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)12/5/94:پذیرشتاریخ- 15/10/93:دریافتتاریخ(

سازي هاي نظارتی موجود در اغلب کشورهاي دنیا، قبل از پذیرش و تجاريطبق قوانین سازمان
ها با یک روش ی دقیقی بر روي آنهاي ایمنهاي آن، باید ارزیابیمحصولات تراریخته و فراورده

هاي تراریخته یکی از مراحل ارزیابی ایمنی گیاهان تراریخته، مقایسه لاین. اي صورت گیردمقایسه
این بررسی به منظور . با رقم زراعی غیرتراریخته از نظر محتوي متابولیتی و ترکیبات آنها است

به عنوان مثال در (از دستورزي ژنتیکی ناخواسته و نامطلوب حاصل احتمالی شناسائی تغییرات 
این . صورت می گیرد)نتیجه ورود ژن خارجی به درون ژنوم دیگر و یا تولید متابولیت جدید

میزان قند کل و در این مطالعه تلاش شد.معروف است) همانیاین(فرایند به اصل ضرورتاً یکسان 
هاي تراریخت مقاوم به زمینیسیبدر هاي محلول مانند ساکارز، گلوکز و فروکتوزهمچنین قند

در پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي ایران تولید شده بودند 1388زمینی که در سال بید سیب
- زمینی که در آزمایشلاین تراریخته مقاوم به بید سیب4بدین منظور از . مورد بررسی قرار گیرد

ها از تاریخ زمینیاین سیب.ستفاده شداند اسنجی مقاومت بالایی از خود نشان دادههاي زیست
هاي تراریخته به همراه گیاه شاهد به منظور نمونه.انداي نگهداري شدهفوق در شرایط درون شیشه

-ها و همچنین از نمونههاي نور دیده و نور ندیده غدهتولید غده به گلخانه منتقل شده و از نمونه
ژن در براي اطمینان از حضور ترا. ها استفاده شدتهاي برگی این گیاهان جهت آنالیز متابولی

PCRنتایج حاصل از مولکولی بر روي آنها انجام گرفت و هايبررسی گیاهان و مواد گیاهی 
در بررسی میزان . هاي تراریخته مورد ارزیابی حضور دارددر همه نمونهcry1Abنشان داد که ژن

یاهان تراریخته با گیاه شاهد از لحاظ میزان قند داري بین گقند کل مشاهده شد که تفاوت معنی
ارزیابی قندهاي محلول نیز نشان داد که میزان ها وجود ندارد و همچنینر بافتکل موجود د

داري ندارد و قندهاي ساکارز، گلوکز و فروکتوز بین گیاهان تراریخته با گیاه شاهد تفاوت معنی
و همچنین قوانین نظارتی کدکس ایمنی با توجه به ترکیبات مورد بررسی در نتیجه 

.هاي تراریخته از لحاظ این صفات مورد تائید بوده و مصرف آنها بدون خطر استزمینیسیب

هاي کلیديواژه
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از.باشدبرخوردارفراوانیاهمیتازتوسعهحالدرکشورهاي
ارتقاءامکانژنتیکمهندسیجدیدفنونازاستفادهدیگر،نگاه

Functional food)(فراسودمندغذاهايتولیدوايتغذیهارزش

. استآوردهفراهمايگستردهطوربهرا

هزنجیردرژنتیکیشدهاصلاحغذاییموادورودباهمزمانالبته
ازناشیبالقوهخطراتباارتباطدرهایینگرانیانسان،غذایی
دررامتعدديهايپرسشوایجاد،موادگونهاینمصرفوتولید
افزایشحساسیت،مانندنامطلوبعوارضبروزاحتمالزمینه

انتقالومحیطیمخرباثراتها،بیوتیکآنتیبهنسبتمقاومت
نمودهمطرحجامعهدرHorizontal gene transfer)(هاژنافقی

مسئولیتالمللیبینهايکمیتهموضوع،اهمیتدلیلبه. تاس
موادایمنیتضمینبرايلازمهايسیاستتعیینوگذاريقانون

راستاایندروگرفتهعهدهبرراژنتیکیشدهاصلاحغذایی
براساس. تاسشدهمطرحمتعدديهايدستورالعملوراهبردها

برابرياثباتبرمبتنیمحصولاتاینایمنیبرآوردموجودنینقوا
هايآزمونانجامهمچنینونشدهاصلاحانواعباآنهاجانبههمه

هامتابولیتسمیتها،پروتئینزاییحساسیتزمینهدراختصاصی
,Hashemi and Shoja Sadat(د باشمیغذاییمادهو طبق .)2010

ی موجود در اغلب کشورهاي دنیا، قبل قوانین سازمان هاي نظارت
هاي از پذیرش و تجاري سازي محصولات تراریخته و فراورده

هاي ایمنی دقیقی بر روي آنها با یک روش آن، باید ارزیابی
یکی از مراحل ارزیابی ایمنی غذائی . اي صورت گیردمقایسه

ته هاي تراریخته با ارقام غیرتراریخگیاهان تراریخته، مقایسه لاین
این بررسی به منظور شناسائی تغییرات احتمالی . آن است

به عنوان مثال (ناخواسته و نامطلوب حاصل از دستورزي ژنتیکی 
در نتیجه ورود ژن خارجی به درون ژن دیگر و یا تولید متابولیت 

این (این فرایند به اصل تشابه ضروري . گیردصورت می) جدید
,OECD(معروف است ) Substantial equivalenceهمانی

2001a; Kok and Kuiper, که از "تشابه ضروري"اصل )2003
,FAO/WHO(در چند شوراي بین المللی1990دهه  2005;

WHO, 1995; OECD, 2001a,b( مطرح شده است، یک عنصر
مهندسیکلیدي در ارزیابی ایمنی غذاهاي حاصل از موجودات 

ها و شناسائی شباهتاین مفهوم براي . باشدشده ژنتیکی می
هاي بین غذاهاي تراریخته و همتاهاي سنتی آنها که داراي تفاوت

و راهنماي اصلی در شودسابقه مصرف ایمنی هستند، استفاده می
,FAO/WHO(شود فرایند ارزیابی ایمنی محسوب می 2000 .(

هاي تعیین کننده متعددي وجود دارد که باید در کاربرد عملی جنبه

مقدمه
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مورد توجه قرار گیرد که در نهایت منجر به شناسائی این مفهوم
.گردداثرات ناخواسته می

هرگونه تغییر در لاین تراریخته باید در محدوده تغییرات مجاز در 
هاي نظارتی به همین دلیل، سازمان. بین ارقام غیر تراریخته باشد

در بسیاري از کشورهاي دنیا نتایج مربوط به بررسی و مقایسه 
تراریخته را جهت ارزیابی یخته با رقم غیرات محصولات ترارترکیب

ایمنی محصول تراریخته و صدور مجوز رهاسازي تجاري آنها 
این مقایسه مورد به مورد بوده و قابل تعمیم به ارقام . دانندلازم می

. تراریخته مشابه نیست
هاي تراریخته و راهکارهاي مختلفی جهت مقایسه لاین

ار گرفته شده است که هر کدام از این راهکارها از غیرتراریخته بک
ها مهمترین این روش. پردازندیک جهت به این مقایسه می

متابولومیکس، پروتئومیکس و ژنومیکس است که هر کدام از این 
ها پیامدهاي حضور ژن خارجی را در سطوح مختلف روش

-ژنومیکس، پروتئومیکس و متابولومیکس مورد ارزیابی قرار می

ومیکس، تکریپهاي ترانسهرچند توانائی روش. دهند
پروتئومیکس و متابولومیکس براي تشخیص اثرات آنها تحت 

باشد، آنالیز ترکیبات کلیدي و ضدغذائی از اهداف مطالعه می
Cellini(ارزیابی ترکیبات محسوب می شود  et al. 2004.(

OECDرسد که در حال حاضر استفاده از راهنماي موجودبنظر می

تواند به عنوان مبنائی براي ارزیابی مطالعات متابولومیکس می
این راهنما مشخص شده 2002در نسخه سال . بسیار مفید باشد

توان است که با آنالیز ترکیبات ذکر شده در فهرست این راهنما می
,OECD(تشابه رقم مورد مطالعه را با ارقام طبیعی تعیین نمود 

2002a,b( .،هدف ارزیابی ایمنی غذاهاي جدید بنابراین) از جمله
اثبات این موضوع است که ) غذاهاي حاصل از فناوري تراریخته

در صورت (غذاي جدید سطح ایمنی مشابه والد طبیعی خود 
داشته و همچنین هیچ خطر اضافه یا جدیدي براي سلامت ) وجود

بینی و غیر قابلاثرات نامطلوب قابل پیش. مصرف کننده ندارد
بینی ممکن است سلامت فراورده را اثبات کند یا نکند اما پیش

.احتمالی باید این کار انجام شودبراي ارزیابی مخاطرات 
در نهایت اینکه، براي رهاسازي یک محصول تراریخته لازم است 

اسناد و مدارك حاصل . ارزیابی تشابه ضروري در آن انجام شود
تکمیلی در خصوص هاي انجام شدههمراه با سایر بررسی

براي ارائه غیرهپروتئومیکس، ژنومیکس و ارزیابی هاي حیوانی و 
هاي نظارتی و تصمیم گیر در زمینه تجاري سازي به سازمان

. باشدمحصولات تراریخته ضروري می
با هدف cry1Abپس از اثبات وجود ژن انتقالی این تحقیق 

اکارز، گلوکز سکل و همچنین قندهاي محلول همچوندمقایسه قن
زمینی و یبزمینی تراریخته مقاوم به بید سو فروکتوز بین سیب

.تراریخته انجام پذیرفتگیاه شاهد غیر

هاواد و روشم

زمینی تراریخته مقاوم به بید سیب جهت تولید سیبمقدمات کار
در پژوهشکده 1388درسال cry1Abزمینی با استفاده از ژن 

براي هدفمند . کرج انجام پذیرفت-ایرانبیوتکنولوژي کشاورزي 
تر از نظر رعایت ایمنBtزمینی ها و تولید سیبکردن بیان ژن

Phosphoenolpyruvate(اصول ایمنی زیستی، از پیشبر 

carboxylase(PEPC گیاه ذرت)Zea mays ( ژن در بیانکه سبب
زه براي انتقال سا. شود، استفاده شده استهاي سبز گیاه میبخش

ب زمینی از اگروباکتریوم تومه به گیاه سیpBPECry1Abمولکولی 
Ghasimi Hagh(استفاده شد AGLo1سویه زینفاش et al. 2009(.

هاي کنترل و تراریخته که شامل زمینیدوره کشت سیب4بعد از 
,B2هاي لاین B8, B11, B12ايبودند در محیط مایع درون شیشه

اي به مرحله قال یافت و در شرایط گلخانهاي انتبه شرایط گلخانه
هاي میانی از بعد از طی شدن مراحل رشد برگ. غده دهی رفتند

بوته جدا شده و بلافاصله در ازت مایع قرار داده و بعد به فریزر 
درجه4ها نیز پس از جمع آوري، در دمايغده. انتقال یافتند-80

ن ژن از پیشبري استفاده براي بیان ای. سانتیگراد نگهداري شدند
هاي سبز و تحت نور که تنها در بافت) PEPCپیشبر (شده است 

در یک Cry1Abبه منظور بیان و تولید پروتئین . شودبیان می
زمینی تراریخته در معرض نور کنترل شده تیمار، مقداري سیب

تولید همزمان قرار داده شد تا پروتئین بیان شود اما با توجه به 
دهی به میزانی بود که درصد زمینی، این نورئیدها در سیبآلکالو

,Fridman(آلکالوئیدها از مقدار استاندارد بیشتر نشود  2006.(
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بنابراین نیمی از آنها به مدت یک هفته در شرایط نور و نیمی 
.دیگر در شرایط تاریکی قرار گرفتند

cry1Abبررسی ثبات ژن 

-ندیده سیبوردیده و نور برگ و غده هاي ناز DNAاستخراج
یر یافتهیروش دلاپورتاي تغهاي مورد بررسی بهزمینی

)(Dellaporta et al. DNAو کیفیت و کمیت نجام شدا1983

مورد استخراجی به وسیله ژل الکتروفورز و  اسپکتوفتومتري 
ازاستفادهبابر روي این ژن PCRآزمون .بررسی قرار گرفت

-GGC-GGC-´5:مستقیمآغازگر(cry1Abژناختصاصیآغازگر

GAG-AGG-ATC-GAG-AC-3´73نوکلئوتیدهايبرمنطبق -
-TCG-GCG-GGA-CGT-´5معکوسآغازگرورمزکنندهناحیه

TGT-TGT-TC-3´ناحیه-1276نوکلئوتیدهايبرمنطبق
95شامل یک چرخه PCRشرایط انجام . انجام شد)رمزکننده

درجه 95چرخه با 35دقیقه و درجه سانتیگراد به مدت پنج
درجه سانتیگراد به مدت یک 58سانتیگراد به مدت یک دقیقه،

درجه سانتیگراد به مدت یک دقیقه و نهایتا یک چرخه 72دقیقه و 
) طویل شدن نهایی(درجه سانتیگراد به مدت پنج دقیقه 72اضافی 

محصول واکنش . انجام شد) (PCR BIO-RADبود که در دستگاه 
TAEو % 1اي پلیمراز بر روي ژل آگاروز یرهزنج 1X برده شد و

.عکسبرداري صورت گرفتGel-Docتوسط دستگاه 
جهت بررسی تعداد نسخه ژنی در لاین هاي تراریخت از روش 

DNAهاي بدین منظور نمونه. نگ استفاده شدسادرن بلاتی

هضم شده و برروي ژل آگارز EcoRIاستخراج شده با آنزیم 
به غشاي نایلونی باردار مثبت با DNAانتقال . وفورز شدندالکتر

,Smabrook and Russell(استفاده از روش مویین انجام شد 

cry1Abآشکارسازي نمونه ها با استفاده از پروب ژن ).2001

DIG DNAبا استفاده از کیت DIGنشان دار شده با  labeling

and detection kit) شرکتRoche (دستورالعمل و براساس
. موجود صورت گرفت

ساکارز، گلوکز و (گیري قندهاي محلول اندازه
HPLCبا استفاده از دستگاه ) فروکتوز

گرم از نمونه تر وزن شد و در ازت مایع پودر شد و درون 02/0
% 80لیتر اتانول میلی5/1پس سلیتري ریخته و میلی2تیوب 

(v/v)دقیقه با ورتکس5دت روي هر نمونه اضافه شد و به م
دور در دقیقه 3000ها در تکان شدید داده شد و سپس نمونه

دقیقه سانتریفیوژ شدند و محلول رویی درون فالکون 10مدت به
کن در ها درون آون یا خشکلیتري ریخته شد و فالکونمیلی15

طور ها به الکل نمونهگرفتند تاگراد قرار درجه سانتی50دماي 
لیتر میلی47/0لیتر آب مقطر و میلی10مقدار . خیر شدکامل تب

روي لیتر سولفاتمیلی5/0نرمال و سپس 3/0باریم هیدروکسید
ها در هاي خشک شده اضافه و نمونهبه هر کدام از نمونه%  5

دقیقه سانتریفیوژ شدند و فاز 10مدت دور در دقیقه به3000
لیتري میلی15فالکون رویی حاصل از سانتریفیوژ جدا و درون 

جهت اندازه لیتر از محلول حاصلمیلی2نین همچ. ریخته شد
.هاي جدا ریخته شدگیري قند کل درون ویال

50کن در دماي در دستگاه آون یا خشکها در نهایت فالکون
طور کامل تبخیر شد و فاز آبی بهشدهگراد قرار دادهدرجه سانتی
به هر نمونه اضافه HPLCخلوص لیتر آب با درجه و یک میلی

میکرومتري فیلتر 45/0سرنگی نوع ها با فیلتر سرمحلول. شد
براي . نگهداري شدند) درجه سانتیگراد4(شدند و در یخچال 

بدین . استفاده شدHPLCدستگاه اندازه گیري قندهاي محلول از 
300× 8ابعاد Eurokat H-10 μmمنظور از ستون تفکیک 

لیتر بر دقیقه و استفاده از آب میلی7/0تر، میزان جریان ممیلی
به عنوان فاز متحرك pH5/2با HPLCمقطر با درجه خلوص 

و شناساگر ) با استفاده از اسیدسولفوریک اسیدیته کاهش داده شد(
RIاستفاده شد .

گیري قند کل اندازه
محلول در دستورالعمل قندهاي (لیتر از محلول آماده شده میلی2

لیتري منتقل شده و یک میلی15به یک فالکون ) HPLCبه روش 
به محلول درون فالکون مرحله قبل % 5لیتر محلول فنل میلی

به محلول (v/v)%  98لیتر اسید سولفوریک میلی5اضافه و سپس 
دقیقه، میزان جذب نوري 45بالا اضافه شد و در نهایت پس از 

ومتر با دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت نان485ها در طول موج نمونه
,Schlegelشد  1956)(.
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تجزیه و تحلیل آماري 

به صورت آزمایش فی دکاملا تصاح قالب طراین تحقیق در 
هاي نور دیده و غدهبرگ،(سطح 3در Aفاکتوریل با دو عامل 

,B12کنترل،(سطح 5در Bو عامل ) هاي تاربکیغده B11, B8,

B2(به منظور . بودمی آزمایش ها با سه تکرار تما. شدم نجاا
و جهت رسم نمودار ها SPSSتجزیه و تحلیل داده ها از نرم افزار 

همچنین مقایسات .استفاده شدMicrosoft Excelاز نرم افزار 
5ها با استفاده از آزمون دانکن در سطح احتمال دادهمیانگین

کاشت و :1. تلف رشد و نگهداري گیاهان تراریختهمراحل مخ: 1شکل .درصد  صورت گرفت1درصد  و 
انتقال گیاهان به گلدان و :2نگهداري گیاهان در شرایط درون شیشه اي

.ها در شرایط نور و تاریکیقرار دادن غده: 3نگهداري در گلخانه  

Figure 1: Different stages of development and maintenance of transgenic plants. 1- Plant culture at in vito condition 2- Plant
growth in greenhouse condition 3- Light treatment of potato tubers.

,B2زمینی هاي کنترل و تراریخته سیب B8, B11, B12 در
ز واکشت شدن به محیط مایع درون شیشه کشت شده و پس ا

ها به افت و پس از  آن نیمی از غدهاي انتقال یشرایط گلخانه
مدت یک هفته در شرایط نور و نیمی دیگر در شرایط تاریکی 

).1شکل (قرار گرفتند 
هاي تراریختهزمینیدر سیبcry1Abتشخیص ژن 

هاي تراریخت در مهندسی ژنتیک از اهمیت ثبات ژن در نمونه
ده در  برگ و غcry1Abبررسی ثبات ژن. زیادي برخوردار است

ده از ستفاابا PCRتجزیه و تحلیلسیله ویخت به ارتران گیاه
تجزیه و تحلیل. گرفتم نجااین دو ژن اختصاصی ي اگرهازغاآ

PCR ،دوره 4تراریخته موجود پس از ر ژن را در گیاهان حضو
اي بررا PCRتایج ني لگواي از انمونه2شکل . دتایید کرکشت

سمیدیخت همانند پلاارتران گیاه. هددمین نشاcry1Abژن
ل به طواري نو، شاهد مثبتان به عنوpBPEPcry1Abنوترکیب

، ین نتیجها. ندن دادنشارا cry1Abژن ه ـق بـمتعلز جفت با1190
ده و بون تراریخته گیاهاف در هدر ژن حضوي بر ثبات تایید
در cry1Abاز ژنقل یک نسخه ادـحه وجود هندن دند نشاامیتو

به ) آّب(DNAونه بدـنمونو اهد ـشه گیا. دباشن گیاهام نوژ

حت ـر صـی بـلیلدند که ادندن نشااري شاهد منفی هیچ نوان عنو
ه، هم غده و مدآست دنتایج به س ساابر. ستاPCRتی ـسو در

مثبت PCRانتقالیاي ژنمینی برزسیبهم برگ ارقام تراریخته 
قال پس انتcry1Abثبات وجود ژن  ند بیانگراین میتواند که دبو

در گیاهان cry1Abبررسی حضور ژنهاي .زمینی باشدبه سیب
نشان داده است که این ژن در PCRذرت تراریخت با استفاده از 

DNA ژنومی آرد نمونه هاي تراریخت قابل ردیابی است در حالی
که در نمونه هاي غیرتراریخت حضور این ژن تایید نشده است 

)Giuliani et al. تایج حاصل از آزمون سادرن نشان داد ن).2007
نتایج . که چهار لاین تراریخت سیب زمینی مستقل از هم هستند

نسخه، لاین 4حداقل داراي B2این آزمون مشخص کرد که لاین 
B8 نسخه، لاین 2حداقل دارايB11 حداقل داراي سه نسخه و

در خود cry1Abنسخه از ژن 2هم حداقل داراي B12لاین 
.دارند

) ساکارز، گلوکز و فروکتوز(گیري قندهاي محلول اندازه
HPLCبا استفاده از دستگاه 

-جدول تجزیه واریانس قندهاي محلول نشان داد که براي هیچ
و اثر متقابل معنی دار نشده است و بهBها، عامل کدام از قند

بحثوجینتا
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و )a(برگهاي نمونهدرcry1Abبراي تشخیص ژن PCRنتایج:2شکل
کنترل منفی -3، )پلاسمید(کنترل مثبت -2، )آب(کنترل منفی -1)b(غده 

.گیاهان تراریخت-4-7) گیاه غیرتراریخت(
Figure 2: Detection of cry1Ab gene (1190 bp) by PCR analysis in
leves (a) and tubers (b). 1- negative control (water), 2- positive
control (plasmid), 3- negative control (non-transgenic plant), 4-7-
transgenic plants.

با گیاه شاهدرسیم که بین ارقام تراریخته واین نتیجه می
، 04/6، 89/5، 75/5(ها هاي ساکارزبه ترتیب سطحمیانگین

، 86/8(هامیلی مولار، گلوکز به ترتیب سطح) 82/5و 63/5
میلی مولار و فروکتوز به ترتیب ) 04/8و 73/8، 68/8، 87/8

میلی مولار ) 14/11و 55/11، 44/10، 45/11، 74/11(هاسطح 
هاي محلول ذخیره شده تفاوت معنی داري از لحاظ غلظت قند

).1جدول (ها نیست در آن
میزان قند همچنین جدول تجزیه واریانس نشان داد که اختلاف

هاي تاریکی با دیده و غدهرهاي نوفروکتوز بین برگ ،غده
نیستدارمعنی)59/11و 69/10، 51/11(هاي به ترتیب میانگین

زمینی حاوي ژن سادرن گیاهان تراریخت سیبتجزیه و تحلیل:3شکل 
cry1Ab .PE پلاسمید هضم شده با آنزیمEcoR1 ،CE گیاه غیرتراریخت

ترتیب گیاهان هبB12EوEcoR1 ،B2E ،B8E ،B11Eهضم شده با آنزیم 
. EcoR1هضم شده با آنزیم B12و B2 ،B8 ،B11تراریخت لاین 

Figure 3: Southern analysis of transgenic potato harboring
cry1Ab gene. PE, Plasmid digested by EcoRI: CE, non-transgenic
DNA digested by EcoRI: B2E, B8E, B11E, B12E, transgenic
DNA digested by EcoRI.

درگیاهان شاهد و تراریخته جدول تجزیه واریانس غلظت ساکارز-1جدول

زمینیسیب
Table 1: Variance analysis of sucrose content in transgenic and
non-transgenic potatoes

ns :عامل . درسطح یک درصد معنی دار است.     **:معنی دار نیستA :3
سطح5در : B، عامل ) برگ،غده هاي نور دیده و غده هاي تاربکی(سطح 

)B12,B11,B8,B2کنترل،(
** Significant at the 1 percent levels, and ns: not statistically
significant. A: 3 level (Leaves, light treated tubers, dark treated
tubers); B: 5 levels (Contro, B2, B8, B11, B12)

دار بود هاي ساکارز و گلوکز معنی ولی این اختلاف براي قند
هاي مختلف گیاهی میزان غلظت این دهد بین بافتکه نشان می
هاي اثر این عامل با باشد، در نتیجه میانگینمیتدو قند متفاو

.روش دانکن براي ساکارز و گلوکز با یکدیگر مقایسه شد

12345678 12345678

1190-bp 1190-bp

a

EB12EB11EB8EB2ECEP

b
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هاي مختلف گیاهموجود در بافتنگین غلظت ساکارزمقایسه میا:1نمودار
Diagram 1: Sucrose level mean comparison (mM) in different
tissues of plants.

