
 

243 

   نهال و بذر نژادي بهمجله 
  1396، سال 2، شماره 33-1جلد 

  
عليه ) Brassica napus(به كلزا ) Pisum sativum(هاي مقاومت انتقال يافته از نخودفرنگي  تأثير ژن

 (Sclerotinia scleritiorum)بيماري پوسيدگي اسكروتينيائي ساقه 
  

Effectiveness of Resistance Genes Transferred from Pea (Pisum sativum) to 
Canola (Brassica napus) Against Sclerotinia Stem Rot (Sclerotinia scleritiorum) 

 
  4االله محمدي وليو  3حسن زينالي، 2عليرضا عباسي، 1احد باقري

 
گروه زراعت و اصـلاح نباتـات، دانشـكده علـوم و مهندسـي      ، دانشيارو  يار، استادبه ترتيب دانشجوي سابق دكتري، استاد -4و  3، 2، 1

  كرج، تهرانكشاورزي، پرديس كشاورزي و منابع طبيعي، دانشگاه 
  

  5/5/1396: تاريخ پذيرش        17/10/1395: تاريخ دريافت
 

  چكيده
 

ــاقري ــي، .ا، ب ــالي، .ر ع، عباس ــديو .  ح، زين ــأثير ژن .1396 .و، محم ــه    ت ــال يافت ــت انتق ــاي مقاوم ــودفرنگي ه ــزا  ) Pisum sativum(از نخ ــه كل   ب
)Brassica napus (     عليه بيمـاري پوسـيدگي اسـكروتينيائي سـاقه(Sclerotinia scleritiorum).   243 -263 :33-1نهـال و بـذر    نـژادي   مجلـه بـه. 

10.22092/spij.2017.115605 
  

  هـــاي مخـــرب كلـــزا در دنيـــا، پوســـيدگي اســـكروتينيائي ســـاقه ناشـــي از قـــارچ  يكـــي از بيمـــاري
(Sclerotinia scleritiorum) در ايـن  . اطلاعات كمي در مورد مقاومـت بـه ايـن بيمـاري در دسـت اسـت      . است

اند عليه  تحقيق، تأثير سه ژن مربوط به مقاومت به بيماري كه از گياه نخودفرنگي منشأ گرفته و به كلزا منتقل شده
در قالـب دو   DRR206و  PR10.1 ،Chitinase (Transgene)ژن  بيماري پوسيدگي ساقه با استفاده از سـه تـرانس  

بـه چهـار رقـم    ) Westarرقـم  (هـا   ژن از رقم كلـزاي حامـل آن   در آزمايش اول سه ترانس. آزمايش بررسي شد
هـاي مختلـف ژنتيكـي     زمينه منتقل شدند تا تأثير پس OAC Tritonو  MillenniUM 03 ،Apollo، Sentryتجاري 

هـاي تراريختـه، و بـه دنبـال آن      قـي ارقـام تجـاري بـا لايـن     اين كار از طريق تلا. پاسخ به بيماري بررسي شود
گانـه   هـاي سـه   ژن در آزمايش دوم، ايده تجميع دو به دوي ترانس. هاي برگشتي با ارقام تجاري انجام شد تلاقي

هـاي مختلـف بـين     بـراي تركيـب   Westarهاي تراريختـه   براي اين منظور تلاقي معمولي بين لاين. آزمون شد
زنـي دمبـرگ و سـنجش     اي بيماري از سه روش آزمون ساقه، مايه براي غربالگري گلخانه. نجام شدها ا ژن ترانس

هاي غربـالگري، در آزمـايش اول بهتـرين كـاهش بيمـاري در تركيـب        بر اساس نتايج آزمون. برگ استفاده شد
بهترين  PR10.1×DRR206مشاهده شد و در آزمايش دوم تركيب  Apolloو  Sentryدر ارقام  PR10.1ژن  ترانس

هـاي   لايـن . بهتـرين عملكـرد را در كـاهش بيمـاري داشـت      PR10.1ژن  در مجمـوع تـرانس  . ميانگين را داشت
سـازي   به ثبت و تجاري تا در صورت تائيد،اي نيز آزمون كرد  توان در شرايط مزرعه الذكر را مي نويدبخش فوق
  شود آنها منتهي مي

  
، PR10.1 ،Chitinase ،DRR206بيماري پوسـيدگي اسـكلروتينيائي كلـزا، گياهـان تراريختـه،      : هاي كليدي واژه
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  مقدمه
يكـي از   Brassica napusكلزا با نام علمـي  

آمـار  . گياهان دانه روغنـي مهـم در جهـان اسـت    
منتشره توسط سازمان خواروبار كشاورزي، فـائو  

)Food and Agriculture Organization: FAO ( نشان
ترين منبـع روغـن    مهم 2010دهد كه در سال  مي

كل توليد كشـور  % 49نباتي توليد داخل، كلزا با 
 بوده اسـت  در مقام دوم% 21و بعد از آن سويا با 

(Anonymous, 2010) . ــيدگي پوســـــــ
ــارچ   ــه توســــط قــ ــاقه كــ اســــكلروتينيايي ســ

Sclerotinia sclerotiorum شود يك  ايجاد مي
بيماري مخرب است و در شـرايط آب و هـوايي   

كنـد   گرم و مرطوب به سرعت گسترش پيدا مـي 
و اگر در مرحله گلدهي يا كمي بعد از آن اتفاق 

. لكرد را باعث شودتواند افت شديد عم بيفتد مي
فصل زمسـتان را بـه صـورت     Sclerotiniaقارچ 

اســكلروت در خــاك و يــا روي بقايــاي گيــاهي 
توانـد بـذر را نيـز     اسـكلروت مـي  . كند سپري مي
اين قارچ، يـك بيمـارگر خـاكزاد بـا     . آلوده كند

ــاني گســترده ــاً در  دامنــه ميزب اي اســت كــه تقريب
يـق  ايـن قـارچ از طر  . تمامي مـزارع حضـور دارد  

در حـال  . شـود  اسكلروت، بذر و بـاد منتشـر مـي   
حاضر بهتـرين راه مبـارزه بـا ايـن بيمـاري شـخم       

هـا   عميق قبل از كاشت به منظور دفن اسـكلروت 
و بقااي آلوده گيـاهي و نيـز اعمـال تنـاوب بلنـد      

بــين محصــولات ) چهــار ســال يــا بيشــتر(مــدت 
برخـي ارقـام كلـزا    . حساس به اين بيماري اسـت 

فقـدان گلبـرگ   ). Apetalous( گلبرگ ندارنـد 
باعث حذف منبع غذايي اصلي آسكوسـپورهاي  

شــود، لــذا بنــابراين ارقــام بــدون   ايــن قــارچ مــي
هـاي شـديد    گلبرگ تا حـد زيـادي از آلـودگي   

Sclerotinia اگــر ارقــام بــدون . كننــد فــرار مــي
گلبرگ كلزا بتوانند عملكرد مشابه ارقام معمولي 
ــرل     ــراي كنتـ ــت بـ ــن اسـ ــند ممكـ ــته باشـ داشـ

Sclerotinia هاي كنترل  از ديگر راه. مفيد باشند
توان به اسـتفاده از سـموم قـارچكش،     بيماري مي

كنترل بيولوژيك و استفاده از ارقام مقاوم اشـاره  
  .كرد

اي شناسايي ژنتيك اين بيمـاري،  در تلاش بر
، موفق (Zhang et al., 2011)ژنگ و همكاران 

به شناسايي يك ژن مقاومت به بيمـاري شـدند و   
بررسي توالي اسيد . نامگذاري كردند Rskآن را 

امينه اين ژن نشان داد كه شـباهت زيـادي بـه ژن    
ــاز در  دارد و ايــن  Arabidopsis thalianaكين

ه احتمــالاً فعاليــت  فــرض را تقويــت كــرد كـ ـ  
بازدارنــــدگي ريبونوكلئــــاز دارد و مشــــابه ژن 

PR10.1  اســــتفاده شــــده در تحقيــــق حاضــــر  
  نيــز بــه عنــوان ژن مقاومــت  BnEIN3ژن . اســت

  شناســـايي شـــده اســـت  Brassica napusدر 
)Xu et al., 2009( . منــابع مقاومــت بــه قــارچ

Sclerotinia   هنوز در كلزا شناسايي نشده اسـت
   B. oleraceaهـاي وحشـي    با اين حال، در تيـپ 

مقاومت به اين بيماري پتانسيل بالايي براي انتقال 
گــزارش شــده اســت كــه  (B. napus) بــه كلــزا

تواند به عنوان منبعي براي انتقال مقاومـت بـه    مي
نـژادي كلـزا باشـد     هاي بـه  ارقام تجاري در برنامه

)Mei et al., 2011 ؛Garg et al., 2010.(   يـين
بـا اسـتفاده از    )Yin et al., 2010(و همكـاران  
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هاي دابل هاپلوئيد حاصل از تلاقي بين يك  لاين
لايــن حســاس و يــك لايــن متحمــل، موفــق بــه  

