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 و ایمنی زیستیک یژنت مهندسی مجله درنگارش مقاله  يراهنما

اي علمی پژوهشی است که  نشریه :مهندسی ژنتیک و ایمنی زیستی
هدف اصلی ایـن  شود.  منتشر می ایمنی زیستی ایرانتوسط انجمن 

رسانی و نشـر دانـش روز مهندسـی ژنتیـک و ایمنـی       مجله اطلاع
 تحلیلـی  ،)Research Paper(هـاي پژوهشـی    زیستی و چاپ مقاله

)Review Paper ( و کوتاه)Short Communication(    تهیـه شـده
را کـه قـبلاً   مهندسی ژنتیک و ایمنی زیستی. هاي مختلف  در زمینه

 است.ه یا همزمان به مجلات دیگر فرستاده نشده باشند نشدچاپ 
اي از تـدابیر، سیاسـت هـا، مقـررات و      ایمنی زیستی به مجموعـه 

برداري از فوایـد    شود که براي تضمین بهره  لاق میهایی اط  روش
قطعی بیوتکنولوژي مدرن و پیشگیري از آثار سوء احتمالی کاربرد 
این فناوري بر تنوع زیستی، سـلامت دام، گیـاه و محـیط زیسـت     

هایی که خلاصـه آنهـا    همچنین نتایج پژوهش شود. بکار گرفته می
باشـند را بـا داوري    دهش ـهاي علمی ارائه  در سمینارها و کنفرانس

. مسـؤلیت صـحت و سـقم    کنـد  علمی پذیرفته، چاپ و منتشر می
بـر عهـده    )نویسندگان( محتواي علمی مقاله و ترتیب نام نویسنده

کند و کلیه مکاتبات با  مجله ارسال می بهشخصی است که مقاله را 
شود. دانشجویان کارشناسی ارشد و دکترا نیـز بـراي    وي انجام می

راهنمـاي خـود را   (اسـتادان)  اله باید موافقت کتبی استاد ارسال مق
 کسب کرده باشند. رعایت موارد زیر در تهیه مقاله ضروري است.

 تهیه مقاله تحقیقی راهنماي -الف
روش نگارش: مقالات بایـد روي کاغـذ سـفید و بـدون آرم و در     

مترحاشـیه از هـر    سـانتی  5/2)، با حفظ A4سانتیمتر(  21×29ابعاد 
بـه صـورت تایـپ     فاصـله بـین سـطرها،    متـر  سانتی 5/1و طرف 
. محتواي مقاله نبایـد  شوداي و به زبان فارسی تهیه و ارسال  رایانه

 Wordافـراز   هـا بـا نـرم    صفحه تجاوز کند. لازم است مقاله 15از 

براي  12لوتوس با اندازه -Bو با قلم XP، در محیط ویندوز 2003
بـراي مـتن    10با انـدازه   Times New Romanمتن فارسی، با قلم

 پســتانگلیســی، بــه صــورت معمــولی تایــپ شــده و از طریــق 
یا پایگاه الکترونیک مجله بـه   gebs.j.bs@gmail.com الکترونیک

 .جله ارسال شودبه دفتر م www.gebsj.irآدرس 
دو صفحه مجـزا (فارسـی و   برگه مشخصات مقاله: این قسمت در 

نام خانوادگی، مرتبـه علمـی و    شامل عنوان مقاله، نام و انگلیسی)
 بود. (نویسندگان) خواهد نویسنده پستی و الکترونیکیآدرس 

مقاله به ترتیب عبارتنـد از: عنـوان،    اصلیهاي  اجزاء مقاله: قسمت
نتـایج و بحـث،     ها، مواد و روش مقدمه، اي کلیدي، ه واژه چکیده،

نتـایج و   منابع و چکیده به زبان انگلیسـی   ،(اختیاري) سپاسگزاري
بـراي   صورت توام یـا جداگانـه ارائـه شـود.    بحث ممکن است به

 MS Word) اسـتاندارد Headingبنـدي (  بندي تیترهـا از تیتـر   قالب

ها) از قلـم   علمی گونهاستفاده شود. در موارد خاص (مانند اسامی 
 ) استفاده شود.Italicکج (

کلمـه و   15مقاله باید حـداکثر  فارسی : عنوان فارسی عنوان -3-1
 منعکس کننده محتواي کامـل مقالـه باشـد. قلـم نگـارش عنـوان،      

 B- است 14با اندازه  تیتر. 
عنوان انگلیسی: عنوان انگلیسـی مقالـه بایـد ترجمـه دقیـق       -3-2

 بـا قلـم    که بلافاصـله در زیـر عنـوان فارسـی     عنوان فارسی باشد
Times New Roman صورت و به 12، اندازهBold  آورده شود. 

بیـانگر   بایـد چکیده فارسی: در ایـن بخـش چکیـده مقالـه      -3-3
گیـري کلـی از    جـه نتایج به دست آمـده و نتی  ،روش مساله، هدف،
زم . لاکلمه تجاوز کنـد  300نباید از  تا حد ممکنو  پژوهش باشد

) بـر اسـاس حـروف الفبـاء     واژه 5(حداکثر  هاي کلیدي است واژه
 مرتبط با موضوع پژوهش در پایان چکیده مقاله درج شود.

مقدمه: در این قسمت لازم اسـت پـس از معرفـی موضـوع      -3-4
 هاي انجام شـده قبلـی   (تعریف مساله) به منابع و پژوهش پژوهش
از اجـراي  و همچنـین هـدف    شـود خـارجی) اشـاره    یـا (داخلی 
 ذکر شود.در پایان مقدمه  پژوهش

ها: در این بخش از مقاله مواد و وسایل به کار  مواد و روش -3-5
هاي شناسـایی و   ، طرح آماري و روش ي پژوهشاشیوه اجر  رفته،

 شوند. توضیح داده می طور کامل با ذکر منبع به ارزیابی
 و جـدول صـورت مـتن،    نتایج: نتایج حاصل از پژوهش بـه  -3-6

قابـل ارائـه اسـت. لازم اسـت از تکـرار و ارائـه ارقـام بـه          شکل
هـا   شکل .شودنمودار و غیره) اجتناب   (جدول، گانه چند هاي شکل

ورت سیاه و سفید ارائه شوند. لازم به ذکـر  ص به بایدمتن مقاله  در
در  300DPIو  JPGبا فرمت   صورت جداگانه،  به ها شکلاست که 

آورده شوند. ضمناً در تدوین  در صفحه مجزا هر کدام انتهاي مقاله
 خطوط عمودي در داخل جدول پرهیز شود.از رسم  باید ها جدول

هــر ســتون جــدول بایــد داراي عنــوان و واحــد مربوطــه باشــد.  
) *توضیحات اضافی عنوان و متن جدول با استفاده از نماد ستاره (

در بالا و سـمت چـپ جملـه یـا عـدد مـورد نظـر و توضـیح در         
مشـخص   10انوشت جـدول در سـمت راسـت بـا انـدازه قلـم       پ

شود. عنوان و محتواي جدول ها به دو زبان فارسی و انگلیسی  می
تهیه شود و اعداد داخل جدول نیز انگلیسی باشد. عنوان جدول با 

صورت ساده نه پررنـگ)   شماره آن و خط تیره (به ،"جدول" واژه
تمایز مطلوب باشـند.  ها باید داراي وضوح و  شود. شکل شروع می

هـا   متر تجاوز کند. عناوین شکل سانتی 5/7ها نباید از  عرض شکل
به دو زبان فارسی و انگلیسی باید در پایین آن قرار گیرد و با کلمه 

شود. روابط و معـادلات   شماره آن و خط تیره شروع می ،"شکل"
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هـا،   گـذاري شـوند و ارجـاع بـه جـدول      در متن مقاله باید شـماره 
ها و روابط در متن با شماره مـورد یـاد شـده داخـل پرانتـز       شکل

 گیرد. صورت می
بحث: در این قسمت نتایج حاصل از پژوهش مورد تجزیـه   -3-7

و تحلیــل قــرار گرفتــه و بــا توجــه بــه هــدف پــژوهش بحــث و 
آید. مقایسـه نتـایج حاصـل از آن بـا نتـایج       میعمل  گیري به نتیجه

و خـارجی در ایـن بخـش از     هاي مشابه در منابع داخلـی  پژوهش
نتـایج و بحـث را    تـوان  مـی  مقاله ضروري است. در صورت لزوم
 .کردتواماً تحت عنوان نتایج و بحث ارائه 

 از نوشتن پاورقی اجتناب شود. -3-8
: در پایـان بحـث حـداکثر در چهـار     (اختیاري) سپاسگزاري -3-9

ام کـه در راهنمـایی و یـا انج ـ    و مراکـزي  تـوان از افـراد   سطر می
لـوازم   یا در تـامین بودجـه، امکانـات و    و کردهمساعدت  پژوهش
 .کرداند تقدیر و سپاسگزاري  نقش موثري داشته پژوهش

: کلیه منابع مورد استفاده اعم از فارسـی و انگلیسـی   منابع -3-10
نـام   يترتیـب حـروف الفبـا    در انتهاي مقاله به زبان انگلیسی و بـه 

آورده شـود. در انتهـاي    شمارهبدون ذکر خانوادگی نویسنده اول 
) قید شود. In Farsi with English abstractمنابع فارسی عبارت (

در متن ارجاع به منابع باید تـا حـد ممکـن از ذکـر نـام نویسـنده       
(نویسندگان) در شروع جمله خودداري و منابع در انتهاي جمله و 

از  در پرانتز ارائه شوند و براي جداسـازي چنـد منبـع از یکـدیگر    
 مانند استفاده شود. ";" نقطه ویرگول

(Thion et al.1996; Dodd et al.2006) 
نابع مورد اشاره باید چاپ شده یا با اجازه چاپ (پذیرش شـده)  م

هاي چاپ نشده قابل ذکر در لیست منابع نخواهد  باشند و پژوهش
 شود. بود. براي مثال به موارد ذیل اشاره می
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طـور   ): چکیده فارسی مقاله باید بـه Abstractچکیده انگلیسی( -3-10
و  12اندازه  Times New Romanکامل به انگلیسی ترجمه و با قلم 

ي هـا  در پایان مقاله درج شود. در انتهاي چکیـده انگلیسـی ترجمـه واژه   
کلیدي فارسی بر اساس حروف الفباء آورده شـود. ضـمناً نـام نویسـنده     

  (نویسندگان) نوشته و آدرس آنان آورده شود.
 تهیه مقاله مروري راهنماي -ب

 موضـوع  زمینـه  دربـوده و   مقاله اول نویسنده باید مروري مقاله فرستنده
 تاس ـ لازم نویسـنده اول مقالـه   .باشـد  نظر صاحب کشور سطح در مقاله

 در ،بـوده  مربـوط  مقاله موضوع به که خود تحقیقات از مورد دو حداقل
 نامبرده هاي پژوهش بیانگر و شده چاپ پژوهشی-علمی معتبر هاي مجله

 .باشد کرده استفاده منابع در باشد، گذشته سال پنج در
در مقاله مروري تمامی موارد ذکر شده براي مقاله پژوهشـی بـه اسـتثناء    

 بحث باید رعایت شود. نتایج وها،  مواد و روش

 تهیه مقاله کوتاه راهنماي -ج
تـراز مقالـه کامـل اسـت و      و محتوي هم علمیمقاله کوتاه از نظر ارزش 

 4تـر اسـت و بایسـتی حـداکثر در      تنها از نظر مطالب ارائـه شـده،کوتاه  
با حـذف   صفحه و با رعایت تمامی موارد ذکر شده در مقاله پژوهشی و

نتـایج   ها، هاي مقدمه، مواد و روش مقاله (حذف عنوان بندي داخل عنوان
 و بحث) تهیه شود.
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 دستور خط نگارش مقاله -د
شود در نگـارش   ها درخواست می از مؤلفان و مترجمان محترم مقاله

دســتور خــط "هــاي ارســالی نکــات زیــر را، کــه برگرفتــه از  مقالــه
 است، رعایت کنند. "فرهنگستان زبان و ادب فارسی

ند است از به کاربردن واژه هاي عربی خـودداري  خواهشم

نموده و بعد از معادل سازي آنهـا از عربـی بـه فارسـی(با     

توجه به دستور فرهنگستان زبـان و ادب فارسـی) در مـتن    

 مقاله مورد استفاده قرار گیرد.
فاصـله یـک   "هـاي هرجملـه یـا عبـارت      میـان واژه  گذاري: فاصله
هـاي   باید رعایت شود (که نمونه هاي مستقل از هم بین واژه "حرفی

هـاي مرکـب،    فرمایید). اما در واژه آن را در همین نوشته ملاحظه می
را رعایـت کـرد (ماننـد     "فاصـله   نـیم "یا  "درون کلمه"باید فاصله 

 زا). ها، خردورز و آلرژي روز، آن ها، یک فاصله
کومـا  ، قبل از نقطـه،  ")"و پیش از پرانتز بسته  "("پس از پرانتز باز 

 و نقطه کوما نباید فاصله گذاشته شود.
 ها، پیشوندها و پسوندها املاي برخی واژه

فاصـله   همیشه جدا از واژه، پس از خود و بـا رعایـت نـیم    "می" -
 شود). گوید، می رود، می نوشته شود (مانند می

همواره جدا از واژه، پیش از خـود و بـا رعایـت     "ترین"و  "تر" -
 د (به استثناي بیشتر، کمتر، مهمتر و بهتر).فاصله نوشته شو نیم
صورت سرهم یا جدا نوشته شود. اما  تواند به می "ها"نشانه جمع  -

به چند دندانه یا ط یا ظ یـا ه خـتم    "ها"در مواردي که واژه قبل از 
فاصـله   همواره جدا از واژه پیش از خـود و بـا رعایـت نـیم    شود  می

 ).  ها ها، خیاط نوشته شود (مانند کوه
براي کلمات مختوم بـه هـاي غیرملفـوظ، در حالـت مضـاف، از       -

(یاي کوتاه) استفاده شود (مانند نامـۀ او، خواسـتۀ تـو،     "ء"علامت 
 نوشتۀ ما).

دار رعایت شود (مانند تأیید، رئیس،  گذاري در کلمات همزه همزه -
 مسئله، مؤسسه و جزء).

 هاي صحیح استفاده از واژگان و معادل
ها و  زیستی ایران عبارات، معادل ایمنیسی ژنتیک و مهندنشریه 

دهد. از کلیه نگارندگان محتـرم   واژگان زیر را مورد استفاده قرار می
خواهشمند اسـت نسـبت بـه تهیـه مقالـه بـا اسـتفاده از واژگـان و         

 هاي صحیح اقدام فرمایند. معادل

 

مقالاتی که بر اساس راهنماي تهیـه مقالـه بـراي مجلـه     
ایمنـی زیسـتی ایـران تهیـه نشـده و بـا       یک و مهندسی ژنت

مندرجات این راهنما مطابقت نداشته باشند، مـورد بررسـی   
 قرار نخواهند گرفت.  

 

 بنویسیم ننویسیم

 است، هستند باشند باشد، می می

 بنابراین لذا

 شوند شود، می می گردند گردد، می می

 شد، شود، شوند گردید، گردد، گردیدند

 کنند کند، می می مایندن نماید، می می

 تغییر ژنتیک یافته، تغییر یافته ژنتیکی

 ترانس ژنیک، تراریخت تراریخته

 دستکاري شده ژنتیکی

Transgenic 

Transformation تراریزش، تراریختی 

Transgene تراژن 

To transform  یتراریختبراي 

Probeکاوشگر ، پروب 

Markerنشانگر ، مارکر 

Primer ،آغازگر انداز پرایمر، راه 

Terminator ،ترمیناتور، پایان دهنده ،
 خاتمه دهنده

 پایانبر

 مهاجرت ژنی، انتقال ژن،  فرار ژن

Promoterپیشبر ، پروموتر 

 تفاوت یزم، چند شکلیفمور پلی
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ست اما بیوتکنولوژي ، کاربرد و زیبایی گیاهان زینتی را افزایش داده اسنتیح نباتات اصلا
 هاي مرسوم ایجاد کند که با روش را در گیاهان زینتی جدیدي هاي تتواند صف می

ز ر در میخک ورنگ  هاي آبی عنوان مثال تولید گلبرگ به ،پذیر نیست امکان گیري دورگ
هاي مهندسی ژنتیک در  هستند. کاربردحاصل از بیوتکنولوژي جدید  هاي تصف اي از نمونه

هاي  بیماريها و  به آفت شود، بلکه ایجاد مقاومت گیاهان زینتی به تغییر رنگ گل محدود نمی
بسیاري از  گیاهان زینتی و ههاي برید گلدهی و طول عمر شاخه هو نیز افزایش طول دور گیاهی

ادل گیاهان زینتی در شود که صنعت تولید و تب بینی می پیش اند. دیگر از آن جمله هاي تصف
رو شود. این تحول مرهون نقش مهندسی ژنتیک  هچندان دور با تحولی شگرف روب اي نه آینده

مورد استفاده از آن ابراز هر فناوري جدیدي، ملاحظاتی هم درزمان با پیدایش  خواهد بود. هم
این احتمالی  رهاياث موردررا د یالاتوسهم  تراریخته زینتیسازي گیاهان  تجاريشود.  می

هاي متعدد  الات داراي خواستگاهووجود آورده است. این س بهگیاهان در مدیریت اکوسیستم 
ها نیست، بلکه هدف از این  مشروع یا نامشروع هستند که این نوشتار در پی واکاوي این خواستگاه

احتمال خطر زیست این مقاله به ارزیابی  .هاست ه پاسخ به آنارای ها و نوشتار طرح این سوال
بررسی پردازد.  موجود می و قوانین و مقررات ها پژوهشان زینتی تراریخته، نتایج گیاهمحیطی 

ویژه  براي اهل فن و به تواند ارزیابی گیاهان زینتی تراریخته می هاین مقاله و آشنایی با نحو
 مسئولین نظارتی مفید باشد.

