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 و ايمني زيستيك يژنت مهندسي مجله درنگارش مقاله  يراهنما

اي علمي پژوهشي است كه  نشريه :مهندسي ژنتيك و ايمني زيستي
هدف اصلي ايـن  . شود منتشر مي ايمني زيستي ايرانتوسط انجمن 

رساني و نشـر دانـش روز مهندسـي ژنتيـك و ايمنـي       مجله اطلاع
 تحليلـي  ،)Research Paper(هـاي پژوهشـي    زيستي و چاپ مقاله

)Review Paper ( و كوتاه)Short Communication(    تهيـه شـده
را كـه قـبلاً   . مهندسي ژنتيك و ايمني زيستيهاي مختلف  در زمينه

 .استه يا همزمان به مجلات ديگر فرستاده نشده باشند نشدچاپ 
اي از تـدابير، سياسـت هـا، مقـررات و      ايمني زيستي به مجموعـه 

برداري از فوايـد    شود كه براي تضمين بهره  لاق ميهايي اط  روش
قطعي بيوتكنولوژي مدرن و پيشگيري از آثار سوء احتمالي كاربرد 
اين فناوري بر تنوع زيستي، سـلامت دام، گيـاه و محـيط زيسـت     

هايي كه خلاصـه آنهـا    همچنين نتايج پژوهش .شود بكار گرفته مي
باشـند را بـا داوري    دهش ـهاي علمي ارائه  در سمينارها و كنفرانس

مسـؤليت صـحت و سـقم    . كنـد  علمي پذيرفته، چاپ و منتشر مي
بـر عهـده    )نويسندگان( محتواي علمي مقاله و ترتيب نام نويسنده

كند و كليه مكاتبات با  مجله ارسال مي بهشخصي است كه مقاله را 
دانشجويان كارشناسي ارشد و دكترا نيـز بـراي   . شود وي انجام مي

راهنمـاي خـود را   ) اسـتادان (اله بايد موافقت كتبي استاد ارسال مق
 .رعايت موارد زير در تهيه مقاله ضروري است. كسب كرده باشند

 تهيه مقاله تحقيقي راهنماي -الف
مقالات بايـد روي كاغـذ سـفيد و بـدون آرم و در     : روش نگارش

مترحاشـيه از هـر    سـانتي  5/2، با حفظ )A4(سانتيمتر  21×29ابعاد 
بـه صـورت تايـپ     فاصـله بـين سـطرها،    متـر  سانتي 5/1و طرف 
محتواي مقاله نبايـد  . شوداي و به زبان فارسي تهيه و ارسال  رايانه

 Wordافـراز   هـا بـا نـرم    لازم است مقاله. صفحه تجاوز كند 15از 

براي  12لوتوس با اندازه -Bو با قلم XP، در محيط ويندوز 2003
بـراي مـتن    10با انـدازه   Times New Romanمتن فارسي، با قلم

 پســتانگليســي، بــه صــورت معمــولي تايــپ شــده و از طريــق 
 .به دفتر مجله ارسال شود gebs.j.bs@gmail.com الكترونيك

فارسـي و  (دو صفحه مجـزا  اين قسمت در : برگه مشخصات مقاله
نام خانوادگي، مرتبـه علمـي و    عنوان مقاله، نام وشامل  )انگليسي
 .بود خواهد) نويسندگان( نويسنده پستي و الكترونيكيآدرس 

عنـوان،  : مقاله به ترتيب عبارتنـد از  اصليهاي  قسمت: اجزاء مقاله
نتـايج و بحـث،     ها، مواد و روش مقدمه، هاي كليدي،  واژه چكيده،

نتـايج و   به زبان انگليسـي  منابع و چكيده  ،)اختياري( سپاسگزاري
بـراي   .صورت توام يـا جداگانـه ارائـه شـود    بحث ممكن است به

 MS Wordاسـتاندارد ) Heading(بنـدي   بندي تيترهـا از تيتـر   قالب
از قلـم  ) ها مانند اسامي علمي گونه(در موارد خاص . استفاده شود

 .استفاده شود) Italic(كج 
كلمه و مـنعكس كننـده    15عنوان مقاله بايد حداكثر : عنوان -3-1

 14با انـدازه   تيتر-Bقلم نگارش عنوان، . محتواي كامل مقاله باشد
 .است

بيـانگر   بايـد در ايـن بخـش چكيـده مقالـه     : چكيده فارسي -3-2
گيـري كلـي از    جـه نتايج به دست آمـده و نتي  ،روش مساله، هدف،
لازم . كلمه تجاوز كنـد  300نبايد از  تا حد ممكنو  پژوهش باشد

) بـر اسـاس حـروف الفبـاء     واژه 5حداكثر ( هاي كليدي ت واژهاس
 .مرتبط با موضوع پژوهش در پايان چكيده مقاله درج شود

در اين قسمت لازم اسـت پـس از معرفـي موضـوع     : مقدمه -3-3
 هاي انجام شـده قبلـي   به منابع و پژوهش) تعريف مساله( پژوهش

راي و همچنـين هـدف از اج ـ   شـود اشـاره  ) خـارجي  يـا داخلي (
 .ذكر شوددر پايان مقدمه  پژوهش

در اين بخش از مقاله مواد و وسايل به كار : ها مواد و روش -3-4
هاي شناسـايي و   ، طرح آماري و روش ي پژوهشاشيوه اجر  رفته،

 .شوند توضيح داده مي طور كامل با ذكر منبع به ارزيابي
 جـدول و صـورت مـتن،   نتايج حاصل از پژوهش بـه : نتايج -3-5

لازم اسـت از تكـرار و ارائـه ارقـام بـه      . قابـل ارائـه اسـت    لشك
هـا   شكل .شوداجتناب ) نمودار و غيره  جدول،( گانه چند هاي شكل

لازم به ذكـر  . ورت سياه و سفيد ارائه شوندص به بايدمتن مقاله  در
در  300DPIو  JPGبا فرمت   صورت جداگانه،  به ها شكلاست كه 

ضمناً در تدوين . آورده شوند فحه مجزاهر كدام در ص انتهاي مقاله
 .خطوط عمودي در داخل جدول پرهيز شوداز رسم  بايد ها جدول

. هــر ســتون جــدول بايــد داراي عنــوان و واحــد مربوطــه باشــد 
) *(توضيحات اضافي عنوان و متن جدول با استفاده از نماد ستاره 

در بالا و سـمت چـپ جملـه يـا عـدد مـورد نظـر و توضـيح در         
مشـخص   10جـدول در سـمت راسـت بـا انـدازه قلـم        پانوشت

عنوان و محتواي جدول ها به دو زبان فارسي و انگليسي . شود مي
عنوان جدول با . تهيه شود و اعداد داخل جدول نيز انگليسي باشد

) صورت ساده نه پررنـگ  به(شماره آن و خط تيره  ،"جدول" واژه
. مطلوب باشـند  ها بايد داراي وضوح و تمايز شكل. شود شروع مي

هـا   عناوين شكل. متر تجاوز كند سانتي 5/7ها نبايد از  عرض شكل
به دو زبان فارسي و انگليسي بايد در پايين آن قرار گيرد و با كلمه 

روابط و معـادلات  . شود شماره آن و خط تيره شروع مي ،"شكل"
هـا،   گـذاري شـوند و ارجـاع بـه جـدول      در متن مقاله بايد شـماره 

روابط در متن با شماره مـورد يـاد شـده داخـل پرانتـز      ها و  شكل
 .گيرد صورت مي

در اين قسمت نتايج حاصل از پژوهش مورد تجزيـه  : بحث -3-6
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و تحليــل قــرار گرفتــه و بــا توجــه بــه هــدف پــژوهش بحــث و 
مقايسـه نتـايج حاصـل از آن بـا نتـايج      . آيد ميعمل  گيري به نتيجه

مشابه در منابع داخلـي و خـارجي در ايـن بخـش از      هاي پژوهش
نتـايج و بحـث را    تـوان  مـي  در صورت لزوم. مقاله ضروري است

 .كردتواماً تحت عنوان نتايج و بحث ارائه 
تهيـه   10و انـدازه    Times New Romanها با قلـم  پانوشت -3-7

صـورت مجـزا از شـماره يـك شـروع       شده و در هـر صـفحه بـه   
 .شوند مي
در پايـان بحـث حـداكثر در چهـار     : )اختياري( سگزاريسپا -3-8

كـه در راهنمـايي و يـا انجـام      و مراكـزي  تـوان از افـراد   سطر مي
لـوازم   يا در تـامين بودجـه، امكانـات و    و كردهمساعدت  پژوهش
 .كرداند تقدير و سپاسگزاري  نقش موثري داشته پژوهش

انگليسـي در   كليه منابع مورد استفاده اعم از فارسي و: منابع -3-9
ترتيـب حـروف الفبـاء نـام      انتهاي مقالـه بـه زبـان انگليسـي و بـه     

در انتهـاي  . خانوادگي نويسنده اول بدون ذكر شـماره آورده شـود  
. قيد شود) In Farsi with English abstract(منابع فارسي عبارت 

در متن ارجاع به منابع بايد تـا حـد ممكـن از ذكـر نـام نويسـنده       
شروع جمله خودداري و منابع در انتهاي جمله و  در) نويسندگان(

در پرانتز ارائه شوند و براي جداسـازي چنـد منبـع از يكـديگر از     
 مانند .استفاده شود ";" نقطه ويرگول

(Thion et al.1996;Dodd et al.2006) 
) پذيرش شـده (نابع مورد اشاره بايد چاپ شده يا با اجازه چاپ م

قابل ذكر در ليست منابع نخواهد  هاي چاپ نشده باشند و پژوهش
 .شود براي مثال به موارد ذيل اشاره مي. بود
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چكيـده فارسـي مقالـه بايـد     ): Abstract(چكيده انگليسي -3-10
 Times New Roman طور كامل به انگليسي ترجمـه و بـا قلـم    به

در انتهاي چكيـده انگليسـي   . شودو در پايان مقاله درج  12اندازه 
. آورده شود فارسي بر اساس حروف الفباءهاي كليدي  ه واژهترجم

 .نوشته و آدرس آنان آورده شـود  )نويسندگان( ضمناً نام نويسنده

ــي ــوان انگليس ــم  ،عن ــا قل ــدازه Times New Romanب و  12، ان
 .است  Boldصورت به
 تهيه مقاله مروري راهنماي -ب

 زمينـه  دره و بـود  مقالـه  اول نويسـنده  بايـد  مروري مقاله فرستنده
 نويسنده اول مقاله .باشد نظر صاحب كشور سطح در مقاله موضوع

 مقالـه  موضـوع  به كه خود تحقيقات از مورد دو حداقل است لازم
 و شـده  چـاپ  پژوهشـي -علمـي  معتبر هاي مجله در ،بوده مربوط
 منـابع  در باشـد،  گذشـته  سـال  پنج در نامبرده هاي پژوهش بيانگر

 .باشد كرده استفاده
مقاله مروري تمامي موارد ذكر شده بـراي مقالـه پژوهشـي بـه      در

 .بحث بايد رعايت شود ها، نتايج و استثناء مواد و روش
 تهيه مقاله كوتاه راهنماي -ج

تراز مقاله كامل است  و محتوي هم علمياز نظر ارزش  مقاله كوتاه
حـداكثر در  بايستي  تر است و و تنها از نظر مطالب ارائه شده،كوتاه

با  صفحه و با رعايت تمامي موارد ذكر شده در مقاله پژوهشي و 4
هـاي مقدمـه، مـواد و     حذف عنوان(بندي داخل مقاله  حذف عنوان

 .تهيه شود) نتايج و بحث ها، روش
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هاي  مقايسه مرحله پيري طبيعي و پيري پس از برداشت با تاكيد برجنبه

 مولكولي و ژنتيك

 *پور سعيد نواب
 

 استاديار گروه اصلاح نباتات و بيوتكنولوژي دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان

 s.navabpour@gau.ac.ir  :الكترونيكي پست مكاتبات، مسئول نويسنده* 

 )9/8/91 :پذيرش تاريخ - 18/12/90 :دريافت تاريخ(

 
 
 

. پيري برگ يك مرحله نمو است كه به لحاظ ژنتيك و فيزيولوژيك بسيار حائز اهميت است
برداري را نشان  افزايش قابل توجهي از نسخه شوند و هاي زيادي در اين مرحله فعال مي ژن
بارز پيري كنترل روند تغييرات بسيار منظم و كنترل شده فعل و انفعالات  هاي از مشخصه. دهند مي

از جمله مهمترين اين رخدادها توقف فتوسنتز، تجزيه كلروپلاست، كاهش . فيزيولوژيك است
پيري در گياه بوسيله . هاي بزرگ است ها و ساير مولكول كلروفيل و شكستن پروتئين گير چشم

هاي  تنش اثرتواند تحت  بروز پيري مي. افتد و خارجي اتفاق ميطيف وسيعي از عوامل داخلي 
از آنجا كه گياهان امكان حركت ندارند پيري به عنوان يك سازوكار . مختلف محيطي رخ دهد

از موارد جالب توجه در بروز  .سازد تكاملي فيزيولوژيك امكان مقابله با شرايط تنش را هموار مي
ها نظير اسفناج، بروكلي،  اين موضوع در برخي سبزي. استپيري، القاي آن پس از برداشت 
هاي فعال در مرحله پيري  تعداد قابل توجهي از ژن .شود كاهو و كلم به خوبي ديده مي

ها در طيف گسترده فاز پيري و  بيان نسبي اين ژن. سازي شده است شناسايي، جداسازي و همسانه
براين اساس چنين به . مرحله پيري ملاحظه شد حتي پيش از بروز فنوتيپي پيري برگ تا آخرين

 .ها دخيل باشند عوامل كنترلي نسبتا زيادي در بيان اين ژن رسد كه بايد ر مينظ

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

درختان خزان، تلالو طلايي رنگ كشـتزار   يزييپانواز  منظره چشم
گنــدم در زمــان رســيدگي در عــين زيبــايي حكايــت از تغييــرات 

در . فيزيولوژيــك و بنيــادي در ســطح ســلولي و مولكــولي دارنــد
تـن كلروفيـل تجزيـه     2000عرصه جهاني در هـر دقيقـه حـدود    

گمـان   كاروتنوئيد تخريب و بيميليون تن  200نزديك به . شود مي
هـا و اسـيدهاي نوكلئيـك و     مقادير به مراتب بيشـتري از پـروتئين  

). Thomas, 1996(شـوند   هـاي بـزرگ تجزيـه مـي     ساير مولكـول 
پروسـه   پـژوهش هاي زيادي به لحاظ بنيادي و كـاربردي در   جنبه

هايي چون تعويق و تاخير پيـري   ايده. كاتابوليك پيري وجود دارد
بندي مراحل رشد كه زماني جنبه لوكس و فـانتزي   يم زمانويا تنظ

هـاي نـوين مولكـولي در عرصـه      داشت به لطف استفاده از روش
سـويا بـا تـاخير     Gdld2هاي  توليد موتانت. كاربردي مطرح هستند

درصـدي عملكـرد دانـه     50دار پيري موجب افزايش حدود  معني
توليـد فزاينـده    توتون بـا  ههمچنين ايجاد گياه تراريخت. شده است

هورمون سايتوكنين ضمن تعويق مرحلـه پيـري در جهـت توليـد     
شماري  معرفي تعداد بي. اندام رويشي كيفي بيشتر عمل كرده است

تنهـا  پژوهشي هاي مختلف گياهي با ارزش اقتصادي و  از موتانت
بخش كوچكي از دستاوردهاي اين فناوري پويـا در زمينـه كنتـرل    

0Fفراينـد پيـري بـرگ   . ك پيـري اسـت  ژنتيك مرحله فيزيولوژي

در  1
اساسـا مفهـوم   . ظاهر ويرانگر و در باطن مفيـد و ارزشـمند اسـت   

هاي جـانوري وجـود    هاي گياهي از آنچه در سلول پيري در سلول
1Fهاي جانوري بـا سـالخوردگي   پيري در سلول. دارد متفاوت است

2 
2Fپديـده سـالخوردگي فراينـدي غيرفعـال    . مترادف است

و بـدون   3
كه پيري برگ يك مرحله نمو است كـه بـه    ست در حالياهميت ا

هـاي   ژن. لحاظ ژنتيك و فيزيولوژيك بسيار حـائز اهميـت اسـت   
تعدادي از ژنها افزايش قابـل  . شوند زيادي در اين مرحله فعال مي

 ,Navabpour et al(دهنـد   بـرداري را نشـان مـي    توجهي از نسخه

يرات بسيار منظم هاي بارز پيري برگ روند تغي از مشخصه). 2003
از جملــه . و كنتــرل شــده فعــل و انفعــالات فيزيولوژيــك اســت 

مهمترين اين رخدادها توقف فتوسنتز، تجزيه كلروپلاست، كاهش 

                                                           
1- Leaf Senescence 
2- Aging 
3- Passive 

هـاي   هـا و سـاير مولكـول    چشمگير كلروفيل و شكستن پـروتئين 
 Hörtensteiner and Feller, 2002; Navabpour et(بزرگ اسـت  

al, 2011 .( در خور توجه اينكه همه اين فراينـدها  اما نكته مهم و
هدف اصلي پيري در گياه انتقال . دار هستند كاملا هدفمند و جهت

هـاي پيـر بـه دانـه و سـاير       ها و انـدام  و بازيافت مواد آلي از برگ
 ).Smart, 1994(اي است  هاي ذخيره اندام

 
 در گياه پيريزمان القاي 

عوامـل داخلـي و   در گيـاه بوسـيله طيـف وسـيعي از      پيريالقاي 
اساسا پيري مرحله نهـايي  ). Nam, 1997(شود  خارجي حادث مي

هـاي مختلـف گيـاهي     نمو برگ است و زمـان آغـاز آن در گونـه   
هـاي گيـاه آرابيدوپسـيس تقريبـا      براي مثـال بـرگ  . متفاوت است

بلافاصله پس از رسيدن به حداكثر رشد رويشـي وارد فـاز پيـري    
هـاي   كه پيري در بـرگ  در حالي ).Hanfrey et al, 1996(شوند  مي

. دهد ها رخ ميشود كه سيگنال پر شدن دانه گندم زماني حادث مي
در مورد درختان خزان كننده القاي پيـري بـا تغييـر شـرايط آب و     

در هر حال در كليه موارد وقـوع پيـري   . شود يز انجام مييهوايي پا
. به صورت يك برنامه هدفمند تحت كنترل عوامـل ژنتيـك اسـت   

هـاي مختلـف    تواند تحت تاثير تنش ها بروز پيري مي علاوه بر اين
از آنجا كه گياهان ). Gan and Amasino, 1997(محيطي رخ دهد 

عنــوان يــك ســازوكار تكــاملي  امكــان حركــت ندارنــد پيــري بــه
. سـازد  فيزيولوژيك امكان مقابلـه بـا شـرايط تـنش را همـوار مـي      

بروز پيري زودرس در  هاي عناصر غذايي و خشكي منجر به تنش
در واقـع گيـاه در   ). Crafts- Brandner et al, 1998(شود  گياه مي

هـاي   يك فرايند هموستاتيك انتقال مواد را در شرايط تنش از برگ
نتـايج برخـي   . كنـد  تر به سوي جريان توليد دانه هدايت مـي  مسن

دهد گياهان تحـت تـنش اكسـيداتيو ناشـي از      ها نشان مي پژوهش
دهنـد   يا پرتو اوزون علائـم پيـري را بـروز مـي     UV-Bبي پرتو تا

)Navabpour and Bagherieh Najjar, 2008 .( در عمــل پرتــو
هـاي فعـال    اوزون با عبور از غشا پلاسمايي سبب توليـد راديكـال  

3Fاكسيژن

4 )ROS (چنانچه شدت پرتـو بـالا باشـد سـلول     . شود مي
وقـوع لكـه    كنـد و بـا   فرصت هيچگونه تمهيد دفاعي را پيدا نمـي 

ايـن پديـده بسـيار شـبيه بـه      . شود نكروزه مرگ سلولي حادث مي
                                                           

4- Reactive Oxygen Species (ROS) 
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4Fواكنش فوق حساسيت 

5)HR (  5در حمله نـژاد ناسـازگارF

پـاتوژن   6
ــابي در  در حــالي). Sanderman et al, 1998(اســت  ــه پرتوت ك
هـاي اكسـيژن سـبب كـاهش      تر با توليد راديكـال  هاي پائين شدت

هـاي   ن قابل افزايش فعاليـت ژ هاي فتوسنتزي و در م ميزان بيان ژن
شـود   مي) دهد شبيه آنچه در پيري رخ مي(ها  تجزيه كننده پروتئين

)Page et al, 2001 .( اعمال تيمار پرتوتابيUV-B    بر گيـاه سـبب
هـاي   بـرداري ژن  و كـاهش نسـخه   ROSگير مقادير  افزايش چشم

ــزايش ژن   ــاختماني و اف ــنتزي و س ــد    فتوس ــك ش ــاي كاتابولي ه
)Mackerness et al, 1997; Navabpour and Bagherieh Najjar, 

6Fزاي سازگار بيماري عواملآلودگي گياه با ). 2008

نيـز منجـر بـه     7
شاخصـه  (هـا   موارد زردي برگ بيشترشود و در  تحريك پيري مي

بـروز پيـري   ). Matthews, 1991(شود  ملاحظه مي) فنوتيپي پيري
ژيك در جهت ممانعت هاي آلوده به عنوان مانعي فيزيولو در سلول

زا  برخي عوامل بيمـاري . شود زا تلقي مي از پراكندگي عامل بيماري
بــا توليــد هورمــون ســايتوكنين در جهــت دوام حيــات ســلول و  

 ,Coghlan, and Walters(كنند  جلوگيري از بروز پيري تلاش مي

زاي ناسازگار موضوع متفاوت بـه   در حمله عوامل بيماري). 1992
ر واقع در اين واكنش مـرگ سـلولي بـدون تظـاهر     د. رسد نظر مي

رسد گيـاه بـا القـاي سـريع      به نظر مي. شود علائم پيري حادث مي
در محل آلودگي از رشد و پـراكنش  ) HR(واكنش فوق حساسيت 

از ). Morel and Dangl, 1997(كنـد   زا جلوگيري مي عامل بيماري
. اشت اسـت موارد جالب توجه در بروز پيري، القاي آن پس از برد

اين موضوع در برخي سبزيجات نظير اسـفناج، بروكلـي، كـاهو و    
در عمـل تـنش شـديدي كـه پـس از      . شود كلم به خوبي ديده مي

برداشت اين محصولات به دليـل قطـع منـابع تـامين آب و مـواد      
هـا   شود سـبب تحريـك بـروز پيـري در سـلول      غذايي حاصل مي

 ).Navabpour and Sabouri, 2010; Page et al, 2001(شـود   مي

شـامل تجزيـه   (در سطح سلولي تقريبا تمام تغييرات فيزيولوژيـك  
كـه در  ) ها ها، تحليل غشا سلولي تغيير بيان ژن كلروفيل و پروتئين

شـود در انـدام برداشـت شـده ديـده       خلال پيري برگ حاصل مي
ها نيز تشابه  تغييرات بيان ژن). King and Moriss, 1994(شود  مي

نظيـر   بررسـي هـاي مـورد    را در مورد برخي همسانه قابل توجهي
                                                           

5- Hypersensitive Response (HR) 
6- Incompatible Pathogens  
7- Compatible Pathogens 

، كاتـالاز و متالوتـاينين   ) King et al, 1990(آسـپاراژين سـينتتاز   
)Page et al, 2001 (نشان داد. 
 

7Fريزي شده سلول برنامه مرگپيري و 

8 

در گيـاه رخ  ) PCD(ريزي شده سلول  انواع مختلفي از مرگ برنامه
هـاي   ن جمله تمايز جنسيت گلاز آ). Greenberg, 1996(دهد  مي

هـاي اوليـه    از بافـت ) مثـل ذرت (نر و ماده در گياهان يـك پايـه   
، تشكيل آوند )Chang, and Pareddy, 1994(هاي مولد گل  سلول

و مـرگ  ) Fukuda, 1997(هـاي مولـد اوليـه     چوبي با مرگ سلول
هـايي در بـرگ    هاي گياه مونسترا كه سبب توليد حفره سلولي برگ

در حملـه عوامـل    HRبـروز واكـنش    PCD ديگـر نـوع  . شـود  مي
 ـ(زا  بيمـاري   ,Morel and Dangl(اسـت  ) ويـژه فـرم ناسـازگار    هب

شـباهت قابـل تـوجهي بـه مـرگ       PCDچنين مواردي از ). 1997
). Pennel, and Lamb, 1997(سلولي در موجودات جانوري دارد 

 پيري نيـز از مصـاديق   پژوهشگراناگرچه براساس نظر بسياري از 
PCD شود و اين امر با توجه به اينكه نتيجه نهـايي پيـري    تلقي مي

پذيرفت كه روند طبيعي  ديابد، ولي باي مرگ سلولي است قوت مي
پيري به لحاظ فيزيولوژيك و بروز فنوتيپي متفاوت از اغلب موارد 

PCD        نظيـر اقسـام يـاد شـده اسـت)Nooden and Guiamet, 

در اين زمينه اين است كه فرايند هاي مهم  از جمله تفاوت). 1996
پيري يك مرحله كاملا هدفمند با پشـتوانه حضـور فعـال عوامـل     

پاياني مرحلـه   هاي هتا لحظ ا.ان.مولكول ديتماميت . ژنتيك است
شود و ايـن امـر بـه كنتـرل دقيـق و مـنظم فعـل و         پيري حفظ مي

روند بروز . كند انفعالات فيزيولوژيك مهم در اين مرحله كمك مي
هـا قبـل از تظـاهر     مدت(طور معمول در طي چندين روز  پيري به

شـوند و تغييـرات ژنتيـك     تنظيم و كدگـذاري مـي  ) فنوتيپي پيري
 Bagherieh-Najjar(شـود   بسياري در سطوح مولكولي حادث مي

et al, 2007; Buchanan-Wollaston and Ainsworth, 1997; 

Matile et al, 1998 .(ت عمــل و بــديهي اســت ايــن همــه دقــ
هاي كنترلي به صرف وقوع مرگ سلول از نظر بيولوژيك و  سيستم

 .رسد منطقي به نظر نمي فيزيولوژيك
 

 

                                                           
8- Programmed Cell Death (PCD) 
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 ها و تغييرات فيزيولوژيك در خلال پيري ن بيان برخي ژ بررسي
هـاي فعـال در مرحلـه پيـري شناسـايي،       از ژن توجهيتعداد قابل 

 ,Buchanan-Wollaston(سازي شـده اسـت    جداسازي و همسانه

1997; Navabpour et al, 2007 .(هــاي  بــدين منظــور از روش
8Fمختلف مولكولي نظير غربالگري افتراقي

9Fكاهشي گيري دورگ، 9

10 ،
DDRT-PCR10F

cDNA–AFLP11Fو  11

هاي مزبور  روش. استفاده شد 12
تـر هسـتند،    دو روش اول قديمي.  هستندمزبور واجد مزيت نسبي 

 گيـري  دورگروش غربالگري افتراقي كاربرد بيشـتري نسـبت بـه    
هـا   تري از ژن از مزاياي مهم آن اينكه طيف وسيعكاهشي داشته و 

در عـين  . كند را در شرايط مختلف تيماري يا محيطي شناسايي مي
تـري در شناسـايي    كاهشي پاسـخ روشـن   گيري دورگحال روش 

ــراهم مــي  ژن ــالا را ف ــان ب ــراق بي ــا افت -Buchanan( كنــد هــايي ب

Wollaston and Ainsworth, 1997; Nam, 1997 .( روش
DDRT-PCR ها را در  اگرچه امكان شناسايي طيف وسيعي از ژن

آورد ولـي از معايـب    شرايط مختلف محيطي و تيماري فراهم مـي 
مهم آن ايجاد باندهاي كاذب، عدم حساسيت بـالا و پـايين بـودن    

بـا اتكـا بـه     cDNA-AFLPدر روش . راندمان تكرارپذيري اسـت 
و آر .سـي .پـس  اختصاصـي، انجـام تكثيـر    آغازگرهـاي استفاده از 

استفاده از ژل آكريلاميد مشكلات مزبـور بـه طـور قابـل تـوجهي      
پـور و همكـاران    نواب). Navabpour et al, 2007( شود مرتفع مي

 آغـازگر  256و كاربرد  cDNA-AFLPبا استفاده از روش ) 2007(
هـاي افتراقـي در شـرايط     تركيبي به شناسايي و همسانه سازي ژن

تيماري پرتوتابي اشعه فـرابنفش، تـنش شـيميايي نيتـرات نقـره و      
). Navabpour et al, 2007(مرحله پيري طبيعي در كلزا پرداختنـد  

هاي جديد  گروه افتراقي بيان ژن 32به شناسايي  پژوهشنتايج اين 
هـاي   در ميـان ژن . بندي شـدند  كه در شش گروه تقسيم شدمنجر 

اهميت بيشـتري برخـوردار بودنـد    مزبور فاكتورهاي رونويسي از 
)Navabpour et al, 2007 .( پيج و همكاران)نيز با تكنيك ) 2001

cDNA-AFLP هاي مشترك و افتراقي مرحله پيري  به شناسايي ژن
 Page( كردندطبيعي و پيري پس از برداشت در كلم بروكلي اقدام 

et al, 2001 .( ي دهد بيـان نسـب   زيادي نشان مي هاي پژوهشنتايج

                                                           
9- Defferential Screening 
10- Subtractive Hybridazation 
11- Differential Display Reverse Transcription-PCR 
12- cDNA- Amplified Fragment Length 

هاي درگير در فرآيند پيري در طيـف گسـترده زمـاني و حتـي      ژن
پيش از بروز فنوتيپي پيري برگ تا آخرين مرحله پيـري ملاحظـه   

 Buchanan-Wollaston, 1997; Buchanan-Wollaston(شود  مي

and Ainsworth, 1997; Nam, 1997; Navabpour et al, 2007 .(
عوامـل كنترلـي نسـبتا     دي ـرسد كه با براين اساس چنين به نظر مي

