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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
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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.
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، 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) .(
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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



همکارانقلیزاده روشنق و...عاملکدوئیانوارداتیآلودهبذور

1395پاییز و زمستان / 2شماره / 5دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  94

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.



BCMNV-U051
AB127936

JF797206
AB004641

EF062583
AY188994
FJ705263

FJ705255
FJ705270

JQ026020
FJ705253
FJ705264

KJ789916

KF976713
KJ614229
KJ620410
GQ482976
KT778297

FJ705269
FJ705257
FJ705272
FJ705259

EU561043
KP965804
HM005307

AY611024
AY279000

AB369279
FJ705252
FJ705266
AB188115
DD056806

AY611026
AY995216

NC 003224
DI159774
DJ418432
AJ316227 Z
AM422386

EU561044
EF122498

L31350
KP748228
KJ789920
D00692

FJ705261
FJ705271
FJ705267
FJ705268
FJ705262
FJ705265
FJ705254
FJ705256
FJ705258
FJ705260

DQ645729
D13914

AJ316229
KT598222
AF014811
X62662

L29569
DQ925447
EU561045
DQ925451
AJ889243

AJ515908
AJ889244
DQ925450

DQ925449

 
  ZYMV Pak

  ZYMV APCU
  ZYMV M

  ZYMV AG
  ZYMV B

  ZYMV Hor Min S
  ZYMV Bos Bor S
  ZYMV Teh Kar S

  ZYMV Iraq
  ZYMV Far Mar M
  ZYMV Ker Baf S

  ZYMV ND1
  ZYMV Kuchyna
  ZYMV H
  ZYMV 10

DQ124239 
KF976712 
AJ251527   
ZYMV Varamin

  ZYMV SE04T
  ZYMV India
  ZYMV ZYMV Ldh
  ZYMV Bd

  ZYMV AP Gherkin
  ZYMV Sis Zah C
  ZYMV Esf Esf C
  ZYMV Azr Mak W
  ZYMV Gil Ras C

  ZYMV Cu
  ZYMV ZYMV Bd
  ZYMV 9spno2

 ZYMV 99 246
 ZYMV KR PS

  ZYMV RDA
  ZYMV Aza Mah W
  ZYMV Ker Ker S
  ZYMV Z5 1
  ZYMV 0

  ZYMV HN 01
  ZYMV New Zealand

  ZYMV TW TN3
 ZYMV 0
  ZYMV A

  ZYMV p
  ZYMV begonia

  ZYMV Zuy
  ZYMV Liaocheng

  ZYMV California
  ZYMV Dezful
  ZYMV TV3

  ZYMV Conneticut
  ZYMV Ham Mal W
 ZYMV Yaz Yaz C

  ZYMV Kho Mash S
  ZYMV Sis Zab W
  ZYMV Sis Zab W
  ZYMV Ker Jir W
  ZYMV Azr Tab S
  ZYMV Bos Bos M
  ZYMV Far Mar M
  ZYMV Ham Aas C

  ZYMV ZYMV C 16
  ZYMV Florida

 ZYMV WG
  ZYMV 10itSDE
  ZYMV Singapore

  ZYMV Singapore
  ZYMV Reunion

  ZYMV VN Cm3
  ZYMV Zug
  ZYMV VN Bh1
  ZYMV LG1

  ZYMV MM
  ZYMV TY
  ZYMV VN Cm2

  ZYMV VN Cs1

Group C 

Group B 

Group A 

  Pakistan
  India
  Japan
  Israel
  France
  Iran
  Iran
  Iran
  Iraq
  Iran
  Iran
  South Africa
  Slovakia
  Czechen Republic
  Hungarian
  Iran
  Slovakia
  India
  India
  India
  India
  Iran
  Iran
  Iran
  Iran
  Poland
  Iran
  Mali
  China
  South Korea
  South Korea
  Iran
  Iran
  Japan
  Japan
  China
  New Zealand
  Taiwan
  00
  South Korea
  China
  Taiwan
  Poland
  China
  USA
  Iran
  South Africa
  00
  Iran
  Iran
  Iran
  Iran
  Iran
  Iran
  Iran
  Iran
  Iran
  Iran
  Spain
  USA
  China
  Argentina
  Singapore
  Singapore
  Island
  Viet Nam
  Poland
  Viet Nam
  China
  China
  Ghina
  Viet Nam
  Viet Nam

subgroup 1 

subgroup 2 

subgroup 3 

subgroup 5 

subgroup 7 

subgroup 4 

subgroup 8 

subgroup 6 

89.0

100.0

81.0

84.0

91.0

84.0
84.0

80.0

100.0

100.0

100.0

71.0

84.0

100.0

100.0

100.0

100.0

76.0

100.0

99.0

100.0

89.0

96.0

100.0
87.0

100.0

99.0

100.0

100.0

100.0

100.0
100.0

100.0
78.0

Shaheen
Highlight

Shaheen
Highlight



...عاملکدوئیانوارداتیآلودهبذور قلیزاده روشنق و همکاران

97 1395پاییز و زمستان/ 2شماره / 5دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

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/
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 .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



 و همکاران ملکی       ...نرمال سازیارزیابی سه شن مرجع جهت                               

 

 1395اییس و زمستان پ/ 2ماره ض/ 5/ دوره و ایمنی زیستیشنتیک مهندسی  125

 

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
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 :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
 

 های کليدیواژه
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گیاهان دارویی از منابع قابل توجه در تهیه داروهای 

های داروسازی از گیاهی و مصنوعی هستند و شرکت

کنند. گیاه برای تهیه داروها استفاده می 25000بیش از 

های ثانویه مسئول خاصیت دارویی گیاهان متابولیت

یاهان های ثانویه با قرار گرفتن گهستند. اغلب متابولیت

شوند. کشت های گوناگون تولید میدر معرض تنش

های سلولی پراکنده و در سوسپانسیون سلولی شامل توده

حال رشد در محیط کشت مایع در حال تکان خوردن 

است. شروع این کشت معمولاً با انتقال قطعات کوچکی 

از کالوس ترد و تمایز نیافته به محیط کشت مایع است. 

زنمونه یا کالوس روی یک شیکر به های حاوی ریارلن

شوند. تکان دادن طور یکنواخت و مداوم تکان داده می

محیط کشت با استفاده از شیکر با اعمال فشار ملایمی بر 

-تر و سلولهای کوچکها را به تودههای سلولی آنتوده

ها در شکند و پراکنش یکنواختی از سلولهای انفرادی می

. همچنین در اثر این حرکت، شودمحیط کشت ایجاد می

-تبادل گازی مطلوبی بین محیط کشت و هوا برقرار می

ها و شود. از کشت سوسپانسیون سلولی برای بررسی ژن

مسیرهای متابولیکی و نیز به عنوان منبعی برای تولید 

کنجد شود. های ثانویه با ارزش استفاده میمتابولیت

توسط انسان  ترین دانه روغنی است کهاحتمالا قدیمی

 شناخته و به عنوان یک منبع غذایی استفاده شده است

کنجد سرشار از منگنز، مس، کلسیم، منیزیم، آهن، فسفر، 

، روی و فیبرهای غذایی است. به جز این مواد B1ویتامین 

مغذی مهم، کنجد حاوی دو ترکیب منحصر به فرد از 

 ها شامل سزامین وفیبرهای ویژه مفید به نام لیگنان

سزامولین است که باعث کاهش کلسترول در بدن انسان 

کنند و مشتقات شوند، از فشار خون بالا جلوگیری میمی

 کنجد روغندهند. را در حیوانات افزایش می Eویتامین 

است  مشهور هاروغن ملکه به خوراکی هایروغن بین در

(Wahid, 2007; Moazzami et al., 2006)کنجد . روغن 

 چشمگیری تاثیر است و طبیعی هایاکسیدانآنتی حاوی

 ;Hirose, 1991)مختلف دارد هایبیماری از پیشگیری در

Kang et al., 1999) درمان در آن کاربرد دلیل ، به 

 هایتلاش گذشته دهه در هاسرطان خصوص به هابیماری

 هایژن سزامین، فواید بیشتر شناخت راستای در زیادی

-ژن بیان میزان افزایش و سزامین بیوسنتز مسیر در دخیل

 از یکیاست.  شده انجامبیوسنتز آن  مسیر در دخیل های

 CYP81Q1 تولید سزامین ژن مسیر در دیهای کلیژن

 کنجد دانه تشکیل مراحل در آن بیان افزایش با که است

 از ترکیبی کلیبطوریابد. افزایش می دانه سزامین محتوای

 کننده امیدوار استراتژی یک الیسیتور و نور، ژن، انتقال

لیگنان ها از جمله  وری بهرهتولید و  بیشتر بهبود برای

، که از سه عامل (Satake et al., 2015)سزامین می باشد 

 رشد برنام برده شده تا کنون فقط اثر دوره روشنایی 

 گیاهدر CYP81Q1 ژن بیان و امینسز محتوای و گیاهان،

سنتز .  (Hata et al., 2012)ستبررسی شده ا کنجد

طی دو   CYP81Q1سزامین از پینورزینول توسط ژن

 ,.Ono et al., 2006 Hata et al)گیرد مرحله صورت می

 هایمعتبرترین روش از کمی RT-PCRروش  .(;2010

پایه  بر روش این اساس. باشدمی ژن بیان گیریاندازه

 از یکی. است دارخانه ژن به بیان موردنظر ژن بیان نسبت

 CT روش کمی RT-PCRهای داده های نمایشروش

-می شناخته CT∆∆-2روش  عنوان که به است ایمقایسه

  Fold Change (FC) به عنوان CT∆∆-2این روش شود. در 

 شده بیان دارخانه ژن برابر چند موردنظر ژن است یعنی

 هاینمونه در ژن بیان بررسی برای روش این است. از

-دهه شود. طیمی استفاده شاهد نمونه به نسبت مختلف

 پیدا زیادی اهمیت هااکسیدانآنتی روی تحقیق اخیر های

 فواید و غذا در طبیعی هایاکسیداننتیآ مطالعه و کرده

است  گرفته قرار زیادی توجه مورد آنها بالقوه سلامتی

(Qusti et al., 2010) .تاثیر بررسی مطالعه این هدف از 

 دو ژن بیان میزان روی آلانیناسیدسالیسیلیک و فنیل

 محیط در (C3Hو  CYP81Q1سزامین ) سنتز در دخیل

 .است کنجد سوسپانسیون سلولی کشت

  مقدمه
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  هاواد و روشم

  کشت سوسپانسيون سلولی

 و اصلاح تحقیقات موسسه از 1کرج رقم کنجد دانه

 محیط از مطالعه این در. شد تهیه کرج و بذر نهال تهیه

 محیط به عنوان (MS)و اسکوگ  موراشیگ کشت

 درون گیاهچه تولید و دانه کشت جهت پایه تکش

 سوسپانسیون سلولی تهیه و زاییکالوس ای،شیشه

های کنجد ابتدا به دانه برای این منظور .شد استفاده

درصد ضدعفونی و  70مدت دو دقیقه در الکل اتانول 

درصد  20سدیم دقیقه در هیپوکلریت 30سپس به مدت 

 3مقطر اتوکلاو شده ور شدند و در نهایت با آب غوطه

مرتبه و هر بار به مدت دو دقیقه شستشو شدند. تمام 

مراحل ضدعفونی زیر هود لامینار و در ظروف استریل 

ها در ظروف کشت انجام گرفت. پس از ضدعفونی، دانه

گرم در  30فاقد هورمون و حاوی  MSحاوی محیط 

های کشت روی محیط pHلیتر ساکارز کشت شدند. 

روز در  3زنی ها به منظور جوانهد. دانهتنظیم ش 8/5

تاریکی نگهداری و سپس به اتاق کشت با درجه 

ساعت  16ی نوری گراد و دورهدرجه سانتی 25حرارت 

ساعت تاریکی منتقل شدند. در این  8روشنایی و 

 1روزه رقم کرج 18های پژوهش از هیپوکوتیل گیاهچه

به قطعات  به عنوان ریزنمونه استفاده شد. هیپوکوتیل

متری برش داده شد و به حالت افقی و به یک سانتی

صورت جداگانه روی محیط کشت قرار گرفت. پس از 

های زایی پتریهای کالوسها در محیطکشت ریزنمونه

حاوی کشت در شرایط تاریکی در اتاقک رشد با درجه 

گراد نگهداری شدند. هر دو درجه سانتی 25حرارت 

برای تهیه  ها انجام شد.ریزنمونههفته یک بار واکشت 

سوسپانسیون سلولی، در یک ارلن متناسب با حجم 

گرم در لیتر، به عنوان منبع  30تیمارها، ساکارز با غلظت 

کربن در آب مقطر به وسیله همزن مغناطیسی حل شد. 

به محلول اضافه و با آب  MSهای محیط سپس نمک

فه کردن مقطر به حجم نهایی رسانده شد. پس از اضا

ها، با استفاده از آب مقطر حجم نهایی هر ارلن هورمون

تنظیم شد و  8/5های کشت روی محیط pHتعیین و 

های به برای ضدعفونی اتوکلاو گردید. سپس از محیط

-میلی 100های لیتر به ارلنمیلی 30دست آمده به میزان 

گرم کالوس انتقال داده  5/0ها لیتری منتقل شد. به ارلن

های حاوی سوسپانسیون سلولی روی شیکر با . ارلنشد

گراد درجه سانتی 27دور در دقیقه و دمای  130سرعت 

 در تاریکی قرار گرفتند.

 اعمال محرک )اليسيتور(

جهت افزایش تولید سزامین، از الیسیتور اسیدسالیسیلیک 

آلانین در محیط کشت سوسپانسیون فنیل پیش ماده و

ی این منظور تیمارهای سلولی استفاده شد. برا

گرم در میلی 1و  5/0، 1/0های )اسیدسالیسیلیک با غلظت

گرم در لیتر، در روز میلی 1/0آلانین با غلظت لیتر( و فنیل

هجدهم در کشت سوسپانسیون سلولی اعمال شدند. 

ساعت انجام  72و  48، 24بازه زمانی  3برداری در نمونه

با  کنجد یسلول سوسپانسیون تیمار آزمایش شد.

 .گرفت صورت مجزا تکرار سه الیسیتورها در

 cDNAو سنتز  RNA استخراج

 و 48 ،24های های سلولی در زمانبرداری از کشتنمونه 

ها در ساعت بعد از اعمال الیسیتور انجام شد. نمونه 72

 دمای کل در RNAازت مایع منجمد و تا زمان استخراج 

 با RNA استخراج .دشدن نگهداری گرادسانتی درجه -80

 سیناکلون( شرکت )ساخت RNX-PLUS کیت از استفاده

 آلودگی حذف جهت ،cDNA ساخت از انجام شد. قبل

 DNaseI آنزیم از ژنومی، DNA با RNA احتمالی

 از استفاده با RNAکمیت  .شد )شرکت سیناکلون( استفاده

. گردید بررسی اسپکتروفتومتر دستگاه و الکتروفورز ل ژ

 هایموج طول در RNAنمونه  جذب میزان روش این در

-اندازه RNAکیفیت  بررسی منظور به نانومتر 280 و 260

 استخراج RNA هاینمونه برای نسبت این. شد گیری

 کیفیت نشانگر که بود 2تا  8/1بین  سلولها، از شده

 طبق cDNAاستخراج شده است.  RNAمطلوب 

 سنتز( ونسیناکل )شرکت cDNAدستورالعمل کیت سنتز 
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 از استفاده با ها، cDNAسنتز  از اطمینان جهت .شد

 انجام PCR واکنش( دارخانه ژن) 18S rRNA ژن آغازگر

با  گرفت. قرار تایید مورد آنها ساخت درستی و شد

 NCBIهای موجود در بانک اطلاعاتی استفاده از توالی ژن

 آغازگرهای موردنظر طراحی شدند. Oligo5افزار و نرم

گرهای طراحی شده از لحاظ عدم اتصال غیر آغاز

 Primer blastاختصاصی و تشکیل دایمر با استفاده از 

مورد بررسی و تایید قرار گرفتند. اطلاعات مربوط به 

شود.مشاهده می 1آغازگرهای هر ژن در جدول 

 
 qRT-PCR ش طراحی آغازگرهای واکن -1جدول 

Table 1. Primer design for qRT-PCR 

 شماره دسترسی ژن نام آغازگر توالی آغازگر دمای ذوب PCR  % GC لزه محصواندا
PCR product size   Tm (℃) Primer sequence Primer name accession number 

169 bp 60 57.4 '-TCTCGCTCTCACCTTCGCC-3'5 CYP81Q1 F  KP771974 

 50 60.9 '5'-CTGGGAGAAGTCGTATAGTG -3 CYP81Q1 R  

173 bp 55 66.8 '- GCCCCCACTATGTTAAGGTC -3'5 C3H F AY065995 

 45.6 65.2 '- GTATTCACGCAACACCAAAG -3'5 C3H R  

171 bp 45 65.9 5- TCTTAGTTGGTGGAGCGATT -3 18SrRNA F AJ236041 

 45 64.6 5- GAACATCTAAGGGCATCACA -3 18SrRNA R  

 

 qRT-PCRواکنش 

سیر سنتز سزامین میزان بیان دو ژن دخیل در م

چاهکی  72های در میکروپلیت C3Hو   CYP81Q1شامل

بررسی  qRT-PCRمیکرولیتر با روش  20در حجم نهایی 

 در رفته بکار ترکیبات نبودن آلوده اطمینان از شد. برای

 از روش این در. شد استفاده کنترل منفی از واکنش این

 )شرکت امینسان( و دستگاه ترمال SYBR Greenمعرف 

)شرکت کیاژن( استفاده شد.  Rotor Gene Qسایکلر 

 .چرخه انجام شد 40در  PCRبرنامه 

 

  cDNAو سنتز  RNA استخراج

-RNXکیتشده با  های تیمار نمونه از RNA استخراج 

PLUS  .اطمینان منظور به )شرکت سیناکلون( انجام شد 

 هایRNA از میکرولیتر 3 مقدار هاRNA کیفیت از یافتن

 الکتروفورز( w/v) %5/1 اگارز ژل روی شده استخراج

 و 28S rRNA و 18S rRNAباند مربوط به  دو وجود .شد

 RNAمطلوب  کیفیت دهندهنشان کشیدگی باندها عدم

و بررسی بیان ژن  cDNAبرای سنتز  RNAبود. از این 

 1های سنتز شده )با غلظت  cDNAتماماستفاده شد. 

برابر رقیق شدند و  15ه میزان میکروگرم در میکرولیتر( ب

 مورد استفاده قرار گرفتند. qRT-PCRواکنش در 

 qRT-PCRواکنش 

برای بررسی میزان بیان دو ژن دخیل در مسیر سنتز 

استفاده شد. جهت اطمینان  qRT-PCRسزامین از روش 

برای هر نمونه سه تکرار تکنیکی در نظر گرفته شد. برای 

در  SYBR Greenاز معرف انجام این آزمایش 

 20چاهکی و در حجم نهایی  72های میکروپلیت

 آنالیز آمده از به دست میکرولیتر استفاده گردید.  نتایج

صورت  به هاژن تمام تکثیر که داد نشان ذوب منحنی

دایمر  مثل غیراختصاصی محصولات بدون و اختصاصی

 دوجو عدم از اطمینان جهت آزمایش این در. آغازگر بود

 کنترل از واکنش در استفاده مورد در ترکیبات آلودگی

  نتایج

1 5 2

2 

4 3 9 8 7 6 
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 مورد ترکیبات بودن غیرآلوده که نتایج شد استفاده منفی

مربوط به  CTهای سازی دادهدادند. نرمال نشان را استفاده

 CTهای مختلف و نمونه شاهد با استفاده از روش نمونه

های ها در نمونهژن مرجع و صورت گرفت. بیان ژن

گزارش  FCلف تیمار شده با الیسیتورها به صورت مخت

 شد.

 هاژن بيان ميانگين مقایسه

 تاثير اليسيتور اسيدساليسيليک بر ميزان بيان ژن 

CYP81Q1  

های در تیمار CYP81Q1نتایج مقایسه میانگین بیان ژن 

مختلف زمانی الیسیتور اسیدسالیسیلیک نسبت به شاهد 

ین برفتن غلظت الیسیتور، دهد که بدون در نظر گنشان می

ساعت اعمال الیسیتور  72و  48، 24های مختلف زمان

 داری وجود دارد. بیشتریناسیدسالیسیلیک تفاوت معنی

 72نسبت به شاهد در زمان  CYP81Q1میزان بیان ژن 

ساعت بعد از اعمال الیسیتور و کمترین بیان ژن 

CYP81Q1  ساعت بعد از  48نسبت به شاهد در زمان

-1یسیتور اسیدسالیسیلیک به دست آمد )شکلمال الاع

 الف(.

های در غلظت CYP81Q1نتایج مقایسه میانگین بیان ژن 

مختلف الیسیتور اسیدسالیسیلیک نسبت به شاهد نشان 

های مختلف الیسیتور دهد که بین غلظتمی

داری وجود دارد. بیشترین اسیدسالیسیلیک تفاوت معنی

-میلی 5/0شاهد در غلظت  نسبت به CYP81Q1بیان ژن 

گرم در لیتر اسیدسالیسیلیک و کمترین بیان ژن 

CYP81Q1  گرم در میلی 1/0نسبت به شاهد در غلظت

لیتر اسیدسالیسیلیک مشاهده شد. نتایج مقایسه میانگین اثر 

 CYP81Q1غلظت الیسیتور اسیدسالیسیلیک بر بیان ژن 

بیان نشان داد که افزایش غلظت تا حدی باعث افزایش 

ژن نسبت به شاهد شده است و هرچه غلظت از مقدار 

مشخصی بیشتر شده است بیان ژن به همان نسبت افزایش 

پیدا نکرده بلکه به مقدار کمی کاهش یافته است که این 

دهد همیشه افزایش غلظت الیسیتور باعث نشان می

شود بلکه ممکن است افزایش بیان ژن به همان نسبت نمی

نیز داشته باشد. به عبارتی رابطه مستقیم بین تاثیرات منفی 

یلیک و میزان بیان ژن وجود ندارد غلظت اسیدسالیس

 ب(.-1)شکل

ور سیتنتایج مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت در زمان الی

نسبت به شاهد  CYP81Q1 اسیدسالیسیک بر بیان ژن

 72انی دهد بیشترین تغییر در بیان ژن، در بازه زمنشان می

 بعد از اعمال الیسیتور اسیدسالیسیلیک در غلظت ساعت

اصل حگرم در لیتر الیسیتور اسیدسالیسیلیک میلی 1و  5/0

داری باهم که این دو تیمار تفاوت معنیطوریشد به

 24 انینداشتند و کمترین تغییر در بیان ژن، در دو بازه زم

گرم میلی 1/0و  1ساعت به ترتیب در غلظت های  48و 

ساعت بعد از اعمال الیسیتور  72و  در لیتر

گرم در لیتر حاصل میلی 1/0اسیدسالیسیلیک در غلظت 

داری با هم طوری که این تیمارها تفاوت معنی شد به

شود اعمال مشاهده می 1نداشتند. همانطور که در شکل 

 های مختلف باعث افزایشها و زمانالیسیتور در غلظت

 .ج(-1)شکلنسبت به شاهد شده است  بیان ژن
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ی الف( تیمارهای زمان CYP81Q1 بیان ژن -1شکل 

های مختلف بعد از تیمار با اسیدسالیسیلیک. ب( غلظت

مختلف اسیدسالیسیلیک. ج( اثر متقابل غلظت 

 هستند و SD CTΔΔ–2 ±ها اسیدسالیسیلیک در زمان. داده

 دهندرا نشان می 05/0حروف اختلاف آماری در سطح 
Figure 1. CYP81Q1 gene expression at A) 

Different times after treatment with salicylic acid. 

B) Different concentrations of salicylic acid. C) 

Interaction of salicylic acid concentrations and 

time. Data represent the means of 2–ΔΔCT ± SD. 

Letters represent statistical difference at P ≤ 0.05. 

 

 

 تاثير اليسيتور اسيدساليسيليک بر ميزان بيان ژن 

لف در تیمار های مخت C3Hنتایج مقایسه میانگین بیان ژن 

زمانی اسیدسالیسیلیک نسبت به شاهد نشان می دهد که 

بدون در نظر گرفتن غلظت الیسیتور بین زمان های 

ساعت اعمال اسیدسالیسیلیک  72و  48 ،24مختلف 

ساعت  72و  24داری وجود دارد ولی زمان تفاوت معنی

داری با هم بعد از اعمال اسیدسالیسیلیک تفاوت معنی

 نسبت به C3Hنداشتند بطوریکه بیشترین میزان بیان ژن 

 ساعت و کمترین میزان بیان ژن 72و  24شاهد در زمان 

C3H  ز اعمال ساعت بعد ا 48نسبت به شاهد در زمان

 لف(.ا-2اسیدسالیسیلیک به دست آمد )شکل

های در غلظت C3Hنتایج مقایسه میانگین بیان ژن 

دهد که مختلف اسیدسالیسیلیک نسبت به شاهد نشان می

داری های مختلف اسیدسالیسیلیک تفاوت معنیبین غلظت

 نسبت به شاهد C3Hوجود دارد. بیشترین میزان بیان ژن 

ژن  گرم در لیتر و کمترین میزان بیانمیلی 1/0 در غلظت

C3H  گرم در لیتر بدست میلی 1نسبت به شاهد در غلظت

 بر آمد. نتایج مقایسه میانگین اثر غلظت اسیدسالیسیلیک

 نشان داد که افزایش غلظت اسیدسالیسیلیک C3Hبیان ژن 

باعث کاهش بیان این ژن نسبت به شاهد شده است. در 

ن فزایش غلظت الیسیتور باعث افزایش بیانتیجه همیشه ا

ها به همان نسبت نمی شود و رابطه مستقیم بین آن یک ژن

 ب(.-2)شکل وجود ندارد

تور یسینتایج مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت در زمان، ال

نسبت به شاهد نشان  C3Hاسیدسالیسیلیک بر بیان ژن 

 عمالاز ادهد که بیشترین تغییر در میزان بیان ژن بعد می

 24 گرم در لیتر اسیدسالیسیلیک در بازه زمانیمیلی 1/0

 ساعت حاصل شد و کمترین تغییر در میزان بیان ژن، در

 ساعت بعد از اعمال اسیدسالیسیلیک در 72بازه زمانی 

طور که در گرم در لیتر حاصل شد. همانمیلی 1غلظت 

ها و شود اعمال الیسیتور در غلظتمشاهده می 2شکل 

نسبت به  C3Hهای مختلف باعث افزایش بیان ژن مانز

 دار با هم داشتندو تیمارها تفاوت معنی شاهد شده است

 ج(.-2)شکل
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لف الف( تیمارهای زمانی مخت در C3Hبیان ژن  -2شکل

های مختلف بعد از تیمار با اسیدسالیسیلیک. ب( غلظت

ر داسیدسالیسیلیک  اسیدسالیسیلیک. ج( اثر متقابل غلظت

هستند و حروف اختلاف  SD CTΔΔ–2 ±ها زمان. داده

 دهند.را نشان می 05/0آماری در سطح 
Figure 2.  C3H gene expression at A) Different 

times after treatment with salicylic acid. B) 

Different concentrations of salicylic acid. C) 

Interaction of salicylic acid concentrations and 

time. Data represent the means of 2–ΔΔCT ± SD. 

Letters represent statistical difference at P ≤ 0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 در)ب(  C3H و)الف(  CYP81Q1 هایبیان ژن -3شکل

ها داده آلانین.تیمارهای زمانی مختلف بعد از تیمار با فنیل

± SD CTΔΔ–2  هستند و حروف اختلاف آماری در سطح

 دهند. را نشان می 05/0
Figure 3.  CYP81Q1 and C3H genes expression at 

different times after treatment with phenylalanine. 

Data represent the means of 2–ΔΔCT ± SD. Letters 

represent statistical difference at P ≤ 0.05   
 

 

و  CYP81Q1 هایآلانين بر ميزان بيان ژنتاثير فنيل

C3H 

لف در های مختآلانین در زمانهای تاثیر فنیلآنالیز داده

 CYP81Q1گرم در لیتر بر میزان بیان ژن میلی 1/0غلظت 
به صورت آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کامل تصادفی 

اثیر انجام شد. نتایج حاصل از جدول تجزیه واریانس ت

های مختلف بر میزان بیان ژن آلانین در زمانفنیل

CYP81Q1 دار بودن اثر زمان در سطح یک نشان از معنی

م درصد داشت. براساس نتایج حاصل دو تیمار زمانی با ه

 .دارند CYP81Q1دار بر بیان ژن اختلاف معنی
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های در تیمار CYP81Q1نتایج مقایسه میانگین بیان ژن 

ه کدهد آلانین نسبت به شاهد نشان مینیلمختلف زمانی ف

 ساعت بعد از اعمال 72و  48، 24های مختلف بین زمان

جود وداری آلانین تفاوت معنیگرم در لیتر فنیلمیلی 1/0

نسبت به شاهد در  CYP81Q1دارد. بیشترین بیان ژن 

بعد  آلانین و به ترتیبساعت بعد از اعمال فنیل 72زمان 

آلانین ساعت بعد از اعمال فنیل 24 و 48از آن زمان 

ری یشتبیشترین تاثیر را داشتند. بعبارت دیگر هرچه زمان ب

 افزایش CYP81Q1گذرد بیان ژن آلانین میاز اعمال فنیل

در  CYP81Q1میانگین بیان ژن  بیشتری پیدا کرده است.

د آلانین نسبت به شاهگرم در لیتر فنیلمیلی 1/0غلظت 

میلی 1/0در غلظت  CYP81Q1یان ژن دهد که بنشان می

کرده و  آلانین نسبت به شاهد افزایش پیداگرم در لیتر فنیل

 لف(.ا-3)شکل داری با آن دارد.تفاوت معنی

ف در تیمارهای مختل C3Hنتایج مقایسه میانگین بیان ژن 

دهد که در آلانین نسبت به شاهد نشان میزمانی فنیل

 هایآلانین بین زمانیلگرم در لیتر فنمیلی 1/0غلظت 

آلانین ساعت بعد از اعمال فنیل 72و  48، 24مختلف 

ساعت  48و  24داری وجود دارد ولی زمان تفاوت معنی

ند. داشتداری با هم نآلانین تفاوتی معنیبعد از اعمال فنیل

ساعت  72نسبت به شاهد در زمان  C3Hبیشترین بیان ژن 

به  نسبت C3Hین بیان ژن آلانین و کمتربعد از اعمال فنیل

آلانین به ساعت بعد از اعمال فنیل 24شاهد در زمان 

آلانین روند تحت تاثیر فنیل C3Hدست آمد. بیان ژن 

-که هرچه از زمان اعمال فنیلتصاعدی نشان داد بطوری

ه افزایش بیشتری پیدا کرد C3Hگذرد بیان ژن آلانین می

گرم در میلی 1/0در غلظت  C3Hاست. میانگین بیان ژن 

ژن  دهد که بیانآلانین نسبت به شاهد نشان میلیتر فنیل

C3H در غلظت مورد استفاده نسبت به شاهد افزایش پیدا 

 (.ب-3)شکل داری با آن داردکرده است و تفاوت معنی

 

 

 

 زمان در غلظت در نيآلانليفن و کيليسيدسالياس ريتاث

 C3Hو  CYP81Q1 هایژن انيب زانيم بر

نین در آلافنیلو نتایج مقایسه میانگین اثر اسیدسالیسیلیک 

نسبت به شاهد  CYP81Q1غلظت در زمان بر بیان ژن 

دهد بیشترین میزان بیان ژن در تیمار نشان می

ر گرم در لیتر دمیلی 5/0و  1اسیدسالیسیلیک در غلظت 

-هساعت بعد از اعمال تیمار بدست آمد ب 72بازه زمانی 

. هم نداشتند داری بادو تیمار تفاوت معنیکه این طوری

 1/0ظت آلانین در غلکمترین میزان بیان ژن، در تیمار فنیل

 آنمال ساعت بعد از اع 24گرم در لیتر در بازه زمانی میلی

شود طور که در نمودار زیر مشاهده میحاصل شد. همان

ن ژن آلانین باعث افزایش بیاو فنیل اعمال اسیدسالیسیلیک

CYP81Q1 دار شدن اثر نسبت به شاهد شده است. معنی

 دهنده تاثیر متفاوتالیسیتور در غلظت در زمان نشان

 وهای مختلف تیمار با اسیدسالیسیلیک ها و زمانغلظت

 الف(.-4باشد )شکلمی CYP81Q1آلانین بر بیان ژن فنیل

 نیلانآلیفن و کیلیسیدسالیاسنتایج مقایسه میانگین اثرهای 

نسبت به شاهد نشان  C3Hت در زمان بر بیان ژن در غلظ

دهد که بیشترین میزان بیان ژن در تیمار می

و پس از آن در غلظت  1/0اسیدسالیسیلیک در غلظت 

 72و  24گرم در لیتر به ترتیب در دو بازه زمانی میلی 5/0

و که این دطوریساعت بعد از اعمال تیمار بدست آمد به

 ن درژداشتند. کمترین میزان بیان  داریتیمار تفاوت معنی

یتر گرم در لمیلی 5/0و  1تیمار اسیدسالیسیلیک در غلظت 

مال ساعت بعد از اع 48و  72به ترتیب در دو بازه زمانی 

عنیکه این دو تیمار تفاوت مطوریالیسیتور حاصل شد به

-مشاهده می 5 طور که در شکلداری با هم داشتند. همان

ش آلانین باعث افزایلیسیلیک و فنیلشود اعمال اسیدسا

دار شدن نسبت به شاهد شده است. معنی C3Hبیان ژن 

دهنده تاثیر اثرهای الیسیتور در غلظت در زمان نشان

-مانها و زآلانین با غلظتمتفاوت اسیدسالیسیلیک و فنیل

 (.ب-4باشد )شکلمی C3Hهای مختلف بر بیان ژن 
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ها . دادهنیآلانلیفن و کیلیسیدسالیاس غلظت و زمان در اثر متقابل)ب(  H3C)الف( و   1Q81CYP هایژنیان تغییر ب -4شکل

± SD CTΔΔ–2  دهند.را نشان می 05/0هستند و حروف اختلاف آماری در سطح 
Figure 4. Changes in CYP81Q1 and C3H genes expression at the interaction of time and concentration of 

salicylic acid and phenylalanine elicitors. Data represent the means of 2–ΔΔCT ± SD. Letters represent statistical 

difference at P ≤ 0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2–ها . دادهنیلانآلیفن و کیلیسیدسالیاسمختلف های در غلظت)ب(  H3C)الف( و  1Q81CYP هایژنتغییر بیان  -5شکل 

± SD CTΔΔ  دهند.را نشان می 05/0هستند و حروف اختلاف آماری در سطح 
Figure 5. Changes in CYP81Q1 and C3H genes expression at different concentrations of salicylic acid and 

phenylalanine elicitors. Data represent the means of 2–ΔΔCT ± SD. Letters represent statistical difference at P ≤ 

0.05 

 

 

های آلانين در غلظتتاثير اسيدساليسيليک و فنيل

 C3H و CYP81Q1 هایمختلف بر ميزان بيان ژن

های در غلظت CYP81Q1نتایج مقایسه میانگین بیان ژن 

آلانین نسبت به شاهد مختلف اسیدسالیسیلیک و فنیل

های مختلف اسیدسالیسیلیک ظتدهد که بین غلنشان می

داری وجود دارد. بیشترین بیان آلانین تفاوت معنیو فنیل

-میلی 1و  5/0نسبت به شاهد در غلظت  CYP81Q1ژن 

که این طوریگرم در لیتر اسیدسالیسیلیک رخ داده است به

داری با هم نداشتند و کمترین میزان دو تیمار تفاوت معنی

-میلی 1/0 شاهد در غلظت نسبت به CYP81Q1بیان ژن 

-آلانین به دست آمد بهگرم در لیتر اسیدسالیسیلیک و فنیل
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داری با هم نداشتند طوری که این دو تیمار تفاوت معنی

 الف(.-5)شکل

های در غلظت C3Hنتایج مقایسه میانگین بیان ژن 

آلانین نسبت به شاهد مختلف اسیدسالیسیلیک و فنیل

های مختلف اسیدسالیسیلیک دهد که بین غلظتنشان می

ن میزا داری وجود دارد. بیشترینآلانین تفاوت معنیو فنیل

گرم در میلی 1/0نسبت به شاهد در غلظت  C3Hبیان ژن 

 نسبت به C3Hلیتر اسیدسالیسیلیک و کمترین بیان ژن 

 ودبگرم در لیتر میلی 1/0و  1شاهد به ترتیب در غلظت  

 ب(.-5)شکل

 
  بحث

در تيمارهای  CYP81Q1ژن بررسی بيان 

 آلانيناسيدساليسيليک و فنيل

آلانین در مطالعه تیمارهای مختلف اسیدسالیسیلیک و فنیل

های زمانی مختلف به طور های مختلف و بازهدر غلظت

نسبت به نمونه  CYP81Q1جداگانه، افزایش بیان ژن 

شاهد مشاهده گردید. با توجه به نتاج حاصل از مقایسه 

آلانین باعث افزایش بیان اسیدسالیسیلیک و فنیل میانگین،

شوند، در نتیجه به دلیل افزایش بیان می CYP81Q1ژن 

این ژن در اثر اعمال الیسیتور، افزایش احتمالی لیگنان 

های از ژن CYP81Q1سزامین مورد انتظار است زیرا ژن 

باشد. نتایج مقایسه میانگین اصلی مسیر سنتز سزامین می

بل غلظت در زمان الیسیتور اسیدسالیسیلیک بر بیان اثر متقا

دهد که بیشترین نسبت به شاهد نشان می CYP81Q1 ژن

ساعت بعد از اعمال  72تغییر در بیان ژن، در بازه زمانی 

گرم در میلی 1و  5/0الیسیتور اسیدسالیسیلیک در غلظت 

طوری که این دو تیمار لیتر اسیدسالیسیلیک حاصل شد به

داری با هم نداشتند. نتایج مقایسه میانگین عنیتفاوت م

-های مختلف زمانی فنیلدر تیمار CYP81Q1بیان ژن 

 1/0دهد که در غلظت آلانین نسبت به شاهد نشان می

 48، 24های مختلف آلانین بین زمانگرم در لیتر فنیلمیلی

داری آلانین تفاوت معنیساعت بعد از اعمال فنیل 72و 

نسبت به شاهد  CYP81Q1بیشترین بیان ژن وجود دارد و 

مشاهده گردید.  آنساعت بعد از اعمال  72در زمان 

آلانین بیشتر شده است بیان ژن هرچه زمان اعمال فنیل

CYP81Q1 افزایش پیدا کرده است. از آنجایی که فنیل

توان اینگونه آلانین پیش ماده تولید سزامین است می

آلانین( در )فنیل یش مادهگیری کرد که افزایش پنتیجه

محیط سبب القای بیان ژن و تولید آنزیم لازم 

(CYP81Q1) برای تبدیل آن به ماده نهایی )سزامین( می-

ها در بازه زمانی سلول با توجه به منحنی رشد شود.

