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)24/2/95: پذیرشتاریخ-14/6/94: دریافتتاریخ(

:Potato X Potexvirus)زمینی سیبXس ویرو. زمینی ویروسها هستندیکی از عوامل اصلی کاهش محصول سیب

PVX)در این . ترین روش مبارزه با آن استفاده از ارقام مقاوم استباشد و عمدهاز مهمترین ویروسهاي این گیاه می
براي . مقاوم به این ویروس تولید شودزمینیگیاهان سیبRNA silencingگیري از تکنیک تحقیق سعی شد با بهره

ناقلدر PVXویروس P25ي ژن نتهابراي اسريسازي متوالی یک سازه سنجاقبا دو همسانهکار ابتدااین
pFGC5941 یشبرپتحتCaMV 35Sپروتئین . ساخته شدP25 نقش ممانعت ازRNA Silencing را در میزبان

و میانگره ت برگ نوترکیب حاصل پس از تایید، به آگروباکتریوم منتقل شده و قطعاناقل. ویروس به عهده دارد
زنی و زایی، جوانهپس از کالوس. شدندریزشتراLBA4404وسیله آگروباکتریوم سویه زمینی رقم آگریا بهسیب
روي RT-PCRگیاهان، با DNAروي PCRبررسی مولکولی با . زایی، گیاهان تراریخته انتخاب و تکثیر شدندریشه

RNAگیاهان تراریخته تکثیر شده و در گلخانه به روش مکانیکی با . د کردآنها وجود تراژن و بیان شدن آن را تایی
PVXنتایج . تلقیح شدندELISAبادي اختصاصی پروتئین پوششی با آنتیPVX مقاومت دو لاین تراریخته را نشان

ي کمک آغازگرهاگیاهان بهRNAروي RT-PCRبا PVXتایید مولکولی این دو لاین مقاوم سیب زمینی به . داد
PVXزمینی مقاوم به نتیجه این تحقیق منجر به تولید دو لاین مستقل سیب. ژن پروتئین پوششی ویروس انجام شد

آنها در شرایط مزرعه بایستی انجام پذیرد و مینی تیوبرهاي آنها جهت تکثیر و این همانیگردید که بررسی مقاومت
.تولید شود

هاي کلیديواژه
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مقدمه
Potato X Potexvirus)زمینیسیبXویروس  :PVX) از

باشد که باعث کاهش قابل گیاه میاینهاي ویروسمهمترین 
توسط 1931این ویروس در سال . شودمیآنتوجه عملکرد 

و ازFlexiviridaeخانواده ازاین ویروس. اسمیت توصیف شد
با پذیر،مشخلشکنخیپیکرهباPotexvirusجنس
میزان . تنانومتر اس550×12و اندازه ذرات حدود ssRNA+ژنوم

50تا 10زمینی بین خسارت این ویروس بسته به نژاد و رقم سیب
-آلودگی توام این ویروس با ویروس. درصد گزارش شده است

این .شودباعث ایجاد خسارت بیشتر میPVAو PVYهاي 
شود ی، پیوند و غده منتقل میآسانی از طریق مکانیکویروس به

& Beemster)ولی انتقال از طریق بذر و شته گزارش نشده است

de Bokx, 1987; Salazar, 1996; Verchot-Lubicz et al.,

هاي هگروودر ایران این ویروس از اکثر مناطق کشور .(2007
هاي خراسان و اردبیل گزارش شده از استانآنسهو یک نژادي 
Foroutani)است  et al., باعث کاهش عملکرد هایروسو.(2004
-زمینی از سالی به سال دیگر بخاطر تکثیر رویشی آن میسیب

اهمیت بسزایی داشته و این گیاهزايبیماریعوامل د و در بین نشو
از این رو تنها راه . روش درمان موثري براي آنها وجود ندارد

بذر عاري از مقاوم، ارقام رهایی از خسارت آنها استفاده از 
ی مثل مقاومتي ژنها. باشدویروس و کنترل ناقلین در مزرعه می

Rxها شناسایی شده استزمینی در مقابل ویروسدر سیب
)Kohm et al., 1993; Verchot-Lubicz et al., ، تاکنون )2007

ه کمک منجر به گزارش گیاهان مقاوم به ویروس بچندین مطالعه 
در تحقیقی نشان دادند که .اندسی به میزبان شدهانتقال ژنهاي ویرو

در سیب زمینی باعث ایجاد مقاومت PVXبیان پروتئین پوششی 
Bai)به این ویروس گردید  et al., و یا در تحقیقی دیگر (2009

زمینی مقاومت در سیبPVXنشان دادند که بیان ژن رپلیکاز 
Longstaff(نتیجه داد PVXخوبی به  et al., همچنین در . )1993

در توتون بیان شد و مقاومت PVXویروس P25تحقیقی مشابه 
در . و سایر توباموویروسها ایجاد نمودPVX ،TMVخوبی به 

گیاهان توتون تراریخت دو ویروس مذکور هیچ علایمی نشان 
Ares)نداده و نتوانستند تکثیر شوند  et al., 1998).

که ویروسمت به جدید ایجاد مقاوهاي یکی از مکانیسم
Duan(باشدمیRNA Silencingامروزه کاربرد فراوانی دارد  et

al., 2012 .(RNA Silencing درقدرتمنديدفاعیفرایند
و ممانعت از ویروس RNAتجزیه سببیوکاریوتهاست که
توانند اینمیهاویروسازبسیارياما. شودمیهمانند سازي آن 

اي سرکوب کنندههايین ویروسها پروتئینا.کنندمختلرافرایند
کهکنندبیان میراSilencing Suppressors Protein (SSP)بنام

RNA Silencing شودمیویروسباعث تکثیر را سرکوب و
(Pazhouhandeh, با بدون هومولوژي توالیهااین پروتئین. (2009

در مورد .تداخل دارندRNA Silencingمسیر در یمختلفءاجزا
RNAبه عنوان ممانعت کننده P25پروتئین PVXویروس 

Silencingکه با چسبیدن به پروتئین آرگونات شناخته شده است
و با تجزیه کردن آن از طریق پروتئازوم باعث RISCدر کمپلکس 

شود تا ویروس به راحتی در سلول میRNA Silencingسرکوب 
Chiu)تکثیر پیدا کند  et al., 2010).

اخیرا تحقیقاتی براي ایجاد مقاومت به ویروس از طریق 
RNA silencingهاي کمک طراحی سازهانجام شده است که یا به

هاي تولید کننده کمک سازهسنجاق سري تکرار معکوس و یا به
microRNA بوده است)Duan et al., در این تحقیق .)2012

تراریزشو RNA silencingگیري از تکنیک سعی شده با بهره
طراحی شده براي سنجاق سري بوسیله سازه زمینیسیبگیاهان 

.شودایجادگیاهان مقاوم به این ویروس P25ي ژن نتهاا

واد و روشهام

از RNAو استخراج PVXتهیه گیاه آلوده به ویروس 
جداسازي (سیب زمینی گیاه آلودهاز :زمینی آلودهبرگهاي سیب

PVXو آنتی بادي اختصاصی ELISAکه با ) شده از اطراف تبریز

به روش Trizolبا بافر RNAاستخراجشناسایی شده بود، 
Chomczynski)توصیف شده انجام شد  & Sacchi, 1987).

با :PVXویروس P25ژناي از و تکثیر قطعهcDNAسنتز 
کیت از استفادهاستخراج شده با RNAمیکروگرم از 4

SuperscriptIII(Invitrogen)سنتزcDNA انجام و به کمک
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P25Fintهاي برشیآغازگرهاي اختصاصی داراي سایت

(AAtctagactcgagATACCAGGCACTTTTTGCTGAC)به-
P25Rو رو به جلوآغازگرعنوان

(AAggatccccatggCTATGTCCCTGCGCGGACATA)به-
جفت بازي 400قطعه PCRبا واکنش برگشتیآغازگرعنوان 
.تکثیر شدP25انتهاي 

:pFGC5941وکتور در P25قطعه ژن همسانه سازي
:P25)Gene Bankنوکلئوتیدي400ژنقطعه GQ863228.1 (

ابتدا در بالادست اینترون)PVX(زمینی سیبXویروس 
Chalcone Synthase (CHSA) وکتورpFGC5941 (11407 bp)

(Pazhouhandeh et al., و NcoIبه کمک آنزیمهاي برشی (2006
XhoI و واکنش الحاق باT4 DNA Ligase(Fermentase) در

از تایید براي قرار داده شد و وکتور حاصل پسsenseجهت 
در این بار قطعه فوق). ھ1شکل (همسانه سازي دوم بکار رفت 

و XbaIو BamHIبه کمک آنزیمهاي برشی دست اینترون پائین
تهیه منظوربهantisenseدر جهت لیگاسیون  قطعات برش یافته 

هاي ایجاد تایید کلون.همسانه سازي شدP25سازه سنجاق سري
pFGC5941به کمک آغازگرهاي اختصاصی وکتور PCRشده با 

Fext)(AATCCCACTACCTTCGCAAGACCعنوانبه
pFGC5941 Rintو رو به جلوآغازگر

)CTTTCTACCTTCCCACAATTCG (آغازگرعنوان به
با استفاده از و senseاول در جهت همسانه سازيبرايبرگشتی

FintpFGC5941آغازگرهاي اختصاصی 

)CAGACAGATGTTTCCCAGCGAA (رو آغازگرعنوانبه
RextpFGC5941وبه جلو

)AAACCGGCGGTAAGGATCTGAG ( آغازگربه عنوان
antisenseدوم در جهت همسانه سازيجهت تایید برگشتی

.شدانجام

نوترکیب و انتقال آن به pFGC5941ر تکثیر وکتو
براي Top10نژاد Escherichia coliز باکتري ا:آگروباکتریوم
بعد از .استفاده شدP25ژنقطعه همسانه سازيانجام مراحل 

باکتري تراریزش باکتري به روش شایستههاي تهیه سلول
با Multiporator (Eppendorf)الکتروپوراسیون توسط دستگاه 

براي گزینش . ثانیه انجام شدمیلیپنجکیلوولت به مدت 5/2ژ ولتا
هاي مثبت بعد از تراریزش، با توجه به ساختار وکتور و کلنی

روي وکتور، از کانامایسینبیوتیکوجود ژن مقاومت به آنتی
استخراج . استفاده شدµg/ml50کانامایسینحاوي LBمحیط 

mini prep(Sambrookروشپلاسمید به et al., انجام(1989
چهار وکتور ي نوترکیب،وکتورها،منظور تائید بیشتربه. گردید

IBMP-CNRSمرکز توالی یابییابی بهبراي توالینوترکیب 

یکی از وکتورهاي تایید شده به روش .گردیدفرانسه ارسال 
نژاد Agrobacterium tumefaciensباکتري الکتروپوراسیون به 

LBA4404روي محیط هاي مثبتکلنی،براي گزینش.دمنتقل ش
LB جامد حاوي کانامایسین و ریفامپیسینµg/ml100 تبه مد

هاي سلول. شدندکشتC28°دو شب در انکوباتور 
LBدر محیط pFGC5941حامل وکتور نوترکیب یومباکترآگرو

آن به OD600تا یافتند مایع داراي کانامایسین و ریفامپیسین تکثیر 
هاي نشست سلولبعد از حذف محیط کشت، ته. رسید1تا 7/0

.مایع مخلوط شدMSباکتري با محیط 
- اي سیبگیاهان درون شیشه:زمینیتراریزش گیاه سیب

زمینی رقم آگریا براي اطمینان کامل از عاري بودن از ویروس 
PVX با آزمون ،DAS-ELISA وRT-PCR مورد بررسی قرار

MS)1962Murashige andاده از محیط با استفسپس. گرفتند

skoog (قطعات نیم تا یک . هاي کشت تکثیر شدنددرون شیشه
براي تکثیر یافتهزمینیگیاهان سیبمتري میانگره ساقهسانتی

سلولکشت همزمان قطعات گیاه با . استفاده شدندانجام تراریزش 
عت، به مدت یک ساC20°در دماي آگروباکتریوم شایستههاي

لیتر میلی20درونتاریکی در و rpm50روي شیکر با سرعت
. انجام شدبیوتیک بدون آنتیبا نصف غلظت مایع MSمحیط 

mg/l(غنی شده با MSهاي گیاهی سپس به محیط ریزنمونه

02/0(GA3 ،)mg/l2/0 (NAA و)mg/l3/0TDZ ( ساکارز ،
Cefotaximeبیوتیک حاوي آنتی% 8و آگار % 5/2 (350 mg/l)

ساعت نور و 16در وشدهانتقال دادهبراي حذف آگروباکتریوم 
زایی تا کالوسنگهداري شدنددو هفتهبه مدت ساعت تاریکی8

تراریزش برايریزنمونه120در این تحقیق از .صورت گیرد
در ادامه کالوس هاي ایجاد شده به محیط کشت .گردیداستفاده
Phosphinothricinو Cefotaximeحاويجدید (PPT: 10
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mg/l)کالوس .هاي تراریخت منتقل شدندبراي گزینش نمونه
بافقط گیاهان تراریخت. زنی آغاز شدزایی ادامه یافت و جوانه

T-DNA ژن مقاومت به که مورد نظرPPT ،را دریافت کرده بودند
از کالوسهاي گزینش شده پس.در این مرحله به رشد ادامه دادند

mg/l02/0(GA3 ،)mg/l(ریشه زایی به محیط جدید حاوي  

02/0 (NAA و)mg/l3/0(TDZ منتقل شدند تا جوانه زنی
دست آمده به صورت مستقل کامل بهگیاهان. صورت گیرد

هفتهدوبه مدت مجددا بودنبراي تائید تراریختنامگذاري و
.شدندکشتواگزینشدیگر در شرایط

گیاهان و بررسی بودنلکولی تائید تراریختوهاي مروش
سه گیاه از ژنومی DNAاستخراج : نویسی ژن هدفانتقال و رو
,Doyle & Doyle)صورت گرفتCTABبه روش تراریخت 

در داخل ژنوم این گیاهان، از T-DNAد وجود ییبراي تا. (1987
PCR مختلف قطعه کلون شدهآغازگرهايباP25 و همچنین

پس از تکثیر گیاهان . وکتور استفاده شداي مربوط به آغازگره
انجام شد Trizolبه روش RNAتراریخت، استخراج 

(Chomczynski & Sacchi, با کیت cDNAسپس . (1987
SuperscriptIII(Invitrogen) سنتز و واکنشPCR با آغازگرهاي

انجام mRNAجهت بررسی وجود P25اختصاصی قطعه ژن 
.گردید

هاي گیاهچه: PVXمقاومت گیاهان تراریخت به بررسی
همراه گیاهان غیرتراریخت اي تراریخت تکثیر یافته بهدرون شیشه

% 60و خاك % 20، کوکوپیت %20به بستر کشت حاوي پرلیت 
نصف غلظت به MSمنتقل و پس از دو هفته آبیاري با  محلول 

گیاه پس از تکثیر در PVXویروس . محیط خاك سازگاري یافتند
-باديبه کمک آنتیELISAتوتون و تایید آلودگی از طریق آزمون 

ویروس، براي تلقیح به روش پروتئین پوششیهاي اختصاصی 
دو . مکانیکی روي گیاهان تراریخت و غیرتراریخت استفاده گردید

گیاهان از برگهاي جدید تلقیح نشده RNAهفته پس از تلقیح، 
با استفاده از . جام گرفتانcDNAبالایی استخراج و سنتز 

PVXویروس پروتئین پوششیآغازگرهاي اختصاصی ژن 

)PVXCPF: aaGGATCCatgtcagcaccagctagcaca آغازگر رو به
:PVXCPRجلو و  aaGAATTCttatggtggtgggagagtgac آغازگر

براي بررسی تکثیر یا عدم تکثیر ویروس PCRواکنش )برگشتی
.انجام شد

نتایج

در وکتـور  PVXویـروس  P25زي قطعـه ژن  همسانه سا
pFGC5941 :   ــه ــت ب ــراي ایجــاد مقاوم ــق ب ــن تحقی ، PVXدر ای

بـدین  . باشـد مورد نظر مـی PVXاز ژنوم P25خاموش کردن ژن 
P25منظور سازه سنجاق سري تکرار معکوس قطعـه انتهـایی ژن   

طراحـی و سـاخته   ) الف-1(مطابق شکل pFGC5941در وکتور 
پـس از بدسـت آوردن   . زمینـی منتقـل شـود   بشد تا به گیـاه سـی  

و سـنتز  RNAزمینی و استخراج ویروس از روي نمونه هاي سیب
cDNA ــنش ــاي    PCRواک ــا آغازگره ــه ژن ب ــر قطع ــراي تکثی ب

,P25Fint)اختصاصی  P25R)هاي برشی انجـام شـد   حاوي سایت
PCRجفـت بـازي   400پـس از تاییـد محصـول    ).ب-1شکل (

فورز، خالص سازي آن و برش آنزیمی ابتدا روي ژل آگارز الکترو
بـرش آنزیمـی همزمـان    . گردیدانجامNcoIو XhoIبا آنزیمهاي

پـس از بـرش آنزیمـی،    . روي وکتور خـالی نیـز صـورت گرفـت    
(LMP)ژل آگارز با دمـاي ذوب پـایین   قطعات مورد نیاز از روي 

با توجه بـه اینکـه در آغازگرهـاي    . جداسازي و خالص سازي شد
P25Fint وP25Rهاي ، به ترتیب مکان آنزیمXhoI وNcoI  تعبیـه

bp400بانـد  PCRشده است، از واکنش برش آنزیمی محصـول  
از برش آنزیمـی وکتـور خـالی بخـاطر     ). ج-1شکل(آمد بدست 

وکتـور بـه   bp80نزدیک بودن دو سایت برشی با حـذف تقریبـاً   
).د-1شکل (شکل خطی درآمد 

و وکتـور  PCRلیگاسیون بین محصـول  بعد از انجام واکنش 
.Eسازي آن، محصول لیگاسیون بـه بـاکتري   برش یافته و خالص

coliهایی که بر روي محـیط حـاوي کانامایسـین    منتقل و از کلنی
رشد کـرده بودنـد، واکـنش    ) pFGC5941ژن مقاومت در وکتور (

PCR هـاي اختصاصـی وکتـور    با آغـازگرpFGC5941  در جهـت
sense)Fext وRint ( انجام شد) الف-2شکل .(
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ھ
از . antisenseو senseدر جهت P25اي از ژن نقشه خلاصه شده وکتور و استراتژي همسانه سازي قطعه) الف: pFGC5941در وکتور P25همسانه سازي -1شکل 

، محل CaMV-35S، پروموتور T-DNAت ژن مقاومت به بستا داخل ، کاس(LB)، حاشیه چپ T-DNAچپ به راست شامل کاست ژن مقاومت به کانامایسین خارج از 
- می(RB)و حاشیه راست Octopine Synthase، ترمیناتور ژن antisenseمحل ورود ژن در جهت Chalcone Synthase A، اینترون ژن senseورود ژن در جهت 

روي P25Rو P25Fintبا آغازگرهاي اختصاصی PVXویروس cDNAروي P25قطعه ژن PCRمحصول) ها مشخص شده است بمحل سایت برشی آنزیم.باشد
روي ژل آگارز با NcoIو XhoIپس از برش آنزیمی با PCRنتیجه الکتروفورز محصول) ج. جفت بازي می باشند400هر دو لاین داراي باند . ژل آگارز الکتروفورز

) ھ. روي ژل آگارز با نقطه ذوب پایینNcoIو XhoIجفت باز پس از برش آنزیمی با 11407با اندازه pFGC5941نتیجه الکتروفورز وکتور خالی ) د. نقطه ذوب پایین
pFGC5941وکتورنقشه

Fig1. Cloning of PVX P25 in pFGC5941 plasmid (sense).
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و روي پلاسمیدهاي استخراج شده از باکتري ) الف(هاي باکتري روي کلنیRint)و Fext(هاي اختصاصی وکتور با آغازگرPCRنتیجه الکتروفورز محصول -2شکل 
در . شودجفت بازي دیده می620باند1-7در هفت ستون ) الف. senseدر جهت P25سازي اول قطعه ژن محصول همسانهpFGC5941حاوي وکتور نوترکیب ) ب(

در ستون اول ) ب. جفت باز است300باشد که در آن فاصله این دو آغازگر به عنوان کنترل میروي وکتور خالیPCRجفت بازي نتیجه 300باند تقریبا (-C)ستون آخر 
(C-) بخاطر مشکل در 3در ستون . (جفت بازي قابل مشاهده است620ها باندو در بقیه ستون) وکتور خالی(جفت بازي مربوط به کنترل منفی 300باندPCR باندي

)مشاهده نمی شود
Fig2. The Electrophoresis of PCR products on bacterial (a) and Plasmid DNA (b) with plasmid primers

-bp620)80وکتور نوترکیب جدید بایستی بانـدي معـادل   
انـدازه  bp400. باشـد داد که در شکل مشخص میمی) 300+400

فاصله پرایمرهـا روي وکتـور   bp300وارد شده و P25قطعه ژن 
. باشـد قطعه افتاده از وکتور در بـرش آنزیمـی مـی   bp80و خالی 

هایی که روي محیط انتخابی رشـد کـرده بودنـد،    تقریباً تمام کلنی
روي PCRنتیجه) الف-2(باند درستی را نشان دادند که در شکل 

هـاي مثبـت،   جهت تائید نهایی کلنی. آورده شده استهفت کلنی
بـا شـرایط فـوق    PCRها نیـز  آنها استخراج و از هاي آنپلاسمید

هـا بـراي شـروع همسـانه     از یکـی از آن ). ب-2شکل (انجام شد 
.استفاده شدantisenseسازي دوم در جهت 

در antisenseدر جهــت P25گیــري قطعــه بــه منظــور قــرار
ــور  ــنش  pFGC5941وکت ــر واک ــار دیگ ــازگرPCRب ــا آغ ــاي ب ه

bpو قطعـه  انجـام ) P25Rو P25)P25Fintاختصاصی قطعه ژن 

پس از تایید نتیجه، بقیه محصـول  ). الف-3شکل (تکثیر شد 400
PCRسازي و براي برش آنزیمی، ایـن بـار از دو   مانند قبل خالص

وکتـور محصـول همســانه   . اسـتفاده شـد  BamHIو XbaIآنـزیم   
). ب-3شکل (سازي اول نیز همزمان با این دو آنزیم برش یافت 

ــرش آ  ــس از ب LMPنزیمــی روي ژل آگــارز قطعــات مطلــوب پ

جداسازي و خـالص سـازي شـد و واکـنش لیگاسـیون بـین آنهـا        
هـا،  پس از انتقـال بـه بـاکتري و گـزینش کلنـی     . صورت پذیرفت

) Rextو Fint(بــا آغازگرهــاي اختصاصــی وکتــور PCRواکــنش 
هـاي مثبـت حـاوي قطعـه ژن، بانـد      ها انجام و از کلنیروي کلنی

از Rextآغـازگر  ). ج-3شـکل (مـد  بـه دسـت آ  bp1172تقریبـاً  
ــد  ــازگر 4291نوکلئوتیـ ــد Fintو آغـ ــه 3505از نوکلئوتیـ بـ

کننـد، لـذا بانـد حاصـله روي     اتصال پیدا مـی pFGC5941وکتور
، و در صـورت  )ج-3شکل (باشد bp786وکتور خالی باید داراي 

هنگام برش bp14سنس با افتادن در جهت آنتیP25داشتن قطعه 
ســه کلنــی . بدسـت آیــد ) bp1172)14-400+786بایسـتی بانــد  

از ایـن سـه   ) ج-3شـکل (گزینش شده چنین باندي را نشان دادند 
ها واکنش کلنی، استخراج پلاسمید صورت گرفت و براي تائید آن

PCR   ــت ــام یاف ــاره انج ــکل(دوب ــتر   ). د-3ش ــد بیش ــراي تائی ب
-پلاسمیدهاي نوترکیب حاصل، این سه وکتور نهائی بـراي تـوالی  

توالی یکی از ایـن وکتورهـا بـراي هـر چهـار      . ی ارسال گردیدیاب
چـاپ شـده در   P25بـا تـوالی   pFGC5941آغازگر روي وکتور 

NCBIشماره بهGQ863228شـکل  (خوبی تایید شـد  بررسی و به
.استفاده گردیدکه از آن براي ادامه کار) ه-3
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جفت باز پس از برش P25400قطعه ژن PCRمحصول نتیجه الکتروفورز ) الف: pFGC5941وکتور سنس در در جهت آنتیP25همسانه سازي  قطعه ژن -3شکل 
سازي اول پس از برش آنزیمی با آنزیمهاي محصول همسانهpFGC5941-P25وکتور نوترکیب نتیجه الکتروفورز ) ب. LMPروي ژل آگارز XbaIو BamHIآنزیمی با 

سنس روي کلنی هاي گزینش شده در محیط انتخابی با آغازگرهاي در جهت آنتیP25سازي دوم قطعه ژن براي تائید همسانهPCRنتیجه الکتروفورز محصول ) ج. فوق
روي وکتور PCRجفت بازي نتیجه 786باند 6ستون . هستندP25جفت بازي و بقیه فاقد 1172داراي باند 9و 8، 5هاي در ستون. )Rextو Fint(اختصاصی وکتور 

سنس روي سه پلاسمید استخراج شده از در جهت آنتیP25سازي دوم قطعه ژن براي تائید مجدد همسانهPCRالکتروفورز محصول نتیجه) د. عنوان کنترل استبهخالی
- همردیفی نتیجه توالی)ه.DNAاندازه رکرما: M. عنوان کنترل استروي وکتور خالی بهPCRجفت باز دارند و ستون اول نتیجه 1172با اندازه هاي مثبت که باندکلنی

جهت آنتی سنس P25سنس با چهار آغازگر وکتور و مقایسه قطعه ژن در هر دو جهت سنس و آنتیP25داراي قطعه ژن pFGC5941یابی یکی از سه پلاسمید مثبت
.APE، به کمک نرم افزار NCBIدر P25موجود در آن با توالی ثبت شده

Fig3. Cloning of PVX P25 in pFGC5941 plasmid (antisense).

pFGC5941ترکیب نووکتور زمینی باتراریزش گیاه سیب

به کمک PVXویروس P25سري تولید کننده سازه سنجاق
بعد از اینکه در هر دو pFGC5941نوترکیب ناقل:آگروباکتریوم

اي هیابی تائید شد، به سلولسنس توسط توالیجهت سنس و آنتی

تایید PCRها با آگروباکتریوم منتقل و وجود این پلاسمید در آن
زمینی در ادامه این کلنی تکثیر و براي تراریزش گیاهان سیب. شد

زمینی رقم اي سیبهاي درون شیشهگیاهچه.کار استفاده شد
تکثیر شده و قبل از شروع از جهت وجود MSآگریا در محیط 
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هاي آنها سپس، میانگره.شدندتستELISAچند ویروس مهم با 
متر تهیه و جهت همکشتی با به طول نیم تا یک سانتی

. استفاده شدpFGC5941اگروباکتریوم حاوي پلاسمید نوترکیب 
زایینمونه ها بعد از یک ساعت هم کشتی در محیط کالوس

براي حذف اگروباکتریوم قرار Cefotaximeحاوي آنتی بیوتیک 
سپس . ها تشکیل یافتندروز کالوس14بعد از داده شدند و تقریباً

-زنی حاوي عامل انتخابهفته در محیط جوانه4گیاهان به مدت 

براي Cefotaximeو همچنین PPT، یعنی T-DNAگر روي 
هاي باقیمانده برده شدند و اطمینان از عدم رشد آگروباکتریوم

در هر .شدمقاوم بودند آغاز PPTجوانه زنی گیاهانی که در برابر 

ظرف کشت تنها یک گیاه حاصل از تراریزش قرار گرفت و 
این گیاهان در سن چهار . نامگذاري مستقل شده و تکثیر یافت

.هاي مولکولی استفاده شدندهفتگی براي آنالیز

DNA: گیاهـان تراریخـت  DNAرسی وجود تراژن در بر

راج ژنومی سه گیاه از بین گیاهان حاصل از محیط انتخابگر اسـتخ 
در داخـل ژنـوم ایـن گیاهـان، از     T-DNAبراي تائید وجـود  . شد

PCRهاي مختلف قطعه کلون شـده در وکتـور اسـتفاده    با آغازگر
مختلـف بصـورت زیـر انجـام     PCRبدین منظـور سـه نـوع    . شد

.پذیرفت

. PVXویروس P25سري زمینی با سازه سنجاقهاي تراریخت سیبنمونهزنی ریززایی و جوانهکالوس) الف: زمینیتایید وجود تراژن در گیاهان تراریخت سیب-4شکل 
ژنومی DNAروي P25 Rو P25 Fintهاي با آغازگرPCRنتیجه الکتروفورز محصول) ج. زمینی تراریختزایی و بازکشت گیاهان سیبها و ریشهجداسازي جوانه) ب

زمینی غیرتراریخت انجام گیاه سیبDNAمربوط به کنترل منفی روي 1، ستون )bp400ه سه گیاه حاوي باندبمربوط6و 5، 4هاي ستون(زمینی تراریخت گیاهان سیب
با PCRنتیجه الکتروفورز محصول ) د.به عنوان کنترل مثبتpPVXنوترکیب و وکتور pFGC5941به ترتیب روي وکتور PCRمحصول 3و 2ستون . شده است

PCRجفت باز است که این باند با 620، 5و 4، 3ژنومی گیاهان تراریخت، باند موجود در ستون هايDNA، روي pFGC5941 Rintو pFGC5941 Fextآغازگرهاي 

PCRنتیجه الکتروفورز محصول ) ه. ، کنترل منفی روي گیاه غیرتراریخت1ستون . کندبرابري می) 2ستون (ترکیب انجام شده نوpFGC5941کنترل مثبت که روي وکتور 

جفت باز بوده و با باند کنترل 1172، 5تا 3هاي ژنومی گیاهان تراریخت، باند موجود در ستونDNA، روي pFGC5941 Rextو pFGC5941 Fintبا آغازگرهاي 
محصولالکتروفورزنتیجه) و.کنترل منفی روي گیاه غیرتراریختPCRنتیجه2برابر است، ستون ) 1ستون (ترکیب انجام شده نوpFGC5941مثبت که روي وکتور 

RT-PCRآغازگرهايباpFGC5941 FextوpFGC5941 Rext،رويcDNAازشدهسنتزهايRNAنشدرویتدو گیاه تراریخت باندياز. تراریختگیاهانهاي
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CHASاینترونطولبازجفت1352حذفبا،cDNAدروناینترتوالیحذفگرفتننظردربا. شودمیدیدهباندبودسومگیاهبهمربوطکهشماره چهارستوندرولی

.گرفتقرارمحدودهایندر3ستونباندکهشدخواهدحاصلجفت باز1500-2000محدودهدرباندي
Fig4. Confirmation of transgene presence in transgenic potato plants (DNA and PCR).