از آنجا كه كليه فرآينـدهاي  . ها دخيل باشند زيادي در بيان اين ژن
مهم فيزيولوژيك و فعل و انفعالات بيوشـيميايي در سـطح سـلول    

هاسـت، بررسـي الگـوي افتراقـي بيـان       ماحصل ميزان فعاليـت ژن 
هاي مختلفي  در اين راستا روش. هاي حائز اهميت زيادي است ژن

12Fگذاري نورترن ها لكه ست از جمله مهمترين آنمدنظر ا

، ارزيابي 13
13Fبرداري در زمان واقعي كمي نسخه

14Fو ميكرواري 14

تكنيك . هستند 15
ولـي   اسـت ترين روش  چند قديمي گذاري نورترن هر تكنيك لكه

در . هـاي مولكـولي كـاربرد دارد    همچنان در بسياري از آزمايشگاه
ا و انتقال .ان.تخراج آرها با اس گيري كيفي ميزان بيان ژن عمل اندازه

غشــا در شــرايط بــافري  دورگآن بــه غشــا حســاس ســلولزي و 
هـاي مـورد نظـر صـورت      راديواكتيـو ژن  مناسب با كاوشـگرهاي 

گيـري و قـرار دادن غشـا بـر روي فـيلم       با انجام دورگ. پذيرد مي
ها پس از ظهور فيلم مبين بيان بيشـتر   راديوگرافي شدت رنگ لكه

بافت وشرايط تيمـاري مزبـور خواهـد بـود      مورد نظر در هاي ژن
)Buchanan-Wollaston, 1997; Navabpour et al, 2003.( 

بـرداري در زمـان واقعـي يـك روش درون      نسـخه  كمـي ارزيابي 
15Fاي شيشه

هاي شناخته شده  هاي توالي گيري رونوشت براي اندازه 16
در عمـل  . داردپذيري بالايي  اين روش حساسيت و انعطاف. است

ا مكمـل  .ان.ا از بافت مورد نظـر رشـته دي  .ان.استخراج آرپس از 
)cDNA (شود و با اتصـال رنـگ درج شـونده اتيـديوم      ساخته مي

اي ميـزان فلورسـنت حاصـل     برمايد در هر چرخه واكنش زنجيره
بطـور معمـول بـا    . شـود  توسط كامپيوتر بصورت منحني پلات مي

16Fدار استفاده از ژن خانه

ل بيان در شـرايط  كه واجد ثبات قابل قبو 17
كـه   پژوهشهاي مورد  مختلف تيماري است، ميزان بيان نسبي ژن

گيـري   تصاصي تكثير شده اند مورد انـدازه با كمك آغازگرهاي اخ
اين  با كاربرد). Buchanan-Wollaston et al, 2003(گيرد  قرار مي

                                                           
13- Northern Blot 
14- Quantitative Real Time-PCR 
15- Microarray 
16- In Vitro 
17- House Keeping 
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روش ارزيابي كمـي بيـان ژن كاتـالاز در ارقـام گنـدم در شـرايط       
تحليل مناسبي از الگوي روند بيان افتراقي اين  سطوح تنش شوري

ــه تــنش شــوري را فــراهم    كــردژن در القــاي مقاومــت نســبي ب
)Navabpour et al, 2011.( 

ميكرواري ظرفيت بالايي در ارزيابي كيفي بيان تعداد زيادي  روش
ايـن روش بـر اسـاس طيـف     . ژن در شرايط تيمـاري را داراسـت  

كـه  ) cDNAمعمـولا  (ادي نمونه هاي واجد تعداد زي سنجي تراشه
سـازد،   هاي نور مرئي مـرتبط مـي   سطح رونوشت را با طيف رنگ

نقاط با نور سفيد بيشترين بيـان و پـس از آن قرمـز،    . كند عمل مي
. گيرنــد نــارنجي، زرد، ســبز، آبــي روشــن و آبــي تيــره قــرار مــي

هاي مربوطه كـاربرد ايـن    هاي بالاي تجهيزات اوليه و تراشه هزينه
 كـرده هـاي مولكـولي محـدود     را در بسياري از آزمايشـگاه روش 
در بررسي انجام شده در گياه طبيعي آرابيدوپسيس و لايـن  . است

) ناتوان در توليد مولكول پيام اسـيد ساليسـيليك  ( NahG هتراريخت
تعـداد محـدودي   . ها سطح مشابهي از بيان را نشان دادند ژن بيشتر

در ارتبـاط بـا مسـير     بطبـع ژن تفاوت قابل توجهي نشـان داد كـه   
-Buchanan(انـد   توليد يا واكنش به اسيد ساليسيليك بـوده  تيكنژ

Wollaston et al, 2003 .(  ،بديهي است در ادامه امكان جداسـازي
تكميلي در ايـن راسـتا فـراهم     هاي پژوهشسازي و انجام  همسانه

 .خواهد بود
ياه كلـزا  هاي دخيل در فرايند پيري برگ درگ ژن برخيالگوي بيان 

تيمار تنش اكسيداتيو نيتـرات   اثردر مراحل مختلف پيري و تحت 
الف نشان داده  1گذاري نورترن در شكل نقره با كاربرد تكنيك لكه

هـا در مرحلـه پـس از     همچنين روند فعاليت همان ژن. شده است
ــاي    ــارداري دم ــرايط انب ــي در ش ــت بروكل ــه  5و  20برداش درج

 . ه شده استب آورد 1گراد در شكل  سانتي
هاي وابسته به پيـري نشـان داد كـه     تجزيه و تحليل بيان برخي ژن

طور روشني با افزايش سن گيـاه   به بررسيهاي مورد  همسانهكليه 
كلزا افزايش فعاليت نشان دادند و در اغلب موارد يك روند خطي 

همچنين بررسـي بيـان ايـن    ). الف -1شكل (افزايش ملاحظه شد 
بل در شرايط پس از برداشـت در بروكلـي مـورد    طور متقا ها به ژن

سـه همسـانه اول كـه از دسـته     ). ب-2شكل(بررسي قرار گرفت 
ها هستند الگوي بيان تقريبا مشـابهي   هاي تجزيه كننده پروتئين ژن

كـد كننـده پـروتئين     CL1همسـانه  . در مراحل پيري كلزا داشـتند 

شـرايط   آسپارتيك پروتئاز در روزهاي پس از برداشت بروكلي در
بيان بالايي داشت  6و  4درجه سانتي گراد طي روزهاي  20دماي 

گراد كاهش نسبي فعاليت ايـن   درجه سانتي 5كه در دماي  در حالي
 CL2وضعيت بيان همسـانه  . ژن طي روزهاي مزبور محسوس بود
نحو جالب توجهي متفـاوت   كد كننده پروتئين سيستئين پروتئاز به

ديگر نيز مبين تنوع بيـان پروتئازهـا    يها پژوهشنتايج برخي . بود
هاي مختلف گياه نظير بـرگ، سـاقه، گـل،     در خلال پيري در اندام

 ,Guerrero et al(است  برداشتهاي بروكلي پس از  ريشه و گلچه

1998; King et al, 1995; Navabpour and Sabouri, 2010; 

Stephenson and Rubinstein, 1998 .( 
هاي كاملاً  پروتئين سيستئين پروتئاز از ژن هكنندكد  CL3همسانه 

 دشـو  اختصاصي است كه در مراحل پاياني پيـري بـرگ بيـان مـي    
)Lohman et al, 1994; Noh and Amasino, 1999 .(   ايـن ژن بـه

. گيري در روزهاي پس از برداشـت بروكلـي بيـان شـد     طور چشم
پـس   روز 4گـراد از   درجه سانتي 20بيان اين ژن در شرايط دمايي 

. طور قابل توجهي ديده شـد  از برداشت آغاز و در ششمين روز به
گـراد در هشـتمين روز    درجه سانتي 5اين مساله در شرايط دمايي 

نتـايج   .پس از برداشت ملاحظه و در روز دوازدهـم تشـديد شـد   
در بررسـي  ) Weaver et al, 1998(ويور و همكاران  هاي پژوهش

آرابيدوپسيس مبين بيان بسـيار   هاي جدا شده بيان اين ژن در برگ
همچنين اعمال تيمارهاي شيميايي در جهـت  . ضعيف اين ژن بود

هاي وابسـته بـه پيـري منجـر بـه بيـان ايـن ژن نشـد          تحريك ژن
)Navabpour et al, 2003 .(رسـد كـه    نظـر مـي   رو چنين به از اين

همبستگي بالايي در مسير ژنتيك بيـان ايـن ژن در مراحـل پيـري     
 .اه و پيري پس از برداشت وجود داردبرگ در گي

 كدكننـده  CL5پـروتئين متالوتـايئنين،    كدكننـده   CL4همسـانه سه 
كـد كننـده پـروتئين گلتوتـايون      CL6پروتئين آنزيمـي كاتـالاز و   

 ;Butt et al, 1998(اكسيدان است  هاي آنتي پروكسيداز از جمله ژن

Navabpour et al, 2011 .( دو همسانهCL4  وCL5  بيـان   الگـوي
كـه   مشابهي در مراحل مختلف پيري در كلزا نشان دادند، در حالي

هـا   اين همسـانه . اي متفاوت بود تا اندازه CL6الگوي بيان همسانه 
كـه   در مرحله برگ سبز گياه بيان بسيار ضـعيفي داشـتند در حـالي   

. تمام آنها در مرحله پيري برگ افزايش بيـان بـالايي نشـان دادنـد    
 نيـز گـزارش شـده اسـت      پژوهشـگران سط ساير نتايج مشابهي تو
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 روشطي روزهاي پس از برداشت در گلچه بروكلي، با اسـتفاده از   -ب ،در خلال مراحل نمو در برگ كلزا -الف: يهاي وابسته به پير بيان ژن -1شكل 
 .)نگارنده 32، 31، 28اقتباس از منابع (گذاري نورترن  لكه
 اثرگرم ماده گلچه بروكلي تحت  5فاده از ا با است.ان.استخراج آر -ب. گرم برگ كلزا در هر مرحله صورت پذيرفت 5ا با استفاده از .ان.استخراج آر -الف

 .تيمار آزمايشي صورت پذيرفت
با انتقال غشـا بـه كاسـت    . شدند دورگسازي و تك رشته شد و با غشا مربوطه  كاوشگرهاي راديواكتيو خالص. سلولزي انجام شد ا به غشاي.ان.انتقال آر

 .استفاده شد rRNA-18sا از .ان.ل اطمينان از بارگيري برابر آربه منظور حصو. نتايج مرتب شد X-Rayراديوگرافي و ظهور فيلم 
 مراحل نمو در كلزا به ترتيب شامل

G.L :مرحله بلوغ  /S1 :ها مرحله اول پيري، آغاز زرد شدن برگ  /S2-S4 : ها زرد شدگي برگ% 80و  %50، %20بطور متوسط به ترتيب. 

Figure 1- Senescence gene expression: a) During leaf growth stages in Brassica  b) Days after harvesting of broccoli florets. 
By using northern blot technique (Result of author see references: Navabpour et al., 2003; Navabpour and Saburi, 2010; 
Navabpour et al., 2011, for more details) 
a- RNA has been extracted by using 5gr of Brassica leaf. B- RNA has been extracted by using 5gr of treated broccoli florets. 

RNA has been transferred into membrane and hybrid by radioactive signal standard pure probes. Result has been collected by 
developing radiographic x-ray film. In order of equal RNA loading into the gel r-RNA-18s has been used. 
Growth stages in Brassica include:  
GL: Mature leaf, S1: Senescence stage1 (starting of leaf yellowish), S2-S4: Including 20%, 50% and 80% of average leaf 
yellowish.  

 )گراد سانتي(حرارت درجه 

 س از برداشتپوز ر

(b) ب (a) لفا 
5 20 

1 4 8 12 1 2 4 6 S4 S3 S2 S1 G.L 

 CL1پروتئاز آسپارتيك 

 CL5 1اتالاز ك

 CL2پروتئاز  يستئينس

 CL3پروتئاز  يستئينس

 CL4 تالوتاينينم

 CL6 پراكسيدازگلوتاتيون 

 CL7 سينتتازتامين گلو

 CL8 كينازمالات 

 CL9 ايزوسيتراليز

18s-rRNA 



 پور سعيد نواب  ...مقايسه مرحله پيري طبيعي و پيري پس از برداشت با 

 

 1391پاييز و زمستان / 2شماره / اولدوره / و ايمني زيستيژنتيك مهندسي  69

 

)Buchanan-Wollaston et al, 2003; Hanfrey et al, 1996 .( در
مورد بروكلي روند بيان هر سه همسانه الگوي بيان مشـابهي را در  
. شرايط مختلف تيماري طي روزهاي پس از برداشت نشان دادنـد 

زدايـي   نقـش مهمـي در سـم   ) پروتيين متالوتـاينين ( CL4 همسانه
 Murphy and(سو فلزات سنگين در محـيط سـلول دارد    اثرهاي

Taiz, 1995 .(   از طرفي شواهد انكارناپذيري در نقـش ايـن ژن در
رسد ايـن ژن در كمـك    خلال پروسه پيري وجود دارد، به نظر مي

اي بـه   ي و ذخيـره به بقاي سلول به منظور انتقال كليه مواد پروتئين
ــدام ــه و ان ــره دان ــوثري  هــاي ذخي ــد مــياي فعاليــت مهــم و م  كن

)Buchanan-Wollaston et al, 2003; Navabpour et al, 2003 .(
كد كننده پروتئين گلوتـاتيون پراكسـيداز در تجزيـه     CL6همسانه 

هـاي   ايـن ژن بـه انـواع تـنش    . كند اسيدهاي چرب ايفاي نقش مي
شـوري و تيمارهـاي شـيميايي واكـنش     محيطي و مصنوعي نظيـر  

ــنش  . دهــد نشــان مــي ــاهش ت ــن ژن نقــش مهمــي در ك ــان اي بي
اكسيداسيوني ناشي از تاثير عوامل شيميايي نظير نيتـرات نقـره در   

دو ). Navabpour et al, 2003(اسـت   كـرده آرابيدوپسـيس ايفـا   
هـاي   سازوكار واكنش مستقيم و آنزيمي در تنظيم سـطح راديكـال  

در واكـنش مسـتقيم   . براي اين ژن معرفي شده است فعال اكسيژن
ها از طريق واكنش با گروه تيول پروتئين توليـد   پاكسازي راديكال

سـازوكار آنزيمـي از   . گيـرد  شده توسط ژن گلوتاتيون صورت مي
طريق احيا فسفوليپيد هيـدروژناز و كمـپلكس هيدروپروكسـي بـا     

داتيو هدف اختصاصي حفاظت غشا سـلول در برابـر نقـش اكسـي    
بـا  ). Navabpour et al, 2003; Page et al, 2001(شـود   انجام مي

توجه به روند افزايشي بيان اين ژن طي روزهاي پس از برداشـت  
در هـر دو شــرايط دمـايي و بيــان بــالاي ايـن ژن پــس از اعمــال    

رسد كه مسير ژنتيك مشتركي در  نظر مي زا چنين به تيمارهاي تنش
تحريك بوسيله عوامـل شـيميايي و   (پيري برگ و پيري مصنوعي 

اين موضوع در . در ارتباط با كنترل اين ژن دخالت دارند) محيطي
. اسـت نيز تـا حـد زيـادي صـادق      CL5و  CL4مورد دو همسانه 

ــانه ــاي  همس ــده    CL9و  CL7 ،CL8ه ــد كنن ــب ك ــه ترتي ــه ب ك
. هاي گلوتامين سينتتاز، مالات كيتاز و ايزوستيراليز هسـتند  پروتئين

همسـانه  . شوند هاي دخيل در انتقال مواد محسوب مي ته ژناز دس
CL7     هـا در   در تبديل اسيدهاي آمينـه حاصـل از تجزيـه پـروتئين

 كنـد  خلال فرايند پيري برگ به پپتيد گلوتـامين ايفـاي نقـش مـي    

)Kamachi et al, 1991 .( كينگ و مـوريس   پژوهشنتايج)King 

and Moriss, 1994 (بيان اين ژن ناشـي از   نشان داد افزايش ميزان
افزايش قابل توجه ميزان آمونيوم توليد شده در خلال فرايند پيري 

و  CL8هـاي   محصـول پروتئينـي همسـانه   . در بروكلي بوده اسـت 
CL9 اكسـيليك حـائز    هايي هستند كه در چرخه اسـيد گلـي   آنزيم

اهميت هستند و جالب اينكه در خلال مرحله پيـري نيـز حضـور    
فعاليت چرخه مزبور به همراه اكسيداسيون ). Smart, 1994(دارند 

بتا و گلوكـوجنيز امكـان تبـديل اسـيد چـرب بـه قنـد را فـراهم         
هــاي مزبــور در بررســي  ميــزان افــزايش فعاليــت ژن. آورنــد مــي

 ,Ettinger and Harada(گـزارش شـده اسـت     نيززني كلزا  جوانه

1990.( 
 

  گيري يجهنت

ژنتيـك بـوده و الگـوي بيـان     قويا تحت كنتـرل   برگفرايند پيري 
بســياري از فعــل و . كنــد ژنهــاي زيــادي در خــلال آن تغييــر مــي

انفعالات مولكولي و فيزيولوژيك مهـم مشـتمل بـر چرخـه هـاي      
تنفسي و واكـنش هـاي كاتابوليـك بـا تغييـرات آنزيمـي عوامـل        

اين واقعيت كه عوامل گونـاگون داخلـي   . شوند سيگنالي تنظيم مي
توانند محـرك آغـاز مرحلـه پيـري      يطي ميو مح) هورمون -نمو(

 Signaling( دهد كه مسيرهاي مختلف ژنتيك برگ باشند نشان مي

Pathways(    با اثرهاي متقابل بردارهاي مربوطه به طور مسـتقل يـا
غير مستقل بر يكديگر تاثير گذاشته و در نهايت بيان ژنهاي مرتبط 

اسـط تحـت تـاثير    رسان حد و عوامل پيام. كند با پيري را تنظيم مي
 فاكتورهايها براي مثال تنش خشكي با فعال نمودن  برخي محرك

هــاي پيــري  ســبب بيــان ژن )Transcription Factor( رونويســي
هـاي نهـايي هـدف     جالب اينكه در بسياري از موارد ژن. شوند مي

نشـان  ) شـوري (بطور مسـتقيم هـيچ واكنشـي بـه عامـل محـرك       
 . دهند نمي
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هاي اخير كشت آن در ايران توسعه زيادي پيدا  مهم روغني است كه در سال گياهانكلزا يكي از 
يكي از مشكلات كلزا ريزش دانه قبل و در حين برداشت است كه بسته به شرايط آب . كرده است

توليد گياهان متحمل به ريزش دانه  .درصد باعث كاهش محصول شود 50تا  تواند و هوايي مي
روي اين صفت اثر  عوامل ژنتيك و محيطي متعددي بر. تواند موجب افزايش عملكرد شود مي

واند ت   ميدر اين گياهان است كه افزايش بيان آن  FULاز جمله عوامل ژنتيك وجود ژن . دارند
به  جداسازي و Quantumم كه از كلزا رق FULژن . شدن غلاف و ريزش دانه شود مانع از باز

. تراريخته كلزا انتقال داده شده بود در اين پژوهش استفاده شد گياهانسه رقم مختلف 
آر،  سي هاي پي با استفاده از آزمون T2هاي مولكولي روي گياهان تراريخته در نسل  بررسي

لاوه بر ژن نشان داد كه ع آر سي پيآزمون . انجام گرفت Real Time-PCRسادرن و  گذاري لكه
گذاري سادرن  آزمون لكه. نيز در گياهان تراريخته وجود دارد BnFULداخلي گياه، تراژن 

 آزمون . داردنشان داد كه در گياهان تراريخته حداقل يك نسخه از تراژن وجود 
Real Time-PCR داد كه بيان ژن  نشانBnFUL  در گياهان تراريخته در مقايسه با گياهان

هاي مختلف نيز اختلاف نشان  همچنين سطح بيان اين ژن در لاين. فته استشاهد افزايش يا
هاي مختلف تراژن و يا اثرهاي  تواند ناشي از تعداد نسخه بخشي از اين تفاوت در بيان مي. دادند

 .محل ورود تراژن در ژنوم باشد
 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

. روغن گياهي يكي از كالاهاي مصرفي در سبد غذايي مردم اسـت 
كلزا يك گياه مهم روغني است و در ميان گياهان روغني مقام دوم 

). MacLeod and Ogilvy, 1982(را به خود اختصاص داده است 
0Fكلزا

1Fگياهي متعلق به خانواده براسيكاسـه  1

، يكسـاله و خودگشـن   2
گياهـان خـانواده براسيكاسـه    . گشني است ردرصد دگ 30با حدود 

وسيله سازوكار شكسـتن غـلاف    خود را به هاي دانهطور معمول  به
چه باز شدن غلاف يك سازوكار مفيـد بـراي    اگر. كنند پراكنده مي

ها در طبيعـت اسـت، امـا يكـي از مشـكلات مهـم        پراكندگي دانه
ريـزش  كه برداشت به تاخير بيافتـد   در صورتي. زراعت كلزا است

 درصـد عملكـرد محصـول را كـاهش دهـد       50توانـد تـا    دانه مي
)Child and Evans, 1989; Prince et al., 1996 .( ايـن،   بـر  عـلاوه

ماننـد و در   روي زمـين بـاقي مـي    هاي كلزاي ريخته شـده، بـر   دانه
عنوان علف هـرز باعـث ايجـاد مشـكلاتي      تناوب با گياه بعدي به

نظــر بــاز شــدن غــلاف از ). Gulden et al., 2003(شــوند  مــي
2Fشناسي ريخت

منطقـه  . شكل منطقـه شـكوفايي وابسـته اسـت     به 3
3Fي چند سلولي است كه ديواره ميـاني  شكوفايي شامل يك لايه

را  4
4Fاز مــرز پريكــارپ

 )1شــكل (ســازد،  پوشــش غــلاف جــدا مــي 5
(Wang et al., 2007) . در گياه آرابيدوپسيس تعدادي ژن شناسايي

يري و تنظيم منطقه باز شدن غـلاف شـركت   گ اند كه در شكل شده
 Gu et al., 1998; Lilgegren et al., 2000; Dinneny and(دارند 

Yanofsky, 2005 .(هاي مشابه به احتمال زياد در نمو غلاف و  ژن
مقاومــت بــه ريــزش دانــه در كلــزا نيــز شــركت دارنــد زيــرا كــه 

ــباهت ــزا و    ش ــلاف در كل ــاختار غ ــو و س ــين نم ــادي ب ــاي زي ه
 ,.Spence et al., 1996; Roberts et al(ابيدوپسيس وجود دارد آر

ــن ژن). 2002 ــامل   اي ــا ش و  FUL ،SHP1 ،SHP2 ،ALC ،INDه
RPL روي منطقـه شـكوفايي    ها با اثـر بـر   بعضي از اين ژن. هستند

، SHP1 ،SHP2هـاي   كـه ژن . شـوند  باعث تشديد ريزش دانه مـي 
IND  وALC هاي  ندر مقابل ژ. از اين جمله هستندFUL  وRPL 

هاي منطقه شكوفايي باعث كاهش ريزش دانـه   روي سلول با اثر بر

                                                           
1- Brassica napus L. 
2- Brassicaceae  
3- morphology 
4- replum 
5- valve margin 

متعلـق بـه    FULژن ). Dinneny and Yanofsky, 2005(شوند  مي
اسـت كـه بـراي انبسـاط و تمـايز       MADS-boxخانواده ژنـي  

افزايش بيان تراژن . هاي ميوه پس از باروري مورد نياز است پوسته
FUL  در گياهBrassica juncea  باعث كاهش توسعه ناحيه حاشيه

تواند براي كـاهش ريـزش دانـه اسـتفاده      پوسته غلاف شده كه مي
ــان ژن  ). Ostergaard et al., 2006(شــود  ــژوهش بي ــن پ در اي

BnFUL  گياهان كلزا مـورد ارزيـابي قـرار گرفتـه      بهپس از انتقال
 .است

 
  ها روش و مواد

 و توليد گياهان تراريخته ژن انتقال

 Seifi and(جداسـازي   Quantumكلزا رقـم   ازقبلا  BnFULژن 

Shakib, 2005 ( و به روش انتقال توسط اگروباكتريوم و با استفاده
بـه گياهـان    BnFULژن  حـاوي  pABAS204از ناقل پلاسميدي 

 ,Asadi(منتقل شـد   RGS003و  Okapi ،Licordكلزا از سه رقم 

2008.( 
 

 تراريخته گياهان كشت
ــژوه ايــن ــوژي  1389-90در ســال  شپ در پژوهشــكده بيوتكنول

5Fكشاورزي ايران

كلزا  T2بذور گياهان تراريخته نسل . انجام گرفت 6
ــم  ــراژن   RGS003و  Okapi ،Licordاز رقـ ــاوي تـ  BnFULحـ

در . تراريختـه در گلخانـه كشـت شـدند     همراه گياهان شاهد غير به
بـراي   (Okapi , Licord)مرحله پنج برگي گياهـان ارقـام پـاييزه    

گـراد   درجه سانتي 4مدت دو ماه به فيتوترون با دماي  سرمادهي به
منتقل و پس از آن براي ادامه رشد در شرايط كنتـرل شـده داخـل    

 .گلخانه قرار گرفتند
 

 ژنومي) اي.ان. دي(اسيد  نوكلئيك اوكسيدي استخراج
) غيرتراريختـه (از بـرگ گياهـان تراريختـه و شـاهد      برداري نمونه

ها بلافاصله پس از جدا كردن از گيـاه در ازت   نمونه. فتانجام گر
ها در هاون استريل با استفاده از ازت  سپس برگ. مايع قرار گرفتند
اي به روش دلاپورتا و همكاران . ان .استخراج دي. مايع پودر شدند

 هـاي اسـتخراج   اي.ان.و كميـت دي  كيفيـت . انجام گرفت) 1998(
                                                           

6- Agricultural Biotechnology Institute of Iran (ABRII) 
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ســيله بارگــذاري در ژل آگــارز و بــا اســتفاده از دســتگاه شـده، بو 
 . تعيين شدند (Nanodrop 2000)دراپ  نانو

 
 )آر.سي.آزمون پي(اي پليمراز  واكنش زنجيره

هـاي اسـتخراج شـده و     اي.ان.آر بـا اسـتفاده از دي   .سي .پي آزمون
كه كمترين اختصاصيت را بـا   BnFULآغازگرهاي اختصاصي ژن 

تـــوالي   بـــا(دارا هســـتند  MADS-boxهـــاي خـــانواده   ژن
F:AAGATAGAGAGATGGGAAG  و

R:CGCGAGGTAACCCAATCAACGACGATGTAC (
 .انجام گرفت

 
 سادرن گذاري لكه آزمون

به مدت يـك   Hind III ها توسط آنزيم اي.ان.دي منظوراين  براي
شب مورد هضم قرار گرفتند و سـپس در ژل آگـارز يـك درصـد     

آميـزي بـا    به غشا، شستشو و رنـگ  مراحل انتقال. بارگذاري شدند
 .انجام گرفت) 2001(العمل سمبروك و راسل  استفاده از دستور

 
  اي.ان.و سـاخت دي ) اي.ان.آر(ريبونوكلئيك اسـيد   استخراج

  (cDNA)مكمل 
. افشاني انجـام گرفـت   هفته پس از گرده 4از غلاف،  برداري نمونه
مـايع قـرار    ازتدر ها بلافاصله پس از جـدا كـردن از گيـاه     نمونه

. گرفتند، سپس در هاون استريل با استفاده از ازت مايع پودر شدند
 RNasy Miniاي كل از گياهان فوق با اسـتفاده از  .ان.استخراج آر

Kit  شركتQIAGEN به منظور اطمينان از كيفيـت  . انجام گرفت
 هاي موجها در طول  اي استخراج شده، جذب نمونه.ان.و كميت آر

 Nanodrop(دراپ  نانومتر با استفاده از دسـتگاه نـانو   280و  260

هاي استخراج شده بوسيله بارگـذاري   اي.ان.آر. خوانده شد )2000
 DNase Iها با آنزيم  اي.ان.آر. در ژل آگارز نيز تعيين كيفيت شدند

 ,BIO-RAD(بـا اسـتفاده از كيـت     cDNAسـاخت  . تيمار شدند

iScript cDNA synthesis kit ( گرفتانجام . 
 

