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راَىمای وگارش مقالٍ برای چاپ در  

مُىذسی ژوتیک ي ایمىی زیستی   پژيَشی علمیمجلٍ 

  علمی تريیجی ایمىی زیستیمجلٍ     ي

. تَاًد ثِ شثبى فبزغی یب اًگلیػی ثبؾدهقبلِ هی  :مته مقالٍ

 صفحِ 20حداکثس یک ستًوی فاقذ پايرقی

فبصلِ غبًتیوتس   5/1هتس حبؾیِ اش ّس طسف ٍ  غبًتی 5/2ثب ( A4) کبغر 

ٍ دز هحیط ( doc: پػًَد فبیل) Word 2003ثب ًسم افصاز  ثیي غطسّب

 Newثسای هتي فبزغی ٍ ثب قلن ،12، ثب اًداشُ B Lotusثب قلن  XPٍیٌدٍش 

Roman  Times  ُثسای هتي اًگلیػی ثِ صَزت هعوَلی 10ثب اًداش  ٍ

ثسای هتي  10 اًداشُثب قلن  ّب ٍ ًوَدازّب ّب، ؾكل ثسای شیسًَیع جدٍل

عٌَاى . ثسای هتي اًگلیػی ٍ هعوَلی ًَؾتِ ؾَد 8 اًداشُفبزغی ٍ قلن 

. ّب ذکس ؾَد ّب ٍ اؾكبل دز پبییي آى جداٍل دز ثبلای آى

. طسیق پَزتبل هجلِ ازغبل ؾَد فقط اششیس  word ثصَزت دٍ فبیل هقبلِ 

 /http://www.gebsj.ir  :آدزظ

http://www.journalofbiosafety.ir/ 

 (Authors) مقالٍگان وًیسىذمشخصات  فایل -1

 زتجِ علوی، ًبم خبًَادگی، عٌَاى هقبلِ، ًبم ٍ ؾبهلیک صفحِ جداگبًِ 

  .ٍ پػت الكتسًٍیک داًؿگبُ یب هَغػِ آدزظ

، تلفي ّوساُ ثبثت آدزظ کبهل ًَیػٌدُ هػئَل هقبلِ ّوساُ ثب ؾوبزُ تلفي

 .بٍ دي زبان فارسی ي اوگلیسیَمٍ      ٍ دٍزًگبز 

  :ؾبهل  (Main Text)فایل اصلی مقالٍ-2

کلوِ   20 ٍ حداکثسعٌَاى کَتبُ ٍ زٍاى  :عىًان

کلیدی    پٌج ٍاضٍُ کلوِ  250 حداکثس یک پبزاگساف :چکیذٌ مقالٍ

  ثسزغی پطٍّؿْبی گرؾتِ ٍ ّدف ایي پطٍّؽ هقدهِ  :مقذمٍ

 شُامًاد ي ري

ؾبهل جداٍل ٍ ؾكلْب دز جبی اصلی خَدؾبى   :وتایج

ثبّن  وتایج ي بحث یب بحث

  ّػتٌد یب تسٍیجی فبقد هَاد ٍ زٍؾْب ٍ ًتبیج هسٍزیغیس پطٍّؿی، هقبلات 

 

ًبم ًَیػٌدُ ثب ذکس دز هتي ازجبع ثِ هٌبثع  :استفادٌ دمًر مىابع

: دز اًتْبی جولِ ٍ دز پساًتص ازائِ ؾًَد هبًٌد( ًَیػٌدگبى)

    Thion et al.1996) ; (Dodd et al.2006 
تستیت  اًگلیػی ثِّوگی ثصَزت  هقبلِ، هتي پبیبى دز اغتفبدُ هَزد هٌبثع

. آٍزدُ ؾَد ين رکر شمارٌبذحسٍف الفجبی ًبم خبًَادگی ًَیػٌدُ اٍل 

قید ( In Farsi with English abstract)دز اًتْبی هٌبثع فبزغی عجبزت 

. ؾَد ثسای هثبل ثِ هَازد ذیل اؾبزُ هی         . ؾَد
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 (On-line)ثس خط   هٌبثع

FAO. 2009. FAOSTAT. Food and agricultural commodities 

production. Available at  
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، (Abstract)شثبى اًگلیػی چكیدُ هقبلِ  ثِ  :چکیذٌ بٍ زبان اوگلیسی

 ثِ عٌَاىپٌج ٍاضُ هْن  ثبکلوِ  250ُ فبزغی ثَدُ دز ثبید تسجوِ چكید

Key words ًَؾتِ ؾَد .

 95خسداد  26تبزیخ ثسٍشزغبًی 



 :باشد به عىوان مثالمقاله وباید در مته و یا کلمه اوگلیسی با حروف فارسی عربی و یا جمع مکسر  کلمه

 (بىًیسیم)بایذَا  (وىًیسیم)وبایذَا   (بىًیسیم)بایذَا  (وىًیسیم)وبایذَا 
 در خػًظ خػًغا   پضيَص َا تحقیقات 

 سمیه َا اراضی  اغلی عمذٌ 

 اثزَا اثزات  سال َا سىًات  سال َا

 ياکىص/ساسيکار مکاویسم     حیًان َا حیًاوات 

 بٍ طًر وسبی وسبتا   دستًرالعمل پزيتکل 

 بٍ يیضٌ بالاخع   کلیٍ  کلیات

 مًجًدات سوذٌ ارگاویسم َا    فزآیىذ پزيسٍ 

 مشیت َا مشایا    گذضتٍ اخیز

 در حذيد حذيدا   تجشیٍ ي تحلیل آوالیش

 در بزخی مًارد بعضا    َاداوستٍ / آگاَی  اطلاعات

 بٍ طًر مستقیم مستقیما   ريش َا تکىیک َا

 بٍ طًر معمًل معمًلا    بٍ عىًان مثال مثلا 

 بایذ می بایست  پضيَطگزان محققیه یا محققان

 ملاحظات خطزات  عیب َا معایب 

 کاربز اپزاتًر   بىابزایه لذا 

 در بیطتز مًارد غالبا   درغذ %

 احتمال دارد احتمالا  بیطتز اکثز

 ديبارٌ مجذدا   بٍ طًر کامل کاملا  

 آن َا آوان  افشایص اسدیاد

 سیست ضىاسی بیًلًصی  با يجًد علی رغم

 بیماری ضىاسی پاتًلًصی  کزدن/ کزدٌ ومًدن/ ومًدٌ

 بزتزی ارجحیت   بٍ طًر مختػز مختػزا 

 سًخت ي ساس متابًلیسم  در وُایت وُایتا

 حساسیت آلزصی  املش اعم اس 

 يابستٍ مىًط  در حقیقت فی الًاقع

تزاریشش، تزاریختی  Transformation ضًوذ  ضًد، می میگزدوذ  گزدد، می می

تزاصن  Transgene است، َستىذ باضىذ  باضذ، می می

بزای تزاریشش / بزای تزاریختی To transform ضذ، ضًد، ضًوذ گزدیذ، گزدد، گزدیذوذ 

کايضگز  Probe کىىذ  کىذ، می میومایىذ  میومایذ،  می

تغییز صوتیک یافتٍ، تغییز یافتٍ 

صوتیکی 

 

 

 تزاریختٍ

 
Marker  وطاوگز

آغاسگز اوذاس  یا راٌ Primer تزاوس صویک، تزاریخت 

پیطبز  Promoter دستکاری ضذٌ صوتیکی 

Transgenic    
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هاي صنعتی توسط گیاهان از طریق هاي دارویی و آنزیمکشاورزي مولکولی به تولید پروتئین
هاست که به طور پلیمراز یکی از مهمترین آنزیمT7RNAآنزیم . شودمهندسی ژنتیک اطلاق می

قبیل سنتز و مطالعه شناسی سلولی و مولکولی، ازهاي مختلف بیوتکنولوژي و زیستوسیعی در زمینه
هاي سنتز شده در RNA. شودمیها در شرایط آزمایشگاهی استفاده RNAساختار و عملکرد 

سنس کاربرد نتیآRNAو RNAiزمایشاتآآرایه، ریز،در هیبریداسیونشرایط آزمایشگاهی
برد فراوان کارT7هاي بیانی وابسته به پیشبر و خاتمه دهنده این آنزیم همچنین در سیستم.دارد
-پلیمراز یک آنزیم باکتریوفاژي بوده و فعالیت اصلی آن در سیتوپلاسم میT7RNAآنزیم . دارد
سلولهاي پلیمراز به هستهT7RNAسازي، انتقال ژن آنزیم تحقیق حاضر جهت همسانه. باشد

آغازگرهاي مناسب از روي توالی ژن . یوکاریوتی و تولید آن در گیاه توتون انجام گرفت
T7RNAهاي برشی، طراحی و ژن هاي مناسب براي آنزیمپلیمراز به همراه توالیT7RNA

به منظور . سازي شدهمسانهpCAMBIA1304پلیمراز مورد نظر پس از جداسازي در ناقل بیانی
یابی بررسی ، هضم آنزیمی و توالیPCRسازي، سازه تهیه شده با استفاده از اطمینان از همسانه

سپس، سازه نوترکیب به . فی آن در بانک اطلاعاتی اسیدهاي نوکلئیک تأیید گردیدشده و همردی
- آگروباکتریوم به گیاهان توتون منتقل و گیاهان تراریخته بر روي محیطLB4404کمک سویه 

حضور و بیان . هاي هیگرومایسین و سفوتاکسیم، باززا شدندبیوتیکهاي کشت انتخابی حاوي آنتی
-RTوPCRدر گیاهان تراریخته با روشهاي پلیمرازT7RNAژن  PCRتأیید شد.

هاي کلیديواژه
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مقدمه

هاي صنعتی از طریق گیاهان را آنزیمتولید زیست داروها و
هاي نوترکیب تولید پروتئین. اصطلاحاً کشاورزي مولکولی گویند

ي بیشماري از هامزیتتم بیانی گیاهی داراي سها در سیو آنزیم
هاي صنعتی، بیان تر بودن تولید نسبت به سیستماقتصادي: جمله

هاي نوترکیب، پایداري ینتولید در مقیاس زیاد پروتئن و ژبالاي 
باشدبیشتر، حفظ ساختار اصلی پروتئین و عدم آلودگی می

)Shinmyo and Kato. 2010; Tekoah et al. بنابراین ). 2015
هاي هاي نوترکیب و آنزیمنیبراي تولید پروتئهگیاهان تراریخت

یاهی زیادي در هاي گگونه.دنباشمیصنعتی جایگزین مناسبی
محصولات برگی، بذر . کشاورزي مولکولی استفاده شده است

هاي روغنی، میوه و سبزیجات، گیاهان مدل غیر خشک، دانه
توتون از جمله آنها از قبیلزراعی مانند آرابیدوپسیس و زراعی

یک به عنوان)Nicotiana tabacum(توتون زراعی.باشدمی
اي، محصول برگی است که علوفهر محصول غیر غذایی و غی

هاي نوترکیب بیشتر استفاده گردیده نیپروتئتاکنون براي تولید
است و محصول بیشتري بعلت چند بار برداشت در سال تولید 

پذیري بیشتري نسبت به دستورزي توتون داراي انعطاف. کندمی
100تا 50(باشد و همچنین تولید کننده وزن تر عالی ژنتیکی می

تولید ،)کتار در عملکرد برگ تازه در یک فصل کاشتتن در ه
- می) بیش از یک میلیون بذر در یک گیاه(کننده بذر زیاد 

.Daniell et al(باشد 2003; Ganaphathi et al. 2004; Dhingra

et al. 2008; Leslie et al. 2004; Twyman et al. بدلیل ).  2013
دن خویشاوندان زراعی خود گرده افشان بودن گیاه توتون و کم بو

علاوه . باشدو وحشی براي آن، فرار ژنها از این گیاه بسیار کم می
نر عقیمی و عقیمی بذر قبلاً در توتون ایجاد روشبر این هر دو 

اي براي جلوگیري از انتقال و فرار اند و تکنولوژي پیشرفتهشده
ژن از طریق گرده یا بذر به گیاهان دیگر به آسانی در دسترس

.Ma et al(است بر خلاف بسیاري از نبنابرای).2003
بیوراکتورهاي گیاهی، توتون از نظر مسائل ایمنی زیستی و اخلاق 

هاي گیاهی و جانوري زیستی و کمترین احتمال آلودگی زنجیره
.ردابهترین شرایط را د

آنزیم تک زیرواحدي یک T7پلیمراز باکتریوفاژT7RNAآنزیم 
آنزیم به سرعت و بسیار اختصاصی این ی توسط رونویس.باشدمی

بر سریعتر از ابر5کند و اتصال پیدا میT7انداز بوده و فقط به راه
RNA رونویسی با اتصال .گیردمیپلیمراز باکتري انجام

برداري نیاز خاتمه نسخهانداز شروع شده و اختصاصی آنزیم به راه
د این آنزیم قادر به شوبه سیگنالهاي بخصوصی دارد که باعث می

T7رونویسی را دراین آنزیم . اي نباشدDNAرونویسی از هر 

DNAاندازهاي داراي راهژنوT7 و خاتمه دهندهT7انجام می -
,.Studier and Moffattدهد  1986; Carter et al., 1981;

Borkotoky et al. پپتیدي این آنزیم داراي زنجیره پلی). (2016
آنزیم .باشددالتون می98092د با وزن مولکولی آمینواسی883

T7RNAاولین بار از باکتریوفاژ پلیمرازT7اي کننده باکتريآلوده
Chamberlin et(جداسازي گردیده است 1969در سال کولاي 

al., تعیین گردید و 1980ساختار اولیه این آنزیم در سال ). 1970
تجزیه و تحلیلایکسبوسیله اشعهآنساختار کریستالی

,.Sousa et al(گردید 1993; Cheetham and Steitz., 1999;

Basu et al. T7RNAتولیدي توسط آنزیم mRNAغلظت . )2014

هاي ریبوزمی قابل مقایسه هست و RNAپلیمراز با غلظت 
کل پروتئنیها در % 50بنابراین تولید پروتئین توسط این آنزیم 

,Studier and Moffatt(عرض چند ساعت خواهد بود  1986( .
In vivoنه تنها در محیط RNAپلیمراز براي سنتز T7RNAآنزیم 

نیز (In vitro)در شرایط آزمایشگاهی RNAبلکه براي سنتز
در شرایط آزمایشگاهی بوسیله RNAسنتز . باشدمناسب می

T7RNAهاي اي در انواع دستورالعملپلیمراز به طور گسترده
و دستورالعمل اسمارت ) Eberwine(ه روش ابروین تکثیر از جمل

)SMART(شود ، استفاده می)Liang. 2007Pamela et al.

2004;.(

و PCRبر اساس روش cDNAو RNAپیش از این سنتز 
گرفت ولی به دلیل تکثیر فعالیت ترانس کریپتاز معکوس انجام می

اي پلیمرازها، یک روش جدیدي برTagو خطايcDNAمتغیر 
شود ابداع گردید که روش ابروین نامیده میcDNAو RNAسنتز

انداز که اساس آن رونویسی در شرایط آزمایشگاهی بر اساس راه
T7 وT7RNAهاي سنتز اساس بسیاري از کیت. باشدپلیمراز می

RNA استفاده از این روش و آنزیمT7RNAباشد پلیمراز می
)Russel et al. 2008.(
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RNAآنزیم تز شده توسطهاي سنT7RNA پلیمراز در مطالعه
در شرایط آزمایشگاهی در آزمایشات RNAساختار و عملکرد 

گر مداخلهRNAسادرن بلات، ریزآرایه، هیبریداسیون از جمله 
)RNA interference(استفاده می... ، آزمایشات آنتی سنس و-

اي هپلیمراز ژنT7RNAبوسیله آنزیم RNAبراي سنتز . شوند
باشد، همسانه میT7انداز مورد نظر در ناقلهایی که داراي راه

.Pamela et al(شود سازي می 2004; Novak et al. 2004 ; Yang

et al. هاي سازي و جداسازي این آنزیم از سلولخالص). 2007
،نزیم به میزان کمآنیست چون مناسبژتحت تاثیر باکتریوفا

بلافاصله پس از همچنین. شودید میتولبلافاصله بعد از عفونت 
.شودانجام میسلول در مدت کوتاهی شدنلیز تولید این آنزیم، 

و ناقل مناسباین آنزیم در یک ژن با همسانه سازيبنابراین 
مقادیر زیادي از این آنزیم توان میزبان مین به داخل سلول آانتقال 

Nilson et al(نمود را تولید  . 2013; Davanloo et al. در ). 1984
هاي گذشته تولید تجاري و در مقیاس وسیع این آنزیم به دهه

پلیمراز بوجود T7RNAمنظور توسعه تکنولوژهاي مبتنی بر آنزیم 
ها در باکتریها تولید گردیده است آمده است و بیشتر این آنزیم

)Davanloo et al. T7RNAبه طور معمول تولید آنزیم ). 1984

. هاي میکروبی وابسته استکیب عمدتاً به سیستمپلیمراز نوتر
با توجه به . باشدهمچنین فرمهاي تجاري این آنزیم گران می

هاي بیوتکنولوژي و اهمیت روزافزون این آنزیم در پژوهش
تولید انبوه و کم هزینه آن در قالب کشاورزي ،ژنتیک مولکولی

ه نیاز با توجه ب. اي برخوردار استمولکولی از اهمیت ویژه
روزافزون تولید تجاري این آنزیم در شکل صحیح و مقیاس 
گسترده، در این تحقیق از گیاه توتون به عنوان یک منبع مناسب 

.براي تولید این آنزیم استفاده شده است

هاروشومواد

PCRپلیمراز پس از تکثیر از طریق T7RNAدر این پژوهش ژن 

بین pCAMBIA1304انی با آغازگرهاي اختصاصی در ناقل بی
هاي با استفاده از آنزیمNOSدهنده و خاتمهCaMV35Sانداز راه

E .coliهمسانه سازي گردید و به باکتري BstEIIو BglIIبرشی 

هاي تهیه شده با استفاده از آزمونسازه ژنی. منتقل و تکثیر شد

PCRیابی و همردیف، واکنش هضم آنزیمی و در نهایت توالی-

این سازه . هاي اطلاعاتی مورد تأیید قرار گرفتآن در بانکسازي 
سپس به آگروباکتریوم منتقل شده و در نهایت از آگروباکتریوم 

گیاهان توتون حاوي ژن . جهت تلقیح گیاهان توتون استفاده شد
T7RNAهاي کشت انتخابی باززایی پلیمراز با استفاده از محیط

استفاده RT-PCRو PCRشژن از روجهت اثبات انتقال . شدند
.گردید

باکتریها

.Eدر این پژوهش از دو باکتري  coli سویهDH5α و
Agrobacterium tumefaciens سویهLBA4404از . استفاده شد

به عنوان میزبان نگهداري و تکثیر سازه تهیه شده E. coliباکتري 
جهت انتقال ژن مورد نظر بهA. tumefaciensاستفاده شد و از 

.گیاه توتون استفاده شد

آغازگرها

اي انجام پلیمراز طراحی آغازگرها به گونهT7RNAبراي تکثیر ژن 
درج در برايBstEIIو BglIIبرشی هاي شد که حاوي جایگاه

به منظور افزایش کارایی هضم . باشندpCAMBIA1304ناقل 
، هاي برشی، دو توالی اضافی به عنوان لنگرگاه آنزیمتوسط آنزیم

).1جدول (به دو طرف آغازگر افزوده شد 

pCAMBIA1304سازي در ناقل براي همسانهآغازگرها -1جدول

Table1. Primers for cloning in  pCAMBIA1304

توالی آغازگرنام آغازگر

GGAAGATCTGATCCGGATTTACTAACTGGAGAGآغازگر پیشرو

CCGGTCACCTCCGGAGTCGTATTGATTTGGآغازگر معکوس

هااقلن

تهیه (pAR3283ناقل از پلیمراز،T7RNAژن در مطالعه حاضر
ویلیام استودیر، آزمایشگاه ملی بروکهیون، ایالات از دکترشده 

. منتقل شدpCAMBIA1304ی گیاهی نناقل بیابه) متحده، آمریکا
اي گزینش باکتریایی، رداراي ژن مقاومت به کانامایسین باین ناقل 

اندازراهومایسین جهت گزینش در گیاه،ژن مقاومت به هیگر
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CaMV35S و توالی خاتمه دهندهNOSاست.

گیاهان توتون

Nicotiana tabacumدر این تحقیق گیاه توتون  cv. Xanthi

تهیه شده از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست (استفاده شد 
بدون هورمون و ،MS2/1بذور استریل شده و در محیط ). فناوري

3-2ساقه گیاه توتون به قطعاتی به طول. بیوتیک کشت شدندیآنت
سانتیمتر حاوي یک جوانه و یک برگ بریده شده و به ظروف 

بیوتیک بدون هورمون و آنتیMSاي حاوي محیط کشت شیشه
بعد از دو هفته گیاهان رشد کرده و جهت تلقیح .منتقل گردیدند

.آماده شدند

PCRو تخلیص محصول PCRتکثیر با 

با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی با استفاده DNAتکثیر قطعه 
در (PCRمواد واکنش دهنده . از دستگاه ترموسایکلر انجام شد

dNTP ،mMاز mM2/0: عبارت بودند از ) µl25حجم 

MgCl25/1 ،mM5/0 ،300- 100از هر یک از آغازگرها
. پلیمرازpfuزیم به عنوان الگو و نیم واحد از آنDNAنانوگرم از 

شامل دماي پلیمرازT7RNAبراي تکثیر آنزیم PCRشرایط 
ºC62، دماي اتصال ثانیه50به مدتºC94واسرشت سازي 

به تعداد دقیقه5به مدت ºC72ثانیه و دماي طویل شدن 40براي 
از کیت PCRجهت تخلیص محصول . باشدچرخه می35

محصول تخلیص شده و سپس . استفاده گردیدVivantisتخلیص 
BstEIIو BglIIهاي با آنزیمpCAMBIA1304همچنین ناقل 

در نهایت ژن . سازي گردیدندخالصدوبارههضم گردیده و 
T7RNAدر ناقل بیانی گیاهی پلیمرازpCAMBIA1304

.شدنامیده pACT7سازه بدست آمده . سازي شدهمسانه

تهیه شدههبا سازE. coliتراژن نمودن 

. باکتري از روش شوك حرارتی استفاده شدتراژن نمودنبراي
ذوب گردیده E. coliهاي مستعد شده بدین صورت که باکتري

سازي به آرامی مخلوط گردیده و به انهسه با محصول هماهمر
سپس باکتریها به مدت . دقیقه روي یخ قرار داده شدند30مدت 

دقیقه قرار داده 2در یخ به مدتدوبارهو ºC42ثانیه در دماي 90

مایع به LBمحیط میکرولیتر700د عدر مرحله ب.شدند
دقیقه در شیکر انکوباتور 45ها اضافه شده به مدت میکروتیوب

در نهایت محلول باکتري حاصل . قرار داده شدندºC37در دماي 
گرم در میلی50(بیوتیک کانامایسین روي پتري دیش حاوي آنتی

ساعت نگهداري 16به مدت ºC37ر دماي توزیع شد و د) لیتر
.گردید

توتون با استفاه از آگروباکتریومتیتراریخ

کشت داده شدند و جوانترین MSگیاهان توتون بر روي محیط 
سوسپانسیون . براي تلقیح انتخاب شدند) سانتیمتر4طول (برگها 

. حاوي سازه مورد نظر تهیه گردید) OD600=0.8(آگروباکتریوم
د و در داخل پتري نشدمعه تقسیطق10آماده شده به برگهاي

از سوسپانسیون آگروباکتریوم به لیترمیلی30هاي حاويدیش
در این مدت هر چند . دقیقه زیر هود نگهداري شدند10مدت 

قطعات برگی بر روي .شدداده ها دقیقه یکبار شیک آرامی به پتري
NAA +2تر گرم در لیمیلیMS+1/0محیط (محیط هم کشتی 

در تاریکی به ºC26منتقل و در دماي ) BAPگرم در لیتر میلی
در مرحله بعدي این قطعات برگی . روز نگهداري شدند2مدت 

-میلی25و 15+ شامل محیط هم کشتی (MSIIIبر روي محیط 

در ) گرم در لیتر سفوتاکسیممیلی250گرم در لیتر هیگرومایسین و 
ساعت 8ساعت روشنایی و 16ي با یک دوره نورºC26دماي

بعد از ساقه زایی، . هفته منتقل شدند4تاریکی براي مدت 
محیط پایه (اي حاوي محیط ریشه زایی ها به ظروف شیشهگیاهچه

MS +25گرم در لیتر میلی200گرم در لیتر هیگرومایسین و میلی
انتقال و در دماي ) NAAگرم در لیتر میلی5/0+ سفوتاکسیم 

ºC26روز 14ساعت روشنایی به مدت 16ا دوره نوري ب
در نهایت بعد از . نگهداري شدند تا ریشه زایی صورت گرفت

یی، گیاهان توتون به گلدانهاي حاوي ورمیکولات منتقل و اریشه ز
.سپس به خاك انتقال داده شدند

PCRبررسی و DNAاستخراج 

تخابی برگهاي جوان گیاهان باززایی شده بر روي محیط کشت ان
گرفتند و استخراج ر مورد استفاده قراDNAبراي استخراج 

DNA به روشCTABبررسی .انجام شدPCRبا استفاده از
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T7RNAهان حاوي ژن اآغازگرهاي اختصاصی انجام و گی

.پلیمراز شناسایی و انتخاب شدند

)cDNA)RT-PCRو سنتز RNAاستخراج 

روي محیط کشت انتخابی برگهاي جوان گیاهان باززایی شده بر 
استخراج RNA. مورد استفاده قرار گرفتندRNAبراي استخراج 

.شده براي بررسی کمیت و کیفیت روي ژل آگارز بررسی گردید
استخراجی، RNAژنومی از DNAبه منظور حذف آلودگی 

DNaseتیمار با آنزیم  I انجام شد و جهت اطمینان از حذف
PCRخراج شده واکنش هاي استRNA، از DNAآلودگی 

، RNAاز محلول استخراج RNAبراي استخراج .صورت گرفت
RNX Plus)براي سنتز سپس .استفاده شد) سیناکلونcDNA از

قبل . استفاده گردید) Invitrogeneشرکت SuperscriptII(کیت
RNA ،5براي حذف ساختارهاي ثانویه PCRاز افزودن مخلوط 

در دستگاه ترموسایکلر قرار گرادنتیدرجه سا70دمايدقیقه در
ها به کمک آنزیم RNAرونویسی معکوس از روي . ه شدددا

و dTترانس کریپتاز معکوس در حضور آغازگرهاي تصادفی، 
انجام پلیمراز T7RNAژن همچنین آغازگر معکوس اختصاصی

ي سنتز شده توسط آب استریل رقیق سازي cDNAسپس . گرفت
سازي به براي رقیق. نگهداري گردید-c20˚شد و در دماي 

-RTمخلوط حاصل واکنش PCR آب لیتر میکرو40میزان
لیتر از آن براي انجام میکرو3اضافه شد و دیونیزه دوبار تقطیر

PCRهايواکنش. به عنوان الگو استفاده گردیدPCR به شرح
,.cDNA)(Jain et alبراي تأیید صحت سنتز .قبل انجام شدند

2006; Xiao et al. 2012; Lee et al. ، از ژنهاي دایم 2010
در این تحقیق آغازگرهاي ژن . شودبیان شونده استفاده می

با توالی(GAPDHفسفات دهیدروژناژ -3گلیسرول 
TATGTTTGTTGTTGGTGTCAACGAGCACGAATACAAGF:

به ) :ATGTTAAATGATGCAGCCCTTCCACCTCTCRو
.کنترل مثبت استفاده گردیدعنوان ژن دایم بیان شونده و

با آغازگرهاي PCRبوسیلهپلیمرازT7RNAتکثیر ژن 
اختصاصی

-پلیمراز با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی و محلT7RNAژن 

در آغازگر (BstEIIو ) درآغازگر پیشرو(BglIIهاي برشی 
تیجه ن. تکثیر گردیدPCRطراحی شده بود، از طریق ) معکوس

).1شکل(باشد بیانگر تکثیر مناسب میPCRمحصول الکتروفورز

مارکر : M، پلیمرازT7RNA، تکثیر PCRمحصول واکنشالکتروفورز-1شکل
Kb1 ،1 : محصولPCR، تکثیر قطعهbp2752 ژنT7RNAواکنش : 2پلیمراز

)آب به عنوان الگو(شاهد 

Figure 1. Electrophoresis of the PCR product, amplification of T7RNA
polymerase 1: PCR product 2: control (water as template) M: 1 kb DNA
Ladder.

پلیمراز در ناقل بیانی گیاهی T7RNAسازي ژن همسانه
)pCAMBIA1304 (

وBglIIهاي برشی ناقل با آنزیمو همچنین PCRمحصول 
BstEIIها، واکنش اتصال برشپس از صحت.برش داده شدند

وکتوردرمحصول هضم آنزیمی صورت گرفت و در نهایت 
pCAMBIA1304شکل (ایجاد شده سازه. گردیدهمسانه سازي

نتایج
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منتقل DH5αاد ژنE. coliشوك حرارتی به باکتري به روش ) 2
هضم آنزیمی ،PCRسازي از واکنش یید همسانهأجهت ت. گردید

، و تعیین توالی استفاده )3شکل (BstEIIو BglIIهاي با آنزیم
اندازه ناقل نوترکیب خطی شده در اثر هضم با یک آنزیم .شد

BglII وBstEII نوکلئوتیدي صحت همسانه 15114به طول
BglIIدهد و همچنین هضم آنزیمی با دو آنزیم سازي را نشان می

2752خروج قطعه همسانه سازي شده به اندازه BstEIIو
آنالیز همردیفی این ژن ). 3شکل (را تأیید کرد نوکلئوتیدي 

شماره بهNCBIدرصدي را با توالی پایگاه 98-97شباهت 
پلیمراز T7RNAدهد که آنزیم نشان میJQ436739.1دسترسی 

به آگروباکتریوم با استفاده از pACT7بیانیسازهانتقال . است
رد نظر تریوم حاوي ژن موکآگروبا. الکتروپوراسیون انجام گرفت

هاي ریفامپیسین و بیوتیکداراي آنتیLBمحیط کشتروي
با PCRبررسی کلونی ها با روش. داده شدکانامایسین رشد 

جفت بازي را در 2752آغازگرهاي اختصاصی حضور قطعه 
.یید کردأآگروباکتریوم ت

به توتونT7RNAانتقال ژن 
قیح با نمودن گیاهان توتون با استفاده از تلهعمل تراریخت
برگهاي توتون که با . صورت گرفتLB4404اد ژآگروباکتریوم ن
تلقیح شدند بر روي محیط ) pACT7حاوي سازه (اگروباکتریوم 

-میلی25و 15(بیوتیک هیگرومایسین کشت انتخابی حاوي آنتی

. ار گرفتندرق) گرم در لیترمیلی250(و سفوتاکسیم ) در لیترگرم

این سازه داراي ژن مقاومت به هیگرومایسین، محل .pACT7سازه -2شکل 
- ، توالیNOS، توالی خاتمه دهنده CaMV35Sاندازراه، BstEIIو BglIIبرشی 

.باشدپلیمراز میT7RNAهاي مرزي چپ و مرز راست و ژن 
Figure 2. T-DNA region of pACT7. LB and RB: Left and Right Borders,
HYG(R): Hygromycin selectable marker, CaMV35S: Cauliflower Mosaic
Virus promoter and NOS: Nopaline Synthase terminator.

: 2و pACT7 ،1الکتروفورز هضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب - 3شکل 
و خطی شدن BglIIهضم پلاسمید نوترکیب با آنزیم : 3پلاسمید نوترکیب 

هضم با دو آنزیم : 5و خطی شدن پلاسمید BstEIIیم هضم با آنز: 4پلاسمید 
BglII وBstEIIو خروج قطعه 1پلاسمیدbp2752 6ژن همسانه سازي شده :

ژن bp2752و خروج قطعه 2پلاسمیدBstEIIو BglIIهضم با دو آنزیم 
Kb1مارکر: Mهمسانه سازي شده، 

Figure 3. Proof of the presence of T7RNAP gene by digestion reaction. 1
and 2: recombinant vector, 3: recombinant vector after digestion by BglII
enzyme, 4: recombinant vector after digestion by BstElII enzyme, 5:
recombinant vector 1 after digestion by BglII and BstEII enzymes, 6:
recombinant vector 2 after digestion by BglII and BstEII enzymes. M: 1
kb DNA Ladder.

ها بر سطح محیط هاي اولیه از ریزنمونهپیدایش و رشد جوانه: الف-4شکل 
هفته بعد از تلقیح،4الی 3. هیگرومایسینmg.L-115انتخابی اولیه حاوي 

هیچ گونه باززایی بر روي : هاي تلقیح شده تولید گیاهچه نمودند، بریزنمونه
: ج.نشدمشاهده) لبدون ناقتلقیح با آگروباکتریوم (هاي شاهد هریزنمون

.ها در گلدانرشد گیاهچه: زایی، دها در محیط ریشهگسترش ریشه
Figure 4 A: Regeneration of plants on selection medium containing
hygromycin (15 mg/l), B: negative Control C: plants on selection
medium, D: Transgenic tobacco plants in pots.
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هاي تلقیح شده تولید گیاهچه کردند س از چند هفته ریز نمونهپ
در حالی که که هیچگونه باززایی بر روي برگهاي ) الف-4شکل(

بدون تلقیح با آگروباکتریوم و تلقیح با (توتون گیاهان شاهد 
).ب- 4شکل( مشاهده نگردید ) آگروباکتریوم بدون سازه

PCRنومی و آنالیز ژDNAاستخراج 

باززایی شده ژنومی از برگهاي جوان گیاهان DNAراج استخ
ژنومی این گیاهان با DNAبر روي PCRآنالیز . انجام گرفت

جفت باز را 2752استفاده از آغازگرهاي اختصاصی، وجود قطعه 
دهد در حالی که در گیاهان شاهد هیچ گونه باندي نشان می

).5شکل(مشاهده نشد 

با استفاده از آغازگر اختصاصی PCRمحصول الکتروفورز-5شکل 
T7RNAPجفت بازي را 2752حضور قطعه 4تا 1لاین بر روي گیاه تراریخته
مارکر : Mدهد هیچ گونه باندي را نشان نمیتوتون شاهد: Sدهدنشان می

Kb1
Figure 5 Electrophoresis of the PCR product in transgenic plant by PCR,
M: 1 kb DNA Ladder, 1-4 : transgenic plant, S: wild type plant.

)cDNA)RT-PCRو سنتز RNAاستخراج 
لایـن  (از برگهـاي جـوان گیاهـان بـاززایی شـده      RNAاستخراج 

هاي استخراجی داراي کیفیت مناسب RNA. انجام گرفت)5الی1
اسـتخراج  RNAتیمـار  ). 6شـکل  (بـود  S18و S28واحد زیرو

RNA.  انجـام گردیـد  DNAبـراي حـذف   DNaseبا آنزیم شده

، بـه عنـوان الگـو    PCRدر واکـنش  DNaseتیمار شـده بـا آنـزیم    
در . هیچ تکثیـري انجـام نشـد   DNAاستفاده شد و با حذف کامل 

انجام شد براي استخراج شدهRNAبراي cDNAاین مرحله سنتز 
میکرولیتـر  RT-PCR ،40رقیق سازي به مخلوط حاصـل واکـنش   

بـه  PCRمیکرولیتر از آن بـراي انجـام   3آب دیونیزه اضافه شد و 
آغـازگر ژن  بـا  cDNAصحت ساخت . عنوان الگو استفاده گردید

) فسفات دهیدروژناژ-3گلیسیرآلدئید (GAPDHدایم بیان شونده 
). الـف -7شـکل  (، تأیید شد GAPDHمربوط به ژن باند و تکثیر 
ــالیز  ــا اســتفPCRآن T7RNAاده از آغازگرهــاي اختصاصــی ژن ب

جفت بـاز  2752ساخته شده، وجود قطعه cDNAپلیمراز بر روي 
در حالی که در گیاهان شـاهد هـیچ گونـه بانـدي     دهدرا نشان می

).ب-7شکل(مشاهده نشد 

: 5، 4الی 1استخراج شده از گیاهان تراریخته لاین RNAالکتروفورز - 6شکل 
RNAغیر تراریخته(خراجی از توتون شاهد است (M : مارکرKb1

Figure 6. Electrophoresis of RNA extracted from transgenic plants Line
1 to 4, 5: RNA extracted from non-transgenic plant M: 1 kb DNA Ladder.

ژنرهاي آغازگتوسط PCRمحصول واکنش الکتروفورز:الف-7شکل 
GAPDHروي برcDNAالکتروفورز محصول : ب) 4-1لاین (هاي سنتز شده
روي برپلیمرازT7RNAژن اختصاصیرهاي آغازگتوسط PCRواکنش 
cDNAباندگیاه تراریخته: 5-2)عدم تکثیر(گیاه شاهد: 1هاي سنتز شده ،
Kb1مارکر : Mدهدجفت بازي را نشان می2752

Figure 7. A: Electrophoresis of PCR product with GAPDH primers on
the cDNA synthesized (lane 1 -4) B: Electrophoresis of PCR product with
T7RNA-specific primers on the cDNA synthesized 1: control plant 2 -5:
Transgenic plants. M: 1 kb DNA Ladder
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همسانه هاي مختلف باکتریایی سیستمپلیمراز در T7RNAآنزیم 
و تولید آن در گیاه همسانه سازيو تولید شده است ولی سازي

در این پژوهش از ناقل بیانی .کمتر مورد توجه قرار گرفته است
pCAMBIA1304ن ژسازي و انتقال جهت همسانهT7RNAPبه

این ناقل به علت دارا بودن یک سري از . توتون استفاده گردید
گیها به میزان زیادي درانتقال ژن به گیاهان مورد استفاده قرارژوی

هت انتخاب ج(این ناقل داراي ژن مقاومت به کانامایسن . گیردمی
جهت (و ژن مقاومت به هیگرومایسین ) باکتري حاوي ناقل

اندازراههاي گزینشگر، ان ژنوبه عن) هاریخترانتخاب گیاه ت
CaMV35S خاتمه دهنده ،NOSاشدبمی)Pratheesh et al.