ها در مرحله رشد لگاریتمی سلول 22تا  18روزهای 

 Heidarifarشوند )هستند و سپس وارد فاز سکون می

and Dehghan Nayeri, 2015 همچنین طبق تحقیقات .)

به عمل آمده اسیدسالیسیلیک باعث افزایش تقسیم سلولی 

(. بر Rivas-San Vicente and Plasencia, 2011شود )می

طور ها بههای کنجد، تکثیر سلولاساس منحنی رشد سلول

ادامه دارد که در حضور  22طبیعی تا حدود روز 

های یابد و در نتیجه نسخهافزایش میاسیدسالیسیلیک 

شوند و از سوی بیشتری از ژن در محیط کشت تولید می

دیگر تأثیر مثبت الیسیتور روی القای احتمالی بیان ژن طی 

توانند دلایل افزایش بیان ژن طی این ساعت که می 72

مدت باشند. تحقیقات کمی در مورد تأثیر اسیدسالیسیلیک 

هان صورت گرفته است از جمله در بر عملکرد نهایی گیا

روزه  30های گیاهان پاشی برگآزمایشی، محلول

Brassica junce  مولار این ماده، میلی 01/0با غلظت

درصد( و افزایش  78/13ها )موجب افزایش غلاف

درصد( گردید که نشان دهنده این  4/8عملکرد دانه )

د واقعیت است که ترکیبات فنلی در انتقال دادن موا

کنند. ضمن اینکه فتوسنتزی به سمت مقصد دخالت می

افزایش ماده خشک نیز از طریق افزایش در میزان فتوسنتز 

خالص، بازده کربوکسیلاسیون و افزایش در فعالیت 

آنهیدراز در مقایسه با گیاهان ردوکتاز و کربنیکنیترات

شاهد در این گیاه گزارش شده است. فعالیت بالاتر آنزیم 

داری با فتوسنتز خالص آنهیدراز به طور معنیکربنیک

همبستگی نشان داده است. فتوسنتز خالص بالاتر کسب 

های پایین اسیدسالیسیلیک، به طور شده از کاربرد غلظت
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طبیعی در رشد بهتر گیاهان و افزایش تولید ماده خشک 

منعکس گردیده است. از طرفی ترکیبات فنلی و از جمله 

گردند. به این اکسیداسیون اکسین می ها مانعسالیسیلات

ترتیب کاهش در محتوای اکسین اکسید شده نیز دلیل 

گردد دیگری است که منجر به افزایش فتوسنتز خالص می

(Fariduddin et al., 2003.) 

در تيمارهای اسيدساليسيليک و  C3H ژن بررسی بيان

 آلانينفنيل
مان الیسیتور نتایج مقایسه میانگین اثر متقابل غلظت در ز

نسبت به شاهد نشان  C3Hاسیدسالیسیلیک بر بیان ژن 

و  24دهد که بیشترین تغییر در بیان ژن، در بازه زمانی می

گرم در لیتر این میلی 5/0و  1/0ساعت پس از افزودن  72

الیسیتور به محیط کشت سلولی کنجد حاصل شد به

شتند. داری با هم نداکه این دو تیمار تفاوت معنیطوری

 هایتولید متابولیت الیسیتورهای زیستی و غیرزیستی

بیوسنتز آنها،  سرعت تنظیم از طریق را گیاهی ثانویه

 تغییر و تبدیل آنها و یا واکوئلی، تجزیه انتقال ذخیره و

. ((Jeong and Park, 2006دهند می قرار تأثیر تحت

-ریشه جنیستئین از براساس تحقیقات انجام شده ترشح

، کیتوزان و اسیدسالیسیلیک توسط های گیاه لوپن زرد

های مادهیابد. به عبارتی پیشسیانیدپتاسیم افزایش می

توانند جهت افزایش تولید مسیرهای بیوسنتزی می

های ثانویه در کشت سوسپانسیون گیاه مورد متابولیت

ن رابطه (. در ایZhang et al., 2006)استفاده قرار گیرند 

در  C3Hنتایج مقایسه میانگین بیان ژن در این تحقیق 

آلانین نسبت به شاهد نشان های مختلف زمانی فنیلتیمار

آلانین بین گرم در لیتر فنیلمیلی 1/0داد که در غلظت 

-ساعت بعد از عمال فنیل 72و  48، 24های مختلف زمان

 48 و 24داری وجود دارد ولی زمان آلانین تفاوت معنی

داری با هم آلانین تفاوتی معنیساعت بعد از اعمال فنیل

نسبت به شاهد در زمان  C3Hنداشتند. بیشترین بیان ژن 

آلانین به دست آمد. با ساعت بعد از اعمال فنیل 72

نیز افزایش  C3Hآلانین بیان ژن افزایش زمان اعمال فنیل

های کلیدی در مسیر از ژن C3Hپیدا کرده است. ژن 

-Pشیکیمات را به پروپانوئید است که کافئیلیلفن

ی کند. این ترکیب در ادامهشیکیمات تبدیل میکوماریل

 Ralph et)شود تبدیل می Gو  Sهای گروه مسیر به لیگنان

al., 2006)توان گفت که احتمالا با افزایش . بنابراین می

توان تولید سزامین و تحت تاثیر الیسیتور می C3Hبیان ژن 

 ها را افزایش داد. دیگر لیگنان

رسد که براساس نتایج حاصل از این تحقیق بنظر می

 آلانین در غلظت بکار رفته برایوجود پیش ماده فنیل

بوده است و کشت سوسپانسیون سلولی کنجد سمی ن

و دیان ها قرار گرفته وسبب القای ببراحتی در اختیار سلول

ژن کلیدی در مسیر تولید سزامین شده است. از اینرو 

ده ستفاتوان از این ماده برای افزایش سزامین ااحتمالا می

 کرد که برای اثبات این موضوع باید مقدار سزامین در

نمونه محیط کشت سوسپانسیون سلولی تیمار شده و 

 گیری شود.شاهد اندازه
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( یکی از گياَان داريیی مُم خاوًادٌ سًلاواسٍ .Solanum alatum Moenchتاجریسی قرمس )

تًان از آن ضًد ي میيًتکىًلًشی محسًب میتریه کارترد تآيری کطت تافت تسرگاست. فه

ترای وگُذاری، تکثير سریغ ي اصلاح شوتيکی گياَان در جُت اصلاح مًلکًلی ي یا تُيىٍ سازی 

وًع ریسومًوٍ ضامل  3َای ثاوًیٍ استفادٌ کرد. در ایه مطالؼٍ، تاززایی گياٌ کامل از تًليذ متاتًليت

َایی ترای قرار گرفت. در ایه پصيَص، دستًرالؼملَيپًکًتيل، کًتيلذين ي ترگ مًرد تررسی 

ضًد. تُتریه پاسخ تاززایی ساقٍ وًع ریسومًوٍ گسارش می 3تاززایی گياٌ تاجریسی قرمس از َر 

َای حاصل تا کارآیی در ریسومًوٍ ترگ تذست آمذ. گياَچٍ mg/l 5/0 BAP%( در غلظت 100)

َای طثيؼی تًليذ کردوذ. ریسومًوٍ ترگ ا ي ميًٌَ%( تٍ محيط گلخاوٍ سازگار ضذٌ ي گل100تالا )

چٍ در َر ریسومًوٍ( ساقٍ 33/23زایی )تا مياوگيه ويس تٍ ػىًان تُتریه ریسومًوٍ ترای حذاکثر ضاخٍ

َای ترگ ترای اوتقال ي تيان شوُای خارجی تا استفادٌ ضًد. َمچىيه، پتاوسيل ریسومًوٍمؼرفی می

ارزیاتی ضذٌ ي  GUS(، از طریق تيان مًقت شن psi 1350یا  1100از تفىگ شوی )فطارَای پرتاب 

 ضًد.تٍ ػىًان ریسومًوٍ مىاسة ترای اوتقال شن گسارش می

 های کليدی واصه

mailto:m.ahmadabadi@azaruniv.edu
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 .Solanum alatum Moenchتبخشیضی لشٔض ثب ٘بْ ػّٕی 

یه ٌیبٜ داسٚیی ٟٔٓ اص خب٘ٛادٜ ػٛلا٘بػٝ اػت. ایٗ ٌٛ٘ٝ 

ثٝ داؿتٗ آِىبِٛئیذٞبی اػتشٚئیذی، ثٝ ٚیظٜ ػٛلاػٛ٘یٗ، 

 Gunana)ػٛلاػٛدیٗ، ٚ ػٛلأبسطیٗ ؿٙبختٝ ؿذٜ اػت )

Sundari et al. 2013, Yogananth et al. 2009) ٔٛاد .)

اوؼیذا٘ت، ضذ دسد، ثباسصؽ صیبدی ثب خٛاف آ٘تی

ضذاػپبػٓ، ضذ ثبوتشی ٚ ادساسآٚس دس ایٗ ٌیبٜ ؿٙبػبیی 

ٞبیی اص لجیُ ٚسْ پؼتبٖ، ٌشدٖ ؿذٜ ٚ دس دسٔبٖ ثیٕبسی

-سحٓ، ثشٚ٘ـیت ٔضٔٗ، ػشطبٖ ٔؼذٜ، ٚ وجذ اػتفبدٜ ٔی

ٕٞچٙیٗ داسای یه اثش ٔحبفظتی دس ثشاثش آػیت حبد ؿٛد. 

ثٛدٜ ٚ ػلبسٜ آثی ( CCl4) وجذی ٘بؿی اص تتشا وّشیذ وشثٗ

آٖ ٞش دٚ اثش ضذ اِتٟبثی ٚ ٔحبفظت وجذی سا ٘ـبٖ دادٜ 

 .Lin Ch. Ch. et al. 1995, Lin S. C. et al)اػت )

آٚسی وـت ثبفت ثشای تىثیش ص فٗ(. اػتفبدٜ ا(2000

تشیٗ وبسثشد سٚیـی ٌیبٞبٖ دس ػطح ٚػیغ، ثضسي

تشیٗ ٔضیت ایٗ ؿٛد. ٟٔٓثیٛتىِٙٛٛطی ٔحؼٛة ٔی

تىِٙٛٛطی ثشای ٌیبٞبٖ داسٚیی، اسائٝ یه ٔٙجغ ٌیبٞی 

تٛا٘ذ ثشای وـت ثبفت ٌیبٜ ٔٛسد ٘ظش ٔطٕئٗ اػت وٝ ٔی

آٖ دس ػطح  دس ٔمیبع ٚػیغ ثشای اػتخشاج ٔبدٜ ٔٛثشٜ اص

ا٘جٜٛ اػتفبدٜ ؿٛد. پیـشفت دس وـت ثبفت، ٕٞشاٜ ثب ثٟجٛد 

آٚسی ا٘تمبَ طٖ، ٞبی ٟٔٙذػی ط٘تیه ثٝ ٚیظٜ فٗدس سٚؽ

ٞبی ٞبی خذیذی ثشای تِٛیذ ٔٛاد داسٚیی، افضٚد٘یساٜ

ثب تٛخٝ  .ا٘ذثیِٛٛطیىی فؼبَ، ٚ دیٍش ٔٛاد ٔفیذ، ثبص وشدٜ

ْ٘ٛ اص ٘ظش ثٝ اسصؽ ثبلای ثشخی ٌیبٞبٖ ٌٛ٘ٝ ػٛلا

ٞبی ای دس ٌٛ٘ٝؿیـٝداسٚیی، ٔطبِؼبتی سٚی وـت دسٖٚ

 .S. nigrum (Xu et al. 2014) ،Sٔختّفی اص آٖ اص لجیُ 

aethiopicum (Gisbert et al. 2006) ،S. virginum 

(Borgato et al. 2007) ،S. americanum (O’Connor-

Sánchez et al. 2010) ،S. villosum (Hussein and 

Aqlan 2011) ٚ ثشخی دیٍش ٌضاسؽ ؿذٜ اػت. وـت ٚ ،

-ؿیـٝتىثیش ٚ تِٛیذ تشویجبت فیتٛؿیٕیبیی دس ٔحیط دسٖٚ

ٕٛ٘ٝ ٚ ٚػیّٝ فبوتٛسٞبیی اص لجیُ ٘ٛع سیض٘تٛا٘ذ ثٝای ٔی

 Su and)ٞبی سؿذ تحت تبثیش لشاس ٌیشد تٙظیٓ وٙٙذٜ

Zhang 2014)ٖٚای دس ٌٛ٘ٝؿیـٝ. پبػخ ثٝ ثبصصایی دس-

ٞبی ٔتٙٛػی اص ٞبی ٔختّف خب٘ٛادٜ ػٛلا٘بػٝ اص سیضٕ٘ٛ٘ٝ

 Ahmadabadi et al. 2007, Mohammed et)لجیُ ثشي 

al. 2015, Mohana Priya et al. 2011, Naing et al. 

2014, O’Connor-Sánchez et al. 2010, Ramesh et al. 

2009, Wang et al. 2008) ٝ٘ٛن ػبل ،(Ahmed et al. 

2001, Babaei et al. 2014, Mythili et al. 2001, 

Syamala and Devi 2003) ٌٜش ،(Misra 1996, 

Sommer et al. 2012) ٖٚوٛتیّذ ،(Detrez et al. 1994, 

Mulwa and Bhalla 2006, Shyamali and Hattori 

2007, Singh and Chand 2003) ، پشٚتٛپلاػت(Jones 

et al. 2015, Karamian 2007, Yuan et al. 2000, 

Zhang et al. 2006) ٌٗضاسؽ ؿذٜ اػت وٝ دس ای ... ٚ ،

تش ثیٗ، ثبصصایی اص لطؼبت ثشي ثٝ دِیُ تٟیٝ آػبٖ ٔطّٛة

 ثٛدٜ اػت. ثب تٛخٝ ثٝ اسصؽ ثبلای التلبدی ٚ داسٚیی

ٌیبٜ تبخشیضی لشٔض ٚ ضشٚست ٚخٛد یه ػیؼتٓ وبسآٔذ 

وـت ثبفت ٚ ثبصصایی ثشای فشاٞٓ وشدٖ ثؼتش لاصْ ثشای 

اكلاح ِٔٛىِٛی ایٗ ٌیبٜ اص طشیك ٟٔٙذػی ط٘تیه، دس 

ٞبی وبسآٔذ ثبصصایی اص ایٗ پظٚٞؾ، ایدبد پشٚتىُ

-ٞبی ٔختّف ثشسػی ؿذ. ٘تبیح ایٗ ثشسػی ٔیسیضٕ٘ٛ٘ٝ

ب ٔختّف سٚی ایٗ ٌیبٜ ٟٔٓ داسٚیی اص ٞتٛا٘ذ دس پظٚٞؾ

لجیُ حفبظت ط٘تیىی، سیضاصدیبدی، تِٛیذ تشویجبت داسٚیی 

ٚ اكلاح ِٔٛىِٛی اص طشیك دػتىبسی ط٘تیىی ٔٛسد 

 اػتفبدٜ لشاس ٌیشد.
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  ها واد و روشم

 

 های استزیلمواد گياهی و تهيه گياهچه

( اص .Solanum alatum Moenchثزسٞبی تبخشیضی لشٔض)

آٚسی ؿذ٘ذ. ؿشلی خٕغش خؼشٚؿبٜ اػتبٖ آرسثبیدبٖؿٟ

ثب٘یٝ،  30% ثٝ ٔذت 70ضذػفٛ٘ی ػطحی ثزٚس ثب اتبَ٘ٛ 

اضبفٝ یه لطشٜ % ث6/2ٝٚ ػپغ ٞیپٛوّشیت ػذیٓ 

Tween20  3-4دلیمٝ ا٘دبْ ٌشفت. پغ اص  5ثٝ ٔذت 

 MSٔشتجٝ ؿؼتـٛ ثب آة ٔمطش اػتشیُ، ثزٚس سٚی ٔحیط 

(Murashige and Skoog 1962)  3تىٕیُ ؿذٜ ثب %

تٙظیٓ ؿذٜ ٚ  8/5ٔحیط سٚی  pHػبوبسص وـت ؿذ٘ذ. 

ٌشْ دس ِیتش آٌبس اػتفبدٜ  8ثشای خبٔذ وشدٖ ٔحیط اص 

تب  1ٞفتٝ خٛا٘ٝ صدٜ ٚ پغ اص  2ؿذ. ثزٚس اػتشیُ پغ اص 

 ٞفتٝ سؿذ، ثشای تٟیٝ سیضٕ٘ٛ٘ٝ اػتفبدٜ ؿذ٘ذ. 4

 

 تهيه ریشنمونه و نحوه کشت روی محيط

دس لبِت طشح آصٔبیـی  3×4ت فبوتٛسیُ كٛسآصٔبیؾ ثٝ

ٞبی وبٔلا تلبدفی ثب ػٝ تىشاس ا٘دبْ ٌشفت. سیضٕ٘ٛ٘ٝ

-ٞبی یه ٞفتٝٔحٛس صیشِپٝ )ٞیپٛوٛتیُ( ٚ ِپٝ اص ٌیبٞچٝ

ای تٟیٝ ٞفتٝ 4ٞبی ٞبی ثشٌی اص ٌیبٞچٝای ٚ خذاوـت

ػب٘تیٕتشی ٚ ِپٝ ٚ ثشي  5/0ٞیپٛوٛتیُ ثٝ لطؼبت  .ؿذ٘ذ

ػپغ،  .ٔتش ٔشثؼی تمؼیٓ ؿذ٘ذّیٔی 3ثٝ لطؼبت حذٚد 

-ػب٘تی 2ای ثب استفبع ٞبی ؿیـٝٞب دس پتشیذیؾخذاوـت

ٞبی وـت ٔٛسد ٘ظش وـت ؿذ٘ذ. ثشای ٔتش سٚی ٔحیط

 2یب  1ٞب، لطؼبت آصٔبیؾ خبثدبیی ٚ ا٘تمبَ ٞٛسٖٔٛ

ٞبی ٔتشی اص پبییٗ ػبلٝ )ٔحٛس صیشِپٝ( ٌیبٞچٝػب٘تی

ٞب ثٝ خذاوـت ای، تٟیٝ ؿذ. ػپغ،اػتشیُ یه ٞفتٝ

كٛست ػٕٛدی اص ٘بحیٝ پبیٝ ٚ یب ٘ٛن دس داخُ ؿیـٝ 

 ٞبی ٔٛسد ٘ظش وـت ؿذ٘ذ.ٔشثبٞبی حبٚی ٔحیط وـت

 

های کشت و غلظت تنظيم کننده های رشد محيط

 استفاده شده

 MSٞبی ٔختّف، اص ٔحیط ثشای ثشسػی ثبصصایی سیضٕ٘ٛ٘ٝ

% ػبوبسص اػتفبدٜ ؿذٜ ٚ چٟبس غّظت 3تىٕیُ ؿذٜ ثب 

، 1/0، 0( ؿبُٔ BAPٔختّف ٞٛسٖٔٛ ثٙضیُ آٔیٙٛ پٛسیٗ )

دس آصٔبیؾ ثشسػی  .ٌشْ دس ِیتش اػتفبدٜ ؿذٔیّی 2ٚ  5/0

ٞب دس دٚ خٟت پبیٝ ثٝ ٘ٛن ٚ ٘ٛن ثٝ خبثدبیی ٞٛسٖٔٛ

پبیٝ، ٕٞبٖ چٟبس غّظت روش ؿذٜ اص دٚ ٘ٛع ػیتٛوٙیٗ 

BAP ( ٗصآتی ٚZeatinٔٛسد ثشسػی لشاس ٌشفتٙذ ). 

 

های کشت بزداری اس نمونهو یادداشتشزایط رشد 

 شده

ػبػت  16ٞب دس اتبق سؿذ ثب چشخٝ سٚصا٘ٝ تٕبٔی وـت

µE/mسٚؿٙبیی 
2
s 25  ثب دسخٝ حشاست˚C 25  ٚ8  ػبػت

 6 لشاس دادٜ ؿذ٘ذ. پغ اص C 22˚تبسیىی ثب دسخٝ حشاست 

ثذٖٚ ٚاوـت( پبسأتشٞبیی اص لجیُ دسكذ )ٞفتٝ وـت 

ٞبی ثبصصا ؿذٜ دس ٚ تؼذاد ؿبخٝصایی، صایی ٚ ا٘ذاْوبِٛع

ٞب ٞش سیضٕ٘ٛ٘ٝ، اسصیبثی ؿذ٘ذ. تدضیٝ ٚ تحّیُ آٔبسی دادٜ

 .ا٘دبْ ؿذ 21٘ؼخٝ  SPSSافضاس آٔبسی ثب اػتفبدٜ اص ٘شْ

 

 ها به خاک و توليد بذرانتقال گياهچه

 MSصایی سٚی ٔحیط ٞبی ثبصصا ؿذٜ ثشای سیـٌٝیبٞچٝ

ٞب فتٝ، تٕبْ ٌیبٞچٝٞ 2فبلذ ٞٛسٖٔٛ ٔٙتمُ ؿذ٘ذ. پغ اص 

ٞبی صایی وشدٜ ٚ ػپغ ثٝ ٌّذاٖثب وبسآیی ثبلا سیـٝ

 1:1وٛچه حبٚی خبن ثشي ٚ خبن ٔؼِٕٛی ثٝ ٘ؼجت 

ٞب پغ اص یه ٞفتٝ ثب ٔحیط ٔٙتمُ ؿذ٘ذ. تٕبْ ٌیبٞچٝ

ٌّخب٘ٝ ػبصٌبس ؿذٜ، ٌُ ٚ ٔیٜٛ حبٚی ثزٚس ػبِٓ تِٛیذ 

 وشد٘ذ.

 

 شپزتابیهای بزگی به روش ریانتقال صن به نمونه

ا٘تمبَ طٖ دس آصٔبیـٍبٜ ثیٛتىِٙٛٛطی دا٘ـٍبٜ ؿٟیذ ٔذ٘ی 

-PDS آرسثبیدبٖ ٚ ثب اػتفبدٜ اص دػتٍبٜ تفًٙ ط٘ی ٔذَ 

1000/He (BioRad- ٜثٝ سٚؽ ؿشح دادٜ ؿذ ٚ )آٔشیىب

 Ghorbanzade and)صادٜ ٚ احٕذآثبدی تٛػط لشثبٖ

Ahmadabadi 2015) ٜػبصی ٔٛاد ا٘دبْ ٌشفت. ثشای آٔبد

ٌیبٞی لاصْ ثشای ا٘تمبَ طٖ ثٝ سٚؽ سیضپشتبثی، تٕبْ 
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 10اِی  9ای ؿبُٔ ثشٌٟبی یه ٌیبٞچٝ خٛاٖ چٟبس ٞفتٝ

ثشي، لطغ ؿذٜ ٚ اص لؼٕت فٛلب٘ی ٚ یب تحتب٘ی ثشي دس 

ٌزاؿتٝ ؿذ٘ذ.  MSٔشوض یه پتشیذیؾ حبٚی ٔحیط پبیٝ 

تحت وٙتشَ  GUSش حبٚی طٖ ٌضاسؿٍ pFF19Gپلاػٕیذ 

 35S (Ghorbanzade and Ahmadabadiپیـجش ٚ پبیب٘جش 

ٔیىشٚٔتش سػٛة دادٜ  6/0سٚی رسات طلا ثب لطش  (2015

ٞب سٚی ثشي psi 1350ٚ یب  1100ؿذٜ ٚ ثب فـبس پشتبة 

ثٝ ٔذت  GUSٞب ػپغ ثشای ثیبٖ طٖ ؿّیه ؿذ٘ذ. ٕ٘ٛ٘ٝ

 لشاس دادٜ ؿذ٘ذ. C 25˚ػبػت دس دٔبی  24

 

 GUSآميشی هيستوشيميایی رنگ

ٞبی ؿّیه ، ثشيGUGآٔیضی ٞیؼتٛؿیٕیبیی ثشای سً٘

، pFF19Gٜ ثب رسات طلای پٛؿیذٜ ؿذٜ ثب پلاػٕیذ ؿذ

، ثٝ سٚؽ روش ؿذٜ C 25˚پغ اص یه سٚص لشاس ٌشفتٗ دس 

آٔیضی ؿذ٘ذ. ثطٛس (، س2015ً٘ٚ ٕٞىبساٖ ) صادٜدس لشثبٖ

آٔیضی ٞب ثٝ ٔذت یه ؿت دس ٔحَّٛ سً٘خلاكٝ، ثشي

GUS[1 mM EDTA (pH=8) ،5 mM potassium 

ferricyanide ،5 mM potassiumferrocyanide ،200 

mM potassium phosphate (pH=7.0) ،1% Triton-X-

100 ٚ ،1 mg/ml X-Gluc]  دس دٔبی ٚ˚C 37  ٜلشاس داد

ٞبی ٞبی طجیؼی، ثشيؿذ٘ذ. ػپغ ثشای حزف سٍ٘ذا٘ٝ

% 50آٔیضی ؿذٜ ثٝ ٔذت یه ػبػت ثب ٔحَّٛ سً٘

اتبَ٘ٛ ٚ ػپغ چٙذیٗ ػبػت ثب اتبَ٘ٛ خبِق دس دٔبی 

 .ٕبس ؿذ٘ذاتبق تی

 
  و بحث نتایج

٘ٛع  3ثشای ثشسػی لبثّیت ثبصصایی ٌیبٜ تبخشیضی لشٔض اص 

سیضٕ٘ٛ٘ٝ ثشي، ٞیپٛوٛتیُ ٚ وٛتیّذٖٚ، اص چٟبس ػطح 

( BAPٔختّف ٞٛسٖٔٛ ػیتٛوٙیٗ ثٙضیُ آٔیٙٛ پٛسیٗ )

ٔیّیٍشْ دس ِیتش اػتفبدٜ ؿذ. ٘تبیح  2ٚ  5/0، 1/0، 0ؿبُٔ 

ثبصصایی ػبلچٝ اص ٞش  تمؼیٓ ػِّٛی ٚ BAP٘ـبٖ داد وٝ 

وٝ وٙذ، ثٝ طٛسی٘ٛع سیضٕ٘ٛ٘ٝ سا ثٝ ؿذت تحشیه ٔی 3

 BAPدس تٕبْ سیضٕ٘ٛ٘ٝ ٞب اضبفٝ وشدٖ ػطٛح ٔختّف 

، ٚ 1ٚ2داسی سٚی ثبصصایی ٘ـبٖ داد )خذَٚ  تبثیش ٔؼٙی

صایی اِف ٚ ة(. ثبصصایی ٞٓ ثلٛست ا٘ذاْ-1ؿىُ 

 ٔؼتمیٓ ٚ ٞٓ ثلٛست غیشٔؼتمیٓ ٚ ثب ٚاػطٝ تـىیُ

-ٜ(. ثب ایٗ حبَ، دس غّظت-، ج1وبِٛع ا٘دبْ ؿذ )ؿىُ 

صایی وبػتٝ ؿذٜ ٚ ٞبی ثبلاتش ػیتٛوٙیٗ، اص ٔیضاٖ وبِٛع

صایی ثیـتش ثطٛس ٔؼتمیٓ ٚ ثذٖٚ ٚاػطٝ وبِٛع ا٘دبْ ا٘ذاْ

صایی ٔؼتمیٓ دس ٔحیط دسٖٚ ؿیـٝ ای ثب ٌشفت. ا٘ذاْ

ٞب، دس ٔمبلات ٔتؼذدی ٌضاسؽ ؿذٜ وبسثشد ػیتٛوٙیٗ

 Aremu et al. 2015, Malik et al. 2007, Milazzo)اػت 

et al. 1999, Montalban et al. 2013, Soniya and Das 

ثیـتش اص طشیك تٙظیٓ تٛصیغ حبُٔ وٙتشَ آٖ وٝ  (2002

. دس (Marhavy et al. 2011)ؿٛد ا٘دبْ ٔی PIN1اوؼیٗ 

 5/0ٞبی سیضٕ٘ٛ٘ٝ ثشي، ثبلاتشیٗ دسكذ ثبصصایی دس غّظت

ٞب ثٝ % سیض100ٌٕٝ٘ٛ٘شْ دس ِیتش ٔـبٞذٜ ؿذ وٝ ٔیّی 2ٚ 

ٌشْ ٔیّی 5/0ثبصصایی پبػخ داد٘ذ. ثب ایٗ حبَ، دس غّظت 

دس ِیتش، ٔیبٍ٘یٗ تؼذاد ؿبخؼبسٞبی تـىیُ ؿذٜ ثٝ اصای 

(. ثشای 2اسی ثیـتش ثٛد )خذَٚ ٞش سیضٕ٘ٛ٘ٝ ثطٛس ٔؼٙی د

ٌشْ دس ِیتش اص ِحبظ ٔیّی 5/0سیضٕ٘ٛ٘ٝ وٛتیّذٖٚ، غّظت 

صایی ٚ تؼذاد ؿبخؼبسٞبی تـىیُ ؿذٜ دسكذ ؿبخٝ

ثٟتشیٗ تیٕبس تـخیق دادٜ ؿذ. ثشای سیضٕ٘ٛ٘ٝ ٞیپٛوٛتیُ 

وٝ ثش خلاف دٚ سیضٕ٘ٛ٘ٝ دیٍش دس ٔحیط ثذٖٚ ٞٛسٖٔٛ 

یی ٘ـبٖ داد، افضٚدٖ صایی ٚ ثبصصا٘یض تب حذٚدی وبِٛع

BAP  صایی، ٌشْ دس ِیتش اثش ٔثجت دس وبِٛع 5/0تب

ثبصصایی ٚ تؼذاد ؿبخؼبسٞبی تـىیُ ؿذٜ ٘ـبٖ داد 

ٌشْ دس ٔیّی 2(، ِٚی افضایؾ ػطح ٞٛسٖٔٛ تب 2)خذَٚ 

ِیتش، تب حذٚدی اثش ٔٙفی سٚی دسكذ ثبصصایی داؿت. 

ی ٞبتٛاٖ ٘تیدٝ ٌشفت وٝ ٘ؼجت ػیتٛوٙیٗثٙبثشایٗ، ٔی

ٞبی تبخشیضی ؿبُٔ ٞبی ٔختّف ٌیبٞچٝداخّی دس ثبفت

ثشي، ٞیپٛوٛتیُ ٚ وٛتیّذٖٚ یىؼبٖ ٘یؼت ٚ ٔثلا، 

ٞبی ثبلاتشی اص آٖ دس ٞیپٛوٛتیُ تدٕغ یبفتٝ ٚ ثٝ غّظت

ٕٞیٗ دِیُ، ایٗ ثبفت سٚی ٔحیط فبلذ ٞٛسٖٔٛ ٘یض لبدس 

ٞب ثٝ ػطح ثٝ ثبصصایی ثٛدٜ ٚ یب صٚدتش اص ػبیش سیضٕ٘ٛ٘ٝ

دٞٙذ وٝ سػذ. ٔطبِؼبت ٘ـبٖ ٔیی اص ػیتٛوٙیٗ ٔیاؿجبػ

ٞبی داخّی سٚی ثبصصایی تبثیش ٘ٝ تٟٙب غّظت ٞٛسٖٔٛ

داس٘ذ، ثّىٝ غّظت آٟ٘ب ٘یض دس طَٛ پبػخ ثبصصایی دس 
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 .Montalban et al)وٙذ ای تغییش ٔیوـت دسٖٚ ؿیـٝ

2013, Perez-Jimenez et al. 2014a, Perez-Jimenez et 

al. 2014b)5/0تٛاٖ ٌفت، غّظت . سٚی ٞٓ سفتٝ ٔی 

٘ٛع  3ثشای ثبصصایی وبسآٔذ اص ٞش  BAPٌشْ دس ِیتش ٔیّی

(. ثب ایٗ حبَ، 1ٚ ؿىُ  2سیضٕ٘ٛ٘ٝ وبفی اػت )خذَٚ 

ثب تٛخٝ ثٝ ثبلاتش ثٛدٖ تؼذاد ؿبخؼبسٞبی تـىیُ ؿذٜ دس 

ػبصی آٖ، تٟیٝ ٚ آٔبدٜ تش ثٛدٖٞش سیضٕ٘ٛ٘ٝ ثشي ٚ ػبدٜ

ٞبی ا٘تمبَ طٖ ٚ ٟٔٙذػی ایٗ سیضٕ٘ٛ٘ٝ ثشای آصٔبیؾ

 ؿٛد. ط٘تیه تٛكیٝ ٔی

 
 ٞبی ٔتٙٛع ٌیبٜ تبخشیضی لشٔض صایی ٚ ثبصصایی اص سیضٕ٘ٛ٘ٝسٚی ٔیضاٖ وبِٛع BAPٞبی ٔختّف خذَٚ تدضیٝ ٚاسیب٘غ اثش غّظت -1جدول 

Table 1. Variance analysis on the effect of different concentrations of BAP on callus induction and regeneration frequency 

from various explants of red nightshade 

 ٔٙبثغ تغییشات
Source of 

variation 

 دسخٝ آصادی
Degree of 

freedom 

 (Mean of squaresٔیبٍ٘یٗ ٔشثؼبت )

 صاییدسكذ وبِٛع
Callus induction (%) 

 ػبلٝ دسكذ ثبصصایی
Shoot regeneration (%) 

 تؼذاد ؿبخؼبسٞب دس سیضٕ٘ٛ٘ٝ
Number of shoots per explant 

 **BAP 3 2656.250** 12309.028** 1422.922ٞٛسٖٔٛ 

 15.551ns **4843.750 **15950.521 2 سیضٕ٘ٛ٘ٝ

 **BAP 6 638.021ns 1944.444** 54.811×سیضٕ٘ٛ٘ٝ

 8.475 243.056 694.444 36 خطبی آصٔبیؾ

 داس ٘یؼت.: اختلاف ٔؼٙیns% ٔؼٙی داس اػت. 1: اختلاف دس ػطح احتٕبَ **
**: Differences are significant at the 1% probability level. ns: Differences are not significant. 