هاي استخراج شده از RNAهاي سنتز شده از cDNAروي pFGC5941 Rintو pFGC5941 Fextهاي با آغازگرPCRل نتیجه الکتروفورز محصو) الف-5شکل 
دو ستون آخر، نتیجه . کندنوترکیب برابري میpFGC5941، یعنی 1که با اندازه باند کنترل مثبت در ستون 4و 3، 2جفت بازي در ستون هاي 620باند . گیاهان تراریخت

PCR رويcDNAانتقال و سازگاري ) ج. زمینی در لاین هاي مستقلاي گیاهان تراریخت سیبتکثیر درون شیشه) ب. باشدگیاه غیرتراریخت به عنوان کنترل منفی می
.گیاهان تراریخت سیب زمینی به گلدان

Fig5. Confirmation of transgene expression (RNA and RT-PCR) in transgenic potato plants.

DNAروي P25 Rو P25 Fintبـا آغازگرهـاي  PCR) الف

DNAبـراي هـر سـه    PCRنتیجـه ایـن   : ژنومی گیاهان تراریخت

بـه  PVXنوترکیب و pFGC5941هاي از وکتور. ژنومی مثبت بود
از 5و 4، 3هـاي  ستون).  4شکل (عنوان کنترل مثبت استفاده شد 

. محیط انتخابگر انجام شـد سه گیاه مختلف حاصل ازDNAروي
. بدین ترتیب وجود تراژن در این گیاهان تایید گردید

pFGC5941وpFGC5941 Fextبـا آغازگرهـاي   PCR) ب

Rint :PCRهاي مربوط به وکتور در ناحیـه بالادسـت و   با آغازگر
ــه   ــل ورود قطع ــت مح ــایین دس ــی P25پ ــنس یعن ــت س در جه

pFGC5941 Fext وpFGC5941 Rint باند موجـود در  . شدانجام
ترکیـب در  نـو pFGC5941ژنوم گیاه، با نتیجه حاصـل از وکتـور   

). ب-4شکل (جهت سنس مطابقت داشت 

pFGC5941و pFGC5941 Fintهـاي  با آغـازگر PCR) ج

Rext : اینPCR   با جفت آغازگرهاي دو طرف محـل ورود قطعـه
P25 نتیجه این . سنس انجام شدجهت آنتیدرPCRکـه  نشان داد

ژنـومی هـر سـه    DNAسنس هم به آنتیدر جهت P25ژن قطعه 
بررسی بیـان تـراژن   ). ج-4شکل(گیاه تراریخت وارد شده است 

سه لایـن انتخـاب شـده از    از :RT-PCRدر گیاهان تراریخت با 
گیاهان تراریخت پـس از تکثیـر و تاییـد حضـور تـراژن در درون      

DNA ژنومی آنها، استخراجRNA روش مبتنـی بـر   با اسـتفاده از
Trizol  صورت گرفت و سپس تیمـارDNase  پاسـخ  . انجـام شـد
نشان داد که DNaseها پس از تیمار RNAاولیه روي PCRمنفی 

سـنتز  cDNAها، RNAآنگاه از روي .  وجود نداردDNAآلودگی 
pFGC5941وpFGC5941 Fextآغازگرهاي استفاده ازشده و با

Rext واکنشPCRهدف از این کار، بررسی حضـور  .انجام شد
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mRNA   شـکل  (هاي حاصل از رونویسی سازه سنجاق سـري بـود
گیـاه سـوم بانـدي در    RNAسنتز شـده از  cDNAفقط در ). و-4

توانـد تائیـد حضـور    جفت باز دیـده شـد کـه مـی    2000محدوده
dsRNAP25در مورد گیاهان . هاي کل این گیاه باشدنوشتدر رو

ــان در مکانیســم  dsRNAاحتمــالا 2و 1 ــن گیاه ــاي ای RNAه

Silencingند و به اقرار گرفتهsiRNA نوکلئوتیـدي  24تـا  21هاي
بـراي اطمینـان از بیـان شـدن تـراژن در گیاهـان       . انـد تبدیل شـده 

بـه کمـک آغازگرهـاي    PCRآنها واکـنش  cDNAتراریخت روي 
pFGC5941 Fext وpFGC5941 Rint ،)   مخصوص تاییـد جهـت

جفـت بـازي   620نجام شد و در هر سه گیاه وجود بانـد  ا) سنس
همچون کنترل مثبت که روي وکتور انجـام شـد مشـاهده گردیـد     

). الف-5شکل(

با PVXبررسی مقاومت گیاهان تراریخت به ویروس 
ELISA :5شکل (اي گیاهان تراریخت پس از تکثیر درون شیشه-

وپیت، سازگار کوکوپرلیتو انتقال آنها به گلدانهاي حاوي) ب
مایع یک پنجم غلظت MSکردن آنها با آبیاري با محیط کشت 

شدهتکثیرPVXویروسعصاره). ج- 5شکل (صورت گرفت 
وتراریختگیاهاناینبهمکانیکیصورتبهآزمایشگاهدر

همچنین گیاهان غیرتراریخت به عنوان کنترل که در موازات 
تلقیح به روش مکانیکی . شدتلقیحها کشت شده بودند،تراریخت

هفتهدوگذشتازبعد. روي دو برگ میانی گیاهان انجام شد
و ELISAهاي بالایی گیاهان براي عصاره گیري تست برگ

با آنتی بادي ELISAنتایج . استفاده شدRNAاستخراج 
نشان داد که از سه لاین انتخاب PVXاختصاصی کت پروتئین 

را دریافت کرده اند PVXه شده تراریخت، دو لاین مقاومت ب
).الف-6شکل (

-RTبا PVXتایید مقاومت گیاهان تراریخت به ویروس 

PCR:RNA استخراج شده از گیاهان دو لاین تراریخت و
و اطمینان از DNaseهمچنین گیاهان غیرتراریخت پس از تیمار با 

cDNAکنترل، براي سنتز PCRبا DNAعدم وجود آلودگی 

استخراج شده و RNAاي اطمینان از کیفیت بر. استفاده شد
با آغازگرهاي PCRابتدا یک واکنش cDNAدرستی سنتز 

18SrRNA و ) ب پایین- 6شکل(مربوط به توتون انجام شد

ها در همه نمونهcDNAنتیجه الکتروفورز آنها نشان داد که سنتز 
آنگاه واکنش . تقریبا بصورت یکسان به خوبی انجام شده است

PCRآغازگرهاي اختصاصی باCP-PVXنتیجه . صورت گرفت
تراریخت لاین اول گیاهاننشان داد کهPCRالکتروفورز محصول 

محصول اندازه باند). ب-6شکل (هستند PVXبهمقاومو دوم
PCR جفت باز است که در کنترل مثبت 714پروتئین پوششیژن

لاین و گیاهان غیر تراریخت دیده شد اما در تکرارهاي دو
RT-PCRبا ELISAبدین وسیله نتیجه . تراریخت مشاهده نشد

.تایید شد

زمینی نتایج مجموعا نشان داد که دو لاین از رقم آگریا سیب
P25ژنازايسري قطعهسنجاقاند و حاوي سازهتراریخت شده

در میزبان RNA SilencingازکنندهممانعتکهPVXویروس
اند و تاکنون ین ویروس را دریافت کردهبه امقاومتوبودهاست

. تغییر ریختی ناهنجاري در گیاهان تراریخت مشاهده نشده است
در ادامه بایستی گیاهان این دو لاین تکثیر شده و ضمن کشت در 

تیوبر اقدام و میزان گلخانه و بررسی مرفولوژي آنها به تولید مینی
.تولید آنها با گیاهان غیرتراریخت مقایسه شود

ه گیريیجبحث و نت

جهتومیزباندربیماريایجادبرايهاویروس
میزبان RNA Silencingبرغلبهنیازمندخودتکثیروهمانندسازي

پروتئینهاویروسمیزبانباتکاملدروزمانطولدر. هستند
درRNA Silencingازکهکردندتعبیهخودساختاردرهایی

Suppressor ofبنام هاییپروتئینچنین.کندمیممانعتمیزبان

Silencing یا ممانعت کننده ازRNA silencingکههستندمشهور
دریااندشدهشناساییویروسیهايجنستمامدربیشوکم

,Pazhouhandeh)باشند میشناسائیحال 2009; Moissiard &

Voinnet, کدامرهمختلفهايتوالیباها،پروتئیناین. (2004
RNA Silencingمکانیسمازبخشیاختصاصی،ومستقلبطور

,Voinent)اندازندمیکارازرا 2001).P25هاییپروتئینازیکی
وظیفه مهم مثلچنددارايشود ومیکدPVXژنومازکهاست

پروتئین حرکتی ویروس وRNA Silencingکننده ازممانعت
Chiu)باشد می et al., توسط گروه 2010سالدر. (2010
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گیاهدرAGO1برP25تاثیر،Baulcombeتحقیقاتی
دارايAGO1وP25کهدادندبررسی شده و نشانآرابیدوپسیس

P25حضوردرAGO1میزانوبودهمولکولی قويمیانکنش

AGO1. استپروتئازومفعالیتوابسته بهکهیابدمیکاهش

RNAمهمترین آرگونات در مسیر  Silencing در گیاه
-آرابیدوپسیس است که بدون وجود آن حیات گیاه به مخاطره می

Chiu)افتد  et al., 2010).

هر ستون نمایشگر . PVXویروس پروتئین پوششیبا آنتی بادي ELISAنتیجه تست ) الف: PVXبررسی و تایید مقاومت گیاهان تراریخت سیب زمینی به -6شکل 
هر . بود135/0حد آلودگی در این تست  . باشندبه ترتیب کنترل منفی فاقد عصاره گیاهی و کنترل مثبت می+Cو -C. تکرار براي هر گیاه استمیانگین سه چاهک 

) ب. وس آلوده شدویردوازده گیاه تلقیح شده و تست شده لاین یک و دو گیاهان تراریخت به ویروس مقاومت نشان دادند اما لاین سوم مثل گیاهان غیرتراریخت به 
مربوط به توتون به 18SrRNAپایین با آغازگرهاي اختصاصی . مقاومت نشان دادندELISAروي دو لاین تراریخت که در تست RT-PCRنتیجه الکتروفورز محصول 

تا DNA ،1مارکر اندازه bp714 .Mبه اندازه PVXویروس پروتئین پوششیبالا با آغازگرهاي اختصاصی ژن . هاcDNAبراي اطمینان از درستی bp1000اندازه تقریبا 
DNAکنترل مثبت روي +Cزمینی، مربوط به شش گیاه غیرتراریخت سیب20تا 15مربوط به چهار گیاه لاین دوم تراریخت، 14تا 11مربوط به ده گیاه لاین اول و 10

.cDNAکنترل منفی فاقد -Cو pPVXوکتور 

Fig6. Resistance assay of potato transgenic plants to PVX by ELISA and RT-PCR.
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بیشتر کارهاي مهندسی ژنتیک براي ایجاد مقاومت به 
ویروسهاي گیاهی که بر اساس پاتوژن طراحی شده بود و 

RNAمقاومتهاي کم و بیشی ایجاد کرده بود با کشف مکانیسم 

Silencing م تما. دهی دقیق شدمیلادي جهت2000از سال
هاي انجام یافته تا آن زمان براي ساخت گیاهان تراریخته تلاش

توسط RNA silencingمقاوم به ویروس، بخاطر متوقف شدن 
RNAهاي ویروسی ممانعت کننده از پروتئین Silencing،میزبان

.بی ثمر بوده و انتظار مقاومت کامل در این گیاهان بیهوده است
دیگر قادر در گیاه،ی القا شدهچون با حمله ویروس سیستم دفاع

اما هدف قراردادن . نیستبه حفظ گیاه از آثار مخرب ویروس 
RNAکننده ازهاي ویروسی ممانعتپروتئین Silencing در ایجاد

مهمترین برتري و تفاوت این . تواند موثرتر باشدمقاومت می
تحقیق با کارهاي مشابه قبلی هدف قراردادن و متوقف کردن بیان 

سازه سنجاق سري . در گیاه استPVXویروس P25وتئین پر
دائمی تولید، میزبان را بهP25ایجاد شده در گیاه براي 

siRNAهايP25ویروس حملهمحضبهکند تامیوادار
RNAهاي آن را از محلP25روش،اینبا. دهدقرارحملهمورد
مسیستانداختنکارازوکردنخاموشبهقادرویروسدیگر

RNA Silencingمکانیسمهمینتوسطوبودنخواهدمیزباندر
در PVXویروس P25در تحقیقی مشابه .رفتخواهدبیناز

و سایر PVX ،TMVتوتون بیان شد و مقاومت خوبی به 
ویروسدوتراریختتوتونگیاهاندر. توباموویروسها ایجاد کرد

Ares)شوند یرتکثنتوانستندوندادهنشانعلایمیهیچمذکور et

al., 1998).

توان از دو ابزار براي خاموش کردن یک ژن در گیاه می
استفاده کرد که یکی قرار دادن بخشی از آن بصورت تکرار 

سري است و دیگري هدف قرار دادن آن معکوس در سازه سنجاق
هاي آماده تولید مصنوعی و استفاده از سازهmicroRNAبا یک 
استفادهباکهشدهبه عنوان مثال گزارش. ستاmicroRNAکننده 

ArabidopsisگیاهازmiR167bوmiR159a،miR171aاز 

thalianaنوع دوطراحیوmiRNAهايتوالیتوانستندmRNA

گیاهاندرراPVYویروسHCProو ژن PVXویروسP25ژن 
ودهندقرارهدفموردویروسدواینبهآلودهتراریختتوتون
درویروسدواینبرابردربالاییبسیارمقاومتترتیببدین

Ai)کردندگزارشهدفگیاهان et al., در تحقیقی دیگر . (2011
با استفاده از قطعاتی از ویروس تریستزاي مرکبات در گیاه توتون 

ایجاد شد RNA Silencingمقاومت به این ویروس بر مبناي 
(Roy et al., ن فرایند گیاه مقاوم سیب زمینی کمک همیبه. (2006

وSPFMV, SPCSV, SPVGشیرین در مقابل ویروسهاي
SPMMVه است ایجاد شد)Sivparsad & Gubba, 2014.(

سازه مقاومت در این تحقیق مبتنی بر ساختنایجادروش
PVXویروسP25باز از ژن 400اي به طول قطعهسريسنجاق

اشد امکان خاموش کردن ژن هرچه طول این قطعه بیشتر ب. بود
یابد اما امکان غیر اختصاصی عمل کردن و هدف افزایش می

در این خصوص . شودقراردادن ژنهاي دیگر در گیاه نیز بیشتر می
:Gene Bank(استفاده شد P25اي از از قطعه GQ863228.1 ( که

هیچ شباهتی در ژنوم سیب زمینی و گیاهان دیگر نداشته باشد و 
هاي در بانکBlastر هنگام انتخاب قطعه از طریق بدین منظو

با توجه به اطلاعات موجود و . اطلاعاتی بررسی عمیق گردید
طبیعی بودن مرفولوژي و فیزیولوژي گیاهان تراریخت حاصل، به 

سري مورد رسد که ژنی از میزبان با این سازه سنجاقنظر نمی
یکی روي هاي بیشتر مرفولوژبررسی. هدف قرار گرفته باشد

گیاهان تراریخت در گلخانه و مزرعه لازم است تا گیاهان مقاوم 
حاصل هم از لحاظ ریخت شناسی و هم میزان تولید محصول 

بامکانیکیبه صورتتراریختگیاهاندر این مطالعه. تایید شوند
ویروسگسترشوتکثیرازبعدشده وتلقیحPVXویروس

انجام شد آنهارويRT-PCRوELISAآزمایشات گیاهانداخل
سنتزcDNAرويPCRنتایج. که نتایج همدیگر را ثابت نمودند

احتمالا دهد کهمینشانگیاهان،ازشدهاستخراجRNAازشده
وشدهبیانhairpinصورتبهتراریختگیاهاندرP25ژنقطعه

ایندرویروستکثیروهمانندسازيازمانعRNA Silencingبا
ها با نورترن بلات این احتمال را siRNAبررسی .شدگیاهان

پروتئین ژنبهوجود باند مربوطعدم.تواند ثابت نمایدمی
بوجودرااحتمالاینشایدتراریختگیاهاندرویروسپوششی 

انجامخوبیبهآنهادرRNAاستخراجوcDNAسنتزکهآورد
وهانمونهایندردارخانهژنیکبرايPCRانجامامااستنشده

cDNAسنتز. کندمیخنثیرااحتمالاینمربوطهباندمشاهده

نتایجوگرفتانجامباردوتحقیقایندرگیاهانRNAروي
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PCRدوهربرايتقریباcDNAکلیبطور. بودهممطابق
قادرامااستکردههمانندسازيغیرتراریختگیاهاندرویروس

واستنبودهدومواوللاینتراریختنگیاهادرهمانندسازيبه
تولید. شودمیثابتPVXویروسبهتحقیقاینباآنهامقاومت
تکنولوژيمبتنی برتراریزشروشچنینبازمینیسیبگیاهان

RNA Silencing از روشهاي جدیدي است که در آن هیچ ژنی یا
شود و فقط ابزاري بصورت پروتئینی براي مقاومت بیان نمی

از . شود که بتواند ویروس را خنثی نمایددائمی در گیاه ایجاد می
CaMVسوي دیگر بخاطر استفاده از پروموتور  35S براي بیان و

سري مربوطه، مقاومت بصورت دائمی در گیاه تولید سازه سنجاق
.شودو در تمامی بافتهاي آن ایجاد می

قدردانیوتشکر

وآذربایجانمدنیشهیددانشگاهمالیحمایتازتشکربا
فرانسهاستراسبورگIBMPانستیتویابیتوالیمرکزهمکاري

تحقیقاتنتیجهمقالهاین.نوترکیبهايوکتوریابیتوالیجهت
شناسیبیماريوبیوتکنولوژيارشدکارشناسینامهپایاندو

-میآذربایجانمدنیشهیددانشگاهکشاورزيدانشکدهدرگیاهی
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فرنگی در سراسر جهان کشت گوجهها یکی از مهمترین عوامل محدود کنندهویروسجمینی
Tomato leaf curl virusفرنگی گوجهبرگپیچیدگیویروس. شوندمیمحسوب  (ToLCV)

خفیف وبیماریزایی شدیدهاي باد که داراي گونهباشویریده مییکی از اعضاي خانواده جمینی
هاي حیوانی را هدف میزبان قادرند ویروسهايmiRNAاز است که برخی شده مشخص . است
هاي آزمایشگاهی، درتاکنون هیچ گزارشی مبتنی بر روش. داده و مانع از استقرار آنها شوندقرار 

هاي بیوانفورماتیکی، وجود براساس تحلیلاینبا. تاسنشدهارائههاي گیاهی مورد ویروس
در این تحقیق، . گیرندقرار میزبان هدف هايmiRNAوسیله توانند بههاي گیاهی نیز میویروس

هاي مختلف میزبان به گونههايmiRNAهاي بیوانفورماتیکی امکان اتصال از روشاستفادهبا
دو گونهامکان اتصال به هرmiR156داد ایج نشاننت. استبررسی شدهToLCVشدید و خفیف 

ToLCVهدف خفیف ویروس، مورد گونه. را داردmiR157 ،miR168 ،miR396 وmiR166
شامل ها miRNA، توسط گروه دیگري از ToLCV-Auشدید، که گونهگیرد درحالیمیقرار

miR159 ،miR319 وmiR403تمام . گیردمیقرارهدفmiRNAبجزا هmiR156a با نواحی
به ژن ToLCV-Au ،miRNA319cدر مورد ویروس . شوندها جفت میژنوم ویروسکد کننده

V1شودمتصل می .miR159c وmiR403هاي ترتیب به ژنبهC1وC3ژن . شوندمتصل می
C1گونهToLCV-Ir توسط ،miR157a وmiR156h و ژنV2 هاي مختلف نیز در محلآن

نقش احتمالی . گیردقرار میmiR166iو miR168b ،miR396bها شامل miRNAهدف مورد 
miRNAاستشدهدو گونه بحث آمده در تولید علائم شدید و خفیف توسط هردستهاي به.

هاي کلیديواژه
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مقدمه

هاي کوچک اي.ان.آر) miRNAs(ها اي.ان.میکروآر
نوکلئوتید طول 20- 24کدکننده هستند که بین اندوژن و غیر

نقش کلیدي در رشد، نمو و هاmiRNAدر گیاهان، . دارند
Jin(کنند هاي زنده و غیرزنده بازي میپاسخ به استرس et

al.,2013.(miRNA ي اندوژن پس از ا.ان.از یک آرها
-stem(هاي بنیادي یا سنجاق سريتشکیل ساختارهاي حلقه

loop(پروتئین دایسرتوسط)DICER-LIKE1 (DCL1) (
-RISC)RNAبه کمپلکسبالغيmiRNA.شوندتولید می

induced silencing complex (که رونوشتشدهمتصل
)transcript (توالی هدف را شناسایی و در مرحله

آن برداري مانع از بیانبرداري یا پس از نسخهنسخه
Llave)(شود می et al., 2002; Bartel, مشخص شده . 2004

هاي حیوانی ویروسمیزبان هاي اندوژنmiRNAاست که 
هاي حاصل از رونوشتو سبب مهاردادهر اهدف قررا

Jopling(ندشومیژنوم ویروسی  et al., عنوان به).2005
انسانی رونوشت miR507مثال، نشان داده شده است که

لونزا هدف قرار داده و را در ویروس آنفB2آنزیم پلیمراز
سبب کاهش سطح بیان این فاکتور ضروري ویروس 

هایی نیز وجود دارند که سبب miRNAبا این حال .دشومی
که به miR122ند، مانند شوافزایش بیان و تکثیر ویروس می

متصل ) C)HCVویروس هپاتیت نوعUTR-'5ناحیه 
یچ هاي گیاهی هاما تاکنون، در مورد ویروس. شودمی

هاي گزارش آزمایشگاهی وجود ندارد و تنها روش
هاي گیاهی که قادر miRNAمنظور تشخیص محاسباتی به

Li(اند به اتصال به ژنوم ویروس هستند استفاده شده et al.,

هايبررسیبه عنوان مثال، با استفاده از ). 2010
کلیدي، miRNAی مشخص شده است که دو بیوانفورماتیک

miR159 وmiR319 امکان اتصال به ژنوم  ویروس ،
Tomato leaf curl New Delhi virus در گیاه را

Naqvi(فرنگی دارد گوجه et al., 2011(.

فرنگی یکی از بیماري پیچیدگی برگ گوجه
فرنگی در سراسر کشت گوجهامل محدودکنندهمهمترین عو

Moriones(استجهان  & Navas-Castillo, از). 2000
,Hajimorad(ایران درTYLCVگزارش اولین et. al.,

بهمشابههايو ویروسویروساینازناشیبیماري،)1996
فرنگیگوجهکشتمناطقتمامدروسیعیطوربهوسرعت
اخیردر سالهايکهطوريبهتاسیافتهگسترشکشور

مزارعازT(Y)LCVگونه چهارازسویهششژنومحداقل
بلوچستان، هرمزگان،وسیستانهاياستانفرنگیگوجه
سایروکرمانخراسان،یزد،مرکزي،خوزستان،فارس،
خسارت این ویروس در برخی . اندشدهگزارشایرانمناطق

ي جنوبی کشور به حدي هاخصوص در استاننواحی ایران به
بالاست که کشاورزان مجبورند گیاهان دیگري نظیر بادمجان 

فرنگی کنند و در غیر این صورت هیچ را جایگزین گوجه
Behjatnia(توانند برداشت کنند محصولی نمی et. al.