ها و پایداري در اندازه کوچک این ناقل، تعدد نسخه). 2013
اي در دولپه. باشدیگیهاي این ناقل مژآگروباکتریوم از سایر وی

یک انتخاب مناسب و CaMV35Sاندازراههایی مثل توتون 
شود باشد که باعث بیان قوي و دائمی ژن مورد نظر میعمومی می

)Raha et al. جهت انتقال ژن به گیاه توتون از . )2008
تراریختیاي جهت آگروباکتریوم استفاده شد که به طور گسترده

گیاه توتون به تلقیح .شودایها استفاده میدو لپهبخصوصگیاهان 
و به طور مستقیمهاگیاهچه، اد آگروباکتریوم حساس استژبا ن

هاي بریده شده ل لبهگردند و از محبدون تشکیل کالوس، باززا می

-میریزنمونه برگی تلقیح شده با آگروباکتریوم حاوي ناقل رشد 

.Gubis et al(کنند بر PCRروشهاي مولکولی با بررسی). 2007
پلیمراز T7RNAو گیاهان شاهد، انتقال ژنهوي گیاهان تراریختر

RNAدر این تحقیق تیمار .دداا شده را نشان زبه گیاهان باز

. انجام گردیدDNAبراي حذف DNaseج شده با آنزیم استخرا
هاي استخراجی RNAژنومی از DNAدر صورت عدم حذف 

cDNAسنتز شده خالص نخواهد بود و نتایجRT-PCR براي
.Bustina and Tania(تأیید تراریختی فاقد اعتبار لازم خواهد بود 

و PCRارزیابی ملکولی گیاهان تراریخته از طریقپس از ). 2004
RT- PCRهاي ، تا در نسلاین گیاهان به گلخانه منتقل شدند

.بعدي مورد آنالیز قرار گیرند

هـایی اسـت کـه در    پلیمراز یکی از مهمترین آنزیمT7RNAآنزیم 
هاي مختلف بیوتکنولوژي، علـوم پایـه، پزشـکی و صـنعت،     زمینه

نـزیم  همچنین از این آگذشتهسالهاي رد. کاربردهاي فراوانی دارد
هاي مختلف بیانی براي افزایش بیان و پایداري بیـان ژن  در سیستم

پلیمـراز داراي خصوصـیاتی   T7RNAآنـزیم . استفاده شده اسـت 
باشـد از  هـاي بیـانی مناسـب مـی    است که براي استفاده در سیستم

، بسـیار  انـداز راهعدم نیاز به فاکتور اضافی بـراي شناسـایی   جمله
انـداز راهط ژنهـاي تحـت کنتـرل    کنـد و فق ـ اختصاصی عمـل مـی  

.Tunitskaya et al(را بیان می کنداختصاصی  ا توجه بـه  ب). 2002
، تولید انبوه و کم هزینه ایـن  هاپژوهشکاربرد وسیع این آنزیم در 
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Rhizoctoniaي وسیلههایی است که بهترین بیماريي رایزوکتونیایی یکی از شایعمیرگیاهچه

solaniبا وجود تاثیر نسبی برخی از مواد شیمیایی در کنترل این . شوددر سراسر جهان ایجاد می
حفاظت گیاهان در هاي مناسب برايرسد که کنترل بیولوژیک یکی از روشبیماري، به نظر می

Beauveriaقارچ اندوفیت . برابر این بیمارگر باشد bassiana ،علاوه بر پارازیته کردن حشرات ،
ها را افزایش و مقاومت آنوسیعی از گیاهان را کلنیزه کرده صورت سیستمیک دامنهتواند بهمی

.Bدر این پژوهش، توانایی سه جدایه از قارچ . دهد bassianaمیري پنبه رل گیاهچهجهت کنت
در فعالیت اندوفیتیضمن کار رفته، هاي بهنتایج نشان دادند که جدایه. مورد بررسی قرار گرفت

هاي با توجه به نتایج حاصل از بررسی. توانند به طور قابل توجهی از شدت بیماري بکاهندمیگیاه، 
اسپور 107با غلظت KJ24، جدایهگیري آنزیم پراکسیداز و پروتئین کل گیاهاي و اندازهگلخانه

رسد این امر به نظر می. ترین تیمار در کنترل این بیماري شناخته شدعنوان مناسبلیتر، بهدر میلی
و TS7لیتر دو جدایهاسپور در میلی107غلظت . کنندگی رشد گیاه باشدناشی از خاصیت تحریک

TS12با توجه به افزایش پروتئین کل . اري بکاهندنیز توانستند در حد قابل توجهی از شدت بیم
تواند ناشی از تحریک مقاومت گیاه ها، این کاهش بیماري میدر گیاهان تیمار شده با این استرین

.هاي مورد نظر باشدط جدایهستو

هاي کلیديواژه
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مقدمه

solaniRhizoctoniaهاي قارچی خاکزاد ترین بیمارگریکی از مهم

هاي مهم اقتصادي، باعث ایجاد بیماريکهدر سراسر جهان است 
Muriungi).شود در انواع محصولات کشاورزي از جمله پنبه می

et al. از مواد شیمیایی در کنترل برخی تاثیر نسبیبا وجود(2014
-رضایتنتیجهکنترل شیمیاییبیماري، استفاده از این روشاین

از . داردمحیطی نیز در پی هاي زیستنداشته و آلودگیبخشی
کنندگان بر این باورند که طرفی، امروزه در سراسر جهان، مصرف

-استفاده از سموم شیمیایی در تولید محصولات کشاورزي، باید به
.et alطور قابل توجهی کاهش یابد  2001)(Butt .طبق بررسی-

حل سازگار با تواند یک راههاي دانشمندان، کنترل بیولوژیک می
هاي خاکزاد زیست، براي حفاظت گیاهان در برابر بیمارگرمحیط

Weller).(باشد  et al. برداري از امروزه بهره2002
ها، ها و قارچها، ویروسهاي طبیعی مانند باکتريمیکروارگانیسم

هاي هرز بسیار قابل توجه ها و علفنترل آفات، بیماريجهت ک
هاي بیوکنترل در حال توسعه ها استفاده از قارچبوده و در میان آن

Butt)(است  et al. هاي آنتاگونیست، تاثیر بیوکنترلی قارچ. 2001
در برخی از . مختلفی استاي از سازوکارهايي مجموعهنتیجه

بیوز، رقابت و پارازیتیسم، نقش قارچ یاین سازوکارها از جمله آنت
بیوکنترل مستقیم بوده و در برخی دیگر از جمله القاي مقاومت 
گیاه، کلنیزه کردن اندوفیتی گیاه و تحریک رشد گیاه، نقش 

Ownley).(غیرمستقیمی دارند  et al. هاي برخی از قارچ2010
، از به عنوان اندوفیت، B. bassianaگر حشرات از جمله بیمار

توانند موجب حفاظت آن طریق کلنیزه کردن سیستمیکی گیاه، می
Ownley).(هاي گیاهی شوند گردر برابر بیمار et al. فعالیت 2010

هاي در تعدادي از گونهB. bassianaهایی از اندوفیتی جدایه
سبز، سویا، ذرت، تاتوره، فرنگی، پنبه، لوبیاگیاهی از جمله گوجه

Ownley).گزارش شده است کاکائواهچهیگزمینی و سیب et al

2008 and علیه B. bassianaچنین توانایی آنتاگونیستی هم(2010
Fusariumقبیل هاي مختلفی از گربیمار oxysporum،Armillaria

mellea،Rosellinia necatrix ،R. solaniوPythium

myriotylumاثبات رسیده است بهGriffin کاربرد ).(2007

فرنگی نشان در بذور گوجهB. bassianaقارچ11-98ي جدایه
.Bداده است که  bassianaصورت ها را بهتواند گیاهچهمی
ها در برابر  فیتی کلنیزه کند و باعث حفاظت آناندوفیتی و اپی

Ownley)میري شود گیاهچه et al. استفاده از همین جدایه . (2008
میري رایزوکتونیایی، توانسته بر کاهش گیاهچهدر بذور پنبه، علاوه 

Griffin)است مقاومت سیستمیک القایی را فعال کند  در . (2007
، B. bassianaهاي آزادي و همکاران، سه جدایه از قارچ بررسی

از طریق تحریک رشد گیاه و القاي مقاومت سیستمیکی، به طور 
در گیاهان میري رایزوکتونیایی را چشمگیري بیماري گیاهچه

ها در شرایط چنین این جدایههم. فرنگی کاهش دادندگوجه
داري طور معنیآزمایشگاهی، با تولید ترکیبات فرار و غیر فرار به

Azadiباعث کاهش رشد بیمارگر شدند  et al. 2015b) .( بنابراین
عنوان یک بتواند بهB. bassianaرسد که قارچ اندوفیت به نظر می

ل، با استفاده از سازوکارهاي مختلفی موجب کاهش عامل بیوکنتر
به همین منظور در پژوهش حاضر، . هاي گیاهی شودبیماري

در کنترل بیماري B. bassianaکارایی و تاثیر سه جدایه از قارچ 
رایزوکتونیایی پنبه و کاهش شدت بیماري، مورد بررسی قرار 

.گرفت

واد و روشها م

هاي قارچ آنتاگونیستو جدایهR. solaniگربیمارتهیه

B. bassianaقارچ آنتاگونیست TS12وTS7،KJ24هاي جدایه

پزشکی دانشگاه شهید مدنی شناسی گروه گیاهاز آزمایشگاه حشره
از AG-4گروه آناستوموزي باR. solaniگر آذربایجان و بیمار

ه تهران پزشکی دانشگاشناسی گروه گیاهکلکسیون آزمایشگاه قارچ
Sabouraudهاي قارچ آنتاگونیست در محیط جدایه. تهیه شد

Dextrose Agar)(Senthamizhlselvan et al. .Rو 2010

solani در محیطPotato Dextrose Agarکشت داده شدند .

R. solaniبررسی میکروسکوپی نحوه تاثیر آنتاگونیست برروي

.Bهاي هاي جدایهفنحوه ارتباط بین هیمنظور مشاهدهبه

bassianaهاي میکروسکوپی با استفاده از و قارچ بیمارگر، بررسی
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Suروش سو و همکاران انجام شد et al.2012) ( و اسلایدهاي
.، مورد بررسی قرار گرفتند40×نمایی تهیه شده با بزرگ

هاي آنتاگونیست بررسی تولید توکسین توسط جدایه

ي پارون و بگوم روش تغییر یافتهجهت انجام این آزمایش، از 
Begum(استفاده شد  2010Parveen and .(این ترتیب که به

هاي قارچ آنتاگونیست تهیه و در میلی متري از جدایه5قطعات 
Methylene)هاي پتري حاوي محیط متیل بلو آگار مرکز تشتک

Blue Agar) 7/4(با(pHهايپس از ده روز، تشتک. کشت شد
ي قارچی بررسی ي شفاف اطراف پرگنهاز نظر وجود هالهپتري 
این آزمایش در قالب طرح کامل تصادفی و در چهار تکرار . شدند

. انجام شد

بررسی فعالیت آنزیم کیتیناز آنتاگونیست

، B. bassianaهاي منظور سنجش فعالیت آنزیم کیتیناز جدایهبه
ي سلولی رایزوکتونیا ابتدا با استفاده از روش چان و تیان، دیواره

Chan and Tian)تهیه شد  عنوان تنها منبع کربن به و به(2005
سپس با استفاده از این محیط آنزیم . محیط لیلی بارنت اضافه شد

استخراج و با کاغذ واتمن صاف B. bassianaهاي کیتیناز جدایه
B. bassianaهاي شده و در نهایت عصاره آنزیمی کیتیناز جدایه

Chan and Tian)دست آمد به پس از تهیه عصاره . (2005
ي آنزیمی، لیتر عصارهمیکرو500آنزیمی، مخلوط واکنش شامل 

200درصد و Titrachem5/0)شرکت (لیتر کیتین میکرو300
این . تهیه شد) pH=4مولار و 2/0(لیتر بافر فسفات میکرو

گراد تیدرجه سان37±2ساعت در دماي 2محلول به مدت 
سالسیلیک نیترولیتر معرف ديمیلی2نگهداري شد و سپس 

)(DNS درجه سانتی100دقیقه در دماي 10به آن اضافه شد و -
متر نانو585میزان آنزیم کیتیناز در طول موج . گراد قرار گرفت

Kang).(گیري شد اندازه et al. هاي حاصل با استفاده از داده1999
ی فعالیت آنزیم کیتیناز براي هر جدایه از ، منحنروز8در طی 

. آنتاگونیست رسم شد

در جلوگیري B. bassianaهاي بررسی تاثیر آنتاگونیستی جدایه
اي فرنگی در شرایط گلخانهاز مرگ گیاهچه گوجه

هاي قارچ آنتاگونیست در ابتدا سوسپانسیون اسپوري جدایه
یتر تهیه شد و سپس لاسپور در میلی109و 105،107هاي غلظت

طور جداگانه با هر غلظت ، به)رقم ورامین(بذور استریل شده پنبه 
گر، از بذور گندم ي مایه تلقیح بیمارجهت تهیه. تیمار شدند
Tseng)استفاده شد  et al. درصد حجمی با 3و با نسبت (2008

-سپس بذور تلقیح شده با سوسپانسیون. خاك گلدانی مخلوط شد
ها در گلخانهگلدان. ها کشت شدندنیست، در گلدانهاي آنتاگو

درجه 27±2ساعت روشنائی و دماي 16تحت تناوب نوري 
این آزمایش در . درصد نگهداري شدند30گراد، رطوبت سانتی

تیمار 11و ) گلدان(تکرار 10هاي کامل تصادفی با قالب بلوك
و نه تیمار تیمارها شامل شاهد آلوده، شاهد غیر آلوده. انجام شد

اسپور 109و107، 105هاي شامل بذور پنبه آغشته شده با غلظت
. آنتاگونیست بودندTS12و TS7،KJ24هاي لیتر جدایهدر میلی

میري، در پایان هفته دوم پس از کاشت، با ظهور علایم گیاهچه
گیاهان مورد بررسی قرار گرفتند و میزان ضایعه حاصل از بیمارگر 

، مطابق روش کارلینگ و همکاران در پنج شاخص هاروي آن
آلودگی جزیی با (، یک )هیچ گونه آلودگی(متفاوت شامل صفر 

آلودگی متوسط با تیره شدن کامل (، دو )ایجاد یک شانکر در طوقه
آلودگی بالا با پوسیدگی کامل (، سه )بافت ریشه قبل از پوسیدگی 

همراه ایجاد ریشه بهآلودگی بالا با پوسیدگی کامل (، چهار )ریشه
گیري شد اندازه) از بین رفتن کل گیاه(و پنج ) هاي برگیلکه

)(Carling and Leiner هاي رشدي شامل چنین فاکتورهم. 1990
درصد . گیري شدندوزن تر و خشک و طول گیاهان اندازه

.محاسبه شد) 1(ي ها نیز طبق رابطهمیري بوتهگیاهچه

100×1) D = A1 - A2 /A1

: Dمیري،گیاهچهدرصد:A1هاي سالم موجود در تعداد بوته
.هاي سالم موجود در هر تیمارتعداد بوتهA2:وشاهد غیرآلوده

در گیاه پنبه B. bassianaبررسی اندوفیت بودن 

-در بافتB. bassianaهاي جهت اثبات فعالیت اندوفیتی جدایه
هاي هوائی ی از اندامهایي گیاهان پنبه، نمونههاي برگی و ساقه



آزادي و همکاران...Beauveria bassianaقارچکارآییارزیابی

1395پاییز و زمستان / 2شماره / 5دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  80

طور تصادفی انتخاب شدند و گیاهان تیمار شده در گلخانه به
ها تهیه شد و پس از استریل متري از آنسانتی2- 1قطعات 

هاي ویژگی. کشت داده شدندSDAسطحی در محیط 
هاي جداسازي شده با استفاده از میکروسکوپ مورفولوژیکی قارچ

هاي تر قارچچنین براي بررسی دقیقهم. قرار گرفتندمورد بررسی
بدین . اي پلیمراز استفاده شدشده، از واکنش زنجیرهجداسازي

Bbchit1-1هاي منظور از آغازگر

CGGAATTCATGGCTCCTTTTCTTCAAACCAG و
Bbchit1-2CGCCCGGGTTACGCAGTCCCCAAAGTCCC که

د باشند استفاده شمیChit1B. bassiana)(اختصاصی ژن کیتیناز 
)Fang et al. از روش ژئو و DNAجهت استخراج ). 2005

Zhuاستفاده شد همکاران et al. برنامه حرارتی مطابق ). (1993
Fang).(برنامه پیشنهادي فانگ و همکاران تنظیم شد  et al.2005

درصد الکتروفورز شد و نتایج با 1در ژل آگارز PCRمحصول 
Bio Doc Analyzeمدل Gel Documentationاستفاده از دستگاه 

ي تکثیر شده از نشانگر ي فرآوردهبررسی و براي تخمین اندازه
.استفاده شدVivantisبازي ژنومی یک کیلو جفت

در B. bassianaعصاره آنزیمی گیاهان جهت بررسی تاثیر تهیه
القاي مقاومت سیستمیکی گیاهان

ین گیاهی، از گیري آنزیم پراکسیداز و میزان پروتئجهت اندازه
بدین منظور، . ساقه و برگ گیاهان تیمار شده استفاده شد

ي ابوالیوسر ي آنزیمی گیاهان با استفاده از روش تغییر یافتهعصاره
-80در دماي گیريتا زمان اندازهو همکاران استخراج و

Abo-Elyosr(نگهداري شد  et al. 1976  .(

گیري آنزیم پراکسیداز اندازه

و همکاران ي سنجش میزان این آنزیم، از روش اوربانکبرا
میکرولیتر از عصاره آنزیمی، 50محلول واکنش شامل . استفاده شد

لیتر میکرو350مولار، میلی100لیتر بافر فسفات میکرو350
. مولار بودمیلیH2O270لیترمیلی1مولار و میلی10پیروگالول 

دستگاهتر درنانوم470میزان جذب در طول موج 
. ثبت شدT80مدل pg instrumentاسپکتروفتومترساخت شرکت

-تجزیهH2O2صورت میکرومول میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز به

Urbanek)(شد پروتئین در دقیقه محاسبهگرممیلیشده در et al.

1991 .

گیري مقدار کل پروتئین عصاره استخراج شده اندازه

میزان پروتئین موجود در عصاره مورد آزمایش و منظور ارزیابی هب
از روش برادفورد استفاده شد ، تهیه منحنی پروتئین استاندارد

).(Bradford 595ها در طول موج میزان جذب نمونه1976
تجزیه و استاندارد ومنحنیازاستفادهگیري شد، و بانانومتر اندازه

ينمونههردرمحلولپروتئینها، مقدار کلتحلیل آماري داده
گیاهتازهبافتگرمدرهرپروتئینگرممیکروصورتبهگیاهی

.شدمحاسبه

آماري بررسی

و )2/9ویرایش(SASافزار هاي حاصل با نرمتجزیه و تحلیل داده
افزار اي دانکن با نرمروش آزمون چند دامنهمقایسه میانگین به

MSTATC)ي رسم نمودارها نیز از برا. انجام شد) 10/2ویرایش
.استفاده شدExcelنرم افزار 

نتایج  

R. solaniهاي آنتاگونیست و بررسی نحوه ارتباط بین هیف

پس از بررسی اسلایدهاي میکروسکوپی تهیه شده از نحوه ارتباط 
و قارچ عامل بیماري، B. bassianaهاي هاي جدایهبین هیف

، قادر به پارازیته کردن و B. bassianaهاي مشاهده شد که جدایه
باشند ي قارچ رایزوکتونیا نمیي دیوارهیا  ایجاد بدشکلی و تجزیه

).1شکل (

هاي آنتاگونیست بررسی تولید توکسین توسط جدایه

- هاي آنتاگونیست در محیط کشت متیلده روز پس از رشد جدایه

و TS12هاي ي جدایهي شفافی در اطراف پرگنهآگار، ناحیهبلو
TS7 ها اندك بود، ولی چه قطر این هالهاگر). 2شکل(مشاهده شد

. قارچی را توسط این دو جدایه اثبات کردهاي ضدتولید توکسین
).2شکل (تغییري در محیط مشاهده نشد،KJ24در جدایه
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R. solaniهاي میسلیومباشند که با وجود احاطهمیB. bassianaهاي کنیديي دهندهنشانهافلش. بررسی میکروسکوپی ارتباط هیفی بین آنتاگونیست و بیمارگر-1شکل

. اندسبب بدشکلی یا تغییر در آن نشده
Figure 1. Microscopic examination of the relationship between the antagonist and the pathogen hyphae. The arrows indicate that despite surrounded the R.
solani mycelia by conidia of B. bassiana, not cause deformity or change it.

وجود هاله شفاف )KJ24 ،Bي عدم وجود منطقه شفاف در اطراف پرگنه)A. بلوآگاردر محیط متیلB. bassianaهاي قارچ بررسی تولید توکسین توسط جدایه-2شکل 
(هايدر اطراف پرگنه TS12استر ( وTS7)چپ.(

Figure 2. Study Toxin production by isolates of B. bassiana in the methylene blue agar medium. A) absence a clear zone around the colony of KJ24, B)

existence a clear zone around the colonies TS12 (right) and TS7 (left).

B. bassianaم کیتیناز قارچ سنجش فعالیت آنزی

هاي آنتاگونیست و سنجش عصاره آنزیمی جدایهپس از تهیه
نیتروسالسیلیک اسید، فعالیت آنزیم کیتیناز با استفاده از معرف دي

منحنی تغییرات آنزیمی در طی هشت روز براي هر جدایه از 
آنتاگونیست رسم شد؛ نتایج نشان داد که با گذشت زمان میزان 

-یت آنزیم کیتیناز در هر سه جدایه افزایش یافته است بهفعال

که در روز چهارم بیشترین مقدار آنزیمی توسط هر سه طوري
جدایه تولید شده است ولی پس از آن میزان تولید این آنزیم 

بیشترین و کمترین میزان آنزیم تولید شده به . کاهش یافته است
KJي ترتیب در جدایه ).3شکل (مشاهده شدTS7و 24

TS7، )خط(TS12هاي فعالیت آنزیم کیتیناز تولید شده توسط جدایه-3شکل 

در طول هشت روز B. bassianaقارچ ) خط تیره(KJ24و ) خط تیره و نقطه(
هر عدد میانگین سه تکرار بوده و میله . گراددرجه سانتی26±1رشد در دماي 

.باشدیار استاندارد میي انحراف معدهندهنشانError bar)(خطا 
Figure 3. Chitinase enzyme activity produced by isolates of TS12 (line),

TS7 (Dots and dashes) and KJ24 (Dash line) of B. bassiana during the

eight days of growth at a temperature of 26 ± 1°C .Vertical bars

represent ± S.E. of means (n=3).
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-در جلوگیري از گیاهچهB. bassianaهاي بررسی تاثیر جدایه

در پایان هفته دوم پس از :اي میري پنبه در شرایط گلخانه
میري، درصد کاشت بذور تیمار شده، با ظهور علائم گیاهچه

میري، شاخص شدت بیماري و فاکتورهاي رشدي محاسبه گیاهچه
میري یمارها از نظر درصد گیاهچهها نشان داد که تآنالیز داده. شد

درصد و از نظر طول 1و شاخص شدت بیماري در سطح احتمال 
. باشندداري میدرصد داراي اختلاف معنی5گیاه در سطح احتمال 

اسپور در 107ها نیز نشان داد که غلظت ي میانگین دادهمقایسه
میري و شاخصدرصد گیاهچه143/57با KJ24ي لیتر جدایهمیلی

چنین هم. کنندگی استداراي بیشترین اثر کنترل4/0بیماري 
متر بود سانتی667/28بیشترین طول گیاه در بین تیمارها برابر با 

در حالیکه گیاهان شاهد آلوده داراي . که در این تیمار مشاهده شد
. شاخص شدت بیماري بودند5/3میري و درصد گیاهچه714/85
لیتر اسپور در میلی105در غلظت کنندگیترین اثر کنترلکم

میري و شاخص بیماري درصد گیاهچه714/85با TS7ي جدایه
ترین طول ساقه چنین این تیمار داراي کمهم. مشاهده شد00/1

اسپور در 107ها، غلظت بر اساس نتایج حاصل از بررسی. نیز بود
میري با نشان دادن کمترین درصد گیاهچهKJ24ي لیتر جدایهمیلی

چنین بهترین اثر روي طول گیاه، به عنوان و شاخص بیماري و هم
. میري پنبه تعیین شدبهترین غلظت و جدایه براي کنترل گیاهچه

سایر فاکتورهاي رشدي شامل وزن تر و خشک گیاه داراي 
). 1جدول (داري نبودند اختلاف معنی

.ايهاي گلخانهبیماري و طول گیاه، در بررسیمیري، شاخص شدت مقایسه میانگین درصد گیاهچه-1جدول
Table 1. Mean comparison of percentage damping-off, disease severity and plant length in the greenhouse experiment.

Treatment
Percentage

damping-off
disease severity

Plant length
(cm)

TS7 (105 cell/ml) 85.714           d 1             f 12.167           d*

TS7 (107 cell/ml) 71.429           c 1             f 23                  abcd
TS7 (109 cell/ml) 71.429           c 1.1          g 18.833           bcd
TS12 (105 cell/ml 85.714           d 0.5          c 23.333           abcd
TS12 (107 cell/ml) 71.429           c 0.5          c 24.833           abcd
TS12 (109 cell/ml) 85.714           d 0.8          e 21.333           abcd
KJ24 (105 cell/ml) 71.429           c 1.2 h 26                  abc
KJ24 (107 cell/ml) 57.143           b 0.4          b 28.667           ab
KJ24 (109 cell/ml) 71.429           c 0.6          d 15.667           cd
Non-infected 0                  a 0             a 33.333           a
infected 85.714         d 3.5          i 23.667           abcd

حروف *.باشنداي دانکن میدرصد در آزمون چند دامنه1گر اختلاف آماري در سطح احتمال هر عدد میانگین سه تکرار بوده و حروف متفاوت در هر ستون، نشان
.باشداي دانکن میدرصد در آزمون چند دامنه5گر اختلاف آماري در سطح احتمال متفاوت، نشان

Values followed by the same letter were not significantly different at 1%, as determined by variance analysis followed by Duncan’s Multiple Range Test.
*Values followed by the same letter were not significantly different at 5%, as determined by variance analysis followed by Duncan’s Multiple Range Test.

در گیاه پنبهB. bassianaبررسی اندوفیت بودن 

هاي مورفولوژیکی با تهیه اسلایدهاي میکروسکوپی،  ویژگی
هاي جداسازي شده از گیاهان تیمار شده در گلخانه، مورد قارچ

ها، بررسی قرار گرفت و با توجه به وجود دیواره عرضی هیف
ل سلولی کروي یا بیضی شکل، رشد سیمپودیااسپورهاي تک

هاي ، قارچ)4شکل(زاي فیالیدي شکل ها و سلولهاي کنیديهیف

.Bجداسازي شده  bassiana تشخیص داده شدند(Griffin 2007)

و مشخص شد که تمام تیمارها قادر به کلنیزه کردن گیاهان و 
. فعالیت اندوفیتی هستند

-باز از دسته ژنجفت1000به طول DNAي چنین تکثیر قطعههم
و با کمک دو آغازگر PCRناز با استفاده از تکنیک هاي کیتی

Bbchit1-1 وBbchit1-2 نشان داد که قارچ جداسازي شده از
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لیتر که داراي بیشترین اسپور در میلی107با غلظت KJ24تیمار
.Bکنندگی بود، کنترلدرصد bassiana 5شکل (است.(

در B. bassianaعصاره آنزیمی گیاهان جهت بررسی تاثیر تهیه
القاي مقاومت سیستمیک در گیاه

ي اي سه جدایههاي گلخانهبا توجه به نتایج حاصل از بررسی
KJ24 ،TS7 وTS12 لیتر که داراي اسپور در میلی107، با غلظت

میري و شاخص بیماري بودند، براي کمترین درصد گیاهچه
گیاهی هاي آنزیمی و بررسی سازوکار االقاي مقاومت گیرياندازه

.مورد استفاده قرار گرفتند

یم پراکسیداز و میزان پروتئین کل گیاهگیري آنزاندازه

هاي حاصل نشان داد که تیمارها از نظر میزان تولید آنالیز داده
درصد 1آنزیم پراکسیداز و میزان پروتئین گیاهی در سطح احتمال 

-ن دادهبا توجه به مقایسه میانگی. دار هستندداراي اختلاف معنی
با KJ24ي گیري آنزیم پراکسیداز، جدایههاي حاصل از اندازه

واحد، در مقایسه با شاهد 652/1لیتر با اسپور در میلی107غلظت
ي آنزیمی واحد، به عنوان بیشترین تولیدکننده339/0آلوده با 

هاي حاصل از مقایسه میانگین داده). 2جدول (مشخص شد 
هاي ین کل گیاهی نیز نشان داد که جدایهگیري میزان پروتئاندازه
TS7 وTS12 لیتر، به ترتیب با اسپور در میلی107با غلظت
107با غلظت KJ24ي واحد نسبت به جدایه546/8و 046/13

واحد، 780/3واحد و شاهد آلوده با050/4لیتر بااسپور در میلی
).2جدول (داراي بیشترین مقدار پروتئین هستند 

سلولی کروي یا بیضی شکل، و سلولهاي اسپورهاي تک) Cها، رشد سیمپودیال هیف) Bها، دیواره عرضی هیف) B. bassiana. .Aهاي مورفولوژیکی ویژگی-4ل شک
.زاي فیالیديکنیدي

Figure 4. Morphological characteristics of B. bassiana. A) septate hyphae, B) sympodial conidiogenesis, C) conidia globose to oval and single celled, and

phialidic conidiogenesis cells.



آزادي و همکاران...Beauveria bassianaقارچکارآییارزیابی

1395پاییز و زمستان / 2شماره / 5دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  84

، Vivantisمارکر ) KJ24 ،2جدایه ) Bbchit1-2 .1و Bbchit1-1با استفاده از پرایمرهاي KJ24استخراج شده از گیاه پنبه تیمار شده با جدایه قارچDNAردیابی -5شکل 
PCR.کنترل منفی ) 4، و KJ24راج شده از گیاه پنبه تیمار شده با جدایه قارچ استخ) 3

Figure 5. Detection of DNA extracted from cotton plants treatment with KJ24, using Bbchit1-2 and Bbchit1-1 primers. Lane 1: KJ24 isolate, Lane 2: ladder,
Lane 3: fungal extracted from cotton plants treatment with  KJ24 isolate, and Lane 4: no DNA control.

.مقایسه میانگین فعالیت آنزیم پراکسیداز و پروتئین کل گیاه-2جدول 
Table 2. Mean comparison of peroxidase enzyme activity and total protein in plants

Total protein
μg protein per g fresh tissue weight

peroxidase enzyme
μMol H2O2 decomposed per mg protein per

minute
Treatment

13.0465 a0.4995 cTS7 (107cell/ml)
8.5465 b0.7715 bcTS12 (107 cell/ml)
4.0500 c1.6525 bKJ24 (107cell/ml)

3.7100 c4.9035 aNon-infected

3.7800 c0.33975            cInfected
.باشندمیاي دانکن درصد در آزمون چند دامنه1گر اختلاف آماري در سطح احتمال هر عدد میانگین سه تکرار بوده و حروف متفاوت در هر ستون، نشان

Values followed by the same letter were not significantly different at 1%, as determined by variance analysis followed by Duncan’s Multiple Range Test.

بحث 

عنوان ي ضدقارچی و ضدباکتریایی بههاي ثانویهتولید متابولیت
گزارش B. bassianaهاي بیوکنترلی ترین سازوکاریکی از مهم
Ownley(شده است  et al. با توجه به توانایی تولید ). 2010

جهت B. bassianaهاي کیتیناز، پروتئاز و لیپاز توسط آنزیم
Griffing(ها تجزیه کوتیکول حشرات و نفوذ به درون آن 2007 (

به ژن کیتیناز B. bassianaو از طرفی شباهت ژن کیتیناز 
Trichoderma harzianum)Carolina Sánchez-Pérez et al.

کننده از جمله هاي تجزیهرسد که تولید آنزیم، به نظر می)2014
. باشدB. bassianaکیتیناز نیز از دیگر سازوکارهاي بیوکنترلی 

توانند باعث هاي ثانویه سمی میکننده و متابولیتهاي تجزیهآنزیم

Agrios(زا قبل از نفوذ به میزبان شوند از بین رفتن عوامل بیماري

.Bاي از در جدایه). 2005 bassiana که از ریزوسفر گیاه گندم
-جداسازي شده است، خاصیت بازدارندگی از رشد و تولید آنزیم

Gaeumannomycesهاي کیتیناز و بتاگلوکاناز علیه  graminis

var. tritici گزارش شده است.(Renwick et al. نتایج این (1991
بررسی نشان داد که با وجود تولید آنزیم کیتیناز توسط هرسه 

-لیلیمحیطدر،B. bassianaقارچTS12وKJ24،TS7جدایه 
تجزیهوکردنپارازیتهبهقادرمیکروسکوپیبررسیدربارنت،
گریفین و اونلی ثابت کردند که .نیستندR. solaniسلولیدیواره
هاي تواند هیفاگرچه میB. bassianaچ قار98-11ي جدایه

Pythium myriotylum را پارازیته کند ولی قادر به پارازیته کردن
Griffinنیست R. solaniهاي میسلیوم 2007, Ownley 2008) .(



آزادي و همکاران ...Beauveria bassianaقارچکارآییارزیابی

85 1395پاییز و زمستان/ 2شماره / 5دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

هاي هاي آزادي و همکاران نیز مشخص شد که جدایهدر بررسی
TS7 ،TS12 وKJ24 قارچB. bassianaتقابل در آزمون کشت م

Azadiنیستند R. solaniقادر به بازداري از رشد  et al. 2015b).(
دلیل است که شاید به اینR. solaniهايپارازیته نشدن میسلیوم

از گلوکان تشکیل شده R. solaniي سلولی قسمت بیشتر دیواره
Hadar(است  .Bو میزان کیتین قابل دسترس براي قارچ ) 1979

bassiana و در نتیجه منجر به کاهش تولید این آنزیم در کم بوده
.Rهاي حضور هیف solaniدر حالی که در محیط . گشته است

.Rبارنت، به دلیل وجود دیواره سلولی - لیلی solaniعنوان تنها به
دلیل هوادهی مناسب، ترشح این آنزیم منبع کربن و از طرفی به

روز چهارم به فعال شده و در B. bassianaهاي توسط جدایه
هاي موجود این نتایج با گزارش. بیشترین مقدار خود رسیده است

مبنی بر موثر بودن نقش هوادهی در میزان تولید آنزیم کیتیناز، 
De Marco(مطابقت دارد  نتایج حاصل از سنجش فعالیت ).2000

آنزیم کیتیناز در این پژوهش نشان داد که میزان فعالیت این آنزیم 
که در روز چهارم به بیشترین مان افزایش یافته بطوريبا گذشت ز

هاي خود نشان مصطفی و کائور نیز در بررسی. میزان رسیده است
.Bهاي مختف دادند که میزان تولید آنزیم کیتیناز در جدایه

bassianaیابد هاي چهارم و ششم بعد از تلقیح افزایش میدر روز
(Mustafa and Kaur هاي دیگري نیز افزایش در بررسی. (2010
در روزسوم B. bassianaهاي مختف تولید آنزیم کیتیناز در جدایه

Petlamul1 and Prasertsan)بعد از تلقیح ثابت شده است 

، به نظر B. bassianaبا توجه به فعالیت اندوفیتی قارچ . (2012
Azadiهاي ثانویه رسد که علاوه بر تولید متابولیتمی et al.

2015a) ( و تولید آنزیم کیتیناز، سازوکارهاي دیگري نیز در کاهش
.میري رایزوکتونیایی پنبه نقش داشته باشندبیماري گیاهچه

کار رفته اي نشان دادند که تمام تیمارهاي بههاي گلخانهبررسی
در بین . داري کاهش دهندطور معنیاند شدت بیماري را بهتوانسته

اسپور در 107با غلظت KJ24ي جدایهتیمارها، تیمار مربوط به 
105وهمین جدایه با غلظت 4/0لیتر با شاخص بیماري میلی

ترتیب داراي کمترین و به2/1لیتر با شاخص اسپور در میلی
در حالی که شاخص شدت . بیشترین شاخص شدت بیماري بود

چنین مشاهده هم. محاسبه شد5/3بیماري در گیاهان آلوده برابر با 
لیتر، داراي اسپور در میلی107با غلظت KJ24ي که جدایهشد 

میري در بین سایر بیشترین طول ساقه و کمترین درصد گیاهچه
هاي اونلی و همکاران مشخص شد که در بررسی. تیمارها است
، علاوه بر B. bassianaقارچ 11-98ي با جدایهتیمار گیاهان

افزایش رشد گیاهان نیز میري رایزوکتونیایی، باعث کاهش گیاهچه
Ownley(شود می et al. گریفین نیز نشان داد که کاربرد ). 2004

فرنگی را کاهش دهد میري گوجهتواند گیاهچهي فوق میجدایه
)(Griffin هایی چنین باتسون و همکاران طی بررسیهم. 2007

تواند باعث میB. bassianaثابت کردند که تیمار بذور پنبه با 
Batson)(شود R. solaniحفاظت گیاه در برابر بهبود et al.

هایی از هاي آزادي و همکاران نیز توانایی جدایهدر بررسی. 2000
B. bassianaفرنگی میري رایزوکتونیایی گوجهدر کاهش گیاهچه

Azadiبه اثبات رسید  et al. 2015b).( این درحالی است که در
، که در مقایسه با TS12و TS7هاي بررسی تولید توکسین، جدایه

کنندگی کمتري داشتند، قادر به تولید قدرت کنترلKJ24جدایه
نتوانست توکسین تولید KJ24که جدایهتوکسین بودند، در حالی

.Bهاي با توجه به نتایج آزمایشگاهی مشخص شد که جدایه. کند

bassiana به صورت مستقیم قادر به کنترل بیمارگر نیستند
اي، و نیز هاي گلخانهبراین با توجه به نتایج مثبت بررسیبنا

ها، احتمال دارد که کاهش بیماري در اندوفیت بودن این جدایه
.Bگیاهان پنبه ناشی از فعالیت اندوفیتی  bassiana و القاي ،

هاي اندوفیت موجب چرا که قارچ. مقاومت در گیاهان باشد
اعث مقاومت گیاه تحریک سازوکارهاي دفاعی گیاه شده و ب

- ها مینسبت به طیف وسیعی از حشرات و بیماري

Zabalgogeazcoa(شوند توانند تاثیر ها میچنین آنهم.)2008
Ownley).مثبتی روي رشد گیاه داشته باشند  et al., 2010)

کار رفته، با جداسازي قارچ از فعالیت اندوفیتی تیمارهاي به
)(PCRاي پلیمراز کنش زنجیرهگیاهان تیمار و نیز از طریق وا
-ها قادر به کلنیزه کردن گیاه بهثابت شد و مشخص شد که آن

فعالیت PCRگریفین نیز با استفاده از . باشندصورت اندوفیت می
را در گیاه پنبه ثابت B. bassianaقارچ 11- 98ي اندوفیتی جدایه

ردن قادر به فعال کچنین بیان کرد که این جدایهوي هم. کرد
Griffinمقاومت القایی سیستمیک در گیاه است  کنرات و ). (2007
، بیان کردند B. bassianaهمکاران نیز با اثبات فعالیت اندوفیتی 

ها، نقش مهمی در تحریک سیستم مقاومتی گیاه دارند که اندوفیت
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(Conrath et al. آزادي و همکاران نیز علاوه بر اثبات . (2006
فرنگی، در گیاه گوجهB. bassianaهاي دایهفعالیت اندوفیتی ج

ها احتمالا میري توسط این جدایهنشان دادند که کنترل گیاهچه
ها ناشی از تحریک رشد گیاه و القاي مقاومت سیستمیکی در آن

Azadi)بوده است et al. 2015a) .