همبسته با مقاومـت   QTLشناسايي بيست و يك 
بـرداري در   به اين بيماري شـدند كـه بـراي بهـره    

در . تواند مفيد واقـع شـود   نژادي مي هاي به برنامه
در  Ssaxpژن  يك تحقيق ديگر مشخص شد كه

آنزيمــي را  Sclerotinia sclerotiorumقــارچ 
هـاي   كند كـه در تخريـب ديـواره سـلول     كد مي

گياهي نقش دارد و از اين طريق به نفوذ بيمارگر 
ــان حســاس كمــك    ــودگي در گياه و ايجــاد آل

ايـن نتيجـه بـا    . )Yajima et al., 2009(كند  مي
ايجــاد اخــتلال در ژن مــذكور و مقايســه قــدرت 

شـي قـارچ بـه    ها با جدايـه وح  بيماريزايي موتانت
  .دست آمده است

هاي دخيل در مقاومـت   شود كه ژن تصور مي
هــاي بيمــاريزا در صــورت  گيــاه نخــود بــه قــارچ

انتقال به كلزا بتوانند سطح مقاومت ايـن گيـاه را   
در ايـن  . نيز بـه بيمـاري يـاد شـده بهبـود بخشـند      

صورت، با ثبـت و تجـاري سـازي ارقـام كلـزاي      
تـوان   نخود مـي  هاي منشأ گرفته از حاوي اين ژن

به توليد پايـدار كلـزا و در نتيجـه افـزايش توليـد      
 .هاي خـوراكي و صـنعتي اميـدوارتر بـود     روغن

ــزا   ــه كل ــن تراريخت ــدادي لاي ــم (تع ) Westarرق
ــه بيمــاري    ــا مقاومــت ب حــاوي ســه ژن مــرتبط ب

)PR10.1 ،Chitinase  وDRR206 ( قبلاً توسط
توليـد   )Wang et al., 1999(ونگ و همكاران 

مـواد گيـاهي تراريختـه در    . و ارزيابي شده است
گياهان كلزاي حاوي يكي از سه ژن (اين تحقيق 

ــاري   ــه بيم ــت ب ــه مقاوم ــراي  ) بيگان فرصــتي را ب

هاي بيگانـه   كاوش بيشتر ميزان مفيد بودن اين ژن
ــراي  ــكلروتينيائي در  بــ ــاري اســ ــرل بيمــ كنتــ

ايـن   .كنـد  هاي ژنتيكي متنوع فراهم مي زمينه پس
تحقيق، دو هدف عمده را از طريق دو آزمـايش  

ژن مـذكور بـه    انتقـال سـه تـرانس   : دنبال مي كرد
ها  ارقام تجاري كلزا و ارزيابي سطح مقاومت آن

هـا   ژن و تجميع دو به دوي ترانس) آزمايش اول(
 ).آزمايش دوم(ها  مقاومت آن و ارزيابي سطح

  
  ها مواد و روش
  مواد گياهي

  بخــش اعظــم تحقيــق حاضــر در دانشــگاه     
  مانيتوبـــا در كانـــادا و بخشـــي نيـــز در دانشـــگاه 

انجـام   1391تـا   1384هـاي   تهران در فاصله سال
هـاي   در اين تحقيق، پـنج رقـم كلـزا بـه نـام     . شد

Westar ،OAC Triton ،Apollo ،Sentry  و
MillenniUM 03     مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت .
به عنوان كنترل منفي  Westarرقم غير تراريخته 

ژن  و چهار رقم ديگر به عنوان گيرنده سه ترانس
هــاي رقــم  لايــن. در ايــن تحقيــق اســتفاده شــدند

ژن  حاوي يكي از سـه تـرانس   Westarتراريخته 
گياهان در داخل . بودند 1معرفي شده در جدول 

و در داخل اتاقـك رشـد    ®Metromixمخلوط 
گـراد   درجه سـانتي  16و شبانه  20با دماي روزانه 

سـپس  . ساعت طول روز رشد داده شدند 16و با 
هـايي حـاوي مخلـوط     ها به داخل گلدان گياهچه

خــاك منتقــل و در : ماســه: خــاك بــرگ 3:2:1
الــذكر نگهــداري  شــرايط دمــا و طــول روز فــوق

 .شدند
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  آزمايش اول

) GN3، و GN1 ،GN2(ژن  انسانتقال سه تر
ــزا   ــم تجــاري كل ــار رق ــه چه ، OAC Triton(ب

Apollo ،Sentry  وMillenniUM 03 ( از
هــاي تراريختــه و ارقــام  طريــق تلاقــي بــين لايــن

ــتي     ــي برگش ــام تلاق ــب آن انج ــاري و متعاق تج
)Backcross (انجام شد.  

هــاي تراريختــه  چهــار رقــم تجــاري بــا لايــن
تلاقـي بـه صـورت    . گيري شـدند  گانه دورگ سه

هــا و  هــا، گلبــرگ دســتي و بــا حــذف كاســبرگ
دهـي   هاي والد ماده در مراحل آخـر غنچـه   پرچم

ها بـا   انجام شد، سپس كلاله) قبل از شكفتن گل(
هــاي  گــل. ي والــد نــر آغشــته شــدند    گــرده
گيري شده به منظـور جلـوگيري از ورود    دورگ
هاي ناخواسته، با پاكت پلاستيكي پوشانيده  گرده
هـاي تراريختـه    با فرض اين كه كليه لايـن . دشدن

گيري، نسبت  والديني مورد استفاده براي دورگ
بودند انتظـار  ) AA(ها هوموزيگوت  ژن به ترانس

) Aa(هتروزيگـوت   F1رود كه كليه گياهـان   مي
ــده  باشــند كــه در حقيقــت همــي  زيگــوت خوان

شوند زيرا آلل مغلوب، وجود فيزيكي نـدارد   مي
هـا ايـن    هدف از اين تلاقـي . ستا) Null(و نول 

ــرانس  ــأثير ت ــود كــه ت ــه   ژن ب هــا روي مقاومــت ب
هاي مختلف ژنتيكي بررسي  زمينه بيماري در پس

ــي      ــواي ژنتيك ــه محت ــد ك ــلاش ش ــذا ت ــود، ل ش
تـر   ها به والدين تجـاري هـر چـه نزديـك     دورگ
مشـابهت  % 50حـدود   F1واضح است كـه  . شود

سـهم   براي افـزايش . ژنتيكي با والد تجاري دارد
هــا دو بــار تلاقــي  والــد تجــاري در ژنــوم دورگ

هاي  رفت كه تلاقي انتظار مي. برگشتي انجام شد
% 5/87و % 75به ترتيب ) BC2و  BC1(برگشتي 

از ژنوم والـد تجـاري را داشـته باشـند كـه بـراي       
. منظــور ايــن تحقيــق كــافي در نظــر گرفتــه شــد 

با استفاده از غربالگري  aaگياهان داراي ژنوتيپ 
PCR  ــدند ــذف ش ــي   . ح ــين تلاق ــوان اول ــه عن ب

با والد تجاري خـود تلاقـي    F1برگشتي، گياهان 
برداشـت   BC1هـاي   برگشتي داده شـدند و دانـه  

 BC1هـاي   براي ايجاد بوته BC1بذرهاي . شدند
ها مـورد آزمـون    هاي آن رشد داده شدند و برگ

. ها قرار گرفتنـد  ژن براي ترانس PCRغربالگري 
را نشـان دادنـد بـا ارقـام      PCRگياهاني كـه بانـد   

را توليـد   BC2تجاري تلاقي داده شدند تا نسـل  
كاشته شدند و براي حضور  BC2بذرهاي . كنند

گياهـان مثبـت،   . آزمون شدند PCRژن با  ترانس
هـا بـه    شناسايي و خودگشن شدند و بـذرهاي آن 

ــوده   ــوان ت ــد  BC2S1عن ــذرهاي . برداشــت ش ب
BC2S1 ژن  سكاشــته شــد و بــراي حضــور تــران
ــط  ــدند  PCRتوس ــون ش ــت،  . آزم ــان مثب گياه

خودگشن شـدند و بـذرهاي بـه دسـت آمـده بـه       
ــوان  ــد  BC2S2عن ــت ش ــل . برداش  BC2S2نس

مورد آزمايش هوموزيگوسيتي قرار گرفـت كـه   
در آن حداقل بيست و چهار گيـاه بـراي حضـور    

هايي كه تفـرق   ژن آزمون شدند و خانواده ترانس
دند بـه عنـوان   نشان ندادند يعني همگي مثبت ش ـ

ــدند  ــناخته ش ــپ هوموزيگــوت ش ــار . ژنوتي دو ب
هــا  اي بــراي بيمــاري آزمــون غربــالگري گلخانــه