 
 MS( سٚی ٔحیط H( ٚ ٞیپٛوٛتیُ )C(، وٛتیّذٖٚ )Lی لشٔض ؿبُٔ ثشي )ٞبی ٔتٙٛع ٌیبٜ تبخشیضصایی ٚ ثبصصایی اص سیضٕ٘ٛ٘ٝٔیضاٖ وبِٛع -2جدول 

 BAPٞبی ٔختّف حبٚی غّظت
Table 2. Callus induction and regeneration frequency from various explants of red nightshade on MS medium containing 

different concentrations of BAP 

 BAPغّظت 
BAP concentration 

 ٘ٛع سیضٕ٘ٛ٘ٝ
Explants type 

 صاییدسكذ وبِٛع
Callus induction 

(%) 

 ػبلٝ دسكذ ثبصصایی
Shoot regeneration (%) 

 تؼذاد ؿبخؼبسٞب دس سیضٕ٘ٛ٘ٝ
Number of shoots per explant 

0 

H 50c 81.25bc 1.93de 

C 0f 0e 0e 

L 0f 0e 0e 

0.1 

H 62.5bc 87.5abc 5.68c 

C 25cd 50d 2.9d 

L 18.75ef 75c 1.31de 

0.5 

H 87.5a 100a 18.18b 

C 56.25c 93.75ab 19.56b 

L 12.5ef 100a 29.93a 

2 

H 81.25ab 93.75ab 18.18b 

C 43.75cd 81.25bc 18.56b 

L 0f 100a 17.68b 

 % اػت.5ٝ ٞٓ دس ػطح احتٕبَ حشٚف سٚی اػذاد دس ٞش ػتٖٛ ٘ـبٖ دٞٙذٜ اختلاف ٔؼٙی داس ثیٗ اػذاد آٖ ػتٖٛ ٘ؼجت ث
The letters on the numbers in each column represents a significant difference between the values at the 5% probability level. 
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 MSٞفتٝ وـت سٚی ٔحیط  6اص ( پغ H( ٚ ٞیپٛوٛتیُ )C(، وٛتیّذٖٚ )L٘ٛع سیض ٕ٘ٛ٘ٝ ثشي ) 3ثبصصایی ٌیبٜ تبخشیضی اص  -1شکل 

 MS)اِف(. ة: تلٛیشی اص تؼذاد ٚ سؿذ ؿبخؼبسٞبی حبكُ اص ثبصصایی لطؼبت ثشي سٚی ٔحیط  BAPٔیّی ٌشْ دس ِیتش  5/0حبٚی 

ٔیّی ٌشْ دس ِیتش )ثٝ تشتیت اص چپ ثٝ ساػت(. ثضسي ٕ٘بیی اص  2ٚ  5/0، 1/0( ؿبُٔ BAPحبٚی غّظتٟبی ٔختّف ثٙضیُ آٔیٙٛ پٛسیٗ )

 5/0حبٚی  MSٞفتٝ وـت سٚی ٔحیط  3ضٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی دس حبَ ثبصصایی اص لطؼبت ثشي )ج(، وٛتیّذٖٚ )د( ٚ ٞیپٛوٛتیُ )ٜ( پغ اص سی

 ٘ـبٖ دادٜ ؿذٜ ا٘ذ. BAPٔیّی ٌشْ دس ِیتش 
Fig. 1. Regeneration of red nightshade from 3 different explants including leaf (L), cotyledon (C) and hypocotyl (H) after 6 

weeks culture on MS medium containing 0.5 mg/l BAP (A). B: A picture of the number and growth of the plantlet derived 

from leaf regeneration on MS medium containing different BAP concentration including 0.1, 0.5 and 2 mg/l (from left to 

right, respectively). A close-up from regenerating leaf (C), cotyledon (D) and hypocotyl (E) explants after 3 weeks culture 

on MS medium containing 0.5 mg/l BAP are shown. 
 

ثب تٛخٝ ثٝ ایٙىٝ سیضٕ٘ٛ٘ٝ ثشي ثٟتشیٗ پبػخ سا اص ٘ظش ثبصصایی 

٘ـبٖ داد، دس ادأٝ، لبثّیت ایٗ سیضٕ٘ٛ٘ٝ ثشای ا٘تمبَ ٚ ثیبٖ طٖ 

ٔٛسد اسصیبثی لشاس  GUSثب اػتفبدٜ اص ثیبٖ ٔٛلت طٖ ٌضاسؿٍش 

ٞبی ثشٌی حبكُ اص ٌشفت. ٘تبیح ٘ـبٖ داد وٝ سیضٕ٘ٛ٘ٝ

مبَ ٚ ثیبٖ طٟ٘بی خبسخی ثؼیبس ٞبی اػتشیُ، ثشای ا٘تٌیبٞچٝ

ای ثب ػٗ ٚ ٞبی ٌیبٞچٝ(. تٕبْ ثشي2ٔٙبػت ٞؼتٙذ )ؿىُ 

ٞبی ٔتفبٚت ٚ دس ٞش دٚ خٟت پـت ٚ سٚی ثشي، دس ا٘ذاصٜ

ثطٛس ٘ؼجتب یىٙٛاخت  psi 1350ٚ  1100ٞش دٚ فـبس پشتبة 

سا تِٛیذ وشد٘ذ ٚ  GUSسً٘ آثی حبكُ اص فؼبِیت آ٘ضیٓ 

ظش وبسآیی ا٘تمبَ طٖ دس دٚ فـبس پشتبة ثٙبثشایٗ، اختلافی اص ٘

دٞذ وٝ (. ایٗ ٘ـبٖ ٔی1آصٔبیؾ ؿذٜ ٔـبٞذٜ ٘ـذ )ؿىُ 

ای ػِّٟٛبی ثشي ٌیبٜ تبخشیضی لشٔض وٝ دس ٔحیط دسٖٚ ؿیـٝ

ٞبی ٔطّٛة ثشای ٘فٛر رسات طلای ؿٛ٘ذ، ٚیظٌیتِٛیذ ٔی

حبٚی پلاػٕیذ سا پیذا وشدٜ ٚ ثب تٛخٝ ثٝ پتب٘ؼیُ ثبلای ایٗ 

( ثٝ احتٕبَ صیبد ثبفت ٔٙبػجی 1ثشای ثبصصایی )ؿىُ ػِّٟٛب 

ثشای ا٘تمبَ پبیذاس طٟ٘بی خبسخی ثٝ ایٗ ٌیبٜ ٞؼتٙذ. ٕٞچٙیٗ، 

ثبفت ثشي ثٝ ٚیظٜ ثب تٛخٝ ثٝ تدٕغ تؼذاد صیبدی وّشٚپلاػت 

تشیٗ سیضٕ٘ٛ٘ٝ ثشای ا٘تمبَ طٖ ثٝ ٞبی ٔضٚفیُ، ٔٙبػتدس ػَّٛ

ٞبی ٔٛخٛد ثشای ا٘ذأه وّشٚپلاػت ٘یض اػت ٚ دػتٛساِؼُٕ

ٞب دس ٌیبٞبٖ خب٘ٛادٜ ػٛلا٘بػٝ اص لجیُ ا٘تمبَ طٖ ثٝ ا٘ذأه

صٔیٙی ثب اػتفبدٜ اص ثبفت ثشي ثٝ فشٍ٘ی، ٚ ػیتتٛتٖٛ، ٌٛخٝ

 ,Ruf and Bock 2014)ا٘ذ ػٙٛاٖ سیضٕ٘ٛ٘ٝ تٛػؼٝ یبفتٝ

Svab and Maliga 1993, Valkov et al. 2014). 
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. ٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی ثشٌی GUSثشسػی پتب٘ؼیُ ا٘تمبَ طٖ ثٝ سیضٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی ثشي ٌیبٜ تبخشیضی ثٝ سٚؽ تفًٙ ط٘ی اص طشیك ثیبٖ ٔٛلت  -2شکل 

 ؿّیه ؿذ٘ذ. psi 1350یب  1100( ثب فـبس پشتبة Abaxial( ٚ یب پـت )Adaxialاص لؼٕت سٚ )
Fig. 2. Evaluation of gene transfer potential to the leaf explants of red nightshade by the gene gun using transient GUS 

expression method. Leaves were bombarded on their Adaxial or Abaxial side with a 1100 or 1350 psi pressure.  

 

ٞبی ثب تٛخٝ ثٝ ثبصصایی ٌیبٜ تبخشیضی لشٔض اص ٕ٘ٛ٘ٝ

یُ سٚی ٔحیط فبلذ ٞٛسٖٔٛ ٚ ػذْ ثبصصایی اص ٞیپٛوٛت

ٞبی وٛتیّذٖٚ ٚ ثشي، ثشای اثجبت أىبٖ یب ػذْ سیضٕ٘ٛ٘ٝ

أىبٖ خبثدبیی ٞٛسٖٔٛ ػیتٛوٙیٗ دس طَٛ آٚ٘ذٞبی 

چٛثی ٚ آثىؾ ثذٖٚ ٘یبص ثٝ وٙتشَ ػِّٛی ٚ كشفب ثش 

اػبع ؿیت غّظت، آصٔبیـی ثب اػتفبدٜ اص دٚ ٘ٛع 

 BAPجیؼی ٌیبٜ( ٚ ػیتٛوٙیٗ صآتیٗ )ػیتٛوٙیٗ ط

ٞبی )ػیتٛوٙیٗ ٔلٙٛػی( ا٘دبْ ؿذ. ثشای ایٙىبس سیضٕ٘ٛ٘ٝ

ٚ ٔتش، ثلٛست ػٕٛدی ػب٘تی 2تب  1ٞیپٛوٛتیُ ثب ا٘ذاصٜ 

 MSدس دٚ خٟت ثبلا ثٝ پبییٗ یب ثبِؼىغ، سٚی ٔحیط 

ٞبی ٔختّف اص ایٗ دٚ ػیتٛوٙیٗ وـت ؿذ. حبٚی غّظت

، ٞش دٚ ٘ٛع ٘تبیح ٘ـبٖ داد وٝ كشفٙظش اص خٟت سیضٕ٘ٛ٘ٝ

ٞٛسٖٔٛ فمط دس ٔحُ تٕبع سیضٕ٘ٛ٘ٝ ثب ٔحیط وـت 

ٞب ٌزاس٘ذ ٚ ٚاوٙؾ سیضٕ٘ٛ٘ٝسٚی ؿذت ثبصصایی تبثیش ٔی

یبفتٝ دٚس اص ٔحیط، اص ٘ظش پبػخ ثٝ دس لؼٕت ثشؽ

صایی ٚ یب ثبصصایی، دس تٕبْ تیٕبسٞب ٘ؼجتب ٔـبثٝ ٚ وبِٛع

یب تؼذاد ٔحذٚدی ٌیبٞچٝ ٚ ٔمذاسی وبِٛع  1تـىیُ 

(. ایٗ ٘تبیح ثب ٌزاؿتٗ لطؼبت ٞیپٛوٛتیُ 2ٛد )ؿىُ ث

ثلٛست افمی سٚی ٔحیط وـت ٘یض تبییذ ؿذ، وٝ دس ایٗ 

یبفتٝ صایی ٚ ثبصصایی اص ٞش دٚ ا٘تٟبی ثشؽحبِت وبِٛع

(. ایٗ ٘تبیح ٘ـبٖ 2ٞیپٛوٛتیُ لبثُ ٔمبیؼٝ ثٛد )ؿىُ 

دٞذ وٝ حذالُ، خبثدبیی ایٗ دٚ ٘ٛع ٞٛسٖٔٛ ٔی

ك آٚ٘ذٞبی چٛثی ٚ آثىؾ ٌیبٜ ػیتٛوٙیٗ اص طشی

ٞبی ثشؽ پزیش ٘جٛدٜ ٚ تٕبع ٔحُتبخشیضی لشٔض أىبٖ

یبفتٝ ثب ٔحیط حبٚی ٞٛسٖٔٛ یه فبوتٛس تؼییٗ وٙٙذٜ دس 

صایی ٚ ثبصصایی اػت. پیؾ اص آغبص فشآیٙذ اِمبی وبِٛع

ؿٛد، صآتیٗ، وٝ ثطٛس طجیؼی دس ٌیبٜ تِٛیذ ٔی-ایٗ، تشا٘غ

ٞب ثب لبثّیت خبثدبیی دس یٗثٝ ػٙٛاٖ فشْ اكّی ػیتٛوٙ

 Davey and van)آٚ٘ذ چٛثی ٚ آثىؾ ٔؼشفی ؿذٜ ثٛد 

Staden 1976, Hirose et al. 2008). 
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(، ػٕٛدی ٚاسٚ٘ٝ verticalٞفتٝ وـت ثلٛست ػٕٛدی ) 3ثبصصایی ٌیبٞچٝ اص لطؼبت ٞیپٛوٛتیُ ثب ا٘ذاصٜ ٞبی ٔختّف پغ اص  -3شکل 

(vertical-inverted( افمی ٚ )horizontal سٚی ٔحیط )MS  ٔیّی ٌشْ دس ِیتش  5/0حبٚیBAP ( ٗیب صآتی ٚZea .) 
Fig. 3. Plant regeneration from hypocotyl segments with different size after 3 weeks culture in vertical, vertical-inverted and 
horizontal orientations on MS medium containing 0.5 mg/l BAP or zeatin (Zea). 

 

 

 

 

 

 

سیـٝ صایی )اِف(، ػبصٌبسی ثٝ ٔحیط ٌّخب٘ٝ )ة(، ٌّذٞی )ج(، ٚ تـىیُ ٔیٜٛ ٚ ثزس )د( اص ٌیبٞچٝ ٞبی حبكُ  -4شکل 

 اص ثبصصایی دس ؿشایط دسٖٚ ؿیـٝ ای. 

Fig. 4. Root induction (A), adaptation to the greenhouse condition (B), flowering (C), and fruit and seed 

production (D) from in vitro regenerated plants. 

 

 

ٞبی حبكُ اص دس ٟ٘بیت، ثشای ثشسػی لبثّیت ٌیبٞچٝ

ثبصصایی ثشای ػبصٌبس ؿذٖ ثٝ ٔحیط ٌّخب٘ٝ ٚ تِٛیذ ٌُ ٚ 

ا ؿذٜ سٚی ٔحیط ٞبی ثبصصدا٘ٝ ػبِٓ، تؼذادی اص ٌیبٞچٝ

ٞفتٝ، ٕٞٝ  2فبلذ ٞٛسٖٔٛ ٔٙتمُ ؿذ٘ذ. پغ اص حذٚد 

ٞبی ػبِٓ ٚ وبفی ثشای ا٘تمبَ ثٝ خبن ٞب سیـٌٝیبٞچٝ

اِف(. پغ اص ؿؼتـٛی ٔحیط -3تِٛیذ وشد٘ذ )ؿىُ

ٞبی ٞب دس ٌّذاٖٞب ثب آة ؿیش، ٌیبٞچٝوـت اص سیـٝ

سٚص ٕٞٝ آٟ٘ب ثٝ  10وٛچه وـت ؿذ٘ذ ٚ پغ اص حذٚد 

ة(. سؿذ ٕٞٝ -3ّخب٘ٝ ػبصٌبس ؿذ٘ذ )ؿىُ ؿشایط ٌ

ٞبی طجیؼی ٞب ٚ ٔیٌٜٛیبٞبٖ دس ٌّخب٘ٝ طجیؼی ثٛدٜ ٚ ٌُ

ج ٚ د(. تِٛیذ -3حبٚی ثزٚس ثبسٚس تِٛیذ وشد٘ذ )ؿىُ 

ٌیبٞبٖ ثبسٚس ثب ثزٚس ػبِٓ، یىی اص ػٛأُ تؼییٗ وٙٙذٜ دس 

سٚد، ثٝ ٚیظٜ ٔؼشفی یه دػتٛساِؼُٕ ثبصصایی ثٝ ؿٕبس ٔی
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آٖ، اػتفبدٜ دس آصٔبیـٟبی ٟٔٙذػی ط٘تیه ٚ  اٌش ٞذف اص

 .ا٘تمبَ طٖ ثبؿذ

ٞبی وبسآٔذ ثشای ثطٛس وّی، دس ایٗ پظٚٞؾ دػتٛساِؼُٕ

ای ٌیبٜ تبخشیضی لشٔض وـت ثبفت ٚ ثبصصایی دسٖٚ ؿیـٝ

اص ػٝ ٘ٛع سیضٕ٘ٛ٘ٝ ٞیپٛوٛتیُ، وٛتیّذٖٚ ٚ ثشي ایدبد 

 ؿذ. سیضٕ٘ٛ٘ٝ ثشي ثب تٛخٝ ثٝ ػِٟٛت تٟیٝ ٚ ثبصصایی

ٞبی ا٘تمبَ طٖ تشیٗ سیضٕ٘ٛ٘ٝ ثشای آصٔبیؾثٟتش، ٔٙبػت

تـخیق دادٜ ؿذ. ٌیبٞبٖ ثبصصا ؿذٜ سؿذ طجیؼی داؿتٝ، 

ٞب دس دسیبفت ٌُ ٚ ٔیٜٛ طجیؼی تِٛیذ وشد٘ذ. وبسآیی ثشي

طٟ٘بی خبسخی اص طشیك تفًٙ ط٘ی ٔٛسد اسصیبثی لشاس 

ٌشفت ٚ ٘ـبٖ دادٜ ؿذ وٝ ثبفت ثشٌی ثشای ا٘تمبَ ٚ ثیبٖ 

ٟبی خبسخی ثؼیبس ٔٙبػت اػت. ٘تبیح ایٗ پظٚٞؾ ط٘

ٔیتٛا٘ذ ػلاٜٚ ثش اػتفبدٜ دس حفبظت ٚ تىثیش ػشیغ ٌیبٜ 

تبخشیضی لشٔض ثٝ ػٙٛاٖ یه ٌیبٜ داسٚیی ٟٔٓ دس ٔحیط 

ٞبی آتی ثشای ا٘تمبَ طٖ ای، دس ا٘دبْ آصٔبیؾدسٖٚ ؿیـٝ

ٚ ٟٔٙذػی ط٘تیه دس ایٗ ٌیبٜ ٔٛسد اػتفبدٜ لشاس ٌیشد. 

ب تٛخٝ ثٝ ٔٙبػت ثٛدٖ سیضٕ٘ٛ٘ٝ ثشي ثشای ٕٞچٙیٗ ث

، (Ruf et al. 2001)ٞبی ا٘تمبَ طٖ ثٝ وّشٚپلاػت آصٔبیؾ

تٛاٖ اص ایٗ دػتٛساِؼُٕ دس تٛػؼٝ ایٗ تىِٙٛٛطی ٔی

ثشای ٌیبٜ داسٚیی  (Maliga and Bock 2011)اسصؿٕٙذ 

 تبخشیضی لشٔض اػتفبدٜ وشد.

 
ٞبی ی آرسثبیدبٖ ثخبطش حٕبیتؿٟیذ ٔذ٘ ٘ـٍبٜاص دا

 ؿٛد.ٔبدی ٚ ٔؼٙٛی تـىش ٚ لذسدا٘ی ٔی
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  مقدمه

ّبی ثَهی دس ّش وـَس ثؼٌَاى یه ػشهبیِ هلی ٍ سَدُ

ثبؿٌذ وِ حفظ ٍ سىثیش آًْب اص هحلَل ولیذی هغشح هی

اسصؽ ٍ اّویز ثؼیبسی ثشخَسداس اػز، صیشا ایي 

هَخَدار ثؼذ اص ّضاساى ػبل اًشخبة عجیؼی ٍ ثب غلجِ ثش 

ؿشایظ ًبهؼبػذ هحیغی ّوچٌبى ثِ حیبر خَیؾ اداهِ 

ّبی ثَهی هشؽ اًذ.ادُ ٍ ثِ سىثیش ٍ اصدیبد ًؼل دشداخشِد

ػلاٍُ ثش اّویشی وِ دس ثْجَد الشلبد خبًَاسّبی سٍػشبیی 

ّبی اكلاح ًظادی  داسًذ، یه رخیشُ هْن طًشیىی دس ثشًبهِ

سش ٍ وؼت اعلاػبر ثیـشش  عیَس ّؼشٌذ ٍ ؿٌبخز دلیك

  ّب خْز حفظ ایي رخبیش طًشیىی ضشٍسی ثِ دس هَسد آى

 .(Pirani et al., 2010سػذ ) ًظش هی

ّبی ؿٌبػبیی ایي ًظادّب اػشفبدُ اص طًَم  یىی اص ساُ

( اػز. هیشَوٌذسی اًذاهىی mtDNAهیشَوٌذسیبیی )

ّبی ثذى ٍخَد  ػیشَدلاػوی اػز وِ دس ثیـشش ػلَل

داسًذ. ایي اًذاهه وِ لبدس ثِ سَلیذ اًشطی ثشای ػلَل 

 DNAشمل اص حلمَی اخشلبكی ٍ هؼ DNAاػز داسای 

طى سا وذ  37ّبی خبًَسی  ای اػز ٍ دس گًَِ ّؼشِ

طى  22طى وذوٌٌذُ صًدیشُ سٌفؼی،  13وٌذ وِ ؿبهل  هی

اػز ٍ عَل   rRNAطى وذ وٌٌذُ  tRNA  ٍ2وذ وٌٌذُ 

 اػزّضاس خفز ثبص  16سمشیجی آى دس عیَس 

(Mohammadi Pestehbig et al., 2011) .DNA 

ّب ٍ سشػین سٍاثظ دس سـخیق گًَِ هیشَوٌذسیبیی

فیلَطًشیىی داسای هضیز ّبیی اص خولِ سؼذاد صیبدی 

 DNAًؼخِ ثِ اصای ّش ػلَل، اًذاصُ وَچىشش آى اص 

طًَهی، ٍساثز دزیشی هبدسی، ّبدلَئیذ ثَدى، ػذم ٍخَد 

ّب، ٍخَد ًَاحی حفبظز ؿذُ ٍ ٍخَد ًَسشویجی دس آى

ثشای  D-Loopای هبًٌذ ًبحیِ ًَاحی حفبظز ًـذُ

 Bellagamba etّبی ٍاثؼشِ اػز )بر سىبهلی گًَِهغبلؼ

al., 2001یبثی طًَم هیشَوٌذسی یىی اص ثْششیي ٍ (. سَالی

ّب ٍ سایح سشیي سٍؿْب ثشای عجمِ ثٌذی طًشیىی خوؼیز

ّبی ّبی ًضدیه ثِ ّن، ثشسػی اهىبى اؿشمبق گًَِگًَِ

هخشلف اص یه خذ هـششن، هغبلؼِ ساثغِ فیلَطًی ّش 

ّب ٍ ًظادّب ٍ دػشیبثی ثِ ساّىبسّبیی ش گًَِهَخَد ثب ػبی

-ثبؿذ. ثشسػی ؿجبّز سَالیثشای حفظ رخبیش طًشیىی هی

ثیٌی هحل ٍ ّب ثِ ووه سؼییي سَالی ول طًَم ثِ دیؾ

ّب ٍ ًَاحی سٌظین ػولىشد ًَاحی وذ وٌٌذُ دشٍسئیي

 .طًَهی هٌدش خَاّذ ؿذ DNAسًٍَیؼی ٍ دیگش ًَاحی 

b (Cytb )هٌغمِ ػیشَوشٍم  ثخـی اص طًَم هیشَوٌذسی،

اػز وِ ؿٌبػبیی سَالی ایي هٌبعك ثِ ػٌَاى هـخلِ 

ؿَد ٍ ثِ سْیِ ؿٌبػٌبهِ طًشیىی طًشیىی ثبثز هحؼَة هی

وٌذ ٍ ثب ٍ ًگْذاسی خلَف ًظادّبی ثَهی ووه هی

ّب ٍ ًظاد ّبی دیگش وِ دس ػبلْبی هخشلف همبیؼِ گًَِ

َخَد اػز هغبلؼِ ؿذُ اػز ٍ سَالی آًْب دس ثبًه طى ه

ّب ٍ اهىبى هغبلؼبر فیلَطًیىی، ثشسػی اًـمبق گًَِ

یبثی ایي وٌذ. اص عشفی سَالیفبكلِ ًؼلی سا فشاّن هی

هٌبعك ؿبخق هٌبػجی اص هیضاى سٌَع هَخَد دس خوؼیز 

وٌذ ٍ ّب سا فشاّن هیّب ٍ ًظادثَدُ ٍ اهىبى سـخیق گًَِ

ّبی ثَهی اص خغش اًمشام ٍ اخشلاط ثِ حفظ گًَِ

 ,.Hiendleder et alوٌذ )ّب ووه هیشیىی ثب ػبیش ًظادطً

طًَم  bثٌبثشایي هغبلؼِ سَالی ًبحیِ ػیشَوشٍم  .(1998

هیشَوٌذسی ثِ هٌظَس ؿٌبػبیی ثْشش عیَس ثَهی ضشٍسی 

 اػز.

ثشسػی سٌَع طًشیىی دسٍى ٍ ثیي خوؼیشْب ثب اػشفبدُ اص 

ؿشٍع ؿذ. اص آى صهبى ثِ ثؼذ  1979هیشَوٌذسی اص ػبل 

هغبلؼبر سئَسی ٍ سدشثی ایي اًذاهه ثؼیبس هشغیش ثِ 

ّبی خبًَسی افضٍدُ اػز. اٍلیي داًؾ هب دسثبسُ خوؼیز

خفز  16775سَالی وبهل طًَم هیشَوٌذسی هشؽ ثِ عَل 

ثِ عَل  Cty-bثبص ٍ عَل لغؼبر طًی آى اص لجیل ًبحیِ 

 گضاسؽ ؿذ X52392.1خفز ثبص ثب وذ دػششػی  1142

(Desjardins and Morais, 1990)سَالی ای ِ . دس هغبلؼ

گًَِ لشلبٍل  13گًَِ دشًذگبى ٍ  9دس  Cyt-bوبهل طى 

 آفشیمبیی ٍ ثلذسچیي طادٌی گضاسؽ ؿذُ اػز

(Kornegay et al., 1993) اص آى صهبى سبوٌَى هغبلؼبر .

ثش دبیِ سَالی طًَم هیشَوٌذسی ػشػز گشفشِ اػز. دس 

ٌذسی ثِ عَل هیشَو Cyt-bهغبلؼِ دیگشی سَالی ًبحیِ 
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خفز ثبص دس هشؽ ثَهی طادي ًظاد گَؿشی  1140

Chuncky  وِ هشؼلك ثِ لایي سدبسی وَسًیؾ اػز

ثشسػی ٍ سٍاثظ فیلَطًشیه ٍ هؼیش ٍ هٌـأ هبدسیـبى هَسد 

 18اص SNPػذد  9ثشسػی لشاس گشفشٌذ. دس هغبلؼِ فَق 

 Shen etگشٍُ ّبدلَئیذی هـخق ؿذ ) 7ّبدلَسیخ اص 

al., 2002). ٌیي دس سحمیمی وِ ثش سٍی طًَم ّوچ

ّبی هشؽ خٌگلی اًدبم دشًذُ اص صیش گًَِ 140هیشَوٌذسی 

گشٍُ  6ّبدلَسیخ اص  42اص  SNPػذد  44گشفز 

 .(Silva et al., 2008ّبدلَئیذی ؿٌبػبیی ؿذ )

ثب اػشفبدُ اص سَالی ًبحیِ ای اص طًَم هیشَوٌذسی سدضیِ ٍ 

اًدبم بصًذساى ثَهی ه بىسحلیل هَلىَلی خوؼیشی اص هشغ

هشغبى ثَهی هغبلؼِ ای سٍی . (Pirany et al., 2010ؿذ )

سؼییي سَالی ثخـی اص طًَم هیشَوٌذسی ٍ  هٌظَس هشًذی ثِ

گشفز سشػین ساثغِ فیلَطًی آى ثب ػبیش هشغبى اّلی اًدبم 

(Mohammadi Pestehbig et al., 2011) . عی هغبلؼِ ای

هشؽ  bشٍم سدضیِ ٍ سحلیل طًشیىی ًبحیِ ػیشَودیگش 

 ,Nassiri and Roudbari) كَسر گشفزثَهی خشاػبى 

2014.) 

ص آًدبییىِ هشؽ خضن یه ًظاد ثَهی هٌغمِ ػیؼشبى اػز ا

ٍّیچ گًَِ هغبلؼِ ای دس خْز سؼییي ػبخشبس طًشیىی ٍ 

ّذف اص ، ساثغِ فیلَطًشیىی ایي ًظاد اًدبم ًگشفشِ اػز

ثشسػی ٍ سدضیِ ٍ سحلیل طًشیىی ٍ ایي هغبلؼِ 

هیشَوٌذسیبیی هشؽ ثَهی  DNAاص  Cyt-bفیلَطًشیىی ًبحیِ 

 خضن ػیؼشبى اػز.

 

  واد و روشهام

لغؼِ هشؽ  20عَس سلبدفی اص سؼذاد ّبی خَى ثِ ًوًَِ

 خضن هشؽ ّش دٍ خٌغ اص ّب ًوًَِایي گشفشِ ؿذ. خضن 

 خوغ صاثل داًـگبُ دظٍّـگبُ خبف داهْبی دظٍّـىذُ

شفبدُ اص ویز اػشخشاج ثب اػ DNAػشخشاج ا .ؿذ آٍسی

DNA  ؿشوز دًب صیؼز اًدبم گشفز. وویزDNA 

اػشخشاج ؿذُ ثب اػشفبدُ اص دػشگبُ اػذىششٍفشَهشش 

اهشیىب  Thermoؿشوز  ND 2000ًبًَدساح هذل 

دسكذ سؼییي  1هـخق ؿذ ٍ ویفیز آى سٍی طل آگبسص 

 ؿذ.

 bّب خْز سىثیش ثخـی اص طى ػیشَوشٍم آغبصگشعشاحی 

خفز ثبص ثب اػشفبدُ اص  864یبیی ثِ عَل طًَم هیشَوٌذس

فز ّبی سآغبصگشؿذ. اًدبم  Primer Premier 5افضاس ًشم

ّبی ثشگـز دس آغبصگشٍ  14906-14929دس فبكلِ 

اص طًَم هیشَوٌذسیبیی هشلل  15769-15745فبكلِ 

 :د اػشفبدُ ثِ ؿشح صیش ثَدسّب هَآغبصگشًذ. سَالی ؿذ

CACCCAACATTCGAAAATCCCA -3'-Forward: 5'  

-3' CAAGTTTGTTGGGGATGGAGCGTAG -Reverse: 5' 

هشاص سَػظ دػشگبُ سشهَػبیىلش ای دلیٍاوٌؾ صًدیشُ

Biometra  هذلT-personal  ثب ثشًبهِ حشاسسی صیش اًدبم

دسخِ  94گشفز. ٍاػشؿز ػبصی اٍلیِ دس دهبی 

ػیىل دهبیی ثب دهبی  34دلیمِ،  10ػبًشیگشاد ثشای 

ثبًیِ،  30گشد ثشای ِ ػبًشیدسخ 94ٍاػشؿز ػبصی 

ثبًیِ، سىثیش  30گشاد ثشای دسخِ ػبًشی 60اسلبل دس دهبی 

ثبًیِ ٍ یه هشحلِ  30گشاد ثشای دسخِ ػبًشی 72دس دهبی 

دلیمِ اًدبم ؿذ.  10دسخِ ثشای  72سىثیش ًْبیی دس دهبی 

 5/17هیىشٍلیشش ٍ اخضای ٍاوٌؾ ؿبهل 25حدن ٍاوٌؾ 

 X10 ،1هیىشٍلیشش ثبفش 5/2، هیىشٍلیشش آة دٍ ثبس سمغیش

 dNTPs 10هیىشٍلیشش  2هَلاس،هیلی MgCl2 50هیىشٍلیشش 

هیىشٍلیشش اص هخلَط  DNA  ٍ1هیىشٍلیشش  1هیلی هَلاس ، 

دلیوشاص ثَد.  Taqٍاحذ آًضین  2/0هَلاس ٍ دیىَ 5دشایوش 

ثِ هٌظَس سأییذ سىثیش ًبحیِ هَسد ًظش  PCRهحلَلار 

آهیضی اسیذیَم دسكذ ثب سًگ 1سٍی طل آگبسص  عی ٍاوٌؾ

ثشٍهبیذ الىششٍفَسص ؿذًذ ٍ ًشیدِ دس دػشگبُ طل 

 داویَهٌز هَسد ثشسػی لشاس گشفز.

ػبصی ، خبلقPCR هیىشٍلیشش اص هحلَلار 20همذاس 

هیىشٍلیشش اص ّش یه اص آغبصگشّبی  20ؿذُ ٍ ثِ ّوشاُ 

دیىَهَل ثِ هٌظَس سؼییي  10سفز ٍ ثشگـز ثب غلظز 

وشُ خٌَثی اسػبل ؿذًذ  MACRO GENز سَالی ثِ ؿشو

ثِ سٍؽ  ABI 3130ّب ثب اػشفبدُ اص دػشگبُ ٍ ًوًَِ

 یبثی ؿذًذ.اسَهبسیه ػبًگش سَالی
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 NCBIدس دبیگبُ  BLASTNٍ سٍیِ  BLASTاص اثضاس 

ّب ٍ ثِ هٌظَس خْز سؼییي ّوَلَطی ٍ ّوذَؿبًی سَالی

 MEGA v.5افضاس ّب اص ًشماكلاح ًَولئَسیذی سَالی

(2011 Tamura et al.,.اػشفبدُ ؿذ )  خْز سػن ًوَداس

 Maximumثش دبیِ  Neighbor-Joiningفیلَطًی اص سٍیِ 

Likelihood  ًشم افضاسMEGA v.5  ثشای سػن هبسشیغ ٍ

اص  Cyt-bفَاكل طًشیىی ٍ دسكذ ؿجبّز سَالی طى 

DNA ّبی هیشَوٌذسیبیی هشؽ خضن ثَهی ػیؼشبى ثب سَالی

افضاس َخَد دس ثبًه طى اص ًشمهـبثِ ثب هشؽ ّبی ه

MegAlign .اػشفبدُ ؿذ 

 

  نتایج و بحث

اص خَى دس سوبهی ًوًَِ ّب ثب هَفمیز  DNAاػشخشاج 

اًدبم ؿذ. الىششٍفَسص سوبم ًوًَِ ّبی اػشخشاج ؿذُ ثش 

ثِ عَس دسكذ ًـبى دٌّذُ ثبًذّبی  1سٍی طل آگبسص 

ؿفبف ٍ سٍؿي ، فبلذ ؿىؼشگی ٍ ثذٍى وـیذگی  وبهل

ثَدًذ. ّوچٌیي ؿفبف ٍ  RNAاثش آلَدگی ثب ًوه یب  دس

ًـبى  ٍ DNAهششاون ثَدى ثبًذ ّب ثیبًگش غلظز ثبلای 

اص خَى  DNAدٌّذُ هَفمیز ایي سٍؽ دس اػشخشاج 

 .اػزهشؽ ثَهی خضن وبهل دس 

ًوًَِ ّب ثش عجك آًچِ وِ دس لؼوز هَاد ٍ  PCRٍاوٌؾ 

 سٍؽ ّب ؿشح دادُ ؿذ اًدبم ؿذ. خْز ثشسػی كحز

PCR  دسكذ اػشفبدُ  5/1ّبی اًدبم ؿذُ اص طل آگبسص

لبثل  1ؿذ. ًشبیح الىششٍفَسص هشثَط ثِ ًوًَِ ّب دس ؿىل 

 هـبّذُ اػز.