هاي انجام شده توسط پژوهشگران، مشخص شده طی بررسی
ي با القاي مقاومت گیاهان در ارتباط هاي زیاداست که آنزیم

Alves Silvaهستند؛ از جمله آنزیم پراکسیداز  et al. 2004) .(
هاي مختلف، پژوهشگران فعالیت آنزیم پراکسیداز را طبق بررسی

-بینی مقاومت معرفی کردهبیوشیمیایی جهت پیشعنوان مارکربه
ازوکارهاي طور مستقیم یا غیرمستقیم در ساند، که ممکن است به

عنوان مثال، نقش مستقیم آن در به. دفاعی نقش داشته باشد
هاي مقاوم گیاهان به اثبات رسیده است هاي دفاعی واریتهواکنش

)(Lehrer هایی نشان داده شد که چنین طی بررسیهم. 1969
فعالیت آنزیم پراکسیداز با فعال شدن مقاومت القایی سیستمیک 

Hammerschmidt and Kuc).(در ارتباط است  پراکسیداز1982
و آزادرادیکالتولیدطریقازودارندمقاومتدراثر مستقیمها

به منجرهستند،سمیهابیمارگربعضیبرايکهپراکسید هیدروژن،
Liu and Ekramoddoullah)شوند میبیمارگرهابرابردردفاع

تنظیم این آنزیم علاوه بر سازوکارهاي دفاعی، در . (2006
هاي هورمونی، بیوسنتز لیگنین، تجزیه اکسین و برخی از فعالیت

ها برخی از پروتئین. فیزیولوژیکی دیگر گیاهان نیز نقش دارد
زایی بوده و پس از حمله میزبان در گیاه فعال مرتبط با بیماري

Tsaiیابند شده و یا افزایش می هاي صورت در بررسی). (2011
یز مشخص شد که فعالیت آنزیم پراکسیداز گرفته در این پژوهش ن

اسپور در 107با غلظت KJ24در گیاهان تیمار شده با جدایه 
کنندگی را داشت، بیش از شاهد لیتر که بیشترین تاثیر کنترلمیلی

از طرفی طول گیاه نیز در این تیمار . آلوده و سایر تیمارها بود
. و شاهد منفی بودداري نسبت به سایر تیمارهاداراي افزایش معنی

با توجه به نقش پراکسیداز در مراحل مختلف رشدي گیاه و 
بیوسنتز لیگنین و با توجه به نتایج حاصل و همچنین عدم افزایش 

رسد که این تیمار با تحریک پروتئین کل گیاهی، چنین به نظر می
ها و احتمالا افزایش رشد رشد گیاه و لیگنینی شدن دیواره سلول

طول گیاه باعث عبور گیاه از مرحله حساس رشدي ها وریشه

لیگنینی شدن دیواره و . شده و در نتیجه بیماري کاهش یافته است
شود انجام میH2O2تقویت آن در مراحل اولیه رشد، توسط 

.(Yang et al. با توجه به نقش آنزیم پراکسیداز در تولید (2014
با H2O2ایش تولید ، افزH2O2هاي آزاد اکسیژن از جمله رادیکال

پس از طی مرحله بلوغ و . افزایش آنزیم پراکسیداز همراه است
بنابراین . یابد، میزان آنزیم پراکسیداز نیز کاهش میH2O2کاهش 

-در گیاهان شاهد غیرآلوده نیز میزان آنزیم پراکسیداز افزایش می

. یابد

ها، کنندگی رشد گیاه توسط آنتاگونیستوجود خاصیت تحریک
با . هاي ریشه داردش مهمی در متحمل کردن گیاه به بیمارينق

هاي هاي آلوده به سرعت توسط ریشهتحریک رشد گیاه ریشه
ي شوند و باعث عبور گیاهچه از مرحلهجدید جایگزین می

. دهندحساس شده و در نتیجه خسارت بیماري را کاهش می
عالیتی نشان دادند که وجود چنین ف) 2004(هارمون و همکاران 

هاي هاي بیمارگر حشرات، مشابه فعالیت ریزوباکترتوسط قارچ
.محرك رشد گیاه است

- کنترلنظرازکهاسپور107غلظتباTS12وTS7تیماردو

107غلظتباKJ24جدایهبامقایسهدرکمتريتاثیرکنندگی

جدایهبرخلافپراکسیدازآنزیمتولیدلحاظازداشتند،اسپور
KJ24نتایج. نداشتندتفاوتیآلودهشاهدبااسپور،107غلظتبا

Howell(داردمطابقتهمکارانوهاولمطالعاتباپژوهشاین

et al. کنترلمهمازعواملیکیکهداشتندبیانهاآن). 2000
فعالیتافزایش،R.solaniاثردرگیاهچهمرگبیماريبیولوژیک

،T. virensباشدهتیمارهپنبهايگیاهچهدرپراکسیدازآنزیم
درمقاومتکهدادندنشاننیزهمکارانونیامرتضی. است

Trichoderma harzianumباشدهتیمارخیارهايگیاهچه Bi

آنزیمفعالیتافزایشباPythium aphanidermatumعلیه
.Mortezaia et al.(استارتباطدرپراکسیداز 2010(

غلظتباTS12و(TS7اه در این دو تیمارمیزان پروتئین کل گی
با .نسبت به شاهد آلوده داراي افزایش قابل توجهی است)107

زایی در القاي مقاومت هاي مرتبط با بیماريتوجه به نقش پروتئین
ها، احتمال دارد که دو تیمار فوق نیز با القاي گیاه و کاهش بیماري

یوکنترلی باعث کاهش مقاومت گیاه و فعال شدن سازوکارهاي ب
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که اشري و موهامد نشان دادند که در طوريبه. اندبیماري شده
هاي مقاوم گیاه کتان به کپک پودري، میزان پروتئین کل گیاه رقم

Ashry and Mohamedیابد افزایش می چنین در هم). (2011
هاي گیلاس که با مخمر و اسید مطالعات چان و تیان در میوه

هاي وعی علیه کپک آبی تیمار شده بودند، پروتئینسالسیلیک مصن
ها در یابند که احتمال داارد با مقاومت آنخاصی افزایش می

Chan and Tian).ارتباط باشند اي دیگر نیز ثابت در مطالعه(2006
زایی در هاي مرتبط با بیماريشد که حضور و افزایش پروتئین

گیاهان ارتباط مثبتی دارد هاي آلوده به بیمارگر، با مقاومتبافت
(Agnieszka and Iwona ها و با توجه به اینکه آنزیم. (2003

ترکیبات دفاعی مختلفی در القاي مقاومت گیاه نقش دارند بنابراین 
توانند بیانگر آنزیم پراکسیداز و پروتئین کل گیاهی به تنهایی نمی

نتایج به فعال شدن سیستم مقاومتی گیاه باشند، ولی با توجه به 
دست آمده از مطالعات آزادي و همکاران مبنی بر تحریک رشد و 

و B. bassianaهاي فرنگی توسط جدایهالقاي مقاومت گیاه گوجه
Azadi)کاهش بیماري  et al. 2015a) احتمال وجود چنین ،

، بسیار زیاد بوده و B. bassianaاي در قارچ اندوفیت پدیده
میري با توجه به درصد گیاهچه. ستهاي بیشتري انیازمند بررسی

ها نیز رسد که غلظت و تراکم کنیديو شاخص بیماري، به نظر می
و B. bassianaهاي درکلنیزه کردن گیاه و فعالیت اندوفیتی جدایه

در نتیجه کنترل بیماري نقش داشته باشد، به طوري که در بین 

در هر سه لیتر اسپور در میلی107هاي به کار رفته غلظت غلظت
رسد که در بنابراین به نظر می. جدایه توان کنترلی بالایی را داشت

هاي موجود لیتر به دلیل کاهش کنیدياسپور در میلی105غلظت 
لیتر به دلیل اسپور در  میلی109در واحد سطح و در غلظت 

ها و کاهش سطح تماس، احتمال نفوذ قارچ به ازدحام کنیدي
لیتر اسپور در میلی107ولی غلظت . استدرون گیاه کاهش یافته

نتایج . مناسب بوده استB. bassianaهاي قارچ براي نفوذ کنیدي
وي نیز نشان . مطابقت دارد) 2008(هاي اونلی حاصل با بررسی

11-98ي لیتر جدایهاسپور در میلی106تا 107هاي داد که غلظت
B.bassiana109تا 107هاي فرنگی و غلظت، در بذور گوجه

کنندگی را علیه لیتر بذور پنبه، بهترین تاثیر محافظتاسپور در میلی
به با توجه به نتایج حاصل از پژوهش حاضر،. بیمارگرها دارند

هاي ثانویه از یک رسد که تولید آنزیم کیتیناز ومتابولیتنظر می
سو مانع نفوذ بیمارگر به بافت گیاهی میزبان شده و از سوي دیگر 

اي مقاومت و تحریک رشد گیاه، موجب کاهش شدت بیماري الق
. میري پنبه شده استو در نتیجه کنترل گیاهچه
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Coat)پوششیپروتیین. استکدوئیانمهمهايویروساز) ZYMV(کدوزردزائیکموویروس

Protein, CP)ورامیناست و از سوي دیگر منطقهیتمحائز اهبه لحاظ تبارزایی هاویروسپوتی
اینهايیهدر جداZYMV-CPتاکنون ناحیه اما آید،میبشمارکدوئیانتولیدمهممناطقنیز از

هايیهدر جداZYMV-CPتوالیتعیین،پژوهشینهدف این،بنابرا. نشده استیتوالیینمنطقه تع
برداري رو، نمونهاز این. استZYMVهايجدایهدیگرباآنفیلوژنتیکیروابطبررسیوورامین

هانمونهدرصد34انجام و1393-94از مزارع طالبی ورامین، پاکدشت و پیشوا طی بهار و تابستان 
در جدایۀ ZYMV-CPکه ناحیهنتایج نشان داد.دادندنشانمثبتالایزاتستدرZYMVبهآلوده

تمامی ،ZYMV-CPدر درخت تبارزایی مبتنی بر . نوکلئوتید بودZYMV-Varamin (840(ورامین 
-A1خود به هشت زیرگروه  Aقرار گرفتند که گروه Cو A ،Bدر سه گروه ZYMVهاي جدایه

A8هاي هاي ایرانی در زیرگروهدایهج. تقسیم شدA1 ،A6)و )شامل جدایه ورامینA8 قرار
آمینی هرچند انتهاي. براي اولین بار در این پژوهش معرفی شدندA8و A7هاي زیرگروه. گرفتند

ZYMV-CPهاي بیشترین تنوع را نسبت به سایر بخشCP دارد، موتیفN16N17A27M37از ویژگی-
شوند، در جدایهمرکزي است که توسط بذر نیز منتقل میهاي اروپايهاي منحصربفرد جدایه

ها به ورامین توسط بذور آلوده کدوئیان دهنده ورود این جدایهورامین هم ردیابی شد که نشان
.است

هاي کلیديواژه
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مقدمه
,Zucchini yellow mosaic virus(ویروس موزائیک زرد کدو 

ZYMV (کدوئیان کشت کننده یکی از سه ویروس مهم و محدود
با اینکه دامنۀ میزبانی این ویروس محدود به . و سبزیجات است

گیاهان جالیزي و چند گیاه زینتی است، از پراکنش زیادي 
Desbiez(است شدهگزارشور دنیاکش50و از برخوردار بوده

and Lecoq ، Aphis gossypiiنظیر شته گونۀ 26حدود. )1997
A. craccivora ،Macrosiphum euphorbiaeوMyzus persicae

Katis(هستند ZYMVناقل ،ناپایاروش به et al. 2006; Lisa and

Lecoq 1984; Yuan and Ullman درZYMVعلایم . )1996
ها، موزائیک زرد، بدشکلی برگ روشن شدن رگبرگمل شایطالب

Loebenstein and Lecoq)هاست و تاولی شدن برگ ژنوم . (2012
ZYMVهاي جنس همانند سایر گونهPotyvirus از یک رشته

RNA5'لا با قطبیت مثبت تشکیل شده است که در انتهاي ي تک
. شودمیختم Aخود به دم پلی3'و در انتهاي VPgخود داراي 

این مولکول یک پلی پروتیین بزرگ و یک پروتیین کوچک بنام 
PIPOتر هاي کوچکپلی پروتیین بزرگ به پروتیین. کندرا رمز می

آورده شده 1شود که مشخصات آنها در شکل عملکردي هضم می
ها داراي تنوع ژنوم این ویروس نیز همانند سایر ویروس. است
هاي از بخشهاي ویروس بین جدایهبراي بررسی این تنوع . است

Wisler)استفاده شده است ZYMVمختلف ژنوم  et al. 1995;

Desbiez et al. ,Coat Protein(ناحیه پروتیین پوششی . (1996

CP (است که طول کامل آن نه تنها براي از مهمترین این نواحی
ZYMV)Rybicki and Schuklaهاي بررسی تنوع جدایه 1992;

Desbiez et al. 2002; Massoumi et al. 2011; Bananej et al.

هاي انجام یافته براي تعیین رابطه بلکه در بیشتر پژوهش)2008
شود ها نیز استفاده میویروسهاي پوتیتبارزایی بین جدایه

(Tobias and Palkovics بر اساس ZYMVهاي جدایه. (2003
گروه . گیرندقرار میCوA ،Bدر سه گروه CPطول کامل ناحیه 

A خود به سه زیرگروه تقسیم شده بود که امروزه با افزایش تعداد
نیز به این تقسیم 6و 5، 4هاي هاي مورد بررسی، زیرگروهجدایه

Loebenstein and Lecoq)بندي اضافه شدند  2012.; Massumi

et al. 2011; De Almeida Spadotti et al. 2015; Glasa and

Pittnerová 2006; Romay et al. 2014; Bananej et al. 2008;

Özer et al. 2012; Vučurović et al. 2012; Coutts et al.

2011.(

ویروس از مناطق مختلف ایران از گیاهان مختلف این پوتی
Azarfar(خانواده کدوئیان گزارش شده است  et al. 2012;

Salehi and Bananej 2014; Ghorbani 1988; Massoumi et al.

2011; Bananej et al. 2008; Safaeizadeh 2008; Bananej and

Vahdat -ویروسبا معرفی آغازگرهاي عمومی براي پوتی).2008
NIb-CP(Zhengها بویژه براي ناحیه  et al. ، از این ناحیه (2010

استفاده شده است ZYMVنیز براي بررسی تنوع ژنتیکی 
)Ghasemzadeh et al. 2012a,b .( بر اساس ناحیهNIb-CP

هاي کدوي استانگزارش شده از مزارع ZYMVهاي جدایه
، یزد، کرمان، همدان و )ورامین و کرج(خراسان، مازندران، تهران 

هاي اصفهان، خوزستان، گلستان و مرکزي و نیز مزارع طالبی استان
Bananej(درصد تشابه داشتند 6/95-100گیلان  et al. 2008 .(

-NIbدر ناحیه RT-PCRبعلاوه بررسی الگوي برشی محصولات 

CPبرشی هاي با آنزیمPvuII وEcoRVهاي نشان داد که جدایه
ZYMV ،تفاوتی جود ندارد مناطق مختلف کشور)Safaeizadeh

جدایه 21بطور کامل در CPدر پژوهش دیگري ناحیه ). 2008
ZYMV ان، تهران، هرمزگان، هاي کرماستان(از کدوي زمستانه

اصفهان، گیلان، یزد، سیستان و (، خیار )بوشهر، کرمان، خراسان
، )کرمان(، هندوانه ابوجهل )بلوچستان، همدان، آذربایجان شرقی

همدان، آذربایجان غربی، (، هندوانه )آدربایجان شرقی(کدوي تنبل 
تعیین ) بوشهر و فارس(، طالبی )هرمزگان، سیستان و بلوچستان

هاي ترسیم شده مبتنی بر این ناحیه، ی شد و براساس درختتوال
Massoumi(و در دو زیرگروه قرار گرفتند Aها در گروه جدایه

et al. ,ZYMV-F)فارس جدایه .)2011 JN183062) تنها جدایه
ویروس موزائیک زرد کدوي گزارش شده از ایران است که بطور 

یشترین شباهت را به باین جدایه. کامل تعیین توالی شده است
Azarfar(رد هاي اروپایی داجدایه et al. 2012.(

-خربزه و طالبی بطور وسیع در شهرستان ورامین و نیز شهرستان
هاي مهم کدوئیان از شود و ویروسهاي اطراف آن کشت می

تنها . انداز روي این گیاه و منطقه گزارش شدهZYMVجمله 
هاي منطقه ورامین نه ژنوم جدایههاي مولکولی موجود در زمیداده

کنون است اما تاNIb-CPمحدود به یک توالی از ناحیه عمومی 
یک جدایه از ورامین تعیین توالی شده است NIb-CPفقط ناحیه 

(Bananej et al. -ZYMVاي در مورد ناحیه و هیچ داده(2008

CPهاي این منطقه وجود نداردجدایه.
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ژنومانتهايوVPgحاويژنومابتدايبا قطبیت مثبت تشکیل شده است که RNAاز یک رشته مولکول هاژنوم پوتی ویروس. ویروسیپوتیکژنوم-1شکل
دههبوشدههضمپروتییناین. کندپروتیین را رمز میکه یک پلیدهدمینشانهاویروسپوتیدررابزرگخواندنیچارچوببزرگمستطیل. شودمیختمPoly-Aبه

ازواندشدهدادهنشانشکلهاي حاصل از هضم پلی پروتیین درهاي مختلف پروتیینو با رنگآنبرشهايمحلعموديخطباکهشودمیتقسیمترکوچکپروتیین
وتکثیردر(P3،)داردنقشژنمهارخاموشیووسویرحرکتتکثیر،ها،شتهباتعاملدرواستپروتئاز(HC-Pro،)پروتئاز(P1ازعبارتندترتیببهآمینیانتهاي

NIa،)داردنقشاندوپلاسمیشبکهبهتکثیرکمپلکساتصالدراحتمال دارد(6K2،)ویروسوحرکتهلیکاز(CI،)نامعلوم(6K1،)داردنقشویروسحرکت

حرکتجهت(استشدهدادهنشانتیرهقرمزرنگباکهاست"PIPO"روسها،ویپوتیدردومخواندنیچارچوب). پوششیپروتیین(CPو) رپلیکاز(NIb،)پروتئاز(
Kingبهبیشترجرئیاتبراي)استضروريویروسسلولیبین et al., .شودرجوع2012

Figure 1. The genome organization of a potyvirus. The genome of potyviruses consists of a positive sense single stranded RNA which is
attached to a VPg at 5’ end (small yellow circle) and is polyadenylation at 3’ end. The largest rectangle denotes the large ORF encoding for a
large polyprotein proteolytically processed to 10 functional proteins indicated by different colors. The functional proteins from N-terminus of
the polyprotein are as follows: P1 (protease), HC-Pro (protease, aphid transmission helper component, suppressor of RNA silencing, involves
in movement of the virus), P3 (involves in movement of the virus), 6K1 (unknown function), CI (helicase and involves in virus movement,
cylindrical-shaped inclusion body found in the cytoplasm), 6K2 (involves in attachment of replication complex to endoplasmic reticulum),
NIb (replicase) and CP (coat protein). The second ORF of potyviruses, PIPO, is shown by a small dark red color rectangle (essential for virus
intercellular movement). For more details please refer to King et al, 2012).

.آوري شده از مزارع طالبی جنوب استان تهرانهاي جمعتعداد و محل نمونه-1جدول 

Table 1. Number and location of collected samples from melon fields in Sothern Tehran, Iran.

سالمحلزمان نمونه برداريآوري شدهتعداد نمونه جمعهاي مثبتتعداد نمونه

پیشواماهاردیبهشت 419

93
پاکدشتاردیبهشت435
پاکدشتخرداد ماه18
ورامینخرداد ماه718
پاکدشتاردیبهشت29

94
پیشواخرداد ماه1318
ورامینخرداد ماه8-
پیشواخرداد ماه1417

واد و روشهام
و انجام آزمون الایزاجمع آوري نمونه

پیشوا وورامین، پاکدشتهاي ی شهرستانخربزه و طالبمزارع 
1393-94هاي سالماهو خردادماهاردیبهشتطی) استان تهران(

مورد بازدید قرار گرفته و بصورت تصادفی و حرکت در راستاي 
متري از زمان گلدهی و میوه دهی تا 30- 50قطر مزارع به فاصله 

- اي جمعهمحل و تعداد نمونه.برداري انجام شدبرداشت نمونه

شایان ذکر است . نمایش داده شده اند1آوري شده در جدول 
هاي جمع آوري شده کمابیش مشابه علایم مشاهده شده در نمونه

چروك،وچینزردي،بدشکلی،موزاییک،رشد،و شامل کاهش
به منظور ردیابی .بودهابرگدرروشنیسبزوروشنیبرگرگ

ZYMVز آزمون الایزا آوري شده اهاي جمعدر نمونه(DAS-

ELISA) به روش کلارك و آدامز استفاده شد(Clark and
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Adams DSMZهاي مورد استفاده از شرکت باديآنتی. (1977

.آلمان تهیه شدند
RT-PCRو RNAاستخراج

هایی که آلودگی آنها به ي کل از تمامی نمونهRNAاستخراج 
ZYMVدستورالعمل س در آزمون الایزا قطعی شده بود بر اسا

به نقل از سخندان و همکاران Nagyارایه شده توسط 
)Sokhandan-Bashir et al. از µl2مقدار . انجام شد)2006

RNA ي کل استخراج شده با استفاده از کیتRevertAid First

Strand cDNA Synthesis Kit دستورالعمل پیشنهادي و بر اساس
در cDNAبراي ساخت ) انیترموساینتیفیک، لیتو(شرکت سازنده 

اي پلیمراز با واکنش زنجیره. استفاده شدیتر لیکروم10حجم نهایی 
مطابق ) ایران(شرکت سیناکلون PCR mixاستفاده از کیت 

یتر از لیکرومدستورالعمل پیشنهادي شرکت و بکارگیري دو 
cDNAجفت آغازگر.شدبه عنوان الگو انجامZYMV-8407-s

(5'-GCACCATACATAGCTGAGACAGC-3')

و) پژوهشینشده درایطراح(
ZY3 (5'-TAGGCTTGCAAACGGAGTCTAATC-3')

(Thomson et al. به CPناحیه یر طول کاملتکثيبرا(1995
دمایی و برنامه.استفاده شد3'يترجمه نشونده انتهایههمراه ناح

35دقیقه، 2به مدتC94°ي دماییشامل یک چرخهزمانمدت
ثانیه، دماي 30به مدتC94°از دماي مرحله یکچرخه شامل 

°C64ثانیه، یک مرحله 45ي اتصال آغازگر به مدت عنوان دمابه
در آخر یک مرحلۀ ثانیه جهت سنتز و90به مدت C72°از دماي 

°C72 دقیقه انجام شد10به مدت.

RT-PCRمحصول سازيهمسانه

Silica Bead DNA Gelاز با استفادهRT-PCRمحصولات 

Extraction Kit)از ژل آگارز ) شرکت ترموساینتیفیک، آلمان
-با آنزیمRT-PCRسازي شده و الگوي برشی محصولات خالص
مورد بررسی قرار گرفت و نمونه منتخب HindIIIو BamHIهاي 

به حامل خطی سازي مورد استفاده قرار گرفت وبراي همسانه
pTG19-Tازنده طبق پروتکل پیشنهادي شرکت س)Vivantis,

Malaysia( محصول واکنش اتصال . شدالحاق)ligation ( به
Escherichia coliهاي مستعد سلول DH5 انتقال داده شده

(Sambrook and Russell LBو بر روي محیط کشت (2001

هاي سفید رشد پرگنه. داده شدندکشتIPTGوX-Galحاوي 
سیلین حاوي آمپیLBلیتر محیط کشت یلیمپنج یافته در 

)mg/ml50 (ها به این لوله. ي آزمایش کشت داده شدندو در لوله

rpm200و C37°مدت یک شب در انکوباتور لرزان در دماي 
هاآنهاي نوترکیب، از قرار داده شدند و پس از تکثیر باکتري

Sambrook and)پلاسمید به روش لیز قلیایی استخراج شد 

Russell ي اتصال یافته DNAرسی اندازه قطعه جهت بر. (2001
و بر اساس دستورالعمل BamHIسازي از آنزیم به حامل همسانه
براي بررسی نتایج واکنش . استفاده شد) سیناکلون(شرکت سازنده 

RT-PCR درصد 2/1برش با آنزیم، از الکترفورز در ژل آگاروز و
.استفاده شد

هاادهدتجزیه وتحلیلویدينوکلئوتیتوالیینتع
در جدایهZYMV-CPسازي ناحیه همسانهدرستی ییدبراي تأ

) یکره جنوب(ماکروژن به شرکت نوترکیبهايورامین، همسانه
آمده از واکنش تعیین دستهاي نوکلئوتیدي بهداده. ندارسال شد

شده زیر هم چیده،مونتاژBioEditافزار توسط نرم،توالی
)alingment ( براي رسم . محاسبه شدها الیمیزان تشابه توو

Phylogeny Inferenceافزار هاي تبارزاییکی از نرمدرخت

package (Phylip) version .استفاده شد3.65

نتایج و بحث

RT-PCRو یزاالاآزمون توسطآلودههاينمونهشناسایی

به ) درصد34(نمونه45نمونه برگی بررسی شده آلودگی132از
ZYMVدر الکتروفورز محصولات .شدمحرزRT-PCRيقطعه

به CPشامل طول کامل ناحیه (bp1257مورد انتظار به طول 
هاي الایزا مثبت تکثیر شد در نمونه) ترجمه نشده3΄همراه انتهاي 

.دهدها را نشان میاي از این واکنشنمونه2که شکل 

pTG19-Tدر حاملZYMV-CPناحیهسازي همسانه

، دو قطعه BamHIهاي نوترکیب با آنزیم زیمی پلاسمیددر برش آن
bp1250و ) سازيحامل همسانه(bp2800به اندازه تقریبی 

هیچ گونه ). 2شکل (مشاهده شد ) ي مورد انتظارDNAقطعه (
.مشاهده نشدBamHIالگوي متفاوتی در اثر برش با آنزیم 

تعیین توالی و تبارزایی
پوششژنومیناحیهي که اندازهنتایج تعیین توالی نشان داد

نوکلئوتید 840(ZYMV-Varamin)ر جدایه ورامین ی دپروتیین
بود و ) بدون در نظر گرفتن کدون خاتمهید اسو آمین279معادل (

.مشاهده نشدگونه جهش حذف و اضافه یچهیهجداینادر
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و پلاسمیدهاي نوترکیب حاوي ) 6تا 1هاي راهک(ZY3وZYMV-8407-sهاياز آغازگربا استفاده RT-PCRتالکتروفورز محصولا-2شکل
ZYMV-CP مارکر : 7راهک . در ژل آگارز یک درصد) 15تا 8راهک (ناحیهGeneRuler 1 kb DNA Ladder .

Figure 2. Electrophoresis of RT-PCR products using ZYMV-8407-s and ZY3 primers (Lanes 1-6) and BamHI digestion of recombinant
plasmids harboring ZYMV-CP gene (lanes 8-15) in 1% agarose gel. Lane 7: GeneRuler 1 kb DNA Ladder.

یدهاي تشابه را در سطح اسبیشترینZYMV-Varaminجدایه 
ZYMV-10و ) یاسلواک(ZYMV-Kuchynaهايآمینه با جدایه

-داشت، درحالیکه با سایر جدایهدرصد6/99- 100با) مجارستان(
,ZYMV-Bd(یران گزارش شده از اZYMVهاي KP965804(

، نوکلئیکیدهاي در سطح اس. داشتتشابه درصد 8/92–1/97
ZYMV-Varaminهايیهبا جداتشابه رایشترینبZYMV-

SE04T وZYMV-Kuchyna)نیز و ) اکیهردو از اسلوZYMV-

H هاي ایرانی از قبل با جدایهودرصد8/99با چک جمهورياز
هايتدر درخ. شتتشابه دادرصد9/98-2/93تعیین توالی شده

-ی به روشپوششپروتیینناحیهبر طول کامل مبتنیشده یمترس
دو سطح یه درهمسایکترینو نزدیمونیپارسیممماکسهاي

شده رسمدرخت تیک تنهانوکلئیدهايو اسینهآمیدهاياس
دهاي نوکلئیک و به روش نزدیکترین همسایه براساس توالی اسی

براساس این درخت . کندیکتفکیرا بخوبهاتوانست جدایه
) 3شکل (شدندیمتقسCو A ،Bبه سه گروه ZYMVهايجدایه

Lecoq and(یز لکوك و دسبیجکننده نتاید ائکه این نتایج ت

Desbiez . دقرار گرفتنAیرانی در گروه اهايجدایه. بود)2012
2012سال گروه و دریرزسه در منابع به 2012تا سال Aگروه 

هايیهجدادر آن گروهبندي شد که يبندیمتقسیرگروهزشش به 
Lecoq and Desbiez)ندقرار گرفتA1گروه زیردر یرانیا 2012) .

درون یرگروهدو زدریرانیاهايي جدایهبعدهايپژوهشدر 
Massumi(قرار گرفتندAگروه  et al. اما از آنجا که ) 2011

هاي تبارزاییتجزیه و تحلیلدر Aگروه هايیرگروهزیتمام
. هاي ایرانی مشخص نبودیهجدایقدقیگاهبکاربرده نشده بودند جا

تا ZYMVگزارش شده از هايدر پژوهش حاضر، تمامی جدایه
رآنها تعیین کامل دبطورCPناحیهکه 2016اول سپتامبر یختار

پژوهشینشده در ایتوالتعیینوالی شده بود به همراه جدایهت
الگوي مشاهده شده در .بکار برده شدندها تجزیه و تحلیلدر 

هاي جدایهZYMV-CPدرخت تبارزایی ترسیم شده بر اساس 
هاي گزارش شده از کشورهاي مختلف بر ایرانی و نیز سایر جدایه

این براساس . )3شکل (دندبندي نشاساس منطقه جغرافیایی گروه
شکل (به هشت زیرگروه تقسیم شد Aدرخت ترسیم شده، گروه 

قرار A8و A1 ،A6هاي هاي ایرانی در زیر گروهکه جدایه) 3
در ) KP965804رس شماره (ZYMV-Cuگرفتند و یک جدایه 

تر که پیشطوريهمان.قرار نگرفتAهیچ زیرگروهی از گروه 
درنهایت به شش زیرگروه بتدا به سه و در اAگفته شد گروه

Lecoq and Desbiez(تقسیم شد پژوهشدر این ). 2012
-ZYMVاز چین و ZYMV-99/246شامل (A7هاي زیرگروه

KR-PSاز کرة جنوبی ( وA8)نیز براي ) دو جدایه مهاباد و کرمان
هاي ایرانیشامل جدایهفقطA1زیرگروه . بار معرفی شدنداولین

یه از شهرهاي ملایر، یزد، مشهد، زابل، جیرفت، تبریز، جدا11(
آفریقاي از و یک جدایه از آمریکادو جدایه ،)اسدآباد و بوشهر

ها را در بر که بیشترین جدایهA6هاي زیرگروه جدایه. بودجنوبی 
هاي آسیاي دور، خاورمیانه، اروپا و آفریقاي دارد شامل جدایه
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اب، اصفهان، کرج، رشت، زاهدان، جدایه مین10(و ایران جنوبی 
.بود)ZYMV-Varaminماکو، بوشهر، مرودشت، بافت و جدایه 

هاي با بوت شاخه. اسیدنوکلئیکدر سطح ) NJ(ترین همسایه به روش نزدیکZYMVهايجدایهCPناحیهترسیم شده بر اساس توالی کامل تبارزاییدرخت - 3شکل 
. انددر سمت راست شکل نشان داده شدهZYMVهاي زیرگروهها و نیز منشاء جدایه.دادغام شدان70استرپ کمتر از 

Figure 3. Neighbor joining tree drawn based on full-length ZYMV-CP gene at the nucleotide level. Branches with less than 70 % bootstrap supports were
collapsed. The origin of the isolates and subgroups were shown in the right.
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است کدوئیانبا وجود اینکه ورامین یکی از مناطق مهم کشت 
اي از این منطقه تعیین توالی نشده و ولی تاکنون هیچ جدایه

در این پژوهش معلوم شد . هاي آن تعیین نشده بودموقعیت جدایه
و هم در درخت ترسیم ي ورامین هم در مقایسات دوبدوي جدایه

-، بیشترین شباهت را به جدایهCPناحیهشده مبتنی بر طول کامل 
-به همراه آنهاي اسلواکی، جمهوري چک و مجارستان داشت و 

.قرار گرفتA6در زیرگروه ها

، ZYMVهاي در جدایهCPناحیهمینواسیدي در مقایسات توالی آ
DAG)Harrison andجدایه ورامین نیز، داراي موتیف 

Robinson بییشترین ). 2شکل (بود CPدر انتهاي آمینی )1988
که در مشاهده شدCPهاي ایرانی در انتهاي آمینی تفاوت جدایه

هاي اسلوکی، جمهوري چک و جدایه،ZYMV-Varaminجدایۀ
13-21هايدر موقعیتEDDKNNTKKمجارستان موتیف 

هاي ایرانی جدایهدر سایر این موتیف درحالیکه ،وجود داشت
EDDKDKTKKدر اعضاي زیرگروه . بودA6هاي در موقعیت

مشاهده شد در حالیکه این TKAKTVAAموتیف 42-35
با . بودTKVKTVAAبصورت A1موتیف در اعضاي زیر گروه 

تعیین ZYMVپوششی پروتیینتوجه به اینکه ساختار سه بعدي 
CPساختار و عملکرد درها را توان تأثیر این تغییرنشده است نمی

در CPکرد، اما نشان داده شده است که انتهاي آمینی را مشخص 
ویروس و هاي اختصاصی پوتیتوپها حاوي اپیویروسپوتی
در ZYMVهاي بیشترین تغییرها در جدایههاي آن است و گونه

Atreya()4شکل (مشاهده شده است DAGاطراف موتیف  et

al. هاي اطراف گیري کرد که توالیتوان نتیجهمیرو، از این). 1995
ها در مقایسه با سایر تحمل بیشتري نسبت به جهشDAGموتیف 

از آنجا که این موتیف در انتقال با شته . داردCPهاي ناحیه بخش
نقش دارد، احتمال دارد این تغییرها باعث اثرهاي متقابل کشنده 

بررسی اثر یا اثرهاي این بنابراین نیاز به . براي ویروس نبوده است
در کارایی این DAGتغییرها در امینواسیدهاي اطراف موتیف 

بعلاوه موتیف . شودموتیف در انتقال با شته بشدت احساس می
DAG به واسطهHC-Pro) موتیفPTK (هاي موجود در با گیرنده

CPاستایلت ناقل تعامل دارد که این تنوع در انتهاي آمینی پروتیین 

Pirone)است آنرا تحت تاثیر قرار خواهد داد ممکن  1991, Peng

et al. ها ویروسبطوریکه نشان داده شده است در پوتی. ( 1998
در DAGتعیین خواهند کرد که موتیف DAGهاي اطراف توالی

López-Moya(انتقال با شته کارایی داشته باشد یا نداشته باشد  et

al. هاي ي ورامین به همراه جدایهایهبا توجه به اینکه جد). 1999
و مجارستان در ) Kuchynaو SE04T(جمهوري چک، اسلواکی 

Glasa and(هاي یکسانی یک خوشه قرار گرفتند و موتیف

Pittnerova ها به اشتراك را در مقایسه با سایر جدایه) 2006
-این جدایهابZYMV-Varaminتوان استنباط کرد که داشتند، می

.اندگرفتهءها از یک جد مشترك منشا

CPانتهاي آمینی تنها در N16N17A27M37موتیف از سوي دیگر 

هاي اروپاي جدایه(هاي مجارستان، اسلواکی و اتریش جدایه
-ویژگی منحصر بفرد و بیمشاهده شده است و به عنوان ) مرکزي

Tóbiás and Palkovics(ها معرفی شده است جدایههمتاي این 

. نیز مشاهده شدZYMV-Varaminاین موتیف در جدایه ). 2003
ها، هرچند به میزان کم، توسط نشان داده شده است که این جدایه

ها در یابند و تنها راه گسترش یا پراکنش این جدایهبذر انتقال می
Tóbiás and Palkovics(سه کشور اشاره شده انتقال با بذر است 

در ورامین کاشت ) رقم بومی(ا که رقم سمسوري از آنج. )2003
این ویروس احتمال داردشود و بذور این گیاه واردتی نیست، می

آلوده به ياز طریق بذور وارداتی سایر کدوئیان نظیر خیار و کدو
این امر تاکیدي دیگر بر . شده استورامین این نژاد وارد منطقه 

وگیري از ورود گیرانه اصول قرنطینه براي جلاجراي سخت
تر این است که احتمال ضعیف. هاي جدید به ایران استجدایه

هاي اروپاي مرکزي وجود فقط در جدایهN16N17A27M37موتیف 
هاي بویژه با تعیین توالی بخشهاپژوهشبا ادامه تنهاندارد که

ي اروپاي مرکزي و بطور همزمان جدایۀ ورامینهادیگر جدایه
پروتیینفاوت بودن توالی انتهاي آمینی مت. مشخص خواهد شد

ویروساینهايجدایهپوششی در جدایه ورامین نسبت به سایر
را در یامپیناهاي ایرانیو حتی مابین برخی جدایهایراندر

برخورداربالاتريتنوعازایراندرموجودهايجدایهبردارد که 
همراه باها جدایهرسد اینبه نظر می.متفاوتی دارندمنشاءوهدبو
هاجدایهاینتجمعصورتاند و درذور کدوئیان وارد ایران شدهب

.یابدمیافزایشنوترکیبهايجدایهبروزاحتمال،منطقهیکدر
هاي اروپاي مرکزي و جدایهبا بذربا توجه به خاصیت انتقال

در انتخاب توده یا ارقام شود پیشنهاد میZYMV-Varaminشاید
توده نیز آن با بذور ZYMVانتقال میزان به این ویروسمقاوم

و فیلوژتنیکیهرگروهاز جدایه اي بعلاوه بهتر است . بررسی شود
همورد نمایندبه عنوان ینیآميانتهاموتیف هاي موجود در 

ها و الگوي ها نسبت به این جدایهو مقاومت ارقام یا تودهانتخاب
صورت مبارزه با در غیر این. ردقرارگیرد توجه وپراکنش آنها م

ها به منظور جلوگیري از ورود ویروس به مزارع به دلیل شته
هاي اولیه آلودگی در اثر کاشت بذور آلوده جز استقرار کانون



DAG
Motif

N16N17 A27 M37

*  20 * 40 * 60
ZYMV-Varamin : SGTQPTVADAGATKKNNEDDKGKNKDATGSGSGEKTMAAVTKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
KF976712     : SGTQPTVADAGATKKNNEDDKGKNKDATGSGSGEKTMAAVTKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60

Central Europe 
isolates

KF976713     : SGTQPTVADAGATKKNNEDDKGKNKDATGSGSGEKTMAAVTKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
DQ124239     : SGTQPTVADAGATKKNNEDDKGKNRDATGSGSGEKTMAAVTKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
AJ251527     : SGTQPTVADAGTTKKNNEDDKGKNKDATGSGSGEKTMAAVTKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
FJ705252     : SGTQPTVADAGATKKDKEDDKGKNKDVAGSGSGEKTVAAVTKDKDVNAGSHGRIVPRLSK :  60
FJ705253     : SGTQPTMADAGATKKDKEDDKGKNKDVTGSGSGEKTVAAVTKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
FJ705254     : SGTQPTVADAGATKKDKEDDKGKNKDVTGSGSGEKTVAAATKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
FJ705255 SGTQPTVADAGATKKDKEDDKGKNKDVTGSGSGEKTVAAVTKDKDVNAGSHGKIVPRLSK 60FJ705255     : SGTQPTVADAGATKKDKEDDKGKNKDVTGSGSGEKTVAAVTKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
FJ705259     : SGTQPTVADAGATKKDKEDDKGKNKDGTGSGSGEKTVAAVTKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
FJ705262     : SGTQPTVADAGATKKDKEDDKGKNKDVTGSGSGEKTVAAATKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
FJ705263     : SGTQPTVADAGATKKDKEDDKGKNKDVTGSGSGEKTVAAVTKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
FJ705264     : SGTQPTMADAGATKKDKEDDKGKNKDVTGSGSGEKTVAAVTKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
FJ705265     : SGTQPTVADAGATKKDKEDDKGKNKDVTGSGSGEKTVAAATKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
FJ705266 : SGTQPTVADAGATKKDKEDDKGKNKDATGSGSGEKTVAAITKDKDVNAGSHGKIVPRLSK : 60FJ705266     : SGTQPTVADAGATKKDKEDDKGKNKDATGSGSGEKTVAAITKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
FJ705267     : SGTQPTVADAGATKKDKEDDKGKNKDVTGSGSGEKTVAAATKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
FJ705271     : SGTQPTVADAGATKKDKEDDKGKNKDVTGSGSGERTVAAATKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
FJ705272     : SGTQPTVADAGATKKDKEDDKGKNKDGTGSGSGEKTVAAVTKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
DQ925447     : SDTQTREADAGATKKDRDEDKEKKKDVASSSTNDKTVTAATKDKDVNAGSHGKIVPCLSK :  60
L29569 : SDTQTKEADAGAAKRDKDEEKEKKKDVASSSANEKTMTATAKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
X62662 : SDTQTREAGAGASKKDKDEDKDKKKDVASSSASEKAVATATKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
AF014811     : SDTQTREAGAGASKKDKDEDKDKKKDVASSSASEKAVATATKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
NC_003224    : SGTQPTAADAGATKKDKEDDKGKNKDVTGSGSGEKTVAAVTKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
EU561043     : SGTQPTVADAGATKKDKEDDKGKNKDVTGSGSGEKTVAAVTKDKDVNAGSHGKIVPRLSK :  60
AJ889243     : SGTQGTVADAGATKKEKEEDKGKTKDVTSTSSGDKTVIPTVKEKDVNAGSHGKIVPRLTK :  60
AJ515908     : SGTQQTVADAGATKKDKEDDKAKNKDVTSTSSGNKTVAPIAKEKDVNAGSHGKIVPRLAK :  60
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افزایش آلودگی محیط زیست و ایجاد ناقلین مقاوم به سموم 
. اي در بر نخواهد داشتنتیجه

* 20         * 40         * 60
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTVAAMTKEGSGSGTADKNKGKEDDNNKKTAGADAVTPQTGSVaramin :-ZYMV

: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTVAAMTKEGSGSGTADKNKGKEDDNNKKTAGADAVTPQTGSKF976712     :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTVAAMTKEGSGSGTADKNKGKEDDNNKKTAGADAVTPQTGSKF976713     :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTVAAMTKEGSGSGTADRNKGKEDDNNKKTAGADAVTPQTGSDQ124239     :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTVAAMTKEGSGSGTADKNKGKEDDNNKKTTAGDAVTPQTGSAJ251527     :
: 60KSLRPIVRGHSAGNVDKDKTVAAVTKEGSGSAGVDKNKGKEDDKDKKTAGADAVTPQTGSFJ705252     :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTVAAVTKEGSGSGTVDKNKGKEDDKDKKTAGADAMTPQTGSFJ705253     :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTAAAVTKEGSGSGTVDKNKGKEDDKDKKTAGADAVTPQTGSFJ705254     :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTVAAVTKEGSGSGTVDKNKGKEDDKDKKTAGADAVTPQTGSFJ705255     :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTVAAVTKEGSGSGTGDKNKGKEDDKDKKTAGADAVTPQTGSFJ705259     :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTAAAVTKEGSGSGTVDKNKGKEDDKDKKTAGADAVTPQTGSFJ705262     :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTVAAVTKEGSGSGTVDKNKGKEDDKDKKTAGADAVTPQTGSFJ705263     :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTVAAVTKEGSGSGTVDKNKGKEDDKDKKTAGADAMTPQTGSFJ705264     :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTAAAVTKEGSGSGTVDKNKGKEDDKDKKTAGADAVTPQTGSFJ705265     :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTIAAVTKEGSGSGTADKNKGKEDDKDKKTAGADAVTPQTGSFJ705266     :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTAAAVTKEGSGSGTVDKNKGKEDDKDKKTAGADAVTPQTGSFJ705267     :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTAAAVTREGSGSGTVDKNKGKEDDKDKKTAGADAVTPQTGSFJ705271     :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTVAAVTKEGSGSGTGDKNKGKEDDKDKKTAGADAVTPQTGS5272     :FJ70
: 60KSLCPIVKGHSAGNVDKDKTAATVTKDNSSSTAVDKKKEKDEDRDKKTAGADAERTQTDSDQ925447     :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKATATMTKENASSSAVDKKKEKDEEKDKRAGAADAEKTQTDSL29569      :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTATAVAKESASSSAVDKKKDKDEDKDKKSAGAGAERTQTDSX62662      :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTATAVAKESASSSAVDKKKDKDEDKDKKSAGAGAERTQTDSAF014811     :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTVAAVTKEGSGSGTVDKNKGKEDDKDKKTAGADAATPQTGSNC003224     :
: 60KSLRPIVKGHSAGNVDKDKTVAAVTKEGSGSGTVDKNKGKEDDKDKKTAAGDAVTPQTGSEU561043     :
: 60KTLRPIVKGHSAGNVDKEKVTPVITKDGTSTSSVDKTKGKEEDKEKKTAGADAVTGQTGSAJ889243     :
: 60KALRPIVKGHSAGNVDKEKAIPAVTKNGTSTSSVDKNKAKEDDKDKKTAGADAVTQQTGSAJ515908     :

.استNNو DAG ،DKهاي حضور موتیفپوششی در سطح اسیدهاي آمینه که نشان دهندهپروتیینناحیهترادف آمینو اسیديچینی زیرهم-4شکل 

Figure 4. Alignment of ZYMV-CP sequences at the amino acid level showing DAG, DK and NN motifs.
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سازي کشت بافت در گندم براي فرآیند انتقال ژن یا کشت سوسپانسیون سلولی امري ضروري بهینه
,C-D-4هاينامبهگندمچهار لاین ،سازي کشت بافتبه منظور بهینه. است C-D-6, C-D-8, C-
D-9اجرا شدتکرار 3با یطرح کاملاً تصادفیهبر پایلفاکتوردر قالبیشآزما. ه شد، استفاد.