يك بار در مرحله هتروزيگـوت و بـه   : انجام شد
كـه  ) Hemizygous(زيگـوت   تر همـي  بيان دقيق
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هـاي   كه مخلوطي از ژنوتيپ( BC2گياهان نسل 
Aa  وaa ــد ــه ) بودن ــس از حــذف بوت ــاي  پ  aaه

سنجي قـرار گرفتنـد و    مورد بيماري PCRتوسط 
بار دوم در مرحله هوموزيگوت كه گياهان نسـل  

BC2S2 )ها با  كه عدم تفرق آنPCR   تأييد شـد
مـــورد غربـــالگري  ) داشـــتند AAو ژنوتيـــپ 

  .اي براي بيماري قرار گرفتند گلخانه
 BC2و  BC1هـاي   رفـت كـه نسـل    انتظار مي

ــوط  ــپ  50:50مخل ــند aaو  Aaاز دو ژنوتي . باش
نسل بعـد   Aaهاي  هدف اين بود كه تنها ژنوتيپ

بـــراي گـــزينش  PCRرا ايجـــاد كننـــد لـــذا از 
ــپ ــاي  ژنوتي ــد  Aaه ــتفاده ش ــان . اس  BC2گياه

توليد شود كـه   BC2S1خودبارور شدند تا نسل 
. بودنـد  aa، و AA ،Aaهاي  مخلوطي از ژنوتيپ

ــان  ــالگري   aaگياه ــق غرب ــذف  PCRاز طري ح
دوبـاره خودبـارور    Aaو  AAشدند ولي گياهان 

توليد شوند تـا بدينوسـيله    BC2S2شدند تا نسل 
ــپ ــاي  ژنوتي ــل  Aaو  AAه ــم  BC2S1نس از ه

  .تشخيص داده شوند
  

  آزمايش دوم

و  Westarها در  ژن تجميع دو به دوي ترانس
هــا از طريــق انجــام  ارزيــابي ســطح مقاومــت آن

بـا فـرض   . ها انجـام شـد   ژن هاي بين ترانس تلاقي
ه هر كدام از دو والد در يك تلاقي، بـراي  ك اين

هــا هوموزيگــوت و بــراي    ژن يكــي از تــرانس 
هـا   ديگري خالي يا نـول بودنـد نتـاج ايـن تلاقـي     

)F1 (رفت كه براي هر دو مكـان ژنـي    انتظار مي
. باشــد) زيگــوت در واقــع، همــي(هتروزيگــوت 

اولين مرحله غربالگري بيمـاري، در ايـن مرحلـه    
ــد   ــام ش ــوت انج ــاب   . هتروزيگ ــور انتخ ــه منظ ب

هـــا خودبـــاروري انجـــام شـــد و  هوموزيگـــوت
هـا بـذرهاي    ها برداشت شد كـه ايـن   هاي آن دانه
F2 مجموعـه بـذور   . را تشكيل دادندF2   كاشـته

 PCRهـا بـا    هـا در آن  ژن شدند و حضور تـرانس 
ــوده شــد ــه. آزم ــاي  بوت ــر دو   F2ه ــراي ه كــه ب

ژن مربوطه مثبت شدند خودبارور شدند و  ترانس
ــذر ــدند  F3هاي ب ــد ش ــل از  . تولي ــان حاص گياه

هـا   ژن نيـز نسـبت بـه حضـور تـرانس      F3بذرهاي 
هـايي كـه تفـرق نشـان      بررسي شـدند و خـانواده  

كـلاً حـذف شـدند و    ) بوته 24در حداقل (دادند 
ــوان       آن ــه عن ــد ب ــان ندادن ــرق نش ــه تف ــايي ك ه

هـاي   هاي هوموزيگـوت مـورد آزمـايش    ژنوتيپ
  .ي قرار گرفتنداي براي بيمار غربالگري گلخانه

  
  ها ژن براي حضور ترانس PCRغربالگري با 

  PCRبراي  DNAاستخراج 

ــرگ در داخــل ميكروتيــوب    هــاي قطعــات ب
ml 5/1  شــــــناور در نيتــــــروژن مــــــايع بــــــا  

هاي پلاسـتيكي شـبيه دسـته هـاون      استفاده از ميله
خرد شده و كاملاً كوبيـده و بلافاصـله روي يـخ    

 CTABاز بـــافر  μl650ســـپس . قـــرار گرفتنـــد
)100mM TRIS pH = 8, 20mM EDTA, 

1.4 mM NaCl, 2% CTAB (   بـه آن اضـافه و
) بــن مــاري(كــاملاً مخلــوط و در حمــام آبگــرم 

°C65  دقيقــه نگهــداري شــد 90-120بــه مــدت .
هـا   هـا بيـرون آورده شـدند و بـه آن     سپس نمونـه 

μl650      كلروفرم اضـافه و بـا اسـتفاده از دسـتگاه



  1396، سال 2، شماره 33- 1جلد  “نهال و بذر نژادي هبمجله “

248 

ــده ورت ــدند   لرزانن ــوط ش ــوبي مخل ــه خ . كــس ب
مخلوط به دست آمده سپس به مدت پـنج دقيقـه   

دور در دقيقه سانتريفوژ شـد و   15000با سرعت 
بـه انـدازه   . قسمت بالايي به لوله جديد منتقل شد

ــه،    /. 5 –/. 6 ــود در لولــ ــايع موجــ ــم مــ حجــ
ها اضافه و به خـوبي مخلـوط    ايزوپروپانول به آن

ثانيـه   30مدت  هاي حاوي مايع به سپس لوله. شد
دور در دقيقه سانتريفوژ شـدند   10000با سرعت 

با  DNAو قسمت مايع دور ريخته شد و رسوب 
ها بـه طـور مختصـر     لوله. شسته شدند% 70اتانول 

سانتريفوژ شدند و مابقي اتانول هم با ميكروپيپت 
آب  μl400در مقـدار   DNAرسوب . حذف شد

 PCRالگـو در   DNAمقطر حل شد و به عنـوان  
  .استفاده شد

  
PCR  

آغازگرهـاي   Primer3با استفاده از نرم افزار 
ژن طراحي شد تـا   اختصاصي براي هر سه ترانس

بــــراي اثبــــات حضــــور  PCRدر غربــــالگري 
هــاي مختلــف  هــا در گياهــان در نســل ژن تــرانس

محلـول مـورد اسـتفاده    . مورد استفاده قرار گيرند
يك ميكروليتر از بافر : عبارت بود از PCRبراي 
10X كه شامل مواد زير بود:  

500 mM KCl ،100 mM Tris-HCl pH 

= 8.3 ،µl 3 /0  ازMgCl2 50mM ،15/0 
هر كدام بـا غلظـت    dNTPميكروليتر از مخلوط 

25 mM ،µl 15/0  آنــزيمTaq polymerase ،
ــر از  ــت  DNAيـــك ميكروليتـ ــا غلظـ ــو بـ   الگـ

ng/µl 5محلول هر تيوب بـه   ، حجم نهاييµl10 

تــوالي آغازگرهــاي . بــا آب ديــونيزه تنظــيم شــد
 PCRها با  ژن گيري ترانس مورد استفاده براي ره

  :به شرح زير بود
آغــــــــــــــــازگر   GN1بــــــــــــــــراي 

5'gcacctgctatactctacaaagctc3'  بــــه همــــراه
5'ggcagccaaattaagcacac3'اســــتفاده شــــد ، .

ــراي  ــاي  GN2بــــــــــــــ آغازگرهــــــــــــــ
5'acggggtctatccacaaaca3'  و
5'cggtgtcgagaaggattgat3'  و بــرايGN3  نيــز
5'tggaaagaatgcagcaaatg3'  بـــــــه همـــــــراه

5'acccacgttcaaccagtttt3'    مورد اسـتفاده قـرار
به  PCRچرخه حرارتي مورد استفاده در . گرفت

  :شرح زير بود
كه به دنبـالش چهـل    C94°دقيقه در دماي  4

، C94°ثانيـه دمـاي    45: بار چرخه زير تكرار شد
. C72°، و يك دقيقه دمـاي  C55°ثانيه دماي  45

. خاتمـه يافـت   C72°واكنش بـا ده دقيقـه دمـاي    
ــاروز  PCRمحصــولات  ــر روي ژل آگ ــه % 1ب ب

ولـت الكتروفـورز    120دقيقـه بـا ولتـاژ     45مدت 
  .شدند و با اتيديوم برومايد قابل رؤيت شدند

  
  اي براي بيماري غربالگري گلخانه

بيماري در دو مرحله هاي غربالگري  آزمايش
هاي منتقـل   ژن اول، هنگامي كه ترانس: انجام شد

شده در مرحله هتروزيگوت بودنـد؛ دوم، زمـاني   
هــاي تراريختــه تــا رســيدن بــه مرحلــه   كــه نســل

