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مطالعه مکانیسمشود ومیمحسوبگیاهبرايبزرگیتهدیدشوريتنشمختلف،هايتنشبیندر
شوري در گیاه مدلتحملمسیرهايازیکیدر. استگیاه حائز اهمیتدرشوريتحمل

که یک حسگر یونهاي کلسیم و Salt Overly Sensitive3 (SOS3)پروتئین آرابیدوپسیس،
موجب فعال سازي فرایندهاي SOS3-SOS2آغازگر مسیر تحمل شوري است با تشکیل کمپلکس 

هاي ي سوپراکسید که در تنشهااز سوي دیگر، رادیکال. شودمختلف به منظور تحمل شوري می
چگونگی . شود براي سلول مضر بوده و بایستی از بین بروندمختلف ازجمله تنش شوري تولید می

هاي اکسیداتیو در گیاهان مقاوم به حذف این رادیکالهاي سوپراکسید و حفظ سلول از آسیب
Yeast Two Hybrid Systemروشکارگیريدر این تحقیق، با. شوري مشخص نیست

(Y2HS) و دوبل تراریزش مخمرSaccharomyces cerevisiaeسویهAH109هاي با ناقل
pGBT9-SOS3 وpGADT10-AtcDNAهاي پروتئینی میانکنشSOS3 در میان کتابخانه

cDNAاز چهار کلنی بدست آمده در روي محیط کشت انتخابی . آرابیدوپسیس جستجو گردید
SD-AHWL استخراجDNA ناقلپس از تکثیر انجام وpGADT10-AtcDNA آنها درE. coli

یکی از مهمترین . شدBLASTیابی صورت گرفت و در بانک اطلاعات آرابیدوپسیس توالی
Manganese Superoxide Dismutaseهاي یافت شده مربوط به پروتئین میانکنش 1 (MSD1)

هاي فاظت گیاه از آسیبهاي سوپراکسید براي حواکنش خنثی سازي رادیکالMSD1. بود
در SOS3توسط MSD1میانکنش و  بکارگیري . ها را به عهده دارداکسیداتیو ناشی از استرس

در ادامه، میانکنش . شودهاي اکسیداتیو میمسیر مقاومت به شوري موجب نجات گیاه از آسیب
SOS3-MSD1 با جداسازي و همسانه سازيcDNA کاملMSD1برید مخمر هاي دوبل هیدر ناقل

تولید SOS3نشان داده شد که پروتئین GST-Pull Downهمچنین به کمک تکنیک . تایید شد
تولید شده از روي MSD1و پروتئین نشاندار pGEX2TK-SOS3شده در باکتري از روي 

pGBKT7-MSD1این اولین گزارش از برهمکنش مسیر . بصورت مستقیم باهم میانکنش دارند
باشد که مکانیسم می(MSD1)با مسیر حذف یونهاي مضر سوپراکسید (SOS3)تحمل به شوري 

.سازدمولکولی این دو مسیر را بهم مرتبط می

هاي کلیديواژه
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مقدمه

براي این که یک سلول به طور کاملا هماهنگ رفتار کند، باید کلیه
از این رو، تنوع . عملکردهاي آن به نوعی به هم مرتبط شوند

هاي میانکنشهاي بیولوژیکی نتیجهعملکرد و پیچیدگی در سیستم
-به عنوان فراوانها پروتئین.بیولوژیکی استموجود مابین اجزاء 

هاي هاي زیستی، اساس بیشتر فرایندین اجزاء سیستمتر
آنها بین میانکنشمطالعهند و دهبیولوژیکی مهم را تشکیل می

تواند کمک قابل توجهی در توضیح بخشی از یک مسیر می
این امر بر این فرض استوار است که عملکرد . عملکردي ارائه کند

گر آن است یک پروتئین، مرتبط با عملکرد شریک میانکنش
)Pawson, ، GST Pull-downهمانند هاي مختلفی روش). 2003

Tandem Affinity Purification (TAP-tag) ،Co-

Immunoprecipitation (Co-IP)،Bimolecular Fluorescence

Complementation (BiFC) وFluorescence Lifetime

Imaging Microscopy (FLIM)هاي میانکنشبراي مطالعه
هاي کلاسیک جهت مطالعه از روشیکی. پروتئینی وجود دارد

Yeast two hybridها، سیستم دوبل هیبرید مخمر یا این میانکنش

system (Y2HS)هاي پروتئین ویژگیاست که بر پایهGAL4

DNA(DNA Bindingمخمر که شامل دو بخش اتصال به 

Domain: BD)سازي رونویسیو فعال(Transcription

Activating Domain: AD)ریزي شده است ، پایهباشدمی
)Chien et al. 90این سیستم که در اوایل دهه ). 1شکل ) (1991

Saccharomyces cerevisiaeدر مخمر Songو Fildesتوسط 

ارائه شد، انقلابی را در آنالیز میانکنش پروتئینی ایجاد کرد و به 
- ویژهتدریج به علت سادگی نسبی، تنوع و کارایی بالا، از جایگاه

Bruckner(اي برخوردار شد  et al. لازم به یادآوري است ).2009
لازم است به کمک سایر روشها مورد روشکه یافته هاي این 

.تایید قرار گیرد

براي بقا و رشدونمو، باید به طور ثابت، تغییرات موجودات زنده
محیط خود را درك کنند و به طور صحیح از طریق تنوعی از 

,Silva(ي مولکولی به آن پاسخ دهند هامکانیسم هاي تنش). 2009
مختلف محیطی منجر به تغییرات مورفولوژیکی، فیزیولوژیکی، 

شوند که به طرز نامطلوبی رشد بیوشیمیایی و مولکولی بسیاري می
دهند و مانع بروز پتانسیل و باردهی گیاه را تحت تاثیر قرار می

Rodriguez(شوند ژنتیکی کامل گیاه می et al. جملهاز). 2005
واسطهبهکهکرداشارهشوريتنشبهتوانمیمهمهايتنش

,Zhu(کندمیمهارراگیاهرشد،نمکتجمع 2007.(
Arabidopsisدر یکی از فرایندهاي تحمل شوري در گیاه مدل 

thaliana به نام مسیرSalt Overly Sensitive (SOS) پروتئین ،
SOS3 موتیف با، یک پروتئینEF-hand است که قادر به درك

به SOS3. باشدمیسیتوزولی ناشی از تنش شوري +Ca2سیگنال 
غشايدرSOS2تجمعباعث، +Ca2محض درك سیگنال 

در ادامهوشدهSOS3-SOS2کمپلکس تشکیلوسیتوپلاسمی
موجب فعال سازي فرایندهاي مختلف به منظور تحمل شوري 

Sanchez-Barrena(شود می et al. تاکنون مطالعات زیادي ). 2004
بررسی تاثیر بیان : ست، از جملهصورت گرفته اSOS3در مورد 

در افزایش تحمل گیاه ) SOS)SOS1-3هاي مسیر همزمان ژن
Yanga(نسبت به شوري  et al. ، بیان، خالص سازي و )2009

SOS3)Sanchez-Barrenaکریستالیزاسیون  et al. ، تعیین )2004
و همچنین حالت اتصال +Ca2در حالت اتصال به SOS3ختار سا
Sanchez-Barrena(و یون منگنز +Ca2به  et al. در ادامه). 2005

مسیردرك بهتراین تحقیقات، در پژوهش حاضر، به منظور 
هاي و با توجه به نبود اطلاعات در زمینه میانکنشمذکور

دوبل و Y2HSروشبکارگیريبامولکولی این پروتئین، 
.Sمخمرریزشترا cerevisiae حاوي بانک ناقلباAtcDNA و

با دیگر پروتئینها SOS3کنش پروتئین میانSOS3حاوي ژن ناقل
.تایید گردیدGST Pull-Dwonروشو یافته ها با بررسی شد



...MSD1دخالت متالوپروتئین  خواجه دهی و همکاران

81 1394پاییز و زمستان/ 2شماره / 4دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

Figure 1. The schematic mechanism of Yeast two hybrid test.

در AD-Yو BD-Xپروتئین هاي شیمر . می شودتراریزشبصورت همزمان ناقلمخمر با دو .  سازوکار مولکولی تست دوبل هیبرید مخمر-1شکل
به ناحیه BD-Xبراي اتصال BDو ADمیانکنش وجود داشته باشد موجب کنار هم قرار گرفتن Yو Xاگر بین دو پروتئین . شودمخمر تولید می

هاي شود تا رونویسی ژن گزارشگر صورت گیرد و پروتئینمیAD-Yتوسط RNA pol IIختصاصی روي پروموتور و همچنین فعال سازي آنزیم ا
Activation)پلیمراز RNAناحیه فعال سازي آنزیم : AD. خواهد شدHو Aمربوطه تولید شود که در نتیجه موجب رشد مخمر در محیط کشت فاقد 

Domain) ،BD : ناحیه اتصال شونده به پروموتور(DNA Binding Domain) ،X وY ،نام فرضی دو ژنGAT TATA : پروموتور ژنGAL4 ،GAL

UAS : توالی بالادست پروموتور ژنGAL4 ،L : حاوي ناقللوسین که از رويADشود، تولید میW : حاوي ناقلتریپتوفان که از رويBDتولید می -
.ژن گزارشگر هیستیدین:Hدنین،ژن گزارشگر آ: Aشود، 

 .

هاروشومواد

به این منظور پس از تکثیر مخمر :تراریزش مخمر
Saccharomyces cerevisiaeسویهAH109 در محیط غنی

Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD) ،اول مخمر تراریزش
با GAL4-BDمتصل به ناحیه SOS3حاوي ژن pGBT9ناقلبا 

انجام شد Clontechشرکت شوك حرارتی روش 
)Pazhouhandeh et al. کار پس از تهیه سلولهاي براي این).2006

OD600=0.5و حصول YPDشایسته مخمر با کشت مایع در 

دور در دقیقه در دماي اتاق انجام و 5000دقیقه با 15سانتریفیوژ 
و بار با آب لیتر استریل، دسلولهاي مخمر در میکروتیوب دو میلی

LiAcTEمقطر استریل و یک بار با بافر  (X1) ،(10mM Tris pH

7.5, 1mM EDTA, 0.1M LiAc)آنگاه در همین . شستشو شدند
ها مورد استفاده قرار ناقلبافر معلق شده و براي تراریزش با 

LiAcTEمیکرولیتر بافر 30. گرفتند (X1) ،5 میکرولیترssDNA با
با غلظت ناقلمیکرولیتر 2میکرولیتر، میکروگرم بر10غلظت 

PEGمیکرولیتر بافر 250یک میکروگرم بر میکرولیتر،  50%

میکرولیتر سلول مخمر در مخلوط هر 50استریل شده با فیلتر و 
دقیقه 20درجه و سپس 30نیم ساعت در . تراریزش استفاده شد

درجه سانتیگراد نگهداري و پس از شستشوي سلولها با 42در 
بر ژنهاي ترازینش کلنیگ. آب روي محیط انتخابی پخش شدند

ناقلمارکر انتخابی (فاقد تریپتوفان روي محیط استاندارد پایه
pGBT9) (SD-W ( روي کردن بر تراریزشیا در صورت دوبل
) pGADT10ناقللوسین، مارکر انتخابی : SD-WL)Lمحیط 

.انجام پذیرفت



و همکارانخواجه دهی...MSD1دخالت متالوپروتئین 

1394پاییز و زمستان / 2شماره / 4دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  82

ه منظور اطمینان از عدم توانایی این تست ب:تست اتواکتیواسیون
سازي رونویسی بدون حضور شریک در فعالSOS3پروتئین 
تنها بازکشت گر آن و پس از انجام تراریزش اول مخمر،میانکنش

SD-AHWو SD-HWبر روي محیط انتخابی کلنی هاي تراژن 

)AH :صورت ) ژنهاي گزارشگر هیستیدین و آدنین در مخمر
.ل به عنوان تکرار بازکشت شدسه کلنی مستق.گرفت

حاصل از (مخمر تراریخته یک کلنی:مخمرDNAاستخراج 
مایع تلقیح و کشت SD-WLلیتر محیط میلی10در ) غربالگري

دور در 160با سرعت شیکر رويداده شد و به مدت سه روز 
سپس براي . سانتیگراد نگهداري شددرجه30-28دقیقه و دماي 

دور4000سرعتباسانتریفیوژدقیقه5مخمر از DNAاستخراج 
250درسلولها.محیط کشت دور ریخته شدوانجام دقیقهدر

DNA)10mM Tris-HCl pHاستخراجبافرمیکرولیتر 8،EDTA

1mM،NaCl 100mM،SDS معلق شده ) Triton×100% 2و1%
ذرات میکرولیتر250. لیتري انتقال یافتندمیلی5/1هاي و به تیوب

به هر میکروتیوب کلروفرم/فنلمیکرولیتر250بسیار ریز شیشه و
دقیقه5سپس . ورتکس کامل انجام شددقیقه3مدتاضافه و به 
و محلول رویی انجامدقیقهدردور12000سرعتباسانتریفیوژ

3استفاده ازباDNAدهیرسوب.انتقال یافتجدیدهايتیوببه
صورت مولار4آمونیوماستاتحجم1/0و%100اتانلحجم
دردور14000سرعتباوژیسانتریفدقیقه15بعد از . گرفت
و خشک کردن %  70اتانلباب حاصلي رسوشستشوو دقیقه

میکرولیتر آب مقطر استریل حل شد  40در DNAرسوب، 
)Pazhouhandeh et al. 2006.(

خمر دوبل هاي ماستخراجی از کلنیDNA: تراریزش باکتري
کیلوولت 5/2با با استفاده از روش الکتروپوراسیون شدهتراریزش
به (Eppendorf)میلی ثانیه در دستگاه مولتی پوراتور 5به مدت 

انتقال pGADT10ناقل، جهت تکثیر Top10سویهE.coliباکتري
100حاويLuria-Bertani (LB)جامدداده شد و روي محیط
ناقلمارکر انتخابی (سیلین آمپییترمیکروگرم بر میلی ل

pGADT10 (گزینش شد .

-pGADT10هاي بدست آمده ناقلبررسی و تعیین هویت 

AtcDNA :PCRهاي استخراجی از کلنیبراي بررسی پلاسمید -

هاي باکتریایی تراریخت با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی 
pGADT10) آغازگر رو به جلوF:

TACCACTACAATGGATG آغازگر برگشتیوR:

GTTGAAGTGAACTTGCGGGGT (این دو . صورت گرفت
-به دو طرف محل ورود اینزت متصل میناقلآغازگر به روي 

جفت باز تولید 250خالی باندي به طول حدود ناقلشوند و در 
روي ژل بدست آمده از کلونها cDNAتنوع قطعات . کنندمی

یابی به مرکز توالیآگارز الکتروفورز بررسی و تعدادي از آنها
استراسبورگشهر(IBMP)گیاهیمولکولیبیولوژيانستیتو
و APEنتایج حاصل با استفاده از نرم افزار . ارسال شدفرانسه

)TAIR)http://www.arabidopsis.org/blastپایگاه اطلاعاتی 
.مورد بررسی قرار گرفت

از MSD1کامل ژن cDNAجداسازي و همسانه سازي 
SOS3براي بررسی بیشتر و تایید برهمکنش بین :آرابیدوپسیس

سنتز و به cDNA،گیاه آرابیدوپسیسRNAاز روي MSD1با 
:Fکمک آغازگرهاي اختصاصی  

ACCCGGGAATGGCGATTCGTTGTGTAGC حاوي
:Rو SmaIسایت برشی 

AAGAATTCTCAGTTGTTTTCCTTCTCATAAAC

براي همسانه سازي در PCRواکنش EcoRIحاوي سایت برشی 
:Fو به کمک آغازگرهاي اختصاصی  pGEX-2TKناقل

AAGAATTCATGGCGATTCGTTGTGTAGC حاوي
:Rو EcoRIسایت برشی 

AACCCGGGTCAGTTGTTTTCCTTCTCATAAAC

براي همسانه سازي در PCRواکنش SmaIحاوي سایت برشی 
ربوطه هاي برشی منجام شد و با استفاده از آنزیماpGBKT7ناقل

ها  صورت گرفت و صحت توالی ناحیه کد کننده سازيهمسانه
هاي ناقلجفت باز در 696به طول MSD1(At3G10920)ژن 

.گردیدیابی تایید نوترکیب حاصل با توالی

:GST-Pull Downبا SOS3-MSD1ي هابررسی تعامل پروتئین
از روش ،Y2HSنکنش هاي یافت شده از تکنیک براي تایید میا

Pull-Downنوترکیب ناقل. استفاده شدpGEX2TK-MSD1 که
-Glutathione Sبصورت فیوژن با پروتئین MSD1از آن پروتئین 

Transferasesشود به باکتري تولید میE. coli سویهRoseta
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10به مدت LBساعت کشت مایع در 8منتقل و باکتري پس از 
مولار القاء شد و پروتئین آن با میلی1با غلظت IPTGساعت با 

50mM Tris-HClسونیفیکاسیون و سانتریفیوژ در بافر حاوي  pH

7.5, 10mM MgCl2, 100mM NaCl, 0.2% Triton X100) طبق
Pazhouhandehپروتکل ذکر شده در  et al., استخراج و ) 2006

نیز از روي SOS3تئین پرو. بر روي ذرات سفارز تثبیت گردید
باشد با میT7که تحت کنترل پروموتور pGBKT7-SOS3ناقل

و با کاربرد (Promega, USA)کیت رونویسی و ترجمه همزمان 
پروتئین . مطابق پروتکل کیت تولید شد35Sمتیونین رادیواکتیو 

SOS3 به تیوبهاي حاوي سفارز کهGST یا خالیGST-MSD1

گراد تثبیت شده بود درجه سانتی4شب در روي آنها به مدت یک
اضافه گردید و یک شب دیگر در همان شرایط روي چرخ غلطان 

100mMحاوي PBSروز بعد شستشو سه بار با بافر. گذاشته شد

NaCl درجه سانتیگراد 95انجام و سفارزها پس از گرم شدن در
% 12با غلظت SDS-PAGEدقیقه به چاهک هاي ژل 5به مدت 

ژل پس از رنگ آمیزي با کماسی بلو اسکن و تصویر . ته شدریخ
برداري شد و به منظور اتورادیوگرافی به روي آن فیلم خام 

. گذاشته شد و پس از ده روز فیلم ظاهر گردید

چون هدف از این : SOS3آزمایش اتواکتیواسیون پروتئین 
در تست SOS3تحقیق پیدا کردن یک شریک مولکولی براي 

رید مخمر بود بنابراین ابتدا بایستی مطمئن شویم که خود دوبل هیب
SOS3براي . خاصیت فعال کردن رونویسی ژن گزارشگر را ندارد
و pGBT9-SOS3ناقلپس از تهیه کلون هاي مخمر حاوي اینکار 

، اطمینان از )2شکل (SD-AHWکشت آنها روي محیط انتخابی 
نشانگر W(بدست آمد SOS3عدم اتواکتیو بودن پروتئین

Aنشانگر هیستیدین و pGBT9 ،Hتریپتوفان مارکر انتخابی 

دهد که سه کلنی مخمر حاوي این شکل نشان می). نشانگر آدنین
pGBT9-SOS3 در محیط کشت کنترلSD-W رشد کرده ولی

قادر به SD-AHWحتی پس از دو هفته در محیط کشت انتخابی 
نیازمند یک شریک رشد نبودند و براي رشد در این محیط کشت

بنابراین امکان غربالگري میانکنش این پروتئین . مولکولی هستند
SD-AHWL)Lآرابیدوپسیس بر روي محیط cDNAدر بانک 

که فاقد سه اسید ) pGADT10نشانگر ژن لوسین، مارکر انتخابی 

آمینه لوسین، تریپتوفان و هیستیدین و همچنین آدنین است وجود 
.دارد

cDNAدر بانک SOS3الگري شریک مولکولی پروتئین غرب

ناقلبا pGBT9-SOS3یک کلنی مخمر حاوي :آرابیدوپسیس
pGADT10 حاوي قطعات مختلف بانکcDNA گیاه مدل

SD-AHWLها بر روي محیط آرابیدوپسیس تراریزش شد و کلنی

توانند در این محیط تنها کلنی هاي مخمري می. گزینش شدند
ند که هم حاوي دو پلاسمید باشند و هم بین کشت رشد کن

. هاي بیان شونده از این پلاسمیدها تعامل برقرار شودپروتئین
تعامل باعث بیان ژنهاي گزارشگر و تولید هستیدین و آدنین در 
مخمر شده و بنابراین کلنی توانست در عدم حضور این دو ماده 

حیط کشت چهار کلنی در روي این م. در محیط کشت رشد نماید
.Eها استخراج شده و در باکترياین کلنیDNAبدست آمد و 

coli ،هاي ناقلpGADT10براي بررسی . تکثیر و جداسازي شدند
به کمک دو آغازگر که PCRها واکنش ناقلژنهاي موجود در این 

چسبند انجام میpGADT10ناقلطرف محل ورود ژن در به دو
. تروفورز مشاهده شدالک% 1و نتیجه بر روي ژل آگارز 

نشان داد که چهار ژن متفاوت در این PCRالکتروفورز محصول 
pGADT10ناقلهر چهار ).3شکل (چهار کلون غربال شده اند 

جهت تعیین هویت در RNaseحاصل از غربالگري پس از تیمار 
-توالی. یابی شدندتوالیناقلدو جهت با آغازگرهاي اختصاصی 

اي صحیح ی و اطمینان از فاز ترجمهاز بررسهاي حاصل پس
بلاست شده http://www.arabidopsis.org/blastآنها، در سایت 

با توالی مربوط به ژن ) 3شکل 4شماره (هاکلونیکی از و توالی 
MSD1(Manganese SuperOxide Dismutase 1: At3g10920)

نیز SOD1و MnSOD1این ژن به نامهاي ). 4شکل (کرد مطابقت
جفت باز بوده و 969شود و ناحیه کد شونده آن داراي نامیده می

مشاهده 4همانطور که در شکل . شش اگزون و پنج انترون دارد
129شود کلون بدست آمده از غربالگري ناقص بوده و می

تا انتها 130تید نوکلوتید از ابتداي ژن را ندارد ولی از نوکلو
کاملا منطبق به توالی ثبت 659بجز در نوکلوتید ) 696نوکلوتید (

نتایج
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نشانگر عدم SD-AHWبر روي محیط BD-SOS3حاوي ناقلعدم رشد سلول هاي مخمري تراریخته با . تست اتواکتیواسیون-2شکل 
کلنی هاي مخمر پس از دو . مراز استن حضور ناحیه فعال سازي پلیر بدودر فعال سازي رونویسی ژنهاي گزارشگSOS3توانایی پروتئین 

. که خاصیت اتواکتیواسیون دارد توانستند در این محیط رشد نماید)ردیف سوم(روز از بین رفته و خشک شدند در حالیکه کلنی هاي کنترل 
قابلقطرهسه.ه تصویر برداري شده استپس از دوهفتSD-AHWپس از پنج روز و محیط SD-HWپس از سه روز، محیط SD-Wمحیط 
آبمیکرولیتر100داخلبهپتريجامدمحیطازشدهتلقیحمستقلکلنییکسوسپانسونازمیکرولیتر10کشتنتیجهکدامهرمشاهده

.تکرارعنوانبهمستقلکلنیسهیعنیقطرهسه. باشدمیمقطر
Figure 2. The Autoactivation test.

یابی در کلون توالی659نوکلوتید . باشدمیNCBIاین ژن در شده 
.باشدمیAنوکلوتید NCBIو در Gشده 

دییتايبرا:Y2HSوسیلهبMSD1با SOS3کنش میان تایید میان
استفاده با ) بازMSD1)696کامل ژن cDNA،بدست آمدههیجنت

RNAسنتز شده از cDNAآن از روي یاختصاصيهاآغازگراز 

pGBKT7بار در ناقل نیو اریتکثکلی گیاه آرابیدوپسیس

شده ثبتینشان داد که توالیابییتوال. دیگردسازيهمسانه
،گریدطرفاز. استشدهسازي همسانهگونه جهشچیبدون ه
SOS3 روشناقل موجود باياز رونیزPCRو در ناقل ریتکث

pGADT7ازنانیاطمپس از .شدیابی و توالیسازيهمسانه
نیبا پروتئMSD1کامل يهانیمیانکنش پروتئها،یتوالیدرست

SOS3از ناقلpGADT7ناقلهاعوض نمودن جهت .شدیبررس
به همراه )DNA Binding Domain(ناحیه چسبندهبارنیایعنی

MSD1ناحیه فعال کنندهو)Activating Domain( به همراه
SOS3،آنها انجام نیبيیانکنش قواز وجود منانیاطميبرا
- نیپروتئنیبمیانکنشزینجهتنیادرکهدادنشانجینتا. گرفت

.)5شکل(جود دارد وکامليها

حاصل pGADT10هاي ناقلبررسی حضور و اندازه ژنها در -3شکل 
ناقلبا آغازگرهاي اختصاصی PCRالکتروفورز نتیجه . از غربالگري

هاي ناقلروي PCRمربوط به نتایج 4تا 1هاي لاین%. 1روي ژل آگارز 
-AtcDNAاستخراجی از چهار کلنی مخمر حاصل از تست میانکنش 

SOS3باشدمی.
Figure 3. The Size of obtained genes in pGADT10.
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ناقلتوالی حاصل از توالی یابی :ردیف بالا.(At3g10920)دسموتاز ژن منگنز سوپراکسیدCDSزیرهمچینی نتیجه توالی یابی و -4شکل 
pGADT10-cDNAردیف دوم.مربوط به کلون مورد آزمایش :CDSیا ) قرمز(ردیف سوم نمایشگر توالی هاي یکسان . دسموتازمنگنز سوپراکسید

.در دو توالی مورد بررسی است) آبی(متفاوت 

Figure 4. The  Alignment of the CDS of MSD1 sequence (At3g10920) with obtained sequence.

هاي مذکور که پس از گزینش در دو ناقلسه کلنی مخمر تراریخته حاوي : با تست دوبل هیبرید مخمرMSD1با SOS3تایید برهمکنش بین -5شکل 
روز اسکن محیط 7و 5، 3اند و پس از به عنوان انتخابگر تعامل بین دو پروتئین کشت شدهSD-AHWLبه عنوان کنترل و SD-WLمحیط کشت 

هرمشاهدهقابلقطرهسه. توانستند در محیط انتخابی رشد نمایندMSD1و SOS3هاي داراي ژن ناقلهاي حاوي تنها کلنی. کشت صورت گرفته است
قطرهسه. باشدمیمقطرآبمیکرولیتر100داخلبهپتريجامدمحیطازشدهتلقیحمستقلکلنییکسوسپانسونازمیکرولیتر10کشتنتیجهکدام
.تکرارعنوانبهمستقلکلنیسهیعنی

Figure 5. The confirmation of MSD1-SOS3 interaction by Y2HT.
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MSD1سمت چپ نشان دهنده شماي آزمایش است که پروتئین : GST-Pull Downبا تکنیک MSD1با SOS3تایید میانکنش بین -6شکل 

بصورت رادیواکتیو با SOS3پروتئین . در باکتري تولید و روي ذرات سفارز تثبیت شدpGEX2TK-MSD1ناقلاز روي GSTترکیب شده با 
به اندازه تقریبی ) به عنوان کنترل منفی(خالی GSTدهد که نشان میinput. تولید و بر روي سفارز اضافه گردیدpGBKT7ناقلاز روي S35متیونین 

25 KDa وGST-MSD1 50با KDa تولید شده اند اماSOS3 فقط توانسته رويMSD1 چسبیده و باقی بماند(output) . پایین تصویر اسکن
میکرولیتر از محصول ترجمه است که مستقیما در ژل به عنوان 5سمت راست ژل، SOS3. باشدفیلم اتورادیوگرافی پس از گذاشته شدن روي ژل می

. خته شده استکنترل مثبت ری

Figure 6. The confirmation of MSD1-SOS3 interaction by GST-Pull Down.

در هر SOS3نیبا پروتئيبصورت قوMSD1نیپروتئ،نیبنابرا
-BDو BD-SOS3…MSD1-ADیعنی ناقلدو جهت 

MSD1…SOS3-AD میانکنش دارددر تست دوبل هیبرید مخمر.

GST-PullوسیلهبMSD1با SOS3کنش میان تایید نهایی میان

Down:

کامل ژن MSD1،cDNAباSOS3نهایی تعامل دییتايبرا
MSD1)696بار در نیایاختصاصيهاآغازگراستفاده از با ) باز

MSD1بیان .دیگردیابیو توالیسازيهمسانهpGEX2TKناقل 

ین و بصورت پروتئIPTGتحت پروموتور قابل القاء با ناقلاز این 
Glutathione S-Transferaseبا N-terminusترکیبی در  (GST)

در باکتري تولید، استخراج و بر GST-MSD1پروتئین . باشدمی
سفارز میل ترکیبی اختصاصی . روي میکروذرات سفارز تثبیت شد

ناقلاز روي SOS3از طرف دیگر پروتئین . داردGSTبا 
pGBKT7 که تحت پروموتورT7کمک کیت باشد بهمی

-به صورت رادیواکتیو با متیونین(Promega)رونویسی و ترجمه 

GST-MSD1تولید شد و بر روي ذرات سفارز حاوي S35هاي 

اضافه گردید و پس از یک شب، شستشو انجام و نتیجه روي ژل 
SDS-PAGE 6شکل(بررسی شد .(GSTعنوان کنترل تنها به

ژل، مشاهده شد که پس از رنگ آمیزي . منفی استفاده گردید
GST تنها(25 KDa) وGST-MSD1(25+25=50 KDa)به-

نگهداري فیلم خام روي ژل و ظهور . (Input)خوبی بیان شده اند 
رادیواکتیو فقط روي SOS3نشان داد که پروتئین (output)آن 

GST-MSD1 باقی مانده است و باGSTتنها میل ترکیبی ندارد .
نیک نتیجه حاصل از دوبل هیبرید مخمر بنابراین به کمک این تک

تایید نهایی شد و نشان داده شد که تعامل این دو پروتئین مستقیم 
.واسطه استو بی
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با اینکه اکسیژن جزء ضروري حیات براي موجودات هوازي 
:Reactive oxygen species(هاي اکسیژن فعال است، اما گونه

ROS ( که شامل رادیکال سوپراکسید)O2
، رادیکال هیدروکسیل )-

)OHْ ( و پراکسید هیدروژن)H2O2 (هاي است و در همه سلول
شود، یکی از هاي متابولیکی ایجاد میهوازي در طول فرایند

. فاکتورهاي مضر براي گیاهان در معرض استرس محیطی است
- شود در نتیجه استرساین پدیده که استرس اکسیداتیو نامیده می

تواند دهد و میف به ویژه شوري رخ میهاي محیطی مختل
متابولیسم معمول سلول را از طریق آسیب اکسیداتیو به لیپیدهاي 

Joseph(ها تغییر دهد ها و اسید نوکلئیکغشایی، پروتئین et al.

-ها با دسموتاسیون و حذف رادیکالدسموتازسوپراکسید). 2011

و و تبدیل هاي سوپراکسید ایجاد شده در طی استرس اکسیداتی
آنها به اکسیژن و پراکسید هیدروژن، نقش مهمی را در حفاظت 

Bowler(کند گیاهان علیه این استرس بازي می et al. 1989 .(
Manganese Superoxide Dismutaseمتالوپروتئین  1 (MSD1)

اولین بار به عنوان یک آنزیم دسموتاز است کهیک سوپراکسید
Kliebenstein)اسایی شد الکتریکی در آرابیدوپسیس شن et al.

- به صورت هوموتترامر در میتوکندري سلولاین پروتئین. (1998
Gill(شود ها یافت میزومهاي یوکاریوتی و پراکسی and Tuteja,

از کبد انسان شناسایی شد و تشابه نیز این ژن هومولوگ ). 2010
آنزیم مهم این . مخمر و باکتري داردگیاه،توالی زیادي در انسان،

-آنتی اکسیدان در سیتوپلاسم به عنوان یک پروتئین اولیه سنتز می

به ماتریکس NH2شود و بعدا در اثر حذف توالی رهبر انتهاي 
Bowler(گردد میتوکندري منتقل می et al. -سوپراکسید). 1989

در خط مقدم دفاع ) Superoxide dismutases: SOD(ها دسموتاز
اکسیدان اند و جزء سیستم دفاعی آنتیو واقععلیه استرس اکسیداتی

شوند که در همه موجودات هوازي و آنزیمی گیاهان محسوب می
هاي مستعد استرس اکسیداتیو از جمله در همه اندامک

Gill(ها حضور دارند ها و میتوکندريزومها، پراکسیکلروپلاست

and Tuteja, 2010 .(

منجر به استرس ROSد استرس شوري در گیاهان به علت تولی
تحت استرس شوري در SODافزایش فعالیت . شوداکسیداتیو می

، Viz mulberry ،Cicer arietinumگیاهان مختلف 
Lycopersicon esculentum و القاي فعالیتSOD درAnabaena

doiolumهاي شوري و مس گزارش شده استتحت استرس
)Joseph et al. ارتباط بین استرس ر چندین تحقیق دیگ). 2011

توان میاند  که از آن جمله را به اثبات رساندهشوري و اکسیداتیو 
افزایش تحمل شوري در نتیجه افزایش : به موارد زیر اشاره کرد

Martin(در گیاهان تراریخته آرابیدوپسیس MSD1بیان ژن  et al.

-هاي آنزیمی و محتواي آنتی، افزایش فعالیت آنتی اکسیدان)2013
اکسیدان گیاهان مقاوم به شوري در پاسخ به تیمار شوري، اثبات 

اکسیدان هاي آنتیرابطه بین تحمل شوري و افزایش فعالیت آنزیم
ها در ریشه و جوانه در گیاهان مختلف، افزایش فعالیت این آنزیم

و کاهش SODتحت استرس شوري و افزایش فعالیت 
اوم به شوري نسبت به پراکسیداسیون لیپیدي در ارقام برنج مق

Joseph(هاي حساس واریته et al. گوجهگیاهاندر).2011
شرایطدرMnSoDژنبیانکهاستشدهدادهنشانفرنگی

استیافتهافزایشاتانولدریافتوگیاهدرزخمایجادخشکی،
)Perl-Treves and Galun, نیزآرابیدوپسیسگیاهدر). 1991

بیانبرابردو(MSD1بیشینهبیانباکهاستشدهدادهنشان
ویافتافزایششوريبهگیاهتحمل) تراژنغیرگیاهبهنسبت
تحملبخوبیرانمکمولارمیلی150توانستندتراژنگیاهان

Wang(رفتندبینازوشدهزردتراژنغیرگیاهاندرحالیکهکنند

et al. ایشافزباعثMnSODبیانهمیونجهگیاهدر). 2004
Samis(استشدهآنبیوماسمیزان وگیاهپایداري et al. 2002 .(

یککردنواردتوسطMSD1ژنبیانکهآرابیدوپسیسگیاهاندر
یافتهکاهشریشهرشدمیزانبودشدهخاموشگیاهبهسنسآنتی

Morgan(بودمواجهتاخیرباهمچنینو et al. در این ).2008
دوبل هیبرید مخمر در بانک روشبا تحقیق به تبع غربالگري 

cDNA آرابیدوپسیس شریک مولکولیSOS3 بنامMSD1

کامل آن از آرابیدوپسیس همسانه cDNAشد و سپس شناسایی
دوباره در تست دوبل هیبرید SOS3سازي و میانکنش آن با 

GST-Pullبیوشیمیایی روشآنگاه به کمک . مخمر تایید شد

Downاین ترتیب به. تایید نهایی گردیداین میانکنش مستقیم

بحث
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با مکانیسم MSD1نتایج چندین مطالعه حاکی از ارتباط نزدیک 
پروتئین (SOS3شناسایی میانکنش بین پروتئین شوري بود و

پروتئین درگیر در تحمل (MSD1و ) درگیر در تحمل شوري
را بین این دو مولکولیدر این تحقیق رابطه) استرس اکسیداتیو

MSD1با SOS3شناسایی رابطه مولکولی . ساختس آشکار استر

دهد که در سلول این دو پروتئین باهم در یک کمپلکس نشان می
روند تا گیاه در معرض شوري، ضمن مقاومت یا تحمل بکار می

به شوري محیط باعث حذف یونهاي پراکسید مضري شود که در 
رامااستکنممارتباطاین.اثر شوري درگیاه ایجاد شده است

یاريوکمکاکسیداتیووشوريتنشبهمتحملگیاهانتولیددر
SOS3به عنوان مثال تلاش براي ایجاد گیاهی با بیان بیشینه .کند

باعث SOS3حائز اهمیت است زیرا بیان بیشینه MSD1و 
باعث مقاومت به MSD1مقاومت به شوري و بیان بیشینه 

از سوي دیگر . مختلف خواهد شداسترسهاي اکسیداتیو با منشا 
چنین گیاهی خاصیت داروئی ضد سرطانی نیز خواهد داشت 
چراکه همچون تمامی آنتی اکسیدانها، مطالعات قبلی نشانگر این 

در موش باعث درمان سلولهاي MSD1است که بیان بیشینه 
,Oberley)سرطانی شده است 2001).
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mong the various stresses, salinity is a great threat to plants and the study of the
mechanism of salt tolerance in plants is important. In one of the salt tolerance
pathways in the model plant Arabidopsis, Salt Overly Sensitive 3 (SOS3)
protein, which is a sensor of calcium ions and the initiator of a salt tolerance

pathway, activates various processes in order to tolerate salinity by the formation of an
SOS3-SOS2 complex. On the other hand, superoxide radicals that are produced in
response to various stresses such as salinity are harmful to the cell and must be
eliminated. How to remove superoxide radicals and protect cells from oxidative damage
in salt-tolerant plants is not clear. In this study, the SOS3 protein interactions in
Arabidopsis cDNA library were investigated using the Yeast Two Hybrid System
(Y2HS), and double transformation of Saccharomyces cerevisiae AH109 strain with
pGBT9-SOS3 and pGADT10-AtcDNA. DNA extraction was performed on four selected
yeast colonies on SD-AHWL and pGADT10-AtcDNA vectors were amplified in E. coli,
sequenced and compared to the Arabidopsis data bank. One of the most important
interactions was found on Manganese Superoxide Dismutase 1 (MSD1). MSD1
neutralizes superoxide radicals to protect plants from oxidative damage caused by
stresses. The interaction and the recruitment of MSD1 by SOS3 in the salinity resistance
pathway should save the plant from oxidative trauma. Afterward, the interaction of
SOS3-MSD1 was confirmed by isolation of complete MSD1 cDNA and cloning in yeast
two hybrid vectors. In parallel, using a GST-Pull Down assay, it was shown that the
SOS3 protein produced in bacterium from pGEX2TK-SOS3 vector directly interacted
with the radio-labeled MSD1 produced from pGBKT7-MSD1. This is the first report of
the interaction of salinity tolerance pathway (SOS3) with the elimination pathway of
harmful superoxide ions (MSD1) that shows interaction between these molecular
mechanisms.