ویروس عامل ایجاد هاي مختلف جنس جمینیگونه).2011
یدگی برگ ژنوم ویروس پیچ. این بیماري مهم هستند

Tomato leaf curl virusفرنگیگوجه (ToLCV) شش ژن
روي رشته) C4و C1 ،C2 ،C3(کند، چهار ژن را کد می

. اصلی قرار دارندروي رشته) V2و V1(مکمل و دو ژن 
C1پروتئین مرتبط با تکثیر وC2کنندهپروتئین فعال

سبب افزایش تکثیر ویروس C3.برداري استنسخه
زائی بوده و در تولید پروتئین مرتبط با بیماريC4.دشومی

پروتئین V1.کندعلائم در میزبان نقش مهمی بازي می
بین آنها در.هستندپیش پروتئین پوششی V2پوششی و 

فرنگی استرالیایی ویروس پیچیدگی برگ گوجهگونه
)ToLCV-Au ( ،علائم بسیار شدیدي شامل پیچیدگی برگ

,.Dry,et al(کندایجاد میزردي و کوتولگی  1993 .(
علائم ) ToLCV-Ir(ایرانی ویروس که گونهدرحالی
نماید فرنگی ایجاد میتري در گیاهان گوجهخفیف

)Behjatnia et al, 2009 .(
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در این مطالعه، با استفاده از روشهاي 
فرنگی که قادر به اتصال هاي گوجهmiRNAبیوانفورماتیکی، 
ویروس هستند بررسی دید و خفیفشبه هر دو گونه

بینی شده در تولید هاي پیشmiRNAنقش احتمالی . اندشده
.ها، بحث شده استعلائم توسط این گونه

هاروشومواد

RNAبررسیهاي ویروسی و گونه hybrid

اي، توالی کامل .ان.هیبرید آربررسیمنظور انجام به
ToLCV-Au)GenBank accessionژنوم  NC_003896 ( و

ToLCV-Ir)Genbank accession AY297924 ( استفاده
سبب ایجاد پیچیدگی شدید برگ، ToLCV-Au. شدند

,.Dry,et al(شود زردي و کوتولگی می که درحالی)1993
,Behjatniaet al(تر است خفیفToLCV-Irعلائم ناشی از

درصد شباهت 74توالی ژنوم این دو ویروس فقط ).2009
هاي متفاوتی miRNAتواند توسطگونه مینابراین هرب. دارد

. از میزبان هدف قرار گیرد
هاي miRNAفرنگی شامل هاي گوجهmiRNAتوالی 

هایی که از طریق miRNAشده و همینطور بینیپیش
miRBaseاند از تارنماي هاي آزمایشگاهی تأیید شدهروش

)release21, http://www.mirbase.org/ ( و سایر
دست آمد فرنگی بهمنتشرشده درمورد گوجههايپژوهش

)(Zhang et al., 2008; Valiollahi et al., با استفاده .2014
RNAر افزااز نرم hybrid

(bibiserv.techfak.unibielefeld.de/rnahybrid/submissio

n.html( ،miRNA/miRNA*طور فرنگی بههاي گوجه
-ToLCVهاي جداگانه از نظر توان اتصال به ژنوم ویروس

Au وToLCV-Ir ندشدبررسی.

شدهبینیپیشهايmiRNAغربالگري
هر توالی منظور تعیین بهترین محل اتصال، برايبه

هدف حداکثر پنج توالی مشابه که قادر به اتصال باشد در 
نظر گرفته شد و حداقل میزان انرژي آزاد و تعداد اتصالات 

د شنوکلئوتیدهاي نابجا به ترتیب منفی بیست و چهار تعیین 
)Naqvi et al., سایر مشخصات تعیین شده در . )2011

ر اتصال نابجا از کمتر از چها)1: (افزار بدین شرح بودنرم
فرنگی و ژنوم ویروس ي گوجهmiRNAنوکلئوتید بین 21

seedحداکثر تشابه توالی در ناحیه) 2(هدف،  region در
) miRNA ،)3توالی ’5از انتهاي 2- 8نوکلئوتیدهاي محل

seedفقط یک اتصال نابجا درناحیه region جایی که
اند، درت شدهنوکلئوتیدهاي اطراف آن با حداکثر قدرت جف

Meyersa(نظر گرفته شد et al., 2008;Naqvi et al.,

2011 .(

فرنگی که هاي گوجه*miRNA/miRNAجهت ردیابی
هاي حاصل از توالی مکمل ژنوم امکان اتصال به رونوشت

شند را داشته باToLCV-Irو ToLCV-Auهايویروس
)C1, C2, C3 and C4(توالی بررسیها نیز در ، این رونوشت

.در نظر گرفته شدند

جینتا

miRNAطور بالقوه توانایی جفتفرنگی بههاي گوجه
و ToLCV-Irو ToLCV-Auهايشدن با ژنوم ویروس

.آنها را دارند) ORFs(کدکنندهنواحی
RNAافزارهاي نرمدادهبررسینتایج حاصل از

hybrid براساس قوانین مربوط بهmiRNA هاي گیاهی نشان
فرنگی هاي گوجهmiRNAداد که گروههاي مختلفی از 

هر یک از دو توانایی اتصال به ژنوم و نواحی کدکننده
و 1جداول (را دارند ToLCV-Irو ToLCV-Auویروس 

با ژنوم miRNAشدن میزان انرژي مورد نیاز براي جفت). 2
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در توالی ژنوم ویروس و نیز miRNAمحل اتصال ویروس،
نشان داده شده 2و 1میزان این تشابه توالی در جداول 

هاي miRNAنتایج نشان داد که برخی از .است
توانایی جفت شدن با هر دو miR156فرنگی ازجمله گوجه

بر آن، مشخص شد که گونهعلاوه. گونه ویروسی را دارد
، miR157تواند توسط می،ToLCV-Irخفیف ویروس 

miR168 ،miR396 وmiR166 هدف قرار گیرد، مورد
، امکان اتصال به ToLCV-Auکه گونه شدید، درحالی

miR159 ،miR319 وmiR403را دارد .

.ندو نواحی کدکننده آن را دارToLCV-Auفرنگی که توانایی اتصال به ژنوم ویروس هاي گوجهmiRNAهاي توالی-1جدول
Table 1. Tomato miRNA sequences binding to ToLCV-Au genome and its encoded Open Reading Frames (ORFs).

miRNA ΔG
(kcal/mol)

Binding position on
Virus genome

Target-miR hybrid

miR156a -23.3 89

target 5' C        AAG          U 3'
GCUUAUUU   UUUUUUGUCG
CGAGUGAG   AGAAGACAGU

miRNA 3' CA 5'

miR159c -26.0 2463

target 5' A           G   AC      A 3'
UGGAGUUCUCU CAA  UUUAAU
ACCUCGAGGGA GUU  AGGUUA

miRNA 3' A 5'

miR319c -27.7 151

target 5' U                   C 3'
GGGA   UCCUUUAGUCCA
UCCU   GGGAAGUCAGGU

miRNA 3' CGA            U 5'

miR319c -25.2 151

target 5' U                   C 3'
GGGA  UCC UUUAGUCCA
UCCU  AGG AAGUCAGGU

miRNA 3' CG   A         U 5'

miR403 -29.1 1454

target 5' A      CCCC            C 3'
UGGGUU    UGUGCGUGAAUC
GCUCAA    ACACGCACUUAG

miRNA 3' AUU 5'
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.آن را دارندو نواحی کدکنندهToLCV-Irفرنگی که توانایی اتصال به ژنوم ویروس هاي گوجهmiRNAهاي توالی-2جدول

Table 2. Tomato miRNA sequences binding to ToLCV-Ir genome and its encoded Open Reading Frames (ORFs).

miRNA ΔG
(kcal/mol)

Binding position on
Virus genome

Target-miR hybrid

miR156a -23.3 89

target 5' C        AAG          U 3'
GCUUAUUU   UUUUUUGUCG
CGAGUGAG   AGAAGACAGU

miRNA 3' CA 5'

miR157a -22.6 2528

target 5' A               AA 3'
GUGC CUCU UCUUU GUUAG
CACG GAGA AGAAG CAGUU

miRNA 3' A    U     A 5'

miR156h -22.6 2528

target 5' A               AA 3'
GUGC CUC UUCUUU GUUAG
CACG GAG AAGAAG CAGUU

miRNA 3' A   A A 5'

miR168b -27.8 485

target 5' C      G U      G  U 3'
CCUGAU U CCCAAG GA
GGGCUA A GGGUUC CU

miRNA 3' CA      G C G 5'

miR396b -24.7 940

target 5' A                 G 3'
UCAAG AAGCUG GGAA
AGUUC UUCGAC CCUU

miRNA 3' UUCA     U      A 5'

miR166i -25.7 591

target 5' A                C  A 3'
GGGGAAUGG GUUUGA CC
CUCCUUACU CGGACU GG

miRNA 3' U      A  CU 5'

فرنگی را به ژنوم هاي گوجهmiRNAمحل اتصال 1شکل 
تمام . دهدنشان میToLCV-Irو ToLCV-Auهايویروس

miRNA بجزهاmiR156aژنوم با نواحی کدکننده
، ToLCV-Auدر مورد ویروس . شوندمیجفتهاویروس

miRNA319c به ژنV1شود که پیش پروتئین متصل می
روز علائم و تکثیر ویروس کند و در بپوششی را کد می

وC1هايژنبهترتیببهmiR403وmiR159c. نقش دارد
C3شوندکه در تکثیر ویروس نقش دارند، متصل می .
miR156hو miR157aتوسط ،ToLCV-IrيگونهC1ژن

در تکثیر C1با توجه به نقش مهم ژن . گیردهدف قرار می
وسیله ین ژن به، نقش تنظیمی احتمالی اToLCV-Irویروس 
miRNAطور بالقوه پاسخ دفاعی تواند بهمختلف میهاي

ها miRNAگیاه میزبان را در برابر ویروس از طریق دخالت 
در ویروس V2همچنین مشخص شد که ژن . افزایش دهد
ToLCV-Irهاي مختلف مورد هدف تواند در محلنیز می

miRNA ها قرار گیرد)miR168b ،miR396b وmiR166i .(
این مسأله نشان دهنده اهمیت نقش تنظیمی این ژن توسط 

miRNA ژن . استهاV2 که پروتئین پوششی ویروس را ،
ژنوم ویروس بوده و ضمناً ه شدنکند، مسئول کپسیدکد می

در حرکت ویروس در داخل گیاه میزبان و تشخیص توسط 
پروتئین پوششی . اي ویروس نقش داردناقلین حشره

شدهذکرکلیديهاينقشبهتوجهبااهیگیهايویروس
کهباشدمیویروسیهايپروتئینمهمترینازیکی

تنهایی،بهپروتئیناینمناسبکاراییعدمدرصورت
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در نهایت وتکثیروحرکتانتقال،تواناییویروس
ازدوربنابراین . دادخواهددستازراخودزائیبیماري

کلیديژناینخوددفاعیسیستمدرمیزبانکهنیستذهن
کاهشجهتراخاصیهايساز و کارودادهقرارهدفرا

ذکرشده مواردبهتوجهبا. کارگیردبهپروتئیناینکارایی
ها miRNAاز یشتريبدهدف تعداموردToLCV-Irي گونه

مورد هايژنوگیردیمقرارToLCV-Auباگونهدرمقایسه
.دارندبرخوريبالاتریتهدف از اهم

بحث

miRNAهايویروسژنومبهفرنگیگوجههايToLCV-

AuوToLCV-Irشوندآنها متصل میکدکنندهنواحیو.
RNAدر این تحقیق با استفاده از روش  hybrid

)Krüger&Rehmsmeier, 2006 (miRNA/miRNA* هاي

هاي طور بالقوه به ژنوم ویروستوانند بهه میفرنگی کگوجه
ToLCV-AuوToLCV-Irهاي آنها متصل و رونوشت
هاي مختلف نتایج نشان داد که گروه. دشبینی شوند، پیش

miRNA در میزبان به دو گونه متفاوت ویروسToLCV

سطوح پایین انرژي مورد نیاز برخی از . شوندمتصل می
miRNAاي اتصال به ژنوم ویروس، از فرنگی برهاي گوجه

-ToLCVدر miR168bو ToLCV-Auدر miR403جمله 

Ir موید این مسأله است که این تعامل ممکن است در ،
سطح مشابهی از این . طبیعت در گیاهان آلوده نیز اتفاق بیفتد

در موارد آزمایشگاهی -kcal/mol23انرژي آزاد معادل
والی هدفشان قبلاً ها به تmiRNAتأیید شده از اتصال 

Perez-Quintero(گزارش شده است  et al., 2010 .(

- پیکان.نشان داده شده است)b(ToLCV-Irو) ToLCV-Au)aهاي کوچک روي ژنوم ها توسط پیکانmiRNAمحل اتصال -1شکل

.است) C(و توالی مکمل آن) V(هاي مختلف ویروسی روي توالی اصلی ویروسان دهنده محل ژنهاي ضخیم نش

Fig1. The position of miRNAs binding sites is shown by small arrows on the genome of ToLCV-Au (left) and
ToLCV-Ir (right). Thick arrows indicate the Open Reading Frames (ORFs) on the virion- (V) or complementary- (C)
sense strands.
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بینی پیش*miRNAs/miRNAsرود که بیشتربنابراین، انتظار می
هاي هاي ویروسشده در میزبان قابلیت تعامل با ژنوم و رونوشت

ToLCV-AuوToLCV-Irفرنگی نیز داشته را در گیاهان گوجه
منظور کنترل هاي مصنوعی بهmiRNAآمیز کاربرد موفقیت. باشند

تواند موید این مسأله باشد که ها نیز میویروسجمینی
هاي میزبان miRNAتوانند توسط هاي گیاهی نیز میویروس

Van Vu(هدف قرار گیرند et al, 2013 .(
فرنگی شامل هاي گوجهmiRNAدهند که نشان می2و 1جداول 

miR156توان اتصال به هر دو گونهToLCVبر آن، علاوه. را دارد
تواند توسط ، میToLCV-Irخفیف ویروس مشخص شد که گونه

و miR157 ،miR168 ،miR396شاملmiRNAتعداد بیشتري 
miR166شدید، که گونههدف قرار گیرد، درحالیToLCV-Au ،

گزارش . را داردmiR403و miR159 ،miR319امکان اتصال به 
هاي مهمی را در سیستم دفاعی ها نقشmiRNAشده است که این 

و mir319(، رشد و نمو برگ )mir319و mir396(میزبان 
mir166 ( و نمو گیاه)mir168 (کنند بازي می(Palatniket al.,

2003; Carla Schommer & Palatnik, درنتیجه ایجاد . (2012
تعامل ممکن است نتیجهToLCV-Auعلائم شدید توسط گونه 

باشد که در نمو برگ نقش miR159و miR319این ویروس با 
.دارند

هر دو ویروس مذکور، ،هاي میزبانmiRNAدر حضور مسیر 
این امر . دنماینتکثیر شده و علائم خفیف و شدید تولید می

ویروس هاي بازدارندهد که بیان پروتئینشوتوجیه چنینتواند می
و تداخل این عوامل در مسیر خاموشی ژن، قادر است مراحل 

را به منظور محافظت از ویروس مختل ساز و کارمختلف این 
بعنوان miRNAخاموشی ژن توسط مهرگان گیاهان و بیدر. نماید

باشد هاي مهاجم میابر ویروسیک روش دفاعی مهم در بر
)Danielson & Pezacki, جهت مقابله با مسیر خاموشی . )2013

هاي هاي گیاهی و تعداد زیادي از ویروسژن، در تمام ویروس
Viral(هاي خاموشی ژن حشرات و پستانداران  بازدارنده

suppressors of RNA silencing (VSRS) ( تکامل یافته است
)Ding, and Voinnet, 2007; Li, & Ding, از جمله . )2006

و )Turnip crinkle virus(در ویروس مضرس لالهp38پروتئین 

Cucumber(در ویروس موزائیک خیار2bپروتئین mosaic virus (

بازداري از سبب AGO1که هردو از طریق مداخله در عملکرد ژن
Azevedo(شوندخاموشی ژن می et al., 2010 ; Giner et al.,

2010.(

هاي عنوان بازدارندهبهC4و C2، دو ژن ToLCV-Auدرمورد 
Dogra(اند خاموشی گزارش شده et al., 2009; Selth et al.,

با شدید توسط این ویروس را تواند تولید علائم که می) 2004
هاي مختلف میزبان به ژنوم آن miRNAامکان اتصال وجود

، ژن موثر در ToLCV-Irخفیف، درمورد گونه. توجیه نماید
بازدارندگی از مسیر خاموشی ژن هنوز شناسایی و معرفی نشده 

این وسیلهخاموشی ژن بهفقدان یا ضعیف بودن بازدارنده. است
بینی شده هاي پیشmiRNAممکن است بهToLCVخفیف گونه

طور موثرتري مورد این امکان را بدهد که ژنوم ویروس را به
. هدف قرار دهند

مطالعات بیشتري مورد نیاز است تا مشخص شود آیا سطح بیان 
miRNA هاي میزبان، که به طور بالقوه قادرند ژنوم ویروس را

سی به حد کافی هدف قرار دهند، در پاسخ به آلودگی ویرو
خاموشی ژن بازدارندهساز و کارافزایش می یابد تا بتواند به 

عنوان مثال، مشخص شده است که به. توسط ویروس غلبه یابد
، که امکان miR319و miR159کلیدي، miRNAسطح بیان دو 

فرنگی را دارند، در گیاهان گوجهToLCV-Auاتصال به ژنوم 
افزایش Tomato leaf curl New Delhi virusآلوده به ویروس 

Naqvi(یابد می et al., وطوسینتایج منتشر نشده. )2010
وmiR156 ،miR159بیان افزایشازحاکینیز،2016همکاران،
miR403بهآلودهفرنگیگوجهگیاهاندرToLCV-Auبوده

.است
هاي ویروسی بررسی یک از گونهبینی نشان داد که هرنتایج پیش

هاي میزبان هدف قرار miRNAهاي متفاوتی از شده توسط گروه
العمل متقابل بیشتري نیاز است تا عکسهايپژوهش. گیرندمی

احتمالی این هاياثرو نیزToLCVهاي ها با گونهmiRNAاین 
توسط آن به اثبات و ایجاد علائم تعاملات روي استقرار ویروس

.رسدب
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. استBهاي ویروسی انسانی در سراسر جهان آلودگی ویروس هپاتیت ین آلودگیتریکی از شایع
باشد، اما با توجه به گران مؤثرترین شیوه براي کنترل و درمان این بیماري، تزریق واکسن می

به عنوان واکسن خوراکی Bبودن داروهاي شیمیایی، تولید پروتئین نوترکیب ویروس هپاتیت 
یافته اهمیت مناسب براي تولید ارزان و فراوانهاي بیورآکتوربال گذشته در گیاهان طی چند سا

با کمترین هزینه به گیاه مدل HBsAgبنابراین در این پژوهش سعی شده است که ژن . است
pCAMBIAناقل دوگانهمنظور ابتدا بدین. توتون منتقل شود در HBsAgحاوي ژن 1304

کلون و به روش LBA4404و اگروباکتریوم سویه JM107سویهEscherichia coliباکتري 
کشت انتخابی هاي تلقیح شده در محیطباززایی ریزنمونه. برگی به گیاه توتون منتقل شدقطعات

MS گرم در لیتر هیگرومایسین و همچنین میلی15گرم در لیتر سفوتاکسیم و میلی500حاوي
گرم در لیتر و یک دهم میلیBAPدر لیتر گرم هاي یک میلیرشد در غلظتهايکنندهتنظیم
NAAبه سانتیمتر، 15هاي غربال شده به ارتفاع در آخر پس از رسیدن گیاهچه. انجام گرفت
شد و جهت شناسایی و تأیید حضور استخراج DNAگیاهان تراریخته احتمالی از CTABروش 

انجام RT-PCRنش جهت بررسی بیان ژن واکوPCRژن با آغازگرهاي اختصاصی واکنش 
تأیید شدتوتون ژن در گیاهان تراریخته این گرفت و بدین ترتیب حضور و بیان 

هاي کلیدياژهو



نیسی و همکاران.....طحی ویروس هپاتیتانتقال ژن آنتی ژن س

1395بهار و تابستان / 1شماره / 5دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  24

مقدمه

هاي مزمن کبدي ترین بیماريیکی از شایعBهپاتیت
جمعیت جهان در خطر ابتلا به این یک سوم است و نزدیک به 

سالیانه بیش .باشندمیلیون نفر حامل این بیماري می350بیماري و 
از یک میلیون نفر در اثر ابتلا به سیروز کبدي و کارسینوم 

ناشی از این ویروس )Hepatocellular carcinoma(هپاتوسلولار
Bویروس هپاتیت ). Rizzetto and Ciancio2008(میرند می

باشد و بر این اساس عضو خانواده میDNAژنوم حاوي
این ویروس . شودبندي میطبقه)Hepadnaviridae(هپادناویریده

ي منحصر به فرد کروي و دو DNAدر ساختار خود داراي یک 
در قسمت خارجی . باشدجفت باز می3200به طول اي، رشته

ژن سطحی هپاتیتآنتی(ویروس پوشش لیپپوپروتئینی 
B)HBsAg(( و در قسمت مرکزي آن هسته نوکلئوکپسیدي)آنتی-

نانومتر موجود است 27طول به))B)HBcAgژن مرکزي هپاتیت 
)Ram Maya et al. ترین مهمBژن سطحی هپاتیت آنتی). 2008

این . باشدمیSپوشش خارجی ویروس و محصول ژن قسمت
هايژن از سه گلیکوپروتئین کوچک، متوسط و بزرگ به نامآنتی

SHBs ،MHBs وLHBs ساخته شده و به ترتیب توسط ناحیه
pre-s1 ،pre-s2 وsژن وSشوندکد می)Sunil Kumar et al.

سب علیه پاسخ ایمنی مناHBVژن از ویروس این آنتی). 2007
سازبادي خنثیآنتیموجب  تولید القا و رابیماري

)Neutralizing(دشومی)Guan et al. 2012 .(

هاي کنترل ترین روشیکی از مؤثرترین و پیشرفته
Guan(باشدواکسیناسیون میBعفونت هپاتیت  et al. 2012 .(

از لحاظ که شددر مخمر تولید HBVاولین واکسن نوترکیب 
Marcondes and(صرفه نبود صادي گران و مقرون بهاقت Hasen

- به عنوان  بیورآکتورتراریختهگیاهان گذشتههاي در سال). 2008
هاي مناسب براي تولید ترکیبات دارویی و نوترکیب متنوعی از 

هاي باکتریایی و ژنهاي نوترکیب، آنتیباديها، آنتیجمله آنزیم
هاي خوراکی و انواع زیادي از کسنهاي رشد، واویروسی، فاکتور

اندهاي نوترکیب جانوري و انسانی به کار برده شدهپروتئین
)Shereen et al. هاي مشتق شده از گیاهان واکسن. )2009

از نظر امنیت زیستی، پایداري، راندمان بالا و هزینه تولید تراریخته
هاي هاي نوترکیب مشتق شده از سلولنسبت به واکسن

نداران و مخمر توجه زیادي را در سراسر جهان به خود جلب پستا
Baesi(اندکرده et al. 2011; Li et al. به طور کلی ). 2011

ي زیادي هامزیتبراي تولید واکسن تراریختهاستفاده از گیاهان 
گیاهان فقط بخش مختص . هاي سنتی داردنسبت به سیستم

دین ترتیب باعث عفونت یا مسمومیت ذاتی را بیان کرده و ب
Shereen(ند شوهاي مضر میالعملهش دیگر عکسکا et al.

باشند هاي انسانی و جانوري نمی؛ گیاهان میزبان پاتوژن)2009
Shereen(شوند بنابراین در اثر تولید واکسن، خود آلوده نمی et

al. 2-10هاي نوترکیب در گیاهان ؛ هزینه تولید پروتئین)2009
- درصد کشت سلول1/0ها و منتاسیون باکتريدرصد سیستم فر

Giddings(هاي پستانداران بوده  نین قیمت تمام چو هم) 2001
تولید آن در 001/0-1/0بادي در گیاهان حدود شده تولید آنتی

Daniell(استهاي دیگر سیستم 2003.(

با توجه به قیمت گزاف داروهاي شیمیایی، نیاز به 
در مقیاس بالا ها را با قیمت مناسب،داروسیستمی که بتواند این

و ایمنی در اختیار بیماران قرار دهد، زیستی و بیشترین فعالیت 
ترین روش بنابراین در حال حاضر مؤثر.باشدامري ضروري می

هاي خوراکی مشتق هاي نوترکیب، واکسندر زمینه تولید واکسن
در گیاه Bت هپاتیتولید واکسن . استهشده از گیاهان تراریخت

تواند روش مناسبی براي پیشگیري از این بیماري باشد و از می
Sunil Kumar(پذیر و عملی استنظر اقتصادي، امکان et al.