ــرانس ــده،   ژن هوموزيگــوتي ت ــام گيرن ــا در ارق ه
از ديدگاه نظري، وقتي لوكـوس  . مديريت شدند

A  نسبت بهa    وتي در غالب است نبايـد هـيچ تفـا
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در مـورد  . وجود داشـته باشـد   Aaو  AAفنوتيپ 
 Aهاي مـورد بررسـي در ايـن تحقيـق،      ژن ترانس

ــرانس ــانگر حضــور آن ت ــانگر  aژن اســت و  بي بي
ژن،  اگـر تـرانس  . خالي يا نول بـودن يـا عـدم آن   

ــه يــك بيمــاري   ــالاتري از مقاومــت علي ســطح ب
كند حضور حتـي يـك نسـخه     خاص را اعطا مي
ن نيز منجر به توليد محصول آن بيان شونده آن ژ

. ژن و در پي آن، فنوتيـپ مقاومـت خواهـد شـد    
ژن در حالـت   بنابراين، بررسي تأثير يـك تـرانس  

هتروزيگوت نيز تصوير واضـحي از نحـوه عمـل    
. دهـد  آن در حالت هوموزيگـوت بـه دسـت مـي    

هاي استفاده شده براي غربالگري بيمـاري   آزمون
  :به شرح زير بودند

  
 (Stem test) آزمون ساقه

دهـي يـا اوايـل     هاي كلزا در مرحله غنچه بوته
گلدهي مطابق با روش معرفي شده توسط فانگ 

(Fang, 1993)  بـــراي ســـنجش مقاومـــت بـــه
Sclerotinia sclerotiorum   مورد استفاده قـرار

اخذ شـده از   Can10-05گياهان با رگه . گرفتند
زنــي  گــروه علــوم گيــاهي دانشــگاه مانيتوبــا مايــه

روزه قـارچ كـه    3-4هـاي جديـد    كشـت . شـدند 
هنوز كل تشتك پتري را اشغال نكـرده بودنـد از   
قارچ رشد داده شده روي محـيط كشـت حـاوي    

زني  براي مايه) به عنوان تنها منبع غذايي(گلوكز 
ن اي ـ). گلـوكز % 20آگار،  g/l 15(استفاده شدند 

  محـــيط كشـــت بـــه ايـــن دليـــل اســـتفاده شـــد  
ــا ويژگــي ضــعيف   ــارگر ب ــه بيم ــاجمي  ك ــر ته   ت

(Less aggressive)  توليــد شــود تــا بتــوان بــين

هاي مقاوم و حسـاس تمـايز ايجـاد شـود      فنوتيپ
گالاكتورونـاز   زيرا گلـوكز كمتـر منجـر بـه پلـي     

)Polygalacturonase (شود كه عامـل   كمتر مي
ي ايـن بيمـارگر بـه    سـاز  مهمي در فرآينـد آلـوده  

زني بـا قـرار دادن يـك بـرش      مايه. رود شمار مي
متـر از   ميلـي  5اي شكل بـه قطـر    ميسيليومي دايره

محــيط كشــت از حاشــيه تشــتك پتــري بــر روي 
. هاي دوم و سوم انجام شـد  ساقه كلزا مابين برگ
اي از پــارافيلم  زنــي بــا لايــه ســاقه در محــل مايــه

بيمـارگر   پوشانده شـد تـا محـيط مرطـوبي بـراي     
ــود  ــظ ش ــد از   . حف ــارده روز بع ــان، چه از گياه

برداري انجام شد و قطـر زخـم    زني يادداشت مايه
  .متر يادداشت شد به سانتي

  
ــه ــرگ  روش مايــــــ ــي دمبــــــ   زنــــــ

)Petiole Inoculation Technique: PIT(  

اي بـراي ايـن آزمـون     هاي چهار هفته گياهچه
ــاران      ــو و همك ــا روش ژائ ــابق ب ــالگري مط غرب

)Zhao et al., 2004(    ــرار ــتفاده ق ــورد اس م
ــت ــاكي از   . گرفـ ــان حـ ــات ايشـ ــايج تحقيقـ نتـ

همبســتگي مقاومــت بــه ايــن بيمــاري در مراحــل 
هـا بـا    برگ سوم گياهچه. گياهچه و گلدهي بود

متـر از دمبـرگ روي    سـانتي  5/2به جا گذاشـتن  
 μl250نـوك  . ساقه گيـاه بـا تيـغ تيـز بريـده شـد      

اي  ميكروپيپت بـراي برداشـتن يـك بـرش دايـره     
ــيه محــيط كشــت   ــيليومي از حاش روزه  3-4ميس

تركيـب محـيط   . استفاده شـد  Sclerotiniaقارچ 
. گلوكز بود كه قبلاً توصـيف شـد  -كشت، آگار

انتهاي دمبـرگ متصـل بـه سـاقه گيـاه بـه داخـل        
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نوك ميكروپيپت حاوي بـرش ميسـيليومي فشـار    
داده شد تا با آن تماس خوبي پيدا كند و مطمئن 

پيپت در جـاي خـود محكـم    شد كه نوك ميكرو
تعداد روزهاي سـپري شـده از   . مستقر شده است

ــه ــوان    ماي ــه عن ــاه ب ــا پژمردگــي كامــل گي زنــي ت
  .برداري شد هاي آزمايشي يادداشت داده

  
ــده    ــدا شــــ ــرگ جــــ ــون بــــ   آزمــــ

)Detached Leaf Assay: DLA(  

اي جدا شدند و  ها از گياهان چهار هفته برگ
هاي پتري حـاوي كاغـذ صـافي     در داخل تشتك

هاي ميسـيليومي نظيـر    برش. خيس گذاشته شدند
آن چه قبلاً براي آزمون ساقه توصيف شـد تهيـه   

ها بسته  و در وسط برگ گذاشته شد و در تشتك
  و در دمــاي اتــاق نگهــداري شــدند تــا قــارچ      

بـرداري بـا يادداشـت     ادهد. روي برگ رشد كند
  ) متــر بــر حســب ســانتي(قطــر زخــم روي بــرگ 

زنــي مطــابق آن چــه كــه  ســاعت بعــد از مايــه 48
)Wu et al., 2001( اند انجام شد پيشنهاد كرده.  

  
  و بحث نتايج
هـاي   و ژنWestarهـاي رقـم تراريختـه     لاين

هـا   مقاومت به بيماري با منشاء نخودفرنگي ئر آن
گرفتنـد در  كه در اين تحقيق مورد استفاده قـرار  

  .اند نشان داده شده 1جدول 
 

  ها در طي نسل PCRها با  ژن رهگيري ترانس

ــي بــراي     ــتفاده از آغازگرهــاي اختصاص اس
PCR   ابزار ارشمندي بودند كه در اين تحقيق بـه

هـا اسـتفاده    ژن طور مستقيم براي گزينش تـرانس 
پيش از هر گونه آزمايش بيماري سنجي، . شدند

هـاي   هـا در لايـن   ژن لازم بود كه حضـور تـرانس  
تراريخته و عدم هر گونه تـوالي مشـابه در ارقـام    

هـاي غيـر تراريختـه     والديني و شاهدها يا كنتـرل 
 بـا اسـتفاده از   PCRاين كار با انجـام  . تأييد شود

 DNAهـاي   آغازگرهاي اختصاصي روي نمونـه 
هـاي تراريختـه و    ژنومي اسـتخراج شـده از لايـن   

الكتروفورز محصـولات  . ارقام تجاري عملي شد
PCR       تأييد كـرد كـه والـدين تراريختـه، حـاوي
هاي مربوطه بودند و ارقام تجاري فاقـد   ژن ترانس
اگـر ايـن   . هـا بودنـد   ژن هاي مشـابه تـرانس   توالي

هــاي مشــابه در ارقــام تجــاري  واليگونــه نبــود تــ
هـا در   ژن باعث ايجاد مشكل در رهگيري ترانس

هــاي  لايــن. شــدند هــاي آزمايشــي مــي طــي نســل
ــرانس    ــراي ت ــه، ب ــديني تراريخت ــه  وال ژن مربوط

بودند و ارقام تجاري، خالي ) AA(هوموزيگوت 
  .تشخيص داده شدند) aa(يا نول 
  

 هاي آماري پاسخ به بيماري تجزيه

هــاي كــاري مــديريت  مــواد گيــاهي در نســل
اطمينان . شدند تا به مرحله هوموزيگوتي رسيدند

ها بر اساس عدم تفـرق   از هوموزيگوت بودن آن
ــالگري   ــا انجــام غرب ژنــي در لوكــوس مربوطــه ب

PCR هـاي   خـانواده . هـا حاصـل شـد    در نتاج آن
سـنجي   هوموزيگوت مورد استفاده براي بيمـاري 

جــايي كــه  از آن. پوســيدگي ســاقه قــرار گرفتنــد
سنجي در هر دو مرحلـه   هاي بيماري نتايج آزمون

