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. ؿًَذ هٖ ًـبٍسصٕ هحلَلات ًبّؾ ثبػث ًِ ّؼتٌذ ػَاهلٖ تشٗي اكلٖ اص ٌٖٗ آكبت

 ػلاٍُ ًـبٍسصٕ ػوَم. اػت ًـبٍسصٕ ػوَم ًبسثشد هـٌل اٗي سكغ ثشإ حل ساُ تشٗي ساٗح

-خؼبست هٖ ًٌٌذ تحو٘ل ًـبٍسصٕ هحلَلات ُؿذ توبم ه٘وت ثش ًِ گضاكٖ ّبٕ ّضٌِٗ ثش

 تبًٌَى. داسًذ ّوشاُ ثِ صٗؼت هح٘ي ٍ( ػشًبى ث٘وبسٕ) اًؼبى ػلاهت ثشإ سا ث٘ـوبسٕ ّبٕ

 ثوبٗبٕ ًشكٖ، اص. اػت ؿذُ ؿٌبػبٖٗ ًـبٍسصٕ ػوَم هلشف ثب هشتجي سِٗ ػشًبى ًَع 50

 خبًذساى تْذٗذ ثش ػلاٍُ ٍ هبًذُ ثبهٖ ثِ كَست كؼبل هذتْب هبدسًذ ً٘ض خبى دس ػوَم اٗي

 تشٍٗح ثب ٍخَد. ؿًَذ اًؼبى ؿزاٖٗ صًد٘شُ ٍاسد گ٘بُ تَػي خزة ًشٗن اص خبًضٕ

 ػوَم اص كح٘ح اػتلبدُ آكبت، تلل٘وٖ هذٗشٗت ٗب ٍ اسگبً٘ي ًـبٍسصٕ هبًٌذ ساٌّبسّبٖٗ

 تَاى هٖ آى ثش تٌِ٘ ثب ًِ ّبٖٗ كٌبٍسٕ اص ٌٖٗ. اػت ًگشكتِ هشاس ًٌتشل تحت ًـبٍسصٕ

 ػوَم ثوبٗبٕ اص ػبسٕ ػبلن هحلَلات آكت، اص ًبؿٖ هحلَل ًبّؾ خؼبسات سكغ هوي

-هٖ تشاسٗختِ هحلَلات تَل٘ذ ثِ هٌدش ًِ اػت طًت٘ي هٌْذػٖ كٌبٍسٕ ًشد، تَل٘ذ ًـبٍسصٕ

 اص هحلَلات اٗي ٍ گزسدهٖ ػبل 18 اص ث٘ؾ تشاسٗختِ هحلَلات ًـت اٍل٘ي اص. ؿَد

 ثب هوبلِ اٗي. ّؼتٌذ ثشخَسداس ًٌٌذگبى هلشف ٍ ىًـبٍسصا ث٘ي خَثٖ ًؼجٖ ػوَهٖ پزٗشؽ

 اساِٗ ثِ صٗؼت هح٘ي ٍ اًؼبى ػلاهت ثش ًـبٍسصٕ ػوَم هلشف اص ًبؿٖ كذهبت ثش هشٍسٕ

  .پشداصدهٖ تشاسٗختِ هحلَلات ًـت كَاٗذ ٗؼٌٖ خبٗگضٗي حل ساُ
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 مقدمه 

 

ًبّؾ هحلَلات ًـبٍسصٕ دس خْبى تَػي آكبت ثِ ًَس 

 DeVilliers and)دسكذ ثشآٍسد ؿذُ اػت  25تب  14ه٘بًگ٘ي 

Hoisington 2011 ) ِهتبػلبًِ اػتلبدُ اص ػوَم ًـبٍسصٕ ث ًِ

. تشٗي ساُ خلَگ٘شٕ اص اٗي خؼبسات ؿٌبختِ ؿذُ اػتػٌَاى ساٗح

تي اًَاع  8/125995ى ػللٌؾ ٍ ت 7/500369ًجن آهبس كبئَ، 

تَػي ًـَسّبٕ هختلق اػتلبدُ ؿذُ  2011ّب دس ػبل ًؾآكت

.  اػت

تَاًٌذ ثِ ػٌَاى ٗي ساُ حل ثبٍخَدٕ ًِ ػوَم ًـبٍسصٕ هٖ

ػشٗغ ثشإ خلَگ٘شٕ اص اٗي كذهبت ثبؿٌذ اهب اثشّبٕ ػَء ًبؿٖ 

اص هلشف دساص هذت آًْب ثش ػلاهت اًؼبى ٍ ٗب هح٘ي صٗؼت ً٘ض 

اٗشاى دس (. Adeli and Ghareyazie, 2013)ل تبهل اػت هبة

ثب تَل٘ذ ًبخبلق هلٖ هـبثِ ه٘ضاى ث٘ـتشٕ اص  ٕهوبٗؼِ ثب ًـَسّبٕ

 ، ثٌَسٕ(Anonymous 1995)ًٌذ ّب سا هلشف هًٖؾاًَاع آكت

دس  85-86صساػٖ ًٖ ػبلْبٕ  ّب ًؾًِ ه٘ضاى اػتلبدُ اص آكت

 (. Heidari 2010)ّضاس تي گضاسؽ ؿذُ اػت  26حذٍد 

ت ّوَاسُ خؼبساػتلبدُ اص ػوَم ًـبٍسصٕ ثب ٍخَد ًٌتشل هَهت 

تَاى ثِ آلَدگٖ د ًِ اص هْوتشٗي آًْب هٖصٗبى ّبٖٗ سا ثِ دًجبل داس

اٗدبد . هح٘ي صٗؼت ٍ ثِ خٌش اكتبدى ػلاهت اًؼبًْب اؿبسُ داؿت

هوبٍهت دس آكبت، ًبثَدٕ حـشات هل٘ذ ٍ هَخَدات ؿ٘ش ّذف، 

اص  ّبآثٖ ٍ خبى، اٗدبد هؼوَه٘ت ٍ اًَاع ث٘وبسٕآلَدگٖ هٌبثغ 

ػشًبى . ّبٕ هشتجي ثب هلشف ػوَم ًـبٍسصٕ ّؼتٌذ دٗگش ػ٘ت

ٌَّص ثِ ػٌَاى ٌٖٗ اص هـٌلات هْن دس ًـَسّبٕ دس حبل تَػؼِ 

اٗي ث٘وبسٕ ثِ ػٌَاى ػَه٘ي ػبهل هْن هشٍ ٍ . ؿَدهحؼَة هٖ

سٍد ُ ؿوبس هٖه٘ش ثؼذ اص ث٘وبسْٗبٕ هلجٖ ٍ تلبدكبت دس اٗشاى ة

(Mehrabani et al. 2008 .) ٌِهٌبلؼبت هتؼذدٕ هجٌٖ ثش ٍخَد ساث

هـخق ث٘ي هلشف ػوَم ًـبٍسصٕ ٍ اٗدبد ػشًبى اًدبم ؿذُ 

ّضاس ًلش  70اػت، ثٌَسٌِٗ هجتلاٗبى ثِ ػشًبى دس اٗشاى دس ػبل 

ثشآٍسد ؿذُ اػت ًِ ٗي ػَم آًْب هشثَى ثِ ػوَم ؿ٘و٘بٖٗ 

 . اػت

دس خلَف كذهبت ًبؿٖ اص هلشف ػوَم ثب گؼتشؽ آگبّٖ 

ًـبٍسصٕ، ساٌّبسّبٕ هختللٖ هبًٌذ تَل٘ذ ػوَم ًن هشستش اص 

-ًشف كٌبٗغ اگشٍؿ٘وٖ ٍ ٗب هذٗشٗت تلل٘وٖ آكبت پ٘ـٌْبد ؿذُ

ساٌّبس دٗگشٕ ًِ اخ٘شا ثِ هٌظَس تبه٘ي اهٌ٘ت ؿزاٖٗ ثشإ . اًذ

ُ ؿذُ اػت تَل٘ذ ئخوؼ٘ت سٍ ثِ سؿذ ٍ ػلاهت آى اسا

تشاسٗختِ هوبٍم ثِ آكبت ثب ّذف ًبّؾ هلشف ػوَم هحلَلات 

ثب اػتلبدُ اص اٗي . ٍسٕ هٌْذػٖ طًت٘ي اػتثب اػتلبدُ اص كٌب

ساّجشد هوي ًبّؾ هلشف ػوَم، هحلَلات تَل٘ذ ؿذُ كبهذ 

ًٌٌذگبى تَاًٌذ ػلاهت هلشفثوبٗبٕ ػوَم ًـبٍسصٕ ثَدُ ًِ هٖ

اًٌَى ث٘ؾ . (Salahi Ardekani et al. 2012)خَد سا تبه٘ي ًٌٌذ 

ػبل اص ظَْس اٗي دػتِ اص هحلَلات گزؿتِ اػت ٍ ثب  18اص 

هشٍسٕ اخوبلٖ ثش ه٘ضاى سؿذ ػٌح ًـت هحلَلات تشاسٗختِ اص 

ه٘لَ٘ى ٌّتبس دس ػبل  5/185ثِ  1996ه٘لَ٘ى ٌّتبس دس ػبل  7/1

تَاى اظْبس داؿت ًِ اٌٗگًَِ گ٘بّبى اص ػٌح پزٗشؽ هٖ 2015

ثب اٗي . ًٌٌذگبى ثشخَسداس ّؼتٌذػوَهٖ هٌلَثٖ اص ػَٕ هلشف

ثشداسٕ اص اٗي ٍخَد ٌَّص ثؼ٘بسٕ اص ًـَسّب ًؼجت ثِ ثْشُ

ًٌٌذگبى خَد ساّجشد خْت تبه٘ي هحلَلات ػبلن ثشإ هلشف

اٗي هوبلِ ثب هشٍسٕ ثش خؼبسات ٍ هوشات . ثٖ تَخِ ّؼتٌذ

حبكل اص هلشف ػوَم ؿ٘و٘بٖٗ، ثِ ًحَُ تبث٘ش اػتلبدُ اص 

ًٌٌذگبى ٍ هح٘ي تِ ثش تبه٘ي ػلاهت هلشفهحلَلات تشاسٗخ

. پشداصدصٗؼت هٖ

 

اثرَبی سًء سمًم کطبيرزی بر سلامت اوسبن 

اص آًدب ًِ ػ٘ؼتن ػلجٖ هَخَد دس پؼتبًذاساى ٍ حـشات ٍخِ 

ّب ػ٘ؼتن ػلجٖ حـشُ سا ّذف تـبثِ صٗبدٕ داسد ٍ حـشُ ًؾ

ٗذٕ ثضسٍ ّب تْذًؾحـشُ ثؼ٘بسٕ اص دٌّذ، ثٌبثشاٗيهشاس هٖ

ًـَس دس  11ّلذُ هحون اص . سًٍذثشإ ػلاهت اًؼبى ثِ ؿوبس هٖ

گشد  2015ّب ثش سٍٕ ػشًبى دس ػبل  الوللٖ پظٍّؾآطاًغ ث٘ي

ّبٕ اسگبًَكؼلبت ًؾصاٖٗ آكتآهذًذ ٍ احتوبل ػشًبى

ٍ دٗبصٌَٗى سا اسصٗبثٖ ًشدًذ  تتشاًلشٌٍٗلَع، پبساتَ٘ى، هبلاتَ٘ى

(Lancet Oncol 2015 .)ّبٕ اٗي گشٍُ تحو٘وبتٖ، اػبع ٗبكتِ ثش

  نتایج
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ٗؼٌٖ ػشًبًضإ هحتول  2Bدس گشٍُ  ٍ پبساتَ٘ى تتشاًلشٌٍٗلَع

هٌدش ثِ تَهَس  تتشاًلشٌٍٗلَع. ثٌذٕ ؿذًذثشإ اًؼبى ًجوِ

ػلَلْبٕ ًجذٕ دس هَؽ، تَهَس تَثَل ًلَٕ٘ ٍ ًبٌّدبسٕ 

-ثش اػبع ًتبٗح آصهبٗؾ. ٍسٗذٕ ًحبل دس هَؽ ّبٕ ًش ؿذًذ

دس  ىثٌَس ػ٘ؼتوٖ ّب، تتشاًلشٌٍٗلَع م ؿذُ دس حَ٘اىّبٕ اًدب

ٍ دس ًْبٗت اص ًشٗن ادساس دكغ ؿذُ ثذى تَصٗغ، ػَخت ٍ ػبص 

 .اػتلبدُ اص اٗي ػن دس اسٍپب هوٌَع ؿذُ اػت. ؿَدهٖ

ّبٖٗ سا ثشخٖ هٌبلؼبت دس هَسد ساثٌِ پبساتَ٘ى ثب ػشًبى، گضاسؽ

اٗي ػن ثبػث . ّؼتٌذ اًذ اهب هٌبلؼبت اًؼبًٖ ثؼ٘بس ًنكشاّن ًشدُ

. ّبٕ هبدُ ؿذّبٕ ًش ٍ ػشًبى لٌق دس هَؽػشًبى سِٗ دس هَؽ

ّب ثبػث اٗدبد تَهَسّبٕ ثذخ٘ن پبًٌشاع ٍ ّوچٌ٘ي دس هَؽ

 National Toxicology)ػشًبى ٍ ٗب تَسم هـش آدسًبل ؿذ 

Program 1979.) ٖؿَدپبساتَ٘ى ثِ ػشػت خزة ٍ تَصٗغ ه. 

ٖٗ ثبًتشٕ دس اٗي ػن هٌلٖ ثَدًذ اهب صاّبٕ هَتبىاگشچِ آصهَى

پبساتَ٘ى هبدس ثِ تخشٗت ًشٍهَصٍم اًؼبًٖ دس ؿشاٗي اٗي ٍٗتشٍ 

اػتلبدُ اص اٗي ػن اص اٍاٗل دِّ (. Cabello et al. 2001)ثَد 

 . ّـتبد ه٘لادٕ ثِ ؿذت هحذٍد ؿذُ اػت

ٗؼٌٖ ثب احتوبل  2Aّبٕ هبلاتَ٘ى ٍ دٗبصَٗى دس گشٍُ ًؾحـشُ

ًؾ هبلاتَ٘ى دس حـشُ. اًذثشإ اًؼبى هشاس دادُ ؿذُهَٕ ػشًبًضا 

 ثشإ هَُ٘ ػشدػ٘شٕ ٍ ىًـبٍسصٕ ػلِ٘ آكبت ؿلات ٍ دسختب

ؿَد ٍ تَل٘ذ آى دس دس هٌبًن هؼًٌَٖ اػتلبدُ هٖ اتًٌتشل حـش

ؿَاّذ هحذٍدٕ دس خلَف . هو٘بع هبثل تَخِ اداهِ داسد

 ;Waddell et al. 2001) صاٖٗ هبلاتَ٘ى دس اًؼبى ٍخَد داسدػشًبى

McDuffi et al. 2001 Eriksson et al. 2008 .) 

 تااع حـشًَاػلِ٘  دس ًـبٍسصٕحـشُ ًؾ دٗبصٌَٗى  ّن 

ػشًبى خَى ثب اكضاٗؾ اثش تدوؼٖ  ثشٍصاكضاٗؾ . ؿَدهلشف هٖ

ّب تَػي گشٍُ ًؾدٗبصٌَٗى پغ اص ًبّؾ اػتلبدُ اص ػبٗش حـشُ

ُ اػت  هٌبلؼبت گؼتشدُ ػلاهت ًـبٍسصٕ گضاسؽ ؿذ

(Alavanja et al. 2014, Askari et al 2013  .)دٗبصٌَٗى  هلشف

 تشٗي خٌشًبى خولِ ٍ اص ػبل دس ل٘تش ه٘لَ٘ى ػِ اص دس اٗشاى ث٘ؾ

 ؿذُ اص اػتلبدُ حدن ث٘ـتشٗي .اػت پشًذگبى ٍ آثضٗبى ثشإ ػوَم

دس  اٗي ٍ اػت ًـَس ؿوبلٖ ّبٕ اػتبى ؿبل٘ضاسّبٕ دس اٗي ػن

آهشٌٗبٖٗ  ٍ اسٍپبٖٗ ًـَسّبٕ توبم دس ًَىاى ّن ًِ اػت حبلٖ

 ثؼ٘بس ػَاسم ًِ خٌشًبى ػن اٗي هلشف ّن چٌ٘ي دس اٗشاى

 هوٌَع داسد، ّوشاُ ثِ هشدم ػلاهت ٍ صٗؼت هح٘ي ثشإ هخشثٖ

 Adeli and Ghareyazie 2013, Morowati and)اػت  ؿذُ

Azadvar 2012  .) 

ٍ ًبسگشاى  ، ًـبٍسصاىخلجبًبى ػوپبؽاهـبسٕ اص خبهؼِ هبًٌذ 

هــَل ثِ ًبس دس ًبسخبًِ ّبٕ تَل٘ذ ػن ث٘ـتش دس هؼشم تْذٗذ 

 McConell and Hruska)ّب ّؼتٌذ ًؾخٌشات ًبؿٖ اص حـشُ

 ٌٖٗ ًٖ ٗي هٌبلؼِ هـخق ؿذُ اػت ًِ خٌش ٍخَد(. 1993

دسكذ اص ًبسگشاى ؿبؿل دس ثخؾ تَل٘ذ  27تٌلؼٖ دس  ػلائن اص

ثشاثش  6/3دس هضٍٗي حذاهل ( اسگبًَكؼلشُ)ّبٕ گ٘بّٖ  ًؾ حـشُ

 (Yazdi et al. 2010)داؿتِ اػت  اكضاٗؾ ًؼجت ثِ اكشاد ؿبّذ

اػتلبدُ اص ػوَم ؿ٘و٘بٖٗ ًِ تٌْب ثشإ اكشادٕ ًِ ثٌَس هؼتو٘ن ثب 

ًٌٌذگبى هحلَلاتٖ ًِ آى دس توبع ّؼتٌذ ثلٌِ ثشإ هلشف

هلشف . آه٘ض اػتثوبٗبٕ ػوَم دس آًْب اص ث٘ي ًشكتِ اػت هخبًشُ

ًـَس ّبٕ هَسد اػتلبدُ دس ًـبٍسصٕ اًِ ّش كشد اٗشاًٖ اص ػنػش

آهبس هجتلاٗبى ثِ ػشًبى دس هٌبًوٖ  گضاسؽ ؿذُ اػت ٍگشم  400

ًِ اػتلبدُ اص ػوَم ٍ ًَدّبٕ ؿ٘و٘بٖٗ ثبلا ثَدُ اكضاٗؾ ًـبى 

صهٌٖ٘، پ٘بص، ًبَّ،  ػ٘ت .(Salahi Ardekani et al. 2012) دّذهٖ

سختٖ ٍ ثشًح ّلت هحلَل پش خ٘بس، گَخِ كشًگٖ، ػ٘ت د

ّبٕ ػبصهبى  هلشف ًـبٍسصٕ ّؼتٌذ ًِ ثش اػبع ًتبٗح پبٗؾ

ًوٌِ ًـَس، ه٘ضاى ثبه٘وبًذُ ًَدّبٕ ؿ٘و٘بٖٗ ٍ  10ؿزا ٍ داسٍ دس 

 .ػوَم دس آًْب ث٘ؾ اص حذ هدبص ٍصاست ثْذاؿت اػلام ؿذُ اػت

ه٘ضاى ثبه٘وبًذُ ًَدّب ٍ ػوَم اٗي ّلت هحلَل هتلبٍت ثَدُ 

دسكذ ثبهٖ هبًذُ ػوَم، دس ث٘ي  10تب  8اد دس حذٍد ٍلٖ اػذ

 Salahi) ّبٕ هختلق، هتلبٍت اػت هحلَلات ٍ ّوچٌ٘ي اػتبى

Ardekani et al. 2012). 

ثوبٗبٕ ػن دٗبصٌَٗى دس كَستٌِ٘ ث٘ؾ اص حذ هدبص دس هحلَل 

هَسد هلشف هشاس گ٘شد هٌدش ثِ تخشٗت ًجذ، تـٌح ٍ هشٍ ػشٗغ 

ًِ ثش ثوبٗبٕ دٗبصٌَٗى دس هحلَلات إ  ًٖ هٌبلؼِ. خَاّذ ؿذ

خ٘بس ٍ خشثضُ اًدبم ؿذ هـخق ؿذ ًِ ثوبٗبٕ اٗي ػن دس خشثضُ 

ثشاثش،  1/6دس خ٘بس دصكَل ثشاثش حذ هدبص،  4 ؿ٘شٍاى ٍ تشثت خبم

ثشاثش، دس خ٘بس  2/4ثشاثش، دس خ٘بس خ٘شكت  4/4دس خ٘بس سكؼٌدبى 

 خبص ثَدثشاثش حذ م 1.8ثشاثش ٍ دس خ٘بس ؿ٘شٍاى  1/2ًشهبى 
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  تأثیر سمًم ضیمیبیي بر محیط زیست

ػوَم هَسد اػتلبدُ دس ًـبٍسصٕ ٌٖٗ اص هٌبثغ خذٕ آلاٌٗذُ 

اٗي ػوَم اص ًشٗن اثش ثش هٌبثغ . سًٍذهح٘ي صٗؼت ثِ ؿوبس هٖ

سات ًبهٌلَة آثٖ، خبى، گ٘بّبى ٍ خبًَساى ثش هح٘ي صٗؼت تبثٖ

ّب ثِ هٌبثغ آثٖ اص ساّْبٕ هتؼذدٕ ًؾٍسٍد آكت. گزاسًذهٖ

ّبٕ خَٕ، آلَدگٖ هؼتو٘ن آثْبٕ اهٌبًپزٗش اػت اص خولِ ثبسؽ

پبؿٖ، پؼبثْبٕ ػٌحٖ، ٍسٍد ثوبٗبٕ ػوَم پغ اص ػول٘بت ػن

سكتبس ػوَم دس هٌبثغ آثٖ تحت . ًبسخبًدبت تَل٘ذ ػوَم ٍ ؿ٘شُ

ُ ٍ حؼبػ٘ت خبًذاساى آثضٕ ًؼجت ثِ ػَاهل هختللٖ هشاس گشكت

اص ًشكٖ، ثشخٖ اص (. Hasani et al. 2011)آًْب ً٘ض هتلبٍت اػت 

ػوَم ًـبٍسصٕ ثِ ػلت پبٗذاسٕ صٗبد، حلال٘ت دس چشثٖ ٍ پبٗ٘ي 

ثَدى ػشػت تدشِٗ دس ثذى خبًذاس ثبهٖ هبًذُ ٍ ٍاسد چشخِ 

اد، ّبٕ آص ٍسٍد  ػوَم ًـبٍسصٕ ثِ آة. ؿًَذؿزاٖٗ اًؼبًْب هٖ

هْشُ،  ّبٕ ثٖ ّب ؿَد ًِ ثشإ گًَِ تَاًذ ػجت هشٍ هبّٖ هٖ

(. Ullah and Zorriehzahra 2015)تش اص هبّ٘بى اػت  ػوٖ

ػذ اه٘شًج٘ش ًشج ثشسػٖ حبكل اص سدٗبثٖ ثوبٗبٕ ػوَم دس آثْبٕ 

ّبٖٗ ًِ دس ًـبى دادُ اػت ًِ ه٘ضاى ثبه٘وبًذُ ػوَم دس اٗؼتگبُ

هبُ پغ اص  2تب  1ٍكب دس ثبصُ صهبًٖ ّب هشاس داسًذ خقًضدٌٖٗ ثبؽ

 (. Shaieghi et al. 2008) اػتػن پبؿٖ، ث٘ؾ اص حذ هدبص 

ّب دس ًَل چْل ػبل ًبّؾ تخن پشًذگبى ٍ خوؼ٘ت پشٍاًِ

گزؿتِ اص دٗگش تجؼبت اػتلبدُ ػوَم ؿ٘و٘بٖٗ ثش هح٘ي صٗؼت 

ثب تَخِ ثِ اٌٌِٗ حـشُ ًؾ ّب (. Greek 2003)ػٌَاى ؿذُ اػت 

ثٌبثشاٗي اص ًشٗن اثش ثش هَخَدات ؿ٘ش  ،ًٌٌذػول ًوٖاختلبكٖ 

 .ؿَدّذف ثبػث ثش ّن خَسدى تؼبدل اًَػ٘ؼتن ّب هٖ

 اثر محصًلات تراریختٍ بر کبَص مصرف سمًم کطبيرزی

اهشٍصُ ثب آگبّٖ دس هَسد هوشات ًبؿٖ اص اػتلبدُ ػوَم 

ساٌّبسّبٕ هتؼذدٕ ًؼجت ثِ ًبّؾ اثشّبٕ ًبهٌلَة  ،ًـبٍسصٕ

تَاى ثِ اص اٗي ػوَم دس پ٘ؾ گشكتِ ؿذُ اػت ًِ هٖ اػتلبدُ

ًـبٍسصٕ اسگبً٘ي، هذٗشٗت تلل٘وٖ آكبت ٍ آهَصؽ هلشف 

ثب ٍخَد اؿبػِ اٗي ساٌّبسّب كذهبت . كح٘ح ػوَم اؿبسُ ًشد

اًذ، اص ػوَم ًـبٍسصٕ آًچٌبى ًِ ثبٗذ تحت ًٌتشل هشاس ًگشكتِ

ٍ ٍاسدات ًشكٖ تبه٘ي ؿزإ ًبكٖ ثشإ خوؼ٘ت سٍ ثِ سؿذ دً٘ب 

دسكذٕ هَاد ؿزاٖٗ دس ًـَس ّوچٌبى ثِ ػٌَاى ٗي هؼول  50

ٍسٕ هٌْذػٖ طًت٘ي ٍ كٌبدس اٗي ث٘ي، . ثبهٖ هبًذُ اػت

 ثب. خْت ًٌتشل اٗي هوشات، هٌشح ؿذُ اػت ثَ٘تٌٌَلَطٕ

 ثبػ٘لَع ثبًتشٕ اص Btآكت  هذ  ّبٕطى كٌبٍسٕ اٗي اص اػتلبدُ

خذا ٍ ثِ گ٘بّبى تَسًدٌ٘ؼ٘غ ًِ ٗي ثبًتشٕ گشم هٌلٖ اػت 

 ػ٘ؼتن ثِ اتلبلثب   Bt  ّبٕطى اص حبكل پشٍتئ٘ي هٌتول ؿذُ ٍ

-هٖ آكت هشٍ ًْبٗت دس ٍ ػلَلٖ ل٘ض اٗدبد ثبػث آكت إسٍدُ

ٍ رست  ، ًَٗدِػَٗب پٌجِ، هبًٌذ گ٘بّبًٖ ثِ Bt ّبٕ طى اًتوبل. ؿَد

اػت  ؿذُ اًدبم گ٘بّبى اٗي دسآكبت  ثِ هوبٍهت اٗدبد ّذف ثب

(Tohidfar et al. 2008, 2013, 2015) .پشٍتئ٘ي گ٘بّبى اٗي دس Bt 

-هٖ ث٘ي اص سا ًظش هَسد آكت اختلبكٖ ًَس ثِ ًِ ؿَدهٖ تَل٘ذ

 چٌ٘ي هَسد دس ًِ اػت هـخق ثٌبثشاٗي ثِ ًَس ًبهل .ثشد

 كلش ٗب حتٖ ثِ  ًن ثؼ٘بس ًؾ آكت ػوَم اص اػتلبدُ گ٘بّبًٖ

 چَى ت تشاسٗختِهحلَلا اص صٗبدٕ هوذاس ػبل٘بًِ .سػ٘ذُ اػت

 ٍ حلَاٖٗ ًذٍٕ ٍ دسختٖ خشثضُ رست، ًلضا، پٌجِ، ػَٗب،

 هلشف خْبى ًـَس 170 اص ث٘ؾ دس آى اص حبكل ّبٕكشآٍسدُ

 ثشخَسداسٕ ثب آى ّبٕ كشآٍسدُ ٍ تشاسٗختِ هحلَلات. ؿًَذ هٖ

 ٍ ً٘ل٘ت ٍ ػلاهتٖ ػن، هبًذُ ثبهٖ ػذم هبًٌذ ّٕٕبٍٗظگٖ اص

 دس ٍ كٌؼتٖ ًـَسّبٕ ًٌٌذگبى فهلش  ثشإ ثبلا ؿزاٖٗ اسصؽ

اٌٗگًَِ هحلَلات  . آٍسد هٖ اسهـبى ثِ سا هضاٗبٖٗ تَػؼِ حبل

 106ًـت ؿذًذ ٍ اًٌَى ثب سؿذ ث٘ؾ اص  1996اٍل٘ي ثبس دس ػبل 

ًـَس  29ه٘لَ٘ى ٌّتبس تَػي  185ػبل، دس هو٘بع  18ثشاثش ًٖ 

 (. James 2014)تَل٘ذ هٖ ؿًَذ 

ّبٕ ػٌگٌٖ٘ سا ثِ ّوشاُ داسد ٌِٗتَل٘ذ ٍ ٍاسدات ػن ًِ تٌْب ّض

ثلٌِ اكشاد صٗبدٕ ً٘ض ثِ ًَس خَاػتِ ٗب ًبخَاػتِ دس ( 1خذٍل )

 Adeli and Ghareyazie) ثٌٌ٘ذاثش توبع ثب اٗي ػوَم آػ٘ت هٖ

 تشاسٗختِ ثِ هحلَلات اص اٗي دسحبلٖ اػت ًِ اػتلبدُ. (2013

 سٕ ثشًَ ًٌذ ثِ حل سا هـٌل ػذم ً٘بص ثِ ػن تَاًؼتِ اٗي دل٘ل

 هحٌٖ٘ صٗؼت ٍ اهتلبدٕ تبث٘ش ثش ؿذُ اًدبم اسصٗبثٖ اػبع

 اٗي ًِ اػت ؿذُ هـخق 2004 تب 1996 اص تشاسٗختِ هحلَلات

 503 ه٘ضاى ثِ ًـْب آكت هلشف ًبّؾ ثبػث تَاًؼتِ تٌٌَلَطٕ

 ًٖ تشاسٗختِ هحلَلات ًـت ًشكٖ، اص. ؿَد ً٘لَگشم ه٘لَ٘ى
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 ؿذُ إ گلخبًِ ّبٕگبص ًـش تَخِ هبثل ًبّؾ ثبػث ػبلْب اٗي

ّبٕ اًدبم ؿذُ ثش اسصٗبثٖ(. Brooks and Barfoot 2005) اػت

سٍٕ گ٘بّبى تشاسٗختِ ٍ ؿزاّبٕ ًبؿٖ اص آًْب دال ثش ّ٘چ گًَِ اثش 

هخشة اص ػَٕ آًْب اػت ٍ ػلاهت اٗي دػتِ اص هحلَلات ثِ 

 خْبًٖ خَاسٍثبس ٍ خْبًٖ ثْذاؿت ّبٕ دكؼبت تَػي ػبصهبى

 Brukanlu and Tohidfar 2015, Tohidfar and)ؿذُ اػت  تأٗ٘ذ

Khosravi 2015, Khosravi and Tohidfar 2012, Tohidfar 

2012.) 