گیاهان ر دHBsAgانتقال و بیان ژن هاي زیادي از گزارش).2007
Shereen(مختلف وجود دارد  et al. 2009; Li et al. 2011; Choi

et al. 2011; Guan et al. جهت سهولت در بهولی توتون ). 2012
، تولید بذر فراوان و تولید هانتقال ژن و باززایی گیاهان تراریخت

کاندید مناسبی براي تولید ،)بیوماس(انبوه زیست توده
Daniell(باشد مینسبت به گیاهان دیگرهاي نوترکیبپروتئین

2003Ahangarzadeh et al. منظور بررسی بههاین مطالع. );2012
بیان آن در گیاهان به صورت پایدار وHBsAgامکان انتقال ژن 

.انجام پذیرفتتوتون در جهت تولید ارزان و انبوههتراریخت
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هاروشومواد

ژنیهايناقلباکتري و هايسویه

وEscherichia coliدر این پژوهش از دو باکتري 
Agrobacterium tumefaciensاقل بیانیو نpCAMBIA1304

عنوان میزبان جهت بهJM107سویهE.coliباکتري از. دستفاده شا
ویه سA. tumefaciensباکتريازوناقلنگهداري و تکثیر 

LBA4404و ناقل بیانی دوگانهpCAMBIA1304 جهت انتقال
این ناقل داراي . تراریختی گیاه توتون استفاده شدژن موردنظر و 

نشانگرتخابی کانامایسین جهت گزینش باکتریایی و اننشانگر
).1شکل (باشد میتراریختههیگرومایسین جهت گزینش گیاهان 

هاي اختصاصی ژنآغازگر

هاي ابتدا و منظور شناسایی و تکثیر ژن مورد نظر از نوکلئوتیدبه
هاي اختصاصی با رعایت ، آغازگرHBsAgانتهاي توالی ژن 

اي و کیل حلقه، عدم تشکیل دو رشتهشرایطی همچون عدم تش
توالی این . طراحی شدoligoanalyserتوسط نرم افزار GCدرصد 
:آغازگر رفت: عبارتند ازهاآغازگر

3'-ATGTGTCTGCGGCGTTTTATCA-5'آغازگر برگشتو:
3'-TCATCCATATAGCTGAAAGCCAAACAG-5'

Agrobacteriumبه باکتري ناقلانتقال  tumefaciens

pCAMBIAناقلاین مطالعه در – HBsAgپیشبرحت کنترل ت
انجماد و ذوبروش به،)CaMV35s(ویروس موزائیک گل کلم

انتقال LBA4404سویه Agrobacterium tumefaciensباکتري به
Sambrook and Russel(یافت 2001.(

هاي برگی به هیگرومایسینارزیابی میزان حساسیت ریزنمونه

بیوتیک ها به آنتیزان حساسیت ریزنمونهجهت بررسی می
داراي MSکشت ها بر روي محیطهیگرومایسین، ریزنمونه

و 15، 10، 5/7، 5صفر، (بیوتیک هاي مختلفی از این آنتیغلظت
کشت و به مدت یک ماه در اتاق رشد و در ) گرم در لیترمیلی20

یی ساعت روشنا16درجه سانتیگراد و در شرایط نوري 25دماي 
پس از یک ماه اثر این آنتی . ساعت تاریکی قرار داده شدند8و 

.شدهاي برگی بررسی بیوتیک بر باززایی و نکروز شدن ریزنمونه

به گیاهناقلسازي سوسپانسیون اگروباکتریوم جهت انتقال آماده
ناقلحاوي A.tumefaciens، یک همسانه از باکتري منظوربدین

mgl-150مایع داراي LBت کشمورد مطالعه به محیط
مننتقل و به مدت یک کانامایسینmgl-1100استرپتومایسین و 

دور در 180(روي شیکر درجه سانتیگراد 28شبانه روز در دماي 
. تا باکتري به میزان مناسبی از رشد برسدنگهداري شد )دقیقه

6/0-8/0(یابی به غلظت مناسبی از باکتريسپس جهت دست
مایع جدید LBکشت ، باکتري رشد یافته به محیط)OD600در 

هاي حاوي لوله،مناسبODپس از رسیدن باکتري به . منتقل شد
درجه 4و در دماي g6000دقیقه در 10سوسپانسیون به مدت 
نشین هاي تهبا حذف فاز رویی، سلول.شدسانتیگراد سانتریفیوژ 
.ندمایع رقیق و حل شدMSکشت شده باکتري در محیط

HBsAgحاوي ژن pCAMBIA1304ناقلT-DNAناحیه -1شکل

Figure 1. T-DNA Region of pCAMBIA1304 containing HBsAg gene.
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هاانتقال ژن و باززایی ریزنمونه

درصد70، ابتدا بذرهاي توتون با استفاده از اتانول پژوهشدر این 
به همراه یک درصد30ثانیه و هیپپوکلریت سدیم 30به مدت 
جهت افزایش چسبندگی سطحی مواد ضدعفونی (80ن یقطره توی

مرتبه شستشو با آب مقطر 3دقیقه و 10به مدت ) کننده با بذور
بدون هورمون MSزنیو در محیط جوانهاستریل، ضدعفونی شده

)Murashige and Skoog درجه 25کشت و در دماي ) 1962
ساعت تاریکی 8ساعت روشنایی و 16سانتیگراد و شرایط نوري

هاي جوان توتون به عنوان پس از سه هفته برگ. نگهداري شدند
در ریزنمونه براي انتقال ژن انتخاب شده و به مدت سه روز 

قرار )BAP1 +NAA1/0(داراي هورمون MSکشتمحیط
–6/0( سوسپانسون اگروباکتریوم ها با سپس ریزنمونه.گرفتند

8/0OD600nm براي . نظر تلقیح شدندجهت انتقال ژن مورد ) =
هاي دقیقه در پتري دیش10-15ها به مدت ریزنمونه،کوبیمایه

لیتر از سوسپانسون اگروباکتریوم و در دماي اتاق میلی20حاوي 
ها روي کاغذ صافی قرار گرفته و پس از خشک شدن نمونه

MS +mgl-1(کشت استریل به ظروف داراي محیط BAP1 +
mgl-1 NAA1/0 ( منتقل و به مدت سه روز در این محیط در

ها با آب دیونیزه شده و نمونه. تاریکی نگهداري شدندشرایط
سفوتاکسیم شسته و روي کاغذ صافی استریل mgl-1500داراي 

محیط (کشت انتخابی ها به محیطسپس، نمونه.خشک گردید
) گرومایسینهیmgl-115سفوتاکسیم و MS+mgl-1500کشت 

منتقل و به مدت دو هفته در این محیط و در اتاق رشد در دماي 
40(ساعت روشنایی16درجه سانتیگراد و شرایط نوري 25

.ساعت تاریکی نگهداري شدند8و ) میکرومول بر ثانیه برمترمربع
هاي باززا شده از کالوس ها، جوانهپس از باززایی ریزنمونه
MSزایی به محیط کشت زایی و ریشهانتخاب شده و براي شاخه

Ahangarzadeh(شدبدون هورمون منتقل  et al. در ). 2012
هاي حاوي پرلایت احتمالی به گلدانههاي تراریختگیاهچهنهایت
ماس انتقال یافته و براي انجام مطالعات بعدي نگهداري و پیت
.شدند

اي جیرهدر گیاهان با انجام واکنش زنHBsAgتأیید حضور ژن 
)PCR(پلیمراز 

تراریختههاي از گیاهچه،HBsAgجهت شناسایی و تکثیر ژن 
انجام CTABا روش بDNAاستخراج ،تراریختهاحتمالی و غیر

Murray and Thampson(شد  و پس از تعیین کمیت و ) 1998
هاي استخراج شده، تکثیر با استفاده از آغازگرDNAکیفیت 

سازي اولیه منظور ابتدا واسرشتبدین.اختصاصی ژن انجام گرفت
سپس . درجه سانتیگراد انجام شد94به مدت چهار دقیقه در دماي 

سازي، اتصال و تکثیر چرخه شامل واسرشت30واکنش در 
72و 56، 94ترتیب در دماهاي هریک به مدت یک دقیقه به

دقیقه 10درجه سانتیگراد ادامه و در نهایت تکثیر نهایی به مدت 
.  درجه سانتیگراد انجام شد72ر دماي د

با انجام واکنش تراریختهدر گیاهان HBsAgبررسی بیان ژن 
RT – PCR

احتمالی و تراریختهدر گیاهان HBsAgمنظور بررسی بیان ژن به
(Rneasy Micro Kitتوسط کیت RNAاستخراج ،تراریختهغیر

زنده مطابق دستورالعمل شرکت سا)، آلمانQIAGENشرکت 
)، آلمانFermentasشرکت (از کیت cDNAبراي سنتز. انجام شد
با همان شرایط انجام RT–PCRسپس واکنش .شداستفاده 

.صورت گرفت) PCR(اي پلیمراز واکنش زنجیره

Colonyدر اگروباکتریوم  با انجام ناقلتأیید مولکولی حضور 

PCR

حاوي کانامایسین و LBکشت هاي رشدیافته در محیطکلونی
همچنین با انجام . یید کردأاسترپتومایسین صحت انتقال را ت

نظر و الگوي هاي اختصاصی ژن موردبا آغازگرPCRواکنش 
HBsAg-pCAMBIAناقلويهاي حاهنهمسا DNA، قطعه 1304

).2شکل. (شدجفت باز تکثیر 400به طول تقریبی 

جینتا
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Colonyنتایج حاصل از انجام واکنش فورزي نقوش الکترو-2شکل PCR

هاي همسانه-3تا bp100 ،1نشانگر اندازه - HBF .Lو HBRبا آغازگرهاي 
نوترکیباگروباکتریوم

Figure 2- Confirmation of Cloning of HBsAg Gene in A.
tumefaciens by Colony PCR Technique. L: GeneRuler™ 100 bp
DNA Ladder (Fermentase), Lane 1-3: Transformed Colonies.

هاي برگی توتونتعیین سطح مؤثر هیگرومایسین بر ریزنمونه

10هاي صفر تا نشان داد که در غلظتاین بررسینتایج
چنان سبز مانده و باززا ها همدر لیتر هیگرومایسین نمونهگرم میلی

رم در لیتر، گمیلی20و 15هاي شدند در حالی که در غلظت
بنابراین غلظت . اي و نکروز شده و باززا نشدندها قهوهنمونه
mgl-115 به گونهشدهیگرومایسین به عنوان سطح مؤثر انتخاب-

هایی که پس از تلقیح در این غلظت باززا شدند به اي که نمونه
T–DNAدریافت ژن مقاومت به هیگرومایسین که در ناحیه علت

هاي قرار دارد، به عنوان نمونهHBsAgو در مجاورت ژن 
Ahangarzadeh(احتمالی انتخاب شدندتراریخته et al. 2012.(

هاانتقال ژن و باززایی ریزنمونه

هاي برگی توتون با اگروباکتریوم پس از تلقیح ریزنمونه
کشت انتخابی، ها به محیطحاوي ژن مورد مطالعه و انتقال آن

هفته، متورم و بزرگ شده و آثار هاي توتون در حدود دو برگ
پس از دو هفته ). ـالف3شکل(شدها مشاهده زایی در آنکالوس
سه هفته بعد،و ) ـب3شکل(، باززا شده ها از کالوسجوانه
هایی با ارتفاع مناسب گیاهچه). ـ ج3شکل(ها ظاهر شدریشه

تراریختههاي ، به عنوان گیاهچه)ـد3شکل) (سانتیمتر15(
).ـ ه3شکل(شدند لی به خاك منتقل احتما

10ها باززایی جوانه- ب. هاي برگی و ظهور کالوسبزرگ و متورم شدن ریزنمونه-الف: هاي برگی توتون پس از تلقیح با اگروباکتریوممراحل باززایی ریزنمونه-3شکل 
.ها به خاكانتقال گیاهچه-ه. ها به حد مناسبی از رشدچهرسیدن گیاه-د. کشت بدون هورمونها در محیطانهریشه دار شدن جو-ج. زاییروز پس از کالوس

Figure 3- Regeneration of tobacco explants following co-culture with Agrobacterium. a: callus formation, b: shoot formation (2 weeks old),
c: root formation (4-6 weeks old), d: transgenic plantlets, e: plants were transfered to soil.
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پلاسمید حاوي قطعه -bp100 ،1نشانگر اندازه - L. توتونتراریختهدر گیاهان ) ب(RT-PCRو ) الف(PCRنقوش الکتروفورزي نتایج حاصل از انجام -4شکل
تراریختهگیاه توتون غیر–5، هتراریختگیاهان توتون –4تا 2موردنظر، 

Figure 4- PCR and RT-PCR analysis of transgenic tobacco plants. a: PCR, b: RT-PCR.  L: ™ 100 bp DNA Ladder (Fermentase), 1: Positive
Control (pCAMBIA-HBsAg), 2-4: transgenic plants, 5: untransformed plant (negative control).

با انجام تراریختهدر گیاهان HBsAgژن حضوربررسی 
PCRواکنش 

حاصل از DNAنتایج حاصل از تکثیر ژن مورد مطالعه با الگوي 
آغازگرهايوتراریختهاحتمالی و غیرتراریختههاي گیاهچه

ر دHBsAgنشان داد که حداقل یک نسخه از ژن اختصاصی ژن
م مشاهده باند در گیاهان عد. وجود داردهژنوم گیاهان تراریخت

). الف-4شکل(یید کرد أشاهد نیز این مطلب را ت

با انجام واکنش تراریختهدر گیاهان HBsAgبررسی بیان ژن 
RT – PCR

اي با اندازه و مشاهده قطعهRT-PCRواکنش حاصل از نتایج طبق
یید شد تراریخته تأجفت باز، بیان ژن مورد مطالعه در گیاهان 400

اما در گیاهان شاهد، عدم مشاهده تکثیر قطعه فوق ). ب-4لشک(
.در این گیاهان بودHBsAgبیانگر فقدان بیان ژن 

یکی )HCC(کارسینوم سلول کبدي یا کارسینوم هپاتوسلولار 
75در سراسر جهان است که علت حداقل هاترین سرطانازشایع

باشدمی)B)HBVها ویروس هپاتیت سرطاناز ایندرصد 
)Rizzetto and Ciancio این ویروس عامل اصلی ). 2008

متغیر دیگر از فردي به فردآن بوده و شدتکبديهايبیماري
Ram Maya(است  2008.(

به عنواندر ابتداتراریختهگیاه زراعت مولکولی و تکنولوژي 
هاي میکروارگانیسممقاومت در برابرراهی جهت رسیدن به 

هاي ، اما ظرفیت بالاي سلولمورد استفاده قرار گرفتزابیماري
هاي بیگانه با گیاهی براي تاخوردگی صحیح و سریع پروتئین

ها در هاي پیچیده و همچنین حفظ ساختار اصلی آنساختار
اي جهت تولید لقوهاگیاهان  نشان داد که گیاهان داراي پتانسیل ب

هاي نوترکیب دارویی و صنعتی ن به صرفه پروتئینبهینه و مقرو
Lopez(باشند می et al. تولید Bژن سطحی هپاتیت آنتی). 2008

ژنی و فیزیکی شباهت از نظر صفات آنتیتراریختهگیاهان شده در
مشتق شده از سرم انسانی و مخمر HBsAgبسیاري به ذرات 

اند اده شدهنوترکیبی دارد که تاکنون به عنوان واکسن استف
)Mason et al.1992.(

فرنگی گوجههاي گیاهی مختلفی از جمله در سیستمHBsAgژن 
)Srinivas et al. Richter(، سیب زمینی )2008 et al. 2000;

Shulga et al. Sunil Kumar(، موز )2004 et al. ، هویج )2005
)Imani et al. Kapusta(و کاهولوپین، )2002 et al. بیان )1999

-يهاي بسیاري از  هانیز گزارشگذشتههاي در سال. شده است
و لی،)2009(و همکاران ، شرین)2009(و همکاران پنگ 

و همکارانو گوان ) 2011(و همکارانچوي،)2011(همکاران
ر دHBsAgها انتقال و بیان ژن وجود دارد که در آن) 2012(

بحث
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- گوجه، یونجه و یگوجه فرنگ، موز، گیاه جینسنگهايسلول

Hai-peng(فرنگی مینیاتوري تأیید شده است  et al. 2009;

Shereen et al. 2009; Li et al. 2011; Choi et al. 2011; Guan

et al. پنگ و همکاران علاوه بر این در گزارشی از هاي).2012
مشتق شده از HBsAg،  )2000(و ریشتر و همکاران ) 2009(

آمیزي  در به طور موفقیتتراریختهیب زمینی گیاه جینسنگ و س
Hai-peng(موش پاسخ ایمنی ایجاد کرد  et al. 2009; Richter et

al. بیان این در گزارشی از کاپوستا و همکاران نیز پس از). 2000
، ههاي تراریختژن در  کاهو و لوپین و تغذیه موش از کالوس

Kapusta(گردیدها حاصل بادي خاصی در آنآنتی et al. 1999 .(
در گیاهان HBsAgاما آنچه حایز اهمیت است بیان متغیر ژن 

میزان تولید بنابراین. باشددر شرایط محیطی متفاوت میهیخترترا
پروتئین فوق و درنتیجه پاسخ ایمنی پس از مصرف گیاهان 

. در موش و انسان، متفاوت استهتراریخت

راه حل ،هاي طبیعیبیوراکتورعنوان استفاده از سیستم گیاهی به
و تولید HBsAgمناسبی براي تولید در مقیاس زیاد پروتئین 

این پروژه با هدف گسترش زراعت . باشدواکسن خوراکی می
در گیاه توتون انجام ) B)HBsAgمولکولی واکسن هپاتیت 

گیاهان در مقایسه بابوده و ايی غیرعلوفهگیاهتوتون . پذیرفت
تر تر، انتقال ژن به آن سادهو باززایی آن راحتدیگر کشت بافت

. باشدپذیري نسبی میدستورزي ژنتیکی داراي انعطافو نسبت به 
محصولتواندر مدت زمان کوتاهی میهتراریختتوتونبا تکثیر
سطح وسیع و به طور بهینه و درراموردنظرنوترکیبپروتئین

Daniell(کرد وارد بازاروارزان تولید از این رو در ). 2003
ناقل بیانی گیاهی مطالعه حاضر از گیاه توتون و 

pCAMBIA1304ستفاده شد تا بر بیان ژن اHBsAgشودفزوده ا .
CaMVپیشبراین ناقل داراي  35Sو ترمیناتورNOSباشدمی .

CaMVپیشبر 35Sانتخابی مناسب، قوي و در گیاهان دو لپه
هاي یان ژن انتقال یافته در بخشسازنده بوده و باعث افزایش ب

در توتون پیشبراستفاده از این به طوري که شودمختلف گیاه می
هاي دیگر چندین برابر پیشبرتواند میزان بیان را در مقایسه با می

Sunil Kumar(افزایش دهد  et al. همچنین از توالی ). 2003
Rajabi(جهت افزایش بیان ژن )Kozak sequence(کوزاك 

Memari et al. جهت سهولت شناسایی His tag، از توالی )2010
ي هاها در پژوهشو تخلیص پروتئین موردنظر از سایر پروتئین

بعد از His tagبه منظور حذف توالی )  X(و از فاکتور هگزا آتی 
Leelavathi and Reddy(استفاده شد تخلیص پروتئین، 2003.(

آمیزي رگی توتون به طور موفقیتهاي بدر این مطالعه ریزنمونه
گري و با واسطهpCAMBIA1304توسط ناقل گیاهی بیانی 

و بیان آن در HBsAgحضور ژن .شدندتراریختهاگروباکتریوم 
-RTو PCRهاي مولکولی بررسیتوسطنیز تراریختهگیاهان 

PCRدر گزارشاتی از گوان و همکاران، شرین و .ید شدتأی
مکاران، لی و همکاران و سرینیواس و همکاران، باعثی و ه

تراریختهبه ترتیب در گیاهان HBsAgهمکاران نیز حضور ژن 
تأیید شده PCRگیلاس، موز و گوجه فرنگی با انجام واکنش 

Srinivas(است  et al. 2008Guan et al. 2012; Li et al. 2011;

Shereen et al. 2011;Baesi et al. سرینیواس و ).;2011
فرنگی با گوجهتراریختهکاران نیز بیان این ژن را در گیاهان هم

RT–PCR تأیید کردند)Srinivas et al. اما براساس نتایج ).2008
تنهایی براي افزایش بیان ژن این پژوهش استفاده از ناقل فوق به

HBsAg عنوان واکسن خوراکی کافی نبوده تولید پروتئین بهو
هاي مطالعات آینده باید از توالیرسد درنظر میبهبنابراین. است

ژن موردنظر براي افزایش بیان و در نتیجه ناقلدهنده در افزایش
.کرداستفاده HBsAgتولید انبوه پروتئین 
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)21/8/95:پذیرشتاریخ-4/5/95:دریافتتاریخ(

Xanthomonas campestrisهاي پیشین از بخش خالص شده پروتئوم باکتري در پژوهش pv.

campestris (Xcc) 60گیاه آرابیدوپسیس را داشت، حدود در که قابلیت محرك تولید اتیلن
عنوان پروتئین فرضی محافظت شناسایی شدند که از بین آنها هشت پروتئین بهپروتئین مختلف

ها توسط ابزارهاي بیوانفورماتیک هدف از انجام این پژوهش توصیف این پروتئین. ندشده بود
پروتئین . هاي مورد بررسی داراي جرم مولکولی متوسطی بودندهمه پروتئین. باشدمختلف می

NP_640497.1 نقطه ایزوالکتریک . کیلودالتون داراي بیشترین جرم مولکولی بود84/43با)pI (
هاي مینهاي پروتئینی و دنوع خانواده. دمتغییر بو5/9تا 34/5ها بین محاسبه شده براي پروتئین

تعیین Interproو CDD-Blastهاي محافظت شده مینابزار پایگاه اطلاعاتی دها توسطپروتئین
، از )HTH)Helix-turn-Helixمین دNP_640912.1د مورد بررسی در پروتئین از بین موار. شد

دو NP_641576.1، از پروتئین Enoyl_reductaseمین ، دNP_640497.1بخش مرکزي پروتئین 
در پروتئین و )EF-hand, calcium binding motif(موتیف متصل شونده به یون کلسیم 

NP_643454.1مین دCoA thioesterase-hydroxybenzoyl-4 از بالاخانوادهHot_dog شناسایی
ها مورد استفاده قرار گرفت و بینی جایگاه اتصال لیگاند در پروتئینبراي پیشCOACHسرور . شد

Phyreساختار سه بعدي آنها توسط سرور  تواند نتایج حاصل از این پژوهش می.مدل سازي شد2
هایی با خاصیت الیسیتوري از این باکتريشناسایی پروتئینو همچنین Xccشناخت بهتر باکتري در 

.به کار گرفته شوند

هاي کلیديواژه
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مقدمه

Xcc(Xanthomonas citri(باکتري subsp. citri که عامل بیماري
-ترین بیمارگرهاي گیاهی میشانکر مرکبات است، یکی از مخرب

دهد و سالانه باشد که تمام مرکبات مهم را تحت تاثیر قرار می
خسارت سنگینی به تولید کنندگان مرکبات در دنیا و از جمله 

.Montakhabi et al)کندمیایران وارد  منشاء این بیماري .(1389
هایی ژاپن و جنوب شرقی آسیا است و به غیر از اروپا به تمام قاره

,Agrios(شوند انتشار یافته است که در آنها مرکبات تولید می

2005 .(
باشد، ممکن است با از بین بردن در مناطقی که بیماري بومی نمی

- بود کردن درختان آلوده بتوان بیماري را ریشهاینوکلوم از طریق نا

,Agrios(کن کرد  در صورتی که بیماري به صورت بومی ). 2005
ختان هایی مثل کاشت درتوان تنها با روشبیماري را می،درآید

و استفاده از سموم مسی تا حدي مقاوم و سالم، بهداشت مزرعه
به کنترل موفق هرچند هیچکدام از این اقدامات منجر. کنترل کرد

,Agrios(شود و موثر این بیماري نمی 2005; Moreira et al.,

شناسی هاي نوین در علم بیماريهاي اخیر یافتهدر سال). 2010
گیاهی مولکولی و به طور کلی زیست شناسی سلولی و مولکولی 

پژوهشگران گشوده است و با به يهاي نوینی را به رودریچه
اي با مقاومت گیاهان تراریختهها از یک سوکارگیري این یافته

بیشتر نسبت به بیماریهاي گیاهی معرفی شده است و از سوي 
هایی براي اختلال فرآیند بیماریزایی عوامل بیماریزاي دیگر روش

Collinge(گیاهی معرفی شده است  et al., 2010; Chen et al.,

ریهاي گیاهی هاي نوین در کنترل بیمااستفاده از شیوه). 2013
هنوز در ابتداي راه است و براي پیشرفت و توسعه هر چه بیشتر 
این علوم نیاز به اطلاعات وسیعی در خصوص ژنوم و پروتئوم 

. باشدگیاهان و همچنین عوامل بیماریزاي گیاهی می
یابی توالی2002براي اولین بار در سال Xccژنوم کامل باکتري 

شناخته شده در آنهاکننده پروتئینگردید و بعد از آن ژنهاي کد
da Silva(ثبت شدندNCBIو در  et al., با وجود اینکه . )2002

به طور کامل مربوطههاي ها و پروتئینتعداد زیادي از این ژن
هاي اند، اما هنوز هم تعدادي از ژنها و پروتئینتوصیف شده
ها ین پروتئینا. اندها به صورت ناشناخته باقی ماندهمربوط به آن

نامیده ) Hypothetical proteins(هاي فرضی به اصطلاح پروتئین

ها در باکتري شناسایی و توصیف عملکرد این پروتئین. شوندمی
Xccتواند کمک زیادي به شناخت هر چه بیشتر خصوصیات می

. سلولی و مولکولی این بیمارگر مهم بکند
سلولی حاصل از مشخص شد که عصاره هاي پیشین در پژوهش

Elicitor(هاي مختلف جنس زانتوموناس فعالیت محرکی گونه

activity ( شدیدي بر روي گیاه آرابیدوپسیس تالیانا دارند و بعد از
-هاي گیاه با مقادیر بسیار ناچیز عصاره سلولی باکتريتیمار برگ

Jehle(یابد هاي زانتوموناس تولید اتیلن گیاه به شدت افزایش می

et al., 2013; Fallahzadeh با خالص سازي عصاره فعال ). 2012
بخش فعال بدست آمده از کروماتوگرافی تبادل آنیونی بررسیو 

یابی شدند پروتئین مختلف شناسایی و توالی60لیستی از 
)Fallahzadeh, هشت پروتئین شناسایی شده60از بین .)2016

. شدندمشخصپروتئین به عنوان پروتئین فرضی محافظت شده 
ها با ابزارهاي هدف از پژوهش حاضر توصیف این پروتئین

.باشدبیوانفورماتیک مختلف می

هاروشومواد

هاي پروتئینی مورد توالی:هاي پروتئینی مورد استفادهتوالی
سازي و توالی یابی بخشی استفاده در این پژوهش حاصل خالص

تولید اتیلن محركیت باشد که خاصمیXccاز پروتئوم باکتري 
کروماتوگرافی آنیونی روشها با این پروتئین. گیاه را داشت

سازي شده و با دستگاه طیف سنجی جرمی متوالی توالی خالص
,Fallahzadeh(یابی شده بودند  60در این بررسی ). 2016

8پروتئین از عصاره مورد بررسی بدست آمد که از بین آنها 
. ئین فرضی محافظت شده شناسایی شدندپروتئین به عنوان پروت

به منظور :هاتوصیف خصوصیات فیزیکوشیمیایی پروتئین
هاي مورد بررسی از سرور توصیف فیزیکوشیمیایی پروتئین

) http://us.expasy.org/tools/protparam(پروتپارام اسکپازي 
با استفاده از این سرور وزن مولکولی، نقطه . استفاده شد
، تعداد کل )theoretical isoelectric point(نظري ایزوالکتریک

Guruprasad(اسیدهاي آمینه مثبت و منفی، شاخص بی ثباتی  et
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al., ,Ikai(، شاخص آلیفاتیک )1990 و متوسط هیدروپاتی ) 1980
grand average hydropathy-GRAVY) (Kyte and(کل 

Doolittle, . ها محاسبه گردیدپروتئین) 1982

هاي میننوع د: محافظت شده) Domains(هاي میننوع دتعیین 
هاي میناستفاده ابزار پایگاه اطلاعاتی دها با محافظت شده پروتئین

Interproو CDD-Blastمحافظت شده 

http://www.ebi.ac.uk/interpro) ( تعیین شد
)(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd . نتایج حاصل از هر دو

. ترین نتیجه گزارش شدمقایسه شد و مناسبابزار با همدیگر 

براي :هاسولفیدي پروتئینهاي ديتخمین جایگاه سلولی و پل
Cell-PLocها از سرور تخمین جایگاه سلولی پروتئین استفاده 2.0

سرور از ابزارهاي مختلفی براي تخمین جایگاه سلولی این. شد
از بین آنها ها در موجودات مختلف تشکیل شده است کهپروتئین

Gneg-mPLoc)http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Gneg-

multi (هاي گرم منفی طراحی شده به صورت ویژه براي باکتري
ها توسط سرور سولفیدي پروتئینهاي ديتعیین پل. است

DISULFIND)http://disulfind.dsi.unifi.it (صورت گرفت .