  Real Time-PCR آزمون
در سه تكرار آزمايشي  Real Time-PCRژن مورد نظر توسط  بيان

و ) BIO-RAD, iQ Syber Green Supermix(با استفاده از كيـت  
. بررسـي شـد   (iCycler iQ realtime-PCR, Bio-Rad)دسـتگاه  

ميكروليتر از محلـول   5/12اي،  خانه 96درون هر چاهك از پليت 
به همراه يـك ميكروليتـر از هـر آغـازگر و يـك ميكروليتـر       كيت 

cDNA  ابتدا جهت آزمـون  . ميكروليتر آب مقطر ريخته شد 5/9و
Real Time-PCR بر اين اساس و . هاي استاندارد رسم شد منحني

ــازگر   ــتفاده از آغ ــا اس ــاي ژن  ب ــازگر BnFULه ــاي ژن  و آغ  ه
ــرول  ــدروژناز  -3گليسـ ــفات دهيـ 6Fفسـ

7GAPDH )ــوالي ــا تـ  بـ

                                                           
7- Glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase 

C 

 هاي مختلف آن  شماتيك غلاف و قسمت -1شكل 

A- ساختار بيروني غلاف .B- ضي غلافبرش عر .C- برش عرضي غلاف بالغ (Dinneny and Yanofsky, 2004). 
Figure 1- Schematic view of pod.  
A-Exterior structure of pod. B- Transverse cross section of pod. C- Transverse cross section of mature pod (Dinneny and 
Yanofsky, 2004).. 
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F:AGAGCCGCTTCCTTCTTCAACATCAT  و
R:TGGGCACACGGAAGGACATACC (ــه ــوان ژن  بــ عنــ

7Fدار خانه

نمودارهاي تكثير و ذوب رسم شدند و آزمون سطح بيان  8
C∆∆-2ميــزان بيــان ژن بــا اســتفاده از روش . ژن انجــام گرفــت

T 
)Livak et al., 2001 (هـا بـا    در اين روش، همه داده. محاسبه شد

ميزان تغييرات بيان  سپسنرمال شده و  GAPDHحدود آستانه ژن 
سـنجيده  ) غيرتراريختـه (ژن در گياهان تراريخته نسبت به شـاهد  

 . شد
 

  بحث و جينتا

آر، .سـي .تراريخته فرضي با اسـتفاده از آزمـون پـي    گياهانبررسي 
بـا  . سه رقم را تاييد كـرد  هرحضور تراژن در گياهان تراريخته از 

يكسري بانـد كـه   شود،  اند مشاهده ميدو سري ب 2توجه به شكل 
شود مربوط  مشاهده مي) اعم از تراريخته و شاهد(در تمام گياهان 

هـا   داخلي گياه است كه به دليـل حضـور اينتـرون    BnFULبه ژن 
وارد شـده بـه گياهـان     BnFULتري را نسبت بـه ژن   قطعه بزرگ

تراريخته دارد و سري دوم كه كوچكتر اسـت قطعـه تكثيـري ژن    
قطعـه تكثيـري اول   . اسـت ) تراژن(د شده به گياهان تراريخته وار

مربوط بـه ژن داخلـي گيـاه در گياهـان تراريختـه و شـاهد قابـل        
قطعـه  . شـود  كه در پلاسميد مشاهده نمي مشاهده است در صورتي

تكثيري دوم مربوط به ژن وارد شده به گياهان تراريخته است كـه  
قابل ذكر است . شاهده استدر گياهان تراريخته و پلاسميد قابل م

كه اندازه قطعه تكثيري ژن داخلي در گياهـان شـاهد و تراريختـه    
 گياهـان يكسان اسـت و انـدازه قطعـه تكثيـري ژن وارد شـده در      

ايـن نتـايج نشـان    . )2شـكل  (تراريخته و پلاسميد يكسـان اسـت   
داخلـي داراي   BnFULبـر ژن   دهند كه گياهان تراريخته علاوه مي

كه گياهان شاهد تنها داراي ژن  نيز هستند در حالي BnFULتراژن 
BnFUL اين آزمون اولـين گـام در اثبـات حضـور    . داخلي هستند 

 . تراژن در گياهان تراريخته است

ي رقم  داد كه گياهان تراريخته نشانسادرن  گذاري نتايج آزمون لكه
Okapi   داراي حداقل سه نسخه از تراژن، گياهان تراريخته از رقـم

RGS003   يك نسخه از تراژن و گياهان تراريخته از رقـمLicord 
كــه در  يياز آنجــا. )3شــكل (دو نســخه از تــراژن را دارا هســتند 

                                                           
8- housekeeping gene 

هـاي حـاوي تـك نسـخه      هاي ايجاد گياهان تراريخته لايـن  پروژه
هاي بعدي از ثبات ژنتيكي بهتري  تراژن مطلوب هستند تا در نسل

ادامه ايـن بررسـي مـورد    تواند در  باشند اين موضوع مي برخوردار
 .   توجه قرار گيرد

ــاي ــون  نموداره ــه   Real Time-PCRذوب آزم ــد ك ــان دادن نش
صـورت اختصاصـي    بـه  GAPDHو  BnFULهاي  آغازگرهاي ژن

اند زيراكه در نمودارهاي ذوب براي هر ژن يـك نقطـه    عمل كرده
شود و نمودارهاي تكثير نشـان دادنـد    اوج اختصاصي مشاهده مي

طـور كلـي    بـه . يان در نمونه هاي مختلف متفاوت استكه ميزان ب
در  BnFULنشان داد كـه بيـان ژن    Real Time-PCRنتايج آزمون 

 افـزايش گياهان تراريخته از هر سه رقم نسبت بـه گياهـان شـاهد    
بيشترين افزايش بيان  Licordدر گياهان تراريخته رقم . يافته است

 RGS003و  Okapiي هـا  شود و گياهان تراريخته رقـم  مشاهده مي
. )9شكل (هاي دوم و سوم را دارند  مقام Licordبه ترتيب پس از 

هاي جديـدي   ي يا نسخه دهد كه حضور نسخه اين نتايج نشان مي
در گياه كلزا باعث افزايش بيان اين ژن شـده و بـا    BnFULاز ژن 

توانـد در   مي 2006توجه به گزارش استرگارد و همكاران در سال 
 . دانه موثر باشدكاهش ريزش 

 چنـد  هـر . ژن بر سطح بيـان ژن پيچيـده اسـت    اثر تعداد نسخه ترا
رود كه افزايش تعداد نسخه ژن باعث افزايش بيان شود،  انتظار مي

هـاي زيـاد باعـث     شود كه گاهي تعداد نسخه اما به تجربه ديده مي
8Fفرونشـاني  هـم 

9Fو خاموشـي ژن  9

 ,.Vaucheret et al(شـود   مـي  10

طور مثبت يا منفي با ميـزان   تواند به نسخه تراژن ميتعداد ). 1998
در برخـي  ). Hobbs et al., 1993(بيان تراژن ارتباط داشـته باشـد   

توانــد خــاموش شــود  مــوارد، يــك نســخه منفــرد از تــراژن مــي 
)Elmayan et al., 1996 .(شود كه انتخـاب   طور كلي، فرض مي به

ژن را كـاهش   يفرونشـان  هـم گياهان با تعداد نسخه كمتـر پديـده   
 2001دايـي و همكـاران در سـال    ). Dai et al., 2001(خواهد داد 

 هـاي  نسـخه اي كـه تعـداد    بيان كردند كه گياهان بـرنج تراريختـه  
10Fزيادتري از تراژن را داشـتند سـطح فعاليـت ژن گـاس    

كمتـري   11
ــه    ــان كــم ژن ممكــن اســت ب ــد كــه بي  داشــتند و پيشــنهاد كردن

 ). Dai et al., 2001(خــاطر مكانيســم خاموشــي ژن باشــد    
                                                           

9- co-suppression 
10- gene silencing 
11- GUS activity 
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بازي مربوط  جفت 1500باند 
 داخلي BnFULبه ژن 

 

بازي مربوط  جفت 300باند 
  BnFULبه تراژن 

 

 آر.سي.ه با استفاده از آزمون پيتراريخت يردر گياهان تراريخته و غ BnFULتكثير ژن  -2 شكل
پلاسميد و  14گياهان شاهد ؛ چاهك  13تا  11هاي  گياهان تراريخته ؛ چاهك 10تا  2هاي  ؛ چاهك kb plus ladder 1 16و  1هاي  چاهك(

 )كنترل منفي با آب 15چاهك 
 Figure 2- Amplification of BnFUL gene in transgenic and nontransgenic plants using PCR. 

(wells 1 and 16 1 kb plus ladder; wells 2 to 10 transgenic plants; wells 11 to 13 wild type plants; well 14 plasmid and 
well 15 negative control of water) 
 

 .سادرن گذاري نتيجه آزمون لكه -3 شكل
گياه تراريخته اي .ان.دي 4؛ چاهك Okapiگياه تراريخته از رقم اي .ان.هضم آنزيمي دي 3و  2هاي  ؛ چاهكkb plus ladder 1 14و  1هاي  چاهك(

، RGS003گياه تراريخته از رقم اي .ان.دي 7، چاهك RGS003تراريخته از رقم  گياهاي .ان.دي يهضم آنزيم 6و  5هاي  ؛ چاهكOkapiاز رقم 
هضم آنزيمي گياه شاهد،  11، چاهك Licordگياه تراريخته از رقم اي .ان.دي 10، چاهك Licordهضم آنزيمي گياه تراريخته از رقم  9و  8چاهك 
 )يمي پلاسميدهضم آنز 13گياه شاهد و چاهك اي .ان.دي 12چاهك 

 Figure 3- Southern blot analysis results. 
(1 and 14 wells: 1 kb plus ladder; 2 and 3: digested DNA from transgenic plants of Okapi cultivar; 4: DNA from 
transgenic plant of Okapi cultivar; 5 and 6: digested DNA from transgenic plants of RGS003 cultivar; 7: DNA from 
transgenic plant of RGS003 cultivar; 8 and 9: digested DNA from transgenic plants of Licord cultivar; 10: DNA from 
transgenic plant of Licord cultivar; 11: digested DNA from ctr. Plant; 12: DNA of ctr. Plant and 13:digested DNA from 
Plasmid) 
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 BnFULبراي ژن  realtime-PCRسازي آزمون  نمودار استاندارد -4 شكل

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

هاي متفـاوتي در ژنـوم گيـاه     مستقل، تراژن در محل هاي انتقالدر 
شود كه سطوح بيان تـراژن در   اين موضوع باعث مي. شود وارد مي

در . ، متفاوت باشدهاي منفرد با تعداد نسخه يكسان از تراژن انتقال
اي .ان.هاي كمي در بيان تراژن به تفاوت اثرهاي دي نتيجه، تفاوت

هـاي   ايـن تفـاوت  . شـود  كروموزومي مجاور تراژن نسبت داده مي
كمي كه به محل ورود تراژن در ژنوم بستگي دارند بـا عنـوان اثـر    

11Fمحل

 ,.Blundy et al., 1991; Dean et al(شـوند   شـناخته مـي   12

1988; Melynarova et al., 1994; Peach and Veltern, 1991 .(
12Fساختار كروماتين در اطراف هر محـل تـراژن  

متفـاوت اسـت و    13
ممكن است باعث تفـاوت در دسترسـي عوامـل رونويسـي شـود      

)Dean et al., 1998 .( 
گـذاري سـادرن    به نتايج آزمـون لكـه   توجهحاضر، با  پژوهشدر 

                                                           
12- position effect 
13- transgene locus 

هـاي   ياهـان تراريختـه رقـم   تعداد نسـخه متفـاوتي از تـراژن در گ   
تعداد  RGS003در گياهان تراريخته رقم . شود مختلف مشاهده مي

-Real Timeيك نسخه تراژن وارد شده است و در نتـايج آزمـون   

PCR هـاي   به گياهان تراريخته رقـم  نسبتبينيم كه اين گياهان  مي
كـه بيـان ژن را در گياهـان دو     در صورتي. ديگر بيان كمتري دارند

ديگر مقايسه كنيم خـواهيم ديـد كـه گياهـان تراريختـه رقـم       رقم 
Okapi تر نسبت به گياهان تراريخته رقم  با تعداد نسخه تراژن بيش
Licord اين موضوع به احتمال زيـاد بـا اثـر    . بيان كمتري را دارند

 .محل ورود تراژن در ژنوم گياهان تراريخته ارتباط داد
هـاي تراريختـه    رود لايـن  مـي  نتايج اين پژوهش انتظار بهبا توجه 

توليد شده قادر باشند در شرايط نامناسب محيطي تحمل بهتري به 
براي ارزيـابي   فنوتيپيهاي  در اين زمينه بررسي. دهند نشانريزش 

  .تحمل آنها به ريزش دانه در شرايط تنش ضروري است
 

Figure 4- Standard Curves in realtime_PCR for BnFUL gene. 

 GAPDHبراي ژن  realtime-PCRسازي آزمون  نمودار استاندارد -5 شكل

Figure 5- Standard Curves in realtime-PCR for GAPDH gene 
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 .Licordنمودارهاي تكثير و ذوب مربوط به گياهان تراريحته و شاهد رقم  -6 شكل
A- نمودار تكثير ژنGAPDH .B- نمودار تكثير ژنBnFUL .C- نمودار ذوب ژنGAPDH .D- نمودار ذوب ژنBnFUL. 

Figure 6- Amplification Curves and Melt Curves of transgenic and non-transgenic plants of Licord cultivar. 
A-Amplification Curve of GAPDH gene. B-Melt Curve of BnFUL gene. C- Amplification Curve of GAPDH gene. 
D-Melt Curve of BnFUL gene. 

A B 

C D 

Transgenic  

Non-Transgenic  

Transgenic  

Non-Transgenic  

 .RGSنمودارهاي تكثير و ذوب مربوط به گياهان تراريحته و شاهد رقم  -7 شكل
A- نمودار تكثير ژنGAPDH .B- نمودار تكثير ژنBnFUL .C- نمودار ذوب ژنGAPDH .D- نمودار ذوب ژنBnFUL. 

Figure 7- Amplification Curves and Melt Curves of transgenic and non-transgenic plants of RGS cultivar. 
A-Amplification Curve of GAPDH gene. B-Melt Curve of BnFUL gene. C- Amplification Curve of GAPDH gene. 
D-Melt Curve of BnFUL gene. 
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Agrobacterium tumefaciens 

 كوتيل اپي
 زايي مستقيم اندام

 هاي رشد تنظيم كننده
 زني زخم
 

 چكيده
 

 
 
 
 

ژن كد  استفاده از با (Citrus aurantium)و تراريزش نارنج  كشت بافت

 (CTV) ي پوشش پروتئيني ويروس تريستزاي مركبات  كننده

بهروز ،  4فر عليرضا افشاري،  3 زاده عبداالله حاتم، 2*  محمدمهدي سوهاني، 1بنفشه فتاح

 8، اميرحسين زماني7، محمدرضا ميرزايي6حسين رضادوستمحمد، 5گلعين
 

 دانشگاه گيلان  -شكده كشاورزيدان -بيوتكنولوژيارشد  كارشناس -8 و 7، 1

 دانشگاه گيلان -كشاورزيبه ترتيب استاديار، دانشيار و مربي دانشكده  -6و  3، 2
 دانشگاه شيراز -عضو هيات علمي دانشكده كشاورزي -4
 رامسر  -مركبات كشور تحقيقاتعضو هيات علمي مركز  -5

 msohani@guilan.ac.ir :الكترونيكي پست مكاتبات، مسئول نويسنده* 

 )9/8/91 :پذيرش تاريخ - 15/7/91 :دريافت تاريخ(

 
 

وتيل و ك هاي اپي ي نارنج، از ريزنمونه منظور به دست آوردن گياهان تراريخته در اين پژوهش به
ريزنمونه ها با استفاده از  زايي مستقيم و توليد شاخساره درهيپوكوتيل نارنج استفاده و بهبود اندام

 Agrobacteriumكشتي ريزنمونه ها با تراريزش از طريق هم. ندشد بررسيتيمارهاي مختلف 
tumefaciens ي سويهEHA105  حامل وكتورpFGC5941 ي پوشش پروتئيني و ژن كد كننده

شت ها به محيط كپس از تراريزش، ريزنمونه. انجام شد (CTV)ويروس تريستزاي مركبات 
 2و  BAP  )0 ،1هاي رشدكش بستا با تركيبي از سطوح تنظيم كنندهانتخابي حاوي علف

زخم زدن بر  اثر. منتقل شدند) گرم در ليترميلي 5/0و  0 ،25/0( NAAو ) گرم در ليتر ميلي
. سي شدندبرريي تراريزش، ااستفاده از وكيوم بر كار اثرزايي مستقيم و توليد شاخساره و  اندام

 كش بستا و انجام واكنشحاوي علف ها در محيط انتخابي تأييد تراريخته بودن شاخساره
 57(زايي يا توليد شاخساره يي اندامابهترين كار. ي اختصاصي صورت گرفتهابا ژنآر .سي.پي

 25/0و  BAPگرم در ليتر ميلي 2هاي رشد به ميزان با استفاده از تركيب تنظيم كننده) درصد
داري بر توليد شاخساره  معني اثرحاصل شد ضمن اين كه، زخم زدن  NAAدر ليتر گرم ميلي

در تيمار وكيوم به دست  دزصد 25/11هاي تراريخته به ميزان  بالاترين ميزان شاخساره. نداشت
 in vitroهاي رشد يافته در شرايط  هاي تراريخته بر روي دانهالدر نهايت شاخساره. آمد

 . ريزپيوند شدند
 
 

 هاي كليدي ژهوا
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  مقدمه

هـاي خـوب    به دليـل ويژگـي   (Citrus aurantium)نارنج  درخت
 اثرزيستي و  هاي زيستي و غير زراعي به خصوص مقاومت به تنش

ي پيونـدك مـورد توجـه بـوده و در      آن بر عملكرد و كيفيت ميوه
اما ضعف بزرگ . ي مادري است خيز دنيا پايه بيشتر مناطق مركبات

CTV)س تريستزاي مركبات تحمل به ويرو اين گياه عدم 0F

اسـت   (۱
آيـد و   هاي صنعت مركبـات بـه شـمار مـي     ترين بيماري كه از مهم

 اسـت ها اصله درخت در سرتاسر دنيا شده  منجر به نابودي ميليون
)Bar-Joseph et al. 1989.(  ،يكـي از اهـداف مهـم در     بنـابراين

در  .اصلاح مركبات ايجاد مقاومت نسبت به بيماري تريستزا اسـت 
هاي زيادي براي ايجاد مقاومت بـه ويـروس    هاي اخير تلاش الس

تر متكي بـر خاموشـي    ها بيش اين روش. تريستزا انجام شده است
هـاي   است كه بر اساس بيان توالي )1F۲PTGS(ژن پس از رونويسي 

 .)Dominguez et al. 2002(ويروسي در گياه استوار است 
هـاي سـنتي    روشهايي براي اصلاح بـه   مركبات داراي محدوديت

ها مانند چند جنينـي   توليدمثل آن شناسي زيستبا  بيشترهستند كه 
ي طـولاني جـواني    نوسلار، سطح بـالاي هتروزيگوسـيتي و دوره  

امـروزه  . )Grosser and Gmitter 1990(هـا در ارتبـاط اسـت     آن
انتقال ژن با استفاده از مهندسي ژنتيـك بـه يـك روش جـايگزين     

ها تبديل شده است زيرا  بات و ديگر گونهمناسب براي اصلاح مرك
هاي مطلوب  توان علاوه بر حفظ ويژگي با استفاده از اين روش مي

 تـا حـدودي  در يـك دوره زمـاني   يك رقم، يك صفت دلخواه را 
 .)Bond and Roose 1998(به آن افزود  تر كوتاه

ي اگروباكتريوم روشـي   هاي جوان به واسطه انتقال ژن به ريزنمونه
تراريزش نارنج . ول براي توليد گياهان مركبات تراريخته استمتدا

كوتيـل و   هاي مختلف از جمله اپـي  از طريق كشت بافت ريزنمونه
ها بـا اگروبـاكتريوم و سـپس بـاززايي از      كشتي آن هيپوكوتيل، هم

 ;Moore et al. 1992(شـود   ها به گياه تراريخته انجام مي ريزنمونه

Pena et al. 1995a( . و  مسـتقيم بـه دو صـورت    بيشـتر ايي بـازز
ــه. غيرمســتقيم اســت هــا و ســپس  در روش مســتقيم، ابتــدا جوان

شود اما، در روش بـاززايي   ها توليد مي شاخساره بر روي ريزنمونه
 ;Phillips( شود ها كالوس تشكيل مي غيرمستقيم قبل از ظهور اندام

                                                           
1- Citrua tristeza virus 
2- Post transcriptional gene silencing   

ي اگروبـاكتريوم بـرا   EHA105ي  از سـويه  همكاران پنا و. )2004
هـاي رشـد يافتـه در     كوتيـل دانهـال   ترانسفورماسيون قطعات اپـي 

اي سـاقه گياهـان جـوان     گـره  هـاي ميـان   و بخش in vitroشرايط 
. )Pena et al. 1995a; 1995b; 1997( اي اسـتفاده كردنـد   گلخانـه 
هـاي مهـم بـه     ادي از ژنهـاي زيـادي از واردكـردن تعـد     گزارش

ي پوشــش پروتئينــي ويــروس  مركبــات از جملــه ژن كــد كننــده
 .)Yang et al. 2000(تريستزاي مركبات منتشر شده است 

زايــي مســتقيم در  هــدف از ايــن پــژوهش افــزايش كــارآيي انــدام
كوتيل و هيپوكوتيل نـارنج در محـيط انتخـابي و     هاي اپي ريزنمونه

سـازي   در افزايش كارآيي تراريختـه بررسي شرايط و عوامل دخيل 
 . كشتي با اگروباكتريوم بوده است نارنج پس از هم هاي شاخساره

 
  ها روش و مواد

ي نارنج از مركـز تحقيقـات    هاي تازه ي ريزنمونه، ميوه جهت تهيه
هـاي تـازه و    بذور نـارنج از ميـوه  . مركبات كشور، رامسر تهيه شد

وسته خـارجي، ضـدعفوني   سالم خارج شده و پس از جدا كردن پ
 درصــد 2بــراي ضــدعفوني، بــذرها در محلــول . ســطحي شــدند

202Fهيپوكلريت سديم به همراه توئين 

به مدت  درصد 1با غلظت  3
 40مرتبه با آب استريل  3دقيقه به آرامي تكان داده شده سپس  15
 .دقيقه شستشو شـدند  3هر مرتبه به مدت گراد  درجه سانتي 45تا 

قرار گرفته و  درصد 70دقيقه در اتانل  در ادامه بذور به مدت يك
رهاي ضـد عفـوني   بـذ . مرتبه با آب مقطر استريل آبكشي شدند 3

 ،MS2/1  هاي محـيط كشـت   زني شامل نمك شده به محيط جوانه
گـرم در ليتـر سـاكارز     30و  MSهاي كامل محيط كشـت   ويتامين

در گـراد   درجه سـانتي  27 ±1هفته در  6تا  4منتقل و براي مدت 
 .يط تاريكي نگهداري شدندشرا
ــكژن  ــات   موزايي ــتزاي مركب ــروس تريس ــي وي ــش پروتئين  پوش

(CP-P25)   مربوط به نژادهـايCTV1  وCTV2،    ايزولـه شـده در
هاي  توالي. شناسي دانشگاه شيراز، استفاده شد قطب علمي ويروس

كلـون   pFGC5941 (ABRC)مذكور در يك ناقل خاموشي به نام 
  .)Zamani 2008(شد 
 نـژاد   Agrobacterium tumefaciensاز بـاكتري   پـژوهش ايـن  در 

                                                           
3- Tween 20 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/9781405181099.k0501/full#k0501-bib-0105�
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/9781405181099.k0501/full#k0501-bib-0107�
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/9781405181099.k0501/full#k0501-bib-0106�
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EHA105 ناقل خاموشي . استفاده شدpFGC5941    بـا اسـتفاده از
. به اگروباكتريوم انتقـال يافـت   (Bio-Rad)دستگاه الكتروپوريشن 

و  AY310901كــد شناســايي ايــن پلاســميد در بانــك اطلاعــاتي 
عامـل   nptIIداراي ژن  pFGC5941. است CD3-447ي آن  شماره

BAR3Fبيوتيك كانامايسـين در بـاكتري، ژن    ايجاد مقاومت به آنتي

٤ 
كش غيرانتخابي آمونيوم گلوفوزينيت  عامل ايجاد مقاومت به علف

4Fبستا تجاريبا نام 

عنوان شاخص انتخابي گياهي، پروموتر قوي  به ٥
CaMV35S 5F

NOSو ترميناتور  ٦ 6F

 ). 1شكل (است  ۷

اگروبـاكتريوم    (vir)زاي هاي بيمـاري  ظور القاي حداكثري ژنبه من
 ,Gelvin(ي گلـوين اسـتفاده شـد     از دستورالعمل كشت سه روزه

هاي رشديافته در محيط القا با انجام سانتريفيوژ در  باكتري. )2006
rpm6000  دقيقه رسوب داده شدند و رسـوب حاصـل    5به مدت

 تراريزشحل و براي  OD600=8/0-1مايع و غلظت  MSدر محيط 
 .ها استفاده شد ريزنمونه
هاي اتيوله حاصل از بذور نارنج كشت شـده در تـاريكي،    گياهچه

هـا   ها، ريشه و برگ ابتدا لپه. ها استفاده شدند ي ريزنمونه براي تهيه
ها دو نوع ريزنمونـه   د جدا شده و سپس از گياهچههاي زاي و ساقه

هيـه شـد كـه يكـي شـامل      متـر ت  ميلـي  10تـا   8به طـول تقريبـي   

                                                           
4- Phosphinothricin acetyl transferase 
5- Basta 
6- Cauliflower mosaic virus 35s 
7- Nopaline synthase 

كوتيـل و ديگـري    هيپوكوتيل، گـره كوتيلـدوني و بخشـي از اپـي    
 ).2شكل (كوتيل به گره كوتيلدوني بود  ترين بخش اپي نزديك

متـر   ميلي 2ي تقريبي  زني، يك برش طولي به اندازه در تيمار زخم
زايـي   يي انـدام اآن در كـار  اثـر هـا ايجـاد و    در دو انتهاي ريزنمونه

 .بررسي شد
كوتيل و هيپوكوتيـل آمـاده شـده جهـت تراريـزش در       قطعات اپي

سوسپانســيون اگروبــاكتريوم تهيــه شــده در محــيط تلقــيح شــامل 
 100گرم در ليتر سـاكارز و   MS ،30هاي كامل محيط كشت  نمك

ور شده و براي مدت  غوطه pH=7/5استوسيرينگون با  ميكرومولار
بـه آرامـي تكـان داده    گـراد   درجه سانتي 27±1دقيقه در دماي  20

هـا پـس از شـناور شـدن در محلـول       تعدادي از ريزنمونـه . شدند
قـرار   تحت شـرايط خـلا   )Eppendorf(باكتري، با دستگاه وكيوم 

عمـل  . شـود  بررسـي يي تراريـزش  اآن بر كـار  اثرگرفتند تا ميزان 
ثانيه و تا خروج حباب از محلـول محـيط كشـت     30وكيوم مدت 

ي تلقيح شده از محلول باكتري خارج و بـر  ها ريزنمونه. انجام شد
ها  در نهايت ريزنمونه. روي كاغذهاي صافي استريل خشك شدند

هاي كامـل محـيط    كشتي شامل نمك هاي حاوي محيط هم به پليت
 8 گـرم در ليتـر سـاكارز،    B5 ،30هاي محيط  ، ويتامينMSكشت 

نتقل م pH=7/5هاي رشد مربوط با  گرم در ليتر آگار و تنظيم كننده
 .شدند

 سـيتوكينين و اكسـين بـر     اثـر هاي مربوط بـه بررسـي    در آزمايش

 pFGC5941وشي نقشه ژنتيكي ناقل خام -1شكل 

Figure 1- Map of pFGC5941 silencing vector 

A 

B 

هاي حاصل از بذور نارنج براي  ي گياهچه هاي مورد استفاده قسمت -2شكل 
 .كوتيل ي اپي ريزنمونه B)ي هيپوكوتيل،  ريزنمونه A). ي ريزنمونه تهيه

Figure 2- Explant sources from sour orange (C. aurantium). 
A) Hypocotyl segments-derived explant, B) Epicotyl 
segments-derived explants. 
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 PCR (bp)طول محصول 
Length of PCR 

product 

 توالي آغازگر
Sequence of primer 

 آغازگر
Primer 

 رديف
Row 

393 5'-GCTCTAGAGGCGCGCCTGCTGCTGAGTCTTCTTTCG-3 CTV F 1 

 5'-GCGGATCCATTTAAATCCGTGGTGTCATCATCACTT-3' CTV R 2 

167 5'-GAATCCTGTTGCCGGTCT-3' NOS F 3 

 5'-TTGCGCGCTATATTTTGT-3' NOS R 4 

382 5'-ATGTTGCTGTCTCCCAGGTC-3' KAN F 5 

 5'-GAAAGCTGCCTGTTCCAAAG-3' KAN R 6 

 
گـرم در   ميلـي  2و  1، 0هاي رشـد   باززايي، تيمارهاي تنظيم كننده

7Fليتر 

۸BAP  8 گـرم در ليتـر   ميلي 5/0و  25/0، 0وF۹NAA   از زمـان
پس از انتقـال بـه   . كشتي اعمال شد ها به محيط هم انتقال ريزنمونه

روز در تـاريكي و در دمـاي    3ها بـه مـدت    كشتي پليت محيط هم
هـا   ي بعد ريزنمونه در مرحله. قرار گرفتندگراد  درجه سانتي 1±27

ل محـيط  هاي كام كشتي به محيط انتخابي شامل نمك از محيط هم
MSهاي محيط  ، ويتامينB5 ،30   ،گـرم در   8گرم در ليتر سـاكارز

 400هـاي رشـد همـراه بـا      كننـده  ليتر آگار و همان تركيب تنظـيم 
كش بسـتا بـا    ميكرومولار علف 50سفوتاكسيم و  گرم در ليتر ميلي

7/5=pH  در گــراد  درجــه ســانتي 27±1انتقــال يافتــه و در دمــاي
ــود  ــرار گ  16فتوپري ــاعته ق ــدس ــس از . رفتن ــي  4پ ــه،  5ال هفت

متـر شـدند    ميلـي  1-2هايي به طول  هايي كه داراي جوانه ريزنمونه
، MSهاي كامل محيط كشـت   به محيط رشد شاخساره شامل نمك

گـرم در ليتـر    8 گرم در ليتر سـاكارز،  B5 ،30هاي محيط  ويتامين
ــار،  ــي 1آگ ــر   ميل ــرم در ليت 9Fگ

۱۰GA3 ،200 ــي ــر ميل ــرم در ليت  گ
منتقـل و   pH=7/5كش بستا با  علفميكرومولار  25و  سفوتاكسيم

 . هفته محيط كشت تعويض شد 2هر 

ييد تراريخته بودن گياهان باززايي شده در محيط انتخابي، جهت تا
 طبـق  . ا. ان. هـاي بـاززايي شـده دي    هاي برگـي گياهچـه   از نمونه

                                                           
8- Benzylaminopurine 
9- Naphthaleneacetic acid 
10- Gibberellic Acid 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

