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 و ایمنی زیستیک یژنت مهندسی مجله درنگارش مقاله  يراهنما

اي علمی پژوهشی است که  نشریه :مهندسی ژنتیک و ایمنی زیستی
هدف اصلی ایـن  شود.  منتشر می ایمنی زیستی ایرانتوسط انجمن 

رسانی و نشـر دانـش روز مهندسـی ژنتیـک و ایمنـی       مجله اطلاع
 تحلیلـی  ،)Research Paper(هـاي پژوهشـی    زیستی و چاپ مقاله

)Review Paper ( و کوتاه)Short Communication(    تهیـه شـده
را کـه قـبلاً   مهندسی ژنتیک و ایمنی زیستی. هاي مختلف  در زمینه

 است.ه یا همزمان به مجلات دیگر فرستاده نشده باشند نشدچاپ 
اي از تـدابیر، سیاسـت هـا، مقـررات و      ایمنی زیستی به مجموعـه 

برداري از فوایـد    شود که براي تضمین بهره  لاق میهایی اط  روش
قطعی بیوتکنولوژي مدرن و پیشگیري از آثار سوء احتمالی کاربرد 
این فناوري بر تنوع زیستی، سـلامت دام، گیـاه و محـیط زیسـت     

هایی که خلاصـه آنهـا    همچنین نتایج پژوهش شود. بکار گرفته می
باشـند را بـا داوري    دهش ـهاي علمی ارائه  در سمینارها و کنفرانس

. مسـؤلیت صـحت و سـقم    کنـد  علمی پذیرفته، چاپ و منتشر می
بـر عهـده    )نویسندگان( محتواي علمی مقاله و ترتیب نام نویسنده

کند و کلیه مکاتبات با  مجله ارسال می بهشخصی است که مقاله را 
شود. دانشجویان کارشناسی ارشد و دکترا نیـز بـراي    وي انجام می

راهنمـاي خـود را   (اسـتادان)  اله باید موافقت کتبی استاد ارسال مق
 کسب کرده باشند. رعایت موارد زیر در تهیه مقاله ضروري است.

 تهیه مقاله تحقیقی راهنماي -الف
روش نگارش: مقالات بایـد روي کاغـذ سـفید و بـدون آرم و در     

مترحاشـیه از هـر    سـانتی  5/2)، با حفظ A4سانتیمتر(  21×29ابعاد 
بـه صـورت تایـپ     فاصـله بـین سـطرها،    متـر  سانتی 5/1و طرف 
. محتواي مقاله نبایـد  شوداي و به زبان فارسی تهیه و ارسال  رایانه

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

براي  12لوتوس با اندازه -Bو با قلم XP، در محیط ویندوز 2003
بـراي مـتن    10با انـدازه   Times New Romanمتن فارسی، با قلم

 پســتانگلیســی، بــه صــورت معمــولی تایــپ شــده و از طریــق 
یا پایگاه الکترونیک مجله بـه   gebs.j.bs@gmail.com الکترونیک

 .جله ارسال شودبه دفتر م www.gebsj.irآدرس 
دو صفحه مجـزا (فارسـی و   برگه مشخصات مقاله: این قسمت در 

نام خانوادگی، مرتبـه علمـی و    شامل عنوان مقاله، نام و انگلیسی)
 بود. (نویسندگان) خواهد نویسنده پستی و الکترونیکیآدرس 

مقاله به ترتیب عبارتنـد از: عنـوان،    اصلیهاي  اجزاء مقاله: قسمت
نتـایج و بحـث،     ها، مواد و روش مقدمه، اي کلیدي، ه واژه چکیده،

نتـایج و   منابع و چکیده به زبان انگلیسـی   ،(اختیاري) سپاسگزاري
بـراي   صورت توام یـا جداگانـه ارائـه شـود.    بحث ممکن است به

 MS Word) اسـتاندارد Headingبنـدي (  بندي تیترهـا از تیتـر   قالب

ها) از قلـم   علمی گونهاستفاده شود. در موارد خاص (مانند اسامی 
 ) استفاده شود.Italicکج (

کلمـه و   15مقاله باید حـداکثر  فارسی : عنوان فارسی عنوان -3-1
 منعکس کننده محتواي کامـل مقالـه باشـد. قلـم نگـارش عنـوان،      

 B- است 14با اندازه  تیتر. 
عنوان انگلیسی: عنوان انگلیسـی مقالـه بایـد ترجمـه دقیـق       -3-2

 بـا قلـم    که بلافاصـله در زیـر عنـوان فارسـی     عنوان فارسی باشد
Times New Roman صورت و به 12، اندازهBold  آورده شود. 

بیـانگر   بایـد چکیده فارسی: در ایـن بخـش چکیـده مقالـه      -3-3
گیـري کلـی از    جـه نتایج به دست آمـده و نتی  ،روش مساله، هدف،
زم . لاکلمه تجاوز کنـد  300نباید از  تا حد ممکنو  پژوهش باشد

) بـر اسـاس حـروف الفبـاء     واژه 5(حداکثر  هاي کلیدي است واژه
 مرتبط با موضوع پژوهش در پایان چکیده مقاله درج شود.

مقدمه: در این قسمت لازم اسـت پـس از معرفـی موضـوع      -3-4
 هاي انجام شـده قبلـی   (تعریف مساله) به منابع و پژوهش پژوهش
از اجـراي  و همچنـین هـدف    شـود خـارجی) اشـاره    یـا (داخلی 
 ذکر شود.در پایان مقدمه  پژوهش

ها: در این بخش از مقاله مواد و وسایل به کار  مواد و روش -3-5
هاي شناسـایی و   ، طرح آماري و روش ي پژوهشاشیوه اجر  رفته،

 شوند. توضیح داده می طور کامل با ذکر منبع به ارزیابی
 و جـدول صـورت مـتن،    نتایج: نتایج حاصل از پژوهش بـه  -3-6

قابـل ارائـه اسـت. لازم اسـت از تکـرار و ارائـه ارقـام بـه          شکل
هـا   شکل .شودنمودار و غیره) اجتناب   (جدول، گانه چند هاي شکل

ورت سیاه و سفید ارائه شوند. لازم به ذکـر  ص به بایدمتن مقاله  در
در  300DPIو  JPGبا فرمت   صورت جداگانه،  به ها شکلاست که 

آورده شوند. ضمناً در تدوین  در صفحه مجزا هر کدام انتهاي مقاله
 خطوط عمودي در داخل جدول پرهیز شود.از رسم  باید ها جدول

هــر ســتون جــدول بایــد داراي عنــوان و واحــد مربوطــه باشــد.  
) *توضیحات اضافی عنوان و متن جدول با استفاده از نماد ستاره (

در بالا و سـمت چـپ جملـه یـا عـدد مـورد نظـر و توضـیح در         
مشـخص   10انوشت جـدول در سـمت راسـت بـا انـدازه قلـم       پ

شود. عنوان و محتواي جدول ها به دو زبان فارسی و انگلیسی  می
تهیه شود و اعداد داخل جدول نیز انگلیسی باشد. عنوان جدول با 

صورت ساده نه پررنـگ)   شماره آن و خط تیره (به ،"جدول" واژه
تمایز مطلوب باشـند.  ها باید داراي وضوح و  شود. شکل شروع می

هـا   متر تجاوز کند. عناوین شکل سانتی 5/7ها نباید از  عرض شکل
به دو زبان فارسی و انگلیسی باید در پایین آن قرار گیرد و با کلمه 

شود. روابط و معـادلات   شماره آن و خط تیره شروع می ،"شکل"
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هـا،   گـذاري شـوند و ارجـاع بـه جـدول      در متن مقاله باید شـماره 
ها و روابط در متن با شماره مـورد یـاد شـده داخـل پرانتـز       شکل

 گیرد. صورت می
بحث: در این قسمت نتایج حاصل از پژوهش مورد تجزیـه   -3-7

و تحلیــل قــرار گرفتــه و بــا توجــه بــه هــدف پــژوهش بحــث و 
آید. مقایسـه نتـایج حاصـل از آن بـا نتـایج       میعمل  گیري به نتیجه

و خـارجی در ایـن بخـش از     هاي مشابه در منابع داخلـی  پژوهش
نتـایج و بحـث را    تـوان  مـی  مقاله ضروري است. در صورت لزوم
 .کردتواماً تحت عنوان نتایج و بحث ارائه 

 از نوشتن پاورقی اجتناب شود. -3-8
: در پایـان بحـث حـداکثر در چهـار     (اختیاري) سپاسگزاري -3-9

ام کـه در راهنمـایی و یـا انج ـ    و مراکـزي  تـوان از افـراد   سطر می
لـوازم   یا در تـامین بودجـه، امکانـات و    و کردهمساعدت  پژوهش
 .کرداند تقدیر و سپاسگزاري  نقش موثري داشته پژوهش

: کلیه منابع مورد استفاده اعم از فارسـی و انگلیسـی   منابع -3-10
نـام   يترتیـب حـروف الفبـا    در انتهاي مقاله به زبان انگلیسی و بـه 

آورده شـود. در انتهـاي    شمارهبدون ذکر خانوادگی نویسنده اول 
) قید شود. In Farsi with English abstractمنابع فارسی عبارت (

در متن ارجاع به منابع باید تـا حـد ممکـن از ذکـر نـام نویسـنده       
(نویسندگان) در شروع جمله خودداري و منابع در انتهاي جمله و 

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

(Thion et al.1996; Dodd et al.2006) 
نابع مورد اشاره باید چاپ شده یا با اجازه چاپ (پذیرش شـده)  م

هاي چاپ نشده قابل ذکر در لیست منابع نخواهد  باشند و پژوهش
 شود. بود. براي مثال به موارد ذیل اشاره می
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طـور   ): چکیده فارسی مقاله باید بـه Abstractچکیده انگلیسی( -3-10
و  12اندازه  Times New Romanکامل به انگلیسی ترجمه و با قلم 

ي هـا  در پایان مقاله درج شود. در انتهاي چکیـده انگلیسـی ترجمـه واژه   
کلیدي فارسی بر اساس حروف الفباء آورده شـود. ضـمناً نـام نویسـنده     

  (نویسندگان) نوشته و آدرس آنان آورده شود.
 تهیه مقاله مروري راهنماي -ب

 موضـوع  زمینـه  دربـوده و   مقاله اول نویسنده باید مروري مقاله فرستنده
 تاس ـ لازم نویسـنده اول مقالـه   .باشـد  نظر صاحب کشور سطح در مقاله

 در ،بـوده  مربـوط  مقاله موضوع به که خود تحقیقات از مورد دو حداقل
 نامبرده هاي پژوهش بیانگر و شده چاپ پژوهشی-علمی معتبر هاي مجله

 .باشد کرده استفاده منابع در باشد، گذشته سال پنج در
در مقاله مروري تمامی موارد ذکر شده براي مقاله پژوهشـی بـه اسـتثناء    

 بحث باید رعایت شود. نتایج وها،  مواد و روش

 تهیه مقاله کوتاه راهنماي -ج
تـراز مقالـه کامـل اسـت و      و محتوي هم علمیمقاله کوتاه از نظر ارزش 

 4تـر اسـت و بایسـتی حـداکثر در      تنها از نظر مطالب ارائـه شـده،کوتاه  
با حـذف   صفحه و با رعایت تمامی موارد ذکر شده در مقاله پژوهشی و

نتـایج   ها، هاي مقدمه، مواد و روش مقاله (حذف عنوان بندي داخل عنوان
 و بحث) تهیه شود.
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 دستور خط نگارش مقاله -د
شود در نگـارش   ها درخواست می از مؤلفان و مترجمان محترم مقاله

دســتور خــط "هــاي ارســالی نکــات زیــر را، کــه برگرفتــه از  مقالــه
 است، رعایت کنند. "فرهنگستان زبان و ادب فارسی

ند است از به کاربردن واژه هاي عربی خـودداري  خواهشم

نموده و بعد از معادل سازي آنهـا از عربـی بـه فارسـی(با     

توجه به دستور فرهنگستان زبـان و ادب فارسـی) در مـتن    

 مقاله مورد استفاده قرار گیرد.
فاصـله یـک   "هـاي هرجملـه یـا عبـارت      میـان واژه  گذاري: فاصله
هـاي   باید رعایت شود (که نمونه هاي مستقل از هم بین واژه "حرفی

هـاي مرکـب،    فرمایید). اما در واژه آن را در همین نوشته ملاحظه می
را رعایـت کـرد (ماننـد     "فاصـله   نـیم "یا  "درون کلمه"باید فاصله 

 زا). ها، خردورز و آلرژي روز، آن ها، یک فاصله
کومـا  ، قبل از نقطـه،  ")"و پیش از پرانتز بسته  "("پس از پرانتز باز 

 و نقطه کوما نباید فاصله گذاشته شود.
 ها، پیشوندها و پسوندها املاي برخی واژه

فاصـله   همیشه جدا از واژه، پس از خود و بـا رعایـت نـیم    "می" -
 شود). گوید، می رود، می نوشته شود (مانند می

همواره جدا از واژه، پیش از خـود و بـا رعایـت     "ترین"و  "تر" -
 د (به استثناي بیشتر، کمتر، مهمتر و بهتر).فاصله نوشته شو نیم
صورت سرهم یا جدا نوشته شود. اما  تواند به می "ها"نشانه جمع  -

به چند دندانه یا ط یا ظ یـا ه خـتم    "ها"در مواردي که واژه قبل از 
فاصـله   همواره جدا از واژه پیش از خـود و بـا رعایـت نـیم    شود  می

 ).  ها ها، خیاط نوشته شود (مانند کوه
براي کلمات مختوم بـه هـاي غیرملفـوظ، در حالـت مضـاف، از       -

(یاي کوتاه) استفاده شود (مانند نامـۀ او، خواسـتۀ تـو،     "ء"علامت 
 نوشتۀ ما).

دار رعایت شود (مانند تأیید، رئیس،  گذاري در کلمات همزه همزه -
 مسئله، مؤسسه و جزء).

 هاي صحیح استفاده از واژگان و معادل
ها و  زیستی ایران عبارات، معادل ایمنیسی ژنتیک و مهندنشریه 

دهد. از کلیه نگارندگان محتـرم   واژگان زیر را مورد استفاده قرار می
خواهشمند اسـت نسـبت بـه تهیـه مقالـه بـا اسـتفاده از واژگـان و         

 هاي صحیح اقدام فرمایند. معادل

 

مقالاتی که بر اساس راهنماي تهیـه مقالـه بـراي مجلـه     
ایمنـی زیسـتی ایـران تهیـه نشـده و بـا       یک و مهندسی ژنت

مندرجات این راهنما مطابقت نداشته باشند، مـورد بررسـی   
 قرار نخواهند گرفت.  

 

 بنویسیم ننویسیم

 است، هستند باشند باشد، می می

 بنابراین لذا

 شوند شود، می می گردند گردد، می می

 شد، شود، شوند گردید، گردد، گردیدند

 کنند کند، می می مایندن نماید، می می

 تغییر ژنتیک یافته، تغییر یافته ژنتیکی

 ترانس ژنیک، تراریخت تراریخته

 دستکاري شده ژنتیکی

Transgenic 

Transformation تراریزش، تراریختی 

Transgene تراژن 

To transform  یتراریختبراي 

Probeکاوشگر ، پروب 

Markerنشانگر ، مارکر 

Primer ،آغازگر انداز پرایمر، راه 

Terminator ،ترمیناتور، پایان دهنده ،
 خاتمه دهنده

 پایانبر

 مهاجرت ژنی، انتقال ژن،  فرار ژن

Promoterپیشبر ، پروموتر 

 تفاوت یزم، چند شکلیفمور پلی
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اثر منگنز و اسید سالیسیلیک بر بیان ژن منتون ردوکتاز و میزان منتول 

 در گیاه دارویی نعناع فلفلی
The effect of manganese and salicylic acid on gene expression of 
Menthone reductase and menthol content in Mentha piperita  
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 )15/9/93 :پذیرش تاریخ - 17/6/93 :دریافت تاریخ( 
 

 
) و میزان منتـول در  MRرسی اثر منگنز و اسید سالیسیلیک بر بیان ژن منتون ردوکتاز (به منظور بر

هاي کامل تصادفی با سه تکرار گیاه نعناع فلفلی آزمایشی به صورت فاکتوریل در قالب طرح بلوك

ت روز بعد از اعمال تیمار) و تیمار (منگنز با غلظ 5و  3، 1هاي آزمایش شامل زمان (د. فاکتورشاجرا 

نتـایج تجزیـه آمـاري     ند.دشمیلی مولار) انتخاب  یکمیکرو مولار و اسید سالیسیلیک با غلظت  500

و  MRداري بر بیـان ژن  داد اثر منگنز و اسید سالیسیلیک در طول سه زمان تأثیر معنیها نشانداده

بعد  پنجروز  و میزان منتول تحت تأثیر منگنز در MRمیزان منتول داشتند. کمترین میزان بیان ژن 

و میـزان   MRداري با شاهد داشت. بیشترین میـزان بیـان ژن   از اعمال تیمار بود که اختلاف معنی

ابـل  شد. نتایج اثر متقروز بعد از اعمال تیمار مشاهده پنجثیر اسید سالیسیلیک در أمنتول نیز تحت ت

کاهش سمیت ناشی از منگنز داد که اسید سالیسیلیک تا حدودي باعث منگنز و اسید سالیسیلیک نشان

د. نتایج کلی این آزمایش بیانگر آن بود کـه ارتبـاط   شو هم در میزان منتول  MRهم در بیان ژن 

 ـطوريگیاه نعناع فلفلی وجود داشت، به و میزان منتول در MRمستقیمی بین ژن  ه بـا گذشـت   ک

-افزایش یافت درحـالی  یزتحت تأثیر اسید سالیسیلیک میزان منتول ن MRزمان با افزایش بیان ژن 

 ـداد. از طرفـی مشـاهده  و هم میزان منتول کاهش نشان MRکه تحت تأثیر منگنز هم بیان ژن  د ش

رده و باعث تعدیل اثـر منگنـز در بیـان ژن    کلیک به عنوان یک هورمون قوي عملکه اسید سالیسی

MR  د. شو میزان منتول در گیاه نعناع فلفلی 
 

 هاي کلیدي واژه

mailto:diakorasouli@yahoo.com
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  مقدمه

متعلق به خانواده  .Mentha piperita Lنعناع فلفلی با نام علمی 

Lamiaceae اي هیبرید است و از تلاقی بین . این گیاه گونهاست

است. بومی حاصل شده   M. spicataو M. aquaticaهاي گونه

ویژه اروپا، آمریکاي شمالی و شمال آفریقا  مناطق معتدله دنیا به

 ,.Singh et alشود (ما امروزه در سراسر دنیا کشت می، ااست

هاي فرار رصد روغند 5/1تا  2/1نعناع فلفلی محتوي   ).2011

اصلی آن را منتول، منتون منتوفوران، متیل  هاياست که ترکیب

 ).Klayman, 1985دهد. (استات و غیره تشکیل می

رین تو شناخته شده استمنتول جزء اصلی اسانس نعناع فلفلی 

عنوان یک ترکیب خالص از مواد تشکیل مونوترپن است که هم به

هاي ضروري گیاهان گونه دهنده و هم یک جزء از روغن

Mentha  از خانوادهLamiaceae است )Bauer et al., 1997 .(

منتول داراي خاصیت تسکین دهنده است و براي دردهاي 

 ,Macro and Barbera(موضعی مفید و ضدعفونی کننده است 

1990(. 

ها موسوم به مسیر متیل اریتریتول فسفات در مسیر بیوسنتز ترپن

)MEPشود که ابتدا ایزوپنتنیل ) منتول طی هشت مرحله تولید می

) DMAPP) و دي متیل الیل دي فسفات (IPPدي فسفات (

) به ژرانیل دي GPPSبوسیله آنزیم ژرانیل دي فسفات سنتاز (

د و سپس بوسیله آنزیم لیمونن سنتاز شو) تبدیل میGDPفسفات (

)LSشود، لیمونن هم طی ) حلقوي شده و به لیمونن تبدیل می

هاي اکسید و احیاء و ایزومریزاسیون به منتون یک سري واکنش

) MRشود. منتون هم تحت تأثیر آنزیم منتون ردوکتاز (تبدیل می

دیل به منتول تب است NADPHیا منتول دهیدروژناز که وابسته به 

 اجزاء تشکیل بیوسنتز مسیر ). Croteau et al., 2005شود (می

 که است چند آنزیمی مسیري پژوهش مورد گیاه در اسانس دهنده

 مواد از یک هر تواند مقدارمی هاآنزیم این از یک هر فعالیت

 قرار تأثیر تحت را ترکیبات اصلی به خصوص اسانس در موجود

 تأثیر با است ممکن نیز گیاهان نسکیفیت اسا بر مؤثر عوامل .دهد

 و همکاران Kjonaasشوند.  عمل وارد شدهذکر هايآنزیم بر

ها و تشکیل در پژوهشی به بررسی متابولیسم مونوترپن (1982)

هاي دهیدروژناز در برگ منتول و نئومنتول از منتون توسط آنزیم

رکیب ترین تنعناع فلفلی پرداختند و عنوان کردند که منتول اصلی

اسانس نعناع فلفلی بوده که توسط آنزیم منتون ردوکتاز از منتون 

 در هامونوترپن شدن انباشته روند تنظیم شود. چگونگیتولید می

است  شده مشخص فیزیولوژیک نظر از نیز نعناع برگ

)Gershenzon et al., 1989توالی ملکولی، مشخصات طرفی ). از 

 تشکیل در فلفلی نعناع وکتازرد منتون آنزیم و نقش آمینواسیدي

 ).Davis et al., 2005است ( شده مشخص منتول برگ

 کنترل عوامل دارویی تحت گیاهان در ثانویه هايمتابولیت تولید

زا مانند تنش شرایط ویژهبه محیطی عوامل از طرفی است ژنتیکی

 عهده به مواد این کیفیت کمیت و در ايعمده نقش فلزات سنگین

. منگنز یکی از عناصر ضروري و )Bupesh et al., 2007(دارند 

مصرف در تغذیه گیاهان محسوب شده که فراوانی آن در گیاه کم

شود صورت فلز سنگین عمل کرده و باعث ایجاد مسمومیت میبه

)Haji boland and Khosropanah, 2005 از جمله مهمترین .(

لروز بین علائم مسمومیت منگنز در اندام هوایی توقف رشد، ک

رگبرگی، کاهش کلروفیل و درنتیجه کاهش مواد مؤثره گیاه است 

)Blamey et al., 1999.( 

) Grieve )1999و  Grattanصورت گرفته توسط  هايدر پژوهش

-زدن تعادل تغذیهسنگین باعث برهمکه تنش فلزات  شدمشخص 

ها بیان شود. آنهاي ثانویه در گیاهان میاي و کاهش متابولیت

پاشی ند با تکمیل عناصر مورد نیاز از طریق خاك یا محلولکرد

توان وضعیت رشد و در نتیجه مواد مؤثره گیاه را تا حدي می

بهبود بخشید. امروزه با توجه به ملاحظات زیست محیطی استفاده 

صیات کمی، کیفی و از اسید سالیسیلیک براي بهبود خصو

واج پیدا کرده زراعی، دارویی و باغی ر هايشیمیایی محصول
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 یاکو رسولی و همکاراند  ... اثر منگنز و اسید سالیسیلیک بر بیان ژن منتون ردوکتاز و

 
در  کنندگییممتنوع تنظ هايبه خاطر نقش است. اسید سالیسیلیک

 يقو یاهیهورمون گ و القاء بیان ژن یک یاهگ ساز-وسوخت

 یدينقش کلعنوان یک مولکول سیگنالی بهشناخته شده است که 

هاي ثانویه و یندهاي فیزیولوژیکی، متابولیتفرآ نظیمرا در ت یمهم

 ,.He et alهاي زیستی و غیر زیستی دارد (تنشمقاومت گیاه به 

). بنابراین در این تحقیق اثر منگنز به عنوان یک قلز سنگین 2005

و اسید سالیسیلیک به عنوان یک القاء کننده گیاهی، بر بیان ژن 

نتز منتول دخالت دارد مورد منتون ردوکتاز که در مسیر بیوس

تحقیق بررسی رابطه  کلی هدف از اینطورپژوهش قرار گرفت. به

مقدار منتول با بیان ژن منتون ردوکتاز تحت تأثیر منگنز و اسید 

 است.سالیسیلیک 

 
  ها واد و روشم

 ریزوم کشت
جهت بررسی اثر منگنز و اسید سالیسیلیک بر بیان ژن منتون 

ردوکتاز و میزان منتول در گیاه دارویی نعناع فلفلی آزمایشی در 

تکرار  سههاي کامل تصادفی با طرح بلوك قالب فاکتوریل بر پایه

در پژوهشکده زیست فناوري (بیوسنتر) دانشگاه  1392در پاییز 

هاي نعناع فلفلی از کلکسیون گیاهان د. ریزومشزابل انجام 

هاي دارویی پژوهشکده کشاورزي دانشگاه زابل تهیه شد. ریزوم

ی در گلخانه تحقیقات 25×20هایی به ابعاد جوان در گلدان

ها در عمق ند. کشت ریزومشوپژوهشکده زیست فناوري کشت 

متري از سطح خاك صورت گرفت. هر گلدان حاوي سانتی یک

ها نیز مخلوط مساوي از ریزوم بوده و خاك گلدان چهارتا  سه

ها در شرایط یکسان در خاك برگ و خاك هوموس بود. گلدان

گراد قرار نتیدرجه سا 20تا  18و شبانه  30تا  25دماي روزانه 

ها مرطوب گرفتند. آبیاري بصورت روزانه طوري که خاك گلدان

ماه گیاه نعناع فلفلی آماده  سهتا  دوباشد صورت گرفت. پس از 

  ).soltani et al., 2008پاشی و برداشت شد (محلول

  بخش هوایی نعناع که بود تیمار و زمان شامل آزمایش فاکتورهاي

روز بعد از  پنجو  سه، یکبصورت  زمان مختلف سهفلفلی در 

نیز  تیمار و پاشی با منگنز و اسید سالیسیلیک برداشت شدمحلول

 500 غلظت در) MnSO4( منگنز سولفات صورت به منگنز شامل

 در سالیسیلیک اسید و )hashemi et al., 2012میکرومولار (

 بود. همچنین به )sayyari et al., 2009مولار ( میلی یک غلظت

 به و منگنز ابتدا منگنز و اسید سالیسیلیک متقابل اثر بررسی ورمنظ

زمان  سهاعمال و در  سالیسیلیک اسید روز بعد، یک فاصله

آب مقطر نیز به عنوان شاهد مورد استفاده  .دشمختلف برداشت 

 قرار گرفت. 

  منتول استخراج
 ها در دماي اتاق (حدودیري منتول ، بوتهگ اندازهبراي استخراج و 

ند و سپس با استفاده شوگراد) و در سایه خشک  یسانتدرجه  25

گیري شدند. از دستگاه کلونجر و روش تقطیر با آب، اسانس

انجام شد. از هر   GC/Massتعیین منتول با استفاده از دستگاه 

و به مدت دو ساعت با  شدگرم آسیاب  100نمونه خشک شده 

و درصد  )Gerhart(ي گیرتفاده از روش تقطیر با آب، اسانساس

تجاري توسط  دهنده فرجۀ هاي تشکیلآن تعیین شد. ترکیب

دستگاه کروماتوگرافی گازي مجهز به طیف سنج جرمی 

)GC/MS) کروماتوگرافی گازي) (GC مدل (Agilent 7890 

) Agilent 5975) مدل (Massمتصل شده با طیف سنج جرمی (

طر داخلی ستون متر، ق 30و نیمه قطبی به طول   HP-5MSستون

)، سرعت He، گاز حامل هلیوم (MSمیکرون، دتکتور  25/0

 225 -60لیتر بر دقیقه، برنامه حرارتی  میلی یکجریان گاز حامل 

گراد بر دقیقه و دماي  درجه سانتی 4گراد با سرعت  درجه سانتی

گراد) در مؤسسه دانش پژوهان  درجه سانتی 270محفظه تزریق 

هاي نامبرده، با ز تزریق اسانس به دستگاهتهران تجزیه شد. پس ا

) RT)، اندیس بازداري (tRها (استفاده از زمان بازداري ترکیب

هاي استاندارد و یا با ها با ترکیبطیف جرمی و مقایسه این پارامتر

. شداطلاعات موجود در کتابخانه نسبت به شناسایی منتول اقدام 
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وح زیر منحنی در درصد کمی این ترکیب نیز با محاسبه سط

         ).      Ozturk et al., 2004ها محاسبه شد (کروماتوگراف

 مطالعه بیان ژن منتون ردوکتاز

 دستورالعملهاي نعناع فلفلی بر اساس از برگ RNAاستخراج 

(شرکت سیناژن، ایران)  CinnaPure RNAپیشنهادي از کیت 

و کیفیت  کل به وسیله اسپکتوفتومتر RNAصورت گرفت. کمیت 

 دي.ان.اcDNA )د. سنتز شآن توسط الکتروفورز ژل آگارز تعیین 

شرکت  Steps RT-PCR kit-2معکوس) با استفاده از کیت 

 ویوانتیس انجام گرفت.

 هاي ساخته شده با استفاده از دستگاه cDNAکمیت سنجی 

) به روش طیف Themo, Wilmington, USA( 2000نانودراپ 

سازي ز طیف سنجی به منظور همسانسنجی انجام شد. پس ا

ها با آب مقطر cDNAهاي تولید شده، رقیق سازي cDNAغلظت 

صورت گرفت و  ng/µl 300به غلظت تقریبی  DNaseفاقد 

 غلظت نهایی توسط نانودراپ تایید شد.

 Housekeeping(به عنوان ژن مرجع  B-actinو ژن  MRتوالی ژن 

gene(  ازNCBI زگرهاي اختصاصی ژندانلود شد. طراحی آغا-

 Oligo Therapeuticsبا استفاده از نرم افزار  B-actinو  MRهاي 

انجام گرفت. Oligonucleotid Properties Calculator و سایت 

 هاي منتون ردوکتاز و بتا اکتین آغازگرهاي اختصاصی طراحی شده ژن -1جدول 
Table 1- Specific primers designed genes of mentone reductase and beta-actin  

 کد دسترسی
Accession number 

 طول قطعه پی.سی.آر
Length of PCR 

product 

 دماي اتصال
Annealing 

temperature 

 توالی آغازگرها
Primer sequence 

 ژن
Gene 

AY288138.1 204 58 
F: 5’CGGGTTCGAGATATGCAGGCAG 3’ 

(22mer) منتون ردوکتاز 
MR R: 5’ GCAACAGCGCTAGCAGGGTCAG 3’  

(22mer) 

AW255057.1 138 58 
F: 5’ GACCACCTCATGAAGATCTTAACC 3’ 

(24mer) بتا اکتین 
B-actin R: 5’ ATTCTCGTAGTCCAAAGC3’ 

(18mer) 
 

گیري بیان ژن توسط منظور اندازهبه B-actinو  MRهاي تکثیر ژن

ادي کیـت  پیشـنه  بر اساس دسـتورالعمل  Real time PCRواکنش 

HotTaq EvaGreen qPCR Mix  (شرکت سیناژن، ایران) صورت

-وسـیله انـدازه  بـه  Real time PCRین کمیت نسبی در یگرفت. تع

 Evaگیري افزایش تشعشع فلورسـنس در نتیجـه اتصـال رنـگ (    

Green   ) بـا اسـتفاده از دسـتگاه (RG-3000 Corbett Research (

 د.شانجام 

 Real timeدو ژن بـا اسـتفاده از    برنامه حرارتی براي تکثیـر هـر  

PCR  :لدقیقـه جهـت فعـا    15درجه به مدت  95یکسان و شامل 

 30درجـه بـه مـدت     95، سپس دوره 40سازي ابتدایی آنزیم طی 

ثانیه جهـت   45درجه به مدت  58ثانیه به منظور واسرشت شدن، 

ثانیـه جهـت    30درجه بـه مـدت    72نهایت اتصال آغازگرها و در

درجـه در   99تـا   50ود. الگویـابی منحنـی ذوب از   بسط ترکیبی ب

جهـت تشـخیص اختصاصـی بـودن      PCRپایان واکنش براي هـر  

کـرار  ت دوتکرار تکنیکـی و   سهد. براي هر نمونه شواکنش انجام 

 بـود.  5/0ها کمتـر از  تفاوت آن بیولوژیکی وجود داشت که اغلب

اي ه ـداده QReal time PCRپس از انجام واکنش تکثیر بـه روش  

) از دستگاه اسـتخراج شـد.   Ct )Threshold cycleخام به صورت 

 براي ΔΔCtشد و از روش تکرار در نظر گرفتهسه هر نمونه  يبرا

 .دش استفاده هاداده تحلیلوتجزیه

 آماري تحلیلوتجزیه
گرفت.  مستقل انجام نمونه سهتکرار و  سه با هاآزمایش همه

و آزمون SAS افزار  نرم 2/9نسخه  از استفاده با هامیانگین مقایسه
 .درصد انجام شد پنجاي درسطح احتمال چند دامنه
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   جینتا

 Real Time PCRدر  تحلیلوتجزیهنتایج 

زمان مختلف تحت تـأثیر   سهبیان ژن منتون ردوکتاز در  تغییرهاي

هـاي  د. منحنـی تکثیـر ژن  شگیري منگنز و اسید سالیسیلیک اندازه

MR  و B-actin  استفاده از باReal Time PCR     نشـان دادنـد کـه

تکثیر به خوبی و با عملکرد مناسـب و بـدون هیچگونـه آلـودگی     

 ).1صورت گرفته است (شکل 

در طول سـه زمـان    MRاثر اسید سالیسیلیک و منگنز بر بیان ژن  

نشان داد بیشترین میزان بیان ژن تحت تأثیر اسـید سالیسـیلیک در   

داري بـا سـایر   یمار بود که اخـتلاف معنـی  روز بعد از اعمال ت پنج

روز  پـنج در  تیمارها داشت. کمترین بیان ژن نیز تحت تأثیر منگنز

دار بیان ژن شد که منجر به کاهش معنیبعد از اعمال تیمار مشاهده

MR  2د (شکل شنسبت به شاهد.( 

 

  منتول میزان بر سالیسیلیک اسید و منگنز اثر

ی نعناع فلفلی در تحقیق حاضر ترکیب غالب اسانس بخش هوای
 منتولبررسی مقدار در گروه شاهد و گروه تحت تیمار منتول بود. 