Yeast two hybrid system, SOS3, salinity, Manganese superoxide dismutase, GST-Pull
Down
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)19/6/95:پذیرشتاریخ-3/5/95:دریافتتاریخ(

خصوصیات دارویی بسیار مهمی یک سبزي خوراکی بوده و از) Allium stipitatum(موسیر 
سازي یک سیستم باززایی و تراریزش کارآمد در این گیاه جهت بنابراین بهینه. برخوردار است

هاي جنین، دراین مطالعه، ریزنمونه. بهبود و اصلاح آن از طریق مهندسی ژنتیک ضروري است
مختلفی از تنظیم هاي حاوي غلظتMSاي موسیر درمحیط کشت پیاز و ریشه درون شیشهطبق

ها با ریزنمونه. منظور القاء کالوس و باززایی کشت شدندبهBAو NAA ،2,4-Dهاي رشد کننده
حاوي ژن pBI121ناقلدارايAgrobacterium tumefaciensباکتري LBA4404سویه 

نتایج نشان داد که ریزنمونه طبق پیاز نسبت به جنین و ریشه . تراریزش شدندgusگزارشگر 
در ریزنمونه طبق پیاز و در ) درصد100(زایی و باززایی بالاتري داشت و بیشترین باززایی کالوس

، صورت NAAگرم در لیتر به همراه یک میلیBAگرم در لیترحاوي پنج میلیMSمحیط کشت 
اي پلیمراز انجام شد و وجود این ژن را در ، واکنش زنجیرهgusبه منظور اثبات حضور ژن . گرفت

پاسخ مثبت داده بودند، اثبات gusر دو ریزنمونه جنین وطبق پیاز، که به آزمون هیستوشیمیایی ه
بااستفاده ازآغازگرهايهمچنین عدم آلودگی ناشی از آگروباکتریوم در گیاهان تراریخته . کرد

در این تحقیق کارایی تراریزش. تأیید شداي پلیمراز به کمک واکنش زنجیرهvirGاختصاصی ژن 
.درصد محاسبه شد6/6درصد و در ریزنمونه طبق پیاز10در ریزنمونه جنین 

هاي کلیديواژه
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مقدمه
از Allium stipitatumو نام علمی shallotموسیر با نام انگلیسی 

هایش باریک و دراز برگ. است) Amaryllidaceae(ها تیره نرگس
صورتی یا مایل به و به رنگها کوچکگل، رنگ سبز تیرهه بو

دهنده ظاهر اي گلانتهاي ساقه استوانهدرصورت یک چترسبز به
از نظر ترکیبات شیمیایی داراي . هاي آن سیاه استو دانهشودمی

آلیساتین -که شامل آلیسیناستدرصد اسانس 1- 06/0حدود
از . استگوگردي دو ترکیبدي سولفیدو-آلیل پروپیلدو،ویک 

و صنایع دارویی ) ماست موسیر، ترشی(صنایع غذاییموسیر در 
دارد اي قابل ملاحظهت اقتصادي یو از این رو اهمشود استفاده می

)Kheikhah and Dadkhah, از اسانس موسیر در صنایع ). 2013
خوزانی رضاییطوري که شود، بهنیز استفاده می) شامپو(بهداشتی 

نشان دادند عصاره تام موسیر داراي اثرهاي ) 1391(و همکاران 
داروهاي توان در آینده آن را جایگزین ضد باکتریایی بوده و می

موسیر ایرانی ضد دیابت بوده و .تریایی شیمیایی کردضد باک
اثرش را از طریق افزایش ترشح انسولین و کاهش خروج گلوکز 

کند کبدي با سرکوب فسفوانول پیروات کربوکسی کیناز اعمال می
)Arsalandeh et al., هاي مهم در ایران یکی از استان). 2012

سطح زیر کشت حدود تولید کننده این محصول استان کرمانشاه با
تن در هکتار است 5/1- 1هکتار و عملکرد حدود 12

)www3.as.irna.ir/faNews/80772912.(
ــرین    ــرآوري از مهمت ــطح ف ــازار و س ــاي ب ــی، تقاض ارزش داروی

طبـق گـزارش   . هاي سـنجش اقتصـادي یـک گیـاه اسـت     شاخص
سازمان خواربار جهانی، ارزش تجارت گیاهان دارویی که در حال 

2050دود صـد میلیـارد دلار در سـال اسـت، در سـال      حاضر ح ـ
کشـور ایـران بـا    . میلادي به رقم پنج تریلیون دلار خواهـد رسـید  

داشتن شرایط اقلیمی و تنوع گیاهی بـه مراتـب بهتـر از اروپـا، در     
میلیون دلار از تجـارت جهـانی گیاهـان    90تا 60حال حاضر تنها 

متــرین گیاهــان از مه. دارویــی را بــه خــود اختصــاص داده اســت
هـاي گذشـته موسـیر، زیـره سـبز،      دارویی صادراتی ایران در سال

طور کلـی بـه کشـورهاي اروپـاي غربـی و      بوده که به... آویشن و 
اروپاي شـرقی و امریکـا، هندوسـتان و کشـورهاي حـوزه خلـیج       

,Kashfi Bonab(شود فارس صادر می 2010 .(

گیـاهی، کشـت   هاي مهـم فرآینـدهاي بیوتکنولـوژي   جنبهیکی از
کـه کاربردهـاي  اي اسـت ها در محیط درون شیشهها و اندامبافت

هـاي مختلفـی قابـل    گیاهان دارویی، از جنبـه هزمینآن درمختلف
تـرین راه  بهینه سازي کشت بافت موسیر کـه سـریع  . تبررسی اس

توانـد  براي تکثیر این گیاه دارویـی در حـال انقـراض اسـت، مـی     
. ازي این گیاه با ارزش اقتصـادي باشـد  راهگشایی براي تجاري س

منظـور ریزازدیـادي و   بـه در موسیر از ریزنمونه طبق پیاز همچنین
Ghahremani Majd(تولیـد کـالوس اسـتفاده شـده اسـت       et al.

مهندسـی  یکی از کاربردهاي مهـم بیوتکنولـوژي گیـاهی،    ). 2009
ي نوترکیب است که هدف از آن ایجاد DNAژنتیک یا تکنولوژي 

هاي وع ژنتیکی در جوامع گیاهی، انتخاب گیاهان برتر از نظر ژنتن
هـاي  کنترل کننده صفات مطلوب و همچنـین حفـظ تنـوع واریتـه    

,Farsi and Zolala(گیاهی اسـت   2000( .Zheng  و همکـاران در
براي توسعه انتقال ژن به پیاز و موسیر دسـتورالعمل  ) 2001(سال

95/1هاي بالغ جنسی، مونه جنینمعتبري را تنظیم کردند و با ریزن
همچنــین کــارایی .دســت آوردنــدتراریــزش بــهفراوانــیدرصــد 

درصد گـزارش شـده اسـت    06/0فرنگی تراریزش در سیر و تره
)Eady et al. 2005.(

تـوان فرآینـد   ، مـی gusبا استفاده از اگروباکتریوم و ژن گزارشگر 
هاي بعدي انتقـال  انتقال ژن به موسیر را جهت فراهم آوردن زمینه

ژن به این گیاه بهینه کرد تا با افزایش میزان اسانس از آن در آینـده  
استفاده از تکنولوژي . راهگشایی جهت تولید داروهی گیاهی است

مهندسی ژنتیک و انتقال ژن از طریق آگروبـاکتریوم نیازمنـد تهیـه    
دستور کار روش موثر باززایی از بافـت تراریختـه اسـت و تولیـد     

ق موسیر تراریخته و هر گیـاه دیگـر بـه نـوع ریزنمونـه مـورد       موف
استفاده، روش تراریـزش، بـاززایی تعـداد زیـادي گیـاه تراریختـه       

ها بسـتگی دارد  گري و ارزیابی آنمستقل از هم و نیز روش غربال
)Tohidfar and Mohsenpour, در این پژوهش سعی شده ). 2010

منظـور  بهتـرین فاکتورهـا بـه   است با استفاده از تیمارهاي مناسب، 
) A. stipitatum(حداکثر تراریزش براي گیاه موسـیر بـومی ایـران    

بدین منظور ابتـدا بایـد یـک روش بـاززایی مناسـب      . دست آیدبه
هـاي  براي انتقال ژن در موسیر بهینه شـود و همچنـین توسـط ژن   

انتقال ژن بـه موسـیر بهینـه شـود،     gusگزارشگر مناسب نظیر ژن 
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pBI121
14760 bp

GUS
NOS promoter

NOS terminal

NOS terminal
RB LB

CaMV 35S

nptII

ori V

هـاي مفیـد مـورد    ها براي تراریختی موسیر بـا ژن روشسپس این
.استفاده قرار گیرد

هاروشومواد
مواد گیاهی

اي موسـیر  و گیاهچه درون شیشـه ) A.stipitatum(بذرهاي موسیر 
عاري از ویروس جهت تهیه ریزنمونه طبق پیـاز، از بانـک گیـاهی    

مراحـل  و ادامـه  مرکز ملی ذخـایر ژنتیکـی و زیسـتی ایـران تهیـه     
آزمایش در گروه بیوتکنولوژي گیاهان دارویی، پژوهشکده گیاهان 

.دارویی جهاد دانشگاهی کرج انجام شد

سترون سازي بذرها و آماده سازي ریزنمونه

ثانیـه و هیپوکلریـت   30درصد بـه مـدت   70بذرها ابتدا در الکل 
Tweenحجمی حاوي دو قطره /سدیم یک درصد حجمی بـه  20

3سـپس بـا آب مقطـر اسـتریل     . دعفونی شدنددقیقه ض12مدت 
بذرها به مدت یک هفتـه در آب مقطـر   . مرتبه شستشو داده شدند

ي بذر نرم شده و بتـوان جنـین را   استریل خیسانده شدند تا پوسته
جدا سازي جنـین در زیـر هـود لامینـار و     . از داخل بذر جدا کرد

انجام توسط میکروسکوپ لوپ و در شرایط به طور کامل استریل 
اي طبـق پیـاز و قطعـات    هاي درون شیشههمچنین از گیاهچه. شد

.متري ریشه تهیه شدیک سانتی

تراریزش باکتریایی 

ــاکتري LBA4404در ایــن پــژوهش از ســویه  Agrobacteriumب

tumefaciens ــه ــمید دوگان ــاوي ژن pBI121داراي پلاس gusح

وCaMV35Sتحت کنتـرل پیشـبر ویـروس موزائیـک گـل کلـم       
به عنوان حامل پلاسمیدي مورد استفاده قـرار گرفـت   NOSپایانبر 

انجمـاد  –همچنـین در پـژوهش حاضـر از روش ذوب   ). 1شکل (
)Sambrook and Russel, جهـت تراریـزش اگروبـاکتریوم    ) 2001

استفاده شد و تأیید صحت تراریزش اگروباکتریوم از طریق آزمون 
gus)Jeffersonهیستوشیمیایی  et al. اي و واکنش زنجیره) 1987

.پلیمراز انجام گرفت

pBI121نقشه وکتور دوگانه -1شکل 

Figure 1- Binary vector pBI121

LBبراي کشت باکتري اگروباکتریوم، از محـیط کشـت باکتریـایی    

)Bertani, ــایع )1951 ــوع مـ ــد ) LB Broth(، در دو نـ و جامـ
)LBAgar ( اده شد کـه هـر دو از   گرم در لیتر آگار استف10حاوي

پـس از اتـوکلاو و رسـیدن بـه     . تهیه شده بودندDuchefaشرکت 
هاي ریفامپیسـین  بیوتیک، آنتی)گراددرجه سانتی50(دماي مناسب 

کـه  ) گـرم در لیتـر  میلـی 50(و کانامایسـین  ) گرم در لیترمیلی25(
دیش ها اضافه شد و در پتريتوسط فیلتر استریل شده بودند به آن

براي محیط کشـت  (و یا فالکون و ارلن ) اي محیط کشت جامدبر(
.توزیع و در یخچال نگهداري شدند) مایع

آماده سازي اگروباکتریوم جهت انتقال ژن 

جهت انتقال ژن، در محیط کشـت  LBA4404سویه اگروباکتریوم 
LBگرم بـر  میلی50وگرم بر لیتر ریفامپیسینمیلی25مایع حاوي

-گراد در دسـتگاه شـیکر  درجه سانتی28، در دماي نایسیلیتر کانام
48پس از طی مدت زمان . کشت شدندrpm200انکوباتور با دور 

لیتـر از  میکـرو 200ساعت، به منظور افـزایش کـارایی تراریـزش،    
مـایع جدیـد   LBلیتر محیط کشت میلیپنجباکتري کشت شده به 

ضافه شده و بـه  هاي کانامایسین و ریفامپیسین ابیوتیکحاوي آنتی
-دستگاه شیکرهاي تازه، در ساعت، براي رشد باکتريششمدت 

.انکوباتور قرار گرفت

ها تلقیح ریزنمونه

دقیقـه و  پـانزده  و ده هاي جنین به مدت در این پژوهش ریزنمونه
دقیقــه در سوسپانســیونده و پــنج و ریشــه بــه مــدت طبــق پیــاز 

شک شدن بـر روي  ور شدند و پس از خغوطهOD600=6/0باکتري
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ساعت در محیط 48کاغذ صافی استریل به صورت افقی به مدت 
,MS)Murashige and Skoogeکشت  درگرمسی حاوي ) 1962

کشت 7/5–8/5معادل pHدر لیتر آگار و گرمهشت لیتر ساکارز، 
50بیوتیـک کانامایسـین   سپس به محیط انتخابی حاوي آنتی. شدند
.گرم در لیتر منتقل شدندمیلی400گرم و سفوتاکسیممیلی

زایی و باززاییکال

MSزایـی بـه محـیط کشـت     هاي تلقیح یافته جهت کـال ریزنمونه

انتقال یافتـه و در اتاقـک   ) 1جدول (هاي رشد حاوي تنظیم کننده
گـراد و شـرایط تـاریکی    درجه سانتی25±2رشد با شرایط دمایی 

یـک بـار در   هفتـه سـه هـا هـر   واکشت ریزنمونه. نگهداري شدند
ماه پس از کشت صفاتدو. هاي فوق صورت گرفتمحیط کشت

بـر روي تیمارهـاي   زایـی، وزن تـر و خشـک کـالوس    درصد کال
.اندازه گیري شدهورمونی مختلف 

حـاوي  MSهاي باززایی انتخابی براي باززایی نیز از محیط کشت
هـاي حـاوي   شیشـه .استفاده شد)2جدول (هاي رشد تنظیم کننده

درجـه  25±2یط کشت باززایی در اتاقک رشد با شرایط دمایی مح
سـاعت  هشـت ساعت روشـنایی و  شانزدهگراد و طول روزسانتی

هفته یک بـار  سهها هر واکشت ریزنمونه. تاریکی نگهداري شدند

پـس از دو مـاه، درصـد    . هاي فوق صورت گرفتدر محیط کشت
ها حاوي کشتتمامی محیط .زایی و سایر صفات بررسی شدندباز

گـرم در لیتـر و   میلـی 400هاي سفوتاکسیم با غلظـت  بیوتیکآنتی
.گرم در لیتر تهیه شدندمیلی50کانامایسین با غلظت 

ــاه موســیر و تDNAاســتخراج  ــومی گی ــزش أي ژن ــد تراری یی
هاریزنمونه

CTAB)Dellaportaبـا اسـتفاده از روش   DNAاستخراج  et al.

ات تراریزش از آزمون هیستوشـیمیایی  انجام شد و براي اثب)1983
gusاي پلیمراز با آغازگرهاي اختصاصی ژن و واکنش زنجیرهgus

پـنج گـراد بـه مـدت    درجه سانتی94واکنش فوق در .دشاستفاده 
گراد به مدت درجه سانتی94هر چرخه شامل (چرخه 35دقیقه و 

درجـه  72مـدت یـک دقیقـه،    گراد به درجه سانتی57دقیقه، یک
-درجه سانتی72گراد به مدت یک دقیقه و تکمیل بسط در سانتی

درکـه ايگیاهـان تراریختـه  .انجـام شـد  ) گراد به مدت پنج دقیقه
آغازگرهاي اختصاصـی ژن  با استفاده از پلیمراز،ايواکنش زنجیره

gusعــدماثبــاتجهــتطعــه مــورد انتظــار را تکثیــر کردنــد،  ، ق
اختصاصــی آغازگرهــاي زااســتفاده بــا حضــوراگروباکتریوم، 

). 3جدول (شدند بررسیvirGاگروباکتریوم

هاتیمارهاي هورمونی به منظور القاي کالوس ریزنمونه-1جدول 
Table 1- Hormonal treatments for inducing callus in explants

ردیف
Row

ریزنمونه
Explant

)گرم بر لیترمیلی(هاي رشد ظیم کنندهتن
Hormones (mg/l)

BANAA2,4-D

1
جنین

Embryo

21-
2-2

2
طبقپیاز موسیر

Bulb

11-

22-

2

ریشه
Root21-
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هاي کشت باززایی پیازچهمحیط-2جدول 
Table 2- Regeneration culture media of bulblet

ردیف
Row

)گرم بر لیترمیلی(هاي رشد تنظیم کننده
Hormones (mg/l)

BANAA2,4-D

1---
21--
35--
4-1-
511-
651-
7-2-
812-
952-
10--1

111-1

125-1

13--2

141-2

155-2

اي پلیمرازتوالی آغازگرهاي مورد استفاده در واکنش زنجیره-3جدول 

Table 4- Primers and PCR products

آغازگرها

Primers

توالی

Sequence

5´ 3´

)bp(قطعه تکثیري 

Amplified fragment (bp)

)˚C(دماي بهینه اتصال 

C)˚Annealing (

gus
Forward:CCCGCTTCGAAACCAATGCC

Reverse:ACGTCCTGAAGAAACCCCA
109257

virG
Forward:ATGATTGTACATCCTTCACG

Reverse:TGCTGTTTTTATGAGTTGAG
85058

35و گـراد بـه مـدت پـنج دقیقـه      درجه سانتی94واکنش فوق در 
گراد به مدت یک دقیقـه،  درجه سانتی94هر چرخه شامل (چرخه 

گـراد بـه   درجه سانتی72گراد به مدت یک دقیقه، سانتیدرجه 58

گراد بـه مـدت   درجه سانتی72مدت یک دقیقه و تکمیل بسط در 
.انجام شد) پنج دقیقه
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ها تجزیه و تحلیل آماري داده
به طور کاملزایی و باززایی در قالب طرح آزمایشات کالوس

تجزیه . شدانجام) ریزنمونهسههر تکرار (تکرار سهتصادفی با 
هاي حاصل از آزمایشات با استفاده از نرم افزار آماري داده
MSTATCاي و نتایج تجزیه واریانس توسط آزمون چند دامنه

دانکن در سطح احتمال پنج درصد انجام و نمودارها توسط نرم 
.دشرسم Excelافزار 

هازایی در ریزنمونهبررسی میزان کالوس

پیاز و ریشه درون طبق هاي جنین، مطالعه، ریزنمونهدر این 
هاي مختلفی حاوي غلظتMSاي موسیر در محیط کشت شیشه

منظور القاء بهD-2,4و NAA ،BAهاي رشد از تنظیم کننده
زایی، وزن تر و خشک کالوس کالوس کشت شدند و درصد کال

یک ماه پس از کشت، در تمام . مورد ارزیابی قرار گرفت
هاي جنین و مارهاي هورمونی تشکیل کالوس بر روي ریزنمونهتی

مشاهده شد اما در ریزنمونه ریشه هیچگونه کالوسی طبق پیاز 
یکدر ریزنمونه جنین کالوس تشکیل شده در تیمار . مشاهده نشد

تفاوت BAگرم در لیتر میلیدوبه همراه NAAگرم در لیتر میلی
طبق در ریزنمونه . نداشتBAوD-2,4داري با تیمار حاوي معنی
ها متراکم و فشرده، گرانوله، آبنباتی شکل، چسبنده نیز کالوسپیاز 

.)2شکل (یا پفکی بودند

زایی یک ماه پس از کشتکال-2شکل 

Figure 2- Callus induction one month after the culture

داد که وزن جنین نشان بررسی درصد تشکیل کالوس در ریزنمونه
دار نداشت تر کالوس در تیمارهاي مختلف هورمونی تفاوت معنی

. داري مشــاهده شــدولــی در وزن خشــک کــالوس تفــاوت معنــی
هـا در  نیز وزن تر و خشک کالوسطبق پیاز همچنین در ریزنمونه 

تشـکیل  . داري نداشـتند تیمارهاي مختلف هورمونی تفاوت معنـی 
هـاي رشـد   لظـت تنظـیم کننـده   کالوس در گیاه موسیر به نوع و غ

در بـین سـه   . وابسـته بـود  بـه طـور کامـل   گیاهی و نوع ریزنمونه 
نسبت به ریشـه تـاثیر   طبق پیاز کار برده شده، جنین و ریزنمونه به

طوریکـه بیشـترین   بـه . بیشتري را بر تشکیل کـالوس ایجـاد نمـود   
در همــه (بــا ایــن دو ریزنمونــه ) درصــد100(زایــی درصــد کــال

.دست آمدبه) ورمونیترکیبات ه

تـاثیر  D-2,4و BA ،NAAهاي مختلـف  نتایج نشان داد در غلظت
-بـه . داري بر وزن تر کالوس در ریزنمونه جنین مشاهده نشدمعنی

بـه  NAAگرم در لیتر میلییکطوریکه وزن تر کالوس در غلظت 
BAگرم در لیتـر  میلیدوو در غلظت BAگرم لیتر میلیدوهمراه 

داري بـا هـم تفـاوت معنـی    D-2,4گـرم در لیتـر   میلیدوبه همراه
هـاي  کـه در غلظـت  )3شکل (نشان دادهمچنین نمودار.نداشتند

داري بــر وزن خشــک تــاثیر معنــیD-2,4و BA ،NAAمختلــف 
و D-2,4گرم در لیتـر  میلیدوطوریکه در غلظت به. کالوس داشت

BA م در گـر میلـی یـک بیشترین وزن خشک کالوس و در غلظت
کمترین وزن خشـک  BAگرم در لیتر میلیدوبه همراه NAAلیتر 

این مسئله بیانگر این است که افزایش غلظت . کالوس مشاهده شد
تقیم دارد و باعث افـزایش  ها در وزن خشک کالوس اثر مساکسین

.شودوزن خشک کالوس می

صل از جنینمقایسه میانگین اثر هورمون بر وزن خشک کالوس حا-3شکل 

Figure 3- Mean comparison effect of the hormone on embryo for

callus dry weight

بحثوجینتا
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-تـاثیر معنـی  NAAو BAهاي مختلـف  نتایج نشان داد در غلظت

مشـاهده  طبق پیـاز  داري بر وزن تر و خشک کالوس در ریزنمونه 
و NAAو BAگرم در لیتر میلییکطوریکه در غلظت به. نشد
وزن تــر کــالوس NAAو BAگــرم در لیتــر میلــیدوغلظــت در

.دار با هم نداشتندتفاوت معنی
که در طبق پیاز هاي جنین و دست آمده از ریزنمونههاي بهکالوس

دست آمده بودند زایی بهترکیبات متفاوت هورمونی در بخش کال
MSبه منظور بررسی میزان تشکیل نوساقه در محیط کشت پایه 

D-2,4وBA ،NAAهاي هاي مختلفی از هورمونلظتحاوي غ

روز مورد 60کشت شدند و نتایج آن بعد از ) 2جدول (طبق 
گرم در میلیپنجنشان داد که در تیمار نتایج.بررسی قرار گرفت

طبق در ریزنمونه NAAگرم در لیتر میلییکبه همراه BAلیتر 
در ریزنمونه در حالی که ). 4شکل (باززایی مشاهده شد پیاز 

که این امر . جنین هیچ گونه باززایی از کالوس صورت نگرفت
ها ها در کنار اکسیننشانگر این است که افزایش مقدار سایتوکینین

به عنوان یک سایتوکینین با BA. استبراي باززایی بسیار موثر 
به عنوان یک NAAبه همراه ) گرم در لیترمیلیپنج(غلظت بالا 

بیشترین تاثیر را ) گرم در لیترمیلییک(ت متعادل اکسین با غلظ
.ها داشتندو افزایش طول نوساقه) درصد100(در باززایی 

طبق پیاز تراریختهباززایی از ریزنمونه - 4شکل 

Figure 4- Regeneration of transgenic bulb

ــل ــه و تحلی ــیمیایی تجزی ــه gusهیستوش ــان تراریخت در گیاه
مالیاحت

منظور و ریشه بهطبق پیاز هاي جنین، در این مطالعه از ریزنمونه
سنجش . به گیاه موسیر بومی ایران استفاده شدgusانتقال ژن 

وجود نواحی آبی رنگ در مناطق برش gusآزمون هیستوشیمیایی 
).5شکل (است gusداد که بیانگربیان ژن یافته نمونه را نشان

در گیاهان تراریخته در محلول رنگ GUSآزمون هیستوشیمیایی -5شکل 

gus، نواحی آبی رنگ در مناطق برش یافته نشان دهنده بیان ژن GUSآمیزي 

هستند

Figure 5- Histochemical GUS expression in transgenic plant

نتایج مقایسه میانگین فراوانی درصد تراریختی گیاهان احتمالی 
نمونه بررسی شده 30در ریزنمونه جنین از )6شکل (نشان داد

15نمونه که یکی به مدت سه، gusتوسط آزمون هیستوشیمیایی 
گرم در میلییکدقیقه با اگروباکتریوم تلقیح و در تیمار هورمونی 

قرار گرفته بود و دو BAگرم در لیتر میلیدوبه همراه NAAلیتر 
گروباکتریوم تلقیح و در تیمار دقیقه با ا10نمونه دیگر به مدت 

گرم در لیتر میلیدوبه همراه D-2,4گرم در لیتر میلیدوهورمونی 
BA قرار گرفته بودند، بیان ژنgusهمچنین در . را نشان دادند

نمونه بررسی شده یک نمونه به 30از طبق پیاز هاي ریزنمونه
یکمونی دقیقه با اگروباکتریوم تلقیح و در تیمار هورپنجمدت 

قرار NAAگرم در لیتر میلییکبه همراه BAگرم در لیتر میلی
دقیقه با اگروباکتریوم 10گرفته بود و نمونه دیگري که به مدت 

دوبه همراه BAگرم در لیتر میلیدوتلقیح و در تیمار هورمونی 
را نشان gusقرار گرفته بود، بیان ژن NAAگرم در لیتر میلی
تاثیر ) دقیقه15و 10، 5(ن تلقیح با آگروباکتریوم صفت زما. دادند
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هاي جنین و طبق پیاز بر اساس ریزنمونه فراوانی درصد تراریختی-6شکل 

GUSآزمون هیستوشیمیایی 

Figure 6- Transformation frequency percentage of embryo and

bulb according to GUS assay

توان نتیجه گیري ریختگی داشت و میبسیار کمی بر درصد ترا
ترین زمان براي تلقیح به روش دقیقه مناسب10نمود که زمان 

.استوري غوطه

در گیاهان تراریخته احتمالی با استفاده از gusاثبات وجود ژن 
اي پلیمرازواکنش زنجیره

اي پلیمراز با ، واکنش زنجیرهgusبه منظور اثبات حضور ژن 
گرهاي اختصاصی رو به جلو و رو به عقب این ژن استفاده از آغاز

جفت بازي وجود این ژن را در 1092مشاهده باند . انجام شد
پاسخ مثبت داده بودند، gusگیاه، که به آزمون هیستوشیمیایی 

و طبق پیازدر گیاهان حاصل از ریزنمونه ).7شکل (اثبات کرد 
باند وجود طوري کهبه. جفت بازي مشاهده شد1092جنین باند 

نشان دهنده این مطلب است gusجفت بازي مربوط به ژن 1092
که گیاهان تراریخته احتمالی در مقایسه با شاهد حداقل یک نسخه 

همچنین جهت اثبات عدم حضور .ندهسترا دارا gusاز ژن 
اي اگروباکتریوم در گیاهان تراریخته احتمالی واکنش زنجیره

. انجام شدvirGزگرهاي اختصاصی ژن پلیمراز با استفاده از آغا
جفت بازي در نمونه اگروباکتریوم مشاهده شد و عدم 850باند 

ظهور این باند در ریزنمونه طبق پیاز و جنین، نشان دهنده عدم 
شکل (ها است وجود اگروباکتریوم و اثبات صحت  تراریختگی آن

8.(

ي کشت بافت و انتقال ژن بهینه سازدستورالعمل، پژوهشدر این 
) 1388(قهرمانی مجد و همکاران . به گیاه موسیر ایرانی تهیه شد

هاي برابر بنزیل آدنین و نفتالن استیک گزارش کردند در نسبت
اثر بهتري در تولید کالوس دارد که با طبق پیاز اسید در ریزنمونه 

ده از دست آمهاي بههمچنین تنها کالوس. نتایج ما نیز مشابه بود
این امر نشان دهنده این است که . ، باززا شدندطبق پیازریزنمونه 
ها العمل ریزنمونهعکس. استبهترین ریزنمونه طبق پیاز ریزنمونه 

اي بستگی به فاکتورهاي متعددي در شرایط کشت درون شیشه
هاي داخلی، غلظت تنظیم مقادیر سطوح مختلف هورمون. دارد

ها همگی رهمکنش اثر این تنظیم کنندههاي رشد خارجی و بکننده
Ghahremani Majd(استبر پاسخ ریزنمونه موثر  et al. 2009.(

توانند اثر مهمی بر تراریزش با طور کلی چندین فاکتور میبه
. هاي گیاهی مختلف داشته باشنداستفاده از آگروباکتریوم در گونه

تقال ژن به گیاهان توان کارایی انبا بهینه سازي فاکتورهاي موثر می
-محدودیتبا وجودتراریختی به کمک اگروباکتریوم . را بالا برد

هایی که دارد، در حال حاضر هنوز هم کاراترین روش براي تولید 
هایی در جریان است تا این روش کوشش. گیاهان تراریخته است

خصوص هاي بیشتر، بهتا تعداد ژنوتیپکندتر و موثرتر را ساده
براي ایجاد یک روش تراریختی . شونداي برتر تراریخته هواریته

هاي بیشتري لازم است تا به مستقل از ژنوتیپ در گیاه پژوهش
افزایش تقاضا براي دستیابی سریع به ارقامی بهبود یافته براي 

,Tohidfar and Mohsenpour(تولید تجاري پاسخ داده شود 

و جنین نسبت بهز طبق پیاهايدر این پژوهش ریزنمونه). 2010
زایی، باززایی و تراریزش در موسیر هاي ریشه جهت کالریزنمونه

MSبین سه محیط کشت باززایی،محیط کشت . کاراتر بودند

گرم در میلییکگرم در لیتر بنزیل آدنین به همراه میلیحاوي پنج
بهترین محیط براي باززایی تشخیص داده استیک اسیدنلیتر نفتال

هاي رشد اکسینی نقش موثري در تقسیم سلولی کنندهتنظیم.شد
ها نیز در تحریک رشد و نمو و تقسیم همچنین سایتوکینین. دارند

,Pirik(سلولی نقش دارند  2007.(

بحثوجینتا
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، )کنترل مثبت(سمید پلا- 1، چاهک gusاي پلیمراز با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی رو به جلو و رو به عقب ژن واکنش زنجیره-7شکل 
- 5، چاهک )ریزنمونه جنین(گیاه تراریخته -4، چاهک )پیازطبق ریزنمونه(گیاه تراریخته - 3، چاهک )کنترل منفی(نمونه آب -2چاهک 

).ریزنمونه جنین(گیاه شاهد - 7، چاهک )1 kb plus(DNAنشانگر وزن مولکولی - 6چاهک ) پیازطبقریزنمونه(گیاه شاهد 
Figure 7- PCR analysis of transgenic plants with gus specific primers, 1. Positive PCR control, 2. Negative PCR control

without DNA (H2O), 3. Transgenic plant (bulb), 4. Transgenic plant (embryo), 5. Untransformed plant (bulb), 6. DNA marker,

7. Untransformed plant (embryo).

گیاه تراریخته - 1، چاهک virGاي پلیمراز با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی رو به جلو و رو به عقب ژن واکنش زنجیره- 8شکل 
نه آب نمو- 5چاهک ،گیاه شاهد-4، چاهک )کنترل مثبت(پلاسمید - 3،  چاهک )ریزنمونه جنین(گیاه تراریخته -2، چاهک )ریزنمونه پیاز(
).1 kb plus(DNAنشانگر وزن مولکولی -6، چاهک )کنترل منفی(

Figure 8- PCR analysis of transgenic plants with virG specific primers, 1. Transgenic plant (bulb), 2. Transgenic plant

(embryo), 3. Positive PCR control, 4. Untransformed plant, 5. Negative PCR control without DNA (H2O),

6. DNA marker.
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هاي رشد نفتالن استیک اسید به عنوان یکی از تنظیم کننده
اکســینی نقــش مــوثري در تقســیم ســلولی دارد، بنــابراین 

تجزیـه و  در نتیجـه  .اسـت حضور آن براي بـاززایی لازم  
هـاي تراریختـه   اي پلیمـراز نمونـه  واکـنش زنجیـره  تحلیل

، نیز مثبت بودند gusبا آغازگرهاي اختصاصی ژن احتمالی 
. کرده بودنـد بیوتیک رشد که همگی در محیط حاوي آنتی

گیاهان حاصل جهت ارزیابی حضور اگروباکتریوم توسـط  
نیز مـورد سـنجش قـرار    virGآغازگرهاي اختصاصی ژن 

گرفتند و عدم آلـودگی در ریزنمونـه طبـق پیـاز و جنـین،      
روبـاکتریوم و اثبـات صـحت    نشان دهنده عـدم وجـود اگ  

سرسـخت هـاي گونـه ازموسـیر . ها اسـت تراریختگی آن
شـود مـی محسوباگروباکتریوموسیلهبهتراریزشجهت

)Purwito and Zheng, ــگران). 2009 ــالدرپژوهش س
راموسـیر وپیازبهژنانتقالبرايتراریزشدرصد2001

ــلامدرصــد95/1 ــداع .Zheng et al(کردن در). 2001
ــژوهش ــالدردیگــريپ ــاراییپژوهشــگران،2005س ک
گـزارش درصـد 06/0رافرنگـی تـره وسیردرتراریزش

.Eady et al(کردنــد ــژوهشایــندر). 2005 درصــدپ
ریزنمونـه درودرصـد 10جنـین ریزنمونـه درتراریزش

پـژوهش ایـن نتـایج از. شـد محاسبهدرصد6/6پیازطبق
مهندسـی همچنـین وبافتکشتمطالعاتجهتتوانمی
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hallot (Allium stipitatum) is an edible vegetable that has important
pharmacological properties. Therefore, optimization of an efficient in vitro
regeneration and transformation system for shallot breeding through genetic
engineering would be useful. Embryo, root and bulb explants of shallot were

cultured in vitro on MS basal medium supplemented with different concentrations of
growth regulators (NAA, 2,4-D and BA) for callus induction and plantlet regeneration.
Explants were transformed using Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404 and
pBI121 plasmid carrying the gus reporter gene. The results indicated that bulb had a
higher efficiency of callus induction and plantlet regeneration (100%) compared to
embryo and root explants. The highest percentage of regeneration (100 %) was observed
on MS medium supplemented with 5 mg.l-1 BA and 1 mg.l-1 NAA for bulb explants.
Polymerase chain reaction (PCR) analysis of gus-positive transformants confirmed
genetic transformation of the cultures. Furthermore, the lack of Agrobacterium-related
infection was confirmed using virG-specific markers. In this study, the efficiency of
transformation was 10 and 6.6% in embryo and bulb, respectively.