به روش دانکن نشان نمودار مقایسه میانگین غلظت ساکارز
ها بیشتر بوده و دهد که مقدار ساکارز موجود در برگ از غدهمی

هاي تاریکی دیده از غدههاي نوررز غدهها، ساکابعد از برگ
ها در سطح یک درصد با یکدیگر بیشتر بوده و میزان آن

).1نمودار(اختلاف معنی دار دارد 

هاي مختلف گیاهموجود در بافتمقایسه میانگین غلظت گلوکز:2نمودار 
Diagram 2: Glucose level mean comparison (mM) in different

tissues of plants.

دهد که مقدار نشان مینمودار مقایسه میانگین غلظت گلوکز
سطح یک درصد گلوکز موجود در برگ کمتر بوده و با غده ها در

هاي هاي نور دیده با غدهدار داشته ولی بین غدهاختلاف معنی
دار ندارد لوکز آنها با یکدیگر اختلاف معنیتاریکی میزان گ

).2نمودار(
زمینی تراریخته و شاهد نشان سیبی قندهاي محلول دربررس

داده است که قندهاي محلول در گیاهان تراریخته با گیاه شاهد 
Louise)تفاوت معنی دار ندارد  et al. همانی بررسی این.(2006

هاي تراریخته هاي تراریخته هم نشان داده است که لاینگندم
گیاه شاهد یکسان اند و هاي محلول باقندگندم از لحاظ مقدار

Bakerتفاوت معنی داري با یکدیگر ندارند  et al. 2006)(.

بررسی قند کل موجود در ارقام تراریخته

گیري مقدار قند کل موجود در ارقام تراریخته و پس از اندازه
هاي هاي قندها جدول تجزیه واریانس دادهشاهد و تجزیه داده

ام از عوامل معنی دار نیست و به کدمحلول کل نشان داد که هیچ
گیاه شاهد با میانگین رسیم که بین ارقام تراریخته واین نتیجه می

تفاوت معنی ) 30/0و 38/0، 30/0، /29، 33/0(ها به ترتیب سطح
داري از لحاظ مقدار قند کل ذخیره شده در این گیاهان نیست و 

هاي بین برگ ،غده هاي نوردیده و غدههمچنین این مقدار
تفاوت ) 33/0و 34/0، 30/0(هاي به ترتیبتاریکی با میانگین

( د که با نتایج سایر پژوهشگران مطابقت داشت نمعنی داري ندار
).2جدول 

درگیاهان شاهد و تراریخته جدول تجزیه واریانس میزان قند کل :2جدول
سیب زمینی

Table 2: Variance analysis of total sugar content in transgenic
and non-transgenic potatoes

ns :عامل . معنی دار نیستA :3 غده هاي نور دیده و غده هاي برگ،(سطح
)B12,B11,B8,B2کنترل،(سطح5در : B، عامل ) تاریکی

ns: not statistical ly significant. A: 3 level (Leaves, light

treated tubers, dark treated tubers); B: 5 levels (Contro,

B2, B8, B11, B12)

زمینیسیبهايغدههاياندازه گیري میزان قند کل بین لاین
cryتراریخته حاوي ژن  Vتراریخته نشان داد که هیچ و غیر

تفاوت آماري معنی داري براي قند کل  بین سیب زمینی غیر 
Raffat(تراریخته و سیب زمینی تراریخته وجود نداشت  El-

Sanhoty et al. 2004.(
و سیب زمینیYبررسی سیب زمینی تراریخته مقاوم به ویروس

ها از که این لایننشان داده است با ارقام غیر تراریختهمقایسه آن

لار
 مو

لی
می

لار
 مو

لی
می
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کل تفاوت معنی داري نظر پارامترهاي مورد بررسی مانند پروتئین
-El(ندارند ارقام غیر تراریخته خود با  Khishin et al. 2009(.

نشان داد که ژندر مجموع نتایج حاصل از این تحقیقات 
cry1Abپایدار بوده و از طرفی هاي تراریخته سیب زمینیدر

وجود این ژن میزان سایر ترکیبات مهم سیب زمینی همچون قتد 

کل و قند هاي محلول در سیب زمینی را تغییر نداده و ایمنی 
دو صفت بررسی شده سیب زمینی هاي تراریخته از لحاظ این 

.باشدمورد تایید بوده و مصرف آنها بدون خطر می باشد می
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)29/10/94:پذیرشتاریخ- 23/7/93:دریافتتاریخ(

ازاستفادهبامیزبانگیاهدر(effector)زایی اثرگذار در بیماريژنیکموقتبیان
مطالعهایندر. استزاییبیماريدرژننقشبررسیبرايقبولقابلروشیکاگرواینجکشن،

موقتبیانبررسیخربزه درمحلیرقمدوواستانداردرقمچهاربراگروباکتریومسویهدوتاثیر
سلولهايتزریقوسیلهبه GV3101و LBA4404هايسویهسازگاري. گرفتقرارارزیابیمورد

شده در بافت یقتزریوماگروباکترهايسلولمانیزنده. شدتعیینخربزهارقامبرگبهباکتري
یهسو. شدیینتعیقساعت پس از تزرGUS24ژن پروکاریوتیبیان یابیارزیلهبه وسبرگ 

LBA4404 ناقل پس از انتقالpCAMBIA3301ژن يداراGUSبه عنوان کنترل دارینترونا
وpBI121هايناقلانتقال . استفاده شدیاهگهايژن در سلولاین موقت یانبییدتايبرامثبت 

pCAMBIA3301 یهسوبهLBA4404یبا روش کلنPCRهايبا آغازگرPSh3-F/Rییدتا
یهسوینجکشنساعت پس از اگروا48، خربزهارقام هايموقت در برگبیان راندمان . شد

LBA4404 حامل ناقلpCAMBIA3301ژن یستوشیمیاییسنجش هیلهوسبهGUS مشخص
را نشان GUSژن یتفعالpBI121ناقل يراداLBA4404یهشده با سویقتزرهايبرگ. شد

تمام ارقام . بودخربزهدر برگ ارقام یوماگروباکترهايکننده زنده بودن سلولییددادند که تا
. کردندیانبساعت 24پس از گذشت ینجکشنرا به صورت موقت با استفاده از اگرواGUSژن 

دراثرگذار منتخبهايعملکرد ژنیسبه منظور برریندهدر مطالعات آمی تواند یجنتاینا
.قرار گیردمورد استفادهخربزهاستانداردارقامبابرهمکنش

هاي کلیديواژه
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مقدمه

گیاههايبافتدرزایییک ژن اثرگذار در بیماريموقتبیان
میزبان روش مفیدي در بررسی نقش آن در فعال سازي سیستم 

Van der Hoorn(دفاعی گیاه است  et al. ي هاروشدر . )2000
هاي گیاه و بیان موقت یک تراژن پس از انتقال به درون سلول

هاي گیاه راي مدت زمان کوتاه درون سلولانتقال به درون هسته ب
شدن تراژن درون ژنوم جهت تلفیق در این روش . شودبیان می

Shokouhifar(بیان آن ضروري نیست و توارث نیز نخواهد یافت

et al. هاي بیان موقت ژن نسبت به بیان دائمی سیستم. )2014
له این از جم. ها داردفراوانی براي ارزیابی بیان ژنهايیتمز
توان به عدم نیاز به باززایی گیاه از سلول تراریخته و میهایتمز

روش بیان .کاهش زمان رسیدن به نتیجه بیان ژن اشاره نمود
دائم در موقت در جهت رفع مشکلات مربوط به تراریختی 

مورد فعالیت  پیشبر تجزیه و تحلیلمطالعات مختلفی از جمله 
Wroblewski(ه استقرار گرفتتوجه et al. 2005 Yang Y

تجزیه و تحلیلمانندبیان موقت در موارديعلاوه بر این .)2000
Kapila(بیان ژن خارجی  et al. ، خاموشی ژن پس از )1997

Voinnet(رونویسی  et al. هاي روابط متقابل بین ژن)2003
Van der Hoorn(مقاومت گیاهی و بیماریزایی پاتوژن  et al.

Andrews and Curtis(د پروتئین ، تولی)2000 - به کار می)2005

.  رود
هاي گیاه و هاي مختلفی جهت انتقال تراژن به داخل سلولروش

-از جمله این روش. بیان موقت آن مورد استفاده قرار گرفته است
ویروسی هاي ناقلاگرواینفیلتراسیون، ریزپرتابی و توان به ها می

. یا زیستی استشیمیایی، فیزیکیها اساس این روش. اشاره کرد
مانند استفاده از ذرات بسیار است فیزیکی در روش ریزپرتابی مبنا 

Higo(ریز طلا یا تنگستن  et al. هاي شیمیائی روشدر . )2005
جهت انتقال سازه به )PEG(پلی اتیلن گلایکول به عنوان مثال از 

Nugent(شوددرون سلول میزبان استفاده می et al. در .)2006
Kapila(روش زیستی از سلول اگروباکتریوم  et al. 1997; Yang

Y Shokouhifar(و یا ناقل ویروسی .)2000 et al. جهت )2014
. شودانتفال ژن هدف به درون سلول میزبان و بیان آن استفاده می

در این بین روش بیان موقت مبتنی بر اگروباکتریوم به دلیل عدم 
پیشرفته، در دسترس بودن و سادگی روش، عدم نیاز به امکانات 

محدودیت اندازه پروتئین مورد نظر در مطالعات مختلف مورد 
Shokouhifar(توجه قرار گرفته است et al. 2014(.

بیان تجزیه و تحلیلبمنظور بهره گیري از این روش در مطالعات 
تراژن ضروري است ابتدا شرایط بیان موقت در گیاه هدف تعیین 

D’Aoust(مثل یونجه این روش در گیاهان مختلفی تاکنون . ودش

et al. Wroblewski(، کاهو، گوجه فرنگی و آرابیدوپسیس )2004

et al. همچنین براي روشاین .بهینه سازي شده است)2005
عملکرد ژن در میوه گوجه فرنگی نیز انجام شد و تجزیه و تحلیل

نگ منجر رم از طریق نوك سنشان داده شد که تزریق اگروباکتریو
در برگ .شودبه نفوذ آن و بیان موقت پروتئین در میوه گیاه می

لوبیا نیز با توجه به نفوذپذیري بسیار اندك از روش بیان موقت 
باکتریوم جهت بیان پروتئین خارجی استفاده شده ومبتنی بر اگر

Mozafari(است  et al. تراریختی دستورالعملبا توسعه .)2013
موقت به واسطه اگروباکتریوم در برنج مشخص شد که این روش 

البته کارایی . هاي تک لپه اي نیز به کار بردبراي گونهتوان میرا 
از میزبانی به میزبان دیگر متفاوت است و در اگرواینجکشن

Song and Yamaguchi(باشد ها قابل اجرا نمیتعدادي از گونه

گونه بنتامیانا توتونها در زارشبیشترین گبا این حال . )2003
(Nicotiana benthamiana) بوده است)Wroblewski et al.

ی هاییتبراي بیان موقت پروتئین داراي مزگونه بنتامیانا.)2005
توان به کشت و داشت ساده، سازگاري با است که از جمله می

هاي معمول اگروباکتریوم، بافت مزوفیل نفوذ پذیر مناسبسویه
هاي اگروباکتریوم، راندمان تراریختی بالا و جهت تزریق سلول

Kapila(توان بیان بالاي پروتئین خارجی اشاره کرد et al. 1997( .
در راندمان بیان موقت عوامل زیادي موثرند نظیر ساختار برگ، 
. سویه باکتري، غلظت استفاده شده از سوسپانسیون باکتري و غیره

سویه باکتري و گیاه میزبان بر راندمان بیان در این بین، سازگاري
هاي اگروباکتریوم قدرت بعضی از سویه. سزایی داردموقت تاثیر به

هاي گیاهی تهاجمی متفاوتی برروي یک گونه گیاهی دارند و گونه
نسبت به سویه خاصی از اگروباکتریوم سطوح مختلفی از 
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Anderson and Moore(دهند حساسیت را نشان می در . )1979
آزمایشی که بر روي تعداد زیادي سویه اگروباکتریوم بر روي گیاه 

ي از دفرنگی و داتوره انجام گرفت، مشخص شد که تعداگوجه
فرنگی بیماري زا هستند در حالیکه بعضی از ها برروي گوجهسویه
Anderson and(ها تنها روي داتوره علائم نشان دادند سویه

Moore 1979(  .
برهمکنشبررسیبراياگروباکتریومبرمبتنیموقتبیانروشاز

متعدديمطالعاتدرپاتوژنزايبیماريوگیاهمقاومتهايژن
Jones and Dangl(استشدهاستفاده دیگريمطالعهدر. )2006

ازاستفادهباAvr/Cfهايژنمتقابلرابطهبررسیبا
سیگنالیهدایتيهامسیرکهشددادهنشاناگرواینفیلتراسیون

-گونهدرپاتوژنزايبیماريوگیاهمقاومتهايژنالقايتحت

Van der Hoorn(استشدهحفاظتسولاناسهخانوادههاي et

al. این روش و نقش تاثیر گذار آن برتري هايرغم علی.)2000
هاي بیماریزایی و مقاومت، تاکنون در مطالعه برهمکنش ژن

ارائه نشده خربزهتزریق اگروباکتریوم در گزارشی از استفاده از
خربزهدرموقتبیانآزمایشاتازگیريبهرهضرورت.است
ازاستفادهمانندموقتبیاندیگرهايروشتااستشدهسبب
Mizuno(مختلفیمطالعاتدرریزپرتابیروش et al. 2006; Tan

et al. 1995; Yamagata et al. در .گیردرقرااستفادهمورد)2002
رمزهاينقش بیماریزایی پروتئینبا هدف بررسیمطالعه اي 

از روش ) MNSV(خربزهنکروزيلکهویروستوسطشونده
Genoves(تفاده شده است اسخربزهیروس و تلقیح آن در گیاه و

et al. ها بر بودن این روشو هزینهبا توجه به زمانبر بودن ). 2006
ن موقت مبتنی بر اگروباکتریوم یادر صورت بهینه شدن روش ب

توان مسیر مطالعات برهمکنش ژن هاي بیماري زایی را تسهیل می
.دوو تسریع نم

هاي منظور مهیا شدن شرایط جهت مطالعه برهمکنش ژنبه
Fusarium oxysporum(Fom)قارچبیماریزایی f. sp. melonis

روش بهینه سازيخربزههاي مقاومت مربوط در ارقام ژنو
در مطالعه حاضر عوامل بنابراین. اگرواینجکشن ضروري است

تزریقبرمبتنیروشازاستفادهباتراژنتاثیر گذار در بیان موقت 
Chikh-Rouhou(استانداردارقامبرگبافتدراگروباکتریوم et

al. Fusariumبهمقاومتهايژنحاملمحلیو)2008

oxysporum f. sp. melonis)Fom(،گرفتقراربررسیمورد.

ھاروشومواد

هاناقلوباکتریاییگیاهی،مواد
ارقام خربزه، و Nicotiana benthamianaبذور گیاه توتون 

Fom2-Charentais،Fom2-Charentais،BG5384 ،M8 وM10

از بانک بذر پژوهشکده علوم گیاهی دانشگاه فردوسی مشهد تهیه 
هاي اگروباکتریوم با ارقام کنش سویهجهت بررسی برهم.شد

هايسویهAgrobacterium tumefaciensاز باکتري خربزه
GV3101 وLBA4404 و جهت بررسی بیان موقت از باکتري

Agrobacterium tumefaciens سویهLBA4404استفاده شد.
pBI121و )، استرالیاpCAMBIA3301)CAMBIAهاي ناقل

)Chen et al. هیه شده از آزمایشگاه بیوتکنولوژي ت)2003
به ترتیب حاوي ) پژوهشکده علوم گیاهی دانشگاه فردوسی مشهد

دار و فاقد اینترون در رونیداز اینترونوژن گزارشگر بتاگلوک
.)1شکل (بیان موقت به کارگرفته شدهايآزمایش

یاهیگارقاميسازآماده
Chenarani(همکارانوچنارانیروشاساسبربذورضدعفونی

et al. حذف و بذوراساس ابتدا پوست ینبر ا. شدانجام)2012
درصد یکسدیم تدقیقه در محلول هیپوکلری15به مدت سپس

دقیقه 15ها سه بار جمعاً به مدت شی بذرآبک. شدندیضدعفون
با آب مقطر استریل و تحت شرایط استریل در زیر هود لامینار فلو 

ستریل در زیر هود داخل پتري دیش داراي سپس بذور ا. انجام شد
کاغذ صافی مرطوب استریل قرار داده شد و به مدت سه روز در 

بذور جوانه دار شده به درون گلدان . دماي اتاق نگهداري شدند
کمپوست و مخلوط ورمی کولیت، پیت ماس و یکود ورميحاو

ییدمایطبا شراینور مصنوعها درگلدان. انتقال یافتیتکوکوپ
و رطوبت مناسب قرار ییساعت روشنا16یوددرجه و فتوپر22

.داده شدند
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با استفاده الکتروفورز و تصویر الگوي باندي تکثیر شده از نمونه
.از دستگاه ژل داك تهیه شد

باکتريسویهدوGUSژنپروکاریوتیبیانسنجش
هاي سویهGUSسنجش بیان پروکاریوتی ژن به منظور
ي حاوي  ناقلین هایوم، ابتدا از تک کلنی سویهآگروباکتر

pCAMBIA3301 وpBI121 محیط بر رويLB میلی30حاوي
به کانامایسین گرم در لیتر میلی50و گرم در لیتر ریفامپیسین

میلی 3در از تک کلنی حاصل. صورت زیکزاکی کشت داده شد
میلی50و گرم در لیتر ریفامپیسینمیلی30مایع حاوي LBلیتر 

در انکوباتور شیکردار با شرایط حل شد وکانامایسینگرم در لیتر 
ساعت 16درجه سانتیگراد به مدت 28و دماي در دقیقه دور 150

2500هاي باکتري با سانتریفیوژ در سلولسپس . نگهداري شدند
دور در دقیقه رسوب داده شدند و پس از حذف محیط کشت، 

سنجش فعالیت آنزیم لولدر محهاي باکتري رسوب
مولار تهیه شده از دو 1بافر فسفات بتاگلوکورونیدازي شامل 

مولار، نیمX-100 ،EDTA، تریتون NaH2PO4و Na2HPO4نمک 
K3Fe(CN)65،میلی مولارK4Fe(CN)65میلی مولار،

50با غلظتX-Gluc، میکرولیتر در میلی لیتر78/0مرکاپتواتانول
ساعت 16درجه به مدت 37یتر  و در دماي میلی گرم در میلی ل

.تیمار شدند

تصویربرداري
Dino-Lite(برداري از میکروسکوپ دیجیتال جهت تصویر

به منظور .استفاده شد4با بزرگنمایی ) Am-313 T Plusمدل 
تصویر برداري  از برنامه نرم افزاري اختصاصی دوربین 

)Dinocapture استفاده شد) 2.0

دوواستانداردرقمسهوسویهدوکنشبرهمبررسی
خربزهمحلیرقم

ها یهابتدا از سویوم،آگروباکتريهایهسويبه منظور آماده ساز
میلی گرم در لیتر 30حاوي LBمحیط يبر رویکشت تک کلن

حاصل، یتک کلن. کشت داده شدیکزاکیریفامپیسین به صورت ز
سطح برگ در پنج حل شد ویلمقطر استرآبیکرولیترم100در 

این عمل .آغشته شد=8/0OD600ي باباکتریونرقم به سوسپانس
هاي باکتري دو مرتبه انجام در دو تکرار و براي هر کدام از سویه

.شديمختلف از نمونه عکس برداریدر فواصل زمانسپس  . شد

آنتاییدوباکتريسویهبههاسازهانتقال
با روش LBA4404ختی سویه هاي مستعد و تراریسلولتهیه 

Weigel and Glazebrook(انجماد آنی انجام شد - کلنی.)2005

PCR)Sambrookهاي انتخاب شده با استفاده از تکنیک کلنی 

and Russell -PSh3هاي اختصاصی و با استفاده از پرایمر)2001

F5توالی با'- GCA AGA CCC TTC CTC TAT ATA AGG

A AGG ATT CGA TAA-'5با توالی PSh3-Rو پرایمر '3-

CGT GCT GAT GG-3')Shokouhifar et al. 2013a( تایید
Taqمحتویات واکنش شامل یک واحد آنزیم . شدند DNA

polymerase)Ginet Bio( 10، یک میکرولیترX PCR buffer ،
dNTPs)Genet Bio. Co, Southمیکرو مولار از مخلوط 200

Korea( ،1.5ولار میلی مMgCl2 پیکومول از جفت پرایمر 5و
PSh3-F/R میکرولیتر تهیه شد و با استفاده از نوك 10در حجم

هاي انتخاب شده بعنوان الگو در سمپلر استریل هریک از کلنی
حاوي LBروي محیط همزمان واکنش اضافه شدند و بصورت 

واکنش در دستگاه ترموسایکلر . کانامایسین کشت شدند
)Personal Thermocycler, MWG Co. Germany ( دقیقه در 5با

چرخه با برنامه 35و ) واسرشته سازي اولیه(درجه سانتیگراد 93
درجه سانتیگراد ، 60ثانیه در 40درجه سانتیگراد، 92ثانیه در 45

دقیقه در دماي 5درجه سانتیگراد و در نهایت 72یک دقیقه در 
ول واکنش در ژل آگارز یک محص.درجه سانتیگراد انجام شد72

)Green viewer)Ginet Bioرنگ درصد 10درصد حاوي 
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برگدرتزریقوباکتريسوسپانسیونسازيآماده
ارقام

Yang(ها جهت تزریقبه منظور آماده سازي سلول -، کلنی)2000

گرم در لیتر میلی30مایع حاوي LBهاي تایید شده در محیط 
کانامایسین کشت داده شد و در م در لیتر گرمیلی50ریفامپسین و 

درجه سانتیگراد 28دور و دماي 150انکوباتور شیکردار با شرایط 
هاي باکتري با سلول. ساعت نگهداري شدند72به مدت 

دور در دقیقه رسوب داده شدند و پس از 2500سانتریفیوژ در 
، NH4Clیک گرم بر لیتر (حذف محیط کشت، در محیط القاء 

KCl ،01/0گرم بر لیتر MgSO4-7H2O ،015/0گرم بر لیتر 3/0
FeSO4-7H2O ،2میلی گرم بر لیتر CaCl2 ،2 /5گرم بر لیتر 

ساکارز یک درصد، MESمیلی مولار 20میلی مولار بافر فسفات، 
درجه سانتیگراد 28به مدت یک شب و در دماي ) 5.5با اسیدیته 
. معلق شدند

دور در دقیقه و زمان 2500یفیوژ مجدد در ها سپس با سانترسلول
دقیقه رسوب داده شدند و سپس در محلول تزریق شامل 15

MgSO4 وMES 8/0تا حصول 5/5با اسیدیتهOD600= رقیق
میکرولیتر از سوسپانسیون باکتري درون فضاي 100حدود . شدند

هاي سالم و متصل به گیاه با استفاده از سرنگ میان سلولی برگ
ها بعد از تزریق گیاهچه. میلی لیتري تزریق شد1ستیکی پلا

22±2هاي پلاستیکی پوشانده شدند و در دماي بوسیله پوشش
هاي ساعت پوشش24بعد از . درجه سانتیگراد نگهداري شدند
روز 3هاي تزریق شده بعد از پلاستیکی حذف شدند و برگ

ه قرار مورد استفادGUSجهت سنجش هیستوشیمیایی فعالیت ژن 
.گرفتند 

GUSژنعملکردهیستوشیمیاییسنجش

هاي برگی به دیسک، GUSفعالیت جهت سنجش هیستوشیمیایی
ساعت پس از آلودگی از محل تزریق تهیه 48متر سانتی1قطر 

رونیدازویک شب در محلول سنجش فعالیت آنزیم بتاگلوکو شد
درصد 70الکل با استفاده از هاي برگی کلروفیل دیسک. تیمار شد

شدحذفمرحلهچنددردرجه سانتیگراد 50و در دماي
)Cervera 2004(.

بحثوجینتا

شرایط بیان موقت با استفاده از روشدر این مطالعه
با دو سویه خربزهاگرواینجکشن در ارقام استاندارد و محلی 

تهاجمیقدرتلحاظکه ازLBA4404و GV3101اگروباکتریوم 
Wroblewski(هستندمتفاوتگریکدیبا et al. به همراه )2005

.مورد بررسی قرار گرفتpCAMBIA3301وpBI121دو ناقل 
ارقامبرگسطحآگروباکتریوم رويسلولهايمنظوربدین

هايزماندرارقامواکنش.شدندتلقیحخربزهمحلیواستاندارد
و ثبت مشاهدهتلقیحازپسساعت48تاساعت2ازمختلف

متفاوتبه طور کاملسویهدوبهارقامواکنشدادنشاننتایج. شد
).2شکل(است
شدت. شدنکروزبروزسببرقمهر دودرGV3101سویه

در. یافتافزایشزمانگذشتباGV3101سویهبهارقامواکنش
وندادنشانارقامروينکروزهعلائمLBA4404سویهمقابل
تفاوتیکنترلباظاهرينظرازهانمونهتساع72گذشتباحتی
اثرگذار هايبا هدف بررسی سنجش برهمکنش ژن.ندادندنشان

هاي مشابه بررسی هاي حقیقی، سازگاري سویه با برگروي برگ
رويLBA4404سویهکهنمودتاییدآمدهبدستنتایج.شد

تا برگبافتنکروزعلائمواستسازگارنیزحقیقیهايبرگ
هاي بیانآزمایشدرژنانتقالراندمان. نشدمشاهدهساعت48

گونهوباکتريسویهبرهمکنشچگونگیبهزیاديحدتاموقت
Van der Hoorn(دارد بستگیگیاهی et al. 2000; Wroblewski

et al. 2005; Zottini et al. 2008(.