 

 کلیدي هاي واژه

mailto:gtohidfar@abrii.ac.ir
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  مقدمه

زراعی جهـان   هاي زمینمیلیون هکتار از  170اختصاص قریب به 
به کشت گیاهان تراریخته (حاصـل از مهندسـی ژنتیـک) در سـال     

 زنده موجودات تن میلیاردها رهاسازي و مصرفکه تولید،  2012
 گران تحلیل و آگاهان براي است داشته دنبال به را شده ورزي دست

چنان راه خـود را   هم این فناوري که گذارد نمی برجاي را تردیدي
). James 2012( براي سیطره بر جهان کشاورزي ادامه خواهـد داد 

بیوتکنولـوژي در   و ژنتیـک  مهندسی از ناشی هاي پیشرفتاگرچه 
 اما در تحسین برانگیز و غیرقابل انکار است،حوزه گیاهان زراعی 

ین برانگیـز در  آور و تحس ـ تحـولاتی اعجـاب   دهه اخیر شـاهد دو 
 فنـاوري حاصـل از مهندسـی ژنتیـک و     گیاهان زینتیزمینه تولید 

ــتی  ــززیس ــوده نی ــک  ب ــد رز و میخ ــم. تولی ــه از  ای ــاي تراریخت ه
کاري اسـت   بیوتکنولوژي مدرن در بخش صنعت گلهاي دستاورد

)Nakamura et al. 2011 .(وجـود دارنـد کـه     یحال، موانع هره ب
باغبانی و پـرورش گـل    در ولیدهاته ب ها پژوهش انع تبدیل نتایجم

 یاحتمـال  اثرهـاي  دربـاره  ملاحظـاتی یکی از این موانع،  شوند. می
گونـه گیاهـان اسـت. مصـرف      ایـن محیطی ناخواسته و غیرمنتظره 

هـاي   ینتی حتی بدون در نظـر گـرفتن بوتـه   جهانی گل و گیاهان ز
میلیـارد   100بـر  اي سبز بـالغ  خشبی براي باغ و فض خشبی و نیمه

). با توجه بـه اهمیـت   1389شود (آزادي  ورو در سال برآورد میی
هـاي   و گیاهـان زینتـی تـلاش    جدیـد در صـنعت گـل    هاي صفت

تیـک در گیاهـان زینتـی آغـاز     براي استفاده از مهندسی ژن متعددي
آمیزي تراریخته به طور موفقیت گیاه زینتی  50تاکنون حدود . شد

 گیاهـان زینتـی بـاوجود   ). Brand 2006; Shibata 2008انـد (  شده
بـه دریافـت گـواهی ایمنـی بـراي      نیـاز   برخورداري از مزیت عدم

از جملـه تنـوع بسـیار زیـاد و      ییها  کنندگان با محدودیت مصرف
 )Azadi et al. 2010aسرسـخت بـودن در بـاززایی و انتقـال ژن (    

در ارتبـاط  متعـددي   هاي شگزاراخیر  هاي در طی سال .اند مواجه
بـا اسـتفاده از مهندسـی ژنتیـک     در گیاهان زینتی  اه تبا تغییر صف

و  مجـوز  2007 تـا سـال  در آمریکـا   که يبه طوره شده است. یارا
 )1شـده اسـت (جـدول     صـادر گیاه زینتی تراریختـه   164معرفی 

)Azadi 1389هاي میدانی زیـادي روي   چنین تاکنون آزمایش). هم
آورده دو ول گیاهان تراریخته زینتی در دنیا انجام شده که در جـد 

 شده است.

 ـزینتی تراریخته که  هانحال حاضر تنها گیادر صـورت   هدر بازار ب
ــد میخــک و ر تجــاري ــه هســتند.وجــود دارن میخــک  ز تراریخت

(Dianthus caryophyllus)  از  ارغـوانی  –تراریخته با گلبرگ آبـی
سیانین تولید شده است آنتودخیل در سنتز  هاي ژن مهندسی روش

)Nakamura et al. 2011.(  ــه ــانی 2008در فوری  Suntory کمپ
 Florigene کمپـانی  صورت مشـترك بـا   اعلام کرد که بههم ژاپنی 

مجوزهـاي   هـا تولید کرده است و این محصـول  رنگ هاي آبی زر
عنـوان   بـه را انبـارکردن و ترابـري    کـار و  بـراي کشـت و  مربوطه 

نـد  کرددولتی ژاپنی در یافـت   هاي آژانساز  ،هاي شاخه بریده گل
(http://suntory.com). نه تنها دور  توسعه گیاهان زینتی تراریخته

 است. بنابراین در آینده نزدیک عملیبلکه قطعی و از ذهن نیست 
ــد و   لازم اســت احتمــال خطــر زیســت محیطــی حاصــل از تولی

 ها بررسی و مدیریت شود.  رهاسازي آن
 تهگیاهان زینتی تراریخ یمحیط ملاحظات ابراز شده زیست

 ماننـد زیـادي   هـاي  فـاکتور ها به  ژنتراحرکت  هدرج :جریان ژنی
سرعت جریان ژنی (دورگ گیـري)، ورود ژن، میـزان مهـاجرت،    

در برخی از گیاهـان علفـی    .ج بستگی داردیانتشار و شایستگی نتا
ها  لیلیوم و (Hemerocallis) هاي یک روزه سوسن مانندچند ساله 
(Lilium) و پیازهـا   ریـزوم هـا،   هـا،  ل سـاقه (مث هاي تکثیري اندام

 نقش مهمـی در انتشـار و اسـتقرار بـازي کننـد.      توانند می ها) غده
 نشان داد که بیش از )Pinus taeda( کاج سوزنیبر روي  پژوهش
شانزده سـاله تولیـد    گیاههکتار توسط یک گرده در  دانه 100000

تر در هکتار بیش از یک کیلـوم گرده دانه  70که در حدود  شود می
گرده کاج حتی به فواصل زیادتر هم حرکـت   هدان شوند. منتشر می

 بـه طـور عملـی   کنتـرل دانـه گـرده    دهد کـه   این نشان می کند می
 ). Williams, 2005ممکن است (غیر

کـه بـه گیاهـان     گیاهان زینتی تراریخته در صورتی :ی شدنهاجمت
زیسـت   خطرهـاي  تواننـد  میشوند آیا تبدیل هرز  علفوحشی یا 

هـرز   علـف وحشی یـا   والديگیاه چنانچه یطی ایجاد کنند؟ آیا مح
ملاحظـاتی ابـراز   یک گیـاه زینتـی تراریختـه     هنباشد ما باید دربار

ی در مـورد گیاهـان   که تاکنون هیچ اثـر سـوی   با وجود این ؟نماییم
لاتی است که بایـد  ها سوا این ،زینتی تراریخته گزارش نشده است

که در  جواب داده شود تا ملاحظاتیمی به آن هاي عل اساس پایهبر
 این خصوص وجود دارد از بین برود.
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 در آمریکا 2007-1985هاي  و معرفی گیاهان زینتی غیرعلفی در سال مجوز رهاسازيکل  تعداد -1جدول 
Table 1- Total permits for movement and introduction of non-grass ornamental crops 

 جنس
Genius 

 مجوزرخواست دتعداد 
No of Permission 

 5 آنتوریوم
 5 داودي

 13 انواع ارکید
 2 بنت القنسول

 3 بگونیا
 8 گلایول
 14 جعفري
 23 شمعدانی
 80 اطلسی

 8 رز
 8 آزالیا

 164 جمع کل
 

میلیـون دلار در   142بیش از سالانه ) Rhododendornگل آزالیا ( 
هـاي   اهـان محصـول برنامـه   ایـن گی  بیشتردارد. سودآوري آمریکا 

. ژن مقاومـت بـه بیمـاري    سـنتی هسـتند   گیري اصلاحی و دورگ
و منتقل شد  R.catawbienseرقم  روش سنتی به بهفترا وقارچی فیت
اکولوژیـک  احتمـال خطـر     تجزیهگونه هر مقاوم بدون این گیاهان

از کـه   ،مقـاوم  آزالیـاي یـک   این در حالی است کـه . معرفی شدند
قبـل از هرگونـه رهاسـازي بایـد      شـود، ي تولید ژوطریق بیوتکنول

ــی ــلی در  بررس ــتی فص ــی زیس ــاي ایمن ــود ه ــام ش ــورد آن انج  م
(http://inspection.gc.ca).  امـــا واقعیـــت آن اســـت کـــه اگـــر

هـاي   هاي جدیدي که توسـط روش  ایمنی روي واریته هاي ارزیابی
انجام شود، ممکـن   شوند هاي زراعی اصلاح می سنتی براي صفت

 هاي محیطی و سلامتی بیشتري داشته باشند.  سکاست ری
باعـث  ممکـن اسـت    کـه  سـاز و کـاري  سـه  : هرزي شـدن  علف
صـفت  ) 1 :عبارتنـد از شـوند    تراریختهزینتی گیاه هرز شدن  علف

هرزي از جمله خـواب   علف هاي تباعث ایجاد صفشده  مهندسی
زنی در طیـف وسـیعی از شـرایط     قابلیت جوانه ،دوام طولانی ،بذر
تولیـد   ،چرخه زندگی کوتـاه  ،قابلیت رشد رویشی سریع ،یطیمح

ــالاي بــذر  ــاد و پراکنــدگی ب ــان) 2 شــود. بــذر زی ــه  جری ــی ب ژن
 .ي را ایجاد کند جدیدهرز  علفکه  يبه طور ،وحشیخویشاوندان 

کش از طریق کـاربرد   مقاوم به علف هرز هاي علف توسعه گونه) 3
 . )Johnson, Riordan 1999را موجب شود ( کش مکرر علف

ممکـن   خویشـاوند هاي هرز  با علف تراریخته گیاهانگیري  دورگ
ماننـد  ي آور زیان هاي تهاي هرز را قادر به کسب صف  علف است

  .کندها  کش مقاومت به علف
 ملاحظـات ابـراز شـده   بیشـترین  : روي تنوع زیستی گیـاه  فشار

ایـن اسـت کـه    تراریختـه از جملـه گیاهـان زینتـی     درباره گیاهان 
ایـن    شـود.  کشـتی  به تـک منجرتواند  میها  ستفاده گسترده از آنا

هـاي   تـوان ژن  مـی  مهندسی ژنتیـک استفاده از  حالی است که بادر
هاي در حال انقراض را دوبـاره بـه    و واریته کرد را وارد گیاهمفید 

 چرخه تولید وارد کرد.
 زکیـد بـر ر  تاگیاهان زینتی تراریخته بـا   ارزیابی احتمال خطر

 ریختهترا
یـا سـفید    رنگ صورتی هایی به گل به طور معمولزهاي وحشی ر

 زهـا راز سیانیدین هسـتند.  حاصل  هاي یانینسحاوي آنتوکه  دارند
ــتند   ــی هس ــگ آب ــد رن ــرا در  فاق ــنس زی ــیر رج ــنتزز مس  بیوس

بنفشـه  از  F3'5'Hندارد. بیان ژن وجود آنتوسیانیتی  هاي دلفینیدین
ایجـاد   منجربـه  ،نآنتوسـیانی  هـاي  یـدین تولید دلفین همراه باز در ر

 Katsumoto et( )1(شکل  رنگ در آن شده است. آبی هاي گلبرگ

al. 2007 .(جاکه  از آنغذایی محسوب  حصولاتم ز تراریخته جزر
غـذایی،   صورت گرفته نـه بـر سـلامت    هاي بیشتر بررسی شود نمی

ول روي تنوع زیستی و سازگاري با اص سو هاياثر احتمال بلکه بر
بـــــوده اســـــت  کارتاهنـــــاروتکـــــل ایمنـــــی زیســـــتی پ
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)http://www.bch.biodic.go.jp/english/law.htlm(. بــه  در زیــر

 ـ قسمتی از ارزیابی احتمال خطرگیا ز ویـژه ر  ههان زینتی تراریخته ب
 شود. تراریخته اشاره می

که در ارزیـابی   هایی یکی از نکته: مانی قدرت زنده ولید گرده وت
احتمال انتقـال گـرده    ،گیرد گیاهان تراریخته مورد بررسی قرار می

که  وحشی خویشاوند آن است. در صورتی گیاه تراریخته به گیاهان
هـا در   رده زنده تولید نماید سایر بررسـی هاي گ گیاه تراریخته دانه

مـانی   بررسی قدرت زنده ظوربه من گیرد. این خصوص صورت می
غیرتراریختــه و تراریختــه  هــا ازگیاهــان ابتــدا گــرده ،دانــه گــرده

ــع ــیآوري  جم ــرده  م ــوژي گ ــوند و مرفول ــا  ش ــتفاده از   ه ــا اس ب
آمیـزي   مـانی آن بـا اسـتفاده از روش رنـگ     میکروسکوپ و زنـده 

 ز تراریخته نتـایج مورد ردر گیرد. می استوکارمین مورد بررسی قرار
داري بـین گیاهـان تراریختـه و     کـه هـیچ تفـاوت معنـی     نشان داد

ــغیر ــدهتراریخت ــوژي و درصــد زن ــانی و  ه در خصــوص مورفول م
بررسـی   بـه منظـور  گـرده مشـاهده نشـده اسـت      زنـی دانـه   جوانه

هـایی کـه داراي کلالـه و     گل به طور معمولپراکندگی دانه گرده، 
دهند.  می گرده رسیده هستند در مقابل پنکه درون گلخانه قرار دانه

متر بر ثانیـه   چهارمتر و سرعت باد  سانتی 50ها از پنکه  فاصله گل

 شود. گرفته می در نظر
ت افقـی از  صـور  اي میکروسکوپ آغشته بـه وازلـین بـه   اسلایده
. گیـرد  متر قرار مـی  سانتی 10متري در هر  سانتی 150تا  10فاصله 
ه اسـلایده  هاي احتمالی که ب هاي گرده ساعت تعداد دانه 15بعد از 

گـرده در   بررسی پراکندگی دانهکنند.  هستند را محاسبه میچسبیده 
وچـه تراریختـه    اي گـرده  نتایج نشان داد که هیچ دانهز تراریخته ر 

تراریخته بر روي اسلایدها وجود نداشت. این نتیجه نشـان داد  غیر
هاي گرده نشده اسـت   یخته بودن باعث افزایش تحرك دانهکه ترار

)Nakamura et al. 2011.( 
منظور بررسی امکان انتقال به : سازي تلاقی با حشرات ناقل شبیه

 تعـدادي زنبـور   ،ژن توسط حشرات در گیاهـان تراریختـه زینتـی   
)Bombus ignitesهاي تـوري دار حـاوي گونـه     ) در داخل اتاقک

تراریختـه) و  ، گیاهان میزبـان (گیاهـان غیر  R. Multifloraوحشی 
 سـاعت گیـاه وحشـی    24دهنـد. بعـد از    مـی ر لاین تراریخته قـرا 

R. Multiflora مولکـولی   ي تجزیهها براي  از اتاقک خارج و جنین
ز عـدد حشـره و ر   50سـازي تلاقـی بـا     شـبیه شـوند.   بررسی مـی 

 ـ  33از میان  تراریخته نشان دادکه دسـت   هبذري که از ایـن روش ب
 ).Nakamura et al 2011( کدام تراریخته نبودند آمد هیچ

 

راست رز تراریخته با  غیرتراریخته، سمت چپ رقم لاواند ولید دلفینیدین و ایجاد رنگ آبی سمتوسیله مهندسی ژنتیک با ت هتغییر رنگ گل ب -1شکل 
 )Nakamura et al 2011(رنگ حاوي مقادیر کم آنتوسیانین تراریخته با گلبرگ آبی کموسط رز  قسمت گلبرگ آبی

Figure 1- Flower color changes by delphinidin production The pink-flowered rose cultivar Lavande (left) transgenic flower 
produced violet-colored (right) transgenic rose exhibited paler flower color and contained decreased amounts of anthocyanidin 

(center). 
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 )R. multiflora)Nakamura et al 2011  گیري با رز وحشی رز تراریخته جهت بررسی امکان دورگ اي عهآزمایش مزر -2شکل 
Figure 2- Natural crossing in the field. R. multiflora plants were placed at distances of 1 m and 5 m from the flowering plants 

of one of GM rose lines 

منظور بررسی امکان تلاقی : به اي در شرایط مزرعهقی طبیعی تلا
تراریختــه در غیردر ایــن حالــت گونــه  ،گیاهــان زینتــی تراریختــه

 گیـرد  مـی  متري گیاه میزبان و لاین تراریختـه قـرار   5و  1فواصل 
طبیعـی   افشـانی  روز براي گرده 23گیاهان براي مدت  ).2(شکل 

مـاه   سـه از  ه بعـد تراریختغیر هاي گونه وحشی شوند. میوه میرها 
نشـان   ز تراریختـه ر در ارزیابی تلاقی شوند. می تجزیهبرداشت و 

هـا تراریختـه    فرزندان آن نگرفته و گونه تلاقی صورت هیچداد که 
 ).Nakamura et al 2011نبودند (

 ،بقایاي تراریختـه  هر گونه اثربررسی  به منظور: اثر بقایاي گیاهی
 شش براي به طور معمولتراریخته همراه غیر بهتراریخته  هاي لاین

سپس این  شوند، و محیط آزاد کشت می دار تور هاي هماه در گلخان
شوند. تعدادي بذر سبزي مثـل کـاهو در ایـن     زده می گیاهان شخم

زنــی و رشــد  جوانــه شــود. ترکیــب گیــاهی و خــاکی کشــت مــی
در ی که در ژاپـن  یها بررسیگیرد.  ها مورد بررسی قرار می گیاهچه

ز تراریخته انجام شـد نشـان داد کـه تفـاوتی بـین گیاهـان       ر مورد
کـاهو   زنـی در بـذرهاي   ن و تراریختـه از نظـر میـزان جوانـه    میزبا

 ).Nakamura et al 2011( مشاهده نشد
در بررسی اثر گیاه تراریختـه بـر روي   : هاي خاك میکروارگانسیم
 ـ  گیـاه تراریختـه بـه    ابتدا ،خاك هاي میکروارگانیسم ان همـراه میزب

میزبـان در   که گیاهان تراریخته و هایی سپس خاك ،شود کاشته می
ــع   ــد جمـ ــده بودنـ ــت شـ ــی آن کشـ ــراي   آوري مـ ــود و بـ شـ

هـا مـورد    باکتري، قارچ و اکتینومایسیت ی چونیها میکروارگانیسم
خته و ز تراریشده از ر آوري هاي جمع خاكگیرند.  میارزیابی قرار 