آر انجـام  .سـي .پي استخراج و واكنش) 1991( دستورالعمل ادوارد
با آغازگرهاي مسـتقيم و معكـوس ژن   آر .سي.پي هاي واكنش. شد

و آغازگرهاي ترمينـاتور   CTV Rو  CTV Fشامل  CTVموزاييك 
NOS  شاملNOS F  وNOS R  عـلاوه بـر   ). جـدول ا (انجام شد 

 آر.سي.در پي  هاي مستقيم و معكوس آغازگرهاي مورد استفادهتوالي -1جدول

Table 1- Forward and reverse primer sequences used in PCR 

 

حاصل  (b)كوتيل  و اپي (a)هاي هيپوكوتيل  ريزنمونه -3شكل 
تنظـيم  در تاريكي در سـطوح مختلـف    هاي رشد يافته از دانهال

 NAAو  BAPرشد  هاي كننده

 Figure3- Hypocotyl- (a) and epicotyl- (b) segment-
derived explants from seedlings grown in the dark 
in mediums supplemented with combinations of 
BAP and NAA 
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MS DF Source 

15.55** 2 BAP 

1.48* 2 NAA 

0.68 ns 4 BAP*NAA 

0.43 36 error 

 
 

اين، به منظور اجتناب از تراريختـه دانسـتن يـك گيـاه بـه سـبب       
بـا  آر .سـي .پـي  حضور اگروبـاكتريوم در سـطح آن، يـك واكـنش    

ــارج    ــوس ژن خ ــتقيم و معك ــاي مس   KANي  T-DNAآغازگره
 -عامل ايجاد مقاومت بـه آنتـي بيوتيـك كانامايسـين در بـاكتري     -

ــامل  ــد  KAN Rو  KAN Fش ــه در ادا). 1جــدول (انجــام ش م
بررسي  درصد 1روي ژل آگارز آر .سي.پي الكتروفورز محصولات

 .و مشاهده شد
هـا بـه    هاي حاصـل از بـاززايي ريزنمونـه    پس از اين كه شاخساره

ها جدا شـده   متر رسيدند، از ريزنمونه ميلي 10-20ي حداقل  اندازه
تر به گياه تراريخته كامـل، بـر    تر و آسان و به منظور دستيابي سريع

ــالروي دا ــه   نه ــيط درون شيش ــه در مح ــد يافت ــارنج رش ــاي ن  ه
 .ريزپيوندي شدند

هر تيمار داراي . در قالب طرح كاملاً تصادفي انجام شد ها آزمايش
 6متـر حـاوي    ميلـي  15×80تكرار و هر تكرار يك پتري ديش  5

عـدد ريزنمونـه    30به عبارتي هر تيمـار داراي  . عدد ريزنمونه بود
 .انجام شد SASي نرم افزار  ها به وسيله آناليز داده). 3شكل (بود 

 
  بحث و جينتا

 BAPهاي رشـد   تركيبي از سطوح تنظيم كننده اثردر اين پژوهش 
كوتيـل   هـاي هيپوكوتيـل و اپـي    زايي ريزنمونـه  براي اندام NAAو 

 . شد بررسيي نارنج  تلقيح شده
هـايي بـه    هايي باززايي شده تلقي شـدند كـه جوانـه    فقط ريزنمونه

هفته در محيط  6در مدت زمان حداكثر  متر ميلي 1-2حداقل  طول
ترين ميزان بـاززايي   بر اين اساس، بيش. انتخابي توليد كرده بودند

گـرم در   ميلي 25/0و  BAPگرم در ليتر  ميلي 2شاخساره با مقادير 
 درصـد  1دسـت آمـد و بـا ديگـر تيمارهـا در سـطح        به NAAليتر

هـاي   سـطح از تنظـيم كننـده    در اين. داري نشان داد اختلاف معني
بـين سـطوح   . رسـيد  درصـد  57رشد ميزان باززايي شاخساره بـه  

و بين تيمارهاي  درصد 1دار در سطح  اختلاف معني BAPمختلف 
مشـاهده شـد    درصـد  5دار در سطح  اختلاف معني NAAمختلف 

هـيچ   BAPهـاي فاقـد    علاوه بر اين در محيط كشـت ). 2جدول (
 NAAهاي فاقد كه در محيط كشت ر حاليزايي مشاهده نشد د اندام

 .زايي صورت گرفت اندام 
در  BAPمبني بر لزوم وجود سـيتوكينين   هايي اين نتايج با گزارش

ها در ايـن امـر مطابقـت     اي اكسين باززايي گياهچه و نقش حاشيه
كـه بهتـرين    انـد  هـا نشـان داده   پژوهش. )Pena et al. 2004(دارد 

در محيط كشـت بـه    BAPج در حضور هاي نارن باززايي ريزنمونه
سيتوكينيني است كـه در   Silva et al. 2008( .BAP( آيد دست مي

ــيتوكينين  ــاير س ــا س ــه را در   مقايســه ب ــداد جوان ــالاترين تع ــا ب ه
 ;Moreira-Dias et al. 2001(كند  هاي مركبات ايجاد مي ريزنمونه

Almeida et al. 2002; Silva et al. 2005; Schinor et al. 

انجـام شـده روي مركبـات،     هـاي  پـژوهش در تعدادي از . )2006
باززايي در محيط كشتي انجام شده است كه فقـط حـاوي تنظـيم    

 چنين نشـان   هم. )Ghorbel et al. 1998(بوده است  BAPي  كننده

 زايي مستقيم شاخساره از ريزنمونه هاي نارنجبر اندام NAAو  BAPسطوح  ثرانتايج تجزيه واريانس  -2جدول

Table 2- Analysis of variance of effect of BAP and NAA on direct shoot organogenesis in explants of sour orange 

 دارغير معني: ns، %5معني دار در سطح : *، %1معني دار در سطح : **
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هـاي تراريختـه    داده شده است كه تقسيمات سلولي و تمايز سلول
تحريك  NAAو  BAPتر در محيط باززايي حاوي تركيبي از  بيش
 ها پژوهشاين . )Ghorbel et al. 2000(به تنهايي  BAPشود تا  مي
هـا بـراي    ژنوتيپ تربيشدر  احتمال دارددهد كه  چنين نشان مي هم

هاي مناسب به محيط  در غلظت NAAتراريزش بافت بالغ افزودن 
 Ghorbel et( نقـش دارد  ههاي تراريخت ي بخش باززايي در توسعه

al. 2000; Almeida et al. 2003b; Molinari et al. 2004(. 
هـاي رشـد كـه     ي، فقط بهترين سطح تنظيم كنندهزن در تيمار زخم

و  BAPگرم در ليتـر   ميلي 2(اند  زايي را داشته بيشترين درصد اندام
هـاي تيمـار    براي كشـت ريزنمونـه  ) NAAگرم در ليتر  ميلي 25/0

داري در  ايجاد برش طولي انتهايي تغيير معنـي . شده استفاده شدند
و ميـانگين  %) 57قابـل  در م% 53(دار  هـاي جوانـه   درصد ريزنمونه
 هـاي  پژوهش. ايجاد نكرد) 32/3در مقابل  25/3(تعداد شاخساره 

كوتيل نشان داده است كه تشكيل نقـاط   زايي از اپي آناتوميك اندام
 .Almeida et al(مريستمي در كامبيوم مسئول تشكيل جوانه است 

2003a( زخم زني سبب القا و تشكيل نقاط مريستمي يـا تكثيـر    و
از . )Escudero and Hohn 1997(شـود   ها مي در ريزنمونه سلولي

زنــي ســبب تمــاس بيشــتر  طرفــي، بــرش طــولي در تيمــار زخــم
حضـور   احتمـال دارد شـود و   اگروباكتريوم با منطقه كـامبيوم مـي  

 دار در  علــت عــدم افــزايش معنــيآن بــر كــامبيوم  اثــربــاكتري و 

 
393 bp 

 2، 1كنترل مثبت و  Pكنترل منفي،  Nنشانگر،   CTV،Mهاي تراريخته با آغازگرهاي ژن  شاخسارهآر .سي.الكتروفورز محصولات واكنش پي -4 شكل
 .هاي تراريخته هستند شاخساره 3و 

Figure 4- PCR analysis of transgenic regenerated shoots by primers of CTV gene, M: 100bp ladder, N: Negative control, P: 
Positive control, 1, 2, 3: Transformed shoots. 
 

 
167 bp 

كنترل  Pكنترل منفي،  Nنشانگر،   NOS،Mهاي تراريخته با آغازگرهاي ژن  شاخسارهآر .سي.ت واكنش پيالكتروفورز محصولا -5 شكل
 .هاي تراريخته هستندشاخساره 3و  2، 1مثبت و 

Figure 5- PCR analysis of transgenic regenerated shoots by primers of NOS gene, M: 100bp ladder, N: negative control, 
P: positive control, 1, 2, 3: Transformed shoots. 
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هاي مختلف  با بررسي غلظت .بوده است زايي در اين آزمايش اندام
زايي را افزايش داد و  اگروباكتريوم، ممكن است بتوان كارآيي اندام

 Almeida et(نهايت درصد بالاتري از تراريزش به دست آورد در 

al. 2003a( . 
يي تراريـزش  اباززايي روي محيط انتخابي، موجـب افـزايش كـار   

تراريختـه   زايي شـده لزومـا  شود، با اين حال تمامي گياهان باز مي
تراريخته يـا  هاي غير نيستند و به دلايل مختلفي ممكن است شاخه

هـاي تراريختـه    شيمر بر روي محيط انتخابي رشد كنند و يا سلول
پس از مدتي تمام يا بخشي از ژن مورد نظـر را از دسـت بدهنـد    

)Filho et al. 2001( .  يي تراريـزش در  اي كـار  به منظـور محاسـبه
ي ميزان باززايي، تعداد  ي باززايي، علاوه بر محاسبه مرحله آخرين

 بـا اسـتفاده از   باشـند  تراريختـه  ي كه احتمال داشـت هاي شاخساره
ييد تراريختـه بـودن گيـاه،    به منظور تا. آر غربالگري شدند.سي.پي

هاي داخـل مرزهـاي چـپ و     با آغازگرهاي ژنآر .سي.پي واكنش
. ا.ان.دي). 1جـدول  (شـد   اگروباكتريوم اسـتفاده  T-DNAراست 

حامـل ژن   pFGC5941گياه غيرتراريخته كنترل منفي و پلاسـميد  
CTV  5و شكل  4شكل (كنترل مثبت بوده است.( 

بـه ژنـوم گيـاه و     T-DNAييد صحت ورود علاوه بر اين، براي تا
هـاي   اگروبـاكتريوم موجـود در بخـش    T-DNAاطمينان از اينكـه  

خطا ايجاد آر .سي.پي ا در واكنشه سلولي شاخساره سطحي يا بين

اسـتفاده   KANنكرده است، از آغازگرهاي مستقيم و معكوس ژن 
هـا فقـط در    شاخسـاره . اسـت  T-DNAشد كـه يـك ژن خـارج    

و  CTVو هـر دو ژن  (ها تكثير نشـده   در آن KANكه ژن  صورتي
NOS عكـس ژل  (تراريخته تلقي شـدند  ) ها تكثير شده بود در آن

 ).تنشان داده نشده اس
هـايي كـه از طريـق     ي باززايي شـده از ريزنمونـه   شاخساره 69از 
شاخساره تراريختـه   6كشتي با اگروباكتريوم تلقيح شده بودند،  هم

هـايي كـه بـا انجـام      ي باززايي شده از ريزنمونه شاخساره 80و از 
درصد تراريـزش  . ها تراريخته بودند تاي آن 9وكيوم تلقيح شدند، 

بـر تعـداد كـل    آر .سـي .هاي تاييد شده با پي از تقسيم تعداد شاخه
 .هاي باززايي شده محاسبه شد شاخساره

دهد كه با انجام وكيوم، با وجود افـزايش   نتايج محاسبات نشان مي
و افـزايش   درصد 60تا درصد  57دار از  هاي جوانه ميزان ريزنمونه

شاخسـاره بـه ازاي هـر     41/3به  25/3اد شاخساره از ميانگين تعد
دار نبود ولـي   هاي باززايي معني ريزنمونه، اختلاف در اين شاخصه

 درصـد  25/11بـه   درصد 70/8يي تراريزش با انجام وكيوم از اكار
 .افزايش يافت
تــر اگروبــاكتريوم بــه  و فراصــوت بــراي نفــوذ بــيش ايجــاد خــلا

. تراريـزش اسـتفاده شـده اسـت     رانـدمان هـا و افـزايش    ريزنمونه
ي تركيبـي از ايـن دو روش بـا روش تلقـيح متعـارف بـه        مقايسه

 شاخساره هاي باززايي شده در محيط رشد شاخساره -6شكل 

Figure 6- Regenerated shoots in shoot induction 
medium 

 

هاي  هاي تراريخته بر روي دانهال ريزپيوندي شاخساره -7شكل 
 .رشد يافته در شرايط درون شيشه

Figure 7- Micro grafting of transformed shoots on in 
vitro grown seedlings. 

 



 و همكاران  بنفشه فتاح  ...با استفاده از (Citrus aurantium) و تراريزش نارنج كشت بافت

 

 90 1391پاييز و زمستان / 2شماره / اولدوره / و ايمني زيستيژنتيك مهندسي 

 

در پرتقـال شـيرين نشـان    ) روش شناوري(ي اگروباكتريوم  واسطه
 2و سپس  دقيقه در خلا 10ها  داد كه تراريزش زماني كه ريزنمونه

داري بـالاتر از روش   ثانيه در فراصوت قرار گرفتند به طـور معنـي  
 .)Oliveira et al. 2009(وري بوده است شنا

اي  بر روي نارنج نشـان داده اسـت كـه گونـه     پيشين هاي پژوهش
يي آن در بـين  ابسيار سرسخت نسبت بـه تراريـزش اسـت و كـار    

سرسـختي بـه    Gutierrez et al. 1997).(ترين است  مركبات پايين
يي پايين تلفيق ژن خارجي در ژنـوم ميزبـان و اسـتعداد    اسبب كار
تراريزش . آيد زايي مستقيم و غيرمستقيم گياه به وجود مي كم اندام

هاي رشد،  كننده در نارنج وابسته به عوامل متعدد مانند تيمار تنظيم
يكـي از   طـور اصـولي   هاي آن اسـت و بـه   محيط كشت و تركيب
 Moreira- Dias(زايي اسـت   يي پايين اندامامشكلات اين گياه كار

et al. 2000; Silva et al. 2010( سـازي   ، به منظـور بهينـه  بنابراين

كوتيـل و هيپوكوتيـل بـه دليـل      شرايط در اين پژوهش قطعات اپي
 . )Almeida et al. 2002(راندمان بالاي باززايي استفاده شدند 

هــاي  بــراي غلبــه بــر مشــكل بــزرگ ريشــه دار كــردن شاخســاره
ريخته يابي به گياه ترا چنين سرعت و سهولت دست تراريخته و هم

و مقـاوم  آر .سـي .پي ييد شده بااي ت هاي تراريخته كامل، شاخساره
تـا   10هـا بـه    كش بستا كه طول آن در محيط انتخابي حاوي علف

هاي نارنج رشد يافته  روي دانهال) 6شكل (متر رسيده بود  ميلي20
 ,Pena et al. 1995a(ريزپيونـدي شـدند    در شرايط درون شيشـه 

1995b( ) ترين مراحل  زايي يكي از مهم از آنجا كه ريشه). 7شكل
اسـت، لازم اسـت يـك     in vitroن چـوبي در شـرايط   توليد گياها

هـاي   زايي در شاخسـاره  مستقل در خصوص شرايط ريشه پژوهش
 .زايي مستقيم در نارنج انجام شود حاصل از اندام
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اولئوسين به گياه گلرنگ  -هاي اينترفرون گاماي انساني انتقال ژن

  (Carthamus tinctorius L.) 

  3زاده ريمكقاسم ، ∗2جواران جلاليمختار ، 1يقطين اطهر
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 فناوري زيست. استفاده از گياهان به عنوان منبع توليد دارو از قديم مورد توجه بشر بوده است
در . ي با ارزش دارويي در گياهان توليد شودها كند كه پروتئين اين امكان را فراهم مي پيشرفته

اولئوسين كه تحت پيشبرنده بذري -تركيب سازه ژني اينترفرون گاماي انساني پژوهشاين 
Napin  در پلاسميدpBI121  و در آزمايشگاه بيوتكنولوژي كشاورزي دانشگاه تربيت مدرس

. دشه گياه گلرنگ منتقل انتقال يافته بود، ب LBA4404كلون شده و به اگروباكتريوم سويه 
 ندمورد استفاده قرار گرفتپديده براي تراريزش  زراعي اي از گياه گلرنگ رقم هاي لپه ريزنمونه

همراه با  MSبر روي محيط  هگياهان تراريخت. احتمالي به دست آمد هو تعدادي گياه تراريخت
گرم  ميلي 40و نيز  TDZ گرم در ليتر ميلي 1و  NAAگرم در ليتر  ميلي 09/0حاوي  B5ويتامين 

با استفاده از  )T0( همولكولي گياهان تراريخت تجزيه. شدند انتخابدر ليترآنتي بيوتيك كانامايسين 
ه ، وجود سازه ژني اينترفرون گاماي انساني به همراه اولئوسين را در گياهان تراريختآر.سي.پي

 .ييد كردتا
 

 هاي كليدي واژه

mailto:Jalali.mokhtar@gmail.com�
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  مقدمه

هاي توليد پروتئين، در مقايسه با  عنوان سيستم استفاده از گياهان به
صـرف   -1: دارداز قبيل موارد زيـر  اي  ها مزاياي ويژه ساير سيستم

هـاي توليـد    سيسـتم نسـبت بـه سـاير سيسـتم      اينهزينه كمتر در 
نيـاز بـه سـاختار     -2 .پروتئين حيوانات، فرمانتورها و بيورآكتورها

و تخصص كمتـر جهـت كاشـت، داشـت و برداشـت، و در       ساده
زاي مشـترك   بيماري عواملعدم وجود  -3. مجموع كار با گياهان

در گياهـان و عـدم احتمـال    ... با انسان از قبيل پريـون، ويريـون و  
عـالي در توليـد    گياهـان توانـايي   -4 .سازي محصول نهـايي  آلوده

يلاسيون صحيح و هاي يوكاريوتي با تاخوردگي و گليكوز پروتئين
 ).Horn et al., 2004(فعاليت قابل قبول 

پـذير اسـت، امـا بيـان      هاي مختلف گياهي امكان ن در بافتبيان ژ
بـالا و   جب تجمع پايـدار آن در غلظـت نسـبتا   پروتئين در بذر مو
سـازي و اسـتخراج    شـود كـه بـراي ذخيـره     ميحجم كم و فشرده 

پروتئين نوتركيـب در   از بذور روغني و بيان استفاده .مناسب است
تركيب با اولئوسين تمام مزاياي بيان در بذر از جمله ظرفيت بالاي 

تـر سـهولت در تخلـيص را     توليد، افزايش پايداري و از همه مهـم 
هـاي   گيري صحيح پـروتئين بـه انـدام    اولئوسين سبب هدف. دارد

تـر از آن   و ارزان تـر  راحـت روغني بذر شـده و سـبب اسـتخراج    
 ). Van Rooijen and Moloney, 1995( شود مي

داراي بذر روغنـي   گياهيك ) .Carthamus tinctorius L(گلرنگ 
دانه . شود است كه امروزه با هدف استخراج روغن از آن كشت مي

پـروتئين   درصد 20تا  12روغن و  درصد 40تا  25گلرنگ داراي 
وجود سطوح ). Yazdi-Samadi and Abd-Mishani, 2007( است
اسيدهاي چرب غيراشباع لينولئيك و اولئيـك در روغـن   از  بالايي

بذر گلرنگ سبب كيفيت مرغوب آن شده و از نظر مواد  ازحاصل 
 ,Dajue and Mündel(سازد  مغذي با روغن زيتون قابل مقايسه مي

1996.( 
هاي رويشـي گيـاه، پايـداري در     خودگشني، خوراكي نبودن بخش

ت پـايين گلرنـگ   و خشـك و سـطح زيـر كش ـ    گرمآب و هواي 
)Singh and Nimbkar, 2007( عنوان گيـاه ميزبـان    سبب شد تا به

جهت انتقال ژن اينترفرون گاماي انساني در تركيـب بـا اولئوسـين    
 . انتخاب شود

هايي هستند كه ارزش درماني بالايي  ها از جمله پروتئين اينترفرون

 ـ. به اثبـات رسـيده اسـت    دارند و خواص ضد ويروسي آنها د تولي
هــا و  اينترفــرون گامــا در بــدن در واكــنش بــه فعاليــت ميكــروب

عنــوان عامــل مختــل كننــده  دهــد و بــه محصــولات آنهــا رخ مــي
 Kontsek and(شـود   ها شناخته مـي  همانندسازي و رشد ويروس

Kontsekova, 1997.(     علاقـه شـديدي   به همين علـت اسـت كـه
بـه  . ن وجود داردبراي توليد اينترفرون از منابع دائمي، ايمن و ارزا

 20-25(اين جهت كه اين پـروتئين وزن زيـادي نـدارد     ازعلاوه 
، جهت انتقال در تركيب با )Sareneva et al., 1996) (كيلو دالتون

 . )Ling, 2007( رسد اولئوسين مناسب به نظر مي
 GUSبا روشن شدن ايـن مسـئله كـه اتصـال ژن اولئوسـين و ژن      

هدف گيري صحيح پـروتئين   تحت كنترل پيشبرنده بذري موجب
شود، اين فرضيه به وجود آمد كـه   توليد شده به اجسام روغني مي

گيـري پـروتئين     شايد بتـوان پـروتئين اولئوسـين را بـراي هـدف     
چنـين سيسـتمي روشـي بسـيار     . خارجي مورد اسـتفاده قـرار داد  

مناسب براي ذخيره پروتئين نوتركيب در اجسام روغني بـذر و در  
 ـ  راحت تخليصنتيجه   Van(كنـد   ه مـي تر پروتئين نوتركيـب اراي

Rooijen and Moloney, 1995.( 
 

  ها روش و مواد

سـوش   Agrobacterium tmefaciensاز بـاكتري   پـژوهش در اين 
LBA4404  جهـــت انتقـــال تركيـــب ســـازه ژنـــي اينترفـــرون 

اولئوسين تهيه شده توسط باقري و همكـاران در آزمايشـگاه   -گاما
كده كشاورزي دانشگاه تربيت مـدرس اسـتفاده   بيوتكنولوژي دانش

مقاومـت بـه     اين بـاكتري داراي ژن . )Bagheri et al., 2008(شد 
بـه  . آنتي بيوتيك كانامايسين جهت بيان در بـاكتري و گيـاه اسـت   

و ) bp500(هــاي اينترفــرون گامــا  عــلاوه ايــن بــاكتري داراي ژن
لادسـتي ژن  بوده و ژن اولئوسـين در ناحيـه با  ) bp900(اولئوسين 

 ).1شكل (اينترفرون قرار گرفته است 
انجــام شــد  Colony PCRييــد وجــود ژن در بــاكتري، جهــت تا

آغازگرهــاي اختصاصــي مســتقيم و معكــوس مــورد ). 1جــدول (
هاي اولئوسـين و اينترفـرون گامـا     استفاده، به ترتيب مربوط به ژن

 عبارت هستند از وبوده 
′3-ATGACGGATACAGCTAGAACUGGATCCUTT -′F: 5 
′3-TTAGGACCGACCGTTTTGGAUGAGCTCUCAT-′5R:  
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 )دقيقه(مدت زمان      
Time (min) 

 oC حرارت      
Temperature (oC) 

 مرحله     
phase 

 تعداد چرخه     
cycles 

5 95 
Hot start 

 1 سازي اوليه واسرشت

1 95 
Denaturation 

 سازي واسرشت  

30 1 62 
Annealing 

 اتصال آغازگر   

1.5 72 
Extension 

 گسترش      

10 72 
Final Extension 

 1 گسترش نهايي    

 
LB0Fبه منظور كشت باكتري و گياه بـه ترتيـب از محـيط كشـت     

۱ 
)Bertani, 1951 ( و محيط كشتMS 1F

۲ )Murashige and Skoog, 

 ,.Gamborg et al( B5هاي محيط كشت  راه ويتامينبه هم) 1962

هاي استرپتومايسين و سفوتاكسيم  آنتي بيوتيك. استفاده شد) 1968
نيز به ترتيب جهت گزينش اگروباكتريوم در محيط كشت بـاكتري  

 . و گياه مورد استفاده قرار گرفت

، بذرهاي گلرنگ رقم زراعي پديده كـه از   به منظور تهيه ريزنمونه
ه اصلاح و تهيه نهال و بذر كرج تهيه شده بود، ابتدا توسـط  مؤسس
 1و پس از يك بار آبشويي به وسيله هيپوكلريت  درصد 70اتانول 
بـار توسـط آب مقطـر اسـتريل      3ضدعفوني شـده، سـپس   درصد

بذرها بعـد از خشـك شـدن بـر روي كاغـذ صـافي        .آبشويي شد
                                                           

1- Lauri and Bertani 
2- Murashige and Skoog 

زنـي كـه حـاوي محـيط كشـت       استريل، در محيط كشـت جوانـه  
MS2/1 هاي گياهي بود، كشـت شـدند و در اتـاق     بدون هورمون

سـاعت تـاريكي در    8ساعت روشـنايي و   16رشد با دوره نوري 
ــاي  روز  6بعــد از . نگهــداري شــدندگــراد  درجــه ســانتي 25دم

روز بـر   2اي پس از حذف جوانه انتهـايي بـه مـدت     هاي لپه برگ
 حــاوي هورمــون قــرار داده) =MS )8/5pHروي محــيط كشــت 

گرم در ليتـر   ميلي 09/0هاي مورد استفاده به ميزان  هورمون. شدند 
NAA  گـرم در ليتـر    ميلي 1وTDZ  جهـت  . رفتـه شـد  در نظـر گ

هـاي سـازه اينترفـرون     ، كشت اگروبـاكتريوم حـاوي ژن  تراريزش
اولئوسين كه توسط باقري و همكـاران تهيـه شـده    -گاماي انساني

گرم در ليتر كانامايسـين در   ميلي 50 مايع داراي LBبود، در محيط 

و  Pnos، ژن اولئوسين، جايگاه برش و ژن اينترفرون گاما، Napinحاوي پيشبرنده  pBI121-IFN-γ-Oleosinتصوير شماتيك سازه  -1شكل 
Tnos : پيشبرنده و خاتمه دهندهNos ،Pnap : پيشبرندهNapin. 

Figure 1- schematic diagram of pBI121-IFN-γ-Oleosin construct contaning Napin promoter, oleosin gene, cleavage site 
and γ-interferon gene, Pnos and Tnos: nos promoter and terminator, Pnap: Napin promoter. 