بیشترین میزان داد که نشان منگنز و اسید سالیسیلیکتحت تأثیر 
اسید ثیر أتحت تو  روز بعد از اعمال تیمار پنجدر  منتول

منگنز  تأثیرکه کمترین میزان آن تحت سالیسیلیک بود درحالی
داري با شاهد داشت. همچنین در شاهده شد که اختلاف معنیم

داري بین منگنز و اسید روز بعد از اعمال تیمار اختلاف معنی سه
روز بعد از  پنجاز طرفی در  سالیسیلیک با شاهد وجود داشت.

پاشی نشان داده شد که اسید سالیسیلیک در اثر متقابل با محلول
د اما این افزایش به اندازه شتول منگنز تا حدودي باعث افزایش من

اسید سالیسیلیک نبود.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 دهد.است که اختصاصی بودن محصول را نشان می PCRنمایانگر یک محصول  Peack. هر MRمنحنی ذوب ژن  -1شکل 
Figure 1- The melting curve of MR gene. Each Peack represents a PCR product that indicates specificity of the product. 

 
 
 
 
 

 1393بهار و تابستان / 1/ شماره سوم/ دوره و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  5

 



 دیاکو رسولی و همکاران            ... اثر منگنز و اسید سالیسیلیک بر بیان ژن منتون ردوکتاز و

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 .است درصد پنج درسطح داريمعنی عدم بیانگر یکسان حروفهاي مختلف. تحت تأثیر منگنز و اسید سالیسیلیک در زمان MRبیان ژن  -2 شکل
Figure 2- Gene expression of menthone reductase under manganese and salicylic acid at different times. Similar 

letters are not significantly different at %5 probability. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 پنج درسطح داريمعنی عدم بیانگر یکسان حروفهاي مختلف. مقدار منتول تحت تأثیر منگنز و اسید سالیسیلیک در زمان -3 شکل

 .است درصد
 
 

Figure 3- Rate of menthol under manganese and salicylic acid at different times. Similar letters 
are not significantly different at 5% probability. 

 
 
 

  بحث ونتیجه گیري   

 
 

عنـوان  مشاهده شد اسید سالیسیلیک بـه  دوور که در شکل طهمان
دار بیـان ژن  اعث افـزایش معنـی  القاء کننده بیان ژن عمل کرده و ب

MR  د، درحالیشروز بعد از اعمال تیمار نسبت به شاهد  پنجدر-

در  MRدار بیـان ژن  که منگنز به عنوان فلز سنگین کـاهش معنـی  

با میـزان منتـول    MRد. در مقایسه بیان ژن شهمان زمان را باعث 
میـزان   MRتحت تأثیر منگنز مشاهده شد که بـا کـاهش بیـان ژن    

و همکـاران    Davisول هم کاهش پیـدا کـرد کـه بـا تحقیقـات     منت
کـه  ) در مورد این1982و همکاران ( Kjonnas) و همچنین 2005(
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تأثیر مستقیمی در تولید منتول داشته است، مطابقـت   MRبیان ژن 

بیـان  ی را با عنوان پژوهش )2012(و همکاران  Zarinkamarدارد. 
هاي مختلف منگنـز در گیـاه زیـره    ژن لیمونن سنتاز تحت غلظت

هاي پـایین  در غلظت منگنز انجام دادند و به این نتیجه رسیدند که
شـود  ژن لیمـونن سـنتاز مـی    ) باعث افزایش بیانppm 40و  20(

دار بیـان  ) باعث کاهش معنیppm 160که در غلظت بالا (درحالی
ی نیز با توجه بـه بـالا بـودن غلظـت     در این بررس .شودآن ژن می

منگنز و در نتیجه سمی بودن آن به عنوان فلز سنگین، مشاهده شد 
و در نتیجه میزان منتـول   MRکه این عنصر باعث کاهش بیان ژن 

تـوان بیـان   گونه مـی د. در توجیه این نتیجه اینشگیاه نعناع فلفلی 
ار پـایین) بـه   هاي بسـی که منگنز (در غلظتکرد که با توجه به این

ترین مونـوترپن  عنوان یک ریزمغذي بر بیوسنتز لیمونن که ابتدایی
سـاز  هـا بـوده و نقـش پـیش    حلقوي در مسیر بیوسنتزي مونوترپن

ترپنـی دارد، بـه اثبـات     هاياي از ترکیبتولید بخش عمده جهت
)، اما در این بررسی احتمالا Maruyama et al., 2001رسیده است(

الاي منگنز و در نتیجه سمی بودن آن به عنوان فلز به دلیل غلظت ب
ها و به طبع آن کاهش میـزان  سنگین در ترکیب بیوسنتزي منوترپن

هـا داشـته و در نتیجـه    منتول نقش عکس را بر بیوسـنتز منـوترپن  
 و میزان منتول شده است.  MRباعث کاهش بیان ژن 

تحـت    M. Piperitaگیـاه   در  MRنتایج بیان ژن بررسی همچنین

روز بعد از  پنجکه این هورمون در  داد تأثیر اسید سالیسیلیک نشان

دار بیـان  نقش القاءکننده داشته و باعث افزایش معنـی  اعمال تیمار،

تحـت تـأثیر اسـید     MRنسبت بـه شـاهد شـد. بیـان ژن      MRژن 

-رسان کلیـدي کـه در فعـال   الیسیلیک به عنوان یک ماده علامتس

کنـد، افـزایش یافـت    هان شـرکت مـی  هاي دفاعی گیاسازي پاسخ

)Durner et al., 1997 اســید سالیســیلیک در تنظــیم و ایجــاد .(

ها در زمان پیري در گیاه آرابیدوبسیس هایی براي تجلی ژنعلامت

)Arabidopsis thaliana) ــت دارد  ,.Morris et al) دخالـ

2000.(Taguchi  و  ) در پژوهشـی نشـان دادنـد    2001همکـاران (

هاي مربوط به بیوسـنتز و  سیلیک موجب افزایش بیان ژناسید سالی

بـا توجـه   شود. هاي ثانویه در گیاهان میتولید گروهی از متابولیت

به نقش اسید سالیسـیلیک در القـاء بیـان ژن در ایـن تحقیـق نیـز       

د. ش ـ MRمشاهده شد که اسید سالیسیلیک باعث افزایش بیان ژن 

 ایـن  بیان افزایش با که شان دادن منتول میزان با ژن این بیان مقایسه

روز بعـد از اعمـال    پـنج و  سهتحت تأثیر اسید سالیسیلیک در  ژن

یافت. در اثر متقابل منگنـز و اسـید    افزایش هم منتول تیمار، میزان

روز بعد از اعمال تیمـار   پنجو  سهدر  MRسالیسیلیک بر بیان ژن 

منگنـز بـر    مشاهده شد که اسید سالیسیلیک تا حدودي از اثر منفی

-د بـه شکاسته و باعث تعدیل سمیت ناشی از منگنز  MRبیان ژن 

د کـه بـا   ش ـکه در میزان منتول نیـز ایـن افـزایش مشـاهده     طوري

 ) مطابقت دارد.2012و همکاران ( Hashemiپژوهش 

زا همـواره  نشان داده است که عوامل محیطی و اسـترس هاپژوهش

دهنـد  ثیر قـرار مـی  ترکیب شیمیایی و اسانس گیاهان را تحـت تـأ  

)Zheljazkov and Warman, 2003   در تحقیق حاضر هـر چنـد .(

منگنز باعث افزایش کلی اسانس شد اما این تـنش باعـث کـاهش    

د کـه  شمیزان منتول (بیشترین ترکیب اسانس نعناع فلفلی) اسانس 

توان دلیل آن را کاهش بیـان ژن منتـون ردوکتـاز تحـت تـأثیر      می

ست. غلظت بالاي منگنـز ممکـن اسـت بـا     غلظت بالاي منگنز دان

 Chatterjee etکاهش محتواي کلروفیل و یا فتوسنتز همراه شده (

al., 2006سو به کـاهش رشـد و از سـوي    ) و بدین ترتیب از یک

 هـاي سازهاي ترکیبراهم شدن برخی پیشدیگر به کاهش میزان ف

 . شودها، منتهی فنلی مورد نیاز مانند منتول براي سنتز اسانس

تأثیر مستقیمی بـا تولیـد    MRدر این تحقیق مشخص شد بیان ژن 

 MRکه با افزایش بیان ژن طوريتول در گیاه نعناع فلفلی دارد بهمن

میزان منتول نیز افزایش یافت در حالی که با کاهش بیـان ایـن ژن   

کـه تـنش   اینول نیز کاهش نشان داد. همچنین باتوجه بهدرصد منت

عنوان یک عامل سمی به خصوص منگنز بهن ناشی از فلزات سنگی

و محدودکننده در بیان ژن و تولید اسانس است بنابراین مقابله بـا  

اي برخوردار بوده که در این تحقیق بـا  ها از اهمیت ویژهاین تنش

توجه به خواص القاءکنندگی و هورمونی اسید سالیسیلیک، نقـش  

ش بیـان ژن و  این ترکیب بر تعدیل تنش حاصل و همچنین افـزای 

تولید منتول ضروري بوده و توانسته اثرات مخرب منگنـز را مهـار   
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 دیاکو رسولی و همکاران            ... اثر منگنز و اسید سالیسیلیک بر بیان ژن منتون ردوکتاز و

 
کند. بنابراین با در نظـر گـرفتن خـواص دارویـی منتـول و ارزش      

تـوان  اقتصادي آن در صنایع داروسازي، بهداشـتی و آرایشـی مـی   

افزایش تولید آن را از طریق افزایش بیان ژن منتون ردوکتاز تحت 

 آینده پیشنهاد نمود. هايدیگر در پژوهشي تأثیر الیسیتورها
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ي  لازمه ساله مانند بادامدر گیاهان چند ویژه م ژن و تولید گیاه تراریخته بهال دایاز آنجاکه انتق
گیاهان، مورد توجه  تراریزشگذار در اثر سازي عوامل مختلف  صرف وقت و هزینه است، بهینه

ریشن) یک راهکار مفید براي یرد. بیان موقت ژن با استفاده از اگروباکتریوم (اگرواینفیلتگقرار می
ثر در کردن فاکتورهاي مؤهینهکه بهاي بیانی متفاوت است. از آنجا رسی عملکرد ژن در سیستمبر

م با هدف توسعه یک سیست هاي انتقال ژن است، این پژوهش لازمه برنامه تراریزشهاي  روش
بینی سریع عملکرد  هاي بادام، جهت پیش واسطه اگروباکتریوم در برگ مد براي بیان موقت بهکارآ

هاي تظاهر و پروتئین نوترکیب در بادام انجام شد. ژن گزارشگر لیکیناز براي ارزیابی  سیستم
شد. مزیت اصلی استفاده از بردهکار هدهند، ببیان موقت را تحت تأثیر قرار می عواملی که سطح

مختلف حامل ژن این ژن، سادگی کار، حساسیت بالا و ایمنی زیستی آن است. سه سیستم تظاهر 
واسطه دو سویه اگروباکتریوم  ثیر عناصر تنظیمی متفاوت قرار داشتند بهز، که تحت تألیکینا

LBA4404  وGV3501 ی و شاهرود هاي مامای هاي رقم ستفاده از سرنگ بدون سوزن به برگبا ا
آماري  هاي آزمون .گیري شد ه روز میزان پروتئین فعال اندازهشد. بعد از سبادام انتقال داده 12

هاي رقم مامایی با استفاده از سیستم تظاهري  ترین میزان تولید پروتئین در برگد که بیشنشان دا
-دست می هب LBA4404شود، با کاربرد سویه  ع پروتئین در شبکه آندوپلاسمی میکه موجب تجم

و رقم مامایی بادام جهت دستیابی  LBA4404رو سیستم تظاهر مربوطه و سویه باکتري  آید. از این
 د.شو ام تراریخته پیشنهاد میبه باد
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  مقدمه

متعلق بـه تیـره گلسـرخیان و جـنس      )Prunus dulcisبادام (گیاه 
Prunus  و زیــر جــنسamygdalus ،ــا هــاي  هــا و شــیب ندر بیاب

. )Jalilimarandi., 2009( کند مرکزي و جنوب غربی آسیا رشد می
یک گیاه با ارزش در  عنوان لیان درازي است که درخت بادام بهاس

ي رشد، که از  مهمترین عوامل محدود کننده .استشدهدنیا شناخته
شود عبارتند از: حساسـیت   میاهداف اصلاحی این گیاه محسوب 

بـاروري   خـود ا و ه ـ توسـعه زود هنگـام میـوه    ،هـا  در گلبه سرما 
)Imani and MahammadKhani, 2011.( بهبود ژنتیکی در گونه-

یـک   سنتیهاي اصلاح  وسیله روش ههاي درختی و درختان میوه ب
گیر است که در طی فرآینـد تولیـد و زایـش     فرآیند سخت و وقت

 ,Miguel and Olivera( شود طولانی مدت این گیاهان حاصل می

اصـلاح نباتـات،    هـاي سـنتی   روش با توجه به مشـکلات  ).1997
سازي  گیرد و براي بهینه مورد توجه قرار می هتراریخت گیاهانتولید 

 د.شــو موقــت پیشــنهاد مــی هــاي بیــان روش ،شــرایط انتقــال ژن
ــون ــاکتریوم،    آزم ــا اگروب ــودگی ب ــتفاده از آل ــا اس ــت ب ــاي موق ه

بیان موقـت اسـت    روشیک اگرواینفیلتریشن نام دارد. این روش 
سـریع اسـت و بـراي     و سـاده  یتوسعه یافته و روش ـ تازگی بهکه 

هاي فـوق حساسـیت،    هاي بیگانه، واکنش بیان ژن تجزیه و تحلیل
هـاي   ررسی فعالیت پرومـوتر و شناسـایی ژن  سازي ژن، ب خاموش

 ,Wu gong and Xue Bao( رود مقاومت به بیمـاري بـه کـار مـی    

قـدار  ها به م کارآمد براي گونه انتقال ژن روشتوسعه یک ). 2002
 بسـتگی دارد  ژن بیـان  ثر بـر مـؤ  هـاي رکـردن فاکتو زیادي به بهینه

)Canli and Tian, 2009(     سـازي   که با بیـان موقـت امکـان بهینـه
تري میسر  در مدت زمان کوتاه مثر در انتقال دایمؤ بعضی از عوامل

نـوع پلاسـمید، سـویه     تـوان بـه  ازجمله این عوامـل مـی   .دشومی
 هاي محیطـی مدت زمان تلقیح و فاکتور رقم گیاهی، اگروباکتریوم،

 Urtibia et al., 2008; Tian et al., 2008, Song and(اشاره کرد 

Sink, 2005باعث  ال دارداحتم عواملاین  سازي و بهینه سی). برر
هـاي مـورد علاقـه     گونه در ي رایجهادستورالعملیی آافزایش کار

 .)Gill et al., 2004( شود
هـاي گونـاگونی بیـان شـود،      سیستمتواند در  آنجاکه یک ژن میاز

بنابراین تعیین سیستمی با بیشـترین بـازده تولیـد پـروتئین امـري      
یی بـالا در بیـان   آسـعه سیسـتمی بـا کـار    ضروري است. جهت تو

نوترکیب در گیاهان تراریخته به عناصر تنظـیم کننـده   هاي  پروتئین
است که علاوه بر کنترل رونویسی و ترجمه، جایگـاه  نیاز بیان ژن 

 Mozafari et(ساخت پروتئین نوترکیب در سلول نیز، کنترل شود 

al., 2013 .(هـاي هـدف، بـه    ژن حامـل زة سازي سا بهینهرو  از این 
محصـول انجـام    آوري جمـع افـزایش سـطح رونویسـی و    منظور 

ثر دیگـر سـویه باکتریـایی    عامل مؤ  . )Sheludko, 2008د (شو می
 پیونـد باعث تفاوت در توانـایی   بسیاريمتغیرهاي که آنجاازاست. 

اثر  T-DNAانتقال  کارسازوشوند یا بر باکتري به سلول گیاهی می
 هـا  سویه هاي اگروباکتریوم نسبت به سایر بعضی سویه، گذارندمی

 متفاوت هسـتند  که بسته به گونه گیاهی زایی بیشتري دارند بیماري
) Yanofsky et al., 1985;.(Nam etهـاي   رو کـاربرد سـویه   از این

مختلف نتایج متفاوتی را در میزان بیان ایجـاد خواهـد کـرد. بـین     
لـت اخـتلاف در   ارقام گیاهی مورد استفاده نیز ممکن اسـت بـه ع  
روش در که نجاآازتلفیق پایدار تفاوت در میزان بیان مشاهده شود. 

به  تراریـزش یی آرکا، نددارشرکت زنـده   دو موجـود  بیان موقـت 
ــهبستگی ي باکتره و ین گیابري گازسا ــی   دارد. ب ــه برخ ــوري ک ط

ي باکترص خاهـاي   به سـویه گیاهی نسبت  يهاها یا ژنوتیپ گونه
 ). Sheludko, 2008( هنددمین نشاي رحساسیت کمتر یا بیشت

ي انتقال موقـت   در این پژوهش، به منظور دستیابی به شرایط بهینه
 ن نوترکیب در برگ این گیـاه، اثـر  ژن در گیاه بادام و تولید پروتئی

تحت سه سیستم تظـاهر   licBM2عوامل مختلف بر میزان بیان ژن 
 شگرهاراگزي از نسل جدیدعنــوان  بــه licBM2بررســی شــد. ژن 

نزیم س آسااشگر بر ارین گزا قــرار گرفتــه اســت.اســتفاده مــورد 
ي کتربـــــا )gluconase -4,1 -3,1-β(ز لیکیناارت متحمل به حر

که  سته امدآست د بــه Clostridium thermocellum ستدوگرما
ها تجزیه نپلیگلوکارا در  β– 1،4و  β - 1،3ور مجا يپیوندها

ــی ــد مـ ي قندهان، مثل لیکیناي یدرکاپلیسااد ثر تجزیه مو. در اکنـ
ــی  ان آنمیشوند که میزه آزاد حیا شوندده اسا ــا را م ر طوبهان توه

ــی اکیفی به کمک موو کمی  ــرد  مشخصي و گیرازهنداد رنگـ کـ
)Komakhin et al., 2005.(   ن در ایـن پـژوهش ژlicBM2   داخـل

 accession number EU886197 (pBISN1-IN )Abdeevet( ناقل

al., 2008 ( تحت کنترل عناصر تنظیم کننده مختلف قرار داردکه، 
اگروبـاکتریوم از   LBA4404و  GV3501دو سـویه  اسـتفاده از  با 

 12دو رقم مامایی و شـاهرود   هاي برگ طریق اگرواینفیلتریشن به
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 و همکاران ندا میر آخورلی  در بادام به واسطه آگروباکتریومسازي بیان موقت ژن  بهینه
 
عال حاصل از بیان موقـت  و میزان پروتئین ف یاه بادام انتقال یافتگ

اب بهتـرین تیمـار بـراي    عنـوان معیـار انتخ ـ   گیري و بـه  ژن اندازه
 دستیابی به بیشترین میزان بیان ژن در بادام تراریخته استفاده شد.

 

  ها واد و روشم

 مواد گیاهی
و 12رقم شـاهرود   Prunus dulcis (Mill)تعدادي نهال بادام گونه 

نطقه هستند و از نظر ژنتیکی که از ارقام متداول کشت در ممامایی 
از مرکـز تحقیقـات   و ثبت شـده بودنـد،   یکسان، سالم  کاملطوربه

کیلوگرمی حاوي نسبت مساوي خـاك،   دههاي  شهرکرد در گلدان
شن کشت و در گلخانه نگهداري شدند. به منظور تزریـق از   کود،
شد و براي هـر تیمـار   اي استفاده هفتهسه هاي جوان در حدود برگ

فته تکرار در نظر گر هفترقم گیاه، سویه باکتري، سیستم تظاهر)(
 شد.

 ديترکیبات پلاسمی
ــهتحــت  LicBM2ژن  ــمید  سیســتم س ــف در پلاس ــاهر مختل  تظ

pBISN1-IN )Abdeevet al., 2008( تقـل شـد. وجـود    به بادام من
 باعـث مختلف تظاهر ژن در این سـه سیسـتم    عناصر کنترل کنندة

 به اولین سیستم. شوند میسلولی  مختلف مناطق در پروتئینتجمع 
) و توالی KDEL)Munro and Pelham, 1987  توالی داشتن دلیل

 لوبیـا گیاه  از آمده دست ) بهLeB4 )Baumlein et al., 1986رهبر 
 سیسـتم  در. شـود  یم ـ آندوپلاسمی شبکه در پروتئینتجمع  باعث

 شـده گرفته هویج گیاه از که رهبري توالی وجود دلیلهب دوشماره 
 ترشــح تآپوپلاســ بــه پــروتئین) Abdeev et al., 2003( اســت

 نشـده، اسـتفاده  رهبريوالی ت هیچ از سوم سیستم در اما و شود یم
 ).1(شکل  ماند یم باقی رسیتوزول د پروتئین بنابراین

 هاي مورد استفاده باکتري
 مـورد اسـتفاده   Agrobacterium tumefaciens بـاکتري هاي  سویه

ــرگ  ــه ب ــال ژن هــدف ب ــق روش  جهــت انتق ــادام از طری ــاي ب ه
) LBA4404 )Hoekema et al., 1983هاي  ویه، ساگرواینفیلتریشن

 ) بودند.GV3501 )Koncz and Schell, 1986و 
بـر  باکتریوم به روش الکتروپوریشـن  اگروهاي  سویه سلول مستعد

و بــا ســه  شــد) تهیــه 2002( روش ویجــل و گلازبــروك اســاس
چهـار   –سـه  پـس از  .ساختار پلاسمیدي مختلف تراریخته شـدند 

ــونی روز ــاي کل ــب،نوت ه ــنش   رکی ــق واک ــی.آر از طری ــا پی.س ب
 مورد باند اندازهیید قرار گرفتند. مورد تأ LicBM2 ژن آغازگرهاي

 ).2شکل بود ( بازجفت  700انتظار

 اگرواینفیلتریشن
ــن در ــیونی روش ای ــاکتریوم از سوسپانس ــه اگروب ــد تهی از  و ش

 ایجـاد  بـا  تنهـا  سوزن، بدون سرنگ توسط برگ پشت هاي روزنه
به  بافتی میان مایع طریق از اگروباکتریوم هاي سلول ارانتش و فشار
ي  ). جهت تهیهWroblewski et al., 2005شد ( تزریق برگ درون

 ــ ــاکتري، کشــت ش ــراه  سوسپانســیون ب ــه هم ــاکتریوم ب بانه اگروب
در لیتـر) و ریفامپیسـن    گـرم  میلی 50هاي کانامایسن ( بیوتیک آنتی

 هـاي ژن  ز کانسـترکت گرم در لیتر) حـاوي هـر کـدام ا    میلی 100(
 28ر دمـاي  سـاعت د  20مـدت  صورت جداگانـه، بـه   مورد نظر به

هاي حاوي کشت شبانه پس از این مدت  درجه انجام شد. فالکون
ــول   ــل در محل ــاکتریوم حاص ــوب اگروب ــدند. رس ــانتریفیوژ ش  س

Infiltration medium )10 mM MES 10 mM MgSO4 ,pH 
ــاوي  )6/5معــــادل  ــرینگون و میکرومــــولار استو 100حــ ســ

 شـش  -پـنج هاي کانامایسین و ریفامپیسین بـه مـدت    بیوتیک آنتی
 15مدت بهدور در دقیقه  3000در ساعت کشت مجدد شد. سپس 

 Induction دقیقه سانتریفیوژ شـد و رسـوب حاصـل در محلـول    

medium: (10.5 g/L K2HPO4, 4.5g/L KH2PO4, 1 g/L 

(NH4)2SO4, 0.5 g/L NaCitrate, 1g/L glucose, 1 g/L 

fructose, 4 g/L glycerol, 10 mMMgSO4, 10 mM MES pH) 
میکرومـولار استوسـرینگون حـل شـد تـا       200حاوي  6/5معادل 

 Lee M.W. and yang etدسـت آمـد (   هب OD600=0.4زمانی که 

al., 2006 کـه   حـالی اي گیاه بـادام در  هفتهسه) و در نهایت به برگ
بعد از سه روز که گیاهـان   .شد به گیاه مادري متصل بودند تزریق

د، اسـتخراج پـروتئین از   گراد قرار گرفتن درجه سانتی 23در دماي 
 شد. برگ انجام
 ژنیید رونویسی آر.ان.ا و تأ استخراج

رقـم   هـاي تزریـق شـده    بـرگ ي آر.ان.امنظور ارزیابی بیان ژن، به
استخراج شـد  شده بودند  تراریخته LBA4404که با سویه مامایی 

کدام هربرگ براي  هشت نظر کیفی مورد ارزیابی قرار گرفت. و از
ساختار پلاسمیدي به این منظور مورد استفاده قرار گرفتنـد.   سهاز 

گـراد قـرار    درجه سانتی 23ساعت که گیاهان در دماي  24بعد از 
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 و همکاران ندا میر آخورلی  در بادام کتریومبه واسطه آگروباسازي بیان موقت ژن  بهینه
 

گرم بافت برگی منجمـد شـده بـه کمـک      میلی 200گرفتند، حدود
ه پـودر نـرم و یکنـواختی    و ب نیتروژن مایع در هاون چینی ساییده

) 2011با روش روبیوپینا و زاپاتـاپرزا (  آر.ان.ا د. استخراجتبدیل ش
سنتز ). Rubio-Piña J.A and Zapata-Pérez O, 2011( انجام شد

cDNA   با استفاده از کیت شـرکت(Produced code: RTPL12) 

vivantis که سایز رشـته اول این-انجام گرفت. با توجه به cDNA 
م بـزرگ اسـت، لاز   پی.سی.آربراي تکثیر در واکنش  LicBM2ژن 

طراحی آغازگر  LicBM2اي کوچک از توالی ژن  بود تا براي قطعه

و با اسـتفاده   پی.سی.آرد تا با تکثیر این قطعه در واکنش انجام شو
ژن  صاصی طراحی شـده امکـان تاییـد حضـور    از آغازگرهاي اخت

LicBM2  حی آغازگر از سایت د. به منظور طراشو فراهمPrimer 

 ). 1 (جدولاستفاده شد  http://primer3.wi.mit.eduبا آدرس  3
 40و  RT-PCRاده از جفت بازي با اسـتف  146حضور قطعه  ییدتأ

گـراد انجـام شـد و از     درجه سـانتی  72و  57،  94حرارتی  سیکل
جفــت بــازي  146بــراي تکثیــر قطعــه  LicBM2آغازگرهــاي ژن 

 استفاده شد.
 

 RB PA KDEL LicBM2 LeB4 P35s nos nptII pnos LB  1ساختار پلاسمیدي 

 RB PA  LicBM2 LS P35s nos nptII pnos LB 2یدي ساختار پلاسم 

 RB PA  LicBM2  P35s nos nptII pnos LB  3ساختار پلاسمیدي 

پپتیـد رهبـر ژن    LeB4:)؛ CaMV35sکلـم (  ویـروس موزاییـک گـل    s 35 پیشـبر   P35 s:در سه ترکیب پلاسمیدي T-DNA شکل شماتیک ناحیه -1 شکل
: توالی کـد کننـده   LS گر پروتئین به شبکه آندوپلاسمی؛ : توالی هدایتKDELشود؛  گیاه لوبیا که باعث تجمع پروتئین در شبکه آندوپلاسمی می B لگومین

: ژن مقاومـت بـه   nptII ؛nosژن پیشـبر  :Pnos آدنیلاسـیون؛  : سـیگنال پلـی  PA شـود؛  که باعث ترشح پروتئین در منطقه آپوپلاستی میهویج پپتید رهبر گیاه 
تجمـع  : باعـث  2ترکیـب پلاسـمیدي    شود؛ : باعث تجمع پروتئین در شبکه آندوپلاسمی می1ي ؛ ترکیب پلاسمیدnosمربوط به ژن  پایانبر: nosکانامایسین؛ 

 .)Mirakhorli et al,2010( شود پروتئین در سیتوپلاسم میتجمع : باعث 3ترکیب پلاسمیدي  شود؛ پروتئین در آپوپلاست می
Figure 1- schematic figure of T-DNA region in three plasmid construct; P35 s: The constitutive Cauliflower Mosaic Virus 35S 
promoter,LeB4: leader peptide from bean that caused protein accumulation in endoplasmic reticulum, KDEL: leader sequence that leads 
protein into endoplasmic reticulum, LS: leader peptide coding sequence from carrot that caused protein discharge into apoplestic region, PA: 
polyadenylation signal, Pnos: nos gene promoter, nptII: kanamysin resistance gene, nos: nos gene terminator; plasmid 1: construct causes 
accumulation protein in endoplasmic reticulum, plasmid 2: construct causes accumulation protein in apoplast, plasmid 3: construct causes 
accumulation protein in cytoplasm. 

 

 

، 1 ؛نشـانگر : سایز L ؛ سمت چپ:PCR colonyبه روش  GV3501و  LBA4404 سویه Agrobacterium tumefaciens هاي نوترکیب تایید کلونی -2 شکل
و  2، 1 به ترتیب پلاسـمید  3و  2، 1 ؛نشانگر: سایز L سمت راست: .: کنترل منفی-؛LBA4404انتقال داده شده به سویه  3و  2، 1 به ترتیب پلاسمید 3و  2
 : کنترل منفی-؛ GV3501 انتقال داده شده به سویه 3

Figure 2- PCR colony gel of recombinant Agrobacterium tumefaciens LBA4404 and GV3501 strains; left side: L: size marker, 1, 2, And 3: 
LBA4404 strain transformed by plasmid 1, 2, And 3,-: negative control. Right side: L: size marker 1, 2, And 3: GV3501 strain transformed 
by plasmid 1, 2, And 3,-: negative control. 

700 bp 
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 و همکاران ندا میر آخورلی  در بادام به واسطه آگروباکتریومسازي بیان موقت ژن  بهینه
 

 LicBM2 جفت بازي از ژن 146زگرهاي طراحی شده براي قطعه آغا -1جدول 
Table 2- designed Primers forthe146bp gene fragment of LicBM2 

 (جفت باز)پی.سی.آر اندازه محصول  آغازگر رفت آغازگر برگشت

ACAGGACCTTCGGACAACAA TCCTGGGAAGCATCGAATCC 146 جفت باز 
 

 استخراج پروتئین
هاي تزریق شده، پس از سه روز هاي حاوي برگلدانز گهرکدام ا

شدند  اهاي تزریق شده از گیاه جدبه آزمایشگاه منتقل شدند، برگ
و براي استخراج پروتئین با کمک ازت مایع در هاون چینی پـودر  

مولار بـا   میلی Tris-HCl 150میکرولیتر بافر استخراج  250شدند. 
pH هـاي حـاوي    یکروتیـوب صورت جداگانه در م هب هشت معادل

شـد و سـپس ورتکـس شـد     ر شده ریختههاي پود هرکدام از برگ
ها بـه   نمونه ها بود). حجم هرکدام از برگ2/1(میزان بافر استخراج 

دقیقـه بـا    20دقیقه روي یخ قرار گرفت سپس به مـدت   30مدت 
ــال  13000دور  ــانتریفیوژ یخچ ــرم در س ــد.  گ ــانتریفیوژ ش دار، س

حاوي شیره گیـاه اسـت بـه میکروتیـوب      رویی رسوب کهمحلول
یره هاي حـاوي ش ـ  ال داده شد و در نهایت میکروتیوبدیگري انتق

 ,.Fido et al( گـراد منتقـل شـد    درجـه سـانتی   -20گیاه به فریـزر 

2004.( 
 ارزیابی پروتئین

میـزان پـروتئین    LicBM2 ژن تظـاهر  دقیق میزان بررسی منظور به
  گیري شد. ) اندازهMiller, 1959( گلوکز کاهش روش به فعال

ــزیم ــازکلی آن دارد و  آنزیمــی خاصــیت LicBM2 ژن محصــول ین

را  هـا  بتا گلوکـان  4 و 1 ،3 و 1ساکاریدهاي حاوي پیوندهاي  پلی
کنـد کـه میـزان آن را بـا      کننـده آزاد مـی  و قندهاي احیـا  شکند می

توان اندازه گرفت و به ایـن  می (دي.ان.اس) استفاده از مواد رنگی
فعـال   پروتئین مقدار و زد تخمین را ژن بیان سطح توانیم ترتیب

 پروتئینـی هاي  نمونه از استفاده با پژوهش این رد .دست آورد هرا ب
 انجـام  گلوکز کاهش آزمون ،هاي تزریق شده  دست آمده از برگ هب

 در گیـاه  خـود  گلـوکز  اثر آزمایش مراحل طی آنجاکه از و گرفت
 در تولیدي گلوکز بنابراین بود، شده صفر شاهد ي نمونه با مقایسه

 .است آمده وجود هب) licBM2( لیکیناز آنزیم فعالیت اثر
 

  بحث و جینتا

ییـد ترایختـه بـودن    کتریوم تأپس از انتقال پلاسـمیدها بـه اگروبـا   
کلـونی انجـام    پی.سـی.آر  هاي ظاهر شده از طریق واکـنش  کلونی

یختـه بـودن   جفـت بـازي ترا   700که حضور باند نحوي هگرفت. ب
گیاه نیـز  ). همچنین حضور ژن در دو ها را تایید کرد (شکل کلونی

 ).3شکلیید قرار گرفت (مورد تأ

 
 
 
 
 

 
 

 

، منفی، برگ تزریق نشده : شاهد1ستون  ؛هاي تزریق شده در برگ licBM2ژنومی: تایید حضور ژن پی.سی.آر ژل  -3 شکل
 نشانگر: 10ستون اکتریوم تراریخته شاهد مثبت، : اگروب9ستون ، برگ تزریق شدهژنوم : 8-2ستون 

Figure 3- Agarose gel electrophoresis of genomic DNA PCR reactions: 1: not transformed leafas – control, 2-8: 
transformed leaves, 9: transformed Agrobacterium as + control, 10: DNA ladder. 