تعــداد بــاکتري، قــارچ و  در تراریختــه نشــان داد کــه تفــاوتیغیر
که نشان دهنده عدم وجـود ترکیبـات    ،اکتینومایسیت مشاهده نشد

ز تراریخته بود (سمی در رNakamura et al 2011.( 
ی که در خصوص گیاهـان  یکی از ملاحظات: بقایاي اگروباکتریوم

. تراریخته وجود دارد حضور آگروباکتریوم در بافت گیاهی اسـت 
 تراریختهمیزبان و  بافت گیاه چند گرم از ادبررسی آن ابت به منظور
. شود دنبال آن مقداري آب استریل به آن اضافه می هب ،شود پودر می

هاي مناسب  بیوتیک حاوي آنتی LBسپس این محلول روي محیط 
 شود ها شمارش می روز تعداد کلونی سهاز  شود. بعد رشد داده می

 ).Nakamura et al 2011( شود و حضور باکتري مشخص می
 ارزیابی احتمال خطر میخک تراریخته

 بـراي بیوتکنولـوژي کشـاورزي دنبـال     را استرالیا یک راهبرد ملی
ــه  مــی ــابی احتمــال خطــر ب ینــد آی از فریــعنــوان جز کنــد و ارزی

عنـوان   استرالیا همچنـین بـه   .)OGTR, 2005( استقانونمندسازي 
ي هــا میخــکتوانســت پیــدایش گیاهــان زینتــی تراریختــه،  هنقطــ
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کـه   ،)Potrea 2007() 3(شـکل   تولید کند رنگ جدید با تراریخته

ــه ــوژي  خلاصــ ــر اکولــ ــال خطــ ــایت آناي از احتمــ  در ســ
http://www.ogtr.gov.au .آورده شده است 

 احتمالی که براي انسان و محیط زیست از خطرهاي از مورد چهار

 ) احتمـال 1 :اند عبارتنـد از  شده عنوانهاي تراریخته  میخک هناحی
سمیت براي سـایر  ) احتمال 2 زایی براي انسان سمیت و حساسیت

انتقـال ژن بـه    ) احتمال4 هرزي شدن علف ) احتمال3 موجودات
 .سایر موجودات

 

) 5هاي تراریخته  ) رز3هاي تراریخته  ) کشت تجاري میخک4و2هاي تراریخته  ) انتخاب سالیانه میخک1کشت تجاري میخک و رز تراریخته.  -3شکل 
 .Nakamura et al 2011)( ههاي تراریخت ) ارزیابی کیفیت میخک6تراریخته  ایند پس از برداشت ارقام مختلف میخکفر

Figure 3- Commercial production of genetically modified (GM) Carnation and Rose. Plates show annual selection of GM 
carnation (1), commercial planting of GM carnation (2, 4) and rose (3); post-harvest processing of different GM carnation 

varieties (5) and post-harvest quality control of carnation (6). 
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خـود، خویشـاوندان    هسـال  2000علت کشت بـیش از   هها ب میخک

ــادي  ــد. زی ــه منظــوردارن ــه،ســمیت بررســی  ب  میخــک تراریخت
هاي سلولی انسـانی و تغذیـه روي    با استفاده از لاین هایی آزمایش
انجـام شـد، نتـایج نشـان داد کـه میخـک       روز  14 تمـد  بهموش 

. بـراي  )OGTR 2005تراریخته اثر منفی روي تغذیه موش ندارد (
ک خ ـعصـاره بـافتی می  روي سـایر گیاهـان، اثـر     سمیتتعیین اثر 
هچـه در کـاهو و کلـم    رویش دانـه و رشـد گیا  نیز روي  تراریخته

زنـی مشـاهده    ر گرفت، و هیچ اثر منفی در جوانهمورد آزمایش قرا
 ـ  به منظور .نشد  هبررسی میخک تراریخته بر روي موجـودات ناحی

گیـاه  قـارچ در اطـراف    شـمارش تعـداد بـاکتري و   ریزوسفر نیـز  
داري بـین شـاهد و    شد، و اختلاف معنـی انجام  شاهدو تراریخته 

 . )OGTR 2005( تراریخته یافت نشد
کـه   هرزي شدن میخک، مشـخص شـد   احتمال علف ها ارزیابیدر 

هـرز   علـف مهـاجم و    عنـوان گونـه   صـورت رایـج بـه    هها ب میخک
بـین   امکـان هیبریـد  نشان داد کـه   ها آزمایش. شوند محسوب نمی

ــک ــا گونـ ـ  میخ ــا ب ــومی هه ــدارد  آن ب ــود ن ــط گونـ ـوج  ه، فق
Silene vulgaris شـناخته شـده    میخـک بـراي  هـرز   علفعنوان  به

ات رمیخـک توسـط حش ـ  در افشانی  ه. گرد)OGTR 2005( است
 قابلیت انتقال توسط باد را ندارنـد  ها آن هاي گردهشود و  میانجام 
هـایی نظیـر    اندام(تکثیر رویشی  هاي دم وجود سیستمعدلیل و به 

امکـان  توسـط خـود گیـاه    ) پیـاز و یـا رانـر    استولن، ریشه، غـده، 
در لازم اسـت   .)Chandler et al 2008ارد (گسترش هم وجود ند

اگر جریان ژنی اتفاق افتـد   که ارزیابی احتمال خطر مشخص شود
 ـهـا یـا گیاهـان دار    افشان گلبرگ آبی رنگ اثري روي گرده آیا د، ن
است. به اثبات نرسیده صورت مستقیم  هبتاکنون این مسئله چه اگر

هفتـه طـول    جپـن یند تکامل بذر در میخک حـداقل  آفرکه جا از آن
بریـده وارداتـی امکـان پـذیر      هاي تکامل بذر روي شاخه کشد می

هفتـه در   چهـار تـا   سـه شاخه بریده حداکثر  هاي گل نیست، زیرا
جنـوب   میخـک، . مرکز تنـوع زیسـتی   مانند میدست مشتري زنده 

 ـ  D.caryophyllusو  استاروپا  اسـت کـه در    وحشـی  هتنهـا گون
کنون گزارشی مبنی بـر   تا. شود مییافت اي  نواحی ساحلی مدیترانه

رشد نماید مشاهده نشـده  یک گیاه علفی صورت  که میخک به این
  .)Hughes 1991( است

OGTR سـازي   ناشـی از تجـاري   خطرهـاي گیري کـرد کـه    نتیجه
ش، بعیـد  هاي ارغـوانی یـا آبـی بـنف     برگگلبا ههاي تراریخت میخک

ــلامتی   ــري روي س ــه اث ــت ک ــته   اس ــردم داش ــی م ــدو ایمن   باش
)OGTR 2005بـین   بـه طـور معمـول   شـود   ). چنانچه ملاحظه می

 ــ ــده از س ــراز ش ــات اب ــک و  ملاحظ ــی ژنتی ــالفین مهندس وي مخ
احتمـال خطـرِ علمـی، تفـاوت      هاي تجزیه حاصل از بررسی نتایج

بـه طـور   که ملاحظات ابراز شده،  فاحش وجود دارد. با وجود این
 ـ نگران معمول ولـی   آفـرین هسـتند   ی گـاهی وحشـت  کننده و حت

اساس بودن این ملاحظـات را نشـان    بیدقیقِ علمی،  هاي پژوهش
هـاي   عام و گل به طورایمنی کامل محصولات تراریخته  داده و بر

 گذارند.  خاص صحه می به طورزینتی تراریخته 

 میدانی گیاهان زینتی تراریخته هاي آزمایش -2جدول 
Table 2- Field trial for Genetically-Modified Ornamental Plants 

 

 کشور
Country 

 آزمایش میدانی
Field trial 

 صفت
Trait 

 گیاه
Plant 

 میخک Flower of Life, Color/رنگ گل، افزایش طول عمر گل 1992 استرالیا
 رز هیبرید Flower Color/رنگ گل 2006 استرالیا
 بگونیا Flower Color, Resistance to herbicide/مقاومت به علف کش/رنگ گل 2003 امریکا
 نارون امریکایی Tolerance to drought/تحمل به خشکی 2003 امریکا
 آنتوریوم Tolerance to drought/تحمل به خشکی 2006 امریکا
 گل همیشه بهار Quality/کیفیت 2002 امریکا
 گل اطلسی Enhanced to flower of life/افزایش طول عمر 1996 امریکا
 آزالیا Stress tolerance/به تنش تحمل 2000 امریکا

 میخک Flower Color  /رنگ گل 1997 اتحادیه اروپا
 میخک Flower Color  /رنگ گل 2004 ژاپن
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  بحث و جینتا

 را در گیاهـان زینتـی   جدیـدي  هـاي  تتواند صـف  بیوتکنولوژي می
 ،پذیر نیسـت  امکان گیري دورگ هاي مرسوم ایجاد کند که با روش

 ـ     میبینی  پیش ادل گیاهـان زینتـی در   شـود کـه صـنعت تولیـد و تب
رو شود. ایـن تحـول    هچندان دور با تحولی شگرف روب اي نه آینده

سـازي گیاهـان    تجـاري مرهون نقش مهندسی ژنتیک خواهد بود. 
منفـی ایـن    هاياحتمال اثر موردرا در یلاتاسوتراریخته زینتی هم 

هـاي   ارزیـابی ت. وجود آورده اس هبگیاهان در مدیریت اکوسیستم 
هاي در معرض قرارگیـري   ههم را و خطرهاباید هم  احتمال خطر

 ,Johnson P( مشـخص کننـد   علمـی  بـا اسـتفاده از اطلاعـات    را

Riordan, 1999(.  عـدم   هـاي هکـه محاسـب  یهـا زمـان   ارزیـابی این
محسـوب  ضـعیف   نباشـند، اساسـی شـفاف   هاي  هقطعیت و فرضی

صـورت مـورد بـه     بـه  باید خطررویکرد ارزیابی احتمال . شوند می
 در قانونمندسازي هماهنگی مورد و مبتنی بر علم محوري باشد تا

 ).Goven 2006محصولات تراریخته در بین کشورها ایجاد کنـد ( 
شناسـیم، بـدون    هایی که ما امـروزه آن را مـی   هیچ یک از فناوري

عنـوان سـومین تحـول     احتمال خطر نبوده و بیوتکنولوژي هـم بـه  

. از زمـان ظهـور   دنیا از این قاعده مستثنی نیست فناوري بزرگ در
هـاي جنجـال برانگیـزي     هـا و بحـث   حال چالش این فناوري تا به

ها پـس از گذشـت    مبنا بودن آن علیه آن مطرح شده است که بیبر
ــیزده ــیش از س ــل    ب ــن قبی ــراکم و مصــرف ای ــال از کشــت مت س
رسـد کـه    مـی  نظر به ،کند. اگرچه نیاز از توضیح می محصولات، بی

سـاز نیسـت و رواج    وري هـم فناسطح آگاهی عمومی هنوز با این 
اثبات نشـده ایـن قبیـل    اطلاعات موهوم و غلط در مورد خطرات 

نـان اسـتمرار دارد. بنـابراین    چ وري مورد استفاده هـم گیاهان و فنا
مـداران و   ویژه سیاسـت  هاي عمومی و به دانشمندان، رسانه هجامع

ویـژه در جهـان در حـال     و جوامع بهورها سازان کلان کش تصمیم
آمیز  توسعه باید با نگرش منطقی، علمی و بدون هیچ ادعاي اغراق

هر سازي عمومی اقدام کنند. به  به توسعه این فناوري و آگاه نسبت
حال تاکنون هیچ مدرکی دال بر مضر بودن گیاهان تراریخته بـراي  

است. در عـین   ه نشدهن، موجودات دیگر و محیط زیست ارایانسا
هـاي   کنندگان، آزمایش حال و براي ایجاد اطمینان کافی در مصرف

 یابی اثرهـاي براي ارز زراعی جامع و در سطح وسیع -کولوژیکیا
 .ها قابل توصیه است آن
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کننده و خصوصیات مولکولی ژن کد کاتالیتیکیهاي  منظور تعیین برخی ویژگیاین پژوهش به 

کننده این آنزیم ژن کد انجام شد.  Bacillus subtilis B5dسویهدر اندوگلوکاناز  4و1آنزیم بتا 

ثبت  NCBIاختصاصی تکثیر، تعیین توالی و در پایگاه اطلاعاتی  آغازگرهاي توسط B5d در سویه 

 Mega.4 و Vector NTIافزار  رسم درخت فیلوژنی با استفاده از نرم و حاصله توالی تجزیه. شد

نوکلئوتید بود که یک رشته  794شده شامل الین توبراساس نتایج حاصله قطعه تعییانجام شد. 

بررسی  مورد سویهدر این ژن توالی آمینواسیدي  ند. تجزیهک میاسیدآمینه را کد  264 پپتیدي با

شده توسط سویه مورد پژوهش چندبخشی بوده که قسمت ناز تولیداآنزیم اندوبتاگلوکداد که نشان

به خانواده  ) آن مربوطCellulose Binding Domain, CBDباند شونده به سلولز (

خانواده ) آنزیم مورد بررسی متعلق به CDو قسمت کاتالیک ( 3 گلیکوزیدهیدرولاز

  سویهتولید شده توسط  نازااندوگلوک 4و1بتا فعالیت آنزیم است. همچنین  5 گلیکوزیدهیدرولاز

B5dو گراد  درجه سانتی 30-70 ، در محدوده دماییpH 6/4 ر گرفت. نتایج مورد بررسی قرا

گراد  درجه سانتی 55در دماي  نازااندوگلوک 4و1آنزیم بتا کاتالیتیک  داد که بیشترین فعالیت نشان

هاي مختلف  pHبرآورد شد. بررسی پایداري آنزیم در شرایط دمایی و  U/L 83/461بوده که 

 ي بهتري دارد. آنزیم پایدار pH 10-5و در محدوده گراد  درجه سانتی 60داد که تا دماي  ننشا
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  مقدمه

ــلولاز ــاس ــزیم ها ی ــه    آن ــلولز ب ــده س ــه کنن ــاي تجزی ــیله  ه وس
هـا و مخمرهـا    ها، بـاکتري  هاي مختلف شامل قارچ میکروارگانیسم

درجـه  دلیـل  ها، بتاگلوکانازها بـه   این آنزیم شوند. در بین تولید می
زیــادي  ي صــنعتی و کشــاورزيداراي کاربردهــا بــالاي پایــداري

اندو و اگزو گروهگلوکانازها به دو ).Furtado et al. 2011( هستند.
درون  پیونــدهايشــوند. انــدوگلوکانازها  گلوکانازهــا تقســیم مــی

صورت تصادفی شکسته و الیگوساکاریدها را تولید  اي را به زنجیره
 کننده انتهاي غیراحیا ییوندهايکه اگزوگلوکانازها  کنند در حالی می

ــدرولیز  ــري را هی ــره پلیم ــ زنجی ــیو منوس ــد م ــد اکارید تولی  کنن
)Morallefi and Seligy, 1986 .(ــزیم ــدوبتاگلوکاناز  آن ــاي ان ه

 خصوصـیات  آمینـه،  اسـیدهاي  توالی شباهت عمل، نحوه براساس
پـانزده خـانواده    در شـیمیایی  و فیزیـک  هـاي  ویژگـی  و سوبسترا

در بـین ایـن   . شـوند  مـی  بنـدي  طبقـه ) GH( هیـدرولاز  گلیکوزید
گلیکوزیـد هیـدرولازها یکـی از     5خـانواده  هاي آنزیمی،  خانواده

 4 و 1 اندوبتا از زیادي محسوب شده و تعداد ها بزرگترین خانواده
 عضو 467 از متشکل خانواده این .گیرند می قرار آن در گلوکانازها

 EC)ســرامیداز  شــامل انــدوگلیکوزیل مختلــف هــاي بــا فعالیــت

ــلولاز ، (3.2.1.123 ــاز  ،(EC 3.2.1.4)س  ،(EC 3.2.1.73)لیچنین
 EC) بتاگلوکوزیـداز  3 و 1 گلوکـان  ،(EC 3.2.1.25) بتامانوزیداز

ــان، (3.2.1.58 ــدو گلوک ــداز  6 و 1 ان  ،(EC 3.2.1.75)بتاگلوکوزی
ــان ــدو مان ــداز 4 و 1 ان ــلولز، (EC 3.2.1.58) بتامانوزی  4 و 1 س

 EC(بتاگالاکتانــاز  6 و 1 انــدو )،EC 3.2.1.91(بتاســلوبیوزیداز 

بتازایلانـاز   4 و 1 و انـدو  (-.EC 3.2.1) بتامانانـاز  3 و 1، )-.3.2.1
(EC 3.2.1.8)  اسـت (John et al. 2010).   سـاختارهاي  بررسـی

داده کـه   نشـان  5 هاي خانواده بعدي براي تعداد زیادي از آنزیم سه
 8-barrel(α/β)هـا داراي تـاخوردگی    قسمت کاتالیتیکی این آنزیم

fold  بوده و با نامTIM-barrel fold شوند. قسـمت   نیز شناخته می
. ایـن  یک کاسه سالاد استتالیکی از نظر شکل ظاهري شبیه به کا

ساختار در این خانواده بسیار حفاظت شده است و تنها شـکل آن  
این نوع تـاخوردگی پـروتئین    .یر استدایره و بیضی کامل متغ بین

هـر   همین دلیـل  شود و به نیز مشاهده می 10هاي خانواده  یمدر آنز
) قرار A(گیلکوزید هیدرولاز  GH-Aدر دسته  10و  5دو خانواده 

مشخصه بتاگلوکانازهـاي خـانواده    .(Pollet et al. 2010) گیرند می

طوري که نه عمل بر سوبستراهاي مختلف است، به  ، گستردگی5
دهند بلکـه   تنها سوبستراي خطی بتاگلوکان را مورد حمله قرار می

را بـا الیگوسـاکاریدهاي    ) Active-site( همچنین جایگاه فعالشان
هـایی کـه در    در هیـدرولیز هموبتاگلوکـان  دهند.  دار وفق می شاخه

وجـود دارد، تمـام    4 و 1 و بتـا  3 و 1 ها مخلوط دو پیوند بتـا  آن
 .شـوند  شکسـته مـی   4 و 1 بین دو پیونـد بتـا   3 و 1 پیوندهاي بتا