و جایگاه اتصال لیگاند در ها تخمین ساختار ثانویه پروتئین
Phyreها از براي تخمین ساختار ثانویه پروتئین:آنها استفاده 2

/http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html(شد 

page.cgi?id=index .( براي تخمین جایگاه اتصال لیگاند در
COACHها از سرور پروتئین

)(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/COACHفاده است
.شد

هاتوصیف خصوصیات فیزیکوشیمیایی پروتئین

تواند براي ها میتعیین خصوصیات فیزیکوشیمیایی پروتئین
با . ها و شناسایی آنها بسیار سودمند باشدشناخت بهتر پروتئین

هاي مورد توان مشاهده کرد که همه پروتئینمی1توجه به جدول 
اي جرم مولکولی متوسطی هستند و بررسی در این تحقیق دار

هاي با این حال از بین پروتئین. تفاوت زیادي با همدیگر ندارند
کیلودالتون داراي 84/43با NP_640497.1مورد بررسی پروتئین 

.بیشتر جرم مولکولی است

تا 34/5ها از محاسبه شده براي پروتئین) pI(نقطه ایزوالکتریک 
ي است که در آن یک pHوالکتریک نقطه ایز. متغییر بود5/9

دهد و بنابراین در آمینواسید و یا پروتئین بار خود را از دست می
اطلاع . باشدمیدان الکتریکی با جریان مستقیم قادر به حرکت نمی

تواند براي انتخاب و بهینه از نقطه ایزوالکتریک یک پروتئین می
ئین اعم از هاي مورد استفاده براي خالص سازي پروتسازي روش

کروماتوگرافی تبادل یونی و الکتروفورز ایزوالکتریک فوکوسینگ 
. بسیار مفید باشد

هاي مورد بررسی بین ثباتی محاسبه شده براي پروتئینشاخص بی
هایی که دهند که پروتئینها نشان میبررسی. بود47/44تا 59/22

غیر باشند با ثبات و در40تر از ثباتی آنها کوچکشاخص بی
- بنابراین بر اساس این تخمین می. ثبات خواهند بوداینصورت بی

هاي هاي مورد بررسی پروتئینتوان گفت که از بین پروتئین
NP_643454.1 وNP_641190.1شوندثبات محسوب میبی .

شاخص دیگري که در این بررسی مورد ارزیابی قرار گرفت 
این ). 1جدول (بود ) Aliphatic Index-AI(شاخص آلیفاتیک 

شاخص در واقع عبارت است از حجم نسبی پروتئین که با 
و به عنوان ) L، و A ،V ،I(اند هاي آلیفاتیک اشغال شدهزنجیره

هاي گلوبول یک فاکتور مثبت در افزایش ثبات حرارتی پروتئین
هاي مقاوم به شود و به همین دلیل در باکتريمانند محسوب می

,Akai(باشند ي شاخص آلیفاتیک بالایی میها داراگرما پروتئین

بالاتر از (هایی با شاخص آلیفاتیک بسیار بالا پروتئین). 1998
ممکن است در دامنه دمایی بسیار بالایی از خود ثبات نشان ) 100
هاي مورد در بررسی حاضر شاخص آلیفاتیک اکثر پروتئین. دهند

NP_641576.134/48بود و تنها در مورد 80-100بررسی بین 
. گیري شداندازه

ها محاسبه شده براي پروتئین) GRAVY(متوسط هیدروپاتی کل 
از GRAVYعدد . بود-987/0تا –181/0در این بررسی بین 

تقسیم مجموع هیدروپاتی محاسبه شده براي تمام اسیدهاي آمینه 
.  آیددر پروتئین بر تعداد کل اسیدهاي آمینه آن پروتئین بدست می

و بحثنتایج
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ها با استفاده از سرور پروتپارام اسکپازيتعیین خواص فیزیکوشیمیایی پروتئین-1جدول 

Table 1- Determination of physicochemical properties of proteins by Expasy’s Protparam server.

هاپروتئین NA MW pI PR NR Gravy AI II

NP_640650.1 157 17.85 7.82 24 23 -0.334 89.49 35.17

NP_638186.1 257 27.39 7.91 36 35 -0.450 84.94 37.21

NP_640912.1 154 17.1135 9.51 22 19 -0.395 93.44 22.59

NP_640497.1 402 43.84 5.34 45 55 -0.181 87.19 26.53

NP_641576.1 199 21.41 9.15 35 32 -0.987 48.34 23.24

NP_643454.1 152 17.43 5.44 19 22 -0.245 84.08 44.47

NP_641190.1 212 23.73 7.79 20 19 -0.505 86.93 42.70

NP_644577.1 222 24.06 5.88 24 28 -0.245 100.41 35.33
NA : ،تعداد اسیدهاي آمینهMW : ،جرم مولکولیpI : ،نقطه ایزوالکتریکPR :،تعداد اسیدهاي آمینه با بار مثبت

NR : ،تعداد اسیدهاي آمینه با بار منفیGravy : ،متوسط هیدروپاتی کلAI : ،شاخص آلیفاتیکII :شاخص بی ثباتی

محاسبه شده براي یک پروتئین منفی GRAVYدر صورتی که 
د بدین معنی است که آن پروتئین غیر قطبی است و در باش

Kyte and(شود صورت مثبت بودن آن قطبی محسوب می

Doolittle, بنابراین با توجه به اعداد محاسبه شده در ). 1982
هاي گیري کرد که تمامی پروتئینتوان چنین نتیجهمی1جدول 

.شوندمورد بررسی غیر قطبی محسوب می

) Domains(هاي مینهاي پروتئینی و دوادهین نوع خانتعی
محافظت شده

-مینهاي مورد بررسی و دی در پروتئینهاي پروتئیننوع خانواده

هاي دمینابزار پایگاه اطلاعاتی هاي موجود در آنها توسط 
از ). 2جدول (تعیین شد Interproو CDD-Blastمحافظت شده 

دمینداراي دو 1NP_640650.بین موارد مورد بررسی پروتئین 
YehSو )  DUF1456از بالا خانواده (DUF1456محافظت شده 

، DUF1456هاي بالا خانواده پروتئین. باشدمیYehS)از خانواده (
ها هستند که از هایی محافظت شده در باکتريشامل پروتئین

اند و عملکرد خاصی براي آنها اسید آمینه تشکیل شده150حدود 
PspAدمینNP_638186.1در پروتئین.ه استشناخته نشد

هاي پروتئین). 2جدول (شناسایی شد ) Aپروتئین شوك فازي (

شوك فازي در حالت عادي غلظت بسیار پایینی در داخل سلول 
باکتري دارند و غیر قابل شناسایی هستند اما بعد از حمله فاژهاي 

یابد یاي سنتز آنها تحریک شده و غلظت آنها افزایش مرشته
)Brissette et al., هاي گرما، اتانول و تنشعلاوه بر این ). 1990

.شوندفشار اسمزي نیز منجر به تحریک سنتز این پروتئین می
) HTH)Helix-turn-Helixدمینداراي NP_640912.1پروتئین 

هاي متصل بیشتر اعضاي این بالاخانواده جزء پروتئین. باشدمی
شناسایی شده در پروتئین دمین.هستندDNAشونده به 

NP_640912.1 شباهت زیادي بهPadR دارد که در تنظیم منفی
Fibriansah(متابولیسم فنولیک اسید نقش دارد et al., 2012( .

، تعداد بیشتري از NP_640497.1به دلیل بزرگ بودن پروتئین 
دمیندر بخش مرکزي این پروتئین . ها شناسایی شددمین

Enoyl_reductase قرار دارد که در واقع ناحیه کاتالیک آنزیم
-A)Trans-2-enoyl-CoA reductaseکوآنزیم - انویل-2- ترنس

TER(این خانواده از ردوکتازها حامل سایتهاي کاتالیتیکی . است
هاي محافظت شده از آنزیم هستند که حاوي موتیف

YNThhhFxK و ،YShAPxRاین آنزیم از طریق . باشندمی
) Crotonyl-CoA(ري غیر معمول احیاء کروتونیل کوآنزیم آ مسی
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کند که در کاتالیز می) Butyryl-CoA(را به بوتیریل کوآنزیم آ 
,.Hu et al(مجموع این مسیر در سنتز اسیدهاي چرب نقش دارد 

به عنوان کوفاکتور NADHاز آنجایی که این آنزیم از ). 2013
متصل شونده به دمینپروتئین این Nکند، در انتهاي استفاده می

NADH با توالی محافظت شدهGA/CSpGYG)p هر اسید آمینه
Cعلاوه بر این در انتهاي . نیز شناسایی شد)تواند باشدقطبی می

شناسایی شد که داراي FADمتصل شونده دمیناین پروتئین 
. باشدمیFGFxxxxxDYتوالی محافظت شده 

موتیف متصل شونده به یون دو NP_641576.1در پروتئین 
این . شناسایی شد)EF-hand, calcium binding motif(کلسیم 

مارپیچ تشکیل شده است و شکل -لوپ-نوع موتیف از مارپیچ
فضایی آن شبیه وضعیت قرارگیري انگشتان شست و اشاره دست 

هاي متصل شونده به پروتئین پروتئینبیشتردر توالی . انسان است
اتصال یون کلسیم به این . شودین نوع مشاهده میدو موتیف از ا

ها منجر به تغییر ساختار فضایی آنها شده و آنها را فعال یا پروتئین
Denessiouk(کند غیر فعال می et al., تعداد زیادي از ). 2014

هاي متصل شونده به یون کلسیم در پروکاریوتها وجود پروتئین
هاي مختلف بیان ژنهاي تنظیمی متنوعی دردارد که نقش

Zhao(پروکاریوتی دارند  et al., 2010; Bylsma et al., 1992  .(
CoA-hydroxybenzoyl-4مین دNP_643454.1در پروتئین 

thioesterase از بالاخانوادهHot_dogدر دمیناین . شناسایی شد
شود که فعالیت ها مشاهده میهایی از پروکاریوتآنزیم

را هیدرولیز کرده CoA-hydroxybenzoyl-4د و تیواسترازي دارن
et al.Song,(کنند ایجاد میCoAو hydroxybenzoyl-4و از آن 

از باکتري CBS-3ساختار سه بعدي این آنزیم در استرین ). 2012
Pseudomonas sp. 6تا 5شناسایی و مشخص شده است که از

لفاي طویل یک مارپیچ آدر کنارصفحه بتا تشکیل شده است که 
. گیردقرار می

هاسولفیدي پروتئینهاي ديتخمین جایگاه سلولی و پل
براي تشریح عملکردهایی از پروتئین که در فرایندهاي مختلف 

باشند، تعیین جایگاه زیر سلولی آنها از اهمیت سلولی دخیل می
Cell-PLocهایی که در ابزاربا بررسی. باشداي برخوردار میویژه

هاي مورد رت گرفت مشخص شد که بیشتر پروتئینصو2.0
هاي از بین پروتئین. بررسی مرتبط با غشاء داخلی باکتري هستند

هم NP_640650.1و NP_640497.1مورد بررسی، پروتئین 
سیتوپلاسمی بوده و همچنین مرتبط با غشاء داخلی باکتري 

- جایگاه پروتئین در پريNP_641576.1تنها در مورد . هستند

هایی که در علاوه بر این، با بررسی.پلاسم باکتري تعیین گردید
صورت گرفت هیچگونه باند دي سولفیدي DISULFINDسرور 

این نتایج . هاي مورد بررسی شناسایی نشددر هیچکدام از پروتئین
ها از لحاظ دمایی بی ثبات نشان دهنده این است که این پروتئین

سولفیدي نقش مهمی در تثبیت ديهاي علاوه بر این، پل. هستند
.ها دارندفرایندهاي تا شدن بسیاري از پروتئین

Cell-PLocها با تعیین جایگاه سلولی پروتئین-2جدول  2.0

Table 2- Localization of cellular location of proteins
by Cell-PLoc 2.0

جایگاه سلولیپروتئین
NP_640650.1لاسمغشاي داخلی و سیتوپ
NP_638186.1غشاي داخلی
NP_640912.1غشاي داخلی
NP_640497.1غشاي داخلی و سیتوپلاسم
NP_641576.1پري پلاسم
NP_643454.1سیتوپلاسم

NP_641190.1غشاي داخلی

NP_644577.1غشاي داخلی

ها و جایگاه اتصال لیگاند در آنهاتخمین ساختار ثانویه پروتئین

استفاده شد Phyre2ها از ساختار ثانویه پروتئینبراي تخمین
مدل سازي در این سرور با همتراز سازي ). 1شکل (
)alignment (هاي مخفی مارکو مدل)hidden Markov models (

-گیرد که دقت همتراز سازي  خود را به صورت معنیصورت می

,Soding(دهد داري افزایش می 2005; Jefferys, در مدل). 2010
، دو مارپیچ به هم پیچیدهNP_638186.1ارائه شده براي پروتئین 

)Coiled-coil(شود دیده می) 1شکل ،B ( که ساختار معمول
در مدل ارائه شده براي . استPspAهاي مینمشاهده شده در د

قابل ر، چندین مارپیچ آلفا با چندین دوNP_640912.1پروتئین 
است DNAل شونده به مین متصمشاهده است که مربوط به د

NP_640497.1پروتئین در مدل ارائه شده براي ). C، 1شکل (

هاي آلفا قابل مشاهده صفحات بتاي احاطه شده در بین مارپیچ



زاده ممقانی    فلاح...هاي محافظت شده فرضیف پروتئینتوصی

1395بهار و تابستان / 1شماره / 5دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  36

). D، 1شکل (باشد مین متصل شونده به کوفاکتور میاست که د
مین قسمت پایینی که داراي دو صفحه بتا است نیز علاوه بر این د

Hu(شود ده به سوبسترا محسوب میمتصل شوندمین et al.,

-موتیف، NP_6401576.1در مدل ارائه شده براي پروتئین ). 2013

- مارپیچ قابل مشاهده است که مربوط به موتیف-دور- ماپیچهاي

در مدل ارائه شده براي .هاي متصل شونده به کلسیم هستند
بتا به صورت موازي هم چهار صفحه، NP_643454.1پروتئین 

هاي آلفاي کوچک به هم وصل اند که با دورها و مارپچقرار گرفته
شود اند و در کنار آنها یک مارپیچ آلفاي نسبتاْ بلند دیده میشده

hydroxybenzoyl-4-که مربوط به آنزیم دمیناین ). F، 1شکل (

CoA thioesteraseباشد در چند باکتري دیگر نیز گزارش شده می
,.Song et al(شده است و ساختار آن شناخته  در مدل ). 2012

سه مارپیچ آلفاي نسبتاْ NP_641190.1ارائه شده براي پروتئین 
شود که با دورهایی به هم وصل طویل و دو مارپیچ کوتاه دیده می

). G، 1شکل (اند شده

-براي پیش بینی جایگاه اتصال لیگاند در پروتئینCOACHسرور 

-TMاین سرور از طریق دو روش .ها مورد استفاده قرار گرفت

SITE وS-SITEها اي جایگاه اتصال پروتئینو به صورت مقایسه
هایی از در این دو روش الگو. زندبه لیگاند مربوطه را تخمین می

براي تخمین مورد BioLipپایگاه اطلاعاتی عملکرد پروتئین 
تصل در این بررسی نوع لیگاند احتمالی م. گیرداستفاده قرار می

ها و اسیدهاي آمینه درگیر در این اتصال معرفی شونده به پروتئین
ها دمینهمانطور که در نتایج حاصل از جستجوي ). 3جدول (شد 
اشاره شد، اطلاع زیادي در خصوص عملکرد این CDD-Blastدر 

هاي ذکر شده نیز ناشناخته دمینپروتئین بدست نیامد و عملکرد 
را براي پی COACHاما شاید بتوان نتایج حاصل از . باشندمی

لیگاند . بردن به عملکرد این پروتئین مورد استفاده قرار گرفت
AE8، 1/0معرفی شده براي این پروتئین با درجه اطمینان تخمین 

). 3جدول (معرفی شد 

سرورCOACHسرورها توسطتخمین ناحیه اتصال لیگاند در پروتئین-3جدول 

Table 3. Prediction of ligand binding site in proteins by COACH server.

*درجه اطمینان تخمین
C-score of prediction

اسیدهاي آمینه درگیر
Binding Residues

اسم لیگاند پروتئین

1/0 37 ،41 ،44 ،56 AE8 NP_640650.1

08/0 7 ،13 ،36 ،37 ،53 ،55 ،56 ،57 ،64 ،67 ،68 ،70 اسید نوکلئیک
03/0 35 ،39 ،73 ،91 ،94 ،95 ،153 پپتید NP_638186.1

33/0 25 ،26 ،27 ،45 ،49 ،53 ،63 ،69 ،70 اسید نوکلئیک NP_640912.1

1/0 6 ،11 ،12 ،44 ،46 ،47 ،50 ،51 اسید نوکلئیک
95/0 48 ،50 ،51 ،52 ،53 ،73 ،74 ،75 ،110 ،111 ،112 ،113 ،139 ،140 ،

141 ،142 ،225 ،226 ،245 ،271 ،272 ،273 ،274 ،276 ،278 ،279
NADH NP_640497.1

3/0 141 ،226 ،232 ،236 ،273 ،284 ،285 AEW

32/0 131 ،153 ،155 ،157 ،159 ،164 کلسیم NP_641576.1

16/0 125 ،127 ،129 ،131 ،136 کلسیم
6/0 28 ،29 ،30 ،33 ،34 ،35 ،77 ،78 ،79 ،80 ،113 Phenacyl

coenzyme A
NP_643454.1

06/0 57 ،68 ،71 FADH2 NP_641190.1

09/0 95 ،97 ،98 ،130 ،131 ،135 ،138 ،154 ،155 ،156 اسید نوکلئیک NP_644577.1

تواند باشد که هر چه به یک نزدیکتر باشد دقت تخمین نیز بالاتر استمی1تا 0درجه اطمینان تخمین، عددي بین * 
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Phyreها با استفاده از سرور تخمین ساختار ثانویه پروتئین-1شکل  2 .A .NP_640650.1 ،B .NP_638186.1 ،C .NP_640912.1 ،D .NP_640497.1 ،E .NP_6401576.1 ،

F .NP_643454.1 ،G .NP_641190.1 ،H .NP_644577.1 .

Fig 1- Prediction of three-dimensional proteins by Phyre 2 server. A. NP_640650.1, B. NP_638186.1, C. NP_640912.1, D. NP_640497.1, E. NP_6401576.1,

F. NP_643454.1, G. NP_641190.1, H. NP_644577.1.
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مشخص شد ) RCSB PBD(با مراجعه به بانک اطلاعاتی پروتئین 
دارنده آنزیم توپوایزومراز مولکولی است که به عنوان بازAE8که 

توان این احتمال را مطرح بنابراین می. کندها عمل میدر باکتري
. باشدنوعی توپوایزومراز در زانتوموناس میNP_64065.1کرد که 

شناسایی DNAدو جایگاه اتصال به NP_640912.1در پروتئین 

است که درCDD-Blastاین نتایج مطابق با نتایج حاصل از . شد
این نوع . شناسایی شدDNAهاي متصل شونده به آن دمین
در تنظیم بیان ژنها نقش دارند DNAها با اتصال به پروتئین

)Fibriansah et al., 2012(.
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هاي بسیار ترین گیاهان دارویی بوده و داراي آلکالوئیداز مهم) Catharanthus roseus(پروانش 
با . ردها کاربرد داباشد که در درمان انواع سرطانکریستین میبلاستین و وینمهم از جمله وین

در بیوسنتز آلکالوئیدها، در این پژوهش به rolCتوجه به اهمیت و نقش ژنهاي پلاستیسیتی مثل 
. بررسی بهبود ریشه دهی و القاي ریشه در گیاه دارویی پروانش  به کمک این ژن پرداخته شد

. اي کشت شدندبراي این منظور بذرهاي این گیاه، استریل شده و در شرایط درون شیشه
Agrobacteriumهاي استریل توسط باکتري هاي برگی حاصل از گیاهچهنمونهریز tumefaciens

ه در پنج هاي تلقیح شدریزنمونه. یح شدندتلق) CaMV35Sر یشبپتحت (pBI121-rolCحامل وکتور 
در روز بعد 9.زایی کشت شدندبراي بررسی ریشهبا هورمن و بدون هورمننوع محیط مختلف

هاي برگی ها در ریزنمونهبیوتیک سفوتاکسیم اولین ریشهد هورمن و داراي آنتیفاقMSمحیط 
. بوده و در آنها ریشه ها به سرعت منشعب شدنددو لاین داراي رشد بسیار سریع ریشه. ظاهر شدند

و با استفاده از PCRهاي برگی پروانش از طریق هاي القا شده از ریزنمونهتراریختی ریشه
توان از نتیجه این تحقیق علاوه بر اینکه نشان داد می. تایید شدندrolCختصاصی ژن آغازگرهاي ا

براي بهبود ریشه دهی و القاي ریشه در گیاهان دارویی استفاده کرد همچنین نشان داد rolCژن 
.تر می باشدهاي مختلف هورمونی در القاي ریشه مویین موفقنسبت به ترکیبrolCکه ژن 

هاي کلیديواژه
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مقدمه

Agrobacteriumوسیلهبهبیماري ریشه مویین  rhizogenes ایجاد
.Ricker et al(شود می را در این باکتري رشد نئوپلاستیک. )1930

هاي مویین القا کند که در نتیجه آن ریشهگیاهی القا میهايسلول
.Costantino et al(شوند می صورتبههاي مویین ریشه. )1994

شوند نابجا در محل آلودگی و یا در نزدیکی آن ایجاد می
)Chilton هاي مویین القا شده از لحاظ مورفولوژي، ریشه. )2001

باشد، با این هاي وحشی میتوسط این باکتري بسیار مشابه با ریشه
باشند، رشد هاي اختصاصی میهاي مویین داراي ویژگیحال ریشه

ها سریع و منشعب، رشد در محیط بدون هورمون، رشد ریشه
، )زمینعدم تمایل به سمت جاذبه(Ageotropicصورتبه

-پایداري از لحاظ ژنتیکی، تولید بیشتر متابولیت نسبت به ریشه

ها و هاي تولید شده از این ریشههاي معمولی، پایداري متابولیت
هدف از هايسلولها در اتصال به توانایی بیشتر این متابولیت

-میA. rhizogenesهاي مویین القا شده توسط هاي ریشهویژگی

.Sevon et al(باشد  هاي مویین به همین دلیل از ریشه. )1998
ها و ابزاري در جهت تولید متابولیتعنوانبهوسیعی طوربه

محققان . شودهمچنین براي مطالعه عملکرد ژن در گیاه استفاده می
هاي زیستی ریشه، بیان از این ابزار جهت مطالعه رشد و واکنش

، سم زدایی هاي ثانویهها و تولید بیشتر متابولیتبیشتر پروتئین
. کنندهاي محیطی و افزایش مقاومت به خشکی استفاده میآلودگی

از ) T-DNA(جدا شده DNAیک قطعه وسیلهبههاي مویین ریشه
هاي این آگروباکتریوم و ورود آن به درون کروموزمRiپلاسمید 

.Chilton et al(شود سلول گیاهی القا می 1982( .
زایی به طی بیماريRiپلاسمید T-DNAهایی که از ژن

rol(root(هايژنشود، معمولا گیاه میزبان منتقل میهايسلول

oncogenic loci این .باشندمربوط به سنتز اکسین میهايژنو
نوع Riپلاسمید TR-DNAو TL-DNAها به ترتیب در ناحیه ژن
Christey(وپین قرار دارند آگر -TLآنالیز جهش ناحیه . )2001

DNA منجر به شناسایی چهار ناحیه ژنیrolA ،rolB ،rolC و
rolDدر . باشندموثر مینکه در القاي ریشه مویی) 1جدول (د ش
عدد چارچوب TL-DNA18نوکلئوتیدي ناحیهکاملتوالی

شناسایی شده است که چهارتاي ) open reading frame(ترجمه 

- میrolDو rolA ،rolB ،rolCهايژنبه ترتیب مربوط به هاآن
rolCو rolA ،rolBهايژناین آنالیز همچنین نشان داد که . باشد

Palazon(کنند هاي مویین بازي میالقاي ریشهنقش مهمی را در 

et al. -TRناحیه اگر چه بررسی دیگري نشان داد که . )1997

DNAضروري نیست اما با توجه به نبراي القاي ریشه مویی
. کندها را فراهم میداشتن ژن اکسین امکان تغییر شکل سلول

Moyanoa هايژنو همکاران نشان دادند کهaux نقش
وDatura metelهاي تراریخت را در تغییر شکل ریشهداريمعنی

Duboisia hybridکنند بازي می)Moyanoa et al. 1999( .
سنتز هايو ژن) tms1 and tms2(کد کننده اکسین هايژن

.White et al(قرار دارند TR-DNAبر روي هم ) ags(آگروپین 

1985(.
مستقل از هم صورتبهrolCو rolBو rolAهر چند هر سه ژن 

دهند ولی رشد ریشه تشکیل ریشه در توتون را افزایش می
گیرد ن با هم فعالیت کنند بهتر انجام میهنگامی که هر سه ژ

)Schmulling et al. در گیاهان مختلف rolCبیان ژن .)1993
دهد، بیان این ژن اي از خود نشان میتراریخته الگوي پیچیده

در ریشه به T-DNAهايژنو در عدم حضور سایر تنهاییبه
Estruch(شود میزان زیاد، در برگ کم و در ساقه اصلا بیان نمی

et al. با تولید rolCهاي اخیر بیان ژن طبق گزارش. )1991
هاي تروپانی همبستگی داشته و باعث افزایش تولید آلکالوئید

.Moyanoa et al(شود هاي مویین میآلکالوئیدها از ریشه 1999( .
-β-1،3(دفاعی هايژنباعث القاي rolCمیزان بالاي بیان ژن 

rolCدهد که بیان شود و این مسئله نشان میدر گیاه می) گلوکاناز

.Kiselev et al(هاي دفاعی گیاه را فعال کند تواند پاسخمی

خصوصیات فنوتیپی rolCا بگیاهان توتون تراریخته . )2006
متفاوتی نسبت به گونه وحشی از خود نشان دادند، از جمله 

هاي کاهش اندازه گل، کوتاه شدن قد گیاه، کوچکتر شدن دانه
.Schmulling et al(کپسول و افزایش انشعابات جانبی گیاه 

اند، کاهش تراریخته شدهrolCدر گیاهان دیگري هم که با . )1988
اندازه گیاه، کاهش غالبیت راسی، گلدهی زود هنگام و گاهی نیز 

ر این نشان داده شده علاوه ب. فنوتیپ پرپشتی مشاهده شده است
شود در گیاهان میrolCاست که ساکارز موجب بیان بیشتر ژن 

)Yokoyama et al. 1994(.
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گیاهان دارویی از هزاران سال پیش به شفا انسان با شناخت
و اثرات درمانی این گیاهان پی برد و به منظور پیشگیري و بخشی 

بر اساس تخمین سازمان . ها استفاده کردها از آندرمان بیماري
ز داروهاي گیاهی درصد مردم جهان ا80جهانی بهداشت امروزه 

کنند و تقریبا یک چهارم هاي مختلف استفاده میدر درمان بیماري
گیاهی یا ترکیباتی هستند که از داروهاي تولید شده حاوي عصاره

سازي اند یا براساس ترکیبات گیاهی مدلمواد گیاهی بدست آمده
Tripathi and Tripathi(اند شده در ایران نیز هزاران گونه . )2003

باشند و در مینها داراي اثرات داروییروید که بیشتر آگیاهی می
اما با توجه به محدود . گیرندمورد استفاده قرار میهادرمان بیماري

بودن زیستگاه طبیعی گیاهان و پایین بودن مواد موثره مورد نظر 

- هایی میدر گیاهان، استفاده از گیاهان دارویی داراي محدودیت
بیشتر از گیاهان وريبر این اساس محققین جهت بهره. باشد

هاي ثانویه از آنها به استفاده از دارویی و افزایش تولید متابولیت
Mulabagal and Tsay(اند آوري زیستی روي آوردهفن 2004( .