 .اولئوسين –هاي اينترفرون گاما  جهت تكثير ژنآر .سي.شرايط پي -1جدول 

Table 1- PCR conditions to amplify interferon gamma-oleosin. 
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2Fدهنـده  بر روي تكان گراد درجه سانتي 28دماي 

۳ rpm 200   انجـام
هاي باكتري در محيط  رسوب سلول). Bagheri et al., 2008(شد 

3Fسازي اگروباكتريوم مخصوص آلوده

همـراه   MSهاي  شامل نمك ٤
ــا  ــرم  20ب ــوكز گ ــورت  ) =2/5pH(گل ــه ص ــون ب ــد هورم و فاق

ــد ــزشه و جهــت سوسپانســيون در آم  .از آن اســتفاده شــد تراري
دقيقــه در محــيط سوسپانســيون  10اي بــه مــدت  هــاي لپــه بــرگ

اگروباكتريوم قرار داده شدند و سپس بـه محـيط هـم كشـتي كـه      
گـرم در ليتـر    ميلي 09/0و حاوي  B5همراه با ويتامين  MSمحيط 
NAA  ميلي گرم در ليتر  1وTDZ بيوتيك بوده انتقال  و فاقد آنتي

مـدت زمـان نگهـداري در ايـن محـيط و در شـرايط       . دا كردندپي
سـاعت در نظـر گرفتـه     48، گراد درجه سانتي 25تاريكي و دماي 

ها بايد دقت شود تـا مريسـتم    در هنگام آماده سازي ريزنمونه. شد
زيرا به دليل رشد سـريع، بـا   . انتهايي، در انتهاي دمبرگ باقي نماند

علاوه چنانچه انتهاي دمبرگ بيش  به. شود آنتي بيوتيك كنترل نمي
بهتـرين مـدت    .شـود  از حد قطع گردد، از توان باززايي كاسته مي

هاي گلرنگ با سوسپانسـيون باكتريـايي،    زمان تماس قاعدة دمبرگ
). Sankara Rao and Rohini, 1999(گزارش شده است دقيقه  10

 زايـي  ها به محـيط القـاي شـاخه    كشتي، ريزنمونه پس از مرحله هم
گـرم در ليتـر    ميلـي  200حاوي همان تيمار هورمـوني بـه همـراه    

بيوتيـك   گـرم در ليتـر آنتـي    ميلـي  40بيوتيـك سفوتاكسـيم و    آنتي
كانامايسين انتقال يافته و هر سـه هفتـه بـه محـيط جديـد مشـابه       

هـاي   هـا از قاعـده دمبـرگ    نوسـاقه  هفته، 6پس از . دندشواكشت 
 05/0شـاخه حـاوي   اي جدا شـده و بـه محـيط طويـل شـدن       لپه

4Fگرم در ليتر كينتين ميلي 1و  NAAگرم در ليتر  ميلي

. انتقال يافتند ٥
 ـ   ر سـطح محـيط كشـت    به منظور بررسي گياهان بـاززايي شـده ب

ژنوم گياهي ي ا.ان.جهت استخراج دي) هتراريخت احتمالا(انتخابي 
). Ausubel et al., 1994(مورد استفاده قرار گرفت  CTABروش 

اي اسـتخراجي  .ان.اطمينان از كيفيت و كميـت دي پس از حصول 
آر و آغازگرهاي اختصاصـي انجـام   .سي.تكثير آن توسط روش پي

 درصـد  1در نهايت قطعات تكثيـر شـده بـر روي ژل آگـارز     . شد
  .مورد بررسي قرار گرفتند

 
                                                           

3- Shaker 
4- Infection Medium 
5- kinetin 

  بحث و جينتا

ــدا  ــوردر ابت ــا   حض ــرون گام ــي اينترف ــازه ژن ــين در -س اولئوس
  ).2شكل (شد اگروباكتريوم تأييد 

در محـيط   گرم در ليتر ميلي 40بيوتيك غلظت  آنتيكمترين ميزان 
) شاهد(هاي غير تلقيح شده  كشت باززايي بود كه در آن ريزنمونه

اي  ها به رنگ زرد و قهوه قادر به رشد نبودند و به تدريج ريزنمونه
 ).3شكل (درآمده و از بين رفتند 

روز بر روي محيط هم كشـتي قـرار گرفتـه و     3تا  2، ها ريزنمونه
گرم در  ميلي 40حاوي كانامايسين (سپس به محيط كشت انتخابي 

منتقـل   )بدون هورمـون و گرم در ليتر  ميلي 200ليتر و سفاتوكسيم 
هايي  هاي تلقيح شده، جوانه پس از دو تا سه هفته، ريزنمونه. شدند

هاي  كه هيچ گونه باززايي بر روي ريزنمونه  در حالي. دتوليد كردن
 .ديده نشد) بدون تلقيح با اگروباكتريوم(شاهد 

ها هر سه هفته يكبار بـه محـيط جديـد مشـابه واكشـت       ريزنمونه
هاي توليد شده بر روي محـيط گزينشـگر    تعدادي از جوانه. شدند

عـدم   ، سبز و زنـده مانـده و بقيـه بـه علـت     )بيوتيك حاوي آنتي(
به ). الف-4شكل (رفتند  دريافت ژن مقاومت به كانامايسين از بين 

ژن  بـاززايي شـده احتمـالا    هاي زنده مانـده و  رسد نوساقه نظر مي
دريافـت  بيوتيـك را   و مقاومت بـه آنتـي   اولئوسين-اينترفرون گاما

 ).ب-4شكل (اند  كرده
كه در اين شرايط سبز باقي ماندند، به محيط كشـت   اييه ريزنمونه

 گـرم در ليتـر سفوتاكسـيم و    ميلـي  200حاوي (سازي ساقه  طويل
منتقل ) kinetinگرم در ليتر  ميلي 1و  NAAگرم در ليتر  ميلي 05/0

در نهايت تعـدادي نمونـه كـه در محـيط بـدون      ). 5شكل (شدند 
ده بودند، پس از طويل شدن بـر روي محـيط   دار ش هورمون ريشه

 ).6شكل (مربوطه، به پرليت و خاك سبك منتقل شدند 
5Fاحتمـالي  هتراريخت گلرنگگياهان 

روي محـيط   انتخـاب پـس از   ٦
اختصاصـي  با آغازگرهـاي  آر .سي.، به وسيله پيكانامايسينحاوي 

با اين آغازگرهـا  آر .سي.نتيجه پي. بررسي بيشتر قرار گرفتند مورد
قابـل تشـخيص    هبود كه در گياهان تراريخت bp 1400تكثير قطعه 

  ).7شكل (نشد باندي مشاهده  هاست، ولي در گياهان غيرتراريخت

هـاي تلقـيح شـده     نشان داد كه ميزان باززايي در نمونـه  ها آزمايش
 علل دقيـق مربـوط   . هاي غير تلقيح شده است بسيار كمتر از نمونه

                                                           
6- Putative Transgenic Plants 
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شود ممكن است يكـي   به اين امر شناخته شده نيست، اما گفته مي
6Fاز دلايل آن ايجاد واكنش فوق حساسيت

۷ (HR) هاي  در ريزنمونه
 ,.Orlikowska et al(گلرنگ در مواجهه بـا اگروبـاكتريوم باشـد    

هـاي دفـاعي گيـاه     اسـخ واكنش فوق حساسيت يكـي از پ ). 1995
به سرعت سبب مرگ سلولي نواحي اطراف محـل   بيشتراست كه 

آلودگي شده و موجب تجمع مـواد ضـد ميكروبـي در آن بخـش     

                                                           
7- Hypersensitive Reaction 

شـوند   هـاي آسـيب ديـده نكـروزه مـي      شود و در نهايت سلول مي
)Richter and Ronald, 2000.(     به طور معمـول در انتقـال ژن بـا

سـيرينگون سـبب افـزايش خاصـيت     اگروباكتريوم به گياهان، استو
شود  در گياهان مي تراريزشزايي و در نتيجه افزايش بازده  بيماري

)Stachel et al., 1986 .( دهـد كـه احتمـالا     شان مين ها هش.پژاما
ــدن    دارد ــال ش ــيت موجــب غيرفع ــوق حساس ــنش ف ــاد واك ايج

 در . گلرنـگ نـدارد   تراريـزش بر  اثريزايي باكتري شده و  بيماري

 ماركر مولكولي: Mكنترل منفي، : -C ؛Colony PCRاولئوسين در اگروباكتريوم به روش -تأييد حضور سازه ژني اينترفرون گاما -2ل شك
Ladder Mix )داراي ژن اگروباكتريومهاي  چاهك: 3و  2، 1، )شركت فرمنتاز. 

Figure 2- colony PCR analysis of interferon gamma-oleosin of agrobacterium; C-: negative control, M: Ladder Mix, lane 
1, 2 and 3: agrobacterium containing genes. 
 

 .ميلي گرم در ليتر كانامايسين 40هاي غير تراريخته گلرنگ در محيط حاوي  عدم باززايي و از بين رفتن ريزنمونه -3شكل 
 Figure 3- noregeneration and destroying of safflower explants in medium containing 40 mg l-1 kanamycin. 
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نتايج مشـابهي توسـط   تراريزش مورد عدم تأثير استوسيرينگون بر 
Rohini  وRao  آمده است  دستبه)Rohini and Sankara Rao, 

به همـين علـت استوسـيرينگون در ايـن آزمـايش مـورد       ). 2000
  .استفاده قرار نگرفت

محيط كشت سـبب   آنتي بيوتيك كانامايسين در وجوددر مجموع 

شود  مي هو غير تراريخت هكاهش رشد و باززايي در گياهان تراريخت
)Rohini and Sankara Rao, 2000 (رسد اين امر بـه   و به نظر مي

جهـت انتقـال ژن،   . بيوتيـك باشـد   بازدارندگي آنتـي  اثرهايعلت 
اي نسـبت بـه بـاززايي بـه      باززايي مستقيم گياه از قطعات برگ لپه

 بـه ايـن   . رسـد  تر به نظـر مـي   ل كالوس بسيار مناسبواسطه تشكي

 هاي باززايي شده احتمالاً تراريخته جوانه) هاي غير تراريخته گلرنگ بر روي محيط گزينشگر؛ ب سفيد شدن و از بين رفتن جوانه) الف -4شكل 

Figure 4- a) white regeneration of non-transformed plants on screening medium; b) putative transformed plants 
 

 .هاي باززايي شده گلرنگ به محيط طويل سازي انتقال ريزنمونه -5شكل 
 Figure 5- transferring of regeneration plant to shoot elongation medium 

 

 خاكپرليت و دار شده گلرنگ به  هاي ريشه انتقال گياهچه -6شكل 

 Figure 6- transferring of rooted plants to perlit and soil 
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7Fعلت كه تغييرات سوماكلونال

تـوان   ناشي از كشت كالوس را مي ۸
 ).Ying et al., 1992(با استفاده از اين روش حذف كرد 

هـا يـا    هـايي ماننـد بافـت    اي شدن به معني ظهور ناهنجاري شيشه
ي، آغشته به آب، ضخيم، نيمه شفاف و هايي با ظاهر غيرطبيع اندام

گلرنـگ  ). Gaspar, 1991(شكننده در كشت بافت گيـاهي اسـت   
يك گياه مخصوص نواحي خشك و نيمه خشك و گـرم اسـت و   

به همين علـت  . تواند به خوبي از سد شرايط كم آبي عبور كند مي
يكـي از  . دهـد  ش نشان ميبه افزايش ميزان رطوبت در محيط واكن

اي شدن است  م وجود رطوبت اضافي در محيط، شيشهاولين علاي
ايـن پديـده بـه    ). 8شـكل  (كه با كلروز و نكروز گياه همراه است 

ايجاد شرايط بهينه در دما، تركيبات محيط كشـت و   توسطراحتي 
سـازي   به همين علت استفاده از محيط طويل. شود تهويه كنترل مي
سيتوكنين پـايين و نيـز اسـتفاده از     و MS هاي نمكحاوي تركيب 

سبب شد اين پديده ) Debergh et al., 1992(آگار به جاي فيتاژل 
 . به شدت كاهش يابد

در  BAPاز  استفادهنسبت به  NAAدر تركيب با  TDZاستفاده از 
 Debergh(شود  ، سبب باززايي بهتر در گلرنگ ميNAAتركيب با 

                                                           
8- Somaclonal Variation 

et al., 1992 .(   هورمـون گيـاهيBAP   اي شـدن را   پديـده شيشـه
هـاي قـوي را    توليـد گياهچـه   TDZدر حالي كـه  . دهد افزايش مي
همچنين وجـود  ). Orlikowska and Dyer, 1993(كند  تقويت مي

IBA    شـود   اي شـدن مـي   در محيط كشت، سـبب افـزايش شيشـه
)Sankara Rao and Rohini, 1999( .بهتــرين تركيــب تيمــاري 

8Fجهت القاي باززايي در گلرنگ كـه يـك گيـاه علفـي    

بـه شـمار    ۹
در صـورتي كـه بـه طـور     . اسـت  TDZو  NAAرود، تركيـب   مي

9Fگياهان چوبي كردنجهت باززا  TDZمعمول 

د رو بـه كـار مـي    ۱۰
)Huetteman and Preece, 1993.(  

سن گياه مادري جهت تهيه ريزنمونـه بـه منظـور القـاي بـاززايي      
روزه خيلـي بيشـتر از    7تـا   4هـاي   ريزنمونـه . فراوان دارد اهميت

 Nikam(شوند  روزه باززا مي 15تا  8روزه و  3تا  2هاي  ريزنمونه

and Shitole, 1999( . سـن گيـاه مـادري بـر      اثـر نتايج مشابهي از
، لوبيا )Paterson and Everett, 1985(ميزان باززايي در آفتابگردان 

 .گزارش شده است) Angelini and Allavena, 1989(و نخود 
  جملـه توان گفت باززايي مطلوب گلرنگ به عوامل مختلفي از  مي

                                                           
9- Herbaceous 
10- Woody Species 

 بـدون (كنتـرل منفـي   : -C، چاهك )شركت فرمنتاز(  Ladder Mixماركر مولكولي: M ؛آر.سي.اي ژنومي با استفاده از تكنيك پي.نا.آناليز دي -7شكل 
ژنـومي اسـتخراج شـده از گياهـان     اي .ان.دي :3و  2هـاي   اي ژنومي گياه غير تراريخته، چاهـك .ان.دي: 1كنترل مثبت، چاهك : +C، چاهك )اي.ان.دي

 .اولئوسين-اي اينترفرون گاماه تراريخته حاوي ژن
 Figure 7- PCR analysis of transgenic plants; M: Ladder Mix, C-: negative control, C+: positive control, lane 1: genomic 

DNA of non-trnasformed plant, lane 2 and 3: extracted  genomic DNA of  putative transgenic plant containing genes. 
interferon gamma-oleosin. 
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، سـن گيـاه مـادري، محـل تهيـه ريزنمونـه و انـدازه        گياهژنوتيپ 
هيچ موفقيتي  هشپژوبه عنوان مثال در اين . ريزنمونه بستگي دارد

گياهان از هيپوكوتيل و برگ ارقام مورد استفاده بـه   كردندر باززا 
همچنين به طور تجربي بهترين سن جهـت بـاززايي،   . دست نيامد

به علاوه باززايي و توليد . روزه شناخته شدند 7تا  5هاي  ريزنمونه
اي كامـل و   هـاي لپـه   نوساقه فقط در ناحيه قاعده ريزنمونـه بـرگ  

نيز حاصل  ها پژوهشبرش اتفاق افتاد و نتايج مشابه از ساير بدون 
 ).Basalma et al., 2010(شده است 
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 هاي ذرت وارداتي به ايران بررسي مولكولي وضعيت تراريختگي دانه

 3ياضي و بهزاد قره *2زاده عباس عالم، 1ليلا سرمدي

 
لاح نباتات بخش زراعت و اص ارشد و استاديار به ترتيب دانشجوي كارشناسي -2و  1

 دانشگاه شيرازكشاورزي  دانشكده

 پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايران -2
 alemzadeh@shirazu.ac.ir :الكترونيكي پست مكاتبات، مسئول نويسنده* 

 )24/11/91 :پذيرش تاريخ - 3/10/91 :دريافت تاريخ(

 
 
 
 

تي به كشور با استفاده از هاي ذرت وارداپژوهش حاضر به منظور بررسي وضعيت تراريختگي دانه
هاي نامنمونه ذرت وارداتي به  5به همين منظور . مولكولي صورت گرفته است هاي روش

AGIOS SOSTIS ،IRON LINDREW ،INCEILGAZ ،PREVENTER  و
MASTROGIORGIS  از كشور آرژانتين از بندر امام خميني در ماهشهر از گمرك كشور

و  35S CaMVرهاي اختصاصي براي نواحي تنظيمي پيشبر با استفاده از آغازگ. دريافت شد
هاي مذكور مورد آر وضعيت تراريخته بودن يا نبودن نمونهسيواكنش پي طي nos دهنده پايان

از ژن اينورتاز كه در ژنوم تمام ارقام ذرت وجود دارد به  پژوهشدر اين . بررسي قرار گرفت
هاي ذرت وارداتي از كشور آرژانتين داد كه دانه نتايج نشان. عنوان كنترل داخلي استفاده شد

. را دارند nos و پايان دهنده 35S CaMVتراريخته هستند و در ژنوم خود نواحي تنظيمي پيشبر 
زيستي كارتاهنا، بايد در برگه ثبت مشخصات مواد با توجه به پيوستن ايران به پروتكل ايمني

هاي ذرت شود اما در اسناد همراه با دانه گياهي وارداتي، وضعيت تراريختگي آنها مشخص
هاي ثبت مشخصات آنها ها در برگهگونه اظهاري در مورد تراريخته بودن اين دانه وارداتي هيچ
 .وجود نداشت

 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

جمعيـت، بزرگتـرين چـالش در دنيـا      با توجه به رشد روز افزون
به دنبـال افـزايش جمعيـت، رقابـت     . مين غذا و امنيت آن استتا

براي زمين، آب و ساير منابع توليد، بشر را به راهكارهاي جديدي 
سـازد   تـر رهنمـون مـي    به منظور توليد غذاي بيشـتر و بـا كيفيـت   

)Bertoni and Marsan. 2005; British Medical Association. 

مين غذاي اين جمعيت در حال رشد در بديهي است كه تا .)2004
هـاي سـنتي ميسـر نبـوده و      عصر حاضر، تنها با اسـتفاده از روش 

در جهـت   هـاي نـو   انسان ناگزير از بكـارگيري دانـش و فنـاوري   
از مهمتــرين دســتاوردهاي . افــزايش توليــدات كشــاورزي اســت

0Fگياهـان تراريختـه  ژنتيـك در زمينـه كشـاورزي، توليـد      مهندسي

۱ 
توان غـذاي جمعيـت رو بـه رشـد      هستند كه با استفاده از آنها مي

هـايي   در واقع بيوتكنولوژي نـوين از راهكـار  . جهان را تامين كرد
گياهـان  است كه با دستاوردهاي مفيد در زمينه كشاورزي از جمله 

تـر   و غذاي كـافي و ايمـن   منجر به توليد محصول بيشترتراريخته 
ظهــور گياهــان . )(James. 2011بــراي انســان و دام شــده اســت 
با داشتن مين مواد غذايي امنظور ت تراريخته در عرصه كشاورزي به

صفات مطلوب، علاوه بر افزايش عملكرد در واحد سطح و توليد 
هاي توليد و استفاده كمتـر از   اي در كاهش هزينه بيشتر، نقش ويژه

تـرين گـزارش سـرويس     تـازه  طبـق . شـيميايي داشـته اسـت   مواد 
كشـاورزي   المللي بـراي دسـتيابي و اسـتفاده از بيوتكنولـوژي     بين

1F

۲(ISAAA)  از ( در شانزهمين سال تجاري سازي اين محصـولات
سطح زير كشـت محصـولات تراريختـه در     ،)2011تا  1996سال 
ن ميليـو  148از  2010نسبت بـه سـال    رشد هشت درصدي بادنيا 

در ). (James. 2011ميليـون هكتـار رسـيده اسـت      160هكتار، به 
سازي شده يعني  چهار محصول تراريخته اصلي تجاري 2011سال 

ذرت، سويا، كلزا و پنبه به بالاترين ميزان سطح زيـر كشـت خـود    
درصـد گياهـان    98طوري كه بيش از  به). (James. 2011رسيدند 

. دهنـد  ار محصول تشـكيل مـي  تراريخته توليدي در دنيا را اين چه
محصولات تراريخته تا سال  كشتشود كه سطح زير  بيني مي پيش

طـي   ).(James. 2011ميليـون هكتـار برسـد     200به حدود  2015

                                                           
1- Transgenic plants 
2- International Service for the Acqusition of Agri-Biotech 
Applications 

مختلف مشخص شده است كه در جوامع مختلف از  هاي پژوهش
 Zare and(جمله ايران مردم نسبت به اين گياهان نظر مثبتي دارند 

Alemzadeh. 2011; Rastgoo and Alemzadeh, 2010; 

Gomrok et al. 2009.( 

محصــولات اســتراتژيك و بــا ارزش  جملــههــاي روغنــي از دانــه
كشاورزي است كه دستخوش اين تغييـرات قـرار گرفتـه اسـت و     
بيشترين سطح زير كشت گياهان تراريخته را بـه خـود اختصـاص    

ره كـرد كـه در   هاي روغني اشا توان به دانه از جمله مي. داده است
زايي مرسوم  هاي جهش وسيله روش آنها الگوي اسيدهاي چرب به

هـاي   اي نوتركيب تغيير يافته است و يا دانه.ان.هاي دي و يا روش
 . )Sarad et al. 2004(اند  كش شده روغني كه مقاوم به علف

هـاي   هاي روغـن و دانـه   كننده كشور ما، يكي از بزرگترين مصرف
 80رف بالا نسبت به ميانگين جهاني، بـيش از  روغني با سرانه مص

كند  مين ميي روغني خود را از طريق واردات تاها دانه نيازدرصد 
دهـد كـه بيشـترين     و عمده اين واردات را از كشورهايي انجام مي

. انـد  سطح زير كشت گياهان تراريخته را به خـود اختصـاص داده  
دانه، بيشـترين   پنبهواردات دانه ذرت به كشور بعد از دانه سويا و 

درصـد   32 قابل توجه است كـه  .دهد ميزان واردات را تشكيل مي
ميليون هكتار ذرت كشت شـده   159سطح زير كشت اين گياه، از 

با توجه به اين كه بخـش  . )(James. 2011 استدر دنيا، تراريخته 
اي از روغن مورد نيـاز كشـور بـه صـورت وارداتـي تـأمين        عمده

بخش زيادي از محصولات وارداتي از بزرگترين شود و سالانه  مي
شـود، بـا    كشورهاي توليد كننده محصولات تراريختـه انجـام مـي   

ييد شـده، نـه   راريخته در داخل به روش علمي و تاكشت گياهان ت
شـود بلكـه    تنها از خروج ميزان زيادي ارز از كشور جلوگيري مي

بـه   هـاي اصـلي بـراي رسـيدن     تواند بـه عنـوان يكـي از قـدم     مي
هاي روغني مورد توجه قـرار گيـرد    خودكفايي در زمينه توليد دانه

)Rajaie. 2010( . 
هاي آنهـا   و فرآورده محصولاتبا توجه به ورود گياهان تراريخته، 

المللي، صادرات و واردات ايـن گياهـان بـه     به عرصه تجارت بين
گيـرد كـه بـه مـوازات آن      اي در جهان صـورت مـي   طور گسترده

زيادي نيز در كشورهاي مختلف به منظور رديابي اين  هاي پژوهش
هاي وارداتي صـورت گرفتـه    گياهان و محصولات آنها در محموله

در آفريقـاي جنـوبي بـه     2010كـه در سـال    پژوهشـي طي . است
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منظور رديـابي گياهـان تراريختـه صـورت گرفـت هـيچ سـوياي        
د كه اي كه كشت شود يافت نشد اگر چه نتايج نشان دادن تراريخته

در ). Marx. 2010(سوياي تراريخته غير قانوني وارد شـده اسـت   
در كره جنـوبي مشـخص شـد كـه طـي       پژوهشيطي  2006سال 

هاي وارداتي سوياي تراريختـه، تعـدادي گياهـان     حمل و نقل دانه
هــاي اطــراف بنــدر اينچــون  ســوياي تراريختــه در اطــراف جــاده

)Incheon Port (ر اثــر پخــش د مشــاهده شــد كــه احتمــال دارد
). Kim et al. 2006(هاي تراريخته وارداتي بوجود آمده بودند  دانه
هـاي   استان مختلف كـره جنـوبي نمونـه    8ديگري از  پژوهشطي 

آوري شد و از لحاظ تراريختگي مورد بررسـي   سويا و ذرت جمع
قرار گرفتند كه نتايج نشان دادند در مزارع سويا و ذرت تراريختـه  

هـا   ر جـاده ندين گياه ذرت تراريختـه از كنـا  شود اما چ كشت نمي
هـاي ذرت   در زمـان انتقـال دانـه    آوري شد كه احتمـال دارد  جمع

 ). Lee et al. 2009(اند  تراريخته در محيط پخش شده
هـاي   بررسي وضيعت تراريختگي دانه پژوهشهدف از انجام اين 

نمونه ذرت وارداتي  5به همين منظور . كشور بود بهذرت وارداتي 
از گمــرك بنــدر امــام خمينــي دريافــت و همــراه بــا يــك نمونــه 

تراريخته داخلي بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي اختصاصـي بـراي       غير
اي پليمـراز مـورد    نواحي تنظيمـي بـا اسـتفاده از واكـنش زنجيـره     

  .بررسي مولكولي قرار گرفتند
 

  ها روش و مواد

 نمونه برداري 

 5هـاي ذرت وارداتـي،    انـه منظور ارزيابي وضعيت تراريختگي د به
وارد  1389نمونه دانه ذرت وارداتي كه در شـش ماهـه دوم سـال    

ــام     ــه نـ ــود، بـ ــده بـ ــور شـ ــاي كشـ  ،AGIOS SOSTIS هـ

IRON LINDREW ،INCEILGAZ ،PREVENTER  و

MASTROGIORGIS  از كشــور آرژانتــين كــه بعــد از آمريكــا و
 ـ  ا دارا برزيل، بيشترين سطح زير كشت گياهان تراريختـه را در دني

همچنين نمونه دانه . ، از گمرك بندر امام خميني دريافت شداست
بـرداري بـه طريـق     نمونـه . عنوان شاهد تهيـه شـد   ذرت داخلي به

. اي و كاملا تصادفي از هر بسته، حدود صد گـرم انجـام شـد    توده
، متناسب با تعـداد  )ISO 21568(برداري طبق استاندارد ايزو  نمونه

هاي صورت  در بررسي). 1جدول (نجام شد بسته در هر محموله ا

هاي وارد شـده بـه كشـور طبـق اسـناد و       گرفته مشخص شد، دانه
د و نـام و  نشـو  مدارك همراه آنها، به نام كشتي حامل آنها وارد مي

بـودن آنهـا    بودن يـا غيـر تراريختـه    برچسبي كه نشاني از تراريخته
 .باشد، وجود ندارد

 
 ژنومي اي.ان.سازي دي استخراج و خالص

CTAB2Fبــر اســاس پروتكــل پايــه  ژنــومي اي.ان.دي

بــه روش  ۳
3Fمعروف سقايي

هاي پودر شده در ازت  از دانه) 1984(و همكاران  ٤
 طبـــق اســـتاندارد ايـــزو  CTABروش . مـــايع اســـتخراج شـــد

ISO 21571) ( هـاي   اي دانـه .ان.راي اسـتخراج دي بروش مناسبي
ا اتـانول  حاصل ب ـي ا.ان.دي سپس). Hemmer. 1997( استذرت 

 . رسوب داده شد
 

 اي پليمراز طراحي آغازگر و واكنش زنجيره
نواحي تنظيمي پيشـبر   ، برايها منظور شناسايي تراريختگي نمونه به

CaMV 35S 4F

nosپايان دهنده و  ٥ 5F

گياهـان تراريختـه    بيشتركه در  6
وجــود دارنــد، آغازگرهــاي اختصاصــي ) ويــژه ذرت و ســويا هبــ(

در همه گياهان تراريختـه   نتيك تقريبااين دو عنصر ژ. طراحي شد
 .Ahmed. 2002; Anklam et al. 2002; Hemmer( وجود دارنـد 

هـاي تراريختـه، از    كردن ذرت به منظور شناسايي و غربال. )1997
و از  CaMV 35Sبراي توالي پيشبر  )35S-1/35S-2(جفت آغازگر 
ده پايان دهنبراي ) HA-nos 118-f /HA-nos 118-r( جفت آغازگر

nos 6اينورتــاز از ژن. اســتفاده شــدF

عنــوان ژن شناســايي  نيــز بــه  ۷
استفاده شد كه براي تكثيـر  ) كنترل داخلي(اي ژنومي ذرت .ان.دي

 Ehlers et(استفاده شـد  ) IVR1-F/IVR2-R(آن از جفت آغازگر 

al. 1997( .بـه همـراه    پـژوهش هاي مورد استفاده در ايـن  آغازگر
جـدول  (بررسي در اي مورد .ان.دي ناحيه مورد هدف آنها بر روي

عمل تكثير با اسـتفاده از ايـن آغازگرهـا در    . اند نشان داده شده) 2
 mM 10شـامل  (اي پليمـراز   واكـنش زنجيـره   ميكروليتر 20حجم 

 µM 200كلريد منيـزيم،   mM 5/1كلريد پتاسيم،  mM 50تريس، 
 واحـد   1هر يك از آغازگرها،  از µM 3/0ها، dNTPاز هر يك از 

                                                           
3- Cetyltrimethyl ammonium bromide 
4- Saghai-Maroof 
5- Cauliflower Mosaic Virus 
6- Nopalin synthase   
7- Invertase 
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 ها از هر بستهتعداد نمونه ها در هر محمولهتعداد بسته

 برداشتن از هر بسته بسته 10تا 

 طور تصادفيبسته به  10از  بسته 100تا  10

 )(ISO 13690ها گرفتن ريشه مربع از كل بسته بسته 100بيشتر از 

 
 
 
 

اندازه تكثير شده 
 )جفت باز(

اي .ان.توالي دي
 هدف

 آزمون آغازگر )'3به  '5(توالي 

226 
Invertase 

gene 
CCGCTGTATCACAAGGGCTGGTACC 
GGAGCCCGTGTAGAGCATGACGATC 

IVR1-F 
IVR2-R 

 اي ذرت.ان.شناسايي دي

195 P-35S 
GCTCCTACAAATGCCATCA 

GATAGTGGGATTGTGCGTCA 
35S-1 
35S-2 

 

 غربالگري تراريخته بودن

 
118 T-nos 

GCATGACGTTATTTATGAGATGGG 
GACACCGCGCGCGATAATTTATCC 

HA-nos 118-f 
HA-nos 118-r 

 

 
بـراي آغـازگر   ) اي ژنومي .ان .از دي µg 1ا پليمراز و  .ان .آنزيم دي

)IVR1-F/IVR2-R ( گـراد   درجه سـانتي  94تحت چرخه حرارتي
 72 و ثانيـه  30به مـدت  گراد  درجه سانتي 3/65ثانيه،  30به مدت 

اي  واكـنش زنجيـره  . انجام شـد  دقيقه 1به مدت گراد  درجه سانتي
 94تحـت چرخـه حرارتـي     )35S-1/35S-2(پليمراز براي آغازگر 

بـه  گـراد   درجـه سـانتي   7/51ثانيـه،   30به مدت گراد  درجه سانتي
. دقيقه انجام شـد  1به مدت گراد  درجه سانتي 72 و ثانيه 30مدت 

 HA-nos 118-f(اي پليمراز براي آغازگر  واكنش زنجيرههمچنين 

/HA-nos 118-r (  بـه  گـراد   درجه سانتي 94تحت چرخه حرارتي
درجه  72 و ثانيه 30به مدت گراد  درجه سانتي 61ثانيه،  30مدت 
ها تكرار شـد   بار چرخه 35. دقيقه انجام شد 1به مدت گراد  سانتي

 72دقيقـه در   10براي تكثير نهايي بـه مـدت    قطعاتو بعد از آن 
 . دقرار داده شدنگراد  درجه سانتي

 

  بحث و جينتا

وضـعيت   اختصاصـي بـا بكـارگيري آغازگرهـاي     پژوهشدر اين 
اي  واكـنش زنجيـره  هاي ذرت با اسـتفاده از روش   تراريختگي دانه

پليمراز كه روشي با دقت و سرعت بـالا بـراي شناسـايي گياهـان     
 .Bellocchi et al. 2008; Zel et al(بررسي شـد  تراريخته است، 

2008; Marmiroli et al. 2008; Lipp et al. 2001; Meyer. 