دارنـد  قرار  3 و 1 اکه قبل از پیوند بت 4 و 1 همچنین پیوندهاي بتا
که بلافاصله  4 و 1 که پیوند بتا شوند در حالی مورد حمله واقع می

واقـع شـده، هیـدرولیز     بـرش خـورده  در انتهاي  3 و 1 پس از بتا
 .(Rabinovich et al. 2002)شوند نمی

ولیـد  هـاي ت  از جمله باکتري Bacillus هاي متعلق به جنس باکتري
 ـ . تعکننده آنزیم سلولاز هستند والی و بررسـی خصوصـیات   یـین ت

ــولی ژن ــد ک  مولک ــاي ک ــزیم ه ــده آن ــدوگلوکانازها و   نن ــاي ان ه
  خصـوص در  هاي مختلف این جـنس بـه   اگزوگلوکانازها در گونه

B. subtilis ،B. latus  وB. polymxa  ه اسـت.  شد انجامفراوانی به
) و CBDمتعددي جایگاه اتصال سـلولز (  هاي بررسیدر  همچنین

هـاي جـنس باسـیلوس     ) ژن سلولاز سـویه CDلیکی (جایگاه کاتا
به  مربوط هاي ). پژوهشBischoff et al. 2007بررسی شده است (

 یمداده است که آنـز  نشان B. subtilisدر گونه  ی این ژنتوال یینتع
بـا وزن   )pro protein( ینپروپـروتئ  یکصورت  بتاگلوکاناز بهاندو

 یـک پس از جـدا شـدن   شود که  یسنتز م یلودالتونک 55 یمولکول
 بـا  فعـال  پـروتئین  بـه  تبدیل کربوکسیلی انتهاي از پپتیدي قسمت

 Lindahl and Tronsmo) شـود  می دالتون کیلو 35 مولکولی وزن

واده است و متعلق به خان 4/5ایزوالکتریک این آنزیم   . نقطه(1994
. آنـزیم  (Mawadza et al. 2000) گلیکوزیـد هیـدرولاز اسـت    5

در فــرآوري موادغــذایی، تهیــه خــوراك دام، صــنایع بتاگلوکانــاز 
سـازي پروتوپلاسـت مخمـر، تهیـه      ، آمـاده منسوجاتآبجوسازي، 

 ).Song et al. 2010(هاي روغنی و ... کاربرد وسیعی دارد  اسانس
یازهاي صـنعتی خـاص،   ن که براي رفع هرکدام از است شایان ذکر

 ماننـد  اصـی هـاي خ  ویژگـی ستی بای ي مورد استفادهبتاگلوکانازها
را و فعالیت اختصاصی بالا   pHحرارت و برابر پایداري مناسب در

 ). Rajoka, 2004; Beshay et al. 2003( دارا باشند
در صـنایع مختلـف    کاربردهـاي متنـوع بتاگلوکانازهـا   با توجه بـه  

هاي مولکولی و کاتـالیکی آنـزیم مـورد اسـتفاده،      اساس ویژگیبر
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آنـزیم  نوکلئوتیدي ژن کد کننده هدف بررسی حاضر تعیین توالی 
جــدا شــده از   B. subtilis B5dســویه نازاانــدوگلوک 4 و 1بتــا 

هـاي عملکـردي    و بررسی برخـی ویژگـی   سیبدرخت فیلوسفر 
 .آنزیم ذکرشده هستند

 

  ها واد و روشم

 سویه باکتریایی و شرایط کشت
کاناز گلوبا پتانسیل تولید آنزیم بتا B. subtilis B5dباکتریایی  سویه

تهیـه   ایـران  پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي از بانک میکروبی
اسـتان   هـاي  بـاغ در سـیب  درخـت  از فیلوسفر  مذکور سویه .شد

هـاي بیوشـیمیایی و مولکـولی     زي و براساس آزمونکرمان جداسا
تشخیص داده شده  B. subtilisعنوان گونه  به 16S rDNAبر  مبتنی
به سازي سویه مورد بررسی  فعال). Mousivand et al. 2012بود (

 دماي در NBY یط کشتبعدي روي مح هاي بررسیانجام منظور 
 ).Lindeman et al. 1984. (شدانجام گراد  درجه سانتی 28

 ژنومی ياستخراج دي.ان.ا
باکتریایی   ، سویهبراي استخراج دي.ان.اB. subtilis B5d  در محیط

NB گراد  درجه سانتی 28ي در دما کشت و در انکوباتور شیکردار
توده  .داده شدساعت قرار 18 مدت دور بر دقیقه به 180با سرعت 

ــی 2×109(حــداکثر  NBزیســتی در محــیط  ــر)  ســلول در میل لیت
شـد.   سـانتریفوژ  دور بـر دقیقـه    1000 سرعتدقیقه با  10مدت به

نشسـت بـراي    ) حذف و فاز تـه supernatanteسپس فاز روماند (
ــا  دي.ان.ايســتفاده شــد. اســتخراج ا دي.ان.ااســتخراج  ژنــومی ب

 DNeasy Blood&Tissue Kit اســــــــتفاده از کیــــــــت
(QIAGEN,Cat.No.69504) دستورالعمل مربوطـه از   جه بهو با تو

استخراج شده  دي.ان.ا کیفیت و غلظتگرفت.  صورت B5dسویه 
 )Spectrophotometr( بــا اســتفاده از اســپکتوفتومتر نــانودراپ   

(Thermo Scientific 2000C) نـانومتر مـورد    260طول موج و در
 سنجش قرار گرفت.

اي  اندوگلوکاناز با استفاده از واکنش زنجیره 4و  1تکثیر ژن بتا 
 پلیمراز (پی.سی.آر)

و  1تکثیر ژن بتـا  اي پلیمراز (پی.سی.آر) به منظور  واکنش زنجیره
 )Bs celupناز با استفاده از آغازگرهـاي اختصاصـی (  ااندوگلوک 4

 50در حجـم   پی.سـی.آر ). واکـنش  Jung et al, 2010(شـد   انجام

ــامل  ــر، ش ــافر  5میکرولیت ــر ب ــر  PCR(10x) ،4میکرولیت میکرولیت
MgCl2(25mM) ،1  میکرولیتـــرdNTPs(10mM) ،5  میکرولیتـــر

میکرولیتــر  5 ،(´atgaaacggtcaatctctattttt-3-´5) رو آغــازگر پــیش
 10بـا غلظـت    .(´actaatttggttctgttccccaaa-3-´5)رو  آغازگر پـس 

 Taq DNAواحد) از آنزیم 5/2میکرولیتر (حاوي  4/0، پیکومول 

Polymerase ،2 الگو با غلظت  میکرولیتر نـانوگرم بـر    35دي.ان.ا
میکرولیتــر آب مقطــر تهیــه شــد. واکــنش در   6/28میکرولیتــر و 

سـازي   دقیقه واسرشته 5نامه دمایی شامل دستگاه ترموسایکلر با بر
دقیقـه در   1صـورت   چرخه به 35گراد و  درجه سانتی 94در اولیه 

 2،گراد درجه سانتی 51ثانیه در  30دقیقه و 1، گراد درجه سانتی 94
 72و مرحلـه گسـترش نهـایی در    گـراد   درجه سانتی 72 دقیقه در

 پی.سـی.آر . محصـول  شـد  انجامدقیقه  5مدت  گراد به درجه سانتی
الکتروفورز  80و ولتاژ  TAE (1x)با بافر  درصد 1روي ژل آگارز 

نظر از ژل بـا اسـتفاده از   سازي قطعه مـورد  شد. بازیافت و خالص
 .High pure PCR Product purification Kit )Roche, Cat کیت

No. 11. 732. 668. 001شد ) انجام.  بازیافت شده توسـط  دي.ان.ا
لی و پـس از  تعیین تـوا  TAG Copenhagen (Danmark)شرکت 

 BLAST )Basic Local Alignmentراافـز  زیه توسط نرمانجام تج

Search Tool ( در پایگاه اطلاعاتیNCBI ثبت شد. 
 اندوگلوکاناز 4و  1تجزیه فیلوژنتیکی ژن بتا 

 B. subtilis B5d سـویه  اندوگلوکاناز 4 و 1بتا به ژن  مربوط توالی
 )Reading frame( پــروتئین پــس از تعیــین چهــارچوب قرائــت

ــط ــرم  Blast X توسـ ــتفاده از نـ ــا اسـ ــزار بـ   Vector NTI افـ
)Invitrogene; www.invitrogen.com/VectorNTI ( به آمینواسید

ناز از اانـدوگلوک توالی ژن بتا 14ی مورد بررسی با توال ترجمه شد.
هـاي گلیکوزیـل    بندي در خانواده گروهبه منظور  NCBIبانک ژن 

ردیفـی بـا    ل هـم پس از اعمـا  هیدرولاز مورد مقایسه قرار گرفت.
درخـت فیلـوژنی    ،ClustalW (Thompson et al. 1994)افزار  نرم

ترسـیم   neighbor-joiningبا روش  Mega.4افزار با استفاده از نرم
روش هـاي ایجـاد شـده بـا      بنـدي  اعتبار سـنجی گـروه   هدرج .شد

Bootstrap  تکرار تعیین شد  1000و با(Saitou and Nei, 1986). 
 اندوگلوکاناز 4 و 1 بتاتولید آنزیم 

صـورت خطـی کشـت و     بـه  NBYمحـیط   مـذکور در سویه  ابتدا
. انکوبـه شـد  گـراد   درجـه سـانتی   28ساعت در دماي  24 مدت به
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یافته روي رشـد   یـک لـوپ از بـاکتري    با NBسپس محیط کشت 
گـراد بـا سـرعت     درجه سـانتی  28تلقیح و در دماي  NBYمحیط 

از درصـد   2، تولید آنـزیم ور به منظانکوبه شد. دور بر دقیقه  180
لیتـر  گرم بـر   10محیط کشت تولید آنزیم ( مایه تلقیح آماده شده به

 مخمـر،  هلیترعصـار گرم بر  4 گوشت، هلیتر عصارگرم بر  3 مالت،
 و MgSO4,7H2O لیتـر گرم بر  CaCl2 ,H2O، 3/0لیترگرم بر  5/0
ر ساعت د 48مدت  زوده و بهاف لیتر) 1 براي  K2HPO4گرم/لیتر 1

انکوبـه شـد.   دور بر دقیقه  180 با دور گراد سانتی هدرج 28دماي 
هـاي کشـت تخمیـر     جداسازي آنزیم تولید شده، محـیط به منظور 

 10000گراد با دور  درجه سانتی 4 دقیقه در دماي 20مدت  شده به
) کـه  Supernatanetسانتریفوژ شد. بخـش رومانـد (  دور بر دقیقه 

درجـه   -20تا زمان استفاده در دمـاي  ناز بود احاوي آنزیم بتاگلوک
 .)Hashemi et al., 2010نگهداري شد ( گراد سانتی

 انـدوگلوکاناز  4 و 1عملکردي آنـزیم بتـا    هاي بررسی ویژگی

 B. subtilis B5d  تولیدي سویه 
آنزیم تولیـد شـده، فعالیـت    عملکردي هاي  تعیین ویژگیمنظور  به

و  70و  55 ،30 دماهاي pH=6/4در  نازااندوگلوک 4 و 1بتا آنزیم 
شـد.   گیـري  اندازه(لچینن یک درصد)  درصد ازسوبسترا 1غلظت 

 B5d اندوگلوکاناز سویه 4 و 1سنجش فعالیت آنزیم بتا به منظور 

 .Bailey et al( شـد  اسـتفاده  اسـید  نیتروسالیسـیلیک  دي روش از

 5مدت  به) درصد 1میکرولیتر سوبسترا (لچینین  100ابتدا  ).1992
هـاي مختلـف   pHبراي تهیه  داده شد.ارنظر قره در دماي مورددقیق

مــولار  میلــی 50غلظــت بــا  ســیترات و فســفاتنیــز از بافرهــاي 
یتـر آنـزیم بـه سوبسـترا اضـافه و      میکرول 100. سـپس  شد استفاده

 600داده شد و در نهایت دقیقه در دماي موردنظر قرار 30مدت  به
 10مـدت   ا اضـافه و بـه  ه ـ نمونهبه دي.ان.اس میکرولیتر از معرف 

 لچیـنن قندهاي آزاد شـده از   .داده شد دقیقه در دماي جوش قرار
معادله حاصـل از منحنـی    و با استفاده از نانومتر 540طول موج در

برابر  (Unit)واحد فعالیت آنزیم  شد. گیري اندازهاستاندارد گلوکز 
 ،در شرایط مطلـوب  ،است با مقدار آنزیمی که بتواند در یک دقیقه

 یک میکرومول سوبسترا را به محصول تبدیل کند.
ــزیم   ــداري آن ــی پای ــا بررس ــدوگلوکاناز 4 و 1بت ــویه ان  س

B. subtilis B5d در دماهاي مختلف 
شـده توسـط   انـدوگلوکاناز تولید  4 و 1 بتـا پایداري فعالیت آنزیم 

گراد  سانتی هدرج 70و  65، 60در دماهاي  B. subtilis B5dسویه 
 آنـزیم در دماهـاي مـورد    منظوراین  . بهرار گرفتمورد ارزیابی ق

، 20، 10، 0( هـاي معـین   داده شد و پس از گذشت زمـان نظر قرار
 4 و 1بتـا   دقیقه) سنجش فعالیت آنزیمی 120و  90، 60، 40، 30

و  pH 75/5 و در اسـید  دي نیتروسالیسـیلیک روش  بهاندوگلوکاناز 
رصـد فعالیـت   د . شـد  انجـام از سوبستراي لچینن  درصد 1غلظت 

در مقایسه مانده آنزیم پس از گذشت زمان مربوطه در هر دما  باقی
  محاسبه شد.با کنترل 

ــزیم   ــداري آن ــی پای ــا بررس ــدوگلوکاناز 4 و 1بت ــویه ان  س
B. subtilis B5d  درpHهاي مختلف 

شـده توسـط   انـدوگلوکاناز تولید  4 و 1بتـا  پایداري فعالیت آنزیم 
ایـن   بـه  محاسـبه شـد.  هاي مختلف  pHدر  B. subtilis B5dسویه 

) رقیق و =10pH-3با بافر مناسب ( 1:1نسبت  آنزیم به منظور ابتدا
مـدت   بـه گراد  درجه سانتی 4هاي رقیق شده در دماي  سپس آنزیم

 هدرج 50در دماي دقیقه قرارداده شدند. سپس سنجش آنزیمی  30
. شـد  انجـام از سوبسـتراي لچیـنن    درصـد  1و غلظـت   گراد سانتی

هاي مختلـف در  pHمانده آنزیم بتاگلوکاناز در  صد فعالیت باقیدر
 شد. ارزیابیمقایسه با کنترل 

 

  نتایج و بحث

 اندوگلوکاناز 4 و 1اندو بتا ژن تکثیر 

 Bs cel up بـا آغـازگر   B. subtilis B5dسـویه   اندوبتاگلوکاناز ژن
 پـس از بود کـه   bp1500یک قطعه پی.سی.آر  تکثیر شد. محصول

 NCBIهاي موجود در پایگاه  ، تعیین توالی و با توالیازيس خالص
تکثیر  هقطع داد که رار گرفت. نتایج این مقایسه نشانمورد مقایسه ق

اندوگلوکاناز بوده کـه   4 و 1ژن بتا  به مربوط B5dشده از استرین 
 هاي باسـیلوس از قبیـل   اي ژن بتاگلوکاناز متعلق به گونهه با توالی

B. megiaterium (accession N.: AGG91154.1), B. mojavesis 

(accession N.: WP010334430), B. subtilis (accession N.: 

AHD24502.1)  وB.subtilis (accession N.: AHC02484.1) 
درصـد   99 از بـیش  NCBI اطلاعـاتی  موجود در بانک ژن پایگـاه 

 ).1 شباهت دارد (شکل
تـوالی  ترجمـه ایـن    همچنین با بررسی سـاختار اولیـه حاصـل از   

ده اناز متعلق به خانواآنزیم بتاگلوکمشخص شد که ناحیه کاتالیک 
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و شامل  گرفتها در انتهاي ناحیه آمینی قرارگلیکوزیل هیدرولازه 5

 CBDشود. همچنـین ناحیـه    می 88تا  12اسید آمینه از شماره  67
گرفتـه و  پـروتئین قرار  کربوکسیل این در ناحیه 3متعلق به خانوده 

در سـویه   CBD شود. ناحیـه  می 229تا  148امل اسیدهاي آمینه ش

B5d 81 کسیل واقع شده است اسیدي بوده و در انتهاي کربوآمینو
هم  آمینواسیدي به 59ط یک توالی اتصال دهنده توساین دو ناحیه 

 ).2شوند (شکل  متصل می

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 ؛ چاهکLadder 1 هچاهک شمار. Bacillus subtilis B5d .(1500 bp)سترین اندوگلوکاناز ا 4و  1ژن بتا پی.سی.آر محصول  -1شکل 

 اندوگلوکاناز 4و  1ي تکثیر شده از ژن بتا  قطعه 3 هکنترل و چاهک شمار 2 هشمار
Figure 1- PCR product of the beta 1 and 4 endoglucanase gene of the Bacillus subtilis strain B5d (1500 bp).Lane 1 

(Ladder), Lane 2 (control) and Lane 3 (the PCR product of β-glucanase gene) 
 

 

 
1qdvndapdeq lkdanvmyal hfyagthgqf lrdkadyals kgapifvtew gtsdasgngg 

61 vyldqsrewl nfldskkisw vnwnlsdkqe sssalkpgas ktggwplsdl sasgtfvren 

121 irgsqnsskd rsetpkqekp aqensisvqy rtgdgsvnsn qirplinvkn nskttvnlkn 

181 vtvrfwyntk nkgqnfdcdy akigcsnvth kfvtlhkpvk gadaflelgf kngtlspgas 

241 tgniqirlln edwgnfsqtg dfsf 

 5 ودهخان به متعلق نازابتاگلوک آنزیم کاتالیکی . ناحیهBacillus subtilis B5dناز استرین ااندوگلوک 4و  1توالی آمینواسیدي ژن بتا  -2شکل 
 ترتیب نواحی به این است. گرفته قرار ژن این C ناحیه در 3 خانوده به متعلق سلولز با شونده باند و ناحیه N انتهاي در هیدرولازها گلیکوزیل