Agrobacterium, GUS gene, Gene transformation, Shallot, Tissue culture
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Tanacetum(گیاه شاه اسپرم balsamita ( از خانواده کاسنی)Asteraseae ( یک گیاه دارویی
غنی از متابولیتهاي ثانویه مانند فلاونها، سس کوي ترپن لاکتونها، مشتقات فنیل مهم می باشد که 

به عنوان طعم دهنده و افزودنی گیاه شاه اسپرم. پروپان ها، تانن ها و همچنین اسانس ها می باشد
اي فواید دارویی بوده و در چه به صورت تازه و چه خشک شده استفاده شده است، همچنین دار

کشت ریشه با توجه به اهمیت و کاربرد متابولیتهاي ثانویه، . فراورده هاي معطر نیز به کارمی رود
به علاوه بر روشهاي کاشت کلاسیک هاي مویین یک راهکار مناسب براي تولید بیشتر این مواد 

ین در گیاه شاه اسپرم به کمک بررسی القاء ریشه مویدر این تحقیق بدین منظور . شمار می رود
-ریز نمونه. مورد ارزیابی قرار گرفت) rhizogenesgrobacteriumA(آگروباکتریوم رایزوژنز 

4Aآگروباکتریوم رایزوژنز سویه هاي مختلف عکس العملهاي متفاوتی را نسبت به القاء ریشه توسط 
راي هر نوع ریز نمونه به صورت همچنین فراوانی تولید ریشه هاي القاء شده نیز ب. نشان دادند

PCRصحت ریشه هاي القاء شده توسط آگروباکتریوم رایزوژنز به کمک . معنی داري متفاوت بود
نتایج این تحقیق براي اولین بار نشان می دهد که . نیز تایید شدrolBهاي اختصاصی ژن و آغازگر

م رایزوژنز امکان پذیر گروباکتریوتوسط آگیاه شاه اسپرمتراریختی و القاء ریشه هاي مویین در 
هاي مویین به منظور تولید متابولیتهاي ثانویه تواند در تحقیقات انتقال ژن و کشت ریشهبوده و می

.با ارزش مورد استفاده قرار گیرد

هاي کلیديواژه
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مقدمه
Tanacetumشاه اسپرم یا شاه اسپرغم با نام علمی 

balsamita L.هاي انگلیسی  و نامAlecostیاCostmary گیاهی
و تبار ) Asteraseae(است چند ساله که متعلق به خانواده کاسنی 

Anthemideaeاین گیاه توسط ریزوم و بذر تکثیر یافته . باشدمی
ه اي شکل زرد رنگ است که در تابستان و داراي گلهاي لول

Culpepers(منشاء آن مدیترانه بوده .شودمشاهده می و در ) 1950
Pérez-Alonso)(روید اروپا و آسیا می et al. شاه اسپرم در . 1992

است و در شمال ایران به عنوان یک گیاه دارویی شناخته شده
.et al(شود غربی کشور کشت می 2008Hassanpouraghdam( .

-فلاونها، سسشاه اسپرم یک گیاه غنی از متابولیتهاي ثانویه مانند
ترپن لاکتونها، مشتقات فنیل پروپان ها، تانن ها و اسانس می کوي

.et al(باشد  2001Marculescu( .هاي استخراج شده از اسانس
هاي دارویی بوده و به عنوان سمتهاي هوایی گیاه داراي استفادهق

.et al(رود هاي غذائی به کار مینده نیز در فراوردهدهطعم  2009

Hassanpouraghdam .(هایی دال برخاصیت همچنین گزارش
- کوي ترپنکشی اسانس و نیز اثرات آللوپاتی ترکیبات سسحشره

Teixeira da Silva(هاي این گیاه وجود دارد  2004; Bylaite et

al. و در دنیا بر ودي در ایرانکنون تحقیقات بسیار محدتا). 2000
هاي ثانویه با استفاده از گیري از متابولیتروي افزایش و بهره

شاه اسپرم انجام روشهاي ژنتیکی و بیوتکنولوژي بر روي گیاه 
هاي مختلف محلول غذایی بررسی تاثیر غلظتدر . شده است

هاي رویشی، محتوا و عملکرد هوگلند تغییر یافته بر روي ویژگی
شاه اسپرم نتیجه گیري شد که شاه اسپرم یک گیاه کم اسانس

تواند با حداقل عناصر توقع از لحاظ عناصر غذایی بوده و می
.et al(غذایی بیشترین عملکرد اسانس را داشته باشد  2008

Hassanpouraghdam( . در بررسی ترکیبات اسانس این گیاه در
ند که عمده اترکیب شناسایی شده23مناطق شمال غرب ایران 

ترپن کويو سس) 87/93(%ي اکسیژنه شده هاترین آنها مونوترپن
، ) carvone(هاي کارون باشد، به طوري که مونوترپنمی) 6/66(%
و سینئول )  β-thujone(توجون ، بتا) α-thujone(توجون آلفا

)1,8-cineole (باشند ترکیبات اصلی اسانس می)et al. 2009

Hassanpouraghdam(. همچنین یک سیستم تولید کالوس از

ه ها و دمبرگ قسمتهاي مختلف گیاه شامل قطعات برگ، بین گر
و نیز ارزیابی تنوع سوماکلون ) in vitro(اي در شرایط درون شیشه
Mohajjel shoja(گزارش شده استدر کشت هاي کالوس  et al.

انویه به هاي ثبا توجه به اهمیت و نیاز به افزایش متابولیت. )2010
دلایل کاربرد هاي دارویی و غذایی، به نظر می رسد که روشهاي 
بیوتکنولوژي در کنار روشهاي کلاسیک، که در بسیاري از موارد 
جوابگوي نیازهاي مصرف نیستند، می توانند در به ثمر رسیدن 

Verpoorte(این اهداف مفید باشند  et al. کشت سلولی ). 2002
شده به کمک آگروباکتریوم رایزوژنز و کشت ریشه مویین القا

)rhizogenesgrobacteriumA ( از مهمترین روشهاي
یه با هاي ثانومتابولیتبیوتکنولوژي گیاهی هستند که در تولید 

Berlin(گیرند ارزش مورد استفاده قرار می 1986; Alfermann

and Petersen هر چند کشت سلولی داراي مزایاي زیادي ). 1995
یز نیافته توان بیوسنتزي ما در برخی از موارد سلولهاي تمااست، ا
Hasanloo(دهند هاي ثانویه را از دست میفراورده et al. 2008( ،

ه کاهش تولید بعلاوه  آنها داراي ثبات ژنتیکی نبوده که منجر ب
Giri and Narasu(شود میهامتابولیت امروزه تولید ). 2000

که اکثرا داراي ارزش داروئی و صنعتی هاي ثانویه گیاهی متابولیت
Giri(هستند از طریق کشت ریشه هاي مویین بسیار گسترده است 

and Narasu -به کار گرفته میو به عنوان یک روش موثر) 2000

هاي مهم گیاهی از جمله گیاهان تاکنون تعدادي از گونه. شود
آگروباکتریوم رایزوژنز تراریخت شده و داروئی به وسیله 

به . هاي مویین تولید شده اندهاي با ارزشی توسط ریشهتابولیتم
عنوان مثال از ریشه هاي مویین القاء شده توسط آگروباکتریوم 

آلکالوئید ) Atropa belladonna(رایزوژنز در گیاه شاه بیزك 
Bonhomme(تروپاتی تولید شده است  et al. همچنین ). 2000

annua(گیاه کامل در درمنه هاي مویین تراریخت نسبت به یشهر

Artemisia (ترپن بیشتري را تولید کردند مقدار سزکوي)Souret

et al. در ریشه هاي حاصل از القاء آگروباکتریوم رایزوژنز ). 2003
بیشتري ) Anthraquinone(، آنتراکینون Rhamnus fallaxدر گیاه 
Rosić(شود تولید می et al. Silybum(در گیاه خار مریم ) .2006

marianum (هاي مویین به عنوان منبعی براي تولید تولید ریشه
Rahnama(سیلی مارین گزارش شده است  گونه در).2007
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Plumbago indica از تیره بهمنیان ریشه هاي حاصل از تلقیح با
قادیر ریخت مآگروباکتریوم رایزوژنز در مقایسه با گیاهان غیر ترا

تولید کردند ) Plumbagin(بیشتري از پلامباگین 
)Gangopadhyay et al. Bacopaهمچنین در گونه ). 2010

monnieriهاي تراریخته به کمک متعلق به تیره بارهنگیان، ریشه
مقادیر ساپونین بیشتري نسبت آگروباکتریوم رایزوژنز تا پنج برابر 

Majumdar(تولید کردندریخت تراگیاهان غیربه et al. 2011 .(
همکاران نیز نشان دادند که غلظت نورآدرنالین پیریان و

)Noradrenalin (هاي گونه خرفه پرپهن ریشهدر)Portulaca

oleracea ( القاء شده به کمک آگروباکتریوم رایزوژنز در مقایسه
Pirian(با ریشه هاي نرمال تا حدود دوازده برابر افزایش داشت 

et al. ر گونه گیاهی ترپن که دکرانول، یک نوع دي). 2012
Siegesbeckea orientalis تنها در برگهاي آن تجمع می یابد، در

Wang(ریشه هاي مویین نیز تولید شد  et al. همچنین در ). 2012
از ) Artemisia vulgaris(ریشه هاي تراریخته گیاه بـِرِنجاسف 

-اسانس روغنی در مقایسه با ریشهها مقادیر زیادي جنس درمنه

Sujathaa( یخت تجمع پیدا کردند هاي غیر ترار et al. 2013 .(
ریشه هاي مویین حاصل از آگروباکتریوم رایزوژنز در گیاه 

Portulaca oleracea نیز قادر بودند دوپامین تولید کنند
)Ahmadi Moghadam et al. سطح تولید ).2014

caffeoylquinicهاي تراریخته در گیاه راپنتیکام هدر ریش
Rhaponticum(س کارتاموید carthamoides ( ،از تیره کاسنیان

Skala(خصوصا در معرض نور به مقدار بالایی افزایش نشان داد 

et al. با توجه به اهمیت گیاه شاه اسپرم به دلیل داشتن .)2015
متابولیتهاي ثانویه با ارزش، یافتن راهی براي تولید ارزان و سریع 

بدین . رسدوري به نظر میریشه هاي مویین ضرآنها از طریق
مویین از منظور در این تحقیق بهینه سازي شرایط القاء ریشه هاي

آگروباکتریوم هاي مختلف، به کمک طریق انتخاب ریز نمونه
رایزوژنز در گیاه شاه اسپرم به عنوان اولین گام موثر در کشت 

.قرار گرفتریشه هاي مویین مورد بررسی

هامواد و روش

. بذور شاه اسپرم ازپاکان بذر اصفهان تهیه شد: گیاهیمواد
بذور به شرح زیر استریل ) جداکشت(اهبه منظور تهیه ریز نمونه

ثانیه غوطه ور 20مدت درصد به70ابتدا بذرها در اتانول . شدند
بلافاصله با آب مقطر استریل شستشو داده شدند ، سپس به شده و
قرار گرفتند و )v/v(درصد 5م دقیقه درهیپوکلریت سدی30مدت 

بذور استریل . نهایتا سه بار با آب مقطر استریل شستشو داده شدند
درصد 2استریل حاوي ) موراشیک و اسکوگ(MSدر محیط 

25±2کشتها در دماي . درصد آگار کشت شدند7/0شکر و
با شدت نور (ساعت روشنایی 16درجه سانتی گراد و شرایط 

3000LUX (از قسمتهاي مختلف . نه روز قرار گرفتنددر شبا
گیاهچه هاي بدست )ریشه، کوتیلدون، برگهاي جوان و ساقه(

ریز نمونه تهیه آمده بعد از بیست روز تا یک ماه از کشت بذور، 
.شد

جهت القاي ریشه مویین گیاه :تهیه آگروباکتریوم رایزوژنز
Agrobacteriumباکتري 4Aشاه اسپرم از سویه  rhizogenes

باکتري ها در محیط کشت .استفاده شد) pRiA4(پلاسمیدحاوي
LB مایع حاويmg/l50 28آنتی بیوتیک ریفامپیسین در دماي

دور در 120درجه سانتی گراد بر روي شیکر چرخشی با سرعت 
باکتریها در . ساعت تکثیر شدند24دقیقه در تاریکی و به مدت 

دور در دقیقه به 4000سرعت  درجه سانتی گراد و با 4دماي 
پلت . دقیقه به کمک سانتریفیوژ رسوب داده شدند10مدت 

Mµ100حاوي  2/1مایع MSبدست آمده در محیط کشت 
غلظت . ن به صورت سوسپانسیون در آمدواستوسیرینگ

نهایتا این .تعیین شدOD600nmدر8/0-1سوسپانسیون بین 
.ه کار گرفته شدها بمحلول جهت تلقیح ریز نمونه

ابتدا ریز نمونه ها از :هاي موئینهم کشتی و القاي ریشه
مایع MSبه مدت دو ساعت در محیطگیاهچه جدا شده و

زخمهایی در سطوح ریز نمونه ها ایجاد شد و در . نگهداري شدند
دقیقه 20سوسپانسیون باکتري آماده شده جهت تلقیح به مدت 

غذ صافی استریل سوسپانسیون سپس بر روي کا. غوطه ور شدند
نهایتا ریز نمونه هاي تلقیح شده براي . باکتري اضافی خشک شد
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قرار ) رآگاl /gr7(جامد MSهم کشتی بر روي محیط کشت 
هاي شاهد از آب مقطر استریل استفاده براي تهیه نمونه. گرفتند

سانتی گراد و در تاریکی25±2کشتها در اتاق رشد با دماي . شد

پس از دو روز هم کشتی ریز.به مدت دو روز نگهداري شدند
mg/l400مایع حاوي MSنمونه ها ابتدا در محیط کشت 

سفوتاکسیم شستشو داده شدند تا از  باکتري عاري شوند، سپس 
mg/l400جامد حاوي MSریز نمونه ها به محیط کشت 

شد در تاریکی و دمايسفوتاکسیم منتقل شدند و در  اتاق ر
تا حذف کامل باکتري و . سانتی گراد نگهداري شدند2±25

روز به محیط کشت مشابه 7پدیدار شدن ریشه، ریز نمونه ها هر 
بررسی القاء ریشه زایی براي چهار نوع ریز . واکشت می شدند

در قالب طرح ) ریشه، کوتیلدون، برگهاي جوان و ساقه(نمونه 
تعداد ریشه هاي القا شده و . تکرار انجام شد4کاملا تصادفی با 

-هاي متفاوت اندازهنمونههاي تولید شده توسط ریزوزن تر ریشه

داده ها با استفاده از نرم بررسی.گیري و با هم مقایسه شدند
ها نیز به روش دانکن با هم میانگین.انجام شدندExcelافزار

.مقایسه شدند

مویین القا شده توسط آگروباکتریوم هاي تایید مولکولی ریشه
رایزوژنز

ها، با استفاده از زایی ژنتیکی ریز نمونهجهت تایید ریشه
:rolB)Forwardآغازگرهاي اختصاصی ژن 

ATCCAACTCACATCACAATGG /Reverse:

TTCTAAATCAGGTTCCTCCG ( واکنشPCR بر روي
DNAهاي ریشه انجام گرفتنمونه .DNA با روشCTAB از

Doyle(هاي القاء شده استخراج شد شهری شرایط دمایی ). 1991
PCR درجه سانتی گراد به مدت دو 94شامل واسرشتگی اولیه در

درجه سانتی گراد 94به صورت واسرشتگی در چرخه35دقیقه و 
ثانیه و 30درجه سانتی گراد 53ثانیه، اتصال آغازگرها در 30

درجه 72ه و بسط نهایی در ثانی30درجه سانتی گراد 72بسط در 
محصولات تکثیر شده براي . دقیقه بود8سانتی گراد به مدت 

شده و بارگزاري85درصد با ولتاژ 5/1بررسی بر روي ژل آگارز
.مشاهده شدندUVبا استفاده از اتیدیوم بروماید زیر نور

در این تحقیق بهینه سازي شرایط القاء ریشه هاي مویین از 
آگروباکتریوم هاي مختلف، به کمک ریز نمونهطریق انتخاب 

ي همه انواع ریز نمونه ها.شدرایزوژنز در گیاه شاه اسپرم بررسی
) ریشه، کوتیلدون، برگهاي جوان و ساقه(به کار گرفته شده 

هفته 4تا 3توانستند پس از تلقیح با آگروباکتریوم رایزوژنز بعد از 
محلهاي زخم ها، ر ریشهمحل ظهو). 1Aشکل (ریشه تولید کنند

ها بود، اینجا محلی است که باکتري ایجاد شده بر روي ریزنمونه
خود را به DNAمی تواند با سلول گیاهی ارتباط ایجاد کرده و 

ها به صورت متراکم با رشد ریشه. درون ژنوم میزبان ملحق کند
بوده و از نظر پلاژیوتروپیک سریع و داراي انشعابات زیاد 

شکل (هاي معمولی در کشت بافت متمایزند ژي با ریشهمورفولو
1B .(اي د تلقیح نشده با باکتري هیچ ریشههاي شاهنمونهدر ریز

). 1Cشکل (مشاهده نشد و یا در آنها کالوس مشاهده شد 
اختلاف بسیار معنی داري بین چهار نوع ریز نمونه از نظر القاء 

اوانی القاء ریشه در فر). 1جدول (ریشه هاي مویین بدست آمد 
کوتیلدونها از بقیه ریز نمونه ها بیشتر بود و تجزیه آماري داده 

وزن خشک ).2شکل (هاي بدست آمده نیز آن را تایید کرد 
هاي متفاوت نیز اندازه گیري هاي تولید شده توسط ریزنمونهریشه

نتایج حاصل نشان داد که ). 2جدول (واریانس انجام شد تجزیهو 
هاي ها بیشتر از ریشههاي القاء شده در کوتیلدونشهوزن ری

-د و اختلاف معنی داري را نشان میها بوحاصل از بقیه ریزنمونه

هاي گر چه از نظر خصوصیات ظاهري ریشها). 3شکل (دهند 
هاي مویین بودند، اما  جهت اطمینان و بدست آمده مانند ریشه

.ت آنها استفاده شدبراي بررسی ماهیPCRتایید آنها از تکنیک 

ایج و بحثنت
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ها در نتیجه هم کشتی با اگروباکتریوم رایزوژنز بر روي ریزنمونههاي مویین ظهور ریشه)A. (به کمک اگروباکتریوم رایزوژنزمراحل مختلف القاء ریشه مویین-1شکل 
هاي آلوده نشده به آگروباکتریوم رایزوژنز سویه یین بر روي ریزنمونههاي موعدم ظهور ریشه) C(هاي مویین القاء شده در محیط کشت، رشد ریشه)4A ،)Bسویه 

4A.

Figure 1- Different steps of root induction by Agrobacterium rhizogenes. (A) Hairy roots appeared on explants co-cultivated
with Agrobacterium rhizogenes A4 strain, (B) Hairy root growth on medium, (C) Absence of hairy root on explants not
infected with Agrobacterium rhizogenes A4 strain.

.هاي مختلف، تیمارهایی که حداقل داراي یک حرف مشترك هستند، اختلاف معنی داري با هم ندارندهاي مویین در ریز نمونهمقایسه میانگین القاء ریشه-2شکل 

Figure 2- Mean comparison of hairy root induced on different explants, treatments that have at least one common letter
are not significantly different from each other.

.حرف مشترك هستند، اختلاف معنی داري با هم ندارندهاي مختلف، تیمارهایی که حداقل یکتوسط ریزنمونههاي القاء شده مقایسه میانگین وزن ریشه-3شکل 

Figure 3- Comparison of mean of induced roots weight on different explants, treatments that have at least one common letter
are not significantly different from each other.
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-حاصل از ریشه هاي مویین القا شده از ریز نمونهDNAبر روي rolBبا آغازگرهاي اختصاصی ژن PCRا استفاده از واکنش جفت بازي ب500تکثیر قطعه -4شکل

پلاسمید آگروباکتریوم رایزوژنز(کنترل مثبت C.Pهاي متفاوت،  هاي حاصل از ریزنمونهریشه1-9هاي ،  ردیفDNAنشان دهنده سایز مارکر M. هاي گیاه شاه اسپرم
ریز نمونه آلوده نشده به DNAباPCRواکنشمحصول(کنترل منفی C.N،  )الگوDNAآب به جاي PCRواکنشمخلوط(کنترل منفی آب H2o، )4Aسویه 

).آگروباکتریوم رایزوژنز

Figure 4- 500 bp fragment amplified using PCR with rolB primers on DNA of induced hairy roots of alecost plant. M
indicating DNA size marker, lines 1-9 are root samples from different explants, P.C positive control (Plasmid from
Agrobacterium rhizogenes A4 strain), H20 water negative control, N.C negative control (PCR product of DNA from un-
infected explants with Agrobacterium rhizogenes A4 strain).

.ریزنمونه بر القاء ریشه هاي مویینتجزیه واریانس نوع-1جدول 

Table 1- Analysis of variance of explants type on root induction.
)MS(میانگین مربعات   )df(درجه آزادي  منابع تغییرات

(Source of Variation)
**0.2 3 (Treatment)تیمار

0.01 12 (Error)خطا

15 (Total)کل
سطح یک درصدمعنی دار در** 

.ریزنمونه بر وزن ریشه هاي القاء شدهتجزیه واریانس نوع-2جدول 

Table 2- Analysis of variance of explants type on induced root weight.
)MS(میانگین مربعات   )df(درجه آزادي  منابع تغییرات

(Source of Variation)
**1313.8 3 (Treatment)تیمار

25.2 12 (Error)خطا

15 (Total)کل
سطح یک درصدمعنی دار در** 
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DNAبر روي PCRهاي طراحی شده آغازگربه کمک 

هاي حاصل از القاء توسط آگروباکتریوم رایزوژنز انجام ریشه
تواند دلیل این می).  4شکل (گرفت و قطعه مورد نظر تکثیر شد 

Riاق موفق ژن هاي القا کننده ریشه از پلاسمید خوبی از الح

.توسط اگروباکتریوم باشد

القاء ریشه هاي مویین و کشت آنها علاوه بر کاربردهاي آن 
آنالیز ژنها، بیان پروتئینهاي خارجی، باززائی (در بیولوژي مولکولی 

یکی از ابزارهاي مناسب فن آوري زیستی براي ...) گیاه کامل و 
Rao(تولید سریع و انبوه متابولیتهاي ثانویه در گیاهان می باشد 

and   Ravishankar 2002;Mulabagal and Tsay اگرچه ).  2004
روشتولید تجاري متابولیتهاي ثانویه با ارزش در گیاهان از طریق 

هاي مویین زیاد موفق نبوده و با مشکلاتی همراه استریشه
)Bensaddek et al. 2008; Stiles and Liu ، اما با توجه به )2013

به عنوان . می باشداهمیت آن روز به روز در حال بهبود و توسعه 
مثال تولید تجاري ساپونین از طریق کشت ریشه مویین در جین

Jeong(سینگ امکان پذیر شده است  et al. به علاوه در ). 2002
بسیاري از گیاهان که متابولیتهاي ثانویه در حالت طبیعی فقط در 

هاي القاء تولید می شوند، ممکن است در ریشهاندامهاي هوایی 
شوند، از جمله ماده تولیدآگروباکتریوم رایزوژنز نیز شده توسط 

Lawsonniaدر گیاه ) lawson(لاوسون  inermis که در حالت
Argolo(شود فقط در اندامهاي هوایی تولید میطبیعی et al.

هاي ثبات ژنتیکی ریشه هاي مویین یکی دیگر از ویژگی). 2000
Hasanloo(مناسب آنهاست  لقا و کشت ریشه بنابراین ا). 2007

مویین ابزار مناسب و با ارزشی جهت استفاده در مطالعات 
متابولیتهاي ثانویه می بیولوژي مولکولی و همچنین افزایش تولید

هاي مویین براي برخی از گونه کنون القاء و کشت ریشهتا. باشد
یافته است که به عنوان مثال می هاي مهم دارویی بهینه و توسعه

Artemisiaannua)Maldonado-Mendozaتوان et al.

1993(;Datura stramonium Cai et al. 1997)(;Digitalis

lanata)Pradel et al. 1997(;Solanum aviculare)Argolo et

al. 2000(;Opium poppy وPapaver somnifera)Park and

Facchini, Jeong(Panax ginsengو ) 2000 et al. را نام ) 2002
.برد

دهد که القاء ریشه ن تحقیق نتایج بدست آمده نشان میدر ای
4Aهاي مویین و تراریختی به کمک آگروباکتریوم رایزوژنز سویه 

این 4Aدلیل انتخاب سویه . در گیاه شاه اسپرم امکان پذیر است
است که یک سویه داراي طیف میزبانی وسیع است و در بیشتر 

هاي مختلف این سویه توانسته است ریشهگزارشات در گیاهان
همچنین نتایج نشان داد که ریز نمونه هاي . مویین را القاء کند

هاي یکسانی در تولید ریشه مویین نسبت به مختلف عکس العمل
دون رسد که کوتیلرایزوژنز نشان ندادند، به نظر میآگروباکتریوم 

سبت به انتقال ژن نها قابلیت بیشتريدر مقایسه با بقیه ریز نمونه
دارد که حساسیت ریز این موضوع بیان می. دهداز خود نشان می

ها نسبت به آگروباکتریوم رایزوژنز ممکن است مرتبط با نمونه
Shahabzadeh(مرحله فیزیولوژیکی بافت در گیاه باشد  et al.

هاي همه کلونهاي ریشه تولید شده خصوصیات ریشه). 2013
ن نیز آPCRمولکولی به کمک بررسیدادند و تراریختی را نشان

هاي تولید شده حاصل از همچنین وزن ریشه. را تایید کرد
ها بود هاي بدست آمده از بقیه ریزنمونهها بیشتر از ریشهکوتیلدون

رسد این امر نیز مرتبط با مرحله فیزیولوژیکی بافت که به نظر می
Shahabzadeh(در گیاه باشد  et al. 2013( .

هاي دست آمده اولین گزارش القاء ریشهدر خاتمه نتایج ب
مویین در گیاه دارویی شاه اسپرم است که با استفاده از 

نیز ، به عنوان یک ناقل طبیعی وA4اگروباکتریوم رایزوژنز سویه 
القاء کننده ریشه در گیاهان، به طور موفقیت آمیز به انجام رسیده 

ق اطلاعات پایه مناسبی را جهت نتایج حاصل از این تحقی. است
انتقال ژن و القاء ریشه مویین به کمک اگروباکتریوم رایزوژنز در 

این . کندهاي جوان فراهم میهاي حاصل از گیاهچهریزنمونه
هاي ثانویه با ارزش مانند تواند بویژه در تولید متابولیتنتایج می
-β(ون توج، بتا)α-thujone(، آلفاتوجون ) carvone(کارون 

thujone  ( و سینول)1,8-cineole ( از طریق در گیاه شاه اسپرم
.هاي مویین مفید واقع شودکشت ریشه
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lecost (Tanacetum balsamita L.), belongs to the Asteraseae family, is a
pharmacologically important species rich in important secondary metabolites
including flavones, sesquiterpene lactones, phenylpropane compounds and
derivatives, tannins and essential oils. Alecost has been used both fresh or dried

as flavouring or food additive. Additionally, it has medicinal properties and is applied in
aromatic products. In addition to traditional farming, in vitro hairy root culture has been
found to be suitable for the production of secondary metabolites. Therefore, in order to
establish a protocol for hairy root culture of alecost, root induction by co-cultivation with
Agrobacterium rhizogenes (strain A4) was assessed in this study. Different explants
(cotyledon, young leaf, stem and root) showed different responses to hairy root induction
by Agrobacterium rhizogenes. Moreover, the frequencies of hairy root induction for
different types of explants were considerably different. The induced roots were shown to
be transformed by PCR using primers specific for rolB. This is the first report of hairy
root induction in alecost and the results may be useful in genetic manipulation of
Tanacetum balsamita and use of hairy root culture to produce high-value secondary
metabolites.

Agrobacterium rhizogenes, Hairy root, Medicinal plant, Secondary metabolites,
Tanacetum balsamita
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وسیعی در موسسات پژوهشی در دنیا در حال انجام است کـه  يدر حال حاضر پژوهش ها
هاي آنها از گیاهان ها و گیرندهجدید از میکروارگانیسم)الیسیتورهاي(هدف آنها یافتن محرکهایی 

جهت ایجاد هاي مربوط به آنها، امکان استفاده از آنهاشناخت کامل این محرکها و گیرنده. باشدمی
با توجه به اینکه تولید اتـیلن  . سازدگیاهان تراریخته مقاوم به بیمارگرهاي گیاهی را امکان پذیر می

یابـد، در  سیس تالیانا در واکنش به تیمار محرکهاي میکروبی به شدت افزایش میگیاه مدل آرابیدوپ
از هایی با خاصیت محركپروتئینبررسیبراي خالص سازي و از آزمون سنجش اتیلن مطالعهاین 

Xcc(Xanthomonas citri(باکتري subsp. citriبراي این منظور عصاره پروتئینـی  . استفاده شد
یه و خالص سازي شد و سپس نمونه خالص شده که در آزمون سنجش اتیلن خاصیت این باکتري ته

حـدود  . محرکی داشت، با استفاده از طیف سنجی جرمی متوالی مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفـت 
پروتئین مختلف در نمونه مورد بررسی شناسایی شد که از بین موارد شناسایی شده تنها سه مورد 60

ی و نقطه ایزوالکتریک مشابه محرك مشاهده شده در عصاره پروتئینـی بـاکتري   از نظر جرم مولکول
Xccها عبارتند از این پروتئین. بودندcspA) پروتئین شوك سرماییA( ،csrA)گر پروتئین تنظیم

DUF1456و یک پروتئین ناشناخته فرضی محافظت شده که از خـانواده پروتئینـی   ) ذخیره کربن
صورت گرفت مشخص شد کـه  PSORTBوSOSUIارهاي هایی که در نرم افزبا بررسی. باشدمی

هاي بـاکتري را  این پروتئین ناشناخته فرضی قابل حل در آب بوده و هیچگونه توالی مرتبط با غشاء
.شودهاي سیتوپلاسمی محسوب میندارد و بنابراین به احتمال زیاد جزء پروتئین

هاي کلیديواژه
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مقدمه
به (Pattern recognition)تشخیص الگو اخیردر سالهاي

عنوان فرآیندي اساسی در پاسخ ایمنی گیاهان و جانوران شناخته 
هاي تشخیص الگویی گیاهان و جانوران داراي گیرنده. شده است

)Pattern recognition receptors- PRRs ( هستند که آنها را قادر
هاي از تمام رده) هامحرکیا (گوهاي مولکولی سازد که المی

ها و یا مثل کیتین در مورد قارچ(میکروبی را ادراك کنند 
از آنجایی که این ترکیبات در ). پپتیدوگلیکان در مورد باکتریها

- خود میزبان وجود ندارند، به شناسایی غیر خودي آنها کمک می

-Pathogen(اگرچه الگوهاي مولکولی مرتبط با بیمارگر . کند

associated molecular patterns-PAMPs( به صورت قراردادي ،
شوند، اما الگوهاي مختلفی از به این نام خوانده می

هاي مختلف اعم از بیمارگر یا غیر بیمارگر توسط میکروارگانیسم
-Pattern recognition receptors(شناساگر پروتئینی هايگیرنده

PRRs(گذشتهابراین، در منابع بن. شوندادراك می)Mackey and

McFall, 2006Ludwig et al. ترجیح داده شده است که );2005
به عنوان الگوهاي مولکولی مرتبط با میکروب

)MAMPهاMicrobe-associated molecular patterns- ( توصیف
هاي مشابهی ممکن است از خود گیاه نیز ایجاد شود محرک. شوند

این . شودایجاد شده توسط میکروبها حاصل میکه در اثر آسیب 
آسیب ها نیز به عنوان الگوهاي مولکولی مرتبط بامحرک

)Damage-associated molecular patterns-DAMPs ( توصیف
Lotze(اند شده et al. و MAMPها چه از نوعمحرکادراك ). 2007

هاي دفاعی فعالی را شروع ها پاسخPRRتوسط DAMPیا از نوع
و در ) basal immunity(کنند که در گیاهان، ایمنی پایه می

شوند، که نامیده می) innate immunity(جانوران، ایمنی ذاتی 
,Boller and Felix)کنند بیمارگرهاي ناسازگار را بازداري می

هاي آنها که تا به حال از جمله مهمترین محرکها و گیرنده. (2009
از تاژك باکتریها که flg22ناحیه :اند عبارتند ازشناخته شده

شناخته شدFLS2گیرنده آن در گوجه فرنگی و آرابیدوپسیس 
از باکتریها که گیرنده آن در اعضاي EF-Tuترجمه، فاکتور است

شناسایی شد، گیرنده گلوکان بیمارگر EFR، تیره کلم
Phytophthora megasperma در سویا، زایلاناز قارچviride

Trichoderma که گیرنده آن در آرابیدوپسیسEIX شناخته شد و

علاوه . ه شده استنامیده شدCERK1گیرنده کیتین در برنج که 
ها از بیمارگرهاي مختلف شناسایی MAMPبر این تعداد زیادي از 

ها و برهمکنش مولکولی آنها به اند که عملکرد آنها، گیرندهشده
Boller and)طور دقیق مطالعه نشده است  Felix, 2009) .