ــبيه    ــاً شـ ــوت عمومـ ــوت و هوموزيگـ هتروزيگـ
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  كلزا Westarسه ژن بيگانه مقاومت به بيماري با منشاء نخودفرنگي در سه لاين تراريخته رقم  -1جدول 
Table 1. Three alien resistance genes originated from pea in three lines of canola cultivar Westar 

 
ژنكد ترانس

Transgene code 
 نام ژن

Gene name
ژنشماره نمونه بانك

GenBank access no.
عمل

Function
GN1 PR10.1  X13383  پروتئين مرتبط با بيماريزايي 

Pathogenesis Related protein : PR protein Contains 447bp,… 
 جفت باز با عملكرد شبيه ريبونوكلئاز  477حاوي 

Ribonuclease-like protein

GN2 Chitinase  PEACHI2I 
 تخريب ديواره سلولي قارچ،جفت باز966،يككيتيناز كلاس

Chitinase class 1, 96Gbp, degredation of fungal pathogen cell wall

GN3 DRR206  AF115574 

پروتئين پاسخ مقاومت به بيماري
Disease Resistance Response : DRR 

 تقويت ديواره سلولي و بيوسنتز ليگنين ،جفت باز 555حاوي 
Contains 555bp, cell wall strengthen, lignin biosynthesis
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جا براي رعايت اختصار،  ديگر بودند در اين يك
سنجي براي مرحله  هاي بيماري فقط نتايج آزمون

مشابهت نتايج ايـن  . شود هوموزيگوت آورده مي
ــان      ــه گياه ــود ك ــده آن ب ــان دهن ــه نش دو مرحل

زيگــوت و هموزيگــوت از نظــر تــأثير ژن،  همــي
  .يكسان بودند

هــاي ژنتيكــي  زمينــه بــراي بررســي تــأثير پــس
ــرانس  ــاركرد ت ــر روي ك ــف ب ــه   ژن مختل ــا علي ه

، يـك آزمـايش فاكتوريـل    Sclerotiniaبيماري 
انجـام  تكـرار   24در قالب طرح كاملاً تصادفي با 

ژن در شـش سـطح    يكي از فاكتورها ترانس. شد
)GN1+ ،GN1- ،GN2+ ،GN2- ،GN3+  و

GN3- (   و ديگري ارقام تجاري در چهـار سـطح
تبديل داده بـه صـورت تبـديل بـه جـذر بـه       . بود

منظور نرمال كردن توزيع خطاهـاي آزمايشـي و   
. يكنواخــت كــردن واريــانس خطاهــا انجــام شــد

نشـان داد كـه   ) 2دول ج(ها  تجزيه واريانس داده
ها و بـين ارقـام    ژن داري بين ترانس اختلاف معني

. از نظر تأثير روي پاسخ به بيماري وجود داشـت 
اين امر تأييدي بر طبيعت خيلـي تهـاجمي قـارچ    

Sclerotinia ايــن مســئله بــه احتمــال قــوي . بــود
ژن در گيـاه   عمدتاً به مكانيسم عمـل سـه تـرانس   

با عملكـرد شـبيه    يك پروتئين GN1. گردد برمي
كند كه باعث بريده شـدن   ريبونوكلئاز را كد مي

هـــاي مهـــاجم  ســـلول RNAو متلاشـــي شـــدن 
بـا توليـد كيتينـاز بـه      GN2در حالي كه . شود  مي

هضم ديواره سلولي قـارچ كـه كيتـين از اجـزاي     
نيـز بـا    GN3. كنـد  سازنده آن است كمـك مـي  

تقويــت ديــواره ســلولي گيــاه از طريــق بيوســنتز  

اثـر متقابـل   . كنـد  ين به امر دفاع كمـك مـي  ليگن
دار در سطح يك دهم درصد نيز حـاكي از   معني

ها در ارقـام مختلـف،    ژن آن بود كه رفتار ترانس
متفاوت از هم بود، يعني ميـزان كـاهش بيمـاري    

ژن بستگي به رقم حامل آن داشت و  يك ترانس
اين چيزي است كه مورد سؤال اين تحقيق بـود،  

ژن  زمينه ژنتيكي روي اثـر تـرانس   سيعني تأثير پ
افزايـي مثبـت يـا     اين امر در نتيجه هـم . بر بيماري

هاي بومي خود رقـم اسـت    ژن با ژن منفي ترانس
ــم    ــن ه ــات اي ــه جزئي ــام    ك ــتلزم انج ــي مس افزاي

 .ها و تحقيقات بيشتري است بررسي

ــد     ــون چن ــا آزم ــا ب ــانگين تيماره ــه مي مقايس
) 3جـدول  % (1اي دانكن در سطح احتمـال   دامنه

 GN1نشان داد كه در مورد آزمون ساقه تركيب 
كمترين قطـر زخـم سـاقه را داشـت و      Sentryبا 

GN1  در رقمApollo    بـه همـراهGN3   در رقـم
Sentry نيز در همان رديف جاي گرفتند.  

سـنجي در مرحلـه    هـاي بيمـاري   براي آزمـون 
هوموزيگوت، دو آزمـون جديـد هـم عـلاوه بـر      

اجرا شـد   Sclerotiniaآزمون ساقه براي بيماري 
ــه  ــد از روش ماي زنــي دمبــرگ  كــه عبــارت بودن

)PIT ( و ســـنجش بـــرگ جـــدا شـــده)DLA .(
بــه ترتيــب، تجزيــه واريــانس  5و  4هــاي  جــدول

يش اول در آزمـا  DLAو  PITهاي  براي آزمون
جـا هـم اثـر فاكتورهـا و      در اين. دهند را نشان مي

ــين آن  ــل ب ــر متقاب ــي  اث ــا معن ــود ه ــه . دار ب مقايس
نيـز حـاكي از آن   ) 7و  6هـاي  جدول(ها  ميانگين

هـاي   بود كـه نتـايج ايـن دو آزمـون بـا اخـتلاف      
ــاً مشــابه آزمــون ســاقه بــود يعنــي   نــاچيزي تقريب
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 آمده از آزمون ساقه در آزمايش اولهاي به دست  تجزيه واريانس داده -2جدول 

Table 2. Analysis of variance for data obtained from stem test in experiment 1 

S.O.V.  منابع تغييرات 

درجه
 آزادي
df.

مجموع
 مربعات 

SS

ميانگين
 مربعات
MS F 

 سطح
  احتمال 

Pr>F
Treatment  23 تيمار 230.803 10.035 101.12*** <0.001 
Transgene  5 ژن ترانس 155.600 31.120 313.60*** <0.001 
Cultivar  3 رقم 9.213 3.071 30.95*** <0.001 
Cultivar×Transgene  15 رقم ×ژن  ترانس 65.990 4.399 44.33*** <0.001 
Error  552 اشتباه 54.778 0.099 - -
Total  575 جمع 285.581 - - -

 .درصد 7/12= ضريب تغييرات :درصد است 1/0دار در سطح احتمال  اختلاف معني:  ***
*** : Significant difference at 0. 1% level of probability: CV=12.7%. 

 
  هاي به دست آمده از آزمون ساقه در آزمايش اول مقايسه ميانگين داده -3جدول 

Table 3. Mean comparison of data obtained from stem test in experiment 1 
 

 Transgeneژن         ترانس 

  زمينه ژنتيكيپس
Genetic background 

GN1 GN2 GN3 
+ - + - + -

Sentry 1.82i 7.45d 4.91fg 13.77a 2.02i 6.16e
Apollo 2.01i 8.98bc 4.34g 9.45b 5.40efg 9.61b
OAC Triton 3.22h 5.65ef 7.52cd 12.86a 4.34g 10.36b
MillenniUM 03 5.41efg 5.25efg 5.72ef 7.77cd 7.88cd 8.85bcd

  .زني هستند چهارده روز پس از مايه Sclerotiniaحاصل از قارچ ) متر سانتي(اعداد داخل جدول، قطر زخم ساقه 
  .اي دانكن هستند بر اساس آزمون چند دامنه% 1دار در سطح احتمال  ها با حروف مشابه در هر ستون فاقد اختلاف معني ميانگين

Figures in the table are stem lesion diameter (cm) resulted from Sclerotinia fourteen days after 
inoculation.  
Means with similar letters in each column are not significantly different at 1% probability level 
according to Duncan`s multiple range test. 