 شود. می کد 229 تا 148 آمینه اسیدهاي و 88 تا 12 آمینواسید توسط
Figure 2- The amino acids sequences of β 1, 4 endo-glucanase gene from the Bacillus subtilis strain B5d. The 

amino acids of 12 to 88 is the catalytic domain in N terminal and the amino acids of 148 to 229 is cellulose binding 
domain (CBM3) in C terminal of β 1, 4 endo-glucanase. 
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سلولازها و زایلانازها ه است اغلب داد ه نشانشد انجام هاي پژوهش
 کاتالیــک بــوده و داراي نــواحی ) Multi domain( اي چنــد ناحیــه

)Catalytic Domain ( باند شونده به سـلولز  هو ناحی )Cellulase 

Bindind Domain (CBD)( بانـد  ناحیه ها باکتري اغلب . درهستند 
 100 و دهش ـ آمینی واقـع  یا کربوکسیلی انتهاي در سلولز با شونده

بانـد شـونده بـه سـلولز      کاتالیکی و ناحیـه  ناحیه .است آمینواسیدي
هم متصل  به ) Linker sequence( هاي اتصال دهنده وسیله توالی هب

در اغلـب  ها غنی از آمینواسید سـرین بـوده و    . این توالیشوند می
طول این ناحیـه   .شود یافت می Pseudomonasهاي جنس  باکتري

 ).Ferreira et al. 1991( یر استاسید متغینوآم 59تا  6بین 
 ســـویهانـــدوگلوکاناز  4 و 1ژن بتـــا  فیلوژنتیـــک تجزیـــه

B. subtilis B5d 
بــا اســتفاده از B5d  انــدوگلوکاناز 4 و 1پــس از ترجمــه ژن بتــا 

اطلاعــاتی  در پایگــاه شــدهذکر ژنتــوالی  Vector NTI افــزار نــرم
NCBI    ثبـت شـد)Accession NO. KF670724(. طعـه تعیـین   ق

که یک رشـته   نوکلئوتید است 794 شامل شده توالی شده ژن ذکر
فیلـوژنی ایـن    تجزیـه  .کنـد  اسیدآمینه را کد می 264 پپتیدي شامل

 .Bشـامل  NCBI تـوالی مرجـع در پایگـاه اطلاعـاتی     14توالی با 

subtilis (accession N.: AAA22496.1), B. subtilis 

(accession N.: AGV05393.1), B. thuringiensis (accession 

N.: AGW99983.1), B. pumilus (accession N.: AGW99982), 

B. megaterium (accession N.: AGG91154.1), B. mojavesis 

(accession N.: WP010334430), B. subtilis (accession N.: 

ADJ94890.1), B. subtilis (accession N.: WPO19258536), 

B. subtilis (accession N.: AHD24502.1), B. subtilis 

(accession N.: AHC02484.1), B. licheniformis, Oryza 

active (accession N.: U72254.1), Vitis vinifera (accession 

N.: AJ245614.1), Musa acuminate (accession N.: 

JX984600.1 .( انـدوگلوکاناز سـویه   4 و 1داد که ژن بتا نشانB. 

subtilis B5d     بـالاي اعتباربـه ژن    درجـه بیشـترین شـباهت را بـا
) E. C. N: 3.2.1.4( گلیکوزیـل هیـدرولاز   5بتاگلوکاناز خـانواده  

و  1عددي حضور ژن بتـا  مت هاي پژوهش دارد. Bacillusهاي  گونه
 5خـانوده   ن را بـه هـاي باسـیلوس و تعلـق آ    در سویه نازگلوکا 4

 ).3(شکل  کند یید میأگلیکوزیل هیدرولازها ت
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

شده در  هاي مرجع ثبت و برخی توالی B5d  Bacillus sutilisاندوگلوکاناز استرین 4و  1فیلوژنی براساس توالی آمینواسید ژن بتا  زمونآ -3شکل 

 دهد. تکرار را نشان می 1000با  Bootstrapها را براساس روش  بندي هاي درجه اعتبارسنجی گروه هاعداد پشت شاخ ..NCBIپایگاه 

Figure 3- Fig. 3 Phylogenetic analysis based on the partial amino acid sequences of β 1, 4 endo-glucanase genes from the 
Bacillus subtilis strain B5d and some reference sequences retrieved from NCBI GenBank. The numbers at the nodes indicate 

bootstrap values based on 1,000 replications. 
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 4 و 1بررسی ساختار و توالی نوکلئوتیدي ژن کد کننده آنزیم بتـا  
داد کـه   نشان CH43 Bacillusو   HR68گلوکاناز در دو سویه اندو

نـدوگلوکانازهاي  اسـت و بـا ا   8(α/β)این آنزیم داراي تاخوردگی 
داراي همولوژي کامـل   B. subtilisگلیکوزید هیدرولاز  5خانواده 

 و 1. همچنین بررسی توالی ژن بتا  (Mawadza et al. 2000)است
 شـده  داد کـه آنـزیم ذکـر    نشان B. subtilis A8گلوکاناز  4 و 3-1

سـت. ایـن آنـزیم    ا گلیکوزیـد هیـدرولازها   5متعلق بـه خـانواده   
 256د و شامل کن کیلودالتون سنتز می 55زن مولکولی پروتئینی با و

اسـید در ناحیـه اتصـال بـه     آمینو 82و کاتالیـک  آمینواسید در ناحیه
 گلوکانـاز  4 و 1. بتـا  (Jung et al. 2010)اسـت   (CBD)سـلولز  

B. cereus  ــه ــاز گون ــه ژن بتاگلوکان ــاي  بیشــترین شــباهت را ب ه
Bacillus  پروتئینی بـا وزن  د که گلیکوزید هیدرولاز دار 5خانواده
 8(α/β)و داراي تـاخوردگی   کنـد  سنتز میدالتون کیلو 50مولکولی 

 . (Yan et al. 2012)است 

شخص شد کـه  فیلوژنی م تجزیهحاصل از  براساس نتایج همچنین
هاي مرجـع  سویهمورد بررسی و سایر  سویهتوالی ژن بتاگلوکاناز 

ــدو  ــزیم ان ــه آن ــانواده  ک ــه خ ــق ب ــل  5بتاگلوکاناز متعل گلیکوزی
ــد ــدرولازها را تولیـ ــی هیـ ــد از ژن بتاگلوک مـ ــهاکننـ ــاز گونـ  نـ

 B. amiloliquefaciens (accession N: ACH85242.1)  که متعلق
 و 1-3 و 1و آنزیم بتا  گلیکوزیدهیدرولازها هستند 16به خانواده 

ذکر  قابلمتمایز است.  به طور کامل کند اندوگلوکاناز را سنتز می 4
با وجود  B. amiloliquefaciensآنزیم بتاگلوکاناز باکتري  است که

ز هیدرولازها از ژن بتاگلوکاناگلیکوزید 16در خانواده  گرفتنار قر
شـدت متفـاوت    هیـدرولازها بـه  گلیکوزید 16گیاهان در خـانواده  

هاي مشـابه   اعده کلی توالی مربوط به خانوادهاساس یک قاست. بر
هت بیشـتري دارد. چنـین دیـدگاهی    هم مرتبط بوده و شبا بیشتر به

 هاي مشابه قرار بگیرنـد  هاي مشابه در خانواده ه که توالیباعث شد
)Diaz et al. 1997(.  از درخـت   حاصـل   همچنین براساس نتـایج

 4و  1داراي آنزیم بتا  B5dچه جدایه فیلوژنی مشخص شد که اگر
بـا   و هیـدرولاز اسـت   گلیکوزیل 5ناز متعلق به خانواده اگلوکاندو
در  گیرد اما تنوع یک گروه قرار میهاي مختلف باسیلوس در  گونه

هـاي مختلـف باسـیلوس و حتـی      دورن خانوده آنزیمی بین گونـه 
 .متفاوت یک گونه مشهود استهاي  سویه

 .Bسـویه  تولیـدي توسـط  ناز ااندوگلوک 4و  1بتا هاي  ویژگی

subtilis B5d 

 B5d سـویه شده توسط دتولی نازاندوگلوکا 4 و 1بتا فعالیت آنزیم 
مـورد   pH 6/4و گـراد   درجـه سـانتی   30-70در محدوده دمـایی  

 آنـزیم ذکرشـده  داد که  گرفت. نتایج این ارزیابی نشاناربررسی قر
 U/L  83/461بـا فعـالیتی معـادل   گـراد   درجه سـانتی  55 در دماي

 4 و 1. فعالیـت آنـزیم بتـا    کاتالیتیک را دارا است بیشترین فعالیت
گراد  درجه سانتی 70 و 30در دماهاي  از سویه ذکرشدهاندوگلوکان

 70 و 30میزان فعالیـت آنـزیم در دماهـاي     شدت کاهش یافت. به
 .شد برآورد U/L48/186 و 98/112ترتیب  گراد به درجه سانتی

 
 
 

 

 

 

 

 

  Bacillus subtilis B5dز اندوگلوکانا 4و  1بتا آنزیم  حرارتی پایداري -4شکل 

Figure 4- Temperature stability of Bacillus subtilis B5d β 1, 4 endo-glucanase  
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 هاي مختلف  pHدر  Bacillus subtilis B5d زاندوگلوکانا 4و  1بتا آنزیم  پایداري -5 شکل

Figure 5- pH stability of Bacillus subtilis B5d β 1, 4 endo-glucanase  

 
  B. subtilis B5dانـدوگلوکاناز  4 و 1بتا  فعالیت آنزیم داريپای

 هاي مختلفPHدر دماها و 

در  B. subtilis B5dسـویه   انـدوگلوکاناز  4 و 1بتا  پایداري آنزیم
نتـایج   گیـري شـد.   انـدازه  گراد سانتی هدرج 70و  65، 60دماهاي 

 10و پـس از گذشـت    گـراد  سانتی هدرج 60در دماي داد که  نشان
بـا  و ادامـه  شـود. در  از فعالیت آنزیمی حفـظ مـی   درصد 68قه یدق

که  طوري هب شد.روند کاهشی فعالیت آنزیمی مشاهدهگذشت زمان 
یقـه، آنـزیم   دق 90و  60، 40، 30، 20هـاي   پس از گذشـت زمـان  

درصـد   15و درصد  24،درصد 34،درصد 40، درصد 51ترتیب  به
 درصـد  10یقه بـه  دق 120زمان  و در کرداز فعالیت خود را حفظ 

 گـراد  سـانتی  هدرج ـ 65دمـاي  رسید. بررسـی پایـداري آنـزیم در    
 ـ ،یابـد  مـی با گذشت زمان فعالیت آنزیمـی کـاهش   داد که  نشان ه ب

آنـزیم   فعالیـت کاتالیتیـک  از  درصد 60دقیقه  10که بعد از  طوري
 120و  90،  60، 40، 30، 20هـاي   بـا گذشـت زمـان    .شـود حفظ 

 55ترتیـب   بـه  B5dانـدوگلوکاناز سـویه    4 و 1دقیقه، آنـزیم بتـا   
از درصد  2/0و درصد  10،درصد 32،درصد 40،درصد 50، درصد

گـراد بـا    سـانتی  هدرج ـ 70در دمـاي  . کـرد فعالیت خود را حفـظ  
 طور قابل توجهی کاهش یافـت و  گذشت زمان فعالیت آنزیمی به

 و کرداز فعالیت خود را حفظ  درصد 19 تنهادقیقه  10با گذشت 
قـه  دقی 120و پـس از  رسید درصد 9فعالیت آنزیم به دقیقه  60در 

ري دمـایی  پایدا هاي مشابه نیز ). در بررسی4(شکل  به صفر رسید

درجـه   50هاي باسیلوس تا محدوده دمـایی   ناز گونهاآنزیم بتاگلوک
سـرعت کـاهش    ما فعالیت آنزیم بـه و با افزایش د استگراد  سانتی

 B. subtilis NSRS89-24 سـویه نازگلوکا 3 و 1آنزیم بتـا   یابد. می
 درجــه 20-40دمــایی  دامنــهاز فعالیــت خــود را در  درصــد 100

منجـر  گـراد   درجه سانتی 60ه، افزایش دما تا حفظ کرد گراد سانتی
درجـه   80آنزیمی شد و در دمـاي  از فعالیت  درصد 50به کاهش 

 .Leelasuphakul et al)فعالیت آنزیم به صـفر رسـید   گراد  سانتی

. همچنین در بررسـی دیگـري پایـداري دمـایی آنـزیم بتـا       (2006
داد که  نشان Bacillus HR68و  Bacillus HR43 سویهناز دواگلوک

فعالیت داشـته  گراد  درجه سانتی 50هر دو آنزیم تا محدوده دمایی 
 یابــد مــیشــدت کــاهش بــا افــزایش دمــا فعالیــت آنزیمــی بــه  و
)Mavadza et al. 2000.( 

در دمـاي   B5dاندوگلوکاناز سویه  4 و 1نزیم بتا بررسی پایداري آ
داد کـه بیشـترین    نشان pH 3-10گراد و محدوده  سانتی درجه 50

 ـ اساس است. بر pH 5-6پایداراي آنزیم در  دسـت آمـده    هنتـایج ب
توانایی  B5dشده توسط سویه  تولید اندوگلوکاناز 4 و 1بتا  آنزیم

 82، درصـد  87،درصـد  96،درصـد  91،درصد 79،درصد 70حفظ 
در ترتیـب   بـه  از فعالیـت خـود را  درصـد   79ودرصـد   80،درصد

pH حاصله مشخص شد که براساس نتایج  است.ا دار 10تا  3هاي
پایـدار   10تـا   pH 5در محـدوه   B5dناز سویه اگلوکآنزیم اندوبتا

 ـارا )5 شکل( درفعالیت باقیمانده صورت درصد  بهنتایج  .است ه ی
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 .B نـاز سـویه  ابتاگلوکلیـت آنـزیم   . بررسی پایـداري فعا استشده

cereus درمحدوده pH 2-10 حـدود   شـده ذکرداد که آنـزیم   نشان
= 9و در حفظ کرد pH 5-9از فعالیت خود را در دامنه  درصد 90
pH ،83      کنـد   درصـد از فعالیـت خـود را حفـظ مـی(Yan et al. 

 4 و 1-3 و 1همچنین بررسی پایداري فعالیت آنـزیم بتـا   . (2012
بـا   داد که آنزیم ذکرشـده مشـابه   ، نشانB. subtilis A8-8 زگلوکانا

 پـژوهش در این  اناز جدایه مورد بررسیاندوگلوک 4 و 1آنزیم بتا 
  pH 2-8 هاز فعالیت خود را در دامن درصد 80ود حدقادر است 

 شدمشاهده  pH= 8چه بیشترین فعالیت آنزیمی در حفظ کند. اگر 

(Jung et al. 2010). طـور کـه در نتـایج ایـن بررسـی نیـز        انهم ـ
ــترده م ــدوده گسـ ــداري در محـ ــد پایـ ــخص شـ از  pHاي از  شـ

 Hakamada)ناز جنس باسیلوس است اخصوصیات آنزیم بتاگلوک

et al. 2002).  با توجه به دما وpH ناز ابهینه فعالیت آنزیم بتاگلوک
 مناسبی بـراي اسـتفاده   رسد این آنزیم گزینه می نظربه  B5dسویه 

منظـور ارزیـابی شـرایط تولیـد      خوراك دام و طیور باشد. بدین در
و تعیـین شـرایط بهینـه     اي کشاورزي،استفاده از پسمانده آنزیم با

 شد. محیط کشت اقتصادي براي تولید در فاز بعدي انجام خواهد
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در تراریخته ید محصولات ي باعث تولي اخیر مهندسی ژنتیک با استفاده از علم بیوتکنولوژ در دو دهه

رشد سطح کشت محصولات تراریخته در سرتاسر دنیا حاکی از اهمیت ه ب جهان شده است. آمار رو
ي عموم مردم از این مواد غذایی است. ذرت یکی از مهمترین  ها و افزایش استفاده ي تراریخته ویژه

شود. هدف از  شت و مصرف میمیزان زیادي ک محصولات تراریخته است که در بسیاري از کشورها به
ی واکنش ه از روش مولکولی حساس و اختصاصاستفاد هاي تراریخته با این پژوهش شناسایی ذرت

است که قابلیت جداسازي موادغذایی تراریخته از غیرتراریخته را دارا  از (پی.سی.آر)اي پلیمر زنجیره
کنندگان  ر سبدکالاي مصرفهاي تراریخته د شده با هدف تشخیص ذرت انجام پژوهشاین  .است

هاي پیشین در ایران چند  در پژوهش .است P35Sو آغازگر اختصاصی (پی.سی.آر) ي  ایرانی بر پایه
ي  نمونه سهپژوهش این ر د نمونه ذرت مشخص یا وارداتی در ایران مورد بررسی قرار گرفته بود.

آوري شده از  ذرت جمع ي نمونههفت  و سی دي.ان.اتراریخته ذرت از گمرك شیراز تهیه و 
  CTABاستاندارد روش نمونه ذرت جهادکشاورزي، به ششبزرگ و  شهر هفتبازارمصرف 

بومی  شناسایی ذرت با استفاده از ژنپی.سی.آر آزمون . شدبروماید) استخراج  آمونیوم متیل تري (ستیل
هاي تراریخته  رتذ شناسایی انجام شد. جهت )که در تمام ارقام ذرت وجود دارد  (IVRاینورتاز

با ) موجود اکثر وکتورها CaMV 35s(آغازگر اختصاصی  P35S پیشبربراساس  ن پی.سی.آرآزمو
یه جهت تعیین توالی و ته P35Sو   IVRد. محصولشبهینه  P35S1و  P35S2هاي اختصاصی آغازگر

و  سازيبهینهها  روي نمونه بر  P35Sیشبرو پ IVRژن  پی.سی.آر آزمون د.شکنترل مثبت کلون 
و  T/A Cloningروش  به پی.سی.آرد. هر دو محصول شترتیب تکثیر  به bp 195و  bp 226 آمپلیکون

نمونه ذرت  ششچهل و  کلون شد. از میان  JM107E.coliو میزبان  pTZ57Rبا استفاده از پلاسمید
 56,5از و بومی اینورت لحاظ ژن به درصد 100مصرف، گمرك و جهادکشاورزي آوري شده از بازار جمع

نشان  پژوهشاین  .بودندداراي جواب مثبت  P35Sلحاظ اگزوژن  ها به عدد) از نمونه 26( درصد
اي پلیمراز  هاي مصرفی در بازار ایران براساس واکنش زنجیره دهد که درصدبالایی از ذرت می

گرفته کننده صورت ن گذاري و آگاهی مصرف اقدامی جهت برچسب . با این وجود هیچاستتراریخته 
 است.