ًـبى داد وِ آغبصگشّبی عشاحی ؿذُ ثِ خَثی ًشبیح 

ثِ  bفؼبلیز ًوَدُ ٍ لغؼِ اخشلبكی ثشای ػیشَوشٍم 

ثذػز  864لغؼِ . خفز ثبص سا سىثیش ًوَدًذ  864عَل 

خفز ثبصی دس  789یبثی، ٍیشایؾ ٍ لغؼِ ذُ اص سَالیآه

ّبدلَسیخ  5ّوِ ًوًَِ ّب هَسد اػشفبدُ لشاس گشفز. سؼذاد 

 3ّب ًوًَِ هـبّذُ ؿذ ٍ دس ثیي ّبدلَسیخ 20دس ثیي 

فشاٍاًی ًؼجی ًَولئَسیذّب دس ٍخَد داؿز.  SNPخبیگبُ 

هشؽ خضن ػیؼشبى ثب  bسَالی هَسد سَافك ػیشَوشٍم 

هشؽ اّلی mtDNA ئَسیذّب دس ایي ًبحیِ اص دسكذ ًَول

وِ ثِ ػٌَاى اخذاد هشغبى اّلی اهشٍص  NCBIثجز ؿذُ دس 

ّبی ًْبیی ثذػز آهذُ اص سَالی (.1هغشح اػز )خذٍل 

 37/26خفز ثبص ؿبهل  789ّش ّبدلَسیخ ثب عَل سمشیجی 

دسكذ  50/36دسكذ گَاًیي،  31/13دسكذ آدًیي، 

 ثَد.دسكذ سیویي  82/23ػیشَصیي ٍ 

ثِ سؼذاد ًوًَِ  یاص آًدبئیىِ سؼذاد خبیگبّبی چٌذ ؿىل

لزا اص دبساهشش دیگش یؼٌی سٌَع  ،ثبؿٌذٍاثؼشِ هی

( یب ّششٍصیگَػیشی دس ػغح ًَولئَسیذ πًَولئَسیذی)

ٍ اًذاصُ ًوًَِ ثؼشگی ًذاسد  DNAاػشفبدُ ؿذ وِ ثِ عَل 

ٍ ػجبسر اص هشَػظ سفبٍر ًَولئَسیذی ثیي دٍ سَالی دس 

(. سٌَع Nei and Kumar, 2000) اػزبیگبُ ّش خ

هَسد  ( دس خوؼیز هشؽ ثَهی خضنπًَولئَسیذی )

سٌَع سخویي صدُ ؿذ.  001/0 هغبلؼِ دس ایي دظٍّؾ

سخویي  0051/0ًَولئَسیذی دس خوؼیز هشؽ هبصًذساًی 

همذاس سٌَع ّبدلَسیذی دس (. Pirani et al., 2010صدُ ؿذ )

داهٌِ همذاس سٌَع  ثشآٍسد ؿذ وِ دس63/0 خوؼیز حبضش

( ثشای هشغبى آػیبی 29/0-78/0ّبدلَسیذی گضاسؽ ؿذُ )

خٌَة ؿشلی، هشغبى صیوجبثَُ ای ثب هٌـب ٌّذی ٍ ثشخی 

لایٌْبی سخوگزاس ٍ گَؿشی سدبسسی ٍ خیلی ًضدیه ثِ 

همذاس گضاسؽ ؿذُ ثشای لایٌْبی گَؿشی سدبسی اػز 

(Munchadeyi et al., 2008). دس كَسسی وِ ایي همذاس 

( 94/0ثشای ثشخی اص خوؼیشْبی هشؽ ٍیشٌبهی خیلی صیبد )

(. وِ ًـبى دٌّذُ Cuc et al., 2011گضاسؽ ؿذُ اػز )

ّوچٌیي  .اػزسٌَع هشَػظ ٍ دبییي دس ایي خوؼیز 

همذاس سٌَع ّبدلَسبیذی ثشای خوؼیز هشؽ ثَهی خشاػبى 

گضاسؽ ؿذُ وِ ثیبًگش ػغح سٌَع دبییي دس خوؼیز 5/0

(. ایي همذاس (Nassiri and Roudbari, 2014هزوَس اػز 

 ,.Pirani et alگضاسؽ ؿذ ) 7424/0ثشای هشؽ هبصًذساًی 

2010.) 

طًَم هیشَوٌذسیبیی  bًبحیِ ػیشَوشٍم سَالی هَسد سَافك 

 NCBIّبی هَخَد دس دبیگبُ ثب سَالیهشؽ ثَهی خضن 

هَسد همبیؼِ لشاس گشفشٌذ. عی ایي  BLASTسحز فشایٌذ 
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طًَم  bسَالی ًبحیِ ػیشَوشٍم  12فشایٌذ سؼذاد 

هیشَوٌذسیبیی هشؽ ثَهی خضن اص وـَسّبی هخشلف وِ 

ثب ًَاحی هَسد هغبلؼِ ّن دَؿبًی داؿشٌذ اص ایي دبیگبُ 

ثب سَالی  MEGA 5ثشًبهِ  Clustalٍ سحز سٍیِ دسیبفز 

. ّبی ثذػز آهذُ دس ایي هغبلؼِ ّوشدیف ػبصی ؿذًذ

ثَػیلِ  د هغبلؼِّبی هَسفَاكل طًشیىی ثیي سَالی گًَِ

هحبػجِ گشدیذ. ثش اػبع  CLC Workbench 5ًشم افضاس

 -Neighborایي فَاكل طًشیىی دس هشحلِ ثؼذی اص سٍیِ 

Joining  ًشم افضاسMEGA5  ثِ هٌظَس سشػین دسخز

هبسشیغ فَاكل طًشیىی  (.2فیلَطًشیىی اػشفبدُ ؿذ )ؿىل 

طًَم  bٍ ًوَداس فیلَطًی سَالی ًبحیِ ػیشَوشٍم 

وٌذسیبیی هشؽ ثَهی خضن ٍ ًظادّبی هشؽ هَخَد دس هیشَ

NCBI دّذ وِ ًبحیِ ػیشَوشٍم ًـبى هیb  طًَم

هیشَوٌذسیبیی هشؽ ثَهی خضن ثب سَالی هشؽ اّلی ٍ 

ًظادّبی هشؽ دس وـَسّبی چیي ٍ طادي ًضدیىی ثیـششی 

لشاثز طًشیىی ثؼیبس داسد، وِ ایي اهش هوىي اػز ثِ دلیل 

ًظادّبی هشؽ دس ایي وـَسّب هشؽ ثَهی خضن ثب ًضدیه 

ّیچ  Voucher  ،Cenxi ٍTibetanهشؽ ّبی اهب ثب  ثبؿذ،

ؿجبّشی ًذاسًذ ٍ دس ؿبخِ هدضا لشاس گشفشِ اػز ٍ 

 ثیـششیي فبكلِ طًشیىی سا ثب ایي ًظادّب داسد.

 

 

 

 

 

 

 

 

 رصدد 5/1جفت ببز روی شل آگبرز  468به طول PCRالکتروفورز محصولات  -9شکل 

Fig 1. Electrophoresis of 864 bp PCR Products on 1.5 % Agarose gel. 

 

 میتوکندریبی مرغ خسک سیستبن و مرغ اهلی bمقبیسه فراوانی نوکلئوتیدهب در توالی شن سیتوکروم  -9جدول 
Table 1- Comparison of frequency of nucleotides in cytochrome b region in Khazak native chicken of Sistan and Domestic Chicken. 

Nucleotides frequency percentage 
A+T G+C A T G C Population 

50.19 49.81 (208) 
26.37 

(188) 
23.82 

(105) 
13.31 

(288) 
36.5 

Khazak native chicken 

of Sistan 

50.13 (49.87) (205) 
26.28 

(186) 
23.85 

(105) 
13.46 

(284) 
36.41 

Domestic chicken 
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دس دظٍّـی دیگش وِ ثِ هٌظَس ثشسػی هٌـب هبدسی ٍ 

ًظاد ثَهی طادٌی ٍ هشغْبی  20سؼییي سٍاثظ فیلَطًشیه 

ثَهی اًذًٍضیبیی اًدبم گشفشِ اػز، ًشبیح ًـبى داد وِ 

ثؼضی ًظادّبی هٌشؼت ثِ طادي اص داخل طادي ًـبر 

 ًگشفشِ اًذ ٍ ًظادّبی ػبیش وـَسّب دبیِ هشغْبی ثَهی

 (. Oka et al., 2007دٌّذ ) طادٌی سا سـىیل هی

دس دظٍّـی وِ ثش سٍی هشغبى ثَهی خشاػبى اًدبم گشفشِ 

 bاػز ًشبیح حبوی اص ایي اػز وِ سَالی ًبحیِ ػیشَوشٍم 

دس هشؽ ثَهی خشاػبى ثب هشؽ ثَهی چیي، ثَهی لاٍع ٍ 

لگَْسى ػفیذ ًضدیىی ثیـششی داسد  ٍ ثیـششیي فبكلِ 

 Nassiri andًظاد ًیَّوـبیش داسد )طًشیىی سا ثب 

Roudbari, 2014 .) 

هیشَوٌذسی  DNAّبی اخیش سؼییي سَالی ًمبعی اص  دس ػبل

وؼت اعلاػبر ٍ ثشخی هَخَدار ثِ هٌظَس ثشای 

اگش ، اًدبم ؿذُ اػز ًظادّبی ثَهیسش اص  ؿٌبخز دلیك

چِ اًدبم سحمیمبر دس همیبع ٍػیغ ٍ ثب سؼذاد ًوًَِ ثبلا 

Large-Scale) اهب اًدبم  ًیؼز( دس حبل حبضش همذٍس

ٍ اًشخبة  ((Fine-Scaleسحمیمبر دس همیبع وَچه 

سَالی ثخؾ ّبیی اص طى وِ سَالی آًْب دس ثبًه طى هَخَد 

اػز ٍ همبیؼِ سَالی ّبی ثِ دػز آهذُ ثب آًْب هی سَاًذ 

ثِ اعلاػبر هب دسثبسُ ًظادّبی ثَهی ووه وٌذ ٍ صهیٌِ سا 

 ص آًْب دس ثشًبهِ ّبی اكلاحی ثبص وٌذ.ثشای اػشفبدُ ثْشش ا

ثب سَخِ ثِ ایٌىِ ّیچ اعلاػبسی اص سَالی ّبی هشثَط ثِ 

هشؽ ثَهی خضن دس ثبًه خْبًی طى ٍخَد ًذاسد، ثب اًدبم 

طًَم هیشَوٌذسیبیی  bًبحیِ ػیشَوشٍم ایي هغبلؼِ ثش سٍی 

ػلاٍُ ثش ثجز ایي سَالی دس ثبًه خْبًی  خضن هشؽ ثَهی

ثبس ًبم هشؽ ثَهی خضن دس ثبًه خْبًی طى  طى ثشای اٍلیي

آٍسدُ هی ؿَد ٍ ایي ًظاد ثِ دیگش وـَس ّب هؼشفی هی 

 ؿَد. 

هبسشیغ فَاكل طًشیىی ٍ ًوَداس فیلَطًی سَالی ًبحیِ 

طًَم هیشَوٌذسیبیی هشؽ ثَهی خضن ٍ  bػیشَوشٍم 

وِ ًبحیِ  دادًـبى  NCBIًظادّبی هشؽ هَخَد دس 

بیی هشؽ ثَهی خضن ثب  هشؽ طًَم هیشَوٌذسی bػیشَوشٍم 

اّلی ٍ ًظادّبی هشؽ دس وـَسّبی چیي ٍ طادي ًضدیىی 

ثیـششی داسد، وِ ایي اهش هوىي اػز ثِ دلیل لشاثز 

طًشیىی ثؼیبس ًضدیه هشؽ ثَهی خضن ثب ًظادّبی هشؽ دس 

 .ثبؿذػیبیی آٍ ثغَس ول ًظادّبی ایي وـَسّب 

سؼییي  وِ ثِ هٌظَس ثشسػی هٌـبء هبدسی ٍ یًشبیح دظٍّـ

ًظاد ثَهی طادٌی اًدبم ؿذُ ثَد ًـبى  20سٍاثظ فیلَطًشیه 

داد وِ ثشخی اص ًظادّبی ثَهی طادي اص داخل طادي هٌـب 

ًگشفشِ اًذ ٍ ًظادّبی ػبیش وـَسّب دبیِ هشؽ ثَهی طادٌی 

هی سَاًذ سبئیذی  دظٍّـگشاىسا سـىیل دادُ اًذ، ًشبیح ایي 

دلیل احشوبلی ثش ًشبیح ثِ دػز اهذُ دس ایي دظٍّؾ ٍ 

ٍخَد لشاثز صًشیىی ثیي هشؽ ثَهی خضن ٍ ًظادّبی 

ّوچٌیي  .(Nishibori et al., 2001)طادٌی ٍ چیٌی ثبؿذ

 bسَالی ًبحیِ ػیشَوشٍم ًشبیح ایي دظٍّؾ ًـبى داد وِ 

 Voucherطًَم هیشَوٌذسیبیی هشؽ ثَهی خضن ثب هشؽ ّبی 

, Cenxi ٍ Tibetan دضا ّیچ ؿجبّشی ًذاسًذ ٍ دس ؿبخِ ه

لشاس گشفشِ اػز ٍ ثیـششیي فبكلِ طًشیىی سا ثب ایي ًظادّب 

 داسد.
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 .نمودار فیلوشنی براسبض توالی کلی مرغ بومی خسک و برخی نصادهبی مرغ موجود در ببنک جهبنی شن به همراه کد دسترسی آنهب -2شکل 
Fig 2.  Phylogenetic tree based on consensus sequences of Khazak native chicken and other chicken breeds are taken from GenBank along 

with their accession numbers 
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شوند. به طوریکه انواع ها محسوب میها یکی از عناصر کليدی مهندسی ژنتيک برای بيان هدفمند ژنپيشبر

یکی از گيرند. ورد استفاده قرار بتواند ممختلفی از پيشبرها با توجه به نوع بافت و یا ميزان بيان می

که طی توسعه بذر ساخته  استانگلایسينين ک -βپروتئين  سویا بذرهایای مهم در های ذخيرهپروتئين

ها شود و بيان اختصاصی آنای در ابتدا در سطوح رونویسی کنترل میذخيره هایپروتئينشود. سنتز می

مختص علت  باشد. بهای میهای ذخيرهکننده پروتئينهای کد ژن پيشبریدر بذر، تحت کنترل نواحی 

در این تحقيق  باشد بذر مختصژن آن نيز  پيشبررود که انتظار میکانگلایسينين -β بودن پروتئين بذر

پس از  صورت گرفت. "کتول"از گياه سویا رقم بومی  کانگلایسينين-βجداسازی پيشبر مختص بذر 

و تعيين توالی آن، نواحی حفاظت شده مهم در این پيشبر از  pTZ57R/Tهمسانه سازی پيشبر در ناقل 

، عناصر SKn-1عناصر تکراری  های مختص بذر مانندو سایر موتيف CAAT، جعبه TATAقبيل جعبه 

انگلایسينين به همراه سيگنال پپتيد مورد نظر و ژن ک-β، شناسایی شدند. سپس پيشبر G، جعبه RYتکراری 

 همسانه سازی شد. pBI121ات بعدی در ناقل گياهی دلتازئين، برای مطالع
 

 های کليدیواژه
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  مقدمه

ها که در حد وسیعی تنظیم بیان ژن را در پیشبرمطالعات 

سطح رونویسی بر عهده دارند، برای درک چگونگی تنظیم 

بیان ژن و به عنوان ابزاری برای بیوتکنولوژی گیاهی و 

. (Truksa et al., 2003)باشند مهندسی ژنتیک ضروری می

بسته به نوع فعالیت آنها به سه دسته تقسیم  هاپیشبر

های پیشبر: دسته اول (Dynan and Tjian 1985)شوند می

آنها توسط فعال  عناصرهستند که  (Constitutive) دائمی

جهت شروع رونویسی  ها و یا عوامل رونویسی،کننده

رهای پیشبشوند. دسته دوم شامل تشخیص داده می

هستند و توسط یک یا چند  (Inducible)تحریک شونده 

ها، مواد شیمیای و شرایط محیطی محرک مانند هورمون

شوند. دسته سوم زنده فعال میهای زنده و غیرشامل تنش

 های خاص و مراحل رشدیهستند که در بافت هاییپیشبر

های تعداد زیادی از ژنشوند. خاص در گیاه فعال می

های گیاهی متنوع های بذری در گونهپروتئینکننده کد

مربوط به آنها منجر به شناسایی  پیشبرشناسایی شدند و 

در گیر در بیان ژن  Trans-actingو  Cis-acting عناصر

های مختص دانه در مهندسی ژنتیک و پیشبرشده است. 

به منظور افزایش تولید ترکیبات  تراریختههان تولید گیا

دارویی یا صنعتی و همچنین برای افزایش کیفیت تغذیه 

شود. با مطالعات مولکولی تا کنون ای دانه استفاده می

مختص بذر شناسایی شده است، از جمله  پیشبرچندین 

 Sunilkumar)در پنبه  (α-globulin)آلفا گلوبولین  پیشبر

et al., 2002) ،گاما زئین های پیشبر(gamma-zein)  در

گلوتنین  پیشبر، (Marzábal et al., 1998)ذرت 

(glutenin)  در گندم(Lamacchia et al., 2001)، بتا  پیشبر

، (Sohrabi et al., 2015) (β-phaseolin) در کلزا فازئولین

 Chen)در سویا  (β-conglycinin) نگلایسینیناک-β پیشبر

et al., 1989)  پیشبرو (α-Kaf) در سورگوم (Ahmad et 

al., 2012).  های مورد استفاده در پیشبررایج ترین

 دائمیهای پیشبرمهندسی ژنتیک برای صفات مختلف، 

 ,.Odell et al) (CaMV35S)مانند ویروس موزاییک کلم 

ذرت  (ubiquitin)کوئیتن یوبی پیشبرو  (1985

(Christensen et al., 1992) باشد. با این حال، استفاده می

های بالای متابولیکی و اثرات هزینه های دائمیپیشبراز 

رو در نامطلوب پلیوتروپی را به دنبال داشته است. از این

القایی و اختصاصی  هایپیشبرمهندسی ژنتیک استفاده از 

های مورد گیری ژن مطلوب در بافتبافت، برای هدف

ی یک جزء ضروری نظر یا تحت شرایط اختصاص

های که نه تنها اینکه مانع از هزینه شودمحسوب می

تا حدودی  شود بلکهمتابولیکی بالا برای گیاه میزبان می

 Kasuga et) کندهای ایمنی زیستی را برطرف مینگرانی

al., 1999, Hsieh et al., 2002). 

سویا به منظور تولید و بهره برداری اقتصادی از روغن و 

شود. این گیاه همانند سایر گیاهان پروتئین کشت می

های آمینه گوگرددار خانواده نخود حاوی مقادیر کم اسید

-βو  (S 11))متیونین و سیستئین( است. گلایسینین 

های درصد پروتئین 70با اختصاص  (S 7)  نگلایسینیناک

های سیتوسولی دانه کل، دو رده اصلی پروتئین ایخیرهذ

-β. پروتئین (Birt et al., 2004)روند سویا به شمار می

تشکیل شده است  ‘β, α, αاز سه زیر واحد  ینیننگلایسکا

آن داری مقادیر بسیار کم اسیدهای آمینه  βکه زیرواحد 

گوگرددار )کمتر از یک درصد( است و افزایش این 

ای سویا را به دنبال تواند افزایش کیفیت تغذیهپروتئین می

های مختص دانه با پیشبرداشته باشد. بنابراین استفاده از 

های ها در توسعه تکنولوژی تولید لگومگوممنشاء ل

به منظور بهبود کیفیت پروتئین دانه مفید  تراریخته

 باشد.می

 β- کانگلایسینین زیر واحد آلفا یک پیشبر مختص بذر

ها محور لپه بیان باشد که طی توسعه بذر در کوتیلدونمی

شود که در بذرهای ترنسژنیک در مراحل مختلف می

 ,.Nishizawa et al)ن آن تعیین شده است توسعه دانه بیا

. اطلاعات تنظیمی برای بیان اختصاصی بافت در (2003

جفت بازی ناحیه  250تقریبا در  کانگلایسینین-β پیشبر

فرادست نقطه شروع رونویسی قرار دارد. همواره 

ای های مولکولی در جهت بهبود خصوصیات تغذیهتکنیک

روش های مورد استفاده سویا کاربرد داشته است یکی از 
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در جهت افزایش محتوی اسیدهای آمینه سولفوردار مانند 

های حاوی متیونین متیونین در بذر سویا انتقال و بیان ژن

. در (Kim et al., 2004)باشد بالا از جمله دلتا زئین می

از سویا رقم ایرانی  کانگلایسینین-βاین پژوهش پیشبر 

یت به همراه ژن دلتا زئین جداسازی شده و در نها "کتول"

همسانه  pBI121برای مطالعات بعدی در ناقل گیاهی 

سازی شد. این جداسازی برای اولین بار از ارقام بومی 

ایران صورت گرفته و امید بر این است در غنی سازی بذر 

جهت مصرف  ای سویابه منظور بهبود خصوصیات تغذیه

 خوراک دام و طیور مفید واقع شود.

 
  هاو روشواد م

 

 های مورد استفاده ناقلمواد گياهی، باکتری و 

و گونه  "کتول"در این تحقیق گونه سویا زراعی، رقم 

ژنومی  DNAبرای استخراج " KE72012"ذرت رقم 

-XLIسویه  E. coliهای مورد استفاده استفاده شد. باکتری

Blue و  Agrobacterium tumefaciens سویهLBA4404 

ان برای پلاسیمدهای نوترکیب استفاده شد. به عنوان میزب

پلاسمیدهای مورد استفاده در این تحقیق شامل 

ا نشانگر انتخابی مقاومت به ب pTZ57R/Tپلاسمیدهای 

حامل نشانگر انتخابی  pBI121 سیلین و ناقل گیاهیآمپی

های به کار رفته . آنزیمشدمقاومت به کانامایسین استفاده 

 .شدتهیه  Rocheدر این تحقیق از شرکت 

 

 یسينينکانگلا-βالی پيشبر سازی و آناليز توهمسانه

نگلایسینین از بانک اک-βتوالی مربوط به ژن 

گرفته   GU723691با شماره دسترسی NCBIاطلاعاتی

ای پلیمراز با استفاده از آغازگرهای واکنش زنجیرهشد. 

 (F1, R1) نگلایسینینکا-βاختصاصی طراحی شده برای 

میکرولیتری  25(. ترکیب واکنش 1)جدول  انجام شد

، DNAنانوگرم  15پلیمراز،  Taqحاوی یک واحد آنزیم 

میلی  dNTP (10ر، یک میکرولیتر آغازگنانوگرم  60

 5/2مول(، میلی 15) 2lCgMمیکرولیتر  2مولار(، 

چرخه و هر چرخه  35در  PCR (10X)میکرولیتر بافر 

درجه، یک دقیقه  95شامل یک دقیقه دمای واسرشته شدن 

ثانیه دمای  30درجه و یک دقیقه و  58دمای چسبیدن 

گراد انجام شد. قطعه تکثیر شده به درجه سانتی 72تکثیر 

واکنش اتصال، سازی شده و جفت بار خالص  961طول 

های مستعد، با استفاده از روش مخلوط حاصل به سلول

های کلونی .(An 1987)شوک حرارتی تراریزش شد 

حاصل از تراریزش  XL1-Blueسویه  E- coliنوترکیب 

گرم میلی 100مخلوط اتصال روی محیط انتخابی حاوی 

های سیلین رشد کرده و پس از انتخاب کلونیبر لیتر آمپی

و هضم  PCRحاوی ژن مورد نظر ، به روش کلونی 

نگلایسینین توسط دو اک-βآنزیمی، قطعه مربوط به ژن 

هضم و خالص سازی گردید.  SacІو  HindІІІآنزیم 

برای توالی یابی به شرکت  pTZ-Pcong پلاسمید نوترکیب

-β پیشبرتکاپوزیست ارسال شد. آنالیز توالی 

ای نگلایسینین با استفاده از پایگاه دادهکا

(http://plantpan.mbc.nctu.edu.tw/) PlantPAN  انجام

 شد.

 بيانی  ناقلساخت 

بیانی اختصاصی بذر،  ناقلنظور ساخت در این تحقیق به م

 پیشبرحاوی ژن دلتا زئین تحت کنترل  pBI121بیانی  ناقل

β-نگلایسینین و ترمیناتور نوپاالین سانتاز سااخته شاد.     اک

باا شاماره     NCBIتوالی ژن دلتا زئین از باناک اطلاعااتی  

از گیااه   DNAاساتخراج  گرفته شد.  AF461049دسترسی 

ای واکانش زنجیاره  شاد و   استخراج KE72012ذرت رقم 

پلیمراز با استفاده از آغازگرهای اختصاصی طراحای شاده   

(. ترکیب 1انجام شد )جدول  (F2, R2) ژن دلتا زئین برای

 Taqمیکرولیتااری حاااوی یااک واحااد آناازیم  25واکاانش 

، یااک آغااازگرنااانوگرم  DNA ،60 نااانوگرم 15پلیمااراز، 

 2lCgMر میکرولیتا  2 میلی ماولارdNTP (10  ،)میکرولیتر 

 35در  PCR (10X)میکرولیتار باافر    5/2میلی مول(،  15)

چرخه شامل یک دقیقه دمای واسرشته شادن  چرخه و هر 
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درجه و یک دقیقه  60درجه، یک دقیقه دمای چسبیدن  95

پاس از   درجاه ساانتی گاراد انجاام شاد.      72دمای تکثیار  

اطمینان از اینکه پرایمرهای طراحی شاده قاادر باه تکثیار     

ذکر شده با آنازیم   PCRورد نظر می باشند واکنش پیشبر م

 (High fidelity PCR)دارای خاصایت تصاحیح کننادگی    

و  F1 ،R1هاای  انجام شد. باند حاصل از تکثیر با آغاازگر 

، از روی F2 ،R2هاای  نیز باند حاصل از تکثیر باا آغاازگر  

ساازی گردیاد. محصاول خاالص     ژل آگارز جدا و خالص

نسبت ماولی مسااوی مخلاوط    م به شدة این دو قطعه با ه

 قطعاه شدند و به عنوان الگو برای اتصال آنهاا و سااخت   

با استفاده از  SOEing PCRدر  ژن دلتا زئین/پیشبرهیبرید 

و قطعاه  ، مورد استفاده قرار گرفتناد  R3و  F3 هایآغازگر

(. 1)جادول   تکثیار گردیاد   Cong-CZموسوم باه  مربوطه 

وی یاک واحاد آنازیم    میکرولیتری حاا  25ترکیب واکنش 

High fidelity PCR ،15  نااانوگرمDNA ،60  نااانوگرم

 2/3میلاای مااولارdNTP (10  ،)آغااازگر، یااک میکرولیتاار 

میکرولیتار باافر    5/2میلای ماول2MgCl (15    ،)میکرولیتر 

PCR (10X) (. 2باشد )برنامه دمایی طبق جدول می 
 

 

پژوهشنام و توالی آغازگر های مورد مطالعه در  -1جدول 

Table 1. Primer sequences used in this study

 primer نام آغازگر sequence توالی

5’HindІІІ site ATTATATCAAAATGGCAAAAAC-3’ F1: conGly-P-F 

5’ SacІ site TGAGACAGAAACTGATGCCAGG-3’ R1: conGly-TP-R 

5’- HindІІІ site ACGCATATTCCAGGGCACTTG-3’ F2: Zein-F 

5’- SacІ site TATCTAAAATGCAGCACCAACAAAG-3’ R2: Zein-R 

5’ HindІІІ site TGGAATATGCGTTGGACAGAAACTGATGCCAGG-3’ F3: Fusion-R 

5’- SacІ site AGTTTCTGTCTCACGCATATTCCAGGGCACTTG-3’ R3: Fusin-F 

 

 SoEing PCRبرای استفاده شده  چرخه هایبرنامه  -2جدول 

Table 2. Cycles used in SoEing PCR 
 گراد(دما )درجه سانتی  زمان تعداد چرخه

 94 دقیقه 2 1

 

10 

 94 ثانیه 30

 50 دقیقه 1

 72 دقیقه 2

 

15 

 94 ثانیه 30

 55 ثانیه 30

 72 ثانیه 30دقیقه و  1

 72 دقیقه 15 1

 

 



 و همکاران رباطصبوری   ....رسی توالیایی، جداسازی و برشناس                                    

 

 1395 پاییز و زمستان /2ماره ش /5دوره  /و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  191

 

همسانه سازی  pTZ57R/Tابتدا در ناقل  Cong-CZقطعه 

صحت ناقل نوترکیب حاصل  اولیه شد. پس از تایید

(pTZ-Cong-CZ)های برشی ، هضم آنزیمی با آنزیم

HindІІІ  وSacІ  انجام شد و قطعهCong-CZ  در جایگاه

پس از حذف پیشبر  pBI121متناظر با ناقل دوگانه 

CaMv35S  و ژنGUS های همسانه سازی شد. کلونی

حاصل از تراریزش مخلوط  pBI121-Cong-CZ نوترکیب

لیتر میلی گرم بر 50وی محیط انتخابی حاوی اتصال ر

، قطعه مورد نظرهای حاوی و کلونیکانامایسین رشد کرده 

توسط دو آنزیم  و هضم آنزیمی PCRبه روش کلونی 

HindІІІ  وSacІ .د نوترکیب حاصلپلاسمی انتخاب شدند 

(pBI121-Cong-CZ)  درAgrobacterium tumefaciens 
کلیه مراحل بر شد.  یهمسانه ساز LBA 4404سویه 

 (Sambrook et al., 1989)های اساس دستورالعمل

 گردید.

 
  وبحث نتایج

 

 نکانگلایسيني-βتعيين صحت جداسازی پيشبر 

 جفت باز 961کانگلایسینین با اندزه -β پیشبرقطعه 

 .(1)شکل  شناسایی شد F1,R1 توسط آغازگرهای

در نظر گرفته شد از  پیشبرای که برای طراحی محدوده

 به 2559تا  2494یه حنا بود که 2494تا 1598نوکلئوتید 

 (.اسید آمینه 21عنوان سیگنال پپتید در نظر گرفته شد )

 . سازی شد همسانه pTZ57R/Tداخل پلاسمید  پیشبر

باند تایید شده و ظهور  PCRهای مثبت با کلنی کلونی

های هضم آنزیمی توسط آنزیم ی در اثرجفت باز961

HindІІІ  وSacІ  در پلاسمید  پیشبرحضورpTZ  را به

 . اثبات رساند

 ينينکانگلایس-βپيشبر  بررسینتایج مربوط به 

یابی، بررسی توالی حاصل در بانک پس از دریافت توالی

 964که این قطعه نشان داد  PLANTPANاطلاعاتی 

و  (ATG)جفت باز دارد که شامل نقطه آغاز رونویسی 

 CAAT (9مانند جعبه  هاپیشبراساسی  عنصرچندین 

تا  -84در محدوده  TATA (TATAAA)تکرار( و جعبه 

های مختص بذر سایر موتیف(. 3شد )جدول بامی -90

که از اجزای تنظیمی مورد  Skn-1(GTCAT)مانند موتیف 

تا  -87شد در محدوده بامینیاز برای بیان در آندوسپرم 

 G. جعبه شناسایی شد -605تا  -670و  -92

(CACGTA)  تشخیص داده  -264تا  -258در محدوه

ء شده در که در بیان القا W (TGACG)عبه ج عنصر. شد

قرار  -121تا  -116در محدوده  ،زخم شناسایی شده اثر

در  RY(CATGCA)دارد. و به طور مشابه، موتیف 

گلایسینین پیشبر بتا کاندر توالی  -276تا  -270محدوده 

ان داد که حضور چند کپی . این مشاهدات نششناسایی شد

نگلایسینین کا-β یشبرپهای مختص بذر در از موتیف

 ممکن است مسئول عمل اختصاصی آن باشد.

 

 
 

 

 
 

 

 

 

: نشانگر 1انگلایسینین در سویا. ک -βشناسایی پیشبر   -1شکل 

( ، Fermentasشرکت  1kb ladder) DNAاندازة وزن ملکولی 

 DNAبدون استفاده از  PCRنش : واک3کانگلایسینین،  -β: پیشبر 2

 .الگو

Fig 1: Identification of β-Conglycinin seed specific 

promoter in soybean 
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 نکانگلایسینی -β مختص بذر پیشبرهمسانه سازی شده توالی  اجزای موجود بر روی -3جدول 

Table 3. Sequence analysis of β-Conglycinin seed specific promoter

 

 رفرنس تیفموقعیت مو توالی موتیف نام موتیف نوع موتیف

 

 موتیف های اساسی

 (Forde et al., 1985) -90تا  -TATA TATAAA 84جعبه 

 (Forde et al., 1985) 209تا  -CAAT CAAT 205جعبه 

 

 

 

 

 

 

 

 موتیف های مختص بذر

Skn-1 GTCAT 87-  92تا- (Blackwell et al., 1994) 

 ,Kawagoe and Murai 1992) -211ا ت -E ACCCATCAAG 201جعبه 

Stålberg et al., 1996) 
 ,Eulgem et al., 2004) -121ا ت -W TGACG 116جعبه 

Nishiuchi et al., 2004) 
محل اتصال فاکتور رونویسی 

SEF4 

GCATTTTTATCA 79-  90-تا (Allen et al., 1989) 

Alpha 4 محل اتصال ،

 SEF1فاکتور رونویسی 

AACCCAAACCCA 
 

 (Allen et al., 1989) -204ا ت -165

 (Bobb et al., 1995) -276ا ت -RY CATGCA 270موتیف 

عنصر تنظیمی دخیل در بیان 

 اختصاصی بذر

AAAGAA 13-  19تا- (Bobb et al., 1995) 

 

 

 

 

 

 سایر موتیف ها

 (Ogawa et al., 2003) -276ا ت -ABRE TACGTG 270موتیف 

محل اتصال فاکتور رونویسی 

MYB 

TAACTG 510- 516ا ت- Ogawa et al., 2003)) 

 ARE TGGTTTموتیف 
 

 (Ogawa et al., 2003) -272ا ت -266

 Argüello-Astorga and) -275ا ت -LAMP CCAAAACCA 266عنصر

Herrera-Estrella 1998) 

 Argüello-Astorga and) -209ا ت -TCT TCTTAC 204موتیف 

Herrera-Estrella 1998) 

 (Milisavljević et al. 2004) -259ا ت -G CACGTA 253جعبه 

 

دوگانه بيانی گياهی  ناقل نتایج مربوط به ساخت

 مختص بذر

بیانی اختصاصی بذر، قطعه ژن دلتا  ناقلبه منظور ساخت 

جفت باز در ذرت شناسایی شد )شکل  409زئین با اندازه 

ود یک سیگنال پپتیدی وج SMART(. پایگاه داده ای 2

از  85تا  22( در موقعیت نوکلئوتیدی اسید آمینه 21)

توالی ژن مذکور را مشخص کرد و با توجه به اینکه پیشبر 

β-  کانگلایسینین با در نظر گرفتن سیگنال پپتید جداسازی

شده بود، بنابراین طراحی آغازگر برای ژن دلتا زئین بدون 

در نظر گرفتن ناحیه سیگنال پپتید در نظر گرفته شد. قطعه 

همراه قطعه ژن دلتا زئین پس از خالص سازی از ژل به 

کانگلایسینین با آغازگرهای  -βجفت بازی پیشبر  961

F3,R3  توالی محل اتصال دو  2به هم متصل شد در شکل

کانگلایسینین/ ژن دلتا زئین با  -βقطعه هیبرید پیشبر 

در  .توالی آغازگرهای طراحی شده نشان داده شده است

باز  34 برگشتی، طول آغازگر SoEing PCRبرنامه 

 5'این آغازگر مکمل ابتدای  5'باز انتهای  12، که باشدمی

باشد. علاوه بر آن ژن زئین بعد از حذف سیگنال پپتید می

باز طراحی شد به  34آغازگری به طول  برای ژن دلتا زئین

سیگنال پپتید  3'باز آن، همپوشان با انتهای  13طوریکه 

این بدین ترتیب انتظار بر  کانگلایسینین بود. -βپیشبر ژن 

بود که بعد از تکثیر اولیه و بدست آوردن دو محصول 

PCR  پیشبرβ-  دلتا زئین به صورت کانگلایسینین و ژن

 باز همپوشان باشد. 25جداگانه دو قطعه تکثیر شده شامل 

 (Cong-CZ) جفت بازی 1370در نهایت حضور قطعه 

 (. 2صحت آنرا تایید کرد )شکل 
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 -β: پیشبر 3زئین در ذرت،  : ژن دلتا2( Fermentasشرکت  1kb ladder) DNA: نشانگر اندازة وزن ملکولی PCR : 1محصول  الف( -2شکل 

 الگو. DNAبدون استفاده از  PCR: واکنش 5مرا سیگنال پپتید و ژن دلتا زئین هکانگلایسینین به  -β: اتصال پیشبر 4کانگلایسینین، 

برای تایید  SacІو  HindІІІهای : هضم آنزیمی توسط آنزیم2( Fermentasشرکت  1kb ladder) DNAدازة وزن ملکولی : نشانگر ان1ب( 

هضم شده با  pBI121: ناقل گیاهی 4ضم نشده، ه (pBI121-Cong-CZ) ب: پلاسمید نوترکی3، (pBI121-Cong-CZ)پلاسمید نوترکیب 

  هضم نشده. pBI121: ناقل دوگانه SacІ 5و  HindІІІهای آنزیم

انگلایسینین/ ژن ک -β: محل اتصال دو قطعه هیبرید پیشبر 1انگلایسینین به همراه سیگنال پپتید و ژن دلتا زئین. ک -βمحل اتصال دو توالی پیشبر  ج(:

 باشد.ایتالیک مناطق همپوشان می های. توالیSoEing PCRبرای  برگشتی: توالی آغازگر 3: توالی آغازگر ریورس برای ژن دلتا زئین. 2دلتا زئین. 
Fig 2. Confirmation of isolation and junction of β-conglycinin promoter containing signal peptide and zein gene 

fragments using SOEing PCR and construction of recombinant plasmid pBI121-cong-CZ. 