750 bp 
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 افسانه حیدري ریحانی و همکاران  در بادام به واسطه آگروباکتریومسازي بیان موقت ژن  ینهبه
 

 
 یید رونویسی از ژنتأ
بـه آر.ان.اهـاي اسـتخراج شـده از نمونـه       ي مربـوط cDNA تزسن

ساعت از زمان تزریق انجـام   24هاي بادام رقم مامایی پس از  برگ
پی.سـی.آر  ، LicBM2یید رونویسـی از ژن  منظور تأد و سپس بهش

اي  شـده بـراي قطعـه   هاي اختصاصی طراحـی با استفاده از آغازگر
سـه  روي ژل آگـارز   پی.سی.آر بـر بازي انجام شد. محصول  146

هـاي   جفت بازي در نمونـه  146بارگذاري شد. وجود باند  درصد
 ).4بود (شکل  LicBM2یید کننده رونویسی از ژن برگی تأ

 استخراج و ارزیابی پروتئین فعال
 ،)Fido et al.,2004( هـا  پس از استخراج پـروتئین محلـول نمونـه   

نتقال سه ترکیب هاي هر دو رقم گیاه که از ا پروتئین فعال در برگ
بـه   GV3501و  LBA4404مختلف پلاسمیدي از طریق دو سویه 

صورت جداگانه مورد بررسـی   دست آمده بود به ههاي گیاه ب سلول

طـرح فاکتوریـل در قالـب     ها بـا  قرار گرفت. تجزیه و تحلیل داده
بـراي هـر تیمـار بـا     تکـرار  هفت تصادفی با  کاملبه طور طرحی 

نتـایج تجزیـه    ).2انجـام شـد (جـدول     SAS افـزار  استفاده از نرم
استفاده در ایـن آزمـایش در سـطح    واریانس بین فاکتورهاي مورد 

ــل متق دار نشــان داد. امــا اثرهــاي درصــد اخــتلاف معنــییــک  اب
دهـد کـه    دار نشد. این امر نشان می فاکتورهاي مورد استفاده معنی

تورهـا  ده و بر سایر فاکه طور مستقل عمل کرکدام از فاکتورها بهر
 اثري ندارد.

درصـد   یـک در سـطح   دانکـن ها به روش  آزمون مقایسه میانگین
داري را بین ترکیب پلاسـمیدي یـک بـا دو ترکیـب      اختلاف معنی

ایـن ترکیـب پلاسـمیدي     .)1(نمـودار   پلاسمیدي دیگر نشـان داد 
 شود. ن نوترکیب در شبکه آندوپلاسمی میپروتئیتجمع موجب 

   
تزریق شده با اگروبـاکتریوم   نمونه برگی: )1b و 1a( جفت بازي؛ ستون100 نشانگر: M &Lدرصد،  3روي ژل  RT-PCRمحصولات  الکتروفورز -4شکل 

تزریـق شـده بـا     نمونـه برگـی  : )3b و3a( . سـتون 2پلاسـمید   حـاوي  اگروبـاکتریوم  بـا  شده تزریق برگی): نمونه برگی 2b و 2a( ؛ ستون1حاوي پلاسمید
 : کنترل منفی.C. 3پلاسمیداگروباکتریوم حاوي 

Figure 4- Electrophoresis of RT-PCR products on 3% agarose gel, M&L: size marker, 1a, 1b: leaf sample transformed by plasmid1, 2a, 2b: 
leaf sample transformed by plasmid2, 3a, 3b: leaf sample transformed by plasmid3.C: negative control. 

 تجزیه واریانس میزان فعالیت آنزیم لیکیناز (میکروگرم در میکرولیتر) -2 جدول
Table 2- Variance analysis of enzyme activation (microgram per microliter) 

 (MS)میانگین مربعات  درجه آزادي منابع تغییر
 **0.91 1 رقم

 **1.41 2 پلاسمید
 **1.50 1 سویه
 ns 0.28 2 قمر× پلاسمید 

 ns 0.14 1 سویه× رقم 
 0.21ns 2 سویه× پلاسمید 

 0.09ns 2 سویه× رقم × پلاسمید 
 0.11 72 خطا

 ردا عدم معنی nsدرصد و  1و  5دار در سطوح احتمال  ترتیب معنی به **و * .١
2. *and ** respectively Significant at the 5and1percent levels, and ns not statistically significant 

146 bp 

 14 1393بهار و تابستان / 1/ شماره سوم/ دوره و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

 



 ریحانی و همکارانافسانه حیدري   در بادام به واسطه آگروباکتریومسازي بیان موقت ژن  بهینه
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 پلاسمیدي مختلف هاي رم) در برگ با استفاده از ترکیبآزاد شده در اثرفعالیت آنزیم لیکیناز (میکروگ مقایسه میانگین میزان گلوکز -1 نمودار
Diagram 1- glucose level mean comparison (µg/µl) in leaves by different plasmids 

خلـیص  کننده تعنوان تسهیل وتئین بیشتر بهري پرگی اگرچه ازهدف
گیـري پـروتئین    روش هدفشود، اما هاي نوترکیب یاد می پروتئین

هاي نوترکیب هم  واند براي افزایش عملکرد پروتئینتنوترکیب می
وتئین نوترکیـب در  استفاده شود. در این روش با ذخیره شـدن پـر  

 تغییرهـاي دن و بندي، سـر هـم ش ـ   اجزاي سلولی فرآیندهاي بسته
گیرد که در نهایت همـه  ها هم تحت اثر قرار می پس از ترجمه آن

نتیجه عملکـرد را تحـت اثـر    ن و در این فاکتورها پایداري پروتئی
ا نتـایج حاصـل از   ر پژوهش م ـ). دJha et al., 2012( دهدقرار می

ن گیري میزان گلـوکز آزاد شـده کـه در واقـع میـزان بیـان ژ       اندازه
داد کـه سیسـتم بیـانی کـه باعـث       داد، نشان گزارشگر را نشان می

شـود، بیشـترین میـزان    ع پروتئین در شبکه آندوپلاسـمی مـی  تجم
گلوکز و در نتیجه بالاترین میـزان بیـان ژن گزارشـگر را دارد کـه     

شـبکه آندوپلاسـمی اسـت کـه      دلیل آن عدم وجود پروتئازهـا در 
ي  شـبکه  رسـد کـه   نظر مـی  به شود پروتئین هضم نشود.باعث می

ــل  آندوپلاســمی  ــا ایجــاد یــک محــیط حفاظــت کننــده در مقاب ب
هـا بـراي تـا خـوردگی صـحیح       اکسیداسیون و حضـور چـاپرون  

پـروتئین مکـان   تجمـع  فضاي بزرگ بـراي  دارا بودن ها و  پروتئین
 ,.Jha et al( هاي نوترکیب باشد گیري پروتئین مناسبی براي هدف

ي که باعث ترشح پروتئین به آپوپلاست بین سیستم تظاهر ).2012
شده است و سیستمی که باعث باقی ماندن پروتئین در سـیتوزول  

نشد که داري از نظر میزان گلوکز مشاهده شده است اختلاف معنی
 72در ایـن تکنیـک (   دلیل این امر، مدت زمـان کوتـاه تظـاهر ژن   

. زیرا زمان کافی جهت مشخص شدن اختلاف بـین  استساعت) 

نیـز در  ) Jha et al. 2012( دو سیسـتم وجـود نداشـته اسـت     این
-تجمع بالایی از پروتئین نوترکیـب بازدارنـده آلفـا   پژوهش خود 

پروتئیناز را در اسـتفاده از سـیگنال پپتیـد شـبکه آندوپلاسـمی در      
دست آوردند و  همقایسه با سیگنال پپتیدهاي آپوپلاست و واکوئل ب

تـري بـراي تولیـد     کان مناسـب ندوپلاسمی مآنتیجه گرفتند شبکه 
 .پروتئین نوترکیب است

پـژوهش مـورد بررسـی قـرار گرفـت      دیگـري کـه در ایـن    عامل 
نشـان  دو نمودار  ه شده درهاي ارای هاي باکتریایی بود. نتیجه سویه

دهد که میـزان گلـوکز آزاد شـده در نتیجـه اسـتفاده از سـویه        می
LBA4404  .بیشتر بوده است 

لاحظـه سـطح   طور قابل مه ب اي اگروباکتریومه زمینه ژنتیکی سویه
ویه س ـ .)Gill et al., 2004( دهـد  قرار مـی  اثربیان موقت را تحت 

LBA4404   یکـی از  که در این پژوهش مورد استفاده قرار گرفـت
 ـاست هایی  سویه هـا اسـتفاده    طـور گسـترده در آزمایشـگاه   ه که ب

یجـه داده  طور موفقیت آمیـز نت ه ب prunusهاي  در گونهو  شود می
بـراي   نیـز ) Machado, 1992( .)Bhatnagar et al., 2004( اسـت 

یی بـالاي انتقـال ژن از طریـق    آثر بـر کـار  ؤارزیابی پارامترهاي م ـ
پـس ارزیـابی بیـان موقـت حاصـل از      توت سیاه  دراگروباکتریوم 

ــ نتیجــه  GV2260و  A281 ،LBA4404 هــاي ســویه کــارگیري هب
ه هـا کارآمـدتر بـود    ر سویهنسبت به سای LBA4404سویه  گرفتند
 است.

ه دام مورد استفاده بود. نتایج ارایسومین فاکتور مورد بررسی رقم با
بیانگر این است کـه بیـان ژن در رقـم مامـایی      سه شده در نمودار
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 ).3 بیشتر بوده است (نمودار 12نسبت به رقم شاهرود 

مورد  تواند ثر بر بیان موقت مییک فاکتور مؤ عنوان نوع رقم نیز به
جـود  دو مو بیان موقـت  هاي نمودر آزنجاکه آازگیرد. ارزیابی قرار

ــد  ــرکت دارن ــده ش ــزشیی آرکا، زن ه و ین گیابري گازبه سا تراری
 يهاهـا یـا ژنوتیـپ    که برخی گونه طوري-دارد. بهبستگی ي باکتر

حساسیت کمتر یا ي باکترص خاهـــاي  بـــه ســـویهگیاهی نسبت 
ت به دلیل تفاوت ممکن اس چنین اختلافی هند.دمین نشاي بیشتر

هاي باکتري در آلوده کردن گیاه میزبان، تفـاوت  _در توانایی سویه
ــل  ــاختار ناق ــایی،  T-DNAدر س ه و ین گیابري گازسام عدباکتری

د یجال دارد انبادبهرا حساسیت ق فو هـاي  واکنش م که باکتریووگرا
شـده رقـم مامـایی    _در پژوهش انجام ).Nam et al., 1997( دشو
سطح بالاتري از بیان را نشـان داد.   12ام نسبت به رقم شاهرود باد

بـه منظـور انتخـاب     Ysasmin and Debener (2010)در پژوهش 
 روش ژنوتیــپ برتــر بــراي بیــان ژن در گــل بــا اســتفاده از      

ــن  ــد  ازاگرواینفیلتریش ــاي هیبری ــد 5-100&91 کالتیواره ، هیبری
ــد و  parisercharme ، Heck enzauber،46-124&88 دیپلوئیـ

Marvel  هـاي   . نتـایج بیـان موقـت نشـان داد گـل     نـد کرداستفاده
 یشترین میزان بیان را داشتند.ب parisercharmeو  Marvelکالتیوار 

توان نتیجـه   اي مورد استفاده در این پژوهش میبا بررسی فاکتوره
در  1گرفت در صـورت اسـتفاده از سـاختار پلاسـمیدي شـماره      

یی از توان سطح بـالا  و رقم مامایی می LBA4404ترکیب با سویه 
ده شده در ایـن  کار بر هدر مقایسه با سایر تیمارهاي ب بیان موقت را

 دست آورد.  پژوهش در بادام به
 مورد استفاده قـرار گرفـت.   LicBM2ژن گزارشگر  در این بررسی

LicBM2 عنوان یک ژن گزارشگر با حساسـیت بـالا و    هتواند ب می

و بررسی بیان ژن انتقال یافته ها _تراریختهخاب کار آسان براي انت
). مزیت ایـن  Salehijozani et al., 2007مورد استفاده قرار گیرد (

ی زیستی محصولات تراریخته است. زیرا با گزارشگر به دلیل ایمن
، بیوتیـک  مقاومت بـه آنتـی   ابراز شده در موردتوجه به ملاحظات 
هاي مقاومت بـه   دارد از ژن که امکانجاییکه تا پیشنهاد شده است

اسـتفاده نشـود و بـه جـاي آن از      نشـانگر عنـوان   ها به بیوتیک آنتی
هـاي تراریختـه    لاین گر انتخاب نشانگرعنوان  هاي متابولیکی به ژن

گیاه نقش دارند ولیکی هایی که در فرآیندهاي متاب استفاده شود. ژن
ها دارند زیرا  بیوتیک هاي مقاومت به آنتی اي با سیستم تفاوت عمده

ه پـس از ورود  شود ک هایی استفاده می در این سیستم از پیش ماده
که باعث مزیت رشـدي   شوند هایی تبدیل می به سلول، به مولکول

 آیـد  که به نظـر مـی   شوند. این روش چنان هاي تراریخته می سلول
رسـد کـه در بـین     بیشتري داشته و بـه نظـر مـی    تراریزشفراوانی 

ــه ــاهی گون ــاي گی ــترده  ه ــتفاده گس ــت اس ــد  قابلی ــته باش اي داش
)Salehijozani et al., 2010دهد بیان موقـت ژن   ). نتایح نشان می

شـد. بنـابراین   در گیاه بـادام بـا موفقیـت انجـام      LicBM2 نشانگر
توانـد روش جدیـدي بـراي     مـی  LicBM2 نشـانگر استفاده از ژن 

ي بـادام   هاي نوترکیب در گیاهـان تراریختـه   بررسی میزان بیان ژن
اي که جهت رفع مشکلات باغداري بادام از  گیاهان تراریخته باشد.

 Imani and( ها و خودنابـاروري  جمله حساسیت به سرما، بیماري

MahammadKhani, 2011 (تواننـد تولیـد شـوند و شناسـایی      می
تواند هزینه و زمان مصرفی در  سیستم تظاهر موفق در این گیاه می

ریخته را در این گیاه درختـی کـاهش بدهـد.    جهت تولید بادام ترا
ایمنی زیستی، دقت و  LicBM2 نشانگرمزیت اصلی استفاده از ژن 

 .ر و قابل اطمینان بودن آن استحساسیت بالا، سادگی کا
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صورت آنتاگونیست یا در بعضی  جاسمونات به سالیسیلیک و متیلپیام توسط اسیدمسیرهاي انتقال 
اهان در مقابل نند، تنظیم تداخل این دو مسیر سبب ایجاد مقاومت در گیکعمل می افزا موارد هم

تقال پیام ثري را در تنظیم تداخل مسیر اننقش مؤ NPR1شود. ژن تنظیمی ها می حمله پاتوژن
وابسته به میزان این دو  NPR1ل شدن جاسمونات به عهده دارد، فعا اسیدسالیسیلیک و متیل

سالیسیلیک اسید افزایی هماثر آنتاگونیستی و  ه است. بر این اساس در این پژوهشهورمون در گیا
زایی  هاي مرتبط با بیماري و برخی از ژن NPR1تنظیمی  جاسمونات بر الگوي بیان ژن و متیل
در دو  Real time PCR اده از روشبا استف (Thi2.1)و تیونین  (PDF1.2)، دیفنسین PR1شامل 

هاي  ساعت بررسی شد. نتایج نشان داد ژن 48و  24، 12، 6هاي صفر،  رقم خزر و هاشمی در زمان
تلف، الگوي هاي مخ ها و زمان جاسمونات در ژنوتیپ ی با مصرف اسیدسالیسیلیک و متیلمورد بررس

مرتبط بین این دو هورمون  هاي تنظیمیمسیرکه نشان دهنده وجود تظاهر متفاوتی داشتند 
در رقم مقاوم خزر افزایش هاي مورد بررسی  بیان تمام ژن. هاي دفاعی است کلیدي در القاي ژن

هاي مورد  تغییري نشان نداد و بیان سایر ژن PR1در رقم هاشمی الگوي بیان ژن  که حالییافت در
در پاسخ به تیمار با  NPR1 نافزایش بیان ژ بررسی نیز از سطوح پایینی برخوردار بود. همچنین

اثر جاسمونات اتفاق افتاد. در کل  اي زودتري نسبت به تیمار با متیله اسیدسالیسیلیک در زمان
هاي مورد  اسمونات منجر به تغییرات بیان ژنج و متیل سالیسیلیکافزایی اسید آنتاگونیستی و هم

گیري سیستم  ژنوتیپ مقاوم، شکلنتیجه آن در  هاي مختلف شد، که احتمال دارد بررسی در زمان
 .دفاعی مناسب در گیاه است
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  مقدمه

 ها، پاتوژن از زیادي تعداد حمله مورد خود حیات طول در گیاهان
هـا   آن بـا  مقابله جهت که گیرندمی قرار ها پارازیت و خوارها علف
 Koornneef and( کننـد مـی  فعـال  را متعـددي  دفـاعی  هاي پاسخ

Pieterse, 2008.( مقاومـت  بـه  تـوان مـی  دفاعی هاي پاسخ این از 
 (Systemic acquired resistance: SAR) یســتمیکس اکتســابی

 و زایـی  بیمـاري  بـا  مـرتبط  هايپروتئین تولید سبب که کرد اشاره
 شـدن  نکروزه به منجر که دشو می گیاه در حساسیت فوق واکنش

 جلـوگیري  بیماري گسترش از رتیبت این به و شده آلودگی محل
 ایـن  گیري شکل در کلیدي عامل اسیدسالیسیلیک هورمون کند، می
 نوع ،(Durrant and Dong, 2004) شود می وبمحس مقاومت نوع

 Induced( سیسـتمیک  القایی مقاومت دفاعی هاي پاسخ از دیگري

systemic resistance: ISR(  و زخـم  ایجـاد  نتیجـه  در کـه  اسـت 
 مکنـده  حشـرات  توسط مولمعطوربه که گیاه هاي بافت به آسیب

 متیـل  و اتـیلن  هـاي  هورمـون  شـود، مـی  تولیـد  آیـد،  مـی وجـود به
 Kessler( هستند ثرمؤ مقاومت نوع این گیري شکل در جاسمونات

and Baldwin, 2002.( کلیـدي  نقـش  متعـدد  هايگزارش طبق بر 
ــون ــاي هورم ــیلیک، ه ــل اسیدسالیس ــمونات متی ــیلن و جاس  در ات

 مشـخص  آفات و ها بیماري مقابل در مقاومت و دفاعی هاي پاسخ
 .Von Dahl and Baldwin, 2007; Van Loon et al( اسـت  شده

 بیشـتر  بیـوتروف  هـاي  پـاتوژن  گفـت  تـوان می کلیطوربه ).2006
 اسیدسالیسیلیک پیام انتقال مسیر توسط شده القا مقاومت به نسبت

 خـوار  علـف  حشـرات  و نکروتروف هاي پاتوژن و هستند حساس
 کوبسر اتیلن و جاسمونات متیل وسیله به شده القا مقاومت توسط

 زمینـه  این در هم استثناهایی البته ،(Glazebrook, 2005) شوند می
  .)Thaler et al. 2004( دارد وجود

 پیـام  انتقـال  مسـیرهاي  بین که دهد می نشان ژن بیان هايپژوهش
 دارد وجـود  کنشبـرهم  اتیلن و جاسمونات متیل اسیدسالیسیلیک،

 ایـن  بـه  شـد، با منفـی  یـا  مثبت نوع از تواند می برهمکنش این که
 یـا  و تقویـت  را یکدیگر اثرهاي توانند می ها ورمونه این که معنی

 شـناخته  هـاي  مثـال  از یکی .(De Vos et al. 2005) کنند تضعیف
 جاسـمونات  متیـل  و اسیدسالیسیلیک پیام انتقال مسیر تداخل ده،ش

 گیـاه  روي کـه  یپژوهش ـ در ،(Beckers and Spoel, 2006) است
 سالیسـیلیک  اسید یدفاع مسیر شدن فعال شد انجام آرابیدوپسیس

 Pseudomonas syringae بیـوتروف  پـاتوژن  بـا  آلودگی طریق از
 Alternaria نکروتـروف  پـاتوژن  بـه  گیاه این حساسیت به منجر

brassicicola سـرکوب  جاسـمونات  متیـل  دفاعی مسیر توسط که 
 بسـیاري  هاي پژوهش که این با .(Spoel et al. 2007) شد شود، می
 نشـان  را هورمـون  دو ایـن  بـین  دهکنن ـتضعیف و آنتاگونیستی اثر
 هورمـون  دو ایـن  بـین  نیـز  کننـده  ویتتق و افزایی هم اثر دهد، می

 ).Van Wees et al. 2000; Mur et al. 2006( است شده مشاهده
 تنظیمـی  پـروتئین  طریـق  از را دفاعی هاي ژن بیان اسیدسالسیلیک

NPR1 (Non-expresser of pathogenesis related genes 1)، که 
ي مقاومـت اکتسـابی سیسـتمیک در     واسـطه  کلیـدي  ملکـول  یک
. )Dong, 2004( دهـد  مـی  افزایش ،ها است اي ها و دولپه اي لپه تک

ها افزایش  ک پس از آلودگی گیاه توسط پاتوژنسالیسیلیمیزان اسید
گیـاه  هاي فعال اکسیژن در  ، که این امر منجر به تولید گونهیابد می
 .از سیتوپلاسم به هسـته اسـت   NPR1 انتقال آن نتیجه که شود می

NPR1 هاي رونویسی سبب بیـان برخـی   فاکتور همراه به هسته در
 شـود  سـاز و کارهـاي مقاومـت در گیـاه مـی      بـا  مرتبط هاي از ژن

)Pieterse and Vanloon, 2004(تـوان بـه    ها می ، از جمله این ژن
 Pathogenesis related( زایـی  هـاي مـرتبط بـا بیمـاري     پـروتئین 

proteins: PRPs   هــا داراي  ) اشــاره کــرد، کــه بســیاري از آن
 .(Van Loon et al. 2006) هســتند ضــدمیکروبی هــاي فعالیــت

 مسـیر  محصـولات  تولیـد  عـدم  بـه  منجر NPR1 ژن در موتاسیون
ــاه حساســیت نتیجــه در و اسیدسالیســیلیک ــه گی ــاتوژن ب  هــاي پ

 کـه پژوهشی  در دیگر طرف از .(Dong, 2004) شود می بیوتروف
 ژن بیـان  افـزایش  کـه  شـد  مشـاهده  شـد،  انجـام  بـرنج  گیاه روي

OsNPR1، شـدن  فعال و NPR1 مسـیر  ادامـه  مـانع  سیتوسـول  در 
 کـه شـود   مـی  مسیر این هاي ژن بیان و جاسمونات متیل پیام انتقال

 شـود  مـی  خـوار  علـف  حشـرات  بـه  گیاه حساسیت سبب امر این
(Yuan et al. 2007).  

 و اسیدسالیســیلیک کلیــدي نقــش بــه توجــه بــا اســاس ایــن بــر
 بـر هـا   آن متفـاوت  رفتار و گیاهی دفاع یندفرآ در جاسمونات متیل

 تنظیمـی  ژن بیـان  الگوي حاضر پژوهش در درگیر، هاي ژن تظاهر
NPR1 بــا مــرتبط هــاي روتئینپــ کننــده کــد هــاي ژن از برخــی و 

 و یدسالیســـیلیکاس پاشـــی محلـــول نتیجـــه در زایـــی بیمـــاري
 مقایسه مورد برنج شده اصلاح و بومی رقم دو در جاسمونات متیل

 20 1393بهار و تابستان / 1/ شماره ومس/ دوره و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

 



 ژاله حکمتی و همکاران  ... هاي مرتبط با بیماري و برخی از ژن NPR1بیان متفاوت ژن 

 
  گرفت. قرار بررسی و
 

  ها روش و مواد

 رایـج  و بـومی  (رقـم  هاشـمی  ارقام پژوهش این در :گیاهی مواد
 گرفـت.  قـرار  بررسـی  مـورد  شـده)  اصـلاح  (رقم خزر و منطقه)

 رشـت  رد کشـور  بـرنج  تحقیقـات  سسـه مؤهاي  پژوهش براساس
(Momeni et al. 2006)، بلاسـت  شایع بیماري به مقاوم خزر رقم 

 بـذرها  کاشت، از قبل .است حساس بیماري این به هاشمی رقم و
 کشت استریل خاك حاوي يها ناگلد در سپس و شده ضدعفونی

 شدند.
 مرحلـه  در بـرنج  هـاي  گیاهچه از تیمار اعمال براي :گیاهان تیمار

 منظـور  این براي شد. استفاده چهارم برگ ظهور از قبل و برگی سه
 دوثرمــؤ غلظــت بــا آلمــان) -(مــرك اسیدسالیســیلیک محلــول از

 غلظـت  بـا  هلند) –فا (دویچه جاسمونات متیل محلول و مولار میلی
 شده کنترل شرایط در پاشی محلول صورت به مولار میلی 1/0 موثر

 یروشـنای  ساعت 14 نوري دوره و سانتیگراد درجه 22±2 دمایی
 .(Daw et al. 2008; Taheri and Tarighi, 2010) شـد  اسـتفاده 

 گـروه  سـه  بـه  گلـدان  در شده کشت گیاهان ابتدا کهصورتبدین
 و اسیدسالیسـیلیک  محلـول  بـا  اول گـروه  و تقسیم فاصله با مجزا
 هـاي  نمونـه  کـه  سوم گروه و جاسمونات متیل محلول با دوم گروه
 سـپس  شـدند.  پاشی لولمح مقطر آب با شدند می محسوب شاهد

 48 و 24 ،12 ،6 صـفر،  شـامل  زمـانی  مرحلـه  پنج در گیري نمونه
 هـر  در شـد.  انجـام  (Daw et al. 2008) تیمـار  از پـس  سـاعت 

 در بلافاصـله  شـده،  جدا برگی بافت از گرم میلی 100 گیري نمونه
 شد. منتقل -80 فریزر به سپس و گرفت قرار مایع نیتروژن

 بررسـی  جهـت  :Real Time PCRوش ها بـه ر  بررسی بیان ژن
 و هاشـمی  رقم دو به مربوط شاهد و تیمار نمونه دو در ها ژن بیان

 RNX-Plus کیـت  دسـتورالعمل  براسـاس آر.ان.ا  اسـتخراج  خزر،
 بـا  استخراجیآر.ان.ا  کمیت و کیفیت شد. انجام سیناژن) (شرکت

 دســـتگاه ودرصـــد  یـــک آگـــارز ژل الکتروفـــورز از اســـتفاده
ــپکتروفت ــدیتأ ومتراس ــ ی ــس و دش ــراي آن از پ ــین از ب ــردن ب  ب

 سـپس  و تیمـار  DNase با ها نمونه ژنومی،دي.ان.اي  هاي آلودگی
 شـد.  انجام Fermrntas K1621 کیت از استفاده با cDNA ساخت

 منظـور  به منفی و مثبت کنترل هاي واکنش cDNA ساخت از پس
 ژنـومی  هـاي  آلودگی وجود عدم و cDNA ساخت صحت بررسی

 بیـان  میـزان  شـده،  سـاخته  cDNA ییدتأ از پس و گرفت رتصو
 تنظیم ژن شامل مقاومت کارهاي و ساز با مرتبط هاي ژن از برخی
 بـا  مـرتبط  مهـم  پـروتئین  سـه  ،NPR1 رسان، پیام مسیرهاي کننده

 تیـونین  و (PDF1.2) دیفنسین ،PR1 جمله از (PRP) زایی بیماري
(Thi2.1) 18 ژن از نیـز  هـا  داده سـازي  نرمـال  جهت شد بررسیS 
 ).1 (جدول شد استفاده مرجع ژن عنوان به ربیوزومی

 آغازگرهاي مورد استفاده در این پژوهش -1جدول 
Table 1- Primers used in this study 

 منبع
References 

 (ºC)دماي اتصال 
Annealing temperature 

 توالی آغازگر
Sequence of primer (5'-3') 

 ژن
Gene 

(Jain et al. 2006) 58 F: 5'-CTACGTCCCTGCCCTTTGTACA-3' 
R: 5'-ACACTTCACCGGACCATTCAA-3' 

 

18S rRNA 

(Sugano et al. 2010) 57 
F: 5'-TGGCAGGTGAGAGTCTACGA-3' 
R: 5'-AGGTGGATTTGCACCAGAAC-3' 

 

OsNPR1 

(Mitsuhara et al. 2008) 58 
F: 5'-CGCTGTGTGTTTGTGTTATGTC-3' 

R: 5'-CGTGGTTTTGTCTTTATTTCAATCC-3' 
 

OsPR1 

(Qu et al. 2010) 57 
F: 5'-ATCACCCTTATCTTCGCTGC-3' 

R: 5'-TGCTGGGAAGACATAGTTGC-3' 
 

PDF1.2 

(Sadati et al. 2012) 56 
F: 5'-GCTAGGCTTAGTCCTGCAAC-3' 
R: 5'-GGTGACAGTCTCAGCTTCCT-3' 

 

Thi2.1 
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 SYBR Green محلول از استفاده با Real Time PCR هاي واکنش
 5/12 شـامل  میکرولیتـر  25 حجـم  در Fermentas شرکت ساخت

 نوکلئـاز،  از عـاري  آب میکرولیتر Master Mix، 5/6 از میکرولیتر
ــردو ــازگر میکرولیت ــرو آغ ــولار)، 3/0( پیش ــر 2 میکروم  میکرولیت

ــولار) 3/0( پســرو آغــازگر ــرمیکر 2 و میکروم  cDNA )500 ولیت
 پلیمـراز  اي زنجیـره  برنامـه  و دمـایی  چرخـه  شد. انجام نانوگرم)،

 درجـه  95 دماي در دقیقه پنج( اولیه سازي واسرشت مرحله شامل
 در ثانیـه  ده( سـازي  واسرشت شامل سیکل 35 سپس گراد)، سانتی

 اتصـال  دمـاي  در ثانیـه  45( آغازگر اتصال گراد)، سانتی درجه 95
 درجـه  72 در ثانیه 15( آغازگر بسط و )یک جدول در شده تعیین
 95 الـی  60 دمـاي  از حرارتـی  چرخه یک پایان در و گراد) سانتی

 ذوب منحنـی  تهیـه  براي مرحله هر در اي ثانیه پنج توقف با درجه
 شد. گرفته نظر در ها نمونه
 روش براســــاس Real Time PCR از حاصــــل هــــاي داده

(Hunt, 2006) ΔΔct این سپس شدند نرمال مرجع نژ هاي داده با 
 طـرح  قالـب  در زمان در اسپلیت فاکتوریل آزمایش براساس ها داده

 عامـل  دو ترکیـب  اصلی پلات که شد تجزیه تصادفی کاملطوربه
 و (اسیدسالیسـیلیک  پاشـی  اسـپري  و خـزر)  و (هاشـمی  ژنوتیپ

 بودنـد.  گیـري  نمونـه  يهـا  انزم ـ فرعی پلات و جاسمونات) متیل
پـنج   احتمـال  سـطح  در تـوکی  روش از هـا  یانگینم مقایسه جهت
نـه   نسـخه  SAS افـزار  نـرم  بـا  هـا  داده تجزیه شد. استفاده درصد

  گرفت. صورت
 

 تجزیه واریانس بیان ژنهاي مورد مطالعه تحت تیمار متیل جاسمونات و اسید سالیسیلیک در دو رقم برنج خزر و هاشمی -2جدول 
Table 2- Analysis of variance for expression of the studied genes under methyl jasmonate and salicylic 

acid treatments in two rice cultivars of Khazar and Hashemi 

 MS  میانگین مربعات
 منبع تغییرات

Source of variation Thi2.1 PDF1.2 PR1 NPR1 

78411.02500** 19758.02500** 10465.22500** 2795.06 ** 
 ژنوتیپ

Genotype 

1525.22500** 1946.02500** 0.62500n.s 13.94* 
 محلول پاشی
Spraying 

1221.02500** 950.62500** 0.62500n.s 2235.02500** 
 محلول پاشی در ژنوتیپ

Spraying*Genotype 

9.62500 3.55833 5.82500 5.82500 
 خطاي اول
Error 1 

9456.16250** 3367.46250** 2539.68750 ** 6768.53750** 
 زمان

Time 

5658.83750** 3170.46250** 1920.78750** 1860.91250** 
 زمان در ژنوتیپ

Time*Genotype 

8253.91250** 3923.21250** 1297.81250** 5264.91250** 
 زمان در محلول پاشی
Time*Spraying 

10380.08750** 3504.56250** 1288.81250** 6887.08750** 
 مان در ژنوتیپ درمحلول پاشیز

Time*Genotype*Spraying 

35.08750** 21.68750n.s 17.91250n.s 16.28750 n.s 
 زمان در تکرار

Time*Replication 

5.7708 5.37083 6.92917 10.3875 
 2خطاي 

Error 2 
ns، *  درصد 1و  5دار در سطح احتمال  دار و معنی معنی: به ترتیب غیر**و 

ns,* and ** : Non-significant, significant at 5% and 1% probability levels, respectively 
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  بحث و جینتا

 هاي داده براساس پژوهش مورد هاي ژن بیان واریانس تجزیه نتایج
Real Time PCR بـا  ژنوتیـپ  متقابـل  اثـر  )،2 (جـدول  داد نشان 

 مورد يها نازم در جاسمونات متیل و اسیدسالیسیلیک پاشی محلول
 سـطح  در دار معنـی  اختلاف داراي یاد شده ژن چهار براي بررسی
 و بـرهمکنش  وجـود  دهنده نشان این که است درصد یک احتمال

 یـا  و اسیدسالیسیلیک مصرف به پاسخ در ها ژنوتیپ متفاوت رفتار
 جهـت  اسـاس  ایـن  بـر  .اسـت  فوق يها نازم در جاسمونات متیل

 در ترکیـب  دو ایـن  آنتاگونیست) یا افزایی (هم اثر تر دقیق ارزیابی
 دو در ژن هـر  بیـان  دفـاعی،  هـاي  پاسـخ  بـا  مـرتبط  هاي ژن القاي