موردهاي رشد هاي تحت تیمارهاي مختلف تنظیم کنندهلاینییو باززاییزاکالوسیتقابل
اکسین از نوع حاوي سه سطحML1G1کشت یطاز محییزاکالوسبراي. گرفتندقراریابیارز

حاوي N6وMSکشتیطاز محییبراي باززاو ) یترلگرم دریلیم3و 4/2، 2(توفوردي 
متقابل دار بودن اثریمعنبا توجه به . استفاده شدKinو NAA،BAPهاي هورموناز یسطوح

لاینبهمربوطزاییکالوسمیزانیشترینبکهنشان داد یجنتالاین در تیمارهاي مختلف هورمونی، 
C-D-9)82%(میانگین لیتر توفوردي بادرگرملییم4/2سطحو)از نظر القاء کالوس . بود) %60

گرم در لیتر نیترات نقره بود، بیشترین درصد یلیم250که حاوي ML1C2زا، محیط کشت جنین
براي %62/29ییزابیشترین درصد شاخه. تولید نمودC-D-8و C-D-9هاي زایی را در لاینجنین
.آمدبه دستmg/l IAA1 +mg/l BA1حاوي N6(6)محیط کشت درC-D-9لاین 

هاي کلیديواژه
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اینکشتزیرسطح. جهان استوایرانمحصولینترمهمگندم
حدودایراندروهکتارمیلیون220-230برابردنیادرمحصول

درصد22و برابربیشترغلاتسایرازکهاستهکتارمیلیون6/5
Kazemi Arbat(است غلاتکلیهکشتزیرسطح به). 2005
کهاست جهانکشور40از بیشهعمدغذاي،علتهمین

Bushuk).(دنیاست جمعیتدرصد35جوابگوي کشت1998
بهآن نسبتمزیـتکـهاسـتغیرجنسـیتکثیرنوعیبافت،
در محیطگیـاهزیـاديتعـدادتولیـدمرسـوم،هايروشسایر
کیفیـت ویکسـانژنتیکـیمحتـوايباايیشهشدرون

باشـد مـیمحـدودترفضـاییوترـاهکوتیزماندریکنواخـت،
)Tripathi and Tripathi سازي کشت بافت منظور از بهینه.)2003

در گندم، فراهم نمودن بستر مناسب براي انتقال ژن به این گیاه یا 
اي هاي مراحل مختلف تکوین گیاه در شرایط درون شیشهبررسی
.Tarinejad et al(است  2007 .(

نارس و جنین بالغ ینآذمختلفی نظیر گلهايمونهیزندر گندم از ر
به حال کشت جنین تا شده است وبراي تولید کالوس استفاده

نارس گندم به عنوان بهترین ریزنمونه در مطالعات کشت کالوس 
.Carman et al(شده است در گندم شناخته 1988; Chowdhury

et al. 1991; Ozgen et al. 1996; NouriDelavar and Arzani

ی بذرهاي زنجوانهاستفاده از قطعات برگی حاصل از اما ). 2000
توان به میجملهازخشک داراي مزایاي متعددي است که 

سال اشاره کرد تمام طول بودن آن در دسترسقابلسهولت کار و 
)Yu et al. کشتمحیطازکالوستولید بافتغالباً براي.)2008

MSکاربهقندعنوان منبعبهگلوکزیاساکارزوشودمیاستفاده
Farsi and Zolali(رودمی گیاهاندرکالوستولید).2008
بهگیرد،میصورتايدولپهگیاهاناز ترمشکلمعمولاًيالپهتک

کردن تنظیم اضافه بهکالوس، نیازتشکیلالقاء وبرايهمین دلیل
Ichihashi and Kato(باشد میکننده هاي رشد مصنوعی 1986 .(

باشد که باززایی گیاه از کالوس یک پدیده مرفوژنتیکی پیچیده می
نقش مهمی در آن گیاهفیزیولوژیکو عوامل داخلی و خارجی 

.Hagio et al(کنندایفا می رشــددرموفقیــتمیــزان).2002
بـه نوعزیـاديبسـتگیغـلاتدرگیاهو باززاییکــالوس

بهنسبتگیاهانرویشیهايی قسمتکلطوربه. داردیزنمونهر
زایشی آمـادگی بیشـتري بـراي بـاززایی دارنـد و هـاي قسمت

تمام ارقـام وجـود این خصوص در قابلیت ژنتیکی باززایی در 
Bhaskaran and Smith(دارد  عــلاوه بــر عوامــل ).1990

ـده صـفت باززایی کننهـاي کنتـرلفیزیولــوژیکی، بسیاري از ژن
شدهیهـاي گیاهی بررسدر گندم، بـرنج، جـو و سـایر گونـه

-میاست که بیانگر کنترل ژنتیکی صفات پاسخگو به کشت بافت
.Ben Amer et al(باشد هايیپپاسخ ژنوتیکلطوربه).1999

مختلف گنـدم نسـبت بـه توانـایی بـاززایی از کـالوس متفـاوت 
از محققان وجود این امـر ناشـی از تفـاوت بسیاري. باشدمی

هـاي داخلــی گیــاه و هـاي هورمـونترکیـب و غلظـت
مصـنوعی تنظیم کننده هاي رشد هــاي حساســیت بــهتفــاوت

Luica et(انـد استفاده و شـرایط محیطی گیاه اعلام نمودهمورد

al. 1997; Tarinejad et al. 2007; Mendoza and Kaeppler et

al. ، گندمهايیپتعـدادي ژن در کنتـرل بـاززایی ژنوت).2002
.Ben Amer et al)مؤثر است  دهدها نشان مییبررس.(1999

القـايبـهشده اصلاحارقام بهنسبتگندمپاسـخ ارقام بومی
Hunsinger and Schauz(اســت بیشــتربــاززاییوکــالوس

- 2وD-2,4هورمـونلیتـردرگرمیلیم1- 2یقیتحقدر).1987
هورمونیترکیببهتـرینعنوانبهکاینتینلیتردرگرممیلی25/0

.Liu et al(استشدهیمعرفکالوسالقايبراي در.)1990
گنـدملایـن84در کالوسازباززاییوالقاءقابلیتتحقیق دیگر،

بـوددارـیمعنهاژنوتیپبینو تفاوت مورد بررسـیسـیمیت
)Fennell et al. در آزمایشی از کشت جنین رسیده براي . )1996

زایی در گندم استفاده شده و نشان داده شده که بیشترین کالوس
mg/lداراي MSدر محیط کشت % 33/88زایی میزان کالوس 2,4-

D4 وmg/l NAA1آید به دست می.(Turhan and Baser 2003)

ژنوتیپ گندم از 47زایی و باززایی در پژوهشی دیگر کالوس
داري یمعناختلاف . گرفتقراری بررسموردرسیده ریزنمونه جنین

کارایی کشت و ظرفیت باززایی بین ارقام وجود باززایی،ظرناز
.et alداشت  2004)Zale( . نظر ازنانگندمواریته107تعـداد
مشـاهدهوبررسـیبـاززاییتوانـاییوکالوسالقايفراوانی

کشت محـیطبـهبهترواکنشداراييهایپژنوتکـهشـد

مقدمه
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.Machii et al(اسـتبهترژنانتقالوباززاییبرايزایی،کالوس

دهد اکثر محققین از جنین بالغ به ها نشان میاین پژوهش). 1998
اند ولی باززایی عنوان ریزنمونه در کشت بافت گندم استفاده نموده

. استستفاده از ریزنمونه جنین بالغ همیشه پایین بودهارقام با ا
بـه کشـت چهار رقم گندم ناندر تحقیق حاضر واکنش بنابراین، 

در ازنظر القاي کالوس و باززایی )کولئوپتیل(قطعات برگی 
بررسییتوکینین مورد سي اکسینی و هاهورمونسطوح مختلف 

ئه پروتکل کارآمد هدف دیگر انجام این آزمایش، ارا.قرار گرفت
یادي چهار رقم گندم و فراهم کردن ازدیزربراي کشت بافت و 

ورزي ژنتیکی با دستبراي مطالعه انتقال ژن و کارآمدابزار 
بافت، در دورنماي آینده کشتبرهاي مبتنی استفاده از روش

.است

هاواد و روشم

3با یتصادفطرح کاملاً یهبر پایلفاکتوردر قالبیشآزمااین 
مدنیشهیددانشگاهکشاورزييیوتکنولوژبیشگاه تکرار در آزما

-نامبهگندم لاین چهاربذور.اجرا شد1395سالدرآذربایجان
,C-D-4(هاي C-D-6, C-D-8, C-D-9 ( از موسسه تحقیقات

ظاهريکهبذوري. گردیدتهیهکرجاصلاح و تهیه نهال و بذر 
پس از . شدندانتخابکشتوضدعفونیبرايداشتندسالم

هیپوکلریتمحلولیقه،دق1مدتبه%70با الکلبذورضدعفونی
دریقه،دق15مدتبه20تویینقطره 1باهمراه%25/2سدیم
بادقیقه5و 3، 1مدتبهمتوالیبارسهبذوراینآخريمرحله

.شدنددادهاستریل زیر هود لامینار شستشودو بار مقطر آب
سطحیآبتاشدنددادهقراراستریلصافیکاغذرويسسپ
MS ½محیطبهزنیجوانهبرايسپس. شوندخشککاملاًها آن

5-10بهگیاهچهاندازهکهوقتی. در شیشه مربا منتقل شدند
ازمترسانتی1-2اندازهبهکلئوپتیل،)1شکل (رسیدمترسانتی
.برش داده شدندمتريمیلی1-2قطعاتبهوجداساقهبخش
.ML1G1)Ahmadabadi et alمحیطدرقطعاتاینسپس

لیترگرم دریلیم2وN6هايها و نمکویتامینحاوي(، )2007
-لیترگرم دریلیم2880گلایسین، Lدرگرممیلی100ین،پرول

القايبرا) 8/5با اسیدیتهکاروزاسلیتردرگرم30کازئین،لیتر
ازلیترمیلی20حاويکهیشديپترهردر.ندگرفتقرارکالوس
دربسپس.گردیدکشتریزنمونه9تعدادبود،کشتمحیط

شرایطدرزاییکالوسجهتهانمونه. شدبستهیلمپارافباظروف
قرارهفته2مدتبهگرادسانتیيدرجه25±1دمايوتاریکی

تولید هايسکالوتعدادها،کالوسگیريشکلازبعد. شدندداده
هر برايزاییکالوسدرصدوشمارشدیشپتريهردرشده

بعدمرحلهدر. گردیدمحاسبهجداگانهطوربهتیمارهرلاین و
هاي تکثیر و تولید کالوس،رشدجهتتولید شدههايکالوس
.ML1C2)Ahmadabadi et alمشابهکشتمحیطبهزاجنین

میلی گرم 500و 250دو سطح حاويکهتفاوتاینبا،)2007
بهنیترات نقره، .)1شکل(شدندواکشتنیترات نقره بوددر لیتر
مؤثراثر اتیلن، بر تقسیم و تمایز سلولی ممانعت کنندهعنوان
باززاییبرايزاجنینهايکالوسواکشت،ازپسهفتهدو. است
.ML1R3)Ahmadabadi et alییباززامحیطبهگیاه 2007( ،

باززایی،برايشده استفادههايکشتمحیط.شدنددادهانتقال
هرکدام شامل شش محیط که.بودندN6و MSکشت محیط

).1جدول (بودند کشت متفاوت 

1مدت بههانمونهابتداباززایی،محیطدرهاکالوسکشتازبعد
گرادسانتیيدرجه25±1دمايوتاریکیشرایطدرهفته

ساعت 16تیمارتحتهانمونهمدتیناازبعد. تیمارگردیدند
گرادسانتیيدرجه25±1دمايدرتاریکیساعت8وروشنایی

بهدادهرنگتغییرهايکالوسباززایی،آغازازپس.گرفتندقرار
کافیفضايتاشدندمنتقلمشابهکشتمحیطباآزمایشهايلوله
به هاي باززا شده شاخه. باشدداشتهوجودگیاهچهرشدبراي
به محیط ها،ریشهيتوسعهوتولیدجهتمتر،یسانت3الی 2طول

انتقال داده گرم در لیتر ساکارز 30فاقد هورمون حاوي MSکشت 
ازپسوشده خارجآزمایشيلولهازشدهدارریشهگیاهان. شد

شدند دادهانتقاليسازگار سازمحیطبهاستریلخاكدرکشت
.)1شکل(
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انواع محیط کشت باززایی مورد استفاده براي ریزنمونه قطعات برگی گندم-1جدول 
Table1-Type of regeneration media used for wheat coleoptile segment explants

محیط  
کشت 

غلظت تنظیم نوع و
هاي رشدکننده

محیط 
کشت 

غلظت تنظیم نوع و
هاي رشدکننده

محیط 
کشت 

غلظت تنظیم ونوع 
هاي رشدکننده

محیط  
کشت 

غلظت تنظیم نوع و
هاي رشدکننده

MS(1) بدون هورمون MS(4) 2 mg/l KIN +
0.5 mg/l NAA

N6(1) 0.5 mg/l BAP N6(4) 0.5 mg/l KIN

MS(2) 1 mg/l IAA +
1 mg/l BA

MS(5) 2 mg/l BAP +
0.5 mg/l IAA

N6(2) 2 mg/l BAP N6(5) 2 mg/l BAP +
0.5 mg/l NAA

MS(3) 1 mg/l IAA +
0.5 mg/l BA

MS(6) 2 mg/l BAP+
1 mg/l NAA

N6(3) 2 mg/l KIN +
0.5 mg/l NAA

N6(6) 1 mg/l IAA +
1 mg/l BA

بادرصد باززاییو1رابطهازاستفادهبازاییکالوسدرصد
.گردیدمحاسبه2رابطهازاستفاده

مراحل مختلف کشت بافت، القاء کالوس و باززایی را در 1شکل 
در محیط هاریزنمونهبعد از اینکهچند روز. دهدگندم نشان می
زایی قرار گرفتند شروع به کالوس) ML1G1(ییزاکشت کالوس

ها خیلی کم بود و در دو هفته اول رشد کالوس). 1شکل (کردند 
به. شد بیشتري از خود نشان دادندرهاکالوسدو هفتهبعد از 
هاي پنجم و ششم رخ بیشترین رشد کالوس بین هفتهکهطوري

ساختار متراکم، ترد و داراي سطح از نظر هاي حاصله کالوس. داد
به دلیل (رنگ کرم تا کرم مایل به زرد از لحاظ ناصاف بودند و 

در .بودند) قرارگیري در شرایط تاریکی و عدم تولید کلروفیل
Mendoza and Kaeppler(یشآزما هاي بالغ بعد ، جنین)2002

Chen(سه روز و در آزمایش  et al. سه روز یااز دوبعد، )2006
.Yu et al(یشآزماو در  - بعد از سه روز شروع به کالوس،)2008

.زایی کردند

زایی قطعات برگیبر القاي کالوستوفورديغلظتتأثیر
ي سطوح روزایی بر هاي حاصل از کالوسدهتجزیه واریانس دا

نشان داد که بین چهار توفورديکننده هاي رشد تنظیممختلف
×توفوردي، اثر متقابل لاین هورمونلاین گندم، سطوح مختلف 

زایی در سطح درصد کالوساز نظر مختلف هورمونسطوح 
).2جدول (داري وجود دارد یمعناحتمال یک درصد اختلاف 

رازاییکالوسمیزاندار بودن اثرمتقابل، بالاترینبه معنیبا توجه
یترلدرگرممیلی4/2و 2سطوحدر C-D-8لاینوC-D-9لاین

-C-Dبه لاینمتعلقزاییکالوسمیزانکمترینوداشتند توفوردي

-Cلایندر. بودتوفورديلیتردرگرممیلی4/2و2سطوحدر 4

D-9لیتر،درگرممیلی3به2از توفورديهورمونسطوحتغییربا
لایندرکه در حالی. نشدایجادزاییکالوسدرداريمعنیتغییر

C-D-4گرمیلیم3به4/2ازتوفورديهورمونغلظتافزایشبا
در. شدحاصلزاییکالوسمیزاندرداريمعنیافزایشلیتردر

ورمونهغلظتافزایش،C-D-4لاینبرعکسC-D-8ژنوتیپ
-کالوسمیزاندرداريمعنیکاهشبهمنجر3به4/2ازتوفوردي

زایی بالاتري از توان کالوسC-D-9بطور کلی، لاین . شدزایی 
برخوردار بود و در بین تیمارهاي مختلف هالایننسبت به سایر 
گرم در لیتر توفوردي نسبت به میلی4/2و 2هورمونی، سطح

داده به کشت بافت بهتر پاسخ نشانها لاینسایر سطوح در اکثر
).2شکل (است 

ثبحونتایج
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از ریزنمونه قطعات کولئوپتیلزاییکالوسدرصدگندم بر روي هايلاینتجزیه واریانس تأثیر سطوح مختلف توفوردي و- 2جدول 
Table 2- Variance analysis of 2, 4-D different levels and cultivar on callus induction from  coleoptile segment explants

زاییدرصد کالوسمیانگین مربعات  درجه آزادي منابع تغییر
**77/2 2 توفوردي
**56/49 3 لاین
**83/3 6 توفوردي×لاین

375/0 24 خطا
45/12 %)CV(ضریب تغییرات

ns ، *است%1و % 5در سطح احتمال داریدهنده اختلاف معنبه ترتیب نشان** و.
ns,*,** : non significant, significant at 5% and 1% probability level, respectively.

هاي زیر برگMS2/1.:Bیطمحهاي رشد کرده در شرایط استریل روي گیاهچهA:.از ریزنمونه قطعات برگیگندم مراحل کشت و القا کالوس و باززایی گیاه-1شکل 
تکثیر : D. هفته کشت در تاریکی5پس از ML1G1القا کالوس از قطعات برگ روي محیط :C.متري تقسیم و کشت شدندمیلی1-2راي القا کالوس به قطعات کلئوپتیل ب

القا ساقه : G. زاس غیر جنیننماي نزدیک از یک کالو: F. زانمایی نزدیک از یک کالوس جنین:ML1C2 .Eاز قطعات برگ روي محیط آمدهدستبهزایی هاي جنینکالوس
هاي انتقال گیاهچه: J. زانمایی نزدیک از یک ساقه هوایی حاصل از کالوس جنین: Iو ML1R3 .Hاز قطعات برگ در محیط آمدهدستبهزا ینجنهاي هوایی از کالوس

.سازگاري گیاهان به شرایط طبیعیدار شده به خاك وهاي ریشهانتقال گیاهچه: K. زاییحاصل از باززایی به محیط کشت ریشه

Figure 1- Different stage of culture, callus induction and regeneration from wheat coleoptile explants.
a) Growth of seedling under sterile condition on ½ MS media b) Leaves under coleoptile divided into 1-2 mm segments for
culture c) callus induction from coleoptile segments on ML1G1 media after 5 weeks from culture. d) proliferation of
embryogenic callus obtained from coleoptile segments on ML1G2 media e) Magnification view from embryogenic callus f)
Magnification view from non embryogenic callus g) Shoot induction from embryogenic callus on ML1R3 media h&i)
Magnification view of shoot resulted from embryogenic callus j) plantlet transfer to shoot induction media k) seedling transfer
to sterile soil for accumulation to the environment.
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توفورديدر سطوح مختلف غلظت هورمونگندمزایی ارقاممیانگین درصد کالوسمقایسه- 2شکل 
Figure 2 –Mean comparisons of cultivar*2,4-D on callus induction percent

ي محور هاو بخشی درگیاه گندم از جنین بالغ، میانگرهپژوهشدر 
گرم در میلی1حاوي MSریزنمونه و از محیط سنبله به عنوان

زایی به لیتر توفوردي استفاده نمودند و نتایج نشان داده که کالوس
این محققین همچنین. ژنوتیپ ارقام مورد استفاده بستگی دارد

نشان دادند حضور اکسین در محیط القاء کالوس ضروري است 
)O'Hara and Street زایی ر روي کالوساي که بدر مطالعه). 1978

زایی در هاي بالغ گندم صورت گرفت درصد کالوساز جنین
و در %67/86، توفورديگرم در لیتر میلی2محیط کشت حاوي 
در و% 86/87،توفورديگرم در لیتر میلی3محیط کشت حاوي 
به دست%85، توفورديگرم در لیتر میلی4محیط کشت حاوي 

.Bi et al(آمد  گرم در لیتر میلی2یط کشت حاوي در مح). 2007
-20/96هاي بالغ بین زایی از جنیندرصد کالوستوفوردي

Bi and Wanh(یر بود متغ% 75/68 آزمایش دیگري از در). 2008
کردند و براي القاي کالوس استفادهتوفورديگرم در لیتر میلی2

%82-85زایی در گندم زراعی بین مشاهده شد که درصد کالوس
.Chauhan et al(باشد یم% 77-79بین دورومگندم و در 2007 .(

MSدر پژوهشی دیگر مشخص شد که نوع ترکیبات محیط کشت 

مؤثردر باززایی جنین گندم رسیده) نصف کردن(و برش طولی 
القاي کالوس اولیه در تمام ارقام مورد آزمایش در % 70.است

Yu(آمد به دست توفورديmg/l2محیط کشت حاوي and Wei

2007(.

زاالقاء کالوس جنینبر ) AgNO3(نقره اثر نیترات 
ي روزایی بر هاي حاصل از کالوسفاکتوریل دادهتجزیه واریانس

هاي و چهار رقم گندم نشان داد که بین لایندو سطح نیترات نقره
زایی در سطح احتمال یک درصد اختلاف کالوسنظرازگندم 

).3دول ج(داري وجود دارد یمعن

بر روي ریزنمونه قطعات کولئوپتیلزاییو ارقام گندم بر روي کالوس) AgNO3(نقرهنیترات تجزیه واریانس فاکتوریل تأثیر سطوح مختلف- 3جدول
Table 3- Factorial variance analysis of AgNO3 and cultivar different levels on callus induction from coleoptile segment
explants

زاییدرصد کالوسدرجه آزاديمنابع تغییر

AgNO3(14227/0(نقره یتراتن ns

338/28لاین **

AgNO3(336/1(نقره یتراتن×لاین *

16347/0خطا
CV(%24/11(ضریب تغییرات

ns ، *است% 1و % 5در سطح احتمال داریاختلاف معندار، غیر معنیدهنده نشانیببه ترت** و.
ns,*,** : non significant, significant at 5% and 1% probability level, respectively.
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ي اثر اتیلن، بر تقسیم و تمایز ممانعت کنندهعنوانبهنیترات نقره، 
نیتـرات نقـره بـر    مـؤثر این بررسی حضـور  در.استمؤثرسلولی 
 ـ    زایی، جنینکالوس دار بـودن  ه معنـی زایـی و بـاززایی بـا توجـه ب

-، به نظـر مـی  حالینابا. اثرمتقابل لاین در نیترات نقره تائید شد
افـزایش  که در حالی.یپ گیاه وابسته استژنوترسد این اثر نیز به 

یر تأثبیC-D-9زایی بر لایننیترات نقره در محیط کشت کالوس
منفی داشـته ولـی باعـث    تأثیرC-D-6و C-D-8هايو در لاین

بیشـترین میـزان   . شده استC-D-4زایی در لاین یش کالوسافزا
گرم در لیتر نیترات نقـره از  میلی250و 500زایی در سطح کالوس

هـا، یشـترین  بطورکلی در اکثـر لایـن  . به دست آمدC-D-9لاین 
نیتـرات  لیتـر درگـرم یلیم250سطحبهمربوطزاییکالوسمیزان

نیتـرات نقـره از طریـق    .)3ل شـک (بود ) %71/59(میانگین نقره با
رقابت در ایجاد پیوند با جایگاه اتصال اتیلن از عمل آن جلوگیري 

-هاي جنینبنابراین باعث تحریک تشکیل کالوس، کالوس.کندمی

.Songstad et al(شــود زا و افــزایش بــاززایی مــی 1991 .(
هـاي مختلـف ذرت   همچنین آثار مثبت نیترات نقره روي ژنوتیـپ 

)Vain and Dunl .Fernandez et al(و گنـدم  ) 1989

.استشدهگزارشنیز ) 1999

)AgNO3(نقره زایی ارقام مختلف گندم در سطوح مختلف غلظت نیترات ي میانگین درصد کالوسمقایسه- 3شکل 

Figure 3 – Mean comparison of cultivar*AgNO3 media on callus induction percent

هاي حاصـل از  نواع محیط کشت بر توان باززایی کالوستاثیر ا
قطعات برگی

هـا، براي بررسی اثر انواع محیط کشت در توانـایی بـاززایی لایـن   
4/2هاي قطعات برگی آن در محـیط کشـت حـاوي    ابتدا ریزنمونه

تولیـد کـالوس،   بعـد از کشت شدند و توفورديگرم در لیتر میلی
و MS(1ایـه مطـابق جـدول    دو نوع محیط کشـت پ ها بهکالوس

N6(  که هرکدام شامل شش محیط کشت  باززایی متفاوت بودنـد
زایـی در محـیط   بعد از شش هفتـه درصـد شـاخه   . منتقل گردیدند

از این دو نـوع  آمدهدستبههاي با بررسی داده. کشت ثبت گردید
هاي کشت و لاین و پایه مشخص شد که بین محیطکشت محیط 

درصـد بـاززایی تفـاوت    از نظـر  محـیط کشـت   اثرمتقابل لایـن و 
).4جدول (داري در سطح احتمال یک درصد وجود دارد معنی

هاي لاینزانیجنهاي باززایی کالوسبرMSیر محیط کشت تأث
مختلف گندم

و نسـبت بـه محـیط کشـت    لایـن بهبستهآزمایشایندرباززایی
در C-D-9بـالاترین میـزان بـاززایی لایـن    ). 4جدول(بود متفاوت
+mg/l IAA 1حـاوي MSپایـه  کشـت محـیط   0.5 mg/l BA  بـه
در محـیط  C-D-9و کمترین میزان باززایی لاین  )%22/22(میزان 

+1mg/l IAAحـاوي  MSکشت پایـه   1 mg/l BA  وmg/l BAP

0.5 mg/l IAA+2 بود) %7/3(به میزان.
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باززایی بر روي ریزنمونه قطعات برگیگندم بر روي مختلف هايلاینو مختلفهايمحیط کشتتجزیه واریانس فاکتوریل تأثیر -4جدول 
Table 4- Factorial variance analysis of media and lines different levels on regeneration from coleoptile segment explants

درجهمنابع تغییر
آزادي

زاییدرصد باز

1133/5محیط کشت **

354/3نلای *

33431/0محیط کشت×لاین ns

96062/1خطا
CV(%65/17(ضریب تغییرات

ns، *است% 1و % 5در سطح احتمال داریاختلاف معندار، غیر معنیدهنده به ترتیب نشان** و.
ns,*,** : non significant, significant at 5% and 1% probability level, respectively.

MSپایـه  کشـت در محـیط  C-D-8بالاترین میزان باززایی لایـن   

+mg/l IAA 1حاوي 0.5 mg/l BA و کمتـرین  )%51/18(به میزان
حـاوي  MSدر محـیط کشـت پایـه    C-D-8میزان بـاززایی لایـن    

1mg/l IAA+ 1 mg/l BA  وmg/l BAP0.5 mg/l IAA+2

پایـه  کشـت یط در مح ـC-D-6بالاترین میزان باززایی لایـن   .بود
MS پایه کشتمحیط فاقد تنظیم کننده رشد وMS  حـاويmg/l

BAP1mg/l NAA+2 ــزان ــه می ــزان )%81/14(ب ــرین می و کمت
1mg/lحـاوي  MSپایـه  کشـت در محـیط  C-D-6باززایی لاین 

IAA+ 1 mg/l BAوmg/l BAP0.5 mg/l IAA+2 وmg/l

KIN0.5 mg/l NAA+2 میـزان بـالاترین . بـود ) %7/3(به میزان
mg/l 1حـاوي MSپایـه  کشـت در محـیط  C-D-4باززایی لایـن  

IAA+ 0.5 mg/l BA و کمترین باززایی لایـن  )%95/25(به میزان
C-D-4 پایه کشتدر محیطMS  هـاي رشـد و   فاقد تنظـیم کننـده
+1mg/l IAAحاويMSپایه کشتمحیط  1 mg/l BA   بـه میـزان

هـاي  دراکثـر محـیط  باززایییزانمبیشترینبطورکلی، . بود) 4/7%(
زایـی در  بـاز میـزان کمترینوC-D-4لاینبهمربوطMSکشت 

.)4شکل (بود C-D-6لاینبهمربوطMSهاي کشت اکثر محیط

MSهاي مختلف در محیط کشتگندمزایی ارقام مختلفبازمیانگین درصدمقایسه-4شکل 

Figure 4 – Mean comparison of cultivar*MS media on regeneration percent
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هاي گندمباززایی لاینبرN6محیط کشت یرتأث
و نسبت به محیط کشتلاینبهبستهآزمایشایندرباززایی
دارد مطابقتنیزمحققینسایرنتایجباکه)4جدول(بود متفاوت

)Sears and Decard 1982; Mathias and Simpson 1986;

Przetakiewicz et al. 2003; Tarinejad et al. مقایسه .)2007
،C-D-9میانگین اثر متقابل نشان داد بالاترین میزان باززایی لاین 

به میزان mg/l IAA1mg/l BA+1حاوي N6پایهکشتدر محیط 
کشتمحیط در ،C-D-9و کمترین میزان باززایی لاین )62/29%(

-Cباززایی لاین ترین میزانبالا. بودmg/l KIN 0.5حاويN6پایه

D-8 پایهکشتدر محیطN6حاويmg/l KIN0.5 mg/l

NAA+2 وmg/l BAPmg/l NAA+20.5 و )%51/18(به میزان
حاوي N6پایهکشتمحیط در C-D-8کمترین میزان باززایی لاین 

0.5 mg/l BAP  وmg/l KIN0.5باززایی بالاترین میزان.بود

mg/l KIN0.5 mg/lحاويN6پایهکشتط محیدر C-D-6لاین 

NAA+2 و کمترین میزان باززایی لاین )%81/14(به میزانC-D-

mg/l KINو  mg/l BAP 0.5حاوي N6پایهکشتمحیط در 6

کشتمحیط در C-D-4باززایی لاین بالاترین میزان. بود0.5
)%95/25(به میزان mg/l KIN0.5 mg/l NAA+2حاويN6پایه
N6پایهکشتمحیط در C-D-4مترین میزان باززایی لاین و ک

در باززاییمیزانبیشتریندر نهایت، . بودmg/l KIN0.5حاوي
زاییبازمیزانکمترینوC-D-9به لاینمربوطN6محیط کشت 

ها همچنین  براي اکثر لاین.باشدمیC-D-6لاینبهمربوط
mg/lحاويN6پایهکشتمحیطمربوط بهبیشترین میزان باززایی

KIN0.5 mg/l NAA+2 میزان و کمترین%)04/20(با میانگین
بود mg/l KIN0.5حاويN6پایهکشتمحیط باززایی مربوط به

).5شکل (

زاییبازروي درصدN6در محیط کشت مختلف گندممیانگین اثرمتقابل ارقام مختلفمقایسه- 5شکل

Figure 5 – Mean comparison of cultivar*N6 media on callus induction percent

در باززایی N6با MSهاي مشابهمقایسه دو به دو محیط کشت
ارقام گندم

mg/l IAA1 +mg/lيحاوN6(6)و MS(2)هاي محیط کشت

BA1هاي و محیط کشتMS(4) وN6(3)حاويmg/l NAA

5/0 +mg/l Kin2هايو محیط کشتMS(6)وN6(5) حاوي
mg/l BAP1+ mg/l NAA1باززایی مورد مقایسه از نظر درصد
.قرار گرفتند

ها نشان داد که ها با لاینمقایسه میانگین اثر متقابل محیط کشت
از توان باززایی MSنسبت به محیط کشت N6محیط کشت 

نسبت به محیط N6در نتیجه محیط کشت. بهتري برخوردار است
است ه دادپاسخ بهتري به القاي باززایی از خود نشان MSکشت 

).6شکل (
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MSو N6در محیط کشت مختلف گندمزایی ارقام مختلفبازدرصددوبهدومیانگینمقایسه- 6شکل 

Figure 6 – Mean comparison of regeneration percent on wheat cultivar in MS and N6 media

هاي سبز گندم را بر زایی و باززایی گیاهچهجنینی در آزمایش
هاي روزه در بین ژنوتیپ3-3هاي اساس قطعات برگی از گیاهچه

ها، محیط مختلف بررسی و نتیجه گرفتند در بین محیط کشت
القاء کالوس و تولید از نظر L3و N6نسبت به محیط MSکشت 

یجه گرفتند همچنین این محققین نت. گیاهچه بهتر عمل نمودند
فراوانی تشکیل کالوس بعلاوه فراوانی باززایی گیاهی وابسته به 

MSمحیط کشت . استتوفورديترکیب محیط کشت و غلظت 

براي کشت قطعات برگی توفورديبر لیتر مولیکروم59/4با 
یکروم36به 59/4از توفورديافزودن غلظت . گندم مطلوب بود

داشت ولی مانع باززایی گیاه روي القاء کالوس اثر مثبت مول
Wang and(شد می Wei با وجود این، در این آزمایش ). 2004

از توان باززایی MSنسبت به محیط کشت N6محیط کشت 
اي، اثرات ژنوتیپ، نوع محیط در مطالعه. بهتري برخوردار بود

، همچنین BAPوتوفورديهاي کشت پایه، غلظت هورمون
را در القاي ) یتردر لگرم میلی10و 8، 6(هاي مختلف آگار غلظت

رقم 5اي جنین بالغ یشهشدرونکالوس و باززایی آن در کشت 
گندم را بررسی کردند، این محققین مشاهده کردند که محیط 

پاسخ LSها نسبت به محیط کشت در تمامی رقمMSکشت پایه 
هايدهد و در غلظتبهتري به القاي کالوس و باززایی نشان می

ها در ، تمامی رقم)گرم در لیترمیلی10و 8، 6(آگار مختلف 
گرم در لیتر آگار، پاسخ بهتري به باززایی نشان میلی8غلظت 

بیشترین درصد القاي کالوس توفورديدادند و در غلظت مختلف 
ها و غلظت هورمون ها متفاوت بوده و بین ژنوتیپبراي رقم

اي از دو نوع محیط کشت هدر مطالع.اثرات متقابل وجود داشت
چو و همکاران، (LSو ) 1962موراشگ و اسکوگ، (MSي پایه

ي در کشت بافت گندم استفاده شد که محیط کشت پایه) 1975
MS بهتر ازLS داد به کشت بافت پاسخ)Mehmood et al.