 

 GN3به همراه تركيـب   Sentryو  GN1تركيب 
البتـه  . هـا قـرار گرفتنـد    در صدر مقاوم Sentryو 

ــرانس  ــب ت ــا دو   Apolloو  GN1ژن  تركي ــز ب ني
  .تركيب فوق در يك رديف بودند

آزمايش دوم براي بررسي اثر متقابل احتمالي 
ها در حالت تجميع دو بـه دو عليـه    ژن بين ترانس

براي آزمـايش دوم در  . بود Sclerotiniaبيماري 
ــون  ــز آزمــ ــه هوموزيگــــوت نيــ ــاي  مرحلــ هــ

آزمايشـي مـورد   طـرح  . سنجي انجام شـد  بيماري
 24 استفاده، عبـارت از طـرح كـاملاً تصـادفي بـا     

ــود ــا تركيــب. تكــرار ب ــه دوي  تيماره هــاي دو ب
بــه عنــوان  Westarهــا بــه اضـافه رقــم   ژن تـرانس 

هـاي   جـدول (نتايج تجزيه واريانس . شاهد بودند
شـود   مشـاهده مـي  . اند در زير درج شده) 10تا  8

نجي در س ـ كه تأثير تيمار در هر سه نـوع بيمـاري  
دار بود كـه نشـان   درصد معني 1/0سطح احتمال 
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  در آزمايش اول (PIT)زني برگ  هاي به دست آمده از روش مايه تجزيه واريانس داده -4جدول 
Table 4. Analysis of variance for data obtain from petiol inoculation technique (PIT) in 

experiment 1 

 

S.O.V.  منابع تغييرات 

درجه
 آزادي
df.

مجموع
 مربعات 

SS

ميانگين
 مربعات
MS F 

 سطح
  احتمال 

Pr>F
Treatment  23 تيمار 49.675 2.160 24.05*** <0.001
Transgene  5 ژن ترانس 35.342 7.068 78.70*** <0.001
Cultivar  3 رقم 1.419 0.473 5.27** <0.0014
Cultivar×Transgene  15 رقم ×ژن  ترانس 12.914 0.861 9.59*** <0.001
Error  552 اشتباه 49.580 0.090 - -
Total  575 جمع 99.255 - - -

 .درصد 8/17= ضريب تغييرات:  درصد 1/0و  درصد 1در سطح احتمال دار  به ترتيب معني:  ***و  **
** and *** : Significant difference at 1% and 0. 1% levels of probability: CV=17.8%. 

 
  در آزمايش اول (DLA)هاي به دست آمده از آزمون برگ جدا شده  تجزيه واريانس داده -5جدول 

Table 5. Analysis of data obtained from detatched leaf assay (DLA) in experiment 1 
 

S.O.V.  منابع تغييرات 

درجه
 آزادي
df.

مجموع
 مربعات 

SS

ميانگين
 مربعات
MS F 

 سطح
  احتمال 

Pr>F
Treatment  23 تيمار 124.291 5.404 37.80*** <0.001
Transgene  5 ژن ترانس 87.098 17.420 121.85*** <0.001
Cultivar  3 رقم 7.158 2.386 16.69*** <0.001
Cultivar×Transgene  15 رقم ×ژن  ترانس 30.035 2.002 14.00*** <0.001
Error  552 اشتباه 78.911 2.143 - - 
Total  575 جمع 203.201 - - - 

 .درصد 4/18= ضريب تغييرات :درصد است 1/0دار در سطح احتمال  اختلاف معني:  ***
*** : Significant difference at 0. 1% level of probability: CV=18.4%. 

  
هـا در   ژن دهنده تأثير قابـل توجـه تجميـع تـرانس    

  .پاسخ كلزا به اين بيماري بود
در مرحلـــه هوموزيگـــوت آزمـــايش دوم،   
مقايسه ميانگين تيمارها با روش دانكن در سـطح  

بــراي پاســخ بــه بيمــاري در هــر ســه % 1احتمــال 
  .انجام شد Sclerotiniaسنجي  روش بيماري

نشــان داد كــه در آزمــون ســاقه،   11جــدول 
بيشترين كاهش بيمـاري را   GN1×GN3تركيب 

ــاري   ــراي بيم ــت Sclerotiniaب ــورد . داش در م
اگرچه تركيب دارنـده   DLAو  PITهاي  آزمون

يكسـان  ) GN1×GN3(بيشترين كاهش بيمـاري  
 بعـدي بنـدي دو تركيـب    بود با ايـن وجـود رتبـه   
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  در آزمايش اول(PIT)زني دمبرگ  هاي به دست آمده از روش مايه مقايسه ميانگين داده -6جدول 
Table 6. Mean comparison of data obtained from petiol inculation technique (PIT) in 

experiment 1 
 

 Transgeneژن         ترانس 

  زمينه ژنتيكي پس
Genetic background 

GN1 GN2 GN3 
+ - + - + -

Sentry 4.2ab 2.5fgh 3.7abcde 1.5ij 4.4a 3.0efg
Apollo 4.5a 2.2ghi 4.1abc 1.8hij 4.0abcd 2.0hi
OAC Triton 4.1abc 3.1def 2.8efg 1.5ij 4.0abcd 1.4j
MillenniUM 03 3.3bcdef 3.6abcde 3.2cdef 2.3gh 2.5fgh 2.0hi

  .هستند زني تا پزمردگي كامل گياه زهاي بعد از مايهوتعداد راعداد داخل جدول، 
  .اي دانكن هستند بر اساس آزمون چند دامنه% 1دار در سطح احتمال  ها با حروف مشابه در هر ستون فاقد اختلاف معني ميانگين

Figures in the table are the number of days after inoculation until full plant wilt.  
Means with similar letters in each column are not significantly different at 1% probability level 
according to Duncan`s multiple range test. 

  
  در آزمايش اول (DLA)هاي به دست آمده از آزمون برگ جدا شده  مقايسه ميانگين داده -7جدول 

Table 7. Mean comparison of data obtained from detached leaf assay (DLA) in 
experiment 1 

 
 Transgeneژن         ترانس 

  زمينه ژنتيكيپس
Genetic background 

GN1 GN2 GN3 
+ - + - + -

Sentry 1.4m 5.2efgh 3.7ij 7.4abc 1.7lm 4.5fgji
Apollo 1.5lm 6.1bcde 2.9jk 6.7abcd 3.5ij 6.5abcde
OAC Triton 2.2kl 4.2fghi 5.1efgh 8.0a 3.3ij 7.4ab
MillenniUM 03 3.9hij 3.5ij 4.2ghi 5.6cdef 5.3defg 6.4abcde

  .هستند )متر سانتي(قطر زخم روي برگ  اعداد داخل جدول
  .اي دانكن هستند آزمون چند دامنهبر اساس % 1دار در سطح احتمال  ها با حروف مشابه در هر ستون فاقد اختلاف معني ميانگين

Figures in the table are leaf lesion diameter (cm).  
Means with similar letters in each column are not significantly different at 1% probability level 
according to Duncan`s multiple range test. 

 

در مجموع، با توجه . متفاوت از آزمون ساقه بود
توان گفـت كـه    به نتايج آزمايش اول و دوم، مي

بهتـــرين تـــأثير را بـــر روي  PR10.1ژن  تـــرانس
  .كاهش اين بيماري داشت

ت آمـده از سـه   مشابهت نسـبي نتـايج بـه دس ـ   
ســنجي بــراي بيمــاري    روش مختلــف بيمــاري 

Sclerotinia    ،ــن وجــود ــا اي ــود ب ــار ب ــل انتظ قاب
آزمون ساقه مـوقعي كـه تكـرار شـد يكنـواختي      

)Consistency (   بيشــتري را نشــان داد و نتــايج
تكرارپـــذيرتري توليـــد كـــرد مقايســـه بـــين     

حاصــل از تجزيــه ) CV(هــاي تغييــرات  ضــريب
بـر ايـن تحليـل اسـت، در    واريانس نيـز شـاهدي   
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 دوم شيآزما در ساقه آزمون هاي به دست آمده از داده انسيوار هيتجز -8 جدول
Table 8. Analysis of variance for data obtained from stem test in experiment 2 

 

S.O.V.  منابع تغييرات 

درجه
 آزادي
df.

مجموع
 مربعات 

SS

ميانگين
 مربعات
MS F

 سطح
  احتمال 

Pr>F 
Treatment  3 تيمار 7.417 2.472 4.177*** <0.001 
Error  92 اشتباه 5.661 0.062 - - 
Total  95 جمع 13.78 - - - 

 .درصد 4/10= ضريب تغييرات :درصد 1/0دار در سطح احتمال  اختلاف معني:  ***
*** : Significant difference at 0. 1% level of probability: CV=10.4%. 

  
 دوم شيآزما در (PIT)زني دمبرگ  هاي به دست آمده از روش مايه داده انسيوار هيتجز -9 جدول

Table 9. Analysis of variance for data oblained from petiol inculation technique (PIT) in 
experiment 2 

  

S.O.V.  منابع تغييرات 

درجه
 آزادي
df.