 گرفتند. قرار مقایسه مورد مختلف يها نازم در و ژنوتیپ
ــم  ــر آنتاگونیســتی و ه ــی اسیدسالیســیلیک و  بررســی اث افزای

 نتایج :PR1و  NPR1جاسمونات برالگوي بیان ژن تنظیمی  متیل
 دار معنی تفاوت دهنده نشان Real Time PCR هاي داده از حاصل
 يهـا  انزم ـ در هاشـمی  و خـزر  رقم در OsNPR1 ژن بیان الگوي

 خزر رقم در ژن این بیان میزان بیشترین کهنحويبه ،است مختلف
 افتـاد  اتفـاق  اسیدسالیسیلیک با تیمار از پس ساعت شش زمان در
 سـاعت  48 زمان رد ژن این بیان میزان هاشمی رقم در که حالیدر

 کـه  آنجا از )،A1 (شکل رسید خود مقدار حداکثر به تیمار از پس
NPR1 بـا  سیسـتمیک  اکتسـابی  مقاومـت  مسـیر  تنظیمـی  پروتئین 
 پس ژن این بیان افزایش شود می محسوب اسیدسالیسیلیک واسطه

 رقـم  ذاتـی  مقاومـت  است، انتظار قابل اسیدسالیسیلیک با تیمار از
 اسیدسالیسیلیک از بیشتري مقادیر بودن دارا ادزی احتمال به و خزر

 بیـان  افزایش که شود می باعث (Silverman et al., 1995) درونی
 اتفـاق  هاشـمی  بـه  نسـبت  زودتري زمان در خزر رقم در ژن این

 بیافتد.
 کـه  طوريبه بود متفاوت جاسمونات متیل با تیمار از حاصل نتایج

 از پـس  سـاعت شـش   زا خزر رقم در OsNPR1 ژن بیان افزایش
 رقم در رسید، حداکثر به تیمار از پس ساعت 48 و شد آغاز تیمار

 تیمـار  از پـس  سـاعت  48 ژن این بیان میزان بیشترین نیز هاشمی
 گیـاه  تیمـار  کـه  دهد می نشان هاگزارش ).A1 (شکل شد مشاهده

 Phenyl alanine( ژن بیـان  افزایش سبب جاسمونات متیل با برنج

ammonia lyase (PAL آنزیم فعالیت افزایش نیز و PAL دشـو  می 
(Bi et al. 2007). پروپانوئیـد  فنیـل  مسیر کلیدي آنزیم آنزیم، این 

 البتـه  شود می محسوب اسیدسالیسیلیک سنتز اصلی مسیر که است
 سـاخته  مسـیر  ایـن  در نیـز  فلاونوئیدها و فنولی هايترکیب سایر
 کـه  گرفـت  نتیجه توانیم بنابراین .(Hayat et al. 2010) شوند می

 فعالیـت  افـزایش  و PAL ژن بیـان  القا با جاسمونات متیل هورمون
 بـه  و شـده  اسیدسالیسـیلیک  تولید سبب آمونیالیاز آلانین فنیل آنزیم

 در و تدریجبه NPR1 ژن بیان که است دلیل همین به زیاد احتمال
 بـه  رسد، می حداکثر به جاسمونات متیل با تیمار از پس ساعت 48
 بـا  جاسـمونات  متیـل  افزایـی  هـم  اثر و مثبت همکاري ترتیب این

 اکتسـابی  مقاومـت  مسـیر  کـردن  فعـال  جهت در اسیدسالیسیلیک
 گیـاه  تیمـار  نیـز  قبلی هايگزارش در شود. می مشاهده سیستمیک

 اسیدسالیسیلیک) (آنالوگ بنزوتیادیازول یا اسیدسالیسیلیک با برنج
 بـا  مرتبط رونویسی تورهايفاک و OsNPR1 ژن بیان افزایش سبب

 گیـاه  در کـه  دیگـري پژوهش  در ،(Sugano et al. 2010) شد آن
 هاي موتانت در OsNPR1 ژن بیان شد مشخص گرفت انجام برنج

cea62 بـه  نسـبت  کنند می تولید اسیدجاسمونیک بالایی مقادیر که 
 .(Liu et al. 2012) داشت گیري چشم افزایش وحشی نوع

 در و فعـال  اکسـیژن  هـاي  گونه تولید سبب اسیدسالیسیلیک تجمع
 و NPR1 الیگـومري  فـرم  در سـولفیدي  دي هاي پل شکستن نتیجه
 سیتوسـول  در NPR1 شدن فعال و مونومري فرم به آن شدن تبدیل

 سیتوسـول  در NPR1 ،(Pieterse and Van Loon, 2004) شود می
ــق از ــداخل طری ــپلکس در ت ــوبی کم ــوئیتین ی ــاز ک  ,SKP1( لیگ

CDC53p/CUL1 F-boxCOI1 (SCFCOI1، ــت ســبب  از ممانع
 آن بـا  مرتبط هاي ژن بیان و جاسمونات متیل پیام انتقال مسیر ادامه
 توســط پیــام انتقــال در کلیــدي نقــش کمــپلکس ایــن شــود، مــی

ــل ــمونات متی ــه .(Xu et al. 2002) دارد جاس ــن ب ــب ای  ترتی
 آنتاگونیسـتی  اثـر  سیتوپلاسـمی،  NPR1 طریـق  از اسیدسالیسیلیک

 کنـد  مـی  اعمـال  جاسـمونات  متیـل  پیـام  انتقـال  مسـیر  بـر  را خود
(Spoel et al. 2003). کـه  دهـد  می نشانها  پژوهش OsNPR1 در 

 بـر  کننده ممانعت اثر سیتوپلاسم در فقط فعال، و مونومري حالت
 جهـت  شدن فعال از پس پروتئین این دارد، جاسمونات متیل مسیر

 بـه  و شـده  منتقـل  هسـته  بـه  یکاسیدسالیسیل پیام انتقال مسیر القا
 بـا  مـرتبط  هـاي  ژن بیـان  سبب TGA رونویسی فاکتورهاي همراه

 انتقـال  مسیر براي تهدیدي هسته در بنابراین شود، می زایی بیماري
 .(Yuan et al. 2007) شود نمی محسوب جاسمونات متیل پیام
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(حروف در ارقام برنج  PR1و  NPR1هاي  ي بیان ژنبر الگو (MJ)جاسمونات  و متیل (SA)سالیسیلیک اثر اسید -1شکل 
 .داري ندارند) درصد تفاوت معنی 5مشترك در سطح احتمال 

Figure 1- Effect of salicylic acid (SA) and methyl jasmonate (MJ) on the expression of the genes NPR1 
and PR1 in rice cultivars (Common letters are not significantly different at probability level of 5%) 

 اولیـه،  هـاي  سـاعت  در شود می مشاهده A1 شکل در که همانطور
 (آنتاگونیسـتی)  متضـادي  رفتار جاسمونیت متیل و اسیدسالیسیلیک

 کـه  سـاعاتی  در کـه، نحويبه دندنکر ایجاد ژن این بیان الگوي در
 بـراي  زمـان  مـان ه در دارد وجـود  بیان افزایش ترکیب یک براي

 بـا  تـدریج  بـه  اما شود نمی مشاهده داري-معنی بیان دیگر ترکیب
 تمایـل  افزایـی  هم سمت به بیان الگوي )48 (ساعت زمان گذشت

 پروتئین این انتقال دلیل به است ممکن موضوع این که است یافته
 باشد. سیتوپلاسم در آن فراوانی کاهش و هسته به
 بــا تیمــار از پــس PR1 ژن بیــان بررســی پــژوهش ایــن در

 از خـزر  مقـاوم  رقـم  در ژن این بیان که داد نشان اسیدسالیسیلیک
 بـه  یافـت  افزایش تدریج به تیمار از پس ساعت 48 تا شش زمان

 نتـایج  رسید، حداکثر به تیمار از پس ساعت 48 زمان در که طوري
 در ژن این بیان که داد نشان نیز جاسمونات متیل با تیمار از حاصل

 پـس  ساعت 24 در ولی کرد طی را صعودي روند خزر مقاوم رقم
 نظـر  بـه  بنـابراین  یافت. کاهش سپس و رسید حداکثر به تیمار از

ــی ــد م ــیر رس ــان مس ــن بی ــق از ژن ای ــیلیک طری  و اسیدسالیس

 مقابـل  در دارند. نوایی هم یکدیگر با خزر رقم در جاسمونات متیل
 مختلـف  يها نازم در هاشمی حساس رقم در ژن این بیان الگوي
ــا تیمــار از پــس ــل و اسیدسالیســیلیک ب  تفــاوت جاســمونات متی
 اسـت  واقعیـت  این یید کنندهتأ موضوع این نداد. نشان داري معنی

 گیـاه  ژنتیـک  ماهیـت  بـه  زیـادي  حـد  تا ها ژن این بیان الگوي که
 حملـه  از بعـد  بلافاصـله  B1.( PR1 (شـکل  اسـت  وابسته میزبان

 و NPR1 شـدن  فعـال  و لیسـیلیک اسیدسا غلظـت  افزایش پاتوژن،
 مقاومـت  براي نشانگري عنوان به و شود می بیان هسته به آن ورود

 Van Loon and Van( اسـت  شـده  شـناخته  سیسـتمیک  اکتسابی

Strien, 1999 .(اسیدسالیسـیلیک  بـا  بـرنج  گیاه تیمار گزارشی در 
ــبب ــزایش س ــان اف ــد، OsPR1 بی ــرف از ش ــر ط ــاربرد دیگ  ک

 بــا شــده تیمــار گیاهــان روي آبســیزیکاسید و اسیدجاســمونیک
 امـا  ،دش ـ ژن این بیان کاهش سبب ثريمؤ طوربه اسیدسالیسیلیک

 سـبب  تنهـایی  به هرکدام اسیدآبسیزیک و اسیدجاسمونیک کاربرد
 بـین  آنتاگونیسـتی  اثرهـاي  نتـایج  ایـن  شـد  PR1 ژن بیان افزایش

 نشـان  را اسیدجاسمونیک و اسیدسالیسیلیک سیگنالینگ مسیرهاي
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 برنج گیاه روي که دیگر یپژوهش در .(Agrawal et al. 2001) داد

 یـا  اسید سالیسیلیک با گیاه تیمار از پس OsPR1 ژن بیان شد انجام
 .(Mitsuhara et al. 2008) یافت افزایش جاسمونات متیل

 و NPR1 بیـان  افـزایش  سـبب  اسیدسالیسـیلیک  با تیمار آنجاکهاز
 فـاکتور  همـراه  بـه  ظیمـی تن پـروتئین  ایـن  و شـده  آن شدن فعال

 رونــد شــود، مــی OsPR1 ژن رونویســی ســبب TGA رونویســی
 قابـل  اسیدسالیسـیلیک  بـا  تیمـار  از پس OsPR1 ژن بیان صعودي

 پـس  را ژن این بیان افزایش شده، انجام هاي پژوهش است. انتظار
 Agrawal et( دهـد  می نشان جاسمونات متیل با برنج گیاه تیمار از

al. 2001 Mitsuhara et al. 2008 ،(ژن بیـان  نیـز  پژوهش این در 
PR1 یافـت  افزایش جاسمونات متیل با تیمار از پس ساعت 24 تا 

 اسـت  یافتـه  افزایش اسیدسالیسیلیک میزان آنجاکه از آن،ازپس اما
 بـا  جاسـمونات  متیـل  مثبـت  همکـاري  و افزایـی  هـم  اثـر  دلیل (به

ــزایش ســبب کــه اسیدسالیســیلیک ــان اف  نتیجــه در و PAL ژن بی
ــزایش ــنتز اف ــیلیک س ــی اسیدسالیس ــو م ــر د)،ش ــتی اث  آنتاگونیس

 مسـیر  ادامه مانع و شده اعمال جاسمونات متیل بر اسیدسالیسیلیک
 بـه  شـود،  مـی  مسیر این هاي ژن بیان و جاسمونات متیل پیام انتقال

 48 در OsPR1 ژن بیـان  کـه  اسـت  دلیـل  همـین  بـه  زیاد احتمال
 کـاهش  خـزر  رقـم  در سـمونات جا متیـل  بـا  تیمـار  از پس ساعت

 یابد. می
ــر بررســی ــم و آنتاگونیســتی اث ــی ه  و اسیدسالیســیلیک افزای

 این در تیونین: و دیفنسین هاي ژن بیان برالگوي جاسمونات متیل
 خـانواده  بـه  کـه  OsPDF1.2 دیفنسـین  ژن بیـان  بررسی پژوهش
 منسـوب  OsPR12)( 12 شماره زایی بیماري با مرتبط هاي پروتئین

 پـس  ساعت شش خزر مقاوم رقم در ژن این بیان داد اننش است،
 بـه  سـاعت  12 از پس و یافت افزایش اسیدسالیسیلیک با تیمار از

 ).A2 (شکل یافت کاهش آن از پس و رسید خود حداکثر
 جاسـمونات  متیـل  پیـام  انتقال مسیر بررسی از حاصل هايگزارش
 COI1 (Coronatine هــــاي ژن کــــه دهــــد مــــی نشــــان

insensitive1)،MPK4 (Mitogen-activated protein kinase4) و 
SSI2 )Suppressor of SA insensitivity2 (ایـن  در کلیـدي  نقش 
 قـرار  جاسـمونات  متیـل  دسـت  پـایین  در هـا  ژن ایـن  دارند، مسیر
 بیـان  سبب و شده بیان جاسمونات متیل افزایش از پس و اند گرفته

 مـانع  ها، ژن این در موتاسیون ند.شو می تیونین و دیفنسین هاي ژن

 ایـن  دفـاعی  هاي ژن بیان و جاسمونات متیل پیام انتقال مسیر ادامه
 اسیدسالیسـیلیک  پیـام  انتقـال  مسـیر  شدن فعال عوض در و مسیر

 بـراي  منفـی  کننـده  تنظـیم  هـا  ژن ایـن  دیگـر  عبـارتی  به شود، می
ــیلیک ــوب اسیدسالیس ــده محس ــانع و ش ــیر م ــال مس ــام انتق  پی
ــیلیک ــی اسیدسالیس ــ م ــن از و ندوش ــق ای ــر طری ــتی اث  آنتاگونیس

 Kunkel) کنند می اعمال اسیدسالیسیلیک روي را جاسمونات متیل

and Brook, 2002). مقادیر داراي ذاتی مقاومت دلیل به خزر رقم 
ــالایی ــل از ب ــدا در اســت، اسیدسالیســیلیک و جاســمونات متی  ابت

 به یول شود می دیفنسین بیان افزایش سبب دو این مثبت همکاري
 پـس  و یافته افزایش NPR1 بیان میزان اسیدسالیسیلیک تیمار دلیل

 سیتوسـول  در آن فعـال  فـرم  تیمـار)  از پـس  ساعت 24( مدتی از
 عمـــل در اخـــتلال طریـــق از و کنـــد مـــی پیـــدا تجمـــع
 COI1 توسط مسیر ادامه مانع SCFCOI1 لیگاز کوئیتین یوبی کمپلکس

 اسـت  دلیل همین به یادز احتمال به و شود می دیفنسین ژن بیان و
 یافتـه  کـاهش  تیمـار  از پـس  سـاعت  48 و 24 در ژن این بیان که

  است.
 ژن بیـان  صـعودي  رونـد  جاسمونات متیل با تیمار از حاصل نتایج

 کـه  طوريبه داد نشان خزر مقاوم رقم در را OsPDF1.2 دیفنسین
 حسـاس  محلـی  رقـم  در رسید حداکثر به تیمار از پس ساعت 48

 بـا  تیمـار  از پس ژن این بیان الگوي در داري معنی تتفاو هاشمی
 از ).A2 (شـکل  نشـد  مشاهده جاسمونات متیل و اسیدسالیسیلیک

 و COI1، MPK4 هـاي  ژن القـا  طریـق  از جاسـمونات  متیل آنجاکه
SSI2 ژن ایـن  بیان صعودي روند شود، می دیفنسین ژن بیان سبب 
 طرفـی  از اسـت.  رانتظا قابل امري جاسمونات متیل با تیمار از پس

 ممانعت اثر ایم، کرده تیمار جاسمونات متیل با را گیاه که این دلیلبه
 و NPR1 گیري شکل از مانع اسیدسالیسیلیک بر فوق هاي ژن کننده

 در دشـو مـی  جاسـمونات  متیل بر اسیدسالیسیلیک آنتاگونیستی اثر
ــه ــان نتیج ــین ژن بی ــا دیفنس ــاعت 48 ت ــس س ــار از پ ــا تیم  ب

 تحریـک  بـا  دیفنسـین  یابـد.  مـی  افزایش تدریجبه اتجاسمون متیل
 بیان میزان و (Zimmerli et al. 2004) شده تولید گیاه در ها پاتوژن

 بیان شود، می تنظیم اتیلن و جاسمونات متیل اسیدسالیسیلیک، با آن
 داخلـی  غلظـت  افزایش از پس آرابیدوپسیس گیاه در دیفنسین ژن

 حملـه  نتیجـه  در کـه  اتـیلن  و جاسـمونات  متیـل  اسیدسالیسیلیک،
 .Glazebrook et al( یابـد  مـی  افـزایش  افتـد،  مـی  اتفاق ها پاتوژن
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 OsPDF1.2 دیفنسین ژن بیان میزان نیز دیگر گزارشی در). 2003

 در Magnoporthe grisea بلاست بیماري عامل با آلودگی از پس
 افزایش بلاست) به (حساس طارم و بلاست) به (مقاوم خزر ارقام
 بـود  طارم رقم از بیشتر خزر رقم در ژن این بیان افزایش و تداش

(Sadati et al. 2012). 
 بـا  مرتبط هاي پروتئین خانواده به منسوب تیونین، ژن بیان بررسی
 هاشـمی  و خزر رقم دو هر در )OsPR13( 13 شماره زایی بیماري

 در کـه  طـوري بـه  کرد پیدا افزایش اسیدسالیسیلیک با تیمار از پس
 12 زمـان  در ژن بیـان  افـزایش  میـزان  بیشـترین  خـزر،  مقاوم رقم

 بیـان  میزان حداکثر هاشمی حساس رقم در و تیمار از پس ساعت
 در بیـان  افـزایش  میـزان  البته ،بود تیمار از پس ساعت 48 ژن این

 در کـه  همـانطور  ).B2 (شـکل  بـود  بیشتر هاشمی به نسبت خزر
 در فعــال NPR1 تجمــع شــد اشــاره دیفنســین ژن بیــان بررســی

 عمـل  در اخـتلال  بـا  اسیدسالیسـیلیک  بـا  تیمـار  از پس سیتوسول

 ژن بیان کاهش عامل تواند می SCFCOI1 لیگاز کوئیتین یوبی کمپلکس
 خـزر  رقـم  در اسیدسالیسـیلیک  با تیمار از پس ساعت 24 تیونین
 بـا  تیمـار  از پـس  تیـونین  ژن بیـان  بررسـی  از حاصل نتایج باشد.
 و خـزر  ارقام در ژن این بیان افزایش هندهد نشان جاسمونات متیل

 هاشمی در و 24 خزر رقم در ژن این بیان که طوريبه بود هاشمی
 دلیـل بـه  ).B2 (شـکل  رسـید  حـداکثر  به تیمار از پس ساعت 12
 و تیـونین  بالادسـت  هاي ژن بیان القا سبب جاسمونات متیل که این

 فـزایش ا د،شـو مـی  SSI2 و COI1، MPK4 هاي ژن یعنی دیفنسین
  است. انتظار قابل جاسمونات متیل با تیمار از پس تیونین ژن بیان

 ضـد  و قارچی ضد هاي فعالیت ها تیونین اصلیهاي  خصوصیت از
 کـه  اسـت  ایـن  از حاکی زیادي هاي گزارش .ها است آن باکتریایی

 حملـه  مقابـل  درهسـتند   تیـونین  ژن حـاوي  که تراریختی گیاهان
 نشـان  خـود  از بیشـتري  مقاومـت  یاییباکتر و قارچی هاي پاتوژن

 دهند. می
 

 

در  (Thi2.1)و تیونین  (PDF1.2)هاي دیفنسین  بر الگوي بیان ژن (MJ)جاسمونات  و متیل (SA)سالیسیلیک اثر اسید -2شکل 
 .داري ندارند) درصد تفاوت معنی 5(حروف مشترك در سطح احتمال ارقام برنج 

Figure 2- Effect of salicylic acid (SA) and methyl jasmonate (MJ) on the expression of the genes PDF1.2 
and Thi2.1 (Common letters are not significantly different at probability level of 5%) 
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 ـ توتـون  در جو تیونین ژن بیان افزایش مثال براي  سـبب  هتراریخت

 ـ برنج در و Pseudomonas syringae به مقاومت  سـبب  هتراریخت
 .Iwai et al( دش ـ باکتریـایی  هـاي  بیمـاري  از برخـی  بـه  مقاومت

 شـد  انجام برنج گیاه روي که دیگري بررسی در ضمن در). 2002
 خـزر  رقـم  دو هـر  در Thi2.1 تیـونین  ژن بیـان  کـه  دش مشخص

 بـا  آلودگی از پس بلاست) به (حساس طارم و بلاست) به (مقاوم
 گیـاه  آلـودگی  .(Sadati et al. 2012) یافـت  افزایش بلاست قارچ

 ماننـد  هـایی  ترکیـب  خـارجی  کـاربرد  همچنـین  هـا  پاتوژن توسط
 تغییـر  را هـا  ژن ایـن  بیان میزان جاسمونات متیل و اسیدسالیسیلیک

 متفـاوت  حساس و مقاوم هاي ژنوتیپ در اختلاف این که دهد می
 ).Sels et al. 2008( است
 مسـیرهاي  از وسـیعی  شـبکه  توسـط  گیاهان در دفاعی هاي پاسخ
 و اسیدسالیسـیلیک  هـاي  هورمـون  کـه  دشـو مـی  شکل پیام انتقال
 ها پاسخ این گیري شکل در دخیل اصلی عوامل از جاسمونات متیل

 و سالیسیلیکاسید هاي هورمون بین پیچیده هاي برهمکنش هستند.
 اثرهـاي  شـامل  و اسـت  شـده  شناخته حدودي تا جاسمونات متیل

 کـه  همـانطور  .(Peng et al. 2012) است افزایی هم و اگونیستیآنت
 مسیرهاي بین برهمکنش در دخیل عوامل از شد اشاره این از قبل

 تنظیمـی  پـروتئین  جاسـمونات  متیـل  و اسیدسالیسیلیک پیام انتقال
NPR1 بـــر را اسیدسالیســـیلیک آنتاگونیســـتی اثـــر کـــه اســـت 

 و COI1، MPK4 هاي ژن طرفی از کند، می اعمال جاسمونات متیل
SSI2 آنتاگونیســتی اثــر گیــري شــکل در ثريمــؤ نقــش نیــز 
 عوامـل  جملـه  از دارنـد.  اسیدسالیسـیلیک  علیـه  جاسـمونات  متیل

 اسیدسالیسـیلیک  پیام انتقال مسیرهاي تداخل تنظیم در که دیگري
 WRKY رونویسـی  فاکتورهـاي  دارنـد،  نقـش  جاسمونات متیل و

 در خصـوص  بـه  ت شناسـی زیس ـ متعـدد  مسیرهاي در که هستند
 ها پاتوژن علیه مقاومت گیري شکل در و زیستی هاي تنش به پاسخ

  .(Pandey and Somssich, 2009) دارند کلیدي نقش
 دو ایـن  بـین  افزایی هم و آنتاگونیستی اثرهاي نیز پژوهش این در 

 سـبب  فـوق  رونویسـی  فاکتورهـاي  و هـا  ژن دخالـت  با هورمون
 و خـزر  ارقـام  در بررسـی  مـورد  ايه ـ ژن بیـان  کـاهش  و افزایش
 رقـم  در هـا  ژن تمام بیان شد مشخص بررسی این در شد. هاشمی

 جاسـمونات  متیـل  یـا  اسیدسالیسـیلیک  با تیمار از پس خزر مقاوم
 سـطح  از هاشـمی  رقـم  بـا  مقایسه در افزایش این و یافته افزایش
 مقاومـت  بـا  زیـاد  احتمـال  به نتایج این که بود برخوردار بالاتري

 در کـه  حـالی در است. ارتباط در بلاست بیماري به خزر رقم تیذا
 بـا  تیمـار  از پـس  دیفنسین و OsPR1 ژن بیان الگوي هاشمی رقم

 سـایر  بیان افزایش و نداد نشان داري معنی تفاوت اسیدسالیسیلیک
 از بـود.  برخـوردار  پـایینی  سـطوح  از نیز تیونین و NPR1 هاي ژن

 مـورد  هـاي  ژن بیـان  افزایش شد مشاهده که همانطور دیگر طرف
 زودتـري  يهـا  انزم ـ در اسیدسالیسـیلیک  بـا  تیمار از پس بررسی
-احتمـال بـه  امر این افتاد، اتفاق جاسمونات متیل با تیمار به نسبت

 هـاي  پاسـخ  گیـري  شـکل  در را اسیدسالیسیلیک ثرترمؤ نقش زیاد
 جاسـمونات  متیـل  به نسبت بررسی، مورد هاي ژن با مرتبط دفاعی

 اثرهـاي  شـد  اشـاره  کـه  همـانطور  کلـی طـور بـه  کند. یم مشخص
 منجـر  جاسمونات متیل و اسیدسالیسیلیک افزایی هم و آنتاگونیستی

 شـد.  مختلـف  يها نازم در بررسی مورد هاي ژن بیان تغییرهاي به
 فاکتوهـاي  و تنظیمـی  هـاي  ژن از زیـادي  تعـداد  دخالـت  دلیل به

 این دقیق شناخت م،پیا انتقال مسیرهاي تداخل تنظیم در رونویسی
 بیشـتر  هـاي  بررسـی  نیازمند و نیست پذیر امکان راحتی به مسیرها
 تعیـین  جهـت  آتـی  هـاي  پژوهش در شود می توصیه بنابرایناست.
 اسیدسالیسـیلیک  هاي هورمون بین افزایی هم و آنتاگونیستی روابط

 دخیل، رونویسی فاکتورهاي و ها ژن سایر بیان جاسمونات، متیل و
 گیرد. قرار یبررس مورد
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 و شوري به تحمل براي ژنتیکی منابع به نیاز زراعی گیاهان اصلاح در بیوتکنولوژي کاربرد
 براي مناسبی مدل) Aeluropus littoralis( لیتورالیس آلوروپوس گیاه دارد. عملکرد پایداري
به  است. ها اي لپه تک در شوري به تحملساز و کارهاي  ملکولی درك و ژنتیکیهاي  پژوهش

 تحت که EST 150 بررسی این در دارد. برنج هاي ژن با همولوژي بالاي درصد که اینخصوص 
 و دریافت اطلاعاتی هاي بانک از را بود شده جداسازي لیتورالیس آلوروپوس گیاه از شوري تنش
 بانک در موجود هاي داده با ها آن شباهت و احتمالی عملکرد تکراري، هاي توالی حذف از بعد

 ها داده بانک در موجود پروتئینی هاي توالی با EST 71 هک داد نشان نتایج شد. بررسی ها داده
 بانک در موجود هاي داده با EST 14 که درحالی شد مشخص نیز ها آن عملکرد و داشت شباهت

 با نیز EST 7 همچنین و نبود مشخص ها داده بانک در ها آن عملکرد اما داشت شباهت ها داده
 باقی ناشناخته ها آن عملکرد و نداشته شباهت ها داده بانک در موجود هاي پروتئین از کدامهیچ
 شده، ایزوله هايEST که داد نشان عملکردي نظر از شدهبررسی  هايEST ردیفی هم نتایج ماند.

 گیاه در ترانسپورتر) هاي ژن گروه (از مواد انتقال در EST 16 قرارگرفتند. مختلف گروه 19 در
 عمل و ریبوزوم ساختار در که بوده ریبوزومی هاي پروتئین گروه در هاEST 13 داشته، عالیتف

 سلولی، هاي کانال فعالیت تنظیم قبیل از هایی فعالیت در نیز هاEST سایر دارند. دخالت ترجمه
 به توجه با که داد نشانپژوهش  نتایج مجموع در .هستند دخیل سلولی تقسیم وآر.ان.ا  ویرایش

مهندسی  گیاهان، سایر با مقایسه در برنج هاي ژن با لیتورالیس آلوروپوس همولوژي بالاي درصد
 هالوفیت و گلایکوفیت گیاهان بین شوري به تحمل تفاوت تعیین به تواند می گیاه این درژنتیک 
 کند. کمک
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  مقدمه

 در زراعـی  هـاي محصـول  کـاهش  اصـلی  علت محیطی هاي تنش
 درصـد  50 از بـیش  تـا  را عملکـرد  میـزان  کـه  جایی تا بوده جهان

 کشـاورزي  در اساسی هاي چالش از شوري تنش دهند. می کاهش
اه را از رسیدن به پتانسـیل ژنتیـک تولیـد، بـاز     گی و شده محسوب

ــره  ــته و بهــ ــی وري داشــ ــ را زراعــ ــیدمحــ ــازد ود مــ  ســ
)Chinnusamy et al., 2004; Mahajan and Tejaei, 2005.( 

 در کشـت  زیـر  هـاي  شود که افزایش شوري در زمینمی بینی پیش
 آینده سال 25 تا نواحی این از درصد 20 رفتن بین از سبب جهان،

 ).Wang et al., 2003( شود 21 قرن میانه تا درصد 30 تا و

 گیاهـان  دفـاعی،  هاي پاسخ و )Acclimation( سازگاري منظور به 
 خـود  مکـانی  موقعیت توانند نمی غیرمتحرك) موجودات عنوان (به
 ها آن در تکامل یندفرآ اما دهند تغییر زنده موجودات دیگر مانند را

 عملکرد پایداري و حفظ در ها آن به که کرده تعبیه ساز و کارهایی
ساز  به توانمی ملهج این از ).Rahaei et al., 2009( کند می کمک
 اجتناب و )Tolerance( تحمل ، )Resistance( مقاومت هايو کار

)Avoidance( مورفولــوژیکی، تغییرهــاي ســبب کــه کــرد اشــاره 
 کـه  شـده  ژن تظاهر وضعیت در تغییر و بیوشیمیایی فیزیولوژیکی،

 مدای طور به محیط یعنی .هستند نیز توارثی توانند می بالقوه طور به
 تنظـیم  تغییـرات  ایـن  بـا  را خـود  نیز گیاهان و بوده غییرت حال در
 ماننـد  محیطی عوامل به گیاهان سازگاري امروزه بنابراین کنند. می

 شـرایط  تحـت  زیـرا  بـوده  زیستی هايپژوهش مهم تمرکز شوري
 گیـاه  حیـات  ادامـه  و سـازگاري  در دخیـل  هـاي سـاز و کار  حاد،

 هـاي و کار سـاز  کـه  ایـن  جالـب  کنـد.  می عرضه مهمی اطلاعات
 هـاي سـاز و کار  با است ممکن گیاه یک در تنش به پاسخ توارثی

  ).Abarsaji, 1998; Rahaei et a., 2009( باشد متفاوت دیگر گیاه
 زراعـی  هـاي  خـاك  از بـرداري  بهره در نباتات اصلاح پژوهشگران

 )Halophyte( هالوفیـت  یـا  شورزي گیاهان معرفی در سعی شور،
 منـاطق  بـومی  گیاهان از (استفاده زراعی انگیاه جایگزین عنوان به

 خـاص  شـرایط  بـا  زیستی هم رابطه نوعی ایجاد زیرا دارند، شور)
 در دخالـت  کمترین با و بوده ضروري شور مناطق هاي اکوسیستم

 یافـت  دسـت  منـاطق  ایـن  از اسـتفاده  حـداکثر  بـه  توان می محیط
); Hasegawa et al., 2000 Ren et al., 1992.( 

 اصـلاح  بـا  رابطـه  در گذشـته  هـاي  دهـه  در اي گسترده هاي تلاش

 و اي علوفـه  هـاي  ژنوتیـپ  شـوري،  بـه  متحمل بومی هاي ژنوتیپ
 راستاي در و )Noe and Zedler, 2000( است آمده عمل هب زراعی
 زاي تـنش  عوامل بتواند که مناسب هاي گونه انتخاب اهدفی، چنین

 بر علاوه و ردهک تحمل خوبی به را مختلف مناطق خاکی و اقلیمی
 مختلـف،  منـاطق  و کویرهـا  حاشـیه  در مناسب سبز پوشش ایجاد
 مهمتـر  همـه  از و کنـد  فراهم را احشام تعلیف جهت کافی علوفه
 واقـع  ثرمـؤ  فرسـایش  بـه  حساس مناطق خاك و آب حفظ جهت
 .)Mahmoudi et al., 1983( است بوده اهمیت داراي بسیار شوند،

 فرمـول  بـا  هالوفیـت  گیـاهی  )Aeluropus littoralis( آلوروپوس
 در گیـاه  ایـن  اي هسـته  دي.ان.ا مقـدار  است. n2=14 کروموزومی

 ژنـوم  در Mb342 معـادل  به طور تقریبـی  که پیکوگرم 7/0 حدود
 در و بـوده  C4 نوع از گیاه این در فتوسنتز سیستم .است هاپلوئید

 خشکی هاي تنش با مواجه در آن بیشتر پذیري انعطاف سبب نتیجه
 و فیزیولـوژیکی  خصوصـیات  داراي گیـاه  ایـن  شود. می شوري و

 و داري مرتــع در کــاربرد نظــر از کــه بــوده اي برجســته مولکــولی
ــاورزي ــیار کش ــم بس ــت مه ــاه ).Zouari et al., 2007( اس  گی
 هاي خاك در تواند می ایران، بومی شورزي هاي گونه از آلوروپوس

 متـر  سـانتی  بـر  مـوس  میلـی  62 تا 5/17 الکتریکی هدایت با شور
 جـذب  را خـاك  نمـک  گیـاه  این کند. رشد متر) بر زیمنس (دسی
 کـه  هـا،  بـرگ  طریق از سرانجام و داده انتقال بالا سمت به و کرده

 کنـد  مـی  هـدایت  گیـاه  از بیـرون  بـه  هستند، نمکی تارهاي داراي
)Abarsaji, 1998.(  