یهسویکباآلودگیبهپاسخدرگیاهدفاعیسیستمصورتیکهدر
شده ونکروزهتزریقمحلمجاورهايسلولشود،فعالباکتري

داشتنخواهدوجودتراژنبیانوژنانتقالامکاننتیجهدر
)Van der Hoorn et al. براساس این نتایج سویه . )2000

LBA4404 مورد مطالعه نشان داد، خربزهواکنش سازگار با ارقام
.استفاده قرار گرفتجهت بررسی بیان موقت مورد بنابراین
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- و اندازه باندیاختصاصيهااتصال آغازگریتموقعونشان دهنده مجموعه ژن گزارشگرpCAMBIA3301و pBI121هاي سازهT-DNAنماي شماتیک منطقه -1شکل 

یرقابل تکثيها
LB : ،مرز چپNos-T :سنتاز، یننوپالرونویسیدهنده یانپاNptII :فوترانسفراز، فسیسیننئوماNos-P :سنتاز، یننوپالیشبرپp 35S :یشبرپCaMV 35S ،p 2X 35S :یشبرپ

2X CaMV35S،Int :ینترون،اGUS :یداز،ژن بتا گلوکرونPoly A :یلاسیون،آدنیدنباله پلRB :مرز راست.
Fig. 1. Schematic diagrams of T-DNA region of the pBI121 and pCAMBIA3301 vectors showing the reporter gene: promoter cassettes, primer match sites
and the expected size of the amplicons.
LB: left border, Nos-T: nopaline synthase terminator, NptII - neomycin phosphotransferase II, Nos-P - nopaline synthase promoter,P 35S: CaMV 35S
promoter, P2X35S: two repeat of  CaMV 35S promoter, Poly A: Polyadenylation terminator, RB - right border. pGMP contains CaMV 35S minimal promoter
used as negative control.

.ساعت پس از آلودگی6خربزههاي اگروباکتریوم بر روي ارقام برهمکنش سویه-2شکل
اگروباکتریومLBA4404و GV3101هاي آلوده شده به سویهM10و C-F1 ،C-F2 ،BG ،M8لدونی ارقام به ترتیب برگ کوتی5و 4، 3، 2، 1

Fig. 2: Interaction between Agrobacterium strains and melon varieties 6 hours post infection.
1, 2 and 3: Cucumis melo var.  C-F1, C-F2 and BG, respectively. 4 and 5: Iranian melon cultivars Daragazi and Khatooni.
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هاي باکتري حامل ناقل در روش اگرواینجکشن سلول
هرچند . شوندبیانی در فضاي آپوپلاستی برگ گیاه تزریق می

با ارقام در مرحله قبل تایید شد، با LBA4404سازگاري سویه 
هاي تزریق شده در بافت این حال ضروري است زنده مانی سلول

به سویه pBI121بدین منظور ناقل . برگ ارقام مختلف تایید شود
LBA4404 این ناقل داراي ژن گزارشگر . شدمنتقلGUS فاقد

رود در سلول باکتري انتظار میبنابراین. )1شکل (اینترون است
در نتیجه در صورت زنده بودن . بیان شودGUSژن گزارشگر 

-بهGUSها در ناحیه تزریق بیان پروکاریوتی ژن گزارشگر سلول

هاي اگروباکتریوم سلول. شودید میصورت تظاهر رنگ آبی تای
و به وسیله PCRبا استفاده از کلنی pBI121با ناقل حامل 
PCRنتایج کلنی . تایید شدندPsh3-FRهاي اختصاصی آغازگر

جفت بازي معادل 1021هاي مثبت، تک باند نشان داد در کلنی
).الف-3شکل (وزنی تکثیر شده است نشانگر1Kbباند 

در سویه GUSبیان ژن گزارشگر قدرت و صحت 
با سنجش فعالیت آنزیم بتاpBI121شده با ناقل هتراریخت

LBمحیط هاي کشت شده در در رسوب سلولگلوکورونیداز

نتایج، فعالیت شدید آنزیم بتا. مورد بررسی قرار گرفت
- 4شکل (ها نشان داد را با بروز رنگ آبی در سلولگلوکورونیداز

در . ن این ژن در سویه تراریخته شده تایید شدو قدرت بیا) الف
GUSقدرت بیان ژن pBI121فاقد ناقل LBA4404حالیکه سویه 

حامل LBA4404هاي سویه سلول).ب- 4شکل (را نشان نداد 
ها پس از تزریق در ، جهت بررسی زنده مانی آنpBI121ناقل 

. بافت برگ ارقام مورد مطالعه، مورد استفاده قرار گرفت
پس از آماده سازي در محلول LBA4404سپانسیون سلولی سو

همچنین به . تزریق شدخربزهبافت برگ ارقام القاء و تلقیح، در 
منظور اطمینان از مرحله تزریق از گیاه توتون رقم بنتامیانا نیز به 

نتایج نشان داد فعالیت آنزیم بتا.عنوان کنترل استفاده شد
سپانسیون باکتري قابل مشاهده در محل تزریق سوگلوکورونیداز

هاي تهیه شده از برگ ، در حالیکه در نمونه)الف- 5شکل (است 
گلوکورونیدازگیاهان بدون تزریق فعالیت درونزاد آنزیم بتا

).ج-5شکل (مشاهده نشد 

هاي تزریق شده در نمونهگلوکورونیدازفعالیت آنزیم بتا
دي با یکدیگر ، تا حpBI121حامل ناقل LBA4404با سویه 

باکتري تزریق شده در فضاي بین سلولی ارقام . تفاوت نشان داد
در حالیکه شدت بالاي . توان علت این تفاوت دانسترا میخربزه

فعالیت آنزیمی در ناحیه تزریق در برگ گیاه توتون رقم بنتامیانا 
هاي اگروباکتریوم در فضاي ناشی از حضور بالاي سلول

به خوبی خربزهمقایسه بافت برگ توتون و .  آپوپلاستی است
-نتایج این آزمایش نشان داد سلول. تایید کننده این تفاوت است
، در pBI121حامل ناقل LBA4404هاي زنده مربوط به سویه 

ساعت پس از تزریق در فضاي بین سلولی بافت برگ 48مدت 
با فراوانی متفاوتی حضور دارند و ژن هخربزتمامی ارقام 

را حداقل به صورت پروکاریوتی در این فضا بیان GUSگزارشگر 
.اندکرده

بیان موقت، هدف، بیان تجزیه و تحلیلدر آزمایش 
- با توجه به یوکاریوتی بودن سلول. هاي گیاه استتراژن در سلول

ژن در نسخه برداري شده از تراRNAهاي گیاهی امکان پردازش 
هاي پروکاریوتی فاقد این در حالیکه سلول. ها وجود داردآن

هاي به منظور بررسی امکان انتقال تراژن به سلول. باشندقابلیت می
آزمایشی با استفاده از ،و بیان آن در گیاهخربزهبافت برگ ارقام 

ژن گزارشگر این ناقل داراي  . طراحی شدpCAMBIA3301ناقل
GUSتنها در صورت بنابراین). ب-1شکل (استن واجد اینترو

انتقال ژن گزارشگر به سلول گیاه و بیان یوکاریوتی گیاهی امکان 
بدین منظور .شودنسخه برداري شده فراهم میRNAپردازش 

-منتقل شد و کلنیLBA4404به سویه pCAMBIA3301ناقل
د قرار مورد تاییPsh3-FRهاي هاي نوترکیب با استفاده از آغازگر

اختصاصی با اندازه مورد قطعاتتکثیر PCRنتایج کلنی . گرفتند
).ب- 3شکل (جفت باز را تایید نمود 1213انتظار 

به منظور تایید عدم بیان پروکاریوتی، کشت شبانه 
حامل ناقلLBA4404سویهاگروباکتریومهاي سلول

pCAMBIA3301 مورد گلوکورونیدازآنزیم بتااز نظر فعالیت
. بررسی قرار گرفتند
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).C(GUSو فاقد ناقل حامل ژن )pBI121)A(،pCAMBIA3301)Bهاي اگروباکتریوم حامل ناقلLBA4404سنجش فعالیت آنزیم بتاگلوکرونیداز در سویه -4شکل 

A : ژن فعالیت آنزیم بتاگلوکرونیداز ناشی از بیان پروکاریوتیGUS ،B : به دلیل وجود اینترون در توالی ژن عدم فعالیت آنزیم بتاگلوکرونیداز در سلول پروکاروتیGUS ،
C :یهسوLBA4404فاقد وکتور بیانی.

Fig4: analysis of Beta-glucronidase activity in Agrobacterium strain LBA4404 harboring pBI121 (A), pCAMBIA3301 (B) and LBA4404
lacking GUS gene.
A: showing GUS activity due to prokaryotic GUS expression, B: no recordable GUS activity in prokaryotic cells due to intron-containing
GUS, C: Empty LBA4404 strain.

PCRبا استفاده از کلنی pBI121و pCAMBIA3301هاي ناقلحاملهاي اگروباکتریوم کلنیتایید -3شکل 

هاي کلنی6و 5، 4هاي فاقد باند منطبق؛ کلنی3، 2کنترل منفی؛ : PSh3FR)1هاي آغازگربا استفاده از pBI121هاي نوترکیب حامل سازه تائید کلنی: الف
کنترل منفی؛ : 1(PSh3FRهاي آغازگربا استفاده از pCAMBIA3301هاي نوترکیب حامل سازه تائید کلنی: ب؛ )DNA1Kbنشانگر وزنی : Mنوترکیب، 

.)1Kbنشانگر وزن مولکولی : Mهاي نوترکیب، کلنی5و4هاي فاقد باند منطبق؛  کلنی3، 2

Fig3: Colony PCR analysis of transformed Agrobacterium colonies by the pBI121 and pCAMBIA3301 vectors using specific
primers (PSh3FR).
A: Lane 1- negative control; 2, 3- false positive colonies; 4, 5, 6- confirmed colonies harboring pBI121showing a specific
band in expected size.
B: Lane 1- negative control; 2, 3- false positive colonies; 4, 5- confirmed colonies harboring pCAMBIA3301showing a
specific band in expected size.
M: 1 Kb DNA ladder (Fermentas, Canada)
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- در این سلولGUSنتایج سنجش فعالیت ژن گزارشگر 
نشان داد سازهاین نتایج). ب-4شکل (ها منفی بود 

pCAMBIA3301هايسلولدررفتمیانتظارکههمانگونه
دربنابراین. نیستوکورونیدازگلبتاآنزیمتولیدبهقادرباکتري
آنزیمیفعالیتبروزوبرگبافتبههاسلولاینتزریقصورت

.استشدهانجامگیاهسلولبهگزارشگرژنبیانوانتقال

حامل سازه LBA4404هاي سویهسلول
pCAMBIA3301در یقدر محلول القاء و تزريپس از آماده ساز

شد تا صحت سازه و یقتزرایانتوتون رقم بنتامیاهبافت برگ گ
یناشینشان داد رنگ آبیبه خوبیجنتا. شودییدآن تایانقدرت ب

پس از ساعت 48از زمان GUSموقت ژن گزارشگر یاناز ب
. استمشاهدهقابلبنتامیانارقمتوتونگیاهدر بافت برگ تزریق 

یهنمود که سوییدتایهاولهايآزمایشنتایج).ب- 5شکل (
LBA4404 کردهبه صورت زنده نفوذ خربزهدر بافت برگ ارقام
ياز سو. باشدیمGUSگزارشگرژن یوتیپروکاریانو قادر به ب

قادر است در pCAMBIA3301حامل یهنشان داده شد سویگرد
را پس از GUSگزارشگرژنیانابنتامگونه توتونیاهبافت برگ گ

موقت ناقلیانبامکانیینهایشدر آزما. یدنمایانانتقال ب
pCAMBIA3301قرار یسهمورد مقاخربزهارقام يهادر سلول

حامل سازهLBA4404هايسلولمنظور ینبد. گرفت
pCAMBIA3301در یقدر محلول القاء و تزريپس از آماده ساز

نتایج. شدیقتزرخربزهیبافت برگ ارقام استاندارد و محل
-یسکدر دیدازلوکورونگبتاآنزیمفعالیتهیستوشیمیاییسنجش

یهرا در حاشیرنگ آبیق،شده از محل تزریهتهیبرگيها
یاهدر بافت برگ گیکهدر حال). ب- 5شکل (ها نشان داد رگبرگ

- 5شکل (مشاهده نشد GUSدرونزاد ژن گزارشگر یتسالم فعال
بیشترین. در ارقام مختلف متفاوت بودیرنگ آبشدت بروز). ج

BG5384و رقم M8در رقم یببه ترتانیبیزانمینو کمتر

این تفاوت در دو تکرار مربوط به هر تیمار مشابه .مشاهده شد
هاي تزریق شده با رسد تفاوت میزان بیان در نمونهنظر میبه. بود

این تفاوت. یري متفاوت ارقام باشدنفوذپذبه دلیلpBI121ناقل 

نیز pBI121حاملLBA4404یهشده با سویقتزريهادر نمونه
LBA4404یهمطالعه نشان داد سوینانتایج.قابل مشاهده بود

مورد خربزهارقام يهابه سلولT-DNAقادر است با انتقال منطقه 
یانها به طور موقت بسلولینرا در اGUSمطالعه، ژن گزارشگر 

یلبه دليتا حدخربزهدر ارقام مختلف یانتفاوت شدت ب. یدنما
یجهتفاوت در نتیناچون. باشدیها مفاوت برگمتیرينفوذپذ

حامل سازه LBA4404یهشده با سویقتزريهاسنجش نمونه
pBI121گونهيکه بر رویمطالعات مشابهدر . مشاهده شدیزن
Petunia)یاطلس،(Nicotiana benthamian)توتونبنتامیانا

hybrid)،ده شده نشان داشدانجام یدوپسیسو آرابیگوجه فرنگ
موثرینفیلتراسیونبر اگروایادياست که ساختار برگ تا حد ز

Nicotiana)توتونبنتامیاناگونهصورت که در اینبه . است

benthamian)،یاطلس(Petunia hybrid)،وفرنگیگوجه
در بافت برگ پخش یبه راحتيباکتریونسوسپانسآرابیدوپسیس

و پنبه Nicotiana tabacumاما در کاهو، فلفل، شودیم
اماشودینازك برگ پخش میهدر داخل لاباکتريسوسپانسیون

Wroblewski(شود میمحدودبرگهايرگبرگتوسطآنمسیر

et al. در مطالعه دیگري که چندین رقم توتون به عنوان. )2005
ضرورتشد،استفادهاگروباکتریومپایهبرموقتبیانمیزبان

رابطهگرفتننظردربااگرواینجکشنرایطسازي شاستاندارد
نشان داده شد گیاهیرقمیاگونهباباکتريسویهمتقابل

)Bahrabadi et al. 2014فر و همکاران در سال شکوهی).2014
اصلیمقایسه بافت برگ گیاهان کلزا، توتون و لوبیا دلایل با 

بافت نیري بسیار پایینفوذپذتفاوت در راندمان بیان موقت را 
سویهمطالعهایننتایجبراساس. برگ کلزا و لوبیا دانستند

LBA4404بیانجهتوبودسازگارمطالعهموردخربزهارقامبا
راندمانبهتوجهبا. استتوصیهقابلاگروباکتریومبرمبتنیموقت

اصلیمشکلرسدمینظره بارقامبرگبافتدرموقتبیانکم
در مطالعات بنابراینباشدبرگبافتدكاننفوذپذیريدلیلبه

سوسپانسیونفیلتراسیوندیگرهايشود، روشتکمیلی توصیه می
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بایدبرگسطحرويسطحیتلقیحیاوبرگبافتدرباکتري
.گیردقرارتوجهمورد

ساعت پس از 48سنجش فعالیت آنزیم بتاگلوکرونیداز -5شکل 
حاوي سازه LBA4404تزریق سویه : الف. در برگ ارقام خربزهاگرواینجکشن

pCAMBIA3301،سویه یقتزر: بLBA4404 حاوي سازهpBI121،ج :
هادر نمونهیدازژن بتاگلوکرونیبدون تزریق سویه بیان کننده عدم بیان داخل

M10 وM8خاتونی،و رقم رقم درگزيیببه ترتF1-C،F2-C وBG

قم بنتامیانا بعنوان کنترلرتوتون : Nbارقام استاندارد خربزه، 

Fig 5: Histochemical beta glocronidase assay 48 hours post
injection in melon varieties and N. bentamiana A and B: injected
leaf disks by LBA4404 harboring pCAMBIA3301 and pBI121
respectively, C: mucked injection leaf disks; M10 and M9:
Iranian melon cultivars Daragazi and Khatooni, respectively; C-
F1, C-F2 and BG: Cucumis melo var.  Charentais-Fom1,
Charentais-Fom2 and BG5384, respectively; Nb: N. bentamiana
as control.

:سپاسگزاري
مشهدبدین وسیله از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه فردوسی

و مدیریت محترم پژوهشکده علوم به جهت تامین منابع مالی 
گیاهی که فضاي آزمایشگاهی لازم جهت اجراي این تحقیق را 
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)3/5/94:پذیرشتاریخ-6/8/93:دریافتتاریخ(

Phomaهاي قارچی آفتابگردان می باشد که عامل آن بیماريساقه سیاه از جمله مهمترین

macdonaldiiعوامل رونویسی هايدر این مطالعه، میزان تظاهر ژن. استHD-Zip،AP2
domain،MYB related،WRKY family وMYB family هاي ژنوتیپدرENSAT-B5

) MA6حساس به و MP8 ،MP10مقاوم به (AS613، )جدایه قارچ عامل بیماري3حساس به هر (
آفتابگردان بعد از ) MP8و حساس به MA6 ،MP10مقاوم به (M5-54-1ژنوتیپ جهش یافتهو 

کمی RT-PCRقارچ عامل بیماري و با روش MP10و MA6 ،MP8هايآلودگی با جدایه
، AP2 domainدر میان عوامل رونویسی مورد مطالعه، تظاهر سه عامل رونویسی. بررسی شد

WRKY family وMYB familyجدایه نشان - داري بین ترکیبات مختلف ژنوتیپتفاوت معنی
-در تمام ترکیبات ژنوتیپMYB relatedو HD-Zipعامل هاي مربوط به دوتظاهر ژن. ندادند

.جدایه متفاوت بود-جدایه به طور معنی داري سرکوب شد اما میزان آن بسته به ترکیب ژنوتیپ
MYB-RelatedژنسرکوبدرکاهشوHD-ZIPژنسرکوبدرداد که افزایشنتایج نشان

در این تحقیق، ایجاد. موثر استMP10وMP8هايجدایهبهAS613ژنوتیپمقاومتایجاددر
هايژنسرکوبکاهشباMP10وMA6جدایه هايبهنسبتژنوتیپ جهش یافتهدرمقاومت

HD-ZipوMYB relatedاستارتباطدر.

هاي کلیديواژه
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مقدمه

Helianthus annuus(آفتابگردان زراعی  L. ( گیاهی دو
ساله، با مسیر فتوسنتزي سه کربنه از شاخه پیدازادان پایه، یک

)Phanerogams( زیرشاخه نهاندانگان ،)Angiosperms( طبقه ،
و خانواده ) Asteracea(، تیره آستراسه )Dicotyledon(ها ايدولپه

این گیاه . کروموزوم استx2=n2=34با ) Helianteae(آ هلیانته
زراعی بیشتر بعنوان منبع پروتئین و روغن گیاهی در بسیاري از 

Hu(گردد کشورها کشت می et al. به علت آفتابگردان). 2010
وآبمختلفبا شرایطسازگاريوکوتاهرشدييدورهداشتن
مکوخشکنواحیدرکشتجهتمناسببه گیاهیهوایی،

,Rauf(استشدهتبدیلباران هاي علاوه بر تنش).2008
هاي گیاهی ناشی از بویژه بیماريزیستیهايغیرزیستی، تنش

عوامل قارچی از علل مهم کاهش محصولات کشاورزي در 
هاي مهم ساقه سیاه یکی از بیماريبیماري .باشدسراسر جهان می

ایجاد Phoma macdonaldiiبوسیله قارچ است کهدر آفتابگردان 
,Sackston(شود می هاي سیاه این بیماري باعث ایجاد لکه). 1992

30الی 10روي دمبرگ و طول ساقه شده و موجب کاهش 
-کاهش درصد روغن دانه میهمچنین باعث درصدي عملکرد و 

,Carson(شود  کهبویژه زمانیآفتابگردانمحصولکاهش). 1991
است بالابسیارشود،درس گیاهزوپیريموجبزابیماريعامل

)Debaeke and Peres, آلودگی با قارچ عامل همچنین . )2003
بیماري در رطوبت بالا و بعد از گلدهی بسیار شدید است 

)Gulya et al. اینمقاوم در مقابلهايژنوتیپازاستفاده). 1997
تاکنون .آن استکنترلهايروشتریناقتصاديازیکیبیماري،

ین ژنوتیپ آفتابگردان با سطوح مختلف مقاومت به این چند
، ولی هنوز ژنوتیپی با مقاومت کامل استبیماري مشخص شده

Roustaee(استنگردیدهشناسائی ساقه سیاهبیماريبه  et al.

2000a( . مطالعات اولیه نشان داده است که وراثت مقاومت به
ژنی چنده صورت و ببودهپیچیدهفوما در آفتابگردانبیماري

Roustaee(کنترل می شود  et al. 2000b( . قبلی در مطالعات
)Bert et al. 2004; Rachid Al-Chaarani et al. 2002(

QTL در ساقه سیاه براي مقاومت جزئی به بیماري هاي مختلفی
وراثت کننده وجودتائیداست که گردیدهآفتابگردان شناسایی 

.استچندژنی

ــا هــايژنخصوصــیاتمطالعــهمولکــولی،هــايروشتوســعهب
دردخیـل هايمکانیسموهابیماريبهمقاومتدردرگیرگوناگون
براي تولید گیاهان مقاوم به بیماري، . گردیده استتسهیلمقاومت

هاي مختلف باید بـا مکانیسـم   علاوه بر شناسایی و درك نقش ژن
پایـه بـر اهـان گیدربطور کلـی دفـاع  . دفاعی گیاهان نیز آشنا بود

ایـن . اسـت اسـتوار القـایی هـاي پاسـخ واولیـه دفاعیهايپاسخ
راهسـبب کـه بودهرسانیپیامهايشبکهآغازگراولیه،هايواکنش
Grover and(شـوند مـی سراسـري دفـاعی هـاي پاسـخ انـدازي 

Gowthaman, گیـاه دفاعیپاسخهايکنندهفعالجملهاز). 2003
ازتواننـد مـی کـه باشـد میRمقاومتهايژنبیانافزایشمیزبان
حساســـیت فـــوقواکـــنشالقـــاســـبببـــهپـــاتوژنرشـــد

)(Hypersensitive Responseبــامــرتبطهــايپــروتئینتولیــدو
جلـوگیري PR (Pathogenesis Related Proteins)زایـی بیمـاري 
SAاسـید سالیسـیلیک تولیـد کننـد و  (Salicylic acid)، واتـیلن

گیـاه دفـاعی هـاي پاسخهايکنندهفعالدیگرکه ازهافیتوالکسین
وسـلولی دیوارهاستحکامباعثهمچنینودادهافزایشهستند را

ایجـاد بهمنجرمجموعاًٌهاپاسخاین. گردندلیگنینتشکیلافزایش
مشخص . گرددمیزابیماريهايقارچبهمقاومتسطحافزایشیا

شدت توسط عوامل رونویسی ه بهاشده است که بیان این پروتئین
Zhang(شودخاص تنظیم می et al. عوامـل رونویسـی از   ).2013

کههاي زنده هستند اجزاي کلیدي در کنترل بیان ژن در همه بافت
کننـد  ها طی تکامل را تعیین میتنوع فنوتیپی و سازگاري ارگانیسم

)Chew et al. عامل رونویسـی در 1500الی 1300حدود ).2013
هـا  گیاهان گزارش شده است که برخی از آنها در پاسـخ بـه تـنش   

,Riechmann and Ratclife(نقـش دارنـد    2000; Gof et  al.