 

 

 

از ناقل  CaMV35S به همراه GUSحذف کاست ژنی 

در اثر هضم آنزیمی توسط آنزیم های  PBI121گیاهی 

HindІІІ  وSacІ  جفت بازی تایید  2645با ظهور قطعه

جفت بازی از ژل خالص سازی 1370شد. سپس قطعه 

تحت  PBI121 (-GUS)پلاسمید نوترکیب  شده ودر

ا ببت ترمیناتور نوپالین سنتتاز قرار گرفت. کلونی های مث

در  جفت بازی 1370باند تایید شده و ظهور  PCRکلنی 

 SacІ و  HindІІІ هایاثر هضم آنزیمی توسط آنزیم

لتا دنگلایسینین به همراه ژن کا -βر پیشبحضور کاست 

 (.2ا به اثبات رساند )شکل ر PBI121زئین در پلاسمید 

 

نگلایسینین از کا -βبذر  مختص طالعه پیشبردر این م

گونه گیاهی سویا رقم ایرانی کتول جداسازی شد و آنالیز 

نشان داد که این توالی شامل چندین موتیف  آنتوالی 

 -β پیشبردر توالی . باشدر اختصاصی بذر مییشبپ

شناسایی شد که  Skn-1 گلایسینین دو تکرار از موتیفکان

این موتیف همراه با فاکتورهای رونویسی افزایش دهنده 

برای کنترل بیان اختصاصی  (SPA)ای پروتئین ذخیره

 پیشبردر  Skn-1شد. موتیف بامیآندوسپرم ضروری 

 Washida)های بسیاری از غلات شناسایی شده است ژن

et al., 1999,. Fauteux and Strömvik 2009, Gu et al., 

  بحث
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برای کنترل بیان ژن در طی جنین  RYموتیف  .(2010

 -β پیشبرشد. آنالیز توالی بامیضروری زایی و بلوغ بذر 

نگلایسینین حضور دو کپی از این موتیف را نشان داد کا

 ,.Fauteux et al)که در آرابیدوپسیس تالیانا یک کپی 

از  (Sohrabi et al., 2015)و در گیاه کلزا سه کپی  (2008

-Gار از موتیف دو تکر این موتیف مشاهده شده است.

box  پیشبردر توالی β- نگلایسینین وجود دارد که برای اک

بیان ژن در استرس های مختلف مانند نور و اسیدآبسزیک 

شد. اغلب گزارشات نشان دادند که اسید بامیضروری 

آبسزیک یک فاکتور مهم در تنظیم بیان ژن در طی بلوغ 

. (Ng et al., 2004, Ross and Shen 2006)شد بامیبذر 

نگلایسینین شامل کا -βاستخراج شده از  برپیشهمچنین 

باشد که هسته توالی می TACGTGدو کپی از موتیف 

چهار تکرار  شد.بامیپاسخ به اسیدآبسزیک  ABRE عنصر

نین یافت شد نگلایسیکا -βپیشبر در  TGCAاز موتیف 

ای هسته DNAهای متصل شونده به که در اتصال پروتئین

 (Vincentz et al., 1997, Wu et al., 2000) .نقش دارند

 عنصر، Gهای درگیر در پاسخ به نور مانند باکس موتیف

LAMP  و موتیفTCT  پیشبردر توالی β- سینین نگلایکا

یک  شناسایی شد. بسیاری از مطالعات نشان دادند که نور

-های دخیل در سنتز پروتئیندر تنظیم بیان ژن فاکتور مهم

 ,Tang et al., 2003)شد بامیای بذر های ذخیره

Hacham et al., 2013). 

جفت باز از توالی  660( حدود 2007سایین و همکاران )

کانگلایسینین را جداسازی کردند که نتایج آنالیز  -βپیشبر 

کانگلایسینین چندین موتیف مختص بذر  -βیشبر توالی پ

، AGCCAهای ، موتیفRYهای تکراری مانند موتیف

 Eو باکس  ACGTهای ، موتیفTACACATهای موتیف

. در تحقیق حاضر (Caiyin, et al. 2007)را نشان داد 

کانگلایسینین که از  -βجفت باز از پیشبر  960حدود 

سازی شده که جدا "کتول"گیاه سویا رقم بومی 

 Gو باکس  Skn-1های مختص بذر بیشتری مانند موتیف

تواند در کارایی عملکرد این شناسایی شد که این می

پیشبر برای اهداف مهندسی ژنتیک موثر باشد. ناقل 

دوگانه بیانی گیاهی ساخته شده در این پژوهش چندین 

شود از جمله، با توجه به اینکه استفاده مزیت را شامل می

های متابولیکی بالا و اثرات ای دائمی هزینهز پیشبرها

نامطلوب پلیوتروپی را برای گیاه به دنبال داشته است 

در جهت  نگلایسینینکا -βاستفاده از پیشبر مختص بذر 

تواند مفید واقع شود. با توجه های تراریخته میتولید لگوم

های آمینه ضروری مانند به اینکه سویا از لحاظ اسید

باشد و هر ساله هزینه زیادی یونین و سیستئین فقر میمت

های آمینه سنتتیک برای مصرف کنجاله سویا صرف اسید

شود، ژن دلتا زئین استفاده شده در خوراک دام و طیور می

تواند در جهت افزایش بیان اسیدآمینه در این ناقل می

 متیونین بذر مفید واقع شود.
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-های گياهی پایهشناسی با هدف استفاده از ویروسیروسای از وسال پيش شاخه 40از حدود 

استفاده شده است. استفاده  های بيانیهای گياهی متعددی به عنوان ناقلگذاری شد و از ویروس

های گياهی برای بيان پروتئين نوترکيب، باعث افزایش سرعت توليد پروتئين، کاهش از ویروس

برای مصارف صنعتی و پزشکی و در برخی موارد برای چنين افزایش راندمان توليد هزینه و هم

ها شده است. به این منظور ليگاندهای غير پپتيدی ایمونوژنيک به سطح افزایش کارائی واکسن

های گياهی در شود. از دیگر کاربردهای مهم ویروسخارجی پوشش پروتئينی ویروس متصل می

های سعی شده است استفاده از ویروسها است. در این مقاله شناسی کشف عملکرد ژنزیست

   های نوترکيب مرور شود.گياهی برای بيان پروتئين

 

 
 

 های کليدیواژه
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 ها بهپیشرفت دانش ویروس شناسی، استفاده از ویروس با

های بیانی در زیست فناوری برای تولید عنوان ناقل

ش های نوترکیب با اهداف درمانی و صنعتی افزایپروتئین

کاربردن یک بیمارگر گیاهی در صنعت و است. بهیافته

-است. شاخه درمان در واقع تبدیل کردن تهدید به فرصت

ها از ویروس ای از علم ویروس شناسی به سمت استفاده

(. این تغییر مسیر Werner et al. 2006است )متمرکز شده

سال پیش به سبب تلفیق و همراه شدن  40از حدود 

توسعه  و Biomimic chemistryشناسی با ویروس

ی امولکولی شتاب فزایندهشناسی ابزارهای مطالعات زیست

این مقاله سیر تکاملی  (.Young et al. 2008است ) گرفته

های گیاهی به عنوان ناقل بیانی بکارگیری ویروس

(Expression vector) های با ژنوم آربا تاکید بر ویروس 

 کند.ان ا مثبت را بررسی می

 بيانی پروتئين نوترکيب 

های پزشکی و منظور انجام پژوهشتولید پروتئین فعال به

سی ضروری است. در پزشکی مدرن از پروتئینزیست شنا

های نوترکیب به عنوان واکسن و آنتی ژن در کارهای 

(. Pogue et al. 2002شود )درمانی و تشخیصی استفاده می

های مونوکلونال، بادیها مانند آنتیبعضی از این پروتئین

های درمانی، سیتوکنین یا فاکتور رشد آنزیم یا هورمون

ای، آنتی ژن برای تیمارهای های درون شیشهبرای سامانه

های عفونی از این ها علیه بیماریضد سرطانی و واکسن

به  (.Klimyuk et al. 2005شوند )قبیل موارد محسوب می

های بسیاری از پروتئین منظور حفظ فعالیت زیستی

کنند های یوکاریوتی تولید مینوترکیب، آنها را در سلول

(Baneyx 1999.) وتئین نوترکیب یوکاریوتی ابتدا توسط پر

 Chinese hamster تکنولوژی راکتور زیستی سلولی مانند 

ovary (CHO) cells (Hesse & Wagner 2000سلول ،)

( و سامانه مخمر Condreay et al. 1999) های حشرات

(Eckart & Bussineau 1996 تولید شد. تولید در این )

 تجهیزات خاص پرهزینه است ه ازها به دلیل استفادسامانه

(Odum 2001.) 

لا و هزینه تولید پروتئین نوترکیب در سیستم جانوری با

. (Pogue et al. 2002) حجم پروتئین تولیدی پائین است

برای تولید جمعیت بالایی از لاین سلولی تراریخته 

شود و سمیت جانوری وقت و هزینه زیادی صرف می

ترکیب برای خود سلول های نوبیان بعضی از پروتئین

تراریخته در شرایط طبیعی، به عنوان مهمترین محدودیت 

این فرایند مطرح است. بنابراین تلاش برای جایگزینی 

. در (Pogue et al. 2002)یک سامانه مطلوب انجام شد 

نتیجه گیاهان تراریخته به عنوان ابزاری برای حل این 

ولید پروتئین ها مورد توجه قرار گرفته است، تمحدودیت

های نوترکیب در گیاهان نیازمند تجهیزات کمتر، هزینه

سبت به سامانه استفاده تر، عملکرد بالا و سریع تر نپائین

 Pogue)بوده و هزینه تولید را کاهش می دهد  هااز حیوان

et al. 2002). 

نگياهان به عنوان راکتورهای زیستی برای توليد پروتئي

 های نوترکيب: 

 از دیرباز گیاهان به عنوان راه حل مشکل تولیدهرچند 

ار های نوترکیب و به عنوان راکتور زیستی به شمپروتئین

ه باستفاده از گیاهان  های گذشتهآمدند. اما در سالمی

شکی و های پزها برای استفادهعنوان کارخانه تولید پروتئین

کار کل اندام گیاه صنعتی رشد کرده است. در این راه

ان، تواند پروتئین ارزنند سامانه کشت سلول گیاهی میهما

 . (Karg & Kallio. 2009)ایمن و با فراوانی بالا تولید کند 

 ؛دو روش کلی برای تولید پروتئین در گیاهان وجود دارد

بیان دائمی از طریق انتقال ژن به هسته سلول یا انتقال ژن 

ده از به پلاستیدها و بیان موقت در گیاهان با استفا

های گیاهی اگروباکتریوم یا ناقل های بیانی ویروس

(Pogue et al. 2002 هر چند تولید گیاهان تراریخته در .)

حال تبدیل شدن به یک روش استاندارد در کشاورزی 

  مقدمه
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است، اما برای تولید لاین بذری پایدار زمان زیادی لازم 

چنین است، بیان پروتئین توسط پدیده خاموشی ژن، هم

های ژنتیکی و عدم پذیرش این گیاهان از طرف گیآلود

جامعه، از جمله مشکلاتی است که برای این روش مطرح 

(. در روش انتقال ژن به Pogue et al. 2002شود )می

ها پلاستیدها مشکل اینست که پلاستیدها مانند باکتری

توانائی تغییرات بعد از ترجمه ازجمله گلیکوزیله شدن را 

هسته زمان بر و  به ژن انتقالوش هم مانند ندارند. این ر

(. از طرف دیگر در بیان Gleba et al. 2005کند است )

سطح پائینی از بیان  "موقت توسط اگروباکتریوم، معمولا

توان از بیان صورت گرفته و عقیده براین است که نمی

موقت توسط اگروباکتریوم برای تولید پروتئین در سطح 

(. بنابراین استفاده Gleba et al. 2005)صنعتی استفاده کرد 

های ها به عنوان ناقل بیانی جهت بیان پروتئیناز ویروس

هترولوگوس در گیاهان به عنوان راه حل جایگزین معرفی 

. ویروس مهندسی (Egelkrout et al.  2012)شده است 

های گیاهی شده که حاوی ژن مورد نظر است، در بافت

بب میزان بیان پروتئین در این تکثیر شده و به همین س

مراتب بیشتر است. با استفاده از ناقل ویروسی روش به

بالائی پروتئین  "توان در زمان محدودی میزان نسبتامی

چنین به این سبب که ژن هدف به ژنوم گیاه تولید کرد. هم

-رسد و سبب نگرانیشود، درنتیجه به ارث نمیملحق نمی

(. Gleba et al. 2007شود )های زیست محیطی کمتری می

های در مقایسه با سامانه بیانی باکتریایی، استفاده از سامانه

های درمانی خطر آلودگی بیانی ویروسی برای بیان پروتئین

دهد و ظرفیت تولید پروتئین ها را کاهش میاندوتوکسین

 & Yevtushenko)دهد را در سطح وسیع افزایش می

Misra 2012)ها مشکلاتی نظیر ن سامانهچنین ای. هم

های سامانه پروکاریوتی ازجمله تولید سموم محدودیت

ها، ناپایداری پلاسمیدی و عدم  pyrogeneاندوتوکسین، 

تشابه تغییرات پس از ترجمه با سامانه یوکاریوتی مانند 

 باندهای دی سولفیدی و گلیکوزیله شدن را ندارند 

.(Bagheri et al. 2010)  

هی های ویروسی گیامزایای استفاده از ناقل یکی دیگر از

ا های گیاهی متفاوت توسط آنها است. بکردن گونهآلوده

روتئین پهای مختلف برای  بیان توانیم میزباناین کار ما می

ین با میزان، کیفیت و خلوص بالا را آزمایش کرده و از ب

-(. روشVerch et al. 1998آنها بهترین را انتخاب کنیم )

سی های ویرومختلفی برای آلوده سازی گیاهان با ناقل های

توان به صورت زیر دسته وجود دارد که بطور کلی می

د. روش مایه زنی توسط پلاسمید دارای سازه، بندی کر

 صورت پیکرهروش مایه زنی توسط عصاره گیاه آلوده و به

کامل ویروسی )ویریون(، مایه زنی توسط اگروباکتریوم 

ویروسی و این روش خود شامل مایه زنی با دارای سازه 

ز اده تزریق اگروباکتریوم به زیر برگ گیاه میزبان و استفا

( Magnifectionمکش برای تزریق باکتری به کل گیاه )

 اشاره کرد. 

 های ویروسی: ویروس کاملنسل اول ناقل

های گیاهی در تغییر سلول آلوده برای توانائی ویروس

 رمز شده توسط ژنوم ویروسی این هاییتولید پروتئین

توانند های گیاهی میفرضیه را تقویت کرد که ویروس

های خارجی در گیاهان بعنوان ناقل برای بیان پروتئین

های آر ان ا دار مثبت در سیتوپلاسم استفاده شود. ویروس

سلول مشابه با آر ان ا پیامبر عمل کرده و ریبوزوم بر روی 

سازد. ها پروتئین میز روی توالی آنها قرار گرفته و اآن

ها در سلول، استفاده باتوجه به تکثیر بسیار بالای ویروس

های گیاهی از سیستم آر ان ا زیر ژنومی و بهره ویروس

-گرفتن از آر ان ا های پلی سیسترونیک، تعداد بالای رشته

-باعث می (Bustamante and Hull, 1998)های ویروسی 

به خدمت ویروس جهت بیان  سلول "شود که عملا

های ویروسی ها در آید. نسل اول ناقلهای آنپروتئین

های خود های هستند که دارای تمام ژنگیاهی، ویروس

های خود بوده و ژن خارجی یا مورد نظر را همراه با ژن

شود اطلاق می "ویروس کامل"کنند. به این راهبرد بیان می

(Gleba et al. 2007 پروتئین .) پیشبرمورد نظر تحت یک 

های )پروموتر( قوی ویروسی و در جایگاهی مابین ژن
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شود و یا بصورت متصل ویروس و یا پس از آنها بیان می

بیان  ن پوششی ویروس و تحت همان پیشبرشده به پروتئی

(. در Gleba et al. 2007; Mirzaee et al, 2016شود )می

آلوده کننده و یا این راهبرد ژن هدف از طریق ژنوم ناقل 

از طریق پیکره کامل ویروسی به داخل سلول  "ترجیحا

شود. این فرایند در سطح وسیع با پاشیدن گیاهی وارد می

پیکره بالغ ویروس به گیاهان زراعی و با خراش توسط 

شود. بسته به کارائی ناقل و پودر کاربوراندوم انجام می

طور ه گیاه بهتوانائی سیستمیک شدن آن، طی دو تا سه هفت

کامل توسط ویروس آلوده شده  و ژن مورد نظر را در 

ی ویروس با cDNAکند. بیان موقت های آن بیان میسلول

زنی استفاده از اگروباکتریوم نیز روشی جایگزین برای مایه

(، Gleba et al. 2007ویروس حاوی ژن مورد نظر است )

 Amplicon-plus Targeting Technology ازبرای مثال 

زنی ویروس ایکس سیب زمینی استفاده شده برای مایه

(. در این روش Azhakanandam et al. 2007است )

-گیاهان میزبان را با عامل مهارکننده خاموشی تراریخته می

کنند تا مقاومت گیاه مقابل ویروس کاهش یابد و تکثیر 

انجام گیرد و همچنین با اضافه ویروس با سرعت بیشتری 

باعث  chloroplast transit peptide (CTP)والی دن تکر

به سمت کلروپلاست  L1هدایت پپتید پاپیلومای ویروس 

شدند و با این کار میزان بیان پروتئین نیز افزایش یافت. 

-آلودگی توسط اگروباکتریوم بسیار سریع و ساده انجام می

 روتئینی بدست آمده بسیار ناچیز استگیرد، اما محصول پ

کل پروتئین محلول( از اینرو این روش نیاز  04/0ا ت 3/0) 

به بهینه شدن دارد. همچنین به علت استفاده از 

-اگروباکتریوم، این فرآیند در سطح صنعتی سبب آلودگی

 Gleba etشود )های زیستی به اگروباکتریوم تراریخت می

al. 2007.) 

های ویروسی نسل اول، های انجام شده روی ناقلپژوهش

قوت و ضعف این راهبرد را نمایان کرد. از جمله نقاط 

های فعال و عملکردی توان به بیان پروتئیننقاط مثبت می

-ها اشاره کرد. همچنین در پژوهشبا استفاده از این ناقل

های ایمونوژنیک به ژن توپهای انجام شده با اتصال اپی

ها، توپپروتئین پوششی، علاوه بر ایمونوژن بودن این اپی

ها تولید شده میزان بالایی از آنتی بادی علیه این اپی توپ

مدل گزارش شده  هاحیوان و سطح بالائی از ایمنی در

های مختلفی از . در مقابل گروه (Gleba et al, 2007)است

که روی بیان پوشش  Rybicki (2006)جمله گروه 

( Papillomavirusویروس پاپیلومای انسانی ) L1پروتئینی 

-کردند، نشان دادند که مونتاژ پیکرهاهان مطالعه میدر گی

های گیاهی دچار مشکل شده های شبه ویروسی در سلول

و مهمتر از آن، راندمان تولید با این روش کمتر از پروتئین 

 .Varsani et alتولید شده توسط گیاهان تراریخته است )

(. این پژوهشگران دلیل کاهش بیان پروتئین را حذف 2006

 L1 (1.5یع تراریخته در ناقل بعلت اندازه بزرگ ژن سر

kb) اند. محدودیت در اندازه ژن وارد شده به ناقل دانسته

های ویروسی دیگر از جمله ویروس ویروس کامل در ناقل

زمینی و ویروس موزائیک توتون نیز بررسی ایکس سیب

( و مشاهده شد که بین Avesani et al. 2007شده است )

الی خارجی و پایداری ناقل ارتباط معکوس وجود اندازه تو

 دارد. 

 25های کوچک )کمتر از توپفقط اپی های گذشتهتا سال

ین صورت متصل با پروتئآمینواسید( بطور موفقیت آمیز به

های بزرگتر توپپوششی ویروسی بیان شده است، اپی

شوند. ویروس می (assembly)باعث جلوگیری از مونتاژ 

لی های قابل انعطاف پین مشکل از اتصال دهندهبرای حل ا

 Aپپتید بزرگتر، مانند قطعه کامل و عملکردی پروتئین 

ها آمینو اسید( در سطح توباموویروس 133)دارای 

(tobamoviruses بدون تاثیر روی مونتاژ ویروس )

بصورت ناحیه اتصالی به انتهای کربوکسیل پروتئین 

(. Werner et al. 2006)است پوششی ویروس استفاده شده

رای چنین نشان داده است که اندازه نهایی باین نتایج هم

 های اتصالی به پروتئین پوششی دارای محدودیتپروتئین

ی نبوده و با استفاده از این نوع آمینواسید 20-25اندازه 

توان این های متصل شده به پروتئین پوششی میپروتئین

 ظرفیت را افزایش داد.
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های هدف نیز برای بیان ژن ای زیر ژنومیدازهای آرانانراه

مورد استفاده قرار گرفته اند. برای این منظور توالی متناظر 

 Chapmanآنها در ابتدای توالی ژن خارجی قرار داده شد )

et al. 1992; Scholthof et al. 1996انداز( در این سازه راه 

در  GUSژن پروتئین پوششی ویروس که در ابتدای ژن 

 GUSدرج شده است سبب افزایش بیان  PVXناقل بیانی 

زنی شده و همچنین به صورت سیستمیک های مایهدر برگ

 Nicotiana clevelandiiهای بالایی گیاه توتون در برگ

شد. در بعضی موارد ژن مورد نظر در درون یک چارچوب 

خواندنی ویروسی همسانه سازی شده و یک توالی پپتیدی 

سهیل جداشدن پروتئین متصل شده به پروتئین جهت ت

شود. این روش برای اعضای ویروسی در آن درج می

ها که پروتئین بزرگ و ها و کلستروویروسویروسپوتی

مرکب از چند پروتئین عملکردی بهم چسبیده دارند انجام 

شده است. در این سیستم ویروسی چند پروتئین 

کند و انش بیان میعملکردی را از طریق یک چارچوب خو

هایی از همین پروتئین که بعد از بیان توسط قسمت

خاصیت پروتئازی دارد، پروتئین اولیه برش خورده و به 

شود. حال در این چند پروتئین جداگانه فعال تبدیل می

های ویروسی بصورت راهبرد توالی مورد نظر مشابه ژن

برش  پلی پروتئینی بیان شده و مکان برشی مناسب برای

-توسط پروتئاز و جدا کردن پروتئین مورد نظر از پروتئین

(. از Hagiwara et al. 1999شود )های ویروسی اضافه می

ویروس موزائیک زرد کدو که یک پوتی ویروس است 

در  INF-γبرای بیان پروتئین اینترفرون گامای انسانی 

-گیاهان استفاده شده است و ژن مورد نظر بین چارچوب

قرار داده شد و در نتیجه  HC-Proو  P1ندنی های خوا

INF-γ طور پایدار بیان شد )در گیاه سلمه تره بهNassaj 

Hosseini et al. 2012چنین از همین سیستم برای (. هم

بیان ژن کد کننده پروتئین حرکتی ویروس موزائیک خیار 

 Nassajطور موفقیت آمیزی استفاده شده است )به

Hosseini et al. 2013). 

 

های ویروسی: ناقل های تغييریافته و نسل دوم ناقل

Magnifection  

ی یادزهای تولید انبوه پروتئین نیازمند انتقال ژن به سلول

 های. هر چند این هدف با استفاده از ناقلاز گیاه است

باشند ویروسی نسل اول که قادر به حرکت سیستمیک می

ت ز دارند: در حرکهایی نیآید، اما محدودیتبه دست می

ند سیستمیک کل گیاه و یا کل بافت قابل برداشت گیاه مان

های شود، همچنین توالیهای تحتانی آلوده نمیبرگ

توان با هترولوگوس بیش از یک کیلو جفت باز را نمی

-پیاهای ویروسی نسل اول بیان کرد، فقط استفاده از ناقل

ششی ویروسی طور موثر به پروتئین پوهای کوتاه بهتوپ

ها باعث شد که در شود. این محدودیتمتصل و بیان می

های کلاسیک تجدید نظر شود. بیشتر مورد طراحی ناقل

های انجام گرفته در جهت دستکاری ویروس و تلاش

طراحی سامانه تلفیقی جدیدی بود که در آن فقط عناصر 

 وویروسی لازم برای بیان توالی مورد نظر نگهداری شده 

های غیر ردهای از دست رفته با استفاده از روشعملک

وی ها خیلی قویروسی تامین شود. توانائی تکثیر این سازه

ز رسد که این راهبرد بسیار موفقیت آمیبوده و بنظر می

 (. Gleba et al. 2007است )

های دو عامل محدود کننده در ناقلین نسل اول ویروس

سیستمیک در گیاه گیاهی، عدم توانایی ناقل در انتقال 

توان با میزبان و سطح پائین بیان پروتئین مورد نظر را می

حذف توالی رمزکننده پروتئین پوششی و قرار دادن توالی 

رمزکننده حرکت سیستمیک در گیاه توسط اگروباکتریوم 

نشان داد  1993های انجام گرفته در سال حل کرد. پژوهش

ئی کافی را نداشته و که انتقال ژن توسط اگروباکتریوم کارا

سلول  810شود که یک آلودگی به ازاء تخمین زده می

گیرد، هرچند که کارهای انجام اگروباکتریوم صورت می

های مختلف های ساخته شده از سویهگرفته با ناقل

( تا حدی این مشکل را tobamovirusesها )توباموویروس

زود ها نشان داده است که آلودگی د. بررسیمرتفع کر

هنگام گیاه به ناقل ویروسی توسط اگروباکتریوم، باعث 
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 Gleba et)شود کاهش رونویسی و تکثیر ناقل در هسته می

al. 2007) . 

های آر ان ا دار مانند ویروس از آنجائیکه ژنوم ویروس

شوند، بنابراین موزائیک توتون هیچ وقت وارد هسته نمی

-ای قرار نمیستهتحت تاثیر ماشین تغییر دهنده آر ان ا ه

گیرند. در حالتی که توالی بدون تغییر ویروس تیپ وحشی 

-بصورت دی ان ا توسط اگروباکتریوم به هسته وارد می

های آنها قبل از رسیدن به سیتوزول تجزیه شود، رونوشت

ها به شود. درنتیجه برای جلوگیری از تجزیه، تغییر ناقلمی

خاموش جهت  های مختلف بطور مثال، ایجاد جهشروش

جلوگیری از حذف اینترون، تغییر در کدون معمول و 

ه و در اضافه کردن چندین اینترون گیاهی صورت گرفت

شود. سنتزی بسیار فعال ساخته می T-DNAقالب  نهایت

ها از طریق اگروباکتریوم بصورت دی ان وقتی که این قالب

به شوند، تبدیل اطلاعات دی ان ا ا به داخل گیاه وارد می

 %93ها )در همه سلول "های فعال و کارا، تقریباریپلیکون

 Marillonnet et al. 2005; Gleba et). شود (، انجام می >

al. 2007) 

سلول  10-20های تکمیل شده نسل دوم از هر در ناقل

-اگروباکتریوم اسپری شده یک آلودگی موفق صورت می

که در چندین چنین فرایند آلوده سازی نشان داد گیرد. هم

 گونه گیاهی عمل کرده، هرچند که بهترین کارائی را در

Nicotiana benthamiana  ( داشته استMarillonnet et 

al. 2005.) 

ای برای بالابردن های سادهها، دستورالعملبرپایه این یافته

های هترولوگوس در گیاهان طراحی شده بیان پروتئین

ار در گیاه و با تکثیر است که بدون تغییر ژنتیکی پاید

گذرای ناقل ویروسی وارد شده به کل گیاه توسط 

 گیرد. ماهیت این دستورالعملاگروباکتریوم، صورت می

برپایه اسپری گیاه توسط سوسپانسیون بسیار رقیق 

، T-DNAاگروباکتریوم حامل ریپلیکون پیش ویروسی در 

استوار است. در این مورد آلوده سازی بصورت آغشته 

دن کل گیاه با اگروباکتریوم صورت می گیرد تا حرکت کر

. تکثیر در (Gleba et al. 2007)سیستمیک را جبران کند 

ها هر سلول و حرکت سلول به سلول توسط ریپلیکون

گیرد. بسته به ناقل استفاده شده، میزبان و تراکم انجام می

کشد و بسته به روز طول می 4-10اولیه باکتری، این عمل 

تواند از پنج ختصاصی مورد نظر وارد شده، نتایج میژن ا

گرم پروتئین نوترکیب در هر کیلوگرم زیست توده برگ 

. درصد کل پروتئین محلول است 50از تازه و یا تا بیشتر 

بنابراین از آنجا که ناقل ویروسی فاقد ژن پروتئین پوششی 

توالی  kb 3/2های بیشتر از است، می تواند ژن

را بیان   KDa 80ا پروتئین با وزن بیش از هترولوگوس ی

ها کند. آلوده سازی گیاهان با استفاده از آغشته کردن برگ

شود، یکی از های مختلفی انجام میبه باکتری به روش

 Vacuumهای متداول آلوده سازی استفاده از مکش)روش

infiltrationاست. در این روش بعد از شناورکردن برگ )-

وسپانسیون باکتری با مکش ضعیف آلودگی های گیاه در س

(. این راهبرد جدید Gleba et al. 2005گیرد )انجام می

شود. سرعت و سطح بالای نامیده می Magnifectionبیانی 

بیان محصول ویروسی، کارائی بالای انتقال توسط 

اگروباکتریوم، توانائی تغییرات بعد از ترجمه و کم هزینه 

 ز جمله مزایای این راهبرد استبودن تولید در گیاه ا

(Gleba et al. 2007 و تاکنون بیشتر از )پروتئین  50

های های پروتئینمختلف و ترکیبات پیچیده از همه دسته

پزشکی ازجمله هورمون رشد انسانی، هم چنین دو آنتی 

، و پروتئین متصل Vو  Yersina pestis ،Fژن متفاوت 

 Magnifectionتفاده از بطور موفقیت آمیز با اس F1-Vشده 

 ;Gleba et al. 2007; Gleba et al. 2005بیان شده است )

Santi et al. 2006.) 

مقاومت به  که گیاهان میزبان دارای واکنشیاز آن جای

ی سعی شد که گیاه میزبان ها هستند، در پژوهشویروس

حساس به ویروس تولید شود. به این منظور گیاهان 

د که قادر به تولید بالای برخی از ای معرفی شتراریخته

های ویروسی مثل پروتئین پوششی و پروتئین پروتئین

ها حرکتی بوده و باعث گسترش دامنه حساسیت میزبان

(. بعلاوه با خاموش کردن ژن Sanz et al. 2000شدند )
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RdRp  در گیاه توتون میزان حساسیت آن به تعدادی از

(. بعلاوه Shams-bakhsh 2011ها افزایش یافت )ویروس

با تراریخته کردن گیاه توتون با ژن بازدارنده خاموشی 

HC-Pro  نتایج مشابهی بدست آمد(Shams-bakhsh et al. 

ژن ها که در آن . ناقلین بیانی برپایه جیمنی ویروس(2007

rep انداز قرار گرفته، توانست بخوبی تحت کنترل یک راه

یت اندازه پپتید بر مشکل کاهش بیان و همچنین محدود

(. بطور کلی Hefferon & Fan 2004خارجی فائق بیاید )

های جانوری و تابحال برای تولید تعداد زیادی از ویروس

های گیاهی به عنوان ناقل بیانی انسانی با استفاده از ویروس

واکسن تهیه شده است، که تعدادی از آنها شامل ویروس 

 C (Masonهپاتیت ، B (Rybick & Martin 2014)هپاتیت 

et al. 2012; Nuzzaci et al. 2010)  ویروس آنفلوانزا ،

(Mallajosyula et al, 2013; Petukhov et al. 2013) ،

ویروس عامل   (Cerovska et al. 2012)ویروس پاپیلوما

، ویروس ابولا (Kessans et al. 2013)بیماری ایدز 

(Phoolcharoen et al. 2011) ی هاو دیگر ویروس

. اما درواقع تنها است (Yusibov et al. 2002)جانوری 

پروتئین درمانی تولیدی در گیاهان که تابحال از طرف 

سازمان غذا و دارو آمریکا مورد تائید قرار گرفته است 

 2012است که در سال  glucocerebrosidaseآنزیم درمانی 

در آمریکا تولید و  Type 1 Gaucherdiseaseبرای درمان 

مورد تائید قرار گرفت. سپس این ترکیب  FDAسط تو

و  ™asELELYSOبا نام  PROTALIXتوسط شرکت 

 (.  Rybicki  2014یک شرکت برزیلی نیز تولید شد )

های های غير رقابتی نسل دوم برای بيان پروتئينناقل

hetero-oligomeric : 

های مونوکلونال بادیاگرچه توانایی گیاهان در بیان آنتی

ست سال است که شناخته شده، ل بیش از بیکام

ویژه، های بیانی اولیه دارای نواقصی بودند. بهدستورالعمل

هرچندکه در ترانسفرم کردن پایدار گیاه، ایمونوگلوبین 

صورت صحیح به G (IgA, IgG)و  Aهای کلاس 

شوند، تاخوردگی پیدا کرده و بصورت عملکردی بیان می

از بافت  mg/kg 25-1ن )میزان محصولات بسیار پائی

(. همچنین بیشتر از دو Gleba et al. 2005است ) )گیاهی

سال وقت لازم است تا به اولین میزان تولید آنتی بادی 

رسید. سامانه بیانی موقت باعث تولید محصول هدف بطور 

شود. درحالی که میزان بیان سریع در مقدار مورد نظر می

 Vaqueroیار پائین است )های بیانی غیرتکثیری بسدر قالب

et al. 1999 .) 

یک روش سریع برای تولید وسیع و به میزان نامحدود 

( با IgG) Gبادی مونوکلونال کلاس ایمونوگلوبین آنتی

 .Giritch et al)طول کامل در گیاهان معرفی شده است 

. این روش براساس آلودگی همزمان با دو ناقل (2006

بادی را های آنتیاز زنجیرهویروسی است که هرکدام یکی 

های ساخته شده از دو ناقل ویروسی کنند. سازهبیان می

اند. این که با همدیگر رقابت ندارند ایجاد شده جداگانه

ها قادراند در یک سلول گیاهی با کارائی بالائی ناقل

بادی را بیان کنند. این های سبک و سنگین آنتیزنجیره

استفاده  IgG2و  IgG1کلاس های روش برای آنتی بادی

شده است و آنتی بادی مونوکلونال کامل عملکردی را 

 2بادی در تولید کرده است. با این روش اولین مقدار آنتی

سازی قابل دسترسی است. این هفته بعد از آلوده 

-بادییک روش بسیار مناسب برای تولید آنتی دستورالعمل

ف شده برای های جدید بوده و باعث شده که زمان صر

 Glebaای کاهش یابد )تولید آنتی بادی بطور قابل ملاحظه

et al. 2007  .) 