ثب اٗي ٍخَد ثشخٖ اكشاد دلاٗلٖ هبًٌذ احتوبل اٗدبد تـ٘٘شات  

ًٌٌذگبى سا ًبخَاػتِ دس اٗي گ٘بّبى ٗب ثشٍص حؼبػ٘ت دس هلشف

-تشاسٗختِ هشاس دادُ إ ثشإ هخبللت ثب اػتلبدُ اص هحلَلاتثْبًِ

اٗدبد تـ٘٘ش دس ثشخٖ اص كلبت ك٘ضَٗلَطٗي، هَسكَلَطٗي ٍ . اًذ

ّبٕ ػٌتٖ اكلاح ًجبتبت ً٘ض ؿ٘ش هبثل ٗب طًت٘ي گ٘بُ حتٖ دس سٍؽ

اػت  ًبػبٍا گ٘بُ سٗـِ هَسد اٗي دس هثبل ثبسصتشٗي. اختٌبة اػت

 آكشٗوب كو٘ش هشدم ثشإ ًبلشٕ اكلٖ ًِ ثب ٍخَد ػو٘ت ثبلا، هٌجغ

ّبٕ اكلاح ؿذُ ثِ سٍؽ ػٌتٖ دس اهشٌٗب  صهٌٖ٘حتٖ ػ٘ت. اػت

. ثخبًش ػَلاً٘ي ثبلا ثشإ ػلاهتٖ اًؼبى هوش تـخ٘ق دادُ ؿذًذ

ؿًَذ ًوًَِ ّبٖٗ ًِ ثبػث خبسؽ صٗبد دس پَػت هًٖشكغ

دٗگشٕ اص تـ٘٘شات ًبخَاػتِ اكلاح ػٌتٖ اػت، ثب ٍخَد اٗي، 

گًَِ هحلَلات  ًٖ اٗيإ ثش اٗنٌَّص ّ٘چ ًظبست ػبصهبى ٗبكتِ

  .(Adeli and Ghareyazie 2013) ٍخَد ًذاسد

ٌٖٗ دٗگش اص هلاحظبتٖ ًِ دس هَسد هحلَلات تشاسٗختِ هٌشح 

لاصم ثِ تَه٘ح اػت ًِ . ؿَد، احتوبل كشاس طى ثِ ًج٘ؼت اػت هٖ

ًج٘ؼٖ اػت ًِ  ًبهلا سًٍذ ٗي هَخَدات ث٘ي طى اًتوبل كشآٌٗذ

 اص طًْب اػت ٍ اًدبم حبل دس هشتتثِ ًَس  ًج٘ؼت دس ػبلْب

ثِ  ّب ثبًتشٕ اص حتٖ ٍ ؿًَذ هٖ هٌتول دٗگش هَخَد ثِ هَخَدٕ

ًوًَِ ثبسص آى اًتوبل طى اص ثبًتشٕ . ؿًَذ هٌتول هًٖ٘ض گ٘بّبى 

صهٌٖ٘ ؿ٘شٗي اػت ًِ دس ًج٘ؼت اتلبم  اگشٍثبًتشَٗم ثِ گ٘بُ ػ٘ت

 ٕطًت٘ي دػتٌبسٕ ٗب ٍ گ٘بّبى طًتٌٖ٘ پغ اكلاح .اكتبدُ اػت

 طًتٌٖ٘ اكلاح ً٘ض اهشٍصُ. گ٘بّبى اص اثتذا ٍخَد داؿتِ اػت

 تَخِ ثب. ؿَد هٖ اًدبم گؼتشدُ ًَس  ثِ ػٌتٖ ّبٕ سٍؽ ثب گ٘بّبى

 ثشخٖ دس آًْب ًبًبسآهذٕ ٍ ػٌتٖ ّبٕ سٍؽ ّبٕ هحذٍدٗت ثِ

 اثذاع ًج٘ؼت اص الْبم ثب طى اًتوبل ًَٗي ّبٕ سٍؽ طى، اًتوبل هَاسد

  .اػت تشاسٗختِگ٘بّبى  خبدإ آى حبكل ًِ اًذ ؿذُ

 ًِ ؿَد هٖ هٌتول گ٘بُ ثِ طى ّضاساى طى، اًتوبل ػٌتٖ ّبٕ سٍؽ دس

 ٍ تٌْب ًَٗي، ّبٕ سٍؽ دس حبلٌِ٘ دس اػت، ّذف طى آًْب اص ٌٖٗ

چٌَس هوٌي اػت پغ   .دؿَ هٖ هٌتول گ٘بُ ثِ ّذف طى ٗي تٌْب

 هحلَلات هحلَلات تشاسٗختِ اثشّبٕ ػَء داؿتِ ثبؿٌذ؟

 صٗبدٕ ّبٕ آصهبٗؾ هَسد ثشػٌذ هلشف ثِ اٌٌِٗ اص هجل ُتشاسٗخت

ثِ  ؿ٘شتشاسٗختِ هحلَلات تب ػلاهت آًْب ّوچَى گ٘شًذهٖ هشاس

ؿًَذ، هٖ تَل٘ذ ػبل 3 تشاسٗختِ ًٖ هحلَلات. داثجبت ثشع

-هٖ كَست آًْب اٗوٌٖ ساػتبٕ دس ّبٖٗآصهبٗؾ ػبل 5 ػپغ،

 ثوِ٘ ثب كشهٖ ّ٘چ تٌْب ًِ آصادػبصٕ اص ثؼذ ًِ ثٌَسٕ گ٘شد،

 اص ثبلاتش ٍ تبٗ٘ذ هَسد آًْب ػلاهتٖ ثلٌِ ًذاسًذ، هحلَلات

.  اػت ػٌتٖ هحلَلات

 كشآٌٗذ ٗي طى اًتوبل طًت٘ي، ػلن ًظش اص ؿذ اؿبسُ ًِ گًَِ ّوبى

 ػبٗش ٍ اًؼبى ػبلِ ّضاساى تـزِٗ تدشثِ ٍ ًج٘ؼٖ اػت ًبهلا

 هٌلت اٗي هؤٗذ ً٘ض طًتٌٖ٘ ؿذُ اكلاح گ٘بّبى اص هَخَدات

ثٌبثشاٗي اٗدبد تـ٘٘شات ًبخَاػتِ دس هحلَلات هٌْذػٖ  .اػت

هؼئلِ خذٗذٕ ًجَدُ ٍ اثشاص ًگشاًٖ دس خلَف آى  ٕطًت٘يؿذُ 

ثِ هٌظَس هوبًؼت اص هلشف اٗي دػتِ اص هحلَلات ثٖ اػبع 

تَاى ثب اًدبم آصهبٗـبت هشثَى ثِ اٗي ًگشاًٖ هٖ ثشإ سكغ. اػت

اهذام ًشد ٍ ػلاهت  (Modirosta et al. 2013) اثجبت اٗي ّوبًٖ

. دّت اػتلبدُ هلشف ًٌٌذگبى تبٗ٘ذ ًوَهحلَلات تشاسٗختِ سا ج

هحلَلات تشاسٗختِ هجل اص اٌٌِٗ ٍاسد ثبصاس ؿًَذ اص لحبٍ اٗوٌٖ 

 ًبهل تَالٖ تٌبثنثشسػٖ ّب ؿبهل ؿًَذ ٍ اٗي اسصٗبثٖاسصٗبثٖ هٖ

 ّٕبٕ ػن پشٍتئ٘ي پشٍتئ٘ي تَل٘ذ ؿذُ تَػي گ٘بُ تشاسٗختِ ثب

 ٍ خذٗذ پشٍتئ٘ي ث٘ي تـبثِثشسػٖ اًلاػبتٖ،  ّبٕثبًي دس هَخَد

 .Tohidfar et al)ّبٕ اًلاػبتٖ پشٍتئ٘ي ػوٖ هَخَد دس ثبًي

تشٗپؼ٘ي ٍ  –ّبٕ پپؼ٘ي آًضٗن ، ثشسػٖ هوبٍهت پشٍتئ٘ي ثِ(2008

. ً٘وَ تشٗپؼ٘ي اػت

 تشاسٗختِ گ٘بّبى اثشّبٕ خلَف دس هتب آًبل٘ض هٌبلؼبت اػبع ثش

 هلشف ًبّؾ ثبػث هحلَلات اٗي ًِ اػت ؿذُ هـخق

 22 تب ػولٌشد اكضاٗؾ دسكذ، 37 ه٘ضاى ثِ ؿ٘و٘بٖٗ ّبٕآكتٌؾ

 اًذؿذُ( 2خذٍل) دسكذ 68 تب ًـبٍسصاى ػَد اكضاٗؾ ٍ دسكذ

(Klumper and Qaim 2014 .)دس ؿذُ اٗدبد اكضاٗؾ ػلت 

  هحلَلات ًـت اص ًبؿٖ ًـبٍسصٕ هحلَلات ػولٌشد
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 (.ًـبٍسصٕ خْبد ٍصاست) ًـَس ًل دس 90-1389 صساػٖ ػبل ًٖ ًـبٍسصٕ هختلق هحلَلات ثشإ ٌّتبس ّش دس هلشكٖ ػوَم ّبٕ ّضٌِٗ هتَػي -1 خذٍل

Table 1. The average cost of applied pesticides per hectare for different crops during 2010-11   

سٗبل  10 ٍاحذ*

 .هختلق هتـ٘شّبٕ ثش تشاسٗختِ هحلَلات اثشّبٕ -2 خذٍل

Table 2. The effects of transgenic crops on different variables 

 وبم محصًل علف کص حطرٌ کص قبرچ کص

 هوذاس *اسصؽ ٗي ً٘لَ هوذاس *اسصؽ ٗي ً٘لَ هوذاس *لَاسصؽ ٗي ًٖ

 گٌذم آثٖ   0/92  13413  0/38  11660  0/06  11054

 گٌذم دٗن   0/36  8180  0/23  8794  0/13  12376

 خَ آثٖ   0/57  12142  0/47  11333  0/05  9379

 خَ دٗن   0/24  10886  0/08  8485  0/04  10000

 رست آثٖ   1/28  13898  0/08  10583  0  7179

 پٌجِ آثٖ   0/45  13981  2/43  13432  0/04  9407

 چـٌذس هٌذ   2/23  13089  2/3  12647  1/1  6553

 خ٘بس آثٖ   0/99  13003  1/95  12675  1/13  15834

 ػ٘ت صهٌٖ٘ آثٖ   1/52  12138  1/31  12941  1/92  9863

 پ٘بص آثٖ   1/34  14992  2/27  16641  0/46  15896

 گَخِ كشًگٖ آثٖ   1/57  15060  3/75  19785  4/98  15728

 ًَٗدِ آثٖ   0/84  9350  1/48  10501  0/07  18454

 ًَٗدِ دٗن   0  12258  0/1  9004  0  0

 رست ػلَكِ إ   2/75  10901  0  0  0  0

 ثٖ ًلضا آ  2/1  17853  0/82  14031  0/14  3213

 ًلضا دٗن   0/94  14408  3/18  14339  0/83  15276

 ػَٗب ثْبسُ آثٖ   1/21  13546  2/1  25764  0  0

 ػَٗب ثْبسُ دٗن   1/7  15992  0/7  6649  0/56  16501

 ػَٗب تبثؼتبًِ آثٖ   1/02  14090  2/04  17391  0/01  16881

 تبًِ دٗن ػَٗب تبثغ  1/48  10078  0/14  49993  0  0

 ثشًح داًِ ثلٌذ هشؿَة   3/29  8412  18/64  2768  0/8  20550

 ثشًح داًِ ثلٌذ پش هحلَل   2/36  9005  12/4  2769  0/49  15788

 ثشًح داًِ هتَػي هشؿَة   4/18  8140  2/89  5020  0/63  16640

  ثشًح داًِ هتَػي پش هحلَل  3/86  7733  7/66  3152  0/19  31505

 ثشًح داًِ ًَتبُ   2/39  8042  0/28  11245  0/1  13296

 (دسكذ)هتـ٘ش  ًَع توبم هحلَلات تشاسٗختِ هحلَلات هوبٍم ثِ آكت هحلَلات هوبٍم ثِ ػللٌؾ

 ػولٌشد  57/21 85/24 29/9

 هوذاس ػوَم -93/36 -67/41 43/2

 ّضٌِٗ ػوَم -15/39 -43/43 -29/25

 ّضٌِٗ ًل تَل٘ذ 25/3 24/5 -83/6

 ػَد ًـبٍسص 21/68 78/68 29/64
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. اػت ؿذُ دادُ ًؼجت طًتٌٖ٘ پتبًؼ٘ل سكتي ثبلا ثِ تشاسٗختِ

 ثِ هشثَى ّبّٕضٌِٗ ًبّؾ ثبػث تشاسٗختِ هحلَلات ّوچٌ٘ي،

 ّبّٕضٌِٗ ًبّؾ اٗي دسحبلٌِ٘. اًذؿذُ دسكذ 39 ه٘ضاى تب ػوَم

-كشكِ اهب اػت ػللٌؾ ٍ ًؾآكت ػوَم دػتِ دٍ ّش ثِ هشثَى

 ث٘ـتش ّبػللٌؾ ثِ ًؼجت ّبًؾآكت هلشف ه٘ضاى دس خَٖٗ

 ػوَم تٌٌَلَطٕ ثَدى هتلبٍت ثِ آى ػلت ًِ اػت اكتبدُ اتلبم

 دس(. Klumper and Qaim 2014) اػت كٌؾػل اص ًؾآكت

 دسكذٕ 39 ًبّؾ ٍ دسكذ 31 هؼبدل ػولٌشد اكضاٗؾ ٌّذٍػتبى

 دلاس 250 دسآهذ ٗب دسكذٕ 88 ػَد اكضاٗؾ ٍ ؿ٘و٘بٖٗ ػوَم

 ػَدهٌذٕ ٍ ًبساهذٕ ثِ اؿبسُ تشاسٗختِ پٌجِ ٌّتبس ّش اص اهبكِ

 (.James 2006) داسد تشاسٗختِ هحلَلات

 گ٘بّٖ ّبٕث٘وبسٕ ٍ آكبت ثِ ًؼجت ًِ سٗختِتشا گ٘بّبى تَل٘ذ ثب

 ًشد خلَگ٘شٕ ًـَس اسص اص خشٍج اص تَاىهٖ تٌْب ًِ ّؼتٌذ هوبٍم

 ٍاسد اسص تَخْٖ هبثل هجبلؾ گ٘بّبى اٗي كشٍؽ ًشٗن اص ثلٌِ

 ثِ ً٘بصٕ تشاسٗختِ گ٘بّبى تَل٘ذ كَست دس .ؿَدهٖ ًـَس

 ػلاهت ٍ ثَد ًخَاّذ ػوپبؿٖ ّضٌِٗ ٍ پبؿٖ ػن ، ػن ٍاسدات

 ٍاسدات ًبّؾ. ؿذ خَاّذ تبه٘ي ً٘ض صٗؼت هح٘ي ٍ دام اًؼبى،

 ػوَم، ٍاسدات ًبّؾ ػولٌشد، ٍ تَل٘ذ اكضاٗؾ ؿزاٖٗ، هَاد

 ٍ هحٌٖ٘ صٗؼت ّبٕخؼبست ًبّؾ تَل٘ذ، ّبّٕضٌِٗ ًبّؾ

گًَِ  اٗي اهتلبدٕ ًتبٗح اص هؼوَه٘ي دسهبى ّبّٕضٌِٗ ًبّؾ

 دس هحلَل سدػولي اكضاٗؾ دٗگش، ًشف اص .اػت هحلَلات

 ثشإ ث٘ـتش ػَدآٍسٕ ثب تَاًذهٖ ًشف ٗي اص تشاسٗختِ گ٘بّبى

 هبثل ثخؾ ٍ ًٌذ اٗدبد ث٘ـتشٕ ؿـلٖ اهٌ٘ت اٗشاًٖ ًـبٍسصاى

ٍ  ػبصد هؼٌَف خَد ثِ سا هتخلق ٍ خَاى ً٘شٍّبٕ اص تَخْٖ

 .ثٌبّذ ؿْشّب ثِ سٍػتبئ٘بى هْبخشت اص دٗگش ًشف اص

 ًلبٖٗ خَد ًـَس تحو٘وبت هلٖ ثشًبهِ اكلٖ ّبٕاٍلَٗت اص ٌٖٗ

 دس ًلبٖٗ خَد ثِ ثشإ ً٘ل. اػت ث٘گبًگبى ثِ ٍاثؼتگٖ ػذم ٍ

 توبم ث٘ي اػتشاتظٗي هَاد ثِ خلَف ٍ ؿزاٖٗ هَاد تَل٘ذ صهٌِ٘

   .داسد ٍخَد ًظش تَاكن ًبسؿٌبػبى ٍ هؼئَلاى

 ًِ ؿ٘و٘بٖٗ ػوَم هلشف ثِ دٗگش ًـت گ٘بّبى تشاسٗختِ، ثب 

 هلشف ػذم. ً٘ؼت ً٘بصٕ ّؼتٌذ، ػتصٕ هح٘ي ًٌٌذٓ آلَدُ

 ػوٖ هَاد اص ػبسٕ ٍ پبى هحٌٖ٘ ًِ ؿَد هٖ ثبػث تٌْب ًِ ػوَم،

 دس خَٖٗ كشكِ ثِ هٌدش ً٘ض اهتلبدٕ ًظش اص ثبؿ٘ن، داؿتِ

 ػوَم، خشٗذ ًظ٘ش ّبٖٗ ّضٌِٗ ًِ ؿذ خَاّذ هشثًَِ ّبٕ ّضٌِٗ

 ػوَم اص اػتلبدُ ًحَٓ ثشإ ًـبٍسص آهَصؽ ٍ ػوپبؽ اػتخذام

 ًبّؾ ًْبٗت دس كَم ّبٕ ّضٌِٗ حزف. ثَد خَاّذ آًْب خولٔ اص

 ثٌبثشاٗي. داسد ّوشاُ ثِ سا تَل٘ذ ّبٕ ّضٌِٗ دس چـوگ٘شٕ

 هختلق ػوَم هلشف ػذم اص حبكل هحٌٖ٘ صٗؼت دػتبٍسدّبٕ

 ؿبٗبى ثؼ٘بس تَل٘ذ ّبٕ ّضٌِٗ اص تَخْٖ هبثل ًبّؾ چٌ٘ي ًٌبس دس

 .اػت اسصؿوٌذ ٍ تَخِ

 هلتْب ثش ػلٌِ خْت ػلاح ٗي ػٌَاى ثِ ؿزا صا دً٘ب، دس ًلٖ ثٌَس

 50 ثِ تَخِ ثب. داسًذ ً٘بص آى ثِ هشدم ًِ چشا ًٌٌذ،هٖ اػتلبدُ

 ه٘لَ٘ى 185 ًـت ٍ ػبل٘بًِ دس اٗشاى ؿزاٖٗ ٍاسدات دسكذ

 صٗؼت ثِ اتٌبء ثب اػت لاصم دً٘ب، دس تشاسٗختِ گ٘بّبى ٌّتبسٕ

 تَل٘ذ ثب ٍ مدّٖ گؼتشؽ ًـَس دس سا ٍسٕكٌب اٗي ثَهٖ، ٍسٕكٌب

. دّ٘ن ًبّؾ ث٘گبًگبى ثِ سا ًـَسهبى ٍاثؼتگٖ تشاسٗختِ گ٘بّبى

 صهٌِ٘ دس خلَف ثِ ًَٗي آٍسٕكي ٍ ػلَم اص هٌذٕثْشُ 

 اص هحذٍدٕ تؼذاد اًحلبس دس حبهش حبل دس ًِ طًت٘ي هٌْذػٖ

 ًظبم ػلوٖ ٍ ػ٘بػٖ تَاًوٌذٕ هَخت اػت، كٌؼتٖ ًـَسّبٕ

 ّبٕتٌٌ٘ي اًذاصٕ ساُ ثب ًشكٖاص .  ؿذ خَاّذ خْبى دس اػلاهٖ

 اص ًِ ًـَس دس صٗؼتٖ آٍسٕكي ٍ طًت٘ي هٌْذػٖ ًَٗي

 اهشٍص خْبى دس ػلوٖ ّبٕسٍؽ تشٗي پ٘ـشكتِ ٍ خذٗذتشٗي

 دس ػضٗضهبى هْ٘ي اػتجبس اكضاٗؾ ػجت اٌٌِٗ ثش ػلاٍُ ّؼتٌذ،

 اثضاس هْوتشٗي ثِ سا ًـَس ػلوٖ ؿذ خبهؼِ خَاّ٘ن خْبًٖ ُػشف

 اص اػتلبدُ ثب ًِ ًشد خَاّ٘ن هدْض تٌٌَلَطٕ ٍ ػلَم دس پ٘ـشكتِ

 ٍ ػلَم هحن ًٌٌذگٖ هلشف اص سا ًـَس ػلوٖ خبهؼِ ثتَاى آًْب

 ثـشٕ داًؾ تَل٘ذًٌٌذگبى خشگِ ثِ تذسٗح ثِ ٍ خبسج تٌٌَلَطٕ

. ًشد ٍاسد

 

ّب ثِ سٍِٗ ػوَم ًـبٍسصٕ خْت ًٌتشل آكت ٍ ث٘وبسٕ هلشف ثٖ

ٗي ػولٌشد هٌلَة، اثشّبٕ خبًجٖ ث٘ـوبسٕ هٌظَس دػتشػٖ ثِ 

سٍِٗ آهبس صٗؼت هبًٌذ سؿذ ثٖسا ثشإ ػلاهت اًؼبى ٍ هح٘ي

-الؼلاج هبًٌذ ػشًبى، تخشٗت هٌبثغ صٗؼتّبٕ كؼتث٘وبسٕ

هحٌٖ٘ ٍ صٗؼتٖ ثِ دًجبل داسد ًِ ثب تَخِ ثِ داًؾ اهشٍصٕ 

  گيری كلی نتيجه
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ثِ . ٍػؼت اٗي كذهبت ثش ًوتش ًؼٖ پَؿ٘ذُ ثبهٖ هبًذُ اػت

ّبٕ هَسد اػتلبدُ ثشإ سػذ دس ث٘ي ساٌّبس ٍ تٌٌَلَطٕهًٖظش 

ًبّؾ هلشف ػوَم ًـبٍسصٕ اػتلبدُ اص هحلَلات تشاسٗختِ اص 

ػلاٍُ ثشاٗي، كَاٗذ . اًذإ ثشخَسداس ثَدُهَكو٘ت هبثل هلاحظِ

صساػٖ ٍ اهتلبدٕ اٗي دػتِ اص هحلَلات ً٘ض ثب هٌبلؼبت ٍػ٘ؼٖ 

ُ اهشٍص اًدبم ؿذُ، تبٗ٘ذ ؿذُ ًِ اص آؿبص ًـت اٗي هحلَلات تب ة

ػولٌشد داًِ ٍ ًبّؾ ه٘ضاى هلشف ػوَم ثشإ گ٘بّبى . اػت

ًؾ ًؼجت ثِ گ٘بّبى هوبٍم ثِ ػللٌؾ تشاسٗختِ هوبٍم ثِ حـشُ

ّوچٌ٘ي، هٌلؼت حبكل اص ًـت اٗي دػتِ اص . ث٘ـتش اػت

هحلَلات ثشإ ًـبٍسصاى دس ًـَسّبٕ دس حبل تَػؼِ ًؼجت ثِ 

. كتِ ث٘ـتش ػٌَاى ؿذُ اػتًـَسّبٕ تَػؼِ ٗب

 اهب آٗذ،هٖ ػول ثِ هشاًض ثؼوٖ ػَٕ اص ّبٖٗهخبللت چِ اگش

 صٗؼت تـ٘٘شات سػبًذى حذاهل ثِ ثشإ ًِ اًذپزٗشكتِ ّوِ توشٗجب

 ٍخَد ثب اٗشاى اهب. اػت هشٍسٕ كٌبٍسٕ اٗي اص اػتلبدُ هحٌٖ٘

 ثبس ت٘يًخغ ثشإ اػت تَاًؼتِ طًت٘ي هٌْذػٖ كٌبٍسٕ ثَدى ًَپب

 پبؿٖ ػن ً٘بص ثِ ًِ ًوبٗذ تَل٘ذ آكت ثِ هوبٍم تشاسٗختِ گ٘بُ

 چٌ٘ي ثِ ًِ داًـوٌذاًٖ ًـَسّب، ػبٗش ثشخلاف اهب ثبؿذ، ًذاؿتِ

 اٗشاى دس .گ٘شًذهٖ هشاس تـَٗن هَسد صًٌذهٖ دػت ًبسّبٕ

 دسج ثب ٍ ً٘بهذُ خَؽ إػذُ رائوِ ثِ كٌبٍسٕ اٗي ثِ ٗبثٖدػت

 ارّبى تـَٗؾ ثبػث ػلوٖ اػتٌبد ّ٘چ ىثذٍ آى ػلِ٘ هٌبلجٖ

 ثبػث تٌْب ًِ ػلوٖ ٍ هٌٌوٖ ؿ٘ش  سكتبسّبٕ اٗي. ؿًَذهٖ ػوَهٖ

 ثلٌِ ؿَد، هٖ هحووبى ث٘ي دس تحو٘وبت اًگ٘ضُ سكتي ث٘ي اص

 اص ً٘ض سا ًٌٌذهٖ تحل٘ل سؿتِ اٗي دس ًِ هحووبًٖ ٍ داًـدَٗبى

 تٌَع  ٍعهَم  هٌتوذاى، اكلٖ چبلؾ. داسدهٖ ثبص كؼبل٘ت اداهِ

 آكت ثِ هوبٍهت طى لاصم ثِ تَه٘ح اػت ًِ اًتوبل. اػت صٗؼتٖ

 گ٘بُ ًِ ؿَد هٖ ثبػث تٌْب ًِ گ٘بّبى ػبٗش ثِ  تشاسٗختِ گ٘بّبى اص

 ثلٌِ ثبصگشدد، ح٘بت ًج٘ؼٖ چشخِ ثِ ٍ ٗبثذ ًدبت اًوشام اص

 .ؿَدهٖ ّن صٗؼتٖ تٌَع اكضاٗؾ ثبػث

 تَػي اسٗختِتش هحلَلات هلشف ػذم هٌتوذاى، دٗگش ادػبٕ

-ثٖ ادػب اٗي ًِ  اػت اٗي ٍاهؼ٘ت.  اػت ًٌٌذُ تَل٘ذ ًـَسّبٕ

 ه٘لَ٘ى 111 دً٘ب دس ػَٗب ًـت صٗش ػٌح ًِ چشا. اػت اػبع

 تشاسٗختِ ػَٗبٕ آى ٌّتبس ه٘لَ٘ى 95 حذٍد دس  ًِ اػت ٌّتبس

 دس اػت تشاسٗختِ ػَٗبٕ تَل٘ذًٌٌذُ ثضسگتشٗي ًِ آسطاًت٘ي. اػت

 اٗشاى ثِ سا دسكذ آى 10 ٍ داسد خلٖدا هلشف دسكذ 7 حذٍد

 99دسكذ ًذٍٕ حلَاٖٗ تشاسٗختِ،  49دس اهشٌٗب  .ًٌذهٖ كبدس

دسكذ چـٌذسهٌذ تشاسٗختِ هلشف  95دسكذ ًَٗدِ تشاسٗختِ ٍ 

 دِّ دٍ ثِ ًضدٗي ًِ اػت اٗي اّو٘ت حبئض ًٌتِ .داخلٖ داسد

 ًِ هحلَلاتٖ ؿًَذ،هٖ ًـَس ٍاسد هحلَلات اٌٗگًَِ ًِ اػت

 دس آى ػلوٖ ّبٕخٌجِ ٍ تشاسٗختٖ اصخلَك٘بت اًلاػٖ ٗچُ ًِ

 هحلَلٖ ٗب اػت ث٘ـتش آًْب ػَء اثشات احتوبل آٗب .ً٘ؼت دػت

 دس ىآ ػلوٖ ٍ تشاسٗختٖ اًلاػبت ًلِ٘ ٍ اػت ًـَس ثَهٖ ًِ

اػت؟  دػت

ثب تَخِ ثِ كَاٗذ ػٌَاى ؿذُ ثشإ اٗي تٌٌَلَطٕ ٍ اٌٌِٗ  

ّبٕ كغ ًلِ٘ ًگشاًٖسّبػبصٕ هحلَلات تشاسٗختِ پغ اص س

ؿَد، خبٕ ًگشاًٖ صٗؼت هحٌٖ٘ ٍ اًَلَطٌٖٗ هشتجي اًدبم هٖ

چٌبًچِ پ٘ؾ ثٌٖ٘ . هبًذثشإ هلشف اٗي هحلَلات ثبهٖ ًوٖ

ثب ًـت هحلَلات تشاسٗختِ، تؼذاد  2015ؿذُ اػت ًِ تب ػبل 
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Cloning and investigation of RGT2 gene charecteristics from an
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دهنده هگزوزهاي انتقالپروتئینژن کدکننده20داراي Saccharomyces cerevisiaeمخمر 
به RGT2و SNF3دو ژن . باشدمیRGT2و HXT1-HXT17 ،GAL2 ،SNF3شامل است که

. در انتقال مستقیم گلوکز نقش دارندHXT1-HXT17هايو ژنمل کرده عنوان حسگر گلوکز ع
تخمیر الکلی افزایش و در ها سرعتثابت کردند که با افزایش میزان بیان این ژنپژوهشگران

RGT2ژن جداسازيوشناساییمطالعهاینهدف.یابدآن میزان تولید اتانول افزایش مینتیجه

سازيهمسانهوPCRاز طریق S. cerevisiaeمخمرژنومازRestores Glucose Transport2یا 
در بیانی و پلاسمیدطراحیبرايايپایهمنظوربهمناسببیانیپیشبردارايپلاسمیددرآن

هاي اختصاصی، ژن مورد نظر با در این تحقیق پس از تهیه آغازگر.بودنوترکیبمخمرنهایت
انجام و pGEM-Tتکثیر یافته و پلاسمید یون بین قطعهر شد و واکنش لیگاستکثیPCRروش 
سفید شناسایی شدند و در نهایت براي -هاي ترانسفورم شده از طریق سیستم گزینش آبیکلونی

بررسی . یابی فرستاده شدندتایید نهایی قطعات همسانه شده،  پلاسمیدهاي نوترکیب به توالی
کیلودالتون را کد کرده و 173/83با وزن مولکولیافزاري نشان داد که این ژن پروتئینینرم

از طریق RGT2ژن ،در ادامه. باشدمی68/5و نقطه ایزوالکتریک آن بودهاسیدآمینه763داراي 
توالی پروتئینی . سازي شدهمسانهpGBKT7در پلاسمید NcoIو PstIهاي برش آنزیمی محل

از جمله NCBIموجود در S. cerevisiaeر هاي دیگسویهRGT2pبدست آمده شباهت زیادي با 
هاي هاي فیلوژنتیکی با استفاده از سایر ژننشان داده و بررسی) درصد تشابهP301)100سویه 

. داردSNF3بیشترین ارتباط و شباهت را با RGT2هاي هگزوز نشان داد که دهندهانتقالخانواده
توان میزان نهایت انتقال این ژن به مخمر میبا جداسازي و همسانه سازي و تعیین ویژگی و در

.تولید اتانول را طی تخمیر الکلی افزایش داد

کلیديهايواژه
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مقدمه

با کهايیافتهتوسعهکشورهايدرویژهبهجهانی،هايسیاست
خاصی راتوجهتاشدهسببهستند،روبروانرژيمنابعکمبود

اینمهمترینازیکی.نمایندمعطوف تجدیدپذیرانرژيمنابعبه 
سالهايطی. هستندBiofuel)(زیستیهايانرژي، سوختمنابع
هايسوختازو استفادهتولیدبرايبلندمدتیهايبرنامهاخیر،

درویژهبهتوسعه،حالیافته و درتوسعهکشورهايدرزیستی
De Bari(است تهیه شدهنقلوصنعت حمل et al. 2013(.

تولیدجهاندرامروزهکهزیستیهايسوختاصلی قسمت
در حال حاضر . استاتانول زیستیوزیست سوختشود،می

به یاوافزایش عدد اکتانبراياتانول به صورت مخلوط با بنزین
بینیپیش.شوداستفاده میصورت خالص به عنوان سوخت

به2016سال پایانتااتانول زیستیجهانیتولیداتشود،می
Lee(لیتر برسد میلیارد95از شبی et al. 2011(.