AP2هـاي پـروتئین از میـان عوامـل رونویسـی مختلـف،    . )2002

Domain)Aharoni et al. 2004( ،WRKY)Mare et al.

2004( ،MYB)Yamaguchi and Shinozaki, HD-ZIPو) 2005

)Javelle et al. هـا  بـارزترین نقـش را در پاسـخ بـه تـنش     ) 2011
تحقیقات مختلفی درباره نقش عوامل رونویسی در پاسخ به . دارند
در مطالعـه اي دیـزار و   . هاي مختلف صـورت گرفتـه اسـت   تنش

ــاران  ــروتئین ) 2005(همک ــن پ ــش ای ــاه  نق ــل گی ــا را در تحم ه
مطالعـات طبق .نمودندآرابیدوپسس در برابر تنش خشکی بررسی 

WRKYهـاي  مشخص شد که پروتئین)2004(چییولکر و سومس
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.هـا دارنـد  اي در مسیر پیام رسانی مقاومت بـه بیمـاري  نقش ویژه
که نـوعی  GmERF3بیان ژن ) 2009(نگ و همکاران همچنین، ژا

باشـد را در توتـون ترایخـت    مـی AP2/ERFاز فاکتور رونویسـی  
و مشاهده نمودند که گیاه تراریخت مـورد  مورد بررسی قرار دادند 

هـاي باکتریـایی و   بـل تـوجهی نسـبت بـه بیمـاري     انظر مقاومت ق
طبـق  .دهـد قارچی در مقایسه با تیپ وحشـی از خـود نشـان مـی    

مشـخص شـد کـه بیـان ژن     ) 2007(و همکـاران  مطالعات وانـگ  
هـا در  باعث مقاومت به بیماريWRKYمربوط به عامل رونویسی 

بـه  ) 2006(علیان و همکـاران  در تحقیقی که توسط . دشوبرنج می
هـاي  هـا در لایـن  تغییـر در میـزان رونوشـت ژن   منظور شناسـایی  

.Pقــارچ  MP6جدایـــهآفتــابگردان مقــاوم و حســـاس بــه    

macdonaldii20انجـام گرفـت،  با استفاده از تکنیک ریزآرایـه  و
cDNAدر هاي دفاعی و عوامل رونویسی دخیـل مرتبط با پروتئین

در مطالعـه دیگـري،   . گردیدبیماري شناسایی براي اینرسانی پیام
-HD(عامـل رونویسـی   سـه بیان ) 2008(زاده و همکاراندرویش

ZIP ،AP2 Domain وMYB ( در دو ژنوتیپ آفتابگردان را)M6-

سـاقه سـیاه   قـارچ عامـل   مختلف جدایه3که با ) AS613و54-1
)MA6،MP8 وMP10 (قـرار  مطالعـه  نـد را مـورد  تلقیح شده بود

بر اساس ژن کنتـرل  ) 2008(نتایج درویش زاده و همکاران . دادند
AP2 domainبیان دو عامل رونویسـی نشان داد کهActinداخلی 

متفـاوت  جدایـه -مختلـف ژنوتیـپ  اتدر ترکیبMYB-relatedو
مشاهده HD-Zipعامل رونویسیتفاوتی در بیانبوده در حالی که

، HD-ZIPبیان عوامل رونویسی از این تحقیق، بررسیهدف . نشد

AP2 Domain ،MYB-related ،MYB-familyوWRKY-family

MA6 ،MP8هـاي  جدایهبا آفتابگردان آلوده شدههاي در ژنوتیپ

.P(عامل بیماري قارچMP10و  macdonaldii( با استفاده ازRT-

PCR کمی و ژن کنترل داخلیeEFα1می باشد.

هااد و روشوم

قارچ عامل بیماريهايجدایهمواد گیاهی و 
ژنوتیپ مواد گیاهی مورد استفاده در این تحقیق شامل دو

ENSAT-B5 وAS613به همراه ژنوتیپ جهش یافتهM5-54-1

Darvishzadeh(آفتابگردان بودند که براساس مطالعات قبلی  et

al. و MA6 ،MP8هايواکنش متفاوت به جدایهداراي) 2007
MP10 با . )1جدول (باشند میقارچ عامل بیماري ساقه سیاه

ژنوتیپ حساس بوده و ENSAT-B5، ژنوتیپ 1توجه به جدول 
بسته به نوع جدایه مورد بررسی M5-54-1و AS16ژنوتیپ هاي 

یک لاین M5-54-1ژنوتیپ .داراي واکنش متفاوت می باشند
Single-seed)بذري تکک توسعه یافته با روش بالجهش یافته 

descent) نتاج در حال تفرق ژنوتیپ ازAS613 است که با اشعه
γدقیقه 5مدت ه بقبل از کشت ها بذور ژنوتیپ. تیمار شده بود

ضدعفونی شده و با آب درصد 6در محلول هیپوکلریت سدیم 
بذور در جعبه پلاستیکی با یک در مرحله بعد. شدندشسته مقطر

اس کشت شده و به اتاقک رشد با شرایط کنترل شده بستر پیت م
-درجه سانتی25و روزانه 18ساعت طول روز، دماي شبانه 14(

µEm-2شدت روشنایی گراد، s-1200600هاي که بوسیله لامپ
شدندمنتقل) درصد80الی 75شدند و رطوبت وات تامین می

)Rustaee et al. 2000b( .آزمایش بصورت اسپلیت پلات)جدایه
) سطح3با در کرت فرعیسطح و ژنوتیپ 3اصلی با کرتدر

بعد . بلوك کامل تصادفی اجرا شدپایهبا سه تکرار در قالب طرح
هاي قارچ در شرایط تاریکی و دماي جدایهنگهداريروز 10از 
20. ها مشاهده شدگراد، پکنیوسپور قارچدرجه سانتی25

پکنیوسپور 106ها شامل جدایهمیکرولیتر از سوسپانسیون اسپور
درصد و ژلاتین 5/0پرتقال آبآب به همراه لیتردر هر میلی

هیپوکوتیل بهتیلدون وهاي کدمبرگمحل اتصالدرصد در 25/0
Rustaee(برگی ریخته شد4هاي آفتابگردان گیاهچه et al.

2000b( .ها با یک گیاهچه, ساعت اولیه بعد از آلودگی48طی
در شرایط رطوبت نزدیک به اشباع) Plexiglas(فاف پوشش ش

تیمارهاي . پوشانده شدند که محیط مناسب براي توسعه قارچ بود
میکرولیتر محلول بدون اسپور 20کنترل در سه تکرار بوسیله 

چندین گیاه تلقیح ،به منظور کنترل کارایی تلقیح. تلقیح شدند
جهش تیپژنوو ENSAT-B5و AS613هايژنوتیپشده از 

در این . روز بعد از تلقیح رشد داده شدند7تا M5-54-1یافته
مدت امکان مشاهده نکروز به صورت واضح در ترکیبات حساس 

Roustaee(وجود دارد  et al. 2000b.(
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متوسط رتبه بیماري در ژنوتیپ هاي آفتابگردان آلوده شده با جدایه -1جدول 
Darvishzadeh(شده در شرایط کنترلP. macdonaldiiهاي  et al.

2007(
Table 1- Mean disease severity score of sunflower genotypes
inoculated with P. macdonaldii isolates under controlled
conditions (Darvishzadeh et al. 2007)

آفتابگردانژنوتیپ
Genotype

قارچجدایه
Isolate

MA6 MP8 MP10
AS613 6.74 2.24 3.63

ENSAT-B5 6.78 7.76 7.50
M5-54-1 1.24 6.46 2.21

روز تلقیح با قارچ عامل 7درصد نکروز در ناحیه دمبرگ کوتیلدون بعد از 
Roustaee(رتبه بندي شد) حساس(9تا ) مقاوم(1بیماري با سیستم  et al.

2000b .( براي 3درصد،10-6براي 2، 5-0براي درصد نکروز بین 1رتبه
-61براي 7، 60-14براي 6، 40-31براي 5، 30-21براي 4درصد، 11-20
.     درصد نکروز100براي 9و 99-81براي 8، 80

Percentage of cotyledon petiole area showing Phoma black
stem were scored from 1 (resistant) to 9 (susceptible) as
proposed by Roustaee et al. (2000b), seven days after
inoculation, where 1, 0−5% petiole area with necrosis
spreading downward into the stem; 2, 6−10%; 3, 11−20%;
4, 21−30%; 5, 31−40%; 6, 41−60%; 7, 61−80%; 8,
81−99%; and 9, 100%.

cDNAو سنتز RNAاستخراج 

بیماري ساقه سیاه فوما، مناسب -رداندر پاتوسیستم آفتابگ
-میبعد از تلقیح ساعت 48ترین زمان مطالعه سطح بیان ژن ها 

Alignan(باشد  et al. ساعت بعد از تلقیح 48بنابراین ). 2006
براي استخراج . آوري گردیدهاي کوتیلدون از تیمارها جمعدمبرگ
RNA کل از روش معرفی شده بوسیلهVerwoerdن و همکارا

تیمار شده با RNAایی از تک رشتهcDNA. استفاده شد)1989(
DNase، با استفاده از کیت پیشرفتهRT-for-PCR گردیدتهیه

)BD Biosciences .( 5بدین صورت که مخلوط واکنش شامل
70در دماي ) T)dT15پیکومول الیگو 40کل و RNAمیکرولیتر 

8اده شد و سپس دقیقه حرارت د10بمدت ساتنی گراد درجه 
dNTPمیکرولیتر مخلوط 2برابر، 5میکرولیتر بافر واکنش 

)625/0mMمحدودکننده ) واحد1(میکرولیتر 1، )از هر کدام
RNase آنزیم)واحد400(میکرولیتر 2وMMLVکریپتاز ترانس

42به مدت یک ساعت در دماي واکنشومعکوس اضافه شد
کریپتاز معکوس واحد ترانس200. گراد انجام شددرجه سانتی

MMLV دوباره به واکنش اضافه شد و مخلوط بار دیگر به مدت

درجه قرار داده شد و به دنبال آن واکنش 42دقیقه در دماي 60
دقیقه انجام 15گراد بمدت درجه سانتی70توقف سنتز با دماي 

.شد
Real-time RT-PCRواکنش 

ان هر یک از عوامـل رونویسـی   به منظور ارزیابی بیتحقیقایندر
در اثر آلودگی با قارچ عامل بیماري، از آغازگرهاي طراحـی شـده   

).2جـدول  (استفاده شـد  ) 2008(توسط درویش زاده و همکاران 
ــنش ــامل 20در حجــم Real-Time PCRواک ــر ش 10میکرولیت

ــوط   ــر مخلـ SYBRمیکرولیتـ Green ــر Biosystems(دو برابـ

Applied( ،300میکرولیتـر محصـول   1از هر آغـازگر و  نانو مول
RT)Reverse Transcription (  پـس از  . رقیق شده انجـام گردیـد

ABIدر دسـتگاه  PCRواکـنش  تهیه حجم مـورد نظـر،    PRISM

7900HT)Applied Biosystems (درجـه  50: با استفاده از برنامه
 ـ درجه سـانتی 95دقیقه، 2مدت ه گراد بسانتی 10مـدت  ه گـراد ب

ثانیه 15گراد به مدت درجه سانتی95سیکل در دماي 40ه و دقیق
Alignan(گراد به مدت یک دقیقه انجام شددرجه سانتی60و et

al. 2006; Hewezi et al. 2008; Poormohammad Kiani et al.

2007; Roche et al. 2007, ، واکنش هـا  PCRپیرو تکثیر . )2009
ت تـاثیر یـک دمـاي گرادیانـت     به منظور تولید منحنی تفکیک تح

در اینجا تغییرات در میزان فلورسنس به عنوان تـابعی  . قرار گرفتند
در این صورت محصولات غیر اختصاصـی  . از دما تعیین می شود

درجـه  95برنامه دمایی تفکیک به صورت . تشخیص داده می شود
15درجه سانتی گراد به مـدت  60ثانیه و 15سانتی گراد به مدت 

درجـه  95تـا  60دقیقه دماي گرادیانـت از  20ه و به دنبال آن ثانی
. گرفـت انجامتکرار3درPCRهايواکنش. سانتی گراد می باشد

از Real-Time RT-PCRهـاي حاصـل از   جهت نرمال نمودن داده
در ایـن  . گردیـد به عنوان ژن کنترل داخلـی اسـتفاده   ،eEFα1ژن 

DDCT2-با اسـتفاده از روش  هاسنجش تغییرات در بیان ژنمطالعه، 

.گرفتانجام ) Schmittgen)2001وLivakبوسیله ارائه شده
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real-time RT-PCRTableدرمورد استفادهالیگونوکلوتید آغازگرهاي-2جدول  2- Oligonucleoitide primers used for quantitative real time RT-PCR

Primer's
PCR

Efficiency
(%)

Tm

آغازگر برگشتی
Reveres primer

آغازگر مستقیم
Forward primer

شماره ژن
Number of

gene

عملکرد
Function

نام توالی
Name of sequence

93 56
AGGAGTAGCAAGGCACCATCA CAAGAACTCGGCCAATTCGT CX946549

AP2 domain
transcription

factor
DH0AQA11ZA10RM1

93 57
GGATCGCACCTCGTGGTTT GCAGCACATCGAGGACATCA CX946945

HD-Zip
transcription

factor
DH0AQA17ZH04RM1

81 54

CCCTATTCAATTCTTCCACCAAA TTGGATTGAAGATGTCATCTGTGA AJ412452

WRKY -
family

transcription
factor

AJ412452

84 57

CGAGCGCAGCAGCATCTA CCGCCACACGCATTCTCT CD848175

MYB-
related

transcription
factor

DH0AC002ZF08FM1

88 57

CAAGCCGCTCCACTTCAAAG CCTCCCTGGCACATGAAGTT CD850032

MYB-
family

transcription
factor

DH0AC028ZC03FM1

88 55
CATCCTGAAGTGGGAGACGAA CCAAATCAATGAGCCCAAGAG

AY094064
eEFα1
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بحثوجینتا
Darvishzadeh(بر اساس مطالعات فنوتیپی  et al. 2007 (

حساس بوده ولی به دو جدایه MA6به جدایه AS613ژنوتیپ 
MP8 وMP10ژنوتیپ ). 1جدول (باشد مقاوم میENSAT-B5

. حساس است) MP10و MA6 ،MP8(به هر سه جدایه بیماري 
باشد میAS613که یک لاین جهش یافته از M5-54-1ژنوتیپ 
MP8مقاوم بوده ولی به جدایه MP10و MA6هاي به جدایه

ژنوتیپ اصلی و 2بنابراین ). 1جدول (دهد حساسیت نشان می
2واکنش فنوتیپی متقابل به ) M5-54-1و AS613(جهش یافته 

نسبت به جدایه AS613ژنوتیپ . دارندMP8و MA6جدایه 
MA6اس بوده در حالی که ژنوتیپ جهش یافته آن حس)M5-54-

نسبت به جدایه AS613باشد از طرف دیگر ژنوتیپ مقاوم می) 1
MP8 مقاوم بوده در حالی که ژنوتیپ جهش یافته آن حساس

تواند به مقاومت و حساسیت ایجاد شده می). 1جدول (است 
بر اساس مطالعات. علت تغییر ژنتیکی به واسطه جهش باشد

-M5-54وAS613،ENSAT-B5هايژنوتیپژنتیکی نیز پاسخ

عامل بیماري قارچهايجدایهآفتابگردان به آلودگی ناشی از1
تجزیه واریانس نتایج ). 1شکل (باشد متفاوت میسیاهساقه

سطح ) 3جدول (حاصل از بررسی بیان عوامل رونویسی نشان داد 
ژنوتیپ و اثر متقابل بیان عوامل رونویسی تحت تاثیر جدایه،

بر اساس نتایج تجزیه واریانس بین . جدایه قرار دارند-ژنوتیپ
-MYBو AP2 domainها تنها در بیان دو عامل رونویسی جدایه

Relatedکه این تفاوت ) 3جدول (دار وجود دارد تفاوت معنی
- جدایه) بیماري زایی(تواند ناشی از تفاوت در میزان عملکرد می

هاي مختلف ، بین ژنوتیپ3با توجه به جدول . ف باشدهاي مختل
-AP2 domain،HDآفتابگردان از نظر مقدار بیان عوامل رونویسی

Zip ،WRKY-familyوMYB-relatedدار تفاوت بسیار معنی
براي دو جدایه -اثر متقابل ژنوتیپدر این مظالعه، . وجود دارد

دار است معنیبسیارMYB-RelatedوHD-Zipعامل رونویسی 
در سطح بیان ژن براي فهم جدایه -واکنش ژنوتیپ).3جدول (

-و نشان میباشدمیمهم هامکانیسم پاسخ گیاه در برابر بیماري
چه و نیز تعامل آنها، جدایهژنوتیپ میزبان،دهد که زمینه ژنتیکی

.ها را در گیاه آفتایگردان تحت تاثیر قرارداده استبیان ژنمیزان 

هاي مربوط به عوامل رونویسی سی مقدار بیان ژنبرر
.Pترکیب حاصل از برهم کنش سه جدایه 9مورد مطالعه در 

macdonaldii)MA6, MP8, MP10 (آفتابگردان با سه ژنوتیپ
)AS613, ENSAT-B5, M5-54-1 ( نشان داد که از میان عوامل

-MYBو HD-Zipرونویسی مورد مطالعه، بیان دو ژن کدکننده 

Relatedدهد دار در میان ترکیبات مختلف نشان میتفاوت معنی
- بدین صورت که بیان این دو ژن در ترکیبات مختلف ژنوتیپ

شود ولی درجه سرکوب شدن آنها متفاوت جدایه سرکوب می
).1، شکل 3جدول (باشد می

, )HD-Zip)1کننده عوامل رونویسی هاي کدالگوي بیان ژن-1شکل
MYB-related)2 (هاي در ژنوتیپAS613 وENSAT-B5 و لاین

ساقه سیاه جدایهتلقیح شده بوسیله سه آفتابگردان،M5-54-1جهش یافته 
)MP10و MA6 ,MP8(فوما 

Figure 1- Expression profile of genes encoding transcription
factors HD-Zip (1), MYB-related (2) in original lines ‘AS613’
, ‘ENSAT-B5’ and mutant line ‘M5-54-1’ challenged by three
Phoma black stem isolates (MA6, MP8 and MP10)
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ي ساقه سیاهو سه ژنوتیپ آفتابگردان در بیان ژن هاي عوامل رونویسی مرتبط با مقاومت به بیمارP. macdonaldiiقارچجدایهسهاثراتتجزیه واریانس-3جدول 
Table 3- Analysis of variance for the effects of three P. macdonaldii isolates and three sunflower genotypes on the expression of
transcription factors associated with resistance to black stem disease

MSdfمنابع تغییراتSources of Changes

Genotype×IsolateGenotypeRep×IsolateIsolateRepژنGene

1.8350.61**0.478.05**3.2626AP2 domain transcription factor

4.44**7.89**0.360.841.0626HD-Zip transcription factor

4.4493.3**3.46.990.6526WRKY-family transcription factor

9.81**33.92**0.6572.19**1.9326MYB-related transcription factor

23.140.222.82.6526MYB-family transcription factor

حساس و MA6به جدایه AS613با توجه به اینکه ژنوتیپ 
رونویسیباشد، بررسی بیان عواملبه دو جدایه دیگر مقاوم می

HD-ZipوMYB-Related در این ژنوتیپ نشان داد که بیان ژن
نسبت به ترکیبات MA6/AS613در ترکیب HD-Zipمربوط به 

MP8/AS613وMP10/AS613 کمتر سرکوب شده و این در
به شدت سرکوب MYB-Relatedحالی است که ژن مربوط به 

توان اظهار نمود که افزایش در بنابراین می). 1شکل (شده است 
MYB-Relatedو کاهش در سرکوب ژن HD-ZIPسرکوب ژن 

MP10و MP8هاي به جدایهAS613در ایجاد مقاومت ژنوتیپ 

زاده باشد این موضوع با نتایج بدست آمده توسط درویشموثر می
دو ژن مذکور در یانببررسی. مطابقت دارد) 2008(و همکاران 

موردهايجدایهپاسخ به درM5-54-1یافتهجهش ژنوتیپ
یبدر ترکMYB-RelatedوHD-Zipیانمطالعه نشان داد که ب

MA6/M5-54-1یباتسرکوب شده و در ترکیشتربMP8/M5-

شکل (شودیبه نسبت کمتر سرکوب مMP10/M5-54-1و 54-1
به نسبتیافتهجهش ژنوتیپمقاومت در یجاداینبنابرا). 1

دو ژن یانبا کاهش سرکوب در بMP10و MA6هايجدایه
-M6از آنجایی که ژنوتیپ جهش یافته . مذکور در ارتباط است

مقاومت بیشتري به جدایه AS613نسبت به لاین مادري 54-1
MP10 دارد، دو ژن مذکور در ژنوتیپ جهش یافته بیشتر سرکوب

. شده است

بیان )2008(همکاران وزادهدرویشدیگريمطالعهدر
,HD-Zip(عوامل رونویسی  AP2-domain, MYB-related ( را

آفتابگردان در پاسخ به M5-54-1و AS613هاي در ژنوتیپ
.Pهاي مختلف قارچ آلودگی با جدایه macdonaldii)MA6,

MP8, MP10 ( با استفاده ازActin به عنوان ژن کنترل داخلی
مورد مطالعه قرار دادند و مشاهده کردند که بیان دو عامل 

,HD-Zipرونویسی  MYB-relatedدر همه ترکیبات ژنوتیپ-
افزایش AP2-domainجدایه سرکوب شده و بیان عامل رونویسی 

. پیدا کرده است که با نتایج حاصل در مطالعه حاضر مطابقت دارد
Actinکنترل داخلی دهد که هر دو ژننتایج این تحقیق نشان می

توانند کاندیداي مناسبی جهت ارزیابی بیان عوامل میeEFα1و 
ویسی مرتبط با مقاومت به بیماري ساقه سیاه در آفتابگردان رون

ال در یک آزمایش بیان ژن انتخاب ژن کنترل داخلی ایده. باشند
ژن کنترل داخلی مناسب ژنی است که تظاهر . حائز اهمیت است

آن تحت تاثیر شرایط آزمایشی قرار نگیرد و همچنین می بایستی 
Kozera(ایدار داشته باشد هاي مختلف موجود، تظاهر پدر بافت

and Rapacz, 2014 .(Garg و همکاران)انتخاب براي) 2010
، EF1aشامل اکتین، کاندیدژن12نس، ارفرژن

، IF4a ،TUB6 ،UBCدهیدروژناز، فسفات-3گلایسرآلدهید
UBQ5 ،UBQ10 ،18SrRNA ،25SrRNA ،GRX وHSP90 را

بیانمقادیرکهرسیدندنتیجهاینبهوبررسی کردندنخودگیاهدر
EF1a وHSP90می ماندثابت باقیمختلفهاياندامسراسردر.
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در مطالعات دیگر نقش عوامل رونویسی در پاسخ گیاهان به 
توان به ها مورد بررسی قرار گرفته است که از آن جمله میبیماري

اشاره نمود که توانستند ژن ) 2009(مطالعه ژانگ و همکاران 
GmERF3، که نوعی عامل رونویسیAP2/EFRباشد را از می

گیاه سویا به گیاه توتون انتقال دهند و مشاهده نمودند که گیاه 
گیرنده مقاومت قابل توجهی نسبت به بیماري باکتریایی 

solanacearumRalstonia و قارچیalternariaAlternata نشان
هاي عوامل ژنتجزیه بیان) 2012(همچنین رهایی و همکاران . داد

را در دو ) NACوbZIP،bHLH،WRKY،MYB(رونویسی 
ژنوتیپ گندم مقاوم و حساس به تنش شوري مورد بررسی قرار 

ها در رقم مقاوم دادند و مشاهده نمودند که تغییر میزان بیان ژن
سرکوبدر تعدادي از مطالعات .بیشتر از رقم حساس است

چون مطالعه اخیر دیده شده در پاسخ به تنش همعوامل رونویسی

,Janmohammadi and Mahfoozi(است  گزارش شده ). 2013
هاي تنظیم بیان ژندخیل در عوامل رونویسیسرکوباست 

در شرایط هاژنرونوشت کلید حفظ سطح بالاي سرما مقاومت به 
Agarwal(است تنش  et al. 2006; Gao et al. 2002; Novillo et

al. 2004 .(
دهد که عوامل رونویسی، نقش مهمـی  پژوهش نشان میایننتایج

هاي القا کننده مقاومت گیاه به بیماري ساقه سیاه در کنترل بیان ژن
هاي مختلف تظاهر بیشتر عوامل رونویسی در پاسخ به جدایه. دارد

تـوان  شود و بنابراین میقارچ عامل بیماري ساقه سیاه سرکوب می
ان تراریختی که موجـب کـاهش بیـان    با خاموشی ژن و تولید گیاه
شوند، راه را بـراي کـاهش خسـارات    این فاکتورهاي رونویسی می

.ناشی از این بیماري در آفتابگردان هموار نمود
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مقدمه
ها یا هاي انسان به دلیل فقدان پروتئیناي از بیماريپاره

بسیاري از .آیندها در بدن بیمار بوجود میعملکرد نامناسب آن
توان با تجویز پروتئین مناسب درمان کرد، اما ها را میاین بیماري

لا براي انجام چنین کاري در مرحله اول، پروتئین باید در مقادیر با
اگر پروتئین مورد نظر انسانی باشد، بدست . وجود داشته باشد

شود آوردن مقادیر مناسب پروتئین مشکل بزرگی محسوب می
)Julian et al.2003.(هاي حیوانی اگر کارایی لازم را براي پروتئین

-هاي انسانی داشته باشند، مورد استفاده قرار میدرمان بیماري

هاي حیوانی ه قابل درمان با پروتئینهایی کاما بیماري. گیرند
باشند، زیاد نیستند و در اغلب موارد امکان پیدایش عوارضی مثل 

Chargelegus(هاي حساسیتی وجود دارد پاسخ et al. 2000 .(
هاي گیاهی براي بیان و تولید داروهاي بنابراین استفاده از سیستم

.استيتر و کاراترنوترکیب روشی ایمن

تواند هورمون یبیماري است که بدن نمدیابت نوعی
6/3بالغ بر . و یا به درستی از آن استفاده نمایدانسولین را تولید

کنند که سالانه به درصد از جمعیت جهان با دیابت زندگی می
مقدار زیادي از هورمون انسولین براي درمان این بیماران نیاز 

Gurramkonda(باشد می et al. الی است که این در ح). 2010
هیچ کدام از منابع طبیعی موجود قادر به تأمین این مقدار از 

انسولین یک هورمون پروتئینی مهم است که . انسولین نیستند
امروزه، . شودباعث تنظیم میزان گلوکز خون در پستانداران می

درمان از طریق تجویز انسولین تنها تیمار مؤثر براي درمان دیابت 
سبب ) تزریق(این عمل . شودتزریق اعمال میاست، که از طریق 

ایجاد بافت (ناراحتی افراد و در بعضی موارد سبب عوارض ثانویه 
براي حل این مشکل، . شودمی) هاي پوستیاسکار و عفونت

باشند که از آن جمله چندین روش مختلف در دست تحقیق می
نی توان به تحویل انسولین به بدن از مسیرهاي خوراکی و بیمی

Goldberg(اشاره کرد  et al. هورمون انسولین، پروتئینی ). 2003
اسیدآمینه است 21با Aاسیدآمینه و زنجیر 30با Bشامل زنجیر 

)Faber et al. دانشمندان کانادایی با 1921در سال .)1995
همچنین .موفقیت انسولین را از پانکراس سگ استخراج کردند

با اضافه کردن پروتئینی به نام 1936این دانشمندان در سال

پروتامین که در اسپرم ماهی وجود دارد به انسولین، راهی براي 
در . آزادسازي کندتر انسولین در خون، پس از تزریق پیدا کردند

Liu)انسولینی با عملکرد کمی سریعتر تولید شد 1950سال  et al.