توان نتیجه هاي انجام شده میبنابراین با توجه به بررسی. )2013
مناسب و هورمون مورد استفاده بسته به گرفت محیط کشت 

.تواند متفاوت باشدژنوتیپ و شرایط محیط کشت می

گیري نهایییجهنت

در این پژوهش، با در نظر گرفتن تعدادي از فاکتورهاي 
هاي گندم، مهم از قبیل اهمیت غذایی و بومی بودن واریته

ور از هاي گندم در دست معرفی کشریزازدیادي تعدادي از لاین
بررسی و C-D-9و C-D-8 ،C-D-6 ،C-D-4قبیل 
باتوجه به .ها مورد ارزیابی قرار گرفتزایی و باززایی آنکالوس

ها و سطوح مختلف هورمون دار بودن اثر متقابل لاینمعنی
-C-Dزایی در لاین توفوردي نشان داد که بیشترین میزان کالوس

داده و در در تمام سطوح مختلف هورمون توفوردي رخ9
گرم در لیتر توفوردي رخ میلی4/2و 2در سطوح C-D-8لاین
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و داري وجود ندارداهم اختلاف معنیداده که در این دو لاین ب
دار بودن اثر متقابل سطوح مختلف نیترات نقره با باتوجه به معنی

زا جنینهاي مورد استفاده نشان داد که بیشترین میزان کالوسلاین

بیشترین درصد . مشاهده شدC-D-8وC-D-9هاي در لاین
N6(6)در محیط کشت C-D-9براي لاین % 62/29زایی شاخه

. به دست آمدmg/l BA1به همراه mg/l IAA1حاوي 
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ٗکٖ اس راّکبرّبٕ گ٘بّبى بزإ کبّش هقدار سدٗن س٘تَسٍلٖ، دفع سدٗن بِ خبرج سلَل است. 

شَد. اٗي دفع خبرج سلَلٖ، هبًع اس اثزّبٕ سوٖ سدٗن در فزآٌٗدّبٕ سلَلٖ س٘تَسٍل هٖ

ّبٕ درگ٘ز در اٗي  ( ٗکٖ اس بْتزٗي پزٍتئ٘يSOS1) ّ٘درٍصى غشبٕ پلاسوبّٖٗبٕ سدٗن/ ًبقل

بزإ  بِ عٌَاى هٌبع Kochia scopariaٍ شَرسٕ  دٍلپِاس گ٘بُ  پضٍّشدر اٗي فزآٌٗد ّستٌد. 

. بز ّو٘ي اسبط بب استفبدُ اس آغبسگزّبٕ طزاحٖ شدُ در هٌبطق استفبدُ شدصى خداسبسٕ 

 1200ًَکلئَت٘دٕ ٍ بِ تبع٘ت اس آى تَالٖ  3600حفبظت شدُ در گ٘بّبى دٗگز، طَل تقزٗبٖ 

شد. ه٘شاى شببّت اٗي تَالٖ در   تع٘٘ي تَالٖکٌٌدٓ اٗي صى شٌبسبٖٗ ٍ إ اس تَالٖ کد آهٌِ٘اس٘د

درصد بب استفبدُ اس  32إ  آهٌِ٘درصد ّوَلَصٕ ٍ در سطح اس٘د 44ب حداکثز سطح ًَکلئَت٘دٕ ب

 ّبٕ بعدٕ بزإ تع٘٘ي خصَص٘بت پزٍتئٌٖ٘ ٍ ارتببطتأٗ٘د شد. تدشِٗ ٍ تحل٘ل BLAST بزرسٖ

هٌطقِ  ٍ ًتبٗح ًشبى داد کِاًدبم شد  بَ٘اًفَرهبت٘کّبٕ دٗگز بب استفبدُ اس هطبلعبت  آى بب پزٍتئ٘ي

ّبٕ آلفبٕ آبگزٗش بِ عٌَاى قطعٔ گذرًدُ اس غشبٕ پلاسوبٖٗ است ٍ در هقببل آى  چحبٍٕ هبرپ٘

عٔ داخل سلَلٖ پزٍتئ٘ي آلفبٕ ٍ خبص٘ت آبدٍستٖ بِ عٌَاى قط ّبٕهبرپ٘چدًببلٔ بب تعداد کوتز 

ّبٕ غشبٕ پلاسوبٖٗ را بزإ ٍخَد ٍاکٌش هقبٍهت  د. اٗي ًتبٗح ًقش دفع سدٗن تَسط ًبقلببش هٖ

 در گ٘بُ کَش٘ب تأٗ٘د ًوَد.بِ شَرٕ 
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  مقدمٍ

ّبٕ تشٗي هحذٍدوٌٌذُؿَسٕ ٗىٖ اص ثضسي  

. Amjad et al., 2008)تَل٘ذ هحصَلات وـبٍسصٕ اػت )

دسصذ  30الٖ  20ّبٕ ثِ عول آهذُ  ثشاػبع ًتبٗح ثشسػٖ

ّبٕ تحت آث٘بسٕ خْبى ثِ طَس ًبهطلَثٖ تحت تأث٘ش صه٘ي

ؿَسٕ صٗبد  (Mott and Wang, 2007)ؿَسٕ لشاس داسًذ 

خجشاى ًبپزٗش ف٘ضَٗلَطٗىٖ اص خولِ وبّؾ  صذهبت

پتبًؼ٘ل اػوضٕ، وبّؾ گؼتشؽ ثشي، وبّؾ فتَػٌتض، 

ّبٕ ضشٍسٕ ّب، اختلال دس خزة َٗىؿذى سٍصًِثؼتِ

پتبػ٘ن ٍ ولؼ٘ن ٍ اثشّب ػوٖ ثش سٍٕ غـبّب ٍ  هبًٌذ

 Sangam)وٌذ  ّبٕ آًضٗوٖ گ٘بّبى عبلٖ اٗدبد هٖػ٘ؼتن

et al., 2005; Munns, 2000). ػشٕ هطبلعبت  ٗه

ّبٕ همبٍم ثِ ؿَسٕ، ًبؿٖ اص ػ٘ؼتوبت٘ه ثشإ طى

 ,.Wu et al)غشثبلگشٕ طًت٘ىٖ دس هؤػؼٔ طئَ اًدبم ؿذ 

1996; Liu  and  Zhu, 1997; Zhu et al., 1998). 

ػبصٕ تَالٖ ثش اػبع ّب ًـبى داد، ثعذ اص ؿجِ٘پظٍّؾ

 ًمـِ ٍ ّوچٌ٘ي تدضِٗ ٍ تحل٘ل عولىشدّب، دس ه٘بى پٌح

دس هؼ٘ش  SOS3, SOS2, SOS1ّبٕ  ، طىSOSپشٍتئ٘ي 

ػ٘گٌبلٖ وبّؾ ه٘ضاى ٍسٍد ػذٗن وِ اص ساّىبسّبٕ حفظ 

پتبػ٘ن ًؼجت ثِ ػذٗن دس گ٘بّبى تحت تٌؾ ؿَسٕ 

 ,.Zhu, 2003; Chinnusamy  et al)اػت، دخبلت داسًذ 

ؿًَذُ ثِ ولؼ٘ن ٗب پشٍتئ٘ي هتصل ،SOSدس هؼ٘ش . (2005

SOS3 ،ًوبٗذ.َسٕ سا دسٗبفت ٍ هٌتمل هٖػ٘گٌبل تٌؾ ؿ 

SOS3  پشٍتئ٘يSOS2  ثِ ػوت غـبٕ  وشدُسا فعبل ٍ

تب فؼفشٗلاػَ٘ى تشاًؼپَستش  وٌذپلاػوبٖٗ ّذاٗت هٖ

 فشاّن ؿَد SOS2/SOS3تَػط ووپلىغ  SOS1 ػذٗوٖ

(Qiu et al., 2002; Zhu  et al., 1998) .SOS1 اص ،

 127ٕ ًذاصُّبٕ ثضسي غـبٕ ػلَلٖ ثب ٍصًٖ ثِ اپشٍتئ٘ي

و٘لَ دالتَى اػت وِ دس آساث٘ذٍپؼ٘غ گضاسؽ ؿذُ اػت 

(Wu et al., 1996) ٕدس اًتْب .C-  ،تشهٌ٘بلSOS1  (

( ٗه ًَولئَت٘ذ حلمَٕ ٍ دس ًبح٘ٔ 746-849دسًبح٘ٔ 

وٌٌذُ ٍخَد داسد. دس ٗه ده٘ي خَد تٌظ٘ن 1146-998

حبلت اػتشاحت ده٘ي خَد تٌظ٘وٖ ثب تَالٖ ثبلادػت وِ 

هحل اتصبل ًَولئَت٘ذ حلمَٕ اػت تعبهل ثشلشاس ؿبهل 

وٌذ. ده٘ي خَد تٌظ٘وٖ هىبى ّذفٖ ثشإ هٖ

اػت. پغ اص  SOS2فؼفَسٗلاػَ٘ى تَػط 

تٌظ٘وٖ اص هىبى  خَد ده٘ي SOS1فؼفَسٗلاػَ٘ى 

 ؿَدثبلادػت سّب ؿذُ ٍ فعبل٘ت حول ٍ ًمل آى صٗبد هٖ

(Shi et al., 2000; Brett et al., 2005; Quan et al., 

2007 Quintero  et al., 2002;).  ٖثش اػبع همبٗؼٔ تَال

SOS1 ثٌٖ٘ ّبٕ وشٍٕ پ٘ؾّبٕ دٗگش ٍ ده٘يثب پشٍتئ٘ي

 -Nؿذُ ػِ ًبحِ٘ دس اٗي پشٍتئ٘ي ٍخَد داسد. اًتْبٕ 

اػ٘ذآهٌِ٘ تـى٘ل ؿذُ اػت ٍ ثِ  440تشهٌ٘بل وِ اص 

هبسپ٘چ آلفبٕ هحبفظت ؿذٓ گزسًذُ اص غـبٕ  12صَست 

-دّذ. اػ٘ذفَة، حفشٓ غـبٖٗ سا تـى٘ل هّٖ٘ذسٍ

ّبٕ هختلف ؿبهل وِ دس گشٍُ 155-190ّبٕ هٌطمٔ  آهٌِ٘

ّبٕ آلفبٕ ؿـن ٍ ّفتن اػت ثِ عٌَاى هحل  هبسپ٘چ

 ;Guo et al., 2004)ثبؿذ اتصبل ثشإ َٗى ػذٗن هٖ

Masser, 2001) دم ثلٌذ ػ٘تَپلاػوٖ ّ٘ذسٍف٘ل دس .

ٌِ تـى٘ل ؿذُ اػت، وِ اػ٘ذآه٘ 700تشهٌ٘بل اص -Cهٌطمٔ 

 440-740إ اص اػ٘ذآهٌِ٘ 300دس اٗي اًتْب ٗه ًبح٘ٔ 

ٍخَد داسد وِ ثصَست وشٍٕ ؿىل اػت ٍ اٗي ًبحِ٘ 

 Guo)دّذ ًـبى هٖ NHX8ؿجبّت ٗب ّوَلَطٕ صٗبدٕ ثب 

et al., 2004) ٌٔ٘ٗه  740-1146. دس اداهِ اص اػ٘ذآه

ِ ّش تَالٖ هٌحصش ثِ فشد اػت ٍ ّوؼبًٖ لبثل تَخْٖ ث

ثٌٖ٘ دّذ. پ٘ؾًـبى ًوٖ SOS1پشٍتئ٘ي دٗگشٕ ثِ خض 

إ ثشإ ثعٌَاى ًبحِ٘ 441-1146ؿَد وِ ًبح٘ٔ هٖ

 Guo)ؿَد وٌ٘بص هحؼَة هٖ SOS2فؼفشٗلاػَ٘ى تَػط 

et al., 2004) علاٍُ ثش اٗي .SOS1  ً٘ض دس تحول ثِ تٌؾ

دس پبػخ ثِ  SOS1وٌذ. دخبلت اوؼ٘ذاتَ٘ اٗفبٕ ًمؾ هٖ

، وِ ٗه پشٍتئ٘ي RCD1اتَ٘ اص طشٗك تعبهل ثب تٌؾ اوؼ٘ذ

اػت،  ROSّبٕ فعبل اوؼ٘ظى ٗب هْن ثشإ پبػخ ثِ گًَِ

تشهٌ٘بل  -Cاهىبى پزٗش اػت. طجك گضاسؿبت دس اًتْبٕ 

SOS1 ٌِ٘440-806ّبٕ دٍ ًبحِ٘ هَخَد دس اػ٘ذآه  ٍ

-Katiyar)هْن ّؼتٌذ  RCD1ثشإ تعبهل ثب  1103-936

Agarwal et al., 2006).  اص آًدبٖٗ وِ گ٘بّبى ّبلَف٘ت

تَاًٌذ  لبدس ثِ سؿذ ٍ تحول ؿشاٗط ؿَسٕ ثبلا ّؼتٌذ، هٖ

ثِ عٌَاى ثْتشٗي اثضاس خْت دسن اػبع هَلىَلٖ 
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پَستشّب ثِ ؿوبس آهذُ ٍ ًمؾ احتوبلٖ آًْب سا دس  آًتٖ

 ,.Chinnusamy et al)همبٍهت ثِ ؿَسٕ آؿىبس ػبصًذ 

 دٍ گ٘بّٖ( Kochia scoparia L. Schard) وَؿ٘ب (.2005

ى ٗبسچغٌذ ادُخبًَ ىگ٘بّب اص C4 هتبثَل٘ؼن ثب ٍ علفٖ ،لپِ

(Fischer et al., 2000) ًَِإ ثؼ٘بس هتحول ثِ ؿَسٕ ٍگ

(Lamsal et al.,  1999; Madrid et al., 1996)  اص ٍ

-وٌٌذٓ ًوه اػت وِ دس ثشخٖ طجمِّبٕ دفعّبلَف٘ت

د ؿذُ ٍ هٌجع ّبٕ اخت٘بسٕ للوذاّب خضء ّبلَف٘تثٌذٕ

خَثٖ اص علَفِ سا دس ؿشاٗط آث٘بسٕ ثب آة ؿَس فشاّن 

. لبثل روش اػت وِ اٗي (Sherrod, et al., 1971)وٌذ هٖ

گ٘بُ ثِ عٌَاى ٗه گ٘بُ داسٍٖٗ دس هدبهع ث٘ي الوللٖ اص 

 .خولِ دس وـَس وشُ خٌَثٖ هَسد تَخِ لشاس گشفتِ اػت

ّبٕ هشثَط ثِ ّبٕ اٗي گ٘بُ دس فشآٌٗذ دس هطبلعبت اص هَُ٘

ػبصٕ ػ٘ؼتن اٗوٌٖ ٍ تأث٘شگزاسٕ آى اص طشٗك غ٘ش فعبل

 اػتفبدُ ؿذُ اػت ) NF_KBفبوتَس سًٍَٗؼٖ 

Soleimani et al., 2008؛Kafi, et al., 2010) .ٕاخشا 

ّذف هجتٌٖ ثش ساّجشدّبٕ هجتٌٖ ثش ثَ٘تىٌَلَطٕ دس تأه٘ي 

 ّبپظٍّؾً٘بصهٌذ اًدبم اٗدبد همبٍهت دس گ٘بّبى هْن 

ؼتشدُ دس ؿٌبػبٖٗ عَاهل هؤثش دس تحول ثِ ؿَسٕ ٍ گ

. ثٌبثشاٗي ثبؿذ وٌٌذُ آى دس طٖ دٍسُ تٌؾ هٖعَاهل تٌظ٘ن

طج٘عٖ ّبٕ  تَاًٌذ ثِ عٌَاى هذل هٖ گ٘بّبى ؿَسصٗؼت

. هَلىَلٖ دس ػبٗش گ٘بّبى اػتشاتظٗه ثبؿٌذ اصلاحثخؾ 

تَاًذ ثِ عٌَاى ٗىٖ اص هٌبثع خذٗذ ثشإ  ب هٖوَؿ٘گ٘بُ  لزا

ّبٕ همبٍهت ثِ ؿَسٕ هطشح ؿَد تب ثتَاى ثب ثذػت  طى

پَستش غـبٕ پلاػوبٖٗ هَخَد  ّبٕ آًتٖ آٍسدى تَالٖ طى

دس اٗي گ٘بُ، ساُ سا ثشإ اػتفبدُ ّش چِ ث٘ـتش اص تَاًبٖٗ 

 اٗي گ٘بُ فشاّن آٍسد.

 

 
  َا ريش ي مًاد

 

اص  Kochia scopariaثزسّبٕ گ٘بُ : تهیه مواد گیاهي

پظٍّـىذُ  ثِ گلخبًِصفْبى تِْ٘ ٍ ؿشوت پبوبى ثزس ا

پغ اص  ٍ ، هٌتملداًـگبُ صاثل صٗؼت فٌبٍسٕ وـبٍسصٕ

ثزسّب دس هبػِ ؿؼتِ وـت  ،اًدبم ضذ عفًَٖ ػطحٖ

 سٍص پغ اص وـت ثِ هٌظَس افضاٗؾ ػطح 45ًذ. ؿذ

تشاًؼىشٗپتَم پبػخ دٌّذُ ثِ ؿَسٕ دس گ٘بُ، ت٘وبس ؿَسٕ 

ٍ ػپغ  هَلاس ًوه ولشٗذػذٗن اعوبل ؿذ ه٘لٖ 400

 ؿذًذ. تثشداؿ  RNAخْت اػتخشاج بى ت٘وبس ؿذُگ٘بّ

 دس ػبٗش گ٘بّبى SOSّبٕ طى  تَالٖ: طراحي آغازگرها

آٍسٕ ؿذ. خوع NCBIّبٕ ث٘ي الوللٖ  دس پبٗگبُ دادُ

 DNAّبٕ ًشم افضاسٕ تَالٖ آغبصگشّب، ثب اػتفبدُ اص ثؼتِ

STAR (EditSeq, Meg- Align, MapDraw; Version 

5.00) ٍGENE DOC (Multiple Sequence Alignment 

Editor & Shading Utility Version 2.5.000)  ، ٖطشاح

(، هحل طشاحٖ اٗي آغبصگشّب ثِ صَستٖ 1ؿذًذ )خذٍل 

دس ًظش گشفتِ ؿذُ اػت وِ طى هَسد ًظش ثِ صَست دٍ 

 لطعِ خذا اص ّن ٍ داسإ هٌبطك ّوپَؿبى خذاػبصٕ ؿَد.

: 1K.S. SOSىث٘ش طى ٍ ت cDNA ، ػبختRNAاػتخشاج 

طجك دػتَسالعول و٘ت ؿشوت دًبصٗؼت آػ٘ب اًدبم ؿذ. 

گشم ثبفت گ٘بُ دس ٗه ّبٍى چٌٖ٘ دس داخل اثتذا صذ ه٘لٖ

ٗب ثبفش  G1 ل٘تش ثبفشاصت هبٗع ثِ خَثٖ خشد ٍ ثب ٗه ه٘لٖ

اػ٘ذٕ ) حبٍٕ گَاً٘ذٗي تَ٘ػ٘بًبت، ػذٗن اػتبت(، ثِ 

ولشٍفشم ثِ ّش  ه٘ىشٍل٘تش 200خَثٖ هخلَط ؿذ. ه٘ضاى 

حبٍٕ ثبفت اضبفِ ٍ ثعذ اص هخلَط  G1ل٘تش ثبفش ه٘لٖ

دل٘مِ اًىَثِ ؿذ. ثعذ  3ؿذى دس دهبٕ آصهبٗـگبُ ثِ هذت 

ثَد ثِ لَلٔ  RNAاص ػبًتشٗفَط، فبص ثبلاٖٗ وِ حبٍٕ 

اپٌذٍسف خذٗذٕ هٌتمل ؿذ. اٗضٍپشٍپبًَل ػشد ثِ ثبفش 

G2  ذ ٍ ثعذ اص % اػت(، اضبفِ ؿ96)ولشٗذ ل٘ت٘ن ٍ اتبًَل

هخلَط وشدى ٍ اًىَثبػَ٘ى دس دهبٕ اتبق، ػبًتشٗفَط ثِ 

دس تِ لَلِ اًدبم ؿذ. ثعذ اص  RNAهٌظَس سػَة 

دسصذ، ٍ خـه  75ؿؼتـَٕ سػَة هَسد ًظش ثب اتبًَل 

 RNaseه٘ىشٍل٘تش آة فبلذ  100تب  30ؿذى آى ثِ ه٘ضاى 

 اص سٍؽ RNAاضبفِ ؿذ. خْت تع٘٘ي و٘ف٘ت ٍ وو٘ت 

طل آگبسص ٍ اػپىتشٍفتَهتش اػتفبدُ ؿذ. دس  الىتشٍفَسص

و٘ت ػبخت ؿشوت  ثب اػتفبدُ اص cDNAهشحلِ ثعذ ػٌتض 

Gene Allّبٕ ثشگـتٖ هشثَط ثِ آغبصگش( ٍ 2) ، خذٍل

 .اًدبم ؿذّشلطعِ 
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 .K.scopariaاز  SOS1 آغبصگشّبٕ طشاحٖ ؿذُ ثشإ خذاػبصٕ طى اػبهٖ ، تَالٖ -1جذول

Table1- Name and sequences of primer designed for SOS1 gene isolation from K.scoparia . 
Sequences primer Name primer 

  

5’-ATGGCAGCATCTCGAA-3’ P.SOS.S.FWD1 
 

5’-AGAAAACAAACAATGTT-3 P.SOS.S.REV1 
 

5-ACTGGAACACTGTTT-3 P.SOS.S.FWD2 
 

5-CCGTTTGATATAAGCCA-3 P.SOS.S.REV2 
 

5-CAAATGGGATCTGGCT-3 P.SOS.S.FWD3 
 

5-GAGATTACTTGGTGAATC-3 P.SOS.S.REV3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 .K.scopariaدس گ٘بُ  SOS1ثشإ تىث٘ش لطعبت طى  PCR ٍاوٌؾ اخضإ -3جذول 

Table3: Reagents PCR for amplification of SOS1 gene in K.scoparia. 
    Reagentsاخضاء ٍاوٌؾ   Volumeحدن هَاد 

 Forward primer ه٘ىشٍل٘تش 5/0

 Revers primer تشه٘ىشٍل٘ 5/0

 cDNA Template ه٘ىشٍل٘تش 1

 Master Mix(Red BioRun)  ه٘ىشٍ ل٘تش 5/12

 Nuclease free water ه٘ىشٍل٘تش 25تبحدن 

 

 با استفاده از آغازگرهای برگشتی طراحی شذه. cDNAمخلوط اجسای واکنش جهت سنتس  -2جديل 

Table 2: Reagents and volume for cDNA synthesis using by reverse primer designed. 

 حدن هَاد
Volume 

 اخضاء ٍاوٌؾ
Reagents 

) Total RNA ه٘ىشٍل٘تش 3 گرم نانو100  ) 

) Specific Primer ه٘ىشٍل٘تش 5/0 میکرومولار10 ) 

 (مولار میلی 10) dNTP ه٘ىشٍل٘تش 5/0

 10X RTase reaction buffer ه٘ىشٍل٘تش 1

)  ه٘ىشٍل٘تش 1 مولار میلی 1/0 ) DTT 

 HYPER Script TM Reverse Trans criptase 200u/ µl ه٘ىشٍل٘تش 5/0

 Zym ALLTM RNase inhibitor ه٘ىشٍل٘تش 5/0

 Nuclease free water ه٘ىشٍل٘تش 3
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cDNA  ُإ پل٘وشاص، ػٌتض ؿذُ، ثِ عٌَاى الگَ دس ٍاوٌؾ صًد٘ش

إ ٍ تىث٘ش طى ثب اػتفبدُ اص  دٍ سؿتِ DNAخْت ػٌتض 

 (.3إ ّش سؿتِ دس ًظش گشفتِ ؿذ، خذٍل)هَسد ًظش ثش آغبصگشّبٕ

چشخِ  35دل٘مِ، ػپغ  4: ٍاػشؿت اٍلِ٘ ؿشاٗط اٗي تىث٘ش ؿبهل

 45دسخِ، اتصبل  94دل٘مِ دس دهبٕ  1صَست ٍاػشؿت ػبصٕ ِ ث

 ٍ( هَسد ًظش آغبصگشاتصبل )هٌبػت ثشإ خفت ثبًِ٘ دس دهبٕ 

 بصٕطَٗل ػ دس ًْبٗتدسخِ ٍ 72 ثبًِ٘ دس دهبٕ 45 طَٗل ػبصٕ

دل٘مِ دس ًظش  10دسخِ ػبًتٖ گشاد ثِ هذت  72دس دهبٕ  ًْبٖٗ

ثب اػتفبدُ اص  ثب طَل هَسد ًظش ثذػت آهذُلطعبت  گشفتِ ؿذ.

ٍ خذاػبصٕ دًب صٗؼت  اص سٍٕ طل ؿشوت DNA و٘ت اػتخشاج

تع٘٘ي تَالٖ ثِ سٍؽ توبم اتَهبت٘ه فلَسػبًغ ٍ تَػط ؿشوت 

Bioneer  ؿذ.وشُ خٌَثٖ اًدبم   

ثعذ اص اعلام تَالٖ، ػشّن ثٌذٕ : In silicoهای و تحلیلتجسیه 

لطعبت هَسد ًظش ثب اػتفبدُ اص ًمبط ّوپَؿبى ٍ تَػط ًشم 

اًدبم DNA STAR هَخَد دس ثؼتِ ًشم افضاسٕ   SEQmanافضاس

ثجت  NCBIّبٕ هشثَط دس پبٗگبُ  ّب ثب ؿوبسُ ؿذ. اٗي تَالٖ

 ذ.ثبؿٌ اًذ ٍ دس صهبى همشس لبثل دػتشػٖ هٖ ؿذُ

ثِ سٍؽ  ثَ٘اًفَسهبت٘ىٖ دسخت ف٘لَطًت٘ىّٖبٕ تدضِٗ ٍ تحل٘ل

ClustalW تَػط ًشم افضاس ،meg align  هَخَد دس ثؼتِ ًشم

ػبختبس ثبًَِٗ ثِ  اًدبم ؿذ. تدضِٗ ٍ تحل٘ل DNA STARافضاسٕ 

ثِ  SWISS modelثشإ ػبختبس ػَم ثِ سٍؽٍ  SOPMAسٍؽ 

صَست    //:www.expasy.orghttp صَست آًلاٗي تَػط ػشٍس

 پزٗشفت.

ٕ  آهٌِ٘ثشسػٖ ًوَداس ساهبچبًذساى هشتجط ثب تَالٖ اػ٘ذ

 ثب اػتفبدُ اص ػشٍٗغ آًلاٗي ثب آدسع  K.S.SOSطى

http:/cib.cf.ocha.ac.jp/bitool/DIHED2  .صَست گشفت

ٍفَة ػبختبس ّ٘ذسٍپبتٖ، خْت ػٌدؾ ه٘ضاى ّ٘ذسٍف٘ل ٍ ّ٘ذس

ثٌٖ٘ ؿذُ ثشإ  ّبٕ هختلف ػبختبس پشٍتئ٘ي پ٘ؾثَدى لؼوت

هَخَد دس ػشٍس  Pepwindowثب اػتفبدُ اص   K.S.SOSطى

http://www.ebi.ac.uk .پ٘ؾ ثٌٖ٘ ؿجىِ پشٍتئٌٖ٘  ثِ دػت آهذ

ب آدسع ػبصٕ دس گ٘بُ آساث٘ذٍپؼ٘غ تبل٘بًب ثً٘ض ثب اػتفبدُ اص هذل

 اًدبم ؿذ. http://www.stringdb.orgاٌٗتشًتٖ 

 

 

 

 ّبپظٍّؾً٘بصهٌذ اًدبم اٗدبد همبٍهت دس گ٘بّبى هْن  اّذاف

گؼتشدُ دس ؿٌبػبٖٗ عَاهل هؤثش دس تحول ثِ ؿَسٕ ٍ عَاهل 

ّبٕ  ىٖ اص اٗي ًوًَِ. ٗثبؿذ وٌٌذُ آى دس طٖ دٍسُ تٌؾ هٖتٌظ٘ن

ّبٕ  تَاًٌذ ثِ عٌَاى هذل هّٖؼتٌذ وِ  ثبسص گ٘بّبى ؿَسصٗؼت

همبٍهت ثِ ؿَسٕ هَسد هطبلعِ لشاس ثگ٘شًذ، اص آًدبٖٗ وِ  طج٘عٖ

ٗىٖ اص عَاهل همبٍهت ثِ ؿَسٕ دس گ٘بّبى ؿَسصٗؼت 

ّبٖٗ اػت وِ دس آى، ػذٗن اضبفٖ ثِ خبسج اص ػلَل  هىبً٘ؼن

پَستشّبٕ غـبٕ  َثش دس اٗي سًٍذ آًتٖؿَد ٍ عبهل ه ساًذُ هٖ

 ٗبثٖ پلاػوبٖٗ اػت، لزا ثب ؿٌبػبٖٗ اٗي طى دس اٗي گ٘بُ ٍ تَالٖ

تَاى دس خْت ثْشُ ثشداسٕ ّشچِ ث٘ـتش اص آى دس هؼ٘شّبٕ  آى هٖ

  همبٍهت ثِ ؿَسٕ اػتفبدُ وشد.

ّبٕ دطًشُ ٍ آغبصگشٍاوٌؾ تىث٘ش لطعبت هَسد ًظش ثب اػتفبدُ اص  

ّبٕ ثب  ي ثِ عٌَاى الگَ هٌدش ثِ تىث٘ش لطعِثش cDNAًوًَِ 

ثذػت آهذُ  DNA(. لطعِ 1ؿىل ّبٕ هَسد اًتظبس ؿذ ) اًذاصُ

ّن  پغ اص اػتخشاج اص سٍٕ طل، تع٘٘ي تَالٖ ؿذ. تدضِٗ ٍ تحل٘ل

 BLAST (Basic Localسدٗفٖ ثب اػتفبدُ اص اهىبًبت ثشًبهِ 

Alignment Search Tools) ُا هَخَد دس پبٗگبُ داد ٕNCBI  دس

دّذ،  ( اٗي ًتبٗح ًـبى ه2ٖػطح ًَولئَت٘ذٕ اًدبم ؿذ )خذٍل 

اػ٘ذ آهٌِ٘  ٍ DNAطى هَسد ثشسػٖ، ّوَلَطٕ ثبلاٖٗ دس ػطح 

ّبٕ گ٘بّٖ دٗگش داسد. ثش اٗي  ّبٕ ّوتبٕ خَد دس گًَِ ثب طى

دسصذ ّوَلَطٕ ثب  84اػبع دس ػطح ًَولئَت٘ذٕ داسإ حذاوثش 

 92س ػطح پشٍتئٌٖ٘ داسإ حذاوثش ّبٕ هَسد ًظش اػت ٍ د گًَِ

ّبٕ هَسد ًظش اػت )ًتبٗح ًـبى دادُ ًـذُ  دسصذ تـبثِ ثب گًَِ

 .اػت(

ثِ هٌظَس آؿىبسػبصٕ ٍ وـف سٍاثط خَٗـبًٍذٕ ٍ تىبهلٖ، 

(، ثب ػبٗش 2ولاػتش تَالٖ آهٌَ٘اػ٘ذٕ )ؿىل تدضِٗ ٍ تحل٘ل

ّب اًدبم ؿذ. ثش اٗي اػبع هـخص ؿذ، طى هَسد ثشسػٖ  گًَِ

ّبٕ دٍلپِ ٍ هَخَد  ّبٕ ّوتبٕ خَد دس گًَِ تجبط ًضدٗىٖ ثب طىاس

ّبٕ حؼبع ثِ  داسد ٍ اص گًَِ Chenpodiaceaeدس خبًَادُ 

 ثبؿذ. ؿَسٕ خذا هٖ

 

 

  بحث ي جیوتا

http://www.expasy.org/
http://www.ebi.ac.uk/
http://www.ebi.ac.uk/
http://www.stringdb.org/


 نیکخواه و همکاران          ...شن مربًط بٍ آوتی پًرتر شىاسایی ي تعییه تًالی

 

 1395 پاییس ي زمستان/ 2/ شمارٌ 5/ ديرٌ ي ایمىی زیستیشوتیک دسی مُى 118

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 .Kٍٗظُ ٍ ًوًَِ ثشي دس گ٘بُ  ّبٕشآغبصگاػتفبدُ اص  ثبوٌٌذُ آًتٖ پَستش غـبٕ پلاػوبٖٗ ، هشثَط ثِ ًبحِ٘ وذ bp1200 ثب طَل هَسد اًتظبس cDNA تىث٘ش -1شکل 

scoparia ٖهَسد اػتفبدُ،، ًـبًگش هَلىَل DNA Ladder 100bp  ؿشوتBIORON آغبصگش اػت. الف: تشو٘ت P.SOS.S.FWD1  P.SOS.S.REV1/  آغبصگشة: تشو٘ت/ 

P.SOS.S.FWD2 P.SOS.S.REV2 آغبصگش ج: تشو٘ت  P.SOS.S.FWD3/P.SOS.S.REV3آغبصگش د : تشو٘ت P.SOS.S.FWD4/P.SOS.S.REV4. 

Figure1- cDNA amplification with expected length 1200bp, for coding sequences of plasma membrane antiporter with specific primer and leaf tissue from K. 

scoparia.DNA ladder100bp BIORON Company. a: P.SOS.S.FWD1/P.SOS.S.REV1, b: P.SOS.S.FWD2/P.SOS.S.REV2, c: P.SOS.S.FWD3/P.SOS.S.REV3,d: 

P.SOS.S.FWD4/P.SOS.S.REV4. 

 

 

 .BLASTثشًبهِ  ثب اػتفبدُ اص K. scopariaخذاػبصٕ ؿذُ اص  SOS1ّن سدٗفٖ طى  ًتبٗح تدضِٗ ٍ تحل٘ل -4جذول 

Table 4- Results aligment using by BLAST program for SOS1 gene isolated from K.scoparia. 

 

Number Plants sp. Identity 

1 Salicornia dolichostachya 44%  

2 Salicornia  brachiata 44%  

3 Suaeda  japonica 43%  

4 Suaeda  salsa 42%  

5 Beta vulgaris 48%  

6 Spinica oleraceae 41%  

7 Sesuvium portulacastum 77%  

4 Mesemebryanthemum 77%  

7 Vitis vinifera 77%  

18 Populus trichocarpa 76%  

11 Populus eupharatica 76%  

 

 

 

 ب الف

 د ج
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ّبٕ گ٘بّٖ هختلف ثب اػتفبدُ اص ًشم  گًَِثب  K.scopariaخذاػبصٕ ؿذُ اص  (SOS1پَستش غـبٕ پلاػوبٖٗ) طى آًتٖتَالٖ پشٍتئٌٖ٘  تشػ٘ن ؿذُ دسخت ف٘لَطًت٘ىٖ -2شکل

 .دس ًظش گشفتِ ؿذ100پبساهتش تىشاس دس تشػ٘ن دسخت هعبدل . Cluster Wثِ سٍؽ  Meg Alignافضاس 

Figure 2- Phylogenic tree based on amino acid sequences of plasma membrane antiporter (SOS1) isolated from  K.scoparia used of me align (Cluster W). 

nucleotide sub situation*100. 

 

ثب ثشسػٖ ًوَداس ساهبچبًذساى ثشإ تَالٖ پشٍتئٌٖ٘ هَسد ثشسػٖ 

سثع پبٗ٘ي ػوت چپ ٍ آؿىبس ؿذ وِ ث٘ـتش صٍاٗبٕ پًَ٘ذٕ دس 

سثع ثبلا ػوت چپ دٗذُ ؿذُ اػت وِ ثِ تشت٘ت هشثَط ثِ 

ثبؿذ. وِ ثب تَخِ ثِ  ػبختبسّبٕ هبسپ٘چ آلفب ٍ صفحبت ثتب هٖ

ثب ثشسػٖ اًذ.  ثٌٖ٘ ؿذُ اٗي صٍاٗب تبٗ٘ذ ؿذُػبختبسّبٕ دٍم پ٘ؾ

پپت٘ذ  ػبختبس ثبًَِٗ دس تَالٖ آهٌَ٘اػ٘ذٕ هـخص ؿذ وِ دس پلٖ

دسصذ ػبختبس پ٘چ 29دسصذ هبسپ٘چ آلفب،  43 هَسد ثشسػٖ،

دسصذ پ٘چ ثتب دس ول  8دسصذ ػبختبس صفحبت ثتب 17ٍوَچه ٍ 

اص طشفٖ ثشإ تع٘٘ي ًَاحٖ  پلٖ پپ٘ت٘ذ هَسد ًظش ٍخَد داسد.