.شودمیحاصلقنديموادتخمیرفرایندهايطیاتانول زیستی
عنوان مخمر به تخمیر یک فرآیند بیولوژیک است که طی آن

CO2ده باعث تبدیل کربوهیدراتها به اتانول ویک کاتالیزور زن

Singh and Bishnoi(شود می گذشتهدر سالهاي .)2012
هاي گسترده در مورد کاربرد مخمرها براي تولید اتانول پژوهش

هاي مختلف مولکولی نظیر امروزه از روش. انجام شده است
جهت S. cerevisiaeهاي سویهسازي در ایجاد همسانهروش

بهبود راندمان تولید الکلی طی فرآیند تخمیر الکلی استفاده 
Rossi)شود می et al. 2010; Gutierrez-Lomeli et al. 2008) .

نوترکیب است يDNAروشها کاربرد یکی از مهمترین روش
Dequinتوسط 1998و در سال Barreتوسط 1993که در سال 

هاي رقابت با سایر روشمعرفی و وارد عرصهBlondingو 
Pretorius(ژنتیک مولکولی شد  et al. 2003(.

هگزوزها از سوخت و سازنهایی دهد فرآوردهها نشان میبررسی
در شرایط S. cerevisiaeجمله گلوکز، فروکتوز و مانوز در 

تنظیمی هوازي اتانول یا اسیدلاکتیک است و اولین مرحلهبی
هگزوزها عبور آنها از طریق انتشار تسهیل شده و سوخت و ساز

بر طبق .باشدغشایی میدههاي انتقال دهنوابسته به پروتئین
هگزوزها در این گونه انتقال دهندهاطلاعات موجود خانواده

و Hxt1p-Hxt17p،Gal2p ،Snf3pهاي مخمر شامل پروتئین

Rgt2pها، تجمع با افزایش فعالیت این انتقال دهنده. باشدمی
Guillaume(شود اتانول یا اسید لاکتیک در سلولها بیشتر می et

al. در انتقال گلوکز Hxt17تا Hxt1هاي انتقال دهنده. )2007
به عنوان RGT2و SNF3براي انتقال گالاکتوز، Gal2نقش دارند، 

ژنی الگوي بیان متفاوتی این خانواده. کنندحسگر گلوکز عمل می
)kinitec(ژگی قدرت جذبداشته و تنظیم آنها به شدت تحت وی

بیان این باشد و گلوکز اولین فاکتور کنترل کنندهها میانتقال دهنده
Ozcan and Johnston(باشد ها میژن 1999; Perez et al. 2005( .

رار گرفته و تولید ژنی در مخمرها مورد مطالعه قبیان این خانواده
هدمهندسی شده مقایسه شوحشی مخمر با سویهدر سویهلاتانو
هاي بدست آمده نشان دادند که تظاهر بیش از حد این داده. است

شود و با تنظیم می ها منجر به افزایش دریافت گلوکز انتقال دهنده
توان منجر به تجمع مسیر بیوسنتز گلوکز میکردن اولین مرحله

در تولید اتانول % 15ی در حدود اسیدلاکتیک شد که یک افزایش
Gutierrez-Lomeli(د شوحشی مشاهده در مقایسه با سویه et

al. 2008; Rossi et al. 2010(.

غاز آRGT2و SNF3حسگرهاي رسانی گلوکز بوسیلهپیام
Rgt1رونویسی Repressor)(مهارکنندهدر این مسیر. شودمی

به پیشبر ژنهاي مهارکنندهاین در غیاب گلوکز. نقش مهمی دارد
HXTمهارکنندهها بویسیله یکسري متصل و از رونویسی این ژن

کند جلوگیري میStd1و Cyc8 ،Tup1 ،Mth1دیگر از جمله 
)Lakshmanan et al. زمانی که گلوکز در محیط وجود .)2003

به و منجرمتصلRGT2و SNF3حسگرهاي دارد به 
(Yeast casein kinase)بوسیلهStd1و Mth1ریلاسیون فسف

Yck1/2سپس. شودمخمري میMth1 وStd1 در کمپلکس
(SCFGr1-ubiquitin-Ligase)تینه شده و در نهایت در یئکویوبی

26Sاز طرفی . )1شکل (شوندیه میزوم تخریب و تجزاپروتئ
pKA)protein kinase A( باعث فسفریلاسیونRgt1 شده و در
فسفریله شده از پیشبر ژنها جدا و رونویسی Rgt1آن نتیجه

Kim(د گیرصورت میHXTژنهاي  et al. 2003(.

حسگر در غشاي پلاسمایی از طریق میزان حضور این دو
ندوسیتوز و انتقال آنها به واکوئل سلول و در نهایت تخریب و ا
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با توجه به این . شودتجزیه در این اندامک سلولی کنترل می
میل ترکیبی کمی با گلوکز دارد و زمانی که میزان RGT2مطلب

ماند و سلول پایدار میدر سطح،گلوکز در محیط بالاست
SNF3در حالی که. گیردسیگنالینگ گلوکز از طریق آن صورت می

میل ترکیبی زیادي با گلوکز دارد و زمانی که میزان گلوکز در 
هاي جدید نشان بنابراین یافته. ماندپایدار می،محیط پایین است

سطح حسگرها را ،دهد گلوکز موجود در محیط و غلظت آنمی
Roy and Kim(کند ي پلاسمایی مشخص میدر غشا 2014( .

RGT2 درصد تشابه با 73باSNF3 حدودkb100دست پایین
SNF3 روي کروموزومIV قرار دارد(Wolfl et al. 1996).

در داخل پلاسمیدRGT2ازي ژن سهدف این تحقیق همسانه
pGEM-Tباشدآمینواسیدي میو بررسی آن از نظر ترادف ژنی و .

، ژن مورد نظر با آنزیم برشی متناسب با بعد از تایید صحت توالی
برش داده شد و جهت افزایش راندمان pGBKT7پلاسمید بیانی

همچنین. سازي شدتولید اتانول در پلاسمید بیانی مخمر همسانه
وشیمیایی توالی پروتئینی بدست آمده با یهاي فیزیکویژگی

Swiss-Protهاي اختصاصی موجود در پایگاه استفاده از بررسی

هاي این هاي فیلوژنتیکی با سایر ژنشده و بررسیبینیپیش
.خانواده صورت گرفت

هاروشومواد

ایی و ایرانی بوده که در نانوسویهS. cerevisiaeمخمر سویه
شود و از مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و پزي استفاده میشیرینی

، Escherichia coliباکتري Top10نژاد . زیستی ایران تهیه شد
VCمارکر  1kb DNA LadderبافروآنزیموT4 DNA ligase

شرکت سیناژن، سیستم Vivantis ،PCR Master Mixشرکت 
pGEM-T VectorشرکتPromegaد و پلاسمیpGBKT7

آنتیهاي برشی از شرکت سیناژن، آنزیم، Clontechشرکت 
آغازگرهاي، کانامایسین و سیلینآمپیبیوتیک

Fext: 5’-ATGAACGATAGCCAAAACTG

Fint: 5´-TCATTTCCAGTTATCAGTGG

Rint: 5´-CAACTTTCCAGCGTTCTTGA

Rext:5’-TTATTGGGGGGAAGTGTATTG

YPD (Yeast Extract Peptoneمحیط کشت اختصاصی.استفاده شد

(Dextrose شرکت ازمخمرعصارهوپپتوندکستروز،حاوي
Merckآلمان تهیه شده بود .

Gancedo(در حضور گلوکزSNF3/RGT2مسیر سیگنالینگ -ب.در غیاب گلوکزSNF3/RGT2مسیر سیگنالینگ -الف-1شکل 2008(.

Figure 1- SNF3/RGT2 signaling pathway in the absence of glucose (A), and in the presence of glucose (B)



pGEM-T یک پلاسمید خطی باTدرانتهاییآویزانمنفرد
پلاسمید شدنحلقويازشکلاینبهکهاست3´انتهاهاي 
PCRمحصولبارالیگاسیونواکنشکاراییوکردهجلوگیري

AیککهحرارتبهمقاوممعینپلیمرازهايDNAباشدهتکثیر

پلاسمید این. دهدمیافزایشکنند،میاضافههاآن5´انتهاهاي به 
آر ان اي پلیمراز در طرفین ناحیهSP6و T7پیشبرهايشامل
داخلدرهمآنبرشیهايسایتناحیه.تساهاي برشیسایت
ست اشدهواقعگالاکتوزیداز-βپپتید آنزیم α–کدکنندهناحیه

).الف2شکل (

کدکنندهتوالیحاوي،بیانیپلاسمیدیکpGBKT7پلاسمید
GAL4)(GalactoseرونویسیفاکتورDNAبه اتصالمیند

این . استADHL (Alcohol dehydrogenase)و پیشبر مخمري
سازي وکتور داراي چندین سایت برشی اختصاصی براي همسانه

پلاسمید .داردرا S.cerevisiaeو E.coliبوده و امکان بیان در 
pGBKT7درگزینشبرايکانامایسینبهاومتمقژنحاوي

TRPو ژن E.coliکشتمحیط (Tryptophan)درگزینشبراي
).ب2شکل (باشدمیمخمرکشتمحیط

S. cerevisiaeکشت مخمر

g10حاوي YPDپس از کشت مخمر در محیط اختصاصی 
آگار و رشد g15مخمر و عصارهg10پپتون، g20دکستروز، 

ها با استفاده از لوپ به محیط کشت مایع نیها، تک کلوکلونی
C30°منتقل و به مدت یک شبانه روز در شیکر انکوباتور در دماي 

.ژنومی استفاده شدDNAقرار داده و جهت استخراج 

DNAجداسازي

سوسپانسیون حاصل از کشت مخمرها در محیط کشت مایع
YPD ابتدا توسط سانتریفیوژrpm14000 بر رسوب داده شد و

Harju)(Harjuروي رسوب حاصله بافر  et al. که حاوي 2004
2% Triton X-100 ،1%SDS ،100 mM NACL ،10 mM Tris-

Hcl(pH 8.0) ،1 mM EDTAها دو تیوبمیکرو.  است اضافه شد
درجه95در دماي یک دقیقه دقیقه در اتانول مطلق سرد و 

تکس شد در ادامه قرار گرفتند، این مرحله تکرار و ورگرادسانتی
با افزودن کلروفرم، ورتکس و سانتریفیوژ، فاز بالایی به تیوب 

-20جدید منتقل، و بر روي آن اتانول مطلق اضافه و در دماي 

مخمر با استفاده از DNAقرار گرفت، در نهایت گرادسانتیدرجه
سازي اسیدنوکلئیک خالص شده و در هاي رسوب و خالصروش

.آب مقطر استریل حل گردیدمیکرولیتر 50-25

تکثیريمحصولسازيخالصوپلیمرازايزنجیرهواکنش

با استفاده RGT2ابتدا آغازگرهاي مناسب به منظور جداسازي ژن 
:NM)با کد دسترسی NCBIاز توالی موجود در  001180198.1)

ژن از دو آغازگر رفت به دلیل طولانی بودن اندازه.طراحی شدند
واکنش. یابی کامل ژن استفاده شداخلی براي توالیو برگشت د

PCRروي ازنظرموردژنتکثیربرايDNAاثباتبراي و
.تگرفقراراستفادهموردهاوکتوردرژنحضور

بکـار گرفتـه   RGT2سـازي ژن  شمایی از پلاسمیدهایی که در همسانه-2شکل 
پلاسـمید  ) ب(سـازي اولیـه   براي همسـانه pGEM-Tپلاسمید پایه ) الف: (شد

pGBKT7بیانی 

Figure 2- The schematic map of vectors used for cloning of
RGT2 gene: (A) pGEM-T vector for primary cloning (B)
pGBKT7 expression vector.

B

A
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PCR،μl4Master mixواکنشمیکرولیتر20تهیهبراي (5x)،

μl2./ ،آغازگر رفتμl2./ نانوگرم 50آغازگر برگشت وDNA،به
μl6/14استانداردبرنامه. شداضافهاستریلمقطرآبPCRشامل

درجه94رددقیقه4مدتبهاولیهسازيواسرشتهمرحله
هروچرخه35شاملکهتکثیرمرحلهادامهدروگرادسانتی
دمايثانیه50گراد،سانتیدرجه94دمايثانیه60شاملچرخه

دروگرادسانتیدرجه72ي دماثانیه80وگرادسانتیدرجه50
درجه72دمايدردقیقه10شاملپایانیمرحلهیکنهایت
آگارزژلرويPCRتکثیريمحصولازنیمی.بودگرادسانتی

. شوندبررسیشده،تکثیرباندهايتاشدبارگذاريدرصدیک
فرآوردهماندهباقی، شدمشاهدهنظروردمباندآنکهازپس

.شددادهرسوبوسازيخالصشدهتاییدPCRتکثیري

pGEM-Tهمسانه سازي در پلاسمید 

واکنش μl10برايلازممواد،DNAيهقطعدواتصالبراي
pGEMپلاسمید )/.ng300-100)μl5لیگاسیون شامل  -T ،ژن

RGT2)تکثیريرآوردهفPCR3ت نسببه)دهسازي شخالص
،T4-DNA ligase2×بافر)μl5/1( ،)μl5یا ng900(پلاسمیدبرابر

آب مقطر μl5/2و )/.T4-DNA ligase)μl5واحد آنزیم 5
ساعتیکمدتبهوشدریخته /. ml5استریل در تیوب استریل 

درجه4دمايدرشبیکمدتبهسپسواتاقدمايدر
یمی اسفنجانی و تاري نژاد رح(ند شددادهقرارگرادیسانت

2013.(

حرارتی شوكروشبهباکتریاییسلولهايترانسفورماسیون
(Heat-shock)

سلولهايابتداحرارتی،شوكروشبهترانسفورماسیونبراي
واکنشمحصولوگرادسانتیدرجه-70ر فریزازباکتريمستعد

ت مدبهوشدهخارجگرادیسانتدرجه-20ز فریزازلیگاسیون
واکنشمحصولنصفسپسگرفتند،قراریخرويدقیقه15

Escherichia coliسلول مستعد μl50به روي )μl5(لیگاسیون 

یخرويدقیقه45ت مدبهوشدندمخلوطآرامیبهاضافه و 
درجه42ي دمادرثانیه42ا هنمونهسپس.دشدندادهقرار

منتقلیخرويبهدقیقه2سرعتبهوقرارگرفتندگرادسانتی
بدونمایعLBکشتمحیطمیکرولیتر850ادامهدر.دشدن

سرعتباساعتیکمدتبهواضافههابه نمونهبیوتیکتیآن
rpm180شیکردارانکوباتوردرگرادسانتیدرجه37ي دمادر

باکتریاییسلولهاياز μl20-200حدودنهایتدر. قرارگرفتند
مناسببیوتیکآنتیحاويجامدLBط محیرويشده،ترانسفورم

انکوباتوردرشبیکمدتبهوشدندکشتIPTGوX-Galو
هايکلونیسپس.دشدندادهقرارگرادسانتیدرجه37ي دمابا

ازاستفادهباوشدندتاییدآنهارويPCRانجامبارنگسفید
شود،مینامیدهMiniprepاختصار بهکهپلاسمیداستخراجروش
رحیمی اسفنجانی و تاري (قرارگرفتندپلاسمیداستخراجمورد
استخراجپلاسمیدهايرويدیگريPCRانجامبا). 2013نژاد 
جنوبیکرهیابیتوالیمرکزبهیابیتوالیبرايآنها،تاییدوشده

.شدندارسال

pGBKT7سازي در پلاسمید همسانه

جود در آن با موRGT2و ژن ) الف2شکل (pGEM-Tپلاسمید 
برش یافته و روي ژل آگارز با NcoIو PstIهاي برشی آنزیم
الکتروفورز و (Low Melting Point Agarose)ي ذوب پایین نقطه

MCSدر طرفین NcoIو PstIهاي برشیسایت(شد بررسی

، باند مربوط به ژن از ژل )قرار داشتpGEM-Tپلاسمید 
با RGT2لیگاسیون ژن اتصال و. شدسازيجداسازي و خالص

و PstIتوسط دو آنزیم برشی که ) ب2شکل (pGBKT7پلاسمید 
NcoI به خطی شده بود،  انجام و در نهایت پلاسمید نوترکیب

انتقال یافت و Top10نژاد E. coliروش شوك حرارتی به باکتري 
بیوتیک جامد حاوي آنتیLBها روي محیط بعد باکتريدر مرحله

تعدادي کلونی به عنوان در ادامه . گزینش شدندکانامایسین
تاییدآنهارويPCRانجامباوهاي نوترکیب انتخاب کلونی
ودر نهایت استخراج پلاسمیدهاي نوترکیب انجام گرفته .شدند
هضموPCRتکنیک دوازاستفادهبانوترکیبهايکلونی

.گرفتندقراربررسیموردآنزیمی

بررسی توالی

ازاستفادهباآمدهبدستپروتئینشیمیاییوی فیزیکايهویژگی
توالی. گردیدتعیینProtScaleو ProtParamهايبرنامه

درمشابههايپروتئینیافتنمنظوربهآمدهدستبهاياسیدآمینه
ملیمرکزpBLASTبرنامهازاستفادهبااطلاعاتیهايبانک
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گرفتهقرارجستجوردمو(NCBI)آمریکابیوتکنولوژياطلاعات
کهS. cerevisiaeهاي دیگر سویهازپروتئینیتوالیتعداديو

برايوانتخابداشتند،نظرموردتوالیباراشباهتبیشترین
همچنین . گرفتندقراراستفادهموردچندگانهسازيهمردیف

و انواع Rgt2pبررسی فیلوژنتیکی با استفاده از انواع مختلف 

انجام MEGA4افزار قال دهنده هگزوز با استفاده از نرمهایی انتژن
کهS. cerevisiaeهاي دیگر سویهازپروتئینیهايتوالی. شد

بهگرفتندقراراستفادهموردچندگانهسازيهمردیفتهیهبراي
.اندشدهذکر) 1(جدولدردستیابیشمارههمراه

هاي دیگر مخمرسویهآن در اي هاي اسیدآمینهسایر توالیباRgt2pاي شباهت توالی اسیدآمینه-1جدول 

Table 1- Amino acid similarity of obtained Rgt2p with other amino acid sequences in different yeast strains

درصد یکسانی
Identity

درصد تشابه
Similarity

نام سویه
Yeast strain

نام اختصاصی ژن 
gene

دستیابیشماره 
Acc. number

9999Saccharomyces cerevisiae
EC1118

Rgt2pCAY78369.1

99100S. c P301Rgt2pED708408.1

9999S. c x S kudriavzevii VIN7Rgt2pEHN08207.1

9999S. c JAY291Rgt2pEEU08513.1

9999S. c S288cRgt2pNP 010143.1

9999S. c R008Rgt2pEWG86946.1

9999S. c Kyokai no. 7Rgt2pGAA22109.1

9999S. c FostersBRgt2pEGA59412.1

9987S. c x S kudriavzevii VIN7Rgt2pEHN033394.1

7699S. c Vin 13Rgt2pEGA79645.1

8964S. c JAY291Snf3pEEU05315.1

8964S. c P301Snf3pEWG91618.1

8964S. c Kyokai no. 7Snf3pGAA22058.1

بحثوجینتا

RGT2تکثیر ژن 

بـا اسـتفاده از   RGT2ژنـومی مخمـر، ژن   DNAپس از اسـتخراج  
محصـول  . تکثیـر شـد  PCRآغازگرهاي طراحی شده در دسـتگاه 

PCR جفت بازي روي ژل آگـارز بـود کـه بـا ژن     2292یک باند
RGT2 موجود در بانک اطلاعاتیNCBI  شـکل  (مطابقت داشـت

3.(

pGEM-Tیر شده در پلاسمید تکثDNAسازي همسانه

DNA تکثیر شده از واکنشPCR براي ژنRGT2خالصازپس
pGEM-Tدر وکتـور  PCRمحصـول مانـده بـاقی رويازسازي

واردبـا پپتید α–شدن غیرفعالوکتورایندر. شدهمسانه سازي
هـاي ینوکل ـ(هـا نوترکیـب شناسـایی اجازهالحاقی،DNAشدن
ایـن بهاستنادبا.دهدمیآبی -سفیدلگرياغربطریقازرا)سفید

انتخاب)سفید(نوترکیبهاينیوکلازتعدادي،پلاسمیدویژگی
شـد تاییـد هانیوکلآنرويPCRبالیگاسیونواکنشدرستیو
).4شکل (
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.Eتراریـزش ازپـس ژنحضوربرايهاکلونیتاییدمراحل

coliپلاسمید باpGEM-T+ RGT2

بـراي شـده سازيهمسانهDNAقطعهیابیتوالیکهاینبهتوجهبا
ازتعـدادي بنـابراین بـود، نشـده مشـخص هنـوز RGT2ژن 

پلاسـمید بـا تراریـزش واکـنش ازپـس کـرده رشـد هاينیوکل
pGEM-T+ RGT2سـه درشـده کلـون قطعهوجودتاییدبراي

انتخـاب هـاي نیوکلابتداکهترتیببدین.دشدنآزمایشمرحله
اختصاصـی آغـازگر جفـت ازاسـتفاده باوPCRشروبهشده

شـکل  (گرفتنـد قرارارزیابیمورد،سازيهمسانهدرشدهاستفاده
مثبـت PCRدرکـه هـایی نیوکل ـازتعداديدوم،مرحلهدر). 4

اسـتخراج ازپـس .شـدند انتخابپلاسمیداستخراجبرايبودند
اب ـشـده اسـتخراج پلاسمیدDNAرويدیگريPCR،پلاسمید
سازيهمسانهدرشدهاستفادهاختصاصیآغازگرجفتازاستفاده

-pGEMبـرش آنزیمـی پلاسـمید    در نهایت ). 5شکل (شدانجام

T+RGT2 با دو آنزیم برشیPstI وNcoI  که در دو طرف سـایت
دادنشانواکنشایننتیجه.برش اختصاصی قرار دارند انجام شد

پلاسـمید ایـن دربـاز فـت ج2292ی تقریباندازهباايقطعهکه
). 6شکل (استشدهسازيهمسانه

بـا  RGT2ژن DNAحاصـل از تکثیـر   PCRمحصولالکتروفورز-3لشک
مـورد هاندازباکهبازيجفت2292باند آغازگرهاي اختصاصی طراحی شده،

M(Kb). چهـار تکـرار مسـتقل هسـتند    4و 3، 2، 1.مطابقـت داشـت  انتظار

.kb1مارکر 

Figure 3- Electrophoresis of PCR product resulting from RGT2 gene
amplification with specific designed primers, 2292bp band Corresponds
to expected size. 1, 2, 3, 4 are four independent replications. M(Kb) is
1kb DNA ladder 500 to 10000bp.

ازتعداديبررسیازحاصلPCRتصویر الکتروفورز محصول -4کلش
باتراریزشازپسانتخابیمحیطرويکردهرشدنوترکیبايهینوکل

، مشاهده RGT2ژن اختصاصیآغازگرجفتازاستفادهبالیگاسیونمحصول
.ندکمیتاییدراهانیوکلدرشدهسازيهمسانهقطعهحضورbp2292باند 

.مارکرM(Kb). چهار تکرار مستقل هستند4و3، 2، 1

Figure 4- Electrophoresis of PCR product by using specific primers of
RGT2 gene on recombinant colonies after transformation with ligation
product and growing on selectable media, the observation of 2292bp band
confirmed physical presence of cloned vector into colonies. 1, 2, 3, 4 are
four independent replications. M(Kb) is 1kb DNA ladder 500 to 10000bp.

ازتعـدادي بررسـی ازحاصـل PCRتصویر الکتروفـورز محصـول   -5شکل
اختصاصـی آغـازگر فـت جازاستفادهباشده،استخراجنوترکیبپلاسمیدهاي

درشـده سـازي همسـانه قطعـه حضورbp2292ي باند ِ، مشاهدهRGT2ژن 
M(Kb). چهـار تکـرار مسـتقل هسـتند    4و3، 2، 1. نـد کمیتاییدرانیهاوکل

.مارکر

Figure 5- Electrophoresis of PCR product by using specific primers of
RGT2 gene on extracted recombinant plasmid, the observation of 2292bp
band confirmed physical presence of cloned fragment into colonies. 1, 2,
3, 4 are four independent replications. M(Kb) is 1kb DNA ladder 500 to
10000bp.



عزیزي و تاري نژاد...RGT2هاي ژن سازي و بررسی ویژگیهمسانه

1394بهار و تابستان / 1شماره / 4دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  18

بـا  شـده جاسـتخرا برش آنزیمی پلاسمید نوترکیب تصویر الکتروفورز -6شکل
ــزیم ــد ِمشــاهده.NcoIو PstIبرشــی هــاي آن ــهحضــورbp2292بان قطع

.مارکرM(Kb). ندکمیتاییدراشدهسازيهمسانه

Figure 6- Electrophoresis of recombinant plasmid digested with PstI and
NcoI restriction enzymes, the observation of 2292bp band confirmed
physical presence of cloned fragment. M(Kb) is 1kb DNA ladder 500 to
10000bp.

.
حاصـل پلاسـمید DNAهـاي نمونهازعددچهارد تعدابنابراین،

نتایج توالی یـابی  .شدارسالیابییتوالمرکزبهتوالیتعیینبراي
بـــــر روي RGT2بـــــراي ژن SP6و T7آغـــــازگربـــــا دو 
انگر ایـن بـود کـه موقعیـت قرارگیـري آن      نمایpGEM-Tپلاسمید

پلاسمید در جهت معمـولی  (MCS)روي سایت برشی اختصاصی 
قــرار دارد و یــک T7در ســمت ATGباشــد و کــدون آغــاز مــی

در ادامـه ایـن ژن بـا    . نمایـد اسیدآمینه را رمز مـی 763پروتئین با 
pGBKT7در پلاسـمید NcoIو PstIهاي برشـی  استفاده از سایت

شـده از بـرش   سـازي همسانهبراي تایید قطعه. شدسازيهمسانه
MCSکـه در دو طـرف   NcoIو PstIآنزیمی با دو آنـزیم برشـی   

بررســی ).7شــکل (قــرار دارد اســتفاده شــد pGBKT7پلاســمید 
ازاستفادهباآمدهبدستپروتئینشیمیاییوی فیزیکهاي ویژگی
وشـده سـبه محامولکـولی وزنکهدادنشانProtParamبرنامه
بـا فرمـول   Rgt2pپـروتئین شـده بینـی پـیش یزوالکتریـک انقطه

173/83بـــه ترتیـــب برابـــر ،C3737H5805N97701126S23مولکـــولی 
بوده و شاخص ناپایداري آن در لولـه آزمـایش   68/5کیلودالتون و 

هــاي پایــدار مــی باشــد کــه در رســته پــروتئین39/36در حــدود 
.شودبندي میتقسیم

(بـــرش آنزیمــی پلاســـمید نوترکیــب   تصـــویر الکتروفــورز  -7شــکل  

(pGBKT7+RGT2برشـی  هـاي  بـا آنـزیم  شـده استخراجPstI وNcoI،.

مـی تاییدراشدهسازيهمسانهقطعهفیزیکیحضورbp2292ي باند ِمشاهده

.kb1مارکرM(Kb).ندک
Figure 7- Electrophoresis of recombinant plasmid (pGBKT7+RGT2)
digested with PstI and NcoI restriction enzymes, the observation of
2292bp band confirmed physical presence of cloned fragment. M(Kb) is
1kb DNA ladder 500 to 10000bp.

به عنوان یک عامل مهـم بـه منظـور    (Aliphaticهمچنین شاخص 
و نیمـه عمـر ایـن    ) برابـر حـرارت  هـا در  برآورد مقاومت پروتئین
محاســبه شــده بوســیله برنامــه    in vivoپــروتئین در محــیط  

ProtParam ، د ساعت محاسبه ش ـ20حدوددر و 33/95به ترتیب
که بیانگر پایداري و مقاوم بـودن پـروتئین در برابـر حـرارت مـی      

Gasteiger)باشـد  et al. محاسـبه  Hydropathyشـاخص  . (2005
DoolittleوKyteروشبـه ProtScaleبرنامـه ازاسـتفاده باشده

بـالا، احیاءکنندگی، به دلیل خاصیت Rgt2pپروتئینکه نشان داد
Kyte and Doolittle)باشـد مـی گریزآبزیاديمیزانبه 1982)

218ترمینال گسترش یافتـه از ایـن پـروتئین شـامل     C. )8شکل (
سیتوپلاسم قـرار  اسید آمینه است که از غشاي پلاسمایی به سمت 

دامنه انتقـال دهنـده درون غشـایی    12داراي RGT2حسگر . دارد
پیـام رسـانی و   ). 9شکل (است که در شکل نشان داده شده است

هـاي  سیگنالینگ گلوکز از طریق اتصال گلـوکز بـه یکـی از دامنـه    
شـود  کنـد ایجـاد مـی   سیگنال عمل میغشایی که به عنوان گیرنده

)Ozcan et al. 1998(.
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Rgt2pتوالی پروتئین Hydropathicبررسی شاخص -8شکل 

Figure 8- Survey on Hydropathic index of Rgt2 protein sequence.

.اندشدهگذاريشماره12ا ت1ازدهندهانتقالهايدامنهRgt2p.گلوکزحسگرازبعديدوتوپولوژي-9شکل

Figure 9- Two dimension topology of Rgt2p glucose sensor. Protein transduction domains are numbered from 1 to 12.

هـاي دیگـر   از سـویه Rgt2pبا سـایر  آمدهبدستپروتئینیتوالی
که بیشترین شباهت را داشتند با اسـتفاده از S. cerevisiaeر مخم

شــــدمقایســــهMultAlinآنلایــــنافــــزارنــــرم
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/)) نتایج). 10شکل

پروتئین بدست آمده بالاترین تشابه را بانشان داد کهآمدهبدست
Rgt2p از مخمــرS. cerevisiaeســویهP301100میــزان بــه %

همچنـین  . داردsimilarity and identity)(یکسانی% 99تشابه و 

.EC1118،Sهاي با سویه c. x S kudriavzevii VIN7،JAY291،
S288c،R008،Kyokai no. 7،FostersB تشـابه  %  99میـزان  به

بررسی درخت فیلـوژنتیکی هـم   ).1جدول (یکسانی دارد % 99و 
دهـد  رسم شده است نشان میMEGA4افزار م که با استفاده از نر

هاي همتاي خود ژن مورد بررسی ارتباط خیلی نزدیک با سایر ژن
).11شکل (دارد S. cerevisiaeهاي دیگر مخمر در سویه
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.Sهاي دیگر مخمر هاي سویهRgt2pاي سایر با توالی اسیدآمینهpGEM-Tمید شده در پلاسسازيهمسانهRgt2pاي اي توالی اسیدآمینههمردیفی مقایسه-10شکل 

cerevisiae موجود درNCBIي با استفاده از برنامهMultialign .دهدهاي مورد توافق را پس از مقایسه نشان میردیف آخر توالی.

Figure 10- The obtained Rgt2 Amino Acid sequence was aligned with other sequences of the same protein in S. cerevisiae by using of Multialign program.

The last row shows the consensus sequences after alignment.
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 S.c Iranian

 S.c P301

 S.c EC1118

 S.c x S.kudriavzevii VIN7

 S.c JAY291

 S.c ROO8

 S.c FostersB

 S.c S288c

 S.c Kyokai no.7

 S.c x S.kudriavzevii VIN7(2)

79

73

59

51

20

21

39

موجـود در بانـک اطلاعـاتی    S. cerevisiaeهـاي دیگـر   خود در سـویه هاي همتايیابی شده با سایر ژنتوالیRgt2pاي درخت فیلوژنتیکی توالی اسیدآمینه-11شکل 

NCBIافزار با استفاده از نرمMEGA4رسم شد.