 يشور به تحمل براي ژنتیکی منابع نیازمند زراعی، گیاهان اصلاح
 تحمـل  در ثرمؤ عوامل شناسایی ، بنابراینبوده عملکرد پایداري و
 بسـیار  مولکـولی  سـطح  در هـا  آن کننده تنظیم عوامل و شوري به

 آلوروپـوس  نظیـر  گیاهـانی  دلیـل  همـین  بـه  است. اهمیت داراي
 سـایر  در مولکـولی  نـژادي  به بخش الهام طبیعی هاي مدل توانند می

 هـاي mRNA از .)Nassiri et al., 2011( باشند استراتژیک گیاهان
 گونـاگون،  شـرایط  در و مختلف هاي بافت در ها)EST( شده بیان
 بررسـی  بـه  و کـرد  cDNA هـاي  کتابخانه تشکیل به اقدام توان می
 امـروزه  کـه  طـوري  به پرداخت شوري به تحمل در دخیل هاي ژن

ESTاسـتفاده  جدیـد  هـاي  ژن شناسـایی  در مهـم  منبع عنوان به ها 
 هـاي  بافـت  در کـه  دارند وجود هایی ژن وجود این با اما ،شود می

 در اسـت  ممکن و نشده بیان گیاه رشد از خاصی مرحله یا خاص
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ــه ــز cDNA کتابخان ــت نی  ;Rahaei et al., 2009( نشــوند یاف

Naghavi et al., 2011.( داده هــاي  پایگــاه از امــروزه  EST 
)Expression sequence tag( ـ غنی، منابع عنوان به   شناسـایی  رايب

 هـا  آن از و شـود  مـی  استفاده ها گونه بین در  توالی مقایسه و ها ژن
 نیـز  و فیزیکـی  ،ژنتیکـی  هـاي  نقشـه  تهیه در نشانگرهایی عنوان به

 بـه  مربـوط  هـاي  داده از شـود.  مـی  اسـتفاده  نیز ها ژن بیان بررسی
وسـیله   به هدف ژن سریع سازي همسانه براي توان می هاESTتوالی

RT-PCR )Reverse-transcription PCR( ــکیل و ــه تش  کتابخان
cDNA کرد استفاده )Jin, 2006( و داده هـاي  پایگـاه  کمـک  بـه  یا 

 ).Naghavi et al., 2011( یافت دست خاص هاي ژن به افزارها نرم
 گیـاه  از شده جدا هايESTتحلیل و تجزیه ،پژوهش این از هدف

A. littoralis ــه ــنش تحــت شــده ایزول ــا شــوري ت  از ســتفادها ب
 شباهت میزان بررسی و احتمالی عملکرد شناسایی داده، هاي پایگاه

 بود. داده هاي بانک در موجود هاي داده با ها آن
 

  ها روش و مواد

 موجود A. littoralis آلوروپوس گیاه EST 150 از آزمایش این در
 و شـوري  تـنش  تحـت  کـه  شـد  اسـتفاده  اطلاعـاتی  هاي بانک در
 زیسـت  و ژنتیـک  پژوهشـکده  در cDNA-AFLP روش وسـیله  به

 تکـراري  از جلـوگیري  براي بود. شده جداسازي طبرستان فناوري
 اول مرحله در شدند. غربال مرحله دو طی هاEST این ها، آن بودن
 صـورت  بـه جفت باز  200 از کمتر طول با هایی توالی حذف براي

 همشاب هايEST حذف منظور به دوم مرحله در و شد اقدام دستی
 ,.CAP3 Huang & Madan( برنامـه  از همپوشان نواحی داراي یا

 بـراي  EST 92 فقـط  مجمـوع  در که طوريبه شد، استفاده) 1999
 هـاي  تـوالی  سـپس  ).1 (جـدول  شـدند  انتخـاب  تحلیـل  و تجزیه

 هـاي  برنامـه  از اسـتفاده  با NCBI هاي داده پایگاه در شده انتخاب
BlastX و BlasN )http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi( 
 شدند. بررسی

 تئقرا چارچوب ،ORF Finder NCBI افزار نرم کمک به همچنین
ــوالی از تعــداي در ))ORF )Open reading frame( بازهــا ــا ت  ه

 هاORF بلندترین ها آن بین در و شده مشخص ها)EST (بلندترین
)bp( به)  شـدند.  انتخـاب  ترجمـه)  منظـور ORF طـول  بـا  هـایی 

 کرد ترجمه فعال پروتئین یکعنوان به را ها آن توان نمی که تر کوتاه

 برنامـه  در پروتئینـی  هـاي  تـوالی  از دسـته  آن سپس شدند. حذف
BLASTX بـا  که EST بلنـدترین  مـا  نظـر  مـورد  هـاي) EST (هـا 

 انتخــاب )<10EValue -10( داشــتند داري معنــی و بــالا شــباهت
 افــــزار نــــرم از اســــتفاده بــــا هــــا تــــوالی وایــــن شــــدند

)www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html (Clustal W  بـا 
 برنامـه  کمـک  بـا  شـده  ردیـف  هم هاي توالی و ردیف هم یکدیگر

MEGA5 الگوریتم براساس NJ  تکـاملی  درخـت  و بنـدي  خوشـه 
 شد. ترسیم ها آن
 

  بحث و جینتا

 از شـده  ایزوله درصد) EST )77 71 که داد نشان یفیرد هم نتایج
 شـباهت  هـا  داده بانـک  در موجـود  هاي پروتئین با آلوروپوس گیاه

 EST )15 14 وجود این با شد مشخص نیز ها آن عملکرد و داشته
 امـا  داشـته  شـباهت  هـا  داده بانـک  در موجـود  هاي داده با درصد)
 EST 7 همچنین ود.ب نشده مشخص ها داده بانک در ها آن عملکرد

 بانـک  در موجـود  هـاي EST از هیچکـدام  بـا  نیز درصد) هشت(
 مانـد  بـاقی  ناشـناخته  هـم  هـا  آن عملکرد و نداشته شباهت ها داده

 ).1(شکل
)Zouari et al; 2007 (یـابی  توالی و جداسازي با EST گیـاه  هـاي 

 از درصـد  68 کـه  کردنـد  گـزارش  شوري تنش تحت آلوروپوس
ESTهـا  داده بانـک  در موجـود  هـاي  پروتئین با بررسی مورد هاي 

 دیگـر  که درحالی بودند مشخصی کارکرد داراي و داشته همانندي
ESTبنـدي  گـروه  داشتند. اي ناشناخته عملکرد یا همانندي عدم ها 
ESTبا ها آن همانندي بیشترین که داد نشان ها ESTبرنج گیاه هاي 

 کـه  درحـالی  )درصد 29 یا EST 26( بوده ها داده بانک در موجود
 (تنهـا  شـد  مشاهده Aegilops tauschhi با همانندي میزان کمترین

 بـا  برابـر  هـاي EST بـالاي  درصـد  درصـد). یـک   یـا  ESTیک با
 نزدیکی بر علاوه تواند یم گیاهان) سایر به (نسبت برنج هاي توالی
 پایگـاه  در بـرنج  هايEST زیاد تعداد وجود اثر در برنج گیاه ژنوم
 از درصـد  70 ایـن  بـر  عـلاوه  ).Wang, 2007( دباش ـ نیـز  ها داده

ESTبا شدهبررسی  هاي EST شـباهت  اي لپـه  تـک  گیاهـان  هـاي 
 داد. نشان

 

 1393بهار و تابستان / 1/ شماره سوم/ دوره و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  33

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi


 و همکاران امین ابراهیمی     ... جداسازي شده از گیاههاي ESTتجزیه بیوانفورماتیکی 

 
 )bpها ( و طول آن NCBIهاي ثبت شده در بانک اطلاعاتی ESTشماره دسترسی  -1جدول 

Table 1- Accession number of registered ESTs in NCBI database and their length (bp). 
 

 شماره دسترسی
Accession 
number 

 طول

Length 

 شماره دسترسی
Accession number 

 طول

Length 

 شماره دسترسی
Accession number 

 طول

Length 

 شماره دسترسی
Accession 
number 

 طول

Length 

JK671242.1 261 JK671254.1 230 JK671259.1 512 JZ19105.1 458 
JZ191047.1 312 JK671261.1 360 JZ191048.1 284 JZ191060.1 403 
JK671209.1 211 JK671262.1 292 JK671234.1 200 JZ191072.1 500 
JK671255.1 213 JK671201.1 214 JK671260.1 663 JZ191069.1 265 
JK671266.1 213 JK671195.1 244 JZ191077.1 353 JZ191076.1 292 
JK671253.1 391 JK671190.1 240 JZ191088.1 212 JZ191080.1 353 
JK671176.1 349 JK671216.1 225 JZ191090.1 237 JZ191086.1 384 
JK671258.1 200 JK671212.1 354 JZ191082.1 260 JK671244.1 255 
JZ191052.1 260 JK671218.1 204 JK671192.1 302 JZ191043.1 350 
JZ191089.1 207 JZ191045.1 309 JZ191093.1 236 JZ191074.1 352 
JK671187.1 208 JZ191050.1 261 JK671251.1 352 JK671200.1 200 
JK671236.1 247 JZ191053.1 269 JK671248.1 706 JK671182.1 200 
JK671267.1 230 JZ191081.1 235 JZ191085.1 277 JK671250.1 576 
JK671232.1 266 JZ191087.1 353 JK671263.1 612 JK671246.1 331 
JK671257.1 232 JZ191067.1 392 JZ191044.1 322 JK671264.1 432 
JK671211.1 201 JZ191064.1 361 JZ191056.1 259 JK671249.1 363 
JK671215.1 203 JZ191051.1 260 JZ191075.1 323 JK671222.1 344 
JK671231.1 496 JZ191055.1 247 JZ191061.1 435 JK671226.1 239 
JZ191042.1 365 JZ191068.1 386 JZ191062.1 391 JK671238.1 510 
JZ191046.1 306 JK671223.1 289 JZ191063.1 363 JK671245.1 512 
JZ191047.1 566 JZ191071.1 523 JZ191079.1 307 JK671256.1 344 
JZ191065.1 357 JZ191070.1 607 JZ191078.1 307 JK671217.1 306 
JZ191066.1 350 JK671216.1 225 JK671233.1 649 JK671260.1 663 

 

 
 
  

هاي موجود در بانک  پروتئیندر مقایسه  ها آن عملکردتشابه و اساس وجود یا عدم وجود بر ي ایزوله شده از گیاه آلوروپوسهاESTبندي  گروه -1 شکل
 ها. داده

Figure 1- Characterized ESTs isolated from Aeluropus based on existence or absence of similarity and function compared to 
proteins in data bank. 
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 آلوروپــوس گیــاه هــايEST شــباهت نیــز گذشــته هــاي پــژوهش
 هاي پروتئین با را موجودات) سایر بین در شباهت میزان (بیشترین

 در نتایجی چنین ).Zouari et al., 2007( بودند کرده گزارش برنج
 )Wang et al., 2007( که طوريبه رسیده اثبات به نیز دیگر گیاهان

 تـک  (گیاهی Puccinellia tnuiflora گیاه هايESTکه دادند نشان
 هـا  اي لپـه  تـک  در پروتئینـی  هـاي  توالی با گرامینه) خانواده از لپه
  دارد. شباهت برنج گیاه ویژه به

 کـه  داد نشـان  شـده  بررسـی  هـاي EST ردیفـی  هم عملکرد نتایج
ESTکل(ش ـ گرفتنـد  قـرار  مختلف گروه 19 در شده، ایزوله هاي 

 مشـخص  عملکـرد  فاقد نیز درصد) 22( EST 21 که حالی در )دو

 ژنـی  هـاي  تـوالی  چنـین  کـه  داد نشـان  اولیـه  نتایج اگرچه بودند.
 داشته نقش گیاه خشکی و شوري هاي تنش به تحمل در توانند می

 که داد نشان نتایج بود. تري دقیق تحلیل و تجزیه به نیاز اما باشند،
16 EST )17 (به مواد قالانت در درصد) در ترانسـپورتر)  ژن عنوان 

 دســته در هــاEST درصــد 13 کــه درحــالی داشــته فعالیــت گیــاه
 ترجمـه  عمـل  و ریبـوزوم  سـاختار  در و ریبـوزومی  هاي پروتئین
 تنظـیم  قبیـل  از هـایی  فعالیـت  در نیـز  هاEST سایر دارند. دخالت

ــت ــال فعالی ــاي کان ــلولی ه ــرایش ،JZ191087.1) ( س  آر.ان.ا وی
)JZ191093.1( شکل بودند دخیل سلولی تقسیم و) سه.(  
 

 

 
 ردیفی.با استفاده از قواعد هم هادادهدر بانک  هاي موجودپروتئینهاي مورد بررسی با  EST مقایسه تطبیقی -2شکل 

Figure 2- Comparison of investigated ESTs with proteins in database using blast rules of alignment. 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 3- Putative function of investigated ESTs after blast with proteins in data bank. 
  ها داده بانکدر  هاي موجود پروتئینبا ردیفی  آزمون هم هاي مورد بررسی بعد از انجامESTکارکرد پیشنهادي  -3شکل 
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 (JZ191067.1) به همراه BlastX)ها (نتایج حاصل از  هاي موجود در پایگاه داده پروتئین نمایش درخت فیلوژنتیکی -4 شکل

GABIT26  استفاده از برنامه باClustal W ،MEGA 5 و الگوریتم NJ. 
Figure 4- Phylogenetic tree of proteins in database (BlastX results) with GABIT26 (JZ191067.1) using Clustal W, MEGA 5 

and Algorithm NJ. 
 

 

 EST42همراه ه ب BlastX)(نتایج حاصل از  ها موجود در پایگاه دادههاي  پروتئین نمایش درخت فیلوژنتیکی -5 شکل
)JK671250.1 با استفاده از برنامه (Clustal W ،MEGA 5  و الگوریتمNJ. 

Figure 5- Phylogenetic tree of proteins in database (BlastX results) with EST42 (JK671250.1) using Clustal W, MEGA 5 and 
Algorithm NJ. 

 از برخـی  کـه  شـده  مشـخص ) Zouari et al; 2007( گـزارش  در
ESTــه،ســوخت و ســاز  در هــا ــروتئین، ســنتز اولی  رونویســی، پ

 ارتباطـات  زیرسـلولی،  جایـابی  انتقال، تسهیل پروتئین، سرنوشت
 و سـلول  محافظـت  انرژي، انتقال رسانی، پیامسلول بر ساز و کار 

 و تطبیقی مقایسه نتایج داشتند. نقش کوفاکتور نیازمند هاي پروتئین
 نشـان پژوهش  این در شدهبررسی  هايEST از تعدادي ردیفی هم
 بـا  هـایی  پـروتئین  کننـده  کـد  ها، ترانسکریپت از برخی که دهد می

 پـروتئین  )،JK671236.1( فسفاتازها مثل رسانی پیام احتمالی نقش
ــا ــروتئین )،JK671258.1 و JK671176.1( کینازه ــاي پ  متصــل ه

 هـاي  مولکـول  شـدند.  شناسـایی  )GTP )JK671226.1 بـه  شونده
 هم بر هسته رونویسی عوامل بابه طور معمول  شده ذکر رسان امپی

 همـین  بـه  شوند می ها ژن از خاصی دسته بیان سبب و داشته کنش
 بـراي  مناسـب  هـاي  پاسـخ  بـه  ها آن تبدیل و تنش پیام درك دلیل

 قابل بسیار نقش کینازها بود. خواهد حیاتی گیاهان بقا و سازگاري
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 و زنـده  هـاي تـنش  انواع با مواجه رد گیاه پیام دریافت در توجهی
 و کینازهـا  پـروتئین  ).Vinocur & Altman, 2005( دارند غیرزنده

 طبیعـی  هاي محیط در فسفر تنظیم هاي نقش ترین اصلی فسفاتازها
 دارند. برعهده سلول براي را نامطلوب شرایط در لازم تغییرهاي و

 هـاي  سکـلا  که دهد می نشان تکاملی نگاه با هاEST توالی تجزیه
 ,.Chinnusamy et al( دارنـد  وجود گیاهان در فسفاتازها مختلف

2005; Brock et al., 2010(. 
 از ) Dessication( آبش پس طول در ها ریبوزوم پلی فعال حفاظت
 ها آن که رسد می نظر به .است گیاه در تحمل سطوح هاي شاخص

 در دارنـد.  نقـش  تـنش  تحت ها پروتئین سنتز دستگاه بازسازي در
ــوع ــخص مجم ــد مش ــه ش ــد 13 ک ــاEST از درص ــه (از ه  جمل

JZ191056.1 و JZ191087.1( ریبـوزومی  هـاي  پروتئین دسته در 
 ).Wood et al., 2000( بودند
 برگشـت  محیطـی،  هـاي  تنش به تحمل در مهم راهبرهاي از یکی

ــدد ــتازي مج ــونی هموس ــمزي و ی ــرایط در اس ــنش ش ــت ت   اس
)Wang, 2003.( هماننــد یــونی هــاي ناقــل از بســیاري هــاي ژن 

ــل ــاي ناقـ ــیم هـ ــاقلین )،HAK2 )JK671222.1 پتاسـ  ABC نـ
)JK671238.1( شدند. دیده شده بررسی هاي نمونه در 

 شـوري  تـنش  بـا  مواجـه  در شورزي گیاه یک عنوان به آلوروپوس
 ماشـین  سیتوپلاسم، در +Na+/K مطلوب نسبت حفظ با است قادر

 و سـدیم  هـاي  یون سو هاياثر از ممکن حد تا را سلول متابولیکی
 یـون  کردن بندي کده و یون ورود از جلوگیري کند. محافظت کلر
 در پتاسـیم  ویـژه  بـه  ضـروري  عناصـر  انباشت توانایی واکوئل، در

 تعـرق،  میـزان  دقیـق  تنظیم و سدیم یون بالاي هاي غلظت حضور
 نسـبت  مـدیریت  در کـه  هسـتند  هـایی ساز و کار فتوسنتز تنفس،

 هستند گذاراثر گیاه این هاي سلول سیتوپلاسم در +Na+/K مطلوب
)Ueda et al., 2002.( 

 اهمیـت  از واکوئـل  در سدیم یون انباشت و بندي کده میان این در
 هاي کانال از اي مجموعه فعالیت واسطه به و بوده برخوردار خاصی

  ).Munns & Tester, 2008( شود می انجام ترانسپورترها و یونی
 تجمــع بــا را خــود اســمزي هموســتازي گیــاه شــوري، تــنش در

 ماننـد  پیچیـده  قنـدهاي  و هـا  الکل قند قندها، مانند هایی ولیتاسم
 -5-پیـرولین  دلتـا  سـینتاز،  سـاکارز  سینتاز، فسفات -6-هالوز تري

 (از MIP پلاسـمایی  غشـاي  هـاي  پـروتئین  و سـینتاز  کربوکسیلاز

 بیـان  کنـد.  مـی  برقرار )JZ191077.1 پژوهش این هايEST جمله
 ایـن  یابد. می افزایش گندم در خشکی هاي تنش در سینتاز ساکارز

 ).Way, 2005( دارد نیـز  دانـه  شـدن  پـر  در کننده تعیین نقش ژن
 بهبـود  سـبب  سـاقه  به ساکارز انتشار آزمایشگاهی، نتایج براساس

 شود. می خشکی تنش تحت ذرت بندي دانه
 از و بنـدي  نهدا که است مهمی بسیار عامل قند منبع کمبود بنابراین

 کمبــود کنــد. مــی کنتــرل تــنش تحــت در را تخمــدان رفــتن بــین
 تـرین  اصلی نیتروژن به دسترسی موارد از برخی در و ها آسمیلات

 است. دانه نمو شدن کم دلیل
 کـاهش  دانـه  وزن نهایت در نشود، تنظیم دانه شدن پر سرعت اگر

ــد. مــی  از پــس ســاقه ذخــایر هــا، آســمیلات جــایگزین منبــع یاب
 صـورت  به فروکتان و نشاسته قند، شکل به که هستند افشانی دهگر

 تـنش  دلیـل  بـه  فتوسـنتزي  قنـدهاي  سنتز که شرایطی در بافر یک
 کنند. می شرکت یافته کاهش پیري القا و خشکی

 خشکی و شوري تنش تحت بذر زیادي میزان است قادر گیاه این
 بررسـی  و کشف در مهمی مدل رسد می نظر به بنابراین کند تولید

 باشد خشکی و شوري شرایط تحت دانه شدن پر در ثرمؤ هاي ژن
)Sreenivasulu et al., 2007.(  

 ، )Protease( پروتئاز ، )Chaperones( چاپرون مختلف هاي دسته
 و آبی تنش هاي کتابخانه در موجود پروتئاز هاي کننده جلوگیري

 یایه پروتئین تاخوردگی و تخریب تنظیم دهنده نشان شوري،
 ,.Sahi et al( دارند نقش تنش به گیاه پاسخ تنظیم در که است

 نیز پژوهش این هايEST در که ها دسته این جمله از ).2006
 Ubiquitin-conjugation هاي آنزیم به توان می ،شده دیده

)JK671253.1( ، HSP70 )JK671211.1( و 
WD40)JK671231.1( کرد. اشاره 
 هـاي  پروتئین با همانندي عدم علت هب هاEST از تعدادي عملکرد
 دار) معنــی هماننــدي عـدم  (یــا اطلاعــاتی هـاي  بانــک در موجـود 
 ماند. باقی ناشناخته
 در شـوري  بـه  تحمل ایجاد در هاEST از دسته این نقش شناسایی

 دسته این حقیقت در دارد. بیشتري هاي پژوهش به نیاز آلوروپوس
 بـه  تحمل ژنتیکی دیدج منابع برگیرنده در است ممکن هاEST از

 ).Zouari et al., 2007( باشند شوري تنش
 اغلـب  در کـه  داد نشـان  فیلوژنتیکی درخت رسم از حاصل نتایج
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 نسبت (به مواردي در و برنج گیاه با بررسی مورد هايEST موارد
 نتـایجی  چنـین  گرفتنـد.  قرار گروه یک در ذرت گیاه با نیز کمتر)

 و برنج ژنوم بالاي همانندي بر مبنی قبلی نتایج بر ییديتأ تواند می
 ).6-4 هاي (شکل باشد آلوروپوس گیاه

 عنـوان  بهه طور بالقوه ب توانندمی بیشتر، طول با هایی توالی واقع در
 کـار  هب گیاهان سایر به انتقال و کامل جداسازي در منتخب هاي ژن

). Rahaei et al., 2009; Naghavi et al., 2011( شـوند  گرفتـه 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ــوع، در ــايEST مجم ــورد ه ــی م ــن در بررس ــژوهش  ای  دارايپ
 بـه  تحمل با مرتبط شده شناخته هاي ترانسکریپت با هایی همانندي

 و )JK671211 دسترسـی  شماره (با دما خشکی، شوري، هاي تنش
 مقالـه  ایـن  در JZ191075 دسترسـی  شـماره  (با زیستی هاي تنش
 تـنش  پیام دریافت هاي ژن انبی دیگر سویی از و بوده نشد) بحث
 بیوشیمیایی، ملکولی، نظر از گیاه کل سازگاري هاي پاسخ به منجر

پایـداري   و عملکرد شود. می مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی سلولی
 معـرض  در محیطـی  مختلـف  هـاي  تـنش  واسطه به همیشه گیاهان
 بـا  ارتبـاط  در زیـادي هـاي   پژوهش علت همین به واست  تهدید

 جهـت  فیزیولـوژیکی  وژنتیـک   نظر نقطه از گیاهان پاسخ بررسی
 ایـن  امـا  است. شده انجام تنش به تحمل کارهاي و ساز شناسایی

 و سـلولی  کارهـاي  و سـاز  از تـر  عمیـق  فهـم  نیازمنـد  هنوز مهم،
 ,.Rahaei et al( است گیاه در آن تحمل و تنش به پاسخ مولکولی

2009; Mohsenzdeh et al., 2006.( 
 تجزیه هستند. ناچیزي زیستی اطلاعات حاوي EST خام هاي داده

  سبب ویژه محاسباتی ابزارهاي از استفاده با هاهداد این تحلیل و

 
 

  صحیح بررسی از حاصل نتایج که طوري به شدهکاستی  این رفع
  ترانسکریپتوم شناسایی به منجر نهایت در تواند می ها توالی این

 ).Nagaraj et al., 2006( شودبررسی  مورد موجود
 تفسـیر  و ساختار تشخیص ژن، شناسایی در EST تحلیل و تجزیه
 اسـت.  ثرمـؤ  نوکلئوتیـدي  تـک  هـاي  شکلی چند شناسایی و ژنوم

 پروتئـوم  و ترانسـکریپتوم  بررسـی  در هـا  تجزیه گونه این همچنین
 هـاي  تـوالی  براساس فعال هاي ژن کشف که چند هر ،هستند مفید
EST است دديمتعهاي  پژوهش نیازمند )Lee et al., 2005.( 
پیچیده ژنتیـک   هاي پاسخ بندي گروه و شناخت براي مرحله اولین
 نـاقص  یابی توالی از استفاده با ها ژن سریع کشف گیاهان، در تنش
 وسـیع  سـطح  در هـا ESTهمـان  یـا  شده غربال cDNA هاي کلون
  از استفاده هدف با تنش تحمل در دخیل هاي ژن شناسایی .است

 که است هایی ژنوتیپ نیازمند تنش، به متحمل ارقام تولید در ها آن
 هسـتند.  برخوردار مختلفی تحمل از اما داشتهژنتیک مشابهی  پایه

 تلاقـی  سـال  چندین نیازمند ایزوژنی تقریباً هاي لاین چنین توسعه
 ایـن  به رسیدن براي جایگزین راه است. انتخاب با همراه برگشتی

 )JK671263.1( EST55به همراه  BlastX)ها (نتایج حاصل از هاي موجود در پایگاه دادهپروتئین نمایش درخت فیلوژنتیکی -6شکل 
 .NJو الگوریتم  Clustal W ،MEGA 5با استفاده از برنامه 

 Figure 6- Phylogenetic tree of proteins in database (BlastX results) with EST55 (JK671263.1) using 
 

 Clustal W, MEGA 5 and Algorithm NJ.  
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 تنش به متحمل هاي ژنوتیپ در که تاس هایی ژن شناسایی هدف،

 شرایط تحت و )ژنتیک متفاوت هاي زمینه با متحمل هاي (ژنوتیپ
 تظـاهر  تـنش  بـه  حسـاس  هـاي  ژنوتیپ در اما شوند می بیان تنش
 ).Rahaei et al., 2009( یابند نمی
 مقیـاس  درهـا   بررسی براي مناسب مدلی عنوان هب آلوروپوس گیاه

 بهتـر  فهـم  منظـور  بـه  ملکـولی  نوین هايابزار از استفاده با وسیع

 هـا  اي لپـه  تـک  در خشـکی  و شوري تنش به تحمل هايکارسازو
 بـرنج  هـاي  ژن بـا  همولـوژي  بالاي درصد که اینبه توجه با است.
 تحمـل  تفاوت تعیین به تواند می گیاه این درمهندسی ژنتیک  دارد،

 هالوفیـت  و )Glycophyte( گلایکوفیـت  گیاهـان  بـین  شـوري  به
ــک ــد کمــــــ ).Zouari et al., 2007( کنــــــ
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هاي مختلف  از خاك اکوسیستم Bt (Bacillus thuringiensis( باکتري یهاي بوم سویه
، هاهروي حشربر ثر ؤعامل تولید پروتئین م Cry1 و ژنهاي استان مازندران جداسازي  شهرستان

به کمک شکل  سویه باسیلی 491رد بررسی، تعداد نمونه خاك مو 128از . ها ردیابی شد آندر 
دیم جداسازي شد. با استفاده از فاز کنتراست میکروسکوپ نوري، س بازدارندگی انتخابی استات

 باکتري تولیدکننده 113و  Capاسپور و  باکتري تولیدکننده 85کننده اسپور، باکتري تولید 293
ل از ک درصد 01/23و  31/17، 67/59ترتیب  هو کریستال شناسایی شدند که ب Capاسپور، 

زیر گروه ژنی آن  14و  Cry1بررسی مولکولی ژن  ادند.د هاي جداسازي شده را تشکیل می سویه
در اندازه مورد انتظار  Cry1جدایه ژن  15در جفت آغازگر اختصاصی انجام شد.  14با استفاده از 
ها  در تمامی سویه Cry1Iو  Cry1Acهاي  هاي ژنی، ژن در بررسی تعیین زیرگروه. شناسایی شد

ا مشاهده ه در هیچ یک از سویه Cry1Kو  Cry1Aa ،Cry1F ،Cry1Gهاي  یافت شدند اما ژن
هاي متفاوت از آنچه  در اندازه Cry1Jو  Cry1D ،Cry1Eهاي  ها ژن نشدند. در برخی از سویه

باشند.  هاي جدیدي ها ممکن است محتوي یک ژن و یا ژن نتظار بود، تکثیر شدند. این سویهمورد ا
تواند برد آن در مهندسی ژنتیک میو کار مختلفثر در مناطق هاي مؤ هاي بومی با ژن یهیافتن سو

 آفت در آینده مفید واقع شود. هايدر مدیریت حشره
 
 

 هاي کلیدي واژه
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  مقدمه

مقاومـت در   بروز موجب سنتزي هاي کش استفاده مداوم از حشره
 از اسـت.  هشـد  محیطی زیست هاي کشاورزي و آلودگی هاي تآف

 کاهش براي محیط با سازگار هاي کش حشره کاربرد به نیاز رو این
 ,.Neema et al( اسـت  یافتـه  ضـرورت  آفـت  حشـرات  مقاومت

 عنـوان  بـه  میکروبی عوامل کاربرد به تمایل دیگر، طرف از ).2010
 بـاکتري  عوامل، این ترین موفق از یکی که یافته افزایش کش حشره

)Bt( Bacillus thuringiensis Berliner  اسـت )Obeidat et al., 

2004.( 
 و هـوازي  شـکل،  اي میلـه  بـاکتري  یک B. thuringiensis باکتري

 کنار کریستال ريبیشت تعداد یا یک تولید طریق از که اسپورزاست
 قابــل اســپورزایی، دوره طــی در )Parasporal Crystal( اســپوري
 کـه  هسـتند  پروتئینـی  ساختارهایی ها کریستال این است. شناسایی

ــا ــین-دلت ــده )σ-Endotoxin(اندوتوکس ــده نامی ــ و ش ــورت هب  ص
 هسـتند.  سـمی  آفت مختلف حشرات از بسیاري روي اختصاصی

 )Cry( کریسـتالی  هاي پروتئین تصور به اندوتوکسین-دلتا نوع دو
 وجود اختصاصی غیر )Cyt( سیتولیتیک هاي پروتئین و اختصاصی

  ).Martinez et al., 2004( دارد
 هـاي  ژن از دسـته  دو و Cry هاي ژن از دسته چهار ،1989 سال در

Cyt شدند توصیف )Hofte & Whiteley, 1989.( هـاي  ژن Cry1 
 بالپولکـداران  ي راسته روي که ندکنمی رمزگردانی را هایی پروتئین

)Lepidoptera( هــاي ژن ؛دارنــد ســمیت Cry2 يهــا راســته روي 
 ي راسـته  روي Cry3 هـاي  ژن ؛) Diptera( دوبـالان  و بالپولکداران

 ي راسـته  روي Cry4 هـاي  ژن و ؛ )Coleoptera( بالپوشـان  سخت
 ,.Kaelin et al., 1994; Crickmore et al( دارنـد  فعالیت دوبالان

1998.( 
 مهندســی در آن کــاربرد علــت بــه Bt از اســتفاده ،1980 ســال از

  ).Rolle, 2004( یافت افزایش سرعت به تراریخته) (گیاهان ژنتیک
 توکسـین  خاص نوع یک از استفاده تداوم و انتخابی فشار افزایش

 بـدین  د.ش ـ آفت هايحشره در مقاومت از سطوحی بروز به منجر
 شناسـایی  بـراي  جهـان  سراسـر  در يغربـالگر  هـاي  برنامه ترتیب
 از وسـیعی  طیـف  روي کشـی  حشـره  فعالیـت  با جدید هاي سویه

 ).Neema et al., 2010( یافت افزایش آفت حشرات
 لاشـه  (خـاك،  اسـت  شـده  جداسازي مختلفی منابع از Bt باکتري

 امـا  انبـاري)،  محصـولات  پوسـیده،  یـا  تـازه  هـاي  برگ ،هاحشره
 هسـتند  Bt منبـع  تـرین  متنـوع  و تـرین  فـراوان  خـاکی  هـاي  نمونه

)Aramideh et al., 2010.(  پتانسـیل  بـا  بـومی  هـاي  ژن شناسـایی 
 میزبـانی  دامنـه  با همچنین و مختلف هاي سویه در بالا کشی حشره
 طریـق  از نوترکیـب  هـاي  سـویه  در هـا  آن انتقـال  امکـان  و جدید

 براي شایانی کمک تواندمی ژن انتقال هاي روش و ژنتیک مهندسی
 هـا  آن در مقاومت ظهور کاهش و آفت هايحشره میکروبی ترلکن

  باشد.
 بـومی  هـاي  سـویه  غربـالگري  و جداسـازي  حاضر پژوهش هدف

 اسـتان  در مختلـف  زیسـت بـوم   چهـار  هـاي  خـاك  از Bt باکتري
  .است بالپولکداران روي ثرمؤ Cry1 هاي ژن شناسایی و مازندران

 
  ها روش و مواد

 Bt باکتري بومی هاي سویه جداسازي
 زراعـی،  شـامل:  مختلـف  زیست بـوم  چهار هاي خاك از ها نمونه
 مازنـدران  اسـتان  شهرسـتان  16 از پوشـش  بـدون  و شـهري  باغی،

  .شد آوري جمع خاك نمونه 128 مجموع در و برداشت
 اسـتفاده  استات سدیم انتخابی روش از Bt باکتري جداسازي براي
 اسـتات  قابلیـت  بر شرو این اساس ).Travers et al., 1987( شد