ها چندین فرآیند پاسخ سلولی از قبیل تغییر محرکشناسایی 
که باعث قلیایی شدن فضاي بین (جریان یونی بین غشاي سلولی 

Boller(، افزایش غلظت یون کلسیم سیتوپلاسمی )شودسلولی می

and Felix, ، القا کینازهاي پروتئینی فعال شونده از طریق )2009
که باعث ) MAPK-Mitogen-activated protein kinase(میتوژن 

Asai(شوند برداري میفعال شدن فاکتورهاي نسخه et al., 2002 (
-ACCکه از طریق فعال شدن (و بیوسنتز هورمون استرس اتیلن 

synthase(کنند را القا می) گیردصورت میFelix et al., 1999 .(
ها محرکشناسایی ها به عنوان مارکر وقوع هر کدام از این پدیده

. شوندباشد که با تکنیکها مختلف اندازه گیري میمی

شانکر باکتریایی مرکبات، یکی از خطرناکترین بیماریهاي 
باکتریهاي . کندو همه انواع مرکبات را آلوده میبوده مرکبات 

Xanthomonasایجاد کننده این بیماري سه گونه متمایز از جنس 

شانکر (Aعترین فرم عامل بیماري، فرم مخربترین و شای. باشندمی
Xanthomonas citriباکتري ناشی از) آسیایی subsp. citriمی -

خسارت بیماري شامل کاهش کمیت و کیفیت محصول و . باشد
,Agrios(هاي نارس است ریزش میوه به رغم اعمال ).  2005

اي و ریشه کنی اقدامات بهداشتی و رعایت مقررات قرنطینه
بیمار در بعضی از کشورها، گستره شیوع این بیماري در درختان 

در ایران نیز براي اولین بار این بیماري . جهان رو به افزایش است
در منطقه کهنوج استان کرمان گزارش شد و در 1368در سال 

حال حاضر در بسیاري از باغات مرکبات استانهاي جنوبی کشور 
,Ashkan(گسترش پیدا کرده است  2009.(

با توجه به دشواریهاي موجود جهت کنترل موفق این 
هاي نوین کنترل این بیماري از اهمیت زیادي بیماري، یافتن شیوه

ها جهت ترین روشیکی از موثرترین و سالم. برخوردار است
هاي گیاهی افزایش دادن مقاومت گیاهان علیه کنترل بیماري

براي مقاوم هاي نوین بیمارگرهاي گیاهی است و یکی از روش
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هاي مختلف است با گیرندهتراریختهسازي گیاهان ایجاد گیاهان 
سازي که قادر به شناسایی مولکولی بیمارگرهاي گیاهی و فعال

,Brutus and Yang He(باشند واکنش دفاعی می در حال ). 2010
ي مختلفی در پژوهش هاوسیعی در موسسات پژوهش هاحاضر 

هایی جدید از محرکهدف آنها یافتن دنیا در حال انجام است که 
باشد تا هاي آنها از گیاهان مختلف میها و گیرندهمیکروارگانیسم

هاي مربوطه آنها امکان ها و گیرندهمحرکبعد از شناخت کامل این 
استفاده از آنها جهت ایجاد گیاهان ترنسژنیک مقاوم علیه 

. بیمارگرهاي گیاهی مورد ارزیابی قرار گیرد

Xanthomonas citriی جدید درمحرکود ایده وج subsp.

citriهاي از فعالیت قابل توجه سوسپانسیون سلولی آن در تست
هاي مختلفی همچون تست قلیایی شدن خارج سلولی، تولید فرم

فعال اکسیژن و تولید اتیلن به وجود آمد که بر روي گیاه کامل 
,Jehle(و کشت سلولی آن انجام گرفتتالیاناآرابیدوپسیس

هم سوسپانسیون سلولی و هم عصاره خام بدست آمده از ). 2013
این باکتري فعالیت شدیدي بر روي کشت سلولی آرابیدوپسیس 

,Jehle(دادند نشان  علاوه بر این در تست تولید اتیلن نیز ). 2013
. هاي مزبور بر روي چنین آرابیدوپسیسی بسیار فعال بودندآموده

انسیون باکتریایی و عصاره خام بدست ی سوسپمحرکخاصیت 
درجه 95دقیقه در 5آمده از آن بعد از حرارت دادن به مدت 

کرد که گراد و تیمار با پروتئازها به شدت کاهش پیدا میسانتی
,Jehle(نشان دهنده ماهیت پروتئینی آن است  تمامی ). 2013

Xanthomonasهاي مختلف هایی که تا به حال از گونهمحرک

در تحقیق حاضر در .اند نسبت به حرارت مقاوم بودندارش شدهگز
هاي مختلف با روشXccابتدا عصاره پروتئینی حاصل از باکتري

ی آن در آزمون تولید اتیلن خالص محرکبر اساس خاصیت و
تجزیه و دستگاههاي خالص شده با سازي گردید وسپس نمونه

رسی قرار مورد بر) LC-MS/MS(جرم سنجی متوالی تحلیل
با روشهاي LC-MS/MSبدست آمده از دانسته ها. گرفت

شد و پروتئینهایی با بیشترین تشابه تجزیه و تحلیلبیوانفورماتیک 
.هاي پروتئین مورد بررسی معرفی شدندبا ویژگی

هاواد و روشم

Xanthomonasباکتري : سویه باکتریاي و نحوه نگهداري آن

citri subsp. citri ها و کشتهاي از کلکسیون میکروارگانیسم306
براي نگهداري کوتاه . دریافت گردید) DSMZ(سلولی آلمان 

درجه 4آگار و در دماي LBمدت، باکتري بر روي محیط کشت 
براي نگهداري بلند مدت، باکتري تا . گراد نگهداري شدسانتی

کشت شد و سپس LBاواخر فاز لگاریتمی در داخل محیط 
ن حاصل با گلیسرول مخلوط گردید، به طوري که سوسپانسیو

هاي سوسپانسیون. درصد شد50درصد نهایی گلیسرول آن 
حاصل بعد از نگهداري به مدت حداقل یک ساعت در دماي اتاق 

.منتقل شدند-80به دماي 

در تمامی :هاي مورد استفادهگیاه وحشی و جهش یافته
از گیاه efr x bak1وefr x fls2آزمایشات ، جفت موتانتهاي 

efrجفت موتانت  . مورد استفاده قرار گرفتآرابیدوپسیس تالیانا 

x fls2 هیبریدي از لاین الحاقیT-DNA درSALK_044334) که
، و لاین )استEF-Tuداراي یک الحاق در ژن کد کننده گیرنده 

که داراي یک الحاق در (SALK_691_C4در T-DNAالحاقی 
این موتانت توسط . باشد، می)استFLS2نده ژن کد کننده گیر

تهیه ) آزمایشگاه ساینبوري، نورویج، بریتانیا(Cyril Zipfelدکتر 
,Zipfel(شده است 2005.(

بذر گیاه طبیعی آرابیدوپسیس و جهش :کشت در خاك
هاي آن در گلدانهاي کوچک به مدت یک هفته کشت شدند یافته

اي کوچک به گلدانهاي دیگر هو بعد از به وجود آمدن گیاهچه
براي هر گلدان یک گیاهچه در نظر . نشاء شدند) مترسانتی7×5(

دار کردن و هم براي رشد، گلدانها در هم براي جوانه. گرفته شد
ساعت تاریکی و 8گراد و شرایط نوري درجه سانتی22دماي 

درصد در 60تا 40با رطوبت نسبی 70μE/m2/sشدت نوري 
هاي حاوي سینی. نترل شده محیطی نگهداري شدنداتاقکهاي ک
. هفته اول با پوشش مخصوص شفاف پوشانده شدند3گلدانها در 

بود 21:5با نسبت ورمیکولیت GS90خاك مورد استفاده از نوع 
. درصد آبیاري شده بود035/0که با کونفیدور 
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این آزمون بر اساس روش فلیکس و : گیري تولید اتیلناندازه
-براي این کار، برگهایی از گیاه. به انجام رسید) 1999(ران همکا

1آوري شده، به قطعات اي جمعهفته6تا 4هاي آرابیدوپسیس 
تکه تکه ) گرم بودمیلی4هر تکه حدود (متر میلی2متر در میلی

و در داخل ddH2Oساعت در 10تا 6شدند و به مدت حداقل 
6(لوله آزمایش کوتاه سپس به هر. پتري دیش نگهداري شدند

عدد از این 3بود ddH2Oمیکرولیتر 500که حاوي ) لیتريمیلی
MAMPگیري فعالیت براي اندازه. هاي برگ منتقل شدندتکه

30تا 1بسته به نمونه (هاي مورد نظر، مقادیر مختلف نمونه
ها با هاي آزمایش منتقل شد و دهانه لولهاز آن به لوله) میکرولیتر

ها بر روي شیکر و اي لاستیکی مخصوص پوشانده شد و لولهدربه
4تا 2دور در دقیقه به مدت 128در دماي آزمایشگاه با چرخش 

ها لیتر از هواي داخل لولهسپس یک میلی. ساعت قرار داده شدند
. با استفاده از سرنگ به دستگاه کروماتوگرافی گازي تزریق شدند

بعد از انجام : در مقیاس بالاXccتهیه عصاره خام کل باکتري 
از استوك گلیسرول Xccکشت خطی و تک کلون نمودن باکتري 

لیتر میلی100هاي حاصل براي تلقیح در ، کلنی-80آن از دماي 
لیتري مورد استفاده قرار میلی250در ارلنLBمحیط کشت 

محیط کشت تلقیح شده در داخل شیکر انکوباتور با دماي . گرفت
دور در دقیقه، به 200گراد و سرعت گردش سانتیدرجه 30

ساعت قرار داده شد و سوسپانسیون باکتریایی حاصل 12مدت 
عدد تشتک پتري حاوي محیط کشت کینگ بی 200براي تلقیح 

)King's medium B (هاي پتري تشتک. مورد استفاده قرار گرفت
د گرادرجه سانتی30ساعت در دماي 48زنی شده به مدتمایه

ها هاي رشد یافته بر روي این محیط کشتانکوبه شدند و باکتري
لیتر آب مقطر استریل تعلیق میلی400جمع آوري شده و در داخل 

هاي موجود در سوسپانسیون حاصل با استفاده از باکتري. گردیدند
رسوب داده شدند و یکبار دیگر با آب 6000gسانتریفوژ با دور 

محصول نهایی بدست آمده که . شدندمقطر استریل شست و شو 
در 1به 1به نسبت ) وزن تر(گرم سلول باکتري بود 150حدود  

هاي آب مقطر دیونیزه و استریل شده تعلیق گردید و در ظرف
ریخته ) لیتر به ازاي هر ظرفمیلی30(لیتري میلی50تیوپهاي 

هاي حاصل دربراي تهیه عصاره خام پروتئینی، سوسپانسیون. شد
قرار گرفت تا ) درصد70تا 60با شدت (معرض سونیکاسیون 

براي جلوگیري از گرم شدن، . سلولها به طور کامل متلاشی شوند
ثانیه در معرض 30بار و هر بار به مدت 10هر فالکون 

هم در طول سونیکاسیون و هم در زمان . سونیکاسیون قرار گرفت
شدند تا از گرم استراحت، فالکون ها در داخل یخ نگهداري می

سپس قطعات نامحلول موجود در . شدن آنها جلوگیري شود
درجه 4هاي حاصل با استفاده از سانتریفیوژ در دماي سوسپانسیون

. دقیقه جداسازي شد30و به مدت 14000gگراد با دور سانتی
محلول رویی بدست آمده، مایعی زرد رنگ و شفاف بود که 

-20لیتري تقسیم شد و به دماي لیمی10هاي بلافاصله به حجم
لیتر از آن هم علاوه بر این یک میلی. گراد منتقل شددرجه سانتی

براي اندازه گیري پروتئین کل، تست قلیایی شدن و تولید اتیلن به 
.ي آن تخمین زده شودMAMPکار گرفته شد تا میزان خاصیت 

تکنیکهاي پروتئومیکس مورد استفاده

غلظت پروتئین در مراحل مختلف با :نیتعیین کمیت پروتئی
استفاده از روش بردفورد و بر اساس منحنی استاندارد تهیه شده از 

منحنی استاندارد به . گیري شدهاي معیین پروتئینی اندازهغلظت
1000تا 100از (وسیله غلظتهاي مختلف سرم آلبومین گاوي 

5xلیظ شده محلول تغ. و با نرم افزار اکسل تهیه شد) میکروگرم 

Roti®-Quant Bradford)Carl-Roth, Karlsruhe, Germany (
میکرولیتر از بافر نمونه مورد نظر 10رقیق شد و 4به 1به نسبت 

، نمونه و محلولهاي استاندارد در چاهک هاي )به عنوان کنترل(
میکرولیتر از 200تایی پخش شدند و به هر چاهک 96پلیت 

اضافه گردید و با دستگاه الیزا قرائت محلول رقیق شده بردفورد
. گردید

هاي پروتئینی نیاز به در تمام مراحلی که محلول:دیالیز
هاي کوچک داشت مورد دیالیز و یا جداسازي مولکولpHتنظیم 

براي این منظور از تیوپ دیالیز با قابلیت عبور . قرار گرفتند
ن تیوپ دیالیز با بعد از پر کرد. کیلودالتون استفاده شد6حداکثر 

هاي مخصوص بسته شد محلول پروتئینی مورد نظر تیوپ با گیره
. دیالیز شد8pHلیتر محلول تریس با 5-3و در داخل 

:)Anion exchange chromatography(کروماتوگرافی تبادل آنیونی
سازي عصاره خام بدست آمده، ابتدا براي پیش خالص
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اي و با صورت دستی و مرحلهکروماتوگرافی تبادل آنیونی به 
در ستون DEAE sephacelو یا Q-sepharoseاستفاده از رزینهاي 

در اتاق Econo-Column (BioRad, Hercules, USA)اي شیشه
-میلی55حجم این ستون . انجام شد) گراددرجه سانتی4(سرد 

با توجه به قطر زیادي که این ستون . متر بودسانتی8لیتر با قطر 
شت امکان انجام کروماتوگرافی با سرعت و کارایی بسیار زیاد دا

سرعت جریان بافرها در مرحله متعادل . پذیر ساخترا  امکان
میلی لیتر بر دقیقه و در زمان اعمال عصاره 2سازي ستون 

. میلی لیتر بر دقیقه در نظر گرفته شد1پروتئینی و شست و شو 
20ی تبادل آنیونی تریس بافر مورد استفاده براي کروماتوگراف

براي انجام کروماتوگرافی ابتدا ستون با . بود8pHمولار بامیلی
8مولار  بافر تریس میلی20مولار کلرید سدیم در B)1محلول 

pH  ( لیتر از محلول میلی300شست و شو شد و سپسA)20
از آن عبور داده شد تا متعادل ) 8pHمولار تریس میلی

)Equilibrate (سپس نمونه پروتئینی مورد نظر از ستون . گردد
-شست و شو شد و پروتئینAعبور داده شد و دوباره با محلول 

با (Bهاي مختلف محلول هاي متصل شده به ستون با غلظت
از ستون شست و شو ) مولار کلرید سدیممیلی1000و 500، 300

ان پروتئین آوري شد و میزلیتري جمعمیلی14هاي شد و در حجم
کل و فعالیت محرکی موجود در آنها به ترتیب با آزمون بردفورد 

علاوه بر این براي بدست . و آزمون تولید اتیلن تخمین زده شد
5آوردن تفکیک و وضوح بیشتر براي خالص سازي از ستون 

با ÄKTAmicroFPLCمتصل به سیستم Hitrap Q FFلیتري میلی
.استفاده شدگراد نیزدرجه سانتی4دماي 

تجزیه و تحلیل جرم سنجی متوالی کروماتوگرافی مایع 
)LC-MS-MS(:هاي جرم سنجی که به منظور تجزیه و تحلیل

تعیین توالی پپتیدها در مراحل مختلف انجام شد در مرکز 
قبل از انجام . پروتئومیکس دانشگاه توبینگن انجام شد

ار گرفته و سپس کروماتوگرافی پروتئین ها در معرض تریپسین قر
. تجزیه و تحلیل شدند

LC-MS/MSتجزیه و تحلیل پروتومیکس نتایج حاصل از 

هاي براي یافتن توالیLC-MS/MSهاي حاصل از توالی
توسط ابزار بلاست ) NCBI)GenBankهومولوگ در بانک ژن 

براي تعیین خصوصیات فیزیکی و . مورد بررسی قرار گرفتند
پروتال Protparamجود در سرور شیمیایی از ابزارهاي مو

ExPASy)http://web.expasy.org/protparam (استفاده شد .
-CDDها از ابزارهاي بیوانفورماتیک براي تعیین عملکرد پروتئین

BLAST ،TIGRFAM وPFAMها استفاده شد تا دمین
)Domains (هايو موتیف)Motifs (هاي محافظت شده در توالی

براي پیش بینی جایگاه قرار گیري پروتئین از . مزبور تعیین گردد
SOSUIو) /PSORTB)http://www.psort.org/psortbسرور 

)http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/sosui_submit.html (
تعیین ساختار سه بعدي پروتئین به وسیله سرور . استفاده شد

Phyre2)http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=

index (صورت گرفت.

تهیه عصاره پروتئینی فعال و پیش خالص سازي آن

عدد تشتک 200براي تهیه عصاره پروتئینی فعال باکتري از 
پتري حاوي محیط کشت کینگ بی استفاده شده که در نهایت 

غلظت . یتر عصاره پروتئینی فعال بدست آمدلمیلی150حدود
پروتئینی این عصاره بسیار بالا بوده و با روش برد فورد در حدود 

همچنین این عصاره در . لیتر تعیین شدمیلی گرم بر میلی2-3
میکرولیتر از آن 1/0آزمون تولید اتیلن بسیار فعال بود و تنها 

گیاه به ازاي هر پیکو مول اتیلن 44/1منجر به تحریک تولید 
میکرولیتر از 3/0در صورتی که هر ). 1شکل (لیتر هوا شد میلی

این محلول را یک واحد فعال در نظر بگیریم محلول مزبور حاوي 
براي خالص سازي . ي خواهد بودMAMPواحد فعال 500000

20نسبی، عصاره به دست آمده بعد از انجام دیالیز بر علیه محلول 
anion(، بر روي ستون تبادل آنیونی 8pHبامیلی مولار تریس

exchange column ( اعمال شد و با غلظت هاي مختلف محلول
- میلی14هاي کلرید سدیم از ستون شست و شو شده و در حجم

کروماتوگرافی تبادل یونی در حال حاضر . لیتري جمع آوري شد
یکی از مهمترین تکنیکهایی است که به صورت وسیعی براي 

و بحثجینتا
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1همانطور که در شکل . رودها به کار میص سازي پروتئینخال
آوري شده تنها سه مشخص است، از بین فراکسیونهاي جمع

ي دارد و بیشترین قدرت فعالیت MAMPفراکسیون فعالیت 
غلظت پروتئینی این . باشدمیF4و F3هاي مربوط به فراکسیون

-لیتر اندازهمیکروگرم بر میلی651و 516ها به ترتیب فراکسیون
. ي بودندMAMPواحد 4600گیري شد و هر کدام حاوي 

سازي بیشتر مورد براي انجام خالصF4و F3هاي فراکسیون
.استفاده قرار گرفتند

)FPLC(کروماتوگرافی مایع سریع پروتئین 

کروماتوگرافی تبادل یونی مهمترین تکنیکی بود که به 
فعال کننده محركصورت موفقیت آمیزي در پیش خالص سازي 

این تکنیک به عنوان یک . اتیلن گیاه مورد استفاده قرار گرفت
مرحله غیر قابل اجتناب و به صورت موفقیت آمیزي در خالص 

Thuerig(هاي مختلف به کار گرفته شده است MAMPسازي  et

al., 2006; Felix et al., 1991; Basse et al.,1992; Kunze et al,

2004; Zhang et al., 2010; Silva and Heath, فلیکس و ). 1997
از این روش براي توصیف فعالیتی شبیه به ) 1991(همکاران 
Pseudomonas syringaeاز ) Harpin like activity(هارپین 

خود به صورت تصادفی پژوهش هااستفاده کردند و در طول 
ی باکتریایتاژكفعالیت دیگري را شناسایی کردند که مربوط به 

.بود

بعـد از  . Econo-Columnدر سـتون  ) لیتـري میلـی DEAE sephacel)50با استفاده از رزینهاي Xccکروماتوگرافی تبادل آنیونی دستی عصاره خام دیالیز شده -1شکل 
بـر روي سـتون اعمـال شـد و     ) 8pHمیلی گرم بـر میلـی لیتـر،    2لیتري به غلظت میلی50(، عصاره پروتئینی 8pHمولار بافر تریس میلی20متعادل کردن ستون مزبور با 

آوري شـده و  لیتـري جمـع  میلـی 14مولاري کلرید سدیم در بافر تریس شست و شو شد و در فرکسیونهاي میلی1000و 500، 350هاي هاي متصل شده با غلظتپروتئین
عصـاره خـام   : crude exآوري شده از ستون قبل از اعمـال محلـول کلریـد سـدیم،     هاي جمعراکسیونف: flow. میزان فعالیت محرکی آنها با آزمون تولید اتیلن بررسی شد

پروتئینی
Figure 1. Manual anion exchange chromatography of Xcc crude protein extract with DEAE sephacel resin (50 ml) in Econo-Column. After

equilibration of mentioned column with 20 mM tris buffer pH8, protein extract (50 ml with 2 mg/ml concentration, pH8) was applied on

column, bonded proteins eluted with 350, 500, and 1000mMNaCl concentrations in tris buffer, gathered in 14 ml fractions and elicitor

activity of them was estimated with ethylene production bioassay. frow: gathered fractions from column before sodium chloride solution

application, crude ex: crude protein extract.
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اي هاي پیش خالص شده توسط کروماتوگرافی مرحلهنمونه
مجهز شده به FPLCتوسط دستگاه سازي بیشتربراي خالص

- پروتئین. شدندتجزیه و تحلیلHitrap Q FFستون تبادل آنیونی
هاي متصل شده به ستون با اعمال شیب غلظت نمک کلرید سدیم 

) Fraction collector(و توسط دستگاه جمع کننده ) elute(شسته 
1/0آوري و لیتري جمعیک میلی) fractions(هاي در فراکسیون

ي با MAMPها براي بررسی فعالیت میکرولیتر از این فراکسیون

2با توجه به شکل . آزمون تولید اتیلن مورد بررسی قرار گرفتند
میلی زیمنس بر 29تا 19هایی که بعد از اعمال غلظت فراکسیون

ستون خارج شدند فعال بودند و حداکثر میزان سانتی متر از 
28تا 25فعالیت در فراکسیونی مشاهده شد که با اعمال غلظت 

این ). ستون حاشور خورده(میلی زیمنس خارج شده بود 
ي بود با تکنیک MAMPواحد 10000فراکسیون که داراي 

MS/MSمورد ارزیابی قرار گرفت  .

فراکسـیونهاي بدسـت آمـده از کرومـاتوگرافی دسـتی، بـر روي سـتون        pHبعد از تنظـیم  . FPLCهاي نیمه خالص با دستگاه یونی نمونهکروماتوگرافی تبادل آن-2شکل 
HitrapQ FF هاي متصل شده در بخشـهاي  لیتر بر دقیقه، پروتئینمیلی1دقیقه با سرعت 15لیتر اعمال شد و با اعمال شیب غلظت کلرید سدیم در مدت میلی5به حجم

.گیري شدزهآوري شد و میزان فعالیت محرکی موجود در آنها با استفاده از آزمون تولید اتیلن اندالیتري جمعمیلی1

Figure 2. Anion exchange chromatography of semi purified sample by FPLC. Semi-purified protein solution was dialyzed
against Tris buffer with pH8 and applied on Hitrap Q FF 5 ml column and bounded proteins were eluted by applying gradient
concentration of NaCl in 15 min with 1 ml per minute. Eluted proteins were gathered in 1 ml fractions and their elicitor activity
estimated by ethylene production bioassay.

تجزیه و تحلیل نتایج حاصل از جرم سنجی متوالی

تجزیه و تحلیلبا تکنیک FPLCفراکسیون فعال حاصل از 
هاي پپتیدي ی مورد ارزیابی قرار گرفت و توالیجرم سنجی متوال

ي دانسته هاهاي ها در پایگاهداخل آن تعیین، و شباهت این توالی
بر اساس نتایج ). 1جدول (مختلف مورد ارزیابی قرار گرفت 
بیشتري، براي دانسته هاهاي حاصل از بلاست پپتیدها در پایگاه

قابل شناسایی بود پپیتیدهاي مورد بررسی عملکرد کاملا مشخصی
مورد عملکرد مشخصی شناسایی نشد و تنها مشخص 9و تنها در 

هاي با عملکرد نامشخص ها مربوط به پروتئینشد که این توالی
علاوه بر این جرم مولکولی و نقطه ایزوالکتریک هر کدام .باشندمی

ها محاسبه از موارد با ابزارهاي مورد اشاره در مواد و روش
هاي قابل مشاهده است، پروتئین1نطور که در جدول هما. گردید

- باشند که در باکتريشناسایی شده داراي عملکردهاي متنوعی می

در غالب موارد، نقطه . معمول هستندXanthomonasهاي جنس
کیلو 50تا 20و جرم مولکولی بین 6تا 5/5ایزوالکتریک بین 

ها نقطه تئینهر چند براي بعضی از پرو. دالتون  محاسبه شد
کیلو دالتون نیز 60و جرم مولکولی بالاي 9ایزوالکتریک بالاي 
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ترین عامل هاي پیشین جرم مولکولی اصلیدر بررسی. محاسبه شد
القاء کننده تولید اتیلن در پروتئوم باکتریهاي جنس 

Xanthomonas کیلو دالتون و نقطه ایزوالکتریک آن 10در حدود
با نگاهی به جدول ). 1392زاده، فلاح(ود تعیین شده ب8در حدود 

کردتوان به راحتی بسیاري از موارد شناسایی شده را غربال می1
ها داراي جرم چرا که از بین این لیست تنها سه مورد از پروتئین

و 12، 2موارد (مولکولی و نقطه ایزوالکتریک ذکر شده هستند 
کاندید القاء کننده اتیلن توان آنها را به عنوان و به عبارتی می) 21

.معرفی کرد

توصیف خصوصیات کاندیدهاي معرفی شده

یکی از کاندیدهاي معرفی شده در این بررسی پروتئین 
CspAکیلودالتون و 8باشد که وزن مولکولی آن در حدود می

این پروتئین کوچک یکی از . است12/8نقطه ایزوالکتریک آن 
هنگام اعمال شوك سرمایی در هایی است که درمهمترین پروتئین

هاي درصد کل پروتئین10شود به طوري که باکتریها تولید می
دهد ها بعد از اعمال شوك را تشکیل میسنتز شده در باکتري

)Goldstein et al., اسید آمینه 71از CspAپروتئین ). 1990
تشکیل شده است که توالی آن با دمین شوك سرمایی خانواده 

دهد درصد تشابه نشان می43در یوکاریوتها Yجعبه پروتئینی 
)Wolffe, هاي اولیه پروتئین شوك سرمایی در بررسی). 1994

cspAغالب در القاي تولید اتیلن معرفی شد محركبه عنوان یک
هاي تکمیلی مشخص شد که این اما در بررسی) 1392زاده، فلاح(

صورتی که بر پروتئین بر روي توتون به شدت فعال است و در 
,Martin Lipschis(روي آرابیدوپسیس هیچگونه فعالیتی ندارد 

unpublished data .(

باشد که در واقع جزء مرکزي میCsrAپروتئین کاندید دیگر 
در Global regulatory system (Csr(سیستم تنظیمی عمومی 

ول کاهش بیان ژنهاي مختلف فاز سکون هاست که مسئباکتري
Gutierrez(باشد می et al., با انجام بلاست در سایت ). 2005

NCBI شباهت توالی این پروتئین با پروتئینCsrA در باکتري
Escherichia coli درصد و در جنس 90به میزانBacillus در

توان گفت این پروتئین جزء درصد تعیین شد و می45حدود 
ال به عنوان این پروتئین تا به ح. هاي حفاظت شده استپروتئین

,Boller and Felix(گزارش نشده است محرك 2009; Henry et

al., 2012 .(

شناخته 2، مورد شماره شده در بالاهاشاراز بین سه کاندید 
و تنها به عنوان یک پروتئین حفاظت شده از خانواده نبودهشده

این خانواده شامل چندین . شناسایی گردیدDUF1456پروتئینی 
اسید آمینه 150باکتریایی است که هر کدام از حدود پروتئین 

تشکیل شده است و عملکرد هیچکدام از آنها شناخته نشده است 
)http://pfam.xfam.org/family/PF07308.10 .(هایی با بررسی

صورت گرفت مشخص شد PSORTBوSOSUIکه در ابزارهاي 
مرتبط با که این پروتئین قابل حل در آب بوده و هیچگونه توالی 

غشاء هاي باکتري را ندارد و بنابراین به احتمال زیاد جزء 
براي تعیین ساختار . شودهاي سیتوپلاسمی محسوب میپروتئین

). 3شکل (استفاده شد Phyre2سه بعدي این پروتئین از سرور 
ابزار مورد استفاده در این سرور چندین مدل بر اساس الگوهاي 

مدلهاي ارائه شده که بیشترین که یکی ازکردمختلف ارائه 
شباهت را به پروتئین مورد بررسی ما داشت مربوط به مدل ارائه 

ure3-bpبه نام DNAشده بر اساس یک پروتئین متصل شونده به 

-درصد می69سطح اطمینان این مدل پایین بوده و در حد . بود

). 3شکل (باشد 

دید معرفی هر سه پروتئینی که در این بررسی به عنوان کان
شدند اندازه کوچکی دارند و حفاظت شدگی بالایی در بین 

این خصوصیات تا حد زیادي جزء . ها دارندپروکاریوت
Boller and(شود ها محسوب میMAMPخصوصیات عمومی 

Felix, از سویی دیگر همانطور که اشاره شد، این ). 2009
نیز مشابه ها از لحاظ جرم مولکولی و نقطه ایزوالکتریکپروتئین

Xanthomonas citriبخش فعال پروتئوم  subsp. citriباشندمی .
توان نتیجه گیري کرد که یک، بنابراین با احتمال بسیار بالایی می

ها مسئول خاصیت محرکی پروتئوم دو و یا هر سه این پروتئین
ها به با این وجود براي اثبات این پروتئین. باشنداین باکتري می

ها کلون هاي کد کننده این پروتئینجدید باید ژنMAMPعنوان 
کولاي، خاصیت محرکی آنها بر . شوند و بعد از بیان آنها در اي
با شناخت کامل این محرکها و . روي آرابیدوپسیس بررسی شود

توان این سیستم شناسایی را از گیاه هاي آنها میگیرنده
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.نسبت به بیماري شانکر مرکبات ایجاد کردا مقاومت کامل آرابیدوپسیس به مرکبات منتقل کرد و ارقامی ب

.براي پروتئین فرضی شماره دوPhyre2ساختار سه بعدي ارائه شده توسط سرور -3شکل 
Figure 3. Three dimensional structure of hypothetical protein number 2 by Phyre2 server.

.هاي شناسایی شدهطیف سنجی جرمی متوالی و خصوصیات پروتئینو تحلیلتجزیهنتایج حاصل از . 1جدول 

Table 1. Results from tandem mass spectrometry analysis and identified proteins

Protein Descriptions Intensity Sequence

Coverage

pI Mol. Weight

[kDa]

1 ssb single-stranded DNA binding protein 185300000 54.4 5.48 19.096

2 conserved hypothetical protein 20404000 33.8 7.82 17.855

3 conserved hypothetical protein 21690000 31.9 7.91 27.393

4 conserved hypothetical protein 16636000 31.8 9.51 17.113

5 mdh malate dehydrogenase 1081500000 31.7 5.52 34.935

6 groEL 60kDa chaperonin 135710000 28.2 5.01 57.184

7 groEL 60 kDa chaperonin 32560000 26.2 5.05 57.166

8 pdxHpyridoxamine 5-phosphate oxidase 55075000 21.6 6.44 22.2

9 osm Cosmotically inducible protein 7476200 19.4 5.6 15.371

10 purEphosphoribosylaminoimidazole carboxylase catalytic

subunit

2048100 14.4 6.39 17.097

11 sodMsuperoxidase dismutase 2555000 14.3 5.46 22.717

12 cspA major cold shock protein 2875600 14.1 8.12 7.9449

13 kdsA 2-dehydro-3-deoxyphosphooctonate aldolase 2216200 13.8 5.87 29.755

14 PqqC protein 16708000 13.6 6.67 28.234

15 conserved hypothetical protein 14219000 12.7 5.34 43.848

16 conserved hypothetical protein 7481800 12.6 9.15 21.417

17 pcnB polynucleotide adenyltransferase 19147000 12.3 8.89 51.034

18 eda KDPG and KHG aldolase 6572900 11 6.32 22.774

19 pnp polynucleotide phosphorylase 43356000 10.8 5.46 75.434

20 atoBacetoacetyl-CoA thiolase 22552000 10 6.08 39.847
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21 csrA carbon storage regulator 7686100 10 6.25 7.5655

22 gvpU gas vesicle protein 3833900 10 4.85 14.139

23 conserved hypothetical protein 2669100 9.9 5.44 17.434

24 gltA citrate synthase 7706800 9.8 5.98 47.832

25 tolBTolB protein 2754500 9.8 9.2 47.034

26 pykA pyruvate kinase 26389000 9.6 5.45 52.21

27 gumLGumL protein 1595800 9.5 6.38 29.376

28 conserved hypothetical protein 1305400 9.4 7.79 23.73

29 acdA acyl-CoA dehydrogenase 1091300 9 5.89 41.503

30 phdBdihydrolipoamideacetyltranferase 27981000 8.9 5.07 59.791

31 dnaKDnaK protein 12167000 8.9 4.99 68.836

32 hydrolase 4487200 8.9 5.17 24.258

33 crt 3-hydroxybutyryl-CoA dehydratase 2429200 8.8 6.44 27.648

34 rpoB RNA polymerase beta subunit 30576000 8.7 5.46 154.2

35 tufA elongation factor Tu 5226600 8.1 5.45 43.185

36 fadE9 acyl-CoA dehydrogenase 2609000 8.1 5.96 42.356

37 rpoB RNA polymerase beta subunit 1102300 8.1 5.35 154.9

38 tolBTolB protein 3303900 7.7 9.3 47.056

39 rplT 50S ribosomal protein L20 1289700 7.6 11.74 13.373

40 crt 3-hydroxybutyryl-CoA dehydratase 17537000 7.3 5.99 27.588

41 nerA GTN reductase 16462000 6.8 5.35 39.407

42 rpfNRpfN protein 1742100 6.3 6.07 41.13

43 ggt gamma-glutamyltranspeptidase 16491000 6.1 6.48 62.711

44 alcohol dehydrogenase 9970800 6 6.3 34.912

45 DNA-binding related protein 1499800 6 5.72 20.37

46 purAadenylosuccinatesynthetas 4962500 5.8 5.56 46.163

47 odhAoxoglutarate dehydrogenase 12898000 5.7 5.97 104.42

48 zwf glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 36378000 5.5 9.91 70.995

49 CoA tranferase 1689800 5 5.59 55.008

50 pepAaminopeptidase A/I 4634000 4.7 5.18 51.181

51 bioA adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate

aminotransferase

3183200 4.4 6.01 51.508

52 accC biotin carboxylase subunit of acetyl CoA carboxylase 1119500 4.4 6.95 49.435

53 lig1 DNA ligase 4924800 4.2 5.57 90.483

54 conserved hypothetical protein 2950800 4.1 5.88 24.068

55 pgi glucose-6-phosphate isomerase 2789200 4 5.75 54.176

56 folPdihydropteroate synthase 1319600 4 5.86 31.861

57 aceE pyruvate dehydrogenase 2808400 3.5 5.77 99.758

58 bioA adenosylmethionine-8-amino-7- oxononanoate

aminotransferase

6634100 3.4 6.11 51.303

59 prc tail-specific protease 1268300 3.4 5.64 79.988

60 conserved hypothetical protein 6544800 3.3 6.92 29.45

61 deoD purine nucleoside phosphorylase 2781500 3.2 5.79 26.216

62 rneribonuclease E 1069300 3.2 5.59 128.31



...تجزیه و تحلیل پروتئوم عصاره پروتئینی باکتري زاده ممقانیفلاح

123 1394پاییز و زمستان / 2ماره ش/ 4دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

Agrios GN. 2005. Plant pathology. 5th edition. Elsevier
Academic Press. USA.

Asai T, Tena G, Plotnikova J, Willmann MR, Chiu
WL, Gomez-Gomez L, Boller T, Ausubel FM,
Sheen J. 2002. MAP kinase signalling cascade in
Arabidopsis innate immunity. Nature 415: 977-983.

Ashkan SM. 2009. Handbook of frout trees disease in
Iran. Ayizj press. Iran. (In persian).

Basse CW, Bock K, Boller T. 1992. Purification and
characterization of glycopeptide elicitors and glycan
suppressors generated by enzymatic cleavage of yeast
invertase. The Journal of biological chemistry. 267:
10258-10265.

Boller T, Felix G. 2009. A renaissance of elicitors:
perception of microbe-associated molecular patterns
and danger signals by pattern-recognition
receptors.Annual Reveiws of Plant Biology 60:379-
406.

Brutus A, Yang HS. 2010. Broad-spectrum defense
against plant pathogens. Nature Biotechnology 28:
330–331

D’Silva I, Heath MC. 1997. Purification and
characterization of two novel hypersensitive
response-inducing specific elicitors produced by the
cowpea rust fungus. The journal of biological
chemistry 272 (7): 3924-3927.

Fallahzadeh-Mamaghani V. 2012. Iteraction of
Xanthomonas axonopodis elicitor with the receptor
like protein from Arabidopsis thaliana and its role in
the induction of plant resistance. Doctorial thesis,
University of Tehran. (In persian)

Felix G, Duran JD, Volko S., Boller T. 1999. Plants have
a sensitive perception system for the most conserved
domain of bacterial flagellin. Plant Journal 18: 265-
276

Felix G, Grosskopf  DG, Regenass M, Basse CW, Boller
T.1991. Elicitor-induced ethylene biosynthesis in
tomato cells: characterization and use as a bioassay
for elicitor action. Plant Physiology97:19-25.