Figure 11- Phylogenic tree of Rgt2 amino acid sequence with other peer genes existed in NCBI for other strain of S. cerevisiae. This tree was drawn by

MEGA4 software

موجـود در  S. cerevisiaeهـاي هگـزوز  دهنـده هاي انتقالسویه ایرانی با سایر ژنS. cerevisiaeمخمر RGT2درخت فیلوژنتیکی توالی نوکلئوتیدي ژن -12شکل 

.آورده شده استکد دسترسی هر ژن داخل پرانتز . رسم شدMEGA4افزار با استفاده از نرمNCBIبانک اطلاعاتی 

Figure 12- Phylogenic tree of RGT2 gene sequence from Iranian strain of S. cerevisiae with other hexose transporter genes existed in NCBI. This tree was

drawn by MEGA4 software and accession number of each gene was brought into parenthesis.
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بـا  RGT2به منظور آشکارسازي و کشف روابط خویشـاوندي ژن  
براین . دهنده هگزوز، آنالیز کلاستر انجام شدهاي خانواده انتقالژن

هـاي ایـن   ارتبـاط نزدیکـی بـا ژن   RGT2اساس مشخص شد ژن 
از ایـن  SNF3خانواده دارد و بیشترین ارتباط و شـباهت را بـا ژن   

در سطح پـروتئین  BLASTنتایج . )11شکل(ي ژنی دارد خانواده
بـا  %) 89یکسـانی  % (64نشان داد پروتئین مورد بررسـی شـباهت   

Snf3p     حسگر مهـم دیگـر گلـوکز در مخمـرS. cerevisiae دارد
).1جدول (

هاي هگزوز روي پلاسمیدهاي مختلف دهندهژنی انتقالخانواده
شده در و افزایش تولید اتانول در سویه مهندسی سازيهمسانه

به طور مثال . وحشی مخمر مشاهده شده استمقایسه با سویه
Rossi هااز بین این انتقال دهنده)2010(و همکارانHXT7 و
HXT1 و افزایش تولید اتانول را در سویهسازيهمسانهرا

HXT7 ،HXT1نیز2012در سال . مهندسی شده مشاهده کردند

Condida intermediaاز) یلوزي زادهندهانتقال(GXS1 ،GXF1و

-MT8و به مخمرسازيهمسانهpUPG1را به پلاسمید

1/XkdXIکار با پلاسمید شاهد در نهایت نتیجه. منتقل کردند
این نتایج به طور . مقایسه و افزایش تولید اتانول مشاهده شد

- ها در مخمر میدهند که افزایش بیان انتقال دهندهآشکار نشان می

تسهیل مصرف گلوکز بهبود انایی تولید اتانول را بوسیلهتواند تو
Takanori(بخشد  et al. طریقازHXT2در ایران نیز ژن .)2012

ا و جدایرانیسویهسرویزیهساکارومایسسازPCRسازيبهینه
شمارهباژناین. سازي شدهمسانهpTZ57R/Tدر پلاسمید 

JQسترسی د شدهثبتژنجهانیبانکدر323554.1
Amiri).(است et al. 2011

سازي همسانهpGEM-Tي ابتدا در پلاسمید پایهRGT2توالی ژن 
سازي هاي برشی براي همسانهازآنزیماستفادهشد تا محدوده

قويپیشبریکبهنیازژناینبیانبراي. افزایش یابد
GAPDH-promoterو ADH-promoterنظیر (Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase باعثپیشبرهااینکهباشدمی(
مخمرهايسلولتوسطقندهاي هگزوزجذبمیزانافزایش

در ادامه . شوندتخمیري میفرآیندطیالکلو افزایش تولید
است ADH-promoterکه حامل pGBKT7این ژن در پلاسمید 

بسیارمخمردرپروتئینبیانبرايپلاسمیدنای.سازي شدهمسانه
درآنبیانجهتRGT2ژنانتقالبرايآنازو باشدمیمناسب
. شدخواهداستفادهمخمر

نهاییگیرينتیجه

اي، همردیفی مقایسه(براساس آنالیزهاي مختلف بیوانفورماتیکی 
یابی شده توالیمشخص شد قطعه) بلاست، درخت فیلوژنتیکی

هاي سویهS. cerevisiaeمخمرRGT2زیادي با توالی ژن شباهت
و جداسازيازگزارشاولیناین.داردNCBIثبت شده در دیگر 

این .ژنتیک در ایران استمهندسیطریقازژناینسازيهمسانه
ونوترکیبپلاسمیدهايتولیدپیشرفتبرايمطالعه راهی 

است باامید.استآیندهمطالعهبرايژناینبیان
دهنده ژنهاي انتقالسایروژناینرويبررسی بیشتر

افزایشجهتنوترکیبآینده مخمردراحتمالاًهگزوز
.نمودتهیهS. cerevisiaeتخمیرطیالکلتولیدراندمان

دانشگاهپژوهشیمحترممعاونتاز:قدردانیوتشکر
پژوهشاینمالیتامینبخاطرآذربایجانمدنیشهید
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تورهاي کبالت و کیتوزان بر میزان تولید آرتمیزنین و ییستاثیر نانو ال
Artemisia annuaدر گیاه DBR2و SQSبیان دو ژن کلیدي 

The Effect of Nano Cobalt and Nano Chitosan on
Artemisinin production and expression of SQS and

DBR2 genes in Artemisia annua
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هاي مختلف مانند مقابله با به دلیل تولید آرتمیزنین با خاصیت) Artemisia annua(گیاه درمنه 
در این . باشدها، داراي اهمیت ویژه میرمان انواع سرطانهاي عامل بیماري مالاریا و دپلاسمودیم

هاي کلیدي بررسی تاثیر الیسیتور نانوکبالت و نانو کیتوزان روي میزان بیان ژنمطالعه به منظور 
در سوسپانسیون سلولی درمنه و مقدار تولید این ماده ) DBR2و SQS(آرتمیزنین مسیر بیوسنتزي 

میلی گرم در لیتر نانو 15و 10، 5میلی گرم در لیتر نانوکبالت و 5و 5/2، 25/0هاي از غلظت
بیشترین میزان تولید آرتمیزنین در . ساعت استفاده شد72و 48، 24، 8کیتوزان در چهار بازه زمانی 

در تیمار فوق، تولید آرتمیزنین . ساعت حاصل شد24میلی گرم در لیتر نانوکبالت و بعد از 5تیمار 
-همبستگی معکوس و معنی). µg/g d.wt35/113(برابر افزایش داشت 25/2ونه شاهد نسبت به نم

با میزان تولید آرتمیزنین در تیمارهاي مختلف نانوکبالت DBR2و SQSداري بین بیان دو ژن 
ساعت و افزایش غلظت 72همچنین افزایش میزان غلظت نانوکبالت در بازه زمانی . وجود داشت

DBR2و SQSهاي داري در بیان ژنساعت، باعث کاهش معنی48ازه زمانی نانوکیتوزان در ب

- هاي زمانی ذکر شده با کاهش بیان ژنهاي بالا و در بازهنانوذرات مورد مطالعه، در غلظت. شد
هاي دخیل در مسیرهاي انحرافی بیوسنتز آرتمیزنین، باعث به عنوان ژنDBR2و SQSهاي 

.ماده شدافزایش میزان بیوسنتز این 

هاي کلیديواژه
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مقدمه

هاي ثانویۀ گیاهان یک منبع منحصر به فرد براي تهیه متابولیت
هاي داروها هستند که اغلب هنگامی که گیاهان در معرض تنش

- رسان قرار میهاي پیامگوناگون مانند الیسیتورها و یا مولکول
Zhao(شوند گیرند، تولید می et al., آرتمیزنین، متابولیت .)2005

ترپن یک اندوسزکوییArtemisia annuaثانویه موجود در گیاه 
ها که در درمان بیماري مالاریا، برخی انواع سرطانلاکتون است

مانند سرطان خون، سرطان سینه، سرطان کولون و سرطان ریه 
Lei(شود استفاده می et al., سطح تولید این ماده در گیاه .)2011

شدن بسیار پایین بوده است که به همین دلیل  سبب گران قیمت 
سنتز شیمیایی آن نیز بسیار پر هزینه . شده استمربوطهداروهاي 

از زمان شناخته شدن خواص . است و صرفه اقتصادي ندارد
هاي زیادي جهت افزایش تولید این ماده دارویی آرتمیزنین، تلاش

شده است، ولی تا به امروز محققین به یک روش تجاري انجام
Ferreira(اندبراي افزایش سطح تولید آن دست نیافته et al.,

ترکیباتیتولیدکشت سلولی جایگزین بسیار مناسبی براي. )1995
ها ها از گیاهان و یا سنتز شیمیایی آنکه استخراج مستقیم آناست

ها و عوامل رونویسی مرتبط در یک بررسی بیان ژن. دشوار است
-مسیر متابولیتی مشخص در شناسایی و چگونگی تنظیم بیان ژن

در واقع فهم . کندمیهاي آن مسیر متابولیتی کمک شایانی 
ها به محقق براي دستکاري هرچه بهتر و چگونگی عملکرد ژن

ها و در نهایت افزایش تولید فرآورده مورد نظر هدفمندتر بیان ژن
Zhao(دهد اطمینان بالاتري می et al., - استفاده از الیسیتور. )2005

هاي اصلی جهت افزایش تولید ها در کشت سلولی یکی از روش
، با اضافه کردن مقدار کمی القاء. هاي ثانویه استمتابولیت

یابی به غلظت بالاي شود تا زمان دستالیسیتور موجب می
Mulabagal and Tsay(یابد محصولات کاهش  تغییر .)2004

-ها یک روش براي افزایش محصولات متابولیتغلظت ریزمغذي
Jimenez-Aparicio and(هاي ثانویه در کشت سلولی است 

Gutierrez-Lopez, ها خصوصیات مواد با تغییر اندازة آن. )1999
ز ئها در واحد سطح حاکند و درصد اتمبه سمت نانو تغییر می

هاي مهم و غیر قابل انتظار نانوذرات تا شاخص.شوداهمیت می
هاي سطحی مواد است که به جاي حدود زیادي در نتیجۀ ویژگی

ها با افزایش نسبت اتم. خصوصیات توده اي مواد غالب شده است

رود که این خود باعث در سطح، انرژي آزاد نانو ذرات بالا می
-نانوفناوري زیستی می. شودتغییرات زیادي در خواص ماده می

تواند سبب تغییرات شگرفی در کشاورزي شود البته مهندسی 
.تواند کمک شایانی به پیشرفت در این زمینه نمایدژنتیک می

گلوکزآمین -استیل- هاي انکیتوزان یک بیوپلیمر خطی با مونومر
-2مونومرهاي آن از نوع . است) 1βبه 4(با پیوندهاي خطی

,Jahanshahi)باشد گلوکان می- β-D-دزوکسی-2-آمینو 2011).
امروزه نانوذرات کیتوزان به دلیل دارا بودن خواص گوناگون در 

هاي مختلفی از جمله تغذیه، دارویی و کشاورزي مورد توجه زمینه
ساکارید کیتوزان به عنوان یک الیسیتور پلی. رفته استقرار گ

هاي ثانویه در کشت زیستی مؤثر جهت افزایش بیوسنتز متابولیت
زیادي هايپژوهشهاي گیاهان دارویی در سلولی بسیاري از گونه

Cheng(اثبات شده است  et al., به پژوهشدر این .)2006
بررسی اثر نانوکیتوزان روي میزان بیان دو ژن دخیل در سنتز 
آرتمیزنین و مقدار تولید آن در کشت سلولی گیاه درمنه پرداخته 

فلزاتی که چگالی بیش (کبالت یکی از فلزات سنگین .شده است
کم مصرف عناصروو جز) مکعب دارندمترگرم بر سانتی5از 

,Fotouhi Ghaznini and Heidari)است و ذرات جزنانو.(2011
هاي غیرزیستی و موادي هستند که بطور غیرمستقیم موجب محرک

هاي دو اخیراً یون. شوندهاي ثانویه میالقاي تولید متابولیت
ظرفیتی  کبالت و روي به علت تأثیر مثبتی که روي تولید 

Trejo-Tapia(اند هاي ثانویه دارند مورد توجه قرار گرفتهمتابولیت

et al., اثر نانوکبالت روي میزان بیان دو پژوهشدر این .)2001
ژن دخیل در سنتز آرتمیزنین و مقدار تولید آن مورد بررسی قرار 

کرد بررسی عملوها هاي مسیر تولید متابولیتشناخت ژن.گرفت
در مسیر سنتز . ها لازم استالیسیتور بر بیان هر یک از آن

از دو ) FDP(آرتمیزنین اولین مرحله تشکیل فارنزیل دي فسفات 
بعد از آن انتخاب شاخۀ .مسیر سیتوزولی و یا پلاستیدي است

از پیش مادة (ها ترولها و یا شاخۀ تولید استرپنتولید سزکویی
(FDPبراي تولید سزکویی. شوندبه صورت هماهنگ کنترل می-
Squalene(SQC)سیکلازترپنها ابتدا آنزیم سزکوییترپن

Cyclaseها لازم شود و براي ساخته شدن استرولساخته می
Squalene)است که ابتدا آنزیم اسکوالن سینتاز Synthase, SQS)

یابد تولید آرتمیزنین ی ساخت استرول افزایش میوقت. تولید شود
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Lange(یابد و بالعکس کاهش می et al., کنترل معکوس . )2000
توسط میکونازول، در گیاه SQSاین دو ژن از طریق مهار ژن 

Weathers(درمنه نیز اثبات شده است  et al., تشکیل .)2004
داین-4،11-اولین پیش ماده مخصوص آرتمیزنین، یعنی آمورفا

(Amorpha-4,11 dine)اي به نام سیکلاز ویژهترپنتوسط سزکویی
ADS( ،(Amorphadiene(داین سینتاز -4،11-آمورفا dine

synthase)گیرد که باعث حلقوي شدن صورت میFDPشودمی .
میزنیک الکل و سپس به آرتP450داین - 4،11-سپس آمورفا

-هیدروآرتمیزنیکآلدهید و در نهایت به ديآلدهید آرتمیزنیک

Dihydroartemisinic(ید ئآلد acid: DHAA(شود تبدیل می
Teoh() 1شکل ( et al., ید ئبعد از تشکیل آرتمیزنیک آلد. )2009

مسیر تشکیل آرتمیزنین و سایر محصولات به طور کامل مشخص 
ید وجود ئآلدرسد دو مسیر پیش روي آرتمیزنیکبه نظر می. نیست

AB((Arteannuin(بی ینئآنودارد، یک مسیر منجر به تشکیل آرته

B)مسیر تشکیل. شودو دیگري منجر به تشکیل آرتمیزنین می
ABاسید ید به آرتمیزنیکئآلدبا اکسیداسیون آرتمیزنیک

(Artemisinic acid))AA ( توسطCYP و یا یک
تشکیل ABشود و در نهایت انجام می) Aldh1(یددهیدروژناز ئآلد
Teoh(شودمی et al., اظهار ) 2001(دینگرا و ناراسو . )2009

و AT ((Artemisitene)(تواند به آرتمیزیتن میABاند که داشته
,Dhingra and Lakshmi Narasu(سپس به آرتمیزنین تبدیل شود 

به آرتمیزنین تبدیل AAدادند نشان ) 2007(براون و سی .)2001
Brown and Sy(شود نمی با دانش کنونی، هیچ سیستم . )2007

وجودATبه آرتمیزنین به واسطۀ ABآنزیمی در گیاه براي تبدیل 
Nguyen(ندارد  et al., رسد که بنابراین، اینگونه به نظر می.)2011

AB تنها محصول نهایی یکی از دو شاخۀ مسیرseco-cadinanes

Nguyen(است A. annuaدر گیاه ) ABشامل آرتمیزنین و ( et

al., مشاهده می شود در شاخه 1همان طور که در شکل .)2011
ید توسط سیتوکروم و توسط ئآلددیگر از این مسیر آرتمیزنیک

- ید و سپس به ديئآلدهیدروآرتمیزنیکبه ديDBR2آنزیم 

-در نهایت دي. شوداسید تبدیل میهیدروآرتمیزنیک

با چند مرحلۀ غیر آنزیمی و احتمال دارد کهاسید هیدروآرتمیزنیک
شودهاي اکسیداسیون نوري به آرتمیزنین تبدیل میواکنش

.(Wallaart et al., -اخیراً آنزیم جدیدي به نام دي(2001

Red1((Dihydroartemisinic(ردوکتاز یدئآلدهیدروآرتمیزنیک

aldehyde reductase)شناخته شده است که باعث در این مسیر
به ) DHAAپیش مادة ساخت (ید ئآلدهیدروآرتمیزنیکشود ديمی
هیدروآرتمیزنیک الکل تبدیل شود و به این ترتیب سبب ایجاد دي

Ryden(قابت و در نتیجه کاهش تولید آرتمیزنین گردد ر et al.,

2010(.

هاروشومواد

A. annuaدر این آزمایش از سوسپانسیون سلولی گیـاه  

هـاي تـرد از   براي تهیـه کـالوس  . به عنوان ماده گیاهی استفاده شد
و قند ساکارزmg/l5/0BAPو mg/l5/0NAAتیمار هورمونی 

)g/l30 (ها به محـیط  مرتبه بازکشت، کالوس3بعد از . استفاده شد
هاي هورمونی انتقال داده شدند و پـس  ترکیبکشت مایع با همان

هـاي  از چند بازکشت و بدست آوردن سوسپانسیون حاوي سـلول 
میلـی  5و 5/2، 25/0هـاي  غلظت(منفرد و جدا از هم، تیماردهی 
میلــی گــرم در لیتــر   15و 10، 5گــرم در لیتــر نانوکبالــت و   

ن زمان آوردبه منظور به دست.تکرار انجام شد3در ) نانوکیتوزان
سـلولی بـر اسـاس    مناسب جهت اعمال الیسیتورها، منحنی رشـد 

بـه ایـن منظـور، هـر دو روز     .ها محاسبه گردیدوزن خشک سلول
نمونه بـرداري تیمارهـاي اعمـال    یک بار و به مدت یک ماه، تمام

جهـت انجـام   سـاعت 72و 48، 24، 8هـاي زمـانی   شده در بـازه 
سـیون سـلولی در شـیکر    سوسپان. انجام شـد ملکولیهايآزمایش

اسـتخراج  . و تاریکی نگهـداري شـدند  C25°انکوباتور در دماي 
RNA با روش ترایزول)Sigma, USA (غلظت نمونـه . انجام شد-

Thermo nano(بوسـیله نـانودراپ   پس از استخراج،RNAهاي 

drop 1000, US (تعیین شدند و مقدارµg2جهت تیمار بـا  از آن
ІDNase)Fermentas, Germany( در . ، مورد استفاده قرار گرفـت

استخراجی، بـا اسـتفاده   RNAروي DNaseانتها صحت اثر آنزیم 
کــوئیتن و اکتــین و بــا بکــارگیري آغازگرهــاي ژن یــوبیPCRاز 

هـاي تیمـار شـده بـا     RNAاز 1µgبـا  (cDNAتهیۀ . بررسی شد
RevertAidTMبـا اسـتفاده از کیـت   ) ІDNaseآنـزیم   M-MuLV

)Vivantis ,Malaysia (  ــازنده ــرکت س ــتورالعمل ش ــق دس و طب
.صورت گرفت
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Nguyen(در این مسیر هاي دخیلمسیر سنتز آرتمیزنین، محصولات جانبی و آنزیم-1شکل  et al., 2011(
Figure 1. Artemisinin synthesis pathway, by products and enzymes involved in the pathway.

Real Time PCRهر ژن جهت واکنش آغازگرهاياطلاعات مربوط به -1جدول 

Table 1. The information of primers for each gene in Real Time PCR.

Amplicon
length [bp]

%
GC

Primer
Tm [°C]

Primer sequence F/R [5'-3']Primer
name

Gene
name

19231.851.3F-TTTGAAAGCAGTATTGAAACAC
R- CAGACAGCATCACGAAGC

AF302464SQS
55.652.8

12545.556.5F- CATCAACAAGCAAGCCCATTTC
R- GCGATAGTCTTCAACCACCTC

EU704257DBR2

52.455.7
1665054.1F- AGTGCTCCTGGTTAGTTGTC

R- CTTGTTGCCTCGTAATCTTCG
U36376ACT

47.654.7
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-qRTو PCRآغازگرهاي اولیگونوکلئوتیدي جهت انجام واکنش 

PCRگیاه هاي مورد بررسی، براساس توالی ژنA. annua که در
وجود دارد و با استفاده از نرم NCBIهاي اطلاعاتی بانک داده

Primerافزار  3 (www.embnet.sk/cgi-bin/primer3) طراحی
ده از لحاظ عدم صحت آغازگرهاي طراحی ش).1جدول (شد 

Primer Blastاتصال غیراختصاصی و تشکیل دایمر، با استفاده از 

روي ژل آگارز PCRو در کل ژنوم و در نهایت نیز با واکنش 
هاي جهت مقایسه میزان تظاهر ژن.مورد تأیید قرار گرفت% 2/1

براي Real Time PCRدخیل در مسیر بیوسنتز آرتمیزنین، آزمون 
در این آزمون، کمیت سنجی بیان ژن به . شدنمونه انجام25

با استفاده از Real Time PCRآزمون. صورت نسبی انجام شد
,SYBR Greenbiopars(معرف سایبرگرین شرکت بیوپارس 

GUASNR, Iran ( و بوسیله دستگاه)Biorad, USA (iQ5 انجام
چاهکی و در حجم نهایی 96هاي در میکروپلیتهاواکنش. گرفت

گیري میزان پس از اندازه. سیکل انجام شد40میکرولیتر و در 20
Ct ژن دخیل در مسیر بیوسنتز 2(ژن مورد مطالعه 3براي

3در (نمونه تیمار شده 24آرتمیزنین و نیز یک ژن خانه دار در 
، )تیمار زمانی4غلظت متفاوت از نانوکبالت و نانو کیتوزان و در 

version(افزار نرمبا استفاده از PCRکارایی 11.0 (LinRegPCR

(Ratio)نمونههرنسبیتعیین و پس از محاسبات آماري میزان بیان

مقایسه جهت،log2RatioهمچنینوPfafflفرمولازاستفادهبا
Livak and(د شمحاسبهمطالعهموردژنهايمیزان بیان

Schmittgen افزار ها با استفاده از نرمتجزیه واریانس داده.)2001
MSTAT Cها با استفاده هاي بیان هر یک از ژنو مقایسه میانگین

جهت بررسی رابطۀ بیان دو ژن، .از روش دانکن صورت گرفت
به منظور تعیین کمی . ضریب همبستگی پیرسون محاسبه گردید

HPLCاز دستگاه) براي تیمارهاي نانوکبالت(مقدار آرتمیزنین 

، داراي )آلمانKNAUERکروماتوگرافی مایع با کارایی بالا، مدل(
افزارو نرمUV-K-2501، دتکتور C8، ستون K-1001پمپ 

eurochrom به ) v/v70/30(اسیداستیک / و از استونیتریل2000
در مدت ml/min2/0سرعت . عنوان فاز متحرك استفاده شد

تجاريمنحنی استاندارد با ماده. دقیقه در نظر گرفته شد10زمان 
هر . به دست آمد) Sigma, USA% (98و خلوص آرتمیزنین
آماري با استفاده هايتجزیه و تحلیل. تکرار انجام شد3نمونه در 

ها ازگیري نمونهبراي عصاره. صورت گرفتSPSSافزار از نرم
Smith(اسمیت و همکاران استفاده شد روش et al., 1997(.

با مقایسه میانگین صفت وزن خشک سلولی، بیشترین 
ها در روز چهاردهم پس از بازکشت به دست میزان رشد سلول

ها وارد فاز در روز شانزدهم فاز لگاریتمی تمام و سلول. آمد
جهت هاالیسیتوراینبنا بر. سکون و سپس فاز مرگ شدند

میزان رشد داراي بیشترین (عملکرد بهتر در روز چهاردهم 
با توجه به نتایج . به سوسپانسیون سلولی اضافه شدند) سلولی

ساعت 24، سطوح مختلف نانوکبالت بعد از HPLCحاصل از 
mg/lدر تیمارهاي . تأثیري در افزایش تولید آرتمیزنین نداشتند

در mg/l5ساعت و تیمار 24در mg/l5/2ساعت، 8در 25/0
بیشترین میزان . ایش یافتساعت میزان آرتمیزنین افز24

ساعت بعد 24گرم در لیتر نانوکبالت و میلی5آرتمیزنین در تیمار 
.)2شکل(از اعمال الیسیتور به دست آمد 

SQS ،8هاي زمانی مختلف، بیان ژن در بررسی بازه:SQSژن 
ساعت بعد از اعمال تیمارهاي نانوکبالت بیشترین افزایش بیان را 

ساعت مشاهده شد 72ژن در بازه زمانی داشت و کمترین بیان 
افزایش نشان داد و mg/l25/0در غلظت SQSبیان ژن ).3شکل(

تیمار (با نمونه شاهد SQSبیان ژن 5mg/lو 5/2در دو غلظت 
در مقایسه میانگین اثر متقابل ). 4شکل (تفاوتی نشان نداد ) نشده

در نسبت به شاهد، SQSزمان، افزایش بیان ژن × غلظت 
در بازه mg/l5/2ساعت، 72در بازه زمانی mg/l25/0تیمارهاي 

mg/lدر غلظت SQSساعت و بیشترین افزایش بیان ژن 8زمانی 

. از اعمال نانوکبالت مشاهده شدساعت بعد48در بازه زمانی 5
و میزان تولید آرتمیزنین  )5شکل (SQSبا مقایسه میزان بیان ژن
، میزان تولید SQSلی با افزایش بیان ژن مشاهده شد که به طورک
هاي مختلف در بررسی غلظت). 2شکل (آرتمیزنین کاهش یافت 
) mg/l(15و10هاي در غلظتSQSنانوکیتوزان، بیان ژن 

). 6شکل(نانوکیتوزان نسبت به نمونه شاهد کاهش بیان داشتند
ن در در تیمار با الیسیتور نانوکیتوزاSQSبیشترین افزایش بیان ژن 

48ساعت و کمترین میزان بیان ژن در بازة زمانی 8بازة زمانی 
).7شکل (ساعت مشاهده شد 

جینتا
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دارمعنیتفاوتنشانگرمتفاوتحروف*. هاي زمانی مختلفمیزان تولید آرتمیزنین در تیمارهاي مختلف نانوکبالت و در بازه-2شکل

.آزمون دانکن استدر
Figure 2. Artemisinin content in nanocobalt treatment, during different time courses.
* Different letters indicate significant differences in Duncan’s test.

SQSژن 

SQS ،8هاي زمانی مختلف، بیان ژن در بررسی بازه
ایش ساعت بعد از اعمال تیمارهاي نانوکبالت بیشترین افز

ساعت 72بیان را داشت و کمترین بیان ژن در بازه زمانی 
mg/lدر غلظت SQSبیان ژن ).3شکل(مشاهده شد 

5mg/lو 5/2افزایش نشان داد و در دو غلظت 25/0

تفاوتی نشان ) تیمار نشده(با نمونه شاهد SQSبیان ژن 
× در مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت ). 4شکل (نداد 

نسبت به شاهد، در تیمارهاي SQSزایش بیان ژن زمان، اف
mg/l25/0 ساعت، 72در بازه زمانیmg/l5/2 در بازه

در SQSساعت و بیشترین افزایش بیان ژن 8زمانی 
از اعمال ساعت بعد48در بازه زمانی mg/l5غلظت 

SQSبا مقایسه میزان بیان ژن. نانوکبالت مشاهده شد

آرتمیزنین  مشاهده شد که به و میزان تولید )5شکل (
، میزان تولید آرتمیزنین SQSطورکلی با افزایش بیان ژن 

هاي مختلف در بررسی غلظت). 2شکل (کاهش یافت 
) mg/l(15و10هاي در غلظتSQSنانوکیتوزان، بیان ژن 

نانوکیتوزان نسبت به نمونه شاهد کاهش بیان داشتند
در تیمار با SQSبیشترین افزایش بیان ژن ). 6شکل(

ساعت و کمترین 8الیسیتور نانوکیتوزان در بازة زمانی 
شکل (ساعت مشاهده شد 48میزان بیان ژن در بازة زمانی 

7.(
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.هاي زمانی بعد از اعمال نانوکبالتدر بازهSQSمیزان بیان ژن -3شکل 
Figure 3. The expression levels of SQS gene in different
time courses after nano cobalt treatment.

.هاي مختلف نانوکبالتدر غلظتSQSمیزان بیان ژن -4شکل

Figure 4. The expression levels of SQS gene in different
concentrations of nanocobalt treatmen

.آزمون دانکن استدردارمعنیتفاوتنشانگرمتفاوتحروف*.ن نانوکبالتدر تیمارهاي مختلف غلظت و زماSQSمیزان بیان ژن -5شکل 

Figure 5. The expression levels of SQS gene in different times and concentrations of nanocobalt treatment. *Different letters

indicate significant differences in Duncan’s test.

در بازه ) mg/l(5زمان، تیمارهاي × در بررسی اثر متقابل غلظت 
ساعت و نیز تیمار 48در بازه زمانی ) mg/l(10ساعت، 48زمانی 

15)mg/l ( ساعت، نسبت به نمونه شاهد 72و 48در بازه زمانی
ازه زمانی در ب) mg/l(10و 5کاهش بیان داشتند و در تیمارهاي 

ساعت افزایش 8در بازه زمانی ) mg/l(15ساعت و نیز تیمار 72
در سایر تیمارها تفاوتی با نمونه شاهد مشاهده نشد. بیان داشتند

).8شکل(

DBR2ژن 

mg/lشود در تیمارهاي مشاهده می) 9(همان طور که در شکل 

نسبت به نمونۀ شاهد DBR2نانوکبالت بیان ژن 5و 5/2، 25/0
-هاي زمانی و صرف نظر از غلظتدر بررسی بازه. افزایش داشت

8در بازه زمانی DBR2هاي مختلف، بیشترین افزایش بیان ژن 
ساعت مشاهده شد و با گذشت زمان میزان بیان ژن کاهش داشت 

).10شکل(
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.هاي مختلف نانوکیتوزاندر غلظتSQSژن بیان-6شکل

.آزمون دانکن استدردارمعنیتفاوتنشانگرمتفاوتحروف*

Figure 6. The expression levels of SQS gene in nano
chitosan treatments. *Different letters indicate significant
differences in Duncan’s test.

هاي زمانی بعد از اعمال نانوکیتوزاندر بازهSQSان ژن بی-7شکل
Figure 7. The expression levels of SQS gene in different
time courses after nano chitosan treatment. *Different
letters indicate significant differences in Duncan’s test.

ر تیمارهاي مختلف غلظت و زمان نانوکیتوزاندSQSبیان ژن -8شکل 

Figure 8. The expression levels of SQS in different time
and concentration treatments of nanochitosan.

.هاي مختلف نانوکبالتدر غلظتDBR2میزان بیان ژن -9شکل 
.ون دانکن استآزمدردارمعنیتفاوتنشانگرمتفاوتحروف*

Figure 9. The expression level of DBR2 in different time
courses after nanocobalt treatment. *different letters
indicate significant differences in Duncan’s test.

هاي زمانی بعد از اعمال نانوکبالتدر بازهDBR2میزان بیان ژن -10شکل 
.آزمون دانکن استدردارمعنیتفاوتنشانگرمتفاوتحروف*

Figure 10. The expression levels of DBR2 in different
nanocobalt concentration. *different letters indicate
significant differences in Duncan’s test.

در ) 11شـکل  (DBR2زمـان، ژن  × در بررسی اثر متقابل غلظـت  
24، 8بعـد از  mg/l5/2سـاعت، 72بعد از mg/l25/0تیمارهاي 

سـاعت افـزایش بیـان    72بعد از mg/l5ساعت و نیز تیمار 48و 
با نمونۀ شـاهد  DBR2در سایر تیمارها تفاوتی در بیان ژن . داشتند

بین میـزان تولیـد آرتمیـزنین و بیـان دو ژن     .mg/l5مشاهده نشد 
SQS وDBR2 منفی وجود داشت در حالیکه میزان بیان همبستگی

بـا توجـه بـه    . این دو ژن با یکدیگر همبستگی مثبت نشـان دادنـد  
گرم در لیتر میلی10و 5هاي در غلظتDBR2، بیان ژن 12شکل 

-میلـی 15نانوکیتوزان نسبت به نمونه شاهد افزایش بیان و تیمـار  

انی مختلـف  هاي زمدر بررسی بازه. گرم در لیتر کاهش بیان داشت
ساعت و کمترین میـزان بیـان ژن   72بیشترین افزایش بیان پس از 

).13شکل (ساعت مشاهده شد 48بعد از 
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در تیمارهاي مختلف غلظت و زمان DBR2میزان بیان ژن -11شکل 
نانوکبالت

Figure 11. The expression levels of DBR2 gene in
different time and concentration treatments of nanocobalt.