 در است. استوار Bt اسپورهاي زنی جوانه از جلوگیري براي سدیم
 تمـامی  سدیم استات حاوي کشت محیط در نمونه کشت صورت
 شـوك  بـا  آن از پـس  زنند.می جوانه Bt اسپورهاي جز هب اسپورها
 مقـاوم  اسپورهاي و شده برده بین از زده جوانه اسپورهاي حرارتی

 ایـن  حـاوي  محلـول  ادامه در مانند.می باقی سالم Bt نزده جوانه و
 بـراي  شـوند. مـی  داده کشت سدیم استات فاقد محیط در اسپورها

 در سـاعت  سـه  مدت به نمونه از گرم یک شده ذکر مراحل انجام
 LB مـایع  کشت محیط لیتر میلی 20 درگراد  درجه سانتی 30 دماي

 یـک  شـد. دهدا کشت ):pH 8/6(مولار   25/0 سدیم استات محتوي
 60 حرارتی شوك ثیرتأ تحت شدهداده کشت نمونه هر از لیتر میلی

 بـدین  گرفـت.  قـرار  دقیقـه  20 مـدت  بـه گراد  درجه سانتی 70 تا
 تنهـا  و رفتـه ازبـین  هـا  بـاکتري  سـایر  زده جوانه اسپورهاي ترتیب

 هـا  نمونـه  سپس مانند. می باقی Bt ي نزده جوانه و مقاوم اسپورهاي
 و Bt )LBA، T3 اختصاصـی  یـا  معمـول  شـت ک هاي محیط روي

CCY( جدول شدندداده کشت) سه الـی پـنج   گذشت از پس ).1 
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 کلنـی  ظـاهري  شـکل  براسـاس  بـاکتري  هـاي  کلنی کشت، از روز

 درصـد  9/0 نمک آب داخل در و شده اولیه گزینش مات) (سفید
  .شدند نگهداري گراد درجه سانتی چهار دماي در

 میکروسکوپی شناسایی
 کلـون  تکال.بی.ا  کشت محیط روي بر شده جداسازي هاي سویه

 از اسـتفاده  بـا  کشـت،  از روز سه الـی پـنج   گذشت از پس شدند.
 هـا  نمونـه  از )Coomassie blue( بلـو  کوماسـی  آمیـزي  رنـگ  ةشیو

 تولیـد ( Bt میکروسکوپی هاي شاخص براساس و شد تهیه اسلاید
 شناسـایی  شـدند.  شناسـایی  )کریسـتال  و )Cap( کلاهـک  اسپور،

 کنتراست فاز طریق از به طور عمومی Bt هاي سویه میکروسکوپی
)Contrast phase( نـوري  میکروسکوپ )Nikon،  مـدل Eclipse 

E600( به ها کریستال تشخیص براي)  (در اسـپورها  و تیـره)  رنـگ 
 ).Kaur, 2006( شود می انجام روشن) فاز

 باکتري.اي  .دي.ان جداسازي
 شدند. تکثیر ال.بی.ا کشت محیط روي دهش جداسازي هاي باکتري
یـک   محلـول  از لیتـر  میلی یک داخل شده کشت نمونه از مقداري

 pH:،(        EDTA 8 بــــــامــــــولار   Tris )01/0 حــــــاوي

)Ethylenediaminetetraacetic acid( )001/0 مولار( و NaCl )1 
 Pellet( 200( پلت به سپس شد. سانتریوفوژ و گرفت قرار )مولار

 pH:،(EDTA 8 بامولار  Tris )025/0( استخراج بافر ازرولیتر میک
ــولار 01/0( ــاکارز )،م ــد 25 س ــزوزایم و درص   )Lysozyme( لای
 و سـاعت  یـک  مـدت به و شد اضافه )لیتر گرم بر میلی میلیچهار (

 100 آن از پـس  .گرفـت  قـرار گـراد   درجه سانتی 37 دماي در نیم
 دو میــزان هبــمــولار  NaOH )10حــاويدو  محلــول ازمیکرولیتــر 

 میـزان  هب درصد Sodium dodecyl sulfate( )10( SDS لیتر)، میلی
 ـ و افزوده آنبه لیتر) میلی 88( استریل مقطر آب و لیتر) میلی 10  هب

 در .شـد قـرارداده  گـراد  درجه سانتی -20 دماي در دقیقه 20 مدت
 ـ و اضـافه آنبه )مولارپنج ( NaCl از میکرولیتر 200 ادامه  مـدت هب
 در هـا  مونـه ن سـپس  .ماندباقیگراد  درجه سانتی -20 در دقیقه 40

گـراد   درجـه سـانتی  چهار  دماي در دقیقه پنج مدتبه دور 15000
 به و شد منتقل جدید میکروتیوپ به روییمحلول .شد سانتریوفوژ

 -20( سرد اتانول آن به شده برداشته محلول برابر 5/1-5/2 مقدار
 70 اتـانول  بـا  پلـت  شـد.  سـانتریفوژ  و افهاض ـ )گراد درجه سانتی

 در آن، کـردن  خشـک  از پـس  و شـد  شـو  و شست بار دو درصد

 بـه  EDTA ومـولار   میلی 10 غلظت به Tris (محتوي TE محلول
 ).Rolle et al., 2005شد( حل )مولار میلی یک غلظت
 آن هاي زیرگروه و Cry1 ژن مولکولی ردیابی

 ،Cry1Aa، Cry1Ab( آن وهزیرگر 14 و Cry1 ژن پژوهش این در
Cry1Ac، Cry1Ad، Cry1B، Cry1C، Cry1D، Cry1E، Cry1F، 
Cry1G، Cry1H، Cry1I، Cry1J و Cry1K( ــا ــتفاده بـ  15 از اسـ
ــت ــازگر جف ــرکت ( آغ ــاخت ش ــوبی   ،BIONEER س ــره جن  )ک

)Seifinejad et al., 2008( جدول گرفت قرار بررسی مورد) 2.( 
 Polymerase Chain Reaction( زمرا پلی اي زنجیره واکنش اجزاي

(PCR) هـاي  ژن بـراي  شده بهینه Cry1 میکرولیتـر   25 حجـم  در
 (غلظـت  dNTP ازمیکرولیتـر   5/0 ،دي.ان.ا ازمیکرولیتر  2 شامل:

 Taq DNA آنــزیممــولار  میلــی 2/0 )،مــولار میلــی 2/0 نهــایی:

Polymerase هرکـدام  ازمیکرولیتـر  دو  واحد)، یک نهایی: (مقدار 
 ازمیکرولیتـر   یـک  )،میکرومـولار  8/0 نهایی (غلظت غازگرهاآ از

MgCl2 ــایی: (غلظــت ــی دو نه ــولار میل ــر  5/2 )،م ــافرمیکرولیت  ب
 استریل مقطر آبمیکرولیتر  8/14 و )X 1 نهایی (مقدار پی.سی.آر

 دمـاي  در اولیـه  سازي واسرشته شامل ترتیب هب واکنش مراحل بود.
 شــامل چرخــه 35 یقــه،دق پــنج مــدتبــهگــراد  درجــه ســانتی 94

 ثانیـه،  45 مـدت بـه گراد  درجه سانتی 94 دماي در سازي واسرشته
 وگـراد   درجـه سـانتی   45 در ثانیـه  30 و دقیقـه  یک مدتبه پیوند

درجـه   72 در ثانیـه  30 و دقیقـه  یک مدتبه شدن لانیطو مرحله
 72 دمـاي  در دقیقـه  پـنج  مدت به نهایی شدن طویل وگراد  سانتی

  بود.اد گر درجه سانتی
 آگـاروز  ژل از استفاده با واکنش محصول ،پی.سی.آر انجام از پس
 مشاهده آمده دست هب باندي الگوهاي و شد الکتروفورز درصد دو
 .شد ثبت و
 

  بحث و جینتا

 ظـاهري  شـکل  براساس و سدیم استات انتخابی شیوه از استفاده با
 باغی، ،زراعی خاك نمونه 128 از مات) سفید هاي کلنی( Bt کلنی

 بـا  سـپس  و گـزینش  جدایـه  491 تعـداد  پوشـش  بـدون  و شهري
 هاي شاخص براساس و بلو کوماسی آمیزي رنگ ي شیوه از استفاده

 )کریســتال و کلاهــک اســپور، تولیــد( Bt بــاکتري میکروســکوپی
 293 مرحلـه  ایـن  در اسـاس،  ایـن  بـر  ).1 (شکل شدند شناسایی
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 Cap و اسپور ي لیدکنندهتو باکتري 85 اسپور، ي تولیدکننده باکتري

 (در اصـطلاح  کریستال و Cap اسپور، ي تولیدکننده باکتري 113 و
 شـدند  میکروسکوپی شناسایی کریستال) ي تولیدکننده هاي باکتري

 هـاي  یهسـو  کـل  از درصـد  01/23 و 31/17 ،67/59 ترتیـب  هب که

 ذکـر  موارد بررسی با همچنین دهند.می تشکیل را شده جداسازي
 درصد 13/29 با باغی هاي خاك گیاهی، پوشش چهار نبی در شده

 کریسـتال  هاي پروتئین تولیدکننده هاي سویه درصد بیشترین داراي
 ).3(جدول بودند

 Bacillus thuringiensisهاي کشت باکتري  اجزاي تشکیل دهنده محیط -1جدول 
Table 1- The components of media for culture of Bacillus thuringiensis 

 اجزاي محیط کشت محیط کشت
 لیتربر ) pH 8/6گرم) ( 34گرم)، استات سدیم ( 5( NaClگرم)،  5گرم)، عصاره مخمر ( 10تریپتون ( LBمایع 

LBA ) عصاره مخمر ( 10تریپتون ،(5گرم  ،(گرمNaCl )5 ) لیتر گرم) بر 15گرم)، آگار 
T3 ) ( 6سدیم ( گرم)، فسفات 5/1م)، عصاره مخمر (گر 2گرم)، تریپتوز ( 3تریپتون (8/6گرم pH ،(MnCl )005/0 ) لیتر گرم) بر 15گرم)، آگار 

CCY LBA  +ml/L 1 ) از محلول نمکیHCl )M 01/0 ،(ZnCl )M 05/0 ،(MgCl )M 5/0 ،(MnCl )M 1/0 ،(CaCl )M 2/0 ،(FeCl )M 05/0(( 

 

  Bacillus thuringiensisهاي آن در باکتري  و زیر مجموعه Cry1ن هاي آغازگرهاي عمومی و اختصاصی براي تکثیر ژ ویژگی -2جدول 
Table 2- Characteristics of general and specific primers for amplification of cry1 and its subset genes in Bacillus thuringiensis* 

ي محصول  اندازه ژن در توالی موقعیت توالی** آغازگر
)bp)Base pair(( 

 شماره دسترسی بانک ژن

Cry1(F) 5′-tracrhtddbdgtattagat-3′ 726 Cry1 1500-1600  
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′ 2268    

Cry1Aa(F) 5′-ttccctttatttgggaatgc-3′ 1023 Cry1Aa 1268 M11250 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′ 2268    

Cry1Ab(F) 5′- cggatgctcatagaggagaa-3′ 940 Cry1Ab 1371 M13898 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1Ac(F) 5′- ggaaactttctttttaatgg-3′ 1452 Cry1Ac 844 M11068 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1Ad(F) 5′ -acccgtactgatctcaacta-3′ 1057 Cry1Ad 1212 M73250 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1B(F) 5′- ggctaccaatacttctatta-3′ 1063 Cry1B 1323 X06711 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1C(F) 5′-atttaatttacgtggtgttg-3′ 1160 Cry1C 1176 X07518 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1D(F) 5′-caggccttgacaattcaaat-3′ 1126 Cry1D 1138 X54160 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1E(F) 5′-tagggataaatgtagtacag-3′ 1155 Cry1E 1137 X53985 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1F(F) 5′- gatttcaggaagtgattcat-3′ 1302 Cry1F 967 M63897 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1G(F) 5′-ggttctcaaagatccgtgta-3′ 1300 Cry1G 1128 Z22510 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1H(F) 5′-actcttttcacaccaataac-3′ 1696 Cry1H 572 Z22513 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     
Cry1I(F) 5′-acaatttacagcttattaag-3′ 1027 Cry1I 1000 X62821 
Cry1I(R) 5′-ctacatgttacgctcaatat-3′ 2141    
Cry1J(F) 5′-gcgcttaataatatttcacc-3′ 1162 Cry1J 1106 L32019 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1K(F) 5′- tgatatgatatttcgtaacc-3′ 1245 Cry1K 1043 U28801 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

 )Seifinejad et al, 2008(برگرفته از *
**IUB codes: b= g+t+c, d= g+a+t, k= g+t, m= a+c, r= a+g, y= c+t 
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 )100× (بزرگنمایی  Bacillus thuringiensisباکتري هاي بومی  سویه )cap( کلاهک ) وs( )، اسپورc( کریستال -1شکل 

Figure1. Crystal (c), spore (s) and cap of native isolates of Bacillus thuringiensis (× 1000) 
 

 هاي مختلف اکوسیستمدر  Bacillus thuringiensisباکتري ي اسپور، کلاهک و کریستال  هاي تولیدکننده توزیع سویه -3جدول 
Table 3- Distribution of spore, cap and crystal forming isolates in different ecosystems 

انواع 

 اکوسیستم

تعداد کل 

 ها سویه

هاي  تعداد سویه

 تولیدکننده اسپور

هاي تولیدکننده  تعداد سویه

 Capاسپور و 

هاي تعداد سویه

 تولیدکننده کریستال

هاي تولیدکننده کریستال نسبت درصد سویه

 هاي هر اکوسیستمبه تعداد کل سویه

 29.13 37 20 70 127 باغ

 23.97 35 28 83 146 شهري

 19.67 24 20 78 122 زراعی

 17.7 17 17 62 96 پوششبدون 

 

 Cry1 ژن داراي B. thuringiensis هاي سویه شناسایی
 هـم  بیشـتر،  اطمینان و میکروسکوپی شناسایی خطاي کاهش براي

ــویه دي.ان.ا ــاي س ــده ه ــتال تولیدکنن ــویه) 113( کریس ــم و س  ه
 و اسـتخراج  سـویه)  85( کلاهـک  و اسـپور  کنندهتولید هاي سویه
 و سـازي  بهینـه  از پـس  د.ش ـ آمـاده  بعدي هاي آزمایش انجام براي
 آغـازگر  از استفاده با ها جدایه این ،دي.ان.ا استخراج مراحل انجام
Cry1 15 هـا  آن بین از .قرارگرفتند پی.سی.آر واکنش انجام تحت 
 1500-1600( انتظـار  مـورد  هـاي  اندازه در Cry1 ژن حاوي سویه

 انتظـار  از کـوچکتر  قطعات نیز دیگر سویه پنج و دبودن )جفت باز
 و یـابی  تـوالی  نیازمنـد  کـه  نـد کرد تولیـد  )جفت بـاز  600-500(

  است. بیشتر هاي بررسی
 هـاي  زیسـت بـوم   در سـویه  15 ایـن  پراکنش چگونگی بررسی با

 پـنج  داراي هرکـدام  شـهري  و زراعـی  منـاطق  هاي خاك مختلف،
ــویه ــد 33/33( س ــاك و Cry1 ژن داراي )درص ــاي خ ــاغی ه  و ب
 33/13( سـویه  دو و )درصد 20( سه داراي ترتیب هب پوشش بدون

  بودند. Cry1 ژن داراي )درصد
 Cry1 ژن هاي زیرگروه بررسی
 آن Cry ژن هـاي  زیرگـروه  و نوع به Bt هاي سویه سمیت پتانسیل
ــته ــت وابس ــ( در ).Apaydin et al., 2008( اس ــار دولج  )چه
 بانـدي  الگوهاي براساس سویه 15 نای در Cry1 ژن هاي زیرگروه

 است.شده هارای آمدهدست هب
 یافت ها سویه تمامی در Cry1I و Cry1Ac هاي ژن بررسی، این در

 هـیچ  در Cry1K و Cry1Aa، Cry1F، Cry1G هـاي  ژن امـا  شدند
 هـاي  ژن هـا  سـویه  از برخـی  در نشـدند.  مشـاهده  ها سویه از یک
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Cry1D، Cry1E و Cry1J مـورد  آنچـه  از متفـاوت  هاي اندازه در 

 ژن یـک  محتوي است ممکن ها سویه این شدند. تکثیر بود، انتظار
 و هـا حشـره  بیولوژیـک  کنتـرل  بـراي  که باشند هایی ژن یا جدید

 از یـک  هـر  فراوانی برآورد در باشند. امیدبخش مقاومت مدیریت
 قـرار  مبنـا  قطعـه،  انـدازه  لحاظ بدون مثبت تکثیر )2 (شکل ها ژن

 گرفت.
 Cry1 ژن مختلف )Profile( هاي رخنیم

 احتمـال  توانـد  می Bt باکتري در مختلف ژنی هاي نیمرخ از آگاهی
 آفـت  هـاي حشـره  از وسـیعی  طیـف  برابر در را ها آن کارگیري هب

 Bt کـاربرد  بر مبتنی هاي برنامه بیشتر ییکارآ باعث و داده افزایش
 ژنی یمرخن نوع هفت داراي سویه 15 این که داد نشان نتایج شود.

 هـا  سویه این در Cry1 ژنی توالی نوع ترین فراوان هستند. متفاوت
 همچنـین  و Cry1I و Cry1Ac، Cry1Ad، Cry1D هاي ژن محتوي

Cry1Ac، Cry1Ad و Cry1I ــه اســت ــدام ک ــنج در هرک ــویه پ  س
 تـوالی  تـرین  متنوع همچنین ).5 (جدول شد دیده )درصد 33/33(

 ژن هشـت  محتـوي  کـه  )درصـد  AG-NH1 )66/6 سویه در ژنی
Cry1Ab، Cry1Ac، Cry1Ad، Cry1B، Cry1C، Cry1D، Cry1H 

  د.ش مشاهده Cry1I و
 مختلف هاي زیست بوم در ژنی هاي نیمرخ تنوع

 زراعـی  هاي خاك به متعلق Cry1 ژن داراي ي سویه پنج بررسی با
 ـ یکـدیگر  از متفاوت ژنی نیمرخ نوع سه  همچنـین  آمـد.  دسـت  هب
پنج ( Cry1D سویه)، پنج( Cry1Ad سویه)، پنج( Cry1Ac هاي ژن

 دو( Cry1B هـاي  ژن و تـرین  فـراوان  سـویه)  پنج( Cry1I سویه)،
 یـک ( Cry1E سویه)، یک( Cry1C سویه)، یک( Cry1Ab سویه)،
زیسـت   ایـن  در را فراوانی ترین کم سویه)یک ( Cry1H و سویه)

 و Cry1Aa، Cry1F، Cry1G، Cry1J هــاي ژن دادنــد. نشــان بــوم
Cry1K نشد مشاهده زیست بوم این هاي سویه از یک هیچ در نیز 
  ).چهار (جدول

 سـویه  پـنج  از زراعی زیست بوم همانند نیز شهري زیست بوم در
 یکـدیگر  بـه  نسـبت  مختلف ژنی نیمرخ نوع سه ،Cry1 ژن داراي

زیست  این خاك در Cry1 مختلف هاي ژن تعداد اما شد. شناسایی
 داد. نشـان  را کمتـري  تنوع زراعی زیست بوم خاك به نسبت بوم

 ،Cry1Aa، Cry1Ab، Cry1B، Cry1C، Cry1E هاي ژن مثال، براي
Cry1F، Cry1G، Cry1H و Cry1K این هاي سویه از یک هیچ در 

 و Cry1Ac، Cry1Ad هـاي  ژن تنهـا  و نشـدند  مشاهده زیست بوم
Cry1I هاي ژن و ها سویه تمامی در Cry1D و Cry1J در ترتیببه 

 ).4 (جـدول  شـدند  مشـاهده  زیسـت بـوم   این از سویه کی و سه
 ژنـی  نیمرخ ترین متنوع ،مختلف Cry1 ژن پنج با UR-AM3 سویه

  بود. زیست بوم این
 مختلف ژنی نیمرخ نوع دو باغ زیست بوم به متعلق ي سویه سه از

 ایـن  هـاي  سـویه  در ).4 (جـدول  شـد  شناسایی یکدیگر به نسبت
ــوم ــا زیســت ب ــار تنه  ،Cry1Ac( شــد مشــاهده مختلــف ژن چه

Cry1Ad، Cry1D و Cry1I( شکل) 3.(  
 ژن داراي ي سویه دو داراي تنها که نیز پوشش بدون زیست بوم در

Cry1 ،یکـدیگر  از متفـاوتی  ژنـی  نیمـرخ  سـویه  نـوع  دو هر بود 
 مشاهده مختلف ژن پنج زیست بوم این در ).چهار (جدول داشتند

 ).4 (شــکل )Cry1I و Cry1Ac، Cry1Ad، Cry1B، Cry1D( شــد
 ها زیست بوم این هاي سویه به متعلق هاي ژن تمامی رفته هم روي

 بیشترین با که هایی ژن -1 داد. جاي اصلی گروه سه در توانمی را
 شامل: ها ژن این شوند. می یافت ها زیست بوم تمامی در و فراوانی

Cry1Ac، Cry1Ad، Cry1D و Cry1I. 2- یک در تنها که هایی ژن 
 ،Cry1Ab هاي ژن که ترتیب بدین شدند. مشاهده زیست بوم دو یا

Cry1C، Cry1E و Cry1H ــا ــوم  در تنه ــت ب ــی زیس  ژن و زراع
Cry1J ژن و شهري زیست بوم در تنها Cry1B زیست  در تنها نیز

 در کـه  هایی ژن -3 شدند. مشاهده پوشش بدون و زراعی هاي بوم
 ،Cry1Aa، Cry1F شـامل:  نشـد،  یافـت  ها بومزیست  از یک هیچ

Cry1G و Cry1K 5(شکل.( 
 هـاي  خـاك  از شـکل  باسـیلی  بـاکتري  سویه 491 پژوهش این در

 113( درصـد  23 که دش جداسازي مختلف بومزیست  نوع چهار
  کردند. می کریستال هاي پروتئین تولید ها آن سویه)
 Bt هـاي  سـویه  از بزرگـی  هـاي  مجموعـه  جهان سراسر در امروزه

 زمینـه  در شده انجام هاي پژوهش اولین از ییک شود. می نگهداري
 هـاي  گونـه  از درصـد  96 تا 20 که داد نشان Bt باکتري جداسازي
Bacillus جداسـازي  کشـت  محیط روي از تصادفی صورت هب که 

 ,.Travers et al( بودنـد  کریستال ي تولیدکننده هاي باکتري شدند،

 530 از ،Bt بـاکتري  جداسـازي  بـراي  دیگـر  پژوهشی در ).1987
 Bt سـویه  58 جنـوبی  کـره  در مختلـف  مناطق هاي خاك از نمونه

 ).Kim et al., 1998b( دندکر جداسازي
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 هاي استان مازندران ردیابی شده در خاك Bacillus thuringiensisهاي  هاي مربوط به آن در سویه و ژن Cry1هاي  ویژگی -4جدول 

Table 4- Characterization of Cry1 and its related genes in the detected Bt isolates of Mazandaran province soil samples 

ف
ردی

 

 نام سویه
C

ry1A
a

 C
ry1A

b
 C

ry1A
c

 C
ry1A

d
 C

ry1B
 C

ry1C
 C

ry1D
 C

ry1E
 C

ry1F
 C

ry1G
 C

ry1H
 C

ry1I
 C

ry1J
 C

ry1K
 

1 **AG-JR1 -* - + + - - ± - - - - + - - 
2 AG-JR2 - - + + - - ± - - - - + - - 
3 AG-BS1 - - + + + - ± ± - - - + - - 
4 AG-NK1 - - + + - - ± - - - - + - - 
5 AG-NH1 - + + + + + ± - - - + + - - 
6 UR-AM1 - - + + - - - - - - - + - - 
7 UR-AM2 - - + + - - ± - - - - + - - 
8 UR-AM3 - - + + - - ± - - - - + ± - 
9 UR-BB1 - - + + - - ± - - - - + - - 
10 UR-GH1 - - + + - - - - - - - + - - 
11 GD-BS1 - - + + - - - - - - - + - - 
12 GD-BS2 - - + + - - - - - - - + - - 
13 GD-RS1 - - + - - - ± - - - - + - - 
14 NV-MA1 - - + + - - - - - - - + - - 
15 NV-FK1 - - + - + - ± - - - - + - - 

 قابل انتظارانتظار و تکثیر ژن در اندازه غیرمورد  بدون تکثیر، تکثیر ژن در اندازه ترتیب به معنی: هب ±، + و -علایم *

 کنار : فریدونFK: محمودآباد و MA: رامسر، RSر، شه : قائمGH: بابل، BB: آمل، AM: نوشهر، NH: نکا، NK: بابلسر، BS: شهرستان جویبار، JRپوشش، : بدون NV: باغی، GD: شهري، URهاي زراعی،  خاك: AGعلایم **

*The marks, -, + and  ±  mean: no amplification, amplifying the expected fragment and amplifying unexpected fragment, respectively. 

**The Isolates: AG: Crop, UR: Urban, GD: Orchard and NV: Non-Vegetation soils 

JR: Juybar, BS: Babolsar, NK: Neka, NH: Nowshahr, AM: Amol, BB: Babol, GH: Ghaemshahr, RS: Ramsar, MA: Mahmoud abad, FK: Fereydunkenar 

 

 

 هاي خاك دست آمده از نمونه هب Bacillus thuringiensisهاي  در سویه Cry1هاي  فراوانی انواع ژن -2شکل 
Figure 2- Cry1 genes abundance in detected Bacillus thuringiensis isolates of soil samples 
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 مرادي و همکاران فاطمه گرایلی  ... Bacillus thuringiensis هاي بومی باکتري ردیابی مولکولی جدایه

 
 هـاي  خـاك  از شـده  جـدا  باسـیلوس  سویه 74 میان در تونس، در

 در ).Cherif et al., 2001( شـد  جداسـازي  Bt سـویه  20 مختلف
 خـاك  و گـرد  و خاك نمونه 413 از مرکزي متحده ایالات جنوب

 خـاك  از آن سـویه  21 که آمد دست هب Bt سویه 25 حبوبات، انبار
  ).Ejiofor & Johnson, 2002( بود شده جداسازي

 اسـتان  28 مـزارع  از خاکی ي نمونه 2292 از ایران در پژوهشی در
 بـین  از کـه  کردنـد  جدا شکل باسیلی کلنی 28445 ایران، مختلف

 Salehi Jouzani et( کردنـد  مـی  کریسـتال  تولید سویه، 128 ها آن

al., 2008.( هـاي  پژوهش در که است آن دهنده نشان نتایج تمامی 
 داشـته  متغییـري  دستاوردهاي باکتري این ردیابی براي شده انجام
 بـاکتري  ایـن  بالاي فراوانی ها، پژوهش بیشتر مشترك نتیجه است.

 در مطلـب  ایـن  کـه  اسـت  مختلـف  منـاطق  خـاکی  هاي نمونه در
 آمده دست هب مولکولی نتایج اساسبر شد. ییدتا نیز حاضر پژوهش

 ،Cry1Ac هـاي  ژن Cry1 ژن داراي سویه 15 از حاضر پژوهش در
Cry1I، Cry1Ad و Cry1D هـا  ژن سایر و فراوانی بیشترین داراي 

 ).2 (شکل شدند مشاهده کمتري فراوانی با
 ژن غـلات  انبـار  از شـده  جداسازي Bt سویه 163 از پژوهشی در

Cry1Ab )47 درصد( هاي ژن و ینتر وانفرا Cry1G )درصـد  دو( 
 ,.Kim et al( بودند فراوانی ترین کم داراي )درصد یک( Cry1E و

1998a.( سـویه  58 از دیگـري  پژوهش در پژوهشگران همین Bt 
 Cry1Ab و )درصـد  Cry1C )57 هاي ژن ،خاك از شده جداسازي

 Cry1F و Cry1E هـاي  ژن و بودند ها ژن ترین فراوان )درصد 45(
 در ).Kim et al., 1998b( نشـدند  یافـت  هـا  سویه زا کی هیچ در

 اجسـاد  و خـاك  از Bt بـاکتري  هـاي  سـویه  نیز صعودي عربستان
 شـدند.  جداسـازي  مکه استان از Spodoptera littoralis يلاروها

 مولکـولی  و مورفولوژیـک  هـاي  شـیوه  مبناي بر غربالگري این در
 ،Cry1Aa هاي ژن داراي ها آن تمامی که شد یافت Bt سویه هشت

Cry1Ab، Cry1Ac، Cry4A و Cry4B داراي هـا  آن از سویه سه و 
 بـودن  ثرمـؤ  احتمالی قابلیت دهنده نشان که بودند Vip3A هاي ژن
 Abulreesh et( بـود  دوبالان و بالپولکداران هاي راسته روي ها آن

al., 2012.( سـویه  40 از سوریه کشور در Bt  از شـده  جداسـازي 
 Cry1Ac و Cry1Aa هـاي  نژ هـا  سـویه  تمامی در آلوده، لاروهاي
 Cry1Ab و سـویه)  Cry1I )37 هـاي  ژن آن از پس شدند. مشاهده

 بـا  یه)سـو  چهـار ( Cry1D ژن و فراوانـی  بیشـترین  با سویه) 34(

 هند در ).Ammouneh et al., 2013( دش مشاهده فراوانی ترین کم
 هـاي  راسـته  هـاي حشـره  روي ثرمـؤ  Bt هـاي  سویه بررسی با نیز

 فراوانـی  بیشـترین  بـا  Cry1I ژن ،بالپوشـان  سخت و بالپولکداران
 پـژوهش  در ).Pooja et al., 2013( شـد  مشـاهده  )درصـد  05/7(

 نژ داراي )درصد 49( سویه Bt، 34 سویه 70 از ایران در مشابهی
Cry1 .ژن بودند Cry1I )100 بوده فراوانی بیشترین داراي )درصد 

 نشـــدند افـــتی Cry1K و Cry1B، Cry1G، Cry1H هـــاي ژن و
)Seifinejad et al., 2008( حاضر پژوهش با تري نزدیک نتایج که 

بـر   ژنتیک محتویات شود می استنباط نتایج از که همانگونه داشت.
 دارنـد.  یکـدیگر  با بسیاري هاي تفاوت یجزی هاي شباهت خلاف
 جغرافیـایی  نـواحی  کـه  اسـت  آن ي نشان دهنده نتایج این مقایسه
 Bt بـاکتري  هاي ویهس در Cry ژن محتویات تنوع روي بر مختلف

 بـه  تـوان  مـی  آن کنـار  در ).Apaydin et al., 2005( گـذارد  می اثر
 ایـن  طـی  در کـه  دکـر  اشـاره  ها باکتري در پیوستگی فرآیند نقش

 هـاي  بـاکتري  ایجـاد  بـه  منجـر  باکتري دو بین ژنتیک تبادل فرآیند
 در تنـوع  رو این از شود. می جدیدي ژنتیک محتویات با نوترکیبی

 ممکـن  هـا  آن ژنـوتیپی  محتویـات  و Bt باکتري مختلف هاي سویه
 هـاي  پـروتئین  رمزگـردان  هـاي  ژن بیشـتر  که حقیقت این به است
 قابـل  اضـافی  کرومـوزوم  پلازمیـدهاي  روي باکتري این کش آفت

 پلازمیـد  ایـن  روي ها آن گرفتن قرار باشد. مرتبط دارد، قرار انتقال
 دهد می سازگار هاي سویه بین فرآیند این طی را انتقالشان ي اجازه

 از جدیـدي  ژنـوتیپی  محتویـات  بـا  هـایی  سـویه  تولید به منجر که
 دیگـر  از ).Makhdoom, 1998( شـود  مـی  مختلـف  هـاي  توکسین

به طور  Cry1C ژن شده انجام هاي پژوهش بیشتر در که این موارد
 موضـوع  ایـن  نینهمچ و است بوده همراه Cry1D ژن با معمولی

 د.ش ـ مشـاهده  نیز ایران در ) .2008Seifinejad et alپژوهش ( در
 ولی هستند Cry1D ژن داراي سویه 10 اگرچه پژوهش این در اما

 بنـابراین  ).5(جـدول  بودند راههم Cry1C ژن با سویه یک در تنها
 نباشـد،  دفـاع  قابـل  کـافی  ي انـدازه  بـه  پیشـنهاد  این است ممکن

 شـده  اشاره موضوع این به نیز دیگري هاي وهشپژ در که همچنان
 در). Armengol et al., 2007; Martinez et al., 2005( اسـت 
 15 از تـا  13 در Cry1Ad و Cry1Ac هاي ژن ما پژوهش در مقابل
 کـه  داد نشـان  و شـده  مشاهده هم با همراه )درصد 66/86( سویه

 ).5(جدول دارند یکدیگر با بیشتري پیوند ژن دو این
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 مرادي و همکاران فاطمه گرایلی  ... Bacillus thuringiensis هاي بومی باکتري ردیابی مولکولی جدایه

 
 هاي استان مازندران جداسازي شده از خاكBacillus thuringiensis هاي باکتري  در سویه Cry1نیمرخ ژنی  -5جدول 

Table 5- Cry1 gene profiles in isolated Bacillus thuringiensis strains from soil samples of Mazandaran province  

 ردیف هاي ژنی نیمرخ تعداد سویه )فراوانی (درصد
6.66 1 Cry1Ab,Cry1Ac,Cry1Ad,Cry1B,Cry1C,Cry1D,Cry1H,Cry1I 1 

6.66 1 Cry1Ac,Cry1Ad,Cry1B,Cry1D,Cry1E,Cry1I 2 
6.66 1 Cry1Ac,Cry1Ad,Cry1D,cry1I,Cry1J 3 

33.33 5 Cry1Ac,Cry1Ad,Cry1D,Cry1I 4 
6.66 1 Cry1Ac,Cry1B,Cry1D,Cry1I 5 

33.33 5 Cry1Ac,Cry1Ad,Cry1I 6 
6.66 1 Cry1Ac,cry1D,Cry1I 7 

 

 
 : نشانگر مولکولی وزنی)M(سمت چپ) ( GD-RS1(سمت راست) و  GD-BS2هاي  نیمرخ ژنی سویه -3شکل 

Figure 3- Gene profile of GD-BS2 (right) and GD-RS1 (left) strains (M: Molecular weight marker) 
 

 

 : نشانگر مولکولی وزنی)M(سمت چپ) ( NV-MA1(سمت راست) و  NV-FK1هاي  ویهنیمرخ ژنی س -4شکل 
Figure 4- Gene profile of NV-FK1 (right) and NV-MA1 strains (left) (M: Molecular weight marker) 
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 مرادي و همکاران فاطمه گرایلی  ... Bacillus thuringiensis هاي بومی باکتري ردیابی مولکولی جدایه

 

 

 هاي مختلف بالپولکداران در اکوسیستماختصاصی  Cry1هاي  توزیع ژن -5شکل 
Figure 5- The Lepidopteran-specific active Cry1 genes distribution in different ecosystems. 