با استفاده از جفت آغازگر اختصاصي به منظور تكثيـر ژن  . )1999
جفـت   226رمز كننده اينورتاز به عنوان كنترل داخلي يـك قطعـه   

در ). 1 شـكل (هاي مورد آزمـايش تكثيـر شـد     بازي از ژنوم ذرت
ه از هاي ذرت وارداتي بـا اسـتفاد   بررسي وضعيت تراريختگي دانه

و پايـان   CaMV 35Sآغازگرهاي اختصاصي براي دو ناحيه پيشبر 
آر اقدام به تكثير قطعاتي از اين دو  .سي .طي واكنش پي nos دهنده

نمونـه دانـه ذرت وارداتـي از     5نتايج نشان دادنـد كـه   . ناحيه شد
 بـر اسـاس نتـايج    ). 3و  2شـكل  (كشور آرژانتين تراريخته هستند 

 .(ISO 21568 & ISO 13690)برداري طبق استاندارد ايزو  نمونه -1جدول 

 
Table 1- sampling according to ISO standards (ISO 21568 & ISO 13690). 

 

 .شود اي كه تكثير مي همراه ناحيه هدف آنها و طول قطعه هاي استفاده شده بهآغازگر -2جدول 
 Table 2- Sequences of primers, target DNA, and amplicon length used in this study. 
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 كد شناسه نام موجود راريختهموجود ت مشخصات

 cry1Ab Zea mays - Maize, Corn MON 810 14750 ذرت مقاوم به بيماري و آفات با استفاده از ژن 

 و  cry1A.105هاي ذرت مقاوم به بيماري و آفات با استفاده از ژن
cry2Ab2 

Zea mays - Maize, Corn MON 89034 43773 

كش گلايفوسيت با استفاده از لفذرت مقاوم به بيماري، آفات و ع
 cp4 epsps  و cry3Bb1هاي ژن

Zea mays - Maize, Corn MON 88017 15106 

كش گليفوسينات آمونيوم با ذرت مقاوم به بيماري، آفات و علف
 cry1Abو  patهاي استفاده از ژن

Zea mays - Maize, Corn Bt 11 14797 

 ستفاده از ژنكش گلايفوسيت با اذرت مقاوم به علف
cp4 epsps 

Zea mays - Maize, Corn NK 603 14776 

 vip3Aa20 Zea mays - Maize, Corn MIR 162 100885ذرت مقاوم به بيماري و آفات با استفاده از ژن 

 epsps Zea mays - Maize, Corn GA 21 14794 كش گلايفوسيت با استفاده از ژن ذرت مقاوم به علف

كش گليفوسينيت آمونيوم با يماري، آفات و علفذرت مقاوم به ب
 cry1Ab و  patاستفاده از ژن 

Zea mays - Maize, Corn Bt 176 14751 

كش گليفوسينيت آمونيوم با ذرت مقاوم به بيماري، آفات و علف
 cry1Ac  و  patهاي  ژن استفاده از

Zea mays - Maize, Corn DBT 418 14770 

با كش گليفوسينيت آمونيوم ، آفات و علفذرت مقاوم به بيماري
 cry1Fa2 و  patهاي ژن استفاده از

Zea mays - Maize, Corn TC 1507 14841 

 pat Zea mays - Maize, Corn T14 14766ژن استفاده از  گليفوسينيت آمونيوم با كشذرت مقاوم به علف

 pat Zea mays - Maize, Corn T25 14767ز ژن آمونيوم با استفاده ا گليفوسينيت كشذرت مقاوم به علف

 
هـاي ذرت   نمونـه دانـه   5از  نمونه 3بدست آمده مشخص شد كه 

 )5(،  AGIOS SOSTIS)3(هاي  آرژانتين، به نام وارداتي از كشور
INCEILGAZ  7(و (MASTROGIORGIS  در ژنوم خود حاوي

 ـ ) جفت بازي 195قطعه ( CaMV 35Sتوالي پيشبر   دهو پايـان دهن
nos ) نمونـه از   2و ) 3و  2شكل (هستند ) جفت بازي 118قطعه
) 6(و  IRON LINDREW) 4( هـاي  هاي ذرت وارداتي به نـام  دانه

PREVENTER در ژنــوم خــود داراي پايــان دهنــده nos  و فاقــد
طبق اطلاعات ثبـت شـده در    ).3شكل (بودند  CaMV 35Sپيشبر 

7Fزيستي اتاق تهاتر ايمني

ته از كشور آرژانتين كه هاي تراريخ ذرت، ۸
 nos و پايان دهنده CaMV 35Sدر ساختار ژنوم خود داراي پيشبر 

 MON 810 (YieldGard ،MON(هـاي تراريختـه    ، ذرتهسـتند 

89034،MON 88017 ، Bt 11 و NK 603 در ). 3جـدول  (  هستند
دنيـا، از   هاي زير كشت ذرت در درصد زمين 80حالي كه بيش از 

 وشـيده شـده اسـت و كشـت ايـن لايـن      پ  MON 810هـاي  ذرت

                                                           
8- Biosafety Clearing-House (BCH)  

 .هاي تراريخته ثبت شده در كشور آرژانتينانواع ذرت -3جدول 
 

 Table 3- Transgenic corns were planted in Argentina. 
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. bp 100 ،2نشانگر انـدازه  . IVR1-F/ IVR2-R .1با استفاده از جفت آغازگر  بررسيهاي ذرت مورد  شناسايي ژن اينورتاز در ژنوم نمونه -1شكل 
 .هاي ذرت وارداتي مورد آزمايشنمونه. 7-3منفي از ذرت داخلي غير تراريخته، كنترل 

Figure 1- Detection of invertase gene in DNA from maize seeds using IVR1-F/ IVR2-R primers. 1. 100 bp size marker, 
2. Non transgenic maize as negative control, 3. Imported maize seeds. 

 bpنشانگر انـدازه  . 35S-1/35S-2. 1با استفاده از جفت آغازگر  بررسيهاي ذرت مورد  نمونهدر ژنوم  CaMV 35Sشناسايي توالي پيشبر  -2شكل 
 .نمونه ذرت مورد آزمايش. 7 -3كنترل منفي از ذرت داخلي غير تراريخته، . 2، 100

 Figure 2- Detection of CaMV 35S promoter in DNA from maize seeds using 35S-1/35S-2 primers. 1. 100 bp size marker, 
2. Non transgenic maize as negative control, 3. Imported maize seeds. 

. HA-nos 118-f /HA-nos 118-r. 1با استفاده از جفت آغازگر  بررسيذرت مورد  هاي نمونهدر ژنوم  NOS شناسايي توالي پايان دهنده -3شكل 
 .هاي وارداتي نمونه ذرت. 7-3كنترل منفي از ذرت داخلي غير تراريخته، . bp 100 ،2نشانگر اندازه 

 Figure 3- Detection of NOS terminator in DNA from maize seeds using HA-nos 118-f /HA-nos 118-r primers. 1. 100 bp 
size marker, 2. Non transgenic maize as negative control, 3. Imported maize seeds. 
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7       6        5        4       3         2        1 

500 bp 

195 bp 

100 bp 

1     2          3        4       5        6        7 

500 bp 
118 bp 

100 bp 



 و همكاران سرمدي ليلا  ...هاي ذرت وارداتي مولكولي وضعيت تراريختگي دانه بررسي

 

 1391پاييز و زمستان / 2شماره / اولدوره / و ايمني زيستيژنتيك مهندسي  109

 

 
 
 
 
 
 

 .Singh et al(به طور تجاري هـر سـاله در حـال افـزايش اسـت      

هاي ترايخته مورد استفاده در اين  رود كه ذرت ، احتمال مي)2007
و هم داراي پايـان   CaMV 35Sناحيه پيشبر كه هم داراي  پژوهش

ايـن  . گرفتـه شـده باشـند    MON 810هستند، از ذرت  nos هدهند
 مقاومـت اختصاصـي بـه كـرم سـاقه      cry1A(b)لاين با داشتن ژن 

 Bruderer and(دارد ) Ostrinia nubilalis(خوار اروپـايي ذرت  

Leitner. 2003 .(     نمايش شماتيكي ساختار ژنـي منتقـل شـده بـه
 .Aguilera et al(آورده شده اسـت   4در شكل  MON 810ذرت 

زيسـتي، بـه    طبق اطلاعات ثبت شده در اتاق تهاتر ايمنـي ). 2008
هستند اما  nos كه داراي پايان دهنده 6و  4هاي  احتمال زياد نمونه

كـه   MIR 162هستند، از ذرت تراريختـه   CaMV 35S فاقد پيشبر
كـش   كـه مقـاوم بـه علـف     GA 21مقاوم بـه حشـرات اسـت يـا     

ــا گلايفوســيت اســت گرفتــه شــده ايــن دو ذرت ). 3جــدول (د ن
و داراي پايـان   CaMV 35Sآرژانتيني در ژنـوم خـود فاقـد پيشـبر     

هاي تراريخته از كشور آرژانتين، بـه   ساير ذرت. هستند nos دهنده
خوار اروپايي در ساختار ژنوم  مقاوم به كرم ساقه Bt 176هاي  نام

خوار  مقاوم به كرم ساقه P-35S، DBT 418 و T-35Sخود داراي 
 P-35S ،TC 1507و  T-Tr7اروپايي در ساختار ژنوم خـود داراي  

كـش گليفوسـينيت آمونيـوم در سـاختار      مقاوم به حشرات و علف
مقــاوم بــه   T25  و P-35S ،T14 و T-35Sژنــوم خــود داراي  

 كــش گليفوسـينيت آمونيــوم در سـاختار ژنــوم خــود داراي    علـف 
T-35S  وP-35S 3جدول ( هستند .( 

كه دستاوردهاي مهندسي ژنتيك كه مهمتـرين آنهـا    با توجه به اين
توانـد در كمتـرين    در زمينه كشاورزي گياهان تراريخته هستند، مي

هـا را در ايجـاد خصوصـيات     زمان ممكن بسـياري از محـدوديت  
جديد و كميت و كيفيت بهتر محصولات غذايي از سر راه بردارد، 

اي بـزرگ  اي را در كشـوره  اين فناوري به سـرعت جايگـاه ويـژه   
 .James(كننده محصولات كشاورزي در دنيا پيدا كرده است  توليد

دهنـده تراريختـه    ، نشـان پـژوهش ه شده در اين نتايج اراي). 2011
اين در حالي اسـت  . استهاي ذرت وارد شده به كشور  بودن دانه

دهند كه محصولات تراريخته اعـلام نشـده    نشان مي ها پژوهشكه 
شوند اما واردات آنها به صورت غيـر   د ميبه ساير كشورها هم وار

طي پژوهشي بـا اسـتفاده از واكـنش    ). Marx. 2010(قانوني است 
لايــن ذرت  3آر مشــخص شــده اســت كــه  .ســي .اي پــي زنجيــره

 Matsuoka(انـد   از آمريكا وارد ژاپن شده 2000تراريخته در سال 

et al. 2000 ( هـاي تراريختـه بـه     دهنـده ورود ذرت  كه اين نشـان
در ايـران بـا توجـه بـه      .كشورهاي وارد كننده اين محصول اسـت 

هاي روغني از كشورهايي كـه بيشـترين سـطح     واردات عمده دانه
بكـارگيري ايـن    هسـتند زيركشت گياهان تراريخته را در دنيا دارا 

فناوري و توليد گياهـان تراريختـه در داخـل و اجـراي قـوانين از      
هـاي اخيـر در    سـال كـه در   هـايي  پـژوهش طـي  . ملزومات اسـت 

كشورهاي منطقه صورت گرفته مشخص شده است كه بسياري از 
رسـد   محصولات تراريخته در بازارهاي اين كشورها به فروش مي

 ؛Abdel-Mawgood et al. 2010(كه عمده آنهـا وارداتـي هسـتند    

Al-Salameen et al. 2012.(  

اي دانـه  ه ـ كه ايران يكي از بزرگتـرين وارد كننـده   اينبا توجه به 
ــه اســت  ذرت از كشــورهاي توليــد ــده ذرت تراريخت بررســي كنن

هـاي ذرت وارداتـي بـا يـك روش شناسـايي       تراريخته بودن دانـه 
بـا توجـه بـه آمـار مسـتند و      . مناسب و سريع حائز اهميت اسـت 

هاي به عمل آمده در رابطه با سـلامت و سـودمندي ايـن     پژوهش
محصولات، عدم توليد اين گياهـان در كشـور از اهميـت خاصـي     

هـا هكتـار زمـين زيـر كشـت       تا امروز ميليـون . شود برخوردار مي
محصولات تراريخته رفته و هيچ نـوع مشـكل بهداشـتي ناشـي از     

هـاي آنهـا در انسـان     ختـه و يـا فـرآورده   مصرف محصولات تراري
مشاهده نشده است و بارها سلامت و كيفيت آنها به اثبات رسـيده  

بـا توجـه بـه در نظـر      ).Helt. 2004; Meyer et al. 1996(اسـت  

 ). Aguilera et al. 2003(ساختار ژني استفاده شده براي انتقال به ذرت . MON 810كاست ژني  -4شكل 

 Figure 4- Construct MON 810. The construct used for the transformation of maize. 
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بـا آزاد   گرفتن سلامت اين محصولات و حقـوق مصـرف كننـده،   
بودن واردات گياهان تراريخته و مصرف آن، توليد اين محصولات 

بدين ترتيب بـا  . در داخل كشور از اهميت خاصي برخوردار است
توجه به نتايج بدست آمده كه دليـل بـر ورود ذرت تراريختـه بـه     
كشور است و با توجه به پيوسـتن ايـران بـه پروتكـل كارتاهنـا و      

زيستي، توليـد محصـولات تراريختـه در     تصويب قانون ملي ايمني
موارد مهمي كـه  . ار گيردداخل بايد به طور جدي مورد بررسي قر

در رابطه با واردات محصولات تراريختـه در پروتكـل كارتاهنـا و    
زيستي درج شده است اما در عمل به آنها توجهي  قانون ملي ايمني

زيستي  قانون ملي ايمني 7طبق ماده : شود، به شرح ذيل هستند نمي
به تصويب مجلس شوراي اسلامي رسيده  1388ايران كه در سال 

ليه اشخاص حقيقي و حقوقي كه قصد واردات، صـادرات  ، كاست
و يا حمل و نقل داخلـي و فرامـرزي موجـودات زنـده تراريختـه      

اطلاعـات موردنيـاز و    -الف: موضوع اين قانون را دارند، موظفند
مستندات علمي ارزيابي مخاطرات احتمالي براساس مفاد پروتكـل  

رايي مرتبط منـدرج در  هاي اج ايمني زيستي كارتاهنا را به دستگاه
شرايط  -ب. اين قانون ارائه و مجوز لازم را دريافت كنند) 4(ماده 

گذاري را رعايت  بندي و حمل و نقل و برچسب لازم از نظر بسته 
هـاي صـادراتي    همچنين طبق پروتكل كارتاهنا، در محمولـه . كنند

هاي زنـده اصـلاح    كالاهاي كشاورزي كه احتمال حضور سازواره
ود داشته باشد، بايد به وضوح در اسـناد ارسـالي بـه ايـن     شده وج

افزون بر اين، درج نـام و هويـت موجـود    . مسئله اشاره شده باشد
زنده تراريخته و استفاده مورد نظر از آن يـا محصـولات ناشـي از    

پروتكــل  2و  1آن، از مــوارد مهمــي اســت كــه در پيوســت     
، )Cartagena Biosafety Protocol (CBP)( زيستي كارتاهنـا  ايمني

هاي انجام شده، در گمرك ايـران   عنوان شده است اما طبق بررسي

بـودن   تراريختـه شـود، نـامي از    در اسنادي كه همراه كالا وارد مي
كــه  در حــالي. شــود محصــول و ســاير اطلاعــات لازم آورده نمــي

هاي روغني از بزرگترين كشورهاي توليـد   ترين واردات دانه عمده
بدين ترتيب هرگونـه  . گيرد تراريخته صورت ميكننده محصولات 

واردات محصــولات كشــاورزي بايــد بــا در نظــر گــرفتن حقــوق 
مصرف كننده بر اساس قـوانين منـدرج در قـانون ايمنـي زيسـتي      
كارتاهنا كه به تصـويب مجلـس شـوراي اسـلامي رسـيده اسـت،       

اهميت خاصي كه محصـولات تراريختـه   با توجه به . بررسي شود
، بـا  زيستي كارتاهنا پروتكل ايمنيرند و پيوستن ايران به در دنيا دا

توليـد ايـن    اهميـت هاي ذرت وارداتي  بررسي تراريخته بودن دانه
محصولات در كشور با در نظر گـرفتن حقـوق مصـرف كننـده از     

شود كه بايد رسيدگي جدي در ايـن   اي برخوردار مي اهميت ويژه
ده از گياهان تراريخته با در واقع توليد و استفا. رابطه صورت گيرد

هاي جهاني راجع به كيفيت و سلامت آنها  گرفتن استاندارد در نظر
هاي ارزيابي ايمنـي، مجـوز كشـت و مصـرف      آزمايشكه با انجام 

آنچـه  . گيرند، بيانگر امنيت و سـلامت ايـن محصـولات اسـت     مي
جز با بـالا  مسلم است استفاده از محصولات سالم مهندسي ژنتيك 

ح آگاهي مردم به آشنايي هـر چـه بيشـتر بـا سـلامت و      بردن سط
سـازي دربـاره پـذيرش ايـن      سودمندي گياهان تراريخته، فرهنـگ 

در .  نيستها در اين زمينه ممكن  هاي دولت محصولات و حمايت
با ظهور گياهان تراريخته، راهكـاري مـوثر در جهـت توليـد      واقع

بـه همكـاري   غذاي سالم و كافي ايجاد شده است كه توليـد آنهـا   
هاي اجرايي نياز دارد و نتيجـه مطلـوب هنگـامي بدسـت      سازمان

رساني صـحيح   سازي و اطلاع آيد كه قانون اجرا شود و فرهنگ مي
 . براي مردم كه مهمترين مصرف كنندگان هستند صورت گيرد
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رار بر عدم استفاده از مهندسي ژنتيك و محصولات تراريخته از سوي مديران مياني در وزارت اص
هاي توليد غذا با تكيه بر  جهاد كشاورزي و سازمان حفاظت محيط زيست موجب استمرار روش

مزارع  به منظور تعيين باقي مانده سموم،. سموم دفع آفات نباتي شيميايي خطرناك شده است
فرنگي در مناطق مختلف استان كهگيلويه و بويراحمد مورد بررسي قرار گرفت  وجهخيارسبز و گ

هاي  وضمن نمونه برداري، ميزان باقيمانده سموم اندوسولفان و ديازينون با استفاده از روش
بيشترين مقدار باقيمانده مربوط به سم ديازينون . استاندارد بين المللي در اين مزارع مشخص شد

، بويراحمد 462/0متوسط باقيمانده اين سم در شهرستان هاي گچساران . رسبز بوددر محصول خيا
. محصول تشخيص داده شد (mg/kg)گرم به ازاي هر كيلوگرم  ميلي 205/0و كهگيلويه  669/0

. است mg/kg 1/0مقدار مجاز باقيمانده اين سم براساس استانداردهاي جهاني، در خيارسبز 
فرنگي در شهرستان هاي گچساران و دنا نيز بيشتر  م ديازينون در گوجهمتوسط مقدار باقيمانده س

مقدار مجاز . تعيين شد mg/kg 534/0و  504/0از حد مجاز جهاني و مقدار آن ها به ترتيب 
. است mg/kg 5/0فرنگي براساس استانداردهاي جهاني  باقيمانده اين سم در محصول گوجه

يمانده سم ديازينون در ميوه خيارسبز در كل استان حدود براساس نتايج اين تحقيق، متوسط باق
ميزان باقيمانده سم . بود mg/kg355/0 برابر بيشتر از حد مجاز جهاني و مقدار آن  5/3

فرنگي و خيارسبز نيز در اكثر مناطق استان بيشتر از حد مجاز جهاني  اندوسولفان در گوجه
كه علاوه بر بالا بودن ميزان باقيمانده سموم نتايج اين تحقيقات نشان داد . تشخيص داده شد

پاشي  فرنگي، فاصله مجاز بين آخرين سم اندوسولفان و ديازينون در محصولات خيارسبز و گوجه
پاشي، مصرف ميزان مجاز سم و  ، تعداد مجاز دفعات سم)دوره كارنس(تا برداشت محصولات 

استمرار بر . ان رعايت نشده استپاشي توسط اكثر كشاورز همچنين فاصله زماني بين دو سم
ممانعت از توليد محصولات تراريخته كه بي نياز از مصرف سموم شيميايي هستند، موجب تزريق 

 .سموم اندوسولفان و ديازينون در سبد غذايي مصرف كنندگان ايراني خواهد بود

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

ــيش از  2011در انتهــاي ســال  ــار از  ميليــون 160مــيلادي ب هكت
كشــاورزي جهــان بــه كشــت محصــولات تراريختــه  هــاي زمــين

به گياهان تراريخته مقاوم ميليون هكتار آن  64اختصاص يافت كه 
بـه  . ، (Adeli and Ghareyazie, 2012)اختصـاص دارد   ها به آفت

د حصولات و بـا اسـتفاده از راهبـر   اين ترتيب، با كاشت اين نوع م
ها، مصرف سـموم شـيميايي دفـع     تاستفاده از گياهان مقاوم به آف

تـر از   گيري كاهش پيدا كرده و مهـم  به طور چشمگياهي  هاي تآف
آن اينكه اين محصولات به صورت طبيعي فاقـد باقيمانـده سـموم    
بوده و ضمن تضمين سلامتي مصرف كنندگان از بـازار صـادراتي   

با وجود صراحت قانون ايمنـي  . سبي نيز برخوردار خواهند بودمنا
بر توليد، رهاسازي، كاشت و مصرف محصولات تراريخته  زيستي

و با وجود واردات چنـد ميليـارد دلاري ايـن نـوع محصـولات و      
مصــرف آن در كشــور، گروهــي از مــديران ميــاني در كشــور بــا  

ن نوع محصـولات  هاي مختلف مانع اجراي قانون و توليد اي انگيزه
احتمـالي سـو ناشـي از     اثرهـاي آن ها به طور عمـده بـر   . اند شده

مصرف محصولات تراريخته بر سلامتي انسـان و مسـائل زيسـت    
محيطي تكيه كرده و به اين ترتيب با ايجاد هراس در بين مصـرف  
كنندگان و مديران ارشد كشور تا امـروز مـانع توليـد محصـولات     

در حالي است كه فناوري مهندسي ژنتيـك  اند و اين  تراريخته شده
سازي شده و نـام ايـران بـه عنـوان      توسط دانشمندان ايراني بومي
برنج تراريخته مقاوم به آفـت   1383اولين كشور جهان كه در سال 

. خوار را به توليد انبوه رساند، در تاريخ ثبت شده اسـت  كرم ساقه
آن دسـته از  اصرار مخالفين توليد محصولات تراريختـه بـه ويـژه    

آور بودن اين نوع محصولات را دارنـد از   مخالفيني كه ادعاي زيان
اول اينكه تا كنون هيچ مدركي مبنـي بـر   . دو جنبه قابل تامل است

. وجود هر نوع اثر منفي در مورد گياهان تراريخته ارائه نشده است
لـه ادامـه كشـت    دوم اينكه عدم كشت محصولات تراريخته به منز

تمرار مصـرف  است كه موجـب اس ـ  ها س به آفتمحصولات حسا
سمومي كه . شود خطرناك مي گياهي هاي سموم شيميايي دفع آفت

هـا بـه ويـژه بـه صـورت باقيمانـده سـموم بـه          زيان آور بودن آن
ايـن مقالـه در صـدد    . شماري به اثبات رسيده اسـت  استنادهاي بي

 )تراريختـه (است تا نتيجه اصرار بر عدم كشت محصولات مقـاوم  
را از جنبه باقيمانده سموم در اسـتان كهكيلويـه و بويراحـد نشـان     

 .دهد
استان كهگيلويه و بويراحمـد بـه    هاي زمينهكتار از  1000حدود 

فرنگـي اختصـاص داشـته     كشت محصولات خيـار سـبز و گوجـه   
)Agricultural statistics letter of Iran, 2009 ( ــطح و در س

 (Endosolfan)اندوسولفان  يژهو بهكش،  اي از سموم حشره گسترده
در اين مزارع استفاده  ها آفتجهت كنترل  (Diazinon)و ديازينون 

چنانچه اين سـموم بـيش از حـد مجـاز در بـدن انسـان       . مي شود
موجـب   ، ضمن ناهماهنگ كـردن حركـات بـدن،    پيدا كنندتجمع 

تشـنج   ريز، رعشه،  كبد و غدد درون تخريباي،  تحريكات ماهيچه
 Van Emden and(شــوند  ه مــرگ ســريع انســان مــيو بــالاخر

Peakall,1996; Palikhe, 2002; Carson, 1962.( 
ميليــون نــوع تركيبــات شــيميايي بــه صــورت  10تــاكنون حــدود 

 ـ . مصنوعي ساخته شده است ايي ثبـت مـواد شـيميايي،    دفتـر اروپ
تركيب شـيميايي را كـه بطـور تجـاري توليـد       000/110ليستي از 

ماده جديـد   2000تا  1000تهيه كرده است و سالانه بين  شوند مي
 هـاي  پـژوهش شوراي  1984در سال . شود به اين ليست اضافه مي

هـاي   درصـد از فـرآورده   2ملي آمريكا گزارش داده كه فقط براي 
 هـاي  زيـان ي اطلاعات كافي به منظور ارزيابي كامل تجاري شيمياي

اي از  عمـده تركيبات آلي فسفره كه بخش  . ها در دسترس است آن
شود در رديف دوم فهرست سـياه   كش را شامل مي حشره هاي سم

 ). Van Emden and Peakall,1996( قرار گرفته است
آلي فسفره بر روي سيستم عصبي اثـر گذاشـته و فعاليـت     هاي سم

را از بـين   (Acetyl cholon esterase) آنزيم استيل كولين اسـتراز  
تحريكات عصـبي توسـط اسـتيل كـولين از يـك سـلول       . برند مي

عصبي به سلول ديگر منتقل و سپس استيل كـولين توسـط آنـزيم    
سـموم فسـفره آلـي بـا مختـل      . رود استيل كولين استراز از بين مي
شوند كه استيل كولين از بين نرفتـه   كردن كار اين آنزيم، باعث مي

 تحريـك درنتيجـه،  . صورت مداوم باعث تحريك عصبي شود هو ب
 ).Palikhe, 2002(شود  پي در پي عصبي باعث تشنج و مرگ مي

اقيمانده سموم اندوسـولفان  ، تعيين ميزان بپژوهشهدف كلي اين 
فرنگـي در اسـتان كهگيلويـه و     و ديازينون در خيار سبز و گوجـه 

از قبيل تعيين  فرعيبويراحمد بود تا براين اساس بتوان به اهداف 
اختلاف ميزان باقيمانده سموم مذكور با استاندارد جهـاني، تعيـين   

و ) دوره كارنس(مدت زمان آخرين سمپاشي تا برداشت محصول 

http://www.google.com/search?tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22H.F.+van+Emden%22�
http://www.google.com/search?tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22H.F.+van+Emden%22�
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عيين ميزان و نحوه مصـرف سـموم ديـازينون و اندوسـولفان در     ت
تا قبـل  . فرنگي در استان دست يافت محصولات خيارسبز و گوجه

در خصـوص تعيـين ميـزان     پژوهشـي ، هيچگونـه  پژوهشاز اين 
باقيمانــده ســموم اندوســولفان و ديــازينون در خيــار ســبز و      

فتـه  فرنگـي در اسـتان كهگيلويـه و بويراحمـد صـورت نگر      گوجه
مختلفي ميزان باقيمانـده   پژوهشگراندر ساير نقاط،  بنابرايناست، 

انــد  گيــري كــرده مختلــف انــدازه محصــولاتايــن دو ســم را در 
)Hajiabadi et al, 2000; Dikshit et al, 1980; Frank et al, 

1991; Verma, 1979; Rezvani et al, 2009( 
 

  ها روش و مواد

 عمليات صحرايي 
فرنگـي در مـزارع    هاي خيار سبز و گوجـه  ري از ميوهبردا نمونه

ان كهگيلويـه  از مناطق مختلف است: استان كهگيلويه و بويراحمد
) هاي بويراحمد، دنا، كهگيلويه و گچساران شهرستان(و بويراحمد 

. ها رايج بود بازديد شـد  فرنگي در آن كه كشت خيار سبز و گوجه
فرنگـي براسـاس سـطح     برداري از مزارع خيارسبز و گوجـه  نمونه

انجام  3زيركشت اين محصولات در هر شهرستان به شرح جدول 
فرنگي در استان كهگيلويه  جامعه آماري خيار سبز و گوجه. گرفت

هكتار است كه از جامعه  294و  503و بويراحمد به ترتيب معادل 
بـرداري از   مزرعـه بعنـوان جامعـه نمونـه بـراي نمونـه       53مذكور 

ــبز  ــراي   24و محصــول خيارس ــه ب ــه نمون ــوان جامع ــه بعن مزرع
فرنگـي انتخـاب شـد تـا براسـاس       برداري از محصول گوجه نمونه

قابل تعميم به كـل   پژوهشاستاندارد جهاني، نتايج حاصله از اين 
انتخـاب تعـداد   . )Codex Stan CAC/GL 40/1993(استان باشـد  

 ها بر اساس سطح زير كشت مزارع و همچنين تعداد نمونه برداري
در هر شهرستان و با توجه به وجود دو شرايط اقليمي سردسـيري  

هـاي انتخـاب    تعداد نمونـه . و گرمسيري در استان صورت گرفت
عدد بوده و براي  48فرنگي  و براي گوجه 106شده براي خيارسبز 

بـرداري   نمونه. شت شدكيلوگرم از هر محصول بردا 5/0هر نمونه 
رانــدازي بــا اســتفاده از تصــادفي و بــه روش كاد بصــورت كــاملا
 .انجام گرفت) متر مربع 25/0(متر  5/0×  5/0كادرهاي با ابعاد 

هـاي خيـار سـبز و     برداري از ميـوه  طي اين بازديدها، ضمن نمونه
اطلاعات مربوط به هـر مزرعـه شـامل نـام منطقـه،       فرنگي، گوجه