.هاي مختلف نانوکیتوزاندر غلظتDBR2میزان بیان ژن -12شکل 
آزمون دانکن استدردارمعنیتفاوتنشانگرمتفاوتحروف*

Figure 12. The expression of DBR2 gene in different
nanochitosan concentrations. *Different letters indicate
significant differences in Duncan’s test.

.هاي زمانی بعد از اعمال نانوکیتوزاندر بازهDBR2بیان ژن -13شکل 
.  آزمون دانکن استدردارمعنیتفاوتنشانگرمتفاوتحروف*

Figure 13. The expression levels of DBR2 gene in
different time courses after nanochitosan treatment.
*Different letters indicate significant differences in
Duncan’s test.

در بررســی اثــر متقابــل غلظــت و زمــان تیمارهــاي نــانوکیتوزان،  
ــازه زمــانی ) mg/l(5تیمارهــاي  15ســاعت و نیــز 48و 24در ب

)mg/l ( سـاعت نسـبت بـه نمونـه شـاهد      72و 48در بازه زمانی
و 8در بـازه زمـانی   ) mg/l(5کاهش بیان داشتند و در تیمارهـاي  

سـاعت و نیـز   72و 8در بازه زمانی ) mg/l(10ساعت، تیمار 72
. ساعت افزایش بیان داشـتند 8در بازه زمانی ) mg/l(15تیمارهاي 

ر بـازه  د) mg/l(5در تیمارهـاي  DBR2بیشترین افزایش بیـان ژن  
سـاعت مشـاهده   72در بازه زمانی ) mg/l(10ساعت و 72زمانی 

در سایر تیمارها تفاوتی با نمونه شاهد نشـان  DBR2بیان ژن . شد
).14شکل(نداد 
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.هاي مختلف نانوکیتوزاندر غلظتSQSژن بیان-6شکل

.آزمون دانکن استدردارمعنیتفاوتنشانگرمتفاوتحروف*

Figure 6. The expression levels of SQS gene in nano
chitosan treatments. *Different letters indicate significant
differences in Duncan’s test.

هاي زمانی بعد از اعمال نانوکیتوزاندر بازهSQSان ژن بی-7شکل
Figure 7. The expression levels of SQS gene in different
time courses after nano chitosan treatment. *Different
letters indicate significant differences in Duncan’s test.

ر تیمارهاي مختلف غلظت و زمان نانوکیتوزاندSQSبیان ژن -8شکل 

Figure 8. The expression levels of SQS in different time
and concentration treatments of nanochitosan.

.هاي مختلف نانوکبالتدر غلظتDBR2میزان بیان ژن -9شکل 
.ون دانکن استآزمدردارمعنیتفاوتنشانگرمتفاوتحروف*

Figure 9. The expression level of DBR2 in different time
courses after nanocobalt treatment. *different letters
indicate significant differences in Duncan’s test.

هاي زمانی بعد از اعمال نانوکبالتدر بازهDBR2میزان بیان ژن -10شکل 
.آزمون دانکن استدردارمعنیتفاوتنشانگرمتفاوتحروف*

Figure 10. The expression levels of DBR2 in different
nanocobalt concentration. *different letters indicate
significant differences in Duncan’s test.

در ) 11شـکل  (DBR2زمـان، ژن  × در بررسی اثر متقابل غلظـت  
24، 8بعـد از  mg/l5/2سـاعت، 72بعد از mg/l25/0تیمارهاي 

سـاعت افـزایش بیـان    72بعد از mg/l5ساعت و نیز تیمار 48و 
با نمونۀ شـاهد  DBR2در سایر تیمارها تفاوتی در بیان ژن . داشتند

بین میـزان تولیـد آرتمیـزنین و بیـان دو ژن     .mg/l5مشاهده نشد 
SQS وDBR2 منفی وجود داشت در حالیکه میزان بیان همبستگی

بـا توجـه بـه    . این دو ژن با یکدیگر همبستگی مثبت نشـان دادنـد  
گرم در لیتر میلی10و 5هاي در غلظتDBR2، بیان ژن 12شکل 

-میلـی 15نانوکیتوزان نسبت به نمونه شاهد افزایش بیان و تیمـار  

انی مختلـف  هاي زمدر بررسی بازه. گرم در لیتر کاهش بیان داشت
ساعت و کمترین میـزان بیـان ژن   72بیشترین افزایش بیان پس از 

).13شکل (ساعت مشاهده شد 48بعد از 
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Figure 11. The expression levels of DBR2 gene in
different time and concentration treatments of nanocobalt.
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Figure 12. The expression of DBR2 gene in different
nanochitosan concentrations. *Different letters indicate
significant differences in Duncan’s test.
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Figure 13. The expression levels of DBR2 gene in
different time courses after nanochitosan treatment.
*Different letters indicate significant differences in
Duncan’s test.

در بررســی اثــر متقابــل غلظــت و زمــان تیمارهــاي نــانوکیتوزان،  
ــازه زمــانی ) mg/l(5تیمارهــاي  15ســاعت و نیــز 48و 24در ب

)mg/l ( سـاعت نسـبت بـه نمونـه شـاهد      72و 48در بازه زمانی
و 8در بـازه زمـانی   ) mg/l(5کاهش بیان داشتند و در تیمارهـاي  

سـاعت و نیـز   72و 8در بازه زمانی ) mg/l(10ساعت، تیمار 72
. ساعت افزایش بیان داشـتند 8در بازه زمانی ) mg/l(15تیمارهاي 

ر بـازه  د) mg/l(5در تیمارهـاي  DBR2بیشترین افزایش بیـان ژن  
سـاعت مشـاهده   72در بازه زمانی ) mg/l(10ساعت و 72زمانی 

در سایر تیمارها تفاوتی با نمونه شاهد نشـان  DBR2بیان ژن . شد
).14شکل(نداد 
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DBR2 مشاهده شد(Lei et al., هنگامی که الیسیتور . (2011
ها اضافه شد، میزان بیان ژن میکونازول به محیط کشت سلول

DBR2 ساعت، 4برابر و در بازه زمانی 4دقیقه، 30در بازه زمانی
مشاهده DBR2برابر افزایش داشت و بعد از آن کاهش بیان ژن 3

Durente)شد  et al., و پژوهشبراساس مشاهدات این . (2011
توان اظهار داشت که بیان ژنمیپژوهش هاينیز نتایج سایر 

DBR2 24قبل از (به طور موقت و در بازه زمانی کوتاه مدت
گیرد و در به طور کلی تحت تأثیر الیسیتورها قرار می) ساعت

. پاسخ به الیسیتورهاي گوناگون در طولانی مدت نقشی ندارد

توجه به مسیر سنتز آرتمیزنین این احتمال وجود دارد که با 
ها در پاسخ اولیه به الیسیتور نانوکیتوزان به صورت موقت سلول

و SQSافزایش بیان ژن (کنند تولید آرتمیزنین را متوقف می
48تا 24، سپس در بازه زمانی )خروج از مسیر تولید آرتمیزنین
یابد که می) SQSش بیان ژن کاه(ساعت تولید آرتمیزنین افزایش 

). 7و 3شکل هاي (مطابق نتایج نانوکبالت است 

mg/l (15(نشان داد که غلظت qRT-PCRنتایج حاصل از 
نسبت SQSدار در میزان بیان ژن نانوکیتوزان باعث کاهش معنی

همچنین بررسی تغییرات بیان . به بیان این ژن در نمونه شاهد شد
ساعت پس از 48ي زمانی مختلف نشان داد که هااین ژن در بازه

برابر 2بیش از SQSاعمال تیمار نانوکیتوزان، میزان بیان ژن 
، یک SQSاز آنجا که ژن . نسبت به نمونه شاهد، کاهش یافت

توان کند میمسیر انحرافی را در مسیر بیوسنتز آرتمیزنین کنترل می
72یا 48پس از نانوکیتوزانmg/l (15(انتظار داشت که اعمال 
، سبب القاي SQSدار در میزان بیان ژن ساعت، با کاهش معنی

نتایج حاصل از این بررسی با . میزان آرتمیزنین درون سلولی گردد
کمک مسیرهاي بیوشیمیایی شناخته شده در بیوسنتز آرتمیزنین 

هاي دخیل در دهد که تیمار نانوکیتوزان با کاهش بیان ژننشان می
تواند در القاي تولید نحرافی بیوسنتز آرتمیزنین میمسیرهاي ا

.درون سلولی آن نقش مثبت ایفا کند

-میلی150با اضافه کردن A. annuaدر کشت ریشۀ موئین گیاه 

یافتبرابر افزایش 6گرم بر لیتر کیتوزان، میزان تولید آرتمیزنین تا 
Putalun() گرم وزن خشکمیکروگرم بر میلی8/1به مقدار ( et

al., 2007( .Lee و همکاران)با تیمار برگ ) 2011A. annua با

گرم در لیتر کیتوزان مقدار آرتمیزنیک اسید و آرتمیزنین میلی100
در مقایسه با نمونۀ شاهد، افزایش نشان % 53و % 72به ترتیب 

آنها اعلام کردند با مصرف کیتوزان مقدار پراکسیدهیدروژن . دادند
)H2O2 ( و آنیون سوپراکسید)O-

هاي گیاه به ترتیب  برگدر) 2
هاي آزاد اکسیژن تجمع انواع رادیکال. یابدبار افزایش می3و 4/1
)ROS (هیدروآرتمیزنیک موجب تسریع تبدیل دياحتمال دارد که

شود، به علاوه استفاده از کیتوزان روي اسید به آرتمیزنین می
Lei(اثر منفی روي رشد گیاه نداشت A. annuaهاي برگ et al.,

-با اسپري کردن الیگو) 2012(یین و همکاران . )2011

هاي گیاه ک روي برگو اسیدسالیسیلی) COS(ساکاریدکیتوزان 
هاي دخیل در به بررسی میزان بیان برخی ژنA. annuaکامل 

تأثیر محدود الیگوساکاریدکیتوزان و . سنتز آرتمیزنین پرداختند
اسیدسالیسیلیک بر مقدار تولید آرتمیزنین روي گیاه کامل نشان 
داد که الیسیتورها روش قطعی براي افزایش تولید آرتمیزنین 

ممکن است تحریک تولید آرتمیزنین به زمان بیشتر از نیستند و یا
Yin(ساعت احتیاج داشته باشد 48 et al., 2012(.

پژوهش با توجه به اثر مثبت کیتوزان بر تولید آرتمیزنین در سایر 
مسیر انحرافی (SQSو نیز اثر منفی نانوکیتوزان بر بیان ژن هاي

د رو، انتظار میپژوهشو براساس نتایج این ) تولید آرتمیزنین
هاي بهینه شده، الیسیتوري مناسب جهت نانوکیتوزان در غلظت

.تحریک تولید آرتمیزنین باشد

-بررسی ایمنی زیستی نانوکیتوزان و نانوکبالت و نتایج پژوهش

هاي پیشین

کیتوزان یک بیوپلیمر طبیعی است که از داستیلاسیون کیتین 
و موجود در پوسته سخت پوستان دریایی مانند میگو وخرچنگ

آید ها به دست مییا کیتین موجود در ساختار بعضی از قارچ
هاي منحصر به نانو کیتوزان داراي ویژگی. )1390ی،جهانشاه(

پذیري، سازگاري زیستی، خاصیت ضد توموري فردي مانند تجزیه
Aranaz(از طریق القاء تحریک سیستم ایمنی بدن( et al.,

در ATPو کاهش جذب گلوکز و پایین آوردن سطح ) )2009
Ta(شودموجب کاهش رشد تومور میهاي تومورسلول et al.,

، خاصیت ضد میکروبی، چسبندگی موکوزي، افزایش )2008



و همکارانقاسمی...کیتوزانتورهاي کبالت و ییستاثیر نانو ال

37 94بهار و تابستان / 1شماره / 4دوره/ و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

پذیري از طریق بازکردن اتصالات محکم و حلالیت(نفوذپذیري 
دلیل داشتن گروهاي هیدروکسیل و به علاوه، به. است) در آب

توان با تغییرات شیمیایی این پلیمر را آمین در ساختار کیتوزان می
از دو طریق غیر فعال (از کیتوزان به عنوان حامل دارو . کنترل کرد
ها از جمله سرطان استفاده در درمان بسیاري از بیماري) و هدفدار

Park)شود می et al., 2010) .

پذیري، عدم سمیت و منشاء طبیعی داشتن فراوانی، زیست تخریب
از جمله خصوصیاتی است که سبب استفاده از کیتوزن در 

استفاده در پوشش دانه، پوشش .  شودربردهاي کشاورزي میکا
هایی از کاربرد کیتوزان در برگ و داروهاي آهسته رهش نمونه

کیتوزان به عنوان یک محرك رشد با افزایش . باشدکشاورزي می
داري رطوبت زنی، رشد برگ، بازدهی دانه و نگهزنی، ریشهجوانه

سبب کاهش ابتلا به دهد و خاك، رشد گیاه را افزایش می
-همچنین پلی. شودهاي قارچی و سایر آفات گیاهی میعفونت

ساکارید کیتوزان به عنوان یک الیسیتور زیستی مؤثر جهت افزایش 
هاي هاي ثانویه در کشت سلولی بسیاري از گونهبیوسنتز متابولیت

زیادي به اثبات رسیده است پژوهش هايگیاهان دارویی در 
.(Cheng et al., 2006)

روي رشد سلولی و تولید متابولیت ثانویۀ تأثیر الیسیتور کیتوزان 
Cistancheفنیل اتانوئید گلیکوزیدها در کشت سلولی 

deserticola4/3مقدار متابولیت ثانویه . مورد بررسی قرار گرفت
برابر بیشتر از نمونۀ شاهد به دست آمد و مشخص شد که افزایش 

زایش متابولیت ثانویه پس از تحریک با الیسیتور کیتوزان با اف
Cheng(مرتبط است PALفعالیت آنزیم  et al., بطورکلی. )2006

اثر مثبت کیتوزان در تولید آرتمیزنین نیز پیشتر توسط دانشمندان 
. به اثبات رسیده است

هاي فلزات سنگین نظیر آهن، مس، روي، کبالت و نیکل جز یون
هاي کارکردي بسیاري باشند که در فعالیتعناصر کم مصرف می

دات وظ رشد و نمو موجهاي مشارکت کننده در حفاز پروتئین
هاي هاي فلزي در غلظتبا این وجود، این یون. زنده نقش دارند

Fotouhi)توانند براي موجودات زنده مضر باشند بالا می

Ghazvini and Heidari, یون هاي فلزي نظیر نیکل، .(2011
هاي زا بودن در غلظتمسمومیتبا وجودکبالت، روي و منگنز 

ها ضروري هستند بسیاري از آنزیمعالیتبالا، براي تنظیم ف
(Ahmadikhah, ها یک روش تغییر غلظت میکروالمنت. (2011

هاي ثانویه در کشت سلولی براي افزایش محصولات متابولیت
Jimenez-Aparicio and Gutierrez-Lopez(است  اثر .)1999

تحریکرا جهتنقرهوآهننیکل،کبالت،مانندمثبت فلزاتی
شده گیاهان  گزارش درثانویههايمتابولیتازوسیعیدامنهتولید

Mithöfer(است  et al., انجام شده مشخص پژوهشدر .)2004
تولید گسترة Vو +Ni2+ ،Co2+ ،Fe2+ ،Ag2فلزاتی مانند کهشد

هاي مختلف گیاهان نویه را در گونههاي ثاوسیعی از متابولیت
Zhao(کنند تحریک می et al., این ساز و کارگرچه .)2005

هاي ثانویه به طور واضح فلزات براي تحریک تولید متابولیت
و همکارانMithöferهايپژوهشست ولی در مشخص نی

هاي اکسیداتیو تولید تنش) 2005(و همکاران Zhaoو نیز)2004(
به وسیلۀ این ROS (Reactive Oxygen Species)و یا تولید

مشخص شده است که الیسیتورهاي . فلزات به اثبات رسیده است
مانند فلزات (ها و الیسیتورهاي غیرزیستی زیستی مانند پاتوژن

هاي شوري و اسُمتیک اغلب سبب القاي تجمع سنگین، تنش
Zhao(شود هاي دفاعی گیاه میهاي ثانویه در فعالیتمتابولیت et

al., در CoCl2)به صورت (پیش از این اثر مثبت کبالت . )2005
Zhang(تاکسول در گیاه سرخدار تولید پاکلی et al., 2007( ،

Vacciniumافزایش تولید متابولیت ثانویه در کشت سلولی 

pahalae)Shibli et al., زایی سوماتیکی در هویج و جنین)1997
)Daucus carota((Roustan et al., ، رشد ریشه موئین (1989

Stizolobium hassojoo)Sung and Huang ، افزایش تولید )2000
Brugmansiشه موئین متابولیت ثانویه اسکوپال آمین در کشت ری

candida)Pitta–Alvarez et al., .به اثبات رسیده است)2000

سپاسگزاري
) ره(با کمک مالی دانشگاه بین المللی امام خمینی این پژوهش

.گرددانجام شد که به این وسیله تشکر می
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کننده عملکرد گیاهان زراعی مانند جوامل محدودمهمترین عوزیستی ازهاي زیستی و غیرتنش
خانواده ها دخالت دارند که دهنده به این تنشهاي پاسخمل رونویسی در تنظیم ژنعوا.هستند
بنابراین شناسایی و مطالعه این خانواده ژنی . رمز کننده گروه بزرگی از آنهاستWRKYژنی 

هاي در پژوهش حاضر، دانستنی. ها در گیاهان باشدمل به تنشتواند گامی موثر براي ایجاد تحمی
با انتخاب یک عضو . هاي داده جمع آوري شدندجو از پایگاهWRKYمربوط به اعضاي خانواده 

انجام NCBIو IBSCهاي در پایگاه دادهtBLASTNدر برنج، WRKYهاي از هر زیر گروه ژن
بر اساس مدل مخفی مارکوف، جستجو . نیز اضافه شدندخانواده شد تا اعضاي احتمالی دیگر این 

هاي این خانواده و هر زیر همه پروتئینعلیه WRKYهاي داراي منطقه حفاظت شده براي توالی
و یک توالی از هر زیرگروه عوامل عضو96اعضاي پیدا شده که شامل . انجام شدگروه آنها
به صورت چندگانه همردیف بودند، ندماز گیاهان آرابیدوپسیس، برنج و گWRKYرونویسی 

و WRKYهاي بر مبناي تعداد پهنههاي موجودتوالی. شده و درخت فیلوژنتیک آنها رسم شد
I،30در گروه پروتئین 13بر این اساس . بندي شدندگروه دستهسهساختار انگشت روي موجود در 

ها با ساختار انگشت قیه پروتئینو بIIIدر گروه Cx7Cx23HxCبا ساختار انگشت روي پروتئین
هبگیاه تحملدر IIIبا توجه به نقش گروه . قرار گرفتندIIدر گروه Cx4-5Cx22-23HxHروي 
نسبت به گندمهمانند جودر اعضاي این گروه حضوردرصد فزونی زیستی و غیر زیستی،هايتنش

ها و انتخاب طبیعی ايی تک لپهاجداد وحشمضاعف شدگی درتوان بارا میمیانگین گیاهان عالی
.تر در شرایط نامساعد محیطی در ارتباط دانستبراي ارقام مقاوم

هاي کلیديواژه
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مقدمه

زیستی از مهمترین عوامل محدود هاي زیستی و غیرتنش
Zhang(شوند کننده عملکرد گیاهان زراعی محسوب می et

al. هاي زیستی هاي گیاهان به تنشبسیاري از پاسخ).2010
ها در رونویسی توسط در نتیجه تنظیم بیان ژنو غیر زیستی

,Eulgem)هستندعوامل رونویسی  2005).
هستند غلات مهمترین منبع تامین کننده غذاي بشر 

(Garcia, Hordeum vulgare(جو.(2003 L. ( از اولین
گیاهانی است که اهلی گشته و یکی از مهمترین گیاهان 

جو دیپلوئید بوده و اندازه ژنوم هاپلوئید آن .استزراعی 
هاي تجاري جو مشتق شده از است رقم(Gb)گیگاباز 1/5

Hordeum vulgare(جد وحشی spp. Spontaneum( آنها
Purugganan)بوده and Fuller, و بر اساس آمار فائو(2009

20تولید جهانی آن براي تغذیه دام، درصد75)1جدول (
د طیف در تولیدرصد5در صنایع تولید نوشیدنی و درصد

Blake)شود وسیعی از غذاها استفاده می et al. در .(2011
ي فقیرتر همچنان از جو به عنوان منبع غذایی اصلی کشورها

شود و عملکرد مناسب آن در شرایط سخت استفاده می
Grando(محیطی مورد توجه است  and Macpherson,

جو به عنوان گیاهی خودگشن و معتدل، همیشه ).2005
ژنتیکی بوده است هايپژوهشگیاهی مدل براي 

)Bockelman and Valkoun, 2011.(
طور که بههایی هستندعوامل رونویسی پروتئین

پیشبرهاي اطراف ژن یا نواحی اختصاصی به فعال کننده
,Latchman)متصل شده  و بسته به نوع آن بعد از (1997

Babu)شود اتصال عامل رونویسی بیان ژن کم یا زیاد می et

al. RNAعوامل رونویسی با مهار یا تحریک فعالیت .(2004

تعداد عوامل .شونداز موجب تنظیم بیان ژن میپلیمر
ي ژنوم آن رونویسی در هر موجود زنده بستگی به اندازه

دارد، هر چه اندازه ژنوم بزرگتر باشد، تعداد عوامل 
,Nimwegen)رونویسی بیشتري وجود دارد  2006).

نام این خانواده از - WRKYخانواده عوامل رونویسی 
-tryptophan-arginine(شده آن اسید آمینه حفاظتچهار

lysine-tyrosine ( ترین از بزرگ-گرفته شده است
هاي تنظیم کننده رونویسی در گیاهان هستند و به خانواده

کننده در فرآیندهاي مهم گیاهی کننده و مهارعنوان فعال
Rushton)کنند شرکت می et al 2010).WRKY یکی از

وامل رونویسی است که در هاي ژنی عترین خانوادهقدیمی
اند دچار مضاعف شدگی گسترده شدهتکامل سلسله گیاهی
(Berri et al. سال از اولین گزارش مربوط 20حدود .(2009

در سیب WRKYي ژنی به کشف عوامل رونویسی خانواده
andIshiguro(گذرد می)Ipomoea batatas(زمینی شیرین

Nakamura, گذاري اعضاي این خانواده اولین بار نام).1994
با )Petroselinum sativum(یک سال بعد در گیاه جعفري

) WRKY3و WRKY1 ،WRKY2هاي ژن(شناسایی سه عضو 
Rushton)انجام شد  et al. عوامل رونویسی .(1995

WRKYهاي تنظیمی هایی هستند که هم فعالیتتنظیم کننده
Eulgem)مثبت و هم منفی دارند  and Somssich, 2007).

WRKY یکی از ده خانواده بزرگ ژنی است که در گیاهان
Ulker)عالی و تمام اجداد سبز گیاهی کشف شده است  and

Somssich, هاي این خانواده در طی تکامل خود ژن.(2004
هاي دفاعی مقابله کننده با سازوکارهاي زیاد را با پیچیدگی

Eulgem)اند ها وفق دادهپاتوژن et al. تکامل .(2000
هاي ویژه بوده و دامنه ژنWRKYاجدادي خانواده ژنی 

موجود در گیاهان از یک ژن در جلبک سبز تک سلولی 
ژن در Chlamydomonas nivalis( ،37(کلامیدوموناس

Arabidopsis(ژن در آرابیدوپسیس74، )Bryophytes(خزه

thaliana( ژن در سویا200تا تقریبا)Glycine max( متغیر
Ulker)است  and Somssich, 2004).

شامل چهار صفحه domain(WRKY(دمین ساختار 
هاي حفظ شده سیستئین و است که اسید آمینه)b-sheet(بتا

Yamasaki)هیستیدین در ساختار انگشت روي قرار دارند 

et al. موجب WRKYGQKتوالی آمینواسیدي .(2005



در جوWRKYاسایی و گروه بندي خانواده عوامل رونویسی شن یزدانی و همکاران

43 94بهار و تابستان/ 1شماره / 4دوره/ و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

و توانایی پروتئین را در برآمدگی بر سطح پروتئین شده
والی از نظر این ت.دهدافزایش میDNAاتصال به شیارهاي 

کند برابري میDNAدر Wشده طولی با توالی حفاظت
(Babu et al. توالی WRKYعوامل رونویسی .(2006

را به عنوان علامت موجود W(TTGACC/T)حفاظت شده 
ژن ده و موجب تنظیم بیانشناسایی کرپیشبردر 

Rushton)شوندمی et al. ویژگی خاص عوامل . (1996
وجود پهنه تقریبا غیر DNAدر اتصال به WRKYرونویسی 
Rushton)در انتهاي آمینی پروتئین است WRKYقابل تغییر

et al. دهد که اسید ان میزایی نشهاي جهشآزمایش.(1996
و هیستیدین)cysteine(شده سیستئینهاي حفظآمینه

)histidine( و پهنهWRKYGQK براي اتصال پروتئین به
DNA ضروري هستند(Maeo et al. در تعداد کمی .(2001

ها در گیاهان مختلف تغییرات کمی مانند از این توالی
WVKY ،WKRY ،WRRY ،WSKY وWKKY گزارش

Xie)شده است  et al. بر WRKYعوامل رونویسی.(2005
به )zinc finger(ختار انگشت رويها و سامبناي تعداد پهنه

Eulgem)شوند سه گروه تقسیم می et al. 2000).
که شامل زیر IIداراي دو پهنه و گروهIهاي گروه پروتئین

داراي یک پهنه IIIبوده و IIa IIb IIc IId IIeهاي گروه
WRKY بوده(Rushton et al. و الگوي انگشت (2008

-Cx4به صورت IIو Iگروه آنها در Cروي در انتهاي

5Cx22-23HxH و در گروهIII به صورتCx7Cx23HxC

Zhang(است and Wang, 2005(.
در هنگام مواجه گیاه با شوري WRKYعوامل رونویسی 

و سرما یا CO2هاي بالاي زیاد، گرما، تنش اسمزي، غلظت
Li)شوند خشکی بیان می et al. در غلات آلفاآمیلاز . (2009

)alpha amylase(هاي کلیدي در فرآیند یکی از آنزیم
زنی است، در جو هاي پس از جوانهزنی و فرآیندجوانه

در Wبه توالی WRKYبعضی از عوامل رونویسی 
Rushton(شوند پیشبرهاي ژن آلفاآمیلاز متصل می et al.

در پاسخ گیاه WRKYهاي خانواده بیشتر پروتئین).1995

Chen and)ریایی و قارچی درگیر هستند هاي باکتبه پاتوژن

Chen, هاي دخیل در سیستم و با تنظیم بیان ژن(2000
)salicylic acid(دفاعی به خصوص مسیر سالیسیلیک اسید 

,Du and Chen(دهند کار خود را انجام می عوامل ). 2000
هاي پیري در برگ در تنظیم فعالیتWRKYرونویسی 

نی در آرابیدوپسیس نشان دهنده پروفایل بیا. دخیل هستند
به طور قابل توجهی WRKYاین است که عوامل رونویسی 

Guo)در ترانسکریپتوم پیري موجود هستند  et al. 2004).
هدف از انجام این پژوهش شناسایی همـه اعضـاي خـانواده    

در جو و طبقه بندي آنها بر اساس WRKYعوامل رونویسی 
کـارگیري نتـایج آن بـراي    ت شده به منظور بـه  ظمناطق حفا

هـا ژنبیـان ایـن   از جمله بررسی الگويبعدي هايپژوهش
اصـلاح ایـن گیـاه    درراستايتواند کمک شایانی است که می
هاي زیستی و غیرزیسـتی  به تنشافزایش تحملزراعی براي 

.باشد

هاواد و روشم
شناسایی اعضاي خانواده عوامل رونویسی

WRKYابتدا تمامی مرتبطدادههاي گاهبا استفاده از پای
در جو WRKYاعضاي ثبت شده خانواده عوامل رونویسی 

) 1جدول (GTFDBو PTFDBهاي از پایگاه داده
.آوري شدندجمع

هاي بر اساس توالیtBLASTNا از طریق شناسایی اعض
با انتخاب یک عضو از هر زیر گروه شده در برنجحفظ

Paul)در برنج WRKYهاي ژن et al. 2010) ،tBLASTN در
انجام شد تا ) 1جدول (NCBIو IBSCهاي پایگاه داده

نیز WRKYخانواده عوامل رونویسی اعضاي احتمالی دیگر 
.اضافه شوند
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هاي مورد استفاده در این پژوهشاسامی و آدرس پایگاه داده-1جدول
Table 1- Name and URL address of the databases exploited in the current research

Database URL
The international barley sequencing consortium (IBSC) http://webblastipk-gaterslebende/barley

GeneBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Plant Transcription Factors Database (PTFDB) http://planttfdbcbi.edu.cn

Gramineae Transcription factor database (GTFDB) http://gramineaetfdbpscrike.njp

Pfam http://pfamsanger.ac.uk/

Ensemble Plants http://plantsensembl.org/

Weblogo http://weblogoberkeleyedu/logo.cgi

Fao http://faostatfao.org

Hidden Markov(جستجو بر اساس مدل مخفی مارکوف

Model(
براي hmmابتدا پروفایل HMMبراي جستجو بر اساس 

از پایگاه PF03106hmmبا کد WRKYمین حفاظت شده د
Pfam(Punta et al. گرفته شده و از آنها براي ) 1جدول ((2014

IBSCجستجو علیه مجموعه پروتئین هاي بدست آمده از 

(barley_HighConffa & barley_LowConffa)(Mayer et al.

HMMERبا استفاده از نرم افزار (2012 31b1)Finn et al.

بر اساس دوبارهhmmدر این مرحله پروفایل .استفاده شد)2011
ها و ناحیه حفاظت شده همه پروتئینهاي مناطق حفاظتتوالی

اصل براي جستجوي شده در هر زیر گروه ایجاد و از پروفایل ح
.استفاده شدIBSCمجموعه پروتئین هاي بدست آمده از 

E-valueدر همه جستجوها فقط توالی هایی با  انتخاب شده و 1>
سپس همه آنها به صورت دستی براي وجود مناطق حفاظت شده 

WRKYهاي پایگاه بررسی شدند و این نتایج با دادهPfam براي
ثبت جهت جلوگیري از .شدندمناطق حفاظت شده دوباره چک

هاي توالی، براي هر ژنشدههاي مشابه گزارشتوالیيتکرار
تا ندجستجو شدNCBIدر هاي مختلف،در پایگاهیافت شده
Unigeneددر صورت وجود پیدا شهاتوالی.

شامل(شده یک ژنهاي گزارشانواع رونوشتشایان ذکر است
mRNA ،cDNA ،EST ( کیدرUnigeneاستشدهيآورجمع.