 بیشـترین  میکروسـکوپی  هـاي  شـاخص  براسـاس  پژوهش این در
 )درصد 29( باغ هاي خاك در کریستال تولیدکننده هاي سویه تعداد

 )درصـد  17( گیـاهی پوشـش   بـدون  هـاي  خـاك  در آن ترین کم و
 تنوع و تعداد بیشترین مولکولی هاي شاخص سبراسا د.ش مشاهده

 تعـداد  ترین کم و زراعی هاي خاك در Cry1 ژنی هاي گروه زیر از
 پوشـش  بـدون  هـاي  خـاك  در همچنـان  نیـز  ژن ایـن  داراي سویه

 هـاي  خاك که گرفت نتیجه گونه این توان می بنابراین د.ش مشاهده
 پی در و گیاهی هاي پوشش از برخورداري دلیل به زراعی و باغی

 خاك هاي میکروارگانیسم و حشرات براي مناسب زیستی تنوع آن
ــی نتیجــه در و ــانی فراوان ــراي بیشــتر میزب ــن ب ــاکتري، ای ــع ب  منب

  ند.شو می پیشنهاد Bt باکتري جداسازي براي تري مناسب
 داد نشان مولکولی و میکروسکوپی هايمشاهده بین مشترك نتیجه

 رابطه در را بخشی رضایت یجنتا گیاهی پوشش بدون هاي خاك که
 خـود  از بـوم زیست  از نوع این هاي خاك در باکتري این وجود با

 ایـن  جداسـازي  بـراي  مناسـب  منبعی عنوان به و است نداده نشان
  د.شو نمی پیشنهاد باکتري
سـه   (بین  سویه 15 این در ژنی نیمرخ چندین وجود این بر علاوه

 هـاي  ژن وجود همچنین و )Cry1 هب مربوط مجموعه زیر هشت تا
 عنـوان  بـه  هـا  آن مناسـب  قابلیت دهنده نشان ها سویه این در بومی
 هـاي  آزمـایش  انجـام  ادامـه  در اسـت.  بومیزیست  کش آفت یک

 از آفـت  چنـد  یا یک روي ها سویه این از استفاده با سنجی زیست
 عملـی  کـاربرد  قابلیـت  از تري دقیق توصیف بالپولکداران، خانواده

 مراحـل  طـی  از پس است امید که گذاشت خواهد تیاراخ در ها آن
 ها آفت مقاومت مدیریت و میکروبی کنترل هاي برنامه در تکمیلی،

  گیرند. قرار استفاده مورد آینده در
 هـاي  خـاك  از شـکل  باسـیلی  بـاکتري  سویه 491 پژوهش این در

 113( درصـد  23 که شد جداسازي مختلف بومزیست  نوع چهار
  کردند. می کریستال هاي پروتئین دتولی ها آن سویه)
 Bt هـاي  سـویه  از بزرگـی  هـاي  مجموعـه  جهان سراسر در امروزه

 زمینـه  در شده انجام هاي پژوهش اولین از یکی شود. می نگهداري
 هـاي  گونـه  از درصـد  96 تا 20 که داد نشان Bt باکتري جداسازي
Bacillus جداسـازي  کشـت  محیط روي از تصادفی صورت هب که 

 ,.Travers et al( بودنـد  کریستال ي تولیدکننده هاي باکتري شدند،

 530 از ،Bt بـاکتري  جداسـازي  بـراي  دیگـر  پژوهشی در ).1987
 Bt سـویه  58 جنـوبی  کـره  در مختلـف  مناطق هاي خاك از نمونه

 ).Kim et al., 1998b( دندکر جداسازي
 هـاي  خـاك  از شـده  جـدا  باسـیلوس  سویه 74 میان در تونس، در

 در ).Cherif et al., 2001( شـد  جداسـازي  Bt سـویه  20 مختلف
 خـاك  و گـرد  و خاك نمونه 413 از مرکزي متحده ایالات جنوب

 خـاك  از آن سـویه  21 که آمد دست هب Bt سویه 25 حبوبات، انبار
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 زراعی      شهري      باغی       بدون پوشش
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 مرادي و همکاران فاطمه گرایلی  ... Bacillus thuringiensis هاي بومی باکتري ردیابی مولکولی جدایه

 
  ).Ejiofor & Johnson, 2002( بود شده جداسازي

 اناسـت  28 مـزارع  از خاکی ي نمونه 2292 از ایران در پژوهشی در
 بـین  از کـه  کردنـد  جـدا  شکل باسیلی کلنی 28445 ایران، مختلف

 Salehi Jouzani et( کردنـد  مـی  کریسـتال  تولید سویه، 128 ها آن

al., 2008.( 

 شـده  انجـام  هاي پژوهش در که است آن دهنده نشان نتایج تمامی
 نتیجـه  است. داشته متغییري دستاوردهاي باکتري این ردیابی براي

 هـاي  نمونه در باکتري این بالاي فراوانی ها، ژوهشپ بیشتر مشترك
 نیـز  حاضـر  پژوهش در مطلب این که است مختلف مناطق خاکی
  شد. تایید

 15 از حاضـر  پـژوهش  در آمـده  دسـت  هب مولکولی نتایج براساس
ــویه ــاي ژن ،Cry1 ژن داراي سـ  و Cry1Ac، Cry1I، Cry1Ad هـ
Cry1D کمتـري  فراوانـی  بـا  ها ژن سایر و فراوانی بیشترین داراي 
 ).2(شکل شدند مشاهده

 ژن غـلات  انبـار  از شـده  جداسازي Bt سویه 163 از پژوهشی در
Cry1Ab )47 درصد( هاي ژن و ترین فراوان Cry1G )درصـد  دو( 

 ,.Kim et al( بودند فراوانی ترین کم داراي )درصد یک( Cry1E و

1998a.( سـویه  58 از دیگـري  پژوهش در پژوهشگران همین Bt 
 Cry1Ab و )درصـد  Cry1C )57 هاي ژن ،خاك از شده اسازيجد

 Cry1F و Cry1E هـاي  ژن و بودند ها ژن ترین فراوان )درصد 45(
 در ).Kim et al., 1998b( نشـدند  یافـت  هـا  سویه از یک هیچ در

 اجسـاد  و خـاك  از Bt بـاکتري  هـاي  سـویه  نیز صعودي عربستان
 شـدند.  جداسـازي  همک استان از Spodoptera littoralis لاروهاي

 مولکـولی  و مورفولوژیـک  هـاي  شـیوه  برمبنـاي  غربالگري این در
 ،Cry1Aa هاي ژن داراي ها آن تمامی که شد یافت Bt سویه هشت

Cry1Ab، Cry1Ac، Cry4A و Cry4B داراي هـا  آن از سویه سه و 
 بـودن  ثرمـؤ  احتمالی قابلیت دهنده نشان که بودند Vip3A هاي ژن
 Abulreesh et( بـود  دوبالان و بالپولکداران ايه راسته روي ها آن

al., 2012.( سـویه  40 از سوریه کشور در Bt  از شـده  جداسـازي 
 Cry1Ac و Cry1Aa هـاي  ژن هـا  سـویه  تمامی در آلوده، لاروهاي
 Cry1Ab و سـویه)  Cry1I )37 هـاي  ژن آن از پس شدند. مشاهده

 بــا ه)سـوی چهار( Cry1D ژن و فراوانــی بیشـترین  بــا سـویه)  34(
 هند در ).Ammouneh et al., 2013( شد مشاهده فراوانی ترین کم
 هـاي  راسـته  حشـرات  روي ثرمـؤ  Bt هـاي  سـویه  بررسـی  بـا  نیز

 فراوانـی  بیشـترین  بـا  Cry1I ژن بالپوشـان،  سـخت  و بالپولکداران
 ).Pooja et al., 2013( شد مشاهده )درصد 05/7(

ــژوهش در ــران در مشــابهی پ  49( ســویه Bt، 34 ســویه 70 از ای
ــد. Cry1 ژن داراي )درصــد  داراي )درصــد Cry1I )100 ژن بودن

ــترین ــی بیش ــوده فراوان ــاي ژن و ب  و Cry1B، Cry1G، Cry1H ه
Cry1K ــت ــدند یاف ــه )Seifinejad et al., 2008( نش ــایج ک  نت
  داشت. حاضر پژوهش با تري نزدیک

 فبر خلا ژنتیک محتویات ،شود می استنباط نتایج از که همانگونه
 مقایسـه  دارنـد.  یکدیگر با بسیاري هاي تفاوت یجزی هاي شباهت

 بـر  مختلف جغرافیایی نواحی که است آن ي نشان دهنده نتایج این
ــوع روي ــات تن ــوی در Cry ژن محتوی ــاي هس ــاکتري ه ــر Bt ب  اث

 نقـش  بـه  توان می آن کنار در ).Apaydin et al., 2005( گذارد می
 فرآینـد  ایـن  طـی  در که دکرد رهاشا ها باکتري در پیوستگی فرآیند
 با نوترکیبی هاي باکتري ایجاد به منجر باکتري دو بین ژنتیک تبادل

 هـاي  سـویه  در تنـوع  رو این از شود. می جدیدي ژنتیک محتویات
 ایـن  به است ممکن ها آن ژنوتیپی محتویات و Bt باکتري مختلف
 ایـن  کـش  آفـت  هـاي  پروتئین رمزگردان هاي ژن بیشتر که حقیقت
 دارد، قـرار  انتقال قابل اضافی کروموزوم پلازمیدهاي روي باکتري
 انتقالشـان  ي اجازه پلازمید این روي ها آن گرفتن قرار باشد. مرتبط

 تولید به منجر که دهد می سازگار هاي سویه بین فرآیند این طی را
 مختلـف  هـاي  توکسین از جدیدي ژنوتیپی محتویات با هایی سویه

 ).Makhdoom, 1998( شود می
 ژن شـده  انجـام  هاي پژوهش بیشتر در کهاست  ایندیگر  موارد از

Cry1C ژن با به طور معمول Cry1D همچنین و است بوده همراه 
 نیـز  ایـران  در) Seifinejad et al. 2008پـژوهش (  در موضوع این

  Cry1D ژن داراي سویه ده اگرچه پژوهش این در اما د.ش مشاهده
 (جـدول  بودند همراه Cry1C ژن با ویهس یک در تنها ولی هستند

 دفـاع  قابـل  کافی ي اندازه به پیشنهاد این است ممکن بنابراین ).5
 موضـوع  ایـن  بـه  نیـز  دیگـري  هاي پژوهش در که همچنان نباشد،
 ,.Armengol et al., 2007; Martinez et al( اسـت  شـده  اشـاره 

 در Cry1Ad و Cry1Ac هـاي  ژن مـا  پژوهش در مقابل در ).2005
 و شـده  مشـاهده  هـم  با همراه )درصد 66/86( سویه 15 از تا 13

 (جـدول  دارنـد  یکـدیگر  با بیشتري پیوند ژن دو این که داد نشان
5.( 
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 بیشـترین  میکروسـکوپی  هـاي  شـاخص  براسـاس  پژوهش این در

 )درصد 29( باغ هاي خاك در کریستال تولیدکننده هاي سویه تعداد
 )درصـد  17( گیـاهی  شپوش ـ بـدون  هـاي  خـاك  در آن ترین کم و

 تنوع و تعداد بیشترین مولکولی هاي شاخص براساس د.ش مشاهده
 تعـداد  ترین کم و زراعی هاي خاك در Cry1 ژنی هاي گروه زیر از

 پوشـش بـدون   هـاي  خـاك  در همچنـان  نیـز  ژن این داراي سویه
 د.ش مشاهده
 زراعـی  و باغی هاي خاك که گرفت نتیجه اینگونه توان می بنابراین

 زیستی تنوع آن پی در و گیاهی هاي پوشش از برخورداري دلیل به
 نتیجـه  در و خـاك  هـاي  میکروارگانیسـم  و هاحشره براي مناسب
 بـراي  تـري  مناسـب  منبـع  باکتري، این براي بیشتر میزبانی فراوانی

 ند.شو می پیشنهاد Bt باکتري جداسازي
 داد نشـان  مولکـولی  و میکروسکوپی مشاهدات بین مشترك نتیجه

 رابطه در را بخشی رضایت نتایج گیاهی پوششبدون  هاي خاك که
 خـود  از زیست بـوم  از نوع این هاي خاك در باکتري این وجود با

 ایـن  جداسـازي  بـراي  مناسـب  منبعی عنوان به و است نداده نشان
 د.شو نمی پیشنهاد باکتري
سـه   (بین  سویه 15 این در ژنی نیمرخ چندین وجود این بر علاوه

 هـاي  ژن وجود همچنین و )Cry1 به مربوط مجموعه زیر تهش تا
 عنـوان  بـه  هـا  آن مناسـب  قابلیت دهنده نشان ها سویه این در بومی
 هـاي  آزمـایش  انجـام  ادامـه  در اسـت.  بومی زیستی کش آفت یک

 از آفـت  چنـد  یا یک روي ها سویه این از استفاده با سنجیزیست 
 عملـی  کـاربرد  قابلیـت  از تري دقیق توصیف بالپولکداران، خانواده

 مراحـل  طـی  از پس است امید که گذاشت خواهد اختیار در ها آن
 ها آفت مقاومت مدیریت و میکروبی کنترل هاي برنامه در تکمیلی،

 گیرند. قرار استفاده مورد آینده در
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ق و ثیر عواملی مثل ساختار کاست بیانی، الگوي تلفین و پایداري آن تحت تأمیزان بیان تراژ
گیرد. ساختار جایگاه تراژن در سازوکارهاي بیان آن اهمیت دارد. ساختار جایگاه تراژن قرار می

در برنج  cry1Abدر این بررسی سعی شده است با جداسازي ردیف مجاور محل تلفیق تراژن 
اریخته طارم مولایی، ساختار جایگاه آن مشخص شود. برنج تراریخته طارم مولایی که از تر

تولید شده داراي الگوي تلفیق ساده  pChitIHygIIو  pCIB4421تراریزش همزمان دو پلاسمید 
ابتدا با استفاده از با بیان پایدار طی چندین نسل است. جهت بررسی ساختار جایگاه تراژن،  

و  cry1Abژن  3´، انتهاي سیلین امپیژن مقاومت به  5´و  3´طراحی شده از انتهاي آغازگرهاي 
و انجام پی.سی.آر، حدود محل شکست  pCIB4421بر روي پلاسمید  PEPCپیشبر  5´انتهاي 

پلاسمید تعیین شد. سپس با توجه به محل احتمالی شکست براي جداسازي نواحی مجاور آن از دو 
یابی  استفاده شد. ردیف Splinkerette PCRو  TAIL-PCRفه شامل راهبرد پی.سی.آر یکطر

 148ي کامل  هاي بیوانفورماتیک نشان داد که محل شکست در نسخه قطعات تکثیر شده و بررسی
نوکلئوتید از نواحی پایین  1496سیلین است و  ژن مقاومت به امپی 3´نوکلئوتید بعد از انتهاي 

از نواحی بالا دست جداسازي شد. نتایج همردیف سازي این نوکلئوتید  311دست محل شکست و 
نشان  NCBIو ژنوم برنج در پایگاه  pChitIHygIIو  pCIB4421ها با توالی پلاسمیدهاي  توالی

داد که توالی پایین دست مخلوطی از قطعات پلاسمید و ژنوم برنج و توالی بالا دست نیز قطعات 
 تقل شده است.اي از توالی پلاسمیدهاي من ناپیوسته

 
 

 هاي کلیدي واژه



 و همکاران پور هاجر یحیائی      ...در برنج تراریخته  cry1Abبررسی ساختار جایگاه تراژن 

 
 

  مقدمه

کاربرد موفق مهندسـی ژنتیـک در اصـلاح      بیان پایدار تراژن لازمه
یـزان و  هـا نشـان داده اسـت کـه م     گیاهان زراعی است. پـژوهش 

 ثیر عــواملی مثــل ســاختار  پایــداري بیــان تــراژن تحــت تــأ    
)configuration (   ،کاست بیانی، تعداد نسخه تلفیق شده از تـراژن

 ;Day et al.2000گیـرد (  تراژن قـرار مـی  موقعیت و الگوي تلفیق 

Zhong 2001; Kohli et al.2003; Li et al.2008 اخــتلاف .(
سطوح بیان تراژن در یک جمعیت از گیاهان تراریختـه حاصـل از   
یک آزمایش مشابه در هر دو سیستم متـداول انتقـال ژن (بمبـاران    

اي و انتقال به کمـک اگروبـاکتریوم) رخـدادي معمـول اسـت       ذره
)Day et al.2000    پژوهشگران باید جمعیـت بزرگـی از گیاهـان .(

را به دقت غربال کنند تا یک یا تعداد کمی گیاه که تنهـا    تراریخته
کند انتخاب کنند.  صفت مورد نظر را در سطحی قابل قبول بیان می

ثیر هاي بعدي و یا تحـت تـأ   است طی نسل همچنین تراژن ممکن
). بنابراین شناسایی و Zhong 2001شرایط محیطی خاموش شود (

  اي ضـروري در پـروژه   هایی با بیان ناپایدار مرحله حذف تراریخته
ژنومی  ) خصوصیات دي.ان.ايKohli et al.2003انتقال ژن است (
بـر روي   ها بررسی .تواند روي بیان آن اثر بگذارد مجاور تراژن می

وکـاریوتی،  هـاي پر  پتونیا و توتون تراریخته نشان داد وجود توالی
هـاي   ، بقایـاي رتروالمنـت و تـوالی   GAهـاي غنـی از    ریزماهواره

در تـوالی ژنـومی    ) tandem repeat array( تکراري پشت سر هم
 Pröls and Meyerمجاور، عناصر اولیه در خاموشی تراژن هستند (

1992; Iglesias 1997در مقابــل حضــور .( MARهــا )Matrix 

attachment regions ( رت جایگـاه تـراژن  در مجاو )Transgene 

locus ( با برخی تلفیق ) هاي داراي بیان پایدار مرتبط بودIglesias 

et al.1997   هـاي   ) تجزیه مولکولی ساختار محـل تلفیـق در بـرنج
 biolistic( تراریخته تولید شده به روش زیست پرتابی (بیولیستیک

یـک در  و تکراهـاي تلومر  ATهاي غنـی از   ) نشان داد که توالی)
 Takano etهاي داراي بیان پایـدار وجـود دارد (   مجاورت جایگاه

al.1997هاي ژنومی مجاور محل تلفیق، سـاختار   ). علاوه بر توالی
نیز در کمیت و پایداري بیـان آن  جایگاه تراژن و الگوي تلفیق آن 

هم در انتقال مستقیم ژن و هـم   .)Kohli et al.2003ثر هستند (مؤ
هـاي تـراژن تولیـد شـده در      گروباکتریوم، جایگاهانتقال به کمک ا

هـاي حاصـل از یـک آزمـایش مشـابه، از نظـر انـدازه و         تراریخته

ویژه در انتقال مستقیم  متفاوت هستند. ساختار جایگاه به پیچیدگی
اي شامل چنـدین نسـخه    ي کامل تا الگوهاي پیچیده از یک نسخه

هاي کوتاه شده  کامل، تکرارهاي پشت سر هم و یا معکوس، توالی
و یا بازآرایی شده و قطعات ژنومی میزبان پراکنـده، متغیـر اسـت    

)Pawlowski et al.1998    معمـول طـور ). مشـاهده شـده اسـت بـه 
هــایی بــا ســاختار ســاده بیــان پایــداري دارنــد، هــر چــه  جایگــاه

تر باشد احتمال بیان مطلوب آن  سازماندهی ساختار جایگاه پیچیده
). Svitashev et al.2002یابـد (  هش مـی هـاي آینـده کـا    طی نسل

ساختار جایگاه تراژن ممکن است از طرق مختلف مانند خاموشی 
وابسته به همولوژي، تحریک متیلاسـیون خـود بخـودي و تولیـد     

منجر بـه   ) Aberrant RNA( آر.ان.اي همسو و غیرهمسوي ناقص
هــاي  خاموشــی تــراژن شــود. تجزیــه ســاختار جایگــاه در لایــن 

سیس و برنج تراریخته تولید شده به روش زیست پرتـابی  آرابیدوپ
هـایی شـامل سـاختارهاي داخلـی      به وضوح نشان داد کـه مکـان  

پیچیــده مســتعد خاموشــی مبتنــی بــر متیلاســیون در اثــر وجــود  
 Assaad et al.1993; Kumpatlaهاي تکراري مشابه هستند ( توالی

and Hall 1999ماندهی آن سـاز  ). بررسی ساختار جایگاه تراژن و
 Kohli etتلفیق تراژن کمک خواهد کرد ( به درك ساز و کارهاي

al.2003 دانــش لازم جهــت  درك کامــل ایــن ســاز و کارهــا،) و
هاي تراژن ساده و  مدیریت ساختار جایگاه تراژن براي تولید مکان

کامل و سرانجام تلفیق مستقیم تراژن در مکان مورد نظر را فـراهم  
ــی  Somers and Makarevitch 2004 Svitashev etآورد ( م

al.2002;  در این بررسی سعی شده است تا با جداسازي ردیـف .(
ارم مولایی، در برنج تراریخته ط cry1Abمجاور محل تلفیق تراژن 

عنوان یک جایگاه داراي الگوي تلفیـق سـاده    ساختار جایگاه آن به
این با بیان پایدار و عملکرد عالی طی چندین نسل مشخص شود. 

برنج تراریخته به روش زیسـت پرتـابی و بـا انتقـال همزمـان دو      
 pChitIHygIIو پلاسـمید   cry1Abناقل ژن  pCIB4421پلاسمید 

 ومایسین فسفوترانسفراز تولید شد.ناقل ژن نشانگر هیگر
تجزیه سادرن این گیاه نشان دهنده الگوي تلفیق سـاده و بررسـی   

بیانگر وجود تنها یک  T2و T1در نسل cry1Abي توارث ژن  نحوه
).همچنین Ghareyazie et al.1997جایگاه از این ژن در آن است (

ــاي ــر روي ژن  اثره ــراژن ب ــق ت ــی از   تلفی ــز یک ــان نی ــاي میزب ه
 ده در مورد گیاهان تراریخته است.هاي مطرح ش ملاحظه
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هاي میزبـان اثـر منفـی داشـته      تراژن وارد شده نباید روي بیان ژن

هـاي رایـج امـروزي     لفیـق تـراژن در روش  چون جایگـاه ت  باشد،
هـاي پایـدار و    تواند از قبل تعیین شـود و از آنجـا کـه تلفیـق     نمی

دهند این ملاحظه ابراز شـده   مطلوب در نواحی غنی از ژن رخ می
هاي داخلی میزبان  ورود تراژن برخی ژن  که ممکن است در نتیجه

 ـ  تخریب شده باشند. بنابراین تعیـین جایگـاه   ق، امکـان  دقیـق تلفی
هـاي میزبـان را    ناشی از ورود تراژن بـر روي ژن  شناسایی اثرهاي

 آورد.  نیز فراهم می
 

  ها واد و روشم

استخراج دي.ان.ا و تعیین حدود محـل وقـوع نـوترکیبی بـین     
 با ژنوم برنج pCIB4421پلاسمید 

دي.ان.اي ژنومی از بافت برگ گیاهان تراریخته و شاهد بـه روش  
) استخراج شد و به منظور تعیین محل 1983مکاران (دلاپورتا و ه

شکســت پلاســمید از پی.ســی.آر اســتاندارد بــا الگــوي دي.ان.اي 
ریخته و مقایسـه الگوهـاي بانـدي    و گیاه ترا pCIB4421پلاسمید 

دست آمده استفاده شد. براي انجـام پی.سـی.آر آغازگرهـایی از     به
ــاي  ــاي cry1Ab (Bt)ژن  3´انته ــه  ژ 5´و  3´، انته ــت ب ن مقاوم

طراحی شـد (شـکل    PEPCپیشبر  5´) و انتهاي ampسیلین ( امپی
 آورده شده است. یکازگرها در جدول ). توالی آغ1

دقیقه در  پنجبرنامه پی.سی.آر شامل واسرشته سازي اولیه به مدت 
چرخه شـامل واسرشـته سـازي بـه      35درجه (یک چرخه) و  94

ت یک دقیقه در دمـاي  درجه، اتصال به مد 94مدت یک دقیقه در 
مناسب بسته به دماي ذوب دو آغازگر مـورد اسـتفاده و بسـط در    

درجه به مدت یک دقیقه بازاي هر یک کیلو جفت باز از  72دماي 
درجـه بـه    72اندازه محصول مورد نظر و در ادامه بسط نهایی در 

 دقیقه (یک چرخه) بود.پنج مدت 

 
 در پژوهش حاضرتوالی آغازگرهاي مورد استفاده  -1جدول 

Table 1- sequences of primers used in this study 

شماره آغازگر در 

 1شکل 
Primer number 

in figure 1 

 توالی
sequence 

 1شماره آغازگر در شکل 
Primer number in 

figure 1 

 توالی
Sequence 

1 GGCGGCGAGAGGATCGAGAC 
Forward 13 CCGCTGTTGAGATCCAGTTC 

Reverse 
2 ACCCCCTTCAACTTCAGCAAC 

Forward 14 CACCCAACTGATCTTCAGCA 
Reverse 

3 GCAACGAGGTGTACATCGAC 
Forward 15 GAAGAGAGAGGTGGATTTGG 

Reverse 
4 AAACCAGCAACTCACTGCAC 

Reverse 16 CCTATCCACTCTGCTATGTGTTC 
Reverse 

5 TGGTTCCTGATCGATGACTG 
Reverse 17 GTTCTTGCAGTTGATCTATTCCAG 

Reverse 
6 GCCTTCCTGTTTTTGCTCAC 

Forward 18 GGTCTGTTTGTTCTGTTTTCCTG 
Reverse 

7 GCTTTTTTGCACAACATGGGGG 
Forward 19 GTTTACAGTGGATAACTCACAACAG 

Reverse 
8 TGAATGAAGCCATACCAAACGAC 

Forward 20 CTCACAACAGTTTGAACTAAACGAC 
Reverse 

9 CAATTAATAGACTGGATGGAGGC 
Forward - (A/T/ C/G)TCGA(C/G)T(A/T)T(C/G)G(A/T)GTT 

AD1 
10 GATAAATCTGGAGCCGGTGAG 

Forward - (A/T/C/G)GTCGA(C/G)(A/T)GA(A/T/C/G)A(A/T)GAA 
AD2 

11 ATGGTAAGCCCTCCCGTATC 
Forward - (A/T)GTG(A/T/C/G)AG(A/T)A(A/T/C/G)CA(A/T/C/G)GA 

AD3 
12 ATACGGGAGGGCTTACCATC 

Reverse   
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 pCIB4421موقعیت تقریبی آغازگرهاي مورد استفاده در پژوهش حاضر بر روي پلاسمید -1شکل 

Figure 1– relative position of primers used in this study on plasmid pCIB4421 

 تکثیر نواحی مجاور محل تلفیق
براي جداسازي ردیف مجاور محل تلفیق از دو روش پی.سـی.آر  

 (پی.سی.آر ترکیبـی نامتقـارن دمـایی    TAIL-PCRطرفه شامل  یک
)Thermal Asymmetric Interlaced PCR (و ( Splinkerette 

PCR .استفاده شد 

 TAIL-PCRروش انجام 
ام از دو طرف ناحیه احتمـالی محـل ادغ ـ   TAIL-PCR براي انجام

صورت داخلی طراحی شد، این  پلاسمید سه آغازگر اختصاصی به
 17، 16) و (9و  8، 7هـاي (  شماره با یکبر روي شکل آغازگرها 

ــاري  18و  ــاي تصــادفی اختی  ) نشــان داده شــده اســت. آغازگره

)AD1 and AD2 ،AD3اساس مقاله لیو و همکـاران ( ) برLiu et 

al.1995هـا در جـدول یـک آورده شـده      ) انتخاب شد و توالی آن
طی سه مرحلـه انجـام شـد. مخلـوط      TAIL-PCRاست. واکنش 

 1x ،5/1مل بافر پی.سی.آر با غلظت نهـایی  واکنش مرحله اول شا
 dNTP ،2/0مـــولار مخلـــوط  میلـــی MgCl2 ،2/0مـــولار  میلـــی

 5/2)، 1در شکل  19یا  7میکرومولار آغازگر اختصاصی خارجی (
 ، یک واحد آنـزیم دي.ان.اAD ِمیکرومولار از یکی از آغازگرهاي 

حجـم   نـانوگرم دي.ان.اي ژنـومی در   20(سیناژن) و  Taqِپلیمراز 
میکرولیتر بود. اجزاي واکنش مرحله دوم و سـوم ماننـد    20نهایی 

مرحله اول بود به جز آغازگر اختصاصی و الگوي واکـنش، کـه از   
به ترتیب در  1) در شکل 18و  17) یا (8و  7آغازگرهاي داخلی (

کـه   استفاده شد و محصول مرحله اول پس از این سهو دو مرحله 
ان الگـو در واکـنش مرحلـه دوم مـورد     عنـو  برابر رقیق شد بـه  50

عنوان  بهدو ه استفاده قرار گرفت و به همین ترتیب محصول مرحل
ی مورد اسـتفاده  استفاده شد. برنامه زمان سهالگو در واکنش مرحله 

) Liu et al.1995اساس مقاله لیو و همکـاران ( مرحله بر سهدر هر 
درصـد   5/1بود. براي تفکیک محصـول پی.سـی.آر از ژل آگـارز    

استفاده شد و محصول مرحله دوم و سوم در کنار هـم بارگـذاري   
 شد. 

 Splinkerette PCRروش انجام 
 مراحل انجام این روش شامل اتصال الیگونوکلئوتیـدهاي سـازگار  
ســاز، هضــم آنزیمــی، اتصــال سازگارســاز بــه قطعــات دي.ان.اي 

د. حله دوم بـو ژنومی، واکنش تکثیر مرحله اول و واکنش تکثیر مر
 Potterاساس دستورالعمل مقاله پـاتر و لـو (  تمامی این مراحل بر

and Lou 2010سـاز و   هـاي سـازگار   . تـوالی رشـته  نجـام شـد  ) ا
ساز نیز از همین منبع انتخاب شد (شکل  آغازگرهاي ویژه سازگار

و  Bgl II ،Hind IIIهـاي برشـی مـورد اسـتفاده شـامل       ). آنزیمدو
EcoR I ها داراي یک جایگاه شناسایی  نزیمبود که هر یک از این آ

6593, Bsm I 
6421, Swa I 

6389, Aur II 

6027, EcoR V 

4844, Mun I 
4797, Hind III 

4560, Sap I 

Eam1105, 3545 

Xmn 1, 2946 

BTK-syn 

PEP-C 
intron 
#9 

35 S terminator 

amp 

PEP-C’ 

Bam H I, 1 
Nae I, 170 
NgoM I, 170 

EcoN I, 385 
SexA I, 468 

Bal I, 975 
Acc I, 1113 
Sal I, 1113 

Apa I, 1480 
Bsp 1201, 1480 

SgrA I, 1492 

Bbu II, 1918 

EcM36, 1958 
Sac I, 1958 
Bgl II, 1965 

Asp 718, 2156 
Kpn 1, 2156 
EcoR 1, 2162 

1 

2 

3 

4 
5 

6 

7 
8 9 10 

11 

12 
14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

pCIB4421 
7121 bps 

13 
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ــمید   ــر روي پلاس ــکل   pCIB4421ب ــد (ش ــاز ).1بودن گر دو آغ

صورت داخلی از دو سـمت ناحیـه احتمـالی ادغـام      اختصاصی به
سـازي   ) در جـدا 11و  10پلاسمید طراحی شد. از آغازگرهـاي ( 

ــوالی مجــاور  ــه 20و  19و از آغازگرهــاي ( 3´ت ــر ناحی ) در تکثی
و  13استفاده شد. از آغازگرهـاي (  cry1Abنی کاست ژ 5´مجاور 

در هضم بـا   )20و  19(، آغازگرهاي Bgl II) در هضم با آنزیم 14
) در هضـم بـا   14و  13) و (3و  2و آغازگرهاي ( Hind IIIآنزیم 
اطمینـان از صـحت    عنوان کنتـرل داخلـی جهـت    به EcoR Iآنزیم 

حـل شناسـایی   آغازگرها تا م جام واکنش استفاده شد. فاصله اینان
 هاي برشی مورد استفاده مشخص بود. آنزیم

 

 

 

 

 )Potter and Lou 2010و آغازگرهاي ویژه آن ( Splinkeretteساختار و توالی واحد  -2شکل 
Figure 2- structure and sequence of Splinkerette unit and sequense of its specific primes 

 

 

) P) گیاه تراریخته، (PEPC) ،Tسیلین و پیشبر  سیلین و ناحیه بین ژن مقاومت به امپی و مقاوت به امپی cry1Abهاي  بین ژن الگوي تکثیر ناحیه -3شکل 
دهد.  ، اعداد داخل پرانتز ترکیب آغازگري مورد استفاده را نشان میFermentasاز شرکت  M (ladder mix) گیاه غیر تراریخته، (pCIB4421) ،Nپلاسمید 

 است. 1آغازگرها مطابق شکل شماره 
Figure 3- amplification pattern of the region between the cry1Ab and ampR genes and between the ampR and PEPC , (T) 
transgenic plant, (P) pCIB4421 plasmid, (N) non-transgenic plant, (M) ladder mix (Fermentas). Numbers. in parentheses 
indicate the primer combinations. primers are numbered according to Figure 1. 