سطح زيركشت، نوع محصول، نـوع آبيـاري،    ارتفاع از سطح دريا،  
پاشي، نـوع   پاشي، تعداد دفعات سم تاريخ اولين سم اشت، تاريخ ك

پاشي  سموم مصرفي، ميزان سموم مصرفي و فاصله بين آخرين سم
 .هاي اطلاعاتي مخصوص ثبت شد تا برداشت محصول، در فرم

هـاي پلاسـتيكي مخصـوص     هاي بدسـت آمـده را در كيسـه    نمونه
را در  هـا  گذاشته و ضمن درج مشخصات مربوط به هر نمونه، آن

ظروف حاوي يخ قرار داده و در حالت فريز شـده بـه آزمايشـگاه    
نمونــه  3نمونــه خيــار ســبز و  3همچنــين تعــداد . منتقــل شــدند

هاي عرضه محصولات  فرنگي بصورت تصادفي از فروشگاه گوجه
. دهدشت و گچساران، انتخاب شد  كشاورزي در شهرهاي ياسوج،

م و هر نمونه مخلـوطي از  ها يك كيلوگر وزن هركدام از اين نمونه
نمونه تصـادفي بـود كـه از فروشـگاههاي عرضـه محصـولات        4

كشاورزي خريـداري شـدند و ضـمن درج اطلاعـات مربوطـه و      
 .نگهداري در شرايط فريز شده به آزمايشگاه منتقل شدند

 
 عمليات آزمايشگاهي

تعيــين ميــزان باقيمانــده ســموم ديــازينون و اندوســولفان در 
اين منظور از روش ذيل كه تنها روش اسـتاندارد   براي:آزمايشگاه

ايـن  . المللي بوده و در تمام نقاط جهان رايج است استفاده شد بين
عمل درخصوص سم ديـازينون، در آزمايشـگاه باقيمانـده سـموم     
ــم     ــوص س ــور و در خص ــكي كش ــات گياهپزش ــه تحقيق مؤسس
اندوســولفان در آزمايشــگاه وزارت بهداشــت، درمــان و آمــوزش 

هـا   امكانات موجود در اين آزمايشگاه و به كمك پرسنل و پزشكي
  .)Ciba, 1989; Baumann et al, 1996( انجام شد

 

 ها سازي نمونه آماده
بصورت (در شرايط استاندارد  فرنگي،  هاي خيار سبز و گوجه نمونه

به آزمايشگاه منتقل و در فريزر نگهداري ) زده و در دماي پايين يخ
فاده از دسـتگاه همـزن برقـي، هـر نمونـه نـيم       با استسپس  .شدند

ــياب و ده  ــوگرمي آس ــده    كيل ــين باقيمان ــت تعي ــرم از آن جه گ
 mlمقدار فوق در داخل دستگاه همزن بـا   .كش انتخاب شد حشره

 .بار مخلوط شد 2دقيقه و 2بمدت استون مخلوط و  60
 - Liquid\)استخراج باقيمانده سموم بـه روش مـايع بـه مـايع    

liquid extraction)  :   نمونه حاوي استون از قيـف بـوخنر عبـور 
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 نام شهرستان
Name of 
country 

 )هكتار( سطح زيركشت
Cultivated area (ha) 

 تعداد مزارع مورد بازديد
No. of investigated fields 

شده جهت  هاي انتخاب تعداد نمونه
 تعيين باقيمانده سموم

No. of selected samples for 
determination of pesticide 

residues 

 توضيحات
Explanation 

 سبز خيار
Cucumber 

 فرنگي  گوجه
Tomato 

 سبز خيار
Cucumber 

 فرنگي  جهگو
Tomato 

 خيارسبز
Cucumber 

 فرنگي  گوجه
Tomato 

 گچساران
Ghachsaran 

179 118 16 12 32 24 
وزن تقريبي هر 

 5/0نمونه 
كيلوگرم 

 .است بوده
Weight of 

each sample 
was around 0.5 

kg 
 

 كهگيلويه
Kohgyloyeh 

65 102 16 20 32 40 

 دنا
Dena 

15 10 8 2 16 4 

 بويراحمد
Boyreahmad 

244 64 15 9 30 18 

 
يكصد و پنجاه  سپس .و داخل دستگاه دكانتور ريخته شدشد داده 
چهـار   .به اين نمونه اضـافه شـد  درصد  2ليترسولفات سديم  ميلي

ليتر دي كلرومتان به محلول فوق اضافه كرده و بشدت تكـان   يميل
آوري كـرده و   دي كلرومتان را داخل ظرف ديگري جمع .داده شد

دوباره پس از تكان دادن، . دي كلرومتان اضافه شد ml20بار ديگر 
براي بار سوم اين عمل  .فاز حامل دي كلرومتان به قبلي اضافه شد

كل محتويات ظرف حامل . كرار شددي كلرومتان ديگر ت ml20با 
عبور داده، ) حاوي سولفات سديم(دي كلرومتان را از قيف بوخنر 

تقطير شد و  نمونه را خشك كرده و بوسيله دستگاه تقطير در خلا، 
لازم بـه ذكـر اسـت كـه در     . تا زمان آناليز در فريزر نگهداري شد

لـول  هـا، بايـد مح   صورت وجود ناخالصي و مواد اضافي در نمونه
حاوي دي كلرومتان را از ستون فلور زيل عبـور داد و محلـول را   

 .تصفيه كرد
بـراي  : تعيين ميزان باقيمانده سموم بوسيله دستگاه آناليز كننـده 

ECDدسـتگاه گـاز كرومـاتوگراف بـا دتكتورهـاي      اين كار از  0F

و  1
NPD 1F

 .استفاده شد 2
-Shimadzu, Japan Model: GC:  دستگاه از براي آناليز ديازينون

و  گـراد  سـانتي درجـه   280: دماي ستون و Cpb-5 :ستونبا  2010
                                                           

1- Electron Capture Detector 
2- Nitrogen Phosphor Detector 

 .ميلي متر استفاده شد 25/0 قطر داخلي متر و 30طول ستون 
 گـراد  انتيس ـدرجه  150: ، دماي اوليه ستون mµ 25/0: قطر پوسته
درجـه   280درجه دردقيقـه بـه    3دقيقه و بعد با رمپ  5با توقف 

انژكتـور  از . تخـاب شـد  ان دقيقـه  10بـا زمـان توقـف     گراد انتيس
Splitlessآشكارساز گراد انتيسدرجه  200: ، دماي انژكتور ،NPD 

از گــاز حامــل . اســتفاده شــد گــراد انتيســدرجــه  300دمــاي  بــا
بازدارنـدگي  با زمان  دقيقه/ميلي ليتر 3 هوا، ميزان جريان/هيدروژن

Rt= 15.6 استفاده شد. 
 :Shimadzu, Japan Modelاز دسـتگاه   براي آنـاليز اندوسـولفان  

GC-2010  سـتون  وCPSIL 24CB     درجـه   250بـا دمـاي سـتون
 ميلي متر،  25/0 متر، قطر داخلي ستون 30سانتي گراد، طول ستون 

  سـانتي گـراد  درجـه   150 ، دماي اوليه سـتون mµ 0,5 قطر پوسته
درجـه   250درجه در دقيقـه بـه    3دقيقه و بعد با رمپ  5با توقف 

: انژكتـور  از. اسـتفاده شـد   دقيقـه  10بـا زمـان توقـف     گراد انتيس
Splitlessدرجه سانتيگراد، آشكارسـاز   250: ، دماي انژكتورECD ،

 Rt= 21.5زمـان بازدارنـدگي   و  گـراد  انتيس ـدرجـه   280دماي با 
ميلــي  30 هــوا بــا جريــان/گــاز حامــل نيتــروژناز . اســتفاده شــد

 از متـر  30بـا طـول    HPستون و در صورت استفاده از  دقيقه/ليتر
 .استفاده شد N2گاز حامل 

 فرنگي در استان كهگيلويه و بويراحمد برداري از محصولات خيارسبز و گوجه زيركشت و جامعه آماري نمونه سطح  -1جدول 

 Table 1- Cultivated area and statistic society of cucumber and tomato products in Kohgyloyeh va Boyerahmad province 
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 نام شهرستان
Name of country 

 )mg/kg(متوسط مقدار باقيمانده سم اندوسولفان
Averages of Endosulfan residue (mg/kg) 

 

متوسط مقدار باقيمانده سم ديازينون 
)mg/kg( 

Averages of Diazinon residue 
(mg/kg) 

 
 خيار سبز

Cucumber 

 فرنگي گوجه
Tomato خيار سبز 

Cucumber 
 فرنگي گوجه

Tomato ايزومر α 
α isomer 

 β ايزومر
β isomer 

 α ايزومر
α isomer 

 β ايزومر
β isomer 

 
 گچساران

Ghachsaran 
0.352 0.443 0.325 0.284 0.462 0.504 

 كهگيلويه
Kohgyloyeh 

0.167 0.271 0.130 0.216 0.205 0.195 

 بويراحمد
Boyreahmad 

0.295 0.349 0.447 0.435 0.669 0.392 

 دنا
Dena 

0.207 0.297 0.131 0.102 0.088 0.534 

 استان
Province 

0.255 0.341 0.258 0.259 0.355 0.406 

 
 Limits of detection (LOD)كـردن حد تشخيص و حد كمي 

and quantification (LOQ): تعيينLOD   وLOQ    بـا دسـتگاه
GC/ECD   09/0و  03/0ترتيـب  براي اندازه گيري اندوسولفان بـه 

و انـدازه   GC/NPDو بـراي دسـتگاه   ) قسمت در ميليـون (پي پي ام
گيري ديازينون نيز اين شاخص هـا و بـا همـين خصوصـيات اسـتفاده      

 .شد
 بـازدهي بـراي سـنجش ميـزان    : درصد بازيافت و روش محاسبه

ميلـي   100ميكروگرم از محلـول   75و  35،  15روش كار، مقدار 
ندارد ديازينون و اندوسولفان به منظـور تهيـه   گرم بر كيلوگرم استا

ــاي   ــت ه ــه mg/g 1/0، 25/0، 5/0ي غلظ ــه   15، ب ــرم نمون گ
اضـافه گرديـد و كليـه مراحـل اسـتخراج      ) شاهد(سمپاشي نشده 

 .مطابق با نمونه هاي قبلي انجام و تعيين شد
در  اندوسولفانغلظت : و ايزومرهاي آن اندوسولفانغلظت هاي 

آن بـه   مجموعومرهاي آن به تفكيك تعيين و جداول بر اساس ايز
  .عنوان اندوسولفان كل ارايه شد

  بحث و جينتا

اندوسولفان و ديازينون در مناطق مختلف  سموممقدار باقيمانده 
 استان كهگيلويه و بويراحمد

، شامل متوسط مقدار باقيمانده سـموم  پژوهشنتايج حاصله از اين 
مقـدار سـم     بـرداري،  نمونـه  تـاريخ   پاشي، تاريخ سم  در هر منطقه،

پاشـي تـا    پاشـي و متوسـط زمـان سـم     تعداد دفعات سـم   مصرفي،
بـر  . برداشت محصول، به تفكيك مناطق مـورد بازديـد ثبـت شـد    

نـگ تـامرادي و   اساس اين نتايج، در منـاطق تنگـاري، كوشـك، ت   
سپيدار از توابع شهرستان بويراحمد و خيرآباد از توابـع شهرسـتان   

فرنگي بيشـتر   گچساران، مقدار باقيمانده سم اندوسولفان در گوجه
همچنين مقدار باقيمانده سم اندوسـولفان  . از حد مجاز جهاني بود

كــره از توابــع شهرســتان  در خيــار ســبز در منــاطق تنگــاري و دم
ــد، ــتان      وه، ده  بويراحم ــع شهرس ــامبراكان از تواب ــه و ش ده خليف

رچ از توابع شهرستان دنا بيشتر از حد مجاز جهاني  دلي  گچساران،
 فرنگـي   مقدار باقيمانده سم ديازينون در گوجـه . تشخيص داده شد

 فرنگي در چهار شهرستان و استان كهگيلويه و بويراحمد لفان و ديازينون در خيارسبز و گوجهمتوسط مقدار باقيمانده سموم اندوسو -2جدول 

 Table 2- Averages of Endosulfan and Diazinon residue in cucumber and tomato at the four countries as well as the 
province  
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 نام منطقه
Name of region 

 )mg/kg(متوسط مقدار باقيمانده سم اندوسولفان
Averages of Endosulfan residue (mg/kg) 

 

قدار باقيمانده سم متوسط م
 )mg/kg( ديازينون

Averages of Diazinon 
residue (mg/kg) 

 خيار سبز
Cucumber 

 فرنگي گوجه
Tomato خيار سبز 

Cucumber 
 فرنگي  گوجه

Tomato ايزومر α 
α isomer 

 β ايزومر
β isomer 

 α ايزومر
α isomer 

 β ايزومر
β isomer 

 بازار ياسوج
Yasouj market 

Undetectable Undetectable Undetectable 0.006 0.121 0.030 

 بازار دهدشت
Dehdasht 
market 

0.008 0.016 Undetectable 0.011 0.201 0.211 

 بازار گچساران
Ghachsaran 

market 
0.021 0.031 Undetectable Undetectable 0.092 Undetectable 

 
 ده ناصـر و خيرآبـاد از توابـع شهرسـتان      جعفر، در مناطق امامزاده

و  (mg/kg) 216/1و  621/0، 516/0گچســــاران بــــه ترتيــــب 
بـود كـه ايـن     (mg/kg) 534/0بيگي از توابع شهرسـتان دنـا    بهرام

  در سـاير منـاطق اسـتان،   . مقادير  بيشتر از حد مجاز جهاني اسـت 
مقدار باقيمانده سموم اندوسـولفان و ديـازينون روي محصـولات    

 .كمتر از حد مجاز تشخيص داده شد فرنگي گوجهخيار سبز و 
مربوط به سم ديـازينون در    ،استانبيشترين مقدار باقيمانده سم در 

مقدار مجاز باقيمانـده ايـن سـم در    . محصول خيار سبز بوده است
گـرم در هـر    ميلي 1/0المللي  خيار سبز بر اساس استانداردهاي بين

كيلوگرم محصول است، در صورتيكه متوسط مقدارباقيمانـده ايـن   
، در شهرســتان بويراحمــد 0/ 462ســم در شهرســتان گچســاران 

گـرم بـه ازاي هـر     ميلـي  205/0و در شهرستان كهگيلويـه   669/0
در شهرستان دنا متوسط مقدار باقيمانده سم . كيلوگرم محصول بود

تشـخيص   0875/0ديازينون كمتر از استاندارد جهاني و مقدار آن 
 فرنگـي  متوسط مقدار باقيمانده سـم ديـازينون در گوجـه   . داده شد

هـاي گچسـاران و دنـا ايـن      نغير بود، به نحوي كه در شهرسـتا مت
گـرم بـه ازاي هـر كيلـوگرم      ميلـي  534/0و  504/0مقدار بترتيب 

حد مجاز باقيمانـده ايـن سـم در    . فرنگي تشخيص داده شد گوجه

گرم به ازاي  ميلي 5/0فرنگي بر اساس استانداردهاي جهاني  گوجه
تايج متوسـط باقيمانـده   بر اساس اين ن. هر كيلوگرم محصول است

برابر بيشـتر از   5/3سم ديازينون در خيار سبز در كل استان حدود 
گرم به ازاي هـر كيلـوگرم    ميلي/ 355حد مجاز جهاني و مقدار آن 

 ). 2جدول( وزن محصول بود
ــال   ــاران در سـ ــاجي رزاق و همكـ ــودگي  1380حـ ــدار آلـ مقـ

فره را كـه  هاي كارون و دز به سموم شيميايي اورگانوفس ـ رودخانه
در ايـن بررسـي   . شـود ، بررسـي كردنـد    در كشاورزي استفاده مي

 پـژوهش نتـايج  . سم مورد مطالعه قرار گرفـت  15مقدار باقيمانده 
ها نشان داد كه مقدار باقيمانده سموم در فصل بهـار و تابسـتان    آن

بيشتر از ساير فصول سال و در مواردي نيـز بـالاتر از حـد مجـاز     
ز نظر درصد فراواني سموم آزمايش شده نشـان  نتايج ا. بوده است

داد كه سم ديازينون نسبت به ساير سموم آزمايش شده از فراواني 
گيري را مصـرف   ها علت اين نتيجه آن. بيشتر برخوردار بوده است

. كش عمـومي ذكـر كردنـد    زياد سم ديازينون به عنوان يك حشره
آلودگي  وضعيت 1379همچنين حاجي آبادي و همكاران در سال 

. رودخانه بابلرود به سموم كشاورزي را مورد بررسي قـرار دادنـد  
آن هــا در ايــن رودخانــه باقيمانــده چهــار ســم اورگانوفســفره را 

 فرنگي در بازار ياسوج، دهدشت و گچساران مانده سموم اندوسولفان و ديازينون در خيارسبز و گوجهمتوسط مقدار باقي -3جدول 

Table 3- Averages of Endosulfan and Diazinon residue in cucumber and tomato at the markets of Yasouj, Dehdasht and 
Ghachsaran. 
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اين سـموم بـه ترتيـب اهميـت عبـارت      . شناسايي و تعيين كردند
ها گزارش  آن. فنيتراتيون و پاراتيون متيل  اتيون،  بودند از ديازينون،

ضي موارد مقادير بدست آمده بيش از حـد مجـاز   كردند كه در بع
كش ها در تابستان غلظت  اكثر حشره. جهاني در آب ها بوده است

بيشتري در مقايسه با بقيه فصول داشته و ديازينون به دليـل وفـور   
اي كـه در مـزارع    مزارع برنج در منطقه و به علت مصرف گسترده

مشاهده شده  پژوهشيهاي  در تمام فصول و در تمام ايستگاه  دارد،
 ). Hajiabadi et al, 2000(است 

 
هـاي   سموم اندوسولفان و ديازينون در فروشگاه باقيماندهمقدار 

 عرضه محصولات كشاورزي
مقدار باقيمانده سم ديازينون روي خيار سـبز در بـازار ياسـوج و    
دهدشت بيشتر از حد مجاز و مقدار باقيمانده سم اندوسـولفان در  

دهدشـت و گچسـاران     فرنگي در بازار ياسوج، جهخيار سبز و گو
 هـاي  پـژوهش ).  3جـدول  ( تشخيص داده شد  مجازكمتر از حد 

سال به  5كشاورزان نپال براي مدت  درصد 60پاليكه نشان داد كه 
ــين  ــدون آيــش گذاشــتن زم ــاوب و ب هــاي زراعــي، از  طــور متن

تـه  هاي زماني بسيار كم حتي كمتـر از دو هف  ها در فاصله كش آفت
او مصــرف ســم . انــد اســتفاده كــرده  قبــل از برداشــت محصــول،

اندوسولفان در نپال را بسيار رايج ذكر كرده، در حالي كه اين سـم  
ــزي بخصــوص مــاهي بســيار ســمي اســت   ــراي موجــودات آب ب

)Palikhe, 2002.( 
 

مقدار و نحوه مصرف سموم اندوسولفان و ديازينون روي خيار 
محصـول بعـد از    رداشـت بفرنگـي و چگـونگي    سبز و گوجه

 سمپاشي 

با وجود اينكه استفاده از اندوسـولفان در محصـولات خيارسـبز و    
اســتان  كشــاورزان بنــابراينفرنگــي توصــيه نشــده اســت،  گوجــه

كهگيلويه و بويراحمد ضمن استفاده از سم مذكور، بطور متوسـط  
پاشـي خيارسـبز و    سـي در ليتـر جهـت سـم    .سـي  25/4به مقدار 

اند و اين در حـالي اسـت كـه حـداكثر      اده كردهفرنگي استف گوجه
 5/2مقدار مجاز مصرف ايـن سـم در محصـولات توصـيه شـده،      

حد مجاز مصرف سم ديازينون براي كنترل . سي در ليتر است.سي
كـه   ليتر در هكتـار اسـت، در صـورتي    5/1مگس خربزه در جاليز 

و بـراي   5متوسط مقدار مصرف اين سم در استان براي خيار سبز 
 .ليتر در هكتار بود 4فرنگي  وجهگ

حداقل فاصله   بر اساس دستور عمل شركت سازنده سم ديازينون،
) دوره كـارنس (پاشي تا برداشـت محصـول    زماني بين آخرين سم

 FAO and WHO, 2008; Codex(روز اعـلام شـده اسـت     10

Alimentarius. 2003(،     4اما كشاورزان اين استان بطـور متوسـط 
محصول خيارسبز خود را برداشت و روانـه   پاشي،  مروز پس از س

فرنگي اين فاصـله زمـاني    در مورد گوجه. اند كرده بازار مصرف مي
پاشـي   همچنين حداقل فاصله زماني بين آخرين سـم . روز بود 12

روز اعلام شـده، در   15تا برداشت محصول براي سم اندوسولفان 
شت محصول براي پاشي تا بردا كه متوسط زمان آخرين سم صورتي

از طرف ديگر ، . روز بود 10فرنگي  روز و براي گوجه 4خيارسبز 
پاشـي اول بـه اتمـام     متأسفانه قبل از اينكه دوره كارنس براي سـم 

پاشي هاي نوبت دوم و سوم نيز در مورد هر دو  سم برسد، معمولا
سم اندوسولفان و ديازينون توسـط كشـاورزان ايـن اسـتان انجـام      

شـود در تمـام مـدت برداشـت      موضـوع باعـث مـي   گرفته و اين 
محصول، مقداري باقيمانده سـم در محصـولاتي كـه روانـه بـازار      

پاشـي   در خصوص تعداد دفعات سـم . شوند وجود داشته باشد مي
بـه   ي در اسـتان وجـود نداشـته و معمـولا    نيز ملاك و معيار خاص

پاشـي توسـط كشـاورزان صـورت      محض مشاهده چند آفت، سم
  .گرفته است

ــه و   ــار و گوجــه فرنگــي در اســتان كهكيلوي ــداول خي كشــت مت
رويه سموم خطرناك شيميايي همراه شـده   بويراحمد با مصرف بي

كشاورزان در اين استان و بر اساس مصاحبه با پژوهشگران . است
از سمومي كه هرگز براي توليـد ايـن   ) ها در بسياري از ساير استان

كنند و در اين راه حتـي   محصولات توصيه نشده است استفاده مي
مقدار مصرفي اين سموم براي محصـولات مشـابه را هـم ناديـده     
گرفته و تا دو و حتي سه برابر مقـادير توصـيه شـده بـراي سـاير      

عدم رعايـت  . كنند محصولات در گوجه فرنگي و خيار استفاده مي
ميزان مصرف سموم و عـدم رعايـت حـداقل فاصـله زمـاني بـين       

موجـب  ) دوره كـارنس (رداشـت محصـول   پاشـي تـا ب   آخرين سم
برابـر ميـزان مجـاز اسـتاندارد      5افزايش باقيمانده سموم به دو تـا  

در ساير نقاط كشور نيز نتايج مشابهي به دست . جهاني شده است
هـاي خربـزه مربـوط بـه      تجزيه ميـزان سـم در نمونـه   . آمده است
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خربزه جام و شيروان، نشان داد كه باقيمانده سم ديازينون در  تربت
برابـر   11/4برابر حد مجاز و در خربزه شـيروان   98/4تربت جام 

باقيمانده ديازينون در خيار به جز در خيـار مشـهد،   . حد مجاز بود
برابـر،   1/6ميزان اين سم، در خيار دزفـول  . بيش از حد مجاز بود

برابر، در خيـار   2/4برابر، در خيار جيرفت  4/4در خيار رفسنجان 
برابر حد مجـاز بـود، امـا     8/1ر و در خيار شيروان براب 1/2كرمان 

ميزان سم در گوجه فرنگي و خيار كشت شده در مشـهد كمتـر از   
 ).Rezvani Moghadam et al, 2009(حد مجاز تعيين شد 

اگرچه مصرف بهينه سـموم و كـاهش مقـدار باقيمانـده سـموم و      
هـاي   كاهش آثار مخرب زيسـت محيطـي آن بـا اسـتفاده از روش    

فته آموزش و ترويج كشاورز ي امكان دارد، اما همين نياز به پيشر
بار سـموم شـيميايي از    زيان اثرهايآموزش و ترويج براي كاهش 

هاي سـنتي توليـد غـذا در ايـران اسـت كـه        معايب تكيه بر روش
موجب افزايش هزينه توليد و عدم امكـان رقابـت بـا محصـولات     

ش و ترويج كشـاورزي  بنا براين ضعف آموز. شود وارداتي نيز مي
و فناوري هراسي مديران مياني به ويژه در وزارت جهاد كشاورزي 
كه موجب محروميت كشور از فناوري سرنوشـت سـاز مهندسـي    
ژنتيك و استفاده از محصـولات تراريختـه شـده اسـت، دو عامـل      

شود، وضعيتي كه مـديران معتقـد    اصلي وضعيت فعلي ارزيابي مي
لي محصـولات تراريختـه بـر سـلامت     سو احتما اثرهايبه وجود 

معلـوم نيسـت چـرا ايـن قبيـل      . انسان بايد پاسـخگوي آن باشـند  
مسئولان در وزارت بهداشـت و وزارت جهـاد كشـاورزي نگـران     

سـو   اثـر ادامه مصرف سموم شيميايي، باقيمانده مصرف سـموم و  
 .اثبات شده آن بر سلامت انسان، دام و محيط زيست نيستند
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در جمعيت گاوميش  BoLA-DRB3ژن  دوشكلي اگزون  بررسي چند

 PCR-RFLPاستان خوزستان با استفاده از روش 

 ،3نصيري  تقي بيگي ، محمد2، خليل ميرزاده2فياضي ، جمال1*نهال سميه رحيم

 4روشنفكر..هدايت ا
 

 دانشجوي دكتري ژنتيك و اصلاح دام، دانشگاه كشاورزي و منابع طبيعي رامين خوزستان -1

غذايي، دانشگاه  صنايعدانشيار و استاد دانشكده علوم دامي و , به ترتيب استاديار -4و  3، 2
 مين خوزستانكشاورزي و منابع طبيعي را

 s.rahimnahal@yahoo.com :الكترونيكي پست مكاتبات، مسئول نويسنده* 
 )24/11/91 :پذيرش تاريخ - 31/4/91 :دريافت تاريخ( 

 
 
 

هاي سطح  ها و پروتئين ژن كد كننده آنتي) MHC(جايگاه ژني مجموعه سازگاري بافتي 
. هاي خارجي نقش دارند هاي دفاعي بدن و شناسايي پروتئين كه در واكنش استها  تلوكوسي

 ІІ ، كلاسІهاي كلاس  كه در سه دسته ژني به نام استدر گاو اين جايگاه ژني به نام بولا معروف 
هاي  اند، هر يك از اين كلاس گاو ترتيب يافته 23بر روي بازوي كوتاه كروموزوم  ІІІو كلاس 
ها  تواند تا بيش از ده هاي ژني متعدد و مختلف است و هر جايگاه مي ي مجموعه جايگاهژني دارا

 جايگاه ژني  2، بررسي چندشكلي اگزون پژوهشهدف از اين . آلل را شامل شود
BoLA-DRB3  آر .سي.از روش پي پژوهشدر اين . استدر جمعيت گاوميش استان خوزستان

رأس  80خونگيري از . تكثير اين اگزون استفاده شدبراي  )Heminested-PCR(اي  دو مرحله
اي پليمراز جهت  ه اي زنجير واكنش دو مرحله. هاي استان صورت گرفت گاوميش از شهرستان

با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي اين ژن  MHCژن  2جفت بازي از اگزون  284تكثير قطعه 
. مورد تيمار قرار گرفت RsaІو  HaeIII هاي برشي وسيله آنزيم قطعه تكثير شده به . انجام شد

، نه الگوي برشي را در اين جايگاه HaeIIIبا استفاده از آنزيم برشي  پژوهشنتايج حاصل از اين 
درصد بيشترين  75/23و  37/34به ترتيب با فراواني  aو  bژني نشان داد كه الگوهاي برشي 

، RsaІآنزيم برشي . تيكي شناسايي شدتركيب ژن 17فراواني آللي را به خود اختصاص دادند و 
درصد  20و  30به ترتيب با فراواني  bو  gتعداد ده الگوي برشي را نشان داد كه الگوهاي برشي 

تركيب ژنتيك  17بيشترين فراواني آللي را به خود اختصاص دادند با استفاده از اين آنزيم نيز 
 د بررسي، در حالت تعادل آزمون كاي مربع نشان داد كه جمعيت مور. شناسايي شد

مورفيسم در جمعيت  در پژوهش حاضر سطح بسيار بالايي از پلي. وينبرگ قرار دارد-هاردي
 .گاوميش استان خوزستان مشاهده شد

 

 هاي كليدي واژه

mailto:S.Rahimnahal@yahoo.com�


 نهال و همكاران  سميه رحيم   ... در BoLA-DRB3شكلي اگزون دو ژن  بررسي چند

 

 122 1391پاييز و زمستان / 2شماره / اولدوره / و ايمني زيستيژنتيك مهندسي 

 

 

  مقدمه

هـا   ها و سـويه  ها، جمعيت نژادها، لاين افرادتمايز در عملكرد ميان 
. بــه لحــاظ ژنتيــك مــورد نظــر متخصصــين اصــلاح نــژاد اســت 

پذير بودن اين تغييرها در سطح مولكول  بودن و توارث مورفيك پلي
هاي جديد شناسايي و منجر بـه معرفـي    اي به كمك روش.ان.دي

ي گشته كه مرتبط با صـفات توليـدي و   نشانگرهاي ژنتيك جديد
يـا  ) MHC(كمپلكس اصلي سـازگاري بـافتي   بنابراين. ايمني است

به علت ارتباط آن با ايمني دام، ) BoLA( ژن لوكوسيت گاوي آنتي
 . )Pashmi et al., 2004( مورد توجه قرار گرفته است

كـد  ) MHC(ژنـي مجموعـه سـازگاري بـافتي      جايگاهنقش اوليه 
كـه در   اسـت هـا   هاي سطح لوكوسـيت  ها و پروتئين ژن كننده آنتي