Goldstein J, Pollotte NS, Inouye M. 1990. Major cold
shock protein of Escherichia coli. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85:7322-7326.

Gutierrez P, Li Y, Osborne MJ, Pomerantseva E, Liu
Q, Gehring K. 2005. Solution structure of the carbon
storage regulator protein CsrA from Escherichia coli.
Journal of bacteriology 10(189): 3496–3501.

Henry G, Thonart P, Ongena M. 2012. PAMPs,
MAMPs, DAMPs and others: an update on the

Diversity of plant immunity elicitors. Biotechnology,
Agronomy, Society and Environment 16(2): 257-268

Jehle AK, Lipschis M, Albert M, Fallahzadeh-
Mamaghani V, Fürst U, Mueller K, Felix G. 2013.
The receptor-like protein ReMAX of Arabidopsis
thaliana detects the novel MAMP emax from
Xanthomonas. 25: 2330-2340.

Kunze, G., Zipfel, C., Robatzek, S., Niehaus, K., Boller,
T., and Felix, G. 2004. The N terminus of bacterial
Elongation Factor Tu elicits innate immunity in
Arabidopsis plants. Plant Cell 16, 3496-3507.

Lotze MT, Zeh HJ, Rubartelli A, Sparvero LJ,
Amoscato AA, Washburn NR, DeVera ME, Liang
X, Tör, M, Billiar T. 2007. The grateful dead:
damage associated molecular pattern molecules and
reduction/oxidation regulate immunity.
Immunological reviews 220:60-81.

Ludwig AA, Saitoh H, Felix G., Freymark G, Miersch
O.2005. Ethylene-mediated cross-talkbetween
calcium-dependent protein kinase and MAPK
signaling controls stress responses in plants.Proc.
Natl. Acad. Sci.USA102: 10736–41.

Mackey D, McFall AJ. 2006. MAMPs and MIMPs:
proposed classifications for inducers of
innateimmunity. Molcular Microbiology61: 1365-71.

Thuerig B, Felix G, Binder A, Boller T, Tamm L. 2006.
An extract of Penicillium chrysogenum elicits early
defense-related responses and induces resistance in
Arabidopsis thaliana independently of known
signalling pathways. Physiological and Molecular
Plant Pathology 67: 180-193.

Wolffe AP. 1994. Structural and functional properties of
the evolutionary ancient Y-box family of nucleic acid
binding proteins. Bioessays 16:245±251.

Yunhua Zhang, Xiufen Yang, Quan Liu, DewenQiu,
YuliangZhang,Hongmei Zeng, Jingjing Yuan,
Jianjun Mao 2010. Purification of novel protein
elicitor from Botrytis cinerea that induces disease
resistance and drought tolerance in plants.
Microbiological Research 165: 142-151

Zhang J, Li W, Xiang T, Liu Z, Laluk K, Ding X, 2010.
Receptor-like cytoplasmic kinases integrate signaling
from multiple plant immune receptors and are
targeted by a Pseudomonas syringae effector. Cell
Host Microbe 7: 290-301.

Zipfel C. 2006. Receptor-like kinases and pathogen-
associated molecular patterns perception in
Arabidopsis. Doctorial thesis, University of Basel.

منابع



Genetic Engineering and Biosafety Journal

Vol4, Number2, Fall 2015 and Winter 2016, Bi-seasonal

D

Proteome analysis of Xanthomonas citri subsp. citri protein extract with
elicitor activity on Arabidopsis thaliana

Vahid Fallahzadeh-Mamaghani

Assistant Professor of Plant protection department, College of Agriculture, Azarbaijan

Shahid Madani University, Tabriz, Iran

* Corresponding Author, Email: fallahzadeh@azaruniv.edu

xtensive research is currently going on in different research centers of the world
to find new elicitors from microorganisms and their related receptors from
different plants. Comprehensive knowledge about these elicitors and their cognate
receptors could be used for development of transgenic plants displaying resistant

against plant pathogens. As a crude protein extract of Xanthomonas citri subsp. citri
(Xcc) has strong elicitor activity on Arabidopsis, in this study protein extracts of this
bacterium were prepared and fractionated and a semi-purified sample displaying elicitor
activity was analyzed by LC-MS/MS. About 60 different proteins were detected in the
analyzed sample. Among the detected proteins, only three were similar to the elicitor
activity observed in a protein extract of Xcc bacterium: cspA (cold shock protein A),
csrA (carbon storage regulator protein A) and an unknown conserved hypothetical
protein from the DUF1456 protein family. This protein is soluble in water and it has no
bacterium membrane-targeting sequence as determined by PSORTB and SOSUI
analysis, suggesing with high probability that it is a cytoplasmic protein.
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هاي باکتریایی مرکبات در مناطق جنوبی کشور ترین بیماريبیماري میوه سبز مرکبات از جمله مهم
کار در جهت مبارزه با این ترین راهبا توجه به ماهیت بیماري، استفاده از ارقام مقاوم مناسب. است

هاي دخیل در این وژن و شناسایی ژنپات- مطالعه جامع برهمکنش میزباناخیرا، . بیماري است
بیان یک ژن آنالوگ مقاومت ،فروت متحمل به این بیماريبرهمکنش، نشان داد که در گریپ

-Nucleotide Binding Siteمتعلق به خانواده  Leucien-Rich Repeats (NBS-LRR)
-گریپاز با آغازگرهاي اختصاصی ) NBS552(در این تحقیق جداسازي ژن. یابدافزایش می

یابی آنالیز توالی. سازي شدهمسانهpGEM-Tصورت گرفت و در پلاسمید PCRفروت به روش
اسید امینه را 57جفت باز است و پروتئین با طول 171نشان داد که چارچوب بازخوانی این ژن 

داراي هاي گیاهی هاي بیوانفورماتیکی نشان داد که این ژن در بین گونهنتایج بررسی. کندکد می
و ترشح ییدر غشاء پلاسماNBS552ینپروتئترشح احتمالاهاي حفاظتی بالایی است وتوالی

از ژنوم NBS552ژنو همسانه سازي جداسازي هدف این مطالعه .استیزآن ناچیخارج سلول
. استفاده کاربردي در گیاهان استمنظورو تعیین مشخصات آن به فروت گیاه گریپ

هاي کلیديواژه
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مقدمه

مرکبات در ایران از اهمیت اقتصادي زیادي برخوردار است 
و ایران از نظر تولید مرکبات در جهان در رتبه هشتم قرار دارد 

(FAO بیماري میوه سبز مرکبات یا هاي اخیر در سال.(2013
huanglongbing (HLB) از جنوب ایران گزارش شد)Salehi et

al. عامل . ی خسارت آن در ایران هنوز تعیین نشده استول)2010
ت و محدود به آوند بیماري یک باکتري گرم منفی سخت کش

Ute and Kim)است(PLB)آبکشی  این باکتري بیرون از .(2008
مشکلماند، به همین دلیل مطالعه آن هاي میزبان زنده نمیسلول
از نظر تاکسونومی این باکتري در خانواده.است

Phyllobacteriaceaeنام علمی جنس آن . قرار داردCandidatus

Liberibacter است که بر اساس پراکنش جغرافیایی سه گونهCa.

L. asiaticus،Ca. L. africanus وCa. L. americanus از آن
Bove)گزارش شده است  دو گونه از پسیل مرکبات .  (2006

KuwayamaDiaphorina citri)و) سیاییپسیل آTrioza

erytreae Del Guerico)توانایی انتقال پاتوژن ) پسیل آفریقایی
Bove)میوه سبز را دارند  2006).

براساس مطالعات انجام شده عامل بیماري میوه سبز 
بر اساس وجود پسیل . مرکبات در ایران از فرم آسیایی است

یماري هاي تشخیص علائم بآسیایی مرکبات و با استفاده از روش
در مرکبات، انتقال بیماري با پیوند، ردیابی عامل بیماري در بدن 
پسیل مرکبات و همچنین درختان پرتقال و نارنگی با استفاده از 

این بیماري در 1388هاي اختصاصی فرم آسیایی، در سال آغازگر
Salehi(هاي سیستان و بلوچستان و هرمزگان گزارش شد استان

et al. Citrusدهد گونه تحقیقات قبلی نشان مینتایج). 2012

grandis)هاي داراي تحمل نسبی و گونه) سلطان مرکباتC.

reticulate)نارنگی ( وC. sinensis)داراي حساسیت ) پرتقال
Hajivand)باشندبیماري میاین فراوان در برابر  et al. 2009)  .

.C)فروت و لیموترش همچنین مشخص شده است که گریپ

aurantifolia)شوند جزو ارقام متحمل محسوب می(Ute and

Kim 2008).

بوده ، کنترل بیماري مشکل عامل بیماریزااین به دلیل ماهیت 
هاي ناشی در حال حاضر استراتژي کارآمد براي کنترل بیماريو

به .از فایتوپلاسماها و لیبروباکترها استفاده از گیاهان مقاوم است
دركارقام مقاوم و منابع ژنتیکی مقاومت، منظور دستیابی به

-زبانیمبرهمکنش بهمربوطانفعالاتوفعلی مولکولسمیمکان
زنی شده با فروت مایهدر گریپcDNA-AFLPآنالیزهاي پاتوژن
-نتایج بررسی نشان می. عامل میوه سبز مرکبات انجام شدباکتري

NBSدهد که بیان یک ژن متعلق به خانواده  LRRيام اختصاربا ن
NBS552شده با عامل بیماري زنیفروت مایهدر گیاهان گریپ

.Gholampour et al)یابد سبز مرکبات افزایش میمیوه 2014) .
NBS552مولوژي بالایی با ژن مقاومت در برابر و، هCitrus

Tristeza Virus (Ctv) که ژنی منفرد و غالب درPoncirus

trifoliata است، دارد(Mariângela et al. بیماري .(2007
. سبز مرکبات استتریستیزاي مرکبات از چند جهت مشابه با میوه

با توجه به اینکه عامل تریستیزا نیز محدود به آوند آبکشی است و 
گیرد، همچنین در نیز انتقال آن توسط حشره ناقل صورت می

-علائم ایجاد شده توسط عامل بیماري نیز تشابهاتی مشاهده می
.Sagheer et al)ود ش . مطالعه بیشتر این ژن ضروري است،(2012

پیشرفت عمده در جهت درك وقایع مولکولی که منجر به مقاومت 
جالب توجه است . شود، اتفاق افتاده استها میگیاهان به بیماري

که Rهاي ها، تقریبا تمام ژنکه، باتوجه به اختصاصی بودن این ژن
هایی است که پپتیداند، کد کننده پلیدهتا این تاریخ شناسایی ش

داخل Rهاي ها مشابه است و باعث تقسم بندي ژنقسمتی از آن
.Lawrence et al)شود پنج گروه عمده می 2000).

Ctv به عنوان ژنی غالب در گروه ژنیNBS-LRR مقاومت
کند ایجاد میPoncirus trifoliataدر CTVاي به عامل گسترده

(Mariângela et al. همچنین نتایج بررسی در پایگاه داده . (2007
در Ctvدهد که حضور ژن نشان می) CitEST database(مرکبات 

Xylella fastidiosaهاي مختلف مرکبات آلوده به پاتوژن گونه

Simone and(بوده است عامل ایجاد مقاومت در برابر آن پاتوژن

Helaine 2007(.

-NBSهاي آنالوگ مقاومت در خانواده مطالعات بر روي ژن

LRR در ارقام مختلف مرکبات، نشان داد که بیان ژنNBS552 در
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زنی شده با عامل میوه سبز مرکبات افزایشمرکبات متحمل مایه
شود مرکبات حساس  این ژن بیان نمیارقام و در یابدمی

(Ghayeb Zamharir et al. یکه اطلاعات کمییاز آنجا. (2014
است، و ساختار و عملکرد آن در دست این خانواده ژنی رمورد د

توالی کاندید يهایژگیویینتعهدف این تحقیق جداسازي، 
)NBS552 (،یمترسدر مقاومت به باکتري عامل میوه سبز مرکبات

هاي بررسیعملکرد وینیبیشو پینیپروتئيساختارها
تفاده از ابزارهاي هاي این خانواده با اسفیلوژنتیکی با سایر ژن

.بیوانفورماتیکی است

واد و روشهام

فروت از هاي گریپنهال:تهیه نهال گیاهان گریپ فروت
ها داراي گواهی سلامت از نهال. هاي جیرفت تهیه شدنهالستان

هاي قارچی و باکتریایی سازمان حفظ نباتات و فاقد علایم بیماري
انه قرنطینه موسسه تحقیقات ها پس از انتقال به گلخنهال. بودند
-C°20پزشکی کشور، در خاك سبک کشت شده و در دماي گیاه
ساعت با مقدار نور طبیعی قرار 8:16و در نسبت روشنایی 18

هاي با قطر مناسب با ها، نهالپس از استقرار نهال.  شدندداده
دار در جیرفت تهیه و با که از درختان علایم(پیوندك آلوده 

مولکولی آلودگی آنها به عامل میوه سبز مرکبات تایید هايروش
ماه،4پس از گذشت ) 1شکل (زنی شدند ، مایه)شده بود
پیوندي سالم و چهار نهالروي چهار نهالژنومی RNAاستخراج 

-هاي پیوندي با روشآلودگی در نهال. با پیوندك آلوده انجام شد
.هاي مولکولی تائید شد

با استفاده RNAاستخراج :cDNAتز و سنRNAسازي جدا
Song)انجام شد CTABاز روش  et al. در این روش . (2011

lµ800 بافرCTABهاي پودرشده برگ که از دو درصد به نمونه
زنی شده با عامل میوه سبز فروت سالم و مایهگیاهان گریپ

. ثانیه ورتکس شدند15ها مرکبات تهیه شده بود اضافه و ویال
نگه داشته و سپس به C°65دقیقه در دماي 10ها به مدت لویا
اضافه شد ) 24:1(ایزوآمیل الکل -کلروفرمlµ600ها آن

مایه زنی گریپ فروت با پیوندك ها آلوده به عامل میوه سبز مرکبات -1شکل 
در شرایط گلخانه

Fig 1- Grapfruit inoculation by grafting with citrus
greening agent in greenhouse

و در C°4ها در دماي ها، نمونهپس از ورتکس کردن ویال
rpm13000 دقیقه سانتریفوژ و مایع رویی به تیوب 15به مدت

lµآب مقطر استریل و lµ500به این محلول . جدید منتقل شد

ها چند بار با دست تیوب. اضافه شدM8نمک لیتیوم کلراید 170
-3ها میکروتیوب. ها با هم مخلوط شوندمحلولمعکوس کرده تا

در یخچال نگهداري شدند و پس از آن C°4ساعت در دماي 5
دقیقه سانتریفیوژ 10به مدت rpm13000و در C°4در دماي 

lµپس از دور ریختن مایع رویی، پلیت تشکیل شده، در . شدند

Mنمک لیتیوم کلراید lµ170آب فوق خالص حل شده و 500

ساعت در دماي 5-3ها مجدد میکروتیوب. به آن اضافه شد8
C°4 در یخچال نگهداري و سپس در دمايC°4 و درrpm

پس از دور ریختن . دقیقه سانتریفیوژ شدند10به مدت 13000
آب فوق خالص حل lµ300مایع رویی، پلیت تشکیل شده، در 

نول الکل اتاlµ600و M10نمک استات سدیم lµ30شد و 
خالص که در فریزر خنک شده بود به آن اضافه و یک ساعت در 

بعد از سانتریفیوژ کردن . نگهداري شدند-C°50دماي 
دقیقه، مایع رویی دور 10به مدت rpm13000ها در میکروتیوب
شسته و در % 80(v/v)پلیت تشکیل شده را با اتانول . ریخته شد

دقیقه سانتریفوژ 5به مدت rpm13000با سرعت C°4دماي 
بعد از دور ریختن مایع رویی، رسوب تشکیل شده در . نمودیم
آب مقطراستریل lµ25به هر نمونه . خشک شدC°37دماي 

ها براي انجام شدن رسوب در آب نمونهاضافه نموده و پس از حل
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نیز cDNAسنتز . نگهداري شدند- C°80آزمایشات بعدي در 
firstبا استفاده از کیت   strand synthesis system (promega,

USA)انجام شد.

-cDNAبر اساس مطالعات : PCRطراحی آغازگر و انجام 

AFLPسبز زنی شده با عامل میوهفروت مایهبر روي گریپ
در مطالعات 552مرکبات مشخص شد که رونوشت شماره 

شود،نامیده میNBS552ترانسکریپتومیکس که در این مطالعه 
-NBSها در خانوادههاي مقاومت به بیماريي بالایی با ژنهمولوژ

LRR دارد(Gholampour et al., آغازگرهاي مختلف به . (2014
552از روي توالی رونوشتNBS552منظور جداسازي ژن 

-از جمله مناسب. طراحی شدcDNA-AFLPحاصل از مطالعات 

به 'CGGGGCGTCTAACTCATAGA-3-'5ترین آنها، آغازگر 
-'5جلو و توالی  وان آغازگر روبهعن

GGGGAAAGACAACCTTGGA-3' به عنوان آغازگر برگشتی
سنتز شده در مرحله قبل به عنوان cDNAاز . در نظر گرفته شدند

ي برنامه. مراز استفاده شداي پلیالگوي تکثیر در واکنش زنجیره
و C94°دقیقه در 4اولیه به مدت واسرشتگیشامل PCRانجام 

به مدت C58°به مدت یک دقیقه، C94°(چرخه متوالی 35ام انج
این آغازگر قطعه اي .انجام شد) ثانیه60به مدت C72°ثانیه، 50

.کندمراز تکثیر میاي پلیرا در واکنش زنجیرهbp220به طول 

بعد از تکثیر ژن :pGEM-Tهمسانه سازي در وکتور 
د و همکاران سازي آن به روش لئونارو خالصPCRتوسط 

(Leonard et al., -pGEM، عمل اتصال بین ژن و پلاسمید (1998

T easy vector system I آمریکا(، محصول شرکت پرومگا(
و T7شامل پروموتورهاي pGEM-Tپلاسمید . صورت گرفت

SP6ي سایت برشی در طرفین ناحیه(MCS)است و ژن انتخاب -
. باشدسیلین میبه آمپیژن مقاومت E. coliگر آن براي گزینش 

گلوکورونیداز تحت پروموتورهاي -βهمچنین کاست ژنی حاوي 
SP6وT7 در طرفین سایت برشی اختصاصیMCS)( جهت

پس از الحاق . گزینش به روش کلونی سفید و آبی وجود دارد
قطعه به پلاسمید و ایجاد پلاسمید نوترکیب، ترانسفورماسیون به 

. انجام شدTop10نژاد E. coliکتري ي شوك حرارتی به باوسیله
جامد حاوي LBها روي محیط ي بعد باکتريدر مرحله

پس . کشت داده شدندX-GALو IPTGسیلین، بیوتیک آمپیآنتی
، تعدادي کلونی سفید به عنوان C37°ساعت تیمار در دماي 16از 

هاي نوترکیب انتخاب و در نهایت استخراج پلاسمیدهاي کلونی
تکنیک استفاده ازبانوترکیبهايکلونیانجام گرفته ونوترکیب

PCRیابی با دو براي توالیسه نمونه. گرفتندقراربررسیمورد
.ي جنوبی ارسال شدبه کمپانی ماکروژن کرهSP6و T7پرایمر 

با استفاده :آنالیزهاي تعیین توالی و رسم درخت فیلوژنی
یدو اسیدينوکلئوتیال، توBLASTو NCBIیاز بانک اطلاعات

یگر به گونه دینفروت و چندیپدر گرNBS552ژن ياینهآم
از یمورد بررسيهایتواليهایژگیو(هاگیویژهسایرهمراه

طول ، تعداد اگزون و اینترون mRNA،cDNAجمله طول 
.قرار گرفتیمورد بررس)هایتوالیشماره دسترسین وپروتئ

با سایر pGEM-Tکلون شده در وکتور اي ژنمقایسهیفیردهم
به T-Coffeeنرم افزاربا استفاده از NCBIگیاهان موجود در 

بررسی فیلوژنتیکی با استفاده از . انجام شدClustalWروش
NBS552هاي و انواع ژنNBSافزار با استفاده از نرمMEGA4 به

صحت و اعتبار ییدبه منظور تا. انجام شدUPGMAروش 
صورت تکرار 100با BootStrapحاصل تست يهادرخت

. رفتگ

یتوال:هاي پروتئینتعیین مشخصات و شناسایی دومین
و پروتئینی یاطلاعاتيهایگاهبا استفاده از پاینیپروتئ

UniProtKBاز ینیپروتئيهاینمودییشناسايبرا. شدیینتع
یینتع. استفاده شدCDDو Blouksبانک اطلاعاتی ثانویه

با استفاده از هاي درون، خارج سلولی و غشائی پروتئین قسمت
.صورت گرفتTMHMMبرنامه 

یینتعيبرا:تعیین ساختار و محل عملکرد پروتئین
،Uniprot Bهاي  هاي اول و دوم پروتئین از برنامهساختار

PSIpredبانک آن از محل عملکردیینتعيو براPSORT

PROTEINهاي کد منظور مشخص کردن توالیبه .استفاده شد
هاي جانبی آن، آانالیز توالی و مستند سازي کننده و سایر توالی

(Annotation)افزار ها با استفاده از نرمآنVector NTiانجام شد.
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نتایج
زنی فروت سالم و مایهگریپاز گیاهRNAپس از استخراج 

،cDNAت و سنتز شده با پیوندك آلوده به عامل میوه سبز مرکبا
PCR به منظور تکثیر ژنNBS552 با استفاده از آغازگرها انجام

بازي روي ژل آگارز جفت220یک باندPCRمحصول . شد
سازي، باند مورد نظر براي پس از خالص). 2شکل(نشان داد 

ي به کمپانی ماکروژن کرهSP6و T7آغازگرتعیین توالی با دو 
Automatic Sequencerا با دستگاه هشد و نمونهجنوبی ارسال 

3730 XLآنالیز بلاست با استفاده از برنامه .تعیین ترادف شدند
NCBI شباهت را با ژن مقاومت % 94نشان داد که توالی مورد نظر

در واقع این . داردPoncirus trifoliata citrus tristezaبه ویروس 
است که در مقاومت Citrus trifoliataاي از منطقه ژنوم ژن قطعه

Vectorآنالیزهاي بیشتر با استفاده از برنامه . به ویروس نقش دارد

NTi جفت باز از توالی ما بطور کامل با این 220نشان داد که
جفت 171درصدي دارد که از این میان صدمنطقه از ژنوم شباهت 

شکل  (است که تاکنون گزارش نشده است ORFباز آن داراي 
A3 .(

جفت 1000نظور بررسی بیشتر وضعیت ژنوم، در حدود به م
شد که نتایج نشان داد در این منطقه از بررسیباز از دو طرف ژن 

,Misc Feature1(ناحیهتاکنون  فقط براي سهژنوم Misc

Feature2, Misc Feature3 ( مستند سازي انجام شده است) شکل
B3 .(ناطق کردي این مهاي بیشتر براي نقش عمللازم است آنالیز

سازي نشان داد که این ژن بدون آنالیزهاي مستند. انجام شود
آنالیز . کنداینترون بوده و فقط بصورت یک اگزون عمل می

نشان داد که این ژن عملکردي با استفاده از ترجمه پروتئین
. کندبصورت یک گیرنده عمل میاحتمالا 

نرم وNCBIیبا استفاده از بانک اطلاعاتیفیردهمیجنتا
ژن حفاظت یننشان داد که اClustalWبه روش T-Coffeeافزار 
مختلف یاهانجفت باز را در گ50به طول حدود ییبالایشدگ

ياگونهینتوان به تفاوت بیتفاوت را میاصلیلدل. دهدینشان م
Matsuba(در طول تکامل نسبت دادیاحتماليهاهشو ج et al.

). C3شکل ) (2013

به منظور بررسی روابط تکاملی بین گیاهان از نظر توالی 
شد، تا میزان شباهت آنها با سایر رسم درخت فیلوژنیمورد نظر 

با توجه به اینکه ژنوم .  گیاهان موجود در پایگاه بررسی شود
اي از اطلاعات را در خود دارد و بررسی جانداران حجم گسترده

هاي استفاده است، معمولا از توالیها بسیار دشوار تمام این توالی
ترسیم درخت فیلوژنی . مولوگ باشدوشود که در موجودات همی

Poncirusگروه اول شامل ) بالا5شکل (چهار گروه را ایجاد کرد 

trifoli ،Vaccinium macrocarpon،Daucus carot است، که
. استVacciniumگیاه بهبیشترین شباهت با ژن مذکور مربوط

هاي مختلفی هستند، این ژن در چه این سه گیاه از خانوادهاگر
گروه دوم فقط شامل گیاه . هاي مختلف وجود داردگونه

Geranium maderenceها است که بصورت جداگانه از بقیه گروه
و Gosspium ،Rhazya stricگروه سوم شامل . استقرارگرفته

Helianthus annuusهاي مختلف است که متعلق به خانواده
در نهایت گروه چهارم که دورترین گروه نسبت به ژن مورد . است

است که کمترین شباهت را Oenothera bertianنظر است شامل 
نکته حائز اهمیت در این درخت وجود ژن . با ژن مورد نظر دارد

هاي مختلف با عملکرد یکسان است که مورد نظر در خانواده
اند نقش کلیدي در گیاه داشته باشد و تودهد این ژن مینشان می

هاي مختلف در همین باعث شد تا بصورت حفاظت شده در گونه
.طول تکامل حفظ شود

با استفاده از ژن کلون شده بررسی ساختار دوم پروتئین 
PSIpred مارپیچ فقط از  نشان داد که این پروتئینα تشکیل شده

).پایین5شکل (است 

یاتخصوص:هاي آنومینخصوصیات پروتئین و د
ینکه پروتئیابی شده نشان دادژن توالیینپروتئیزیکوشیمیاییف

و نقطه دالتون 6561یوزن ملکولبایدآمینهاس57يدارانظرمورد
یمیاییفرمول شباینپروتئینا. است1/9یزوالکتریکا

C3132H4808N796O925S18یانگرب(یداريو شاخص ناپا
ینعمر ایمهن.است5/49برابر با )یشلوله آزمادر یداريپایزانم

يایشهدرون شیطدر شرابه صورت بیوانفورماتیکی ینپروتئ
یزنیند که اوشتخمین زده میها در یوکاریوتساعت30حدود 

. استینپروتئیداريبر پایگريدیلدل
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آلودهگیاهانازحاصلcDNAرويازNBS552ژنتکثیر-2شکل
تا1چاهک(سالم،گیاهان)مارکرراستسمتدر4تا1چاهک(فروتگریپ

bpمارکرسایزMو) مارکرچپسمتدر4 ).فرمنتاز(100

Fig 2- NBS552 amplification from infected grapefruit
plant cDNA (wells 1-4 at left of marker), healthy one
(wells 1-4 at right of marker) and M: DNA 100 bp size
marker (Fermentase).

A

vireus reistance 1
2220 bp

Misc Feature1 Misc Feature2 Misc Feature3gene

B

C

اي ژن کلون شده همردیفی مقایسه:Cو شدهسازيمستندازبعدژنوممناطق سایرباNBS552نقشه  فیزیکی ژن :Bجفت باز، 171به طول ORFتوالی :A-3شکل  
Poncirus trifoliataبا pGEM-Tدر وکتور  (AF5a06028.1), Gossypium raimondii (KU317325.1), Vaccinium macrocarpon (KF386162.1), Daucus carota

(AJ300556.1 ), Geranium maderense (KP940515.1), Rhazya stricta (KJ485850.1), Helianthus annuus and  Oenothera موجود درNCBIي با استفاده از برنامه
T-Coffe.

Fig 3- A: ORF sequence include of 171 bp, B: Physical map of NBS552 Gene with other genome regions after annotation and C: Comparative alignment of
cloned gene into the vector pGEM-T with Poncirus trifoliata (AF5a06028.1), Gossypium raimondii (KU317325.1), Vaccinium macrocarpon (KF386162.1),
Daucus carota (AJ300556.1 ), Geranium maderense (KP940515.1), Rhazya stricta (KJ485850.1), Helianthus annuus and  Oenothera sequence in the NCBI
using T-Coffe.

C
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.MEGA4افزار با استفاده از نرمNCBIمتاي خود در  بانک اطلاعاتی هاي هبا سایر ژندرخت فیلوژنتیکی توالی همسانه شده: بالا-5شکل

PSIpredازاستفادهبایرانیاگریبفروتشده از جداNBS552ساختار دوم پروتئین ژن :پایین

Fig 5- Up: Phylogenetic tree of cloning sequence with different similar genes in NCBI database using MEGA4 software,

Down: Structure of second protein structure of NBS552 gene isolated from Iranian grapefruit using PSIpred

دومین اولی که . همچنین این پروتئین داراي سه دومین است
. شود در خارج سلول قرار داردرا شامل می14الی 1از اسید آمینه 

را 37الی 15ایی است از اسید آمینه دومین دوم که داخل غش
در نهایت دومین آخري داخل سلولی است از اسید . شودشامل می

دومین اولی به عنوان یک گیرنده . گیردرا در برمی57الی 38آمینه 
4/16باردار يهاینهآمیداسدر این پروتئین تعداد کل . کندعمل می

ینهآمیداس6و یبار منفيدارایدآمینهاس3که از این تعداد درصد
.هستندبا بار مثبت 

نشان BLOCKSیگاهبا استفاده از پاینعملکرد پروتئیینتع
ارزش مورد انتظار، به ینمد نظر با دارا بودن کمترینداد که پروتئ

خانواده ینمربوط بوده و اbradykinin receptorینیخانواده پروتئ
بیوانفورماتیکی یجتان.ستابلوك حفاظت شده 8يداراینیپروتئ

ترشح  یزانمیشترینکه بنشان داد ین،پروتئیريگمربوط به هدف
.بوده استغشاء پلاسمائیدرینپروتئ

بحث و نتیجه گیري
یت اهمهاي باکتریایی،  خسارت بیماريبا در نظر گرفتن 
در هاي باکتریایی هاي مقاوم به پاتوژنشناسایی و آنالیز ژن

خسارت بالاي با توجه به . ي حائز اهمیت استکشاورز
هاي باکتریایی در باغبانی تولید گیاهان تراریخته متحمل از بیماري

یدات، کاهش مصرف تولیشمنجر به افزاتواند طریق انتقال ژن می
.آن در واحد سطح شودیدبه راندمان مطلوب تولیدنرسسم و 

هاي بیماريترینمهمبیماري میوه سبز مرکبات یکی از 
Salehi(ایران است درمرکبات  et al. -ولی با توجه به آن).2010

تواند همه گونه پسیل مرکبات میکه ناقل این بیماري یعنی 
را آلوده نماید، در صورت عدم کنترل به موقع این بیماري مرکبات

ترین مهم. تر از جاروك لیموترش باشدرسد خطرناكبه نظر می
کوتاهی، مرگ ن،کم پشت بودآلوده شامل علایم در درختان

رنگ سبز در ، ایجاد شدید میوهها، زردي شاخساره یا ریزشترکه
Akhtar and Ahmad)است میوهگاهگلقسمت  باکتري .(1999

ها و نیز ها، هیبریدها، گونهتواند بیشتر رقمعامل میوه سبز می
Sindhuja and Ehsani)خویشاوندان مرکبات را آلوده کند  2010) .
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واکنش ارقام مختلف و هیبریدهاي مرکبات به عامل میوه سبز 
در مالزي گزارش شده که علائم بیماري . مرکبات متفاوت است

شود، اما نارنگی رقم میوه سبز مرکبات روي پوملو مشاهده نمی
C. reticuluta(عسلی  cv. Honey Mandarin( ،C. madurensis

cv. Calamondin ،C. aurantium به ترتیب علائم را با شدت
15بیماري میوه سبز مرکبات روي . نشان دادند% 50، 65%، % 75

- از آلودگی از طریق پیوند دیده میگونه از مرکبات، شش ماه پس 

هاي مختلف متفاوت بود اما ظهور و شدت علائم بین گونه. شود
(Sindhuja and Ehsani 2010).

کهانددادهعات اخیر نشاندر مطالآمدهبدستهايداده
نقش مهمی در مقاومت به باکتري عامل میوه NBS552تظاهر ژن 

Gholampour(سبز مرکبات دارد  et al. ژن براي این. )2014
و سازيجداPCRطریق فروت ایرانی ازاولین بار از گیاه گریپ

این ژن در به یشماره دسترس. کلون شدpGEMدر پلاسمید 
این اولین گزارش از . استJZ775596نبانک جهانی ژ

جداسازي و کلونینگ این ژن از طریق مهندسی ژنتیک در ایران 
. است

يهاگونهینبNBS552یبراساس توالیلوژنیدرخت ف
دهد که نشان مییروابط تکاملیبه منظور بررسیاهیمختلف گ

دهد که را شکل میباغیگیاهان زراعی وشامل یدو شاخه اصل

و بقیه شامل گیاهان غیر Poncirus trifoliaباغی شامل شاخه 
فروت جدا از  یپگرNBS552ژن کهینقابل توجه ا.باغی است

در یلوژنیدر درخت فیاهیگونه گیگردین، همچنگرفتهبقیه قرار
به عنوان مثال اند گرفتهنقرار یکیلحاظ تاکسونومبهیمناسبیگاهجا

که دارویی است Rhazya stricست با گیاه گیاه پنبه که زراعی ا
در NBS552ژن يشباهت بالایانگرباند که کنار هم قرار گرفته

که نقش مهمی در و ایناستیاهیگيهاگونهینبیسطح ملکول
.هاي مختلف گیاهی داردمقاومت در گونه

آنالیزهاي مختلف بیوانفورماتیکی  مشخص شد براساس
هاي سایر ده شباهت زیادي با توالی ژنیابی شي توالیقطعه

با NBS552بررسی شباهت ژن . داردNCBIدر گیاهان ثبت شده 
ژن در اکثر ایننشان داد که NCBIهاي موجود در سایر ژن

ها در NBS-LRRاز آنجایی که خانواده . حفظ شده استگیاهان
تولید گیاهان این مطالعه راهی براي مقاومت عمودي نقش دارند، 

سبز مرکبات  از طریق انتقال ژن تراریخته متحمل به بیماري میوه
. براي مطالعه آینده است
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itrus greening disease is the most important bacterial diseases of citrus and is
present in the southern region of Iran. Due to the nature of the pathogen, disease
control is difficult. cDNA-AFLP analysis shows that the expression pattern of
NBS-LRR (Nucleotide Binding Site- Leucine-Rich Repeats) genes was

upregulated in grapefruit plant interacting with Candidatus Leiberibacter aciaticus. In
this study we have isolated the NBS552 gene from grapefruit by PCR and clone it by
ligation of this product to pGEM-T vector transformed E. coli bacteria. Sequencing
analysis revealed an open reading frame for a gene of 171 bp that encodes a protein of 57
amino acids. Results of bioinformatic analysis showed that this gene contains regions
that are conserved in different plant species. The NBS552 protein is associated with
membranes and its extracellular secretion is low. The aim of this study was isolation and
cloning of NBS552 genes from the grapefruit genome and characterization of the genes
in view of their potential for practical use in plants.