 هاي کلیدي واژه

mailto:Diana2730@yahoo.com
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  مقدمه

موجـب   مـواد غـذایی  ت جهان و ازدیاد تقاضا براي جمعی افزایش
 هـاي محصـول بیوتکنولوژي درتولیـد   نوین هاي شارگیري روک هب

 ـ  شده است. غذایی  بـه طـور  نوترکیـب   يدي.ان.اوري اامـروزه فن
 گرفتـه اسـت  مـدرن مـورد اسـتفاده قرار    رزياي در کشاو گسترده

)Zang and Gou 2011.(  ردهاي بیوتکنولـوژي تولیـد   از کاربیکی
گیاهــان یــا  راریختــه،تموجــودات  .اســتتراریختــه محصــولات 

داراي  ي اصـلاحات انجـام شـده    واسـطه   جانورانی هستند که بـه 
ن اضـافی را  اند و یا توانایی سنتز پـروتئی  هاي جدیدي شده ویژگی

 .Gachet et al.1999; Ozge Ozgen Arun et al( انـد  پیـدا کـرده  

2013( . 
تراریخته مقابله با گرسـنگی در   غذاییموادیکی از مهمترین مزایاي 

کـاهش  یختـه  رترا مثبـت محصـولات   رهايجهان است. ازدیگر اث
هـا و   کـش  ز آفـت هاي اکولوژیکی از طریق کاهش استفاده ا آسیب

 Constable(است وري  خاك و افزایش بهره شجلوگیري از فرسای

and Jonas et al. 2007 .(براي مقابلـه   تراریختهحصولات تولید م
جهان در گیري سـالانه در سراسـر  چشـم  طوربهبا بحران گرسنگی 

موجـودات تراریختـه توسـط     2010حال افزایش است، تـا سـال   
کشور کشت شدند و سطح کشت این مـواد بـه    59کشاورزان در 

میلیـون   170) و James 2011( 2010در سـال   میلیون هکتار 148
از مهندسـی  امـروزه   .)James 2012( رسـید  2012هکتار در سال 

اي  ژنتیک جهت بهبـود صـفات گیاهـان زراعـی اسـتفاده گسـترده      
د کـه  سویا، ذرت، کتان، کانولا از جمله محصولاتی هستنشود.  می

خـود اختصـاص    را بـه تراریختـه   گیاهان کشتبیشترین سطح زیر
ذرت و ســویا محصــولاتی هســتند کــه  .)James 2011انــد ( داده

دهنـد و   صـلی بسـیاري از غـذاها را تشـکیل مـی     اجـزاي ا  امروزه
 Taski-Ajdukovic( شوند میزان زیادي مصرف می درسراسر دنیا به

et al. 2009(هاي معتبر والییابی ت. در این گیاهان با رد )P35S, T 

NOS, nptII... ( هـاي ژنتیکـی اسـتفاده     اريدسـتک  بیشـتر که براي
 ـتـوان وض ـ  شود می می  ا مـورد بررسـی قـرار داد   ر یعیت تراریخت

)(Gachet et al. 1999. 
به اقداماتی در تراریخته منجر غذاییدمواي ایمنی  درباره یملاحظات

اروپا  اتحادیه د.ش اخیر هاي سالها در  آن برچسب گذاري ي زمینه
 گــذاري محصــولات مــیلادي مقــررات برچســب 1997در ســال 

مــیلادي  2002تراریختــه را تصــویب کــرد. از آن زمــان تــا ســال 
اپن، اسـترالیا، برزیـل، کـره جنـوبی، چـین،      کشورهاي انگلستان، ژ

 رســمی ایــن قــوانین را پذیرفتنــد بــه طــور...  فریقــا وآنیوزلنــد، 
)Philips P W and Mc Nill H. 2000; Seong-Hun Lee et al. 

کــه  پیوســتهکشــورهایی  جمــع بــهترکیــه  ،میانــهدر خاور). 2004
را اجبـار کـرده   تراریختـه  امل غـذایی ش ـ  زدن محصولات برچسب

 .(Taski-Ajdukovic et al. 2013)است

مصرف در بازار تراریخته محصولات غذاییحضور  که با وجود این
 گـذاري برچسـب ي  جدي در زمینه گونه اقدامات یچدر کشور ما ه

اي  روش واکـنش زنجیـره   نگرفتـه اسـت.   این محصـولات انجـام  
ندارد طلایی جهت شناسـایی  عنوان استا کمی به پی.سی.آرپلیمراز 

د قبول است و از طرف اتحادیه اروپا مور تراریختیو تعیین مقدار 
-بهه امروزه ک است، دقیق و ساده حساس ثابت شده که یک روش

تراریختـه مـورد    موجوداتبراي تشخیص حضور  اي گسترده طور
 ;Meyer 1999; Tenegal et al. 2001( گیـرد  مـی اسـتفاده قـرار   

Wen-Tao et al. 2004 .( 
غذایی مهندسـی  رود براي هر کشوري که از موادبنابراین انتظار می

 شناسایی و تعیین ظرفیت ،کند ها استفاده می شده یا محصولات آن
 در دسـترس باشـد   کامـل طـور بـه  ریخته بایـد ترامحصولات کمی 

(Adugna andMesfin 2008) .جـدا  اعـده ما نیـز از ایـن ق   کشور 
راد و تربیـت اف ـ  مواد غـذایی بررسی و کنترل  همبرم ب نیست و نیاز

 پـژوهش شود. هـدف از ایـن    متخصص در این راستا احساس می
ر بازارمصرف شهرهاي عمده ریخته دهاي ترا بررسی حضور ذرت

 .استپی.سی.آر  با استفاده از روشکشور 
 

  ها روش و مواد

کـه توسـط موسسـه     ISO 21568مطابق اسـتاندارد  : برداري نمونه
در ندارد و تحقیقات صنعتی ایران تهیه و تـدوین شـده اسـت    استا

نمونـه ذرت   شـش ) 1 شـد:  آوري جمـع  نمونه پنج و مجموع چهل
-TN-05)، (TN-05-152)، (TN-05-150) يهــا اســتاندارد بــا نــام

158)، (TN-05-157) (TN-05-156) سســــه تحقیقــــات واز م و
 کـرج کشـاورزي واقـع در   جهادوزارت بذر و نهال  و تهیه اصلاح

هـاي   بـا نـام   شـده  بنـدي  بستهتجارتی نمونه ذرت  ده) 2 تهیه شد.
نازدانـه، سـیالان،    ها، سایان، برتر، چاوش، سعادت، خشکپاك، گل
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ــه ذرت ک یــکبرکــت، صــیتی و  مصــرف و نســروي از بازارنمون

 شـش  و تس ـبی )3 آوري شـد.  هاي سطح شهرتهران جمـع  فروشگاه
 ،مشـهد  ،مل: تهرانمختلف کشور شا شهر هفترت فله از نمونه ذ

 سـه ) 4 آوري شـد.  رشت جمع و آستارا ،کرمانشاه ،آباد خرم ،اهواز
وارداتـی از گمـرك    ذرت عنـوان  آرژانتین بـه  نمونه ذرت از کشور

 ,INCE ILGAZE, MASTRO GIORGISهـاي  شـیراز بـا نـام   

AGIOS SOSTIS عنوان کنترل مثبت تهیه شد. به 
ج شـد. در  هـا اسـتخرا   نمونه يدي.ان.ادر ابتدا : ج دي.ان.ااستخرا

بروماید مـورد اسـتفاده    آمونیوم متیل ريت این پژوهش از روش ستیل
 ;Gachet et al. 1999( مـرتبط اسـتفاده شـد   هـاي   بیشتر مقالهدر 

Wen-Tao et al. 2004; Cantrill 2008; Chaouachi et al. 2013; 

Arun et al. 2013.( 

ترتیـب صـورت    بـدین  مختصـر طوربه يِدي.ان.امراحل استخراج 
بـافر  میکرولیتر  750 نمونه به لوله حاويگرم  میلی 100) 1 :گرفت

دقیقه  30مدت  بهگراد  درجه سانتی 65 استخراج اضافه و در دماي
 دور بر دقیقه 12000داده شد. سپس سانتریفیوژ با درانکوباتور قرار

رویی بـه لولـه جدیـد منتقـل و     ) مایع2شد.  دقیقه انجام10مدت  به
سانتریفیوژ بـا   حجم کلروفورم به لوله اضافه شد. سپس 0,7سپس 
) پس از انتقـال  3انجام شد.  دقیقه15مدت  به دور بر دقیقه 12000

به آن اضافه  CTABرویی به لوله جدید دو حجم بافر رسوب مایع
سپس سانتریفیوژ  دقیقه در دماي اتاق نگهداري شد. 60مدت  به و

رویـی  ) مـایع 4دقیقه انجام شد. 15مدت  به دور بر دقیقه 12000با 
کلرید سـدیم اضـافه شـد     میکرولیتر 350دور ریخته و به رسوب 

کلروفورم اضـافه  میکرولیتر  350 سپس با ورتکس مخلوط شده و
دور بـر   12000سانتریفیوژ با  بار سر و ته کردن لوله 10و پس از 

جدید منتقل رویی به لوله از) ف4دقیقه انجام شد.  10مدت  به دقیقه
دقیقـه در   20مـدت   م ایزوپروپانول به آن اضـافه و بـه  حج 6/0و 

نگهداري شد. سـپس سـانتریفیوژ بـا    گراد  درجه سانتی -20دماي 
رویی دور ) مایع5دقیقه انجام شد. 15مدت  به دور بر دقیقه 12000

اضـافه   درصـد  70اتـانول   میکرولیتر 500ریخته شد و به رسوب 
دور بر  12000سانتریفیوژ با ه و ته کردن لولبار سر 10شد. پس از 

رویـی دور ریختـه و   ) مـایع 6دقیقـه انجـام شـد.    10مدت  به دقیقه
قـه قـرار   دقی 10مـدت   بـه گـراد   درجه سـانتی  60رسوب در دماي 

بـافر   میکرولیتـر  100رسـوب در   گرفت تا خشک شود. در نهایت
TE  .مقـدار و کیفیـت  پس از اسـتخراج یا آب حل شد ، يدي.ان.ا 

 280و  260ول موج فتومتري در طاستخراج شده با روش اسپکترو
 .گیري شد نانومتر اندازه

 , IVR1A هايربومی اینورتاز از آغازگ جهت تکثیر ژن: هاآغازگر

IVR1B ي  ژن دلیل قطعی بـراي شناسـایی گونـه    این ،استفاده شد
ــتذرت  ــایی   اس ــر و شناس ــت تکثی ــبر. جه ــز از  P35S پیش نی

جدول  )کلم لویروس موزاییک گ پیشبر 35S1, 35S2( هايآغازگر
 (Tengal et al. 2001). داستفاده ش) 1(

و  دي.ان.ا بعدي پس از اسـتخراج  گام: اي پلیمراز واکنش زنجیره
تراریخته انجام واکـنش   تهیه آغازگرها جهت غربالگري موجودات

است. مقادیر مـورد اسـتفاده بـراي    (پی.سی.آر) اي پلیمراز  زنجیره
 و X 10بافر  میکرولیتر 5/2: لهر دو آزمون شام پی.سی.آرش واکن
 75/0، میکرومـولار  10 کـدام از آغازگرهـاي  از هر میکرولیتـر  یک

 dNTP 5/0میکرولیتـر   10 مـولار،  میلی 50منیزیم کلرید میکرولیتر
ــزیم  4/0، مــولار میلــی ــر آن ــی Taqمیکرولیت ــراز  پل  14، (5u/µl)م

کنترل مثبت  میکرولیتر 5 یر شده واستریل دوبار تقط آب میکرولیتر
 25نهـایی   و مخلـوط واکـنش بـا حجـم     اسـت  الگو يدي.ان.ایا 

ي بهینـه شـده در    سایکلر با برنامهوترم دستگاه را درون میکرولیتر
حرارتـی  تا تکثیـر انجـام شـود. پروفایـل      گرفتهاین پژوهش قرار 

 است. دوشماره  هاي ولصورت جد به پژوهششده در این استفاده

 رهاي استفاده شده در این پژوهشآغازگترادف  -1جدول 
Table 1- Sequences of primers used in this study 

 رآغازگنام  ('3.……'5)ر آغازگتوالی  هدف توالی

Ivr (Maize invertase) 
 

CCGCTGTATCACAAGGGCTGGTACC 
GGAGCCCGTGTAGAGCATGACGATC 

IVR1A-F 
IVR1B-R 

Promoter CaMV 
 

GCTCCTACAAATGCCATCA 
GATAGTGGGATTGTGCGTCA 

p35S1 
p35S2 
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 P35S.و  Ivrپروفایل حرارتی بهینه شده براي  -2جدول 
Table 2- The thermal profile optimized for Ivr and P35S. 

 Ivr Program   
 12 Min 95 0C First Denaturation 

35 Cycle 
 

30 Second 95 0C Denaturation 
30 Second 64 0C Annealing 
60 Second 720C Extension 

 10 Min 720C Final Extension 

 
 P35S Program   
 10 Min 95 0C First Denaturation 

40 Cycle 
 

20 Second 94 0C Denaturation 
20 Second 54 0C Annealing 
60 Second 72 0C Extension 

 3 Min 720C Final Extension 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

با قطعات  پی.سی.آربراي مشاهده محصول : آگارز الکتروفورز ژل
195 bp ــول ــه  (ط ــه   bp 225) وP35Sقطع ــول قطع ) از Ivr(ط

 bp DNA Ladder )THERMO 100و نشـانگر   درصد 2آگارز  ژل

SCIENTIFICگرینزي با سـایبر آمی ) و رنگ (IN VITROGEN) 
 استفاده شد.

، تهیه کنتـرل مثبـت و در   توالیهدف از کلونینگ تعیین : کلونینگ
مثبـت کیـت    ساخت کنترل   ایجاد مقادیر زیادي الگو جهت نهایت

 T/Aبـراي انجـام کلونینـگ از کیـت    تشـخیص مولکـولی اسـت.    

Cloning 195 منظـور قطعـه   بـدین  استفاده شد. زفرمنتا bp   تکثیـر
در  قـرار گرفـت.   PTZ57Rدرون وکتـور   P35S شده بـا آغـازگر  

 نظـر بـه   ن وکتور حاوي قطعه ژنی مـورد ماسیوي ترانسفور مرحله
 يهـا  پلاسـمید کلـون  انتقال یافـت.   E.Coli JM107داخل باکتري 

 شد.فرمنتاس استخراج  توسط کیت استخراج پلاسمید ،حاصل
 

  نتایج و بحث

لحاظ اجزاي به  پی.سی.آرآزمون  :پس.سی.آرآزمون  کردن ینهبه
بهینه  پی.سی.آر آزمون نتیجهآزمون و پروفایل حرارتی بهینه شد و 

 در ترتیـب  بـه  درصـد  دوآگارز  ژل بر روي P35Sو  IVRشده ژن 
 .دشو می مشاهده دو و یکشکل 

جفت بـازي   195و  225کون آمپلی پی.سی.آر:محصول  کلونینگ

 Low Range 1: سایز مارکرIVR  .M بهینه شده ژنپی.سی.آر آزمون  -1 شکل

DNA Ladder fermentas225: محصول2 منفی : کنترل bp  

 

 bp 100: سایز مارکرP35S  .Mپروموتربهینه شده آزمون پی.سی.آر  -2 شکل

DNA Ladder vivantis 1 :195ولمحص: کنترل مثب bp  ،2کنترل منفی : 
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بودند در پلاسـمید   P35Sو  IVRبه محصول که به ترتیب مربوط 

PTZ 57 R   و میزبـانE.coli Jm107     سـه  کلـون شـد. در شـکل
اسـاس آزمـون   پی.سـی.آر اینورتـاز بر  ي کلونینگ محصـول   یجهنت

  تکثیري قابل مشاهده است.
 

 
 
 

موید تکثیر صـحیح هـر دو    NCBIدست آمده در  هتطابق ترادف ب
 .قطعه است

 وپـنج  چهـل ت حضور ژنوم ذرت در براي اثبا: ها نمونه يغربالگر
و  IVR با آغازگرهاي پی.سی.آر آوري شده ابتدا آزمون نمونه جمع

همـراه یـک کنتـرل     بهآن اشاره شد  ی که در بالا بهپروفایل حرارت
 دي.ان.ا دو بـار یـونیزه و کنتـرل مثبـت حـاوي     منفی حـاوي آب  

هاي بانک ژن انجام گرفت. سپس محصول  استخراج شده از نمونه
و بـا اسـتفاده از سـایز     درصـد  دووز آگـار  بـر روي ژل پی.سی.آر 

شـرح   بـدین  THERMO SCIENTIFICشـرکت   bp 100 نشانگر
 )2کنترل منفی، چاهک شـماره (  )1(چاهک شماره : بارگذاري شد

شـرکت   DNA Ladder 100bp )3، چاهـک شـماره (  کنترل مثبت
Guangzhou Geneshun Biotech Ltd) 4-9، چاهــک شــماره (

ي  ) نمونـه 10هاي ذرت، چاهک شماره ( پی.سی.آر نمونهمحصول 
 آمیـز بـودن آزمـون    گر موفقیت اننتایج نمای .)4شکل (کنترل منفی 

سـپس   .اسـت ذرت  تـه جهـت تکثیـر ژن گیـاه    کار رف به پی.سی.آر
هـاي تراریختـه بـا     اي مثبت شده با هدف غربـالگري ذرت ه نمونه

 اي پلیمـراز  توسـط واکـنش زنجیـره    P35S1 , P35S2 آغازگرهاي
و با اسـتفاده   درصددووز آگار بررسی شد. سپس نتایج بر روي ژل

ــایز  ــاز س ــرکت bp 100 انگرنش  THERMO SCIENTIFIC ش

 ).5(شکل  شد بارگذاري
نمونـه ذرت مصـرفی    پنج و چهلي در نهایت با بررسی و غربالگر

ان و بانـک ژن و  شهر بزرگ ایر هفتبندي تهیه شده از  فله و بسته
نمونـه کـه    پـنج  و بیسـت تعـداد   ،P35Sهاي گمرك توسط آغازگر

کـه بـه تفکیـک     ند.شدداراي جواب مثبت  است درصد 56معادل 
 70نمونـه (  بنـدي هفـت   نمونه بسـته  10شرح است. از میان  بدین

درصـد) و از   46نمونـه (  12نمونه ذرت فله  26) و از میان درصد
نمونـه ذرت   سه) و هر درصد 33نمونه ( شش نمونه بانک ژن دو

مثبت  P35Sلحاظ حضور نمونه ذرت کنسروي به  یکوارداتی و 
 بودند.