هاي مویین از طریق کشت بافت گیاهی به اخیرا نیز کشت ریشه
. ها پیشنهاد شده استعنوان یک منبع پایدار براي تولید متابولیت

هاي رشد سریع، پایداري ژنتیکی و توانایی بالا در تولید متابولیت
هاي مویین محسوب هاي کشت ریشهترین مزیتثانویه از مهم

Giri and Narasu(شود می 2000( .

.آن قرار دارندRiپلاسمید T-DNAکه بر روي A. rhizogenesباکتري rolتوصیف و مشخصات ژنهاي -1جدول
Table1. Description of A. rhizogenes rol genes

منبعنقش و اثر در گیاه)جفت باز(اندازه ژن

rolA279-423اي بلندتر، پیري دیر هنگام، گلهگرههاي کوچکتر و چروکیده، میانبرگ:  در توتون تراریخت-
- ها و ضعیف بودن برگآذین متراکم و غیر طبیعی، اندازه گل و خامه بزرگتر، ضخیم شدن ساقه

ها، تداخل با هورمون ژیبرلینها و ریشه

Maurel et al. 1990
Schmulling et al. 1988
Dehio et al. 1993

rolB762-837 دو ژن)rolBTR وrolBTL (از نظر توالی تا حدي مشابه هم هستند .β-Glucosidase را کد
.شودزایی آگروباکتریوم میريمنجر به عدم بیماrolBغیر فعال کردن .می کنند

. باشدهاي برگی توتون نمیهاي مویین در دیسکقادر به القاي ریشهrolBTRژن 
rolBTLهاي نابجا و جانبی نقش مهم در تشکیل ریشه.در ریشه زایی و تغییر استیل گلها نقش دارد

زه خامه و گل، تشکیل خصوصیاتی از قبیل افزایش انداrolBگیاه توتون تراریخته شده با ژن 
هاي فراوان و سطحی و ها، تشکیل ریشههاي نابجا بر روي ساقه، چین خوردگی برگریشه

. توانایی قطعات برگی براي تشکیل ریشه در یک محیط بدون هورمون را از خود نشان دادند
شودبیان بیشتر این ژن باعث نکروز زودرس در گیاه می

Bouchez and Camilleri
1990
Lemcke and Schmulling
1998
Cardarelli et al. 1987
Estruch et al. 1991
Moriuchi et al. 2004

rolC540rolC بر رويTL-DNA پلاسمیدRi قرار گرفته و به ژنrolB متصل است و بصورت
.اثر همکاري دارندrolBترانسژن در القاي ریشه مویین با 

طول . شود، فنوتیپ پرپشت و قد کوتاهی دارندها بیان میدر آنrolCگیاهان توتونی که ژن 
. افزایش می یابد) نوك تیز و کوتاههايبرگ(ها ها و برگها کم شده و تعداد ساقهمیان گره

ها به رنگ سبز متمایل به زرد و کلروزه به دلیل فتوسنتز کمتر برگrolCگیاهان تراریخته با 
کنندصورت مستقیم رشد میبهrolCهاي القا شده با ژن ریشه. شونددیده می

هاي دفاعی گیاهفعال کردن پاسخ

Estruch et al. 1991
Schmulling et al. 1993
Spena et al. 1987
Kiselev et al. 2006

rolD1023 جهش در ژنrolDهاي مویین باعث القاي طبیعی ریشه
هاي در حال تمایز بیشتر است و با افزایش سن گیاه بیان آن فعالیت پروموتور این ژن در بافت

شود کاهش یافته و در نهایت قطع می

Slightom et al. 1986
Cardarelli et al. 1987
Trovato et al. 1997
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گیاهی علفی و Catharanthus roseusپروانش با نام علمی 
این . است) Apocynaceae(همیشه سبز متعلق به تیره خرزهره 

هاي متر داشته، داراي ساقهسانتی100تا 30ارتفاعی معادل گیاه
رنگ هاي سبز یا قرمز کماي، مستقیم و چوبی به رنگاستوانه

هاي آن معطر هاي گیاه به صورت براق، سبز تیره و گلبرگ. است
صورتی در انتهاي ساقه هاي سفید تا بنفش متمایل بهو در رنگ
هاي صورتی هستند به علت مقدار لکه داراي گارقامی. قرار دارد

هاي آن بیشتر مورد توجه است، همچنین این گیاه بالاي آلکالوئید
Aslam(شود به صورت معمول به عنوان گیاه زینتی نیز کشت می

et al. ترین گیاهان دارویی و طبی مهماین گیاه یکی از. )2010
نوع آلکالوئید از نوع ترپنوئید ایندول 400است که داراي بیش از 

.Faheem et al(آلکالوئید است  ریشه این گیاه محل . )2011
ها این آلکالوئید. استع دو آلکالوئید آجمالینو و سرپنتینتجم

عروقی -هاي قلبیترکیبات مهم دارویی براي درمان انواع بیماري
.Shabani et al)باشداز جمله فشار خون بالا می همچنین .(2014

که استکریستین بلاستین و وینهاي ویناین گیاه داراي آلکالوئید
هاي لنفاوي، پستان، هاي خون، غدهدر شیمی درمانی انواع سرطان

.Van der Heijden et al(شود ریه و تخمدان به کار برده می

قیمت هر .ه داراي ارزش اقتصادي بالا هستنداین دو ماد. )2004
12بلاستین یک میلیون دلار و تولید سالانه آن کیلوگرم وین

میلیون دلار و 5/3کریستین کیلوگرم و قیمت هر کیلوگرم وین
.Loyola-Vargas et al(باشد تولید سالانه آن یک کیلوگرم می

در حال . کندکه اهمیت اقتصادي این گیاه را روشن می)2007
کریستین به طور عمده توسط بلاستین و وینحاضر مواد وین

دلیل این امر آن است که . آینداستخراج از این گیاه بدست می
هاي دیگر براي تولید این هاي سنتز و نیمه سنتز و روشروش

ش زیادي براي مواد در مقیاس صنعتی مناسب نیستند همچنین تلا
تولید این ترکیبات در مقیاس وسیع به وسیله کشت سوسپانسیون 

.Shabani et al)سلولی و ریشه مویین انجام شده است  2014).
هاي ضد سرطان گیاه با توجه به غلظت بسیار پایین آلکالوئید

پروانش و قیمت بسیار بالاي این آلکالوئیدها و با توجه به اینکه 
افزایش مقدار . باشدلید این داروها استخراج از گیاه میتنها راه تو

تواند از نظر اقتصادي ارزش این آلکالوئیدها به هر نحوي می
جهت rolCهدف این تحقیق استفاده از ژن . زیادي داشته باشد

بر القاي این ژن علاوه. تولید ریشه مویین در گیاه پروانش است
ها دارد وسنتز آلکالوئیدریشه مویین همبستگی مستقیمی با بی

)Moyanoa et al. 1999(.

روشهاومواد

مرکز تحقیقات از مورد نیاز در این تحقیق پروانشبذرهاي گیاه 
. کشاورزي و منابع طبیعی استان آذربایجان شرقی تهیه گردید

دقیقه هیپوکلریت 15، %70دقیقه الکل 3(بذرهاي استریل شده 
در محیط کشت ) مرتبه شستشو با آب مقطرر استریل5و % 5/1

ن و در داخل شیشه مربا کشت شدند، بدون هورموMSجامد 
2500و میزان نور % 22، رطوبت Cº25سپس به فیتوترون با دماي 

.لوکس منتقل شدند

:و باکتري مورد استفادهناقل

این .باشدمیPBI121ناقلبیانی استفاده شده در این تحقیق ناقل
جفت نوکلئوتید و داراي ژن گزینشگر مقاومت 14000داراي ناقل
CaMV35S. باشدمیبیوتیک کانامایسین براي باکترينتیبه آ

یروس موزاییک گل کلم گرفته است که از وناقلیندر اژن ر یشبپ
NOS (Nopaline(هم کار رفته در آنترمیناتور به. استشده

synthaseباکتري به روش الکتروپوراسیون به ناقلاین . باشدمی
A. tumefaciens سویهLBA4404ها جهت شده و باکتريمنتقل

گرم بر لیتر میلی50جامد حاوي LBتایید تراریزش در محیط 
دوبه مدت C˚28بیوتیک کانامایسین کشت و در انکوباتور آنتی

.شب نگهداري شدند

:سازي آگروباکتریومآماده

LBA4404سویه A. tumefaciensبه منظور آماده سازي باکتري 

از pBI121-rolCنوترکیب ناقلابتدا ،هاریزنمونهتراریزشجهت 
طریق روش الکتروپوراسیون به باکتري مستعد این روش منتقل و 

جامد حاوي LBهاي ترانسفورم شده در محیط کشت باکتري
شب نگهداري 2به مدت C˚28کانامایسین کشت و در انکوباتور 

قاومت به داراي ژن مpBI121ناقلبا توجه به اینکه . شد
را دریافت کردند در ناقلهایی که این ین است باکتريسکانامای
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هایی را تشکیل حاوي کانامایسین رشد کرده و کلنیLBمحیط 
، باید دو روز هاکشتی آگروباکتریوم با ریزنمونهبراي هم. دهندمی

کشت شود، براي این منظور کشتی، آگروباکتریوم پیشقبل از هم
و ) امپیسین و کانامایسینریف(بیوتیک حاوي آنتیLBبه محیط 

لیتر، به اندازه میلی10به مقدار ) مولارمیلی10(سولفات منیزیم 
حامل ژن ناقلنوك خلال دندان از یک کلنی باکتري که حاوي 

rolCباشد تلقیح شد و در انکوباتور شیکر نگهداري شد، در می
- میلی250که در فلاسک ) کشت اصلی(LBروز دوم به محیط 

400لیتر ریخته شده بود، حدود میلی60ه مقدار لیتري ب
میکرولیتر از باکتري روز قبل اضافه شد تا چگالی نوري آن 

)OD600nm (بعد از . کشتی با گیاه خیلی افزایش نیابدبراي هم
محتویات فلاسک در زیر هود به 6/0رسیدن غلظت باکتري به 

سانتریفیوژ لیتري منتقل و رسوب باکتري از طریقمیلی50فالکن 
صورت گرفت، محیط ) دقیقه5دور در دقیقه به مدت 4000(

رویی باکتري در زیر هود حذف شده و تا نصف حجم محیط 
جهت معلق کرن سلولهاي MS2/1حذف شده به آن محیط 

50بعد از تهیه سوسپانسیون باکتري به میزان . باکتري اضافه شد
اکتري جهت تحریک میکرومولار استوسیرینگون به سوسپانسیون ب

سوسپانسیون مورد نظر بعد از قرار . اضافه شدVirهاي بیان ژن
) C˚25و rpm110(دقیقه 30گرفتن در شیکر انکوباتور به مدت 

.ها اضافه شدبه روي ریزنمونهتراریزشجهت تلقیح و 

ها با آگروباکتریوم و بررسی القاي ریشه مویین تلقیح ریزنمونه
:ختلفهاي مدر ریزنمونه

هاي هاي گیاه پروانش از گیاهچهبه منظور القاي ریشه در ریزنمونه
هاي برگی تهیه و تعدادي هفته ریزنمونه5استریل این گیاه بعد از 

pBI121ناقلحامل A. tumefaciensها توسط باکتري از آن

همکشت شدند و تعدادي نیز بدون همکشتی با آگروباکتریوم ابتدا 
در نهایت وساعت نگهداري 48به مدت لیمعموMSدر محیط 
بیوتیک حاوي آنتی) 2جدول (MSهاي مختلف به محیط

.سفوتاکسیم منتقل شدند

به منظور :PCRهاي القا شده با بررسی حضور تراژن در ریشه
هاي برگی پروانش، هاي القا شده از ریزنمونهتایید تراریختی ریشه

,.CTAB)Dellaporta et alاز آنها به روش DNAاستخراج 

DNAگیري کیفیت سپس براي اندازه. صورت گرفت)1983

میکرولیتر از محصول استخراج شده بر روي ژل 5استخراج شده، 
تائید (در آنها rolCآگارز یک درصد ران شدند، براي حضور ژن 

با آغازگرهاي PCRاز واکنش ) ها القا شدهتراریختی ریشه
:rolC(GenBankژن اختصاصی طراحی شده براي X64255.1)

سازي اولیه به شامل واسرشتهPCRشرایط دمایی . استفاده شد
سازي به چرخه شامل واسرشته35دقیقه، تکثیر در طول 5مدت 

گراد، اتصال آغازگرها به درجه سانتی92ثانیه در دماي 25ت مد
DNA گراد و بسط نتیدرجه سا52ثانیه در 35الگو به مدت

گراد و بسط نهایی درجه سانتی72ثانیه در 45ه مدت ا بآغازگره
میکرولیتر 10. گراد انجام شددرجه سانتی72دقیقه در 10ه مدت ب

اري باهم میکرولیتر بافر بارگذ2راج شده و از محصول استخ
.درصد بارگذاري شد5/1مخلوط شده و بر روي ژل آگارز 

هاي گیاه پروانشزایی در ریزنمونهرسی ریشهترکیبات هورمونی مختلف براي بر-2جدول 
Table1. The culture media with different hormones for rooting in Catharanthus roseus explants

)g/l(هاي کشت هاي مختلف در محیطغلظت هورموننام هورمون
MS4MS3MS2MS1MSمحیط

2,4-D--21-

NAA15/0---

BAP1111-

Cefotaxime350350350350350
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نتایج و بحث

در گیاه پروانش و rolCدر این تحقیق، با هدف بررسی اثر ژن 
هاي تراریخت با ریشه دهی سریع و زیاد، بذرهاي تهیه تولید لاین

اکثر بذرهاي . ندضدعفونی شد) الف- 1شکل (شده گیاه پروانش 
سرعت رشد . روز جوانه زدند15د از استریل شده گیاه پروانش بع

-ها بعد از چهار هفته حدود پنج سانتیها پایین بوده و آنگیاهچه
).ب-1شکل (متر رشد کردند 

حدود : هاي برگی گیاه پروانشالقاي ریشه مویین در ریزنمونه
هاي برگی آن ریزنمونه،زنی بذرهاي این گیاههفته بعد از جوانه6

بررسی القاي ریشه از این . تهیه شدندتحت شرایط استریل 
براي این . ها تحت تاثیر تیمارهاي مختلف صورت گرفتریزنمونه
هااین ریزنمونه.تراریزش شدندهابخشی از این ریزنمونهمنظور 

ابتدا در محیط rolCبا آگروباکتریوم حامل ژن بعد از همکشتی
MSج- 1شکل (نگهداري شدند ساعت48به مدت معمولی.(

گرم بر لیتر میلی350حاوي MSدر محیط هااین ریزنمونهسپس
ها بعنوان کنترل منفی تعدادي از ریزنمونه.ندسفوتاکسیم قرار گرفت

در این محیط قرار گرفت و بخشی نیز جهت ) اریزشبدون تر(
زایی از هاي هورمونی مختلف در ریشهبررسی اثر ترکیب

هاي در محیطrolCقایسه با ژن هاي برگی این گیاه در مریزنمونه
ها هر هفت روز ریزنمونهبازکشت. دار کشت شدندهورمون
با توجه به وجود مقادیر بالایی از مواد فنلی در . گرفتصورت 

هاي برگی برش یافته آن مقدار زیادي مواد این گیاه، از ریزنمونه
هاي موجود در روز اکثر ریزنمونه7فنلی ترشح شده و بعد از 

هاي مختلفی از و در محیط حاوي غلظتمعمولیMSیط مح
هاي برش یافته شروع به سیاه شدن کرده و از لبهNAAهورمون 

تنها تعداد ). د، ه–1شکل (هفته از بین رفتند 2در نهایت بعد از 
هایی با تیمارهاي هورمونی هاي موجود در محیطکمی از ریزنمونه
گرم میلی1و D-2,4ر لیتر گرم دمیلیD)2-2,4حاوي هورمون 

گرم میلی1و D-2,4تر گرم در لیمیلی1و همچنین BAPدر لیتر 
در این مرحله شروع به تولید کالوس کرده بنابراین )BAPدر لیتر 

، این )و-1شکل (شدگی شدند ها کمتر دچار سیاهاین ریزنمونه
فظ حریزشهفته بعد از ترا5ها ماندگاري خود را تا ریزنمونه

این امر بیانگر این . کرده و بطور کامل به کالوس تبدیل شدند
در برابر فعالیت بیش از حد مواد D-2,4موضوع است که هورمون 

فنلی ممانعت کرده و از طرفی با توجه به تشکیل کالوس و ترمیم 
D-2,4هاي برش یافته در محیط حاوي هورمون سریع ریزنمونه

ها کمتر تر شده در نتیجه ریزنمونهمیزان سنتز مواد فنلی نیز کم
2این امر در محیط حاوي . دچار سیاه شدگی و نکروز شدند

.گرم بر لیتر این هورمون مشهودتر بودمیلی
هاي آسیب دیده و با توجه به نتایج بدست آمده که بافت

هاي برش یافته از نظر تولید مواد فنلی مستعد بودند، در ریزنمونه
هاي یافته، از برگهاي برشجاي ریزنمونهادامه این پژوهش ب

لازم به ذکر است که کشت . استفاده شدکامل جهت تراریزش
هاي کشت حاوي تیمارهاي هاي برش یافته در محیطریزنمونه

گرم بر لیتر زغال فعال نیز ممانعتی در برابر میلی2فوق بعلاوه 
وز اکثر ر14ها ایجاد نکرد و بعد از گذشت سیاه شدگی ریزنمونه

هاي برگ ریزنمونه.ها دچار نکروز شده و از بین رفتندریزنمونه
نیز جهت رشد rolCکامل تلقیح شده با آگروباکتریوم حامل ژن 

7ها و جلوگیري از رشد باکتري آگروباکتریوم، هر بهتر ریزنمونه
9بعد از گذشت . شدندروز واکشت شده و به محیط جدید منتقل 

درصد 20ها با آگروباکتریوم، در حدود زنمونهروز از همکشتی ری
کشت شده بودند معمولیMSها که در محیط این ریزنمونه

ها در ابتدا این ریشه). الف، ب-2شکل (هایی مشاهده شد ریشه
رشد کمی داشته و با گذشت زمان به سرعت رشد کرده و منشعب 

-زنمونهها در چهارمین بازکشت ریبیشترین رشد این ریشه. شدند
-میزان رشد ریشه. ها مشاهده شدروز بعد از ظهور ریشه16ها و 

. افتهاي القا شده به تدریج چهار هفته بعد از تلقیح کاهش ی
باتوجه D-2,4هاي حاوي هورمون هاي موجود در محیطریزنمونه

ها ظاهر نشد، هایی از آنبه اینکه تبدیل به کالوس شدند ریشه
ها درانتهاي هفته چهارم به کالوس نهقسمت بیشتر این ریزنمو

هورمون اکسین در تیمارهاي حاوي). ج-2شکل (تبدیل شدند 
NAAهاي موجود در اي مشاهده نشد و ریزنمونهنیز هیچ ریشه

).د- 2شکل (این محیط به تدریج سیاه شده و از بین رفتند 
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هاي برگی تلقیح شده در محیط همکشتی ، ریزنمونه)ب(معمولیMSهفته بعد از کشت در محیط 4هاي استریل پروانش ، گیاهچه)الف(بذر گیاه پروانش -1شکل 

، تشکیل کالوس )ه(NAAهاي پروانش در محیط حاوي هورمون ، نکروز شدید ریزنمونه)د(معمولیMSهاي تلقیح شده پروانش در محیط ، سیاه شدن ریزنمونه)ج(
.Fig1).و(D-2,4محیط حاوي هاي پروانش موجود در در ریزنمونه Catharanthus roseus seed and explants and callus

، القاي کالوس در )الف، ب(روز بعد از تلقیح rolC9هاي تلقیح یافته با آگروباکتریوم حامل ژن هاي برگ کامل گیاه پروانش، القاي ریشه در ریزنمونهریزنمونه-2شکل 
حاوي MSهاي موجود در محیط شدگی ریزنمونه، سیاه)ج(هفته 4بعد از BAPگرم در لیتر میلی1و D-2,4گرم در لیتر میلی2ود در محیط حاوي هاي موجریزنمونه

، )ه(ها روز بعد از ظهور ریشه16هاي برگ کامل پروانش هاي مویین القا شده از ریزنمونهریشه). د(هفته 4بعد از BAPگرم در لیتر میلی1و NAAگرم در لیتر میلی1
هاي تلقیح شده با هاي القا شده از ریزنمونههاي مویین در ریشه، وجود فنوتیپ ریشه)و(روزه 30هاي زنی بذر گیاه پروانش از گیاهچههاي حاصل از جوانهریشه

.Fig2).ن(هاي معمولی گیاه ، ریشه)م(آگروباکتریوم  Root inducing in Catharanthus roseus explants by rolC gene
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هاي تلقیح شده هاي القا شده از ریزنمونهبررسی میزان رشد ریشه
هاي حاصل از در مقایسه با ریشه) ه- 2شکل (با آگروباکتریوم 

نیز حاکی از رشد بیشتر و ) و-2شکل (زنی بذر این گیاه جوانه
زنی صل از جوانههاي حاهاي مویین نسبت به ریشهسریعتر ریشه

ها نشان داد که میزان گیري وزن این ریشهبذر این گیاه بود، اندازه
- میلی79روز بعد القا که بطور میانگین 15هاي مویین رشد ریشه

زنی هاي حاصل از جوانهگرم بود که نسبت به میزان رشد ریشه
58/6گیري شد، گرم اندازهمیلی12بذر این گیاه که بطور میانگین 

ها نیز نشان داد که بررسی فنوتیپی این ریشه. برابر بیشتر است
هاي تلقیح شده با آگروباکتریوم هاي القا شده از ریزنمونهریشه

رشد سریع، رشد بصورت مستقیم، رنگ (هاي مویین فنوتیپ ریشه
در حالیکه ) م-2شکل (را دارد ) سفید و فراوانی تارهاي کشنده

این خصوصیات را از خود ) ن-2کل ش(هاي معمولی گیاه ریشه
نشان داد که القاي تراریزشنتایج این مرحله از . نشان ندادند

هاي برگی تلقیح شده گیاه پراونش با ریشه از ریزنمونه
MSها در محیط و میزان رشد آنrolCآگروباکتریوم حامل ژن 

دار با کارایی بالایی انجام هاي هورموننسبت به محیطمعمولی
-ها با سرعت بیشتري نسبت به ریشهگیرد همچنین این ریشهمی

ها با توجه بنابراین از این ریشه. کنندهاي معمولی گیاه رشد می
کنند و هاي معمولی تولید میبه بیوماس بالایی که نسبت به ریشه

-هاي مهم دارویی نسبت به بافتکارایی بالایی در سنتز آلکالوئید

تر از نظر ژنتیکی نیز پایدار ز همه مهمهاي دیگر گیاه دارند و ا
هاي عنوان منبعی غنی براي تولید متابولیتتوان بههستند، می

صورت انبوه، از طریق کشت در راکتورهاي زیستی ثانویه به
.استفاده کرد

هاي برگی هاي القا شده از ریزنمونهآنالیز مولکولی ریشه
-ي القا شده از ریزنمونههابه منظور تایید تراریختی ریشه: پروانش

در محیط هاي القا شده لاین از ریشهدو، پروانشهاي برگی گیاه 
MSبیشترین رشد را داشتند انتخاب روز 25بعد از کهمعمولی

براي تائید وجود . از آنها صورت گرفتDNAشده و استخراج 
T-DNA پلاسمیدTiهاي القا آگروباکتریوم در داخل ژنوم ریشه
) ها القا شدهتائید تراریختی ریشه(در آنها rolCضور ژن شده و ح

هاي اختصاصی طراحی شده براي ژن آغازگربا PCRاز واکنش 

rolCبدین منظور . استفاده شدPCR ذکر شده در مواد برنامهطبق
2راج شده و میکرولیتر از محصول استخ10. ها انجام شدو روش

شده و بر روي ژل آگارز اري باهم مخلوطمیکرولیتر بافر بارگذ
PCRنتیجه الکتروفورز محصول . درصد بارگذاري شدند5/1

هاي مویین استریشههاي انتخاب شدهلاینبیانگر تراریختی 
).3شکل (

- در یکی از تحقیقاتی که در این زمینه انجام شده است ریز نمونه
هفته 8هاي هیپوکوتیل گیاه پروانش بعد از قرار گرفتن به مدت 

میکرومولار 4/5و BAمیکرومولار 1/31حاوي MSر محیط د
NAAها توسط این کالوس. تشکیل کالوس دادندA. rhizogenes

. هاي مویین از آنها خارج شدروز ریشه10آلوده شده و بعد از 
هاي ثانویه از طریق ها، تولید متابولیتاي ریشههفته8بعد از رشد 

HPLCهاي متابولیت.سی قرار گرفتها مورد برراز این ریشه
کریستین که در تحقیقات ضد میکروبی بلاستین و وینثانویه وین

ها جداسازي شدند شوند از این ریشهو ضد سرطان استفاده می
)Zargar et al. 2010(.