هاي تکراري از طریق ، توالیUnigeneوجود عدم در صورت
.یفی، شناسایی و تلفیق شدندردهم

ردیفی و ترسیم درخت فیلوژنتیکهم
هاي یک پروتئین، هاي ترانسکریپتبعد از حذف توالی

در جو به بدست آمده WRKYهاي پروتئینی همردیفی توالی
خانواده عوامل رونویسی از هر زیر گروه همراه یک توالی

WRKY در گندم(Zhu et al. Paul)، برنج (2013 et al. و (2010
Wu)آرابیدوپسیس  et al. Clustalxبا استفاده از نرم افزار (2005

انجام و درخت فیلوژنتیک آنها بر اساس روش اتصال 2010
ازياندو با انجام خودراه)neighbor-joining(همسایه

)bootstrap( بار توسط نرم افزار 1000با تکرارMEGA 60

(Tamura et al. .رسم شد(2013

تعیین محدوده کرموزومی
هر یک از اعضا cDNAبراي یافتن توالی ژنومی، توالی 

در بین (بر علیه ژنوم جو BLASTNبه عنوان الگو براي 
Ensemble Plantsو IBSCهاي در پایگاه) Morexهاي توالی

.بارگذاري شدند) 1جدول (

مناطق حفاظت شده )consensus(هاي توافقیحصول توالی
WRKYهاي توافقی مناطق توالیهاي این خانوادهدر زیر گروه

هاي این خانواده با در هرکدام از زیر گروهWRKYحفاظت شده 
.طراحی شدندWeblogoاستفاده از پایگاه 
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جینتا

توالی پروتئینی به عنوان اعضاي خانواده عوامل 96
در جو یافت شد  که بر طبق طبقه بندي WRKYرونویسی 

Eulgem)تعریف شده  et al. ، بر اساس تشابه در (2000
.)2جدول (بندي شدند گروه دسته3در دمین حفاظت شده، 

دمین حفاظت شده 2داراي پروتئین 13بر این اساس 
WRKY در گروهI،30داراي یک دمین پروتئینWRKY با

و IIIدر گروه Cx7Cx23HxCساختار انگشت روي 
با ساختار انگشت WRKYهاي داراي یک دمین پروتئین

هاي ساختاري به بر اساس شباهتCx4-5Cx22-23HxHروي 
نج و هاي مذکور براي گندم، برکار رفته براي طبقه بندي

IIگانه گروه هاي پنجگروهآرابیدوپسیس به شرح زیر در زیر

پروتئین در IIa ،4گروه زیرپروتئین در 5: قرار گرفتند
پروتئین در IIc ،13گروه زیرپروتئین در IIb ،22گروه زیر

در درخت . IIeگروه زیرپروتئین در 9وIIdگروه زیر
درصد 31دود شود که حفیلوژنتیک رسم شده مشاهده می

درصد آنها در 14، حدود IIIهاي یافت شده در گروه توالی
).1شکل (قرار دارند IIو باقی در گروه Iگروه 

ها بین هاي حفاظت شده توالیشباهت ساختاري دمین
IIIو همچنین بین Iو IIb ،IIcو IIaهاي ها و زیرگروهگروه

1ا در شکل هها و زیرگروهمشهود است که این گروهIIdو 
توالی حفاظت شده . اندنیز کنار یکدیگر قرار گرفته

WRKYGQKهاي یافت شده به همراه در دمین همه توالی
و ساختار IIIدر گروه Cx7Cx23HxCساختار انگشت روي 

مشهود IIو Iهاي در گروهCx4-5Cx22-23HxHانگشت روي 
).2شکل (هستند 

بندي آنهادر جو، موقعیت کروموزومی، طول پروتئین، موقعیت دمین حفاظت شده و گروهWRKYمل رونویسی فهرست اعضاي خانواده عوا-2جدول 
Table 2- List of WRKY transcription factor family members in barley, chromosomal position, protein length and the
position of conserved domain

Name Chromosome
No

Pervious Name UniGene Protein ID MIPS acc No Protein Length (WRKY Domain)

HvWRKY1 1 -------- --- ------- MLOC_57051 290(138-199)
HvWRKY2 1 -------- --- ------- MLOC_71477 340(182-240)
HvWRKY3 1 -------- --- ------- MLOC_79171 140(1-50)
HvWRKY4 1 HvWRKY31 Hv29798 ABI13397 MLOC_5971 309(113-172)
HvWRKY5 1 -------- --- ------- MLOC_11088 289(135-196)
HvWRKY6 1 -------- --- ------- MLOC_15430 300(105-164)
HvWRKY7 1 HvWRKY43 Hv29827 ABI13408 MLOC_72586 512(178-235)-(344-402)
HvWRKY8 1 HvWRKY19 Hv15087 ABI13385 MLOC_81131 248(125-183)
HvWRKY9 1 HvWRKY20 Hv29796 BAJ94655 MLOC_10264 216(128-186)
HvWRKY10 1 HvWRKY13 Hv18628 ABI13379 MLOC_32433 139(60-118)
HvWRKY11 1 HvWRKY29 Hv29824 ABI13395 MLOC_65699 247(96-156)
HvWRKY12 1 -------- --- ------- MLOC_17779 149(1-53)
HvWRKY13 1 -------- --- ------- MLOC_44947 196(54-112)
HvWRKY14 1 HvWRKY17 Hv29828 BAJ98268 MLOC_12079 199(108-166)
HvWRKY15 2 HvWRKY30 Hv3567 BAJ92999 MLOC_71897 328(148-208)
HvWRKY16 2 -------- --- ------- MLOC_7000 321(140-204)
HvWRKY17 2 HvWRKY41 Hv9019 ABI13406 MLOC_5850 489(218-273)-(383-441)
HvWRKY18 2 -------- --- ------- MLOC_58026 285(127-184)
HvWRKY19 2 HvWRKY46 Hv15882 AAQ63880 MLOC_74884 573(189-246)-(362-420)
HvWRKY20 2 HvWRKY12 Hv14881 BAJ86072 MLOC_36657 216(123-181)
HvWRKY21 2 HvWRKY10 Hv7458 BAJ97150 MLOC_63184 318(247-305)
HvWRKY22 2 -------- --- ABI13378 ------- 205(112-170)
HvWRKY23 2 HvWRKY4 Hv13574 BAK023311 MLOC_74606 348(117-175)
HvWRKY24 2 -------- Hv33030 BAK079591 MLOC_77883 736(300_356)-(530-587)
HvWRKY25 2 -------- --- ------- MLOC_66345 179(100-158)
HvWRKY26 2 HvWRKY7 Hv10971 BAK03156 MLOC_22106 326(230-278)
HvWRKY27 3 -------- --- ------- MLOC_68061 114(23-80)
HvWRKY28 3 -------- --- ------- MLOC_54895 205(183-205)
HvWRKY29 3 -------- Hv4932 BAJ96003 MLOC_68299 569(301-359)
HvWRKY30 3 -------- Hv16746 BAJ98040 MLOC_54606 364(168-225)s
HvWRKY31 3 -------- Hv33406 BAJ997161 MLOC_7126 320(137-198)
HvWRKY32 3 -------- Hv21259 BAJ89144 MLOC_44455 308(125-186)
HvWRKY33 3 -------- --- ------- ------- 569(302-360)
HvWRKY34 3 HvWRKY45 Hv18266 ABI13410 MLOC_14821 297(74-132)
HvWRKY35 3 -------- --- ------- MLOC_54950 231(152-210)
HvWRKY36 3 HvWRKY39 Hv16074 ABI13404 MLOC_69778 275(105-163)
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HvWRKY37 3 -------- --- ------- MLOC_3853 189(117-175)
HvWRKY38 3 -------- --- ------- MLOC_6114 256(54-112)
HvWRKY39 3 -------- --- ------- MLOC_34506 360(120-183)
HvWRKY40 3 HvWRKY36 Hv29825 ABI13412 MLOC_19031 197(37-97)
HvWRKY41 3 -------- --- ------- MLOC_67851 207(23-81)
HvWRKY42 3 HvWRKY37 Hv19834 BAJ992451 MLOC_7939 475(216-274)
HvWRKY43 3 -------- --- ------- MLOC_7470 230(152-208)
HvWRKY44 4 -------- --- ------- MLOC_31894 372(90-148)-(250-308)
HvWRKY45 4 -------- --- ------- MLOC_57764 206(33-94)
HvWRKY46 4 -------- --- ------- MLOC_16746 96(42-96)
HvWRKY47 4 -------- Hv26258 BAJ85995 MLOC_77258 360(225-283)-(286-344)
HvWRKY48 4 -------- --- ------- MLOC_56822 225(140-1198)
HvWRKY49 4 HvWRKY34 Hv1750 ABI13400 MLOC_34522 223(45-103)
HvWRKY50 5 HvWRKY15 Hv15485 BAK01500 MLOC_59259 303(136-193)
HvWRKY51 5 -------- Hv36645 BAJ950061 MLOC_59246 87(1-35)
HvWRKY52 5 -------- --- ------- MLOC_69575 360(92-148)-(248-306)
HvWRKY53 5 -------- --- ------- MLOC_22356 286(220-278)
HvWRKY54 5 HvWRKY22 Hv29810 ABI13388 MLOC_45055 187(130-188)
HvWRKY55 5 HvWRKY40 Hv29818 ABI13405 MLOC_10687 181(145-181)
HvWRKY56 5 HvWRKY28 Hv13249 ABI13394 MLOC_52504 346(123-181)
HvWRKY57 5 HvWRKY42 Hv15670 ABI13407 MLOC_58019 274(86-144)
HvWRKY58 5 HvWRKY24 Hv29804 ABI13390 MLOC_74974 214(18-56)
HvWRKY59 5 -------- --- ------- MLOC_66612 299(231_289)
HvWRKY60 5 HvWRKY9 Hv17161 ABI13375 MLOC_76441 339(269-328)
HvWRKY61 5 HvWRKY11 Hv15434 ABI13377 MLOC_67268 87(12-69)
HvWRKY62 5 -------- --- ------- MLOC_58349 256(154-215)
HvWRKY63 5 -------- --- ------- MLOC_68369 337(149-207)
HvWRKY64 5 HvWRKY8 Hv29784 BAK059431 MLOC_56247 355(289-346)
HvWRKY65 6 HvWRKY1 Hv20710 BAJ91478 MLOC_60890 353(187-244)
HvWRKY66 6 -------- Hv33156 BAK03476 MLOC_64446 488(234-291)
HvWRKY67 6 -------- --- ------- MLOC_12078 227(153-211)
HvWRKY68 7 -------- --- ------- MLOC_66134 308(110-168)
HvWRKY69 7 HvWRKY23 Hv4870 ABI13413 MLOC_70190 382(310-368)
HvWRKY70 7 -------- --- ------- MLOC_60283 609(230-258)
HvWRKY71 7 -------- --- ------- MLOC_78461 341(115-173)
HvWRKY72 ------ HvWRKY2 Hv13583 CAH68818 ------- 314(166-224)
HvWRKY73 ------ HvWRKY5 Hv22109 CAH68821 MLOC_66204 245(123-181)
HvWRKY74 ------ -------- Hv26258 ------- ------- 340(273-231)
HvWRKY75 ------ -------- Hv25183 ------- ------- 493(208-266)-(376-434)
HvWRKY76 ------ -------- Hv22109 ------- ------- 237(116-173)
HvWRKY77 ------ -------- Hv20442 ------- ------- 521(199-255)-(367-424)
HvWRKY78 ------ -------- Hv13583 BAJ90162 ------- 264(127-186)
HvWRKY79 ------ -------- Hv33326 BAJ98419 ------- 314(165-223)
HvWRKY80 ------ -------- Hv32682 BAJ99717 ------- 229(69-128)
HvWRKY81 ------ -------- Hv26258 BAK00560 ------- 353(275-313)
HvWRKY82 ------ -------- Hv1115 BAK01005 ------- 254(94-155)
HvWRKY83 ------ HvWRKY14 Hv29823 ABI13380 ------- 88(11-69)
HvWRKY84 ------ HvWRKY16 Hv29833 ABI13382 ------- 169(113-169)
HvWRKY85 ------ HvWRKY18 Hv29775 ABI13384 ------- 187(127-185)
HvWRKY86 ------ HvWRKY21 Hv21259 ABI13387 ------- 266(136-204)
HvWRKY87 ------ HvWRKY25 Hv29821 ABI13391 ------- 168(27-85)
HvWRKY88 ------ HvWRKY26 Hv1115 ABI13392 ------- 209(63-121)
HvWRKY89 ------ HvWRKY27 Hv29820 ABI13393 ------- 173(125-163)
HvWRKY90 ------ HvWRKY32 Hv15495 ABI13398 ------- 330(145-203)
HvWRKY91 ------ HvWRKY33 Hv16020 ABI13399 ------- 142(70-128)
HvWRKY92 ------ HvWRKY44 Hv29819 ABI13411 MLOC_58423 144(46-104)
HvWRKY93 ------ -------- --- ABR87003 MLOC_21482 281(80-138)
HvWRKY94 ------ -------- --- ABL11228 ------- 103(65-103)
HvWRKY95 ------ -------- --- ------- ------- 53(23-53)
HvWRKY96 ------ HvWRKY6 --- ------- ------- 219(186-219)
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Clustalxافزار با استفاده از نرمها در جو، توالیWRKYدرخت فیلوژنتیک اعضاي خانواده عوامل رونویسی -1شکل  به صورت چندگانه 2010
.درخت فیلوژنتیک آنها رسم شدMEGA6افزار بار توسط نرم1000اندازي با تکرار همردیف شده و بر اساس روش اتصال همسایه و با انجام خودراه

Figure 1- Phylogenetic tree of WRKY transcription factor family members in barley, multiple sequence alignment were
performed using Clustalx 2010 software and phylogenetic trees were constructed using the Neighbor-Joining (NJ) method with
bootstrap values from 1,000 replicates and drawn by MEGA4.
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.اندطراحی شده) 1جدول (Weblogoکه با استفاده از پایگاه WRKYهاي خانواده عوامل رونویسی هاي توافقی مناطق حفاظت شده در زیر گروهتوالی-2شکل 
Figure 2. The consensus sequences of the conserved regions in WRKY transcription factor family subgroups of barley,
designed by Weblogo tool (table 1).
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بحث

- به برنج و همچنین تکجودر این مطالعه به دلیل قرابت ژنتیکی 

شده هاي پروتئینی حفاظتاي بودن هر دو گیاه، از توالیلپه
Wu(هاي برنجهرکدام از زیرگروه et al. براي پیداکردن )2005

هاي در پایگاه.استفاده شدجودر WRKYاعضاي جدید خانواده 
اند؛ بنابراین براي پیدا ها شرح نویسی نشدهداده، بسیاري از توالی

آگاهی BLASTها با کردن اعضاي جدید جستجوي توالی
هاي دهد، از طرفی توالییمبیشتري را در دسترس قرار 

هاي پروتئینی موجود نسبت به توالینوکلئوتیدي بسیار بیشتري 
هستند؛ و چون براي پیدا کردن اعضاي جدید و داشتن عملکرد 

شده پروتئین است، استفاده از مشابه نیاز به توالی حفاظت
tBLASTNهاي براي پیدا کردن اعضاي جدید از میان توالی

شده پروتئینی منطقی هاي حفاظت نوکلئوتیدي با استفاده از توالی
WRKYدر پیدا کردن اعضاي خانواده ژنی. رسدنظر میبه

روي و توالی انگشتWRKYGQKشده داشتن ساختار حفاظت
هاي دلیل انتخاب توالیذکر است یانشد شایددقت بررسی و تائبه

اعضاي این خانواده، دارا بودن عنوانبهشدهناقص گزارش
هاي یبا توالو شباهت زیاد ساختاريWRKYGQKموتیف

WRKYپایگاه در ثبتیا وNCBI به نامWRKYاستهبود .
مطالعات بیوانفورماتیک و عملکردي پیشبرهاي گیاهی نشان 

هاي مشابه آن در بسیاري از و توالیWهاي دهد توالیمی
Maleck)پیشبرهاي القایی تحت تنش مشارکت فعال دارند  et al.

,WRKYصال پروتئین هاي کمی درباره وجود اتگزارش.(2000

Cai)وجود دارد Wهاي حفاظت شده غیر ازبه توالی et al.

که نام دیگر عامل رونویسی SUSIBA2عامل رونویسی .(2007
HvWRKY46 است(Mangelsen et al. توانایی اتصال (2008

SUREو Wبه دو توالی حفاظت شده 

(TAAAGATTACTAATAGGAA) را دارد(Grierson et al.

1994).

ي بیان به فراوانی در ژنوم گیاهان و جانوران کنندههاي تنظیمژن
ها مربوط به گسترش و حضور دارند و تنوع و تکامل یوکاریوت

Riechmann(استکننده بیان هاي تنظیمتکامل انواع خاص ژن et

al -از موجودات تکWRKYروند تکاملی خانواده .)2000.

دار در گیاهان گل.استسلولی به سمت موجودات پرسلولی 

اعضاي بیشتري ها داراي ها و خزهمقایسه با مخروطیان، سرخس
این عوامل رونویسی نقش وهستند WRKYخانواده ژنی از

Berri(کننددار بازي میتنظیمی بسیار مهمی را در گیاهان گل et

al. بر اساس مطالعات صورت گرفته در جلبک).2009
عنوان یک به)Chlamydomonas reinhardtii(کلامیدوموناس 

گیاه پست که قرابت ژنتیکی فراوانی با اجداد گیاهی دارد فقط یک 
داراي دو (استIوجود دارد که این ژن جزء گروه WRKYژن 

جد واقعی Iي این است که گروه دهندهو نشان) WRKYدمین 
هاي این خانواده از تکامل و دیگر گروهبودهWRKYي خانواده

موجود در هايدادهجستجو بر مبناي . اندشدهگروه اول حاصل
GeneBankهاي دهد ژننشان میWRKY مشابه گروهI در دو

Dictyosteliumیکی در کپک ،یوکاریوت غیرفتوسنتزکننده

discoideum)ي شناساییشماره:AAO52331 ( و دیگري در یک
:ي شناساییشماره(Giardia lambliaبه نام ايیاختهتک

EAA40901 (هستنداین فرضیه یدمؤکلیطور وجود دارد و به
-ژناز اینکه و قبل هستندIگروه WRKYهاي که جد واقعی ژن

وارد سلسله گیاهی شوند، حدود یک و نیم تا دو WRKYهاي 
اند، اما گرفتهمنشأي اولیه هایوکاریوتمیلیارد سال پیش از

عدم وجود در گیاهان وهاي این خانوادهش ژنگسترگی چگون
Ulker and(مشخص نیستجانورانها و در در مخمرآنها

Somssich, دمین 2پروتئین داراي 13در این مطالعه .)2004
رفته کارهاي ساختاري بهبر اساس شباهتWRKYحفاظت شده 

هاي مذکور براي گندم، برنج و آرابیدوپسیس در بنديبراي طبقه
.قرار گرفتندIگروه 

در درخت Iدر کنار گروه IIcدلیل قرار گرفتن زیرگروه 
این دو گروه است بههايفیلوژنتیک شباهت ساختاري در توالی

تر بوده رود رابطه تکاملی این دو گروه نزدیکطوري که گمان می
در اثر حذف یکی از دو منطقه حفاظت شده IIcو زیر گروه 

WRKY از گروهIاما باید توجه داشت که . مشتق شده باشد
هاي در واقع توالیIIcممکن است بعضی از اعضاي زیرگروه 

در مطالعاتی که بر روي همچنین .باشندIناقص گروه 
شده است نشان دادهفرنگی صورت گرفتهآرابیدوپسیس و گوجه
فقط داراي یک دمین AtWRKY10ها مثل است که بعضی از ژن
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گروه (هاي دو دمینیاین ژن در گروه ژنيبنداما در گروه.هستند
I (قرارگرفته است)Rushton et al. بنابراین به دلیل قرابت )2000

-میIهاي گروه با دمین کربوکسیلی ژنIIcگروه ژنتیکی بالاي

در طی دوران تکامل دمین IIcزیرگروه کهتوان نتیجه گرفت
این که این مساله تایید کنندهانددادهانتهایی آمینی خود را ازدست

و دیگر هستندWRKYي جد واقعی خانوادهIاست که گروه 
Ulker(اندشدههاي این خانواده از تکامل گروه اول حاصلگروه

and Somssich, به ایجاد و تکامل هاي دیگردر پژوهش. )2004
) N(ت رفتن دمین انتهاي آمینیبه دلیل از دسIاز گروه IIگروه 

از تکامل دمین IIو نتایج نشان داد که گروه شدهاذعان 
,Zhang and Wang(اند یجاد شدهاIگروه ) C(کربوکسیلی

دمین کربوکسیلی کار اتصال به Iهاي گروه ینپروتئدر .)2005
DNAکند، ال کمک میو دمین آمینی به تخصصی بودن این اتص

بنابراین به دلیل ماهیت یک عامل رونویسی مبنی بر اتصال به 
DNA تکامل گروه ،IIاز دمین کربوکسیلی منطقی است.

هستند براي یدمینتکIIIو IIهاي با توجه به اینکه گروه
ها از یکدیگر تفاوت ساختار جداسازي و مشخص کردن آن

ه این صورت که ب.گرفتقرار یبررسها موردآنيانگشت رو
,Zhang(هاي قبلی مطابق گزارش هاي داراي ساختار توالی)2005

هایی و توالیIIIدر گروه Cx7Cx23HxCبا الگويرويانگشت
Cx4–5Cx22–23HxHبا الگويرويساختار انگشتداراي که 

نیز در برنج به چهار IIگروه قرار گرفتندIIو Iدر گروه هستند 
Guo(شوندبندي میتقسیمIIdو IIa ،IIb ،IIcزیرگروه  et al.

مانند تقسیم بندي در این مطالعهIIهاي گروه توالی.)2005
Zhu)در گندم WRKYخانواده عوامل رونویسی  et al. به (2013

اساس این . تقسیم شدندIIeو IIa ،IIb ،IIc ،IIdهاي زیرگروه
WRKYهاي هاي پروتئینطبقه بندي شباهت ساختاري توالی

عضو 9و 13، 22، 4، 5به ترتیب IIبندي گروه در گروه. است
.قرار گرفتندIIeو IIa ،IIb ،IIc ،IIdهايیرگروهدر ز

ي ژنی هاي خانوادهدرصد از ژن20حدود طور میانگین به
WRKY در گیاهان عالی مربوط به گروهIIIکهیدرحال.هستند

Physcomitrella(ي فیسکومترلااعضاي این گروه در خزه

patens(دهنده این است که این گروه از د و نشاننوجود ندار
IIو Iهاي در طی دوران تکامل بعد از گروهWRKYهاي ژن

,Dong and chen)اندبوجود آمده 2003; Kalde and Barth,

-بنابراین می. فقط در گیاهان عالی وجود دارندIIگروه . (2003

در اثر WRKYهاي خانواده توان نتیجه گرفت که این گروه از ژن
و به دلیل ایفاي نقش در تحمل اندعف شدگی ایجاد شدهمضا

این .اندشدهانتخابهاي وارده بر گیاهفشارهاي محیطی و تنش
توان فزونی می.درصد است31میزان در پژوهش حاضر حدود 

نسبت به میانگین گیاهان عالی را با حضور این گروه در جو
تر د وحشی مقاوممقاومت بالاي آن در بین غلات و انتخاب اجدا

تر و تکامل آن براي حصول براي بدست آوردن ارقام مقاوم
هاي ژن. عملکرد نسبی بالاتر در شرایط نامساعد در ارتباط دانست

کنند، این بازي میهايالپهنقش بسیار مهمی را در تکIIIگروه 
حساب بهWRKYترین گروه خانواده گروه ازنظر تکاملی پیشرفته

Zhang and Wang)دنشوب سازگاري گیاه میو موجآمده

در برنج نسبت به آرابیدوپسیس ازنظر تکاملی IIIگروه .(2005
برنج مضاعفIIIهاي گروه ، زیرا در توالیهستندتر بسیار فعال

Eulgem(شوددیده میدرپییپشدگی et al درصد 34.)2000
IIIدر برنج نیز مربوط به گروه WRKYي ژنی هاي خانوادهژن(از

Christian)هستند  et al. آمدهدستبا توجه به نتایج به.(2007
یجاد اIIدر دوران تکامل بعد از گروه اجداد جودر IIIگروه 

قرابت ژنتیکی کمتري نسبت IIگروه و این گروه نسبت به اندشده
و این )2شکل (دندارWRKYي عنوان جد خانوادهبهIبه گروه 

در IIگروه حفاظت شدگینی بر تمباحث مبیدي تائدهندهنشان
به دلیل سازگاري این گیاه با شرایط و فشارهاي گندمهمانند جو

. استمحیطی 

در جهـان  شکسالی ي در حال گسترش خپدیدهاهمیت با توجه به
بـر کشـاورزي کشـور    کـه  اي هـاي گسـترده  و محدودیتو ایران،

ایجاد گیاهـان متحمـل بـه خشـکی و     تلاش برايکند، تحمیل می
صـفاتی ماننـد   از آنجایی که . رسداجتناب ناپذیر به نظر میشوري 

-ژنبررسی،ژنی هستندچند تحمل به تنش خشکی داراي کنترل 

یکـی از  کننـد  مـی تنظـیم نـی را  هـاي ژ هاي تنظیمـی کـه خوشـه   
براي متحمل کردن گیاهان حساس به تنش راهکارهاي امید بخش 

-بررسـی نظر به وقت و هزینه بالاي مورد نیاز براي . استخشکی 

مهندسی ژنتیک، منطقی است قبـل از  آزمایشگاهی و به ویژه هاي 
هـاي ژنـی مهـم و    هرگونـه دسـتورزي ژنتیکـی، خـانواده    اقدام به 
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هـاي  رد بررسی دقیق و جامعی قرار گیرند و تمامی دادهکلیدي، مو
و تفسـیر و  تجزیه و تحلیلآوري، ها جمعموجود در مورد این ژن

هاي آزمایشـگاهی  بهترین ژنهاي نامزد براي بررسیتلفیق شوند تا
به عنـوان  WRKYمطالعه بر روي عوامل رونویسی . پیشنهاد شوند

ونویسی در گیاهان با توجه بـه  هاي رترین تنظیم کنندهیکی از مهم
هاي زیستی و غیرزیسـتی  تحمل به تنشدري آنها شدهاثباتنقش

تحمـل بـه خشـکی    افـزایش تواند ما را در ایجاد بستري بـراي  می
.یاري کند
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Aeluropus. تنش شوري به عنوان یک خطر جدي براي رشد و نمو گیاهان محسوب می شود

littoralisژنتیکی جهت تجزیه و شود، به عنوان یک مدل که یک هالوفیت تک لپه محسوب می
تولید اتیلن را ،تنش شوري. تحلیل رفتار فیزیولوژیک و مولکولی تحمل به شوري به کار می رود

افزایش نیزسیانید هیدروژن،این افزایش غلظتدر بافتهاي گیاهی افزایش خواهد داد و در نتیجه
-βوCyanase ،Rhodaneseهمچنین مکانیسم پالایش سیانید از طریق سه آنزیم . خواهد یافت

cyanoalanine synthaseمطالعه حاضر به منظور درك پاسخ رشد و نمو سلولهاي . اجرا می شود
گیاهی در شرایط تنش و همچنین بررسی الگوي بیان افتراقی ژن هاي در گیر در بیوسنتز و پالایش 

ختلف شوري و سیانید در پاسخ به غلظت هاي م،سیانید هیدروژن در سوسپانسیون سلولی گیاه فوق
، 60.0، 4/0.0، 2/0.0، 0.0در این مطالعه از آزمایش فاکتوریل با غلظت هاي . پتاسیم انجام گرفت

نتایج حاصل از . استفاده شدNaCl, KCNمیلی مولار 4/120.0و 2/120.0، 120.0، 4/60.0، 2/60.0
وسنتز و پالایش سیانید ژن هاي درگیر در بیqRT-PCRآنالیز وزن خشک سلولی و نیز آنالیز 

هیدروژن نشان داد که اعمال تیمار سیانید پتاسیم در غلظت خاصی از شوري، احتمالا می تواند 
.امکان مدیریت رشد گیاه را در شرایط شوري فراهم کند

هاي کلیديواژه
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مقدمه

تنش هاي محیطی زنده و غیر زنده به طور مؤثري 
Breusegem)تولیدات زراعی را با بحران مواجه می کند et

al. شوري خاك، پیش از به وجود آمدن انسان .(2001
وجود داشته و شاید یکی از دلایل از بین رفتن تمدن 

Jacobson(سومریان باستان باشد and Adams,

روزه نیز شوري خاك به عنوان یکی از مهمترین ام.)1958
عوامل نامساعد و تنش زاي غیر زنده، مطرح است و بر 
تولید و کیفیت محصولات کشاورزي تاثیر نامطلوب دارد

)Boyer, گزارشات اخیر حاکی است که در حدود ).1982
از اراضی کشاورزي جهان به عنوان خاك شور نامیده % 20

,Flowers and Yeo)د شونمی  تنش شوري در . (1995
جدي، اثرات خاصی روي تنشخاك یا آب به عنوان یک 

گیاه در مناطق خشک و نیمه خشک اعمال  رشد و عملکرد
سال 25پتانسیل عملکرد تا با افزایش شدت آنمی کند و

کاهش خواهد % 50تا 2050و در سال % 30آینده بیش از 
ر انتخاب صفات هاي اصلاحی به منظودر برنامه.یافت

هاي مختلف ژنتیک نیاز به درك مطلوب در زمینه
عوامل محیطی .هاي فیزیولوژیک و ژنتیک استمکانیسم

اي، پاسخ به شوري را درگیاهان موجود در شرایط مزرعه
دهند و از انتخاب مستقیم ژنوتیپ هاي تحت تأثیر قرار می

قات در نتیجه اجراي تحقی. کندمتحمل به شوري ممانعت می
اییبیوشیمیهايدرك مکانیزم. مولکولی اجتناب ناپذیر است

یک سیستم با استفاده ازتحمل به شوري کو فیزیولوژی
. می تواند اطلاعات مفیدي در اختیار بگذاردمدل هالوفیتی 

دارا گیاه آلوروپوس به عنوان یک گیاه تک لپه هالوفیت با
به منظورج، با برنیدرصد هومولوژي ژنوم95بیش از بودن

هنوز در متأسفانه. انتقال مقاومت به برنج مورد توجه است
شوري به بهره برداري از پتانسیل مطلوب این گیاه در تحمل 

گیاه مورد نظر در حوزه چرا که،اقدامی صورت نگرفته است
مطالعات در زمینه . کشاورزي چندان شناخته شده نیست
خ به شرایط تنش از تولید اتیلن و نقش آن در گیاه در پاس

به . دیر باز مورد توجه دانشمندان و محققان بوده است
Abeles(طوري که به آن، هورمون تنش اطلاق می شود et

al. 1992; Hall and Smith سیانیددر گیاهان).1995,
به عنوان یک ماده همراه در مسیر بیوسنتز اتیلن هیدروژن

ترکیب ACC Oxidaseدر این واکنش آنزیم . تولید می شود
1-Aminocyclopropane-1-carboxylicacid را به اتیلن و

HCNبر خلاف اتیلن که تقریبا اکثر ).1شکل(تبدیل می کند
مطالعات انجام گرفته بر روي تنش، به نقش این هورمون در 
مقابله با استرس پرداخته است، نقش سیانید هیدروژن به 

تولید اتیلن در گیاه، در عنوان یک محصول جانبی در مسیر 
تنظیمات درون سلولی در واکنش به تنش هاي محیطی، 

این در حالی است که . بندرت مورد توجه قرار گرفته است
پاسخ به سیانید هیدروژن همگام با اتیلن به میزان برابر و در 
). 1شکل(تنشهاي زنده و غیر زنده در گیاه تولید می شود 

وه بر القاي مسیرهاي تنفسیسیانید هیدروژن در گیاه علا
Bogatek)مقاوم به سیانید و پنتوز فسفات در گیاه and

Lewak,1991; Bogatek et al. ، پیش ساز آمینواسید(1999
آسپاراژین و محرك تولید اتیلن در گیاه، در غلظت هاي غیر 

Oracz)می باشدسمی et al. یکدرسیانیدهمچنین .(2008
ACCکنندهکدژنلیتافعفزایشاباعثخوري،پساثر

Synthase-نتیجهدروشده-اتیلنبیوسنتزمسیرکلیديژن
شودمیآرابیدوپسیسگیاهدراتایلنتولیدافزایشباعث

(Pirrung and Brauman,1987; Smith and Arteca, 2000)

این عنصر به ظاهر سمی و خطرناك، در بنابراین تولید. 
دفاعی عاملرد نبوده و به عنوان یک پاسخ به استرس بی مو