  ناقل نوترکيب ویروس آر ان ا دار برای حمل واکسن

های گیاهی مصرف خوراکی واکسن از طریق مصرف بافت

بادی و بطور موثری باعث تحریک واکنش تولید آنتی

 .Warzecha et alشود )افزایش آن در مخاط بدن می

(. همچنین آنتی بادی نوترکیب تولید شده در گیاهان 2003

 . امساعد محیطی مخاط پایدار استدر شرایط ن

ها هنوز در مراحل ها در تولید واکسناستفاده از ویروس

زایی با دی ان ابتدائی خود است. یکی از مشکلات ایمنی

است که امکان ورود دی ان  های ژن تولید واکسن اینای
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ای پلاسمیدی به ژنوم میزبان وجود دارد. یک راه 

جایگزین برای حل این مشکل تولید واکسن توسط آر ان 

ای به جای دی ان ای است. ویروس شناسان گیاهی یک 

اند، با قرار دادن توالی ناحیه راه حل جالبی پیشنهاد کرده

 Semlikiشروع مونتاژ ویروس موزائیک توتون در ژنوم 

forest virus (SFV)  و درنتیجه مونتاژSFV  با پروتئین

پوششی ویروس موزائیک توتون، ناقل بوجود آمده در 

ارزیابی سلولی ایمن بوده و تولید آن در شرایط درون 

ای آسان شد و تولید و ساماندهی ترکیب نوکلئیک شیشه

 (. Smith et al. 2006اسید/پروتئین آنتی ژن آسان است )

س ایکس سیب زمینی و ویروس در پژوهشی از ناقل ویرو

س موزائیک لوبیا چشم بلبلی برای تولید ذره مرکزی ویرو

و لوبیا چشم بلبلی  N. benthamianaدر گیاهان  Bهپاتیت 

در  HBژن استفاده شد. این پژوهشگران موفق به تولید آنتی

 (. Mechtcheriakova et al. 2005این گیاهان شدند )

 های درمانی پروتئين

های به یک چهارم جمعیت جهان نسبت به آنتی ژننزدیک 

گیری بیماری که افراد گیاهی آلرژی دارند. در شرایط همه

های درمانی تولید آلوده شده مجبور به استفاده از پروتئین

شده در گیاه در حجم بالا هستند، در این شرایط باید اغلب 

افراد تحت تیمار تحمل قرار گرفته تا تحمل شرایط 

 Wardrop & Whitacreولوژیکی را پیدا کنند )ایمون

آنتی ژن ها، درمان گونهاینموفقیت آمیز بودن  برای (. 1999

تولید شود و افراد نسبت به  یگیاه گونهدر یک باید فقط 

 پروتئین تولیدی در آن گیاه تحت تیمار تحمل قرار گیرند. 

های ویروسی برای تولید پروتئین توانایی بسیاری از ناقل

کند که بتوان آنها را با قرار آزاد این امکان را فراهم می

هایی به سمت بافت یا قسمت خاصی جهت دادن سیگنال

هایی که تثبیت و قرارگیری در آنجا هدایت کرد. پروتئین

یابند، اغلب در بصورت طبیعی در اندام خاصی تجمع می

آن اندام پایداری بیشتری داشته و در بسیاری موارد تجمع 

گیرد که پروتئین به سمت بسیار بالاتر زمانی صورت می

 .Schouten et alاندامک جایگزینی در سلول هدایت شود )

صورت اتصال ها بیان بهبنابراین در بعضی سامانه (.1996

های ویروسی صورت پروتئین مورد نظر با دیگر پروتئین

هایی که از سامانه بیانی ویروس گیرد. یکی از مثالمی

 HIVاند، بیان پروتئین ضد اهی برای درمان استفاده کردهگی

 %5بود که غلظت این پروتئین تا  α-tricosanthinبه نام 

پروتئین قابل حل رسید و در بیان این پروتئین از ویروس 

موزائیک توتون به عنوان ناقل استفاده شده است 

(Kumagai et al. 1993 .) 

 های گياهیکشف عملکرد ژن

ها استفاده های ویروسی برای کشف عملکرد ژناز ناقل

ها بطور موفقیت است. هرچند که از دیگر روششده 

 شده ها در گیاهان استفادهآمیزی برای شناسایی عملکرد ژن

ده القاء ش (Lessions)ها ها به نوع لکهاست، اما این روش

دن در میزبان، تیپ میزبان مورد مطالعه )کوچک و آسان بو

ه طالعهایی که می توان مرانسفرم کردن(، و دامنه ژنبرای ت

م های عامل مرگ گیاهچه، بطور مثال، به علت عدکرد )ژن

شود( بستگی دارند دستیابی به نتاج مطالعه محدود می

Pogue et al, 2002).) 

به علت توانایی ناقل بیانی ویروسی در آلوده کردن گیاهان 

امکان بررسی واقعی جوان و بالغ در تمام مراحل رشدی، 

شود. صفات بذری یک تمام صفات گیاهان میسر می

های ویروسی گیاهی استثناء است و درحال حاضر ناقل

توانند برای بررسی رشد و نمو بذر بکار روند. یکی از نمی

های ویروسی استفاده از آن برای ساخت کاربردهای ناقل

ه شود کژنومی است. این ویژگی باعث می کتابخانه

های گیاهی بعنوان ابزاری برای بررسی عملکرد ویروس

ژنها ازجمله عملکرد ژنهای پروفایل متابولیکی، پروفایل آر 

ان ای یا پروتئین، و غیره، مورد استفاده قرار گیرند. سامانه 

تر و تواند غربال اولیه ژنومی را آسانهای ویروسی میناقل

ی که در مطالعات هایتر کرده و یا به پالایش توالیکامل

-دهد. ناقل بیانی ویروسی میاند سرعت دیگر شناخته شده

عنوان ابزاری جهت القای خاموشی سیستمیک ژنها تواند به

(. Pogue et al. 2002های ژنی خاص بکار رود )یا خانواده



 شمس بخش و عزیزی  وتکنولوژیهای ویروسی گیاهی در بیکاربرد ناقل                       

 

 1395پاییز و زمستان  /2ماره ش /5دوره  /و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  205

 

هنگامی که گیاهان توسط ناقل ویروس حاوی بخشی از 

ک از بیان آن شوند، بصورت سیستمیتوالی یک ژن آلوده 

ژن در گیاه ممانعت شده و عملکرد و فنوتیپ آن ژن 

(. خاموشی ژن Waterhouse et al. 2001شود )حذف می

های های گیاهی برای مطالعه نقش ژنبرپایه ویروس

خاصی در مسیرهای متابولیکی استفاده شده است. همچنین 

یک  cDNAزنی گیاهان توسط ناقل ویروسی دارای مایه

شود. باعث بیان سیستمیک ژن دربافت گیاه میژن خاص 

و افزایش  تواند در فنوتیپ مشاهده شوداثر چنین بیانی می

جمع مواد متابولیکی اثر گذار روی ت بیان این ژن نه تنها 

دیگر هم مواد بر مسیرهای بیوشیمیای تولید  است، بلکه

 (. Pogue et al. 2002)تواند موثر باشد می

-ای ویروسی جهت خاموشی ژن، این ناقلهدر سامانه ناقل

هایی که مورد هدف ها می توانند برای شناسایی ژن

هایی که باعث مقاومت به ها هستند یا ژنعلفکش

د. شوند، مورد استفاده قرار گیرنهای اختصاصی میعلفکش

ف در این حالت کتابخانه ژنومی گیاهان یا موجودات مختل

ار ی قرستند را در ناقل بیانها هکه متابولیزه کننده علفکش

-می وکنند داده و ناقل بدست آمده را به گیاه مایه زنی می

ایی یمیتوان انتظار القای بیان این ژن با مقاومت به مواد ش

 . (Shiboleth et al. 2001)در گیاه میزبان را داشت 

-در ناقل phytoene desaturase (pds)بیان قطعاتی از ژن 

توتون و ویروس موزائیک خطی  جغههای  ویروس جغ

های آلوده جو باعث پریدگی رنگ و سفید شدن بافت

، به TMV-pdsشود. در بافت آلوده شده با ناقل گیاهی می

-تجمع می phytoeneکاروتنوئید  pdsعلت خاموشی ژن 

جغه توتون (. از ویروس جغPogue et al. 2002یابد )

(TRV) زایی نماتد های دخیل در بیماریبرای بررسی ژن

مولد گره استفاده شده است و کارائی این ناقل برای 

های نماتد مولد گره مثبت خاموشی یک سری از ژن

 .(Dubreuil et al. 2009)ارزیابی شده است 

-بر پایه ویروس (VIGS)های القا کننده خاموشی ژن ناقل

های دی ان ای دار مانند ویروس موزائیک آفریقایی کاساوا 

اند که برای روکیدگی برگ پنبه طراحی شدهو ویروس چ

مطالعات ژنومیکس عملکردی در گیاهان پنبه و کاساوا 

 VIGS. با استفاده از (Tuttle et al. 2008)اند استفاده شده

می توان عملکرد چندین ژن را بطور همزمان با استفاده از 

های حفاظت شده خاموش کرد. درحالی که برای دومین

ژن خاص در میان یک خانواده ژنی از  خاموش کردن یک

شود و این امکان ناحیه اختصاصی آن ژن استفاده می

-های همولوگوس در میان گونهبررسی سریع عملکرد ژن

های مختلف گیاهی به صورت همزمان و با دقت بالا را به 

های . همچنین از ویروس(Becker et al. 2010)ما می دهد 

ا دار بطور موثری برای  های دی انوابسته به ویروس

 . (Huang et al. 2011)خاموشی ژن استفاده شده است 

                      (:      Functionalهای عملکردی )های ضروری ناقلویژگی

 های نوترکیب جهت مصارفهای تولید پروتئیندر سامانه

ی ئینی باید خالص و از نظر زیستپزشکی، محصول پروت

و  هاآلودگی، همچنین عاری از اندوتوکسینفعال، عاری از 

ه بو تولید آن هم مقرون  عوامل آلوده کننده عفونی بوده

. همچنین سامانه های ویروسی نباید توسط صرفه باشد

زیست  ناقل منتقل شده و موجب ملاحظاتحشرات 

محیطی شود. گاهی یکی از مشکلاتی که برای ناقل ها 

 ناخواسته ژنتیکی در است که تغییرات آید اینپیش می

گیرد. جهت افزایش کارائی توالی غیرویروسی صورت می

 های ویروسی، ضروری است که ناقل بیانی ویروسیسامانه

ل دارای ژن هدف، از نظر ژنتیکی پایدار بوده و در مقاب

 های دفاعی میزبان پایدارشرایط مختلف محیطی و واکنش

 بماند. 

لی غیرهمولوگ ناقل ویروسی مطلوب باید از توا

(nonhomogenous محصولی تولید کند که کمترین اثرات )

زایی را داشته باشد. باتوجه به نرخ ایمونوژنیک یا آلرژی

های آر ان ای دار و حفظ توالی بالای جهش در ویروس

های ها، نتیجه گیری می شود که ناقلژنوم در این ویروس

ویارویی با ها برای ربیانی منشائ گرفته از این ویروس

-Van Vlotenتغییرات ناخواسته آمادگی لازم را دارند )
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Doting et al. 1985 بنابراین مطالعات زیادی روی .)

بررسی میزان تغییرات ناخواسته ژنتیکی توالی ژن خارجی 

های گیاهی صورت گرفته و نشان در ناقل بیانی ویروس

ل در داده که تغییرات در توالی غیر ویروسی با پاساژ ناق

(. نتایج Kearney et al. 1999افتد )گیاه به ندرت اتفاق می

دار  RNAنشان داده که ناقل بیانی ویروس ها پژوهش

گیاهی بصورت صحیح توالی غیر ویروسی را تکثیر کرده و 

کند. توانایی جمعیت همگنی از پروتئین در گیاه تولید می

یطی استفاده از سامانه ویروسی تحت شرایط نامساعد مح

در مزرعه و گلخانه از دیگر فاکتورهای مهم است. ناقل 

ویروسی در شرایط مختلف اقلیمی پایدار بوده و قادر به 

تکثیر تحت هر شرایط اقلیمی است. رشد گیاه در مزرعه و 

تواند افزایش واکنش دفاعی گیاه را دربرداشته و گلخانه می

 تواند باعث تبدیل شدن حساسیت معمولیاین خود می

گیاه به مقاومت علیه ناقل ویروسی شود. این فشار انتخابی 

تواند روی پایداری ژنتیکی جمعیت روی ناقل ویروسی می

ناقل و هدایت آن به سمت حذف یا کاهش تولید پروتئین 

. برای جلوگیری از (Pogue et al. 2002)هدف موثر باشد 

ورود ناخواسته ناقل ویروسی ساخته شده به طبیعت از 

ی هاها ژنهای نسل دوم استفاده شد و در این ناقللناق

ده و درنتیجه این حرکتی ویروس توسط ناقل حذف ش

ها قدرت انتقال توسط حشرات را از دست می دهند ناقل

.(Scholthof et al. 1996) 

های نوترکيب در ها و مزایای توليد پروتئينچالش

 گياهان 

ان وترکیب در گیاهرغم فوائد فراوان تولید پروتئین نبه

است  توسعه نیافتهاستفاده از این تکنولوژی به خوبی هنوز 

در این قسمت از مقاله  است.و پیشرفت آن بسیار کند 

 .کنیمفناوری را بررسی میتجاری سازی این  موانع توسعه

سازی این هایی که بر سر مسیر تجارییکی از چالش

راحل و فناوری وجود دارد هزینه بالای تولید به م

فرآیندهای پائین دستی تولید از جمله خالص سازی و 

تر هایی برای سادهشود. تلاشافزایش کیفیت مربوط می

سازی و فرآیندهای های خالصدن و کاهش هزینهکر

های استخراج انجام گرفته است. ازجمله با تعویض میزبان

سازی و یا تولید کننده پروتئین سبب کاهش مراحل خالص

است. به ف مواد سمی یا بازدارنده گیاهی شدهحتی حذ

در ذرت  aprotininعنوان مثال یکی از موانع تولید پروتئین 

و استخراج آن از بذر وجود ترکیب بازدارنده ترپسین 

تر تولیدی در ذرت است که مراحل استخراج را پیچیده

 75کرده و خلوص پروتئین استخراج شده از این گیاه تا 

رحالی که تولید همین ترکیب در توتون و رسد ددرصد می

استخراج آن به دلیل عدم وجود این ترکیب بازدارنده تا 

 (.Pogue et al. 2010یابد )درصد افزایش می 99خلوص 

 Ventria Bioscience (FortCollins, USA)شرکت 

چندین واکسن و پروتئین مثل آلبومن انسانی ، 

transferrin, lactoferrin  وlysozyme  را در بذر برنج

به دلیل  lysozymeتولید کرده است. اما خالص سازی 

در بذر به دلیل بار منفی بالای این  phytic acidوجود 

ترکیب و باند شدن آن با ترکیبات رزینی که بار مثبت 

دارند دچار مشکل شد و یک مرحله اختصاصی مثل 

 phyticهیدرولیز اسیدی و سپس رسوب آن برای خذف 

acid و همین مرحله هزینه تولید را بالا برد  لازم است

(Wilken & Nikolov, 2010بنابراین شرکت .) ها ترجیح

وارد مرحله تولید ترکیبات داروئی نشده و  "دهند فعلامی

هایی بیشتر به دنبال تصمیمات لازم و بهینه کردن روش

صرفه صورت گیرد. بطور مثال باشند تا تولید تجاری و به

 cytokinesهورمون رشد انسانی و  ORF Geneticsشرکت 

کند و این ترکیب درحال حاظر را در بذر جو تولید می

چنین برای کاربردهای تشخیصی و پژوهشی و هم "صرفا

 .(Fischer et al. 2013)شود در مواد آرایشی استفاده می

یکی دیگر از فواید تولید دارو در گیاهان مصرف خوراکی 

توان )برگها، بذور، و میوه ها( است که میاندامهای گیاه 

های خوراکی را در این بادیهای خوراکی و یا آنتیواکسن

تواند های خوراکی میها تولید کرد. استفاده از واکسناندام

های لنفی همراه با دستگاه سیستم ایمنی را از طریق بافت
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گوارش که درگیر با بسیاری از بیماگرهای است را فعال 

(. برای این منظور بذر یکی از Yusibov et al. 2011) کند

ها است زیرا غیر از خوراکی بودن به دلیل مهمترین اندام

بادی یا واکسن به تدریج آزاد شده دیر هضم بودن آن آنتی

و همین دلیل خود باعث افزایش توانایی تحریک سیستم 

توان . هر چند می(Fischer et al. 2013)شود ایمنی می

های خوراکی را برای آزاد شدن تدریجی کپسوله اکسنو

ها در بذر این کار کرد اما با تولید و ذخیره این پروتئین

در بذر گیاهانی مانند  ویژهود، بهشبصورت طبیعی انجام می

(. Ogawa et al. 1987برنج که که بسیار دیر هضم هستند )

همچنین یک فایده دیگر این سیستم کم هزینه بودن 

برای  ویژهستخراج پائین دستی آنها است بهآیندهای افر

های تولیدی در بذر که بطور کلی ها و آنتی بادیواکسن

 . (Fischer et al. 2013)برای آن هیچ فراوری لازم نیست 

  

 جمع بندی نهایی

های گیاهی به عنوان ناقل برای بیان استفاده از ویروس

های و راه حل سرعت در حال گسترش استها بهپروتئین

تکنیکی فراوانی برای کاربرد صنعتی آنها ارائه شده است. 

دهد که این نشان می های گذشتهتوسعه این فرایند در سال

استفاده از  ابزار جدید قابلیت تجاری سازی را دارند.

های غریبه محدودیت راهبرد ویروس کامل برای بیان ژن

شود. فناوری بیان میاندازه و نوع پروتئینی دارد که با این 

-مهمترین کاربرد امروزی آن در تولید واکسن است که می

ژنی کوتاه، از طریق درج ژنتیکی یا اتصال توان پپتید آنتی

شیمیایی پپتید ایمونوژنیک به پیکره ویروسی را برای تولید 

رسد استفاده از روش واکسن استفاده کرد. بنظر می

Magnifection ت کوتاه شدن زمان و جایگزین مناسبی جه

 بیان پروتئین در حجم وسیع است.

های ویروسی یک راه حل مناسب برای استفاده از ناقل

برای مصارف  تبدیل گیاهان به کارخانه تولید پروتئین

در حالتی که محدودیت زمانی  ویژهصنعتی و پزشکی، به

ه وجود دارد، است. مهندسی گیاهان تراریخته به صورتی ک

 ویروس با آزاد شدن ویروس از کرموزوم گیاهآلودگی به 

سب توسط مواد شیمیایی القاء می شود، نیز یک راهکار منا

 های نوترکیب در گیاهان است.دیگر جهت تولید پروتئین

است، هایی که در این زمینه انجام شدهرغم تلاشبه

ل های بیشتری لازم است تا این فناوری به پتانسیپژوهش

 .نهایی خود برسد
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زایی باعث کم شدن توجه و درک دانشمندان از گياهی تنها از منظر بيماری هایویروس مطالعه

فيد ها در راستای استفاده مهای اخير مطالعات ویروسها شده است. در سالهای ویروسسایر جنبه

ان های گياهی به عنوه است. کپسيد ویروسصورت گرفت ییزا، و فارغ از فنوتيپ بيماریهااز آن

رار قدر علوم کاربردی مختلف مورد استفاده  و نيز نانودستگاه های داروی، حاملهای زیستقالب

نتاژ ، نحوه تکثير و استراتژی موهای ظاهری، ژنتيکی، شکل فضاییگرفته است. با شناسایی ویژگی

های های ویروسی در زمينهتوان با دستکاری در ژنوم و پروتئينها، میپروتئين پوششی ویروس

های گياهی در علم نانوپزشکی است که در ها بهره برد. مهمترین کاربرد ویروساز آنمختلف 

ها موثر است. یکی از مهمترین مزایای استفاده از نانوذرات های تشخيص و درمان بيماریروش

 باشد. در این مقاله به بررسیها میویروس گياهی، سميت کم برای انسان و تاثير اختصاصی آن

 وس های گياهی در حوزه بيونانوتکنولوژی پرداخته شده است.کاربرد ویر
 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

باشند، ر داشته نانومت 100کمتر از  یکه ابعاد يذراتبه 

فناوری نانو در رابطه با  ۀشود. توسعنانومواد گفته مي

کاربرد نانومواد را  ۀبيوتکنولوژی به طور قابل توجهي دامن

 .Khot et al) است های مختلف گسترش دادهدر زمينه

2012). 

نانوبيوتکنولوژی )مترادف هستند( بيونانوتکنولوژی و يا  

زيربخشي از فناوری نانو است. نانوبيوتکنولوژی شامل 

ها درمقياس نانو ها وروشبرداری از نانومواد، دستگاهبهره

مختلف  باعلوم آن ایباشد که به دليل ويژگي چندشاخهمي

شيمي، زيست شناسي، فيزيک، علم مواد، مهندسي  از قبيل

توان به نانوبيوتکنولوژی را مي .استو پزشکي در ارتباط 

های دو بخش اصلي تقسيم کرد. اول استفاده از دستگاه

های بيولوژيکي و وری برای بررسي و درک سيستمانانوفن

 برداری از مواد زيستي در ساخت نانومواد جديد،دوم بهره

-توان به استفاده از ويروسمي بخشکه در رابطه با دومين 

 Steinmetz and) ور نانومواد اشاره کردهای گياهي به منظ

Evans 2007). 

 قدمتيهای گياهي زايي ويروسمطالعه سيستماتيک بيماری

بر  بيشتر ها تاکيدو در تمام اين سال ه داشتهسال 133

های ناشي از ويروسدرک و کنترل بيماریمواردی شامل 

ها با ه چگونگي تعامل آنعزايي و مطال، مکانيسم بيماریها

 Eini et al. 2009; García and) بوده استميزبان گياهي 

Pallás 2015; Nicaise 2014) ی هاويروسبه . نگرش

زايي باعث دور شدن توجه و از منظر بيماری تنها گياهي

های شد. در سال هاآن هایاز ساير جنبهدرک دانشمندان 

 ،هاها در راستای استفاده مفيد از آناخير مطالعات ويروس

که اين  هزايشان صورت گرفتمستقل از فنوتيپ بيماری

و ساير علوم شناسي با تغيير همزمان با ارتباط بين ويروس

سال اخير همراه  38پيشرفت ابزارهای زيستي مولکولي در 

-ويروسکاربرد  در موردهای وسيعي بررسي. شده است

 بهبود محصولاتاز قبيل در بيوتکنولوژی  های گياهي

انجام شده  نوترکيب های توليد پروتئينستمسيکشاورزی و 

 .(Young et al. 2008; Eini and Behjatnia 2016)است 

  های زیستیبه عنوان قالبها ویروس

دستکاری مصنوعي  جهتهايي قالبها به عنوان ويروس

زيت مشوند. مهمترين به کار برده مي هادارواز قبيل مواد 

ر دها ويروس .ها استآن اندازهدر اين مورد ها ويروس

و  ساختارهای چندوجهي انانومتر ب 500تا  18 هایاندازه

ی اای و رشتهميله ا ساختارب از دو ميکرومتر طول کمتر

های پروتئيني وجود دارند. ذرات ويروسي درواقع قالب

ي دارای يکنواخت کهنانومتری هستند های با اندازهقوی 

 باشندياس نانو ميدر مقمواد قابل توجهي برای ساخت 

(Young et al. 2008) . 

 توليد هایاستراتژی و فيزيکي خواص اندازه، ساختار،

 ،ها را به نانوداربستهای گياهي، آنويروس از بسياری

تبديل  آل بر پايۀ پروتئينهايي ايدهنانوبلوک و نانو ظروف

 زا مختلف زمينه کاربردی علوم استفاده در نموده که برای

 شيمي ای،تجزيه علوم دارويي، شيمي پزشکي،ستزي جمله

سب مواد مناتوليد زيست و زراعي آفات کنترل کاتاليزوری،

 .(Grasso et al. 2013)ساخته است  

قرار مي هانانوقالب گروههای گياهي در کپسيد ويروس

ميمتغير نانومتر  100تا  10ها از گيرد زيرا معمولا ابعاد آن

-توانايي آلودهشامل ها تمام ويروس رزباهای باشد. ويژگي

بندی اسيد نوکلئيک آن و سازی سلول ميزبان، تکثير، بسته

به ها يند، ويروسآ. در اين فرباشدميخروج از سلول 

های ای از محيطاند تا در طيف گستردهتکامل يافتهای گونه

-ها در تکثيرشان، انعطافويروس پايدار بمانند.شيميايي 

جمله ساختار نيمه ، ازدهندميتوجهي را نشان پذيری قابل

ها، که در شرايط سخت خارج سلولي زنده پايدار ويريون

را در  خود ژنوم هایمانند درحالي که اسيد نوکلئيکمي

تکثير و درحال  حرکتد، همچنين نکنداخل سلول آزاد مي

از  اختصاصي هایمکانبه  نوکلئيک اسيدتحويل توانايي 
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 .Young et al) دنباشها ميهای تکثيرويروسديگر ويژگي

2008). 

ا که ب کندميهايي قالبتنوع در کپسيدها ايجاد مجموعه 

 شکل و ثبات اندازه،توجه به کاربردهای مختلف بر اساس 

ي ژنتيکي ويروس ها مادههمه ويروسقابل انتخاب هستند. 

ه ب سياریکنند، با اين حال ببندی و منتقل مي، بستهتوليدرا 

 چه به زای عاری از ماده ژنتيکي،غيربيماری هایپيکره

تبديل صورت طبيعي و چه به صورت دستکاری ژنتيکي، 

را  طبيعي ويروسي . اين امر اجازه جابجايي مادهمي گردند

-مي به ويروس های مصنوعيطيف وسيعي از محمولهبا 

تواند به صورت شيميايي، دهد. ساختار زيرواحدها مي

بدون اينکه کل  شده،يا هردو حالت دستکاری  ژنتيکي و

-با توجه به خواص ويروس .دگيرساختار تحت تاثير قرار 

 ي باکپسيد پروتئينۀ ها و امکان ايجاد عملکرد جديد برپاي

ومواد ننااين تغييرات شيميايي و ژنتيکي، دستاوردهای 

 .(et al. Young 2008) ه استتوسعه يافت

مع از زيرواحدهای به طور معمول کپسيدها مجت

تکرارشونده هستند که ساختار بسيار متقارني را تشکيل 

توانند به عنوان مي کپسيدهاد. از نقطه نظر مصنوعي، ندهمي

 ،شوندپذير توصيف مولکولي تطبيق قطعات ای ازمجموعه

که ساختار بسيار همگني دارند. ساختار دقيق اتمي برای 

لاعات لازم چندين ويروس گياهي موجود است که اط

برای تغيير ساختار کپسيد و ايجاد عملکرد جديد را فراهم 

 ظروف عنوان به را ويروسي کپسيدهای اگر سازد.مي

 و داخلي خارجي، اتصال محل سه بگيريم درنظر مولکولي

 ظروف دهنده اينتشکيل پروتئيني مياني  زيرواحدهای

 Douglas and Young) (1)شکلداشت  خواهد وجود

2006). 

پوشش ويروسي توسط سطح خارجي با محيط خارج 

  کند. با ايجاد تغيير در سطوح خارجيارتباط برقرار مي

را به  هاآنتوان يهای کوچک متوسط مولکول هاويروس

سمت ارتباط اختصاصي با سطوح زنده و يا غير زنده 

 کپسيدها به هدايت کرد. سطوح خارجي تکرارشونده

گيرند. از مورد استفاده قرار مي های چندظرفيتيقالبعنوان 

چندظرفيتي نسبت به تک ظرفيتي، افزايش  قالبهای مزيت

. با استفاده از روش استهای ممکن تمايل و امکان ارتباط

های ويروسي به سمت کاربردهای سلول تقليد، زيست

 دراند، در همين راستا تغييرات فراواني هدايت شده درماني

نظر ژنتيکي يا  از هاارجي ويروسسطح خهای اتصال مکان

صورت گرفته است. به اين ترتيب که با تلفيق مصنوعي 

ها و پپتيدهای هدف با سطح خارجي کپسيد ويروسي پادتن

تحويل  ایگيری يک سلول خاص برتوان موجب هدفمي

 .(Suci et al. 2007) برداری شددارويي و يا عکس ماده

 

 

 

 

 

 

 Douglas and Youngهای گياهي که جهت بارگذاری نانومواد استفاده مي شود. کپي شده با اجازه از )کپسيد ويروس سه سطح از ساختار  -1شکل

2006.) 
Figure 1. Three surfaces of plant viral capsid architectures, which can be used for uploading nanomaterials . Reprinted with permission 

from (Douglas and Young 2006). 
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شناسي مولکولي امکان مهندسي زيرواحدهای ابزار زيست

به طوری  کرده استرا فراهم ها ويروس يپروتئين پوشش

ون شده در يينمينواسيدها را به نقاط تعآکه اين تغييرات 

 کند.هدايت ميمانند  قفسساختار اين 

 مشخصهای عملکردی با اشکال فضايي همچنين به گروه 

ای مينواسيدهآدهد. امکان اتصال شيميايي ليگاندها را مي

های موجود در سطح برای اتصال اختصاصي مولکول

، کربوهيدرات فلورسنت،مواد کوچک مانند، نانوذرات طلا، 

زهای نتسروند. با کمک اسيد و پپتيدها به کار مينوکلوئيک

-وسيعي برای اتصال اين مولکول سطوحتوان شيميايي مي

سطح  .(Young et al. 2008) وچک ايجاد کردهای ک

ه داخلي کپسيدهای ويروسي نيز مکان مناسبي ازنظر انداز

خود  ها ماده ژنتيکيباشد. ويروسمواد مينانوبرای اتصال 

ا کنند، دانش مندی ميبرا داخل اين ساختار پوششي بسته

ی ها در راستاباعث استفاده از ويروس روندنسبت به اين 

-های غيرويروسي به داخل اين پوشش ميمولههدايت مح

 (.Douglas and Young 1998) شود

های مهمان به طور کلي دو روش برای وارد کردن مولکول

به داخل کپسيد ويروسي وجود دارد. اولين حالت به دام 

 کپسيدشدن  ها در طي فرايند مونتاژافتادن اين مولکول

رد شدن و دومين حالت وا در اطراف ژنوم ويروسي

 شده است. های مهمان در کپسيد تازه مونتاژمولکول

سيدهای اها امکان شناسايي يا تغيير ساختار اتمي ويروس

به محققان  آمينه در کپسيد ويروس جهت اتصال زيستي را

های ويروستوان ميبه راحتي . با دستکاری ژنتيکي دهدمي

ا سيستئين ين، تيروزين يزرا توليد کرد که لي ایيافته جهش

داده و  قراررا در مناطق قابل دسترس کپسيد ويروس 

ها به اسيدهای آمينه در امکان اتصال شيميايي مولکول

 .Singh et al)فراهم نمايند  را داخل و خارج کپسيد

 Cowpea) بلبليچشم ويروس لکه کلروتيک لوبيا. (2006

chlorotic mottle virus, CCMV) ويروس موزاييک  و

 هر دو از اعضای جنس (Brome mosaic virus) جارو

Bromovirus و Tobacco mosaic virus  ازTobamovirus 

درون کپسيد برای انتقال مواد در هايي هستند که نمونه

 که با مطالعاتياند. در اولين قرار گرفتهمورد استفاده 

CCMV  ين ا توان ازصورت گرفت ثابت شد که مي

نانومواد  توليدواکنش جهت  ها به عنوان ظروفويروس

 . (Douglas and Young 1998) استفاده کرد

 نانوذرات ویروسی

ای از نانوذرات زيستي های اخير مجموعهدر طول سال

ای از و طيف گسترده يهای پروتئينطبيعي مانند قالب

به  (Virus nanoparticles; VNP) نانوذرات ويروسي

 رد استفاده قرار گرفتهمواد مونانوبرای ساخت  قالبعنوان 

 VLP، ذرات ويروس مانند ). به ذرات فاقد ژنومستا

virus-like particles; )توانند به عنوان شود که ميگفته مي

 شوند. درنظر گرفتهنانوذرات ويروسي  يک زير کلاس از

با ارزش هستند زيرا  اييو باکتري يگياه نانوذرات ويروسي

هستند، بلکه برای  قابل تجزيهسازگار و ها نه تنها زيستآن

-مي بي خطرزا و غير بيماری، انسان و ساير پستانداران

ويروسي نانوذرات  .(Kaiser et al. 2007) باشند

د در نتوانهستند که ميهای يکسان ساختارهای با اندازه

بر اساس ساختارهای بسيار ها اينمقادير زياد توليد شوند. 

ترين پيشرفته نوان يکي ازتوانند به عشان، ميمتقارن

شوند به طوری  محسوب طبيعي با قابليت حرکتنانومواد

های توان با مولکولرا مي هاآن های داخليکه حفره

دارويي، مواد تصويربرداری و نانوذرات ديگر پرکرد، در 

 های اتصالمکانتوان با حالي که سطح خارجي را مي

 شوندل های خاص متصهدف طراحي کرد تا به سلول

های بيان سيستمعلاوه بر را  ويروسي نانوذرات (.2)شکل

ها های بالا در ميزبان طبيعي آنتوان در غلظتميهترولوگ 

نانوذرات ويروس گياهي مانند ويروس . توليد کرد

، ويروس لکه کلروتيک لوبيا (BMV) موزاييک جارو

بلبلي، ، ويروس موزاييک لوبيا چشم(CCMV) بلبليچشم

زميني و ويروس موزائيک توتون و سيب ايکسويروس 

 گرم در گياهانبالا در حد توان در مقادير تنباکو را مي

 .(Schneemann and Young 2003) توليد کرد ميزبان



     ابراهیمی و عینی     بيونانوتکنولوژی در های گياهیویروس کاربرد

 

 215 1395ستان پاییز و زم /2شماره  /5دوره  /و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 لای اين ذراتگر قابليت بايانبهای کوچک و ليگاندها. اتصال متنوع مواد به ذرات ويروسي نحوه آراسته شدن کپسيد ويروسي توسط مولکول -2شکل 

 (.Singh et al. 2006)در کاربردهای متفاوت است. کپي شده با اجازه از 

Figure 2. The arrangement of small molecules and ligands on the viral capsids. Attachment of a wide range of molecules to the VNP 

indicates their potential in various applications. Reprinted with permission from (Singh et al. 2006). 

 

ها به نانوذراتي با شکل و تمايل به خودمونتاژی ويروس

-بالايي از تقارن و حالت چندۀ و با درج شخصاندازه م

فردی کرده بهها را تبديل به نانوذرات منحصرآن ظرفيتي،

رايط آزمايشگاهي ها، در شاست. در بسياری از ويروس

های پروتئين پوششي زيرواحدمونتاژی از خود عملکرد

(CPدر حضور و عدم حضور اسيد ،) تشکيل نوکلئيک، به

 شده استنجر ويروسي پايدار و سالم م ذرات شبه

(Steinmetz and Evans 2007.) ها دارای ويروس

های مونتاژ مختلفي هستند. فعل و انفعالات استراتژی

دهد، های کپسيد ويروسي رخ ميددرزيرواح مختلفي که

مناسبي را برای دستکاری ساختار و ثبات قفس ۀ زمين

با های گياهي ورد. کپسيد ويروسآويروسي فراهم مي

توانايي مونتاژ شدن به داشته که  يکديگر تفاوت

ساختارهای مختلف  به صورت طبيعي و يا دستکاری 

 .Young et al)دهد را به ويروس ميشيميايي و ژنتيکي 

2008 .) 