یک گروه پژوهشی با قرار دادن ژن1977در سال .(2003
Wang)انسولین موش در باکتري، تولید انسولین کردند  et al.

انسولین انسانی که بتواند سیستم تولید1979تا سال (2001
مقادیر زیادي هورمون انسولین را تولید کند وجود نداشت تا این 

Murray)راه اندازي شدنوترکیب این کار DNAکه با استفاده از 

et al. انسولین انسانی با استفاده از 1980سال سرانجام در .(1971
Thim)مهندسی ژنتیک تولید شد et al. 1986; Pais et al. 2003) .

هاي نوترکیب به عنوان دارو در پزشکی بدلیل اندك تولید پروتئین
هاي طبیعی در دسترس و مشکلات مربوط به بودن میزان پروتئین
اند، طبیعی گرفته شدههاي دارویی که از منابع استفاده از پروتئین

براي مثال، بسیاري از افراد به دلیل . انداهمیت بسیاري پیدا کرده
ها، دچار بیماري هاي خونی و یا هورموناستفاده از فرآورده

تر که تولید ایمني ساده و ارزانی هابنابراین سیستم.شوندمی
ترکیب را در مقیاس انبوه و قیمت ارزان ممکن هاي نوپروتئین

.et al(ازد بسیار مورد توجه قرار گرفته است س 2001(Winter .
هاي گذشته دانشمندان در پی تغییرات در ساختار اما در سال

هاي آن، براي افزایش کارایی بیوشیمیایی انسولین و تولید آنالوگ
Goldberg)باشندو دوام انسولین می et al. استفاده از .(2003

هاي رها براي تولید مقدار زیادي پروتئینگیاهان به عنوان بیوراکتو
تلاشهاي زیادي در جهت تولید . شوندنوترکیب استفاده می

انسولین در گیاه انجام شده است که از جمله می توان تولید 
Arakawa(هاي سیب زمینی انسولین در غده et al. ، تولید )1998

Ma(پروانسولین در کلروپلاست توتون  et al. ال انتق، )1997
و انتقال ژن 2007پروانسولین به ذرت و گلرنگ در سال 

Mohebodini(پروانسولین انسانی به توتون و کاهو را نام برد  et

al. 2009( .

میلادي تکنولوژي تولید پروتئین و 80در اواخر دهه 
DNAهاي بیان گیاهی نوترکیب در گیاهان، باعث کشف سیستم

تر بودند تر و ایمني دارویی ارزانهاشد که قادر به تولید پروتئین
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(Julian et al. هاي مهم تولید زیست داروها و پروتئین. (2003
با . کاربردي از طریق گیاهان را اصطلاحاً زراعت مولکولی گویند

گسترش سریع فن آوري کشاوزي مولکولی، بسیاري از 
د هاي درمانی با ارزش با موفقیت در گیاهان تراریخته تولیپروتئین

هم اکنون در ایالت کنتاکی آمریکا، گیاه توتون به کارخانه . شدند
Julian(تولید داروهاي ضد سرطان تبدیل شده است  et al.

در ایالت ویرجینیا ذرت براي معالجه بیماري سیستیک . )2003
شود و در نبراسکا پژوهشگران امیدوارند فیبروسیس برداشت می

ن بیماري ایدز تولید کنند که در مزارع، محصولاتی جهت درما
)Fisher et al. ، )rAbs(هاي نوترکیب باديتولید آنتی.)2004
)Ma et al. Magnuson(ها ها اینترلوکین، سیتوکنین)1994 et al.

,Mason and Arntzen(هاي خوراکی و واکسن) 1998 از ) 1995
باشد که در این زمینه صورت گرفته هاي دیگر میجمله فعالیت

هاي انجام گرفته در زمینه زراعت ترین فعالیتاز مهم. تاس
توان به بیان اینترفرون گاماي انسانی در برگ مولکولی در ایران می

,RahimiFar(و بذر کلزا  ، انتقال ژن اینترفرون گاماي )2009
,Azhdari(انسانی به گیاه توتون  از PA، تظاهر ژن )2009

Bacillus antracisانی در کاهوي ایر)Honari, ، انتقال ژن )2008
Mohebodini(پروانسولین انسانی به کاهو و توتون  et al. 2009 (

هاي مزیت اصلی گیاهان تراریخت جهت تولید پروتئین. اشاره کرد
نوترکیب، هزینه پایین و تولید در حجم بالا در مقایسه با سایر 

ه تولید شود که هزینتخمین زده می. باشدهاي تولیدي میسیستم
هاي درصد هزینه سیستم2-10هاي نوترکیب در گیاهان پروتئین

هاي سلولی پستانداران باشد درصد کشت1میکروبی و 
)Giddings, هاي نوترکیب خاص اگر بتوان برخی پروتئین. )2001

هاي خوراکی مثل دانه و میوه بیان کرد بسیاري از را در قسمت
این عمل . شودور کلی حذف مییابد و یا به طها کاهش میهزینه

هایی که براي ایمنی درمانیباديها و آنتیبه ویژه در واکسن
Daniell(کاربرد دارند موثر است  et al. 2001 .(

شناس آلمانی ادعا کرد از زمانی که فریدریخ لیباخ گیاه
ژنتیکی پیدا کرده است پژوهش هايگیاهی عالی و بی نظیر براي 

و از نظر این گیاه آرابیدوپسیس تالیانا. گذردیبیش از نیم قرن م
.ي خردل بودترین گیاهان تیرهاقتصادي یکی از کم اهمیت

گیاه کوچک گلدار بومی اروپا، آسیا و شمال آرابیدوپسیس یک

Platt(غربی آفریقاست  et al. این گیاه یک ساله با طول ). 2010
ر زیست شناسی عمر نسبی کوتاه، یک نمونه رایج براي مطالعه د

باشد ترین ژنوم گیاهی میو داراي کوچک. گیاهی و ژنتیک است
و کامل شدیابیتوالیآنو نیز اولین گیاهی است که ژنوم

5میلیون جفت نوکلئوتید و 157000مشخص شد که داراي 
اندازه کوچک این گیاه آن را براي کشت در . باشدکروموزوم می

طول عمر کوتاه، خود. استمحیط آزمایشگاه مناسب ساخته 
هاي بسیار زیاد، این گیاه را به عنوان لقاحی طبیعی و تولید دانه

Greilhuber(یک موجود زنده ژنتیکی، مهم ساخته است  et al.

2006 .(

اهداف این تحقیق کلونینگ ژن انسولین منـومر کوتـاه اثـر    
آسپارت و ساخت کاست ایـن آنـالوگ در یـک ناقـل دوگانـه بـه       

.باشدبیان آن در گیاه آرابیدوپسیس تالیانا میمنظور

هاواد و روشم

مواد گیاهی

جهت بیان (Col-0)گیاه آرابیدوپسیس تالیانا  اکوتیپ کلمبیا صفر 
3/1بذور در گلدان هاي حاوي . ژن انسولین منومر استفاده شد

خاك غنی از مواد آلی کاشته و بر روي آنها 3/2+ ورمی کولایت 
گیاهان . و تاریکی اعمال شدC4°ساعت سرماي 48یمار پیش ت

ساعت 5/8با دوره تناوب μEM-2S-1150در شرایط نوري 
.نگهداري شدندC20°تاریکی و در دماي 5/15روشنایی و 

سویه هاي باکتري

،  آگروباکتریومDH5αسویهE. coliدر این تحقیق باکتري هاي 
هاي مقاومت به آنتی حاوي ژنGV3101سویه تومفاشینز

Koncz)هایگرومایسین هاي ریفامپیسین، کانامایسین وبیوتیک et

al. هاي مقاومت به آنتی داراي ژنEHA101، و سویه(1986
Koncz)هاي ریفامپیسین و کانامایسینبیوتیک et al. مورد (1986

وکتور باکتریایی مورد استفاده در آزمایش . استفاده قرار گرفتند
داراي ژن مقاومت به آنتی بیوتیک (pGEM-B1پلاسمید :شامل

داراي ژن (pJawohl3دوگانه ناقلو ) lac Z׳آمپی سیلین و ژن 
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سیلین و ژن گزینشگر مقاوم به گزینشگر باکتریایی مقاوم به آمپی
کربنیسیلین در آگروباکتریوم و ژن گزینشگر مقاومت به علف کش 

BASTAاي زنجیرهتفاده در واکنشآغازگرهاي مورد اس.بودند
با توالی هاي زیر Fast PCRمراز پس از طراحی با نرم افزار پلی

.توسط شرکت تکاپو زیست فراهم شدند

F: ׳CTCGAGATGAAGTACGAAGA-3-׳5

R: ׳GAATCCTTAATGATGATGAT-3-׳5

طراحی ژن انسولین مونومر آسپارت

شده در زمینه در ابتدا با بررسی منابع علمی و پژوهش هاي انجام 
ساخت انسولین مونومر با توجه به دامنه موجودات زنده متعدد 

هایی که بیشترین کارایی بیان را ، کدون)گیاه، باکتري و مخمر(
inهاي آنلاین داشتند منظور شدند و صحت آن توسط برنامه

silicoوJ-catبا توجه به نوع میزبان، آغازگرهاي . تایید شد
رشی و تغییرات لازم براي تبدیل انسولین هاي بمناسب، سایت

bp228مونومر انسانی به انسولین آنالوگ آسپارت با اندازه 
WatCutوNEBcutterهاي طراحی و بهسازي شد و با برنامه

سپس ساختار فرضی سه بعدي پروتئین آنالوگ . بررسی شدند
آسپارت طراحی شده توسط گروه بیوانفورماتیک بخش زیست 

پس از .نشگاه شیراز مورد بررسی و تایید قرار گرفتشناسی دا
Bioneerتایید ساختار ژن، آنالوگ مورد نظر توسط شرکت ژاپنی 

. قرار داده شدpGEM-B1سنتز و در پلاسمید 

E. coliبه باکتري pGEM-B1انتقال پلاسمید نوترکیب 

بـا اسـتفاده از   DH5αسـویه E. coliبـاکتري  هـاي مسـتعد  سلول
ــاروش ــط  ه ــده توس ــه ش ــیو همچ) Chung)1989ي ارائ نن
Chen  پلاســـمیدهاي نـــو .  تهیـــه شـــدند)2001(و همکــاران

بــه ) 1990(و همکــاران، Inoueترکیــب بــا اســتفاده از روش   
ــاکتري  ــدندE. coliب ــال داده ش ــگ  .  انتق ــی رن ــاي آب ــه ه پرگن

حــاوي پلاســمید نوترکیــب رشــد یافتــه بــر روي محــیط کشــت  
LB  حــاوي دو مــاده ،X-gal وIPTG)   محــرك تولیــد آنــزیم

ــد  ــو گالاکتوزی ــل تی ــیلین گــزینش شــدند ) + ایزوپروپی ــی س . آمپ
ــتخراج  ــراي اس ــب پلاســمیدDNAب ــاي نوترکی از pGEM-B1ه

ــلول ــاکتري س ــاي ب ــده در  αDH5ه ــرده ش ــار ب ــه ک از روش ب
ــت ــمیدکیـ ــتخراج پلاسـ ®AccuPrepاسـ Plasmid Mini

Extraction) Kit((BiONEER) جهــت تاییــد  . اســتفاده شــد
هــاي پلاســمید اســتخراج شــده، بــا آنــزیمDNAحضــور تــراژن، 

ــی  ــل   BamHIو XhoIبرشـ ــامبروك و راسـ ــط روش سـ توسـ
ــات حاصــل  ــرش داده شــد و قطع ــد (ب ژن انســولین bp228بان

ــمید    ــه پلاس ــوط ب ــد مرب ــپارت و بان ــام  ) pGEM-B1آس ــا انج ب
ــارز  ــورز در ژل آگـ ــورد تای5/1الکتروفـ ــد مـ ــرار درصـ ــد قـ یـ

ژن انســـولین از ژل، bp228خـــالص ســـازي قطعـــه.گرفتنـــد
طبـــق دســـتورالعمل شـــرکت ســـازنده بـــا اســـتفاده از کیـــت  

ــتخراج از ژل  ) Gel Extraction Kit (Fermentas)(اســـ
ــذیرفت  ــورت پ ــه    .  ص ــدي، س ــوالی نوکلئوتی ــین ت ــت تعی جه

ــاپو زیســت ارســال شــد   ــه شــرکت تک ــه ب ــد . نمون ــس از تایی پ
ــمید دوگا  ــداخل پلاس ــراژن ب ــوالی، ت ــه ت ــایگزین pJawohl3ن ج

هـاي بـاکتري   سـویه بـه  حاصـل شد و سپس پلاسمید نوترکیـب  
. معرفی شدزنیشاآگروباکتریوم تومیف

ــن   ــه روش غوطــه ورســازي گــل آذی ــال ژن ب Floral)انتق

dip)به گیاه آرابیدوپسیس

ظـاهر شـدند، قبـل    گیـاه  هـاي گـل دهنـده ثانویـه     وقتی که غنچه
 ـ  هاز باز شـدن، غنچ ـ  . مـار شـدند  ا اگروبـاکتریوم تی هـاي گیاهـان ب

ــق روش    ــر طب ــاي آرابیدوپســیس ب ــل ه ــی گ و Cloughتراریخت
Bent ،1998صورت پذیرفت.

تراریختآرابیدوپسیسانگیاهانتخاب 

شـده  تیمـار گیاهـان نـایلونی سـاعت پوشـش  12گذشـت  ازبعد
از رشـد بعـد .شـدند منتقـل گلخانـه بـه گیاهـان وشـد برداشـته 

بـراي .شـد جمـع آوري آنهـا بـذرهاي گیاهـان، رسـیدن وکامـل 
محـیط دربـذور تراریخـت، آرابیدوپسـیس  گیاهـان انتخـاب 

MS،1xمحـیط کشـت   ي نمکهـا نصـف حـاوي (انتخـابی  کشت

ــاي  ــامین هــ ــار و 8grl־B5،¹ویتــ ــر) BASTAآگــ يدر پتــ
یـک مـدت و بـه دادهکشـت ) cm150×15(انـدازه بـه ییهادیش
دمـاي  بـا یخچـال اخـل ددرسـازي بهـاره انجـام بـه منظـور  هفته

°C7بـا رشـد اتـاق بـه پتـري دیـش هـا   سـپس . شدنددادهقرار
سـاعت 10و روشـنایی سـاعت 14ي و دوره نـور C°25دمـاي 

از انتقـال پتـري  بعـد  روز15تـا 10. شـدند دادهانتقـال تـاریکی 
سـبز محـیط درکـه تراریخـت گیاهچـه هـاي  رشـد، ها بـه اتـاق  
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قابـل  شـده زردکـه اریخـت ترغیـر هـاي جوانـه ازبخـوبی مانده،
.بودندشناسایی

ژنومی از گیاه آرابیدوپسیسDNAاستخراج 

بــه منظــور اطمینــان از انتقــال ژن آنــالوگ انســولین آســپارت بــه 
هـاي  از بـرگ نمونـه  DNAگیاه آرابیدوپسـیس تالیانـا، اسـتخراج    

BASTAگیاه آرابیدوپسـیس کـه بعـد از اسـپري بـا علـف کـش        

.انجام شدCTABاستفاده از روشمقاومت کرده بودند، با

و واکنش نسخه برداري معکوسRNAاستخراج 

RNA کل بافت برگ با استفاده از محلول استخراج(RNX- Plus,

CinnaGen) RNA ،و بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده کیت
First Strand)از کیت cDNAجهت سنتز رشته . استخراج شد

cDNA synthesis Kit, Fermentas)استفاده شد.

استخراج پروتئین کل از برگ و وسترن بلات

گـرم بـرگ در هـاون و بـا اسـتفاده از ازت مـایع پـودر و        1ابتدا 
اضـافه  2X SDSسپس به مقدار مساوي به آن بـافر  . هموژنیزه شد

درجه 4دقیقه در 15به مدت ) g30000(شد و بعد از سانتریفیوژ 
SDS%15وتئین هـا بـر روي ژل   پر. جدا شدفاز بالاییسانتیگراد 

بارگذاري و با استفاده از دستگاه الکتروفورز عمودي با ولتاژ ثابت 
آزمایش وسترن بـلات بـا اسـتفاده از    .  از یکدیگر جدا شدند250

;E2E3(ab9569آنتـی بـادي مونوکلونـال     Abcam, Cambridge,

MA, USA) بر طبق روشNykiforuk ،انجـام  2005و همکاران
.شد

ساختمان ژن انسولین آسپارت طراحی شده
نشان داده شده است در ژن ) 1(شکلهمانطور که در 

به ترتیب، بعد از سایت برشی 5׳آسپارت طراحی شده از سر 
XhoIدر . و کدون آغاز توالی پپتیدي نشانگر قرار گرفته است

آمینه اسیدانسولین، Bانتهاي این توالی نشانگر، قبل از زنجیره
لیزین قرار دارد که در واقع محل برش آنزیم اندوپرتئاز تریپسین 

مینه گلوتامیک اسید آانسولین آسپارت، اسیدBدر زنخیره . باشدمی
. آمینه پرولین در ساختار طبیعی انسولین شده استجایگزین اسید

ت آمینه صوراتصال با سه اسیدتوسط Aو Bاتصال دو زنجیره 
در واقع ارتباطیآمینه توالی لین و سومین اسیداو. گرفته است

پس از آن زنجیره . باشندهاي برشی دیگر آنزیم تریپسین میسایت
Aسولین طراحی شده در انتهاي ساختار ژن ان. انسولین قرار دارد

سازيصالخاي هیستیدین هدف به منظور اسیدآمینه6یک توالی 
پس از آن . ر داده شدپروتئین آسپارت در روش کروماتوگرافی قرا

.قرار داردBamHI، سایت بررشی 3׳در انتهاي 

ساختار کاست بیانی ژن آنالوگ مونومر آسپارت-1شکل
Figure 1- Expression cassette of analog monomer Aspart gene

آنالوگ Aو Bطراحی شده بین زنجیره ارتباطیتوالی 
انسولین Cزین براي زنجیره انسولین در واقع یک توالی جایگ

این توالی علاوه بر ایجاد پیوند بین دو زنجیره در . طبیعی است
واقع سایت برشی براي تیمار و برش انسولین توسط آنزیم 

گیري نهایی انسولین و باشد که در نهایت در شکلتریپسین می
پذیري مولکول براي ایجاد پیوند بین دو زنجیره موثر انعطاف

این پژوهش ژن مونومر انسولین آسپارت بعنوان تراژن در . است
. استفاده شد

جینتا
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بررسی نتایج حاصل از همسانه سازي ژن آسپارت در وکتور
pGEM-B1

در pGEM-B1پس از همسانه سازي پلاسمید نوترکیب 
پلاسمید . سازي شد، پلاسمید کلون شده خالص)2شکل (باکتري 

هاي بوسیله آنزیمpJawohl3نوترکیب به همراه وکتور دوگانه 
در ستون دوم ژل، . برش داده شدندXhoIو BamHIبرشی 

یک باند مربوط به قطعه .پلاسمید نوترکیب دو باند مشاهده شد
3015 bp پلاسمیدpGEM-B1 و یک قطعهbp228 که باند

باشد که این دو باند صحت میمربوط به ژن انسولین آسپارت
در چاهک سوم باند مربوط . دهدآنزیمی را نشان میبرشعمل 

bpاندازهبرش خورده و خطی شده باpJawohl3به پلاسمید 

).3شکل(مشاهده شد 5597

نتایج حاصل از قرار گرفتن قطعه ژن انسولین آسپارت در 
:pJawohl3وکتور دوگانه 

اسازي ژن آسپارت از ژل، این در این مرحله پس از جد
pJawohl3بوسیله آنزیم لیگاز به ناقل دوگانه بیانی bp228قطعه 

E. coliمتصل شد و وکتور دوگانه حاوي ژن مذکور در باکتري 

پس از استخراج پلاسمید حاوي ژن انسولین . سازي شدهمسانه
هاي هضم آنزیمی و توالی یابی، آسپارت، با استفاده از روش

pJawohl3توالی ژن انسولین مونومر آسپارت در ناقلصحت 

حاوي pJawohl3پس از روش هضم آنزیمی پلاسمید . تایید شد
روي ژل BamHIو XhoIهاي برشی ژن انسولین آسپارت با آنزیم

228bpمربوط به پلاسمید و یک باند 5597bpالکتروفورز دو باند 

).4شکل(شود مربوط به ژن آسپارت دیده می

تراریختArabidopsis thalianaبررسی گیاه

بذرهاي گیاه آرابیدوپسیس تراریخت شده در پتري 
محیط کشت انتخابی و هم در گلدان کشت هاي حاوي دیش
رشد و اسپري با از انتقال به اتاقروز بعد 15تا10. شدند

ماندند سبزمحیطدراحتمالیتراریختيهاجوانه،Bastaکش علف

کلونی هاي . انتخاب کلونی هاي باکتریایی نوترکیب-2شکل 
.سفید، نوترکیب احتمالی هستند

Figure 2- Selection of transformed bacterial colony.
White colonies are probable recombinant.