Grapefruit,C itrus Greening, Gene NBS552, Resistance
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زاي گیاهی به هاي بیماريدر گیاهان، جانوران و بیشتر ویروسRNA Silencingهاي مهارکننده
اند و نیز شیوه شناسایی فعالیت مهارکنندگی خاموشی ژن یک پروتئین در خوبی توصیف شده

GFLV(Grapevine fanleaf(ویروس برگ بادبزنی مو . سیستم گیاهی راه اندازي شده است

virusدرصد 80ي شناخته شده مو در سراسر دنیا است که تا هاترین ویروسیکی از شایع
و Nepovirusاي در جنس تک رشتهRNAاي با ژنوم این ویروس دوپیکره. زندخسارت می

ها هنوز شناسایی نشده خاموشی در نپوویروسژن مهارکننده. قرار داردSecoviridaeخانواده 
هاي این جنس هاي خاموشی ویروسنندههاي علایم و مهارکاست و دانش ما از تعیین کننده

تراریخته Nicotiana benthamianaدر گیاهان GFPدر این پژوهش ژن . خیلی محدود است
در مهار GFLVو حرکتی ) RdRp(هاي پلیمراز خاموش شد و سپس توانایی پروتئینGFPبا 

مثبت و منفی به عملکرد این دو پروتئین با شاهدهاي . ارزیابی شدRNA Silencingسازوکار 
کاربرده شده مقایسه شد و نتایج نشان داد که اگرچه این دو پروتئین در بروز علایم و سیستمیک 

این پژوهش . شدن بیماري نقش دارند اما کارایی لازم را جهت مهارکنندگی خاموشی ندارند
.نمایدرا بیان میRNA Silencingمدل بررسی فعالیت ممانعت کنندگی از 

هاي کلیديواژه
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مقدمه

روشی گیاهیهايبافتدربیگانههايژنموقتسیستم بیان
تجزیه و تحلیلبرايواستگیاهیبیوتکنولوژيدرارزشمند

روشاین.باشدمیکارآمديروشکوتاهزماندرعملکرد ژن
باشد، میزیادکارمستلزموبرزمانکهدایمبیانروشبرخلاف

درکشت بافت وبهنیازبیساده،یر،سریع، انعطاف پذروشی
اجراها قابلبرگمانندتمایز یافتهکاملبه طوزهاي گیاهیبافت

تولید اثباتوتراریختیتأییدبرايبیشترموقتبیاناز.باشدمی
استفادهگیاهیبرهايپیشتجزیه و تحلیلنوترکیب وپروتئین

کروموزومدرنژاستقرارموقعیتمستقل ازروشاین. شودمی
در سطحکه در آن پروتئین موردنظر) et al.,Fischer(1999است

Yang)شودمیتولیدزمان ممکنترینکوتاهدروبالایی بیان et al.

2000; Goodin et al. پایهبرموقتروش بیان. (2002
مستقیم انتقالهايروشمناسبی برايجایگزینگروباکتریومآ

DNAبراي مطالعات اولیه هاپروتوپلاستالقاءژنی وانبمبارمانند
هاسلولازکمیتعداددررانظرموردژنکههاآنخلافبروبوده
-بافتداخلبهگروباکتریومآ)اینفیلتراسیون(کنند، تلقیحمیبیان
شودمیگیاهیهايسلولبیشتردرژنبیانگیاهی، باعثهاي

)Kapila et al. تعدادمکانیکیاینفیلتراسیوندروهبه علا). 1997
ویافتهشوند، افزایشمطالعه میهمزمانطوره بکههایینمونه
بماند،باقیمتصلگیاهبهفعالبصورتتواندمیمطالعهموردبافت

هاي گیاهی، بریشپتجزیه و تحلیلمانندموارديدرنتیجهدر
Cazzonelli(دشومیاعمالگیاهبهمتصلبافترويبرتیمارها

and Velten, به کارگیاهیگونهدر چندینموقتبیان).2006
توتونگیاهدرهاگزارشآنها بیشترینبینازولیشده استگرفته

N. benthamianaاست بوده)Chakrabarty et al. 2007;

Mokrzycki-.Issartel et al. .Nازاستفادههايمزیت). ,2003

benthamianaاستزیرمواردشاملپروتئینموقتبیانبراي:
هايتمام آزمایشگاهدرمعمولاًوبودهمدلگیاهیکاینکهاول

راحتیپروتئین بهاینکهدومورودمیبه کارگیاهیهايپژوهش
بیانگیاههاي اینبرگدراگرواینفیلتراسیونطریقازبالاسطحدر
Voinnet(شودمی et al. 2003; Ma et al. 2008.(

,Martelli(گونه ویروسی آلوده کننده مو 64بین در  2014( ،
GFLV(Grapevine fanleaf virus(برگ بادبزنی مو ویروس

هاي شناخته شده مو در سراسر دنیا ترین ویروسیکی از شایع
زند و کیفیت و طول عمر مو را درصد خسارت می80است که تا 
Andret-Link(دهد ها کاهش میدر تاکستان et al. 2004 .(

اي با ژنوم دو قسمتی از زیر یک عضو دو پیکرهGFLVویروس 
استSecoviridaeو در خانواده Nepovirusجنس Aگروه 

)Sanfacon et al. هاي این ویروس ایزومتریک ویریون). 2009
ژنوم ویروس از دو قطعه . نانومتر قطر دارند30بوده و حدود 

RNAا قطبیت مثبت تشکیل شده است اي بتک رشته)+ssRNA (
Viral(داراي پروتئین متصل به ژنوم ویروسی 5'که در انتهاي 

Protein genome-linked, VPg( به صورت پلی3'و در انتهاي
هر قطعه محتوي یک چارچوب . هستند) Poly A(آدنینی 

). P2و P1(کند پروتئین را رمز میخواندنی باز است که یک پلی
شود، رمز میRNA1پروتئین توسط پروتئینازي که توسط پلیهر

Pinck(شود هاي کوچکتري شکسته میبه پروتئین et al. 1988 .(
پروتئین پنج، به )RNA1)P1پروتئین رمزشونده توسط پلی

شود که اجزاء تکثیر ویروس هستند و از انتهاي آمینی شکسته می
یناز فرضی، هلیکاز به کربوکسیلی شامل یک کوفاکتور پروتئ

فرضی، پروتئین متصل به ژنوم ویروس، پروتئیناز سیستئین و 
RNA پلیمراز وابسته بهRNA)RNA dependent RNA

Polymerase, RdRp (است)Naraghi- Arani et al. 2001;

Andret-Link et al. را رمز P2پروتئین پلیRNA2قطعه).2004
ربوکسیلی با فعالیت پروتئولیتیکی کند که از انتهاي آمینی به کمی

RNA2که براي تکثیر ) HP)2Aبه ترتیب به سه پروتئین شامل 

تواند به عنوان پروتئین خانگی عمل کند مورد نیاز است و می
)Gaire et al. که پروتئین اصلی ) 2B(MP، پروتئین حرکتی )1999

Ritzenthaler(مشاهده شده در پلاسمودسماتاست  et al. 1995 (
CP)2c) (Serghiniو پروتئین پوششی  et al. - شکسته می) 1990

ژنومی براي آلودگی سیستمیک گیاه ضروري RNAهر دو . شود
Viry(هستند  et al. 1993.(

اي در هاي قابل ملاحظهاگرچه در چندین ویروس گیاهی پیشرفت
-هاي بیان علایم به دنبال اثر متقابل گیاهسازوکارشناسایی 

هنوز به طور سازوکارهات آمده است، اما این ویروس به دس
Culver(اندناچیزي شناخته شده and Padmanabhan, 2007.(

Lewsey(چندین پروتئین ویروسی مثل پروتئین حرکتی  et al.
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Shibolet(، پروتئین جزء کمکی پروتئیناز )2009 et al. 2007( ،
RNA پلیمراز وابسته بهRNA)RdRp) (Kagiwada et al.

Heaton(، پروتئین پوششی )2005 et al. و پروتئین ) 1991
.et al(زایی بیماري 1992Jupin (هاي علایم به عنوان تعیین کننده

هاي ویروسی درگیر در بیان تعدادي از پروتئین. اندشناسایی شده
در 2b، ژن Potyvirusدر جنس HC-Proشبیه علایم 

Cucumovirus ،P19 درTombusvirus ،P0 درPolerovirus ،
و پروتئین پوششی جنس Tobamovirusدر K130پروتئین 

Carmovirus،هاي ویروسی خاموشی کنندهمهارRNA)Viral

suppressors of RNA silencing, VSRs (هستند)Voinnet et

al. هاي هاي علایم و مهارکنندهاما دانش ما از تعیین کننده،)2005
Secoviridaeنپوویروس از خانواده هاي جنس خاموشی ویروس

در ) VSRs(هاي خاموشی خیلی محدود است و با اینکه مهارکننده
اند، اما در هاي گیاهی به خوبی توصیف شدهبیشتر ویروس

Vigne(اند ها هنوز ناشناخته ماندهنپوویروس et al. پدیده ). 2013
اي هبهبود که به موجب آن تضعیف یا عدم بروز علایم در برگ

87نوظهور به دنبال آلودگی و ظهور علایم بیماري اتفاق می افتد، 
سال پیش براي اولین بار در یک نپوویروس توصیف شد 

)Wingard, دفاعی طبیعی واکنشو خاموشی ژن که یک ) 1928
Jovel(گیاه است با این پدیده همراه است  et al. 2007 .(

Secoviridaeهایی که تاکنون در مورد اعضاءکنندهتعیین

هاي درگیر شدند، پروتئینشناسایی شده و سبب بروز علایم می
و پروتئیناز IIIپروتئین بالغ مثل هلیکاز نوع در تکثیر و پلی

Fan(بودند 3Cسیستئین شبه  et al. 2011; Gu and Ghabrial,

ویروس GHuنژاد مجارستانی ) 1E(Polپروتئین کامل . )2005
GFLV با درصد84- 39بینRdRp چندین ویروس در خانواده

Secoviridaeهفت موتیف حفاظت شده در . شباهت داردRdRp

هاي گیاهی توصیف شده است به طور معمول براي ویروس
)Chisholm et al. اسیدآمینه انتهایی 136که در بالادست ) 2007

گیرد قرار میGFLVویروس GHuنژاد ) Pol)1Eپروتئین 
)Letunic et al. هاي اختصاصی نژاد، روي مینوجود دو. )2012

تأیید GFLVویروس ) RNA)RdRpپلیمراز وابسته به RNAژن 
-ها وظیفه تنظیم عوامل تعیینو مشخص شده است که این دومین

این ویروس روي F13و GHuهر دو نژاد . کننده علایم را دارند

N. benthamiana وN. clevelandiiد آلودگی سیستمیک ایجا
هاي تلقیح نشده کنند، به طوري که حضور ویروس در برگمی

-Double Antibody Sandwichالایزابالایی توسط آزمون 

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA)

.Nزنی روي شش روز بعد از مایهGHuنژاد . ردیابی شده است

benthamianaزردي خفیف رگبرگ و به دنبال آن زردي نسبی
-اي شدن را نشان داد، همچنین شش روز بعد از مایهبرگ و پیسه

هاي کلروز مشاهده شد که حداقل لکهN. clevelandiiزنی در
گونه هیچF13در مقایسه، نژاد . بیش از بیست روز پایدار بودند

. ایجاد نکردN. clevelandiiو N. benthamianaعلایمی روي 
اي در گونه تمایز قابل ملاحظهچکمی، هیهاي نیمهتجزیه و تحلیل

هاي مختلف که غلظت ویروس بین گیاهان آلوده شده با نوترکیب
علایم ایجاد کردند و گیاهانی که فاقد علایم بودند، نشان ندادند 

)Vigne et al. اندازي ضمن معرفی و راهپژوهشدر این ). 2013
RNAیک سیستم جهت بررسی فعالیت ممانعت کنندگی از 

Silencing به بررسی این فعالیت در دو پروتئین از ،GFLV

.شودپرداخته می

هاروشومواد

مواد گیاهی، باکتریایی و وکتورها
.Nهگیاهان تراریخت16cدر پژوهش حاضر، از لاین 

benthamianaکه بیان کننده پروتئین فلورسنت سبز)(Green

Florescent Protein, GFPهمچنین از .هستند، استفاده شد
,Tobacco Rattle Virus(اي توتون ویروس جغجغه TRV ( که به

RNA2آن(Enhanced-GFP, EGFP) افزوده شده است، به
Ratcliff(استفاده شد GFPخاموشی ژن عنوان القاءکننده et al.

2001.(RNA1 وRNA2 این ویروس به طور جداگانه به ناقل
منتقل شده و pGA482Gان ناقل بیو سپس pEPT8سازي همسانه
AgrobacteriumباکتريGV3101هاي مستعد سویه سلول

tumefaciensتراریخت شدند این ناقل نوترکیب ا ب)Larsen and

Curtis, و ) 2B(MPهاي پروتئین حرکتی همچنین ژن). 2012
Grapevine)ازp24و نیز ژن GFLVویروس )Pol)1Eپلیمراز 

leafroll- associated Virus 2, GLRaV-2))Chiba et al.

GV3101سازي و سپس به سویه برده همسانهدر ناقل نام) 2006
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هاي مربوط به جدایه. شدندانتقال داده A. tumefaciensباکتري
- توسط آزمایشگاه ویروسGLRaV-2و GFLVهاي ویروس

.شناسی دانشگاه کرنل امریکا در اختیار این پژوهش قرار گرفت

گروباکتریومتفاده از روش تزریق آوقت با اسبیان م

جهت انتقال سازه القاءکننده خاموشی ژن پروتئین فلورسنت سبز 
روش ، از آزمایش بیان موقت به 16cلاینبه گیاهان تراریخت

Vaghchhipawala(گروباکتریوم استفاده شدتزریق آ et al.

ید گروباکتریوم حاوي پلاسمهاي آبدین منظور سلول). 2010
)LB(لیتر از محیط میلی5در pGA482G-TRVRNA1نوترکیب 

Luria Bertaniگرم میلی50(هاي کانامایسین بیوتیکحاوي آنتی
-و سلول) لیترگرم در میلیمیلی5/12(و ریفامپیسین ) لیتردر میلی

-pGA482Gگروباکتریوم حاوي پلاسمید نوترکیب هاي آ

TRVRNA2.EGFP یط لیتر از محمیلی5درLBبیوتیک حاوي آنتی
48کشت شدند و به مدت ) لیترگرم در میلیمیلی50(جنتامایسین 

دور در دقیقه در 225گراد و با درجه سانتی28ساعت در دماي 
جهت افزایش حجم . شیکر انکوباتور رشد داده شدند

-Nلیتر سوسپانسیون باکتري، از محیط القاء حاوي یک میلی

morpholino Ethane Sulfonic Acid (MES)غلظت (مولارنیم
. تازه استفاده شدLBلیتر محیط میلی44و ) مولارمیلی10نهایی 

هاي مناسب افزوده و ها با غلظتبیوتیکهمچنین آنتی
-سانتیدرجه 28سوسپانسیون به مدت یک شبانه روز در دماي 

دهرشد دادور در دقیقه در شیکر انکوباتور 225و با نیروي گراد
دور در دقیقه 4000هاي باکتري با سانتریفیوژ در سپس سلول. شد

دقیقه در دماي اتاق رسوب داده شدند و پس از 12به مدت 
- میلی100حذف محیط کشت، رسوب صورتی رنگ باکتري در 

MgCl210مولار و میلیMES10لیتر محیط اینفیلتراسیون حاوي 
درجه 28در دماي ساعت2-3مولار معلق شد و به مدت میلی

رشد دادهدور در دقیقه در شیکر انکوباتور 225گراد و با سانتی
تا سوسپانسیون باکتري با استفاده از محیط اینفیلتراسیون. شد

8/0Optical Density-1غلظت  هاي سپس سلول. رقیق شد:600
با حجم یکسان TRVRNA2.EGFPو TRVRNA1گروباکتریوم حاوي آ

سوسپانسیون باکتري با استفاده از سرنگ . دندبا هم مخلوط ش
هاي سالم لیتري درون فضاي میان سلولی برگپلاستیکی سه میلی

تزریق . تزریق شدN. benthamianaهتراریختانو متصل به گیاه

در زمانی انجام شد که این گیاهان در مرحله چهار برگی بودند و 
اهان پس از تزریق گی. ها گذشته بودهفته از نشاء آنحداقل یک 

8ساعت نور و 16گراد و درجه سانتی28در اتاقک رشد با دماي 
. رطوبت نگهداري شدند% 70ساعت تاریکی و 

در مهار ) GFLV(بررسی تأثیر ویروس برگ بادبزنی مو 
خاموشی ژن

، گیاهان از روز سوم پس GFPجهت مشاهده روند مهار بیان ژن 
.بررسی شدندنور ماوراء بنفش زیردر از تزریق به طور روزانه

از رنگ هپس از مشاهده تغییر رنگ سیستمیک گیاهان تراریخت
سبز به قرمز و اطمینان از وقوع خاموشی ژن پروتئین فلورسنت 
سبز، گیاهان تیمار شده در روز هفتم پس از تزریق، به سه گروه 

آلوده Chenopodium quinoaهاي یک گروه با برگ. تقسیم شدند
به طور GFLV-GHuو یک گروه با نژاد GFLV-F13نژاد به 

انجام GFLVزنی با در گروه سوم مایه. زنی شدندمکانیکی مایه
- از روز سوم پس از مایه. نشد و به عنوان کنترل در نظر گرفته شد

جهت تأیید . زنی، همه گیاهان زیر نور ماوراء بنفش بررسی شدند
از RNAی استخراج زن، یک هفته پس از مایهGFLVحضور 

هاي مورد آزمایش انجام و سپس آزمون هاي نوظهور نمونهبرگ
RT-PCR جفت آغازگر مربوط به با استفاده از یکRNA1 با

:Forwardهاي توالی 5' ARA GCC TCA AGA GTA AAG

CTA G :Reverseو) 1744-1765نوکلئوتیدهاي ('3 5' GCC

CTC CTG TTA TAA AAT GAC G -2944وتیدهاي نوکلئ('3
.صورت گرفت) 2923

ویروس برگ پلیمرازبررسی تأثیر ژن پروتئین حرکتی و 
در مهار خاموشی ژن) GFLV(بادبزنی مو 

بر اساس نتایج آزمایش قبل، آزمایش دیگري جهت بررسی میزان 
و پروتئین حرکتی ) Pol)1Eعملکرد پروتئین دو ژن پلیمراز 

MP)2B ( ویروسGFLV در این . ژن انجام شددر مهار خاموشی
یک هفته پس از نشاء و در گیاهان تراریخت16cلاینپژوهش 
هاي برگی مشابه آزمایش قبل توسط سلول4-5مرحله 

. تیمار شدندTRVگروباکتریوم حاوي سازه القاءکننده خاموشی آ
، یک گروه از این TRVهشت روز پس از اگرواینفیلتراسیون با 

و -Pol)1E(pGA482Gاکتریوم حاويگروبهاي آگیاهان با سلول
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. اگرواینفیلتراسیون شدند-MP)2B(pGA482Gگروه دیگر با
گروباکتریوم حاوي هاي آهمچنین یک گروه از گیاهان با سلول

-pGA482Gپلاسمید نوترکیب  p24 تیمار و به عنوان شاهد ،
روي تعدادي از گیاهان تراریخت و تیمار . مثبت استفاده شدند

، تیمار دیگري انجام نشد و از این گیاهان به عنوان pTRVشده با 
.Nهمچنین از رقم وحشی گیاهان . کنترل منفی استفاده شد

benthamianaگونه تیماري، به عنوان کنترل منفی بدون انجام هیچ
از روز سوم تا هشتم پس از اگرواینفیلتراسیون دوم، . استفاده شد

علاوه بر این در . رسی شدندهمه گیاهان زیر نور ماوراء بنفش بر
-روزهاي سوم و چهارم جهت تعیین میزان سطح فلورسنت، نمونه

ها از نواحی نمونه. آوري شدهاي برگی یک سانتیمتر مربعی جمع
اگرواینفیلتر شده و ترجیحاً از ناحیه سالم و خسارت ندیده در اثر 

با هاگیري نمونهعصاره. انجام اگرواینفیلتراسیون انتخاب شدند
100سپس . انجام شد20استفاده از بافر استخراج حاوي توئین 

هاي میکرولیتر از عصاره هر نمونه همراه با تکرار به چاهک
سطح فلورسنت با استفاده از دستگاه . میکروپلیت اضافه شد

)BioTek (Synergy2 Microplate Reader 508و نشر در
ي به دست آمده براي هر هامیانگین داده. گیري شدنانومتر اندازه

مقایسه SPSSدر نرم افزار ANOVAتیمار توسط روش آماري
P(شد  <0.05.(

بحثوجینتا

16cلایـن بـه GFPجهت انتقـال سـازه القاءکننـده خاموشـی ژن     

ــین بررســی فعالیــت مهارکننــدگی از گیاهــان تراریخــت و همچن
گروباکتریوم تزریق آآزمایش بیان موقت به روشازخاموشی ژن، 

ویـروس  بـا  16cپـس از تیمـار گیاهـان تراریخـت     .استفاده شـد 
حـاوي سـازه القاءکننـده خاموشـی ژن     )TRV(توتونايجغجغه

GFP        تغییر رنگ ایـن گیاهـان زیـر نـور مـاوراء بـنفش هـر روز ،
هـا بـه طـور    به طوري که پس از یک هفته، برگ. شدتر میمشهود

شدند و رنـگ سـبز تنهـا محـدود بـه      یبه رنگ قرمز دیده مکامل
-شـکل  (ها بود ساقه c1 .(       ایـن تغییـر رنـگ نشـان دهنـده وقـوع

که در اثـر مشـابهت در   استخاموشی ژن پروتئین فلورسنت سبز 
و ژن بیگانه که به طور ) GFP(ههاي ژن داخلی گیاه تراریختتوالی

در نتیجــه رنــگ ســبز وحاصــل شــده اســتشــده، موقــت بیــان 
در . دهدس از چند روز جاي خود را به رنگ قرمز میفلورسنت پ

زنی با ویـروس بـرگ   بررسی این گیاهان در روز سوم پس از مایه
زیر نور ماوراء بنفش، تغییـر رنـگ بـه طـور     ) GFLV(بادبزنی مو 

از روز چهـارم تـا   . زنی شده دیـده شـد  هاي مایهموضعی در برگ
هـاي  میک در برگهشتم، تغییر رنگ از قرمز به سبز به طور سیست

انتهایی گیاهان تراریخت نمایان شد و تا روز هشـتم، هـر روز بـه    
ایـن  . هاي تغییر رنگ یافته در این گیاهـان افـزوده شـد   تعداد برگ

هاي نوظهور که نشان دهنده تغییر رنگ مجدد گیاه به سبز در برگ
در گیاه و نیز مهار خاموشی ژن بود، در GFLVحضور سیستمیک 

ویـروس نمایـان   GHuو F13زنی شده با هر دو نـژاد  هگیاهان مای
این تغییر رنگ حاکی از عملکرد یک یا چند ). a, b-1شکل (شد 

ژن از ویروس برگ بـادبزنی مـو اسـت کـه بـه عنـوان مهارکننـده        
اند خاموشـی  کنند و توانستهخاموشی ژن در این ویروس عمل می

نتـایج آزمـون   همچنـین . ژن پروتئین فلورسنت سبز را مهار کننـد 
RT-PCR حضور ،GFLV  زنـی در ایـن   را یک هفته پـس از مایـه

1200انـدازه اي بـه  گیاهان تأیید کرد و آغازگرها توانسـتند قطعـه  
).2شکل (این ویروس تکثیر کنند RNA1از جفت باز 
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- مایهGFLV-F13 .(bزنی با نژاد مایهTRV .((a(اي توتون ویروس جغجغهو تیمار شده باN. benthamianaروي گیاهان تراریخته GFLVزنی مایه-1شکل

.به عنوان کنترلGFLVزنی با بدون مایه pTRVو تیمار شده با N. benthamianaگیاه تراریخته GFLV-GHu .(cزنی با نژاد 

Figure 1- GFLV inoculation on transgenic N. benthamiana and treated with pTRV. a) GFLV-F13 inoculation. b) GFLV-GHu

inoculation. c) Transgenic N. benthamiana and treated with pTRV without GFLV inoculation as control.

-GFLV .1ا استفاده از آغازگرهاي اختصاصی زنی شده با ویروس برگ بادبزنی مو بو مایهpTRVگیاهان تراریخته تیمار شده با RT-PCRتجزیه و تحلیل - 2شکل 
جفت بازي در گیاهان 1200قطعه تکثیر شده -F13 .4-5زنی شده با نژاد جفت بازي در گیاهان مایه1200قطعه تکثیر شده -3-2.نشانگر مولکولی یک کیلوبازي 

.به عنوان کنترل منفیGFLVزنی با و بدون مایهTRVگیاه تیمار شده با -GHu .6زنی شده با نژاد مایه

Figure 2- RT-PCR analysis of treated transgenic plants with pTRV and inoculated by GFLV specific primers. 1-1kb DNA

ladder. 2- 3- GFLV-F13 Inoculation. 4- 5- GFLV-GHu Inoculation. 6- Treated plant with TRV and without GFLV inoculation

as negative control.
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اگرواینفیلتر شده با سازه القاءکننده 16cدر بررسی گیاهان 
)2B(MPو) Pol)1Eهايهاي حامل ژنخاموشی و متعاقباً با سازه

گونه تغییر رنگی در ناحیه زیر نور ماوراءبنفش، هیچ
اگرواینفیلتراسیون شده در گیاهان مورد مطالعه مشاهده نشد 

که در گیاهان اگرواینفیلتراسیون شده با در حالی). c, d -3شکل (
اي نمایان شد و همه نواحی ، تغییر رنگ قابل ملاحظهp24ژن 

تیمار شده به طور واضح از رنگ قرمز به سبز تغییر رنگ دادند 
گونه تغییر رنگی هم از رقم واضح است که هیچ). b-3شکل (

.Nه و نیز گیاه تراریخت) f-3شکل (وحشی  benthamiana که با
pTRV شکل (اگرواینفیلتر شده بودندa-3 (رفتانتظار نمی .

بررسی همه گیاهان از روز سوم تا هشتم پس از اگرواینفیلتراسیون 
.اي ایجاد نشدادامه داشت ولی تغییر قابل ملاحظهUVزیر نور 

همچنین نتایج سنجش میزان فلورسنت با نتایج چشمی مطابقت 
این سنجش که در روزهاي سوم و چهارم بعد از . داشت

انجام شد، در هر دو روز GFLVهاي اگرواینفیلتراسیون با ژن
نتایج حاصل از تجزیه و . متوالی نتایج یکسانی را در برداشت

یزان جذب نشان داد که م% 5ها در سطح احتمال تحلیل داده
-، مشابه نمونهp24هاي اگرواینفیلتر شده با ژن فلورسنت در نمونه

-بود و تفاوت معنی) GFP)16cهاي گیاهان تراریخت بیان کننده 

در حالی که این . هاي این دو گروه وجود نداشتداري بین نمونه
- نمونه، )Pol)1E( ،MP)2Bهايداري با نمونهدو گروه، تفاوت معنی

، گیاهان )pTRV)16c-pTRVت و تیمار شده با هاي تراریخ
-WT(pTRVو نیز گیاهان وحشی تیمار شده با ) WT(وحشی

pTRV ( نشان دادند)شکل- a, b4.(

بنفش گرفته ها در زیر نور ماوراء عکسpTRV.و تیمار شده با) N. benthamiana)16cروي گیاهان تراریخته GFLVهاي هاي حامل ژنتیمار با سازه-3شکل
-cGFLV-(1E)Pol .(dGFLV).به عنوان کنترل مثبتp24تیمار با سازه حامل GFLV .(bهاي و بدون تیمار با ژنpTRVتیمار شده با 16cگیاه a). شده است

(2B)MP.(e 16گیاهcبدون تیمار به عنوان کنترل .(f گیاه وحشی تیمار شده باpTRV به عنوان کنترل)به با گیاه وحشی بدون تیمارکاملاً مشا.(

Figure 3- Agroinfiltration with the constructs including GFLV genes on treated transgenic N. benthamiana with pTRV.
Photographed under UV light. a) Treated 16c with pTRV and without treatment with GFLV genes. b) Treated with p24 as
positive control. c) GFLV-(1E)Pol. d) GFLV-(2B)MP. e) The 16c plant without any treatment. e) The treated wild type plant
with pTRV as control (The same with WT plant without treatment).
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- دهد که تفاوت معنیحروف یکسان در نمودار نشان می. GFLVهاي و سپس با ژنpTRVبا و تیمار شده 16cدر گیاهان تراریخته سنجش سطح فلورسنت-4شکل 

P(داري در میزان جذب فلورسنت وجود ندارد  <0.05.(a ( روز سوم پس از اگرواینفیلتراسیون باGLRaV-2 -p24هاي و سازهGFLV.b ( روز چهارم پس از
GLRaV-2اگرواینفیلتراسیون با  -p24هايو سازهGFLV.

Figure 4- The evaluation of the fluorescence level in the treated 16c plants with pTRV and subsequently GFLV genes. The
same letters within a graph represent no significant difference in fluorescence (P<0.05). a) 3 days post Agroinfiltration with
GLRaV-2 -p24 and GFIV constructs. b) 4 days post Agroinfiltration with GLRaV-2 -p24 and GFIV constructs.

نتوانستند p24برخلاف )2B(MPو )Pol)1Eهاي از آنجا که ژن
اي در سطح فلورسنت در گیاهان تراریخت افزایش قابل ملاحظه

16c که ژنGFPیجاد کنند و عملکرد ها خاموش شده بود، ادر آن
ها مشابه گیاهانی بود که به عنوان شاهد منفی در این تحقیق آن

توان گفت که ژن مهارکننده خاموشی درمیاستفاده شدند، 
ویروس برگ بادبزنی مو هنوز ناشناخته بوده و مطالعات و 

با این GFLVاي از ژنوم آزمایشات بیشتري جهت تعیین ناحیه
و همکاران در سال Vigneنتایج با نتایج نای. عملکرد نیاز است

هاي کنندهبراي شناسایی تعیینVigne. مطابقت داشت2013
نژاد RNA2و RNA1مربوط به cDNAهاي عفونی علایم، کلون

GHu وF13 ویروسGFLV را تهیه و با استفاده از رویکرد
هاي علایمکننده، تعیینGHuژنتیک معکوس نشان داد که در نژاد 

ژن پلیمراز 3'نوکلئوتید انتهاي 408خصوصاً در RNA1روي 
)RdRp (رسد این ژن به عنوان قرار دارند، اما به نظر نمی

رقم آزمایش دیگري با استفاده از. مهارکننده خاموشی عمل کند
-در هیچ)Pol)1Eانجام شد، اما پروتئین N. benthamianaوحشی 

قادر به افزایش CMV-2bبرخلاف GHuو F13کدام از دو نژاد 
-در قسمت)Pol)1Eاین در حالی بود که پروتئین .نبودGFPبیان 

هاي اگرواینفیلتر شده به آسانی توسط آزمون وسترن بلاتینگ 
گونه فعالیت مهارکنندگی نتایج این آزمایشات، هیچ. ردیابی شد
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GHuدو نژاد )Pol)1Eخاموشی قابل ردیابی در ارتباط با پروتئین 

Vigne(نشان نداد GFLVویروس F13و  et al. همچنین ). 2013
2009مطالعات انجام شده در سال نتایج به دست آمده با نتایج 

حاوي توالی سريیک سازه سنجاقآندر مطابقت داشت که
.Nبه گیاه مدل GFLVنوکلئوتیدي ژن پروتئین حرکتی 

benthamianaگیاهان تراریخت به دست آمده،. معرفی شد
نشان دادند که GFLVزنی ویروسی با هاي متفاوتی به مایهواکنش

. شامل مقاومت، تأخیر در آلودگی، بهبود علایم و حساسیت بود
هاي لاینزنی درگونه آلودگی تا روز هفتم پس از مایهاگرچه هیچ

زنی، آلودگی به مشاهده نشد، اما دو هفته پس از مایههتراریخت
به عبارت دیگر سازه . شدهان مشاهده میطور واضحی در این گیا

حاوي ژن پروتئین حرکتی نتوانست مقاومت کاملی در این گیاهان 
ایجاد کند و تنها سبب تأخیر در آلودگی شد که ناشی از حضور و 

خاموشی ژن را پس سازوکاراي است که دو رشتهRNAفعالیت 
-Jardak(کند برداري در گیاه القاء میاز نسخه Jamoussi et al.

کننده دهد که حضور ژن مهارنشان میاتآزمایشاین ).2009
توانسته است بر مقاومت القاء GFLVخاموشی ناشناخته در ژنوم 

ي مبتنی بر ژن پروتئین حرکتی غلبه سرشده توسط سازه سنجاق
دلیل . باشدخاموشی ژن میکند که این به معنی مهار سازوکار

که سازه القاءکننده بر اساس ژن شکسته شدن مقاومت این است 
مهار کننده خاموشی این ویروس ساخته نشده است و در نتیجه 

زنی گیاه تراریخت شده با این سازه، ژن مهار کننده پس از مایه
اي نخواهد هاي دو رشتهRNAخاموشی ویروس، هدف اصلی 

روش . بود و در نتیجه مقاومت نیز به طور کامل القاء نخواهد شد
ربرده شده در این پژوهش جهت تعیین و ارزیابی فعالیت به کا

مناسب و تواند به عنوان روشیها، میمهارکنندگی خاموشی ژن
اعضاء جنسقابل اعتماد براي یافتن ژن مهارکننده خاموشی در

Nepovirusها به کار گرفته شودو سایر ویروس.
سپاسگزاري

ر گذاشتن مواد و از آقاي دکتر مارك فیوکس به خاطر در اختیا
ام این پژوهش در آزمایشگاه امکانات مورد نیاز جهت انج

مریکا ی دانشکده کشاورزي دانشگاه کرنل آشناسی گیاهویروس
صمیمانه تشکر ) یوركایستگاه تحقیقاتی کشاورزي در ایالت نیو(
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uppressor proteins of RNA Silencing have been well described in most genera of
plant viruses. The methodogy for identifying gene silencing suppressor activity of
a protein in a plant system has proven to be an important tool. Grapevine fanleaf
virus (GFLV) is one of the most common viral diseases in grapevines worldwide

and can cause up to 80% crop losses. GFLV is a bipartite member of the Nepovirus
subgroup A in the family Secoviridae and has a single-stranded positive-sense RNA
genome. A viral suppressor of RNA silencing (VSR) in Nepoviruses has not yet been
described and our knowledge of symptom determinant genes in nepeoviruses is very
limited. In this study, a transgenic GFP gene was silenced in transgenic Nicotiana
benthamiana line 16c, and then the ability of GFLV polymerase and movement proteins
to suppress gene silencing was evaluated. The efficiency of these two proteins was
compared with positive and negative controls. The results showed that neither protein
had the ability to suppress gene silencing. However, these proteins are involved in
symptom production and systemic infection. This study demonstrates a model method
for evaluation of suppressor activity of RNA Silencing.
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هاي ویژه پس از دستیابی به روشهاي اخیر بهفناوري در دههگیر زیستچشمهايپیشرفت
با . ده استرکهاي مولد معرفی ترین فناوريیکی از مهمعنوانرا بهآنمهندسی ژنتیک نوین

شناختنیازمندفناوريها ازجمله زیستدر تمامی زمینهریزيبرنامهوتوجه به اینکه مدیریت
ها،موسسهمحققان،شناساییاقدام بهمطالعهایندرباشد،میوضعیت موجود آندقیق

شیپژوههاي همراه با زمینهفناوريزیستمختلفهايدر زمینهفعالهايشرکتوهادانشگاه
زمینهآذربایجان شرقیاستانفناوريزیستقوتوضعفنقاطشناختباتاها گردید،آن

کهدادنشانبررسیاینازحاصلنتایج. هاي هدفمند براي مسئولین فراهم گردداتخاذ تصمیم
در% 25حدودکشاورزي،بخشباارتباطدراستانفناوريزیستهايفعالیت% 40ازبیش

حوزهدرمحققانفعالیتعمده. باشدمیهابخشسایرشاملنیز% 35وجانوريحوزه
رويبرمطالعه. استگیاهرشديمختلفشرایطبررسیباارتباطدرکشاورزيفناوريزیست
بخشهايفعالیتازجملهنیزتراریختهگیاهانتولیدگیاهی،بافتکشتدارویی،گیاهان
دامیمحصولاتودامسلامتها،دامرشددرموثرلعوامبررسی. استگیاهیفناوريزیست

هايمیکروارگانیسمکنترلومفیدهايژنهمسانه سازيجانوري وفناوريزیستبخشدر
وژنتیکیمطالعهدرمان،بررسی،. باشدفناوري میکروبی میزیستهايپژوهشعمده زابیماري

استفادهوداروییهايفراوردهتولیددرنهایتوپزشکیفناوريزیستدرهابیماريتشخیص
فناوريزیستهايسایر زمینهدرگرفتهانجامهايفعالیتازغذاییصنایعدرفناوريزیستاز

وزیستفناوري محیطزیستهايزمینهدرتحقیقات انجام شدهبرطبق نتایج، . باشدمی
دي در این بخش است که نیازمند توجه جاندكبسیاراستاناین صنعت  دربخصوص

.باشدمی

هاي کلیديواژه



رازقی و سهندي...فناوري دربررسی وضعیت زیست

1394پاییز و زمستان / 2شماره / 4دوره / و ایمنی زیستیژنتیک هندسی م 146

مقدمه
نخستین بار در سال ) فناوريزیست(واژه بیوتکنولوژي 

علوم زیستی و اثر به مفهوم کاربرد Karal Erekyتوسط1919
طورکلی به. کاربرده شدهاي ساخت بهها در فناوريمتقابل آن

هرگونه فعالیت هوشمندانه بشر در خلق، بهبود و عرضه 
موجودات زنده مخصوصاً از استفاده ازمحصولات گوناگون با

زیست ها در سطح مولکولی، در حوزه ژنتیکی آنبهبودطریق 
,Fári  and Kralovánszky(گیردقرار میفناوري برخی .)2006

اصلاح نباتات و دام، تهیه شاملفناوري بردهاي سنتی زیستکار
ها، انسولین انسانی وبیوتیکتولید انواع آنتیوپنیر نان ، ماست و

DNAدر حال حاضر با ظهور فناوري. باشدیاینترفرون م

موجود زنده به ها و انتقال ژن از یکژنمهندسییب، کنوتر
اي به نحو فزایندهگیري از این فناوري، ظرفیت بهرهدیگري
,.Verma et al(یافته استافزایش 2011(.