 با ابرمولکولي هایگروه دهندهدر واقع نشان هاويروس

 خلوص و بازده در توانندمي که هستند، بعدیسه معماری

 توانندهای مهندسي شده ميويروس .شوند جداسازی بالا

 که تشکيل دهند بعدی سه و بعدی های دونانوداربست

 م کنند. به طورها را تنظيعملکردهای مختلفي از سلول

لهای ويروسي در تمايز هدفمند سلومثال از نانوداربست

 (.Zhao, et al. 2015)های بنيادی استفاده شده است 

استفاده  نانوراکتورها نيزهای ويروسي به عنوان از کپسيد

ها در سطح مولکولي، شود. اخيرا مطالعه آنزيممي

ها را مشخص ساخته است. خصوصيات جديدی از آن

ها بايد به شيوه فيزيکي يا شيميايي به برای اين منظور آنزيم

باشند که اين امر به دليل احتمال سطوح مختلفي متصل 

های ها مناسب نيست. بنابراين از کپسيدواسرشتگي آن

-استفاده مينانوراکتورهای تک آنزيمي ويروسي به عنوان 

 های تک آنزيمي دريک محيطشود که امکان انجام آزمون

 ,Comella-Aragones et al) کندفضايي بسته را ايجاد مي

2007 ،) 
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-روش ميايي نانوذرات ويروسي، تنوع دريبيوشاز مزايای 

پروتئيني به منظور ايجاد يک عملکرد  قالبهای اصلاح 

 هایهای اخير تمايل به استفادهدر سال باشد.يجديد م

 يهای زيستقالبهای گياهي به عنوان از ويروس مفيد

تا  سازیانواع کاربردهای مختلف از واکسنو افزايش يافته 

ها الکترونيک را شامل شده است. اين پيشرفتمحصولات 

اصلاح  قبيل های گياهي ازهای ويروسبه دليل ويژگي

طراحي يک عملکرد جهت ژنتيکي و شيميايي ويروس 

 وامبالا و بادجديد، سيستم بيان هترولوگ که امکان توليد 

ايي و همچنين امکان تفکيک  توان دهدرا مي نوذراتاين نا

زايي و حرکت ويروس از مونتاژ کپسيد در حين بيماری

 .(Young et al. 2008)تکثير وجود دارد 

در تهیه نانوسیم،  ای شکلنانوذرات ویروسی میله

 نانولوله و نانوباتری

 Tobacco mosaic virus. ويروس موزاييک توتون 1

(TMV) 

ای شکل يک ويروس گياهي ميلهزاييک توتون ويروس مو

ايجاد گياهي  ۀگون 350بيش از در است. اين ويروس 

. علايم بيماری بسته به ميزبان شامل کندمي بيماری

برگي پيچيدگي  و لکه شدن، کوتولگيموزاييکي شدن، لکه

ايکس  ۀبا اشع ک توتونموزايي سباشد. ساختار ويرومي

 2130متشکل از  ويروسپيکره اين مشخص شده است. 

مارپيچ الگوی زير واحد پروتئيني يکسان است که در يک 

اند. مرتب شده RNAدر اطراف يک مولکول تک رشته 

های مختلف سطوح داخلي و خارجي اين ويروس، ويژگي

های مختلف، امکان وجود فضای آمينهبه علت داشتن اسيد

-اد ميکنترل شده و مختلف را برای نانومواد مختلف ايج

. سطح داخلي کپسيد (Steinmetz and Evans 2007) کند

 يمدر سنتز نانوس ک توتونموزايي سای شکل ويروميله

فرد و بهشکل منحصرکه اين امر به دليل  مفيد بوده است

 سباشد. همچنين تنوع ويرومي های ويروسيپيکرهثبات 

به عنوان يک قالب زيستي برای ساخت  ک توتونموزايي

 ای اثبات شده استيعي از مواد معدني نانولولهطيف وس

(Klug 1999; Shenton et al, 1999). 

به عنوان قالبي  ک توتونموزايي سويرو علاوه براستفاده از

سازی، اين ويروس به عنوان يک داربست برای برای کاني

های های فلورسنت و ديگر مولکولاتصال انتخابي رنگ

 Schlick et al. 2005; Yi et)شده است کوچک استفاده 

al, 2005)سويرو . همچنين مطالعاتي بر خواص جذب 

، )طلق(  در سطوح مختلف طلا، ميکا ک توتونموزايي

. (Knez et al. 2004) سيليکون انجام شده است شيشه و

به عنوان يک قالب برای فناوری نانو به  TMV استفاده از

درجهت  های کاربردیسرعت در حال رشد است، و برنامه

در اين ويروس  ۀهای الکترونيکي نانو بر پايساخت دستگاه

توليد يک حال مطالعه است. به طور مثال مي توان به 

 ک توتونموزايي سويرو دستگاه حافظه ديجيتال بر اساس

 .Tseng et al)اشاره کرد متاليزه شده با نانوذرات پلاتين 

های یاز کاربردهای ديگر اين ويروس تهيه باتر. (2006

روی -)نانوباتری يا نيکل ميکروالکترومکانيکي

ای ويروس ميکروباتری( است که به دليل ساختار استوانه

 Gerasopoulos et) است جهت افزايش ناحيه الکترود فعال

al. 2008). 

   در نانوبیوتکنولوژی شکل وینانوذرات ویروسی کر

 Cowpea  بلبليويروس لکه کلروتيک لوبيا چشم -1

chlorotic mottle virus (CCMV) 

  RNA دارای ژنوم  بلبليويروس لکه کلروتيک لوبيا چشم

مطالعه است.  Bromoviridaeاز خانواده ای و  تک رشته

دهد که اشعه ايکس نشان مياين ويروس توسط ساختار 

نانومتر  28 با قطرو وجهي  20 يدارای تقارنآن ذرات 

واحد پروتئين زير  180از اين ويروس  هستند. کپسيد

کروی  ۀپوششي يکسان تشکيل شده که به شکل يک پوست

باشد. قطر مي(  T = 3با تقارن سه طرفه )وجهي  20بسته 

 نانومتر تعيين شده است 20حدود  آن حفره داخلي

(Steinmetz and Evans 2007) ذرات ويروسي در ميزبان .

های در غلظت( Vigna unguiculata)ماش  طبيعي، گياه
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گرم از ذرات دو ميلي تا، معمولا يک شوندتوليد مييي بالا

توان به ويروسي در هر گرم از بافت آلوده برگ را مي

های بيان در سيستماين ويروس دست آورد. همچنين 

، به عنوان مثال، آيدميدست به بازده بالايي با هترولوگ، 

توليد ذرات شبه ويروسي در ويروس لکه کلروتيک لوبيا 

گرم در نيم ميلي( Pichia pastoris) مخمر در  بليبلچشم

جهش در سطح د. باشهر گرم از توده سلولي مرطوب مي

داخلي کپسيد ويروسي، به علت تغيير زيرواحد پوشش 

کند، اما گياه را مختل مي درپروتئيني، توليد ذرات ويروسي 

-با استفاده از سيستم بيان مخمر در مقادير زياد توليد مي

مشخص  ،. علاوه بر آن(Brumfield et al. 2004)شوند

توانند در شرايط که مونومرهای پوشش پروتئيني مي هشد

ه آزمايشگاهي خودرا به ذرات خالي و دست نخورد

 .(Zhao, Xiaoxia et al. 1995) مونتاژ کنند ويروس

 RNAکپسيدهای خالي )عاری از  ،در اين ويروس

شوند. در ميهای طبيعي يافت ندر آلودگي ويروسي(

مقابل، در شرايط آزمايشگاهي مونتاژ پروتئين پوششي 

-خالص و يا بيان پروتئين پوششي اين ويروس در سيستم

اری تواند منجربه توليد کپسيدهای عهای بيان هترولوگ مي

تابع  ،ويروسي شود. نانوذرات در اندازه و شکل RNAاز 

سطح  هستند. پروتئين پوششي ويروسابعاد داخلي ساختار 

ۀ خارجي کپسيد اين ويروس دارای تعداد زيادی اسيد آمين

باشد که امکان آرايش و اتصال مختلف ميانتخابي 

 .(Brumfield et al. 2004)دهد ها را به آن ميمولکول

ويروس لکه کلروتيک لوبيا سازی درون کپسيدهای کاني

-يونبه همراه  خالي ويروس بلبلي با قرار دادن ذراتچشم

مواد يوني که به معمولي توسط اسيديته  ساز دری پيشها

 اند،( درآمدهPolyoxometalateيت )ومتالکساوپليفرم 

ذرات به  شش ونيم،های بالای اسيديته انجام شده است. در

ها به درون که باعث انتشار آزاد يون هستندفرم متورم باز 

 پنج به عددشود. با پايين آمدن اسيديته محفظه ويروسي مي

های معدني به شکل گونهاسيديته  اليگومرهای وابسته به

يند که به راحتي به نمک آهايي درمييتمتالکسواپلي

ويروس شوند، همچنين ساختار قفس آمونيوم متبلور مي

از حالت متورم به غيرمتورم  بلبليلکه کلروتيک لوبيا چشم

معدني  کند که در نتيجه باعث به دام انداختن موادتغيير مي

 Douglas and)( 3)شکل شوندمي درفضای داخلي ويروس

Young 1999). بلبلي ويروس لکه کلروتيک لوبيا چشم

اتصال فلزات در مجاورت  هایمحلنقش دارای همچنين 

اتصال،  هایمحل. در پوششي است پروتئين زيرواحدهای

 III +3Gdو گادولينيومIII (Terbium )تربيوم هایيون

(Gadolinium )های شوند. ويژگيبه طور طبيعي متصل مي

کپسيد ويروس مورد مطالعه قرار  IIIمغناطيسي گادولينيوم

رود بتوان از اين ذرات گرفته است که انتظار مي

آی آرامپارامغناطيس ويروس در کاربردهای پزشکي چون 

(Magnetic resonance imagingبهره برد ) (Allen et al. 

2005; Liepold et al, 2007). 

به طور بلبلي ويروس لکه کلروتيک لوبيا چشمذرات  

ين، کربوکسيلات مشتق شده از آسپارتيک زطبيعي دارای لي

 اين باشند کهو گلوتاميک اسيد در کپسيد خود مي

آمينواسيدها و کربوکسيل به صورت انتخابي برای اتصال 

 .Gillitzer et al) شوندهای فلورسنت استفاده ميرنگ

ها به عنوان داربستي برای VLPتوان از همچنين مي .(2002

ها )شاخص آنتي ژنيک( به منظور استفاده توپاتصال اپي

در  CCMVها بهره برد. برای مثال از شبه ذرات در واکسن

توپ انتخابي از هايي برای اتصال اپيساخت داربست

های دهان و پا بيماری ، ويروسAويروس آنفولانزا 

 (.Hassani-Mehraban et al. 2015) ده استاستفاده ش

 Brome mosaic virusويروس موزاييک جارو  -2

(BMV) 

 ایتک رشته RNAويروس موزاييک جارو دارای ژنوم 

 پيکره اين ويروس است.  Bromoviridaeمثبت از خانواده 

در وضوح اتمي شناخته شده است. کپسيد اين ويروس 

نانومتر است. کپسيد  28 وجهي با قطر 20دارای يک تقارن 

با پروئين پوششي  زيرواحدهایکپي مشابه از  180توسط 

ويروس تشکيل شده است. ذرات  سه بعدی تقارن
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توان در گياهان يا در يک سيستم بيان را مي موزاييک جارو

توليد  (Saccharomyces cerevisiaeمخمری )هترولوگ 

در شرايط پروتئين پوششي  علاوه بر اين، مونومرهای کرد.

دست نخورده مونتاژ  ذرات شبه ويروسيآزمايشگاهي به 

. تلفيق نانوذرات طلا و (Cuillel et al. 1983) شوندمي

های نيمه رسانا با کاربرد صنعتي به داخل لنانوکريستا

در شرايط  روندمطالعه شده است. اين  BMVذرات 

درحضور  BMVآزمايشگاهي توسط خودمونتاژی کپسيد 

گيرد. درواقع اگر به اندازه کافي ذرات انجام مي نانوذرات

نانومتر( طلا يا نقاط کوانتومي موجود باشند  3/5کوچک )

شوند. ذراتي با اندازه ملحق مي ويروسي شبه ذرات با

 ملحق شوند BMVبه کپسيد توانند نانومتر مي 16حداکثر 

-17) قطر داخلي کپسيد ويروستقريبا هم اندازه که 

 . (Chen et al. 2006)هستند نانومتر( 18

 Red cloverشبدرقرمز نکروتيک موزاييک ويروس -3

necrotic mosaic virus (RCNMV)  

 RNA دارای ژنوم شبدرقرمز نکروتيک موزاييک ويروس

است. پيکره  Tombusviridaeز خانواده ای و ا تک رشته

 نانومتر 36وجهي و قطر حدود  20تقارن دارای ويروس 

خودمونتاژی کپسيد ويروس به خوبي شناخته  فرآينداست. 

با استفاده از استراتژی مونتاژ کپسيد اين  شده است،

نانوذرات از مصنوعي  بعتوان با ايجاد يک منمي ويروس

در را  ييطلا، نانوذرات ويروسي محل مونتاژدر طلا 

شرايط آزمايشگاهي به دست آورد. با استفاده از اين 

تواند طيفي از اين ويروس مي پوشش پروتئيني ،استراتژی

نانوذرات ويروسي  .دار کندپوششطلا را  ذراتهای اندازه

دارای اندازه ای بين اند کردهدار پوششکه ذرات طلا را 

 . (Loo et al. 2006)نانومتر مي باشند  15تا  پنج

 Cowpea mosaic)بلبلي چشم لوبيا موزائيک ويروس -4

virus (CPMV 

 Comovirusعضو جنس  بلبليچشم وبيال موزائيک ويروس

به دليل  اين ويروس است. همچنين Secoviridaeوخانواده 

وجود شباهت در ساختار، سازمان ژنوم و استراتژی تکثير 

عنوان به  (Picorna viruses)با ويروس پيکورنای حيوانات

 Lin and)ی گياهي، شناخته شده است ويروس پيکورنا

Johnson 2003) ساختار .CPMV نزديک به اتمي  در سطح

 شده است. بررسي

 

 

 

 

 

ين)سمت سيديته پايدر شرايط اکه به فرم غيرمتورم  بلبليويروس لکه کلروتيک لوبيا چشمتصوير بازسازی شده ميکروسکوپي از کپسيد  -3شکل 

 (.Douglas and Young 1998چپ(و به فرم متورم باز در شرايط اسيديته بالا)سمت راست(. کپي شده با اجازه از )

Figure 3. Reconstructed microscopic images for capsid of cowpea chlorotic mottle virus in normal and swollen forms in low (left image) 

and high (right panel) pH, respectively. Reprinted with permission from (Douglas and Young 1998). 

نانومتر  28د و قطر ذرات نوجهي دار 20ها تقارن ونويري

مي بيماریايجاد بلبلي لوبياچشم در باشد. اين ويروسمي

ميلي يکالي  8/0توان آن را به ميزان که به راحتي مي کند،

 خالص سازی کردگياه  گرم به ازای هر گرم از برگ

(Porta et al. 2003) ژنوم ويروس دوبخشي است که هر .

. است کردهدار پوششمثبت را  ۀتک رشت  RNA يک بخش

، و بافر پايدار pHای از دما، در طيف گسترده اين ويروس

اتصال های مختلف است که اين قالب را برای روش

 Wang et) سازدآل ميو کاربردهای نانوفناوری ايده زيستي

al. 2002). 

https://www.google.com/search?sa=X&biw=1366&bih=633&q=Secoviridae&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3ME0xN8lT4gIxLdMtik0rtCyzk630kzLzc_LTK_Xzi9IT8zKLc-OTcxKLizPTMpMTSzLz86wyMtMzUosUUEUBCmLW4VQAAAA&ved=0ahUKEwi_9v-smerQAhUDwBQKHbZOBZgQmxMIbSgBMA4
https://www.google.com/search?sa=X&biw=1366&bih=633&q=Secoviridae&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3ME0xN8lT4gIxLdMtik0rtCyzk630kzLzc_LTK_Xzi9IT8zKLc-OTcxKLizPTMpMTSzLz86wyMtMzUosUUEUBCmLW4VQAAAA&ved=0ahUKEwi_9v-smerQAhUDwBQKHbZOBZgQmxMIbSgBMA4
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 دهد.استفاده در نانوبيوتکنولوژی نشان ميهای گياهي مورد خلاصه ای از مشخصات ويروس -1جدول 

Table 1. A brief description of some plant viruses used in nanotechnology 

 نام ویروس ساختار ژنوم ساختار اتمی VNP / VLP تولید  کاربرد در بیونانوتکنولوژی

 نانوسيم  -نانوميله

 نانو  الکترونيکي هایدستگاه

 سازیقالب کاني

 ای شکليلهم 

 يکسان  پروتئيني واحد زير2130 

ssRNA Tobacco mosaic 

virus 

 پارامغناطيس توليد ذرات

 بازآوايي  عکسبرداری

 مغناطيسي

 رنگ های محل اتصال

 فلورسنت

 ميزبان طبيعي

 سيستم بيان هترولوگ مخمر

Pichia pastoris   
 گياهان خودمونتاژی

 وجهي 20 تقارن

 نانومتر 28قطر

 واحد زير180شکل ازکپسيد مت

 يکسان پوششي پروتئين

ssRNA 
 سه جزئي

 

Cowpea 

chlorotic mottle 

virus 

 طلا نانوذرات

 روشن کوانتومي نقاط

 سيستم بيان هترولوگ 

Saccharomyces 

cerevisiae 
 

 وجهي 20 تقارن

 نانومتر 28 قطر

 واحد زير180کپسيد متشکل از

  يکسان پوششي پروتئين

ssRNA Brome mosaic 

virus  

 طلا نانوذرات
 

 وجهي 20 تقارن  خودمونتاژی

 نانومتر 36 حدود قطر

ssRNA 
 دو بخشي

Red clover 

necrotic mosaic 

virus 

 

 نانو دستگاه های

 طلا نانوذرات

 دو و سه بعدیساختارهای 

 

 

 ميزبان طبيعي

 وجهي 20 تقارن

 نانومتر 28 قطر

پايدار در طيف گسترده ای از دما، 

pH  و بافر 

  

ssRNA 

 بخشي دو

 
Cowpea mosaic 

virus 

 

سطح خارجي اين ويروس به طور گسترده به عنوان 

ر دشود. با تغييرات سنتز مواد استفاده مي داربستي جهت

ند های نانو مانتوان دستگاهمحل سيستئين سطح کپسيد مي

 طراحي کرد. روی آن و يا مدارهای الکترونيک را حسگرها

 ويروسيدين موجود در سطح کپسيد سيستئين و يا هيست

و يا  S-Auتواند زنجيره مي بلبليچشم لوبيا موزائيک

برای را ايجاد کند که  Ni-nitrilotriacetic acid ترکيب

  باشندمناسب ميهای خاص اتصال نانوذرات به محل

(Chatterji et al. 2005). لوبيا موزائيک ويروس همچنين 

 ساختماني هایبلوک نوانع به تغيير يافته بلبليچشم

 دو بعدی و سه بعدی دارجهت ساختارهای برای مولکولي

 از کاربردی استفاده سمت به را ما د کهانشده استفاده

 (.Young et al. 2008) دهندمي سوق نانوابزار

 

 در پزشکی سیاستفاده از نانوذرات ویرو

ر از مهمترين کاربردهای نانوذرات ويروسي استفاده آن د

ز کي اباشد. نانوپزشکي به استفاده پزشنانوپزشکي مي ينهزم

د وانتنانومواد جديدی که مي ۀنانوتکنولوژی، به ويژه توسع

شود. برای تشخيص و درمان بيماری موثر باشد، گفته مي

آلي جهت توانند به صورت ايدهها ميبنابراين ويروس

هدف و يا مواد  ۀحمل داروهای مختلف به نقط

 ری از بافت خاص مورد استفاده قرار گيرندتصويربردا

(Yildiz et al. 2011) . 

گيری دقيق از مزايای استفاده از نانوذرات در درمان هدف

، افزايش رها شدن دقيق و کنترل شده دارونقطه اثر دارو، 

داروها، کاهش عوارض جانبي و سميت  حل شدنقابليت 

 صاصيگيری اختافزايش هدف، دارو دارويي، جذب بهتر

، طولاني بودن مدت زمان تاثيرداروها، کاهش هابافت
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دفعات تجويز دارو، کاهش سميت دارويي به دليل نياز 

مي باشد های درماني کمتر به مصرف دارو و کاهش هزينه

(Douglas and Young 2006) 

درميان نانوذرات کاربردی در علم پزشکي، نانوذرات 

اهميت بيشتری  زيستي نسبت به نانوذرات شيميايي از

برخوردار هستند. در اين ميان نانوذرات مشتق شده از 

 داشته،زايي کمتری برای انسان گياهان احتمال بيماری

ها نسبت به نانوذرات مشتق شده از عوارض جانبي آن

. از مزايای استفاده از نانوذرات استحيوانات کمتر 

 ويروسي به جای نانوذرات شيميايي در پزشکي و درمان،

ين روتئها با دقت بالا و مقياس کم با پامکان اتصال مولکول

-لهکپسيد اين ذرات است. استفاده از نانوذرات ويروسي مي

ای شکل به دليل دارا بودن سطح محيطي بيشترنسبت به 

بالا برای جايگاه  ظرفيتو همچنين  چندوجهيذرات 

ای برخوردار بوده و بيشتر مورد اتصال از توجه ويژه

 ها بهده قرار گرفته است. در اين دسته از ويروساستفا

، پيوندها به پيکره ويروسيمسطح شکل ظاهری و علت 

حساسيت گيرد ودر نتيجه روش موثرتری صورت مي

 .(Singh et al. 2006)شود اتصال اختصاصي بيشتر مي

  ویروسی نانوذرات پایۀ بر واکسن تولید -1

های جديد کسنخوبي را برای تهيه وامنبع ها ويروس

ها به دليل داشتن ساختار پروتئيني اند. آنفراهم کرده

با  مرتبطای و الگوی مولکولي تکرارشونده، طبيعت ذره

چندين  .دهنديزايي را افزايش م(، ايمنPAMPs)بيمارگر 

 ذرات های عفوني پستانداران بر پايهواکسن برای بيماری

ها ر کلينيکموجود و در حال حاضر نيز دشبه ويروسي 

تهيه در . برای مثال نانوذرات ويروسي شوداستفاده مي

 Peek etبکار رفته اند ) واکسنهای هپاتيت بي و آنفلوانزا

al. 2008 .) همينطور کارهای مشابه در رابطه با پيشگيری

. (McKee 2013) از سرطان نيز در حال توسعه است

ويروسي  هایاستفاده از سيستم انتقال ژن ابتدا با ناقل

انساني شناخته شد ولي امروزه به دليل بي خطر بودن 

نانوذرات ويروسي و  های گياهيباکتريوفاژها و ويروس

است. اين ادعا با قرار گرفته  توجهمورد  شبه ويروسي 

و  CPMV ،CCMV ،Qbنانوذرات احتمالي ارزيابي سميت 

M13 ه در موش و در نتيجه عدم ايجاد سميت، تاييد شد

 .(Yildiz et al. 2011)است 

با استفاده از سه استراتژی اصلي جهت تهيه واکسن  

عبارتند از، نانوذرات ويروسي به کار گرفته شده است که  

که توسط مواد شيميايي غير عفوني  نانوذرات ويروسي(1

غيرعفوني  و فاقد ژنوم نانوذرات شبه ويروسي( 2اند.شده

نانوذرات ( 3اند. در سيستم بيان هترولوگ توليد شدهکه 

که توسط مهندسي ژنتيک ساخته  شبه ويروسي نوترکيب

در دو نوع اول ساختار ويروس اصلي شکل مي . اندشده

گيرد اما در نوع سوم فقط پپتيدهای ايمونوژنيک ويروس 

بيماريزا به سطح خارجي ويروس گياهي اتصال داده مي 

 ايجاداگرچه  .(Plummer and Manchester 2011) شود

اين واکسن است، اما در ميزبان، پايه و اساس کاربرد ايمني 

برداری و به کاربرده شده در عکسروی نانومواد امر 

هايي جهت . بنابراين تلاشگذارداثر منفي ميداروها 

محافظت از نانوذرات در برابر سيستم ايمني بدن صورت 

گرفته است. از مهمترين اقدامات صورت گرفته در اين 

 Polyethylene) ل، اتصال زنجيره پلي اتيلن گليکوراستا

glycol )باشد که باعت به سطح خارجي نانوذرات مي

کاهش اثرمتقابل اختصاصي و ايمني در برابر اين نانوذرات 

 .(Steinmetz and Manchester 2009) شودمي

 دارو هدفمند تحویل -2

های تشخيص و درمان نانوذرات هدفمند شده برای روش

با ارسال دقيق دارو به نقطۀ ها آن .باشندار مناسب ميبسي

تاثير داروها را افزايش و اثرات جانبي و مضر را اثر، 

 در چند سال گذشته، چندين فرمولاسيوندهند. مي کاهش

های هدفمند شده برای سلول از نانوذرات ويروسي

توان به است. به طور مثال مي شده سرطاني مهندسي

در اين زمينه  RCNMV و CPMV ،HCSRV استفاده از

ويروس . از ذرات (Ruoslahti et al. 2010)اشاره کرد 

همراه شده با ليگاندهای پپتيد  موزاييک لوبياچشم بلبلي
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در داخل بدن در شرايط  توموربرای هدف قرار دادن 

ت استفاده شده است. اين کار با مهندسي ذراآزمايشگاهي 

قرار گرفته انجام در سطحشان  F56 که پپتيد  ويروسي 

. اين پپتيد به طور اختصاصي به گيرنده فاکتور ه استشد

شود. متصل مي  (VEGFR-1) رشد اندوتليال عروقي

اندوتليال  ۀقادر به عبور از لاي اين ويروسفرمولاسيون 

 .Brunel et al) شودبوده و در داخل تومور متمرکز مي

2010). 

که با شم بلبلي ويروس موزاييک لوبيا چ از فرمولاسيون

به ( Bombesin)رنگ فروسرخ و پپتيدهای بومبسين 

برای هدف قرار دادن نيز  صورت کووالانسي اصلاح شده

های سرطان سلول درهای پپتيد گاسترين آزاد که گيرنده

 Steinmetz) شودپروستات افزايش بيان دارند، استفاده مي

et al. 2011)وذرات دهد که نان. اين تحقيقات نشان مي

بيمار را به صورت موثر و دقيقي  هایبافتويروسي 

 از برداری عکس ۀکنند و راه را برای توسعگيری ميهدف

 د.نکنفراهم مي رساني اختصاصيخاص و داروهای  بافت

 نهای ارسال ژنانوذرات ویروسی درمانی و حامل -3

ها در انتقال اسيدهای نوکلئيک به نقش طبيعي ويروس

ها را به عنوان ناقلين ژن درماني مناسبي تبديل نها، آسلول

در  جانوری ويروسچندين  بدين منظور .کرده است

شده است که به دليل خطرات بررسي مطالعات باليني 

در مقايسه با  های گياهيويروس، تمايل به استفاده از ايمني

داروهايي  .(Yildiz et al. 2011)رو به افزايش است  هاآن

 پاکليتاکسل ،(Doxorubicin) سوروبيسينمانند دوک

(Paclitaxel)که  هاو ساير سيتوتوکسين ، هيگرومايسين

داروهايي ضدسرطاني بوده و با مهار فاکتور رشد از تقسيم 

های با فرمولاسيون کنند،های سرطاني جلوگيری ميسلول

 بارگيری  M13 و RCNMV ،HCRSV ،MS2هدفمند شده

های سرطاني تيمار شده به لولهمه موارد سدر  .اندشده

 .Acosta‐Ramírez et al) اندطور اختصاصي کشته شده

2008). 

 

 تصویربرداری در ویروسی نانوذرات -4

ه بتوانند از طريق پيوند کوالانسي نانوذرات ويروسي مي

-عکس و دربرداری مختلفي متصل شوند، مواد عکس

حسگر ، به عنوان مثال های پزشکي به کار روند.برداری

 تهيه شده با ويروس موزاييک لوبيا چشم بلبلي فلورسنت

 و جريان خون موش زنده و هارگامکان تصويربرداری از 

ساعت را  72ميلي متر به مدت  500جنين جوجه تا عمق 

ويروس  حسگرهای .(Lewis et al. 2006) دهدمي

 هایبه طور اختصاصي به سلول موزاييک لوبيا چشم بلبلي

ن در سطح اي (Vimentin) ل به دليل وجود ويمنتيناندوتليا

شود و باعث افزايش جذب اندوتليوم ها متصل ميسلول

از اين ويژگي  .(Koudelka et al. 2009) شودتومور مي

برداری عروقي تومور استفاده جهت عکس CPMV خاص

برداری از . توانايي عکس(Leong et al. 2010) کنندمي

 دهد کهنشان مي اتدر مطالع رطانيس هایتومور و سلول

رطاني سهای سلول هایلايهتوانند با انواع مي اين نانوذرات

انسان تعامل داشته باشند و در شرايط محيطي بر روی 

 .(SteinmetzCho et al. 2011) شوند تومورها مستقر

برداری های عکسکدر تکني نانوذرات ويروسيهمچنين 

کار  به (Pet scan)نگاری رشب و MRIاز قبيل  پيش رفته

ويروسي از  از ذرات MRIسنجي ند. مواد همادهبرده ش

متصل به گادولينيوم تشکيل  MS2و CPMV ،CCMV قبيل

 در اين دستاورد مفيد، .(Datta et al. 2008) شده است

و  بسته به تعداد زير واحد پروتئينيسطح وسيع نانوذرات 

ی زير واحد، بارگذارهای باند شونده در هر تعداد سايت

 سازد. امکان پذير مي يون گادولينيوم را صدها

 

 نهایی بندی جمع

 از ایگسترده طيف برای کلي اصطلاحي نانو فناوری

های گياهي ويروس .است تازه و نو نسبتا هایفناوری

ابزارهای ارزشمندی هستند که به بيونانوتکنولوژی امکان 

ها را در مقياس نانو رها و دستگاهحسگسنتز مواد جديد، 
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های کاربردی پزشکي، از تصويربرداری تا در برنامه داده،

های ويروسگيرند. تحويل داروها مورد استفاده قرار مي

گياهي مختلفي در اين راستا مورد مطالعه قرار گرفته، 

براساس ساختار و عملکردشان، کاربردهای گوناگوني 

ز نانوذرات ويروسي داشته اند. مهمترين موفقيت استفاده ا

 باشد.ها ميدر علم نانوپزشکي و درمان بيماری

د وليامروزه داروهای فراواني بر پايۀ نانوذرات ويروسي ت 

 گيرد. به طورو به صورت تجاری مورد استفاده قرار مي

حوزه نوين علم بيونانوتکنولوژی به توان گفت کلي مي

ای است و علمي ميان رشته بودهسرعت در حال پيشرفت 

، دانانشناسان، شيميکه شامل همکاری ميان ويروس

 .باشددانان، دانشمندان علوم مواد و پزشکان ميفيزيک
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 20چغندر قند یکی از مهم ترین محصولات کشاورزی است که در حال حاضر حدود 

درصد از قند مصرفی در سراسر جهان را تامين می کند. استفاده از روش های سنتی 

دت زمان اما در عين حال مانتقال صفات مورد انتظار می شود؛ اصلاح چغندرقند موجب 

زیادی برای شناسایی تلاقی های مطلوب صرف می شود. مهندسی ژنتيک )اصلاح دقيق( 

پيشرفته ترین روش اصلاح گياهی است که در حال حاضر مورد استفاده قرار می گيرد. 

در دو دهه اخير از این روش در اصلاح چغندرقند برای مقاومت به آفات و بيماری ها، 

توليد محصولات جانبی استفاده شده است. کاربرد این روش  تنش های غير زیستی و نيز

نه تنها باعث تسریع در برنامه های اصلاحی شده بلکه در مواردی، مانند کاربرد 

چغندرهای مقاوم به علف کش، سبب صرفه جویی در هزینه ها نيز شده است. در این 

برد مهندسی ژنتيک مقاله سعی شده است که به پيشرفت های صورت گرفته در زمينه کار

 در بهبود محصول چغندرقند پرداخته شود.

 

 های کليدیواژه
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  مقدمه

یک گیاه مهم صنعتي و  (.Beta vulgaris L) چغندرقند

یکي از تنها دو منبع گیاهي تامین کننده شکر به صورت 

، نیشکر و چغندرقند به 2007اقتصادی است. در سال 

درصد از کل شکر دنیا را تامین کردند  25و  75ترتیب 

(Joersbo, 2007 اگر چه چغندرقند با سابقه کاشت .)

سال یک گیاه به طور نسبي جدید نسبت  200زدیک به ن

به گیاهان دیگر در نظر گرفته مي شود اما دستخوش 

(. Draycott, 2006پیشرفت های قابل توجهي بوده است )

درصد متغیر است، اما  6تا  4میزان شکر چغندر وحشي از 

چغندرقند از داخل گیاهان چغندر علوفه ای که میزان 

ست انتخاب شد. این میزان شکر در درصد ا 12شکر آن 

درصد افزایش یافته است و  20ارقام تجاری به حدود 

روش های اصلاح سنتي نقش ویژه ای در این پیشرفت 

داشته اند. با این حال، در طول دو دهه گذشته، روش های 

پیشرفته بیوتکنولوژی با روش های اصلاحي سنتي در 

ماری و آفت جهت تولید ارقام مقاوم به علف کش، بی

های زیستي و غیرزیستي از عوامل تنش ترکیب شده اند.

مهم در کاهش عملکرد و تولید محصولات کشاورزی 

درصد کل  14باشند به طوری که حشرات آفت حدود مي

 1999) محصولات کشاورزی در جهان را از بین مي برند

Hilder and Boulter,ای(. آفات پروانه (Lepidoptera ) از

آفات مهم هستند که در اغلب مزارع چغندر وجود جمله 

 Ivic-Haymesکنند )داشته و خسارات زیادی وارد مي

and Smigocki, 2005 به دلیل وضعیت بیولوژیکي .)

خاص چغندرقند از جمله دو ساله بودن، آلوگامي و خود 

بهبود بسیاری از صفات آگرونومیکي از جمله  ،ناسازگاری

ی به دلیل محدود بودن منابع امقاومت به آفات حشره

مقاومت و تنوع ژنتیکي در چغندرقند، سیستم چند ژني 

بهبود آن از سبب عدم موفقیت در مقاومت به این صفت، 

و یا بسیار مشکل است  شدهطریق اصلاح کلاسیک 

(Ivic-Haymes and Smigocki, 2005استفاده از روش .) 

ول ایجاد های مسئهای نوین مهندسي ژنتیک و انتقال ژن

تواند به آور در چغندرقند ميمقاومت به حشرات زیان

عنوان راهکاری برای حل این مشکل مورد بررسي قرار 

های مختلفي برای ایجاد گیاهان چغندرقند مقاوم  گیرد. ژن

برای مقاومت به  ALSژن شامل  آفات و امراضبه 

ژن  (،D’Halluin et al., 1992کش کلروسولفورون )علف

bar کش گلوفسینات آمونیوم رای مقاومت به علفب

(D’Halluin et al., 1992; Kishchenko et al., 2005 و )

جهت مقاومت به علف  GOXو  CP4 EPSPSهای ژن

های ژن(، Mannerlof et al., 1997کش گلایفوسیت )

 MB39 پپتید سکروپین تغییریافتهرمزکننده اسموتین، پلي

(، Snyder et al. 1999گ جو )پپتید آلفا تیونین برو پلي

که باعث  iptژن سازنده سیتوکینین باکتریایي موسوم به 

مرگ و یا اختلال در رشد و تولید مثل مگس ریشه 

 (،Ivic et al. 2001گردد )( ميroot maggotچغندرقند )

( که Proteinase inhibitors)های پروتئینازی بازدارنده

تئازهای مگس ریشه دارای اثر مهارکنندگي بر روی پرو

ژن پروتئین ، مي باشند (Wilhite et al. 2000) چغندر

 Mannerlof) ویروس ریزومانیا( Coat protein)پوششي 

et al. 1996)  ژن وdsRNA ( ویروسيLennefors et al. 

ا به ( برای ایجاد مقاومت به بیماری ریزومانی2006

 چغندرقند منتقل شده اند. 