و pGEM-B1تصویر حاصل از هضم آنزیمی پلاسمید -3شکل 
pJawohl3 . در چاهک اول)M ( پلاسمید (1)نشانگر، در ستون دوم ،

همراه با ژن BamHIو XhoIبا آنزیم هاي pGEM-B1برش خورده
pJawohl3وکتور دوگانه ،(2)ن سوم ژل انسولین آسپارت و در ستو

.قرار گرفتBamHIو XhoIبرش خورده با آنزیم هاي 

Figure 3- Image of enzymatic digestion of pGEM-B1 and
pJawohl3. The first well (M) marker, the second well (1)
digestion of transformed plasmid pGEM-B1 which is
associated with insulin gene Aspart with XhoI and BamHI
restriction enzymes and the third column (2), digestion of
the pJawohl3 binary vector with XhoI and BamHI restriction
enzymes.

12

M12
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شناساییبودندشدهزردکهتراریختغیرهايجوانهزابخوبیو
).5شکل(شدند 

در ستون اول . حاوي ژن آسپارتpJawohl3آنزیمی پلاسمید برش-4شکل 
پلاسمید و باند 5597bpدر ستون دوم ژل، باند . از سمت راست، نشانگر

228bpکنترل منفی  در ستون سوم. ژن آسپارتpJawohl3 برش خورده
.شودد ژن انسولین دیده میفاق

Figure 4- pJawohl3 enzymatic digestion containing the insulin
gene for Aspart. Frst line from right, DNA marker. Second line,
plasmid band 5597bp and 228bp band of Aspart gene. The third
line, negative control and digested pJawohl3 without insert.

ستابانتخاب گیاهچه هاي تراریخت بوسیله علفکش -5شکل 

Figure 5- Selection of transformed plants by BASTA
herbicide.

نشان داده است که حتی بین Bent ،1998و Cloughتحقیقات 
هاي ارقام مختلف گیاه آرابیدوپسیس نیز از نظر میزان تراریخت

همچنین نژادهاي اگروباکتریوم نیز . بدست آمده تفاوت وجود دارد
زیرا بر . باشنداز نظر نفوذ به داخل گیاه و آلوده سازي متفاوت می

شود کهاساس نتایج بدست آمده در این پژوهش مشاهده می
هاي بدست آمده از گیاهان تیمار شده توسط فراوانی تراریخت

هاي بدست آمده بیشتر از تراریختEHA101سویهباکتريآگرو
). 1جدول (باشدمیGV3101سویهاز گیاهان تیمار شده توسط 

هاي بنابراین صرف نظر از نوع گیاه و روش انتقال ژن، بین نژاد
داخل بافت گیاه تفاوت وجود اگروباکتریوم نیز از نظر نفوذ به

نیز تایید کننده این مطلب Bent ،1998و Cloughتحقیقات . دارد
.باشدمی

و بیان ژن مونومر انتخاب گیاهان تراریخته آرابیدوپسیس 
انسولین آسپارت

-RTوDNA ،RNAبا استفاده از روش هاي استخراج 

PCRبا کمک آغازگرهاي اختصاصی ژن انسولین آسپارت بر
روي گیاه آرابیدوپسیس تراریخت، حضور و بیان ژن انسولین 

) 6(شکلهمانطور که در ). 6شکل (مونومر آسپارت تایید شد 
با استفاده از آغازگرهاي ژن انسولین PCRشود نتایج  دیده می

نه گیاهی تراریخته در از نموcDNAو DNAمنومر با استفاده از  
باشد که این باند، صحت انتقال می228bpداراي باند 3و 2ستون 

تاییدتالیاناآرابیدوپسیسگیاه و بیان ژن انسولین آسپارت را به 
.کندمی

.مقایسه دو نژاد اگروباکتریوم از نظر درصد بذور تراریخت-1جدول

Table1- Comparison of two agrobacterium strains from
percentage of transformed seed.

آذینگلورسازيطهغو روش انتقال ژن
آرابیدوپسیس گیاهوعن

GV3101 EHA101 اگروباکتریومنژاد
2000 2000 بذورآزمایشتعداد

شده
20 40 يهاجوانهتعداد

سبز

8 13 هاجوانهتعداد
روز10پس از ماندهزنده

4/0 65/0 گیاهاندرصد
تراریخت
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.PCRگیاهان تراریخت حاوي ژن انسولین آسپارت بوسیله شناسایی -6کل ش
، گیاه تراریخت فاقد ژن )1(، چاهک دوم bp100چاهک اول نشانگر : راست
. bp228گیاه تراریخت حاوي ژن انسولین آسپارت  ،)2(چاهک سوم. هدف

، بیان ژن انسولین آسپارت در گیاه آرابیدوپسیس تالیانا با )3(چاهک چهارم 
.RT-PCRاز روش استفاده

Figure 6- Identification of transformed plant with Aspart insulin
gene by PCR. Right: first line, 100 bp DNA marker. Second line
(1), transformed plant without target gene. Third line (2),
transformed plant containing 228 bp Aspart insulin gene. Last
line (3), Aspart insulin gene expression in Arabidopsis thaliana
plant by RT-PCR.

نتایج حاصل از وسترن بلات پروتئین کل گیاهان تراریخت با 
نشان داد که پروتئین E2E3استفاده از آنتی بادي مونوکلونال 

شکل (ه استنوترکیب در گیاه بیان و ترجمه شدانسولین آپارت 
7.(

در این پژوهش با توجه به مطالعات صورت گرفته، 
طراحی و بهسازي شدbp228انسولین آنالوگ آسپارت با اندازه 

بیشتر .استفاده شدتراژنژن مونومر انسولین آسپارت بعنوان و
با ساختار هاي انسولین در مقایسهتغییرات ایجاد شده در آنالوگ

.باشدمیBزنجیره 30تا 25اي هآمینهطبیعی آن در محل اسید
ها بیشترین تاثیر را در عملکرد پروتئین انسولین آمینهزیرا این اسید

در ایجاد Bزنجیره 25آمینه اسید. درمانی آن دارندو خواص 
براین هر نوع هاي انسولین نقش موثري دارد بناپیوند با گیرنده

سولین را کاهش تواند قدرت درمانی انآمینه میتغییري در این اسید
Gusarov)دهد et al. توانایی تشکیل فرم دایمر توسط . (2008

، 13، 11، 9، 8هاي شمارهفعل و انفعالات آبگریز بین اسیدآمینه

وسترن بلات پروتئین کل گیاه آرابیدوپسیس تراریخت و شاهد با -7شکل 
دوپسیس ، آرابی)1. (، نشانگر پروتئینیE2E3.(M)آنتی بادي مونوکلونال

، شاهد)2. (تراریخت با تراژن انسولین آسپارت

Figure 7- Western blot of transformed and control Arabidopsis
leaf total protein using E2E3 monoclonal antibody. (M), protein
marker. (1), Transformed Arabidopsis plant with Aspart insulin
transgene. (2) Control

از یک انسولین مونومر در مقابل یک Bزنجیره 28و 26، 24، 16
لین بنابراین در انسو. باشداز انسولین مونومر دیگر میBزنجیره 

و Bزنجیره 28آمینه شماره آسپارت به علت تغییر در اسید
از تشکیل دایمر و هگزامر تا 6/7تا2/7در حدود pHهمچنین 

عامل موثر در ایجاد فرم مونومر . دشوحد زیادي جلوگیري می
انسولین، نیروي دافعه الکتروستاتیکی است که از واکنش بین اسید 

آسپارتیک اسید . شودهاي سرین و آسپارتیک اسید ایجاد میآمینه
به علت انعطاف پذیري بیشتر قادر به دور شدن و عدم ایجاد 

ر و عدم تشکیل پیوند است که این امر منجر به تثبیت فرم مونوم
Gusarov)شود ایجاد تشکیل دایمر در انسولین آسپارت می et al.

دهد هر چه طول توالی لینکر بیشتر مطالعات نشان می. (2008
ا منفی زیادي در میزان بیان پروتئین انسولین در میزبان هشود اثر

اسید آمینه توالی لینکر نیز باعث3اما طول کمتر از . خواهد داشت
شود پروتئین دارویی انسولین میل در فعالیت زیستیایجاد اختلا

(Hua et al. 2008).

انسولین به صورت جداگانه ساخته Bو Aدر گذشته دو زنجیره 
.گرفتکتور مناسب قرار میشد و هر کدام در یک ومی
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ها را هاي خاص مانند اندوپروتئازاین روش نیاز به برخی از آنزیم
هاي دي سولفیدي بین برد اما در عوض امکان ایجاد پلاز بین می

ساخت 1986اما از سال . دو زنجیره جدا از هم بسیار دشوار بود
این در . شودانسولین انجام میانسولین به صورت مولکول پرو

شامل (روش ژن انسولین به طور مستقیم به صورت پروانسولین 
سنتز شده و در یک وکتور بیانی قرار ) Cو B ,Aهاي زنجیره

Wan)گیرد می et al. 2005).

به روش انسولین آنالوگ آسپارتتراژندر این تحقیق انتقال 
. غوطه وري گل آذین و بدون نیاز به کشت بافت صورت پذیرفت

بدون کشت بافت توسط اگروباکتریوم روشی آسان و ارزان انتقال 
این روش به طور موفقیت . باشدن گیاهان میکردبراي تراریخت 

آمیزي در گیاه آرابیدوپسیس به کار رفته است و در حال حاضر 
هاي گیاهی انجام تلاشهاي زیادي براي کاربرد آن در دیگر گونه

ل ژن مبتنی بر کشت روشهاي انتقااصلیاز مشکلات . گیردمی
باشد بافت، باززایی گیاهان سالم از سلولهاي تراریخت شده می

(Bechtold et al. اگرچه روشهاي زیادي براي باززایی .(1993
موفقیت آمیز گیاهان توسعه یافته است اما اغلب این روشها بر پایه 

آزمون وسترن .  باشندیک دستورالعمل ضدعفونی و شستشو می

انسولین ن آرابیدوپسیس تولید پروتئین نوترکیب بلات گیاها
2012در سالکاشانی و همکاران. کردآنالوگ آسپارت را تایید 

ایج نت. زمینی انتقال دادندرقم سیبژن پروانسولین انسانی را به سه 
باند وجودSDS-PAGEالکتروفورز تجزیه و تحلیلحاصل از 

تجزیه . کردرا تایید kDa18-17با سایز تراژنپروتئینی مربوط به 
انسانی نیز با استفاده از آنتی بادي انسولین ELISAو تحلیل

.کردمینی را تایید تراریخته شدن و بیان در گیاهان سیب ز
در این تحقیق طراحی و بهسازي ژن انسولین مونومر براي اولین 

توان در بار در ایران صورت گرفت که با استفاده از این روش می
از گیاهان دیگر نیز براي تولید و بیان انسولین آسپارت، آینده

.استفاده کرد
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ها در از تفاوتيمقدار. باشدیسلول میازمورد نيرژدرصد از ان90یدمسئول تولمیتوکندري
ممکن است مربوط به اختلاف در ییراندمان غذایپیفنوتیانو بیگوشتيهاعملکرد رشد جوجه
این پژوهش بمنظور همسانه سازي و تحلیل مرغان بومی .باشدیتوکندريراندمان عملکرد م

بدین منظور از نمونه . هاي احتمالی استشبه منظور بررسی جهND2خراسان با تاکید بر ژن 
با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی این وژنومی استخراج گردیدDNAخون مرغ بومی خراسان، 

اي پلیمراز جهت تکثیر ژن انجام شد، محصول واکنش بر روي ژل آگارز ژن، واکنش زنجیره
-همسانهE. coliدر باکتري pTZ57R/Tباندهاي حاصل با استفاده از ناقل خطی . الکتروفورز شد
یابی شده با ژنوم مرجع چهار جهش را نشان مقایسه نوکلئوتیدي قطعه توالی. یابی شدسازي و توالی

-در توالیGallus gallusطول خود با توالی کامل ژنوم میتوکندري % 100در % 99شباهت داد و 
، GU261709.1، )ژنوم مرجع(X52392.1هاي ثبت شده میتوکندري طیور با شماره دسترسی 

GU261712.1 ،AP006746.1 ،KF826490.1 ،HQ857210.1 وAY235571.1یسهمقا.نشان داد
یتوکندريمND2مربوط به ژن ینیپروتئيهایحاصل با توالینشان دهنده شباهت توالینیپروتئ

ول خود متعلق به ط% 100در % 100شباهت، یشترینکه بيبود به گونه ایدر بانک اطلاعاتیورط
شباهت متعلق به جنس ها ینو کمترBAC57576.1یبا شماره دسترسGallus gallusدر ND2ژن 

Chrysolophusيو گونه ها amherstiaeیبا شماره دسترسAAF65702.1 وTetrastes sewerzowi

یلتواینهمچن.طول خود بود% 100شباهت در % 80ا بABH01111.1ی با شماره دسترس
، YP272073.1ها با شماره مرجع یتوالیرمرجع و سایخراسان با توالیمرغ بوميایدآمینهاس

BAD11115.1 ،NP_006916.1 ،ADB06584.1 وADW41566.1 طول نشان % 100در % 99شباهت
مرجع ینیپروتئیبا توالاي،یدآمینهاسیبدست آمده به توالیدينوکلئوتیتوالیلپس از تبد. داد

که ینلوس130یدآمینهدر اس. را نشان دادیدآمینهاسیکتفاوت در یسهمقاینایجهنت. شدیسهامق
مشاهده شده يهاجهش.شدیلتبدیونینمتیرقطبیغیدآمینهاست به اسیرقطبیغیدآمینه اياس

دریهپایکبه عنوان توانیشده است مینهآمیداسییرمنجر به تغیی کهاز آنجایقتحقیندر ا
قرار يدر مطالعات بعدMT-DNAژن یرو صفات تحت تاثخت وسازسواختلالات يهایبررس

.یردگ

هاي کلیديواژه
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مقدمه

از جمله یواناتاز حیاريدر بسیتوکندریاییژنوم م
، 22tRNAيداراوباز داردیلوک17تا 16حدود یباپرندگان تقر

2rRNA است یدپپتیپل13و)Chinnery and Schon, 2003.(
هاي موجود در میتوکندري، بررسی ژنهاي کنترل کشف توالی

یانب. ساخته استیررا امکان پذکننده موجود در این اندامک
سوخت و ي،انرژیدتولبرايداراندر مهرهیتوکندريمهايژن

,DiMauro(استيضرورلولیو مرگ سیساز بدن، تعادل سلول

2004; Newmeyer and Ferguson-Miller, 2003.(

عملکرد مرتبط با ی تریناصلیداتیواکسیلاسیونفسفور
از یداتیواکسیلاسیوناز فسفوريانرژیدتول. باشدیمیتوکندريم

انتقالیرهتوسط زنج) ATP(فسفات يترینآدنوزیلتشکیقطر
شده استیلتشکاست که از چند کمپلکس) ETC(الکترون

(Ahmad and Abdullah, اشتقاق یبررسهمچنین امکان .(2012
به یابیدستینجد مشترك و همچنیکمختلف از هايگونه

DNAاز طریق مطالعه یکیژنتیرحفظ ذخايابرییراهکارها

,Fumihito)وجود داردیتوکندریاییم et al. 1994; Brown,1980;

Szalanski et al. یتوکرومژن س،)2013(فتحیوب ویعق. (2000
b یبومهايمرغهايیهسویزتمايبرایبعنوان شاخصرا

هايیهه سونشان داد کیج این مطالعه نتا. کردندعربستان استفاده 
مرغان یگردايهمرغان عربستان با هم مشابه هستند اما با گونه

ژن بعنوان شاخص ینمشخص شد که اینهمچن. متفاوت هستند
,Yacoub)باشدیها مگونهیناینتفاوت بیجهت بررسیمناسب

and Fathi, عموما بر یتوکندریاییمDNAيهاجهش. (2013
سالم جهت یداتیواکسیلاسیونربه فسفویاجکه احتییهابافت

,Taanman(گذارندیمیردارند تاثیسمیمتابوليانرژینتام

1999.(

NADH Dehydrogenaseژن يگذارکدیهدر ناحیجهش بدمعن

2)MT-ND2 (یدتولیندر ساختار دوم پروتئییرتغیکتواند یم
یژندر حالت کمبود اکسنشان دادند همکاران وانگ و.کند
فعال یژناکسیداستاندارد و تولکمتر ازIکمپلکس یتفعال

با حالت نرمال کاهش یسهدر مقايداریبه صورت معنیتوکندريم
به طور قابل MT-ND2در ژن یجهش بدمعنیابد، همچنین می

استمربوط یتوکندريمفعال دریژناکسانواعیدبا تولیتوجه
)Wang et al. 2013(.

.شده استیلتشکیمختلفيهااز بخشوریطیتوکندریاییژنوم م
یدتوليرا براياست که ساختارMt-ND2ژنها، ژنیناز جمله ا

NADH Dehydrogenaseبه نامینیپروتئ ینا. کندیفراهم م2
فرایندکه در بزرگ استیمیاز کمپلکس آنزیبخشینپروتئ
يورانتقال الکترون ضرییدر مرحله ابتدایداتیواکسیلاسیونفسفر
Mitchell(است et al. 2006(.

دلیل هاپلوئید بودن ژنوم میتوکندري و در نتیجـه انجـام نشـدن    به
ــات     ــالایی در مطالع ــت ب ــدري قابلی ــوم میتوکن ــوز، ژن ــد می فرآین

و يانه سازسهمیی،پژوهش شناساینهدف از ا. فیلوژنتیکی دارد
یی بمنظور شناساND2بر ژن یدخراسان با تاکیمرغان بومیلتحل

.هاي احتمالی می باشدجهش

DNAگیري و استخراج نمونه

و نمونه قطعه مرغ بومی خراسان خون گیري بعمل آمد8از تعداد 
به عنوان ماده جلوگیري کننده (EDTAهاي حاوي خون در لوله
ژنومی از خون و با DNAاستخراج . نگهداري شد) از انعقاد خون

به منظور . انجام شدساخت کشور آلمان Rocheکیتاستفاده از 
مورد مطالعه، از روش الکتروفورز DNAبررسی کمیت و کیفیت 

سنجی با دستگاه نانودراپ استفاده بر روي ژل آگارز و روش طیف
.شد

طراحی آغازگر اختصاصی

با شماره دسترسی Gallus gallusژنوم کامل میتوکندریایی 
X52392.1مرجع، به منظور تکثیر ژن به عنوان ژنومMT ND2

MTبازي ژن جفت1583به سبب طول . مورد بررسی قرار گرفت

ND2هاي مربوط به و ناحیهtRNA و نیز در نظر گرفتن توانایی
یابی در هر بار خوانش، این ژن به سه بخش تقسیم شد و توالی

هاواد و روشم
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83و 70پوشان به طول اي همآغازگرها با در نظر گرفتن ناحیه
(Integrate DNA Technologyافزار باز با استفاده از نرمجفت

IDT ( به نشانی اینترنتیhttps://www.idtdna.com/و طراحی
).1جدول (شد سفارش داده یستها به شرکت تکاپوزساخت آن

:و شرایط واکنشPCRغلظت مواد موجود در واکنش 

در ) Polymerase Chain Reaction(اي پلیمرازواکنش زنجیره
Taqمیکرولیتر و بر اساس شرایط مندرج در کیت 25حجم 

Polymerase شرکتJena Bioscience 4/0و با غلظت نهایی
در سه PCRواکنش . انجام شدیکرومولار از هر یک از آغازگرها م

95اولیه در سازيمرحله اول، واسرشت. مرحله صورت پذیرفت
مرحله دوم . صورت گرفتدقیقه 5گراد به مدت درجه سانتی

چرخه دمایی بود که شرایط دمایی و زمانی هر چرخه 35حاوي 
گراد به درجه سانتی95سازي در دماي مرحله واسرشت: شامل

گراد به درجه سانتی58ثانیه، مرحله اتصال در دماي 30مدت 
گراد به درجه سانتی72مدت یک دقیقه و مرحله تکثیر در دماي 

درجه 72مرحله آخر، تکثیر نهایی در . ودمدت یک دقیقه ب
. گرفتانجامدقیقه 10و به مدتگرادسانتی

سازي آن از ژل و درج در ، خالصPCRالکتروفورز محصول 
% 1بر روي ژل آگارز PCRمحصول :  pTZ57R/Tناقل خطی

الکتروفورز و با استفاده از کیت استخراج از ژل آگارز شرکت 

Gene Allقطعه بازیابی شده از ژل به منظور درج . خالص گردید
طبق شرایط مندرج در کیت شرکت pTZ57R/Tدر ناقل خطی 

Thermo SCIENTIFIC به 1کشور امریکا و نیز رعایت نسبت
همچنین به . بین ناقل و قطعه بازیابی شده با هم مخلوط شدند3

استري بین قطعه بازیابی شده و ديمنظور برقراري پیوند فسفو
T4ل خطی از آنزیم ناق DNA Ligaseاستفاده شد.

هاي باکتریایی مستعد، انتقال پلاسمید نوترکیب به تهیه سلول
:هاي نوترکیبباکتري و غربالگري کلونی

سویه Escherichia coliباکتري ) Over Night(کشت شبانه 
DH5αهاي باکتریایی مستعد صورت پذیرفتبا هدف تهیه سلول .

هاي باکتریایی کشت شبانه به روش شوك ولسازي سلآماده
پس از . حرارتی و به منظور ترانسفورماسیون انجام شد

ترانسفورماسیون و کشت باکتري در محیط کشت جامد حاوي 
گراد درجه سانتی37ساعت در دماي 16سیلین، به مدت آمپی

هاي حاوي پلاسمید سپس شناسایی کلونی. شدنگهداري
به ) و قطعه تکثیر و بازیابی شدهpTZ57R/Tناقل (نوترکیب 

,.Sambrook et al)هاي مقاوم صورت گرفت کلونیPCRروش 

غلظت مواد مورد استفاده و شرایط دمایی واکنش مطابق ،(2003
..هاي پیشین بودبا بخش

MT ND2ژناختصاصیهايآغازگرتوالی-1جدول 

Table 1. The sequence of specific primers of MT ND2 gene

طول قطعه تکثیر شده
PCR Product

Primerناحیه دسترسی/sequenceتوالی 

810CATCTCTACCCTTGCTGAAACC5437 -4627ND1 Part B. F

GCAGTTGATTGGGTGAGGAAND1 Part B. R

812CTCATCTCCAAGTCACACCAC6179 -5367ND2 Part A. F

TTTATGTGGTTTGATGAGTTGGGND2 Part A. R

798CACTCCTAAGCCTATTCTTCTACC6894 -6096ND2 Part B. F

CTA GTC AGT TTC CGA AGC CAND2 Part B. R
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پس از ترانسفورماسیون و کشت باکتري در محیط کشت جامد 
-درجه سانتی37ساعت در دماي 16سیلین ، به مدت حاوي آمپی

حاوي پلاسمید هاي سپس شناسایی کلونی. شدنگهداريگراد 
به ) و قطعه تکثیر و بازیابی شدهpTZ57R/Tناقل (نوترکیب 

,.Sambrook et al)هاي مقاوم صورت گرفت کلونیPCRروش 

غلظت مواد مورد استفاده و شرایط دمایی واکنش مطابق ،(2003
..هاي پیشین بودبا بخش

پلاسمیدهاي استخراج شده و روي PCRاستخراج پلاسمید، 
یابی توالی

، پس از کشت شبانه با )مثبت(استخراج پلاسمید از کلونی مقاوم 
به . انجام شدGene Allاستفاده از کیت استخراج پلاسمید شرکت 

منظور تأیید حضور قطعه در پلاسمیدهاي استخراجی، پس از 
تعیین غلظت پلاسمیدهاي استخراج شده با دستگاه نانودراپ به 

مورد PCRیق شدند و به عنوان الگو براي واکنش رق1:20نسبت 
غلظت مواد مورد استفاده و شرایط دمایی . استفاده قرار گرفتند

پلاسمیدهاي . هاي پیشین بودمطابق با بخشPCRواکنش
و برگشت یابی با آغازگرهاي رفتاستخراج شده به منظور توالی

M13 به شرکت ،Macrogeneاي هسپس توالی. ارسال شدند
، Vector NTIافزارهاي نوکلئوتیدي بدست آمده به کمک نرم

MEGA5 ،Bio Edit وCLC Workbench5 مورد بررسی قرار
BLAST)(Basic Localگرفتند و با استفاده از برنامه 

Alignment Search Tool موجود در پایگاه اطلاعاتیNCBI

)National Center for Biotechnology Information( به نشانی
جود در هاي موبا توالیhttp://www.ncbi.nlm.nih.govاینترنتی 

.بانک اطلاعاتی مقایسه شدند

در طی طراحی آغازگرها بر اساس مکان قرارگیري هر 
باز جفت798و 812، 810جفت آغازگر، مشاهده باندي به طول 

پس. رفتمیانتظار PCRهاي در اثر تکثیر در هر کدام از واکنش
810و الکتروفورز محصول واکنش، مشاهده قطعه PCRاز انجام 

بازي در واکنش دوم جفت812بازي در واکنش اول، قطعه جفت
دهنده صحت بازي در واکنش سوم نشانجفت798و قطعه 

همچنین وجود تنها یک باند در هر کدام از . بودهاواکنش
ها مشخص کرد که جایگاه نشست دیگري براي واکنش

هاي ژنوم وجود ندارد غازگرهاي طراحی شده در سایر مکانآ
).1شکل (

یابی صورت پس از اطمینان از اختصاصی بودن تکثیر، توالی
M13-Fخواندن توالی از دو انتها و با آغازگرهاي عمومی . گرفت

یابی نتیجه توالی.صورت گرفتT/Aتعبیه شده در ناقل M13-Rو 
هاي مربوط به ده شد و با حذف توالیخوانBio Editافزار با نرم

بازي متعلق به ژن هدف جفت798و 812، 810ناقل قطعات 
وجود توالی آغازگرهاي طراحی شده در دو انتهاي . بدست آمد

پس از مشخص شدن . یابی را ثابت نمودتوالی، صحت توالی
پوشان سه قطعه تکثیري با هم ادغام شدند و توالی هاي همناحیه
سپس توالی حاصل با . مرغ بومی خراسان حاصل آمدND2ژن 

با استفاده از برنامه NCBIهاي موجود در بانک اطلاعاتی توالی
BLASTمقایسه شد.