گونه شور بیوتکنولوژي را اینکفناوري ملی زیستمیتهک
عبارت است از ) فناوريزیست(بیوتکنولوژي: رده استکتعریف

اربرد علوم مختلف در استفاده مستقیم یا غیرمستقیم ازک
ها در اشکال هاي آنموجودات زنده، قسمتی از بدن و یا فرآورده

فناوري شامل عضوي از دیگر، زیستعبارتطبیعی یا تغییریافته به
ها بهره اجزاي آنه و یاه در آن از موجودات زندکهاست فناوري

این تعریف، گستره وسیعی از . )1386Jamejam(شودگرفته می
توان میچنانکه. هاي مختلف علوم و فنون را دربرمی گیردرشته
شاورزي، کهاي فناوري را در بخشهاي فعالیت زیستزمینه

،هاي غذایی و داروئی، صنعتآبزیان، فراوردهپزشکی، دام و
-چشمهايپیشرفت. فراهم نمودبخش میکروبیو محیط زیست

ویژه پس از دستیابی به هاي اخیر بهفناوري در دههگیر زیست
ها ها و انتقال آنمهندسی ژنتیک در جداسازي ژنهاي نوینروش

-ترین فناوريعنوان یکی از مهمرا بهاز موجودي به موجود دیگر

طورکلی به.رده استکهاي مولد در حال و آینده معرفی 
فناوري یکی از محورهاي اساسی توسعه در بسیاري از زیست

هاي ملی توجه قلمداد شده و در تنظیم راهکارها و برنامهشورهاک
عنوان فناوري بهو ارتقا زیستاستجدي به آن معطوف گردیده

- کننده توسعه محسوب میهاي تعیینترین شاخصیکی از اساسی

وع گسترده اقلیمی و جغرافیایی و ایران با داشتن تنکشور . شود
ژنتیکیفردمنابع طبیعی اولیه در خشکی و دریا و الگوي منحصربه

بنا کهيطوربه(گیاهی و حیوانیی،هاي انساندر همه زمینه
ازتصریح برخی دانشمندان علم ژنتیک، ارزش اقتصادي برخیبه

، )استمراتب بیشتر ژنتیکی از ذخایر معدنی و نفت بهاین ذخایر
ترین کشورهاي جهان براي دستیابی بهترین و مناسباز غنی
,Tabandeh(استیستیهاي حاصل از منابع زفناوري 1386(.

بینی فناوري به لحاظ اهمیت و پیشدر حال حاضر زیست
هاي هاي روشن رشد و توسعه فراگیر، وضعیتی مشابه فناوريافق

سالاز . را داراستاي و کاربرد رایانه در قرن بیستمهسته
یک عنوان فناوري بهدر بسیاري از کشورها، زیستمیلادي 1989

بنابراین . ه استبا ظرفیت سودآوري بالا شناخته شدعلم
فناوري در برخی از کشورهاي زیستهگذاري در زمینسرمایه
که اهمیت این فناوري مانند برزیل، آرژانتین و هندتوسعهدرحال

مانند (یافته ته بودند نیز همانند کشورهاي توسعهبرتر قرن را دریاف
چند در هر.مورد توجه ویژه قرار گرفت)آمریکا، کانادا و آلمان

فناوري سنتی در انستیتو پاستور ایران ایران سابقه استفاده از زیست
نزدیک به یک قرن رازيسازيو مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم

ناوري نوین با تأسیس فباشد، ولی توجه جدي به زیستمی
هاي علمی و صنعتی و پژوهشفناوري سازمانپژوهشکده زیست

همچنین مرکز ملی تحقیقات مهندسی ژنتیک و تکنولوژي زیستی 
حال با گذشت ینباا. گرددبرمیهجري شمسی 1360سالبه 

فناوري در کشور آمار یستزنزدیک به یک قرن از حضور علم 
هاي فعال در داد پژوهشگران و شرکتاز تعو ارائه شده ايدقیق 
هاي مختلف کشور فناوري در استانیستزهاي مختلف زمینه

فناوري در در این مطالعه با توجه به اهمیت زیست. وجود ندارد
ها در توسعه و پیشرفت، هاي مختلف و نقش هر یک از آنزمینه

یده یی براي استان آذربایجان شرقی لازم ددرآمدزاایجاد اشتغال و 
فناوري و تعداد فعالان یستزهاي شد که اهمیت هرکدام از بخش

فناوري تعیین گردد و با توجه به نیاز هاي مختلف زیستدر زمینه
هرکدامفناوري و نقش و تاثیر یستزهاي مختلف استان در زمینه

بندي لازم بر اساس نیاز استان اولویت،در توسعه استانهااز آن
فناوري انجام گیرد تا با اعلام نتیجهیستزهاي نهبه هرکدام از زمی



رازقی و سهندي ...فناوري دربررسی وضعیت زیست

147 1394پاییز و زمستان/ 2شماره / 4دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

ها مطالعات هاي مربوطه، این بخشاین مطالعه به هریک از بخش
فناوري مشخص شده و با هاي زیستبر اساس اولویتراخود 

امید .ریزي و به اجرا برسانندتوجه به نیاز کشور و استان برنامه
انجام و اطلاعات در است مطالعات مشابه در سایر استانها نیز

.سطح کشور به روز رسانی شود

فناوريهاي مختلف زیستبخش

جمعیت و نیاز به رویهیبا توجه به افزایش ب21در قرن 
شاورزي مورد توجه خاص کفناوريتأمین مواد غذایی، زیست

گیاهان زراعی تراریخته پر محصول و مقاوم. قرار گرفته است
و گندم تولید شده یفرنگ، سویا، گوجهگوناگونی مانند ذرت، برنج

فناوري در افزایش تولید شیر و گوشت نوین زیستي هاو روش
,Samuel(اندشدهدام موثر واقع تأمین سلامت و بهداشت .)2008

ره زمین از طریق تولیدکنان کمیلیاردي ساهفتجمعیت بیش از 
ن هاي درماها، دستیابی به روشسنکیب و واکداروهاي نوتر

العلاج وهاي صعبدرمان بیماريها، یافتنبیماريینههزکم
- بیماريهاي گوناگون ازجملهتر و مؤثرتر بیماريتشخیص سریع

Zand(باشدفناوري پزشکی میهاي ژنتیکی از وظایف زیست

and Narasu, 2013(.

رویکرد جدید به محیط زیست در قرن حاضر، در نظر 
شورها و در نتیجه کملی ز سرمایهعنوان یک جزء اگرفتن آن به

هاي ترین دغدغهفناوري از مهملزوم حفظ آن با استفاده از زیست
هاي محیطی حذف مؤثر آلاینده. بشر در قرن حاضر است

هايیکروارگانیسماستفاده از مخطرناك از محیط زیست با
ي حفظ، نگهداري وهاروشپالایشگر آلودگی و استفاده از 

فناوري اربردهاي زیستکشور ازجمله کر ژنتیکی حراست از ذخای
,.Fahmideh et al(باشدمیدر زمینه محیط زیست 2014(.

ه منجر به تولید کفناوري در صنعت اربردهاي زیستک
متر، ضایعات اندك کانرژي محصولات گوناگون با صرف هزینه و

،شودیمترین اثر مخرب بر محیط زیست مکتر با و از همه مهم
و ینترعنوان یکی از پاكه از این فناوري بهکث شده باع

. اد شودیهاي صنعت بخشینسودآورترحالیندرع
ه قبلاً از کفناوري همچنین تولید محصولات نوینی را زیست

هاي دیگر امکان تولید آن وجود نداشته یا بسیار سخت و روش
,.Erickson et al(دشوار بوده، ممکن ساخته است 2012.(

این تحقیق که زیر نظر مرکز هدایت و حمایت در
استان بسیج علمی، پژوهشی و فناوري فناوري سازمان زیست

فناوري در هفت ، زیستاستگرفتهانجامآذربایجان شرقی
ي، جانورفناوريیاهی، زیستگفناوريیرشاخه زیستز

، صنعت و معدنفناوريی، زیستپزشکفناوريزیست
یکروبی و مفناوريیی، زیستغذایعو صناییداروفناوريزیست
,Belmi. (در نظر گرفته شده استزیستمحیطفناوريزیست

بسیج فناوري سازمان مرکز هدایت و حمایت زیست).2015
ها و چالشآذربایجان شرقیاستان علمی، پژوهشی و فناوري 

فناوريخود را با توجه به نیاز کشور در زمینه زیستهاياولویت
,Belmi(صورت زیر بیان کرده استبه 2015(.

هاي بیولوژیـک از به روشمحیطیهاي زیستحذف آلودگی-1
هاو میکروارگانیسمBioremediationقبیل 

هاي آنزیمی، میکروبی بـا کاربردهـاي وسـیع از    تولید فرآورده-2
قبیل لیپازها، پروتئازها 

)داروئی، واکسناز قبیل (هاي نوترکیب تولید پروتئین-3

، DNAارکر هـا، م ـ آنـزیم مانند (فناوري تولید مواد اولیه زیست-4
)مارکر پروتئین، آگار ، آگاروز

مرکـز تولیـد   (فنـاوري در منطقـه   براي زیستPlatformایجاد -5
.)..و و پروتئینDNAیابیپرایمر، مرکز توالی

هــاي تولیــدي و تشخیصــی در حــوزه ســازي پروتکــلبــومی-6
فناوري براي اولین بار در استان و یا کشورزیست

هـاي نـوین از قبیـل سـوخت زیسـتی،      بررسی و تولید انـرژي -7
…هیدروژن زیستی و

هاهاي ثانویه و ترکیبات ارزشمند از ریز جلبکتولید متابولیت-8

هاي مقـاوم  راهکارهاي درمانی جدید در مقابل میکروارگانیسم-9
به دارو از قبیل مواد ضد میکروبی جدید
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ت تولید بذر و نهال عاري از بیماري بـراي تمـامی محصـولا   -10
با اسـتفاده  ) یافته با منطقهشسالم، پر محصول و ساز( کشاورزي 

…زدایی وهاي پیشرفته ویروساز روش

فناوري در حـوزه سـلامت و   استفاده از مباحث حوزه زیست-11
امنیت غذائی

شناسـایی و معرفــی بیومارکرهــا بـراي تشــخیص زودهنگــام   -12
هاي شایع در استانخصوص سرطانها بهبیماري

شناســایی یــا تولیــد ترکیبــات داروئــی جدیــد بــراي درمــان -13
)با تأکید بر ترکیبات گیاهی و نانو ذرات(ها بیماري

منظـور  هـاي مختلـف بـه   هاي مرتبط بـا بیمـاري  شناسایی ژن-14
هادرمان ایده آل و مناسب بیماري

هاي اصلاح نباتاتاستفاده از نشانگرهاي مولکولی در برنامه-15

م پلاس ـهاي ژن یـا ژرم سازي بانک، ساماندهی و شبکهتکمیل-16
ــاهی ــمی و گی ــه(…، میکروارگانیس ــردن و) ايمنطق ــت ک فهرس

هاي مولکولیها با استفاده از روشهاي هریک از بانکنمونه

فناوري براي حفظ تنـوع زیسـتی و ذخـایر    استفاده از زیست-17
و پیامویژه منطقه ارسبارانژنتیکی استان به

هـاي  هاي مقاومت به شوري و معرفـی گونـه  مطالعه مکانیسم-18
هاگیاهی مقاوم به شوري و کشت و اهلی سازي آن

هاي مقاومت به شوري و انتقـال آن بـه گیاهـان    شناسایی ژن-19
)ویژه در مناطق اطراف دریاچه ارومیهبه(زراعی 

هاي خصوصـی  بررسی راهکارها و موانع افزایش تعداد بنگاه-20
فناوري در استاناونی زیستو تع

هـایی بـراي ارزیـابی و مـدیریت     سـازي روش ایجاد و بومی-21
فناوريخطرات زیست

بندي و با توجه به حضور تعـداد زیـادي از   با توجه به این اولویت
-فناوري در استان، بررسی و تعیین دقیق زمینهیستزفعالان حوزه 

-ا با توجه به اولویتههاي فعالیتی محققین در راستاي هدایت آن
.رسدهاي موردنیاز جامعه امروزي امري ضروري به نظر می

هجري شمسی زیر 1395و 1394این تحقیق در سالهاي  
بسیج علمی، فناوري سازمان مرکز هدایت و حمایت زیستنظر 

اطلاعات . انجام گردیدآذربایجان شرقیاستان پژوهشی و فناوري 
- فناوري، و شرکتیستزهاي مختلف مربوط به فعالان در زمینه

فناوري با مراجعه حضوري بنیان مربوط به حوزه زیستهاي دانش
-گاهها و ایستها، موسسهها، پژوهشکدهبه محل هریک از دانشگاه
هاي مربوطه و انجام مصاحبه حضوري، هاي تحقیقاتی و شرکت

هاي اینترنتی و تهیه و ارسال فرمی مبنی بر وارد مراجعه به سایت
ي آورجمعهاي انجام شده به محققان کردن اطلاعات فعالیت

افزار اکسس هاي طراحی شده در نرماطلاعات در فرم. گردید
افزار اکسل بندي شده به نرمهاي طبقهفرم. بندي شدطبقه2010
هاي مربوط به اطلاعات جداول و نمودار. انتقال یافت2010

.طراحی و رسم گردید2010افزار اکسل توسط نرمآمدهدستبه

فناوري استان هاي مختلف زیستپژوهشگران فعال در حوزه

هاي منظور شناسایی و ارزیابی دقیق تعداد افراد فعال در زمینهبه
هاي مربوط به مراکز علمی فناوري از طریق سایتمختلف زیست

فناوري و یستزهاي تحقیقاتی فعال در زمینه دانشگاهی، موسسه
فناوري و همچنین بنیان فعال در ارتباط با زیستهاي دانششرکت

با مراجعه حضوري به مراکز مربوطه، اطلاعات موردنیاز در این 
در این مطالعه تعداد . ررسی قرار گرفتي و مورد بآورجمعرابطه 

نفر240فناوري استان یستزهاي مختلف کل افراد فعال در زمینه
با توجه به اینکه تعدادي از محققین در چند زمینه . شناسایی شد

کردند بنابراین درصد فعالیت پژوهشگران در مختلف فعالیت می
ي برا% 3/48ترتیب فناوري به هاي مختلف زیستزمینه

% 13جانوري، فناوريزیست% 30فناوري گیاهی، زیست
% 16/9فناوري پزشکی، زیست% 5/12فناوري میکروبی، زیست
فناوري زیست% 41/5یی، غذایعو صناییداروفناوري زیست
شد برآوردصنعت و معدنفناوري زیست% 41/0زیست و محیط

بنیان شهاي دانهمچنین در این مطالعه تعداد شرکت). 1نمودار (
عدد شناسایی 14فناوري یستزهاي مختلف فعال در حوزه

مواد و روشها

نتایج
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هاي کشاورزي، دارویی، پزشکی و صنایع گردید که در زمینه
- فعالیت می% 5/12و % 5/12، %5/37، %5/37غذایی به ترتیب با 

).7نمودار (کنند 

نشان داد که در بین شهرهاي گرفتهانجامها و مطالعات بررسی
ن شرقی چهار شهر تبریز، مراغه، شبستر و اهر استان آذربایجا

در . باشندفناوري میهاي مختلف زیستشهرهاي فعال در زمینه
هاي محقق در زمینه146بین این شهرها، شهر تبریز با فعالیت 

پزشکی، دارویی و صنایع غذایی، (فناوريزیستمختلف
) میکروبی،زیستمحیطجانوري، صنعت و معدن، گیاهی، 

46ین فعالیت را به خود اختصاص داده و شهرهاي مراغه با بیشتر
فناوري جانوري، پزشکی، یستزهاي محقق و فعالیت در زمینه

هاي فعال و فعالیت در زمینه30گیاهی و میکروبی؛ شبستر با 
فعال و 18و اهر با صنایع غذاییو جانوريفناوري یستز

در گیاهینوري وپزشکی، جافناوري یستزهاي فعالیت در زمینه
).  1جدول (هاي بعدي قرار دارند رتبه

استانفناوريیستزهاي مختلف درصد فعالیت محققین در زمینه-1نمودار 
Chart 1- Percent of researchers' activity in different area of
biotechnology in the province

بنیان نیز هاي دانشکتها نشان داد که از نظر استقرار شربررسی
14شهر تبریز نسبت به شهرهاي دیگر پیشگام بوده و از بین 

ها در شهر تبریز و عدد از آن13بنیان شناسایی شده شرکت دانش
جدول (ها در شهر مرند مستقر گردیده است تنها یک مورد از آن

بنیان و دانشهاي  پراکندگی جغرافیایی شرکت1شکل ).  2
.دهدفناوري استان را نشان مییستزدر حوزه محققان فعال

.فناوري و تعداد افراد فعال در این شهرهایستزهاي فعالیتی شهرهاي فعال، زمینه-1جدول 
Table 1- Active cities, fields of biotechnology activity and the number of active researchers in the cities

افراد فعالدتعدا فناوريیستزفعالیتی هاينهزمی نام شهر 
146 میکروبی،زیستمحیطپزشکی، دارویی و صنایع غذایی، جانوري، صنعت و معدن، گیاهی،  تبریز
46 گیاهی، میکروبیجانوري، پزشکی، مراغه
30 صنایع غذاییجانوري، شبستر
18 پزشکی، جانوري، گیاهی  اهر

.ان مستقر در شهرهاي استان آذربایجان شرقیبنیهاي دانشتعداد شرکت-2جدول 
Table 2- The number of knowledge-based companies in the East Azarbaijan Province

هاتعداد شرکت بنیانهاي دانششرکتفعالیتی هايزمینه نام شهر 
13 میکروبی،زیستمحیطی، پزشکی، دارویی و صنایع غذایی، جانوري، صنعت و معدن، گیاه تبریز
1 کشاورزي رندم
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بنیان فعال در حوزه هاي دانشپراکندگی شرکت-1شکل 
ی پراکندگ، )نقاط زرد(فناوري استان آذربایجان شرقی یستز

نقاط (فناوري در سطح شهرهاي این استان یستزفعالان حوزه 
).سبز

Figure 1. Distribution of active knowledge-based

companies in the field of biotechnology in East Azerbaijan
Province (Yellow dots), Distribution of biotechnology
researchers in the cities of the province (Green dots).

حقیقاتی تکز علمی دانشگاهی، موسسه و ایستگاهمر15تعداد 
فناوري در این مطالعه شناسایی شد که در یستزفعال در حوزه 

).2جدول (کنند فناوري فعالیت مییستزهاي مختلف زمینه
ها بر هاي فعالیتی آنبنابراین بررسی فعالیت محققین و تعیین زمینه

با توجه به آنچه . شده صورت گرفتیمعرفهاي اساس اولویت
از فعالین در حوزه %) 3/48(اشاره شد در حدود نیمی 

کنند، بنابراین تنوع فناوري در زمینه گیاهی فعالیت مییستز
ها نشان داد که در فعالیتی در زمینه گیاهی نیز بیشتر بوده و بررسی

درصد از فعالان در زمینه گیاهی در ارتباط با بررسی % 42حدود 
گیاه قرارگیري ازجملهاي تاثیر شرایط مختلف محیطی و تغذیه

روي رشد، ...) ی و آبکمشوري، (هاي مختلف تحت تنش
یت عملکرد درنهاخصوصیات فیزیولوژیکی، مورفولوژیکی و 

. باشدگیاهان می

فناوري گیاهی استانیستزهاي مختلف فعالیت محققین در زمینه-2نمودار 
Chart 2. Research activities in various area of plant

biotechnology in the province

مطالعه و بررسی تنوع ژنتیکی گیاهان با استفاده از نشانگرهاي 
در رتبه دوم % 8/16مولکولی با هدف اصلاح نباتات نیز با 

فناوري گیاهی استان قرار یستزمطالعات محققین فعال در زمینه 
توسط محققین % 9/14مطالعه بر روي گیاهان دارویی با . دارد

% 9/14فناوري گیاهی در جایگاه بعدي قرار دارد که از این یستز
در ارتباط با بررسی شرایط مختلف رشدي و نقش % 50در حدود 

و نیز در ارتباط با تولید% 50ها در عملکرد این گیاهان بوده، آن
هاي ثانویه و عصاره گیاهان دارویی و همچنین استخراج متابولیت

مطالعه بر روي . باشدها میبررسی نقش و عملکرد دارویی آن
هاي هاي مقاوم گیاهی به تنشکشت بافت گیاهی، شناسایی لاین

هاي روش مختلف محیطی، تولید گیاهان تراریخت و استفاده از 
گیاهی هرزهاي ها و علفبیماريمختلف در زمینه کنترل آفات، 

قرار بعديهايدر رتبه% 4/3و 3/5، %5/6، %6/10به ترتیب با 
).2نمودار (گرفتند 

% 30فناوري جانوري که یستزدر بین مطالعات مرتبط به 
شود، بخش اعظم فناوري استان را شامل مییستزمطالعات بخش 

بر روي رشد و مطالعات در ارتباط با بررسی تاثیر عوامل مختلف
باشد که ها مینیز عملکرد محصولات آنپرورش دام و طیور و

. شودفناوري جانوري را شامل مییستزاز مطالعات % 5/51
دام و سلامتبهفناوري جانوري مربوط یستزاز مطالعات % 5/27

باشد و ها میهاي مختلف آنطیور و مطالعه بر روي بیماري
یت محصولات مورد استفاده اینهمچنین بررسی سلامت و امن
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استانجانوريفناوريیستزهاي مختلف فعالیت محققین در زمینه-3نمودار 
Chart 3. Research activities in various area of animal
biotechnology in the province

ققین فعال در از موضوعات مورد مطالعه مح% 5/7حوزه نیز با 
نیز در ارتباط با % 5/13. باشدفناوري جانوري مییستززمینه 

مطالعات تنوع ژنتیکی دام و طیور با ازجملهسایر مطالعات 
هاي اصلاحی استفاده از نشانگرهاي مولکولی، استفاده از برنامه

).3نمودار (باشد هاي جانوري میها و همچنین حفظ گونهنژاد دام

فناوري میکروبی بیانگر یستزت در زمینه بررسی مطالعا
هاي باکتریایی در جهت مندي محققین به استفاده از سیستمعلاقه

ها به موجودات هاي مفید با هدف انتقال این ژنژنهمسانه سازي
هاي ها و آنزیممنظور تولید پروتئینهدف یا بیان ژن مورد نظر به

طالعات در زمینه م% 50باشد که بیش از دارویی و صنعتی می
در حدود . فناوري میکروبی را به خود اختصاص داده استیستز

مطالعات در این زمینه نیز مربوط به بررسی اثر ترکیبات % 25
یه برعلهاي مختلف مختلف جدا شده از گیاهان و میکروارگانیسم

مطالعات . باشدهاي مضر انسانی، جانوري و گیاهی میمیکروب
ینه برهمکنش پروتئینی در سیستم مخمري، تولید در زمگرفتهانجام

هاي مفید ترکیبات جدید ضد میکروبی، استفاده از باکتري
ها در هاي غذایی و استفاده از باکتريدر فراورده) هاپروبیوتیک(

در ارتباط با همپالایی زیست و زیستحذف مواد آلاینده از محیط
).4نمودار(باشند فناوري میکروبی مییستز

از مطالعات % 50فناوري پزشکی نیز حدود یستزدر زمینه 
چگونگی (هاي مختلف محققین فعال در رابطه با بررسی بیماري

) ایجاد بیماري، مکانیسم بیماري، عوامل تاثیر گذار بر روي بیماري
ها، مطالعه ژنتیکی باشد، مطالعات مربوط به درمان بیماريمی

هاي زیست ز طریق روش ها اها و تشخیص بیماريبیماري

استانمیکروبیفناوريیستزهاي مختلف فعالیت محققین در زمینه-4نمودار 
Chart 4. Research activities in various area of microbial
biotechnology in the province

استانپزشکیفناوريیستزهاي مختلف لیت محققین در زمینهفعا-5نمودار 
Chart 5. Research activities in various area of medical
biotechnology in the province

طور مساوي و در فناورانه توسط زیست فناوران پزشکی نیز به
فناوري یستزدر ارتباط با ). 5نمودار ( باشد یم% 13حدود 

بیشتر مطالعات در ارتباط با صنایع غذایی ،ی و صنایع غذاییداروی
هاي غذایی، بررسی ترکیبات و بررسی سلامت و امنیت فراورده

ها و همچنین استفاده از مختلف و میزان ترکیبات در فراورده
شیر و ماست (هاي غذایی هاي پروبیوتیک در فراوردهباکتري

ت را به خود اختصاص از مطالعا% 60باشد که یم) پروبیوتیک
عمده مطالعات در زمینه دارویی مربوط به ساخت . داده است

داروها و افزایش اثر داروها عملکردداروهاي جدید، بررسی 
از مطالعات % 40حدودباشد که در یمهاي مربوطه یه بیماريبرعل

شود فناوري دارویی و صنایع غذایی را شامل مییستززمینه 
).6نمودار(
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دارویی و فناوريیستزهاي مختلف فعالیت محققین در زمینه-6نمودار 
استانصنایع غذایی

Chart 6. Research activities in various areas of
pharmaceutical biotechnology and food industry in the
province

فناوري یستزر زمینه نیز دگرفتهانجامتعدادي از مطالعات 
حاکی گرفتهانجامها زیست و زیست پالایی بود که بررسیمحیط

ها ها و برخی گیاهان یا هر دو آناز استفاده محققین از باکتري
-زیست و زیست پالایی میمنظور حذف مواد مضر از محیطبه

.باشد

فناوري استان آذربایجان یستزاما سایر مطالعات محققین 
شود در از سه درصد کل مطالعات را شامل میمترکشرقی که 

ارتباط با مطالعات بیوانفورماتیکی، بررسی تولید و عملکرد 
.باشدبیوسنسورها و همچنین در ارتباط با صنعت می

در استان آذربایجان شرقیفناوريیستزدر حوزه هاآنهايیتفعالزمینهمراکز علمی فعال و -2جدول 
Table 2- Active scientific centers and their activities in the field of biotechnology in the province

زمینه فعالیتمرکز تحقیقاتموسسه، نام دانشگاه،ردیف

داروییفناوري پزشکی،زیستدانشکده علوم نوین پزشکی/ دانشگاه علوم پزشکی تبریز1

جانوريفناوريستزیپزشکیدامدانشکده /دانشگاه تبریز2
گیاهی، جانوري، پزشکیفناوريزیستدانشکده علوم طبیعی/دانشگاه تبریز3
گیاهی، جانوريفناوريزیستدانشکده کشاورزي/دانشگاه تبریز4
میکروبی، گیاهی،پزشکیفناوريزیستدانشکده علوم پایه/دانشگاه شهید مدنی آذربایجان5
میکروبی،گیاهیفناوريزیستدانشکده کشاورزي/اندانشگاه شهید مدنی آذربایج6
گیاهیفناوريزیستدانشکده کشاورزي/اسلامی واحد تبریزآزاددانشگاه 7
صنایع غذایی،گیاهیفناوريزیستشمال غربکشاورزي بیوتکنولوژيمرکز تحقیقات 8
زیستمحیط،صنایع غذایی،داروییفناوريزیستدانشکده شیمی/دانشگاه صنعتی سهند9

گیاهی، جانوريفناوريزیستدانشکده کشاورزي و منابع طبیعی اهر10
پزشکی، جانوريفناوريزیستاسلامی واحد اهرآزاددانشگاه 11
جانوري، صنایع غذاییفناوريزیستاسلامی واحد شبسترآزاددانشگاه 12
گیاهیفناوري جانوري،زیستش.مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی استان آ13
گیاهی، جانوري، پزشکیفناوريزیستدانشگاه مراغه14
گیاهیفناوريزیستموسسه تحقیقات کشاورزي دیم کشور15
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فناوري یستزنتایج این مطالعه نشان داد که بخش اعظم مطالعات 
مختلف هاياستان آذربایجان شرقی در ارتباط با زمینه

اي از که در کشور پیشرفتهیدرحالباشد یمفناوري گیاهی یستز
The(2015فناوري مثل آلمان طبق آمار سال یستزنظر علم 

German Biotechnology Sector عمده فعالیت محققان )2015
-فناوري پزشکی و در ارتباط با سلامت انسان مییستزدر زمینه 

هاي فعال در زمینه از شرکت% 6/49که فعالیت يطوربهباشد، 
. باشدفناوري پزشکی مییستزفناوري در ارتباط با یستز

مطالعات در زمینه صنعت و مطالعات بیوانفورماتیکی نیز با توجه 
% 8/9ها که به ترتیب هاي فعال در این زمینهبه تعداد زیاد شرکت

تنها باشد بیشتر از مطالعات گیاهی بوده، در این کشور یم% 2/5و 
فناوري در حوزه گیاهی فعالیت یستزهاي فعال از شرکت% 3/3

دست آمده تعداد با توجه به آمار به). الف-8نمودار (کنند می
فناوري در استان یستزدر زمینه ) بنیاندانش(هاي فعال شرکت

ها نشان داد که بررسی. عدد شناسایی شد14آذربایجان شرقی 
هاي ها در زمینهبه این شرکتهاي مربوط بخش اعظم فعالیت

سهم % 5/37ها کشاورزي و دارویی بوده که هرکدام از این زمینه
-هاي فعال استان را در برمیهاي زیست فناورانه شرکتفعالیت
هاي پزشکی و در ارتباط با ها در زمینهفعالیت این شرکت. گیرند

) 7نمودار(شد برآورد% 5/12طور مساوي و صنایع غذایی نیز به
اهمیت بسیار بالایی که دارد هیچ باوجودفناوري صنعتی یستزاما 

بنیان استان آذربایجان هاي دانشهاي شرکتسهمی در فعالیت
ینکه باوجودااین در حالی است که در کشور آلمان . شرقی ندارد

فناوري یستزهاي حوزه فعالیت% 8/9فناوري صنعتی تنها یستز
میلیون یورو 200بیش از 2014سال را به خود اختصاص داده در

فناوري صنعتی یستزدرآمد کسب کرده است که نشان از اهمیت 
.)ب-8نمودار (رد در توسعه کشورها دا

استان آذربایجان شرقی در بنیاندانشهاي فعالیت شرکت-7نمودار 
فناوريیستزهاي مختلف زمینه

Chart 7. Activity of Knowledge-based companies in
various field of biotechnology in East Azerbaijan Province

مقایسه نتایج حاصل از این مطالعه که نشان دهنده موضوعات 
فناوري استان آذربایجان یستزمورد مطالعه محققان فعال زمینه 

و یتدامرکز ههاي مطرح شده توسط باشد با اولویتشرقی می
يو فناوریپژوهشی،علمیجسازمان بسفناوريیستزیتحما

مطلوب استان در چنداننهبیانگر وضیعت یشرقیجاناستان آذربا
با توجه به مشکلات موجود بر سر راه . باشداین حوزه می

فقدان راهبرد و ازجملهفناوري استان آذربایجان شرقی یستز
ي استان، ضعف ارتباطات فناوربندي مشخص براي زیستیتاولو

ها و سایر نهادها، ، مراکز پژوهشی، دانشگاههاسازمانلازم بین 
کمبود امکانات پژوهشی باوجود گستردگی و غناي ذخایر 

مختلفهاي مختلف گیاهی و جانوري در نقاط ژنتیکی، گونه
و یتمرکز هدااندازي مراکزي همچون استان امید است که با راه

و يو فناوریپژوهشی،علمیجسازمان بسريفناویستزیتحما
هاي دقیق با توجه به نیازهاي استانی و کشوري و تعیین اولویت

-فناوري و سرمایهیستزدولت و مسئولین از جانبههمهحمایت 

زودي گذاري مناسب و ویژه دولت در زیرساخت این علم به
ا هاي آن بفناوري استان در تمام زمینهیستزشاهد شکوفایی 
نتایج این بررسی در قالب .هاي تعیین شده باشیمتوجه به اولویت

یک وب سایت قابل جستجو در دسترس فعالان قرار گرفت و 

گیري نتیجهبحث و 
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لف مختهاي هاي فعال در زمینهگذاري و سود حاصل شرکت، میزان سرمایه)الف(کشور آلمان فناوريیستزهاي مختلف هاي فعال در زمینهفعالیت شرکت-8نمودار 
,The German Biotechnology Sector() ب(فناوري در کشو آلمان یستز 2015(.

Chart 8. (A) Different area of activity in biotechnology companies in Germany, (B) The investments and profits of active
companies in different field of biotechnology in Germany. The German Biotechnology Sector, 2015

امید است بررسی هاي مشابه در سایر استانها باعث شناخت 
.وضعیت موجود کشور از لحاظ زیست فناوري گردد

بسیج علمی، سازمان وسیله مراتب تقدیر و تشکر خود را ازینبد
که حامی این مطالعه و آذربایجان شرقیاستان پژوهشی و فناوري 

.داریمبررسی بوده است را ابراز می

تقدیر و تشکر



رازقی و سهندي ...فناوري دربررسی وضعیت زیست

155 1394پاییز و زمستان/ 2شماره / 4دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

Belmi. 2015. http:// www.bio.belmi.ir/. Belmi. Tabriz.
Iran.

Erickson B, Nelson JE, Winters P. 2012. Perspective on
opportunities in industrial biotechnology in
renewable chemicals. Biotechnol. J 7: 176-185.

Jamejam online. 1386.
http://www1.jamejamonline.ir/printable.aspx?newsn
um=100004069951. Tehran. Iran.

Fahmideh L, Khodadadi E, khodadadi E. 2014. A
review of applications of biotechnology in the
environment. International Journal of Farming and
Allied Sciences 3: 1319-1325.

Fári MG, Kralovánszky UP. The founding father of
biotechnology: Károly (Karl) Ereky. International
Journal of Horticultural Science 12(1): 9-12.

Samuel SM. 2008. Application of agricultural
biotechnology to improve food nutrition and
healthcare products. Asia Pac J Clin Nutr 17: 87-90.

The information portal Biotechnology. 2015. The
German Biotechnology Sector 2015.
http://www.biotechnologie.de/BIO/Navigation

Tabndeh F. 1385. National document biotechnology
Islamic Republic of Iran. Tehran.

Verma AS, Agrahair S, Rastogi S, Singh A. 2011.
Biotechnology in the Realm of History. J pharma
Bioallied Sci 3(3): 321-323.

Zand M, Narasu ML. 2013. A review article
Biotechnology Applications in Medicine.
International Research Journal of Applied and Basic
Sciences 4: 2557-2563.

منابع



Genetic Engineering and Biosafety Journal

Vol4, Number2, Fall 2015 and Winter 2016, Bi-seasonal

G

The status study of Biotechnology in East Azerbaijan Province

Jafar razeghi1*, Amin Sahandi Khalifeh-Kandy2

1Assistant Prof. Plant Biology Dept. Natural Sciences Faculty,  University of Tabriz, IRAN
2Master of Science, Biotechnology Dept. Azarbaijan Shahid Madani University, Tabriz, IRAN

* Corresponding Author, Email jafar_razeghi@tabrizu.ac.ir

iotechnology is one of the most important scientific strategies in today's world
and involves application of various techniques in direct or indirect usage of
living organisms or their byproducts in natural or modified forms for different
fields. Significant advances of biotechnology in recent decades, especially after

the acquisition of new methods of genetic engineering for gene isolation, their
modification and transferring from one species to another have made biotechnology one
of the most productive present and future technologies. Iran with a wide variety of
climate and the variety of living organisms is the most suitable region for access to
technologies derived from biological sources. It is evident that management and planning
in biotechnology, as in all fields, requires a good understanding of the researchers in that
field, In this study we attempted to identify researchers, institutes, universities and
companies operating in various fields of biotechnology along with their research areas so
as to identify strengths and weaknesses of biotechnology to help making targeted
decision in the province and the country. The results of this study showed that more than
40% of the provincial biotechnological activities are related to agriculture, about 25%
are related to animal science and 35% to other sectors. The main activities in the
agricultural biotechnology are related to study of different growth conditions of plants.
Study on medicinal plants, plant tissue culture and production of transformed plants are
other activities in this section. Factors affecting the growth of livestock, animal health
and livestock products are main activities related to animal biotechnology as well as
cloning of useful genes and control of pathogenic microorganisms in microbial
biotechnology. Review, treatment, and diagnosis of genetic diseases through
biotechnology in the medical field and, finally, production of pharmaceutical products
and the use of biotechnology in the food industry are also activities which are carried out
by researchers in various fields of biotechnology in East Azerbaijan Province. Based on
these results, activities related to environmental biotechnology and especially industrial
biotechnology are under-represented in East Azerbaijan Province and serious attention
should be paid to this section.