همچنین بررسی . در برابر تنش در گیاه نقش ایفا می کند
تغییرات بیان ژن هاي عامل بیوسنتز و پالایش سیانید 
هیدروژن در واکنش به اثرات متقابل استرس شوري و 
سیانید در گیاه، به عنوان یک خلاء بزرگ در مطلالعات 

در این . شاهده می شودپیشین روي سیانید هیدروژن م
مطالعه به بررسی الگوي رشد سلولی گیاه هالوفیت 

Aeluropus littoralis ،در واکنش به تنش هاي شوري
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سیانید پتاسیم و اثرات متقابل این دو تنش پرداخته و به نقش 
سیانید هیدروژن به عنوان پاسخ گیاه در واکنش به تنش 

تغییرات بیان شوري پرداخته می شود، همچنین به بررسی
، ACC Oxidaseو AdoMet Synthaseژن هاي کد کننده 

آنزیم هاي کلیدي درگیر در تولید سیانید هیدروژن و نیز ژن 
و Cyanase ،β-cyanoalanine Synthaseهاي کد کننده 

Rhodanese ، آنزیم هاي درگیر در پالایش و سم زدایی
با Aeluropus littoralisسیانید هیدروژن در گیاه هالوفیت 

.می پردازیمqRT-PCRاستفاده از 

اتیلن و : چرخه یانگ و آنزیم هاي درگیر در این مسیر-1شکل
سیانید هیدروژن به عنوان فراورده هاي جانبی این چرخه 

.سنتز می شوندACC Synthaseتوسط آنزیم 
Figure 1. Yang cycle and Ethylene Biosynthesis
pathway in plants

هاروشومواد
تهیه ماده گیاهی

در این آزمایش از سوسپانسیون سلولی گیاه هالوفیت
Aeluropus littoralisبه . به عنوان ماده گیاهی استفاده شد

. از بانک ژن کرج  تهیه گردیدA. littoralisاین منظور بذور 
درصد ، جهت 5/2هیپوکلرید سدیم بذور پس از استریل با

میلی گرم 4غلظت . لوس زایی مورد استفاده قرار گرفتندکا
به عنوان ترکیب BAPمیلی گرم بر لیتر 2وD-2,4بر لیتر 

هورمونی جهت کالوس زایی در محیط کشت جامد مورد 
کالوسهاي ترد و شکننده به محیط سپس . استفاده قرار گرفت

کشت مایع انتقال داده شد و پس از چند بار واکشت و 
وردن سوسپانسیون حاوي سلولهاي منفرد و جدا از بدست آ

4غلظت . هم، تیماردهی در تکرارهاي معین انجام گرفت
به kinetinمیلی گرم بر لیتر 2/0و D-2,4میلی گرم بر لیتر 

عنوان ترکیب بهینه هورمونی در سوسپانسیون سلولی مورد 
سوسپانسیون سلولی در شیکر انکوباتور . استفاده قرار گرفت

.درجه نگهداري شدند25ر دماي د

و سیانیدNaClتیمار 

، 120، 90، 60، 30، 0تیمار شوري با غلظت هاي 
حاوي سلول ml100میلی مولار در ارلن هاي 180و 150

تکرار اعمال شد و با اندازه گیري وزن 3هاي یکنواخت با 
خشک سلولی، منحنی رشد سلولی در شرایط شوري بدست 

معرضدرهاسلولکهزمانیمدته بدین صورت ک. آمد
تاثیرارزیابیمنظوربهوبودروز20گرفتندقرارشوريتیمار

ازیکبارروز2هرهاسلولرشدبرشوريمختلفتیمارهاي
وشدبردارينمونهلیترمیلی5/1میزانبههاارلنازیکهر
سلولیرشدمنحنیها،سلولخشکوزنگیرياندازهبا

قراراستفادهموردآماريآنالیزدروشدرسمتیماررهبراي
محركهايغلظترشد،منحنیاینازاستفادهبا.گرفت

شاهدينمونهبامقایسهدرسلولیرشديکنندهمهارورشد
، 0همچنین تیمار سیانید پتاسیم در غلظت هاي .آمدبدست
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هاي میلی مولار در ارلن 6/1و 8/0، 4/0، 2/0، 1/0، 05/0
تکرار اعمال شد و با اندازه 3حاوي سلول هاي یکنواخت با 

گیري وزن خشک سلولی به شیوه اي که در رابطه با شوري 
بیان شد، منحنی رشد سلولی در این حالت نیز بدست آمد و 

درسلولیرشديکنندهمهارورشدمحركهايغلظت
.آمدبدستشاهدينمونهبامقایسه

ي بدست آمده از رشد سلول هاي تحت با بررسی منحنی ها
-و 60، 0تیمار شوري و سیانید پتاسیم، غلظت هاي مناسب 

میلی مولار سیانید 4/0و 2/0، 0میلی مولار شوري و 120
، 0.0مختلفغلظت9پتاسیم انتخاب و تیمار ترکیبی در 

و 2/120.0، 120.0، 4/60.0، 2/60.0، 60.0، 4/0.0، 2/0.0
روز 10پس از . اعمال شدNaCl,KCNر میلی مولا4/120.0

از اعمال تیمار، برداشت نمونه ها صورت گرفت و ماده 
. گیاهی لازم جهت انجام آزمایشات ملکولی فراهم آمد

) روز10پس از (همچنین وزن تر توده سلولی برداشت شده 
.اندازه گیري و ثبت گردید

qRT-PCRر براي واکنش طراحی آغازگ

توالی ژن هاي مورد مطالعه در گیاه بدلیل عدم وجود 
Aeluropus littoralisابتدا آغازگرهاي در بانک ژن ،

، بر اساس PCRاولیگونوکلئوتیدي جهت انجام واکنش 
ي توالی ژنهاي مورد نظر در سایر نواحی حفاظت شده

NCBI BLASTو ClustalWگیاهان مشابه با استفاده از 

با PCRواکنش سپس قطعات ژنی حاصل از . طراحی شد
منتقل و DH5αE.Coliبه باکتري TAاستفاده از وکتور 

پلاسمیدهاي . همسانه سازي قطعات ژنی صورت گرفت
پس از توالی یابی . نوترکیب جهت توالی یابی فرستاده شدند

آغازگرهاي مناسب جهت واکنشقطعات ژنی مورد نظر، 
qRT-PCR نرم افزار با استفاده ازPrimer Express V3.0 و

Primer3 ،صحت آغازگرهاي ). 1جدول(طراحی شد
و نرم افزار آنلاینPrimer Blastطراحی شده با استفاده از 

(Integrated DNA Technologies)IDTتایید شد.

ІDNaseتیمارو RNAاستخراج 

نمونه هاي برداشت شده با استفاده از هاون چینی دو 
ر گردید و در دماي بار اتوکلاو و ازت مایع به خوبی پود

طبق پروتوکل RNAاستخراج سپس . نگهداري شد-80
RNX-Plusنمونه هاي ). 2شکل(انجام گرفتRNA پس از

سنجی شد و مقدار غلظتNanoDropاستخراج، توسط 
2µgتیمار با جهتاز آنІDNase شرکتCinnagen ، مورد

RNAروي DNaseدر انتها صحت اثر. استفاده قرار گرفت

و با بکارگیري آغازگرهاي PCRتخراجی، با استفاده از اس
α.tubulinوجود باند در نمونه. بررسی شدRNA تیمار نشده

.بیانگر آلودگی ژنومی می باشدDNaseبا 

RT-PCRواکنش 

RevertAidTMبا استفاده از کیتcDNAتهیۀ  M-

MuLV شرکتVivantisمقدار غلظت .صورت گرفت
RNA 2مورد استفادهµgبود .

با استفاده از کیت نمونه27استخراج شده از RNA-2شکل
RNX-Plusدرصد1روي ژل آگارز

Figure 2. The Extracted RNAs on Agarose Gel (27
plant samples by RNX-Plus extraction kit)
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Real Timeاطلاعات مربوط به آغازگرهاي هر ژن جهت واکنش -1جدول PCR

Table 1. Used primers in real time PCR

Real Time PCRواکنش 

جهت مقایسه میزان تظاهر ژن هاي درگیر در مسیر بیوسنتز 
براي Real Time PCRو متابولیسم سیانید هیدروژن، آزمون 

انجام ) تکرار3نمونه تیمار شده و از هر کدام 9(نمونه 27
به صورت در این آزمون، کمیت سنجی بیان ژن .گرفت

استفاده از با Real Time PCRآزمون.نسبی انجام گرفت
Bioneerشرکت ) SYBR GREEN(معرف سایبر گرین

دستگاه مورد استفاده، دستگاه ترمال سایکلر .انجام گرفت
Applied Biosystemsساخت شرکت ABI StepOneمدل 

چاهکی 48پلیت میکرودر Real Time PCRو  واکنشبود 
مواد استفاده شده . میکرولیتر انجام شد12و در حجم نهایی 

چرخه هاي دمایی نیز، . می باشد2طبق جدولواکنش،در 
به c95˚واسرشت سازي اولیه در :به شرح زیر انتخاب شدند

چرخه دمایی شامل واسرشت سازي در 45ودقیقه10مدت 
˚c95 دمايدرو تکثیر اتصال پرایمر و ثانیه، 15به مدت
˚c60 انجام گرفتثانیه45به مدت.

.Real time PCRجهت انجام لازممواد-2جدول
Table 2. Composition of Real time PCR reactions

QuantitiesمقدارMaterials مواد
6 µlSYBR GREEN Master Mix(2X)
0.24 µlROX Reference Dye(50x)
1 µlcDNA Tamplate(100 ng/ µl)
0.6 + 0.6 µlPrimers (5 µM each) F/R
3.56 µlDistillated Water
12 µlTotal volume

سیکل به منظور آزمون اختصاصی بودن تکثیر، از 45بعد از 
برنامه آن به شرح زیر می که شدمنحنی دماي ذوب استفاده 

دقیقه و 1به مدت c60˚ثانیه، 15به مدت c95˚ابتدا : باشد
تا دماي c60˚در دقیقه از دماي c3/0˚افزایش دما با سرعت 

˚c95 و توقف در دماي˚c95 ثانیه صورت 15به مدت
Oraczمنتشر شده توسط مطابق مقالات.گرفت و 2008

Caldana و α.tubulin ،actin1ار خانه دژن هاي 2007
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actin2 با استفاده از واکنش به عنوان کنترل درونی انتخاب و
q-RT-PCR مورد ) تکرار3تیمار به همراه 9(نمونه 27در

سپس بر اساس مقایسه تغییرات بیان هر . ارزیابی قرار گرفتند
نیز ارزیابی پایداري و Ctیک از این ژن ها با مقایسه میزان 

کنترل دام از آنها، بهترین ژن خانه دار به عنوانکبیان هر 
qRT-PCRسپس آزمون . شناخته شدα.tubulinدرونی، 

، براي α.tubulinبراي کلیه ژن هاي مورد مطالعه و نیز ژن 
جهت اطمینان از عدم آلودگی . هر نمونه انجام گرفت

. ترکیبات به کار رفته در واکنش، از کنترل منفی استفاده شد

qRT-PCRز واکنشآنالی

Real Time PCRکمیت سنجی بیان ژن در آزمون 

بازدهمیزانارزیابیاین در . به صورت نسبی انجام گرفت
PCRمیزانپس از اندازه گیري.داراي اهمیت می باشدCt ،
ژن درگیر در مسیر بیوسنتز و 5(مورد مطالعهژن 6براي 

در ) درونیمتابولیسم سیانید هیدروژن و نیز یک ژن کنترل 
و سیانید، NaClغلظت هاي مختلفدرنمونه تیمار شده 27

LinRegPCRاستفاده از نرم افزار باکارایی پی سی آر 

، Excellتعیین و پس از  محاسبات آماري با استفاده از برنامه 
Pfaffl)محاسبه گردید Pfafflطبق فرمول بیانهر ژن میزان

2001).

بحثوجینتا

و سیانید NaClمزمان تیمار ه
با آنالیز و بررسی منحنی هاي بدست آمده از رشد سلول 
هاي تحت تیمار شوري و سیانید پتاسیم، غلظت هاي 

4/0و 2/0، 0میلی مولار شوري و 120و 60، 0مناسب 
میلی مولار سیانید پتاسیم انتخاب و تیمار همزمان اعمال 

سلول ها در اندازه گیري وزن ترنتایج حاصل از . گشت
.آمده است1ي برداشت در نمودار شمارهمرحله

میانگین وزن تر سلول ها در پاسخ به غلظت هاي - 1نمودار
.مختلف شوري و سیانید پتاسیم

Graph 1. The wet weight means of cells in response
to different concentrations of NaCl and KCN

) پایین(و منحنی ذوب) بالا(PCRرسم منحنی تکثیر -3شکل
Realژنهاي مورد مطالعه در چند تیمار متفاوت، با استفاده از 

Time PCR.
Figure 3. The obtained graphs of qPCR

Quantitative RT-PCRواکنش 

درگیر در مسیر بیوسنتز شبکه ژنیجهت مقایسه میزان تظاهر 
براي Real Time PCRدروژن، آزمون و متابولیسم سیانید هی

نتایج به دست آمده از آنالیز منحنی .گرفتانجام نمونه 27
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ذوب در این مطالعه نشان داد که تکثیر تمام ژنها به صورت 
اختصاصی و فاقد محصولات غیر اختصاصی نظیر پرایمر 

منحنی ذوب ژن هاي مورد مطالعه را در 3شکل.دایمر است
.نشان می دهدتعدادي از تیمارها

میانگین بیان و انحراف معیار برخی ژن هاي درگیر در 
Aeluropusمتابولیسم و پالایش سیانید هیدروژن در گیاه

littoralis در غلظت هاي مختلف سیانید پتاسیم و شوري و
. آورده شده است3جدولاثرات متقابل این دو تیمار در

آماري نتایج حاصل ، آنالیزSASسپس با استفاده از نرم افزار 
از میزان بیان ژن هاي مورد مطالعه در تیمارهاي مختلف، 

نتایج حاصل از تجزیه واریانس و 4جدول. انجام گرفت
به 05/0نتایج حاصل از مقایسه میانگین در سطح 5جدول

.را نشان می دهندLSDشیوه آزمون 

میزان بیان شبکه ژنی درگیر در بیوسنتز و پالایش سیانید 
روژن در غلظت هاي مختلف شوري، سیانید پتاسیم و هید

. برهمکنش هاي متفاوت این دو تیمار، بررسی ومطالعه شد
بررسی و مقایسه میزان تظاهر شبکه ژنی درگیر در بیوسنتز و 

میلی 120و 60، 0پالایش سیانید هیدروژن در غلظت هاي 
میلی مولار سیانید پتاسیم و 4/0و 2/0، 0مولار شوري و 

مچنین افزایش غلظت سیانید پتاسیم در یک غلظت ثابت ه
از شوري و افزایش غلظت شوري در یک غلظت ثابت از 

، میزان بیان ژن 6تا 2نمودارهاي. سیانید پتاسیم انجام گرفت
هاي مورد مطالعه را در غلظت هاي مختلف شوري، سیانید 

. دهدپتاسیم و برهمکنش هاي متفاوت این دو تیمار نشان می
مچنین نمودارهاي مربوط به رشد سوسپانسیون سلولی گیاه ه

آلروپوس لیتورالیس تحت تأثیر تیمارهاي مختلف شوري و 
سیانید پتاسیم و برهمکنش هاي مختلف این دو تیمار، رسم 
و با میزان تظاهر ژن هاي مورد مطالعه تحت این تیمارها 

.مقایسه گشت

انید پتاسیم بر میزان بیان برخی ژنهاي درگیر در متابولیسم و پالایش سیانید هیدروژن در گیاه مقایسه اثرات متقابل شوري و سی-3جدول
Aeluropus littoralis

Table 3. The effect of NaCl and KCN treatments on the expression of some genes in Hydrogen Cyanide
metabolism in Aeluropus littoralis

Abbreviations: AdoMet S.: S-adenosylmethionine synthetase, CAS: β.cyanoalanine synthase,  RHO: Rhodanese, CYN: Cyanase,
ACO: acc oxidase, STDEV: standard deviation
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تجزیه واریانس اثر تیمارهاي مختلف شوري و سیانید، بر روي ژن هاي مورد مطالعه-4جدول
Table 4. Analysis of variance of NaCl and cyanide treatments on the studied Genes

مقایسه میانگین بیان ژن هاي مورد مطالعه در تیمارهاي مختلف شوري و سیانید-5جدول
Table 5. The Expression levels of studied genes in different NaCl and cyanide treatments
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در غلظت هاي AdoMet Synthaseژن کد کنندهمیزان بیان -2نمودار
.مختلف شوري، سیانید پتاسیم و برهمکنش هاي این دو تیمار

Graph 2- The expression level of AdoMet Synthase gene
in different NaCl and KCN treatments

در غلظتهاي ACC Oxidase(ACO)ي میزان بیان ژن کد کننده-3نمودار
.شوري، سیانید پتاسیم و برهمکنش هاي این دو تیمارمختلف

Graph 3- The expression level of ACC Oxidase gene in different
NaCl and KCN treatments

بررسی تاثیر سیانید پتاسیم بر بیان ژن هاي درگیر در پالایش 
سیانید هیدروژن

ال سیانید افزایش غلظت سیانید پتاسیم به تنهایی و بدون اعم
پتاسیم، علاوه بر اینکه تاثیر معنی داري برافزایش بیان ژن هاي 

نمودارهاي (درگیر در حذف سیانید درون سلولی نداشت 
). 1نمودار (، باعث کاهش رشد توده سلولی نیز شد )6و5و4

بر بیان ژن هاي درگیر در پالایش سیانید بررسی تاثیر شوري
هیدروژن

ش غلظت شوري به تنهایی و بدون اعمال نتایج نشان داد افزای
سیانید پتاسیم، تاثیر معنی داري بر  بیان ژن هاي درگیر در پالایش 

) 1نمودار (و همچنین رشد سلولی ) 6و5و4نمودارهاي (سیانید 
این نتایج نشان داد که سلول هاي آلروپوس در طول دوره . ندارد

.رده انداین آزمایش امکان مدیریت شرایط شوري را فراهم ک

بررسی تاثیر برهم کنش سیانید پتاسیم و شوري بر بیان ژن هاي 
درگیر در پالایش سیانید هیدروژن 

غلظت (میلی مولار سیانید پتاسیم 4/0افزایش شوري در غلظت 
,NaClمیلی مولار 4/120.0و 4/60.0و 4/0.0هاي  KCN( تاثیر ،

که تا بیش طوري ). 1نمودار (معنی داري در رشد سلولی داشت 
در این غلظت میزان . امکان افزایش رشد را فراهم نمود% 40از 

.)4نمودار (به طور معنی داري کاهش یافتCASبیان ژن 

، مسئول مستقیم بیوسنتز سیانید ACOبررسی بیان ژن کلیدي 
درون سلولی

میلی مولار سیانید پتاسیم 2/0افزایش شوري در حضور غلظت 
میلی مولار 2/120.0و 2/60.0و 2/0.0غلظت هاي (

NaCl,KCN( منجر به کاهش معنی دار بیان ژن ،ACO - ژن
همچنین ). 3نمودار(شد-کلیدي بیوسنتز سیانید هیدروژن و اتیلن

سلولی تودهرشدمعنی دارافزایشدر این دامنه غلظت، ما شاهد 
با استناد بر آزمایشات صورت گرفته در این .)1نمودار (بودیم 
Siddikee)و نیز با توجه به اثر مهاري اتیلن بر رشد گیاه تحقیق 

et al., در ACOتوان گفت احتمالا کاهش بیان ژن ، می(2011
میلی مولار سیانید خارجی باعث کاهش تولید 2/0حضور غلظت 
شده افزایش رشد به دنبال آن درون سلولی واتیلن و سیانید

رغم اثرات کاهنده یه علدست آمده نشان می دهد کبه نتایج .است
سیانید بر رشد سلول، تیمار سیانید هیچ نقشی در القاي ژن هاي 

این در حالی . درگیر در سمیت زدایی سیانید هیدروژن  ندارد
در یک غلظت به نظر می رسد اعمال سیانید احتمالا است که 

لکولی ودر حضور شوري می تواند در یک هماهنگی ممعین 
.ولی را فراهم کندامکان ارتقاء رشد سل
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.میزان بیان ژن کد کننده -4نمودار Cyanoalanine Synthase (CAS)β در
.غلظت هاي مختلف شوري، سیانید پتاسیم و برهمکنش هاي این دو تیمار

Graph 4- The expression level of β. Cyanoalanine Synthase
(CAS) gene in different NaCl and KCN treatments.

Rhodaneseي میزان بیان ژن کد کننده-5نمودار (RHO) در غلظت هاي

مختلف شوري، سیانید پتاسیم و برهمکنش هاي این دو تیمار
Graph 5- The expression level of Rhodanese (RHO) gene in
different NaCl and KCN treatments.

Cyanaseي کد کنندهمیزان بیان ژن -6نمودار (CYN) در غلظت هاي
مختلف شوري، سیانید پتاسیم و برهمکنش هاي این دو تیمار

Graph 6- The expression level of Cyanase (CYN) gene in
different NaCl and KCN treatments.
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هاي غیر زیستی است که باعث ایجاد محدودیت در رشد گیاهان تنشسرما یکی از مهمترین
براي درك مکانیسم مولکولی سازش . شودوکاهش تولید محصول در مناطق سردسیر و معتدل می

هاي جو بهاره با سرماي کوتاه مدت، تغییرات پروتئومی برگ جو مورد مطالعه قرار گیاهچه
هاي جو رقم ساعت بر روي گیاهچه48گراد به مدت یدرجه سانت4به این منظور سرماي . گرفت

Athsهاي رشد یافته در شرایط سپس برگهاي سوم برداشت شده و با گیاهچه. اعمال گردید
-تجزیه پروتئوم توسط الکتروفورز دو بعدي و رنگ . گراد مقایسه شدنددرجه سانتی25نرمال 

ارپذیر داراي اختلاف معنی دار از نظر بیان لکه پروتئینی تکر15. آمیزي آبی کوماسی انجام شد
لکه کاهش بیان در تنش 5لکه افزایش بیان و 10بین شرایط تنش و کنترل شناسایی شدند که 

لکه MALDI-TOF7با استفاده از طیف سنجی جرمی . سرماي چهار درجه را نشان دادند
لوین، انتقال الکترون، واکنش ها در مسیرهاي چرخه کاپروتئینی شناسایی شدند که این پروتئین
هایی مشاهده گردید که در افزایش بیان در پروتئین. نوري و ترارسانی علامت درگیر بودند

این . اکسیدانی و فتوسنتز دخالت داشتندیکپارچگی کلروپلاست، متابولیسم انرژي ، دفاع آنتی
.دهداثیر قرار میبررسی نشان داد که تنش سرما در جو بهاره فتوسنتز را بیشتر تحت ت

هاي کلیديواژه
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مقدمه

تنش سرما تاثیر شدیدي بر رشـد و نمـو و بقـاي گیاهـان دارد    
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. نقـش دارنـد  گیاه در تغییرات ساختاري و هم تغییرات متابولیکی 
هـاي سـوخت   ها در تنش سرماي گندم و جـو در قسـمت  وتئینپر

هاي فعال اکسیژن، تنظـیم چرخـه   وساز انرژي، فتوسنتز، مهار گونه
Kosová)تنش درگیر هستندگیاه و حفاظت در برابر رشد سلولی، 
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Vitamvase)اسـت گرفتـه  et al. 2007; Sarhadi et al.

2010; Rinalducci et al. 2011; Vitamvase et al. 2012; Xu et
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هـاي پاسـخگو بـه    هاي زیاد در مورد درك پـروتئین تلاشعلیرغم 
. سرما اطلاعات محدودي در مورد پاسخ پروتئومی جو وجود دارد

ورد بنابراین لازم است تجزیه پروتئوم جو در پاسخ به تنش سرما م

تجزیه و تحلیل قرار گیرد تا اطلاعـات مفیـدي از درك مکانیسـم    
، حاضـر هدف از مطالعـه .مولکولی سرما در این گیاه به دست آید

بررسی اثر تنش سرماي کوتاه مدت بر الگوي پروتئینی بـرگ جـو   
هاي پاسخ دهنده به تـنش بـا اسـتفاده از    بهاره و شناسایی پروتئین
اسـتفاده از ایـن اطلاعـات در کنـار     . دباشراهکار پروتئومیکس می

تـر اثـرات تـنش    هاي مولکولی  ضمن شناسایی دقیـق سایر تکنیک
توانـد  سرما بر گیاه و مکانیسم مولکولی مقاومت به تنش سرما، می

بستر مناسبی را جهت بهبود صفت تحمـل بـه سـرما را در جـو و     
.گیاهان مشابه فراهم آورد

هاروشومواد

نحوه اعمال سرماشرایط گیاه و 
از موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال Athsور جو بهاره ذب

تکرار به صورت طرح کاملا تصادفی 3کرج تهیه و در بذر و 
در 2به 5در مخلوط پرلیت و ماسه به نسبت بذور .شدندکشت 

-درجه سانتی25ها در گلخانه با دماي گلدان. گلدان کاشته شد

و تا زمان گرفتندساعت قرار 16ل روز و طو% 70گراد، رطوبت 
که گیاهان زمانی. رسیدن به مرحله سه برگی هر روز آبیاري شدند

گراد در درجه سانتی4به مرحله سه برگی رسیدند، تنش سرماي 
صورت ها بهریزي سرما روي تعدادي از گلدانقابل برنامهیخچال

رشد داده ساعت اعمال گردید و با گیاهان 48مدت تصادفی به
شده در شرایط دمایی طبیعی گلخانه از نظر الگوي پروتئوم مورد 

با توجه به اینکه گیاهان تحت تنش سرما در .مقایسه قرار گرفتند
گرفتند گیاهان شاهد هم به مدت دو یخچال در تاریکی قرار می
.روز در تاریکی قرار گرفتند

استخراج پروتئین
ازت مایع خرد شد و سپس در نیم گرم از بافت برگ در

لیتر استون میلیTCA ،45%)100(لیتر میلی5محلولی که شامل 
. مرکاپتواتانول بود، هموژنیزه گردید-2میکرولیتر 70سرد و 

درجه سانتیگراد با 4عصاره پروتئینی توسط سانتریفیوژ در دماي 
رسوب بر روي . دقیقه رسوب داده شد20به مدت g9000دور 

) 3pH-10اوره، تیو اوره، چپس، آمفولین (دست آمده بافر لیز به
سپس سانتریفوژ در . دقیقه ورتکس گردید10اضافه و به مدت 
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محلول دقیقه انجام شد و 20به مدت g20000با دور C°25دماي
.منتقل گردید-80آوري و به فریزر روئی جمع

هاتعیین غلظت پروتئین
ها از روش برادفورد زان غلظت پروتئینبراي اندازه گیري می

کالیبره و BSAابتدا دستگاه اسپکتروفومتر با محلول . استفاده شد
ها در طول منحنی استاندارد رسم گردید، سپس میزان جذب نمونه

.نانومتر قرائت گردید595موج 
الکتروفورز دو بعدي
الکتروفورز بعد اول

ها بر حسب بار الکتریکی در در بعد اول الکتروفورز پروتئین
یک میدان الکتریکی از یکدیگر تفکیک شدند که در این تحقیق از 

میلی متر استفاده شد 3سانتی متر و قطر 11تیوب ژلهایی با طول 
(O'Farrell, براي تهیه ژل بعد اول از اوره، پلی آکریلامید . (1975

30% ،NP-40 ،3-10(هاي با آمفولین(pH و)5-8(pH ،APS و
TEMEDترتیبالکتروفورز بعد اول طی سه مرحله به. استفاده شد

ساعت و 16مدت ولت به400مدت نیم ساعت، ولت به200
.مدت یک ساعت اجرا گردیدولت به600

(SDS-PAGE)الکتروفورز بعد دوم 

ها بر اساس وزن مولکولی از بعد دوم پروتئینالکتروفورز در 
صورت دو قسمتی شامل ژل بعد دوم به. شوندیکدیگر جدا می

قبل از انجام بعد دوم .ژل جدا کننده و ژل نگهدارنده تهیه گردید
شناور SDS sample bufferدقیقه در 15نوار ژلها به مدت 

قرار گرفت و با گردیدند سپس نوار ژل بر روي ژل آکریلامید
200به ازاي هر ژل . درصد پوشانده شد5/0محلول ژل آگارز 

نشانگر آبی بروموفنول ) میکرولیتر400براي دو ژل (میکرولیتر 
لکه ) ترینسبک(داخل بافر ریخته شد تا میزان حرکت اولین بلو 

سپس . گرددو عملیات توقف کنترل شود پروتئینی به انتهاي ژل 
آمپر براي هر ژل و مدت میلی35عملیات رانش با جریان ثابت 

انگر آبی به انتهاي ژل جداکننده ساعت تا رسیدن نش5/2-3زمان 
.برقرار گردید

رنگ آمیزي و تصویر برداري
دوم، ژلها توسط محلول رنگ بعدالکتروفورزاتمامازبعد

ژلها توسط دستگاه . آمیزي آبی کوماسی رنگ آمیزي شدند

تصویربرداري شدندBio-Radساخت شرکت GS800دانسیومتر 
تجزیه و تحلیل قرار موردPDQustسپس توسط نرم افزار و

.دار از ژلها جدا شدندگرفتند و لکه هاي داراي تغییر بیان معنی

شناسایی پروتئین ها از طریق روش طیف سنجی جرمی و 
جستجو در بانکهاي اطلاعاتی

به منظور شناسایی پروتئین از انگشت نگاري جرم پپتید 
درMALDI-TOFاستفاده گردید که براي این منظور از روش 

ها در مرکز ژنومیکس و شناسایی پروتئین.استفاده شد
.ایتالیا انجام گردیدTucsiaپروتئومیکس دانشگاه 

بحثوجینتا

tآزمون و انجام توسط نرم افزارهالکهبعد از کمی کردن 

لکه پروتئینی تکرارپذیر 72، تعداد هاي پروتئینیمجزا براي لکه
4ي رایط شاهد و تنش سرماداراي تفاوت معنی دار بین دو ش

لکه 15از شدشناسایی ساعت،48گراد به مدت درجه سانتی
، 2215، 2173، 2115، 1066، 180پروتئینی، ده لکه پروتئینی 

، 680افزایش بیان و پنج لکه 3262، 3248، 2906، 2362، 2335
از این تعداد .کاهش بیان نشان دادند3770و 2999، 2889، 2447

هفت و نقش خصوصیات، MALDI-TOFه از روش با استفاد
و مشخصات این درگیر در تنش سرما مشخص شدپروتئین
هاي پروتئین.آورده شده است1شماره ها در جدولپروتئین

دار در چهار گروه عملکردي  قرار گرفتند داراي تغییر بیان معنی
، هاي مرتبط با چرخه کالوین، انتقال الکترونپروتئین). 1شکل (

هاي دخیل در و پروتئین%5/28واکنش نوري فتوسنتز هر کدام 
. ها را به خود اختصاص دادنداز پروتئین%25/14پیامترارسانی 

نشان داده شده 2هاي پروتئینی داراي تغییر بیان در شکل لکه
.است

هاي دخیل در واکنش نوري فتوسنتزپروتئین
. ه قرار گرفتنددر این گرو3770و 2115لکه هاي پروتئین 

پروتئین متصل شونده به ساخنار ساقه حلقه 2115لکه شماره 
Chloroplast stem-loop binding protein ofکلروپلاستی  یا 

41b (CSP41b)افزایش بیان نشان داده استکهباشدمی.
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Athsاسامی و خصوصیات پروتئین هاي پاسخ دهنده به تنش سرما دررقم-1جدول 

Table 1: Cold responsive proteins of Aths leaves (susceptible barley) during short- term cold stress with LC – MS/MS

Accession No.Theorical MWطبقه بندينام پروتئینScoreشماره لکهگروه عملکردي

(kDa)
Theorical pI

Experimental MW

(kDa)
Experimental pI

2173167ATPase beta subunit chloroplastHordeum vulgaregi|1158353.8995.11114.15.6ونانتقال الکتر

324856Mitochondrial thioredoxinHevea brasiliensisgi | 32975061720.3419.4127.24.4

18079ribulose-1,5-bisphosphateچرخه کالوین

carboxylase/oxygenase large subunit
Pentas lanceolatagi|29411753.4786.1387.26.24

236254Ribulose 1,5 biphosphate carboxylase

activase isoform 1
Hordeum vulgaregi | 16709647.3418.6243.25.48

211583chloroplast stem-loop binding proteinواکنش نوري

of 41 kDa b, chloroplastic-like
Oryza brachyanthagi|57396375841.6368.3138.37.4

377053Photosystem I reactiom

Ncenter subunit IV
Hordeum vulgaregi | 13117615.4479.8222.19.70

.3protein homologueHordeum vulgare subsp-3-244730814ترارسانی علامت

vulgare
gi|2260729.3614.8331.15.17
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Athsفراوانی نسبی گروه هاي عملکردي پروتئین هاي پاسخ دهنده به تنش سرما در رقم -1شکل 

Fig. 1. The relative frequency of protein functional groups responding to cold stress.