ّبٕ ّبٕ آلفب دس پشٍتئ٘يگزسًذُ اص غـب وِ ثِ صَست هبسپ٘چ

ٖ اًدبم ؿذ ّ٘ذسٍپبت هـبثِ ثِ اٗي پشٍتئ٘ي ّؼتٌذ، تدضِٗ ٍ تحل٘ل

طَس وِ ( ثِ ًوبٗؾ دس آهذ. دس اٗي ؿىل ّوبى3ٍ دس ؿىل )

ؿَد، ًَاحٖ گزسًذُ اص غـب ثصَست ًَاحٖ هبسپ٘چٖ  هـبّذُ هٖ

تشهٌ٘بل وِ  -Cؿًَذ ٍ دم  ٍ ثب ّ٘ذسٍفَث٘ؼ٘تٖ ثبلاتش دٗذُ هٖ

تشٕ اػت ٍ داسإ چٌذٗي هبسپ٘چ  داسإ ّ٘ذسٍفَث٘ؼ٘تٖ پبٗ٘ي

ّبٕ  تش اص هبسپ٘چ َث٘ؼ٘تٖ آًْب پبٗ٘يوَچه ّؼتٌذ، ه٘ضاى ّ٘ذسٍف

تشهٌ٘بل اٗي  -Nهَخَد دس غـبٕ پلاػوبٖٗ اػت. دس اًتْبٕ 

ّبٕ ؿـن  هبسپ٘چ آلفب ٍخَد داسد وِ دس ًبحِ٘ هبسپ٘چ 12پشٍتئ٘ي 

تشهٌ٘بل ًَاحٖ  -Cؿَد. ٍ دس اًتْبٕ  ٍ ّفتن ثِ ػذٗن ثبًذ هٖ

 ٍخَد داسد. RCD1ٍ تعبهل ثب  SOS2فؼفشٗلاػَ٘ى تَػط 

ػبصٕ ؿجىِ پشٍتئٌٖ٘ ثشإ طى ؿٌبػبٖٗ ؿذُ ثب اػتفبدُ اص ذله

( ثشإ اٗي ؿجىِ 4گ٘بُ آساث٘ذٍپؼ٘غ تبل٘بًب اًدبم ؿذ، ؿىل )

پشٍتئٌٖ٘ پ٘ـٌْبد ؿذ. دس اٗي ؿجىِ پشٍتئٌٖ٘ چٌذٗي گشٍُ 

خَسد، اٍل٘ي گشٍُ اص اٗي پشٍتئ٘ي وِ دس  پشٍتئٌٖ٘ هْن ثِ چـن هٖ

K)هدبٍست پشٍتئ٘ي هَسد ًظش هب ّؼتٌذ، 
+ 

efflux antiporter) 

KEA)( ّؼتٌذ وِ دس ث٘شٍى ساًذىK
وٌٌذ، اٗي  ًمؾ اٗفب هٖ  +

ّب ّوَاسُ تٌظ٘ن  ّوىبسٕ ثِ اٗي دل٘ل ٍخَد داسد وِ دس ػلَل

ُ ثب تٌظ٘ن ه٘ضاى پتبػ٘ن دسٍى ػلَلٖ ه٘ضاى ػذٗن دسٍى ػلَل ّوشا

 گشٍُ دٍم پشٍتئٌٖ٘ هَخَد دس اٗي  (.,.Chanroj et al 2012اػت )

 CAX ( Cation /proton exchanger)ؿجىِ پشٍتئٌٖ٘ گشٍُ 
ّؼتٌذ، وِ دس سًٍذّبٕ هشثَط ثِ اًتمبل وبتَ٘ى/پشٍتَى ًمؾ 

ػبٗش داسًذ، چَى تٌظ٘ن تعبدل ػذٗن ػلَلٖ ثِ ّوشاُ تٌظ٘ن تعبدل 

 Shigaki etّب ثِ عٌَاى ٗه تعبدل پبٗذاس عول خَاّذ وشد ) وبتَ٘ى

al., 2006) 

هَلع٘ت ف٘لَطًت٘ىٖ طى 

K.s.SOS دسگ٘بُ وَؿ٘ب 
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  .K. scopariخذاػبصٕ ؿذُ اص  1K.S.SOSًوَداس ّ٘ذسٍپبتٖ پشٍتئ٘ي پ٘ـگَٖٗ ؿذُ هشثَط ثِ طى   -3شکل 

                                                     Figure3- Hydropathy plot of predicted plasma membrane antiporter protein in K. Scoparia 

 

 

 

 

 

ػبصٕ ؿجىِ پشٍتئٌٖ٘ ثشإ طى ؿٌبػبٖٗ ؿذُ ثب اػتفبدُ اص هذل

( ثشإ اٗي ؿجىِ 4گ٘بُ آساث٘ذٍپؼ٘غ تبل٘بًب اًدبم ؿذ، ؿىل )

پشٍتئٌٖ٘ پ٘ـٌْبد ؿذ. دس اٗي ؿجىِ پشٍتئٌٖ٘ چٌذٗي گشٍُ 

خَسد، اٍل٘ي گشٍُ اص اٗي پشٍتئ٘ي وِ دس  ثِ چـن هٖپشٍتئٌٖ٘ هْن 

K)هدبٍست پشٍتئ٘ي هَسد ًظش هب ّؼتٌذ، 
+ 

efflux antiporter) 

KEA)( ّؼتٌذ وِ دس ث٘شٍى ساًذىK
وٌٌذ، اٗي  ًمؾ اٗفب هٖ  +

ّب ّوَاسُ تٌظ٘ن  ّوىبسٕ ثِ اٗي دل٘ل ٍخَد داسد وِ دس ػلَل

ضاى پتبػ٘ن دسٍى ػلَلٖ ه٘ضاى ػذٗن دسٍى ػلَل ّوشاُ ثب تٌظ٘ن ه٘

 (. گشٍُ دٍم پشٍتئٌٖ٘ هَخَد دس اٗي ,.Chanroj et al 2012اػت )

 CAX ( Cation /proton exchanger)ؿجىِ پشٍتئٌٖ٘ گشٍُ 
ّؼتٌذ، وِ دس سًٍذّبٕ هشثَط ثِ اًتمبل وبتَ٘ى/پشٍتَى ًمؾ 

داسًذ، چَى تٌظ٘ن تعبدل ػذٗن ػلَلٖ ثِ ّوشاُ تٌظ٘ن تعبدل ػبٗش 

 Shigaki etب ثِ عٌَاى ٗه تعبدل پبٗذاس عول خَاّذ وشد )ّ وبتَ٘ى

al., 2006.)  ،ُپشٍتئ٘ي هْن دٗگش دس اٗي ؿجىِ پشٍتئٌٖ٘ اسائِ ؿذ

(Salt  overly sensitive) SOS2 ٖثبؿذ وِ دٍه٘ي پشٍتئ٘ي دس  ه

ثشإ تٌظ٘ن اًتمبل ػذٗن دس غـبٕ ػلَلٖ اػت ٍ ثِ  SOSآثـبس 

تغ٘٘ش فؼفشٗلاػَ٘ى پشٍتئ٘ي  عٌَاى ٗه پشٍتئ٘ي وٌ٘بصٕ ثشإ

SOS1 ( دس ػلَل هطشح اػتJiping et al., 2000،)  دخبلت

SOS1  دس پبػخ ثِ تٌؾ اوؼ٘ذاتَ٘ اص طشٗك تعبهل ثبRCD1 ِو ،

 ROSّبٕ فعبل اوؼ٘ظى ٗب ٗه پشٍتئ٘ي هْن ثشإ پبػخ ثِ گًَِ

 پزٗش اػت. اػت اهىبى

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ثب اػتفبدُ اص هذلؼبصٕ دس گ٘بُ آساث٘ذٍپؼ٘غ تبل٘بًب. K. scopariaخذاػبصٕ ؿذُ اص  K.S.SOSثشإ طى ؿجىِ پشٍتئٌٖ٘ پ٘ـٌْبد ؿذُ  -4شکل 
                  Figure4- Protein network proposed for K.S.SOS gene isolated from K.scoparia using by modeling in Arabidopsis thaliana 
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دٍ ًبحِ٘ هَخَد دس  SOS1تشهٌ٘بل -Cطجك گضاسؿبت دس اًتْبٕ 

ثشإ تعبهل ثب پشٍتئ٘ي  936-1103ٍ  440-806ّبٕ اػ٘ذآهٌِ٘

RCD1  هْن ّؼتٌذ، وِ دس اٗي ؿجىِ پشٍتئٌٖ٘ ثِ ًوبٗؾ دس

 .( (Hiltscher  et al., 2014اًذ آهذُ

ثب تَخِ ثِ ًتبٗح ثذػت آهذُ دس اٗي پظٍّؾ لاصم ثِ روش اػت، 

وِ وبسثشد ثَ٘تىٌَلَطٕ دس اصلاح گ٘بّبى صساعٖ ً٘بص ثِ هٌبثع پبِٗ 

ثٌبثشاٗي  .طًت٘ىٖ ثشإ تحول ثِ ؿَسٕ ٍ پبٗذاسٕ عولىشد داسد

٘ي اٗي ّذف ساّجشدّبٕ هجتٌٖ ثش ثَ٘تىٌَلَطٕ دس تأه اخشإ

گؼتشدُ دس ؿٌبػبٖٗ عَاهل هؤثش دس  ّبپظٍّؾً٘بصهٌذ اًدبم 

وٌٌذُ آى دس طٖ دٍسُ تٌؾ  تحول ثِ ؿَسٕ ٍ عَاهل تٌظ٘ن

ثبؿذ. ثب تَخِ ثِ اٗي وِ تحول گ٘بّبى ؿَسصٕ ًؼجت ثِ تٌؾ  هٖ

ّب ٍ گ٘بّبى خَٗـبًٍذ صساعٖ ث٘ـتش اػت،  ؿَسٕ اص گل٘ىَف٘ت

دٕ هَلىَلٖ اًظ طج٘عٖ ثِ هٌبثعاى تَاًٌذ ثِ عٌَ اٗي گ٘بّبى هٖ

صساعٖ ثِ وبس گ٘بّبى ّبٕ تحول ثِ ؿَسٕ ثِ خْت اًتمبل طى

 سًٍذ.
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اتسار قذرتوٌذی ترای تجسیِ ٍ تحليل  Real-time PCRّای تياى شى تا استفادُ از پصٍّص

رٍد. یکی از هراحل هْن استفادُ ّای غير زیستی در گياّاى تطوار هیّای هقاٍهت تِ تٌصسازٍکار

ّای ّذف تحت ّای هرجع توٌظَر ًرهال کردى تياى شىشى از ایي رٍش اًتخاب ٍ اعتثارسٌجی

ّای ریطِ گٌذم تحت تاضذ. توٌظَر اًتخاب شى هرجع هٌاسة در پصٍّصضرایط هختلف تٌص هی

ّای افسارتا استفادُ از ًرم GAPD ،Actin ٍTa.22845تٌص ضَری، پایذاری تياى سِ شى هعرٍف 

NormFinder  ٍBestKeeper هقایسِ هقادیر ٍ ΔCT  هَرد تررسی قرار گرفت. ًتایج ًطاى داد

ّای ریطِ گٌذم تحت تٌص تریي شى هرجع ترای ًرهال سازی تياى شىهٌاسة  Actinکِ شى

 .تاضذضَری هی
 

 های کليدی واژه
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ثوٌظَس سأهیي غزای اًؼبى دس دٍ دِّ آیٌذُ افضایؾ سَلیذی 

دسكذ دس هحلَلار كـبٍسصی لاصم اػز 110الي  70ثیي 

(Tilman et al., 2011)صساػي، ّبی ثِ. دس كٌبس سٍؽ

ّبی غیش صیؼشي اص هْوششیي اكلاح ثشای هقبٍهز ثِ سٌؾ

. (Fita et al., 2015)سٍد ّبی افضایؾ ػولكشد ثـوبس هيساُ

سؿذ ٍ سَلیذ هحلَل دس گٌذم ًیض ّوبًٌذ ػبیش گیبّبى 

ّبی غیش صیؼشي ثخلَف ؿَسی ٍ سحز سأثیش سٌؾ

. هشأػفبًِ ثب ٍخَد (Munns et al., 2012)ثبؿذ خـكي هي

ّبی دظٍّـگشاى هَفقیز چٌذاًي دس صهیٌِ سوبهي سلاؽ

ّبی غیش صیؼشي حبكل افضایؾ ػولكشد گٌذم سحز سٌؾ

ًـذُ اػز كِ ًبؿي اص كوي ثَدى ایي كفز ٍ ٍخَد اثش 

 . (Araus et al., 2002)هشقبثل طًَسیخ دس هحیظ اػز 

ّب اص هْوششیي اسفبقبسي اػز كِ دس سغییش دس ثیبى طى

دّذ ٍ هٌدش ثِ ّبی گیبّي سحز سٌؾ سٍی هي ػلَل

ؿَد. ّبی ثیَؿیویبئي ٍ فیضیَلَطیكي دس ثشاثش سٌؾ هيدبػخ

ّب ثؼٌَاى گزؿشِ ثشسػي ثیبى ٍ ًحَُ سٌظین طى ّبیدس ػبل

ّبی هْن دس خْز اكلاح ثشای هقبٍهز ثِ یكي اص اثضاس

. (Yousfi et al., 2016)سٌؾ دس گیبّبى ثكبس سفشِ اػز 

ثب  هٌظَس ثشسػي ثیبى طى ٍخَد داسد ّبی هخشلفي ثِسٍؽ

ثشسػي   اًقلاثي سا دس حَصُ Real-time PCRایي حبل اثذاع 

ششیي هضیز هْودس هَخَدار صًذُ ثَخَد آٍسد.  ثیبى طى

 ایي سٍؽ اخشلبكي ثَدى ٍ حؼبػیز ثبلای آى اػز

(Pabinger et al., 2014) .دس سٍؽ كویز ػٌدي ًؼجي 

Real-timePCR  كبّؾ یب افضایؾ ثیبى طى، ًؼجز ثِ طى

 housekeeping) داس یك طى خبًِعَس هؼوَل ثِهشخغ كِ 

gene)  گیشد ٍ لضٍهي ثِ داًؼشي  هياػز هَسد ثشسػي قشاس

 Brunner et) ّب ًیؼزدقیق طى دس ًوًَِ ّبیذيسؼذاد ك

al., 2004). 

، ACT ،GAPDHهثل  داس صیبدی ّبی خبًِسبكٌَى طى 

18SrRNA ،25SrRNA ،UBQ ،UBC ،EF1A  ٍTUB 

دس ؿشایظ ّب دس ثشسػي ثیبى طى هؼشفي ؿذُ اػز كِ

یش صیؼشي هَسد ّبی صیؼشي ٍ غگًَبگَى اص خولِ دس سٌؾ

طى هشخؼي كِ  .(Sinha et al., 2015)اًذ گشفشِقشاس  اػشفبدُ

ؿَد  اػشفبدُ هي Real-time PCR ثشای ًشهبل كشدى ًشبیح

ّبی هخشلف ٍ ّبی ثبفزبیذاس دس ػلَلدثبیؼشي داسای ثیبى 

ثٌبثشایي هَفقیز  .سحز ؿشایظ هشفبٍر آصهبیـگبّي ثبؿذ

هٌبػت ّبی كٌششل داخلي ىطثِ اًشخبة  ،ثیبى طى  ثشسػيدس 

 ٍاثؼشِ اػز. 

ی ّب ّب ًـبى دادُ اػز كِ ػغَح سًٍَؿز طىدظٍّؾ

ؿشایظ ثشخي ای سحز  ثِ عَس قبثل هلاحظِ داس ًیضخبًِ

یب حشي هشاحل  ّبی غیشصیؼشيهبًٌذ سٌؾهخشلف آصهبیـي 

. (Paolacci et al., 2009) كٌذسغییش هيهخشلف ًوَی گیبُ 

ّبی یشصیؼشي دس ػذم دبیذاسی طىّبی هخشلف غاثش سٌؾ

 ,.Ma et al)بی دس چTUBULIN1 ٍ  18S rRNAداس خبًِ

2016)، GAPDH  َّیح در(Tian et al., 2015)،ELF1a  

ٍ  b-tubulin، 18S rRNA، (Reddy et al., 2016)ًخَد  دس

Actin   ػیت صهیٌي دس(Nicot et al., 2005)  ًُـبى داد

-دّذ كِ ثیبى ثشخي طىيؿذُ اػز. ثشسػي هٌبثغ ًـبى ه

 Wu et)داس دس گٌذم ًیض دس هشحلِ دشؿذى داًِ ّبی خبًِ

al., 2015) ثیوبسی ،(Li et al., 2014; Scholtz and 

Visser, 2013)  سٌؾ دهبئي دس هشاحل ًوَ گٌذم ٍ

(Paolacci et al., 2009) كٌذ.سغییش هي 

داس هؼشٍف دبیذاسی ثیبى دٍ طى خبًِ دظٍّؾدس ایي  

GAPDH ،Actin   طى خذیذ ٍ ًیضTa.22845 (Paolacci et 

al., 2009)  دس سیـِ گیبُ گٌذم سحز سٌؾ ؿَسی هَسد

( دشٍسئیٌي هحبفظز ؿذُ Actinثشسػي قشاس گشفز. اكشیي )

دلیوشیضُ ؿذى ْبی یَكبسیَسي اػز. ثب فشاٍاًي ثبلا دس ػلَل

ّبی اكشیٌي فشآیٌذی ثؼیبس ٍ دِدلیوشیضُ ؿذى سؿشِ

بثل سٌظین، فضبئي ٍ آًي ثَدُ ٍ ایي سَاًبیي سا سخللي، ق

ّبی ب ٍ یب دیبمّ دّذ كِ دس هقبثل هحشک ب هيّثِ ػلَل

خبسخي ػشیغ سغییش ؿكل دادُ ٍ ػبخشبس اػكلز ػلَلي 

بی اكشیٌي ّ. سبس(Huang et al., 2012) خَد سا سغییش دٌّذ

ثِ هٌظَس حشكز ٍ سغییش ؿكل  ثیـششخبًَسی  ْبیػلَلدس 

گیبّي  ّبی¬ػلَلسٍد دس حبلي كِ دس  ثِ كبس هي ّبػلَل

  مقدمه
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سقؼین،  ب ًقؾ هْوي سا دس خشیبًبر ػیشَدلاػويّایي سبس

. (Tang et al., 2015) ػلَل ثِ ػْذُ داسد ٍ ًوَ سَػؼِ

( آًضین GAPDH) فؼفبر دّیذسٍطًبص 3گلیؼش آلذئیذ 

گلیؼش سجذیل  كبس آىكلیذی دس چشخِ گلیكَلیض ثَدُ ٍ 

-فؼفبر گلیؼشار هيثي 3،1( ثِ G3P) برفؼف 3آلذئیذ 

صیش سهض كٌٌذُ  Ta.22845. طى (Zeng et al., 2016)ثبؿذ 

اع یك  26ثبؿذ. دشٍسئَصٍم اع هي 26ٍاحذ دشٍسئَصٍهي 

هدوَػِ دیچیذُ چٌذ صیش ٍاحذی اػز كِ ثؼٌَاى هْوششیي 

-ْبی یَكبسیَسي ؿٌبخشِ هيدشٍسئبص غیش لیضٍصیوي دس ػلَل

 Ferrell et)ّب داسد دس سدضیِ دشٍسئیيؿَد ٍ ًقؾ هْوي 

al., 2000)ّبی حیبسي ایي ػِ طى اًشظبس ثش . ًظش ثِ فؼبلیز

ْبی گیبّي داؿشِ ثبؿٌذایي اػز كِ ثیبى دبیذاسی دس ػلَل

 
  ها واد و روشم

 

اص ثخؾ غلار   )هشحول ثِ ؿَسی( ثزس گٌذم سقن ثن

دس  ؾآصهبیذ. ؿسْیِ  (هَػؼِ اكلاح ٍ سْیِ ًْبل ٍ ثزس)

صیؼشي  سكشاس ػِ ّبی كبهل سلبدفي دسقبلت عشح ثلَک

گشٍُ   دس گلخبًِ)ٍ دٍ سكشاس سكٌیكي دس ثخؾ هلكَلي( 

سٌؾ ؿذ. اخشا  صساػز ٍ اكلاح ًجبسبر داًـگبُ صًدبى

 ػذین كلشیذ گشم 5/1ٍ  0ؿبهل هقبدیش ػغح دٍ  ؿَسی

ثشاثش ثب  )ثب ّذایز الكششیكي ثِ سشسیت خبک دس كیلَگشم

ثبفز خبک ؿبهل ذ. ؿاػوبل  صیوٌغ( دػي 10ٍ  3/2

ثِ  آثیبسی ثب آة هؼوَلي،اص خبک ٍ هبػِ ثَد.  1:2ًؼجز 

اًدبم كَسر ٍصًي ٍ ثب سَخِ ثِ ظشفیز صساػي خبک 

ی گیبّبى ثب كَد كبهل، ثِ  كشدى، سغزیِ . دغ اص ػجضؿذ

دسكذ دس آة آثیبسی، ثب فَاكل  2/0كَسر هحلَل 

سٍص دغ اص  25ّب ـِصهبًي یك سٍص اًدبم گشفز. سی

كبؿز، اص گلذاى خبسج ٍ ؿؼشِ ؿذًذ. دغ اص خذا كشدى 

 ذ. ؿی گیبُ ثِ ًیششٍطى هبیغ هٌشقل  ثخؾ َّایي، سیـِ

  اص ثبفز سیـِ ثب اػشفبدُ اص كیز كل RNA اػشخشاج

RNX-Plus ( ٍ )كویز ػٌدؾ ػیٌبكلَى، ایشاى RNA 

)هذل  Spectrophotometerظ دػشگبُ سَػ

NANODROP 2000 بخز ؿشكز ػThermo 

SCIENTIFIC دسكذ اًدبم  8/0گبسص آ( ٍ الكششٍفَسص طل

اص آًضین  ،DNAاص ثیي ثشدى آلَدگي  هٌظَس ثِ  گشفز.

ΙDNase ثبفش ٍ هحلَل ،EDTA (USA Thermo 

SCIENTFIC,ؿشكز ػبصًذُ دیـٌْبدیسٍؽ  ( عجق 

 .اػشفبدُ ؿذ

-2عي ٍاكٌؾ سًٍَیؼي هؼكَع ثب كیز  cDNA ػبخز

steps RT-PCR (Vivantis, Malaysia)  اًدبم ؿذ. خْز

سبهیي دهبّبی ركش ؿذُ دس ساٌّوبی كیز، اص دػشگبُ 

ػبخز ؿشكز  170-8831)هذل  iCyclerسشهَػبیكلش 

BIORAD ُذ.ؿ( اػشفبد 

اخز ٍ   NCBIّبی هَسد ًظش اص ػبیزسَالي طى

عشاحي   OLIGOافضاسمآغبصگشّبی هشثَعِ ثب اػشفبدُ اص ًش

ثِ كَسر  داس ّبی خبًِآغبصگشّبی طى .(1)خذٍلًذ ؿذ

صیؼز خشیذاسی ؿذ. ثب      دَاص ؿشكز سكب دَدس خـك

 100سَكیِ ؿذُ، غلظز آغبصگشّب ثِ  افضٍدى هقذاس آة

هیكشٍلیشش اص آى،  10ثب اػشفبدُ اص  دیكَهَل سػیذ، ػذغ

هیكشٍلیشش سْیِ  100ثب حدن  دیكَهَل 10هحلَل كبسی 

 ؿذ.

ّبی داس، دادُّبی خبًِثِ هٌظَس ثشسػي دبیذاسی ثیبى طى

-مثب اػشفبدُ اص ًش Real-time PCRثِ دػز آهذُ اص 

ثِ  سدضیِ ؿذًذ. NormFinder  ٍBestKeeper فضاسّبیا

 Normfinderفضاس امهٌظَس ثشسػي دبیذاسی ثیبى سَػظ ًش

  یب ثِ ػجبسسي هیضاى ثیبىّبی حبكل اص  اثشذا ثبیؼشي دادُ

Ctّبی هشثَط ثِ ّش طى هشخغ (cycle threshold)  ثب

2ٍ فشهَل  Ct ی اػشفبدُ اص ساثغِ
-Ct  ِّبی كویز ث

فضاس امدس ًش .(Zhu et al., 2013) ًؼجي سجذیل ؿًَذ

BestKeeper اص هقبدیش Ct هشثَط ثِ ّش طى اػشفبدُ هي-

 (CV)ٍ ضشیت سغییشار  (SD)ؿَد ٍ اًحشاف اػشبًذاسد 

 .(Pfaffl et al., 2004) دؿَهحبػجِ هي
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 Real-time PCRّبی هشخغ هَسد اػشفبدُ دس غبصگشّبی طىآهـخلبر  -1جدول

Table 1. Details of reference genes primers used for Real-time PCR analysis 

Gene 

symbol 

Accession 

number 
Gene description Primer sequence 

Tm 

(°C) 

Ta.22845 HG670306.1 
26S proteasome non-ATPase 

regulatory subunit 

Forward 5'-GCTGGCTCGTTCAACTGATG 59.4 

Reverse 5'-GGACCAAGCGTTCTGATTACTC 60.3 

Act AB181991.1 Actin 
Forward 5'-GTGTACCCTCAGAGGAATAAGG 60.3 

Reverse 5'-GTACCACACAATGTCGCTTAGG 60.3 

GAPDH HG670306.1 
Glyseraldehyd-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) 

Forward 5'-CTAACTGCCTTGCTCCTCTTG 59.8 

Reverse 5'-CTTGGAATGATGTTGAAGCTGG 58.4 

 

  نتایج

 

-طى ّبی رٍة ًـبى دٌّذُ اخشلبكي ثَدى سكثیشهٌحٌي

(. ػذم ٍخَد دیك اضبفي 1ّبی هَسد ثشسػي ثَد )ؿكل

حبكي اص ًجَد دشایوش دایوش ٍ ًیض ػذم ٍخَد سكثیش غیش 

اخشلبكي اػز ٍ دلیلي ثش عشاحي كحیح آغبصگشّبی 

اى ثیبى ػِ طى هَسد ثشسػي ثبؿذ. هیضهَسد اػشفبدُ ًیض هي

هحبػجِ ؿذُ اص  ّبی Ctّب هشفبٍر ثَد ٍ داهٌِ دس ًوًَِ

 Ta.22845طى (. 2هشغیش ثَد )ؿكل 04/40سب  08/20

كوششیي سغییشار سا دس  Actinثیـششیي سغییشار ٍ طى 

 ّب ًـبى دادًذ.سوبهي ًوًَِ

 

 BestKeeper افضاسًشم ًشبیح سدضیِ ثب

ٍ ضشیت  (SD) ًحشاف اػشبًذاسدا BestKeeperافضاس مًش

ثشای ّش طى هشخغ  Ctسا ثش هجٌبی هقبدیش  (CV) سغییشار

 SD ّبی داسای. طى(Pfaffl et al., 2004)كٌذ سؼییي هي

 Migocka and)ثضسگشش اص یك، قبثل قجَل ًیؼشٌذ 

Papierniak, 2010.)  ّبی هشخؼي كِ طىدس ایي سٍؽ

 (CV±SD)شار كوششیي اًحشاف اػشبًذاسد ٍ ضشیت سغیی

 ,.Chang et al) سا ًـبى دٌّذ ثیبى دبیذاسسشی داسًذ

سا ثش اػبع BestKeeper  افضاس ؿبخقمایي ًش (.2012

ّب بی هشخغ، هحبػجِ ٍ دبیذاسی طىّهیبًگیي ٌّذػي طى

 BestKeeper ا ثش هجٌبی ضشیت ّوجؼشگي ثب ؿبخق س

ثش اػبع ًشبیح  (.Pfaffl et al., 2004)كٌذ سؼییي هي

 سغییشار ثیـششیي هیضاى BestKeeper  افضاسِ ثب ًشمسدضی

هشثَط ثِ  سغییشار هیضاى ٍ كوششیي Ta.22845هشثَط ثِ 

Actin ( 2خذٍلثَد.) 

 

 BestKeeper  الگَسیشناػشفبدُ اص  ی ثبداس هَسد آصهبیؾ دس سیـِ گٌذم سحز سٌؾ ؿَسّبی خبًِسسجِ ثٌذی طى -2جدول

     Table 2. Ranking of tested housekeeping genes for salt stress conditions in wheat root using BestKeeper   

algorithms. 
Ranking Gene CV± SD 

1 Actin 0.82 ± 0.32 

2 GAPDH 16.76± 4.84 

3 Ta.22845 21.66± 6.68 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669026884?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6GYWPHYM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669026884?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6GYWPHYM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/48927617?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6H041U1201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/48927617?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6H041U1201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669026884?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=6GVYU7B501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669026884?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=6GVYU7B501R
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 ّبی كبًذیذهٌحٌي رٍة طى -1شکل

Figure 1. Melting curve for the candidate reference genes 

 

 

 

 

 

 

 های ریشه گندمهای کاندید در تمام نمونهژن Ctمقادیر  -2شکل

Figure 2. Ct values of candidate reference genes in all wheat root samples. 
 

 Actinافضاس فبكلِ دبیذاسی دس ًشبیح حبكلِ اص ایي ًشم

ثِ عَس كلي ًؼجز ثِ دٍ طى دیگش سفبٍر فبحـي داؿز. 

  طى ،افضاسّش دٍ ًشم ًشبیح ثذػز آهذُ سَػظ دس

Ta.22845  داسای ثیـششیي سغییشار ٍ ًبدبیذاسسشیي ثیبى

 24ثش اػبع ًشبیح یك آصهبیؾ كِ دس  دس حبلي كِ ثَد.

ایي طى دس  ی گٌذم كَسر گشفز ی هَسد هغبلؼِ ًوًَِ

ّب ٍ سیوبس اػوبل ؿذُ ػشهب ثِ ػٌَاى سوبهي ثبفز

 ,.Paolacci et al)شیي طى هؼشفي ؿذُ اػز بیذاسسد

2009) . 

 

 Normfinder افضاسًشم ًشبیح سدضیِ ثب

ثشًبهِ كبسثشدی ًَؿشِ ؿذُ ثب یك  NormFinder فضاساًشم

ثبؿذ كِ ثوٌظَس سؼییي ٍیظٍال ثیؼیك ثش دبیِ اكؼل هي

 ,.Chang et al)سٍد داس ثكبس هيّبی خبًِدبیذاسسشیي طى
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ّبی ثیي ٍ دسٍى گشٍُ ٍاسیبًغافضاس م. دس ایي ًش(2012

 اسصؿي سَػظ ّبدبیذاسی ثیبى آىّبی هشخغ هحبػجِ ٍ طى

كوشش داسای  Mّبی ثب اسصؽ ؿَد. طىهحبػجِ هي Mًبم ثِ

-مًشهحبػجبر ثؼول آهذُ ثب ایي دبیذاسی ثیـشش ّؼشٌذ. 

ثؼٌَاى  077/1سا ثب اسصؽ دبیذاسی  GAPDHطى  ،فضاسا

 Actin  ٍTa.22845ّبی طى. كشد دبیذاسسشیي طى هؼشفي

ّبی ثؼذی قشاس ی دس سسجًِیض ثِ سشسیت اص ًظش دبیذاس

 (.3خذٍلداؿشٌذ )

 

داس هَسد آصهبیؾ دس سیـِ ّبی خبًِسسجِ ثٌذی طى –3جدول

 Normfinder الگَسیشن گٌذم سحز سٌؾ ؿَسی ثب اػشفبدُ اص 

Table 3. Ranking of tested housekeeping genes for 

salt stress conditions in wheat root using Norm 

Finder algorithms 

 

Ranking Gene 
Stability 

value 

1 GAPDH 1.077 

2 Actin 3.175 

3 Ta.22845 3.439 

 

  بحث

سكٌَلَطی ّبی ثب كبسائي ثبلا هبًٌذ اهشٍصُ سٍؽگشچِ 

ّبی ًؼل خذیذ سَالي ( ٍ سكٌیكMicroarrayسیضآسایِ )

ثب قبثلیز اسصیبثي ّضاساى طى ثغَس ّوضهبى  (NGSیبثي )

ّبی دخیل دس ایدبد سحول ثِ طىدس هغبلؼبر ثشسػي ثیبى 

 ,.Mwadzingeni et al)سًٍذ دس گیبّبى ثكبس هي سٌؾ

ثب ٍخَد  Real-time PCR ثب ایٌحبل سٍؽ، (2016

هحذٍدیز دس سؼذاد طى هَسد ثشسػي، ثؼلز سكشاسدزیشی، 

كبسثشد صیبدی دس ثشسػي حؼبػیز ٍ اخشلبكي ثَدى، 

ّبی ثب ػبیش سٍؽػٌدي ّب ٍ ّوچٌیي اػشجبس ثیبى طى

 كبسائي ٍ اػشجبس. (Reddy et al., 2016) داسدثبلا كبسائي 

دس  Real-time PCR سٍؽ كویز ػٌدي ًؼجيكبسثشد 

ػبصی  ثشای ًشهبل ی اػز كِداس ّبی خبًِ طى دبیذاسی

ثشسػي  یك .گیشًذًشبیح ثیبى طى هَسد اػشفبدُ قشاس هي

سٍؽ كبسثشد  ًـبى دادُ اػز كِ دس هقبلار چبح ؿذُ ثب

دس ثیؾ اص ، Real-time PCRسَػظ  كویز ػٌدي ًؼجي

داس اػشفبدُ ؿذُ اػز دسكذ هَاسد سٌْب اص یك طى خب90ًِ

ّبی هشخغ هَسدًظش ًیض ثذٍى اػشجبسػٌدي ٍ اًشخبة طى

. ایي (Kozera and Rapacz, 2013)ّب ثَدُ اػز آى

ّبی ركش ؿذُ ثب ٍخَد هضیز دّذ كِ هي ع ًـبىهَضَ

 Real-timeدس  سٍؽ كویز ػٌدي ًؼجيكبسثشد  ثشای 

PCR هوكي اػز دبیذاس ًبداس  ّبی خبًِطى، اػشفبدُ اص

ّبی گیشی طىهٌدش ثِ ثشٍص اؿشجبّبر صیبدی دس اًذاصُ

 ,.Kozera and Rapacz, 2013; Nicot et al)ّذف ؿَد 

دٍ طى  ثذػز آهذُ اص ایي آصهبیؾ ثش اػبع ًشبیح. (2005

GAPDH  ٍActin  ُاٍل ٍ دٍم سسجِ ثٌذی دبیذاسی   دس سد

ٍ  NormFinderفضاسّبی امب ثِ سشسیت سَػظ ًشّ طى

BestKeeper .اص هیبى ایي دٍ طى قشاس گشفشٌذ، Actin ثِ  سا

هشخغ   سَاى ثؼٌَاى طىهيسا دلیل داؿشي ٍاسیبًغ كوشش 

ّبی ّذف دس طىهغلَة خْز ًشهبل ػبصی ثیبى 

دس  Real-time PCR   ثب اػشفبدُ اص هغبلؼبر ثیبى ًؼجي 

 گٌذم سحز سٌؾ ؿَسی دیـٌْبد كشد.  سیـِ ّبیآصهبیؾ

ّبی سحز سٌؾ GAPDH  ٍActinّبی دبیذاسی طى

، (V. Patankar et al., 2016)خـكي ٍ ؿَسی دس خشهب 

 Ma et)ٍ چبی  (Tian et al., 2015)ثشگ َّیح  سیـِ ٍ

al., 2016) ّبی ًیض ًـبى دادُ ؿذُ اػز ٍ ثشای آصهبیؾ

هشثَط ثِ ثیبى طى دس سٌؾ ؿَسی دس ایي گیبّبى سَكیِ 

ّبی غیش صیؼشي ػشهب ٍ ؿَسی دس ؿَد. ثب ایٌحبل سٌؾهي

ٍػشهب دس گٌذم ( Nicot et al., 2005)صهیٌي ػیت

(Paolacci et al., 2009)  هَخت سغییش ثیبى طىActin 

ؿذُ اػز. ّوچٌیي ًشبیح دظٍّـگشاى ًـبى دادُ اػز كِ 

ّبی غیش صیؼشي دس سٌؾ GAPDH  ٍActinّبی ثیبى طى

یبثذ ( سغییش هيSetaria viridisدس گیبُ اسصى ٍحـي )

(Martins et al., 2016)ًِداس . هیضاى دبیذاسی طى خب

GAPDH َی خَ سغییش كشدُ حشي دس هشاحل هخشلف ًو

ایي اهش ثب  . ثِ احشوبل صیبد(Rapacz et al., 2012)اػز 

ّبی ػلَلي داس دس ػبیش فؼبلیز ّبی خبًِ طى كِ اهكبىایي 

 Hancock) ًیض ػْین ّؼشٌذ سب حذٍدی قبثل سفؼیش ثبؿذ

et al., 2005; Kamal et al., 2012; Komatsu et al., 
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ذ كِ سٌْب ثب ثشسػي دّیي ًشبیح ثخَثي ًـبى هي. ا(2014

داس هٌبػت سا ثشای هغبلؼِ هَسد سَاى طى خبًِهٌبثغ ًوي

ّب ثبیؼشي قجل اص ًظش اًشخبة ًوَد ٍ هیضاى دبیذاسی آى

هَسد اسصیبثي قشاس گیشد.  كویز ػٌدي ًؼجياػشفبدُ دس 

داس ثؼلز سفبٍر طى خبًِیك دس ثؼضي هَاسد كِ اًشخبة 

-ٍ یب سفبٍر كن دس ؿبخقّب افضاسثٌذی ًشمدس ًشبیح سسجِ

هشخغ    ثیؾ اص یك طىسَاى ّبی دبیذاسی هـكل اػز هي

ثب اػشفبدُ اص اص  ی ثیبى طى ّذف ساّباًشخبة ًوَدُ ٍ دادُ

داس ًشهبل كشد ّبی خبًِهیبًگیي ٌّذػي طى

(Vandesompele et al., 2002). 
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 تثذیل ضذُ است.زراعی گياّاى ترای تْثَد صفات  یاتسار هْو تِغلات تِ ّای اخير اًتقال شى در سال

ّای زیستی ٍ اصلاح آى ترای افسایص تحول تِ تٌصکِ  است ایداًِ غلات تریياّويت تاجَ یكی از 

 سازی تْيٌِ ٌذ سایر گياّاى زراعی از اّويت زیادی ترخَردار است.واًّزیستی از طریق اًتقال شى غير

ّای اًتقال شى تِ ٍ تاززایی گياّاى تراریختِ اٍليي قذم در ترًاهِ سشعَاهل هختلف هَثر در تراری

در تراریسش جَ تِ ٍسيلِ آگرٍتاکتریَم هَثر  ایي پصٍّص ترخی عَاهلدر ضَد. گياّاى هحسَب هی

هَرد تررسی قرار  تلقيح تاکتری هحيطکطتی ٍ ّنگرٍتاکتریَم، هذت زهاى آغلظت  ،تاکتری سَیِهاًٌذ 

ٍ ترای تررسی  PCR زهَىاحتوالی از آّای اًتقالی در گياّاى تراریختِ حضَر شىترای تایيذ. گرفت

تراریختِ تا هَفقيت ّای ریسًوًَِ. تاززایی استفادُ ضذ GFPآزهَى تياى شى از ّای اًتقالی تياى شى

تِ عٌَى  LBA4404  ٍAGL1 سَیًِتایج ًطاى داد کِ  اًجام ٍ گياّاى تراریختِ تارٍر حاصل گردیذ.

تریي غلظت در تراریسش تِ عٌَاى هٌاسةOD600 =5غلظت ّای آگرٍتاکتریَم ٍ سَیِهَثرتریي 

کطتی هذت زهاى ّنٍ  LB. ّوچٌيي استفادُ از هحيط تلقيح اًذّای جٌيي ًارض جَ عول کردُریسًوًَِ

 .ؿزآگرٍتاکتریَم، تيطتریي هيساى تراریسش در جَ را تذًثال دا ّا تادٍ رٍزُ ریسًوًَِ

 لیذیّای ک ٍاشُ
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( Poaceaeگشاهیٌهِ ) اص خبًَادُ  (.Hordeum vulgar L)خَ 

 ,Nevoاػهز ) گیبّبى اّلی ؿذُ سَػه  اًؼهبى    اص اٍلیيٍ 

 دٌدن سسجِ اص لحبظ سَلیذ هبدُ خـک دس خْبىخَ  (.2013

ٍ اص لحبظ اّویهز   داسد ػَيب ٍ ثشًح گٌذم، رسر، اص ثعذ سا

ذ اص گٌهذم، رسر ٍ  چْبسهیي هحصَل هْن دس ثیي غلار ثع

  (.Lu et al., 2015ثبؿذ )هیثشًح 

ثهِ عٌهَاى يهک     ،ثبؿهذ خَ علاٍُ ثش ايٌکِ يک غلِ هْن هی

گیههبُ هههذل ثؼههیبس عههبلی ثههشای هتبلعههِ غههلار سَػهه      

ؿٌبػبى هَلکَلی هَسد سَخهِ رهشاس   ّب ٍ صيؼزثیَؿیویؼز

 ,.Mrizova et al., 2014; Bettina et alگشفشهِ اػهز )  

 گیبّهبى خهبًَادُ   اكثهش  طًَم دس هقبيؼِ ثب خَ طًَم(. 2016

Triticeae،  اص ٍ ٍارعهی   یديذلَئیهذ  هبّیهز  اًذاصُ كَچهک 

(14x=2;n2) ِصههتبر هتبلعههِثههشای  ثشخههَسداس اػههز كهه 

 غهلار  دس ّهب طى خبهَؽ كشدى ثیبى ٍ يبافضايؾ  خبف ٍ

 ,.Karakas et al., 2011; Iehisa et al)ثبؿهذ  هٌبػهت ههی  

2014; Nussbaumer et al., 2014.) 