Biotechnology, Development, East Azerbaijan Province
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خود به درون ژنوم سلولهاي Riناقلموجود در rolیزوژنز از طریق انتقال ژنهاي اآگروباکتریوم ر
ها این ریشه.  گردداي میمویین در بسیاري از گیاهان دولپههاي علایم ریشههی موجب القاء گیا

وآساننگهداريبیوسنتزي،وژنتیکینظرثبات بالا از ویژگیهایی همچون رشد سریع، بدلیل 
داراي اهمیت زیادي در تولید انبوه متابولیتهاي ثانویه هورمون بدونکشتمحیطدررشدقابلیت

خصوصا ژنrolدر تحقیق پیش رو تاثیر ژن هاي .  شوندمحسوب میدر بیوراکتورهاي صنعتی
rolBش دارویی مورد زایی گیاهان دارویی سنبل الطیب، سرخارگل و رازیانه که بخدر القاء ریشه

هاي برگی و قسمتهاي براي این منظور ریزنمونه. ر گرفتباشد مورد مطالعه قرامصرف آنها ریشه می
ها با اثبات تراژنی ریشه. استفاده شدندزایی براي تلقیح باکتري و القاء ریشهاملکزخمی گیاهان 

به RT-PCRروشي ژنومی و اثبات بیان تراژنها نیز توسط DNAبر روي PCRاستفاده از روش 
ست آمده نشان داد که بهترین نتایج بد. انجام پذیرفتrolBهاي اختصاصی ژن وسیله آغازگر

MSالطیب و در شرایط کشت ریز نمونه هاي برگی در محیط کشت جامد ی در گیاه سنبلزایهریش
.زایی نشان ندادهاي کامل تاثیري در القاء ریشهرد و تلقیح باکتري بر روي گیاهچهگیصورت می

هاي کلیديواژه
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مقدمه

ها مورد درمان بیماريمنظوراز دیرباز بهداروییگیاهان
شناختامکانتجزیهعلم شیمیپیشرفتبا.انداستفاده قرار گرفته

گیاهی طبیعی و سنتتیکفراهم شده و داروهايگیاهیموثرهمواد
با توجه به وحشی و نادر بودن اکثر گیاهان .اندگشتهتولید 

کشت زراعی جود مشکلات مرتبط با اهلی نمودن ودارویی و و
هاي متابولیت(ها و نیز غلظت پایین ترکیبات موثره دارویی آن

به استفاده از راهکارهاي پژوهشگراندر این گیاهان، توجه ) ثانویه
وري گیاهان دارویی ي زیستی جهت افزایش تولید و بهرهفناور

هايروشجملهازدارویی گیاهانبافتکشت. معطوف شده است
ثانویههايبهینه متابولیتتولیدمنظوربهکهباشدمیبیوتکنولوژي

,Matkowski(گرفته است قراراستفادهمورد 2008; Davies and

Deroles, 2014 ; Murthy et al. هايریشهکشتاخیراً).2014
-یتسطح این متابولبردنبالابرايپایدارمنبعیکعنوانبهمویین

2007(شده استپیشنهادها Chandra and Chandra, 2011;

Srivastava and Srivastava,( .هاي مویین که در اثر آلودگی ریشه
شوند داراي رشد بسیار ایجاد میرایزوژنزگیاه با آگروباکتریوم 

هاي مجاور خود بوده و توان بالایی در تولید تر از بافتسریع
این دلیل اصلی سرعت بالاي رشد . ارندهاي ثانویه دمتابولیت

-Tباکتري موسوم به قطعه ناقلاي از ژنوم انتقال قطعهها ریشه

DNA(Transferred-DNA)باشد که با دارا به درون ژنوم گیاه می
هاي مربوط به و ژنrolA ،rolB ،rolCهاي ژنی بودن جایگاه

واهریشهریزشترایی همچون اکسین باعثهاسنتز هورمون
آلودگی گیاه با محلدرمویینهايریشهعلایمایجاد 

Chabaud(گردندآگروباکتریوم می et al. این از ویژگی). 2006
وآساننگهداريبیوسنتزي،وژنتیکیها ثبات بالا از نظرریشه

باشد که استفاده از هورمون میبدونکشتمحیطدررشدقابلیت
منظور دستیابی به تولید انبوه ه ی بها را در بیوراکتورهاي صنعتآن

هاي تحقیقات متعددي تولید انبوه متابولیت. میسر ساخته است
. اندهاي مویین به اثبات رساندهثانویه گیاهی را در کشت ریشه

هاي ثانویه خصوصا تولید متابولیتند که اهنشان دادمحققان
) Isatis tinctoria(هاي مویین گیاه وسمه در ریشهفلاونوئیدها

اکسیدانی این ز فعالیت آنتیو نیرایزوژنزباکتریوم آلوده به آگرو
Gai(باشد میگیر ها در مقایسه با گیاهان شاهد بسیار چشمریشه

et al. Dracocephalumهاي مویین گیاه در کشت ریشه). 2015

kotschyi Boiss برابري تولید رزمارینیک اسید15افزایش
)Fattahi et al. افزایش . نسبت به گروه شاهد مشاهده شد)2013

Glehniaها در گیاه آلوده به آگروباکتریومتولید فورانوکومارین

littoralis)Terato et al. و افزایش تولید تروپان )2011
Hyoscyamusدانه هاي مویین گیاه بنگدر ریشهآلکالوئیدها نیز 

muticus L.)Dehghan et al. دگی با پس از آلو)2012
rolهاي رسد که ژننظر میه بچنین این. آگروباکتریوم مشاهده شد

هاي گیاه میزبان به از طریق افزایش میزان حساسیت سلول
زایی خود را عملکرد ریشهها از جمله هورمون اکسین فیتوهورمون

-و لذا در حضور مقادیر بسیار ناچیز این هورمون دهند انجام می
بیشترین- ي ریشه و چه در محیط کشتهاچه در درون سلول
Cardarelli(افتد زایی اتفاق میتاثیر در القاي ریشه et al. 1987( .

ترین ژن عنوان مهمترین و قويه بrolBژن ، rolهاي از میان ژن
-گردد چرا که این ژن به تنهایی قادر به القاء ریشهزا تلقی میریشه

Cardelli(باشد مین زایی بر روي برگ و ساقه گیاهان توتو et al.

1987Spena et al. هاي از طرف دیگر سویه، );1987
باشند میrolBکه داراي ژن جهش یافته رایزوژنزآگروباکتریوم 

تیپ وحشی هاي اي که باکتريزایی به همان گونهقادر به القا ریشه
White(کنند، نیستند ایجاد می et al. پژوهش حاضر قصد . )1985

زایی را در القاي ریشهrolBو نیز ژن rolABCهاي د اثر ژندار
-ها ریشه میچند گونه گیاهی که بخش دارویی مورد مصرف آن

.باشد مورد بررسی قرار دهد

هاروشومواد

الطیب،توتون و نشاء گیاهان سنبلبذر گیاه: مواد گیاهی
طبیعیمنابعورازیانه از موسسه تحقیقات کشاورزيوسرخارگل
بذر گیاه توتون و نشاء . شرقی در شهر تبریز تهیه شدندآذربایجان

رازیانه در خاك گلدان کاشته وسرخارگلالطیب،گیاهان سنبل
هفته برداشت ریزنمونه از آنها جهت 8شدند و پس از  گذشت 



...بررسی القاي ریشه زایی در چند گونه گیاهی دارویی و همکارانشجاعی

1394ستان پاییز و زم/ 2ماره ش/ 4دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  159

هايبه این ترتیب که برگ. ها انجام پذیرفتآلودگی با باکتري
دقیقه2و به مدتشدندچیدهدمبرگقسمتازشادابوجوان

بهدقیقه15به مدت سپس. گرفتندقراردرصد70الکلداخلدر
مدتبهمرحلههرومرحلهشده و سهمنتقلدرصد20ژاولآب

شدند و در نهایت دردادهشستشواستریلمقطرآبدردقیقه5
بهقطعاتیصورتبهشده،عفونیضدهايبرگاستریلهودزیر
صورتاییگونهبههابرش. شدنددادهبرشمترسانتی2قطر

مدتبهقطعاتاین. بودندرگبرگحاويقطعاتهمهکهگرفت
ریزنمونه 5سپسوشدهآغشتهباکتریاییمحلولبادقیقه2-1

انتقال) تکرار4با (MSکشتبرگی به یک پتري حاوي محیط
شرایط دماییباکشتاتاقکبهسپسآمادههايپتري. شدندداده
ساعت8وروشناییساعت16فتوپریودوگرادسانتیدرجه24

. شدندمنتقلتاریکی

سههرحاملLBA4404رایزوژنزآگروباکتریوم سویهاز: باکتري
، -به عنوان شاهد مثبت- rolC(A985)وrolA،rolBژن

و آگروباکتریوم حامل rolB(A847)آگروباکتریوم حامل ژن
.استفاده شد-به عنوان شاهد منفی–) A826(وکتور خالی 

محیطدرموجودباکتريهاي مجزايکلونیاز:باکتريکشت
کشتمحیطml3به شد وبرداشتهکلونییکLBجامدکشت
اولیهکشتمحیطاین.یافتانتقالml15هاي فالکوندرمایع

(Preculture)دور بادورانیشیکردرrpm160بهوتاریکیدر
بههاباکتريسپس. شددادهقرارC28°دماي درساعت48مدت

ml30اصلیکشتمحیط)culture (هاارلنشده ودادهانتقال
قرارساعت24مدتو بهتاریکیدرrpm220دورشیکر بادر

درشاهدنمونهعنواننیز بهباکتريازعاريکشتمحیط. گرفتند
محیط کشت در طول مدت از عدم آلودگیشد تاگرفتهنظر

کشتمحیطساعت24پس از .آزمایش اطمینان حاصل شود
10و به مدت rpm5000با دور ml50هايدر فالکوناصلی
شده و رسوب ریختهدورروییمحلول.شدندسانتریفوژدقیقه

شستشو گردید و مجددا mM10 (MgSo4(لیتر میلی2با
پس از سانتریفیوژ، .  ان شرایط قبلی انجام شدهمدروژیسانتریف

کهشدتا حدي بر رسوب اضافهmM10 (MgSo4(محلول 

OD600این سوسپانسیون براي تلقیح .باشد1مساويهاباکتري
.هاي برگی مورد استفاده قرار گرفتریزنمونه

: هاتلقیح ریزنمونه
توتون، سنبلايهفته8هاي برگی بدست آمده از گیاهان ریزنمونه

رازیانه در سوسپانسیون باکتریایی به مدت وسرخارگلالطیب،
صافیتوسط کاغذاضافیور شدند و سپس مایعدقیقه غوطهیک

محیطحاويهايپتريبههاریزنمونهسپس. شدزدودهاستریل
و در تاریکیمنتقلساکارزدرصد3آگار ودرصد7با MSکشت 

به ساعت،48شدنسپريازپس. ه شدندقرار دادC°24دماي با
مایع حاوي ½MSها در محیط ها، ریزنمونهباکتريمنظور حذف

mg/L350گردیدند و پس از زدودن مایع ورغوطهسفوتاکسیم
و دارايساکارزدرصد3آگار ودرصد7با MSمحیطاضافی به

بار تعویض هر دو هفته یک. منتقل شدندسفوتاکسیمهمان غلظت
محیط کشت صورت پذیرفت تا مواد غذایی همواره در دسترس 

.ریزنمونه ها قرار داشته باشد

- اطمینان از ماهیت تراژنی بافتمنظوربه:هاي مولکولیآزمایش

به روش (استخراج شده DNAبر روي PCRهاي آلوده، واکنش 
CTAB،Reichardt and Rogers, هاي برگی از ریزنمونه) 1994

انجام rolBو به کمک آغازگرهاي اختصاصی ژن داراي ریشه
هاي ها در بافتبیان تراژنهمچنین به منظور بررسی. پذیرفت

، ساخت شرکت Trizolبه روش (RNAآلوده استخراج 
Invitrogene ( و سنتزcDNA)توسط کیتSuperscript III

بر RT-PCRو سپس واکنش Invitrogene)شرکتساخت
ز شده، توسط همان آغازگرها صورت هاي سنتcDNAروي 

:توالی آغازگرهاي مورد استفاده به شرح زیر است.  پذیرفت

:rolBهاي ژن آغازگرتوالی 
5'-ATGGATCCCAAATTGCTATTCC-3'

5'- TCGCGAGAAAGATAGACAAATA-3'

rRNA16s:توالی آغازگر هاي ژن خانه دار

5'-GGAGCGGTGAAATGCGTAGAG-3'
5'-TACGGCTACCTTGTTACGAC-3'

ها براساس یک کلیه آزمایش: آماريمحاسباتوهادادهبررسی
ها،دادهآماريبررسی. تکرار انجام گردید4طرح کاملا تصادفی با 
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براي صفات هامقایسه میانگینوSPSSافزار نرمازاستفادهبا
انجامدرصد5در سطح احتمال اندازه گیري شده به روش دانکن

.شد

جینتا

گیاهانبذر:بررسیموردگیاهیهايگونهدرزاییریشهررسیب
Echinacea(سرخارگل،)Valeriana officialis L(.الطیبسنبل

purpurea(،رازیانه)Foeniculum vulgare ( و توتون
)Nicotiana tabacum (گذشتازپس. شدنددادهکشتخاكدر
40-30ارتفاعباوبرگی12-8در محله یاهانگکهزمانیماه،4

شدند و پس از یهتهیبرگيهایزنمونهربودند،مترسانتی
استفاده قرار موردیومبا آگروباکتریحتلقيبرایلیزاسیوناستر

ساقه جهت يزخم بر رویجاداز اپسیزکامل نیاهاناز گ. گرفتند
پسیبرگيهاربزنمونهيروبرهاریشهاولین. استفاده شدیحتلق
بهآنازبعدهفتهدوطولدرو شدندظاهرهفتهدوگذشتاز

.رسیدندخودتعدادبیشترین

آگروباکتریومگیاهان توتون شاهد،در:گیاهان توتون شاهد
A985)هاي حاوي ژنrolABC ( ،که به عنوان کنترل مثبت بود

20که از مجموع به طوري.دادنشانرازاییریشهمیزانبیشترین
شکل(زایی مشاهده شد قطعه از آن ریشه11ی، در ریزنمونه برگ

هاي هاي القایی در کل ریزنمونهکه در مجموع طول ریشه) الف-1
هاي برگی گیاهان توتون در ریزنمونه.متر بودسانتی52برگی  

که به عنوان کنترل منفی بود، القاي A826آغشته با آگروباکتریوم 
) rolBحامل ژن (A847آگروباکتریوم. زایی مشاهده نشدریشه
هاي برگی توتون نشان داد و ر ریزنمونهزایی قابل توجهی دریشه

زایی اتفاق افتاد قطعه ریشه10ریزنمونه برگی، در 20از مجموع 
که زمانی. متر بودسانتی47ها که مجموع طول ریشه) ب-1شکل(

ساقه گیاهان کامل توتون خراش سطحی شدند و با سوسپانسیون 
ریایی آغشته گشتند در هیچ موردي حتی پس از گذشت چند باکت

.زایی مشاهده نشدماه و با تکرر عمل آغشتگی القاء ریشه

روز 7ـ5هاي برگی گیاهان رازیانه، در ریزنمونه:گیاهان رازیانه
A847و  A985هاي ها با باکتريپس از آغشتگی ریزنمونه

.ن رفتندها در محیط کشت زرد شده و از بیریزنمونه

هاي برگی گیاهان سرخارگل نیز در ریزنمونه:گیاهان سرخارگل
هم در اثر آن–زایی هفته تنها در یک مورد القاء ریشه3بعد از 

صورت گرفت که طول این ریشه A985-هاي آغشتگی با باکتري
. متر بودسانتی4هفتگی 4سندر 

یجه را از نظر گیاهان سنبل الطیب بهترین نت:گیاهان سنبل الطیب
ازبه این ترتیب که پس. زایی از خود نشان دادندالقاء ریشه

در هاي برگی این گیاهدر ریزنمونههاریشهاولینهفتهدوگذشت
شدند، که در انتهاي چهارمین هفته ظاهرA985اثر آلودگی با 

ها معادل و مجموع طول ریشهعدد7شدهایجادهايریشهتعداد
هاي ها با باکتريآغشتگی ریزنمونه.)ج-1شکل(بود مترسانتی34

A847عدد و در مجموع به طول 4هایی به تعداد باعث القاء ریشه
.)د- 1شکل(متر شد سانتی5/20

ج و (و سنبل الطیب ) الف و ب(هاي القایی در گیاهان توتون ریشه-1شکل 
و A985یزوژنزاآگروباکتریوم رهاي برگی با پس از تلقیح ریزنمونه) د

A847 .A985 حامل هر سه ژنrolA ،rolB وrolC وA847 حامل ژن
rolBباشدمی.

Figure1. Induced roots in N. tabacum (A, B) and V. officinalis
(C, D) after inoculating with A. rhizogenese A985 and A847.
A985 contains rol A, B and C genes and A847 contains rolB
gene.
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≥05/0(دار بودن حروف غیر مشابه بیانگر معنی. هاي مختلفور باکتريضدر گیاه توتون و سنبل الطیب در ح) چپ(و تعداد ریشه ) راست(ریشهمیانگین طول-2شکل 

p (باشدبر اساس آزمون دانکن می.
Figure 2. The average length and number of roots in N. tabacum and V. officinalis after inoculating with A. rhizogenese A985, A847 and
A826. A985 contains rolA, B and C genes (served as positive control), A847 contains rolB gene and A826 contain no gene (served as
negative control). Dissimilar letters indicate significantly (0/05≥ p) based on Duncan test.

هاي خراشیده و آغشته به باکتري گیاهان کامل هیچ بر روي ساقه
زایی حتی پس از گذشت یک از گیاهان مورد مطالعه، القاء ریشه

هاي تعداد ریشهوطولمیانگین2شکل .چندین ماه مشاهده نشد
يباکتریهاحضوردرتوتونوالطیبسنبلگیاهانرا درالقایی

به خوبی آشکار است که گیاه سنبل الطیب .مختلف نشان می دهد
-زایی را در حضور ژننیز همچون گیاه شاهد توتون القاي ریشه

.  دهدبه تنهایی نشان میrolBو یا ژن rolABCهاي 

هاي القایی پلاژیوتروپیک ریشهرشدمورفولوژي خاص واگرچه
موید هورمون،فاقدکشتمحیطدررایزوژنزتوسط آگروباکتریوم 

ها هاي گیاهی و تراریختگی این ریشهبه ژنوم سلولT-DNAنفوذ 
توسطهاتراریختگی آنماهیتبررسیوجوداینباباشد،می

rolBاز ژن ايقطعهبه این منظور تکثیر. الزامی استPCRروش

استخراج DNAاختصاصی آن بر روي آغازگرهايازاستفادهبا
هاي القایی گیاهان توتون و سنبل الطیب آلوده با شده از ریشه
. پذیرفتانجامA847و A985هاي آگروباکتریوم

موردbp 320قطعهتکثیر(این ژن حضورPCRازنتایج حاصل
شکل (نمود تائیدمویینهايریشههايسلولژنومرا در)انتظار

پیروشی ساده و سریع برايPCRروش  ). 7-4هاي لاین-3
. استگیاهی تراریختهموادژنومدرتراژنتوالیحضورردن بهب

استخراج RNAو DNAبر روي RT-PCRو PCRواکنش نتیجه- 3شکل 
هاي لاین. rolBهاي القایی با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی ژن شده از ریشه

4هاي استخراجی و لاینmRNAسنتز شده از روي cDNAتکثیر قطعه 2و 1
نوع . دهندژنومی را نمایش میDNAاز روي rolBتکثیر قسمتی از ژن 7تا 

گیاه و باکتري مورد استفاده جهت تلقیح آن در قسمت فوقانی تصویر نوشته 
.شده است

Figure 3- PCR and RT-PCR analysis on DNA and RNA
extracted from induced roots using rolB gene specific primers.
Line 1 and 2 corresponds to the results of RT-PCR and Line 4-7
corresponds to the genomic DNA amplification.
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هاي گیاهی نیز با این حال بررسی بیان یا عدم بیان تراژن در سلول
تواند کمک شایانی در تفسیر امري اجتناب ناپذیر بوده و می

. ص توسط توالی تراژن باشدمکانیسم عمل و ایجاد فنوتیب خا
RT-PCRهاي تراریخته تکنیک براي بررسی بیان تراژن در ریشه

و آغازگرهاي ژن rolBاختصاصی ژن آغازگرهايبا استفاده از
يmRNAسنتز شده از cDNAبر روي rRNA16sدار خانه

ها در گیاهان توتون و سنبل الطیب آلوده با استخراجی این ریشه
هاي صورت گرفته و  بیان این ژن در ریشهA847آگروباکتریوم 

.)2و 1لاین -3شکل (فوق به اثبات رسید 

موردbp 320قطعهتکثیر(این ژن حضورPCRازنتایج حاصل
شکل (نمود تائیدمویینهايریشههايسلولژنومرا در)انتظار

پیروشی ساده و سریع برايPCRروش  ). 7- 4هاي لاین-3
. استگیاهی تراریختهموادژنومدرتراژنتوالیورحضبردن به

هاي گیاهی نیز با این حال بررسی بیان یا عدم بیان تراژن در سلول
تواند کمک شایانی در تفسیر امري اجتناب ناپذیر بوده و می

. مکانیسم عمل و ایجاد فنوتیب خاص توسط توالی تراژن باشد
RT-PCRریخته تکنیک هاي ترابراي بررسی بیان تراژن در ریشه

و آغازگرهاي ژن rolBاختصاصی ژن آغازگرهايبا استفاده از
يmRNAسنتز شده از cDNAبر روي rRNA16sدار خانه

ها در گیاهان توتون و سنبل الطیب آلوده با استخراجی این ریشه
هاي صورت گرفته و  بیان این ژن در ریشهA847آگروباکتریوم 

).2و 1لاین -3شکل (فوق به اثبات رسید 

بحث

ازاستفادهبامویینهايریشهالقايامکانحاضر،پژوهشدر
چند گیاه دارویی همچون سرخرگل، دریزوژنزارآگروباکتریوم

رازیانه، سنبل الطیب که بخش دارویی مورد مصرف آنها اکثرا 
-به عنوان کنترل مثبت آزمایش-باشد و در گیاه توتون ریشه می

هاي برگی و یا ساقه زخمی گیاهان براي شد و از ریزنمونهیبررس
نوع گیاه و نوع درتفاوتوجود. تلقیح  باکتري  استفاده شد

زایی و شدت آن توسط ریزنمونه و در نتیجه امکان القاي ریشه
هاي مختلف این سویه خاصی از آگروباکتریوم و نیز تاثیر سویه

بهزیاديمختلف در مطالعاتزایی گیاهانباکتري بر القاء ریشه
زایی را در همکاران القاء ریشهو Rugini. استشدهاثباتخوبی

Rugini(یزوژنز نشان دادند ار. آrolهاي گیاه کیوي تحت تاثیر ژن

et al. 1991 .(Bueno dos Reis و همکاران نیز در راس بریده
ز یزوژناهاي گل ساعتی که با محلول آگروباکتریوم رگیاهچه

اي هاي مویین را به طور قابل ملاحظهآغشته شده بود ظهور ریشه
Bueno dos Reis(مشاهده نمودند  et al. 2005 .(Felker و

را ) چیل بلانکو(زایی بهینه گیاه چوبی الباکهورهمکاران ریشه
یزوژنز به اثبات ار. جمله آازهاي مختلف تحت تاثیر باکتري

Felker(رساندند  et al. و Villalobos-Amadorو ) 2005
هاي درصد را در ریزنمونه67همکاران میزان بالاي ریشه زایی تا 

دادند رایزوژنز نشان. با آمشتق از ساقه گیاه کاج در اثر آلودگی 
با توجه به افزایش رغبت در مصرف گیاهان دارویی و ).  2002(

نیز هاي گیاهی تولید بیش از پیش داروهاي گیاهی، تمرکز پژوهش
به سمت گیاهان دارویی و انجام راهکارهایی جهت دستیابی به 

هاي ثانویه و ترکیبات موثره گیاهی معطوف میزان بالاي متابولیت
-هاي تومورزا و ریشهگشته است و در این میان استفاده از سویه
هاي سلولی انبوه و در زاي آگروباکتریوم جهت رسیدن به توده

هاي ثانویه مورد توجه قابل توجه متابولیتنتیجه دستیابی به مقدار 
هاي در پژوهش حاضر ساقه. اکثر پژوهشگران قرار گرفته است

. آلودگی با آزایی را در اثر زخمی گیاهان مورد استفاده، القاء ریشه
ي برگی هاکه ریزنمونهیزوژنز از خود نشان ندادند، در حالیار

-الطیب، القاي ریشههاي گیاه سنبلها و خصوصا ریزنمونهنمونه
هاي هاي مویین را در اطراف خود به خوبی نشان دادند و لذا یافته

که همان بررسی -تواند مسیر بعدي تحقیقات را این مطالعه می
ها در مقایسه با گیاهان هاي ثانویه در این ریشهمیزان متابولیت

.فراهم سازد-باشدها میکنترل و نیز تعیین نوع متابولیت
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grobacterium rhizogenese can induce hairy root phenotype in many
dicotyledonous plants via the transfer of rol genes into the plant genome. The
characteristics of induced roots such as a rapid growth, high stability of genetic
material, ease of conservation and their ability to grow in a hormone-free

medium have led to their use in the production of secondary metabolites. In the present
study, we have investigated the effect of rol genes, particularly the rolB gene, on root
induction of three medicinal plants valeriana officinalis, Echinacea angustifolia and
Foeniculum vulgare. Leaf explants and wounded parts of stems were inoculated with
bacterial suspension and the presence of bacterial DNA as well as its expression in
induced roots was demonstrated using PCR and RT-PCR techniques with rolB specific
primers. The results showed that maximum rooting occurred with Valeriana officinalis
leaf explants cultured in MS medium and the wounded parts of stems did not show
rooting at inoculated areas.

Agrobacterium rhizogenese, hairy root, rol genes, RT-PCR
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mong the various stresses, salinity is a great threat to plants and the study of the
mechanism of salt tolerance in plants is important. In one of the salt tolerance
pathways in the model plant Arabidopsis, Salt Overly Sensitive 3 (SOS3)
protein, which is a sensor of calcium ions and the initiator of a salt tolerance

pathway, activates various processes in order to tolerate salinity by the formation of an
SOS3-SOS2 complex. On the other hand, superoxide radicals that are produced in
response to various stresses such as salinity are harmful to the cell and must be
eliminated. How to remove superoxide radicals and protect cells from oxidative damage
in salt-tolerant plants is not clear. In this study, the SOS3 protein interactions in
Arabidopsis cDNA library were investigated using the Yeast Two Hybrid System
(Y2HS), and double transformation of Saccharomyces cerevisiae AH109 strain with
pGBT9-SOS3 and pGADT10-AtcDNA. DNA extraction was performed on four selected
yeast colonies on SD-AHWL and pGADT10-AtcDNA vectors were amplified in E. coli,
sequenced and compared to the Arabidopsis data bank. One of the most important
interactions was found on Manganese Superoxide Dismutase 1 (MSD1). MSD1
neutralizes superoxide radicals to protect plants from oxidative damage caused by
stresses. The interaction and the recruitment of MSD1 by SOS3 in the salinity resistance
pathway should save the plant from oxidative trauma. Afterward, the interaction of
SOS3-MSD1 was confirmed by isolation of complete MSD1 cDNA and cloning in yeast
two hybrid vectors. In parallel, using a GST-Pull Down assay, it was shown that the
SOS3 protein produced in bacterium from pGEX2TK-SOS3 vector directly interacted
with the radio-labeled MSD1 produced from pGBKT7-MSD1. This is the first report of
the interaction of salinity tolerance pathway (SOS3) with the elimination pathway of
harmful superoxide ions (MSD1) that shows interaction between these molecular
mechanisms.

Yeast two hybrid system, SOS3, salinity, Manganese superoxide dismutase, GST-Pull
Down
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hallot (Allium stipitatum) is an edible vegetable that has important
pharmacological properties. Therefore, optimization of an efficient in vitro
regeneration and transformation system for shallot breeding through genetic
engineering would be useful. Embryo, root and bulb explants of shallot were

cultured in vitro on MS basal medium supplemented with different concentrations of
growth regulators (NAA, 2,4-D and BA) for callus induction and plantlet regeneration.
Explants were transformed using Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404 and
pBI121 plasmid carrying the gus reporter gene. The results indicated that bulb had a
higher efficiency of callus induction and plantlet regeneration (100%) compared to
embryo and root explants. The highest percentage of regeneration (100 %) was observed
on MS medium supplemented with 5 mg.l-1 BA and 1 mg.l-1 NAA for bulb explants.
Polymerase chain reaction (PCR) analysis of gus-positive transformants confirmed
genetic transformation of the cultures. Furthermore, the lack of Agrobacterium-related
infection was confirmed using virG-specific markers. In this study, the efficiency of
transformation was 10 and 6.6% in embryo and bulb, respectively.

Agrobacterium, GUS gene, Gene transformation, Shallot, Tissue culture
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lecost (Tanacetum balsamita L.), belongs to the Asteraseae family, is a
pharmacologically important species rich in important secondary metabolites
including flavones, sesquiterpene lactones, phenylpropane compounds and
derivatives, tannins and essential oils. Alecost has been used both fresh or dried

as flavouring or food additive. Additionally, it has medicinal properties and is applied in
aromatic products. In addition to traditional farming, in vitro hairy root culture has been
found to be suitable for the production of secondary metabolites. Therefore, in order to
establish a protocol for hairy root culture of alecost, root induction by co-cultivation with
Agrobacterium rhizogenes (strain A4) was assessed in this study. Different explants
(cotyledon, young leaf, stem and root) showed different responses to hairy root induction
by Agrobacterium rhizogenes. Moreover, the frequencies of hairy root induction for
different types of explants were considerably different. The induced roots were shown to
be transformed by PCR using primers specific for rolB. This is the first report of hairy
root induction in alecost and the results may be useful in genetic manipulation of
Tanacetum balsamita and use of hairy root culture to produce high-value secondary
metabolites.

Agrobacterium rhizogenes, Hairy root, Medicinal plant, Secondary metabolites,
Tanacetum balsamita
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xtensive research is currently going on in different research centers of the world
to find new elicitors from microorganisms and their related receptors from
different plants. Comprehensive knowledge about these elicitors and their cognate
receptors could be used for development of transgenic plants displaying resistant

against plant pathogens. As a crude protein extract of Xanthomonas citri subsp. citri
(Xcc) has strong elicitor activity on Arabidopsis, in this study protein extracts of this
bacterium were prepared and fractionated and a semi-purified sample displaying elicitor
activity was analyzed by LC-MS/MS. About 60 different proteins were detected in the
analyzed sample. Among the detected proteins, only three were similar to the elicitor
activity observed in a protein extract of Xcc bacterium: cspA (cold shock protein A),
csrA (carbon storage regulator protein A) and an unknown conserved hypothetical
protein from the DUF1456 protein family. This protein is soluble in water and it has no
bacterium membrane-targeting sequence as determined by PSORTB and SOSUI
analysis, suggesing with high probability that it is a cytoplasmic protein.
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itrus greening disease is the most important bacterial diseases of citrus and is
present in the southern region of Iran. Due to the nature of the pathogen, disease
control is difficult. cDNA-AFLP analysis shows that the expression pattern of
NBS-LRR (Nucleotide Binding Site- Leucine-Rich Repeats) genes was

upregulated in grapefruit plant interacting with Candidatus Leiberibacter aciaticus. In
this study we have isolated the NBS552 gene from grapefruit by PCR and clone it by
ligation of this product to pGEM-T vector transformed E. coli bacteria. Sequencing
analysis revealed an open reading frame for a gene of 171 bp that encodes a protein of 57
amino acids. Results of bioinformatic analysis showed that this gene contains regions
that are conserved in different plant species. The NBS552 protein is associated with
membranes and its extracellular secretion is low. The aim of this study was isolation and
cloning of NBS552 genes from the grapefruit genome and characterization of the genes
in view of their potential for practical use in plants.

Grapefruit,C itrus Greening, Gene NBS552, Resistance
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uppressor proteins of RNA Silencing have been well described in most genera of
plant viruses. The methodogy for identifying gene silencing suppressor activity of
a protein in a plant system has proven to be an important tool. Grapevine fanleaf
virus (GFLV) is one of the most common viral diseases in grapevines worldwide

and can cause up to 80% crop losses. GFLV is a bipartite member of the Nepovirus
subgroup A in the family Secoviridae and has a single-stranded positive-sense RNA
genome. A viral suppressor of RNA silencing (VSR) in Nepoviruses has not yet been
described and our knowledge of symptom determinant genes in nepeoviruses is very
limited. In this study, a transgenic GFP gene was silenced in transgenic Nicotiana
benthamiana line 16c, and then the ability of GFLV polymerase and movement proteins
to suppress gene silencing was evaluated. The efficiency of these two proteins was
compared with positive and negative controls. The results showed that neither protein
had the ability to suppress gene silencing. However, these proteins are involved in
symptom production and systemic infection. This study demonstrates a model method
for evaluation of suppressor activity of RNA Silencing.
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iotechnology is one of the most important scientific strategies in today's world
and involves application of various techniques in direct or indirect usage of
living organisms or their byproducts in natural or modified forms for different
fields. Significant advances of biotechnology in recent decades, especially after

the acquisition of new methods of genetic engineering for gene isolation, their
modification and transferring from one species to another have made biotechnology one
of the most productive present and future technologies. Iran with a wide variety of
climate and the variety of living organisms is the most suitable region for access to
technologies derived from biological sources. It is evident that management and planning
in biotechnology, as in all fields, requires a good understanding of the researchers in that
field, In this study we attempted to identify researchers, institutes, universities and
companies operating in various fields of biotechnology along with their research areas so
as to identify strengths and weaknesses of biotechnology to help making targeted
decision in the province and the country. The results of this study showed that more than
40% of the provincial biotechnological activities are related to agriculture, about 25%
are related to animal science and 35% to other sectors. The main activities in the
agricultural biotechnology are related to study of different growth conditions of plants.
Study on medicinal plants, plant tissue culture and production of transformed plants are
other activities in this section. Factors affecting the growth of livestock, animal health
and livestock products are main activities related to animal biotechnology as well as
cloning of useful genes and control of pathogenic microorganisms in microbial
biotechnology. Review, treatment, and diagnosis of genetic diseases through
biotechnology in the medical field and, finally, production of pharmaceutical products
and the use of biotechnology in the food industry are also activities which are carried out
by researchers in various fields of biotechnology in East Azerbaijan Province. Based on
these results, activities related to environmental biotechnology and especially industrial
biotechnology are under-represented in East Azerbaijan Province and serious attention
should be paid to this section.
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grobacterium rhizogenese can induce hairy root phenotype in many
dicotyledonous plants via the transfer of rol genes into the plant genome. The
characteristics of induced roots such as a rapid growth, high stability of genetic
material, ease of conservation and their ability to grow in a hormone-free

medium have led to their use in the production of secondary metabolites. In the present
study, we have investigated the effect of rol genes, particularly the rolB gene, on root
induction of three medicinal plants valeriana officinalis, Echinacea angustifolia and
Foeniculum vulgare. Leaf explants and wounded parts of stems were inoculated with
bacterial suspension and the presence of bacterial DNA as well as its expression in
induced roots was demonstrated using PCR and RT-PCR techniques with rolB specific
primers. The results showed that maximum rooting occurred with Valeriana officinalis
leaf explants cultured in MS medium and the wounded parts of stems did not show
rooting at inoculated areas.

Agrobacterium rhizogenese, hairy root, rol genes, RT-PCR
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