، rolCبا آغازگرهاي اختصاصی ژن PCRالکتروفورز محصول -3شکل 
، 1(هاي مویین استخراج شده از ریشهDNA، )+(pBI121-rolCپلاسمید 

).-(استخراج شده از ریشه معمولی DNAو ) 2

Fig3. PCR results of rolC gene on roots' DNA
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ه پروانش در مطالعه دیگري به منظور القاي ریشه مویین در گیا
روزه این گیاه تهیه و بعد از 20هاي هاي برگی از گیاهچهریزنمونه

در محیط A4A. rhizogenesدقیقه همکشتی با استرین 10
2/1B5ها بعد از دو روز به محیط این ریزنمونه. کشت داده شدند

B5هاي هفته بعد از تلقیح اولین ریشه3تا 2. جامد منتقل شدند
هاي ها خارج شده و پنج هفته بعد لاینیزنمونهمویین از این ر

.Zhou et al(تراریخت از آنها بدست آمد  در این تحقیق .)2012
تراریزش پروانش و بدست روشعلاوه بر بررسی و بهینه سازي 

ترکیب هورمونی مناسب براي کالزایی و باززایی این گیاه، آوردن 

رشدبدست آمد که داراي باکتريrolCتراریخت با ژن لاین دو
. به سرعت منشعب شدندهاریشهها بوده و در آنریشهبسیار سریع 

از پروانشهاي برگی از ریزنمونهحاصلهاي تراریختی ریشه
تایید rolCاي اختصاصی ژن از آغازگرههو با استفادPCRطریق 
توان از ژن میعلاوه بر اینکه نشان دادنتیجه این تحقیق . شدند
rolC شه در گیاهان دارویی القاي ریبهبود ریشه دهی و براي

هاي نسبت به ترکیبrolCاستفاده کرد همچنین نشان داد که ژن 
.باشدتر میمختلف هورمونی در القاي ریشه مویین موفق
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اکسیدانهاي آنتیزنی و بیان ژنتاثیر شوري بر میزان جوانهارزیابی 
فرنگیدر دو رقم گیاه گوجه

Evaluation of the effect of salinity on the germination and

expression of antioxidant genes in two cultivars of tomato plant

2هام محجل کاظمیال،*2هانیه محجل شجاء،1پروانه محمودي جراغیلی

Parvaneh Mahmoodi Jaraghili1, Hanieh Mohajjel Shoja2*, Elham Mohajjel Kazemi2

،گیاهیتکوین-سلولیدانش آموخته کارشناسی ارشد-1

، ایرانگروه زیست شناسی گیاهی، دانشکده علوم طبیعی، دانشگاه تبریزاستادیار -2

1. MSc. in Plant Cell and Development,

2. Assistance Prof. in Department of Plant Biology, Faculty of Natural Sciences,
University of Tabriz, Iran

H_mohajjel@tabrizu.ac.ir: الکترونیکیپستمکاتبات،مسئولنویسنده* 

)21/8/95: پذیرشتاریخ-1395/3/16: دریافتتاریخ(

شود که در تمام هاي محیطی گیاهان محسوب میز مهمترین تنششوري خاك به عنوان یکی ا
زنی تاثیر گذار بوده و از عوامل محدود کننده تولید مراحل رشد بخصوص در مرحله جوانه

این تنش فرایندهاي فیزیولوژیکی مختلفی را در گیاه تحت . رودمحصولات کشاورزي به شمار می
هاي اکسیداتیو به اجزاي سلولی است که توسط آسیبدهد که از مهمترین آنها تاثیر قرار می

اکسیدان هاي آنتیگیاهان نیز با تولید آنزیم،در مقابل. شوندهاي فعال اکسیژن ایجاد میگونه
آثار مخرب ) SOD(و سوپراکسید دیسموتاز ) APX(، آسکوربات پراکسیداز )CAT(همچون کاتالاز 

این پژوهش به منظور بررسی تاثیر تنش شوري بر میزان .رسانندهایی را به حداقل میچنین آسیب
فرنگی موسوم به در دو رقم گیاه گوجهAPX1و CAT1اکسیدان هاي آنتیزنی و بیان ژنجوانه

CaljN3 وSuperstrainBزنی، بذور در به منظور بررسی درصد و سرعت جوانه. صورت گرفت
روز 15کاغذ صافی کشت شدند و پس از  سه تکرار بر روي قالب یک طرح کاملا تصادفی در

جهت . چه مورد سنجش قرار گرفتچه و طول ساقهزنی، ، طول ریشهسرعت و درصد جوانه
از برگ گیاهان بالغ کاشته شده در خاك استخراج و بعد از سنتز RNAمطالعات مولکولی نیز 

cDNA واکنشqRT-PCRهاي با استفاده از آغازگرهاي ژنCAT1 وAPX1ر روي آنها انجام ب
زنی و طول نتایج بدست آمده نشان داد که با افزایش تنش شوري، درصد و  سرعت جوانه. گرفت

کمترین CaljN3کرد و رقم پیداکاهشSuperstrainBو CaljN3چه در هر دو رقم چه و ساقهریشه
در رقم APX1و CAT1هاي میزان بیان ژنبا افزایش سطح تنش.مقدار کاهش را از خود نشان داد

CaljN3 به ترتیب حدود دو و ده برابر رقم حساسSuperstrainBتوانند یکی این نتایج می. بود
و متحمل بودن آن  به شرایط تحت SuperstrainBنسبت به رقم CaljN3از دلایل رشد بهتر رقم 

.تنش شوري باشند

هاي کلیديواژه



و همکارانراغیلیمحمودي ج...زنیرزیابی تاثیر شوري بر میزان جوانها

1395بهار و تابستان / 1ماره ش/ 5دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  52

مقدمه

هاي محیطی زنده و غیر محصولات زراعی تحت تاثیر انواع تنش
Hameedگیرندزنده قرار می et al. غیرهايتنشمیاندر). (2008

کشاورزيمحصولاتتولیدکاهشعواملازیکیشوريزنده،
محسوبعمدهمشکلخشکنیمهوخشکمناطقدرکهباشدمی
Sangam(.شودمی et al. داراي اقلیم گرم و نیز ایران ). 2005

تبخیر زیاد و نزولات جوي آنهاي از ویژگیکه استخشک 
ها در تجمع انواع نمککه این امر باعث باشد اندك و پراکنده می

اراضی ایران % 50که بیش از طوريبه؛گرددسطحی خاك میلایه
,Kafiتحت اثرات منفی شوري قرار دارند -ز راهیکی ا).(2008

-ها جهت خروج نمکهاي شور آبشویی خاكهاي اصلاح خاك
هاي آن است که به دلیل کمبود آب در مناطق خشک این روش 

شناسایی و انتخاب ارقام متحمل به شوري همراه با . عملی نیست
,Rashid(رویکرد مهم اصلاحی دیگر است زیاد،تولیدتوان 

باشد دیم و کلر مینمک سدیم کلرید متشکل از دو یون س). 1986
وجود بیش از حد . کنندگان خاك شور هستندکه به عنوان آلوده

هاي یونی و اسمزي در این ترکیب در خاك سبب بروز تنش
,Munns(شودگیاهان می تنش یونی جذب عناصر ). 2002

Mansour(دهد ضروري مورد نیاز گیاه را کاهش می et al. 2005;

Murillo-Amador et al. و تنش اسمزي نیز سبب کاهش ) 2006
,Munns(شود جذب آب و تبادلات گازي در گیاهان می 2002 .(

-تنش شوري از طریق ایجاد تنش اسمزي موجب ایجاد رادیکال
عدم تعادل بین فرایند جذب انرژي و مصرف آن توسط ،هاي آزاد

شود کهمی) ROS(اکسیژن فعال انواعتولید واندام فتوسنتزي
شوداه در مهار آن منجر به بروز صدمات اکسیداتیو میناتوانی گی

)Blokhina et al. 2003 .(ROSهستنند اي ها داراي نقش دوگانه
هاي مولکولی که در غلظت پایین به عنوان سیگنالبه طوري

دروهاژنبرخی بیان در تحریکتوانند کنند و میفعالیت می
در غلظت بالا با کهدر حالی. متابولیسم سلولی مفید باشند

- پروتئینتخریب دهند و باعث هاي زیستی واکنش میبیومولکول
و افزایش میزان DNAدرها، اکسیداسیون لیپیدها، جهش

که تمامی موارد فوق منجر به بروز شوند نفوذپذیري غشا می
باعث مرگ و نهایتامتابولیسم طبیعی گیاه شده در اختلالات 

Esfandiari(شود ها میسلول et al. 2008; Kar, در ). 2011
هاي حفاظتی مختلفی براي حذف مکانیسمنیز همین راستا گیاهان 

اکسیدانی هاي آنزیمی آنتیسیستم. برندبکار میROSیا کاهش 
مانند کاتالاز، آسکوربات پراکسیداز، سوپراکسیددیسموتاز، 

یداز و دهیدروآسکوربات گلوتاتیون ردوکتاز، گلوتاتیون پراکس
Esfandiari(پراکسیداز et al. 2011; Gao et al. و نیز) 2008

آنزیمی مانند کارتنوئید، گلوتاتیون، توکوفرول هاي غیراکسیدانآنتی
Mittler(باشند هاي حفاظتی میآسکوربات از این مکانیسمو  et

al. 2004; Ahmed et al. نقش مهمی در H2O2در گیاهان ). 2010
آنزیم . کندی و مرگ سلولی بازي میدفاعهايتحریک پاسخ

سلولی تغییراتیH2O2اي از با حذف بخش عمده) CAT(کاتالاز 
کندایجاد میدر سطح و غلظت پراکسید هیدروژن را
)Vandenabeele et al. ) APX(آسکوربات پراکسیداز و) 2004

در سیستم دفاعی کلیدي اکسیداتیو هاي آنتییکی از آنزیمنیز 
از هاي آزاد وه عنوان یک احیا کننده براي رادیکالبو گیاهان 
خسارت ناشی از تنش اکسیداتیو محسوب شده و لذا H2O2جمله 
Arora(رساند میحداقلرا به  et al. واکنش گیاهان ). 2002

مناسبو تعیین یک معیاربودهنسبت به شوري مختلف و پیچیده
بسیار این تنش مقابله بابرتر براي هايبراي انتخاب ژنوتیپ

,Ashraf and Haris(مشکل است  گیاهی ارقام توسعه). 2004
ی متحمل به نمک، کشت محصولات زراعی را در مناطق وسیع

محصول هر چه بیشتر را رسیدن به در یو گامامکان پذیر ساخته 
-میاگرچه تنش شوري در تمام مراحل رشد گیاه .سازدمیسر می

در گیاه استقرار اولیهاهمیت توجه به ولی بابیافتداتفاق تواند 
براي گیاه بسیار مضر است زنیجوانهتنش در مرحلهخاك این 

)Rauf et al. پارامترهاي مختلف ر شوري بر یاثتبررسی .)2007
این زنی بسیاري از گیاهان زراعی نشان داده است که اعمال جوانه

ر ارزیابی تحمل زنی آزمون قابل اطمینانی دجوانهتنش در مرحله
شوري باعث کاهش درصد و چرا کهها استبسیاري از گونه

-چه و ریشهزنی و همچنین باعث کاهش رشد ساقهسرعت جوانه
هایی که بر روي ارقام مختلف گلرنگ و بررسیدر . شودچه می

که شدمشاهده آفتابگردان با اعمال تنش شوري به عمل آمده 
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وزن خشکنیز چه و و ساقهچهطول ریشهو زنی درصد جوانه
,Demir and Ozturk(با افزایش سطح شوري کاهش یافت آنها

2003; Mohammed et al. مرحلهاهمیت با توجه به ). 2002
در تعیین تراکم نهایی بوته در در گیاهان و نقش آن زنی بذر جوانه

ارتباط مستقیم این مرحله در سطح مولکولی با واحد سطح و
ها در شرایط اعمال تنش و کاهش بیان برخی از ژنافزایش یا 

فرنگی و اقتصادي گیاه گوجههمچنین با توجه به اهمیت ویژه
شوري خاك و کمبود آب در ایران، این تحقیق به منظور بحران

هاي کاتالاز و بیان ژنبررسی نحوه زنی و ارزیابی پتانسیل جوانه
ي در دو رقم آسکوربات پراکسیداز در شرایط تحت تنش شور

.این گیاه انجام شد

هاروشومواد

فرنگی از گیاه گوجهSuperstrainBو CaljN3هاي بذر ژنوتیپ
در شرایط آزمایشاین . نهال و بذر کرج تهیه شدندءموسسه
اي و در قالب طرحی کاملا تصادفی با سه تکرار در سطوح گلخانه
. کلرید انجام شدمولار سدیممیلی200و 150، 100،50، 0شوري 

دقیقه ضدعفونی و 3آب ژاول به مدت % 10بذور ابتدا در محلول 
- سپس به هر ظرف پتري. سپس با آب مقطر شستشو داده شدند

آب مقطر استریل براي (لیتر از محلول آب نمک میلی5دیش 
بذر در هر 40با غلظت مورد نظر اضافه شد و تعداد ) تیمار شاهد

در داخل oC20ی مستقر شده و در دماي ظرف بر روي کاغذ صاف
,ISTA(ژرمیناتور قرار داده شدند  زده تلقی بذوري جوانه). 2008

15پس از . متر بودمیلی2ها حداقل آنچهشدند که طول ریشه
گیري و درصد  و چه اندازهچه و ساقهروز صفاتی نظیر طول ریشه

: حاسبه شدندزنی نیز با استفاده از روابط زیر مسرعت جوانه

1GPرابطه = (Ni/S) × 100

GPزنی و درصد جوانهNiتعداد بذور جوانه زده در روزI ام وS

Bajji)تعداد کل بذور کشت شده است  et al. 2002).

2GR =ΣNi/Tiرابطه 

GRو ) بر حسب تعداد بذر جوانه زده در روز(زنی سرعت جوانه
Niذور جوانه زده در روز تعداد بI ام وTi تعداد روز تا شمارش

I ام است(Bajji et al. 2002).

و براي رسم بررسیSPSSها با استفاده از نرم افزار  داده
.استفاده شدEXCELنمودارها از نرم افزار 

و CAT1هاي بیان ژنبه منظور بررسی تاثیر تنش شوري بر 
APX1زنی به محیط دا بذور جهت جوانهگیاه کامل ابتدر مرحله

آبیاري بذور کشت شده با آب مقطر . مرطوب منتقل شدندماسه
هاي اولیه انتقال پس از ظهور برگ. روز انجام شد20به مدت 

به 1به 3کوکوپیت با نسبت / هاي جوان به محیط پرلیترستدانه
ول به منظور آبیاري گیاهان از محل. عنوان بستر کشت انجام گرفت

به مدت دو هفته استفاده شد ) =6PH-7(غذایی هوگلند 
)Hoagland and Arnon, سپس تنش شوري در سطوح ). 1950

4بعد از گذشت . مولار سدیم کلرید اعمال شدمیلی200وصفر 
هاي جوان گیاهان با از برگRNAهفته اعمال تنش، استخراج 

. انجام شداستفاده از بافر تریزول به منظور مطالعات مولکولی
استخراج شده واکنش RNAاز DNAهاي جهت حذف مولکول

DNase توسط کیتQiagen انجام گرفت و بررسی کمیRNA با
cDNAسنتز . استفاده از دستگاه اسپکتروفوتومتر صورت پذیرفت

) Invitrogenساخت شرکت (Superscript IIIبا استفاده از کیت 
و CAT1هاي ازگرهاي ژنبا استفاده از آغqRT-PCRو واکنش 

APX1آورده ) 1(ها در جدول دار اکتین که توالی آنو ژن خانه
هاي رسم نمودارهاي مربوط به داده. شده است انجام پذیرفت

qRT-PCR در محیطEXCELصورت گرفت.
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qRT-PCRجهت ACTو APX1 ،CAT1هاي توالی آغازگرهاي استفاده شده در بررسی بیان ژن-1جدول

Table 1- Primer sequences used to examine the gene expression of APX1, CAT1 and ACT for qRT-PCR

Primer sequencesPrimer Name

GCGACCAAGGATCTTTACGA
CAACACCAATCGACCAACTG

CAT F
CAT R

CATTAGGGAGCAGTTTCCC
CTCTGGCTTGTCCTCTCTGC

APX F
APX R

ATGCCTATGTTGGTGACGAG
CTCTGGAGCCACACGAAGT

ACT  F
ACT  R

و بحثجینتا

نتایج بدست آمده نشان دادند که با : زنیدرصد و سرعت جوانه
فرنگی به طور زنی بذور گوجهافزایش سطح تنش شوري جوانه

قابل توجهی تحت تاثیر قرار گرفته و در هر دو نوع ژنوتیپ یک 
جوانه روند کاهشی هم از لحاظ درصد و هم از لحاظ سرعت 

SuperstrainBاین میان رقم شود که در زنی مشاهده می

از خود نشان داد  CaljN3حساسیت بیشتري را نسبت به رقم 
زنی در شرایط شاهد هر دو رقم درصد جوانه). A, B1شکل (

SuperstrainBو درصد CaljN389/98(اند نسبتا مشابهی داشته

که در شرایط تحت تنش و در غلظت در حالی) درصد67/86
22/52زنی با درصد جوانهCaljN3ر رقم مولامیلی200شوري 

SuperstrainBتحمل بیشتري را به شرایط تنش در مقایسه با رقم 

گونه که از همان). A1شکل (نشان داد 1/30با درصد جوانه زنی  
مولار تاثیر میلی100و 50هاي آید غلظتبر میA, B1شکل 

د و سرعت بر درصهاي بالاتر مهاري کمتري را نسبت به غلظت
زنی رقم شرایط شاهد سرعت جوانهدر . اندجوانه زنی گذاشته

SuperstrainBزنی رقم از سرعت جوانهCaljN3بطور . کمتر بود
زنی ارتباط معکوسی با غلظت نمک دارد و با کلی سرعت جوانه

رقم. کندزنی کاهش پیدا میافزایش غلظت نمک سرعت جوانه
CaljN3 زنی بالایی در تمام سطوح جوانهسرعتبطور معنی داري

نتایج ). B1شکل  (داشت SuperstrainBشوري نسبت به رقم
بدست آمده تفاوت آشکار بین هر دو نوع ژنوتیپ را مشخص 

هاي عنوان یکی از دورهه زنی باز آنجا که مرحله جوانه. سازندمی
شود در گیاهانی که زندگی گیاهان محسوب میءحساس چرخه

زنی بهتر و بیشتري داشته باشند شانس بیشتري براي زنده جوانه
ترین زنی یکی از مهمسرعت جوانه. ماندن و بقا خواهند  داشت

اي باشد به گونههاي ارزیابی ارقام در تحمل به تنش میشاخص
زنی بالا در شرایط تنش شوري امکان که ارقام با سرعت جوانه

.Kafi et al(ام دارند سبز شدن سریعی را نسبت به دیگر ارق

را به دلیل CaljN3نتایج حاصل از تحقیق حاضر، رقم ). 2005
به عنوان رقم SuperstrainBزنی بالا نسبت به رقمسرعت جوانه

طبق نتایج حاصل بالاترین درصد . کندمتحمل به شوري تایید می
زنی در هر دو رقم در شرایط غیر تنش بوده و و سرعت جوانه

نتایج مشابهی نیز  . زنی شده استباعث کاهش جوانهکاربرد نمک
چون کلم، چغندرقند و لوبیا گزارش شده گیاهان مختلف همدر

زنی با افزایش غلظت نمک است که در آنها زمان لازم براي جوانه
.Jeannette et al(بیشتر شده است  2002; Jamil and Rha,

هش درصد و دهد کاشواهدي وجود دارد که نشان می). 2004
ي زنی با کاهش جذب آب توسط بذر در مرحلهسرعت جوانه

Bybordi and(آبگیري و تورژسانس ارتباط مستقیم دارد 

Tabatabaei, تنش شوري به دلیل کاهش آب مورد نیاز ). 2009
هاي سدیم و کلر باعث القاي براي آبگیري و نیز تاثیر سمیت یون

Ghars(شودبذرها میزنیخواب اجباري و کاهش درصد جوانه

et al. 2009; Sosa et al. 2005.(
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هاي مهمی هستند که در از شاخصه: چهچه و ساقهطول ریشه
. گیرندهاي مربوط به تنش شوري مورد ارزیابی قرار میبررسی

-که گیاه را در ارتباط مستقیم با خاك قرار میچه به سبب آنریشه
سازد ي زندگی گیاه میسر میدهد و جذب آب و املاح را در ابتدا

چه و چه به دلیل فراهم نمودن مواد مورد نیاز گیاه از ریشهو ساقه
نتایج بدست . انجام فرایند فتوسنتز از اهمیت ویژه اي برخوردارند

آمده از پژوهش حاضر نشان داد که با افزایش سطح تنش شوري 
چه در هر دو رقم چه و ساقهیک روند کاهشی در طول ریشه

CaljN3 وSuperstrainBشکل (شود مشاهده میC1 ،D1 .(
چه در شرایط تحت تنش شوري مربوط به بیشترین طول ریشه

درصد کاهش طول ریشه را 58/66بود که تنها CaljN3ژنوتیپ
در مقایسه با شرایط شاهد داشت و بنابراین متحمل به شوري 

با SuperstrainBکه رقم در حالی). C1شکل (محسوب شد 
200درصدي طول ریشه در شرایط تنش شوري 85/94کاهش 

میلی مولار نسبت به شرایط شاهد به عنوان ژنوتیپ حساس
چه حساسیت بیشتري را چه نسبت به ریشهطول ساقه. معرفی شد

نسبت به شرایط تحت تنش از خود نشان داد و در هر دو نوع 
برخوردار بود مورد بررسی از یک روند کاهشی بارزتري ژنوتیپ

).D1شکل(
چه نسبت درصدي طول ساقه97با کاهش SuperstrainBژنوتیپ
درصدي حساسیت بیشتري را به 13/83با کاهش CaljN3به رقم 

هایی که روي گیاه در بررسی. افزایش غلظت نمک نشان داد
نخود، فلفل و نخود فرنگی نیز انجام شده است مشاهده شده 

چه با افزایش شوري در این ساقهچه واست که  طول ریشه
,Yildirim and Guvenc(یابد گیاهان کاهش می 2006; Oksu et

al. 2005 Tsegazeabe et al. طولکاهشعواملاز). ;2012
جذبکاهشتوان بهمیتحت تنش،شرایطدرچهچه و ریشهساقه
جنین، کاهشبههالپهازغذاییموادانتقالکاهشبذر،توسطآب

رشد دراختلالنتیجهدروهاآنزیمفعالیتوهاهورمونترشح
Kafi(اشاره کرد چهچه و ریشهساقه et al. 2005; Bagheri

Kazemabad et al. 1988(.

.فرنگیم گوجهدر دو رق)D(چه و طول ساقه) C(چه ، طول ریشه)B(زنی ، سرعت جوانه)A(زنی اثر سطوح مختلف شوري در درصد جوانه-1شکل 

Figure 1- Effects of different salinity levels on germination percentage (A), germination rate (B), radicle length (C) and plumule length (D)
of two tomato cultivars.
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بذرهاي هر دو رقم : APX1و CAT1هاي بررسی بیان ژن
ها ذکر شد در یک خش مواد و روشفرنگی طبق آنچه در بگوجه

طرح کاملا تصادفی در سه تکرار کاشته شدند و سپس تنش 
. مولار سدیم کلرید اعمال شدمیلی200و 0شوري در دو سطح  

هاي از برگRNAهفته از اعمال تنش استخراج 4بعد از گذشت 
-qRTواکنشcDNAجوان گیاهان صورت گرفت و پس از سنتز 

PCRهاياز آغازگرهاي ژنبا استفادهAPX1وCAT1خانهو ژن-
CAT1هاي نتایج حاصل از سنجش بیان ژن. دار اکتین انجام گرفت

در هر دو رقم CAT1نشان داد که میزان بیان ژن APX1و
CaljN3وSuperstrainB مولار سدیم کلرید میلی200در غلظت

ش در رقم یابد و این افزاینسبت به شرایط کنترل افزایش می
CaljN3  بیشتر از رقمSuperstrainB شکل (بودA, B2 .(
هاي مذکور نسبت به یکدیگر نشان ي بیان این ژن در رقممقایسه

میزان بیان تقریبا نصفCaljN3داد که در شرایط کنترل در رقم 
بوده و در شرایط تیمار بیان این ژن در هر دو SuperstrainBرقم 

,Cشکل(رقم مساوي بود  D2  .(گیري توان این چنین نتیجهمی
به CAT1با افزایش بیان ژن CaljN3که در شرایط تنش رقم کرد

حمل باعث تSuperstrainBمیزان تقریبی دو برابر نسبت به رقم
.شودبیشتر خود در مقابل شوري خاك می

نیز که روي بیان ژن کاتالاز در گیاه مرغ انجام هاییدر بررسی
هاي جواندر برگان داده شده که میزان بیان این ژنشده است نش

مولار، نسبت به رقم میلی400رقم متحمل تحت تنش شوري 
Hu(حساس بیشتر بود  et al. اي مشابه نشان داده به گونه). 2012

در گیاه کلزا تحت تنش APXو CAT2شده که افزایش بیان ژن 
Hosseini(خشکی در رقم متحمل بیشتر از رقم حساس بود  et

al. منجر به CAT1که افزایش بیان ژن با توجه به این).2015
شود، فرنگی میافزایش تحمل تحت تنش شوري در گیاه گوجه

تواند در راستاي افزایش تحمل به شوري در انتقال این ژن می
.گیاهان زراعی موثر باشد

SuperstrainBو CaljN3در دو رقمCAT1بیان نسبی ژنمیزان-2شکل 

Figure 2- Relative expression of CAT1 in CaljN3 and SuperstrainB plants

C

B
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نتایج بدست آمده نشان داد که در هر دو رقمAPX1در مورد ژن 
CaljN3 وSuperstrainBاین ژن در شرایط تحت تنش میزان بیان

یابد و این کاهش براي رقم نسبت به شرایط شاهد کاهش می
CaljN3 بسیار بیشتر از رقمSuperstrainB شکل (بودA, B3 .(
هاي مذکور نسبت به یکدیگر نشان بیان این ژن در رقمءمقایسه

CaljN3ان این ژن در گیاهان داد که در شرایط کنترل میزان بی

، در )C3شکل(استSuperstrainBبطور تقریبی نصف گیاهان
برابر گیاهان 5که در شرایط تنش میزان بیان آن تا حالی

SuperstrainBشکل(رسد میD3 .( به عبارت دیگر در شرایط
به میزان تقریبی APX1با افزایش بیان ژن CaljN3تحت تنش رقم 

باعث تحمل بیشتر خود در SuperstrainBت به رقمده  برابر نسب
APX1و CAT1هايکاهش بیان ژن. مقابل شوري خاك شده است

تواند در شرایط تحت تنش میSuperstrainBدر رقم حساس 
ها باشد که منجر عاملی براي غیر فعال شدن یا تخریب این آنزیم

ن رقم به به بروز تنش اکسیداتیو شده و در نتیجه حساسیت ای
Shim(گردد شوري با درجات بالا را باعث  et al.