سؿذ فضايٌذُ خوعیز خْبى ٍ افضايؾ سقبضب ثشای غزا دس 

ای دس خْز گؼششدُ ّبی اخیش هَخت ؿذُ سب سلاؽدِّ

افضايؾ كوی ٍ كیتی هحصَلار اػششاسظيک ٍ كبّؾ 

غلار دس سطين  ٍيظُثب سَخِ ثِ ًقؾ ّب اًدبم گیشد. ّضيٌِ

 ربثل سَخِغزايی اًؼبى، اهٌیز غزايی آيٌذُ ثذٍى افضايؾ 

 ,.Kim et alربثل حصَل ًیؼز )غلار خْبًی دس سَلیذ 

ّبی ثشای ًیل ثِ ايي ّذف هٌْذػی طًشیک ٍ سٍؽ .(2009

هجشٌی ثش آى ثِ عٌَاى يک ساّکبس رَی هَسد سَخِ ثؼیبسی 

(. Dahleen et al., 2007اص هحققیي رشاس گشفشِ اػز )

، هقبٍهز سشاسيضؽ خَ ثب ّذف افضايؾ كبسايی صساعی آى

صيؼشی، افضايؾ عولکشد ٍ ّبی صيؼشی ٍ غیشسٌؾ دس ثشاثش

 ;Vyroubalova et al., 2011) گیشداًدبم هی كیتیز آى

Bettina et al., 2016.) 

داسد ّبی هخشلتی ٍخَد ثشای اًشقبل طى ثِ گیبّبى سٍؽ

-هحذٍديز سغنٍلی سشاسيضؽ ثِ كوک آگشٍثبكششيَم علی

ثشای ّب ؽّبيی كِ داسد ٌَّص ّن يکی اص كبسآهذسشيي سٍ

 ;Ji et al., 2013آيذ )سَلیذ گیبّبى سشاسيخشِ ثِ ؿوبس هی

Mrizova et al., 2014ّبی اٍل سَػعِ اًشقبل طى (. دس ػبل

ؿذ كِ ثِ گیبّبى ثب اػشتبدُ اص آگشٍثبكششيَم سصَس هی

ای اص خولِ غلار دس ثشاثش اًشقبل طى ثِ گیبّبى سک لذِ

ّبی ی ثعذّب سلاؽٍاػتِ آگشٍثبكششيَم هقبٍم ّؼشٌذ، ٍل

آهیض طى ثِ صَسر گشفشِ دس ايي صهیٌِ اًشقبل هَفقیز

ٍاػتِ آگشٍثبكششيَم دس ثشخی اص غلار هثل ثشًح 

(Aldemita and Hodges, 1996; Hiei and Komari, 

2008; Ozawa, 2009; Soltesz et al., 2012 رسر ،)

(Shou et al., 2004; Yu et al., 2013( گٌذم ،)Morran et 

al., 2011; Kovalchuk et al., 2013; Risk et al., 2013; 

Soltesz et al., 2013) ،( ػَسگَمZhao et al., 2000)، 

( ٍ يَلاف Liu et al., 2007; Jha et al., 2011اسصى )

(Gasparis, 2008سا اهکبى ).دزيش ػبخز 

ثب اػشتبدُ اص سٍؽ  1990اٍلیي گیبُ سشاسيخز خَ دس ػبل  

( ٍ اٍلهههیي 1994) Wan  ٍLemauxػههه  ثیَلیؼهههشیک سَ

ٍ ّوکهبساى   Tingayسشاسيضؽ خَ ثب آگشٍثهبكششيَم سَػه    

اًذ. دهغ  ّبی خٌیي ًبسع گضاسؽ ؿذُ( اص سيضًو1997ًَِ)

اص آى چٌذيي گضاسؽ اًشقهبل طى ثهِ خهَ ثهب آگشٍثهبكششيَم      

 ,.Hensel et al., 2009; Seiler et alهٌشـهش ؿهذُ اػهز )   

2014; Zhou et al., 2014; Bettina et al., 2016.) 

اًشقبل سَػه  آگشٍثهبكششيَم ثهِ گیبّهبى اص خولهِ خهَ دس       

هقبيؼِ ثب سٍؽ ثیَلیؼشیک اص هضايهبی هشعهذدی ثشخهَسداس    

سهَاى ثهِ اًشقهبل رتعهبر ثهضس       اػز اص هْوششيي آًْب ههی 

DNA  ٍ سعهذاد ًؼهخِ   ثب حذارل ثبصآسايی، دسج دریق سشاطى

ٍ كهن ّضيٌهِ ثهَدى آى     ػبدگی ٍ دبيیي سشاطى دس طًَم گیبُ،

  ;Shim et al., 2009) دبيهذاسی ثیـهشش سهشاطى اؿهبسُ كهشد     

Yadav et al., 2013; Manoharan and Dahleen, 2002; 

Tang et al., 2007). 

ِ   اًشقبل طىعَاهل هشعذدی دس  هَثشًهذ   ایثِ گیبّبى سهک لذه

 ,.Cheng et al)طًَسیهخ گیهبُ   سهَاى ثهِ   كِ اص آى خولِ هی

 ,.Holme et al., 2008; Lu et al، ًهَ  سيضًوًَهِ )  (2004

  مقذمه
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2015،)  ِ (، غلظهز ثهبكششی   Ji et al., 2013ثهبكششی )  ػهَي

(Kim et al., 2009)كـشی )، هذر صهبى ّنSujatha et al., 

 ,.Yadav et alٍ ػیؼشن ثهبصصايی )  (، ػیؼشن گضيٌـی2012

. اًشقبل طى دس خَ ثهِ ؿهذر ٍاثؼهشِ ثهِ     ( اؿبسُ كشد2013

طًَسیخ اػز، ثِ طَسيکهِ ثیـهششيي كهبسايی سشاسيهضؽ دس     

اسربم ثْبسُ ٍ كوششيي كبسايی دس اسربم صهؼشبًِ گضاسؽ ؿذُ 

اػههز. حشههی ًههَ ، كیتیههز ٍ هٌجهه  سيضًوًَههِ دس هَفقیههز 

ِ   سشاسيضؽ ثِ ٍاػتِ آگشٍثهبكش   شيَم ههَثش اػهز ٍ سيضًوًَه

خٌیي ًبسع ثیـششيي كبسايی سا دس اًشقبل طى ثِ خهَ داؿهشِ   

 (. Wang et al.,2001; Lu et al., 2015اػز )

ّبی هخشلف آگشٍثبكششيَم دس آلهَدُ  ػَيِربثلیز ٍ سَاًبيی 

ثبؿهذ. اًشخهبة   ػبصی ٍ اًشقبل طى ثِ گیبّهبى هشتهبٍر ههی   

ذ ًقؾ هْوی دس افضايؾ سَاًػَيِ هٌبػت آگشٍثبكششيَم هی

 ,.Oliveira et alكبسايی اًشقبل طى ثِ گیبّبى داؿهشِ ثبؿهذ )  

2009; Guo et al., 2012    غلظهز هٌبػهت آگشٍثهبكششيَم .)

ثشای اًشقبل طى ثِ گیبّبى هخشلف، هشتبٍر اػز ثِ طَسيکِ 

دس كهبسايی   ثؼضايیسعییي هقذاس ثْیٌِ آى ثشای ّش گیبُ ًقؾ 

 Wroblewski et al., 2005; Kim etسشاسيضؽ گیبّبى داسد )

al., 2009.) 

هذر صهبى ّن كـشی ٍ هحی  سلقیح ثبكششی اص ديگش عَاهل 

هَثش دس سشاسيضؽ گیبّبى ّؼشٌذ كِ اص طشيق اثهش دس ًحهَُ   

   ِ ّهب كهبسايی سشاسيهضؽ    آلَدگی، سؿهذ ٍ ثهبصصايی سيضًوًَه

 ,Shrawat and Lorzدٌّهذ ) گیبّبى سا سحز سبثیش رشاس ههی 

2006; Sujatha et al., 2012.) 

اص ديگش عَاهل هَثش دس هتبلعِ سشاسيضؽ گیبّبى ٍ ّوچٌیي 

-ّبی گضاسؿگش هیثْیٌِ ػبصی ؿشاي  اًشقبل، اػشتبدُ اص طى

گیبُ، ثِ  سشاسيضؽّبی ثبؿذ. سديبثی ٍ آؿکبسػبصی ػیؼشن

هَسد ًظش ثِ طًَم  DNAهٌظَس اطلا  اص اًشقبل هَفق 

ّب، هَػَم ّبی اص طىِّبی هیضثبى ثِ كوک هدوَعػلَل

 ,.Kumlehn et alگیشد )ّبی گضاسؿگش صَسر هیثِ طى

2006; Bettina et al., 2016.) ای ّبی گضاسؿگش ٍػیلِطى

 Greenّب ّؼشٌذ. هٌبػجی ثشای هتبلعِ اخضای ثیبى طى

Fluorescent Protein (GFP)  ِعٌَاى يک گضاسؿگش ث

ثِ سًگ ػجض  دشٍسئیٌی اػز كِ دس طَل هَج خبصی اص ًَس

(. اص هضايبی Boulin et al., 2006ؿَد )سٍؿي هـبّذُ هی

سَاى ثِ غیش سْبخوی ايي دشٍسئیي ثِ عٌَاى طى گضاسؿگش هی

ّبی صًذُ ثذٍى ثَدى آى، اًذاصُ كَچک، هتبلعِ ثبفز

سخشيت، عذم ًیبص ثِ ػَثؼششای خبف ثشای هتبلعِ ٍ غیشُ 

(. دس ايي هقبلِ ؿشاي  El Shemy et al., 2008اؿبسُ كشد )

ثْیٌِ عَاهل اًشقبل طى ثِ خَ اص طشيق آگشٍثبكششيَم، اص 

ٍ غلظز ثبكششی، هحی  سلقیح ثبكششی ٍ هذر  ػَيِرجیل 

گشدد ٍ يک يَم گضاسؽ هیكـشی ثب آگشٍثبكششصهبى ّن

سٍؽ كبسآهذ ثشای اًشقبل طى ثِ خَ اص طشيق آگشٍثبكششيَم 

 ؿَد.اسائِ هی

 

  ها واد و روشم

ثزسّبی سػیذُ سرن ٍالتدش خَ ثِ عٌَاى هَاد  :هَاد گیاّی

خْبد كـبٍسصی آرسثبيدبى ؿهشری سْیهِ ٍ خْهز     گیبّی اص

اخز خٌیي ًبسع دس ؿشاي  گلخبًهِ كـهز گشديهذ. ثهزٍس     

سٍص دهغ اص گهشدُ افـهبًی     14سع آًْب دس فبصلِ صههبًی  ًب

 70دریقِ دس الکل  5ثشداؿز ؿذ. ثزٍس ًبسع اثشذا ثِ هذر 

دسصذ ضذعتًَی ٍ ػذغ آثـَيی ؿذُ، دغ اص آى ثِ هذر 

دسصههذ ثههِ طههَس كبهههل    5/2دریقههِ دس ّیذَكلشيههز   15

ضذعتًَی ؿذًذ ٍ دغ اص آثـَيی ٍ خـهک ؿهذى ثهزٍس،     

ش هیکشٍػهکَح ثهب اػهشتبدُ اص يهک     خٌیي ًبسع آًْب دس صي

 خذا ؿذًذ. 10Xلَح ثب ثضسگٌوبيی 

 3دس ايي دهظٍّؾ اص   :ّای باکتریّای شًی ٍ سَیِسازُ

آگشٍثهههبكششيَم ( GV3101 ،LBA4404  ٍAGL1) ػهههَيِ
ثَدًهذ، خْهز    pLH6000كِ حبٍی دلاػهویذ    سَهتؼیٌغ

ّبی ًبسع خَ اػشتبدُ ؿذ. دلاػویذ هزكَس سشاسيضؽ خٌیي

( ٍ GFPّبی گضاسؿگش دشٍسئیي فلَسػٌز ػهجض ) ىحبٍی ط

( ثَد كِ ّش hptطى هقبٍهز ثِ آًشی ثیَسیک ّیگشٍهبيؼیي )

ثهِ   .(1)ؿکل  ثَدًذ CaMV 35Sدٍ سحز كٌششل ساُ اًذاص 

هٌظَس سشاسيخشی، گضيٌؾ ٍ ثهبصصايی اص دػهشَسالعول اسائهِ    

( ثب ثشخی سغییهشار  1997ٍ ّوکبساى ) Tingayؿذُ سَػ  

 ذ.اػشتبدُ ؿ

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El-Shemy%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19193961
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 .pLH6000ًوبی ؿوبسیک دلاػویذ   -1شکل 

Figure 1- Schematic map of pLH6000 plasmid. 

 

ّبی حهبٍی دلاػهویذ ًَسشكیهت سا اثشهذا دس     آگشٍثبكششيَم

 gr/l، دذشهَى   gr/l 10)عصهبسُ هخوهش    YEPهحی  كـز 

گشم دس لیشهش   هیلی 50( ثِ ّوشاُ gr/l 5ٍ كلشيذ ػذين  10

هیلی گشم دس لیشش ّیگشٍهبيؼیي ثِ ههذر   30سيتبهذؼیي ٍ 

Cيک ؿهت دس دههبی   
دٍس دس دریقهِ كـهز    150ثهب   28◦

 8/0-1ثبكششی ثیي  ODػبعز ٍرشی كِ  24ؿذًذ. ثعذ اص 

دٍس دس  3500-4000ّب سَػ  ػهبًششيتیَط ) سػیذ، ثبكششی

-هبي  دس غلظهز  MS دریقِ( سػَة دادُ ؿذ ٍ دس هحی 

 سریق ؿذًذ. OD600nm;5/0، 1ٍ  5/1 ّبی

ثشای سلقهیح ثهب    :ّای ًارس با آگرٍباکتریَمتلقیح جٌیي

ّب خهذا ؿهذُ ثهش سٍی    سيضًوًَِ آگشٍثبكششيَم سَهتؼیٌغ

 MSصايهی ؿهبهل ًوکْهبی هحهی       هحی  كـهز كهبلَع  

(Murashige and Skoog, 1962  حهبٍی ٍيشهبهیي )  ّهبی

کبهجهب رهشاس   هیلی گشم دس لیشهش َّسههَى دي   B5  ٍ2هحی  

ّبی سریق ؿذُ گشفشٌذ. دغ اص آى هحلَل ثبكششی ثب غلظز

ّب رتشُ گهزاسی ؿهذُ ٍ   ثِ ٍػیلِ ػوذلش ثش سٍی سيضًوًَِ

Cسٍص سحز ؿشاي  سهبسيکی ٍ دههبی    3سب  1ثِ هذر 
◦25 

 ًگْذاسی ؿذًذ.

-دهغ اص ّهن   :ّای تراریختِ احتواایی باززایی گیاّچِ 

شخهبثی القهبی   ّبی سلقهیح ؿهذُ ثهِ هحهی  اً    كـشی، خٌیي

هیلی گشم دس لیشش ّیگشٍهبيؼیي  50كبلَع سکویل ؿذُ ثب 

هیلی گشم دس لیشش سیکبسػیلیي هٌشقل ؿذًذ. ثعهذ اص   150ٍ 

صای ثذػهز آههذُ ثهِ هحهی      ّبی خٌیيّتشِ كبلَع 6-4

هیلهی گهشم دس لیشهش     2ثِ ّوهشاُ   MSثبصصايی ؿبهل هحی  

BAP  هٌشقههل ٍ دس دهههبیC ◦2±24  10000ثههب سٍؿههٌبيی 

ػههبعز  8ػههبعز سٍؿههٌبيی ٍ  16لههَكغ ٍ دٍسُ ًههَسی 

ِ  ؿبخِ .سبسيکی ًگْذاسی ؿذًذ -ّبی سـکیل ؿذُ ثهِ لَله

ای حبٍی ّوبى هحی  هٌشقل ؿهذُ سهب گیبّهبى    ّبی ؿیـِ

 T0ثشای اًشقبل ثِ خبک ثِ اًذاصُ كبفی رَی ؿًَذ. گیبّبى 

 T0ثشای ثزسگیشی ثِ گلخبًِ هٌشقهل ؿهذًذ. ثهزس گیبّهبى     

 ّب كـز ؿذًذ.دس ؿیـِ T1گیبّبى ثشای ثذػز آٍسدى 

 ِ ِ  تاییذ هَیکَیی گیاّچا طًهَهی   DNA :ّاای تراریختا

سعذادی اص گیبّبى سشاسيخشِ احشوهبلی ٍ گیبّهبى ؿهبّذ اص    

CTAB (Pallota et al., 2000 )ثش  گیهبُ خهَ ثهِ سٍؽ    

 GFPاػشخشاج گشديذ. ثِ هٌظَس اثجبر اًشقبل ٍ سلتیهق طى  

اػهشتبدُ ؿهذ    GFPصبصی ّبی اخشثِ طًَم گیبُ اص آغبصگش

C، اص ثشًبهِ دهبيی GFP(. ثشای سکثیش طى 1)خذٍل 
ثِ  94◦

Cثبًیِ،  45هذر 
Cثبًیِ ٍ  30ثِ هذر  54◦

ثهِ ههذر    72◦

چشخِ سکهشاس اػهشتبدُ گشديهذ. هحصهَل      30يک دریقِ ثب 

PCR .سٍی طل آگهههبسص يهههک دسصهههذ ثبسگهههزاسی ؿهههذ
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  GFPسَالی آغبصگشّبی اخشصبصی طى  -1جذٍل 

Table 1- specific primers sequence of GFP gene. 

 GFP آغبصگش

Primers of GFP 

 سَالی آغبصگش 

Primer sequences 

 ِ خلَآغبصگش سٍث

Forward primer 
 

5′-GCGACGTAAACGGCCACAAGTTCA-3′ 

 آغبصگش سٍ ثِ عقت

Reverse primer 
 

5′-TAGTGGTTGTCGGGCAGCAGC-3′ 

 

ػهی صهحز اًشقهبل    ثِ هٌظَس ثشس :GFPبررسی بیاى شى 

ّبی گیبّی سشاسيخشِ، آصههَى  ٍ ثیبى آى دس ثبفز GFPطى 

ثب اػشتبدُ اص هیکشٍػکَح فلَسػهٌز  GFP  ػٌدؾ ثیبى 

ّهبی حبصهل   ًبًَهشش اًدبم ؿذ. كبلَع 395دس طَل هَج 

كـههشی ثههب ّههبی ًههبسع يههک هههبُ دههغ اص ّههن اص خٌههیي

آگشٍثبكششيَم ثشای ّش كذام اص سیوبسّهب ثهب هیکشٍػهکَح    

ّبی ثب سًگ ػهجض  ٌغ هـبّذُ ؿذُ ٍ سعذاد كبلَعفلَسػ

ثشای ّش كذام اص آًْب يبدداؿز گشديذ. علاٍُ ثشآى دسصهذ  

ّهبی  ّب يب كبلَع ػجض ثذػز آهذ. ّوچٌیي ثش سيضًوًَِ

گیبّههبى سشاسيخشههِ ًیههض صيههش   T1ٍ ًؼههل  T0سههبصُ ًؼههل 

 هتبلعِ ؿذًذ.  هیکشٍػکَح فلَسػٌغ

آصههبيؾ سهبثیش    :ّاّای آهاری ٍ آًاییس آهاری دادُطرح

ٍ  LBA4404غلظهز آگشٍثهبكششيَم ثهب اػهشتبدُ اص ػهَيِ      

كـشی دٍ سٍص دس ػِ سکشاس ّش دششی ديهؾ  هذر صهبى ّن

ثِ عٌَاى يک سکشاس حبٍی سعذاد هشتبٍر سيضًوًَِ اعوهبل  

گشديذ ٍ ثب اػهشتبدُ اص آصههَى داًکهي هقبيؼهبر هیهبًگیي      

ثهبكششی   ِاًدبم گشديذ. آصهبيؾ دٍم ثشای هتبلعِ اثش ػهَي 

ثذػز آهذُ اص آصهبيؾ اٍل يعٌی  ODثب اػشتبدُ اص ثْششيي 

1 OD600=     دس يک آصهبيؾ هدهضا ثهب هحهی  سلقهیحMS  ٍ

كـشی دٍ سٍص دس ػِ دششی ديؾ ثِ عٌَاى سکهشاس  هذر ّن

اًدبم گشديهذ. آصههبيؾ ػهَم ًیهض ثهب اػهشتبدُ اص غلظهز        

1OD600= ِػَي ٍ LBA4404   طی يک آصهبيؾ فبكشَسيهل

كـهشی )يهک، دٍ ٍ ػهِ سٍص( ٍ    ؿبهل دٍسُ ّهن  دٍ عبهل

( ثش دبيِ طشح كبهلا سصهبدفی ثهِ   MS  ٍLBهحی  سلقیح )

ػِ سکشاس اعوبل گشديذ ٍ آًبلیض آهبسی ثش اػبع ًشم افهضاس  

MSTATC ّب ثش اػهبع آصههَى داًکهي    ٍ هقبيؼِ هیبًگیي

 رشاس گشفز. ثشسػیهَسد 

 
  و بحث نتایج

 

 ریَم رٍی تراریختیّای هختلف آگرٍباکتاثر غلظت

هٌبػت ثشای سشاسيضؽ سرن ٍالتدهش   ODثِ هٌظَس سعییي  

 1ٍ  5/1آگشٍثهبكششيَم ) ّهبی هخشلهف   گیبُ خهَ، غلظهز  

،5/0;OD600nmًشبيح ثذػهز  ٌذ( هَسد آصهبيؾ رشاس گشفش .

ّبی هخشلف آگشٍثبكششيَم اص آهذُ ًـبى داد كِ ثیي غلظز

داؿز. ثهِ   داسی ٍخَدًظش هیضاى سشاسيخشی اخشلاف هعٌی

 OD600;1طَسيکهِ ثهب افهضايؾ غلظهز آگشٍثهبكششيَم سهب       

كههبسايی اًشقههبل افههضايؾ يبفشههِ ٍلههی دس غلظههز ثههبلاسش    

(5/1;OD600كبسايی اًشقبل كبّؾ يبفش )(. 2)ؿهکل   ِ اػز

ثبعث سؿذ صيبد ثبكششی ثهش   OD600;5/1اػشتبدُ اص غلظز 

ؿذ ٍ كٌششل آًشا هـهکل كهشد. دس حهبلی     ّبسٍی سيضًوًَِ

( اص هیههضاى سشاسيههضؽ OD600;5/0سههش )لظههز دههبيیيكههِ غ

ثِ خبطش غلظهز دهبيیي ثهبكششی    كوششی ثشخَسداس ثَد كِ 

دسصهذ ثیهبى    27ثهب   OD600;1دس ٍاحذ حدهن ثهَد.    صًذُ

GFP ثیـهششيي هیهضاى سشاسيهضؽ سا دس دهی    ّب، دس كبلَع 

 داؿز.
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ّبی هخشلف آگشٍثبكششيَم ثش هیضاى هقبيؼِ اثش غلظز  -2شکل 

 گیبُ خَ. اسيضؽسش

Figure 2. Comparison the effect of different concentrations of 

Agrobacterium on barley transformation. 

 

 

 

 

 

 

 

  آگشٍثبكششيَم ّبی هخشلف ػَيِهقبيؼِ هیبًگیي كبسآيی  -3شکل 

  .خَ دس سشاسيضؽ گیبُ

Figure 3. Comparison the efficiency means of different strains 

of Agrobacterium on barley transformation. 

 

سشيي عَاهلی اػز كِ كبسآيی غلظز ثبكششی يکی اص اصلی

دّذ. سعییي غلظز گیبّبى سا سحز سبثیش رشاس هی ضؽسشاسي

هٌبػت ثبكششی دس اًشقهبل طى اص طشيهق آگشٍثهبكششيَم، ثهِ     

 Dita et al., 2006; Sujathaعَاهل هشعذدی ثؼشگی داسد )

et al., 2012   افهضايؾ  (. دس ايي هتبلعِ هـبّذُ ؿذ كهِ ثهب

غلظز ثبكششی هیضاى سشاسيضؽ سب حذٍدی افهضايؾ يبفهز   

ّبی ثبلاسش هیضاى سشاسيضؽ كبّؾ دیذا كشد. ٍلی دس غلظز

ّبی ثبكششی اص حذ هتلَة، يب كبّؾ سشاكن ػلَل افضايؾ

گیبّههبى دس گیبّههبى ديگههش ًیههض ثبعههث كههبّؾ فشاٍاًههی   

 Wroblewski et al., 2005; Kim etيخشِ ؿذُ اػز )سشاس

al., 2009.) 

خهَ  هیهضاى سشاسيهضؽ    OD600;5/1ّشچٌذ دس غلظز 

( ثیـهششيي  1998ٍ ّوکهبساى )  Wu ثؼیبس دهبيیي آههذ اههب   

-2ّهبی  هیضاى سَلیذ گیبّبى سشاسيخشهِ خهَ سا دس غلظهز   

1;OD600   5دس سا  سشاسيههضؽٍ كوشههشيي هیههضاى;OD600 

( 2002ٍ ّوکههبساى ) Keّوچٌههیي اًههذ. گههضاسؽ كههشدُ 

ثذػهز   OD600;5/1خهَ سا دس   سشاسيهضؽ ثیـششيي هیضاى 

 OD600;1( ًیههض اص 2013ٍ ّوکههبساى ) Yadavًههذ. اُآٍسد

 اًذ.  سرن ٌّذی خَ اػشتبدُ كشدُ سشاسيضؽثشای 

ّای هختلف آگرٍبااکتریَم بار تراریختای    اثر سَیِ

 جَ  

ی هخشلهف  ّهب ػَيِايي آصهبيؾ ثِ هٌظَس هقبيؼِ سَاًبيی 

آگشٍثبكششيَم دس اًشقبل طى ثِ خَ اًدبم ؿذ. ثذيي هٌظهَس  

كهبسثشد آگشٍثهبكششيَم ثهش سشاسيهضؽ خهَ      دش  ػَيِاثش ػِ 

هتبلعِ رشاس گشفز. ًشهبيح حبصهل اص ايهي آصههبيؾ      هَسد

ّبی هخشلف آگشٍثهبكششيَم اص ًظهش   ػَيًِـبى داد كِ ثیي 

ػهبصی ٍ رهذسر اًشقهبل طى ثهِ خهَ اخهشلاف       هیضاى آلَدُ

داسی ٍخَد داؿز. فشاٍاًهی گیبّهبى خهَ سشاسيخهز     هعٌی

ِ ثذػز آهذُ اص دٍ  ثهِ هشاسهت    LBA4404 ٍAGL1 ػهَي

ّبی ًهبسع  (. خٌیي3ثَد )ؿکل  GV3101 ػَيِاص  ثیـشش

ِ آلَدُ ؿذُ ثهب   دهغ اص يهک ههبُ سَلیهذ      LBA4404 ػهَي

 ّبی سيضسشاسيخشِ كشدًذ.كبلَع

دس اًشقهبل  آگشٍثبكششيَم يکی اص عَاهل هَثش  ػَيِاًشخبة 

ِ سعیهیي   ؼز.ّطى ثِ خَ ثب اػشتبدُ اص آگشٍثبكششيَم   ػهَي

ثشسش آگشٍثبكششيَم ًقؾ ثِ ػضايی دس كبسايی اًشقبل طى ثهِ  

 ,.Kumlehn et al., 2006; Bartlett et al) گیبّهبى داسًهذ  

2008; Ji et al., 2013) . ّههبی هخشلههف ػههَيِسَاًههبيی

ِ ػهبصی ٍ اًشقهبل طى ثه   آگشٍثبكششيَم دس آلَدُ ّهبی  ِ گًَه

ّهبی هخشلهف دسٍى يهک    هخشلف گیبّی ٍ حشی طًَسیهخ 

 ,.Wroblewski et alداسی ثب ّن داسًذ )گًَِ ستبٍر هعٌی

2005; Oliveira et al., 2009; Guo et al., 2012 ثب ايي .)

ِ سعذاد اًذكی اص حبل سٌْب  گیبّهبى آصههبيؾ    ّهب سٍی ػهَي

ثشسش دس ی ّبػَيِيبثی ثِ  اًذ. ثذيي هٌظَس ثشای دػزؿذُ

ّبی هخشلف آگشٍثهبكششيَم ههَسد   ػَيِ، سشاسيضؽ گیبّبى
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 ,.Bartlett et al., 2008; Ji et alگیشًهذ ) ثشسػی رشاس ههی 

2013). 

هعوَلا ثشای سشاسيضؽ غلاسهی ًظیهش گٌهذم، خهَ، ثهشًح ٍ      

ؿَد ٍلهی  اػشتبدُ هی AGL0  ٍAGL1ّبی ػَيِرسر اص 

اسؽ ؿهذُ  ًیض ثب هَفقیز گهض  LBA4404 ػَيِاػشتبدُ اص 

(. دس Kumlehn et al., 2006; Hensel et al., 2009اػز )

 ػههَيِهیههضاى سشاسيههضؽ خههَ اص   ای ثیـههششيي هتبلعههِ

LBA4404   ػَيِدس هقبيؼِ ثب EHA101    ُگهضاسؽ ؿهذ

ٍ ّوکهبساى   Holme(. ّوچٌهیي  Wu et al., 1998اػهز ) 

 AGL1 ػههَيِثههشای سشاسيههضؽ گیههبُ خههَ اص ( ًیههض 2008)

 اًذ.دُ كشدُآگشٍثبكششيَم اػشتب

ّبيی اػهز كهِ   ػَيِسشيي يکی اص سايح LBA4404 ػَيِ

-ّب اػهشتبدُ ههی  گیبّبى دس اكثش آصهبيـگبُ سشاسيضؽثشای 

ِ ؿَد ثِ طَسيکِ ثِ عٌَاى يکی اص كبساهذسشيي  ّهبی   ػهَي

 soltesz etثهشًح )  هثهل آگشٍثبكششيَم دس سشاسيضؽ غلاسی 

al., 2012)، گٌهههذم (Hensel et al., 2009)، رسر 

(Ombori et al., 2013)،  ( ػهَسگَمJi et al., 2013)  ٍ

 ;Holme et al., 2006; Shrawat et al., 2007خهَ ) 

Yadav et al., 2013.گضاسؽ ؿذُ اػز ) 

 اص خولهِ گٌهذم    دس سشاسيضؽ ثشخی غهلار  AGL1 ػَيِ

 Wuّبيی هَثش هعشفی ؿذُ اػهز ) ػَيِثِ عٌَاى يکی اص 

et al., 2008 .)ِػَي GV3101گًَِ  ، اصC58   ُهـشق ؿهذ

 دس آى حذ اص ثیؾ سؿذ ػَيِلار ايي هـک اص يکیاػز. 

-ههی  ديذُ ّبسيضًوًَِ سٍی كِ اػز كـشیِ ّنهشحل طَل

هحهی    دس كهبلَع  سؿذ ثب ثبكششی حذ اص ثیؾ سؿذ .ؿًَذ

كشدُ ٍ ثبعث كبّؾ رهذسر ثهبصايی    ايدبد سذاخل اًشخبثی

 .(Kim et al., 2009ؿَد )هی

کشتی آگرٍباکتریَم ّن هذت زهاى اثر هحیط تلقیح ٍ

 رٍی تراریختی

كـشی ٍ ًَ  هحی  سلقهیح ثهش   سدضيِ ٍاسيبًغ اثش دٍسُ ّن

، 1كـهشی ) هذر صهبى ّن سٍی سشاسيضؽ ًـبى داد كِ ثیي

( اثهشار  MS  ٍLBسٍص( ٍ هحی  سلقهیح ثهبكششی )   3ٍ  2

داسی دس هیههضاى سشاسيخشههی ٍخههَد داؿههز. هشقبثههل هعٌههی

ثیـهششيي هیهضاى   ر هشقبثهل ًـهبى داد   هقبيؼِ هیبًگیي اثهشا 

ثهِ عٌهَاى    LBكهِ اص هحهی     سشاسيضؽ خَ دس سیوبسّبيی

كـهشی ثهب   سٍص ّهن  2 ههذر صههبى   هحی  سلقیح ثبكششی ٍ

ثبكششی اػشتبدُ ؿهذُ ثهَد ثذػهز آههذُ اػهز. ّوچٌهیي       

ثِ  MSكوششيي هیضاى سشاسيضؽ دس سیوبسّبيی كِ اص هحی  

كـهشی ثهب ثهبكششی    سٍص ّن 3عٌَاى هحی  سلقیح ثبكششی ٍ 

 (.4اػشتبدُ ؿذُ ثَد حبصل ؿذُ اػز )ؿکل 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 .سشاسيضؽكـشی ٍ هحی  سلقیح ثبكششی ثش هیضاى هقبيؼِ هیبًگیي سبثیش هذر صهبى ّن -4شکل 
Figure 4. Comparison the mean of co-cultivation time and agrobacterium infection medium on barley transformation 
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كـشی ٍ هحی  سلقیح ثبكششی اص ديگش هذر صهبى ّن

عَاهلی ّؼشٌذ كِ كبسايی اًشقبل طى ثِ گیبّبى سا سحز 

كـشی اص يک سبثیش رشاس داسًذ. ّشچٌذ ثب افضايؾ دٍسُ ّن

ّبی ػجض افضايؾ ّبی ثب لکِسٍص سب ػِ سٍص، سعذاد خٌیي

ـشی كّب دس دٍسُ ّنكشد، ٍلی آلَدگی سيضًوًَِدیذا هی

ّب حشی دس ػِ سٍصُ ثِ هشاست افضايؾ يبفشِ ٍ كبلَع

هحی  سلقیح سفشٌذ. صَسر سشاسيخشِ ثَدى اص ثیي هی

ّب ثبكششی اص عَاهل ديگشی اػز كِ دس ثبصصايی سيضًوًَِ

رذسر  (.Danilova and Dolgikh, 2005ثبؿذ )هَثش هی

آلَدُ ػبصی ٍ اًشقبل طى ثِ گیبّبى دس هحی  سلقیح 

ثبؿذ ّبی سلقیح هیهشاست ثیـشش اص ػبيش هحی هٌبػت، ثِ 

(Holme et al., 2008 ّشچٌذ دس اكثش .) آصهبيـبر

 MSاص هحلَل سلقیح ثبكششی دس  سشاسيضؽ گیبّبى اػشتبدُ

دس ايي آصهبيؾ اهب دّذ. هشػَم اػز ٍ ًشبيح ثْششی سا هی

 LBاػشتبدُ اص هحلَل سلقیح دس خَد  ثب هیضاى سشاسيضؽ

كـشی هذر صهبى ّنّوچٌیي خْی داؿز. افضايؾ ربثل سَ

دسصذ  27ثب  LBدٍ سٍصُ ثب اػشتبدُ اص هحی  سلقیح 

 . ًذثَدخَ سشاسيضؽ ثْششيي سشكیت سشاسيضؽ 

-دس اًشقبل طى ثب اػشتبدُ اص آگشٍثبكششيَم طَل هذر ّن

ثبؿذ. ثیـششيي كبسآيی سٍص هشتبٍر هی 7سب  1كـشی اص 

كـشی سٍص ّن 5ب س 2سشاسيخز گیبّبى دس سیوبسّبيی ثب 

 ,.Han et al., 2000; Mondal et alگضاسؽ ؿذُ اػز )

2001; Somleva et al., 20025ثیؾ اص  كـشی(. دس ّن 

آگشٍثبكششيَم، ثِ دلیل سؿذ ثیؾ اص  ػَيِسٍص، ثؼشِ ثِ 

حذ ثبكششی دس اطشاف سيضًوًَِ ٍ ثِ دًجبل آى اص ثیي سفشي 

ّبی سشاسيخشِ، زّب ٍ اخشلال دس سؿذ ٍ ًوَ ثبفسيضًوًَِ

( Shrawat et al., 2007) يبثذكبسآيی سشاسيضؽ كبّؾ هی

سٍص هٌدش ثِ افضايؾ كبسايی  3سب  2كـشی ٍ هذر صهبى ّن

 Le et al., 2001; Chakrabarty etؿًَذ )سشاسيضؽ هی

al., 2002; Lopez et al.,2004 .)دس ايي آصهبيؾ هذر  اهب

ّب آلَدگی خٌیيافضايؾ  ثِ دلیلسٍصُ  3كـشی صهبى ّن

 هٌبػت ًجَد. 

-ّن كِ ( ًـبى داد2009) ؾٍ ّوکبساً Hensel هتبلعبر

دس  ؿذُ ّبسٍص ثبعث افضايؾ آلَدگی 5كـشی ثیؾ اص 

 ثتَسيکِ ؿَدهیًشیدِ هبً  اص سـکیل كبلَع ٍ ثبصصايی 

 سٍص ثشای سشاسيضؽ ٍ ثبصصايی 2-3كـشی هذر صهبى ّن

 ّبی ًبسع خَ هٌبػت ثَد.اص خٌیي
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

هقتش ثذٍى : كٌششل هٌتی )آة 2(، GFP: كٌششل هثجز )دلاػویذ حبٍی طى 1: ًـبًگش هَلکَلی، PCR  ،Mآًبلیض گیبّبى سشاسيخز ثب اػشتبدُ اص  -5شکل 

DNA ،)3 ٍ )گیبّبى سشاسيخش6ِسب  4: گیبُ ؿبّذ )گیبُ غیشسشاسيخز :. 
Figure 5. Analysis of transgenic plants by PCR. M: Molecular marker, 1: Positive control (the plasmid harboring GFP gene), 2: Negative 

control (distilled water without DNA). 3: Control plant (non-transgenic plant), 4-6: transgenic plants. 

 

 

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=molecular%20markers&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FMolecular_marker&ei=ALO2U-2iKMSh0QXqk4DYAQ&usg=AFQjCNGoRa9YNHycp8QWemOjuR3zR_pCvw&sig2=8_t0cgNbDoRsKHrCKm8uhg&bvm=bv.70138588,d.d2k
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-ثِ دلیل اهکبى سديبثی دس ثبفز (GFP)طى دشٍسئیي ػجض 

ّبی صًذُ ثذٍى آػیت سػبًذى ثِ گیبّبى سشاسيخشِ دس 

سوبم هشاحل اًشقبل اص اسخحیز ثبلاسشی ثشخَسداس اػز 

(Kumlehn et al., 2006; Shrawat et al., 2007 دس ايي .)