)1bp)810( ،2bp)812قطعه PCRالکتروفورز محصول واکنش -1شکل
(bpو 3798( ،M ( سایز مارکرbp810

Figure 1: Electrophoresis of PCR products : 1 (810 bp), 2 (812
bp), 3 (798 bp).

بحثوجینتا
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طول % 100در % 99نوکلئوتیدي توالی حاصل شباهت در مقایسه 
هاي در توالیGallus gallusخود با توالی کامل ژنوم میتوکندري 

ژنوم (X52392.1ثبت شده میتوکندري طیور با شماره دسترسی 
، GU261709.1 ،GU261712.1 ،AP006746.1، )مرجع

KF826490.1 ،HQ857210.1 وAY235571.1دهدنشان می .
، FJ752429.1 ،JF921875.1کمترین شباهت نیز مربوط به 

KF027439.1 وHQ221859.1 طول خود بود% 100در % 87با .
NADHهاي مربوط به ژن توالی حاصل با توالیهمچنین

dehydrogenase subunit 2 gene (ND2) با در میتوکندري طیور
شباهت EU845754.1و JQ970529.1هاي شماره دسترسی

). 2شکل(طول خود را نشان داد % 100در % 100

طراحی درخت فیلوژنی توالی حاصل با توالی مرجع و سایر 
در ND2هاي موجود در بانک اطلاعاتی شباهت بالاي ژن توالی

هاي ثبت شده در بانک اطلاعاتی مرغ بومی خراسان را با توالی
6281تا 5241در ژنوم مرجع از نوکلئوتید ND2ژن . أیید نمودت

اي که بین توالی حاصل با ژنوم مرجع شود، در مقایسهرا شامل می
صورت گرفت تفاوت در نوکلئوتیدهاي چهار جایگاه وجود 

واقع ND2داشت که فقط جهش اول در ناحیه مربوط به ژن 
Aبه نوکلئوتید ) ینپیریمید(Cنوکلئوتید 5928در جایگاه . است

صورت )Transvertion(تغییر یافت و جهش جابجایی ) پورین(
6800و 6758، 6477گرفت، همچنین در هر سه جایگاه 

تبدیل شده ) پیریمیدین(Cبه نوکلئوتید ) پیریمیدین(Tنوکلئوتید 
مطالعات . رخ داده استTransition)(است و جهش جابجایی 

صورت گرفته است که یورطندریایییتوکژنوم ميبر رویمختلف
يو دامهایورطیتوکندریاییمDNAتنوع در ياز آنها بر رویبرخ
تنوع یبررسبه 2014و همکاران در سال کواب.استیاهل
DNAیتوالیچندشکلیزآنالیقلائوس از طریمرغان بومیکیژنت

و شدییشناسایپهاپلوت29در کل .پرداختندیتوکندریاییم
مرغان از لائوس بوده، یناينشان داد که منشا مادریجنتایننهمچ

وجود یجنوب شرقیايو آسیندر چیگردنشادو مینبر اعلاوه 
یجنتا. شدیابییو توالیرباز تکث500یهناحیقتحقیندر ا.دارد 

جهش در 120و یبومیهدر سویگزینیجهش جا26بدست آمده 
جفت باز در 14يتکراریتوالینهمچن. را نشان دادهایهسویرسا

که ستایدر حالینشد اییشناسایتهر دو نسخه در کل جمع

جفت باز در دو نسخه موجود 42يتکراریتوالیبومیهدر سو
Kawabe(بود  et al. مایو و همکاران مطالعه کاملی بر . )2014

و تاریخچه اهلی روي اهلیت مرغ بر پایه ژنوم میتوکندریایی داده
شدن مرغان آسیاي جنوب شرقی و جنوب غرب چین را مشخص 

Miao)کردند et al. 2013) .

tRNAدر توالی نوکلئوتیدي حاصل، توالی مربوط به 

میتوکندریایی نیز وجود داشت به همین دلیل پس از حذف این 
موجود در Translate toolنواحی، توالی حاصل به وسیله برنامه 

به نشانی اینترنتی ExPASYپایگاه
http://web.expasy.org/translate اسیدآمینه برگردانده 346به

در مقاسیه نوکلئوتیدي ارائه شده، جهش در چهار جایگاه رخ . شد
ND2داده بود که سه جهش انتهایی آن در ناحیه خارج از ژن 

یل پس از تبد. اندوارد نشدهND2اتفاق افتاده بود و در ترجمه ژن 
اي، با توالی توالی نوکلئوتیدي بدست آمده به توالی اسیدآمینه

نتیجه این مقایسه تفاوت ). 3شکل (پروتئینی مرجع مقایسه گردید 
لوسین 130در اسیدآمینه . در قرارگیري یک اسیدآمینه را نشان داد

اي غیرقطبی است به اسیدآمینه غیرقطبی متیونین که اسیدآمینه
NADHژنگذاريکدناحیهدرعنیبدمجهش.تبدیل شد

دومساختاردرتغییریکتواندمی)  MT-ND2(2دهیدروژناز
قابلطوربهMT-ND2ژندربدمعنیجهش. کندتولیدپروتئین
Wang(بودمربوطدرمیتوکندريفعالاکسیژنتولیدباتوجهی et

al. ر به نظآمینهقطبی بودن هر دو اسیدبا توجه به غیر ). 2013
تغییر زیادي در گیري اسید آمینه ها می رسد این تفاوت در قرار

با این حال با توجه به شباهت . کردکارکرد پروتئین ایجاد نخواهد 
توان گفت که این دو درصدي این دو توالی می99بیش از 

. اشندبپروتئین احتمالاً از نظر پیکربندي و کارکرد مشابه می

هاي پروتئینی لی حاصل با توالیمقایسه پروتئینی شباهت توا
میتوکندري طیور در بانک اطلاعاتی را نشان ND2مربوط به ژن 

طول خود متعلق به ژن % 100در % 100داد و بیشترین شباهت، 
ND2 درGallus gallus با شماره دسترسیBAC57576.1 بود و

در ND2طول به متعلق به ژن % 100در % 88کمترین شباهت

Chrysolophus Amherstiae با شماره دسترسیAAF65702.1 و
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هاي ثبت شدهردیفی نوکلئوتیدي قطعه تکثیر شده با سایر توالینتیجه هم-2شکل

Figure 2. The results of nucleotide comparison between our fragment and other registered sequences.

یابی شده با توالی مرجعفی متنی قطعه پروتئینی توالیردینتیجه هم-3شکل
Figure 3. The results of a comparison between our protein sequence and reference sequence

Tetrastes Sewerzowi با شماره دسترسیABH01111.1

اي مرغ بومیهمچنین توالی اسیدآمینه. تعلق داشت
ها با شماره مرجع و سایر توالیخراسان با توالی مرجع

YP272073.1 ،BAD11115.1 ،NP_006916.1،

ADB06584.1 وADW41566.1 100در % 99شباهت %
دهنده همچنین این نتایج نشان).4شکل(طول نشان داد

بود Oxidored q1و NADH2هاي حفاظت شده ناحیه
شا ها به غکه در زنجیره انتقال الکترون و انتقال پروتون

ینمشاهده شده در ايهاجهش).5شکل (شرکت دارند 
شده است ینهآمیداسییرمنجر به تغیکهاز آنجائیقتحق

اختلالات هايیدر بررسیهپایکبه عنوان توانیم
در ND2–Mtژنیرو صفات تحت تاثسوخت وساز
منظور بدست آوردن به. یردقرار گيمطالعات بعد

رتباطایبررسیژهبه ویلیتکممطالعات یشتر،اطلاعات ب
.شودمییهتوصیپآنها در فنوتیرها و تاثجهشینب
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هاي پروتئینی ثبت شدهاي قطعه تکثیر شده با سایر توالیردیفی توالی اسیدآمینهنتیجه هم-4شکل 

Figure 4. The results of comparison between our sequence and the registered protein sequences

یابی شدهنواحی حفاظت شده در قطعه توالی-5شکل

Figure 5. The conserved region in our sequenced fragment
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در منابع آبی غرب و باشد کهمیCyprinidaeاز خانواده (Barbus grypus)ماهی شیربت 
دف از این پژوهش،ه. اي داردهاي استان خوزستان حضور گستردهآبویژه غرب ایران بهجنوب
ژنی جایگاه 7با استفاده ازتنوع ژنتیکی ماهی شیربت رودخانه کرخه با نمونه پرورشی آنبررسی

. نمونه ماهی از دو منطقه جهت این بررسی، صید شد1391،60در پاییز . باشدمیاي ریزماهواره
به دست آمد که نشان از تمایز ژنتیکی پایین بین Fst ،28/0متوسط میزان دست آمدهطبق نتایج به

ها ها دراکثر لکوسواینبرگ، نمونه-دربررسی تعادل هاردي. باشدهاي مورد بررسی میجمعیت
میزان نسبتاً بالایی ازجریان ژنی بین جمعیتها مشخص همچنین. انحراف از تعادل را نشان دادند

:تعدادالل مؤثر، =286/10Na: تعداد الل در جایگاهکرخه ی دو منطقه، شاملژنتیکتنوع.گردید
789/6Ne=691/0: ، هتروزیگوسیتی مشاهده شدهHo=،840/0: هتروزیگوسیتی موردانتظارHe= و

. داري نداشتندنیز تفاوت معنی=286/13Na= ،141/9Ne= ،800/0Ho= ،883/0Heپرورشی 
ها وجود نشان داد که تنوع پایینی بین جمعیتهاي ژنیده از دادهاستفاهمچنین آنالیز واریانس با

نتایج بدست آمده در .باشدها میداشته و بخش اصلی تنوع مشاهده شده مربوط به درون جمعیت
این پژوهش پیش از انجام آن، در گونه پرورشی با توجه به رعایت موارد اصلاح نژادي در مراکز 

.پیش بینی و مشخص بودتکثیر تقریباً قابل 

هاي کلیديواژه
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مقدمه
برداري پایدار از ذخایر ارزشمند ماهیان، نیاز جهت بهره

هاي ها، نژادها و جمعیتبه شناخت کافی از وضعیت ذخایر گونه
برداري در جهت کمک باشد تا اعمال مدیریت بهرهها میمتعدد آن

ها و کاهش فشار صیادي بر به حفظ ذخایر، رهاسازي بچه ماهی
رضوانی گیل کلائی و همکاران، (بنا گردد اساس اصول علمی 

حاضر، بسیاري ازگونه هاي درمعرض خطر براي درحال). 1388
به تکثیر مصنوعی دارند، زیرا محفوظ ماندن از خطر انقراض، نیاز

به علت تأثیرات مستقیم یا غیرمستقیم انسانی، همچون از دست 
-معرفی گونهبرداري بیش از حد، آلودگی، هها، بهررفتن زیستگاه

-ها قادر به بقا در محیطهاي شکارچی و رقیب و یا ورود بیماري
هاي بسیار بیشتري درآینده نیز، گونه.هاي طبیعی نامناسب نیستند

Millennium)به این وضعیت دچار خواهند شد  Ecosystem

Assessment, 2005; IUCN, بنابراین، جهت تحقق . (2006
ها انجام کولی جمعیت روي ماهیاهداف مدیریتی، مطالعات مول

,Park and Moran)گیرد می 1995; Allenford et al. 1987) .
میزان ذخایر ژنی و تنوع ژنتیکی در بین افراد یک گونه، آگاهی از 

طوري از اهداف ارزشمند مدیریت ذخایر و اصلاح نژاد است؛ به
که بررسی ژنتیک جمعیت یا اکولوژي مولکولی ماهیان اقتصادي،

ها و حفظ صید پایدار بسیار ضروري براي حفاظت از جمعیت آن
Wang(است  et al. در ابتدا ارزیابی ساختار ذخایر، . )2007

ها با استفاده از صفات مورفومتریک و ها و جمعیتتشخیص گونه
گرفت اما با توجه به حساسیت بالاي این مریستیک صورت می

- کاري در نشانهدستصفات به تغییرات محیطی و اثرهاي منفی
هاي گذاري بر سلامت ماهیان و همچنین محدود بودن تفسیر داده

حاصل از آن، علم استفاده ازمارکرهاي مولکولی همچون 
ریزماهواره ها و آلوزایم جهت شناسایی ساختار ژنتیکی ذخایر 

در این میان، نشانگرهاي ریزماهواره در مطالعات . توسعه یافت
تري نسبت به سایر نشانگرها گسترده ژنتیک جمعیت کاربرد

هاي کوتاه و تکراري اي، توالیهاي ریزماهوارهجایگاه.دارند
DNA ژنتیک تکاملی و هستند که داراي کاربردهاي فراوانی در

,Angers and Bernatchez)حفاظتی هستند ها ریزماهواره.(1998
نگرها، بالاترین هایشان، در بین تمام نشابالا بودن تعداد اللعلتبه

,Liu)دهند میزان هتروزیگوسیتی را نشان می چند این.(2007

توانند دهد که نشانگرهاي ریزماهواره میشکلی بسیار بالا نشان می
براي آنالیز ژنتیک جمعیت و تعیین نژادها بسیار مفید باشند

(Dunham, در واقع این نشانگرها ارزش بالایی داشته به .(2004
علاوه بر فراوانی بالا در ژنوم تمام موجودات، تنوع طوري که 

توان به ها بالاست که دلیل آن را میقطعات تکرار شونده در آن
ازطرفی به علت . نرخ بالاي جهش در این نشانگرها نسبت داد

همبارزبودن، هتروزیگوسیتی و جهش را بهتر نشان داده، لذا 
هاي جمعیتی سیمیتوان اذعان نمود که این نشانگرها در برر

Verspoor)هاي دیگر غلبه دارندماهیان بر برخی معایب روش

and Jordan, مطالعات تنوع ژنتیکی زیادي با استفاده از (1989
در ) 1388(رضایی. نشانگرهاي ریزماهواره صورت گرفته است

بررسی ساختار ژنتیکی ماهی سفید دریاي خزر با استفاده از 
81/0مشاهده شده را هتروزیگوسیتیین نشانگر ریزماهواره، میانگ

بررسی در) 1387(همکاران وهمچنین، چکمه دوز. گزارش نمود
هاي بهاره و پاییزه ماهی سفید در دریاي تنوع ژنتیکی جمعیت

خزر با نشانگر ریزماهواره، دامنه هتروزیگوسیتی مشاهده شده و 
که ودندگزارش نم21/0-96/0ترتیب در محدوده قابل انتظار را به

بالا بودن دامنه هتروزیگوسیتی در ماهی سفید دریاي خزر را 
پامپولی و . بیانگر سطح بالاي تنوع ژنتیکی این ماهی دانستند

مقایسه تنوع ژنتیکی روغن ماهی اقیانوس به) 2006(همکاران
. پرورشی با نوع وحشی آن پرداختند) Gadus morhua(اطلس

هاي ط الل و تنوع اللی نمونهنتایج حاکی از کاهش مقدار متوس
هاي وحشی بود که دلیل آن را کاهش پرورشی نسبت به نمونه

با استفاده از ) 2008(بائی و همکاران .  تعداد مولدین موثر دانستند
جمعیت پرورشی 4بررسی تنوع ژنتیکی جایگاه ریزماهواره به6

و مقایسه آن با ) Micropterus salmoides(بزرگ باس دهان
با توجه به کاهش شدید تنوع آللی و . هاي وحشی پرداختندونهنم

نیز بود Neکاهش هتروزیگوسیتی که همراه با علائمی از کاهش 
.به این نتیجه رسیدند که تنگناي ژنتیکی رخ داده است

Cyprinidaeخانواده زا(Barbus grypus)ماهی شیربت

,Nelsonبزرگترین خانواده ماهیان آب شیرین  یکی از و ) (1994
، خلیج فارسآبریزدر حوضهباشد که هاي بومی میگونه

هاي دجله و ي رودخانههاي دشت خوزستان و حوزهرودخانه
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Dorostghoal(فرات پراکنش دارد  et al. این ماهی. )2009
هاي شیرین در مناطق تحت حاره اي بنتوپلازیک و ساکن آب

که در سنین بالا به رژیم چیزخوار بوده باشد و یک گونه همهمی
ر این گونه داراي اهمیت اقتصادي د. آوردگوشتخواري روي می

مهم تجاري در آبزي پروري میان مردم محلی است و یک گونه
دهد که جمعیت برخی از گزارشات نشان می. رودمیشمار ایران به

پی، نیک(هاي خوزستان کاهش یافته استاین گونه در رودخانه
هایی ا وجود اهمیت این ماهی متاسفانه تاکنون آگاهیب.)1375

درمورد تنوع ژنتیکی این گونه در میان مناطق مختلف منتشر نشده 
بررسی وضعیت ژنتیکی ماهی هدف از این پژوهش،.است

.دهاي پرورشی بوشیربت در رودخانه کرخه و مقایسه آن با نمونه

هاواد و روشم

عدد ماهی شیربت از 30تعداد 1391در پاییز :بردارينمونه
عدد از مرکز تکثیر ماهیان گرمابی اهواز 30رودخانه کرخه و 

اي هر ماهی جداسازي و گرم از باله سینه3حدود . آوري شدجمع
. در الکل اتیلیک مطلق نگهداري شدDNAتا زمان استخراج 

به آزمایشگاه ژنتیک دانشکده DNAها براي استخراج سپس نمونه
.شاورزي و منابع طبیعی گرگان منتقل گردیدندک

-ها به روش فنلاز نمونهDNAاستخراج : هاسازي نمونهآماده
Hillis)انجام پذیرفتکلروفرم et al. 1996) .DNA استخراجی

مقطر دو بار تقطیر تا زمان انجام میکرولیتر آب100پس از افزودن 
کیفیت و . داري شدگراد نگهدرجه سانتی-20مطالعات در فریزر 

استخراجی نیز با استفاده از ژل آگارز یک درصد و DNAکمیت 
. روش اسپکتروفتومتري ارزیابی شد

اي پلیمراز و الکتروفورزواکنش زنجیره

هاي منظور بررسی تنوع ژنتیکی ماهی شیربت از جایگاهبه
، Bbar11،Bl1-153،GATA20 ،GGM024ژنی

MFW7،MFW26 وMFW2تکثیر ). 1جدول (ه شداستفاد
میکرولیتر و 25در حجم PCRهاي ژنی با استفاده از جایگاه

50، آغازگراز هر پیکومول DNA ،10نانوگرم 15: شرایطی شامل
Taqالمللی، یک واحد بیننوکلئوتیدهااز گرمنانو

-میلیX PCR10(Fermentas) ،5/1، بافر (Fermentas)پلیمراز
. مقطر تا رسیدن به حجم، انجام گرفتمولار کلریدمنیزیم و آب

یک مرحله : ژنی عبارت بود ازچرخه دمایی براي هرجایگاه
سازي واسرشته(گراد درجه سانتی94اي در دماي دقیقه3داییابت

- واسرشته(ثانیه 30مدت درجه به94چرخه در دماي 35، )اولیه

ثانیه 30مدت به) 1جدول (، درجه حرارت اتصال )سازي
و یک مرحله انتهایی ) بسط(دقیقه 1مدت درجه به72، )حاقال(

. عنوان مرحله بسط نهاییدقیقه به3مدت اي بهدرجه72
غیر (درصد8آمید اکریلروي ژل پلیPCRمحصولات واکنش 

DNAدازهاز نشانگر ان. شدندجداسازي ) یونیزه (Ladder 50bp

fermentas)اللی استفاده شدعنوان شاخص براي تعیین اندازهبه .
Bassam)آمیزي شدندنقره رنگروش نیتراتها بهژلدر ادامه،  et

al., ها توسط دستگاه مستندساز و پس از تهیه تصویر آن(1991
Gel pro analyzerافزار ، از نرم)(Gel Doc XR, BIO-RADژل 

. براي محاسبه طول قطعات استفاده شد

تجزیه و تحلیل آماري

مشاهده شده ، الل موثر، هتروزیگوسیتی مشاهده شده تعداد الل
(Ho) و مورد انتظار(He)واینبرگ با استفاده از -و تعادل هاردي
Genealexافزار نرم 6.3 (Peakall and Smouse, محاسبه (2006
جمعیتی و همچنین ژنتیکی درون و بین تعیین تنوعمنظوربه.شد

با (Fst)نهایت مدل اللی بیجمعیتی براساس میزان تمایز بین 
افزاري بسته نرم(AMOVA)استفاده از آنالیز واریانس مولکولی 

Genealexتعیین فاصله . استفاده شد(D) و شباهت ژنتیکی
(I)(Nei, ها با استفاده از جمعیتو رابطه فیلوژنیک بین(1978
PopGeneافزارو نیز با استفاده از نرمUPGMAترسیم درخت 

(Yeh et al. .تصورت گرف(1999
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مطالعهنیادراستفادهموردی ژنهاي گاهیجااتیخصوص-1جدول

Table 1: Specifications of genetic loci that are used in this study
جایگاه ژن
Locus

توالی
sequence

(bp)اندازه اللی

Allele size

)گراددرجه سانتی(دماي اتصال
Annealing temp. (°C)

Bbar11
F: GCGGAGGAAGAGAAACACAG
R: CTATGCCATTGCCACACATC

116-21649

Bl1-153
F: GCACAGCTCTAATCGGTCACT
R:TATGGTCAAACACGGGTCAA

168-24456

GATA20
F: AATCATGGCGATGGAAAGAC
R: AATGACACTTCACATCTAGC

76-14454

GGM024
F: TCCCTCTTTTTGCTCTCAGG
R: TAGGTGAACAAATGGCATGG

116-18455

MFW2
F: CACACCGGGCTACTGCAGAG
R: GTGCAGTGCAGGCAGTTTGC

156-21258

MFW7
F: TACTTTGCTCAGGACGGATGC
R: ATCACCTGCACATGGCCACTC

116-17259

MFW26
F: CCCTGAGATAGAAACCACTG
R: CACCATGCTTGGATGCAAAAG

120-20048

جینتا

جایگاه ژنی مـورد اسـتفاده در ایـن بررسـی پلـی      7هر 
هاي مربوط به تمـامی  تعداد الل). 1شکل (را نشان دادندسممورفی

تعـداد  . نشان داده شده اسـت ) 2(در جدول چندشکل هاي جایگاه
کـه  دسـت آمـد بطـوري   به8-18کل الل در سطح جایگاه در دامنه 

بـالاترین  ) الـل 18(Bbar11و ) الل8(ترین پایینGGM024جایگاه
هـاي مشـاهده شـده و    تعداد متوسط الـل . تعداد الل را نشان دادند

و در جمعیت پرورشـی  789/6و 286/10ترتیب موثر در کرخه به
دست آمد که از این نظر بـین منـاطق هـدف،    به141/9و 286/13

مقادیر هتروزیگوسیتی . )<05/0P(داري مشاهده نشد تفاوت معنی
-360/0ترتیـب در دامنـه   به)He(و مورد انتظار )Ho(مشاهده شده 

قـرار  ) 861/0: متوسط(921/0-750/0و ) 746/0: متوسط(000/1
متوسط هتروزیگوسیتی مشاهده شده در سطح منـاطق نیـز   . داشت

. دسـت آمـد  براي کرخـه و پرورشـی بـه   078/0-691/0به ترتیب 
میـزان  داري از نظـر  همچنین بین مناطق مورد بررسی تفاوت معنی

هتروزیگوســـیتی مشـــاهده شـــده و موردانتظـــار، مشـــاهده     
واینبـرگ  -ها از نظر تعادل هارديدر بررسی نمونه. )<05/0P(نشد

انحـراف از تعـادل را نشـان    ) نمونه14(هاي دو منطقه تمام نمونه
متوسط . در این بررسی ضریب تصحیح بونفرونی اعمال شد. دادند

و 136/0به ترتیب )Nm(ی جریان ژنو) Fis(آمیزي شاخص درون
و Fstاز نظر تمایز بین مناطق میزان شاخص . دست آمدبه781/10
Rst     بر اسا تجزیـه و تحلیـل واریـانس مولکـولی(AMOVA)  بـه

همچنـین نتـایج براسـاس    .دسـت آمـد  بـه 188/0و 033/0ترتیب 
AMOVA درصد از تنوع مشاهده شده مربوط بـه  97نشان داد که

هـا  درصد از تنوع مربوط به بین جمعیـت 3تنها ها ودرون جمعیت
میـزان Neiبراسـاس معیـار فاصـله ژنتیکـی     ). 2شـکل  (باشـد  می

و مقـدار فاصـله ژنتیکـی    647/0شباهت ژنتیکـی بـین دو منطقـه    
بر اساس مقدار فاصـله  UPGMAدندروگرام . دست آمدبه435/0

کامـل  طـور  ژنتیکی نیز نشان داد که این دو منطقه در دو شاخه بـه 
.مجزا قرار دارند
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Bl1-153و MFW2هاي ماهی شیربت در جایگاهتصویر نشانگرهاي ریزماهواره-1شکل 

Figure 1 . Microsatellite profiles of Barbus grypus at loci  MFW2 and Bl1-153

ربتیشی ماهي هاتیعدرجممطالعهموردی ژني هاگاهیجای کیژنتتنوع-2جدول

Table 2: Genetic variability of microsatellite loci in two populations for Barbus grypus

Bbar11Bl1-153GATA20GGM024MFW2MFW7MFW26

خه
کر

Na111310811109
Ne6.15810.5047.3103.9947.9626.6144.980
Ho0.7200.9600.7600.5200.8800.6400.360
He0.8380.9050.8630.7500.8740.8490.799

pHw******************

شی
رور

پ

Na1815129131313
Ne12.62610.1637.6225.27410.2469.1248.929
Ho1.0000.6400.7600.8000.8000.9200.680
He0.9210.9020.8690.8100.9020.8900.888

pHw*******************
Na :هاي مشاهده شده؛ تعداد اللNe :هاي مؤثر؛ تعداد اللHo : هتروزیگوسیتی مشاهده شده؛He : هتروزیگوسیتی مورد انتظار؛Fis :آمیزي؛ ضریب درون

pHw:واینبرگ -تست احتمال تعادل هاردي)ns :05/0، داريعدم معنی: P≤* ،01/0: P≤** ،001/0: P≤ (***
Na, number of observed alleles; Ne, number of effective alleles; Ho, observed heterozygosity; He, expected

heterozygosity; Fis, fixation indices; PHW, Hardy-Weinberg probability test
(*P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0.001, n.s, non-significant).