 
 
 
 
 
 
 

کنترل منفی، چاهک : 1چاهک شماره  IVR ژن پی.سی.آر آزمون -4شکل 
شرکت  DNA Ladder 100bp) 3) کنترل مثبت، چاهک شماره (2شماره (

Guangzhou Geneshun Biotech Ltd) محصول 4-9، چاهک شماره (
 ي کنترل منفی. ) نمونه10هاي ذرت، چاهک شماره ( نمونه پی.سی.آر

 
 
 
 
 
 

جفت  100 نشانگر: سایز P35S 1بهینه شده ژن آرپی.سی. آزمون -5شکل 
 6هاي منفی،  : نمونه4 و 3: کنترل مثبت، Thermo Scientific ، 2بازي شرکت

 : کنترل منفی.7 هاي مثبت، : نمونه5 و

 ـ  منظ ـ این پژوهش بـه  هـاي   ی ذرتور آگـاهی از وضـعیت تراریخت
دسـت   ف ایران صورت گرفت، طبق نتایج بـه مصرموجود در بازار

آوري شده تراریخته بودند. با توجه  هاي جمع ذرتدرصد  56 آمده
هـاي   هیچ یـک از ذرت  ها ونهبه تراریخته بودن حداقل نیمی از نم

 M                    1                      2 

250 bp 225 bp 

: کنترل مثبت، 1، چاهک شماره 1KB DNA Ladderسایز مارکر  -3شکل 
 .IVRمحصول کلونینگ  225bp: باند 2چاهک شماره 
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 ی نبودند. موجود حاوي برچسب تراریخت

ــن  دي.ان.ا روش اســتخراج ــژوهش،اســتفاده شــده در ای روش  پ
هـاي متعـددي بـراي     روش که با وجود اینبود.  CTAB استاندارد

کـه   CTABمنظور وجود دارد ما توانستیم با استفاده از روش  این
فاده براي این منظور بـود  استهاي تجاري مورد تر از کیت هزینه کم
کنـیم. در ایـن   قابـل تکثیـري دسترسـی پیـدا      دي.ان.ا خوبی بـه  به

صـورت   گـرم بـود و بـه    میلـی  100نـه  نموي  آزمایش مقدار اولیـه 
استفاده شـد. در   RNaseو  Kیناز اختیاري در صورت نیاز از پروتئ

و همکـارانش و   E.Gachet,1999 چـون  هـم  گذشـته  هايپژوهش
ــین  ــتخراج  Ozge Ozgen Arun, 2013همچن ــز از روش اس نی

CTAB از  همراه پروتئین بهK  ر نشانگوP35S    جهـت غربـالگري
 هـاي راز آغـازگ  2001نیز در سال  Tengal ذرت استفاده شده بود.

P35S و TNOS  هاي تراریخته استفاده کـرد.   شناسایی ذرتجهت
Cankar  ــال ــی.آر q از روش 2008در س ــانگرو  پی.س  P35S نش

 وهشدر ایـن پـژ  هاي تراریخته استفاده کرد.  ی ذرتجهت شناسای
ــ ــز ب ــن ژن نی ــاربردترین ای ــایی یکــی از پرک ــی  راي شناس ــا یعن ه

CAMV35S لیلا سرمدي  1391در سال گرفت. مورد بررسی قرار
 TNOSو  P35S نه ذرت آرژانتینی وارداتی با آغازگرهـاي نمو پنج
نمونـه ذرت   سهعلاوه بر  پژوهشدر این  .دادمورد بررسی قراررا 

نمونه ذرت بـاز   شش وسی اریختگی وارداتی آرژانتین وضعیت تر
نیز هاي شهرهاي مختلف  موجود در بازار و فروشگاهبندي  و بسته

هـاي   نیـز حضـور ذرت  مـریم ربیعـی    گرفـت. رد آزمایش قـرار مو
تجـاري در ایـران    به طورنراریخته را در غذاهاي فراوري شده که 

نتایج اثبات کرده است. P35S ي آغازگر  وسیله شود را به عرضه می
 P35S نشانگردهد که  نشان می ها الهي این مق مشابه حاصل از همه

 تراریختـه محصـولات  هاي مفید بـراي غربـالگري   نشانگریکی از 
 T NOS چـون  هاي دیگـر هـم  چـه اسـتفاده از نشـانگر   اگر .اسـت 
بیوتیک نئومایسین) در کنـار   ژن مقاومت به آنتی(nptII ) و (پایانبر
P35S کند. نتایج را تقویت می 

روشی که جهت تشخیص و تکثیر ذرت مورد استفاده قرار گرفت 
است که ثابت شـده اسـت یـک     پی.سی.آرروش حساس و دقیق 

جهـت غربـالگري محصـولات تراریختـه از      ان بهروش قابل اطمین
 ـ   میان روش  2005اسـت. در سـال    دي.ان.ا ههـاي تشخیصـی برپای

Tripathi کـه   تراریختـه محصـولات  هاي مختلف شناسـایی   روش

پــروتئین و  ههــاي برپایــ ، روشدي.ان.ا ههــاي برپایــ شــامل روش
خصوصیات فنوتیپ بود را مورد بررسی قرار داد و اظهـار داشـت   

ها حساس و دقیـق بـودن    دیگر روش به پی.سی.آروش که مزیت ر
چنین تشخیص کیفی و کمـی آن  از نظر حدود آشکار سازي و هم

 روشاز  2004و همکارانش نیز در سـال  Seong-Hun Lee . است
در  TC1507 و NK603گونه ذرت  دوجهت تشخیص  پی.سی.آر

 خود استفاده کردند. پژوهش

 محصــولات ر رويزیــادي بــ هــاي هــاي اخیــر پــژوهش در ســال
ي  در سرتاسـر دنیـا و همچنـین قضـیه     هـا  و گسترش آن تراریخته

این محصولات انجام شده است.  گذاريبرچسبرعایت قوانین و 
و مضـرات   تعددي جهت آگاهی، شناسایی، فوایـد مشابه م ها مقاله

هـاي بعـد و یـا     که در آینده ممکن اسـت بـر روي نسـل   احتمالی 
یـن  ای ه و بررسی وضعیت تراریخت ـشر شداکوسیستم بگذارند منت

محصولات در کشورهاي مختلف صورت گرفته است. درصدهاي 
در کشـورهاي مختلـف     تراریختـه محصـولات   متفاوتی از حضور

ددي از جملـه چـین،   هاي آسـیایی متع ـ گزارش شده است. کشور
را  تراریختـه  عربستان، ترکیه و اردن حضور محصـولات مختلـف  

ــرده ــزارش ک ــد. در اُ گ ــال  ردنان و  N. AL-Hmoud 2012در س
نمونه ذرت و سویا  دو و بر روي بیست ش پس از پژوهشهمکاران

درصــد  2/18را در  P35Sســویا) حضــور نشــانگر  3ذرت و  19(
 پـنج  و رد. در کشور ما نیـز مـریم ربیعـی بیسـت    ها گزارش ک نمونه

 درصـد  20وري شـده را بررسـی کـرد و    آنمونه از انواع ذرت فـر 
هـاي آرژانتینـی مـورد     ذرت درصد 100زارش کرد. ی را گراریختت

بـود. در   TNOS یـا  P35S هـاي  حاوي توالی لیلا سرمدي پژوهش
بودنـد. ایـن    P35S هـا حـاوي   نمونـه  درصـد  56این پژوهش نیز 

در ایـران   هـاي تراریختـه   گر حضـور انـواع ذرت   نمایان ها گزارش
در  هاي ذرت موجود ه و دانهفراوري شد ،وارداتی هاي شامل ذرت

 . بازارمصرف است
عمـده از کشـورهایی کـه بیشـترین      به طوراین علت که ذرت ه ب

دنیا دارا هستند وارد کشور سطح زیر کشت گیاهان تراریخته را در 
هـاي   اوري و بررسی تراریخته بـودن دانـه  فناز شود، استفاده  ما می

اي برخـوردار   سـریع از اهمیـت ویـژه    روش شناسایی ذرت با یک
شـود دیگـر    بینی می در نتیجه پیش). Leila Sarmadi 1391است (

نیـز در   فرنگـی و...  اریخته نظیر سویا، بـرنج، گوجـه  محصولات تر
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 , Meyerو Helt , 2004طور کـه   همانسطح کشور حضور دارند. 

کردنـد کـه امـروزه    ایـن مطلـب اشـاره    خود به يها مقالهدر  1996
و تـا   ته اسـت شت محصولات تراریخها هکتار زمین زیر ک میلیون

ی ناشـی از مصـرف محصـولات    گونه مشکل بهداشـت  حال هیچ به
بارهـا   ها در انسـان مشـاهده نشـده و    هاي آن وردهآیا فر تراریخته

معتقـدیم   مـا نیـز   ؛ها به اثبـات رسـیده اسـت    ت آنیسلامت وکیف
هـا در کشـور    ریختـه و حتـی کشـت آن   استفاده از محصولات ترا

سـطح بـالایی از    به ه و رسیدنعبب بهبود وضعیت جامتواند س می
کـه ورود ایـن    ضـوع گـرفتن ایـن مو   نظـر کفایی باشد. بـا در خود

صـورت   غیررسـمی  هـر حـال از مبـادي رسـمی و     محصولات به
کـل  پروت بـه  که ایران چند سال است که این گیرد و با توجه به می

نیاز مبرم به بررسی  قانون ایمنی زیستی پیوسته تصویب کارتاهنا و

-و عـلاوه  گذاريبرچسب اجراي قانون همچنین شتر ویو کنترل ب

شـدت احسـاس    زي در ایـن زمینـه بـه   سـا  هنگآن آموزش و فربر
شده و به او قدرت کننده ضایع ن صورت حق مصرف بدین شود. می

 شود. انتخاب داده می
 

  سپاسگزاري

به یشـا  هاي بی قدردانی خود را از کمکوسیله کمال تشکر و  بدین
موسسـه   ایـن  فناور و پرسنل محترم نیان ژنان ایرابنی موسسه دانش

همچنـین   امین محمـودي و محمـد  ،مساحیآقاي سام  خصوص به
تـر مظفـري) و   دک بذر و نهال (جناب آقاياصلاح و تهیه موسسه 

تعـدادي   شـتن جهـت در اختیـار گذا   زاده به آقاي دکتر عباس عالم
 .کنم ابراز می وارداتی نمونه
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متر نوین و ک هاي فناوريو دیگر عدم اعتماد و اطمینان به مهندسی ژنتیک و محصولات تراریخته 
میلیون هکتار محصولات تراریخته در دنیا  170شناخته شده توسط مدیران، با وجود کشت بیش از 

هاي شیمیایی  کش هاي تولید غذا با تکیه بر مصرف از آفت موجب استمرار استفاده از روش
نمونه گیلاس از  چهلتعداد کش دیازینون  منظور تعیین باقیمانده حشره خطرناك شده است. به

ن مرکزي میوه و تره بار تهران که از پنج شهر مختلف لواسان، شهریار، قزوین، مشهد و ارومیه میدا
تهیه  90سال  و تیر خرداد هاي ، طی مدت معینی در ماههستندتولید گیلاس در ایران که قطب 

 استفاده ها از روش استاندارد کچرز شده و به آزمایشگاه انتقال داده شدند. جهت استخراج نمونه
طیف -گیري دیازینون از دستگاه کروماتوگراف گازي ها، جهت اندازه . پس از استخراج نمونهشد

باقیمانده دست آمده با حداکثر میزان مجاز ملی  هو مقادیر ب شداستفاده سنجی جرمی 
هاي مورد آزمایش داراي آلودگی  نمونه درصد 10د. نتایج نشان داد که شمقایسه ها  کش آفت

از  نمونه چهارشامل گرم بر کیلوگرم) که  میلی MRL =5/0( مجاز به دیازینون بودند بالاتر از حد
درصد  90و مابقی  نددگرم بر کیلوگرم) بو میلی 29/0گرم بر کیلوگرم) و لواسان ( میلی 3/0مشهد (

تواند در  دست آمده می هها بدون باقیمانده قابل ردیابی دیازینون بودند. نتایج ب از نمونه
 د.شوکشور در آینده استفاده  خطرر ها در مناطق پ کش هاي استفاده و کاربرد آفت ریزي هبرنام

 هاي کلیدي واژه



 ي و همکارانمینا عسگر  ...کش دیازینون در محصول گیلاس باقیمانده حشرهبررسی میزان 

 
 

  مقدمه

میلیون هکتار  3/170حدود میلادي چیزي در  2012تا اواخر سال 
کشاورزي در دنیـا بـه کشـت محصـولات تراریختـه       هاي از زمین

به گیاهان تراریخته مقـاوم  میلیون هکتار آن  64اختصاص یافته که 
ــت ــه آف ــا ب ). Adeli and Ghareyazi 2012اختصــاص دارد ( ه

ي ین نوع محصولات و با استفاده از استراتژترتیب با کاشت ا بدین
هاي شـیمیایی   کش ، مصرف آفتها تاستفاده از گیاهان مقاوم به آف

گونه محصـولات فاقـد    چشمگیري کاهش پیدا کرده و این به طور
ــلامت       ــمین س ــمن تض ــوده و ض ــموم ب ــده س ــه باقیمان هرگون

مناسبی چه در داخـل و چـه بـراي     نسبت بهکننده، از بازار  مصرف
فاده از اسـت  دو نکتـه در عـدم   ادرات نیز برخوردار خواهند بـود. ص

کنـون هـیچ    کـه تـا   مل است، اول ایـن أمحصولات تراریخته قابل ت
بـر انسـان و محـیط     سـو  هـاي اثرو سندي مبنی بر وجـود   مدرك

کـه   زیست در محصولات تراریخته ارائه نشـده اسـت، و دوم ایـن   
ت محصـولات  کش ـ ادامه هدم کشت محصولات تراریخته به منزلع

هـاي   کش است که موجب استمرار مصرف آفت ها حساس به آفت
هـا چـه    شود. موادي که خطرنـاك بـودن آن   خطرناك می شیمیایی

بیشـماري   هـاي  ا و چه براي محیط زیست با پژوهشه براي انسان
اساس آمار منتشر شده از طـرف سـازمان   بربه اثبات رسیده است. 

وارده از طـرف  نگین خسـارت  میـا  ) FAO( خواربار و کشاورزي
و  است درصد 40 به طور تقریبیولات کشاورزي به محص ها تآف

شـود کـه    هاي مختلف اسـتفاده مـی   از شیوه ها تآفبراي مبارزه با 
مـوارد در الویـت    بیشترهاي شیمیایی در  کش سفانه کاربرد آفتاتم

ي شیمیایی بیشـتر از آنچـه تصـور    ها کش باقیمانده آفتقرار دارد. 
 اثرروابط بازرگانی کشورها  سیاسی و-کنیم بر شرایط اقتصادي می
نیـت غـذایی و سـلامت    گذارد. اما در داخل کشور نیز بحث ام می

دهد. اکنـون   میقرار  اثرخورده و همه چیز را تحت  غذا با هم گره
پزشکی به این عقیده راسـخ   پزشکی و گیاه پژوهشگرانبسیاري از 

اد، شیوع روز افزون انواع هاي ح یتاند که علاوه بر مسموم رسیده
انواع سرطان بستگی مستقیم و  خصوص بههاي خطرناك و  بیماري

. )Daniels et al. 1997( هـا دارد  کـش  غیرمستقیم به مصرف آفـت 
ــاراحتی  هم ــیاري از ن ــین بس ــک  چن ــاي ژنتی ــیمه ــازي و  ، عق س

 عصـبی و روانـی، کـاهش حافظـه و کنـد      باروري، اختلالات عدم
هورمـونی و   ایمنـی و سیسـتم   ان، اختلالات دستگاهذهنی در کودک

هـا اعـلام    کـش  در انسان را هم ناشی از مصـرف آفـت   حساسیت
 ,Firestone et al. 2005, Ascherio et al. 2006( کننــد یمــ

Heidari, 2010 .(بـه  وا، خـاك و  هـا توسـط ه ـ   کش باقیمانده آفت
ا، ه ـ منابع آبی ماننـد چـاه   آمده و واردآب به چرخش در خصوص 

و  شـوند  یها م ها، دریاها و اقیانوس شهري، دریاچه ها، آب رودخانه
ه هواي آلوده وارد زیستگاه و زنجیـر ها و  از طریق مصرف این آب

شوند. حتی باقیمانده  انسان میخصوص  بهزنده و  تغذایی موجودا
شـت و محصـولات کشـاورزي    ها همراه با شـیر، گو  کش این آفت

ناکی ت و خطرد و عوارض سخشو ا میه غذایی انسان وارد سیستم
 آورد. بار میه را ب شد گفتهکه در بالا 

یکـی از   Cerasus avium (L.) Moench علمـی  گـیلاس بـا نـام   
. در کشور ما نیز ایـن  استجذاب باغی در دنیا محصولات مهم و 

دلیل طعم و مزه مطلوب و دوره رسیدگی کوتاه میـوه  ه محصول ب
بـالایی برخـوردار اسـت. طبـق      اهمیـت و تولید در اوایل فصل از 

 40حال حاضر ایـن محصـول در بـیش از    هاي موجود در گزارش
 شود. تجاري کشت می به طورنقطه از جهان 

شود کـه بعضـی    رقم گیلاس در دنیا کشت می 250ضر حال حادر
. تـا  استفرد  مانند گیلاس سیاه مشهد منحصر به از ارقام در ایران