 رشته بالایی سازگار
5-GATCCCACTAGTGTCGACACCAGTCTC 
3-GGTGATCACAGCTGTGGTCAGAGTAAGTCGGTGCCAGAGGATCGTTGCCAATGAGAAGC-5 
 CCAGAGAGGATCGTTGCCAATGAGAAGC-5-3                                                      رشته پایینی سازگارساز

                   3-CAGCTGTGGTCAGAGTAAGTCGGTG-5 

2آغازگر                                                                  1آغازگر   
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 )Inverse PCR(I-PCR(( روش انجام پی.سی.آر معکوس

براي این قسمت انتخاب شد و با توجـه بـه جایگـاه     Bgl IIآنزیم 
ی ) و ناحیـه احتمـال  1شناسایی این آنزیم بر روي پلاسمید (شکل 

ــمید ــام پلاس ــاي ( ادغ ) و 3و  2)، (11و  10)، (5و  4از آغازگره
 5هاي تکثیر اول و دوم استفاده شد. مقـدار   )، در واکنش20 و 19(

واحد آنزیم برشـی در حجـم    30میکروگرم از دي.ان.اي ژنومی با 
 37سـاعت در   16میکرولیتر مخلوط شـده و بـه مـدت     50نهایی 

درون مولکولی گراد نگهداري شد. سپس براي اتصال  درجه سانتی
 T4واحـد آنـزیم    5نانوگرم از دي.ان.اي هضم شـده بـا    50مقدار 

میکرولیتر مخلوط  50) در حجم نهایی Fermentasدي.ان.ا لیگاز (
درجه نگهداري شد و واکـنش در   22دقیقه در  دهشده و به مدت 

دقیقه متوقف شد. در پی.سی.آر مرحله اول  پنجدرجه به مدت  70
) براي تکثیر نواحی مجـاور  4-10هاي خارجی (از ترکیب آغازگر

اسـتفاده   5´) براي تکثیر نواحی مجاور انتهاي 2-19و ( 3´انتهاي 
 1x ،5/1شد. مخلوط واکنش شامل بافر پی.سی.آر با غلظت نهایی 

 dNTP ،2/0مــولار مخلــوط   میلــی MgCl2 ،2/0میلــی مــولار  
ن.ا پلیمراز واحد آنزیم دي.ا 1میکرومولار از هر یک از آغازگرها، 

Taq  ي حلقوي شـده در حجـم    20(سیناژن) ونانوگرم از دي.ان.ا
 94دقیقـه در  پـنج  میکرولیتر بود. پی.سی.آر طبق برنامه  25نهایی 

 94چرخه شامل یک دقیقـه در   35درجه (یک چرخه) و در ادامه 
درجه (براي هـر دو ترکیـب آغازگرهـا) و     56ثانیه در  30درجه، 
درجـه   72دقیقه در دماي  5درجه و در نهایت  72دقیقه در چهار 

عنـوان   میکرولیتر از محصول مرحله اول بـه (یک چرخه) بود. یک 
ر ي زمانی پی.سـی.آ  الگو در واکنش مرحله دوم استفاده شد. برنامه

جز آغازگرها ماننـد مرحلـه اول    و اجزاي واکنش در این مرحله به
در این مرحلـه   )5-11) و (3-20بود. ترکیب آغازگرهاي داخلی (

) مورد اسـتفاده در  4-10) و (2-19به ترتیب جایگزین ترکیبات (
 مرحله اول شدند.

سازي و خالص سازي قطعات انتخـاب شـده از روي ژل بـا     جدا
ــالص  ــت خ ــتفاده از کی ــازي اس  high pure PCR productس

purification (Roche Applied Science, Germany)  ــق و طب
ده انجام شد و پس از همسانه سازي در دستورالعمل شرکت سازن

یـابی بـه     بـراي تـوالی   pGEM-T Easy Vector (Promega)ناقـل  
کالیفرنیا فرستاده شدند و بررسی مشابهت این  sequetechشرکت 

  و توالی pCIB4421 ،pChitIHygIIها با توالی پلاسمیدهاي  توالی
ــه    ــتفاده از برنام ــا اس ــرنج ب ــوم ب ــاه BLASTژن  NCBIدر پایگ

)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.انجام شد ( 
 

  بحث و جینتا

سـیلین روي پلاسـمید و    و امپـی  cry1Abهاي  بین ژن  تکثیر ناحیه
گیاه تراریخته با استفاده از پنج ترکیب آغازگري انجـام شـد و در   

وي پلاسـمید و گیـاه   ي موارد انـدازه قطعـات تکثیـر شـده ر     همه
کسان و مطابق با فاصـله بـین دو آغـازگر    ی تراریخته به طور کامل

). 3پیشرو و برگشتی مورد استفاده بر روي پلاسـمید بـود (شـکل    
این مشاهده بیانگر آن بود کـه حـداقل یـک نسـخه سـالم از ایـن       

  بـین ژن   قسمت از پلاسمید به گیاه منتقل شده است. تکثیر ناحیـه 
ترکیـب   26بـا اسـتفاده از    PEPCسیلین و پیشـبر   مقاومت به امپی

آغازگري انجام شـد. در ده مـورد طـول قطعـه تکثیـر شـده روي       
پلاسمید و گیاه یکسان بود، در هشت مورد اندازه قطعـات تکثیـر   

تر از اندازه مـورد نظـر بـود و در     شده روي گیاه تراریخته کوچک
تراریختـه تکثیـر نشـد     هشت مورد دیگر این ناحیه بر روي گیـاه 

تکثیر بـر روي پلاسـمید و گیـاه    اساس تفاوت الگوي ). بر3(شکل
گیري شـد کـه محـل وقـوع نـوترکیبی بـین        در ناحیه اخیر، نتیجه
اي در این ناحیه یعنی بین ناحیـه رمـز کننـده     پلاسمید و گیاه نقطه
 باشد. PEPCسیلین و پیشبر  ژن مقاومت به امپی

محـل شکسـت پلاسـمید دو     3هـاي مجـاور َ   سازي توالی در جدا
) بــا AD3-9) و (AD1-9آغازگرهــاي (تکثیــر صــحیح حاصــل از 

در  IIو  Iجفت بـاز (بـه ترتیـب شـماره      1000و  700هاي  اندازه
ردیـف   یابی شد و هـم  دست آمد. این قعات ردیف ) بهچهارشکل 

هاي منتقل شده و ژنوم بـرنج انجـام    ها با توالی پلاسمید سازي آن
) و AD3-9شد. با طراحـی آغـازگر از انتهـاي تـوالی حاصـل از (     

ــفت ــر مجــدد ردی ــا روش  کثی ــاري ب ــاي کن  TAIL-PCR ،900ه
 یابی شد. نوکلئوتید در ادامه توالی قبلی ردیف

، از ترکیـب  cry1Abکاست ژنـی   5´سازي نواحی مجاور  در جدا
تکثیري حاصل نشـد کـه علـت آن     ADبا آغازگرهاي  18آغازگز 

مـورد اسـتفاده    ADتواند این باشد که هیچ یک از آغازگرهاي  می
 با آغازگر اختصاصی قرار نگرفتند.اصله قابل تکثیر در ف
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دهنده  ، دو شماره مشابه در کنار هم نشان3') تکثیر ناحیه مجاور انتهاي B، (5') تکثیر ناحیه مجاور انتهاي TAIL-PCR) ،Aنتایج حاصل از  -4شکل 

 Fermentasاز شرکت  M (ladder mixمحصول مرحله دوم و سوم است. (
Figure 4- The results of TAIL-PCR. (A) amplification of 5´flanking sequence, (B) amplification of 3´flanking sequence, tow 
similar numbers indicate products of secondary and tertiary reactions. (M) ladder mix (Fermentas) 

 5´عد از انتهاي نوکلئوتید ب Splinkerette PCR ،1032اما با روش 
ردیف سازي  ). نتایج هم5جداسازي شد (شکل  20آغازگر شماره 

 و pCIB4421بــا پلاســمیدهاي   5´و  3´هــاي مجــاور   تــوالی
pChitIHygII آورده شده است.شش وم برنج در شکل و ژن 

هـاي مجـاور    دست آمده ردیـف  هاي به که آیا توالی براي اثبات این
 شی دیگر از جایگاه تراژن اسـت خنسخه کامل است یا مربوط به ب

 ت.استفاده شده اس I-PCRاز روش 
ها بلافاصله در مجاورت نسـخه کامـل قـرار گرفتـه      اگر این توالی

و انجـام پی.سـی.آر    Bgl IIباشند پس از هضـم بـا آنـزیم برشـی     
بایـد   20و  3معکوس، اندازه محصول حاصل از بسط آغازگرهاي 

 11و  5از آغازگرهـاي  جفت باز و اندازه محصول حاصـل   1267
یـن فرضـیات   ا I-PCRجفت باز باشد. نتایج  1700باید بزرگتر از 

هـاي   ها با توالی ردیف سازي این توالی هم). 7را تایید کرد (شکل 
ــاي   TAIL-PCRحاصــل از  ــب آغازگره ــه حاصــل از ترکی (قطع

AD3-9 و (Splinkerette PCR ها بـا   کامل آن دهنده انطباق نشان
جفـت بـاز دیگـر از     97یابی  ست و منجر به ردیفیکدیگر بوده ا

حاصـل از    شـد. بنـابراین قطعـه    cry1Abکاست بیـانی   3´انتهاي 
) مربوط به بخشی دیگر از سـاختار جایگـاه   AD1-9آغازگرهاي (

طرفـه مشـخص    تراژن است. با توجه به نتایج پی.سی.آرهاي یـک 
د نوکلئوتید بع 148شد که محل شکست پلاسمید در نسخه کامل 

سه قطعـه  ). 6سیلین است (شکل  اومت به امپیژن مق 5'از انتهاي 
نقطـه   3´نوکلئوتید از توالی مجـاور   40و  181، 221هاي  با اندازه

 ، با ژنوم برنج همولوژي نشان دادند.cry1Abشکست کاست ژنی 
نوکلئوتیدي با دو قسـمت مجـزا از ژنـوم میتوکنـدري      221قطعه 

-NC_011033: 1422900-423121, 341813هاي:  برنج (موقعیت

است همچنین ایـن   ) Identity( درصد تطابق 98) داراي 342034
 9درصد تطابق بـا بخشـی از کرومـوزوم شـماره      97قطعه داراي 
) اســت. قطعــه NC_008402.2: 5271486-5271707(موقعیــت: 

ــت: درصــد ت 99داراي  181 ــدري (موقعی ــوم میتوکن ــا ژن ــابق ب  ط
NC_011033.1: 336174-335993 نوکلئوتید  74) است، همچنین

درصد تطابق با بخشی از کرومـوزوم   96ابتداي همین قطعه داراي 
) NC_008397.2: 34148722-34148799(موقعیت:  چهارشماره 

نوکلئوتیدي نیـز مشـابه تـوالی ژنـوم میتوکنـدري       40است. قطعه 
: حضـور ژن  3( 3:1با نسبت  cry1Abکه ژن  است. با توجه به این

) Ghareyazie et al.1997رسد ( : عدم حضور آن) به ارث می1به 
ــد روي کرو  ــق آن بای ــاه تلفی ــته جایگ ــوزوم هس ــه   م ــد ن اي باش

 از دي.ان.اي kb131اسـت کـه حـدود    مشخص شده  میتوکندري.
عنـوان   اي بـرنج پراکنـده اسـت کـه بـه      هسـته  میتوکندري در ژنوم

 NUclear MiTochondrial(اي ( هـاي میتوکنـدریایی هسـته    توالی

sequences(NUMTs)( NUMTs( هاي شوند، پژوهش خوانده می 
دهد کـه انتقـال دي.ان.اي    آزمایشگاهی و بیوانفورماتیکی نشان می

هاي سیتوپلاسمی به هسته فرآیندي مـداوم اسـت و هنـوز     اندامک
). اغلـب   Huang et al.2004; Kleine et al.2009ادامـه دارد ( 

 Open( ندامک در نواحی کروماتینی بازهاي ا هاي پایدار توالی درج
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chromatin region(   افتـد،   که نواحی فعال ژنوم هستند اتفـاق مـی

که داراي بیان بـالا  هایی  است که جایگاه تلفیق تراژن مشاهده شده
و پایداري هستند نیز اغلب در نواحی غنی از ژن اسـت. بنـابراین   

است و قطعـه   نهکروموزوم شماره  221به احتمال زیاد منشا قطعه 
اي از یـک   پیوستهز ممکن است حاصل ترکیب قطعات غیر نی 181

هـاي    هاي مختلـف همـراه بـا بـازآرایی     کروموزوم و یا کروموزوم
توجـه بـه حضـور    گونه مشـاهدات بـا   متعدد باشد. البته تفسیر این

هـایی کـه    اي و بـازآرایی  هاي میتوکندریایی هستهتعداد زیاد توالی
دهد و همچنین آرایش فضایی کرومـاتین   ق رخ میطی فرآیند تلفی

هـاي دور از   درون هسته در لحظه تراریزش که ممکن است بخش
هـاي مختلـف در    هایی از کروموزوم هم یک کروموزوم و یا بخش

 )، مشـکل اسـت.  Morikawa et al.2002کنـار هـم قـرار گیرنـد (    
هـاي   عنوان مثال در یک لاین تراریخته گندم با مقایسـه سـیگنال   به

FISH  وfiber-FISH هاي متافاز در مرحله  مشاهده شد که سیگنال
اینترفاز به یکدیگر نزدیک و حتی گاهی بـه یـک سـیگنال تبـدیل     

). حضور تـوالی انـدامک درون   Abranches et al.2000شوند ( می
جایگاه تـراژن در برخـی گیاهـان تراریختـه تجـاري ماننـد ذرت       

نیز  SUNUPتراریخته واریته و خربزه درختی  Mon863تراریخته 
ــه   ــت. در ذرت تراریختـ ــده اسـ ــزارش شـ ــوالی  Mon863گـ تـ

جایگاه تراژن وجـود دارد   3´و  5´میتوکندریایی در هر دو انتهاي 
ها از قبل در محل تلفیق وجـود   و مشخص نشده که آیا این توالی

 Europeanکه حضور آن نتیجـه تراریـزش اسـت (    داشته و یا این

Food Safety Authority 2010.(   ــه ــی واریت ــزه درخت در خرب
SUNUP  جایگـاه تـراژن)    3توالی مجاور (مربوط بـه   ششنیز از

 اي مــورد حــاوي قطعــاتی از دي.ان.اي کلروپلاســت هســته  پــنج
)NUclear Plastid DNA (NUPTs)( ) بودندMing et al.2008 .(

هـاي   حضور توالی میتوکندري و کلروپلاست به ترتیـب در لایـن  
ــرنج ( تراری ــه بـ ــیس Takano et al.1997ختـ ) و آرابیدوپسـ

)Morikawa et al.2002  نیز گزارش شده است. بنابراین حضـور (
توالی اندامک درون جایگاه تـراژن یـک پدیـده معمـول اسـت و      

 Council ofکند ( هاي ایمنی زیستی ایجاد نمی مشکلی در ارزیابی

the European communities 2004.( 
هاي مختلف پلاسمید و سـه قطعـه    ه از قسمتقطع 17در مجموع 

هاي مجاور جداسازي شده مشاهده شد کـه   از ژنوم برنج در توالی
) و پـنج اتصـال بـین    T/Tاتصال بین دو قطعه از تراژن ( 10شامل 

هـاي   بررسی). شش) است (شکل T/Cدي.ان.اي میزبان و تراژن (
یگـاه  گیـري جا  اولیـه در شـکل   کاردهد که سـازو  زیادي نشان می

ــا    ــوژي ی ــه واســطه میکروهمول ــاي آزاد ب ــراژن اتصــال دو انته ت
،  )Illegitimate recombination (IR(هاي غیر معمـول (  نوترکیبی

 SDSA )synthesis-dependent strandویژه از طریق مسیر ترمیمی  به

annealing (  ) اسـتGorbunova and Levy 1999; Svitashev et 

al.2002جاور کاست ژنی هاي م ). در توالیcry1Ab اتصـال   ده، از
T/T ، اتصــال  پـنج مــورد و از  سـهT/C مــورد شــامل چهـار  ، نیــز

ــات   ــد و در محــل اتصــال قطع ــوژي بودن  148و  40میکروهمول
ــکل ــوایزومراز 6 (شـــ ــق توپـــ ــورد توافـــ ــوالی مـــ  II) تـــ

)5´-GTNWAYATTNATNNG-3´, Sander and Hsieh 1985 (
سـازي   جـدا  3´هـاي مجـاور    که توالی وجود دارد. با توجه به این

اي از تراژن و دي.ان.اي میزبـان   شده مخلوطی از قطعات ناپیوسته
رسد که این  به نظر می ،اند به هم متصل شده IRاست که از طریق 
 باشد. SDSAمسیر ترمیمی   نتیجه cry1Abقسمت از جایگاه 

 pChitIHygIIدر تولید بـرنج تراریختـه طـارم مـولایی پلاسـمید      
)، تحـت پیشـبر   hptهاي هیگرومایسین فسفوترانسـفراز (  حامل ژن

CaMV35S  و پایانبرtml     و ژن کیتیناز جو تحـت پیشـبر اکتـین و
بـه گیـاه منتقـل شـد.      pCIB4421، همزمان با پلاسمید nosپایانبر 
کاسـت ژنـی    5´نوکلئوتید در تـوالی مجـاور    80اي به طول  قطعه

cry1Ab  مطابق با توالی پایانبرtml   توانـد   است، این مشـاهده مـی
 هایی از این دو پلاسمید با یکدیگر باشد. بیانگر ترکیب قسمت

نشان داد که ایـن دو ژن بـا    hptو  cry1Abبررسی توارث دو ژن 
رسند و در نتیجه بـر روي یـک کرومـوزوم تلفیـق      هم به ارث می

و  pChitIHygII). دو پلاسمید Ghareyazie et al. 1997اند ( شده
pCIB4421  داراي حدودkb6/2 .توالی مشترك هستند 

از پلاسـمید   PEPCسیلین و پیشـبر   مقاومت به امپی   توالی بین ژن
pCIB4421 مشاهده شده است بـه طـور    5´حی مجاور که در نوا

در پلاســمید  tmlهــاي مجــاور پایــانبر    مشــابه تــوالی  کامــل
pChitIHygII .است 
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، Fermentasاز شرکت  M (ladder mix) گیاه غیر تراریخته، (N، (pCIB4421) پلاسمید P) گیاه تراریخته، (Splinkerette PCR ،)Tنتایج  -5شکل 

) مربوط به آغازگرهاي اختصاصی 20و  14، 11، 3هاي ( ) آغازگر ویژه سازگارساز، شمارهAPاعداد داخل پرانتز ترکیب آغازگرهاي مورد استفاده است: (
 ).1ل ها مطابق شک هستند (شماره

Figure 5- The results of Splinkerette-PCR. (T) transgenic plant, (P) pCIB4421 plasmid, (N) non transgenic plant, (M) ladder 
mix (Fermentas), Numbers. in parentheses indicate primers used in PCR. (AP) adaptor specific primer, numbers (3, 11, 14 and 
20) are gene specific primers (numbering. according to figure 1). 

نوکلئوتیدي کـه بعـد    720نشان داد که از  5´بررسی توالی مجاور 
دست نخورده بـاقی مانـده اسـت،     20آغازگر شماره  3´از انتهاي 

سـیلین و   مقاومت بـه امپـی     نوکلئوتید متعلق به ناحیه بین ژن 478
نوکلئوتیـدي نشـان داده    48) قطعـه  6شـکل  است ( PEPCپیشبر 

تنها داراي چهار  pCIB4421بر روي پلاسمید  شششده در شکل 
جفـت بـازي در    46است و قطعـه   478نوکلئوتید فاصله با قطعه 

مشابه بخشـی   به طور کامل pCIB4421بر روي پلاسمید  6شکل 
 جفت بازي است. 478از توالی قطعه 

 42و  478نه تفسیر کرد که بین قطعات گو توان این این نتایج را می
یـک شکسـت رخ داده و دي.ان.اي    pCIB4421بر روي پلاسمید 

اي حاصل از تجزیه انتهایی به توالی همولوگـوس خـود    تک رشته
جـام  متصل شده و تـرمیم شکسـتگی ان   pChitIHygIIدر پلاسمید 

مربوط بـه   45و  42قطعات  شده است. بر این اساس احتمال دارد

عنـوان فیلـر دي.ان.ا در محـل     د که بـه باشن pChitHygIIید پلاسم
انــد. البتــه تفســیر و درك بهتــر رخــدادهاي  شکســتگی درج شــده

پـذیر   مشاهده شده تنها پس از توالی یـابی کامـل جایگـاه امکـان    
تلفیـق تـراژن را در    ) ساز و کـار Ghareyazie 1996خواهد بود. (

زمان دو پلاسمید  ش همچهار لاین تراریخته برنج حاصل از تراریز
pTRA132  وpCaI1GC      مورد بررسـی قـرار داد و بـا اسـتفاده از

یابی نشـان داد کـه دو    هاي سادرن بلات، پی.سی.آر و توالی تجزیه
شوند. بررسی جایگـاه   پلاسمید قبل از تلفیق با یکدیگر ترکیب می

تراژن در یک لاین تراریخته یولاف حاصل از تراریـزش همزمـان   
ید نیز نشان داد کـه دو پلاسـمید در یـک مکـان تلفیـق      دو پلاسم

ي  کلـی تعـداد نسـخه   طور). بهMakarevitch et al.2003اند ( شده
هاي مربـوط بـه    و بازآرایی ) Intactness( تراژن، دست نخوردگی

هـا نسـبت بـه هـم از مهمتـرین       گیـري آن  ها و چگونگی جهت آن
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وانند سـطح بیـان و   ت هاي ساختار جایگاه تراژن هستند که می جنبه

 Pecinka et al.2005; Yang( ثیر قرار دهندیداري آن را تحت تأپا

et al.2005; Kohli et al.2006 .( 
برنج تراریخته طارم مولایی در تجزیه سادرن بلات الگـوي تلفیـق   

بــود  cry1Abنســخه از ژن ســه اي را نشــان داد کــه شــامل  ســاده
)Ghareyazie et al.1997در طی بیش از  لاي تراژن). حفظ بیان با

. نتیجه ساختار ساده جایگاه آن باشـد  در نسل نیز احتمال دارد 10
دهـد کـه    هاي مجاور این جایگاه نشان می بررسی بخشی از توالی

هاي میتوکنـدریایی   داراي خصوصیات مشترکی مانند حضور توالی
هاي تراژن در برخی گیاهـان تراریختـه تجـاري     اي با جایگاه هسته
محافظـت   واند تایید کننده حضور یک ساز و کارت و این میاست 

اي بیگانه درون ژنـوم  شده در سلول گیاه براي تلفیق پایدار دي.ان.

ها و مسیرهاي درگیر در کاربیشتر این سازو درك باشد. بدون شک
 ـ .ان.اي بیگانه میتلفیق دي د تـا پیچیـدگی سـاختار    تواند کمک کن
اختار محـل و س ـ  بـر نقـش اثرهـاي    ا بتوان کنترل کرد وجایگاه ر

بهتـرین   .)Huang et al.2004شـد (  جایگاه بر پایداري بیان چیـره 
، مقایسـه سـاختار و   کارها و اثرهـا ي شناسایی این سـازو روش برا

هاي تراژن در گیاهان مختلف داراي بیان بالا و  محل تلفیق جایگاه
ر گیاهانی هاي تراژن د هاي پیشرفته با جایگاه پایدار تراژن در نسل

اند، اسـت و   هاي اولیه از دست داده که بیان مطلوب ژن را در نسل
تواند منبع ارزشمندي  در این راستا برنج تراریخته طارم مولایی می

تر عوامل پایـداراي بیـان تـراژن     براي پژوهش در زمینه درك دقیق
 باشد. 

 
، رنگ بنفش مربوط به ناحیه بین pCIB4421) ساختار خطی پلاسمید cry1Ab) ،Aنی کاست ژ 5´و 3´هاي مجاور  تصویر شماتیک ساختار توالی -6شکل 

، شامل نسخه cry1Ab) ساختار جایگاه Bاست. ( 1ها مطابق شکل  دهنده آغازگرها هستند و شماره آن ها نشان است. پیکان PEPCسیلین و پیشبر  امپیژن 
هاي مشابه  هاي مشابه با پلاسمید با رنگ ایزوله شده است. قست Splinkerette PCRقسمت به روش  ، این5') توالی مجاور Cهاي مجاور آن. ( کامل و توالی

و ژنوم برنج همولوژي نداشته  pCIB4421 ،pChitIHygIIدهد که با پلاسمیدهاي  هاي خاکستري بخشی از توالی را نشان می اند و قسمت نشان داده شده
دهنده جهت درج توالی (مستقیم یا  ها نشان هاي رسم شده در داخل مستطیل  است. پیکان pChitIHygIIمید نوکلئوتیدي بخشی از پلاس 80است. قطعه 

ایزوله شده  TAIL-PCR، این قسمت به روش 3') ساختار توالی مجاور Dمعکوس) و اعداد زیر هر مستطیل بیانگر تعداد نوکلئوتیدهاي آن قطعه است. (
 است. Cها مانند شکل  گذاري نوم برنج است، سایر علامتدهنده توالی ژ است. رنگ آبی نشان

Figure 6- Schematic of the structure of 3´ and 5´ flanking sequences of cry1Ab locus. (A) Linear map of pCIB4421 plasmid, 
the violet color indicates region between ampR and PEPC, arrows represent primers (numbering. according to figure 1). (B) 
Structure of cry1Ab locus includes intact copy and its flanking regions. (C) 5´flanking sequence, this section is isolated by 
splinkerette PCR; parts which are similar to plasmid are shown with same colors. The gray boxes indicated unknown 
sequence. 80 nucleotides fragment is a part of pChitIHygII plasmid. Arrows inside the boxes indicate orientation of transgene 
insertion. Numbers below each box indicate the numbers of nucleotides that fragment. (D) 3´flanking sequence, this section is 
isolated by TAIL-PCR, the blue color represents genomic DNA of rice, and other marks are similar to figure c. 
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ه ، اعداد داخل پرانتز شمارpCIB4421) پلاسمید P) دي.ان.اي ژنومی هضم نشده، (N.D) دي.ان.اي ژنومی هضم شده، (I-PCR) ،Dنتایج  -7شکل 

 .cry1Abکاست ژنی  5´) تکثیر توالی مجاور II، (cry1Abکاست ژنی  3´) تکثیر توالی مجاور Iاست. ( 1آغازگرهاي مورد استفاده و مطابق با شکل 
Figure 7- The results of I-PCR. (D) digested genomic DNA, (N.D) undigested genomic DNA, (P) pCIB4421 plasmid, 
Numbers in parentheses indicate the primers used in PCR. Primers are numbered according to figure 1. (I) amplification of 3´ 
flanking sequences of cry1Ab cassette, (II) amplification of 5´ flanking sequences of cry1Ab cassette. 
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he effect of manganese and salicylic acid on gene expression of Menthone Reductase (MR) and 

menthol content in Mentha piperita were investigated. The research was conducted by a factorial 

experiment design in a randomized complete block with three replications. The experimental 

factors include the treatments by manganese (500 µM) and salicylic acid (1 mM) and time (1, 3 and 5 

days) after spraying. The results of ANOVA indicated that the manganese and salicylic acid treatments 

had significant effect on gene expression of Menthone Reductase and menthol over all three times after 

spraying. The lowest gene expression of MR and menthol casused by manganese at 5 days after spraying 

was significantly different from control. The maximum gene expression of MR and menthol content was 

achieved by salicylic acid at 5 days after spraying. The analysis of the interaction of manganese and 

salicylic acid showed that salicylic acid reduced the manganese toxicity to some extent in the expression 

levels of MR and the menthol content. The results of this experiment showed that a direct correlation 

exists between the MR expression and the amount of menthol in peppermint, so that over time by 

increasing the MR expression, the amount of menthol was also increased by salicylic acid while the 

expression of MR and the amount of menthol was decreased by manganese. However, it was observed that 

salicylic acid acts as a powerful hormone and stabilizes the effect of manganese on MR gene expression 

and menthol content in peppermint plant. 
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ince permanent transfer of genes and transgenic plant production, particularly in perennial plants 

such as almonds are time and cost consuming, optimization of various factors affecting the 

transgenic plants is critical. Transient genetic expression using Agrobacterium (Agroinfiltration) 

in plant is a useful tool to study gene function indifferent gene expression systems. Since optimization of 

factors that could affect the transgenic methods is necessary for gene transfer programs, Because This 

study was aimed at developing an efficient system for transient expression via Agrobacterium in almond 

leaves for rapid prediction of systems performance. Here the lichenasereporter gene was usedto assessthe 

parametersinfluencing thelevel oftransient expression. The main advantagesof using thisgene includeeasy 

operation, high sensitivity and biosafety. Three different constructs carrying lichenase gene and 

differentregulatoryelementswereinfiltrated intoleaves ofmamaei and shahrood 12cultivars,by two 

Agrobacteriumstrain, LBA4404 andGV3501,using syringewithoutneedle.After threedays,the amount of 

active proteinwas measured. Statistical analysis showedthat the highestamount ofprotein was obtainedin 

theleavesof mamaei cultivar transformedby theexpression systemcausing accumulation ofproteins in 

theendoplasmic reticulum by LBA4404 strain. So forrapidproduction ofrecombinant protein in Almond, 

theagroinfiltration method by using the related expression system, LBA4404 strain and mamaei cultivar, 

isrecommended. 
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alicylic acid (SA) and Jasmonic acid (JA) signaling pathways are mutually antagonistic and 

sometimes synergistic. This regulatory cross talk may have evolved to allow plants to fine-tune 

the induction of their defenses in response to different plant pathogens. NPR1 plays a significant 

role in regulating the interaction of salicylic acid and methyl jasmonate pathway. In fact, NPR1 activation 

depends on the levels of these two hormones in plant. Therefore, antagonistic and synergistic effects of 

salicylic acid and methyl jasmonate spraying were investigated on the expression of  the genes NPR1, 

Thionin, PDF1.2 and PR1 using Real time PCR technique in two rice cultivars Khazar (resistant to blast) 

and Hashemi (susceptible to blast) at 0, 6, 12, 24 and 48h after spraying. Results showed that the studied 

genes had different expression patterns in different genotypes and times after spraying, in response to 

salicylic acid and methyl jasmonate, indicating an association between regulatory pathways of these 

hormones and induction of the defense related genes. The expression of the studied genes was increased by 

SA and MJ treatment in khazar, while no significant differences were observed among different times after 

SA and MJ treatment for PR1 in Hashemi. The expression of the other genes was also low in this cultivar. 

In general, it could be concluded that antagonistic and synergistic effects of SA and MJ lead to changes in 

the expression of the genes studied at different times after spraying and in the formation of the immune 

system in resistance genotype. 
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iotechnology needs the genetic resources to establish the sustainable tolerance to salinity stress 

in GMO plants. Aleluropus littoralis is known as a good model plant for understanding the 

genetic and molecular mechanism of salt resistance in monocots. This plant has a high genetical 

homology with rice. In this study, 150 ESTs were isolated from A. littoralis. Firstly, repeated sequences 

were eliminated and then the possible function and similarity of the remained ESTs were compared with 

other ESTs of different plants using international genetic databases. Results of this study showed that, 71 

of the selected ESTs were similar to the ESTs in the databases and their function have been determined. 

Moreover, 14 ESTs were similar to the ESTs in the databases but their functions have not been determined 

yet. Seven ESTs did not show any similarity. Alignment analysis showed that the isolated ESTs were 

categorized in 19 different groups. 16 ESTs acted as a transporter, 12 ribosomal proteins and the other 

ESTs were related to channel transfer regulators, RNA editing and cell division. By the relatively high 

level of homology with rice genes, the genetic studies on Aleuropus could help in determining the 

differences in salt-tolerance between glycophyte and halophyte grass 
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ative isolates of Bacillus thuringiensis were obtained from soil samples of various ecosystems 

in Mazandaran province and Cry1, the insecticidal protein-encoding gene, was detected in the 

isolates. About 491 bacilliform isolates were obtained from 128 soil samples through sodium 

acetate inhibition procedure. Two hundred ninety one spore-forming, 85 spore and cap-forming and 113 

spore, cap and crystal forming bacteria representing 59.67, 17.31 and 23.01% 0f the isolated strains were 

identified by phase contrast microscopy. Molecular identification of Cry1 and its 14 related genes were 

carried out by 14 pairs of gene-specific primers. Fifteen isolates contained the Cry1 gene in the expected 

size. Cry1Ac and Cry1I were detected in all of the isolates but Cry1Aa, Cry1F, Cry1G and Cry1K were not 

entirely found. Cry1D, Cry1E and Cry1J were amplified in some of the isolates in different sizes: this 

could be attributed to the fact that they might have contained one or more new Cry genes. Detecting the 

effective genes of native Bt strains and their application in genetic engineering can be a useful component 

in future of insect pest management system. 
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he level and stability of transgene expression can be influenced by factors such as structure of 

expression cassette, integration pattern and locus structure. The structure of transgene locus is 

important in its expression mechanisms. The aim of this experiment was to characterize the 

cry1Ab transgene locus structure in a transgenic rice (Oryza sativa, cultivar Tarom Molaii). This 

transgenic rice, co-transformed with two different plasmids (pCIB4421 and pChitIHygII), had a simple 

integration pattern and stable expression over several generations. In order to characterize the cry1Ab 

transgene locus stracture, the exact insertion site was identified using specific primers corresponding to 3´ 

and 5´ ends of ampR gene, 3´ end of cry1Ab gene and 5´ end of PEPC promoter on pCIB4421 plasmid. 

Then, DNA sequences of the flanking insertion sites were amplified using two methods of one-side PCR 

including TAIL-PCR and Splinkerette PCR. Sequencing of the PCR products and bioinformatics analysis 

revealed that pCIB4421 plasmid break for insertion was 148 bp after 3´ end of ampR gene. A fragment 

corresponding to 1499bp downstream sequences and 311 bp upstream of insertion site were isolated. 

BLAST search was performed against the pCIB4421, the pChitIHygII and Oryza sativa genome. 

Downstream sequences of the insertion site was scrambled fragments of delivered DNA and rice genome, 

however the upstream of the insertion site was non-continuous fragments of the delivered DNA. 
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