مطالعهموردی ژني هاگاهیجادر) یژنانیجر(Nm،)يزیآمدرونبیضر(Fis،) زیتمابیضر(Fstزانیم-3جدول

Table 3. Nm, Fst and Fis index of five microsatellite loci in two populations for B. grypus

جایگاه ژنی
Locus

Bbar11Bl1-153GATA20GGM024MFW2MFW7MFW26میانگین
Average

Fst0.0350.0100.0360.0460.0180.0210.0340.028
Fis0.0220.1140.1220.1540.0540.1030.3840.136
Nm6.91224.0216.7245.24213.54311.9457.07710.781
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Fstاریمعبراساسآمدهبدستی کیژنتتنوع-2شکل

Figure 2. The distribution of genetic diversity on

Fst standard



.تهاساي براي توانایی تکامل جمعیتعنوان پایهتنوع ژنتیکی به
ها، به تنوع ژنتیکی و ساختار جمعیتی گونههاي مربوطدانسته

. ها داردبرداري پایدار از آناظت و بهرهنقشی اساسی درحف
تواند روي تنوع ژنتیکی یک گونه اثرگذار پروري میعملیات آبزي

Norris)باشد et al. هاي اندازه کوچک جمعیت و برنامه. (1999
کنترل نشده تکثیرمصنوعی، ازعوامل اصلی از کاهش تنوع ژنتیکی 

Hansen)هاي پرورشی استدرگونه et al. بنابراین، حفظ ، (2000
هاي عنوان اولویت اصلی در برنامهتنوع ژنتیکی باید به

.تکثیرحمایتی درنظرگرفته شود

اي در ها نشانگرهاي ژنتیکی هستند که بصورت گستردهریزماهواره
هاي پرورشی و وحشی ماهیان مطالعات ژنتیک جمعیت گونه

Liu)گردنداستفاده می et al. نگرها ارزش واقع، این نشادر. (2009
طوري که علاوه برفراوانی بالا در ژنوم تمام بالایی دارند؛ به

موجودات، تنوع قطعات تکرارشونده درآنها بالاست که علت آن 
را میتوان به نرخ بالاي جهش دراین نشانگر نسبت داد و از طرفی، 

از سایر دلیل همبارز بودن، هتروزیگوسیتی و جهش را بهتربه
,Liu and Cordes)دهدمینشانگرها نشان  2004)  .

با وجود اهمیت بالاي اقتصادي و تجاري ماهی شیربت، این 
در این بررسی . باشدمیطراحی شده اختصاصیگونه فاقد آغازگر

جهت مقایسه تنوع ژنتیکی ماهی شیربت رودخانه کرخه 
-اي استفاده شد که همگی پلینشانگر ریزماهواره7وپرورشی از 

جمعیت ح هاي مشاهده شده در سطکاهش تعداد الل.مورف بودند
Lind).تواند بیانگرکاهش تنوع ژنتیکی باشدمی et al. در (2009

تنوع ژنتیکی، غناي اللی نسبت به هتروزیگوسیتی هايبررسی
درواقع، بالا بودن غناي اللی، . داراي ارزش بالاتري است

ستفاده از غناي نشاندهنده بالا بودن اندازه مؤثر جمعیت بوده، ا
-هایی که براي برنامهاللی براي ارزیابی تنوع ژنتیکی در جمعیت

(2009تر است اند، مناسبگزینی یا حفاظت انتخاب شدههاي به

(Diz and Presa,. دراین بررسی، میانگین هتروزیگوسیتی مشاهده
69/0ترتیب هاي کرخه و پرورشی بهشده در سطح جمعیت

ه نسبت به مقادیر مشاهده شده در ماهیان دست آمد، کبه80/0و
,Dewoody and Avise)) 46/0(آب شیرین  - میبالاتر(2000

داري مشاهده باشند اما بین دو جمعیت از این نظر تفاوت معنی
>pنشد 0.05).(

هایی که تنوع ژنتیکی وخصوصا در مورد گونههايدر بررسی
یر قرار دارند، هاي تکثیر مصنوعی و بازسازي ذخاتحت برنامه

تواند شاخص مناسبی براي نشان دادن هتروزیگوسیتی نمی
Petit).وضعیت ژنتیکی باشد et al. تعداد متوسط الل (1998

و 286/10ترتیب هاي کرخه و پرورشی بهواقعی در سطح جمعیت
محاسبه شد که تفاوت معنی داري از این نظر بین دو 286/13

و این مقادیر بیشتر از مقدار جمعیت مورد بررسی مشاهده نشد
Dewoody  and)) 5/7(محاسبه شده براي ماهیان آب شیرین 

Avise, ها شدت تحت تاثیر تعداد نمونهاین مقدار به.بود(2000
باشد، بر همین اساس، این امکان وجود دارد که در آزمایشات می

تلفی هاي واقعی مخهاي متفاوت تعداد اللگوناگون با تعداد نمونه
نمونه 30وجود حداقل تعداد . آیدبراي یک جایگاه معین بدست 

هاي ریزماهواره نشان هاي واقعی را در بررسیمی تواند تعداد الل
,Goldstien and Scholottor)دهد 1999; Silva and Russo,

2000; Peakall and Smous, تعداد الل مؤثر در همه . (2006
که علت این امر باشد ده شده میها کمتر از الل مشاهجایگاه

در عملیات تکثیر مصنوعی و محدود بودن تعداد مولدین مؤثر 
این نتایج نشان . باشدمیها در طی زمان امکان از دست رفتن الل

رغم مسائلی همچون تکثیر مصنوعی ماهی شیربت می دهد که به
و فشار صید، تنوع ژنتیکی این ماهی در سطح قابل قبولی قرار 

رغم مزایاي تکثیر مصنوعی، این روش در دراز متأسفانه علی.رددا
ژنتیکی ذخایر ژنی بومی گردد تواند منجر به کاهش تنوع مدت می

(Blanchet et al. رود میزان الل واقعی و با اینکه انتظار می. (2008
هتروزیگوسیتی در جمعیت پرورشی کمتر از جمعیت وحشی 

ها معنی داري بین این جمعیتباشد اما از این نظر اختلاف 
تواند به علت وقوع درون آمیزي در مشاهده نشد که این می

باشد که جمعیت کرخه باشد که دلیل آن وجود تنگناي ژنتیکی می
این امر در طولانی مدت باعث روند کاهشی در تنوع ژنتیکی 

در صورت بزرگ بودن بیش از اندازه جمعیت، .شودجمعیت می
ها و عدم وجود جهش، بهگزینی و مهاجرت میزشتصادفی بودن آ

للی آ، فراوانی )جابجایی ماهیان از یک جمعیت به جمعیت دیگر(
تواند از نسلی به نسل دیگر ثابت بماند که تحت و ژنوتیپی می

هاي در جمعیت. شودواینبرگ بیان می-عنوان تعادل هاردي
شودیواینبرگ زیاد دیده م_ماهیان، انحراف از تعادل هاردي

(Lucentini et al. واینبرگ، همه -در بررسی تعادل هاردي. (2006

بحث
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موارد انحراف از تعادل را نشان دادند که ضریب تصحیح 
-انحراف از تعادل هاردي.بونفرونی در این بررسی لحاظ شد

با ) 1388(رضایی .تواند علل متعددي داشته باشدواینبرگ می
از تعادل نحراف هاي ماهی سفید، علت ابررسی جمعیت

را عملیات تکثیر مصنوعی و بازسازي ذخایر واینبرگ _هاردي
در ارزیابی تنوع ژنتیکی ) 2005(و همکاران Zhao. عنوان کرد

Acipenser sinensisهاي صفر و تلاقی انحراف را به وجود آلل
در ماهی صفر هايدر واقع وجود الل.خویشاوندي نسبت دادند

ها در توارث باشد و وجود این اللاي کاملاً عادي میهپدید
Rodzen)میکروستلایت در ماهیان مورد تأیید قرار گرفته است

and May, 2002).Appleyard در مطالعه ) 2002(و همکاران
انحراف ) Thunnus obesus(درشت ماهی چشمساختار ژنتیکی تن

. گیري دانستنهواینبرگ را مربوط به خطاي نمو_از تعادل هاردي
توان به انحراف از تعادل را میدر اینجا علاوه بر دلایل ذکر شده، 

.غیراختصاصی بودن آغازگرها یا تعداد کم نمونه نیز نسبت داد
دست آمد و چون این بهFis،136/0در این بررسی متوسط میزان 
تواند دال بر آمیزش خویشاوندي و مقدار بیشتر از صفر است می

,Wright)ها باشد بین جمعیتاختلاط  آمیزش . (1951
-هاي ماهیان بهخویشاوندي از جمله ملاحظات اصلی در جمعیت

تواند باعث کاهش هتروزیگوسیتی، کاهش رود که میشمار می
خطر ها و در نهایت به میزان بقاء و عدم مقاومت در برابر بیماري

,Fergusen)گردد ها میانداختن جمعیت ن جریان ژنی میزا.(1995
(Nm) به تعداد مولدین مهاجر از یک منطقه به منطقه دیگر اطلاق

شود که هرچه این میزان بین دو منطقه بیشتر باشد به این معنی می
است که مهاجرت بین دو منطقه بیشتر و اختلاف ژنتیکی کمتر و 

Rezvani)شود میزان تنوع ژنتیکی در دو منطقه بیشتر می

Gilkolaei, 2009; Beacham et al. باشد، Nm<1هرگاه . (2004
1ترین عامل ایجاد تمایز ژنتیکی است و هرگاه جریان ژنی اصلی

Nm<شودباشد رانش ژنی عامل اصلی ایجاد تمایز ژنتیکی می
(Li et al. دست آمده نشان دهنده این رو نتایج بهاز این. (2007

ا جریان ژنی با هاست که عامل ایجاد تمایز ژنتیکی بین جمعیت
-بوده و دلیل مشاهده تنوع ژنتیکی بالا در جمعیت781/10میزان 

ها توان وجود جریان ژنی بالا در بین جمعیتهاي این گونه را می
توان انتخاب احتمالاً دلیل بالا بودن جریان ژنی را می. دانست

. تصادفی و استفاده از تعداد زیاد مولدین جهت تکثیر اعلام کرد
اکز تکثیر ماهی شیربت عمدتاً سالانه تعداد زیادي مولد از در مر

شود که این امر موجب افزایش جریان ژنی ها صید میرودخانه
. خواهد شد
به عنوان یک شاخص مهم Fstهاي جمعیتی میزان در بررسی

رودها به کار میجهت تفکیک و تمایز ژنتیکی بین جمعیت
(Ballox and Moulin, ز مهمترین و هدفمندترین یکی ا. (2002

هاي مختلف نیز هاي گونهموضوعات در تحقیقات روي جمعیت
ها یا به عبارتی یابی به اختلاف فراوانی اللی میان جمعیتدست
Fstهرگاه میزان .به عنوان مقیاسی از تنوع جمعیتی استFstهمان 

05/0باشد، نشان دهنده وجود تمایز کم، مقدار بین 05/0کمتر از 
نشان 25/0تا 15/0نشان دهنده تمایز متوسط، مقدار بین 15/0ا ت

دهنده تمایز ژنتیکی نیز نشان25/0دهنده تمایز بالا و مقدار بالاي
,Wright)باشدها میخیلی بالا در بین جمعیت در این .(1978

باشد که نشان دهنده تمایز میFst،028/0بررسی میزان متوسط 
و با توجه جریان ژنی بالاي بین این باشد یها مپایین بین جمعیت

درصورت عدم وجود .باشددو منطقه، به سادگی قابل توجیه می
رفت ها انتظار میجریان ژنی و یا جریان ژنی اندك بین جمعیت

آنالیز واریانس .اي بین آنها ایجاد گرددتمایز ژنتیکی قابل ملاحظه
ري مناسب براي مشخص عنوان یک آنالیز آماري، ابزامولکولی به

هاستکردن ساختار جمعیت و میزان تمایز ژنتیکی بین جمعیت
.(Grassi et al. هاي مربوط از دانستهRstبا توجه به اینکه (2004

تواند کند و وابسته به جهش نیست، میبه اندازه اللی استفاده می
فراهم کندFstهاي بیولوژیک بهتري نسبت به معیار داده

.(Balloux and Moulin, AMOVAنتایج آزمون بنابراین(2002

حاکی از تنوع ژنتیکی بالا در داخل Rstدر این بررسی بر اساس 
-و در عین حال تنوع ژنتیکی پایین بین جمعیت%) 83(ها جمعیت

تواند بیشتر از میRstها میزان براي ریزماهواره. باشدمی%) 17(ها 
Fst باشد(Slatkin, -بهRstو Fstه در این بررسی میزان ک(1995

دست آمد به188/0و 033/0ترتیب هاي تمایز بهعنوان شاخص
طبق . که نشان از وجود تمایز پایین بین مناطق مورد بررسی است

که مقدار شباهت ) Throp)1982پیراسنجه هاي عنوان شده توسط 
ان دارژنتیکی را بر اساس سطوح فیلوژنی مختلف در شاخه مهره

هاي مشابه تعلق دارند، هایی که به گونهمحاسبه کرد، براي جمعیت
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-هاي متعلق به جنسو در گونه90/0-80/0شباهت ژنتیکی بین 
دست آمده در این مقدار به. قرار دارد85/0-35/0هاي مشابه بین 

هاي مشابه قرار دارد و باشد که در محدوده گونهمی647/0بررسی 
.دست آمده مطابق استیین بهبا مقادیر تمایز پا
نتیجه گیري کلی

رسد تنوع ژنتیکی مناطق با توجه به نتایج این پژوهش، به نظر می
هاي و تنوع بین گونهمورد بررسی در حد قابل قبولی قرار دارد 

همچنین . دهدپرورشی و کرخه اختلاف معنی داري نشان نمی
از رعایتتنوع ژنتیکی قابل قبول در جمعیت پرورشی، حاکی 

با این .باشدمباحث مربوط به اصلاح نژاد در این جمعیت می
-هاي پرورشی بهوجود، احتمال کاهش تنوع ژنتیکی در جمعیت

همچنین نتایج . دلیل درون آمیزي در آینده، دور از انتظار نیست
نشان داد که نشانگر ریزماهواره از توانایی بالایی براي نشان دادن 

.در این ماهی برخوردار استمیزان تنوع ژنتیکی
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ased on the regulatory frameworks in most countries, careful safety assessment
based on comparison methods must be performed before the adoption and
commercialization of GM crops and products. One of the safety assessments of
GM plants is the comparison of key nutrients and metabolites between transgenic

and non-transgenic lines. This study was designed to identify undesirable potential
changes resulting from genetic manipulation (for example, as a result of the entry of
foreign genes into the genome and new metabolite production) in transgenic potato
resistant to potato tuber moth (Phetorima operculella). This process is known as
substantial equivalence. This study attempted to examine total and soluble sugars such as
sucrose, fructose and glucose in transgenic potato which were produced in Agricultural
Biotechnology Research Institute of Iran. For this purpose, four transgenic lines (B2, B8,
B11, B12) that have shown high levels of potato tuber moth resistance in bioassay tests
were used. First, molecular analyses were performed on plant to be ensured of the
presence of transgene, and the result of PCR showed that cry1Ab gene was present in all
transgenic samples. The transgenic and control plants were transferred to greenhouse to
produce the tubers. The harvested tubers were treated under light and dark conditions
and then used for more analyses together with leaf samples. Evaluation of total sugar
showed no significant differences between transgenic and control plants. Moreover,
evaluation of soluble sugar showed that the contents of sucrose, fructose and glucose
were not significantly different between transgenic and control plants. We conclude that
according to evaluated components and regulatory rules of Codex, these transgenic
potatoes are safe to use.

cry1Ab gene, soluble sugar, substantial equivalence, total sugar, transgenic potato
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ransient expression of a candidate effector gene in host plants following
Agroinfiltration is a useful method to investigate the role of the gene in
pathogenecity. In this study, the effects of two Agrobacterium tumefaciens strains
on four standard melon lines and two Iranian melon cultivars were investigated to

establish transient expression in melon. Compatibility of the LBA4404 and GV3101
strains was defined by injection of the bacterial suspensions into the leaves of cultivars.
Viability of the injected Agrobacterium strain cells in leaf tissues was evaluated 24 hours
after injection by prokaryotic GUS reporter gene assay. The LBA4404 strain harboring
the pCAMBIA3301 vector containing an intron-GUS reporter gene was used to confirm
eukaryotic GUS expression in the plant cells. The LBA4404 strain was transformed by
the pBI121 and pCAMBIA3301 expression vectors and transient transformation was
confirmed by colony PCR technique using the PSh3-F/R primers. The efficiency of
transient transformation of the melon leaves was evaluated 48 hours after Agroinjection
of the LBA4404 strain containing pCAMBIA3301 by the histochemical GUS assay. The
leaves that were injected by LBA4404 harboring pBI121 showed GUS activity. All the
melon cultivars transiently expressed the GUS reporter gene 24 hours after
Agroinjection. These findings could be used in the future studies to evaluate function of
candidate effector genes in interaction with standard melon lines.

Agroinjection , GUS assay, Melon, Transient expression
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lack stem is one of the most important fungal diseases of sunflower caused by
Phoma macdonaldii. In this study, expression level of some transcription factors
(TF) including HD-Zip, AP2 domain, MYB- related, WRKY family and MYB
family were studied using quantitative RT-PCR in sunflower genotypes,

including ENSAT-B5 (susceptible to all 3 studied isolates; MA6, MP8, MP10), AS613
(resistant against MP8 and MP10 and susceptible to MA6), and M5-54-1 (a mutant
genotype, resistant against MA6 and MP10 and susceptible to MP8) following infection
by MA6, MP8 and MP10 isolates of P. macdonaldii. Among studied TFs, the expression
level of two TFs, HD-Zip and MYB-related, were significantly different in genotype-
isolate combinations but the expression level of three other TFs including AP2 domain,
WRKY family and MYB family, were not significantly different in several genotype-
isolate combinations. The expression of HD-Zip and MYB-related were suppressed in
infected genotypes. Results revealed that increased repression of HD-Zip and decreased
repression of MYB-related are affective in induction of resistance to MP8 and MP10
isolates in AS613 genotype. In this study, the induction of resistance in mutant genotype
against MA6 and MP10 isolates was accompanied with decreased suppression of HD-
Zip and MYB-related genes.

Sunflower, black stem, transcription factors, gene expression
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he prevalence of diabetes is predicted to rise significantly in the coming decades.
Also, the incidence of this disease is increasing in Iran every year. Aspart is an
insulin analog. Aspart insulin has a more rapid peak than Lispro and can be used
in insulin pumps, insulin pens and injection methods. In this research, Two

Agrobacterium tumefaciens strains, EHA101 and GV 3101, containing pJawohl3
carrying the Aspart insulin gene were used to transform Arabidopsis thaliana Col-0
ecotype plants by floral dip infiltration method. Seeds of floral dip infiltrated plants were
sown on the pots. Then, seedlings were treated by BASTA herbicide. Expression of the
Aspart insulin gene was detected in transgenic plants by RT-PCR and western blot.
Evaluation of the infiltrated plants revealed that the EHA101 strain of Agrobacterium
was more efficient than GV3101 strain in gene transformation.

Agrobacterium, Arabidopsis thaliana, Aspart insulin, Transformation
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iscovering the sequences of mitochondrion has made it possible to study the
presence of controlling genes in this organelle. Mitochondrion is responsible for
producing 90 percent of the energy that the cell needs. Some differences in the
broiler chicken growing function and the resulting phenotype and food

efficiency may be related to differences in mitochondrion function. The aim of this study
was to clone and to analyze the ND2 gene among Khorasan’s native chickens in order to
investigate possible mutations. To this end, genomic DNA was extracted from blood
sample taken from this population. Then, using ND2 specific primers, PCR was
conducted in order to multiply this gene. The PCR product was cloned into pTZ57R/T
linear vector and sequenced. Comparison between the sequenced fragments and the
registered gene revealed four mutations. A similarity of 99% was observed between
them and the complete mitochondrial genome sequence of Gallus gallus with the
accession numbers of X52392.1 (reference), GU261709.1, GU262712.1, AP006746.1,
KF826490.1, HQ857210.1, and AY23557.1. Comparison between proteins showed that
the resulting sequence was similar to protein sequences related to mitochondrial ND2
gene of the poultry in the data bank. The maximum similarity (100% similarity) was
with the ND2 gene in Gallus gallus with the accession number of BAC57576.1. The
minimum similarity (88% similarity) was with the ND2 gene in Chrysolophus
amherstiae with the accession number of AAF65702.1 and Tetra stessewerzowi with the
accession number of ABH01111.1. Also, the amino acid sequences of Khorasan’s native
chicken had 99% similarity with reference sequence and other sequences with the
accession numbers of YP272073.1, BAD11115.1, NP_006916.1, ADB06584.1, and
ADW41566.1. After translating the obtained nucleotide sequence to the amino acid
sequence, it was compared with the reference proteins sequence. The result of this
comparison showed a difference in one amino acid. The amino acid Leucine 130 was
changed to Methionine.

Chickens- Mitochondrial Genes- Cloning- MT-ND2
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hirbot (barbus grypus) belongs to the Cyprinidae family and is widely present in
the west and Southwest’s water resources of Iran, especially the Karkhe River in
Khuzestan Province. The aim of this study was to compare levels of genetic
polymorphism between Karkhe River and cultured Barbus grypus populations

using seven microsatellite loci. Genetic diversity was investigated by studying 60
samples collected from two regions.  According to the results, the Fst value was 0.033,
which indicates low genetic diversity between the populations. Most of the loci showed
deviation from Hardy-Weinberg equilibrium. Also a relatively high level of gene flow
was found among the population. Genetic variations in Karkheh: mean number of alleles
per locus, Na=10.286, mean effective number of alleles, Ne=6.789, observed
heterozygosity, Ho=0.691 and expected heterozygosity, He=0.840 and cultured fish
Na=13.286, Ne=9.141, Ho=0.800 and He=0.883 were not statistically different. Also,
analysis of molecular variance showed that there is low genetic variation among
populations and most of the observed variation is within the populations.
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