 Hosemansاز طریق کشت تخمک )تولید دابل هاپلوئید  

and Bossoutrot, 1983; Hansen et al., 1994; Gurel et 

al., 2000 و تولید پروتوپلاست های با خاصیت باززایي )

زیاد از سلول های محافظ نیز امکان پذیر شده است. با 

این حال، دستورالعمل های باززایي به طور معمول به 

مي شود. همچنین تنوع  تولید بسیار کم نمونه ها منجر

بالای ژنتیکي که در درجه اول بدلیل ماهیت 

هتروزیگوسیتي بالای چغندرقند در اثر دگرگشني است 

 ,.Gurel et alیک مشکل جدی برای باززایي مجدد )

2001; Gurel et al., 2003 و تلاش های اصلاحي )

(Zakharchenko et al., 2000; Hisano et al., 2004 )

عمل انتقال ژن، از هر دو روش بر مبنای ناقل است. برای 

 .Aو  Agrobacterium tumefaciensبه عنوان مثال 
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rhizogenes  و روش مستقیم به عنوان مثال بمباران ذره ای

پلي اتیلن گلیکول، الکتروپوریشن، فراصوت  )تفنگ ژني(

و هیبریداسیون سوماتیکي استفاده شده است. سلول های 

ه، عمدتاً برگ، لپه و بافت های پایه سالم و دست نخورد

ساقه های رشد کرده در شرایط آزمایشگاهي مواد مطلوب 

برای روش های انتقال ژن به کمک آگروباکتری و تفنگ 

(. پروتوپلاست به دست Gurel et al., 2008ژني هستند )

آمده از مزوفیل یا سلول های محافظ روزنه به نظر مي 

روش انتقال ژن به کمک  رسد که موثرترین بافت برای

ترکیب پلي اتیلن گلیکول است. با وجود توسعه استراتژی 

های جدید انتخاب، به مانند استفاده از ژن های انتخاب 

گر مانوز، کارایي این روش ها در مورد چغندرقند به طور 

نسبي پایین بوده و منجر به تعداد گیاهان تغییریافته ژنتیکي 

های دولپه مهم صنعتي مي  کمتری نسبت به دیگر گونه

(. در ادامه به پیشرفت های Gurel et al., 2008شود )

صورت گرفته در زمینه مهندسي ژنتیک مهمترین صفات 

 پرداخته مي شود.

 مقاومت به علف کش

 ویژه به هرز، های علف با ضعیفي رقابت گیاه چغندرقند

آن  عملکرد کاهش نتیجه در دارد و مراحل ابتدایي نمو، در

 از در صورت عدم کنترل علف هرز، چشمگیری، طور هب

. (May and Wilson, 2006است ) درصد متغیر 100تا  50

 شامل مرسوم کنترل اقدامات تلفات، این کاهش برای

 است که مختلف فواصل و زمان در کش علف سمپاشي

مي  دشوار و را پیچیده هرز های علف کنترل های برنامه

 علف به متحمل تراریخته غندرقندچ توسعه بنابراین،. سازد

 از یکي کش علف به تحمل .است مهم جایگزین یک کش

 ژنتیک مهندسي توسط موفقیت با صفاتي است که اولین

از ارقام  برخي است؛ شده معرفي زراعي گونه چند به

است که وارد  دهه یک از بیش برای کش مقاوم به علف

متحمل به  چغندرقندهای. (James, 2007بازار شده اند )

علف کش هایي  مانند گلایفوسیت، گلوفوسینات، 

ایمیدازولینون، کلرسولفورون و سولفونیل اوره از طریق 

های درون  سلول انتخاب و آگروباکتریوم انتقال به کمک

تولید ژنوتیپ  برای اولیه استراتژی .بدست آمده اند شیشه

در ژن های  ایجاد تغییر متحمل به علفکش گلایفوسیت ،

 enolpyruvylshikimate-3-phosphate-5اکتریایيب

synthase (CP4- EPSPS) (Fry et al., 1991و ) یا 

 با به گلوفوسینات تحمل .اکسیدوردوکتاز بود گلایفوسیت

زدایي  سم های دخیل در کننده آنزیم های رمز ژن انتقال

 از مانع بوده و گلوفوسینات فعال ماده فسفینوتریسین که

 مي شود، امکان پذیر شد.  سنتز گلوتامین

 توليد چغندرقند مقاوم به ویروس

 ویروس چغندرقند، ویروسي اصلي های بیماری میان در

 زردی ویروس ،(BNYVV) چغندر نکروتیک زرد رگبرگ

 (BYV) ویروس زردی چغندر و( BWYV) غربي چغندر

 ویروس تعداد، این از. از مهمترین بیماری ها مي باشند

 قارچ توسط خاک در چغندر کنکروتی زرد رگبرگ

Polymyxa betae Keskin شده  توزیع ای گسترده طور به

 آن مشخصه مخرب ریزومانیا مي شود که بیماری باعث و

 و اصلي ریشه روی بر های جانبي چه انبوه ریشه گسترش

 کاهش وضعیت سبب این. است ریشه کوتاه اندازه

 ارقام در که شربت شده، کیفیت و عیار قند ریشه، عملکرد

 ,.Stevens et al) درصد برسد 80 به تواند حساس مي

 روش های طریق از ریزومانیا به مقاوم واریته های(. 2006

 در مقاوم به بیماری های ژن از استفاده با معمول اصلاحي

 Betaبه آن مانند  وحشي نزدیک گونه و چغندرقند

maritima ( بدست آمدندMesbah et al., 2007; Panella 

and Lewellen, 2007; Shahbazi et al., 2015).  تولید

چغندرقند مقاوم به بیماری ریزومانیا از طریق تبدیل ژن 

 ;Kallerhoff et al., 1990پروتئین پوششي ویروس )

Ehlers et al., 1991; Mannerlof et al., 1996 و یا )

در انتقال  که خاصي های پروتئین نسخه جهش یافته از

ول ویروس دخیل اند، امکان پذیر گردید. در سلول به سل

(، Zare et al., 2015سال گذشته، زارع و همکاران )

توانایي ساختارهای مختلف سنجاق سری حامل توالي 

یا توالي همپوشان رمزکننده  RNA 2های منطقه بالادست 

ویروس در اعطای مقاومت با  p21 CPپوشش پروتئیني 
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یزومانیا را بررسي بر علیه ر RNAمکانیزم خاموشي 

کردند. نتایج نشان دهنده تولید مقاومت موثر در برابر 

  .ریزومانیا در ارتباط با انتقال ژن بود

 مقاومت به نماتد

 به عنوان مخرب ترین نماتد Heterodera schachtii نماتد

( Panella and Lewellen, 2007) خاک زاد چغندرقند

است  شده طالعهم گسترده طور به قرن یک از بیش برای

(Dewar and Cooke, 2006) .بر روی نماتد چغندرقند 

تخصص  ای بسیار تغذیه و ساختارهای ریشه توسعه یافته

 باعث که آوندی فعال مي سازد سیستم یافته را درون

 از نماتدکش ها برای. محصول مي شود توجه قابل کاهش

 تعل به شیمیایي مواد این اما آن استفاده مي شود، کنترل

 ممنوع کشورها از بسیاری در خود محیطي زیست سمیت

در کنار استفاده از (. Jung et al., 1998) اند شده

مقاوم  از واریته های کنندگان تولید نماتدکش ها،

 & Dewar) تر مقاوم گیاهان با تناوب و چغندرقند

Cooke, 2006 )جمعیت کاهش برای تله گیاهان یا و 

 ,.Lathouwers et al) اند هکرد استفاده خاک در نماتد

سالیان  برای تواند مي نماتد تخم حال، این با(. 2005

 در کافي بماند. مقاومت زنده نامطلوب شرایط متمادی در

 کامل مقاومت اما ندارد، وجود چغندرقند در نماتد برابر

 .B. procumbens، B یعني پروکامبنتس جنس بتا بخش در

patellaris، و B. webbiana فت شده است یا(Jung and 

Loptien, 1986; Paul et al., 1990; Heller et al., 1996; 

Sandal et al., 1997; Jung, 1998; Kleine et al., 

 ها در خارج از ذخیره ژني گونه این حال، این با(. 1998

 چغندرقند به انتقال ژن و چغندرقند قرار داشته اولیه

 ژن حامل کروموزومي قطعه طریق یک از انتقال نیازمند

 تولید .(Panella and Lewellen, 2007مقاومت است )

 از طریق همسانه نماتد حمله برابر در مقاوم چغندرقند

 گونه های یکي از که متعلق به pro1Hs-1 سازی ژن

است و انتقال ژن ( Beta procumbens) وحشي چغندرقند

  (.Kifle et al., 1999)انجام شد  A. rhizogenes بوسیله

درصد در سطح ریشه های مویین بدست  100مقاومت 

 آمد. البته انتقال این ژن به گیاه کامل گزارش نشده است. 

 مقاومت به قارچ

(، ریزوکتونیا Cercospora beticola)سرکوسپورا بتیکولا 

از مهم ترین قارچ های بیماری زا  و اریزیف بتا سولاني،

توجهي در  در چغندرقند بوده که سبب کاهش قابل

 Asher andعملکرد و کیفیت محصول مي شوند )

Hanson, 2006روش از استفاده با حاضر حال در (. کنترل 

 و مقاوم استفاده از ارقام تناوب زراعي، های تلفیقي مانند

ممکن  های استراتژی میان در. شود مي انجام کش قارچ

های  ژن رمز کننده پروتئین معرفي بیوتکنولوژی، راه کار

 هایي در زمینه تولید تلاش .توصیه شده است قارچ ضد

 نتایج و مقاوم به قارچ ها صورت پذیرفته چغندرقند

 مختلف های کیتیناز. است کننده ای بدست آمده امیدوار

ای را از  رشته های قارچ دیواره سلول های ترکیبات که

جدا  C. beticola به آلوده چغندرقند برگ از بین مي برند

 آزمایشگاهي شرایط در قارچي ضد فعالیت ایشده و بر

مهمي از  که سطوح( Nielsen et al., 1994)شد  آزمون

گودرزی و . شد مشاهده هیدرولیتیک های سلول تخریب

( موفق به انتقال ژن Goudarzi et al., 2012همکاران )

کیتیناز لوبیا به کمک روش آگروباکتریوم به دو رقم 

 SBSI-4و  SBSI-2های  دیپلوئید چغندرقند تحت نام

مي  T2شدند. این گیاهان اکنون در مرحله تکثیر در نسل 

 برگ از قارچ که سیستئین ضد از غني باشند. پروتئین

 در محافظتي اثرهای آلوده بدست آمد نیز دارای چغندرقند

هایي در  تلاش(. Kragh et al., 1995) است قارچ برابر

 ژرم در قارچ به اومتمق جدید منابع از برداری بهره زمینه

 مولکولي نشانگرهای از استفاده با چغندرقند پلاسم

(Francis and Asher, 2000 )تولید چغندرقند منظور به و 

صورت  cfp ژن معرفي با C. beticola برابر در مقاوم

 Kuykendall et al., 2003; Kuykendall and) گرفت

Upchurch, 2004 .)قارچ به مقاومت افزایش منظور به R. 

solani، انتقال  چغندرقند به تنبل کدو از کیتیناز ژن یک
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 سرکوب کیتیناز و آنزیم فعالیت افزایش یافت که سبب

تراریخته گردید  گیاهان از برخي در بیماری علائم

(Hashimoto and Shimamoto, 2001 .) در مطالعه ای

(، ژن Goudarzi et al., 2015دیگر، گودرزی و همکاران )

تحت  (mtlDفسفات دهیدروژناز ) -1ریایي مانیتول باکت

آرابیدوپسیس القایي با تنش را به  rd29Aکنترل پیشبر 

چغندرقند وارد و مقاومت لاین های چغندرقند تراریخته 

 Alternariaرا در برابر قارچ های  mtlDحامل ژن 

alternata، Botrytis cinereaو Cercospora beticola 
-mtشرایط نرمال، لاین تراریخته بررسي کردند. تحت 

LS4-32  واکنش بهتری نسبت بهA. alternate  داشته و

ظهور علائم قارچي به تاخیر افتاد. پس از مواجهه با دمای 

روز  14درجه سانتي گراد(، لاین تراریخته بعد از  4پائین )

مایه زني هیچ گونه علائم آلودگي را نشان نداد. همچنین 

بطور  C. beticolaمایه زني شده با  لاین های تراریخته

معني داری مقاومت بیشتری را نسبت به گیاهان 

 غیرتراریخته نشان دادند.    

 حشرات به مقاومت

 گونه چندین در حشرات برابر در مقاوم تراریخته گیاهان

 سمي ترکیبات های رمزکننده ژن معرفي از طریق گیاهي

 کش حشره ینپروتئ های کریستال جمله از حشرات، برای

(ICPs )باکتری از Bacillus thuringiensis  بدست آمده

 Shimamoto)اصلاح شده است  ICP ژن با چغندرقند. اند

and Domae, 1999; Kimoto and Shimamoto, 2000; 

Kimoto and Shimamoto,  2001 .)از استفاده با A. 

tumefaciens چغندرقند لاین اینبرد دو و و (NK150 و 

TK80)، دارنده گیاهان cryIA(b) (Shimamoto and 

Domae, 1999 )یا cryIC  (Kimoto and Shimamoto, 

 تراریخته های برگ تغذیه. شده اند ( شناسایي2000

 تعویق یا و سبب بازدارندگي کلم برگ خوار توسط کرم

 بیان تراریخته، گیاهان از برخي در. رشد لاروها گردید

cryIC نسبت به شراتبالاتری برای ح سمیت cryIA(b) 

جعفری و  .(Kimoto and Shimamoto, 2001داشت )

( موفق به انتقال ژن Jafari et al., 2009همکاران )

cry1Ab  به دو رقم  فاسینسآگروباکتریوم تومهبه کمک

نتایج آزمایش زیست شدند.  HM1990و  7233دیپلوئید 

کرم ژن و مقاومت گیاهان تراریخته بر علیه بیان سنجي، 

را نشان  (Spodoptera littoralis Boisبرگ خوار مصری )

لاین  21( کارایي 1388صدیقي و همکاران ) داد.

در کنترل کرم برگ  Btچغندرقند تراریخته حاوی ژن 

خوار مصری را به همراه یک لاین چغندرقند معمولي 

مورد بررسي قرار داد. نتایج حاکي از برتری چغندرهای 

ل آفت برگ خوار نسبت به تیمار شاهد تراریخته در کنتر

( به Norouzi et al., 2009بود. نوروزی و همکاران )

، دو لاین چغندرقند Cry1Abمنظور بررسي وراثت ژن 

را با یک  7233-8و  7233-3موسوم به  Tتراریخته 

سینگل کراس نرعقیم سیتوپلاسمي تلاقي دادند. تجزیه و 

یاهان تراریخته، تحلیل عملکردی در تعدادی از نتاج گ

مقاومت افزایش یافته این گیاهان در برابر آفت برگ خوار 

را نشان داد و تفاوت محسوسي بین گیاهان تراریخته و 

 گیاهان غیرتراریخته از لحاظ مقاومت وجود داشت. 

 مقاومت به ساقه روی

 زمستان و به دنبال تیمار سرمایي در رشد دوم سال در

 ساقه روی با چغندرقند رد گل توسعه ،(بهاره سازی)

 رشد و به اول سال در ساقه روی اگر. شود مي شروع

در  توجهي قابل کاهش دهد، رخ پائین در بهار دمای دلیل

 باعث ساقه روی همچنین. رخ مي دهد شکر عملکرد

. مي شود قند استخراج و برداشت بروز خسارت در هنگام

مي در بهار  زودهنگام مانع از کاشت ساقه روی مشکل

 به های گلدهي، ژن توسط کنترل ساقه روی. شود

( GA) جیبرلیک سنتز اسید به مربوط که آنهایي خصوص

 در شده انجام مطالعات اساس بر. هستند صورت مي گیرد

A. thaliana بیوسنتز اسید  مهار که رسد مي نظر به

در ساقه  تاخیر سبب ژنتیک مهندسي طریق از جیبرلیک

 ,.Van Roggen et al) دچغندرقند مي شو در روی

 در این زمینه از طریق کاهش بیان اولیه های تلاش(. 1997

GA1 و GA4 بوسیله بیان بالای GA20-اکسیداز کدو 

-GA20 برای سنس آنتي سازه از استفاده با یا و تنبل
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 ,.Van Roggen et al) هیدروکسیلاز-GA3-β و اکسیداز

 .صورت گرفته است (1997

 خشکی به تحمل

 پیش و هوا و آب بر جهاني گرمایش پیامدهای به جهتو با

 به منابع صورت پذیرفته در زمینه دسترسي های بیني

 خشکسالي برابر در مقاوم محصولات توسعه محدود آب،

 از نسبت به بسیاری چغندرقند چه اگر. است بسیار مهم

 است، تر مقاوم خشک شرایط دیگر به زراعي های گونه

مقدار کافي آب، عملکرد آن  اما در صورت عدم وجود

تراریخته  گیاهان(. Rajabi et al., 2008) کاهش مي یابد

از طریق  گونه چندین در خشکسالي برابر در مقاوم

 osmoprotectants و osmolytes سلولي محتوای افزایش

 از طریق چغندرقند در خشکي به تحمل. اند شده ایجاد

 SacB (،Bacillus subtilisسوبتیلیس ) باسیلوس ژن بیان

 آمد دست است به باکتریایي fructans کننده رمز که

(Pilon-Smits et al., 1999 .)تنش تحت تراریخته گیاهان 

 بالاتری خشک وزن مجموع رشد بهتری داشته و خشکي

غیرتراریخته  غندرهایبا چ مقایسه در( + درصد25-35)

 .داشتند

 شوری به تحمل

از طریق معرفي ( Yang et al., 2005) همکاران و یانگ

 رمزگذاری و آرابیدوپسیس از شده جدا AtNHX1 ژن

Na+/H+ antiport غشای به قرارگرفته مورد هدف 

واکوئلي، گیاهان چغندرقند تراریخته با مقاومت بهبود 

 همچنین، گیاهان. آوردند دست به یافته نسبت به شوری

 در سلول انتخاب از طریق شوری به متحمل چغندرقند

 یا و خودی به خود سبب تنوع که درون شیشه طشرای

 Pua and) آمدند دست بود به سوماکلونال از ناشي

Thorpe, 1986; Freytag et al., 1990; Yang et al., 

2004.) 

 سایر صفات

چغندرقند های تولیدکننده  تولید اقداماتي نیز در زمینه

 سوخت و ساز تغییر با اصلي طور )به فروکتان

 شکر و تولید پلاستیک انجام عملکرد بهبود ،کربوهیدرات(

 ,.Sevenier et al., 1998; Pilon-Smits et alشده است )

1999; Hashimoto and Shimamoto, 1999; Weyens et 

al., 2004; Harms and Schulz, 2015; Rector, 2015) 

 

  جمع بندی نهایی

 هک مفیدی را این قابلیت را دارد که صفات بیوتکنولوژی

 در معمولي اصلاح های برنامه طریق از حاضر حال در

 مهندسي نیستند به اصلاح گران معرفي کند. دسترس

 انعطاف و سبب بهبود کارایي تواند مي چغندرقند ژنتیک

بیماری  به مقاومت افزایش هرز، های علف کنترل پذیری

 چغندرقند ریشه های بیوسنتزی ظرفیت افزایش و ها

 آوری فن. افزوده شود ارزش دارایترکیبات  تولید جهت

 اصلاح و سنتي روش های با همراه جدید، ژنتیکي های

 عملکرد ها و ژن شناسایي در محتمل آینده های پیشرفت

در زمینه تولید  ای ویژه موفقیت های به تواند مي آنها

پایدارتر و با هزینه  تر، متنوع پربارتر، چغندرقند محصول

 به بردن پي برای. تم شودصرفه تر خ به مقرون تولید

 برای کارآمد های روش ژنتیک، مهندسي مزیت های

 جهت در چشمگیری های پیشرفت و نیازند سلول کشت

 این با. است انجام پذیرفته نیاز مورد های روش بهبود

های  استفاده از برنامه در مهمي های محدودیت حال،

 قبیل از آزمایشگاهي شرایط در اصلاح و تکثیر معمول

نشان  .باززایي وجود دارد تعداد کم و ژنوتیپي وابستگي

مقاوم به  تراریخته چغندرقند داده شده است که استفاده از

 زیست اثرهای و بوده خطر بي انسان علف کش برای

 حصر مانند ها روش انواع طریق از توان آن را مي محیطي

)رعایت فاصله ایزولاسیون بین مزارع تولید بذر  فیزیکي

تراریخت و کلاسیک(، آموزش زارعین به حذف  چغندر

گیاهان به ساقه رفته قبل از گلدهي در مزارع تولید ریشه، 

حذف چغندرهای وحشي یکساله در مزارع تولید بذر و 

در نهایت سم پاشي علف های هرز مقاوم شده با سایر 
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 پیشرفت وجود با حال، این با. علف کش ها مدیریت کرد

 زمینه کشت تجاری واریته های در این شده انجام های

در تمامي کشورها در سطح وسیع  تراریخته چغندرقند

 تراریخته، دیگر محصولات به مثابه. انجام نمي پذیرد

شدن واریته تراریخته  تجاری مورد ملاحظات زیادی در

 به احتمالي آسیب غذایي، مواد ایمني جمله از چغندرقند

کننده  مصرف و آن توسط صنعت زیست و پذیرش محیط

با افزایش فشار از سوی سازمان تجارت . وجود دارد

جهاني این وضعیت در حال تغییر است که نمونه بارز آن 

اجازه به کشت آزمایشي چغندر تراریخته در آلمان است 

(Gurel et al., 2008 این علائم نشان دهنده تغییر .)

وضعیت آینده کشت چغندرقند تراریخته است. در نهایت 

از ورود فناوری چغندر تراریخته مقاوم به علفکش در  قبل

سطح مزارع به صورت تجاری بایستي با مقایسه هزینه ها 

و فوائد این فناوری در مزارع آزمایشي و پایلوت، ذهن 

مردم و بویژه زارعین را برای پذیرش کشت چنین 

 محصولي آماده ساخت.
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olecular farming refers to the production of pharmaceutical proteins and 

industrial enzymes in plants by genetic engineering. T7RNA Polymerase is one 

of the most important enzymes which is used in various fields of biotechnology 

and molecular biology to produce RNA and study the structure and function of RNA in 

vitro. The in vitro synthesized RNA is employed in hybridization, microarray, anti-sense 

RNA and RNAi experiments. This enzyme has also applications in expression systems 

depending on the T7 promoter and terminator. T7RNA polymerase is a bacteriophage 

enzyme which acts mainly in the cytoplasm. This study aimed to clone and transform 

eukaryotic cells with the T7RNA Polymerase gene for production of T7 polymerase in 

tobacco plants. Specific primers with proper restriction enzyme sites were designed 

corresponding to the ends of the T7RNA polymerase gene and the gene was isolated and 

cloned into the plant expression vector, pCAMBIA1304.  Successful of gene insertion was 

confirmed by PCR, restriction enzyme digestion and DNA sequencing. The recombinant 

construct was transformed into Agrobacterium tumefaciens LBA4404 strain for tobacco 

transformation. The transgenic tobacco plants were regenerated on selective media 

containing hygromycin and cefotaxime antibiotics.  The presence and expression of the 

T7RNA polymerase gene in the transgenic plants was confirmed by PCR and RT-PCR 

techniques.  
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hizoctonia rot disease is one of the most important diseases of crop plants and has 

a worldwide distribution. Despite the relative effects of certain chemicals to 

control the disease, it seems that biological control is one of the appropriate 

methods of control. Beauveria bassiana is an endophytic fungus that can colonize a wide 

range of plants in a systemic manner and enhance plant resistance. In this study the ability 

of three strains of B. bassiana fungus for control of cotton damping- off were investigated. 

Results showed that the isolates used, in addition to their endophytic activities, can 

significantly reduce the disease severity in plants. Based on the result of greenhouse studies 

and measurement of peroxidase activity and total plant protein, the KJ24 isolate at a 

concentration of 107 spores/ml was found to be the most suitable treatment to control the 

disease. It appears that this ability is due to the stimulation of plant growth. Moreover, 

concentrations of 107 spores/ml of isolates TS7 and TS12, were also able to significantly 

reduce the severity of the disease. Based on the observed increase of total protein in plants 

treated with these isolates, the reduction of disease could be due to the induction of plant 

resistance by these isolates. 
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\ 

ucchini yellow mosaic virus (ZYMV) is one of the most important viruses 

infecting cucurbits and the epidemiology of the virus is of considerable practical 

significance. The coat protein (CP) of Potyviruses is a phylogenetically 

informative sequence, but there is no ZYMV-CP sequence available from Varamin, an 

important cucurbit producing region. Therefore, the aim of this study was isolating the 

ZYMV-CP gene in Varamin isolates and studying its phylogenetic relationship(s) with 

previously reported ZYMV isolates. To this end, melon leaf samples were collected from 

Varamin, Pishva and Pakdasht (Southern Tehran) during the spring and summer of 2014-

2015. ZYMV was detected in 34% of the collected samples. Sequencing data showed 

ZYMV-CP in the Varamin isolate was 840 nucleotides in length. Phylogenetic trees based 

on the entire ZYMV-CP gene showed all the ZYMV isolates cold be placed in three main 

groups A, B and C in which group A was further subdivided into 8 subgroups, A1-A8. 

Iranian isolates of ZYMV are placed in A1, A6 (including the Varamin isolate) and A8 

subgroups. Subgroups A7 and A8 were detected for the first time in this study. However, in 

the N-terminal region of the CP, the most variable region, central Europe isolates harbor a 

landmark conserved motif of N16N17A27M37. This motif was detected in the ZYMV-

Varamin isolate but not in other Iranian isolates, suggesting that this isolate might have been 

imported from central Europe by means of infected cucurbits seeds.  
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ptimization of wheat tissue culture is essential for any gene transfer process and 

for generation of cell suspension lines. To optimize tissue culture conditions for 

four bread wheat lines (C-D-4, C-D-6, C-D-8, and C-D-9), several factorial 

experiments based on completely randomized design with 3 replications were conducted. 

Callus induction potential and regeneration of lines under different hormone treatments 

were evaluated. For callus induction, ML1G1 medium containing three levels of 2, 4-D (2, 

2.4 and 3 mg/l) and for regeneration, MS and N6 medium including different levels of 

NAA, BAP and Kin was used. With respect to the effect of hormones on the different wheat 

lines, the results showed that the highest callus induction rate was achieved with C-D-

9(82%) and the highest rate of callus induction (60%) was recorded in 2.4 mg/l 2, 4-D for 

all lines. With respect to embryogenic callus production, ML1C2 media containing 250mg/l 

AgNO3 produced the highest embryogenic callus percentage in C-D-9 and C-D-8 lines. The 

highest regeneration rate (29.62%) for C-D-9 lines was obtained in N6 (6) medium 

containing 1 mg/l IAA + 1 mg/l BA. 
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odium efflux is one way to reducing of cytosolic sodium in plants. This prevents 

toxic effects of sodium on cytosol cellular processes. Sodium/hydrogen transporters 

in the plasma membrane (SOS1) are one of the best known proteins in this process. 

In this study Kochia scoparia, a halophyte dicotyledonous plant was used as a source to 

gene isolation. Using designed primers based on conserved regions of other plants, a gene 

coding sequence of approximate 3600 nucleotides and 1200 amino acids was identified and 

sequenced. Analysis with BLAST verified that maximum nucleotide homology of the 

sequence with other SOS1 proteins was 84%, and in amino acid homology 92%. Additional 

in silico analysis was performed to characterize the putative protein and its relation with 

other SOS1 proteins, which contain a hydrophilic alpha helix region as passenger fragment 

through plasma membrane and in contrast to this, a sequence with less alpha helix and 

hydrophilic properties, is as protein intracellular fragment. These results support the role of 

sodium efflux for resistance response to salinity in Kochia using plasma membrane 

transporters. 
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ene expression studies by real-time PCR constitute a powerful tool to analyze the 

mechanisms underlying plant abiotic-stress tolerance. One of the crucial steps of 

this technique is the selection and validation of reference genes to normalize 

target gene expression under different stress conditions. In an attempt to find the best 

reference genes for wheat root salinity research, we evaluated the stability of the three most 

commonly used reference genes (GAPDH, Actin and Ta.22845) using the NormFinder, 

BestKeeper statistical algorithms and the comparative ΔCT method. The results indicated 

that Actin was the most suitable reference gene for gene expression normalization under 

salinity treatment in wheat root. 
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n recent years, gene transfer to cereal crops has become an important tool for 

improving agronomic traits. Barley is one of the most important cereals and like other 

crops its modification by genetic transformation is an important method for increasing 

tolerance to biotic and abiotic stresses. Optimization of the various factors that can influence 

transformation and regeneration of the target plant is the first step in the gene transfer. In 

this research, some of the factors influencing transformation of barley with Agrobacterium 

such as the Agrobacterium strain, bacterial concentration, co-cultivation period and 

Agrobacterium infection medium were investigated. To confirm the presence of possible 

transferred genes in the transgenic plants, a PCR test was done and expression of the 

transferred gene was carried out using a GFP gene expression test. Regeneration of 

transgenic explants was carried out successfully and fertile transgenic plants were obtained. 

The results showed that in the transformation of immature embryo explants of barley, the 

LBA4404 and AGL1 Agrobacterium strains were the most effective strain and a 

concentration of OD600=1 was the optimal bacterial concentration. Also, the usage of LB as 

the inoculation medium and a 2-days co-cultivation period of explants with Agrobacterium 

resulted in maximum transformation of barley. 
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n many organisms, detoxification enzymes play important roles in detoxification of 

xenobiotics and are considered as biomarkers of toxic effects of exposure to a variety 

of these agents. In the current study, the effects of thiamethoxam and pirimicarb in 

sublethal concentrations were evaluated on Aphis fabae Scopoli (Hemiptera: Aphididae) 

detoxification enzymes. The median lethal concentrations for the female aphids exposed to 

thiamethoxam and pirimicarb were 113.85 (68.94-625.16) and 2.94 (1.71-3.99) mg (ai)/L, 

respectively. The activity of monooxygenases was measured as detoxification enzymes. The 

effects of both insecticides on A. fabae caused significant increase in monooxygenase 

(P<0.0001). Glutathione-s-transferase (GST) was likewise induced in A. fabae by increasing 

the sublethal concentrations of pirimicarb (df=5, 12, F= 18.17, P= 0.0001). Finally, 

thiamethoxam in higher concentrations (48.07, 75.06 and 113.85 mg (ai)/L) induced this 

enzyme (df=5, 12, F= 9.15, P= 0.0009). The results illustrate that two important aphicides, 

thiamethoxam and pirimicarb in sublethal concentrations can be detected by detoxification 

enzymes as biochemical markers. Consequently, prediction of poisonous effects on the 

aphid populations in the field will be possible. 
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esame (Sesamum indicum L.) is not only a source of manganese and copper, but is 

also rich in calcium, magnesium, iron, phosphorus, vitamin B1, zinc and dietary 

fiber. Sesame contains a group of fibers called Lignans, including Sesamin and 

Sesamolin, which are especially useful as they decrease cholesterol in the human body. Due 

to its use in medical treatments, especially in cancer cases, recent decades have seen 

numerous efforts aimed at a better understanding of Sesamin production and the genes 

underlying its biosynthesis, with the aim of enhancing expression of genes involved in this 

pathway. In this study, the effects of salicylic acid and phenylalanine on the expression level 

of two key genes, CYP81Q1 and C3H, involved in the Sesamin biosynthesis pathway were 

evaluated using sesame cell suspension culture and qRT-PCR. For this purpose, sesame cell 

suspensions were treated using 0.1, 0.5 and 1 mg/l salicylic acid and 0.1 mg/l phenylalanine. 

Sampling was carried out 24, 48 and 72 hours after treatment. Gene expression analysis was 

performed by the qRT-PCR technique. The results showed that expression of genes 

involved in Sesamin biosynthesis increased in all the samples treated with salicylic acid and 

phenylalanine. The highest increase in expression level of CYP81Q1 occurred in 1 mg/l of 

salicylic acid 72 h and 0.1 mg/l of phenylalanine 72 h after treatment. The highest increase 

in expression level of the C3H gene occurred in 0.1 mg/l of salicylic acid 24 h and 0.1 mg/l 

of phenylalanine 72 h after treatment.  
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ed nightshade (Solanum alatum Moench.) is one of the important medicinal 

plants from the Solanaceae family. Tissue culture technology is a very useful 

application of biotechnology which can be used for plant preservation, rapid 

multiplication and in genetic engineering for molecular breeding or improving 

secondary metabolite production. In this study, plant regeneration from three different 

explant sources derived from young seedlings, including hypocotyl, coleoptile and leaf 

segments, was evaluated. In this research, efficient protocols for regeneration of red 

nightshade from all three explants are reported. The best shoot regeneration response 

(100%) was obtained at 0.5 mg/l BAP concentration for leaf explants. Regenerated plants 

adapted to greenhouse conditions with a high efficiency (100%) and produced normal 

flowers and seeds. Also, leaf explant was found to be the most efficient explants for plantlet 

regeneration, with a mean number of 29.93 shoots per explant. Finally, the potential of leaf 

explants for gene transfer and expression by means of a gene gun (at two rupture disk 

pressure of 1100 and 1350 psi), was evaluated using transient GUS expression, and leaf 

explants were found to be suitable for this purpose. 
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or conservation of indigenous poultry genetic resources and their use as genetic 

material in poultry breeding programs, it is necessary to obtain accurate genetic 

knowledge about these animals. The aim of this study was to investigate the 

genetic and phylogenetic characteristics of Khazak native chicken of Sistan 

usingthe nucleotide sequence of mitochondrial cytochrome b. For this purpose, blood 

samples were collected from 20 Khazak native chickens of Sistan. After DNA extraction, an 

864 bp fragment of cytochrome b of mitochondrial genome was amplified by primers. The 

amplified fragments were purified and sequenced. A total of five different haplotypes were 

determined based on three single nucleotide polymorphism sequences. The final sequences 

from each haplotype with 789 bp in length were obtained, including 26.37% of adenine, 

13.31% of guanine, 36.50% of cytosine, and 23.82% of thymine. The results indicated that 

the Khazak native chicken of Sistan has the lowest genetic distance from Japanese and 

Chinese native chickens. 
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romoter sequences are one of the key factors in directed gene expression. 

Different types of promoters can be used according to the type of tissue or 

expression levels desired. β-Conglycinin is one of the major storage proteins in 

soybean seed embryos and is produced in the seed development stage. The 

synthesis of storage proteins is primarily controlled at the transcriptional level and seed-

specific expression has been shown to be conferred upon the promoter regions of many 

storage protein genes. In this research, a seed specific promoter (β-Conglycinin) of Iranian 

Glycin max was isolated from genomic DNA. Then, the promoter was cloned into 

pTZ57R/T and sequenced. Sequence analysis showed that the cloned promoter contained all 

of the typical conserved motifs such as TATA box, CAAT box as well as other previously 

identified seed-specific motifs such as SKn-1, RY repeats, G box. Finally, the β-

Conglycinin promoter was cloned into pBI121 binary vector for further research. 
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ver the past 38 years, there has been a re-orientation of virology studies toward 

the beneficial use of viruses, and several plant viruses have been employed as 

expression vectors. The use of plant virus vectors for production of 

recombinant proteins has advantages such as speed of expression, high yield, 

reduced cost and duration of studies, and an extremely high throughput of recombinant 

proteins.  Thus with such vectors large scale production of recombinant proteins required 

for pharmaceutical and industrial applications is accessible. Plant viruses can also also be 

used for improved vaccine efficacy. Such vaccines can be made by ligand conjugation of a 

non-immunogenic peptide to the outer surface of the virus coat protein. Finally, plant virus 

vectors can be employed as library construction tools for discovery of gene function in 

genomics studies. Here, we review the use of plant viruses in expression of recombinant 

proteins. 
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he emphasis on viruses as disease-causing agents has skewed scientists’ perception 

of other aspects of viruses. In recent years, there has been a re-orientation of virus 

studies toward the beneficial use of viruses, independent of their disease-causing 

phenotypes. For example, plant viral capsids have been utilized as biotemplates, drug 

vectors and nanodevices in many practical applications. By studying the morphology, 

genetics, spatial folding, replication and assembly strategy of viral capsids, we can 

manipulate the viral genome and viral proteins for in various fields. At present one of the 

most important uses of plant viruses is in nanomedicine, where they can be employed in 

diagnosis and therapy. Their low toxicity for humans and their specific effects are the main 

advantages of using plant viral nanoparticles. This review discusses applications of plant 

viruses in bionanotechnology. 
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ugar beet is one of the most important agricultural products which currently 

provides about 20% of the sugar around the world. With classical breeding methods, 

good traits can be introduced in sugar beet breeding programs but it can take years 

to find the perfect cross. Genetic engineering (precision breeding) is the most advanced 

plant breeding method that is currently used. In the last two decades, this method has been 

applied in sugar beet breeding for resistance to pests and disease, abiotic stress, and also by-

product production. Genetic engineering has not only elevated the efficiency of breeding 

programs efficiency but also in some cases, such as introducing resistance in sugar beet to 

herbicide application, significantly reduced costs. The present study will describe recent 

progress in the application of genetic engineering in sugar beet improvement. 
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