مجموع
 مربعات 

SS

ميانگين
 مربعات
MS F

 سطح
  احتمال 

Pr>F 
Treatment  5.497 3 تيمار 1.832 21.27*** <0.001 
Error  7.925 92 اشتباه 0.086 - - 
Total  5.497 95 جمع 1.832 21.27*** <0.001 

 .درصد 9/17= ضريب تغييرات :درصد 1/0دار در سطح احتمال  اختلاف معني:  ***
*** : Significant difference at 0. 1% level of probability: CV=17.9%. 

 
 در آزمايش دوم (DLA)هاي به دست آمده از آزمون برگ جدا شده  تجزيه واريانس داده -10جدول 

Table 10. Analysis of variance for data obtained from detached leaf assay 
(DLA) in experiment 2 

 

S.O.V.  منابع تغييرات 

درجه
 آزادي
df.

مجموع
 مربعات 

SS

ميانگين
 مربعات
MS F

 سطح
  احتمال 

Pr>F 
Treatment  5.497 3 تيمار 1.832 21.27*** <0.001 
Error  7.925 92 اشتباه 0.086 - - 
Total  5.497 95 جمع 1.832 21.27*** <0.001 

 .درصد 3/15= ضريب تغييرات :درصد 1/0دار در سطح احتمال  اختلاف معني:  ***
*** : Significant difference at 0. 1% level of probability: CV=15.3%. 

 

حالي كه ضريب تغييرات براي آزمـون سـاقه در   
هـــاي دوگانـــه در هـــر دو مرحلـــه     آزمـــايش

  و 4/10هتروزيگــــوت و هوموزيگــــوت بــــين 
درصد نوسان داشت اين دامنه براي آزمون  9/15

PIT  درصـد و بـراي آزمـون     9/17حدودDLA 
اين امر نشـانگر آن  . درصد بود 4/18و  3/15بين

هـا بـراي آزمـون سـاقه از      گيـري  است كه انـدازه 
نـابر ايـن، آزمـون   ب. اشتباه كمتري برخوردار بود
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 سنجي در آزمايش دوم ن بيماريوها به دست آمده از سه نوع آزم مقايسه ميانگين داده -11جدول 
Table 11. Mean comparison of data obtained from three disease screening 

tests in experiment 2 
  

 3زني دمبرگ مايهروش  2آزمون برگ بريده 1آزمون ساقه  ها ژن تركيب ترانس
Transgenes combination Stem test1 Detatched

leaf assay2
Petiol inoculation

technique3 
GN1×GN2 6.9a 4.41a 2.21a 
GN1×GN3 4.1c 2.54b 3.67b 
GN2×GN3 5.0b 3.13b 3.50b 

)Westarغير تراريخته  رقم(شاهد 7.2a 4.12a 1.92a 
 .زني تا پژمردگي كامل گياه تعداد روزهاي بعد از مايه -3؛ )متر سانتي(قطر زخم روي برگ  -2؛ )متر سانتي(قطر زخم روي ساقه  - 1

  .اي دانكن هستند بر اساس آزمون چند دامنه% 1دار در سطح احتمال  ها با حروف مشابه در هر ستون فاقد اختلاف معني ميانگين
1. Stem lesion diameter (cm); 2. Leaf lesion diameter (cm); 3. Number of days to full wilt.  
Means with similar letters in each column are not significantly different at 1% probability level according 
to Duncan`s multiple range test. 

 

ســـنجي  ســـاقه روشـــي مناســـب بـــراي بيمـــاري
ــيه     ــزا توص ــاقه كل ــكلروتينيايي س ــيدگي اس پوس

نيـز از نظـر    DLAو  PITهـاي   آزمـون . شـود  مي
سادگي اجرا و مديريت قابل توصيه هستند و هـر  

ــي  ــون را م ــه   دو آزم ــاي گلخان ــوان در فض اي  ت
كمتري بـه طـور همزمـان و روي همـان گياهـان      

هـاي جـدا شـده از گيـاه را      اجرا كرد يعني برگ
استفاده كرد و در عين حال،  DLAتوان براي  مي

يـن  ا. زني كـرد  مايه PITخود بوته را نيز با روش 
كنـد كـه رفتـار يـك      كار فرصـتي را فـراهم مـي   

ژنوتيپ منفرد را در برابر هر دو آزمـون بـه طـور    
جــا بررســي و همبســتگي نتــايج را محاســبه  يــك
آزمـون بـرگ جـدا شـده توسـط محققـين       . كرد

. )Fang, 1993(ديگـر نيـز پيشـنهاد شـده اسـت      
زنـي پـلاگ هيفـي روي     برخي محققين نيـز مايـه  

انـد كـه از نظـر     هاي گياهچه را پيشنهاد كـرده  لپه
سادگي، سرعت و اقتصـادي بـودن، قابـل توجـه     

همچنـين گـزارش   . )Wu et al., 2001(اسـت  
در  شده كه خصوصيات كلني قـارچ اسـكروتينيا  

با طول زخم ساقه در مزرعه  PDAمحيط كشت 
ــتگي دارد  ــا  آن. )Ge et al., 2012(همبس ه

  دار بــين  همچنــين بــا توجــه بــه اثــر متقابــل معنــي
ــه   ــزا، مجموعـ ــم كلـ ــارچ و رقـ ــه قـ   اي از  جدايـ

اي قـارچ را  ه ـ هاي متمايز كننده بـين جدايـه   لاين
ــد  ــنهاد كردنــ ــاران  . پيشــ ــانپور و همكــ رحمــ

)Rahmanpour et al., 2011(  كــارايي ســه
ــاري  ــف بيمـــ ــارچ  روش مختلـــ ــنجي قـــ   ســـ

Sclerotinia sclerotiorum  ــام را روي ارقــ
هاي خويشـاوند آن بررسـي    مختلف كلزا و گونه

ــد ــتفاده    روش. كردن ــورد اس ــالگري م ــاي غرب ه
زني  زني ديسك برگي، مايه مايه: عبارت بودند از

هـاي جـدا    روي بـرگ ميسيليوم و اسيد اگزاليك 
هـــا  آن. نشــده گيـــاه در شـــرايط آزمايشـــگاهي 

زني ديسك برگـي   گزارش كردند كه روش مايه
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ها ايجـاد كنـد ولـي     نتوانست تمايزي بين ژنوتيپ
ــي  ــات معن ــر، اختلاف ــين  دو روش ديگ داري را ب

ها نشان دادند و تأثير اسيد اگزاليـك نيـز    ژنوتيپ
ي اسـت  ايـن در حـال  . مشابه تيمار ميسيليومي بود

زنــي ديســك  كــه در تحقيــق حاضــر، روش مايــه
برگي با وجود ضريب تنـوع بـالا هنـوز قـادر بـه      

رحمـانپور و  . تمايز بين ارقام حساس و مقاوم بود
هـا زخـم    در بخشي از آزمايش) 2011(همكاران 

زنـي بيمـارگر را انجـام     كردن برگ پيش از مايـه 
دادند كه با توجه با مشاهدات در تحقيـق حاضـر   

صيت تهاجمي بالاي ايـن بيمـارگر بـه هـيچ     و خا
  .شود وجه توصيه نمي

  در تحقيــــــق مشــــــابهي زو و همكــــــاران
(Xu et al., 2009)      نشان دادنـد كـه سـطح بيـان

در كلـــزا در ارقــــام مقـــاوم بــــه    BnEIN3ژن 
Sclerotinia sclerotiorum  ــام ــالاتر از ارقـ بـ

حساس است كه مشـابه نتـايج در تحقيـق حاضـر     
تأييــد كردنــد ) 1999(ونــگ و همكــاران . اســت
ــه  ــم  PR10.1و  DRR206كــ ــيت رقــ حساســ

Westar  كلزا بهLeptosphaeria maculans  و
ــز قطـــ ـ ــط   نيــ ــده توســ ــاد شــ ــم ايجــ   ر زخــ

Sclerotinia sclerotiorum    را كـاهش داد كـه
ونــگ و . مشــابه نتــايج تحقيــق حاضــر اســت    

 (Wang and Fristensky, 2001)فريستنسـكي  
در تحقيــق ديگــري بــه ايــن نتيجــه رســيدند كــه  

به نظر  DRR206اگرچه گياهان تراريخته داراي 
رسد كه تـا حـدودي باعـث كـاهش سـرعت       مي

شـود   وز قارچي در بافت بـرگ مـي  گسترش نكر
توانند  نمي DRR206اما گياهان تراريخته حاوي 

تلقـي شـوند    Sclerotiniaبه عنـوان مقـاوم عليـه    
تحقيق حاضـر  . اندازد بلكه بيماري را به تأخير مي

در كاهش اثـر   DRR206نيز تأييدي بر اثر مثبت 
  .بيمارگر مذكور بود

همچنـين نشـان   ) 2001(ونگ و فريستنسـكي  
ــه ژن     د ــه ك ــزاي تراريخت ــان كل ــه گياه ــد ك ادن

DRR206 زنـي بـا    كننـد پـس از مايـه    را بيان مي
ــه ــاجم   جدايـ ــاي مهـ ــارچ PG4و  PG3هـ   از قـ