دهند در گیاهان گزارشات متعددي وجود دارد که نشان می).2003
کلزا و چمن که به ترتیب تحت تنش سرما و خشکی قرار داشتند 

در ارقام متحمل بسیار بیشتر از ارقام حساس  APXمیزان بیان ژن 
Xu(باشد می et al. 2011; Zahri and Maleki, در ). 2014

در شرایط CAT1میزان بیان ژن متحملپژوهش حاضر در گیاه 
این . نسبت به گیاه حساس بودAPXتحت تنش بیشتر از بیان ژن 

راستا با نتایج پژوهشی است که بر روي گیاه بادمجان نتایج هم
هاي غلظت(دهد که تاثیر شرایط تنشی صورت گرفته و نشان می

هاي کاتالاز و آسکوربات بر بیان ژن) +Cu2و +Zn2بالاي 
هاي در معرض نمونهدرCATاي است که ژن  پراکسیداز به گونه

-Soydam(گردد بیان میAPXن این فلزات بیشتر از ژآلودگی

Aydın et al. هاي آتی گامی امید که با انجام پژوهش). 2015
در تحمل به تنش فراتر در نیل به درك مکانیسم عمل گیاهان 

.هاي محیطی برداشته شودشوري و یا سایر تنش

SuperstrainBوCaljN3دو رقم APX1میزان بیان نسبی ژن-3شکل 

Figure 3- Relative expression of APX1 in CaljN3 and SuperstrainB plants
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مقدمه

هاي اخیر امکان با توسعه و رشد علم ژنتیک مولکولی در سال
-ریزي فعالیتهاي اهلی در برنامهبررسی دقیق ساختار ژنتیکی دام

-شتر از جمله دام.هاي اصلاح نژادي بسیار گسترش یافته است

ها مورد مطالعه قرار گرفته هایی است که کمتر در این بررسی
هاي هداف ژنتیک مولکولی، بررسی چندشکلییکی از ا. است

. باشدهاي مرتبط با صفات تولیدي مهم میموجود در ژن

میلیون نفر تخمین زده 1/24کل جمعیت شتر در سراسر جهان 
,Fao(شودمی تولید شیر شتر سالانه بطور مداوم در حال ) 2015

همچنین بزرگترین جمعیت شتر شیري در سراسر افزایش است،
جمله سومالی، اتیوپی و فریقا ازآهاي شمال شرق در کشورجهان

,Fao(سودان است همچنین افزایش تقاضاي بازار براي ). 2015
شیر شتر در سطح . محصولات متنوع از جمله شیر شتر وجود دارد

جهانی بیشتر بعنوان غذایی سالم به رسمیت شناخته شده است
)Nikkah, 2011a .(هاي اخیر علاقه به علاوه بر این در سال

افزایش مصرف شیر غیر گاوي بعنوان پروتئین جایگزین براي 
,Hinz et al(انسان وجود داشته است ترکیب شیمیایی ). 2012

Al(هاي مختلف مورد مطالعه قرار گرفته استشیر شتر در کشور

Alhaj and Al Kanhal, براساس آمار منتشر شده توسط ). 2010
نفري شتر در جهان تنها 24664228جمعیت ، از خواربار جهانی

,Fao(نفر به ایران اختصاص دارد 162000 میزان پروتئین ). 2015
,Nikkahدرصد است 3/5تا 4/2شیر در این حیوان حدود 

2011b; Konuspayeva, -ها و پروتئینو به انواع کازئین) (2009

,Kappeler et al(شود هاي آب پنیر تقسیم می ها ئینکاز). 2003
Al haj and Al(دهند درصد شیر شتر را تشکیل می89تا 52

Kanhal, ، 2کازئین، آلفا1کازئینکه شامل چهار بخش آلفا) 2010
,Ochirkhuyag et al(باشد میکازئینکازئین و کاپابتا 1997;El

Agamy, مشاهده αs1در شتر تنوع ژنتیکی براي پروتئین). 2006
Kappeler(شده است et al, کازئین ها، کاپادر میان کازئین). 1998

Alexander(نقش ضروري در ثبات میسل کازئین را بر عهده دارد 

et al, ها کوچکتر کازئین از لحاظ اندازه از بقیه کازئینکاپا). 1988
پروتئین . ها بر عهده داردترین نقش را در ثبات میسلبوده اما مهم

عهده هاي کازئین را در شیر برمیسلکازئین نقش محافظتی کاپا

همچنین در کیفیت پنیر تولید شده و سرعت دلمه بستن و . دارد
,Fox)(راندمان تبدیل شیر به پنیر اهمیت به سزایی دارد 1992

هاي شیر شتر تجزیه و تحلیل کمی انجام شده بر روي پروتئین
ئین گاو کازئین شتر نسبت به کاپا کازنشان داده است مقادیر کاپا

,Kappeler et al(تر استپایین و اخیرا پنج شکل مختلف ) 2003
کازئین در شیر شتر پیدا شده است که منجر به گلیکوزیله از کاپا

,Hinz et al(شودشدن قوي پروتئین می با توجه به ). 2012
مطالعات اندك انجام شده بر روي شیر شتر در ایران، این مطالعه 

کازئین با ترکیبات ارتباط چندشکلی این ژن کاپابه منظور ارزیابی 
. هاي استان گلستان انجام شدشیر در شتر

هامواد و روش

قلا، بندرترکمن و گنبد هاي آقدر این تحقیق از صد نفر از شتر
هاي خون از ورید وداج گرفته شد نمونه. گیري به عمل آمدخون

دماي وري و در آمولار جمعEDTA0.5هاي حاويو در لوله
0C20_ذخیره شد .DNA استخراج شدهبه روش نمکی بهینه

,Miller et al(گردید  -برداري از شیر از نمونهبراي نمونه). 1988
براي تعیین ترکیبات . هاي شیر دوشیده شده دستی استفاده شد

شیر از قبیل پروتئین، چربی، لاکتوز و کل مواد جامد شیر از 
به منظور تعیین کمیت و کیفیت .فاده گردیددستگاه اکومیلک است

DNA استخراجی غلظت ژل آگارز براي الکتروفورزDNA

استخراجی بدون شکستگی و DNAدرصد بوده و 0.8استخراجی 
با استفاده از DNAپس از مرحله استخراج، . آلودگی مشاهده شد

یک جفت آغازگر با توالی 

´CACAAAGATGACTCTGCTATCG 3´F: 5

GCCCTCCACATATGTCTG 3'´5R:

)Paucillo et al. جفت بازي 488اي ، تکثیر گردید و قطعه)2013
-ژن کاپا5´از طرف انتهاي 351تا جفت باز - 137جفت باز از

برنامه حرارتی استفاده شده براي تکثیر نواحی . کازئین تکثیر شد
95سرشته سازي اولیه کازئین، شامل دماي وانظر در ژن کاپامورد

دقیقه، دماي واسرشته سازي ثانویه 5گراد به مدت درجه سانتی
درجه 50ثانیه، دماي اتصال 20گراد به مدت درجه سانتی95
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گراد به درجه سانتی72ثانیه، دماي تکثیر 20گراد به مدت سانتی
5گراد به مدت درجه سانتی72ثانیه و دماي تکثیر نهایی 20مدت 

1.5اندازه قطعه تکثیر شده با استفاده از ژل آگارز .قه بوددقی

.درصد مشخص شد

، PCRآنزیم برشی براي هضم محصولات : PCR-RFLPروش
ALU1 5با جایگاه برشی´AGCT مورد استفاده قرار ´3
0.1(واحد آنزیم 1پروتکل هضم آنزیمی شامل استفاده از . گرفت

لیتر بافر میکروPCR ،2محصولات نمونه ازبراي هر) میکرولیتر
x10 ،2.9لیتر از محصولات میکرو5لیتر آب مقطر و میکروPCR

هاي سپس تمامی نمونه. براي هر واکنش آنزیمی در نظر گرفته شد
شدند نگهداري C˚37ساعت در دماي 12حاوي آنزیم به مدت 

و پس از اتمام زمان هضم آنزیمی براي بررسی قطعات برشی از 
. درصد استفاده شد3.5آگارز ژل 

هاي براي تعیین فراوانی ژنی و ژنوتیپی از روي تعداد ژنوتیپ
هاي بدست آمده در جمعیت مورد بررسی فایل اطلاعات ژنوتیپ

,1.31POPGENE)et alافزارمشاهده شده در نرم 1997Yeh(
افزار شامل خوانده شده و پس از تعاریف اولیه در این نرمفرا

-ژنوتیپتعدادها، ئید بودن موجود، تعداد جایگاه، جمعیتدیپلو
افزارنرمایندرمحاسباتآنها،نامگذاريوشدهمشاهدههاي
درجایگاهواینبرگهارديتعادلبرقراريمطالعه.گردیدانجام
POPGENEافزاراز نرماستفادهبانیز تحقیقایندرمطالعهمورد

ي هاژنوتیپتشخیصازپس. شدانجاممربعکايآزمونباو
ارتباطبررسی منظوربهآماريتجزیه،کازئینمربوط به ژن کاپا

تجزیه. گردیدانجامعملکردي صفاتبامذکورهايژنوتیپ
عمومیخطیهايمدلرویهباتحقیقاینهايدادهکلیهآماري

ها با براي بررسی ارتباط ژنوتیپ. شدانجام9.1SASرافزانرم
:1رابطه .استفاده شد1ملکردي از رابطه صفات ع

Yijk=μ+Gi+Aj+DIMk+eijk در این مدل::μ لکصفت  ،: Gi

،   اثر ثابت سن: Aj؛ هاي مربوط به ژن مورد بررسیژنوتیپاثر
:DIMkاختلاف بین روز زایش و روز ( تعداد روزهاي شیردهی

هاي قایسه میانگینبراي م. اثر باقیمانده: eijk،   )رکوردگیري 
هاي مختلف از حداقل مربعات صفات عملکردي در ژنوتیپ

.روش توکی استفاده شد

نتایج و بحث

این تحقیق با هدف تعیین چندشکلی ژن کاپاکازئین و ارتباط آن با 
هاي استان گلستان انجام بعضی از صفات شیر در جمعیت شتر

PCR-RFLPوش هاي مختلف، ربه منظور تعیین ژنوتیپ. گرفت

براي بررسی . بکار گرفته شدALU1بااستفاده از آنزیم برشی
ارتباط چند شکلی این ژن با صفات عملکردي شامل تولید و 

چربی، پروتئین، لاکتوز و مواد جامد بدون چربی (ترکیبات شیر 
.استفاده شدSASافزارنرمGLMاز رویه ) شیر

ژنبراي  تکثیر شده ) جفت بازي488قطعات (PCRمحصولات -1شکل 
درصد5/1بر روي ژل آگارز استخراج شده از شترها DNAروي کاپاکازئین

Figure 1- PCR products (488 bp) of kappa-casein gene.

بر روي ژل ALU1جفت بازي با آنزیم 488هضم آنزیمی قطعه -2شکل 
درصد 3.5آگارز 

Figure 2- Digested products of 488 bp fragments by ALU1
enzyme on 3.5 percent agarose gel
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ها و نتایج تعادل هاردي واینبرگ در شترهاي استان گلستانفراوانی و تعداد ژنوتیپ-1جدول
Table 1- Number and frequency of genotypes and Hardy-Weinberg equation results in Golestan Province Camels

فراوانی ژنوتیپ
ژنوتیپی

تعداد
مشاهده شده

تعداد
مورد انتظار

فراوانی آللی²χآماره 

AA0.18189.810.0073(A)0.31

AB0.272743.370.0606(B)0.69

BB0.555546.820.1472
*11001000.2151جمع

>p)(0.05درصد5دار در سطح احتمال معنی*

کازئینهاي ژن کاپاژنوتیپدر )خطا±میانگین (هاي تولید و اجزاي شیر هاي حداقل مربعات مربوط به رکوردمقایسه میانگین-2جدول 
Table 2- Last square means of milk production and its composition (Mean±SE) in genotypes of kappa-casein

ژنوتیپ
تولید شیر 

)کیلوگرم(
)درصد(SNF)درصد(لاکتوز)درصد(پروتئین)درصد(چربی

AA9.69±0.724.44±0.463.14±0.214.26±0.167.17±0.44

AB10.38±0.524.48±0.322.99±0.224.56±0.338.15±0.61

BB9.27±0.334.15±0.242.93±0.124.28±0.167.52±0.12

0.180.470.770.660.39سطح معنی داري

نتایج هضم با آنزیم برشی نشان داد که براي قطعات تکثیر شده 
وجود داشت و این ALU1، سه جایگاه برشی براي آنزیم)1شکل (

جفت باز 120و 127و 158، 203آنزیم محصولات را به قطعات 
جفت باز 203و127، 120، قطعات با طول )2شکل (برش داد 

Bجفت باز، آلل 127و 158، 203و قطعات با طول Aآلل

جفت باز و 158جفت باز و203نامگذاري شده و قطعات با طول 
. نامگذاري شدABجفت باز، ژنوتیپ120جفت باز و 127

.باشدمی1هاي بدست آمده به شرح جدول ژنوتیپ

در BBو AA،ABالگوي باندي متفاوت 2و 1با توجه به شکل 
دهنده وجود سه ها مشاهده شد که این تفاوت نشانبین نمونه

.ژنوتیپ متفاوت در جمعیت مورد بررسی در این تحقیق بود
% 27تی مشاهده شده در جمعیت مورد بررسی میزان هتروزایگو

.بود

بود که نشانگر تفاوت 0.2151محاسبه شده برابر با ²χمیزان کل 
جمعیت مورد بررسی از تعادل ) 0.05تمال در سطح اح(معنی دار 

هاي این عدم تعادل، تلاقی). 1جدول (باشد واینبرگ می-هاردي

کازئین را در غیر تصادفی بر فراوانی ژنی و ژنوتیپی ژن کاپا
تی میزان هتروزایگو. دهدن نشان میهاي استان گلستاجمعیت شتر

هنده بود که نشاند% 27مشاهده شده در جمعیت مورد بررسی 
میزان . باشدین ژن میتنوع ژنتیکی نسبتا کم در این جمعیت براي ا

. سبه شدمحا% 43.37تی مورد انتظار در این جمعیت، هتروزایگو
نظر تی مشاهده شده در جمعیت موردکم بودن میزان هتروزیگو

هاي جورشده مثبت در جمعیت مورد تواند ناشی از تلاقیمی
هاي حداقل مربعات صفات نگینبراي مقایسه میا. بررسی باشد

.هاي مختلف از روش توکی استفاده شدعملکردي در ژنوتیپ

ها و تولید رغم نقش کلیدي ژن کاپا کازئین در ساختار میسلعلی
هاي هورمون پنیر و با توجه به اهمیتی که در کنترل رونویسی ژن

رشد و پرولاکتین دارد ارتباط این ژن با صفات تولیدي چندان 
شکلی ژن نتایج مربوط به چند. مورد مطالعه قرار نگرفته است

کاپاکازئین در این تحقیق با نتایج مطالعات صورت گرفته توسط 
(Barracosa, ,Ceriotti et al)و (1996 در بررسی سه نژاد (2004

4که هرکدام یک الگوي دو باندي را در اگزون گوسفند ایتالیایی
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علاوه براین محققین . اند مطابقت نداردکاپاکازئین مشاهده کرده
هاي مختلفی نیز هاي مولکولی بررسیدیگري توسط دیگر روش

,Staiger et al)اند انجام داده را به ترتیب با TوCدوآلل. (2010
داري را هیچ ارتباط معنیا برآورد کردند، ام0.49و 0.51فراوانی

فریزین کاپاکازئین با تولید شیر در گوسفندانشکلی ژنبین چند
.پیدا نکردندشرقی 

براساس نتایج تحقیق حاضر اثر چندشکلی این ژن روي تولید و 
چربی، پروتئین، لاکتوز و مواد جامد (هیچ یک از ترکیبات شیر

انتخاب براساس چند بنابراین. دار نبودمعنی) بدون چربی شیر
کازئین نمی تواند در بهبود ژنتیکی صفات تولید و شکلی ژن کاپا

در شتر به دلیل . هاي استان گلستان مؤثر باشدترکیبات شیر در شتر
آوري اطلاعات شجره و رکوردهاي فنوتیپی مشکلاتی که در جمع

هاي کاندید و صفات تولید شیر بررسی ارتباط بین ژنوجود دارد 
همچنین بهبود پیشرفت ژنتیکی مربوط به این صفات با و 

در این تحقیق تلاش شده است تا . هایی همراه استمحدودیت
اطلاعات جدیدي را در این راستا و زمینه لازم را براي مطالعات 

در بررسی حاضر به دلیل . هرچه بیشتر بر روي شتر فراهم گردد
و بررسی آنها PCR-RFLPکاپاکازئین به روشاینکه بر روي ژن

با صفات تولید شیر مطالعات کمتري صورت گرفته و یا بررسی 
هاي مولکولی انجام گرفته ها توسط سایر روششکلی این ژنچند

است، امکان مقایسه آنها با نتایج حاصل از این تحقیق به اندازه 
همچنین در بررسی حاضر عوامل . کافی وجود نداشته است

اد، اندازه جمعیت، حجم نمونه برداري، مختلفی مانند نوع نژ
... هاي ژنی وشرایط محیطی، همخونی، نحوه توزیع فراوانی

هاي تواند باعث ایجاد تناقض بین نتایج بدست آمده و بررسیمی
.انجام شده باشد

تشکر و قدردانی
معاونت پژوهشی دانشگاه علوم کشاورزي و بدینوسیله از حوزه

هاي این پایان نامه را خاطر اینکه عمده هزینهمنابع طبیعی گرگان ب
اند کمال تشکر را داریم و همچنین از خانم مامی زاده تامین نموده

هایی که در انجام این تحقیق داشتند سپاسگزاري بخاطر مساعدت
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iruses are the main causes of potato yield loss. Potato X Potexvirus (PVX) is
one of the most important potato viruses and the use of resistant varieties is the
principal way to control it. In this study, we tried to produce potato plants
resistant to this virus using an RNA silencing technique. To this end, a hairpin

construct of P25 of PVX was made in pFGC5941 under control of the CaMV 35S
promoter with two consecutive cloning steps. The P25 protein is a suppressor of RNA
Silencing in viral host plants. The recombinant vector was transferred into
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 strain. Leaf and internode pieces of potato (Agria
variety) were transformed by Agrobacterium. Following induction of callus, shoot and
root, regenerated transgenic plants were selected and micro-propagated. Molecular
analysis by PCR on DNA of plants and by RT-PCR on their RNA confirmed the
presence and the expression of the transgene. Transgenic plants were propagated and
then inoculated mechanically by PVX in the greenhouse. ELISA results using PVX-coat
protein antibody showed resistance of two transgenic lines to PVX. Molecular
confirmation of these potato lines was performed using PVX coat protein primers by RT-
PCR on plant RNAs. The results of this research have led to the production of two
independent lines of potato that are resistant to PVX and future work will involve
analysis of resistance in field conditions and the production of their mini-tuber.

Potato, PVX, Resistance, Transgenic Plant, RNA Silencing
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eminiviruses are one of the main constraints in tomato production worldwide.
Tomato leaf curl virus (ToLCV) is a geminivirus (family geminiviridae) that
produces various symptoms in plants including leaf curling, yellowing and
stunting. MicroRNAs are endogenous small RNAs which play a key role in both

plants and animal defense and development. Certain animal viruses were found to be
targeted by host miRNA which prevent their establishments. In plants, on the other hand,
there is no experimental evidence for such an effect on plant viruses. However, based on
in silico analysis, viral plants also could be targeted by host miRNAs. Here, we
investigated if different sets of tomato miRNAs could potentially bind to a mild and
severe species of ToLCV using in silico analysis. We found that tomato miRNAs
including mir156 bind to both strains of ToLCV. The mild strain, ToLCV-Ir, was found
to be targeted by mir157, 168, 396 and 166 while the severe strain, ToLCV-Au, was
targeted by other groups of miRNAs including mir159, mir319 and mir403. The possible
role of the identified miRNAs in production of mild and severe symptoms by both
strains is discussed. All sequences except miR156a target the coding regions of the virus.
In ToLCV-Au miRNA319c binds to the V1 gene, which encodes the precoat protein and
which is involved in symptom expression and virus movement. miR159c and miR403
bind to the C1 and C3 genes, respectively, that are involved in virus replication. The C1
ORF of ToLCV-Ir can be targeted by both miRNAs miR157a and miR156h. The V2
gene can be targeted by three miRNAs (miR168b, miR396b and miR166i) at different
sites. This suggests the potential importance of regulation of this particular ORF by
miRNAs. The possible role of the identified miRNAs in production of mild and severe
symptoms by both strains is discussed.

Bioinformatics, ToLCV, miRNA, RNA hybrid, Tomato

G
A B S T R A C T

Key Words



Genetic Engineering and Biosafety Journal

Vol5, Number1, Spring and summer 2016, Bi-seasonal

C

Transformation of Hepatitis B Virus surface antigen (HBsAg) gene into
Tobacco plants

Majedeh Neisi1, Badraldin Ebrahim Sayed Tabatabaei2*, Cyrus Ghobadi3, Hamid Rajabi Memari4,

Ghazaleh Khaksar5

1 MSc in Biotechnology, 2 Prof, Department of Biotechnology, 3 Assistance Prof, Department of Horticulture,

Faculty of Agriculture, Isfahan University of Technology, Isfahan, Iran
4 Assistance. Prof, Department of Agronomy and Plant Breeding, Faculty of Agriculture, Shahid Chamran University,
Ahvaz, Iran
5 Phd in Plant Breeding, Faculty of Agriculture, Isfahan University of Technology, Iran

*Corresponding Author, Email: sayedt@cc.iut.ac.ir

epatitis B virus (HBV) infection is one of the most widespread viral infections
of humans. An effective way to treat and prevent the disease is vaccination.
Since production of conventional HBV vaccines is very expensive, use of
transgenic plants as an alternative bioreactor has recently become of interest to

many researchers. In this study, the HBsAg gene has been transferred to pepper plants
(Nicotiana tabacum) through the leaf disk technique. The recombinant plant expression
vector, pCAMBIA containing HBsAg was cloned into E. coli strain JM107 and was then
introduced into Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404. Young tobacco leaves were
used as explants and co-cultivated with A. tumefaciens. The transformants were
regenerated on selection medium containing 1mg.l-1 BAP, 0/1mg.l-1 NAA, 500 mg.l-1

cephotaxim and 15 mg.l-1 hygromycin. After the growth of plantlets (about 15 cm),
genomic DNA was extracted from putatively regenerated plants by the CTAB method.
The presence of HBsAg gene in transgenic plants was detected using PCR analysis.
Finally expression of HBsAg gene was tested via RT-PCR analysis.

Agrobacterium, Edible Vaccine, Gene Transformation, HBsAg Gene, Transgenic Tobacco
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n previous work we showed that a purified extract of the proteome of bacterium Xcc
that was able to induce ethylene production on Arabidopsis. Among the
approximately 60 different putative proteins in the extract, eight were identified as
conserved hypothetical proteins. The aim of this study is to use different

bioinformatics tools to characterize these proteins. All of the investigated proteins ranged
in size between 17.11 and 43.84 kilo Daltons with Protein NP_640497.1 being the
largest. Calculated isoelectric points (pI) for proteins varied between 5.34 and 9.5. The
type of protein families and domains of proteins was determined by conserved domain
database (CDD-Blast) and Interpro. Among the investigated proteins, proteins
NP_640912.1 had a HTH domain (Helix-turn-Helix); the central part of protein
NP_640497 contained an Enoyl reductase domain; protein NP_641576.1 contained two
calcium binding motifs (EF-hand, calcium binding motif); and protein NP_643454.1
contained a 4-hydroxybenzoyl-CoA thiesterase motif from the Hot dog superfamily.
COACH server was used for predication of ligand binding sites of proteins and their
three dimensional structure was modeled by Phyre 2 server. Results from this research
can be used for better understanding of Xcc and also identification of proteins with
elicitor activity from this bacterium.

Xanthomonas, Bioinformatics, Citrus canker, Elicitor, Protein
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atharanthus roseus is a medicinal plant containing very important alkaloids such
as Vincristine and Vinblastin that are used to treat a variety of cancers. Due to
the importance of the plasticity genes such as rolC in the biosynthesis of
alkaloids, this study we investigated possible improvement of rooting and root

induction in C. roseus using the rolC gene. To this end, the seeds of this plant were
superficially sterilized and cultured in in vitro conditions. The leaf explants of these in
vitro plants were inoculated by Agrobacterium tumefaciens carrying pBI121-rolC
plasmid (rolC under control of the CaMV 35S promoter). The inoculated explants were
cultured in five different media with or without hormones for rooting. After nine days,
the first roots appeared in leaf explants on the MS medium without hormones and
containing cefotaxime antibiotic. Two lines had very rapid rooting and the roots
branched quickly. Molecular analysis by PCR using rolC specific primers confirmed the
presence of the rolC gene in the transgenic plants. Results showed that the rolC gene
could be used to induce rooting in the medicinal plants and that the rolC gene is also
more successful in induction of hairy roots than various different combinations of plant
hormones.
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nvironmental stresses are considered among the most important factors limiting
agricultural production. Tomato, an important agricultural product, is sensitive to
high salinity levels in soil. During salinity stress, several physiological
phenomena occur in plants, including oxidative damage to cellular components

due to ''reactive oxygen species'' or ROS production. Plants produce antioxidant enzymes
such as catalase, ascorbate peroxidase and superoxide dismutase to counter the
destructive effects of ROS. This study was carried out to evaluate the rate of germination
and the expression of CAT1 and APX1 genes in two tomato cultivars, caljN3 and
superstrain B. To evaluate the rate and the percentage of the germination, the seeds were
cultured on filter paper in a completely randomized design with three replications and
the rate and percentage of germination, radicle length and plumule length were measured
after 15 days. To perform the molecular study, total RNA was extracted from plants
grown in control conditions and under salinity stress. The results demonstrated that by
increasing the salinity, reductions in germination percentage, germination rate, radicle
length and plumule length were observed in both CaljN3 and Superstrain B cultivars,
although the CaljN3 cultivar showed the lowest decrease. Interestingly, upon increasing
the stress level, the rates of expression of the CAT1 and APX1 genes in the caljN3
cultivar were nearly twice and 10 times, respectively, higher than for the Superstrain B
cultivar. These results could be one of the reasons for the superior growth and salt stress
tolerance of caljN3 cultivar compared to SuperstrainB cultivar.
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his study was aimed to determine the kappa-casein gene polymorphism and its
relationship with some milk traits in a population of camels in the Golestan
province. Blood samples were collected from100 camel dromedaries in Bandar
Turkman, AqQala and Gonbad cities. DNA was extracted using the optimized

salt method and then a pair of specific primers was used to produce a 488 bp fragment.
Genotypes were determined by PCR-RFLP method followed by treatment with ALU1
restriction enzyme. To investigate the association of Kappa casein gene polymorphism
with milk production and composition (fat, protein, lactose and solids non-fat milk), the
GLM procedure of SAS software was used. Three genotype patterns including AA, AB
and BB were observed with the frequencies of 0.18, 0.27 and 0.55, respectively. The
effect of kappa-casein gene polymorphism on milk production and composition was not
significant. Based on current results, the analysis of kappa casein gene polymorphism
cannot be used for improving milk yield and composition of camels in Turkman
population.
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