هاي فتوسنتزي هاي کلروپلاستی براي تجمع فراوردهبیان ژن
مجموعه رونویسی و ترجمه نیز به طور قابل . باشدضروري می

هاي کلروپلاستی است که به نوبه خود تا توجهی متکی بر پروتئین
-نظیم میحد زیادي به وسیله فاکتورهاي کد کننده هسته اي ت

-ها شامل پروتئینهاي به خصوصی از تنظیم کنندهگروه. شوند
متصل RNAدهند و یا به را برش میRNAهایی هستند که یا 

کنند و باعث ثبات را واسطه گري میRNAشوند و پیرایش می
هاي کلروپلاستی متصل به از پروتئین. شوندپیرایش و ترجمه می

RNA توان به مشخص شده میهاآنکه خصوصیات بیوشیمیایی
CSP41هاياشاره کرد که داراي همولوگa وbباشدمی

)Bollenbach et al., هم CSP41aدر کلروپلاست اسفناج ). 2008
و RNAحلقه -اتصال به ساختار ساقه(به عنوان ریبونوکلئاز 

براي RNAو هم به عنوان پروتئین متصل شونده به ) برش آن
Yang(مطرح شده است mRNA30sفعالیت آن در  et al.,

1996 .(CSP41b نیز به عنوان همولوگی ازCSP41a از گیاه
Pfanschimidt(هتوتون خالص سازي شد et al., و نشان ) 2000

RNAتواند به هاي آرابیدوپسیس میکه در گیاهچههداده شد

باشد میPetD RNAهدف این پروتئین RNAمتصل شود که 
)Raab et al., کلروپلاستی، کد کننده زیر PetDژن ). 2006

است که انتقال الکترون بین b6واحدي از کمپلکس سیتوکروم 
PSI  وPSIIکندرا واسطه گري می .mRNAها همانند این ژن

هاي کلروپلاستی، داراي ساختار ساقه حلقه در mRNAبیشتر 

متصل شوندههايپروتئینباعث اتصالاست که UTR3'قسمت 
پیرایشCSP41کهشودبه این قسمت میCSP41bله از جم

mRNA PetD گرددآن میثبات باعثورا انجام داده)Yang et

al., بیان این پروتئین همچنین در پاسخ به محرك هاي ). 1995
Raab(دهد رشدي، محیطی، پیري و کم آبی تحت تاثیر قرار می

et al., 2006.(
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هاي و لکه)B(گراد نتیو تنش سرماي چهار درجه سا)A(در شرایط شاهد Athsمقایسه الگوي الکتروفورز دو بعدي رقم -2شکل 
)C(دار روي ژل مرجع پروتئینی داراي تغییر بیان معنی

°C (B), and(A), cold stress at 4gel electrophoresis pattern of Aths in the control conditiondimensional-The twoFig. 2.
protein spots with significant expression changes on the representative gel (C)

A

C

B
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علاوه بر وظایف ذکر شده، وظایف دیگري مانند تنظیم 
سیستم تاریکی و روشنایی کلروپلاست، یکپارچگی کلروپلاست، 

ساکاریدها را به این یتجمع واحدهاي ریبوزومی و تنظیم هترو پل
بنابراین افزایش بیان این پروتئین در .اندپروتئین نسبت داده

صورت گیردتواند براي مقابله با اثرات تنش سرما شرایط تنش می
از . خواهد شدتخریب کلروپلاست و کاهش رونویسی باعثکه

طرف دیگر احتمالاً به صورت غیرمستقیم از طریق افزایش ثبات 
PSIو PSIIباعث افزایش انتقال الکترون بینPet Dپروتئین 

تلاش کلروپلاست براي بدلیل گردد که این امر ممکن است 
و تولید PSIIرسیدن به یک وضعیت بازیابی در انتقال الکترون از 

. انرژي باشد

که در واکنش نوري فتوسنتز دخیل است، 3770لکه شماره 
IVPhotosystemواحدزیر Iمرکز واکنش فتوسیستم پروتئین I

reaction center subunit IV)(بیان که در اثر تنش سرما باشدمی
- نامیده میPSaEاین پروتئین به اختصار . آن کاهش یافته است

زیر واحد تشکیل شده 13بیشتر گیاهان از درPSIکمپلکس. شود
زیر واحد آن به وسیله ژنوم کلروپلاستی و هشت زیر 5است که 

از زیر واحدهاي اصلی . گردندآن توسط ژنوم هسته رمز میواحد
. اشاره کردPSaEو PSaA ،PSaB ،PSaC ،PSaDتوان به آن می
PSaE یک زیر واحد آبدوست در معرض استروماي کلروپلاستی

Falzone(وزن داردکیلو دالتون 8و بوده et al., داراي ). 1994
PSaCو PSaB ،PSaAلوپ یا حلقه اي است که این حلقه با 

گزارش شده که از PSaEعملکردهاي مختلفی براي . درگیر است
و بر هم PSIتوان به کمک به اتصال فردوکسین به آن جمله می

اکسیدوریداکتاز، اشاره کرد NADPکنش با فردوکسین 
)Andersen et al., شواهد متعددي نشان داده است که در ). 1992

تواند مورد هدف بازدارندگی میPSIشرایط سرما و یخ بندان 
نامتعادل انتقال الکترونی هکه در این حالت زنجیرقرار گیردنوري 

,Sonoike and Terashima(گرددمی از طرف دیگر ). 1994
علت به شرایط سرمایی را بهPSIکاهش فعالیت یا حساسیت 

ها بیان ROSهاي آنتی اکسیدان در سم زدایی کاهش توانایی آنزیم
Ivanov(اند ردهک et al., هاي به عبارت دیگر افزایش گونه.)1998

بنابراین . گرددمیIفعال اکسیژن باعث کاهش فعالیت فتوسیستم 

تواند به علت افزایش میAthsدر رقم حساس PSaEکاهش بیان 
این کاهش کهباشد(Mehler)در چرخه مهلر- OHو H2O2تولید 

و در شدهPSIاتصال فردوکسین به بیان به نوبه خود باعث کاهش
آید و انتقال الکترون در زنجیره الکترونی مشکل به وجود می

گزارشاتی در مورد کاهش . گرددمیNADPHباعث کاهش تولید 
در . وجود داردهاي مختلف و اجزاي آن در تنشPSIفعالیت 

PSIتنش خشکی بر روي گندم کاهش بیان پروتئین  subunit

VII)(PSaCاهده شده است مش)Ford et al., قبولی و ). 2011
Ghabooli(همکاران  et al., با بررسی تنش خشکی بر ) 2013

. اندرا گزارش کردهPSaCو PSIروي جو نیز کاهش فعالیت 
در شرایط تنش شوري روي برگ جو PSaCهمچنین کاهش 

Rasoulnia(توسط رسول نیا و همکاران  et al., مشاهده ) 2011
گزارش گردیده PSaCدر تنش فلزات نیز کاهش . استگردیده

)Li et al., که علت آن را کاهش رنگدانه ها و کاهش ) 2013
. اندفعالیت فتوسنتزي عنوان کرده

انتقال الکترون

زیر واحد بتا ATPaseمربوط به 2173لکه شماره 
از دو ATPase. کلروپلاستی است که افزایش بیان نشان داده است

F1بخش جدا از هم تشکیل شده است یک بخش آبدوست به نام 

CF1یا CF0 .F1یا F0و یک بخش آب گریز به نام CF1یا 

، )رقم حساس2173لکه شماره (داراي پنج زیر واحد آلفا ، بتا 
داراي سه زیر واحد CF0گاما، دلتا و اپیسیلون است در حالی که 

a ،b وcباشدمی)Godinot and pietro, 1989; Van Ballmooss

and Dimorth, نقش مهمی در متابولیسم زیر واحد ). 2007
در صورت وجود شیب ATPبه ADPانرژي به واسطه تبدیل 

Ye(پروتون درون غشایی دارد  et al., و همکاران وو). 2013
)Wu et al., تحت درخت توسدر تجزیه پروتئوم برگهاي ) 2014
افزایش بیان ،ATPaseنش سرما اعلام کردند که زیر واحد ت

افزایش بیان زیر واحد بتاي این آنزیم در . داشته است
آرابیدوپسیس تحت تیمار سرمایی نیز مشاهده گردیده است 

)Goulas et al., افزایش که این در این گزارش اعلام شده ). 2006
در پژوهش . فاعی در مقابل تنش سرماستبه علت فرآیند دبیان

توان اظهار نظر کرد که افزایش بیان این آنزیم احتمالاً حاضر می



و همکارانرعنا ولی زاده کامران...هارهبررسی الگوي پروتئومی جو ب

1394ستانبهار و تاب/ 1شماره/ 4دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  74

به علت درخواست انرژي زیاد سلول براي تقویت بخشیدن گیاه 
سنتاز در تنش سرماي برنج ATPافزایش بیان . به تنش سرما باشد

Cui(ساعت 24به مدت  et al., .گزارش شده است) 2005
گزارشاتی نیز در مورد کاهش بیان این پروتئین در تنش سرما ارائه 

Jonmohammadi(شده است  et al., 2014; Rinalduci et al.,

2011; Gao et al., 2009; Xu et al., که علت آنرا تاثیر ) 2013
سرما بر روي تخریب کلروپلاست و یا استراتژي گیاه براي 

. ده اندسازگاري با فتوسنتز اعلام کر

هاي درگیر در این مسیر، لکه شماره یکی دیگر از پروتئین
است که مربوط به پروتئین تیوردوکسین میتوکندریایی می 3248

ها تیوردوکسین. باشد و در اثر تنش افزایش بیان نشان داده است
)Trxs( دي سولفید ردوکتازهاي کوچک و فراوانی هستند که در ،

ها تا یوکاریوت هاي عالی از پروکاریوتتمام موجودات زنده
شوند و در تنظیم اکسید و احیا سلولی دخالت دارند یافت می

)Maeda et al., ها با داشتن یک گروه این پروتئین). 2003
سولفیدي فعال، نقش تنظیم کنندگی را در بسیاري از فرآیندهاي 

Laloi(سلولی دارند et al., که در اعتقاد بر این است ). 2004
میتوکندري، سیستم تیوردوکسین نقش محوري درتعدیل 

احیا محیط و تنظیم فعالیت آنزیم هدف از طریق -اکسیداسیون
,Buchman and Balmer(کندایفا میاحیا پل دي سولفیدي 

در بررسی فعالیت تیوردوکسین، ) 2005(وچمن و باسمر ب.)2005
ناسایی کردند که را شاین پروتئینهاي هدف فهرستی از پروتئین

از طرفی .داشتندقرارپروتئین در سیستم دفاعی آنتی اکسیدان 9
با TRX-Oنیز اعلام کردند که ) 2008(کو و همکاران نبرا

واکنش نشان داده که تضمینی براي سم زدایی IIFپراکسیداسیون 
یک شاخص منفی براي فعالیت Trxهمچنین . استH2O2بالاي 

Gelhaye(باشد یاسکوربات پراکسیداز م et al., در کل ). 2006
-توان گفت که سیستم تیوردوکسین به طور گسترده با پروتئینمی

در پژوهش حاضر، . هاي آنتی اکسیدان در میتوکندري ارتباط دارد
مقدار تیوردوکسین در شرایط تنش سرما افزایش پیدا کرده است و 

جهت دفاع آنتی توان پیشنهاد نمود که افزایش این پروتئین درمی
با توجه به .اکسیدانی و تنظیم مقاومت در برابر تنش سرما است

شرایط تنش دردر این رقم H2O2یافته هاي فیزیولوژي، مقدار 
بنابراین افزایش مقدار تیوردوکسین .نشان دادسرما افزایش 

ه عنوان سازوکاري براي سم زدایی رادیکالهاي بتوانداحتمالا می
. رقم باشدط تنش سرما  و مقاومت بخشیدن به اینآزاد در شرای

افزایش تیوردوکسین کلروپلاستی در برگ گندم در شرایط 
Kosova(سرما و یخ بندان  et al., ، در تجزیه پروتئوم )2013

Han)(هاي برگ گندم در تنش یخ زدگی پروتئین et al., 2013

نش تسرحدي و همکاران  نیز در بررسی. گزارش شده است
سرما بر روي دو رقم مقاوم و نیمه مقاوم گندم اعلام نمودند که 

در نیمه مقاوم بیشتر از مقاوم Mمقدار تیوردوکسین تیپ 
Sarhadi(بود et al., 2010 .(

پیاممسیر ترارسانی 

رقم 2447پروتئین درگیر در این مسیر لکه شماره 
آن ارد که بیان نام د14-3- 3باشد این پروتئین میAthsحساس 

یک خانواده از 14-3- 3. استنشان دادهدر اثر تنش سرما کاهش 
هاي تنظیمی هستند که در یوکاریوت ها منحصر به فرد پروتئین

اند و در بوده و در تمامی آنها از نظر تکاملی حفاظت شده
پروتئین کاملاً درگیر هستند و مسیرهاي هاي پروتئینواکنش

Gokirmak(کنند سطه گري میرا واپیامترارسانی  et al., 2010 .(
هاي پروتئین پروتئین نقش اساسی در فرآیندهاي سلولی واکنش

، چرخه سلولی، تنظیم متابولیسم و ساختار پیاممانند ترارسانی 
هاي محیطی نقش ایفا در تنشیپروتئینخانوادهپروتئین دارند این

قاومت به تنش خشکی ، مخانواده این هايبا انتقال ژنوندنکمی
Yan(ه استنیز در آرابیدوپسیس القا شد et al., در ). 2004

آرابیدوپسیس، عادت دهی به سرما توسط یک شبکه پیچیده مسیر 
یکی از مسیرها به وسیله بیان . آیدبه وجود میپیامترارسانی 

CBFشود و به طور قابل ملاحظه اي سازگاري ها واسطه گري می
Medina(کند م میبه سرما را تنظی et al., مسیر دیگر ). 2011

) ABA(ترارسانی علامت مربوط به سرما به وسیله آبسیزیک اسید 
- شود و این هورمون در پاسخ به سرما افزایش میواسطه گري می

Lang(یابد  et al., تجمع هورمون هاي ABAعلاوه بر ). 1994
سرما نیز دیگري مانند اتیلن در آرابیدوپسیس در سازگاري به

دخالت دارد به طوري که در چاودار تحمل به انجماد را افزایش 
Yu(دهد می et al., -گزارش شده است که بیان پروتئین). 2001

در آرابیدوپسیس تولید اتیلن را به وسیله ثبات 14-3-3هاي 
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Yoon and(دهد افزایش می) پیش ماده اتیلن(ACSهاي ایزوفرم

Kieber, ه به مطالب ذکر شده، در این پژوهش، اگر با توج.)2013
به عنوان تنظیم کننده رونویسی آبسیزیک اسید 14-3-3پروتئین 

ABAایفاي نقش کند، با کاهش بیان باعث کاهش تولید و تجمع 

و متعاقباً باعث کاهش تحمل به سرما شده است و اگر به عنوان 
کاهش در نظر بگیریم، با کاهش بیان باعث ACSتثبیت کننده 

شود ثبات پیش ماده تولید اتیلن و در نتیجه کاهش مقدار اتیلن می
پس احتمالاً . گرددو موجب حساسیت در برابر تنش سرما می

به علت تواند میبه تنش سرما Athsیکی از عوامل حساسیت رقم 
کاهش بیان این پروتئین در . باشدبوده کاهش بیان این پروتئین 

گزارش شده است نیز سرما لاین هاي گندم تحت تنش 
)Vitamvase et al., بررسی دیگر بر روي یک البته در ). 2012

شده مشاهده گندم هاي زمستانه نیز کاهش بیان این پروتئین بیان 
Vitamvas(بود  et al., افزایش بیان این پروتئین در گندم ) 2007

نیز اعلام شده ) 2013(تحت سرماي بهاره توسط هان و همکاران 
که این پروتئین نقش مهمی در مسیرهاي ترارسانی شدهپیشنهاد و 

. کندبراي تنظیم بیان ژن در تنش سرما ایفا میپیام

چرخه کالوین

-زیر واحد بزرگ روبیسکو را نشان می180لکه شماره 
روبیسکو آنزیم کلیدي مسئول تثبیت کربن فتوسنتزي است . دهد

درصد از 35الی 12باشد و و فراوان ترین پروتئین در گیاهان می
هاي محلول را به درصد از پروتئین50هاي برگ و کل پروتئین

Zhaug(دهد تشکیل میC3خصوص در گیاهان  et al., 2014(.

در این . دارداین لکه در شرایط سرما نسبت به شاهد افزایش بیان 
. باشدکیلو دالتون می7/53مطالعه وزن مولکولی این آنزیم حدود 

مشاهده 7تا pH6لکه روبیسکو معمولاً به صورت نواري در 
ولی در ژل مورد مطالعه، این آنزیم به صورت نواري . شودمی

یان و . ها تخریب شده استROSلاً توسط نیست و احتما
Yan(همکاران  et al., نیز قطعات تخریب شده از زیر ) 2006

واحد بزرگ روبیسکو را که توسط دماي کم، افزایش بیان نشان 
افزایش بیان زیر واحد بزرگ روبیسکو .داده بود را شناسایی کردند

Jonmohammadi(در مرحله رویشی گندم در آخر پائیز  et al.,

Xu(-C°8، در رقم مقاوم گندم تحت تنش یخ زدگی)2014 et

al., روز در برگ یونجه7به مدت C°4و در تنش سرماي ) 2013

)Chen et al., زیر واحد بزرگ . گزارش شده است)2015
-یندهایی مانند مرگ سلولی، تا خوردگی پروتئینآروبیسکو در فر

کندبی نقش ایفا میها، عکس العمل به سرما و مقاومت اکتسا
)Jonmohammadi et al., تواند همچنین این افزایش می). 2014

به علت نسبت پائین دي اکسیدکربن به اکسیژن حاصل از کاهش 
اي در طی تنش باشد که این آنزیم فعالیت هدایت روزنه

Wingler(کند اکسیژنازي خود را براي تنفس نوري آغاز می et

al., 2000 .(

مربوط به آنزیم 2362وه بر این آنزیم، لکه شماره علا
است که Iبی فسفات کربوکسیلاز اکتیواز ایزوفرم -5و 1ریبولوز 

روبیسکو اکتیواز نقش اساسی در تمام . افزایش بیان داده است
آنها ممکن است به عنوان . کندسلسله موجودات بازي می

قطعات مولکولهاي چاپرونی در کمک به تجمع یا جداسازي
نقش اصلی این آنزیم حفظ فعالیت . پروتئینی فعالیت داشته باشند

، سایت فعال روبیسکو ATPاین آنزیم با هیدرولیز . روبیسکو است
بی فسفات -5و 1هاي قند فسفاتی مانند ریبولوز را از مهار کننده

به وسیله کربامیلاسیون، آنزیم CO2دارد به طوري که دور نگه می
,Jordan and chollet(داردفعال نگه میروبیسکو را 1983;

Portis, در این پژوهش هم آنزیم روبیسکو و هم آنزیم .)2003
روبیسکو اکتیواز فعال شده اند که احتمالاً افزایش بیان آنزیم 

بلکه به خاطر افزایش نبودهروبیسکو به علت افزایش تنفس نوري 
CO2ما یا رفع هرگونه براي مقاومت در برابر تنش سرCO2تثبیت 

باقی مانده است که این امر از اتلاف انرژي توسط واکنش 
بیسکو افزایش بیان رو. کنداکسیژنازي تنفس نوري جلوگیري می

Gua(اکتیواز در گیاه توت فرنگی et al., و گندم ) 2013
)Rinalduci et al., تحت تنش سرما گزارش شده است نیز) 2011

به نقش این آنزیم در حفظ شکل فعال و افزایش آن را مربوط
Portis(پارتیس و همکاران . روبیسکو دانسته اند et al., نیز ) 2008

اعلام کرده اند که مجموعه اي از تغییرات بین روبیسکو اکتیواز و 
تواند اکیتواز را براي زیر واحد بزرگ و کوچک روبیسکو، می

افزایش فعالیت تر کند که نتیجه اینکربامیلاسیون قابل دسترس
از . براي مقاومت در برابر تنش سرما استCO2اکتیواز، تثبیت 
PSIتوان چنین استنباط کرد که با توجه به اینکه طرف دیگر می

کاهش یافته است و Athsتحت تنش سرما در رقم حساس 
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واکنش نوري فتوسنتزي مهار شده، روبیسکو وارد چرخه تنفس 
ن داده است که محصولات تنفس و افزایش بیان نشاشدهنوري 

Pears and(باعث بسته شدن سایت فعال روبیسکو شده 

, 2003Andrews ( و آنزیم روبیسکو اکتیواز با افزایش بیان این
,.Portis and Parry(دارد سایت را آزاد نگه می CO2تا ) 2007

.باقی مانده تثبیت شود و در برابر تنش سرما مقاومت نشان دهد

4ي شود که تنش سرمالی چنین نتیجه گیري میبه طور ک
ساعت بر روي جو بهاره باعث 48گراد به مدت درجه سانتی

از . گرددها به صورت افزایش و کاهش بیان میتغییر بیان پروتئین
هاي کلروپلاستی با افزایش بیان در ها، پرروتئینبین این پروتئین

ها در این پروتئین. صدد کاهش اثرات تنش سرما به گیاه هستند
تنظیم سیستم تاریکی و روشنایی کلروپلاست و یکپارچگی آن 
نقش دارند و با تجمع واحدهاي ریبوزومی باعث افزایش 

نیز به علت فرآیند ATPase.شوندرونویسی در شرایط تنش می
دفاعی در مقابل تنش سرما و همچنین درخواست انرژي زیاد 

. دهدافزایش بیان نشان میسلولها براي مقابله با این تنش 
تیورودوکسین میتوکندریایی با افزایش بیان باعث سم زدایی 

. شودرادیکالهاي آزاد و دفاع آنتی اکسیدانی در تنش سرما می
CO2هاي چرخه کالوین براي افزایش تثبیت افزایش بیان آنزیم

هاي اجزاي پروتئین. مانده جهت ثبات فتوسنتز استباقی
-گیرند و بیان آنها کاهش میت تاثیر سرما قرار میتحIفتوسیستم 

یابد که این امر باعث اختلال در انتقال الکترون در زنجیره 
گیاه در برابر توان گفت کهبه عبارت دیگر می.شودالکترونی می

وها به این تنش پاسخ می دهدتنش سرما با افزایش بیان پروتئین
سیستم مربوط به هاي درگیر در تنش سرمابیشتر پروتئین
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ests are considered as one of the most important constraints that cause production
loss. Although use of pesticides is the most common solution nowadays for pest
control in agriculture, this approach has many harmful effects for human health
and the environment. Up to now, almost 50 lung cancers provoked by agricultural

pesticides have been recognized. Furthermore, pesticide residues can remain in the soil
for a long time and can represent a threat for microbial life and can be absorbed through
the root system of plants and enter the human food chain.  Although strategies like
organic agriculture or integrated pest management have been promulgated, the correct
use of pesticides is far from having been achieved.  However, new technologies like
genetic engineering can help overcome the problem of yield loss while still providing
healthy GM food with no pesticide residue. Since the first cultivation of GM crops, 18
years have now passed and GM crops have gained significant public acceptance among
farmers and consumers. In this review, disadvantages of pesticides on human health
(especially cancer) and environment will be discussed.

Cancer, environment, GM crops, Pesticides
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he yeast Saccharomyces cerevisiae has 20 genes that encode Hexose Transporter
proteins, including HXT1-HXT17, GAL2, SNF3 and RGT2. Two of these genes
(SNF3 and RGT2) act as glucose sensors while the HXT1-HXT17 genes function
in direct transportation of glucose. Earlier research has shown that alcohol

fermentation can be augmented by increasing the expression of these genes, resulting in
increasing ethanol production. The aim of this study was the identification and isolation
of the Restores Glucose Transport 2 (RGT2) gene from Saccharomyces cerevisiae
genome. Specific primers were employed in PCR so as to clone RGT2 into a vector
under a suitable expression promoter for recombinant yeast. After gene amplification,
ligation was achieved between the amplified fragments and pGEM-T vector and the
recombinant colonies were identified by the blue-white screening method. Candidate
recombinant plasmids were sequenced. The nucleotide sequence of the open reading
frame was found to be 2292 bp long with a deduced amino acid of 763 residues. The
estimated molecular mass and the predicted isoelectric point of the deduced polypeptide
were 83.173 kDa and 5.68 respectively. The deduced protein sequence showed a high
similarity to RGT2 sequences in the NCBI database, especially with P301 strain of
Saccharomyces cerevisiae (100 % similarity). Finally, the RGT2 gene was cloned into
the pGBKT7 expression vector which is suitable for protein expression in yeast via the
restriction sites NcoI and PstI. A phylogenic study of the RGT2 gene and other hexose
transporter families showed that this gene has the most similarity with SNF3.  Therefore,
by isolation, cloning and sequence identification and transformation of this gene into
yeast, ethanol production via alcohol fermentation can be increased.

Cloning, RGT2, Fermentation, Saccharomyces cerevisiae
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rtemisia annua is particularly important for the production of artemisinin, a
bioproduct which can be used to combat the causal agent of malaria, treat some
kind of cancers and in other activities. The low artemisinin content in the plant
has caused this compound to be among the more expensive medicines. Several

attempts have been made to increase artemisinin production, for example by using
different elicitors, but none of the approaches has been cost effective. In this study, the
expression levels of two important genes in the artemisinin biosynthetic pathway, SQS
and DBR2 and artemisinin content were investigated in Artemisia cell suspension
cultures. SQS and DBR2 genes have essential roles in the regulation of artemisinin
pathway. For this purpose, nano-cobalt particles in concentrations of 0.25, 2.5 and 5
mg/L were used for cell culture treatment and samples were collected after 8, 24, 48 and
72 h. The highest artemisinin content was observed 24 h after 5 mg/L nanocobalt
treatment. In this case, artemisinin production was 2.25 times (113.35 mg/g d.wt) higher
than that of the control. Our results showed a negative and significant correlation
between SQS and DBR2 gene expression and artemisinin content at different levels of
nano cobalt treatments. Results also showed an increase in nano cobalt concentration
after 72 hour and an increase in nano chitosan after 4h hour caused a significant decrease
in the expression of SQS and DBR2 genes. In conclusion, it appears that the content of
artemisinin was increased by high concentrations of the nano cobalt particles because of
a decrease in the expression of SQS and DBR2 genes.

Artemisia annua, Artemisinin, Nano Cobalt, Nano Chitosan, HPLC, qRT-PCR,
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iotic and abiotic stresses are the most important constraints on production by
crop plants, including barley. Transcription factors are involved in the regulation
of biotic and abiotic stress- response genes and the WRKY transcription factor
family encodes a large group of them. Therefore, identification and classification

of these factors represent important steps in our quest to find smart strategies for
enhancing stress tolerance in plants. In an attempt to identify WRKY transcription
factors in barley, multiple searches were done in Plant TFDB and Gramineae TFDB
databases. Rice WRKY-conserved sequences were used as the templates for tBLASTN
searches in the nr, EST and HTGS datasets for finding new members in barley. An
HMM search was used to find sequences containing WRKY conserved domains. The
identified 96 HvWRKYs as well as one member of each WRKY subgroup from
Arabidopsis, rice and wheat were subjected to multiple alignment using clustalx software
and phylogenetic trees were reconstructed using MEGA6 software based on neighbor-
joining method with a 1000 repeats bootstrap index. Sequences were divided into 3
groups based on the number of WRKY domains and the structure of zinc-finger motifs.
Conclusively, there were 13 proteins with 2 WRKY conserved domain in group I, 30
proteins with 1 WRKY conserved domain and Cx7Cx23HxC zinc-finger motif in group
III and other proteins with 1 WRKY conserved domain and Cx4-5Cx22-23HxH zinc-finger
motif in group II. Regarding the role of group III in plant tolerance to abiotic and biotic
stresses, it can be argued that the higher percentage presence of group III members in
barley that are similar to rice than to other higher plants can be attributed to duplications
in wild monocotyledous ancestors and natural selection for more resistant genotypes in
harsh conditions.

Abiotic stresses, Transcription factors, HMM, Phylogenetic tree, Multiple alignment.
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alt stress is a serious problem for plant growth and development. To analyze salt
stress resistance and physiological behavior of plants, the halophyte Aeluropus
littoralis was studied. Salt stress augments ethylene hormone production in plant
tissue and this leads to increased hydrogen cyanide levels. In the other hand, there

is a cyanide purge mechanism involving three enzymes: Cyanase, Rhodanese and β-
cyanoalanine synthase. To study plant cell growth and development under salt stress
conditions, an analysis of differential expression of genes involved in biosynthesis and
purge of cyanide is needed. In this study, Aeluropus littoralis cell suspensions were
subjected to different concentrations of salt and potassium cyanide in the medium.
Factorial analysis of NaCl and KCN in 0, 0/0.2, 0/0.4, 60/0, 60/0.2, 60/0.4, 120/0,
120/0.2 and 120/0.4 mM concentrations were assessed. Our study demonstrated that
KCN treatment significantly reduced production of dry material. The results showed
that, although cyanide has negative effect on cell growth, the cyanide detoxification gene
network was not activated in these conditions. In addition, the interaction between
cyanide and salinity indicated that salt stress in the presence of 0.4 mM KCN increases
cell growth by 40 percent because expression of the CAS gene was reduced enormously.
An increase of salinity in the presence of 0.2 mM KCN, however, reduced expression of
ACO, a key gene in HCN and ethylene production. As intracellular level of HCN
declined, cell growth rose. Thus external treatment of cyanide increases plant dry
material and plant resistance in salt stress conditions.

Aeluropus littoralis, Ethylene,Salt stress, Hydrogen Cyanide, qRT-PCR
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old is one of the most significant abiotic stresses which restrict crop growth and
productivity worldwide. In order to investigate how spring barley (Hordeum
vulgare L.) seedlings adapt to short-term periods of low temperature, the present
study explored proteomic changes in leaves. Cold stress at 4 °C was applied to

barley seedlings for 48 hours; third leaves were harvested and compared with seedlings
grown in normal conditions (25° C). The proteomic analysis was conducted by two-
dimensional electrophoresis (2-DE) and the Coomassie blue staining procedure. Fifteen
reproducible protein spots showing a significant difference between the control condition
and cold stress were identified; 10 of the spots demonstrated an increase in expression
while 5 spots showed a decrease under 4 °C cold stress for 48 hours. By applying
MALDI-TOF analysis, 7 spots were identified. These responsive proteins were involved
in the Calvin cycle, photosynthetic electron transport, light reaction, and signal
transduction. The upregulation of proteins involved in the regulation of the chloroplast
system, the integrity of chloroplasts, energy metabolism, antioxidant defense, and
photosynthesis has probably acclimatized the plant to cold stress. These findings indicate
that there was greater cold stress affecting photosynthesis in spring barley and it is of
crucial importance to maintain the efficiency of photosynthesis under cold stress.
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