L. maculans      شـدت كمتـري از بيمـاري سـاق
هــا  آن. دهنــد ســياه را در مرحلــه بلــوغ نشــان مــي

همچنين شدت كمتري از مـرگ و ميـر گياهچـه    
  در اثــــــر بيمــــــارگر بيــــــوتروف ريشــــــه    

مشــاهده كردنــد و  Rhizoctonia solaniيعنــي 
ــرگ   ــه ب ــن ك ــاً اي ــه   نهايت ــان تراريخت ــاي گياه   ه

كــه بــا قــارچ نكروتــروف     DRR206حــاوي 
Sclerotinia sclerotiorum زني شـده بـود    مايه

سـاعت پـس    48تري در زمان  هاي كوچك زخم
زني نشان دادند كه منجر به تأخير بيمـاري   از مايه
  .شد

ــدهاي ضــد ميكر ــتئين  پپتي ــي از سيس ــي غن وب
)Cysteine-rich antimicrobial peptides (

شوند يك منبع بـالقوه   كه از گياهان استخراج مي
ــه شــمار    ــا ب ــه بيمارگره حفاظــت از گياهــان علي

ــي ــد م ــي   . رون ــد ميكروب ــد ض ــك پپتي ــش ي   نق
را كــه از كــاج ســفيد غربــي  PmAMP1بــه نــام 

(Pinus monticola)  منشــــأ گرفتــــه اســــت  
ــاي مق ــه  در اعطـــ ــزا عليـــ ــه كلـــ   اومـــــت بـــ

ــارچ ــاي  قــــ   ، Alternaria brassicaeهــــ
Leptosphaeria maculansو ،  
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Sclerotinia sclerotiorum  در كلزا تأييد شده
نتــايج تحقيــق . )Verma et al., 2012(اســت 

هـا بـود چـون     حاضر نيـز تأييـد كننـده ايـن يافتـه     
PR10.1   كــه يــك پپتيــد ضــد ميكروبــي اســت

در تحقيـق  . سطح بالايي از مقاوت را اعطـا كـرد  
نيـز كـه    scFvديگري مشابه تحقيـق حاضـر، ژن   

  بــادي خــاص بيمــارگر  توليــد كننــده يــك آنتــي
ــزا در مقابــــــل قــــــارچ    اســــــت بــــــه كلــــ

Sclerotinia sclerotiorum   تحمــل بــالاتري
همچنـين  . )Yajima et al., 2010(اعطـا كـرد   

گزارش شده است كه كلـزاي تراريختـه كـه ژن    
MPK4 اي  كند به طـور قابـل ملاحظـه    را بيان مي

ــر  ــل  Sclerotinia sclerotiorumدر براب تحم
در تحقيق . )Wang et al., 2009(دهد  نشان مي

ر نشان داده شـد كـه   ديگري همانند تحقيق حاض
ــاه  Ovdانتقــــــــال ژن ديفنســــــــين  از گيــــــ

Orychophragmus violaceus   كه از خـانواده
براسيكاســه اســت بــه كلــزا مقاومــت آن را عليــه 

بـرد   بـالا مـي   Sclerotinia sclerotiorumقارچ 
)Wu et al., 2009( .    در اين تحقيـق نيـز هماننـد

آزمايش حاضر از روش بـرگ جـدا شـده بـراي     
 .غربالگري بيماري استفاده شد

هـاي بيگانـه چـه از راه     موفقيت استفاده از ژن
تلاقــــي دور و (اصــــلاح نباتــــات كلاســــيك 

هاي مهندسي ژنتيك  و چه از راه) اينتروگرسيون
و ترانسفورماســيون بــه كــرات بــه اثبــات رســيده 
اســت ولــي از ســوي ديگــر، پــذيرش ايــن گونــه 
ــواد غــذايي هــم از جانــب    ــوان م ــه عن گياهــان ب

گـذاران   سياسـت  كنندگان و هم از طرف مصرف

سلامت غذايي جامعـه بايـد مـورد بررسـي قـرار      
  .گيرد

در مجموع بـر اسـاس تحقيـق حاضـر، نتـايج      
توان به شرح زير  سنجي را مي هاي بيماري آزمون

هايي كه بيشـترين   خلاصه كرد كه در آن تركيب
. انـد  كاهش شدت بيماري را داشتند معرفي شـده 

ــرانس  ــايش اول، تــــ در  PR10.1ژن  در آزمــــ
در آزمـايش دوم،  . Apolloو  Sentryهـاي   مرق

در مجموع، ثابت . DRR206با  PR10.1تجميع 
هاي  ژن در بين ترانس PR10.1ژن  شد كه ترانس

گانه ايـن تحقيـق از نظـر ارتقـاي مقاومـت بـه        سه
در رتبه  DRR206بيماري بهترين گزينه است و 

بنابراين، قابل توصيه اسـت كـه   . بعدي واقع است
اير ارقام كلـزا و حتـي سـاير نباتـات     اين ژن به س

زراعي نيز وارد شود تا اثرهاي مشابه احتمالي آن 
اگرچه كاركرد دقيق اين ژن و نيـز  . بررسي شود

دو ژن ديگر هنوز جـاي تحقيـق و بررسـي دارد،    
چه در تحقيق حاضر تأييد شد ايـن اسـت كـه     آن

PR10.1  ــا بيمــاري ــه نســبي ب هــاي  قابليــت مقابل
زمينـه   همچنين تأييد شد كه پـس . قارچي را دارد

ژنتيكي يعني رقم گيرنده يك عامل تعيين كننده 
اين موضوع است كه چقدر مقاومت بيشـتري بـه   
رقم يا لاين گيرنده با ورود يك ژن جديد اعطـا  

  .خواهد شد
دهد كـه   هاي مشابه نشان مي مراجعه به تحقيق

هـاي   گيـري از ژن  هاي زيـادي بـراي بهـره    تلاش
ــه در گي ــاي   بيگان ــه بيمارگره ــي علي ــان زراع اه

نژادگـران گيـاهي بـه     بـه . گياهي انجام شده است
منظــور انجــام گــزينش، هميشــه بــه دنبــال تنــوع  
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هستند ولي اگر تنوع طبيعي در دسترس نباشـد از  
هـاي   ژن. شود گيري و جهش استفاده مي دورگ

مقاومت به بيماري كه از يـك گونـه گيـاهي بـه     
كن است مقـاومتي  شوند مم گونه ديگر منتقل مي

را اعطا كننـد كـه بـه طـور طبيعـي قـبلاً در گيـاه        
هــاي  اســتفاده از ژن. گيرنــده يافــت نشــده اســت

هـا بـه منظـور     مقاومت به بيمـاري از سـاير گونـه   
اصلاح براي مقاومت در ارقام كلزا ممكن اسـت  
راه مفيدي براي مبارزه با بيماري پوسيدگي ساقه 

تيــدهاي ضــد هــاي بيگانــه كــه پپ بيــان ژن. باشــد
كننـد يـك    ميكروبي را در گونه گيرنده كد مـي 

استراتژي جايگزين براي مهندسي ژنتيـك كلـزا   
ايـن راهكـار، بـه    . عليه بيمارگرهاي قارچي است

ــته از     ــرل آن دســ ــورد كنتــ ــوص در مــ خصــ
تر است كه منابع طبيعي  بيمارگرهاي كلزا جذاب

  .ها موجود است محدودي براي مقاومت عليه آن
توانـد حركـت در    ين تحقيق، مـي گام بعدي ا
ــق   مســير تجــاري ــواد آزمايشــي از طري ســازي م

ــايش ــاي مناســب بيمــاري  اجــراي آزم ســنجي  ه
هـاي   اي باشد تاارزيابي شود كه آيـا لايـن   مزرعه

ســنجي  اي بيمــاري هــاي گلخانــه برتــر در آزمــون
  اي  توانند بـه همـان خـوبي در شـرايط مزرعـه      مي

ــر     ــا خي ــد ي ــل كنن ــز عم ــن . ني ــپس لاي ــ س   اي ه
ــي  ــدبخش مــ ــدهاي   نويــ ــد وارد فرآينــ   تواننــ

سازي شوند البته به شرط ايـن كـه    ثبت و تجاري
ــارچوب  ــوانين و چه ــا    ق ــار ب ــاي ك ــا GMOه   ه

ــي    ــه ژنتيكـــ ــر يافتـــ ــودات تغييـــ ــا موجـــ   يـــ
)Genetically Modified Organisms (  اجـازه

 .اين امر را بدهند

  
 سپاسگزاري

ــالي ايـــن تحقيـــق توســـط وزارت   ــابع مـ   منـ
ــوم،  ــز علــــ ــات و نيــــ ــاوري و تحقيقــــ   فنــــ

Natural Sciences and Engineering 

Research Council of Canada    تـأمين شـده
  .شود كه سپاسگزاري مي
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