 CaMV 35Sهتبلعِ اص ايي طى سحز كٌششل ساُ اًذاص 

ّبی ًبسع ػبعز دغ اص سلقیح خٌیي 72ديذ. اػشتبدُ گش

ّب ثب آگشٍثبكششيَم، اهکبى سديبثی فشآيٌذ سشاسيضؽ سيضًوًَِ

ثشخی (. دس 6Aدس صيش ًَس فلَسػٌغ ٍخَد داؿز )ؿکل 

اٍلیِ دس دسج ٍ ثیبى طى دس ثبفز  سغن هَفقیز هَاسد علی

ثِ دلايل  ًبسع، ثعذ اص گزؿز چٌذ سٍص طى ّبیخٌیي

(. دس ايي D 6گشديذ ) ؿکل ؽ هیًبهعلَهی خبهَ

 ًکشٍصُ htpعذم ثیبى طى ّب ًیض ثِ خبطش صَسر كبلَع

-سفشٌذ. دس اغلت هَاسد ثب سؿذ ٍ كبلَعؿذُ اص ثیي هی

گش ّبی سشاسيخشِ دس حضَس هبدُ گضيٌؾصايی اص ثبفز

ّب ٍ حشی دس سوبم ثخؾ GFPّیگشٍهبيؼیي، ثیبى طى 

ؿذ خَثی ثیبى هی ّب ثِگیبّبى ثبصصايی ؿذُ اص كبلَع

ّبی ّب ٍ ثخؾدس ثبفز GFP(. ثیبى طى 6)ؿکل 

ّبی هؼي ّب خیلی ثْشش ٍ ثیـشش اص ثبفزهشيؼشوی كبلَع

ثَد ثِ طَسيکِ دس ثش  گیبّبى ثبلغ ثیبى آى ثِ هشاست 

سش ثَد ّبی خَاىّب ٍ ثخؾكوشش اص ثیبى آى دس كبلَع

-دس ثش  T0 ٍT1دس گیبّبى  GFP(. ثیبى طى 6E)ؿکل 

ؿَد ّبی گیبّبى دس حبل دٌدِ صًی ًیض ثِ خَثی ثیبى هی

سش ثَد ای ٍاضحّبی هحبفظ سٍصًٍِ ثیبى آى دس ػلَل

 (. 6G,H)ؿکل 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

دس  GFP( ثیبى طى B. )UVسحز سبثؾ ًَس سٍص دغ اص سلقیح  3ًبسع خَ دس خٌیي  GFP( ثیبى طى A)دس خَ.  GFPثیبى هَرز ٍ دائن طى  -6ؿکل 

خبهَؿی سذسيدی طى دس UV (D ).كبلَع خَ يک هبُ دغ اص سلقیح ثذٍى حضَس ًَس UV (C ).خَ يک هبُ دغ اص سلقیح سحز سبثؾ ًَس  كبلَع

ّبی ثبصصايی ( ؿبخFِ) UV.غ اص يک هبُ سحز سبثؾ ًَس سشاسيخشِ خَ د ّبی ثبصصايی ؿذُ اص كبلَعدس ؿبخِ GFPثیبى طى ( Eّب. ) ثشخی كبلَع

سحز سبثؾ  T0گیبّبى سشاسيخشِ ًؼل  خَاى ّبیدس ثش GFP  ثیبى دبيذاس طىUV (G ).سشاسيخشِ خَ دغ اص يک هبُ ثذٍى حضَس ًَس  ؿذُ اص كبلَع

 UV.سحز ًَس  T1گیبّبى سشاسيخشِ ًؼل  خَاى ّبیدس ثش GFP  ثیبى دبيذاس طىUV (H ).ًَس 

Figure 6. Transient and  stable expression of GFP gene in barley. (A) Expression of GFP gene in barley immature embryos after 3 days 

inoculation under UV light. (B) Expression of GFP gene in barley callus after 1 month inoculation under UV light. (C) Barley callus after 1 
month inoculation without UV light. (D) Gradually gene silencing in some callus. (E) Expression of GFP gene in shoot regenerated from 

transgenic callus after 1 month inoculation under UV light. (F) Shoot regeneration from transgenic callus after 1 month inoculation without 

UV light. (G) Stable expression of GFP gene in young leaves of transgenic plants of T0 generation under UV light. (H) Stable expression of 
GFP gene in young leaves of transgenic plants of T1 generation under UV light. 
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ایفا  دزدایی ترکيبات ناگوارزدا نقش مهمی در سمهای سمموجودات زنده، آنزیم زدر بسياری ا

در  شوند.قلمداد می دترکيبات ناگوار در معرضبه عنوان نشانگرهای زیستی قرارگيری  و کنندمی

های بيوشيميایی ممکن است به دليل تفاوت به ترکيبات شيميایی ف حساسيتدرجات مختلواقع، 

های تيامتوکسام و پيریميکارب در غلظترو، اثر در بررسی پيش ها باشد.کشزدایی حشرهدر سم

 Aphis fabae Scopoliزدای شته سياه باقلا، های سمآنزیم ميزان فعاليت زیرکشنده بر

(Hemiptera: Aphididae) در  ه منظور تعيين اثرات کشندهب .قرار گرفته استرد ارزیابی مو

به ترتيب  تيامتوکسام و پيریميکاربغلظت ميانه کشنده برای شته در معرض ، شرایط آزمایشگاهی

فعاليت  چنين. هممحاسبه شد mg(ai)L-1 94/2( 3/1-99/71و ) 85/113( 16/625-94/68)

 .A شته کش برگيری شد. تأثير هر دو حشرهاندازه زداهای سمبه عنوان آنزیم مونواکسيژنازها

fabae دار در القای آنزیمباعث افزایشی معنی( 0001/0های مونواکسيژناز شد>P.) در این بررسی 

های زیرکشنده پيریميکارب به موازات افزایش غلظت (GST)ترانسفراز -اس-فعاليت گلوتاتيون

، 07/48های بالاتر )(. تيامتوکسام نيز در غلظت =0001/0P= ،17/ 18 F= ،12 ،5dfشود )القا می

(.  =0009/0P= ،17/ 18 F= ،12 ،5dfاین آنزیم را القا کرد )فعاليت ( 85/113mg (ai)/Lو  06/75

تيامتوکسام و پيریميکارب را کش مهم دو شتهتوان های زیرکشنده مینتایج نشان داد که در غلظت

 ان نشانگرهای بيوشيميایی شناسایی کرد.زدا به عنوهای سمتوسط آنزیم
 

 های کلیدیواژه



 و همکاران رحمانی  ...وکسامتپریمیکارب و تیام هایکشحشره تأثیر

 

 144 1395پاییز و زمستان  /2ماره ش /5دوره  /و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

 

 :Aphis fabae Scopoli (Hemiptera) ،شته سیاه باقلا

Aphididae، از جمله سواحل  ایران در تمامی مناطق

های مرکزی و اطراف تهران شمالی کشور و شهرستان

(. این  ,2004Khanjani؛  et alEsmaili .1998( انتشار دارد

گونه  200ترین آفاتی است که در دنیا بیش از شته از مهم

گیاهان میزبان به  خسارت بهباعث و میزبان دارد گیاهی 

و  Chenopodiaceae هایی از دو خانوادهگونه ویژه

Fabaceae شود می(CAB International 2000) . شته سیاه

های ویروسی نظیر ویروس باقلا از نظر انتقال بیماری

موزاییک و زردی چغندر قند نیز اهمیت دارد و گاهی 

 et alEsmaili .است  قابل توجهت از این لحاظ خسار

ها بیشتر مبتنی بر . کنترل شته( ,2004Khanjani؛ 1998( 

های شیمیایی است. سموم شیمیایی که کشاستفاده از آفت

های زیست شود باعث آلودگیها استفاده میدر کنترل شته

شوند محیطی و اثرات مخرب بر سایر موجودات زنده می

(Hasanshai et al. 2016). 

تغییرات فیزیولوژیک، بیوشیمی و بافت شناسی به منظور 

تخمین تأثیر پذیری موجودات زنده از مواد شیمیایی و 

های محیط زیست اهمیت روزافزون یافته است. آلاینده

گر این تغییرات با استفاده از نشانگرهای زیستی که نشان

که علت اینشوند. به این تغییرات هستند، شناسایی می

ها برای ردیابی و شناسایی بسیار غلظت برخی آلاینده

ها بر پایین است لذا برای شناسایی اثرات این آلاینده

های کنند. آنزیمموجودات زنده از نشانگرها استفاده می

و گلوتاتیون  450Pهای مونواکسیژناز زدا مانند آنزیمسم

-وتئینی میای از نشانگرهای زیستی پرترانسفراز نمونه

زدایی و بیوترانسفرماسیون مواد ها در سمباشند. این آنزیم

. (Hyne and Maher, 2003)شیمیایی آلی دخالت دارند 

بیوشیمیایی نشانگرهای های موارد، بررسی بسیاری ازدر 

بر موجودات زنده در معرض مواد سمی منتخب در 

گیرد. این شرایط کنترل شده آزمایشگاهی انجام می

توانند لعات آزمایشگاهی با نتایجی که در پی دارند، میمطا

های طبیعی در در پیش بینی اثرات آلودگی بر جمعیت

  .(Hayes and Pulford, 2003)گشا باشند مزرعه راه

ها و سایر مواد سمی بر کش، اثرات آفتاز دیرباز

ای برای ساده شده پارامترهایموجودات زنده با استفاده از 

غلظتی که باعث مرگ  دز یا) 50LDیا  50LC مانند، رتعیین اث

د. نشوشود( ارزیابی میدرصد افراد یک جمعیت می 50

تخمین و مقایسه سریع چندین  ،های غلظت کشندهارزیابی

ها بر افراد یک گونه خاص نآماده سمی را با توجه به اثر 

از این راه برای  50LC چنین تخمینسازد. همپذیر میامکان

 Stark et)های هدف و غیرهدف نسبتا ارزان است نهگو

al. 2007). ها که اثرات سنجیطراحی زیست به منظور

 مواردند برخی نکارزیابی می موجود زندهها را بر کشآفت

های ورود ها، راهجنس مهم شامل گونه، مرحله زندگی

کش، پارامترهای تاریخچه زیستی، اندازه پلات مزرعه آفت

 شوند در نظر گرفتههای آفت کش باید سیونو فرمولا

(Ruberson, 1998) .  

به  گلوتاتیون ترانسفراز و 450Pهای مونواکسیژناز آنزیم

زدایی سموم زدا نقش اصلی را در سمهای سمعنوان آنزیم

 ;Basij et al. 2016)کارباماتی و نیکوتینوئیدی دارند 

Sulaiman et al. 2016). دی کش پیریمیکارب یک حشره

ها مورد ها و سفید بالکاست که علیه شته کارباماتمتیل

تیامتوکسام نیز از  .(Syngenta, 2004) گیرداستفاده قرار می

های نئونیکوتینوئیدی است که در داخل کشجمله حشره

و خارج از گلخانه برای مدیریت حشرات مکنده مورد 

. (Cloyd and Bethke, 2011)گیرد استفاده قرار می

اگرچه  های نئونیکوتینوئیدیکشو حشره پیریمیکارب

 Sanchez-Bayo and)هستندها خطرناک برای گرده افشان

Goka, 2014) ، روند وهای مناسبی به شمار میکششتهاما 

-ها بیدشمنان طبیعی شتهبسیاری از برای در عین حال 

 .  (Jalali et al. 2009)هستند زیان 

-آنزیم (EC 2.5.1.18, GSTs)زها ترانسفرا-گلوتاتیون اس

زدای فاز دو در بیشتر موجودات زنده هستند. های سم

  مقدمه
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(Hayes and Pulford, 1995). زدایی در سم هااین آنزیم

های شیمیایی مانند کشهای حشرهبرخی گروه

-ها و هیدروکربنیروتروئیدها، کارباماتاها، پارگانوفسفره

 .Ronson et al)دخالت دارند  DDT های کلره مانند

ها از طریق متابولیسم کشدر مقاومت به حشره و (2001

 تفرق ،(Wei et al. 2001) کشمستقیم حشره

((Sequestration (Balabaskaran et al. 1989)  یا با

حفاظت در برابر اثرات سمی ثانویه مانند افزایش در 

 ندهست پروکسیداسیون لیپید، القا شده با حشره کش درگیر

(Vontas et al. 2001).  

-ترانسفرازها در متابولیسم حشره-گلوتاتیون اس دخالت

 Neoseiulus کنه شکارگر ،ها از مگس خانگیکش

fallacis (Mullin et al. 1982) ، لارو Heliothis 

virescens (Bull and Whitten, 1972) ،و سوسک آرد 

Tribolium castaneum (Wool et al. 1982)  گزارش

چنین همترانسفرازها -گلوتاتیون اسنقش ت. شده اس

توسعه مقاومت به  ضمن  Plutella xylostellaدر

 et al. 1989) ها به خوبی مشخص شده استارگانوفسفره

Balabaskaran ; 1966Ho, ) ،450. از سوی دیگرP  ها گروه

ها با عملکردهای بسیار با طیفی گسترده متنوعی از آنزیم

 هایژنتعداد  ها هستند.لیسم زنوبیوتیکاز بیوسنتز تا متابو

450P  عدد متغیر است 150تا بیش از  46 ، ازژنوم حشرهدر 

 هستند 450P از ویژهکدکننده یک آنزیم  ،که هر یک

(Feyereisen, 2006;   Nelson, 2006) . افزایش بیان

ها در کشها دلیل عمده مقاومت به حشره 450P سیتوکروم

بوده است  تجاریهم از نظر محشرات  ی ازهایگونه

(Opennorth, 1985.) 

در این بررسی، ابتدا به منظور تعیین اثر کشندگی دو 

حشره کش فرموله شده تیامتوکسام و پیریمیکارب بر شته 

-ساعت، از طریق غوطه 24در طی  ، A. fabaeسیاه باقلا، 

های مختلف ترکیبات شیمیایی، وری برگ باقلا در غلظت

های غلظت ت سنجی انجام گرفت. سپسهای زیسآزمون

درصد مرگ  50و  40، 30، 20، 10ای که باعث زیرکشنده

شدند برای ارزیابی چگونگی تغییرات در و میر شته می

-سیستم آنزیمی مونواکسیژنازها و گلوتاتیون اس

 ترانسفرازهای شته سیاه باقلا مورد بررسی قرار گرفت.

 
  هاواد و روشم

 کشت باقلا

به طور منظم، دو ( Faba vulgaris) اهان باقلاگیبذر 

های پلاستیکی حاوی خاک اره بار در هفته، در گلدان

 شدند. خاک اره علاوه بر وزن سبک، که حمل وکاشته می

ی به ، از شیوع آلودگی قارچزدساها را آسان مینقل گلدان

د و پوشش نکویژه رایزوکتونیا و فوزاریوم جلوگیری می

 و هانجام عمل تهویه و نگهداری رطوبت بود مناسبی برای

. بذرهای شودمحسوب میجایگزین مناسبی برای خاک 

به  باقلا که پیش از کاشت به منظور تسریع در جوانه زنی،

ساعت در آب خیس خورده بودند، به  48تا  24مدت 

 10 ای که به ارتفاععدد در سطح خاک اره 12تا  10تعداد 

ه شد، قرار دادف گلدان ریخته میسانتی متری از ک 15تا 

شدند. نهایتا روی بذرها با مقداری دیگر خاک اره می

 25±5شد. گیاهان )در شرایط گلخانه با دمای پوشانیده می

 روز یک( درصد 50±20و رطوبت نسبی  سلسیوس درجه

 ،اییشدند و برای جبران کمبود مواد غذمی آبیاری میان در

: N :K: Pگرو )-مل هورتیهر چهار روز یک بار کود کا

Mg :20 :20 :20 :2 به  لند، هلند(درصد؛ تولید هورتی

 د.شداده می اننسبت یک و نیم تا سه گرم در لیتر به گیاه

اع بعد از شروع کاشت، زمانی که گیاهان به ارتفدو هفته 

به اتاق رشد منتقل  ،رسیدندسانتی متری می 12حدود 

 شوند. ها آلوده شدند تا توسط شتهمی

 پرورش شته سیاه باقلا

 Aphis fabae Scopoli) سیاه باقلا، جمعیت اولیه شته

(Hemiptera: Aphididae  متعلق به آزمایشگاه

واقع در ساختمان موزه  (IPM)مدیریت تلفیقی آفات 

دانشگاه تهران، بود  دانشکده کشاورزی کرج، جانورشناسی

قک رشد، با که در شرایط جدید روی گیاهان باقلا در اتا

 70±10، رطوبت نسبی سلسیوس درجه 23±1دمای 
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 ساعت 8 و روشنایی ساعت 16 نوری دوره و درصد

-شد. به منظور حفظ جمعیت شتهمی پرورش داده تاریکی

چند گیاه سالم و شاداب به  ،بار هر دو تا سه روز یک ،ها

 گرفت.ها قرار میمنتقل شده در اختیار شتهاتاق رشد 

 هاحشره کش

، WP %50، ®کش پیریمیکارب ) پریمورو ترکیب حشرهد

، WG %25، ®گل سم گرگان( و تیامتوکسام )آکتارا

ها مورد استفاده قرار گرفت. سینجنتا( برای آزمون

از فرمولاسیون تجاری این دو حشره کش به ترتیب، 

اداره حفظ نباتات تهران تهیه  وشرکت گل سم گرگان 

 شد. 

 هازیست سنجی شتهتست 

ها به روش تماس با باقیمانده خشک سنجی شتهیستز

 24طی مدت زمان  سم به جای مانده بر سطح برگ

 ساعته، 24های ماده بالغ بی بال ساعت، با استفاده از شته

های بالا و شد. بدین منظور، پس از این که غلظت انجام

درصد کشندگی( از  90و بیش از  10پایین )کمتر از 

های اولیه تعیین کش طی آزمونرههای حشفرمولاسیون

های اصلی با استفاده از روش ، برای انجام آزمونشدند

-غلظت از هر یک از فرمولاسیون گفته شده در بالا، پنج

میلی گرم ماده  750تا  5/17 بین )تیامتوکسام،های تجاری 

میکرولیتر ماده  15تا  25/0مؤثر بر لیتر و پیریمیکارب، 

به عنوان حلال ساخته شد.  مقطر در آب (ثر در لیترؤم

های باقلا از گیاهان هم برای آزمایش زیست سنجی، برگ

سانی از گیاهان از قسمت دمبرگ سن و از نواحی هم

های زمایشگاه در هر یک از غلظتآبریده شدند. در 

ور شده، در ثانیه غوطه 30کش، به مدت های حشرهمحلول

ها در برگزیر هود به مدت یک ساعت خشک شدند. 

دند که شقرار داده  طوریدرصد  2/1آگار -محیط آگار

-ها رو به بالا باشد. پس از بستن آگار، شتهسطح پشتی آن

-ها مستقر روی برگ ساعته( 24) سنبالغ همماده های 

 20آزمایش در سه تکرار و طی روزهای مختلف با شدند. 

حشره در هر تیمار انجام گرفت و مجموعا برای هر 

 ،هانهایتا برای هر یک از حشره کشحشره و  60ظت، غل

 .شته بالغ بدون بال مورد ارزیابی قرار گرفت 360

شته  100ها، تعداد بیش از به منظور هم سن کردن شته

 ماده بالغ بدون بال به هر گلدان دارای گیاهان هم سن

، سلسیوسدرجه  27±1باقلا درون انکوباتور با دمای 

ساعت  16:8درصد و دوره نوری  70±10رطوبت نسبی 

و  هشدها حذف این شته ،ساعت 24شدند. پس از منتقل 

 23±1دمای در اتاق رشد )شد تا ها اجازه داده به پوره

درصد و دوره  70±10، رطوبت نسبی سلسیوسدرجه 

تور دمای بالاتر انکوبابه بلوغ برسند. ( ساعت 16:8 نوری

 مانع تر اتاق رشدپایین کرد و دمایزایی را تسریع میپوره

غ های بالبدین ترتیب، شتهشد. ها میاز مرگ و میر شته

های زیست سنجی مورد استفاده شش روزه برای آزمون

 و مجددا ساعت 24گرفتند. آزمون در فاصله زمانی قرار 

 ترفگانجام  در انکوباتور با شرایط ثابت گفته شده در بالا

زک ن با تحریک قلم موی ناهایی که بعد از این زماو شته

 مرده تلقی شدند.  ،کردندحرکت نمی

  زداهای سمتعیین فعالیت آنزیم

واحدهای آزمایشی به ، پس از تعیین غلظت زیر کشنده

 های بالغ هم سن،شتهشیوه زیست سنجی آماده شدند و 

های زیرکشنده ثیر غلظتأبه روش گفته شده تحت ت

(10LC ،20LC ،30LC ،40LC  05وLC  قرار )برای شته

-ساعت افراد زنده مانده برای آزمون 24گرفتند. پس از 

 های جداگانه قرار داده شدند. های بیوشیمی در ویال

 تعیین غلظت پروتئین 

 ,Bradford)بردفورد  میزان پروتیئن توسط روش

لبومین گاوی به عنوان آ( با استفاده از سرم 1976

 شد. تر تعییننانوم 630در جذب نوری  ،استاندارد

 رانسفرازت-گلوتاتیون اسسنجش آنزیم 

 05/0سرد  HCL-تریس هموژنایز افراد زنده در بافر

 20به مدت  10000gو سانتریفوژ در  8مولار با اسیدیته 

 صورت گرفت سلسیوس درجه 4 در دمای دقیقه
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(Stump and Nauen, 2002) .  در سنجش گلوتاتیون

 (Stump and Nauen, 2002) ترانسفراز روش-اس

میکرولیتر عصاره آنزیمی  100مورد استفاده قرار گرفت. 

یا  DCNBمیکرولیتر محلول سوبسترای  100به همراه 

CDNB  میکرولیتر  100ل( و ودرصد اتان 1/0)دارای

مولار با  HCl  (05/0-تریسدر بافر  GSHمحلول 

های میکروپلیت ریخته شد و جذب ( در چاهک8اسیدیته 

 340ی زمان پنج دقیقه در طیف نوری نوری آنزیم ط

میلی مولار و  پنج GSHنانومتر خوانده شد. غلظت نهایی 

میلی مولار در محلول واکنش یک سوبستراهای بنزنی 

 بودند.

 فعالیت اکسیداز میکروزومی کل 

 04/0کل بدن حشرات زنده مانده در بافر فسفات سدیم 

ها در هموژنایز شدند. هموژنات 7مولار با اسیدیته 

10000g  دقیقه  20 به مدتدرجه سلسیوس  4در

سانتریفوژ شدند و رونشین به عنوان عصاره آنزیمی در 

 Wang et) درجه سلسیوس نگهداری شدند -20دمای 

al. 2001 .) میزان فعالیت آنزیم سیتوکروم مونواکسیداز با

، تترامتیل 'TMBZ (3 ،3' ،5 ،5 استفاده از سوبسترای

با درصد(  98وکلراید )خلوص بیشتر از هیدربنزیدین دی

انجام  (Martin et al. 2002مارتین و همکاران ) روش

میکرولیتر بافر فسفات  50شامل  مخلوط واکنش گرفت.

میکرولیتر  50، )2/7میلی مولار )اسیدیته  100سدیم 

میلی گرم  TMBZ (13 میکرولیتر 150عصاره آنزیمی، 

در بافر استات یلی لیتر م 5/19میلی لیتر متانل در  5/6در 

 25ود. سپس ( ب0/5یدیتهاسبا  مولار  25/0سدیم 

میکرولیتر پراکسید هیدروژن )سه درصد( افزوده شد. بعد 

 630جذب در  ،دقیقه انکوباسیون در دمای اتاق 30از 

 سیتوکروممنحنی استاندارد به وسیله نانومتر خوانده شد. 

c  .رسم شد 

 ماری ها و محاسبات آآنالیز داده

ساعت(  24در آزمون تعیین سمیت در کوتاه مدت )

ها از طریق آنالیز مرگ و میر در شته-رگرسیون غلظت

 Polo-plusپروبیت با استفاده از نرم افزار 

(Robertson et al. 2007) ارزیابی شد تا علاوه بر .

های مورد نیاز برای آزمایش LCغلظت کشنده میانه، و 

و شیب   (FL)درصد 95نان های بعدی، محدوده اطمی

 خطوط به دست آیند.  

طرح  های بیوشیمیایی در سه تکرار و بر اساسآزمایش

 در هاواکنش یتمامدر  .انجام گرفتکامل تصادفی 

 .به جای عصاره آنزیمی، از آب مقطر استفاده شدها بلانک

ها از مقایسه میانگینو  (ANOVA)تجزیه واریانس 

 LSD (Least significantآزمون طریق 

difference)  در نرم افزارSAS (SAS Institute 

Inc. 2003) .انجام شد 

 
  بحث و نتایج

 

کش تیامتوکسام و ساعته( دو حشره 24اثرات کوتاه مدت )

غلظت  که دادنشان   Aphis fabae پیریمیکارب بر شته

در معرض تیامتوکسام  شتهمیانه کشنده به ترتیب برای 

گرم ماده میلی 94/2رض پیریمیکارب و در مع 85/113

های مختلفی برای محققین از روش ثره بر لیتر بودند.ؤم

 ,Gerami and Heidari)اندسنجی استفاده کردهزیست

2013; Zuo et al. 2016) .  ها در مورد شتهدر این بررسی

ورسازی برگ در محلول سمی استفاده شد از روش غوطه

ها کشبی اثر تماسی با حشرهکه تکنیک متداولی در ارزیا

نتیجه (. Coon et al. 2009; Zuo et al. 2016) است

ها به این حساسیت بالای شتهگر نشان ،هازیست سنجی

. نیکویی برازش در (1)جدول  ها بودندکشحشره

ناهمگونی ناچیز و  تیمارهای تیامتوکسام نسبتا مناسب بود

شد.  ه( مشاهد99/0تیامتوکسام ) تیمار و نزدیک به یک در

( شاید 61/1ثیر پیریمیکارب )أناهمگونی تیمارهای تحت ت

کش زیرا این آفت ،به دلیل فرمولاسیون پودر وتابل باشد

از  .(1د )جدول باید به طور مداوم در ظرف هم زده شو

برابر  7/38پیریمیکارب برای شته  50LC کهآن جایی 
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این  ،ام بودتیامتوکسمحاسبه شده برای  50LCتر از پایین

کش دیگر به عنوان موضوع پیریمیکارب را بیش از حشره

شدت از سوی دیگر، کرد. کش اختصاصی معرفی شته

بالاتر از تیامتوکسام  شتهبرای نیز کشندگی پیریمیکارب 

 .(1 )جدول ارزیابی شد

کش اختصاصی کاربامات با عملکرد پیریمیکارب یک شته

اکی، بخار، و سیستم سریع است که از طریق تماسی، خور

مطالعات (. Jutsum et al. 1988) کندریشه فعالیت می

های های حساس و مقاوم گونهمختلفی مقایسه جمعیت

 Coon) دهدها به پیریمیکارب را نشان میمختلفی از شته

et al., 2009 .) شته هایی ازاسترینچنین در آزمایشی، هم 

persicae Myzus 30ا غلظت ای برا به صورت دورهLC 

 کش مقاوم کردندفرمولاسیون پیریمیکارب به این آفت

(Kwon et al. 2009)کش . زیست سنجی باقیمانده آفت

برای  50LC ساعت میزان 48روی برگ در مدت زمان 

داد و مقاومت نشان می پی پی ام 5/16 را استرین حساس

برابر بیشتر بود که با توجه نوع  131استرین مقاوم 

و  (pirimicarb, 25% WP)یون پیریمیکارب فرمولاس

برابر بیشتر از  50LC 4/1 محاسبه میزان ماده تکنیکال،

 24در زیست سنجی  Aphis fabae جمعیت حساس

چنین شدت کشندگی در هر ساعته در آزمایش ما بود. هم

 3/2±4/0و  58/2±42/0دو شته تقریبا قابل مقایسه بود )

= Slope ± SE  هشت به ترتیب در Aphis fabae شته و 

Myzus persicae) . 

های مختلف به نئونیکوتینوئیدها به وسیله حساسیت شته

 میزان. محققان مختلف مورد ارزیابی قرار گرفته است

50LD  جمعیت شتهایمیداکلوپرید را بر دو  Myzus

persicae  از رشت و کرج به ترتیب جمع آوری شده

ه ازای هر حشره ثره بؤنانوگرم ماده م 80/7و  56/8

یک . در (Ghadamyari et al. 2008)محاسبه کردند

 50LC ،حساس persicae Myzus هایشته آزمایش مشابه،

به فرمولاسیون ایمیداکلوپرید و  9/3و  9/1 معادل

 imidacloprid 10% WP ،acetamiprid 8%) استامیپرید

WP) های مقاوم به پیریمیکارب داشتند. در حالی که شته

کش مقاومت تقاطعی نشان دادند و به ین دو حشرهبه ا

) et alKwon ,. داشتند 2/175و  10برابر با  50LC ترتیب

2009) . 

ر اثرات مختلفی ب ،های نئونیکوتینوئیدی مختلفکشحشره

گذاری ضمن زیست سنجی به صورت قطره ها داشتند.شته

 persicae Myzus دو کلون شته 50LC با میکرواپلیکاتور،

ی میل 7/19و  65/0ماده تکنیکال تیامتوکسام  ت تأثیرتح

چنین غلظت کشنده نیمی از گرم در لیتر گزارش شد. هم

، 1/31و  13/1جمعیت دوکلون این شته با ایمیداکلوپرید 

 /18 و 61/0و با تیاکلوپرید  77/17و  59/0با کلوتیانیدین 

 . (Puinean et al. 2010) میلی گرم در لیتر بود 25

و  دو حشره کش تیامتوکسامج حاکی از ارزیابی اثرات نتای

نشان  A. fabae شته زدایهای سمپیریمیکارب بر آنزیم

 سوبسترای ترانسفراز با-زمانی که آنزیم گلوتاتیون اسداد 

CDNB  در شتهشودمیاندازه گیری ، A. fabae  نوعی

ب های زیرکشنده پیریمیکارالقای آنزیم با افزایش غلظت

)شکل  (P  ،87/18= F،12= df=  0001/0) دوشمیمشاهده 

A1) .ر القاهای بالاتر اثچنین تیامتوکسام نیز در غلظتهم 

 خطی داد اما روند افزایش آنزیمکنندگی آنزیم را نشان می

با این  (.B1)شکل ( P ،15/9= F،12= df =0009/0) نبود

وسیله  ترانسفراز به-وجود اندازه گیری گلوتاتیون اس

 .داده قابل نتیجه گیری نشان نداد DCNB ترایسوبس

-استفاده از سوبستراهای مختلف در بسیاری مواقع فعالیت

دهند. این موضوع به های متفاوتی از آنزیم را نشان می

 دو زنجرک در DCNB ویژه در ارتباط با سوبسترای

ترانسفراز قابل -تشخیص میزان فعالیت گلوتاتیون اس

 ,.Hung et al. 1990; Yang et al) تر بوده استتأمل

های بیوشیمیایی با مقایسه برخی ویژگیمحققین  .(2001

 Harmonia زدا در کفشدوزک شکارگرهای سمآنزیم

axyridis ،و دو شته شکار آن Aphis citricola  وMyzus 

malisuctus  های تست شده دریافتند در تمامی گونه

بوده  DCNB ازبسیار بیشتر  CDNB از طریق GST فعالیت

است.
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 کارب.به دو حشره کش تیامتوکسام و پیریمی A. fabaeحساسیت ماده بالغ بدون بال شته سیاه باقلا،  -1جدول 

Table 1. Suscebtility of the apterous adult female of A. fabae to the insecticides, thiamethoxam and pirimicarb 

 غلظت   
1-(95%Cl)1-mg(ai)L 

   

 50LC 40LC 30LC 20LC 10LC Slope±SE (df)2X تعداد حشره کش

 00/21(13) 58/2±42/0 93/0(23/0-64/1) 39/1(23/0-19/1) 84/1(78/0-71/2) 35/2(17/1-29/3) 94/2(71/1-99/3) 360 ریمیکاربیپ

 89/12(13) 40/1±21/0 85/13(91/3-2/28) 53/28(77/10-44/50) 07/48(11/22-56/77) 06/75(26/40-70/113) 85/113(94/68-21/166) 360 تیامتوکسام

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

با استفاده از  A. fabaeه ترانسفراز شت-بر آنزیم گلوتاتیون اس(B) و تیامتوکسام  (A)های مختلف دو حشره کش پیریمیکارب تأثیر غلظت -1شکل 

 .CDNBسوبسترای 
Figure 1. Effect of  two insecticides, pirimicarb (A) and thiamethoxam (B) on the A. fabae Glutathione-s-transferase enzyme 

using CDNB as substrate. 
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در هیچ یک   DCNB (conjugation) در حقیقت، اتصال

مشاهده نشد.  A. citricola و M. malisuctus از دو گونه

آشکار  (conjugation) هرچند، دلیل این عدم اتصال

گزارش کردند که محققین  مشابه با این بررسی، .نگردید

در تمامی  CDNB از طریق سوبسترای GST فعالیت

بوده و هیچ   DCNBحشرات تست شده بسیار بالاتر از 

  Nilaparvata lugensدر DCNB اتصالی به سوبسترای

 .Hung et al) دیده نشده است  stiatellus  Laodelphaو

به  CDNB نشان دادند سوبسترایمحققین نیز  .(1990

های را در کنه GST هایوضوح تفاوت فعالیت آنزیم

 دهدمی پرورش یافته روی ذرت، لوبیا و خیار نشان

(Yang et al. 2001) این روند افزایش فعالیت آنزیم هم .

 گرفت. در مقابل، وقتی کهسو با گذشت زمان صورت می

DCNB جش به کار رفت، به عنوان سوبسترا برای سن

های تارتن تغذیه شده در میان کنه GST تفاوتی در فعالیت

 با گیاهان مختلف دیده نشد. 

ین چنها را همهای موجود در میزان فعالیت آنزیمتفاوت

نوان توان در سایر انواع سوبستراها مشاهده کرد. به عمی

های مختلف ضمن مقایسه جمعیت ،، در یک بررسی مثال

با جمعیت   Diaphorina citriیی مرکباتپسیل آسیا

ه بنفتیل استات -استفاده از آلفا حساس آزمایشگاهی با

های آماری معنی داری مشاهده عنوان سوبسترا تفاوت

ها . با این وجود تفاوت(Tiwari et al. 2011) نکردند

گیر بود. تعیین فتیل استات چشمن-ضمن استفاده از بتا

 رانسفراز با سه سوبسترایت-های گلوتاتیون اسفعالیت

CDNB ،DCNB  وDNIB  در مراحل مختلف زندگی

های نیز حاکی از فعالیت   Adalia bipunctata کفشدوزک

با دو  اما در ارتباط ،بود DCNB بسیار پایینی در ارتباط با

-سوبسترای دیگر سطوح بالاتری از آنزیم گلوتاتیون اس

  (. Fransis et al. 2002) ترانسفراز ارزیابی شد

سیستم متابولیکی مهمی  450Pسیتوکروم مونوکسیژنازهای 

آنابولیسم و کاتابولیسم ترکیبات درون افزون برهستند که 

در سم زدایی یا فعال ، هاها و فرمونزاد شامل هورمون

 (.Brown et al., 2003) ها نقش دارندسازی زنوبیوتیک

شته  450P ومکش پیریمیکارب بر آنزیم سیتوکرتأثیر حشره

A. fabae ای آنزیمی شد و تفاوت قباعث افزایش ال

 داری را بین تیمارهای مختلف به وجود آوردمعنی

(0001/0>P ،62/63= F ،12=df( ) شکلA2هم .) چنین

 450P تأثیر حشره کش تیامتوکسام نیز بر آنزیم سیتوکروم

دار را در تیمارهای مختلف شته سیاه باقلا افزایشی معنی

 (. B2 )شکل(  P ،63/29= F ،12=df<0001/0) دادن مینشا

تر تیامتوکسام و های پاییندر آزمایش حاضر، غلظت

شته سیاه  450P پیریمیکارب، القاگران مؤثرتری بر فعالیت

 دیوید و همکاران(. در این ارتباط، 2باقلا بودند )شکل 

(David et al. 2006)  نتایج مشابهی را ارائه کردند. ایشان

در که  Aedes aegypti لاروهای پشهگزارش کردند که 

میزان  ند دراهمعرض دز زیرکشنده مواد سمی برگ بود

 دیده ها افزایشداتیلاز آن -او-اتوکسی کومارینفعالیت 

درصد که  پنجبا افزایش دز تا حداکثر . در واقع، دوشمی

افزایش  ،شدمی    درصدی لاروی  30باعث مرگ و میر 

لاروی دیده شد. در  450Pهای در فعالیت داریمعنی

مجددا  450Pهای دزهای بالاتر مواد سمی برگ، فعالیت

باعث ، که درصد 10به طوری که در دز یافت؛  کاهش می

 میزان فعالیت  ،شددرصد لاروها می 97مرگ و میر 

450Pتواند این روند می .دیرسمعادل شاهد می سطحی به

ه دارای ظرفیت متابولیکی و هر موجود زند نشان دهد که

ای در مواجهه با یک ترکیب زنوبیوتیک حد تحمل ویژه

است و در حقیقت، واکنش موجود زنده در برابر دزهایی 

بالاتر از حد تحمل به صورت افزایش احتمال مرگ و میر 

زدا های سمهای آنزیمکند و در میزان فعالیتبروز می

مشخصی از  شواهدشود. تغییرات خاصی دیده نمی

ها بر روی بدن جانور و مطالعات کشت بافت بررسی

ها القای استرس کشکند آفتموجود است که ثابت می

کنند. از سوی دیگر، بیومارکرهای در معرض اکسیدی می

شناسی در سم (Biomarkers of Exposure)قرار گیری 

های مناسبی برای دزهایی ها شاخصمهم هستند، زیرا آن

شوند یا مقادیری از مواد شیمیایی که بدن میکه وارد 
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شوند، هستند. در بررسی حاضر، توسط بدن جذب می

های های بیوشیمیایی، بر سنجش آنزیمطی انجام آزمون

( 450Pترانسفرازها و سیتوکروم -زدا )گلوتاتیون اسسم

هر دو   A. fabae تکیه شد و مشخص شد که در شته

ت را داشتند که به عنوان های یاد شده این قابلیآنزیم

بیومارکر مورد توجه قرار گیرند. افزون بر این که 

های بسیار مناسبی در آنزیم 450Pمونواکسیژنازهای 

تشخیص آلودگی شته تحت تأثیر سموم کاربامات و 

درصد  10های بسیار پایین )نئونیکوتینوتیدی در غلظت

فرازها ترانس-باشند. در حالی که گلوتاتیون اسکشنده( می

به ویژه در ردیابی آلودگی ترکیبات کاربامات، فعالیتی 

وابسته به غلظت ترکیب دارند و با افزایش مقدار این 

 کند.ها افزایش پیدا میترکیبات، فعالیت آن

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Aphis fabae شته P450سیتوکروم بر میزان فعالیت آنزیم  (B)و تیامتوکسام  (A)تأثیر دو حشره کش پیریمیکارب  -2شکل 
Figure 2. Effect of two insecticides, pirimicarb (A) and thiamethoxam (B) on the activity of A. fabae Cytochrome P450 

enzyme. 
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منبع منگنز، مس و سرشار از کلسيم، منيزیم، آهن، فسفر،  (.Sesamum indicum L)گياه کنجد 

حاوی دو ترکيب منحصر به فرد از فيبرهای ، روی و فيبرهای غذایی است. همچنين B1ویتامين 

 بدن در رولکلست کاهش باعث باشد کهمی سزامولين و سزامين هاینام ها باليگنان ویژه مفيد گروه

و دان بيان آلانين بر ميزشوند. دراین تحقيق تاثير اليسيتور اسيدساليسيليک و پيش ماده فنيلمی انسان

( در کشت سوسپانسيون سلولی کنجد C3Hو  CYP81Q1)ژن کليدی دخيل در بيوسنتز سزامين 

 1/0و  (1و  5/0، 1/0های )آلانين به ترتيب در غلظتبررسی گردید. تيمارهای اسيدساليسيليک و فنيل

انجام  برداریساعت پس از تيمار نمونه 72و  48، 24های گرم در ليتر استفاده گردید و در زمانميلی

نتز سهای دخيل در بررسی شد. نتایج نشان داد ميزان بيان ژن qRT-PCRها با روش شد. بيان ژن

ن ژدر مورد  .آلانين افزایش یافتهای تيمار شده با اسيدساليسيليک و فنيلسزامين در همه نمونه

CYP81Q1  انی گرم در ليتر اسيدساليسيليک در بازه زمميلی 1بيشترین افزایش بيان مربوط به غلظت

يان ژن بساعت بود. بيشترین افزایش  72آلانين در بازه زمانی گرم در ليتر فنيلميلی 1/0ساعت و  72

C3H  گرم ميلی 1/0ساعت و  24گرم در ليتر اسيدساليسيليک در بازه زمانی ميلی 1/0مربوط به غلظت

 ساعت بود. 72آلانين در بازه زمانی در ليتر فنيل
 

 هاي کلیديواژه