هاي خـارجي دخالـت    هاي دفاعي بدن و شناسايي پروتئين واكنش
 كردهرا رمزدهي  MHC، مولكولهاي MHCهاي  در واقع ژن. دارند

ژن بـا هـم    ها از نظر توانايي اتصال به پپتيدهاي آنتي و اين مولكول
 . تفاوت دارند

نامنـد و   هاي لنفوسيتي گـاو مـي   ژن تيآن مجموعهرا  MHCدر گاو 
هاي كلاس  لوكوس BoLAدهند، در  نشان مي BoLAآنرا بصورت 

І كلاس ،ІІ  و كلاسІІІ  كه بر بـازوي كوتـاه    اند كردهرا شناسايي
 Mohammadabadi and( واقع شـده اسـت   23كروموزوم شماره 

Sulimova., 2004; Lewin et al., 1999; Andersson and 

Davies., 1994(.     كه بطور وسيعي به عنوان نشـانگر در مقابـل بـا
مـورد ارزيـابي قـرار     هاي مختلف و صفات ايمونولوژيـك  بيماري

در  BoLA-DRB3هـاي   آلـل ). et al., 2003 Maillard( گيرنـد  مي
هاي سوماتيك و وقـوع   صفات مربوط به ايمني، تعداد سلول بيشتر

هـا   بعضي از بيماريو  BoLAارتباط بين . هستندورم پستان موثر 
در گزارشـي  ). Dietz et al., 1997( در گـاو گـزارش شـده اسـت    

بـا   BoLA-DRB3ديگر همچنين نشان داده شد كه الگويي از ژن 
مقاومت دام به ورم پستان ناشي از استافيلوكوكوس آئروس ارتباط 

، بـه  پژوهشگرانديگر  پژوهشدر يك ). Dietz et al., 1997( دارد
ــتگي   ــي همبس ــي بررس ــين پل ــم ژن  ب و  BoLA-DRB3مورفيس

هاي سوماتيك شير، توليد شير روزانه، چربي شير و درصـد   سلول
از لحاظ آماري بين . پروتئين شير در گاوهاي نژاد جرزي پرداختند

همبسـتگي  ) فصـل، مرحلـه شـيردهي و گـاو    ( تجزيهعوامل مورد 
برش  DRB3ژنوتيپ  اثرهمچنين  پژوهشدر اين . مهمي ديده شد

بر توليـد شـير، چربـي و درصـد      HaeІІІشده با آنزيم برشي  داده
پروتئين شير بررسي شد كـه ايـن ژنوتيـپ نقـش مهمـي بـر ايـن        

نتـايج بدسـت آمـده از    ). معني از لحاظ آماري بي(صفات نداشت 
را به يك عنوان نشانگر كانديد براي  BoLA-DRB3، پژوهشاين 

SCC م پستان معرفي و گاوهاي شيري مستعد و مقاوم در برابر ور
همچنين ارتباط بين ). Wojdak-Maksymiec et al., 2007( كند مي

هـاي سـوماتيك و نيـز     ها و بالا بـودن تعـداد سـلول    بعضي از آلل
هـاي خـاص بـه ورم     هاي حـاوي آلـل   حساس بودن بعضي از دام

بســياري از ). Dietz et al,. 1997( پســتان گــزارش شــده اســت
 دوهاي كـلاس   مورفيسم مولكول ليدهند كه پ نشان مي ها پژوهش

اي در  ستند و نقش ويژهبطور ويژه مسئول پاسخ ايمني ه Bolaژن 
ايمني مزمن به عنوان رماتيسم مفاصـل،   اختلال در خود مقاومت به

هـاي   ، بيماري)Schukken et al., 2003( ديابت وابسته به انسولين
 Sharif et( هاي سل مانند و مالاريا عفوني مثل پوسته پوسته شدن

al., 1998 (   ـو ملانـوم و تومورهـاي بـدخيم دار    et al., 1993( دن

Lunden ؛De et al., 2002 .( خسروي)به منظور محاسـبه  )1386 ،
هاي مختلف  در جمعيت BoLA-DRB3.2فراواني آللي مكان ژني 

مزرعـه نمونـه آسـتان    (هلشتاين، از دو گله هلشتاين داخل كشور 
نتايج نشان داد كه فراوانـي  . ي كردندخونگير) قدس و دشت مغان

از طـرف  . به نـژاد بسـتگي دارد   BoLA-DRB3.2آللي در سيستم 
هاي مختلـف هلشـتاين مشـاهده     ديگر اختلاف كمي بين جمعيت

، سطح بـالايي از  پژوهشگرانگروهي از ). Khosravi , 2006(شد 
در يـك جمعيـت گـاوي     BoLA-DRB3.2 مورفيسم را در ژن پلي

 ). Behl et al., 2007( گزارش كردند
نظيـر مقاومـت در برابـر     صـفاتي بـا   MHCبطور كلي ارتبـاط ژن  

هـاي   سـلول   پستان و سـرطان خـون،   بيماري ورم ويژه بهها  بيماري
اخير  هاي پژوهشسوماتيك و ميزان توليد و درصد چربي شير در 

مورفيسـم در ايـن ژن    صورت گرفته اسـت و سـطوح بـالاي پلـي    
دف مـا از ايـن پـژوهش بررسـي سـطح      ه ـ. گزارش شـده اسـت  

در  BoLA-DRB3جايگــاه ژنــي  2مورفيســم ناحيــه اگــزون  پلــي
جمعيت گاوميش استان خوزستان بود كه با توجه به سـاير نتـايج   

مورفيسـم در ايـن جايگـاه     سطح بالاي پلي بررسيبدست آمده از 
رود كه  مي هاي مختلف، انتظار در دام پژوهشگران بيشترژني توسط 

 .مورفيسم در اين جمعيت روبرو شويم بسيار بالايي از پلي با سطح
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  ها روش و مواد

هـاي شـادگان،    سـتان  رأس گـاوميش شـهر   80در اين آزمـايش از  
. دزفول، سوسنگرد، شوشتر و اهـواز خـونگيري صـورت گرفـت    

ســي در   ســي 5تــا  3 خــونگيري از وريــد وداج گــردن بــه ميــزان
. انجـام گرفـت   EDTAقـاد  دار حاوي ماده ضـد انع هاي خلا  لوله

ــتخراج دي ــت  .ان.اسـ ــتفاده از كيـ ــا اسـ ــل بـ ــون كامـ  ايِ از خـ
DAtom DNAPrep 100 صورت گرفت. 

اي  از واكـنش زنجيـره   2جفت بازي اگزون  284براي تكثير قطعه 
ايـج و   طبـق روش ون ) Heminested-PCR(اي  پليمراز دو مرحله

 . استفاده شد) 1992( همكاران
 از آغازگرهاي در مرحله اول واكنش

HLO3O (5´-ATCCTCTCTCTGCAGCACTTTCC-3’) 

HLO31 (5’-TTTAAATTCGCGCTCACCTCGCCGCT-3’) 

 در مرحله دوم واكنش از آغازگرهاي

HLO3O (5´-ATCCTCTCTCTGCAGCACTTTCC-3´) 

HLO32 (5’-TCGCCGCTGCACAGTGAAACTCTC-3´)  

ي از جفت بـاز  284رفت قطعه  همانطور كه انتظار مي. استفاده شد
راز دو اي پليمــ بــا اســتفاده از واكــنش زنجيــره BoLA-DRB3ژن 

ييد اندازه قطعه حاصله از سايز ماركر جهت تا. اي تكثير شد مرحله
IX درصد بررسي شدند 2/1ها بر روي ژل آگارز  استفاده و نمونه .

مورفيسـم ايـن    بعد از تكثير قطعه ژن مورد نظر جهت بررسي پلي
هـاي معرفـي شـده در مقـالات      با آنزيمژن از روش هضم آنزيمي 

و  HaeIIIهاي برشي  هضم آنزيمي با استفاده از آنزيم. استفاده شد
RsaІ  ميكروليتـر محصـول   15: ميكروليتر با تركيـب  30در حجم 

/ يونيت  10(، ا ميكروليتر آنزيمx 10ميكروليتر بافر دو  ،آر.سي.پي
پـس از  . تصورت گرف ـ) ميكروليتر از هر آنزيم بصورت جداگانه

 8اتمام مراحل هضم براي ديدن قطعات از ژل پلـي آكريـل آميـد    
 HaeIIIآنـزيم  . و رنگ آميزي با نيترات نقره اسـتفاده شـد   درصد

ــوالي  ــك ت ــدي  4ي  Gو  Cرا در محــل اتصــال  GGCCنوكلئوتي
نوكلئوتيـدي   4نيـز يـك تـوالي     RsaІشـكند و آنـزيم برشـي     مي

GTAC  در محل اتصالT  وA شكند مي. 
 

  بحث و جينتا

شناسي يا ايمنولوژي علمـي اسـت كـه دفـاع و مقاومـت در       ايمني

هـاي هموسـتازي و مراقبتـي     سو و فعاليت ها از يك  مقابل بيماري
. گيـرد  قـرار مـي   بررسـي سيستم ايمني از سوي ديگر، در آن مورد 

ــافتي   ــازگاري ب ــه س ــرو  ) MHC(مجموع ــر گ ــامل دو زي ه از ش
. اسـت  ІІو كـلاس   Іه نام كلاس ب هاي فعال ايمنولوژيك مولكول

دار بـدن   هاي هسته بر روي همه سلول І كلاس MHCهاي  ژن آنتي
تنهـا بـر روي    ІІهـاي كـلاس    ژن كه آنتـي  در حالي شوند ميظاهر 

هـاي دنـدريتيك،    ها از جملـه ماكروفاژهـا، سـلول    برخي از سلول
هاي فعال شـده مشـتق از    و سلول )B(هاي مشتق از بورس  سلول

هـا بـا سيسـتم ايمنـي در      همه اين سلول. شوند ديدار ميتيموس پ
هـاي   بر سطح زير گروه CD8و  CD4هاي  مولكول. هستندارتباط 

ژني،  كنند و همراه با پذيرنده آنتي بروز مي Tهاي  مختلفي از سلول
هـاي   ، به عبارتي ديگر مولكولكنند ميژن شركت  در شناسايي آنتي

CD4  وCD8 »لول س» هاي كمكي پذيرندهT    آينـد  بـه شـمار مـي .
و  ІІكـلاس   MHCبه طـور انتخـابي بـه مولكـول      CD4مولكول 
بـه  . شوند متصل مي Іكلاس  MHCبه مولكول  CD8هاي  مولكول

فقـط پپتيـدهاي عرضـه     CD4+ Tهـاي   همين دليل است كه سلول
كننـد، در   را شناسايي مي ІІكلاس  MHCهاي  شده توسط مولكول

قادر به شناسـايي پپتيـدهاي عرضـه     CD8+ Tهاي  حالي كه سلول
هاي  سلول بيشتر. هستند Іكلاس  MHCهاي  شده در كنار مولكول

CD4+ T   هـاي   و سـلول ) كمكـي ( نقـش يـاوريCD8+ T   نقـش
 ). Piertney and Oliver., 2006( دارند) سايتوليتيك( كشي سلول

در  BoLA-DRB3هدف ما از اين پژوهش بررسـي جايگـاه ژنـي    
هاي آغازگربر اساس . مي استان خوزستان بودجمعيت گاوميش بو
بـا   MHCژن  2جفـت بـازي از اگـزون     284مورد استفاده قطعـه  

پس از ). 1تصوير (تكثير شد Heminested-PCRاستفاده از روش 
الگوي برشي در جايگاه  9تعداد  HaeIIIهضم توسط آنزيم برشي 

و پس از هضم توسط آنـزيم  ) 3و  2تصوير ( BoLA-DRB3ژني 
الگوي برشي در اين جايگـاه ژنـي در ايـن     10تعداد  RsaІشي بر

نشان داد كـه   پژوهشنتايج اين ). 1جدول ( شناسايي شد پژوهش
هاي بومي اسـتان خوزسـتان    اين جايگاه ژني در گاوميش 2اگزون 

هـاي   بعد از هضـم آنزيمـي فـرآورده   . استمورفيك  به شدت پلي
اي مربوط به ژن مـورد  ه اي پليمراز و شناسايي آلل واكنش زنجيره

 و دسـتگاه   ARLEQUIN Ver 3.01افـزار   نظر بـا اسـتفاده از نـرم   
UV DOC بررســيهــاي ژنــوتيپي كــل جمعيــت مــورد  تركيــب  
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همچنين درصد هتروزيگوسيتي و هموزيگوسـيتي  . شناسايي شدند
بـراي  . محاسبه شد ARLEQUIN Ver 3.01افزار  با استفاده از نرم

تعيين ميزان هتروزيگوسيتي و هموزيگوسيتي در ايـن جمعيـت از   
) 2005( و ويگينتـون و همكـاران  ) 1992( روش جائو و تامپسون

 HaeIIIبـا اسـتفاده از آنـزيم برشـي      پژوهشدر اين . استفاده شد
با فراواني متفـاوت شناسـايي شـدند كـه      تركيب ژنتيك 17تعداد 

 45( 25/56دهنـد درصـد حيوانـات هموزيگـوت      نتايج نشان مـي 

 35درصد يا  75/43( بيشتر از درصد حيوانات هتروزيگوت) رأس
كـه بـه   ) 2006( اين نتايج با نتـايج احمـد و عثمـان    .است) رأس

هـاي   بـر روي گـاوميش   BoLA-DRB3مورفيسـم ژن   بررسي پلي
ــي    ــزيم برش ــتفاده از آن ــا اس ــري ب ــد و در  HaeIII مص پرداختن

را ) درصـد  90(خود درصد حيوانـات هموزيگـوت    هاي پژوهش
ــات هتروزيگــوت ــد ) درصــد 10( بيشــتر از حيوان گــزارش كردن

 و همچنـين بـا    )Ahmed and Othman., 2006( مطابقـت داشـت  

 .1X سايز ماركر: Mدرصد  2/1نه نمونه بر روي ژل آگارز ) جفت بازي 284قطعه ( اي  اي پليمراز دو مرحله محصولات واكنش زنجيره -1شكل 

 Figure 1- polymerase chain reaction products (284 bp fragment) on agarose gel 1/2%  M: size marker 1X. 

 

284 bp 

بر روي  HaeIIIهضم شده با استفاده از آنزيم برشي نمونه  13) جفت بازي 284قطعه (  اي اي پليمراز دو مرحله محصولات واكنش زنجيره -2شكل 
 .)50bp سايز ماركر: M( درصد 8اكريل آميد  ژل پلي

 Figure 2- polymerase chain reaction products (284 bp fragment) was digested with HaeIII restriction enzyme on 
polyacrylamide gel 8% (M: size marker 50 bp). 
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) ژنوتيـپ (تركيـب ژنتيـك    17تعداد  RsaІاستفاده از آنزيم برشي 
) درصـد  5/62( هاي هتروزيگـوت  شناسايي شد كه درصد ژنوتيپ

به منظـور  . است) درصد 5/37( هاي هموزيگوت بيشتر از ژنوتيپ
وينبرگ در جمعيت مورد بررسي از آزمـون  -بررسي تعادل هاردي
با نتـايج محمـدآبادي و    پژوهشنتايج اين . كاي مربع استفاده شد

 RsaІو  HaeIIIهاي برشي  كه با استفاده از آنزيم) 1383( افيموونا
فيسـم ايـن جايگـاه ژنـي بـر روي نـژاد گـاو        مور به بررسـي پلـي  

 Mohammadabadi( ياروسلاول روسي پرداختند مطابقت داشـت 

and Sulimova., 2004( .دهد كـه   نتايج آزمون كاي مربع نشان مي
 وينبـرگ قـرار دارد  -جمعيت مورد بررسي در حالت تعادل هاردي

 MHCگونه انتخابي در رابطـه بـا ژن    و هيچ) درصد 95در سطح (
توزيـع فراوانـي    1در جـدول  . اين جمعيت انجام نشده اسـت  در

بر اساس درصـد نشـان داده شـده     بررسيها در جمعيت مورد  آلل
و  aهمچنين نشان داد كه الگوهاي برشي  پژوهشنتايج اين . است

b ) در نتايج حاصل از آنزيم برشيHaeIII ( نسبت به ساير قطعات
 هستندرا در جمعيت دارا  هضم شده با اين آنزيم بيشترين فراواني

بيشـترين   bو  gالگوهاي  )RsaІ( و در نتايج حاصل از آنزيم ديگر
هاي انجام شـده در ايـن    با توجه به پژوهش. فراواني را دارا بودند

هاي اين جايگاه ژني، مـا در نتـايج    زمينه و معرفي هر كدام از آلل
سـم روبـرو شـديم كـه بـر اسـاس       مورفي خود با سطح بالاي پلـي 

در  d و bو  a( اين الگوهاي برشي پژوهشگرانساير  هاي گزارش
در  )RsaІدر آنزيم برشي  bو  HaeIIIنتايج حاصل از آنزيم برشي 

ماندگي و پايين بـودن خطـر وقـوع     پايين بودن خطر وقوع جفت 
 ; Lewin, 1996(هســتند كيســت تخمــداني و ورم پســتان مــوثر 

Sharif et al., 1998 .( مورفيسـم   وهشگران پلـي پژ پژوهشدر يك
را در گاوهاي نژاد گيـر كـه بخـوبي بـا شـرايط آب و       MHCژن 

اند را بـا بيمـاري ورم پسـتان مـورد      هوايي گرم برزيل آداپته شده
ژن  نشـان داد كـه آنتـي    پـژوهش نتـايج ايـن   . بررسي قـرار دادنـد  

با مقاومت در برابـر بيمـاري    MHCژن ) BoLA(لنفوسيتي گاوي 
در يـك بررسـي   ). Mota et al., 2002( دارد ورم پستان همبستگي

ــژاد گــاو  120را در  BoLA-DRB3ژن  تنــوع ژنتيــك حيــوان ازن
آنها در نتـايج خـود   . قرار دادند بررسيياروسلاول روسي را مورد 

هاي مقاومت به سرطان خون بودنـد   فراواني حيواناتي كه ناقل آلل
هـاي ايجـاد    شان از آلـل  درصد و حيواناتي كه هر دو آلل 35برابر 

درصـد گـزارش    6/11بـود را برابـر   ) هموزيگوت( كننده مقاومت
دريافتند كه اين نژاد ارزش بالايي  پژوهشگرانبنابراين، اين . كردند

هاي با ارزشي از ژن  و كارهاي عملي دارد، چرا كه آلل گزينشدر 
BoLA-DRB3 كند كه ايجاد كننده مقاومت به سرطان  را حمل مي

 ). Mohammadabadi and Sulimova., 2004( خون هستند
حيوانات بومي به عنوان سرمايه ملي و ذخـاير اسـتراتژيك كشـور    

شوند و حفظ و تكثير آنها از ارزش و اهميت بسياري  محسوب مي
و اصـلاح، اطـلاع از سـاختار    در حـوزه ژنتيـك   . برخوردار است

ريـزي جهـت    تواند كمك بزرگي براي برنامه ها مي جمعيت ژنتيك
 هـاي   در سـال . باشد ي اصلاح نژادي و حفظ ذخاير ژنتيكها حطر

 HaeIIIنمونه گاوميش با استفاده از آنزيم برشي  14هضم شده  )جفت بازي 284قطعه (  اي از دو مرحلهاي پليمر محصولات واكنش زنجيره -3شكل 

 )bp 50سايز ماركر : M(درصد  5/2بر روي ژل آگارز متافر 
 

Figure 3- polymerase chain reaction products (284 bp fragment) was digested with HaeIII restriction enzyme on metafer 
agarose gel 2/5% (M: size marker 50 bp). 
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حيوانات اهلي افزايش چشمگيري داشـته   MHCاخير، شناخت از 
هـاي   بسياري در جهت تعيين لوكـوس  هاي پژوهشبا اينكه . است

MHC     به انجام رسيده است، هنوز كارهاي انجـام نشـده بسـياري
آنچه كه در حرفه دامپزشكي بسيار مورد توجـه قـرار   . دوجود دار

بـا   MHCهـاي   گرفته اسـت، اهميـت بـالقوه پيوسـتگي مولكـول     
ذف اسـتعداد حيـوان در   در دامپزشكي بمنظور ح. استها  بيماري

واقعــا  هــا، نژادگيــري انتخــابي بــه برخــي از بيمــاري برابــر ابــتلا
رأسـي   80ما در ايـن بررسـي از يـك جمعيـت     . پذير است امكان

هاي بـومي اسـتان خوزسـتان     گاوميش كه نماينده جامعه گاوميش

 BoLA-DRB3جهـت بررسـي چندشـكلي جايگـاه ژنـي       هستند
 است كه ايـن دام در شـرايط كـاملا   استفاده كرديم اين در صورتي 

هـا   سنتي پرورش يافته و توانسته خود را در برابـر انـواع بيمـاري   
رم و مرطـوب خوزسـتان   مقاوم كرده و با شرايط آب و هـوايي گ ـ 

بـا چندشـكلي بسـيار     پـژوهش از آنجايي كه ما در اين . وفق دهد
بالاي اين جايگاه ژني مواجه شديم پـس بـر ايـن موضـوع تاكيـد      

شود كه اين حيوانات يك منبع ژنتيـك بسـيار مهـم محسـوب      مي
گونه انتخاب و يا عوامل بـر هـم زننـده     هيچ اثرشوند كه تحت  مي

ــه  ــرار نگرفت ــادل ق ــد تع ــي . ان ــه م ــي   در نتيج ــاه ژن ــوان جايگ  ت

 .HaeIIIبا استفاده از آنزيم  بررسيها در كل جمعيت مورد  للتراكم آ -1نمودار 
 Diagram 1- Allele densities in the population with the HaeIII restriction enzyme. 

 

 .RsaІ ها در كل جمعيت مورد مطالعه با استفاده از آنزيم تراكم آلل -2نمودار 
 Diagram 2- Allele densities in the population with the RsaI restriction enzyme. 
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RsaІ b d f g h i m n o q 

 1/25 3/75 2/5 7/5 8/75 3/75 30 16/25 6/25 20 فراواني آللي
HaeIII a b c d e f g h i  

  1/25 2/5 8/13 1/25 8/75 13/75 6/25 34/37 23/75 فراواني آللي

 

BoLA-DRB3 يك شاخص  را در اين جمعيت گاوميش به عنوان
معرفي كـرد و از آن در جهـت بـالا     نشانگر ژنتيكانتخاب و يك 

هـاي وارداتـي پرتوليـد و حسـاس بـه       بردن ايمني و مقاومـت دام 
 .ها در نظر گرفت بيماري
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enescence is a final developmental stage of leaf, which is very important as genetic and 

physiological aspects. Many genes are activated at this stage and most of them show remarkable 

transcript. The function of senescence is to control regulatory physiological changes. This include 

cessation of photosynthesis, chloroplast degradation, chlorophyll loss and protein breakdown. Senescence 

can be initiated by a wide variety of different internal and external factors, as well as being an essential 

part of plant development; senescence in leaves is also induced prematurely by a number of different 

environmental stresses. Since plants cannot escape from adverse environmental conditions senescence is 

one mechanism that plants have evolved to cope with such problems. Interestingly, senescence could be 

induced in plants even after harvest. This phenomenon is observed in such vegetables like broccoli, lettuce 

and cabbage. Many different senescence–enhanced genes have been isolated, characterized and cloned. 

Expression analysis of these genes showed a broad range of expression some time before phenotypic 

changes to last stage of senescence. So it seems that many signaling pathways should be involved in this 

process. 
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ilseed rape is one of the important oil plants that its cultivation has been expanded in Iran in 

recent years. Seed shattering before and during harvesting is a problem of cultivation of this 

plant can causes up to 50% yield decrease depending on the environmental conditions. 

Production of seed shatter tolerant plants can increase the yield. Different genetic and environmental 

factors can affect this trait. The FUL gene is one of the genetic factors in that its over expression could 

prevent silique opening and seed shattering. Rapeseed transgenic plants of three cultivars containing the 

BnFUL gene were produced and molecular studies were carried out on T2 generations transgenic plants 

using PCR, Southern blotting and real time PCR. PCR showed that the BnFUL transgene has been inserted 

in the transgenic plants in addition to the internal gene. The copy number of transgene in transgenic and 

control plants were analyzed by Southern blotting which confirmed presence of at least one intact copy of 

the transgene in transgenic plants. Real time PCR showed that BnFUL gene expression in transgenic plants 

in comparison with control plants has been increased. Differences between the expression of transgenic 

plants in different lines could be because of position effect and copy number. 
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n this study transgenic plants of sour orange (C. aurantium) that is an important citrus rootstock were 

produced by Agrobacterium-mediated transformation. Epicotyl and hypocotyl segments-derived 

explants were co-cultured with Agrobacterium strain EHA105 carrying pFGC5941 plasmid 

containsing CTV coat protein (p25) gene. One of the main objects of present research was to improve the 

direct in vitro organogenesis efficiency in C. aurantium. Therefore different combination of BAP (0, 1, 2 

mg/L) and NAA (0, 0.25, 0.5 mg/L) were used in selective medium to culture transformed explants. The 

highest regeneration (57%) was obtained from explant treated with 2 mg/L BAP and 0.25 mg/L NAA. 

Effects of wounding and vacuum infiltration on transformation efficiency were evaluated either. The best 

transformation efficiency (11.25%) was obtained from explants that were vacuum infiltrated during 

transformation and subsequently were cultured in medium containing 2 mg/L BAP and 0.25 mg/L NAA. 

PCR analysis using two different genes were performed to confirm transformation. Micro grafting of 

transformed shoots were carried out on non-transgenic, in-vitro grown seedlings.  
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he use of plants as a source of medicine is traced back to long time ago. Modern biotechnology 

proviedes the possibility of production of valuable protein such as pharmaceutical protein in 

plant. In this study human Interferon gamma-oleosine genes under the control of Napin promoter 

were transferred to Carthamus tinctorius L. (safflower) by  Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404. 

Cotyledonal explants from safflower plant (Carthamus tinctorius L.) Padideh cultivar were used for 

transformation. The transformed plants were screened on MS medium containing 0.09 mg L-1 NAA, and 1 

mg L-1 TDZ containing 40 mg L-1 kanamycin. Presence of transgenes was confirmed using polymerase 

chain reaction (PCR). Characterization of the transgenic plants is going on. 
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his study was carried out to detect the presence of genetically modified maize in imported 

into Iran using molecular approaches. Five samples of imported maize from Argentina in the 

second half of 2010 were obtained from Bandar Imam Khomeini custom. Using specific 

primers for CaMV 35S promoter and nos terminator, PCR was performed. In this study 

Invertase gene of maize was used as internal control. The results showed that maize samples imported 

from Argentina were genetically modified and they have regulatory regions of CaMV 35S and nos in their 

genome. The shipment was not labled and there was no indication in the accompanying documents that the 

shipment “may contain living modified organisms”. 
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nsistence on opposing transgenic plants and genetic engenearing by some individuals and/or 

organizations, hasresulted high levels of application of dangerous chemical pesticides in Iran. 

Samples of cucumber and tomato fruits were collected from various fields of Kohgiloyeh and 

Boyerahmad province and the residue of Endosulfan and Diazinon were determined in them. The highest 

amount of residue was of Diazinon in cucumber. The average residues of Diazinon in cucumber were 

0.462, 0.669, and 0.205 mg/kg in Gachsaran, Boyerahmad and Kohgiloyeh respectively. However the 

internationally accepted maximum residue level of Diazinon in cucumber is 0.1 mg/kg. The residues of 

Diazinon in tomato were 0.504 and 0.534 mg/kg in Gachsaran and Dena respectively which are higher 

than the international levels. According to this research, the average residue of Diazinon in cucumber in 

the whole province was 0.355 to 3.5 times more than the maximum residue level. The residue of 

Endosulfan in tomato fields of Boyerahmad regions like Tangari, Keveshk, Tang Tamoradi and Sepidar. It 

was also higher than the international limits in Khairabad region at Gachsaran country. The residue of 

Endosulfan on cucumber was higher than the international levels in Tangari and Dornkore regions of 

Boyerahmad country and also Dehre, Dehkhalife and Shain brakan regions of Gachsaran, Delirech region 

of Dena country and in Zarghamabad of Kohgiloye country. The results showed not only the presence of 

high levels of Diazinon and Endosulfan residues in tomato and cucumber, but also showed that the period 

between pesticide use and marketing was also very short. It also shows that number of spraying, 

recommended dose and the interval between the spraying, were not taken into consideration. Continued 

restrictions on the application of transgenic plants is therefore considered as acceptance of the continued 

application of Endosulfan and Diazinon and their presence in food basket in Iran.   
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HC locus codes antigens and leukocyte surface proteins which have roles on immune 

reactions and identification of foreign proteins. In cattle this locus is known as Bulla and is 

composed of three classes of genes: CLASS І, CLASS ІІ and CLASS ІІІ and is located on 

short arm chromosome 23. Each of these classes of genes has complex and various genes and each gene 

may have dozens of alleles. The objective of this study was to study the variation of exon 2 of locus 

BoLA-DRB3 in buffalo population in Khuzestan province. In this study, the Heminested-PCR method was 

used to amplifing this exon. In order to determain the level of polymorphism, blood sample were collected 

from 80 buffalos in Shadegan, Ahwaz, Dashte azadegan, Dezfoul and Shoshtar cities. DNA extraction and 

exon 2 of the MHC gene was amplified by specific set of primers for this gene to produce a 284 bp 

fragment. The amplified fragments were digested with HaeIII and RsaІ restriction endonuclease. Digested 

products were separated and were stained by vertical electrophoresis on 8% Polyacrylamide gel. After 

digestion with HaeIII and RsaІ nine and ten alleles (restriction digestion pattern) were obtained at this 

locus respectively. Alleles a and b with 34.37 and 23.75 percent were the most frequent alleles when 

digested with HaeIII and alleles a and b with 20 and 30 percent frequency were the frequent alleles when 

digested with RsaІ. We identified 17 genotypes using each of the restriction enzymes in this population. 
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