اول جهانی را داشـت   هلید گیلاس رتبال پیش ایران در توس چهار
 ,Bouzari( سوم را به خـود اختصـاص داده اسـت    هکه امروز رتب

2009 .( 
اسـت  تماسی و گوارشی  ،هاي فسفره کش هدیازینون از گروه حشر

خـوار،   جهت کنترل طیف وسـیعی از حشـرات جونـده، بـرگ    که 
محصـولات بـاغی و    بیشـتر خـوار و مکنـده در    خوار و ریشه ساقه
عی از جمله مرکبـات، سـیب، گلابـی، گـیلاس، هلـو، انگـور،       زرا

 ).Tomlin, 2003( شود سورگوم، یونجه و غیره استفاده میذرت، 
هــا در  کــش تعــددي در رابطــه بــا باقیمانــده آفــتم هــاي پـژوهش 

در  هـا  پژوهشاز این  اي لات مختلف انجام پذیرفته که پارهمحصو
ه در میدان بار شهر هاي گیلاس عرضه شد نمونه. آمده است پایین

 آزمـون تورنتو، کانـادا را جهـت ردیـابی باقیمانـده زولـون مـورد       
 شـد نمونه گیلاس مشـاهده   هفدهدادند و باقیمانده زولون در قرار

(Frank et al. 1990). 
متیـل را در   هاي اتریمفوس، فوزالون و آزینفوس کش باقیمانده آفت

جـه بـه نتـایج    داد. بـا تو رگیلاس و کمپوت آن مورد بررسـی قـرا  
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ه شـد کـه بـا گذشـت دوره     در مورد سـم زولـون دیـد    ها آزمایش

 زاکـش کمتـر    ش در میوه گیلاس، باقیمانده حشرهک کارنس حشره
میزان مجاز تعیـین شـده توسـط کـدکس بـوده و بعـد از        حداکثر

ود و ش کش کاسته می درصد از باقیمانده حشره 66ه نیز شستن میو
 ـ  82ا نیز ه بعد از تهیه کمپوت از نمونه زان باقیمانـده  درصـد از می

 ــ ــه در هم ــد ک ــته ش ــایین  هکاس ــده پ ــزان باقیمان ــوارد می ــر از  م ت
باقیمانـده دو  . (Madani, 1996) شـد مشـاهده  میزان مجاز داکثرح

 شـده و شسـته   ش فوزالن و اکامـت روي گـیلاس شسـته   ک حشره
دهـد   یها نشان م ـ . مقایسه میانگینمورد ارزیابی قرار گرفتنشده 
مانـده فـوزالن   بین باقی درصد 99داري با احتمال  لاف معنیکه اخت

که  هاي شسته شده و شسته نشده وجود دارد. در صورتی در نمونه
 Talebi( داري مشاهده نشد ورد باقیمانده اکامت اختلاف معنیدر م

Jahromi et al. 1998 .(روي باقیمانـده و دوره کـارنس    پژوهشی
گـرفتن کمتـرین   نظربا درشد.  گیلاس انجام درکش دیازینون  آفت

ــزان باقی ــده مجــاز دوره کــارنس ایــن حشــره می کــش بعــد از  مان
 ,Haji Razagh( روز تعیـین شـد   12عمـل آمـده    هاي بـه  آزمایش

ــتخراج ). 1998 ــتفاده از روش میکرواس ــا اس ــا  ) HS-SPME( ب ب
هـاي دیـازینون،    کـش  آفت GC/MSاستفاده از فاز جامد و دستگاه 

اتیـل و   ، برومفـوس ، پاراتیون، برومفـوس متیـل  فنیتروتیون، فنتیون
 هاي گیلاس استخراج و مورد بررسـی قـرار دادنـد    از نمونه اتیون

)Triantaphyllos et al. 2003 .(  ن در محصـول  باقیمانـده دیـازینو
 قرار گرفـت بررسی  مورد هاي انجام شده پاشی هندوانه پس از سم

وز و در پوسـت  ر یککه در میوه هندوانه  حاصل شدو این نتیجه 
حـد مجـاز    باقیمانـده بـه  پاشـی میـزان    روز پس از سم دوهندوانه 

هاي  کش باقیمانده آفت همچنین .(Hosseinmardi, 2001) رسد می
هاي منطقه ارومیـه مـورد    رگانوفسفره در محصول سیب سردخانها

ها نشـان داد کـه    نمونه آزمون. نتایج حاصل از گرفتبررسی قرار 
ه بـراي دیـازینون، کمتـر از حـداکثر مجـاز      دسـت آمـد   مقادیر بـه 

ــو  ــدکس ب ــتاندارد ک ــدیناس ــول   ده و ب ــل قب ــت قاب ــتند جه هس
(Yadegarian et al, 2002).  یـزان باقیمانـده و دوره   در بررسـی م

و دیـازینون در محصـول خیـار    هـاي مـانکوزب    کش کارنس آفت
کـش   دست آمده نشـانگر دوره کـارنس حشـره    اي، نتایج به گلخانه

کس که میزان مجاز کد حداکثرروز با توجه به  10-7بین دیازینون 
 ,Morowati et al( ، بـود اسـت گرم بـر کیلـوگرم    میلی 1/0معادل 

هـاي   تکش برعلیه آف ـ مصرف بالاي این حشره با توجه به). 2010
تـا از   شـد فعلـی انجـام    هاي پژوهشزاي گیلاس،  مهم و خسارت

یلاس آگاهی حاصل کش بروي گ میزان باقیمانده احتمالی این آفت
  د.شو

 
  ها روش و مواد

 ـ چهلداد تع: برداري نمونه صـورت تصـادفی از    ه نمونه گیلاس ب
ي خرداد و تیـر سـال   ها یدان میوه و تره بار مرکزي تهران طی ماهم

هـا وزن شـدند، سـپس     نمونـه  ءآوري شدند. ابتدا تهیه و جمع 90
ذاري شدند. گبرداري کد س محل ارسال نمونه و تاریخ نمونهاسابر

هاي تهیه شده پس از ارسال بـه آزمایشـگاه توسـط دسـتگاه      نمونه
هـاي   دکن، مخلوط شدند و در ظروف یکبارمصرف و در کیسهخر
شـدند و  گراد منتقـل   سانتی هدرج -20زر قرار داده و به فریزر فری

 گرفتند.ها مورد استفاده قرار سرانجام جهت انجام آزمایش

 ـ  منظـور   بـه : وسـیله روش کچـرز   هروش استخراج دیـازینون ب
تازه و تعیین باقیمانـده آن   کش دیازینون از گیلاس هاستخراج حشر

کـه در آن صـورت گرفـت،     با مختصر تغییراتی زطبق روش کچر
همـوژن   ابتـدا از نمونـه  . .Anastassiades et al) (2003شد انجام 

دار رهاي سانتریفوژ د ه و داخل لولهکردگرم وزن  15شده گیلاس 
 درصـد  یـک نیتریل (حـاوي  لیتر اسـتو  میلی 15تقال داده و به آن ان

گـرم   شـش گـرم پـودر کلرایدسـدیم،     یـک اسیداستیک) و سپس 
نیترات بـه نمونـه افـزوده شـد و      گرم سدیم 5/1منیزیم و  سولفات

قیقه تکـان  د یکسپس توسط ورتکس (هایدولف آلمان) به مدت 
دور بـر   5000( فیوژدقیقه سـانتری  پنجمدت   داده شد. بعد از آن به

 پـنج میـزان   ریفوژ شده بهشد. از محلول سطحی نمونه سانت دقیقه)
لیتري انتقال داده شد  میلی 14شته و به لوله سانتریفوژ لیتر بردا میلی

 150و  )PSA )Primary Secondary Amine گــرم میلــی 50و
 GCB )Graphic Carbon گـرم  075/0منیزیم و  گرم سولفات میلی

Black (ثانیـه   30مـدت   توسط ورتکس بهآن اضافه شد. سپس  هب
دور بـر   5000( دقیقـه سـانتریفیوژ   یـک مدت   تکان داده شد و به

دار ریخته  لیتر از عصاره به ویال در پیچ میلی 5/1د. مقدار ش دقیقه)
 کامـل  بـه طـور  (آیـلا ژاپـن)    ننده تحت خلاو در دستگاه تبخیرک
لیتـر   میلـی  یـک قـدار  غلیظ شده پس افزودن مخشک شد. نمونه ت

فنیل فسـفات جهـت    میکرولیتر تري 150تونیتریل حاوي حلال اس
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میکرولیتـر بـه دسـتگاه     یـک مقـدار    گیـري بـه   ی و انـدازه یاشناس

بـراي   .شـد طیـف سـنجی جرمـی تزریـق     -ف گـازي کروماتوگرا
از  لیتـر  لیمی 75و  5/37، 15کار مقدار  بازدهی روش سنجش میزان

 ـ   ترلیگرم بر  میلی 100محلول  دسـت   هاستاندارد دیـازینون بـراي ب
گـرم   15بـه  گرم بر گرم  میلی 1/0 و 25/0، 5/0هاي  آوردن غلظت

یه مراحـل اسـتخراج   و کل شدپاشی نشده (شاهد) اضافه  نمونه سم
د. مقدار سم یافت شـده  شهاي قبلی انجام و تعیین  مطابق با نمونه

 و 25/113، 17/104ترتیب  درصد بازیافت در این سه غلظت به و
گیـري   آمد. میزان حد تشخیص و حد اندازهدست  هب درصد 27/98

یک میکرولیتر  .است 09/0و  03/0کش  این روش براي این حشره
، 1، 5، 10هـاي   از هر یک از استانداردهاي دیازینون را بـا غلظـت  

لیتـر را در سـه تکـرار بـه دسـتگاه       میکروگرم بر میلی 05/0 و 5/0
GC/MS دست آمده با اسـتفاده از   هانگین نتایج بتزریق کرده که می

 د.شو هاي مورد نظر محاسبه می کش براي آفت excele ،rبرنامه 
 هل شـیمادزو ژاپـن بـا برنام ـ   مد GC/MS ستگاهد :شرایط دستگاه

 هدرج سه(با سرعت افزایش دما گراد  درجه سانتی 60-280ی یدما
گراد و  تیسان هدرج 250و دماي محل تزریق ) دقیقهبر  گراد سانتی

گراد گاز حامل هلیوم با سرعت  یسانت هدرج 320 دماي آشکارساز
تزریق شدند. میزان تزریق از محلول لیتر بر دقیقه  میلی یک جریان

 میکرولیتر بود.  یکاستاندارد و نمونه به دستگاه 

 
  بحث و جینتا

هـاي   آزمایشگاه بیشترمایع که در -روش استخراج جداسازي مایع

 ـ  سموم مورد استفاده قرار مـی  ماندهباقی دلیـل اسـتفاده از   ه گیـرد، ب
 ـ   میزان بسیار بالا و وقـت  تفاوت بههاي م حلال  هگیـر بـودن و هزین

استخراج  روش هاي عیباز  .نیستصرفه  بالاي آن خیلی مقرون به
گیـر بـودن و مصـرف زیـاد      رزحمـت بـودن، وقـت   مـایع، پ -مایع

 ـهاي آلی مورد حلال جهـت   لاتی بـه وجـود آمـدن مشـک    هنظر و ب
خـاطر بـالا بـودن حجـم     ه توان اشاره کرد. ب تشکیل امولسیون می

جهـت   کلرومتـان  هاي آلی در آزمـایش مـوردنظر، ماننـد دي    حلال
تغلـیظ  بـراي   لاتی در تصفیه و تبخیر کردن حـلال استخراج، مشک

 ـ . در عمل تبخیرشودآنالیت نیز باید اشاره  ا تبخیـر کننـده   کـردن ب
گرم از نقطه جوش حلال  حمام آب ا دمايد تکرچرخان باید دقت 

 ـ   آیـد.   وجـود مـی   هبالاتر نرود. زیرا امکان از دسـت دادن آنالیـت ب
هاي آلـی مـورد اسـتفاده در ایـن      حلال بیشتر ها چون بر این علاوه

 زایـی و آلـودگی محـیط، ایـراد     خطر بیمـاري  استی آزمایش سم
شـود. همچنـین طـولانی بـودن      محسوب می روشبر این  دیگري

نتیجه سبب بالا مراحل آنالیت باعث اتلاف و هدر رفتن مواد و در 
تواند جـایگزین   یروش و اطمینان بالا م شود. رفتن درصد خطا می

براي  (Anastassiades et al. 2003) مناسبی براي این روش باشد.
کـار مـورد اسـتفاده جهـت       روش بـازدهی  سنجش میزان درصـد 

هـاي گـیلاس،    یازینون از نمونهکش د گیري آفت استخراج و اندازه
 1/0 و 25/0، 5/0ترتیب در گسـتره   تعیین مقدار درصد بازیافت به

شـد کش دیازینون توسط روش شرح داده شـده انجـام    براي آفت

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 کش دیازینون حشرهها به  درصد آلودگی نمونه -1 شکل
Figure 1- Graph analysis for pesticide Diazinon. 
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د اد یهاي شاهد نشان م ـ دست آمده از نمونه ههاي ب درصد بازیافت

 17/104 و 25/113، 27/98کش دیـازینون   که درصد بازیافت آفت
هـا   ه روش مورد اسـتفاده در ایـن گسـتره   دهد ک و نشان می درصد
مـایع در  -سه با روش استخراج جداسازي مایعو در مقای بودمعتبر 

 درصد گزارش شد 80-75مشابه درصد بازیافت دیازینون  بررسی
)Dashtbozorgi et al. 2012( . 

یی آکـار ز دلیـل درصـد بازیافـت بهتـر ا    ه در نتیجه روش کچرز ب
تـوان   توجه به نتایج آزمایش بازیافت میبا  بالایی برخوردار است.

گیـري ایـن روش    گرفت مقدار حد تشخیص و حـد انـدازه  نتیجه 
) نیز بسیار 5/0و  1/0مایع (حداقل -به روش جداسازي مایع نسبت
 09/0و  03/0ترتیـب   کـش دیـازینون بـه    . که براي حشرهبودبهتر 

یبراسیون نشان داد که به رسم منحنی کال دست آمد. نتایج مربوط هب
خطی و مقدار  بررسیکش مورد  هاي کالیبراسیون براي آفت منحنی

 ها نزدیک واحد شد.  ضریب همبستگی آن
 اسـتخراج  مـایع بـراي  –روش اسـتخراج مـایع  توسـط   که بررسی

یکـاوري بـین   درصـد ر  ،دیازینون در محصول گیلاس انجـام شـد  
کـه در روش کچـرز درصـد     یحالگزارش شد در درصد 101-80

 گزارش شد. عـلاوه  درصد 98-113ریکاوري براي دیازینون بین 
دقیقه طول 15که حدود  تجزیهن بر بالا بودن درصد ریکاوري، زما

، اسـت مایع آمبـروس  -استخراج مایعکشد بسیار بهتر از روش  می
حـال حاضـر روش کچـرز    تر است. در که این زمان بسیار طولانی

که جایگزین مناسبی براي دیگر رد مناسب است یک روش استاندا
و درحـال حاضـر در    اسـت هـا   هاي استخراج در آزمایشگاه روش

 گیـرد  هـاي جهـان مـورد اسـتفاده قـرار مـی       بسیاري از آزمایشگاه
)Haji Razagh, 1998( . 

 ها  از نمونه درصد 10ها نشان داد که  نمونه تجزیهنتایج حاصله از 
میزان مجاز ملی آن که  بیشتر ن بیش از حدداراي باقیمانده دیازینو

 ـاستگرم بر کیلوگرم  میلی 05/0معادل  د و بـالاترین میـزان   ، بودن
بـر   گـرم  میلـی  3/0از مشهد و معـادل    به یک نمونه آلودگی مربوط

به شهر لواسان بودنـد کـه آلـودگی     کیلوگرم بود، سه نمونه مربوط
هـا بـدون    از نمونه صددر 90ها بالاتر از حد مجاز بود. و مابقی  آن

بـه قـزوین، شـهریار و     ده قابل ردیـابی دیـازینون و مربـوط   باقیمان
 ارومیه بودند.

دوره کـارنس   هسـتند هایی که فاقد دیازینون  رود نمونه احتمال می

هـاي فنـی    هـا براسـاس توصـیه    پاشـی  ها رعایت شده و سم در آن
مشهد و در شهر  احتمال داردگرفته است. با توجه به نتایج  صورت

 کـه است  شدهدرستی رعایت ن هپاشی ب لواسان نحوه و یا مقدار سم
تذکر داده شود. شرایط اقلیمی  هاي لازم باید نکات و دستورالعمل

هـا در شـهرهاي مختلـف     واند دلیل دیگري در تفاوت آلودگیت می
 باشد. 

ــون و  کــش کــه روي آفــت پژوهشــیدر  هــاي اتریمفــوس، فوزال
 ،گرفـت و کمپوت آن مورد بررسـی قرار  لاسمتیل در گی آزینفوس

کش فوزالون بـا گذشـت دوره    نشان داد که حشره ها شنتایج آزمای
کش کمتـر از حـد میـزان     در میوه گیلاس، باقیمانده حشره کارنس

ه نیز مجاز ملی تعیین شده توسط کدکس بوده و بعد از شستن میو
یـه  شـود و بعـد از ته   کش کاسته مـی  درصد از باقیمانده حشره 66

زان باقیمانده کاسته شد کـه  درصد از می 82ها نیز  کمپوت از نمونه
تر از حد میزان مجـاز مشـاهده    موارد میزان باقیمانده پایین هدر هم

یلاس بـا  متیـل در نمونـه گ ـ   بـراي آزینفـوس   ها د. نتایج آزمایشش
بـه طـور   دهد کـه میـزان باقیمانـده     گذشت دوره کارنس نشان می

مورد بالاتر از آن بوده و بـا  زان مجاز و یک کمتر از حد می تقریبی
زان وشوي میوه این مقدار به زیر حد میزان مجاز رسـید. می ـ  شست

از درصـد و بعـد    40میزان  وشو به کش بعد از شست باقیمانده آفت
به مقدار اولیه کاهش یافـت.    درصد نسبت 65تهیه کمپوت حدود 

شـان داد کـه   کـش اکامـت ن   براي باقیمانده حشره ها یج آزمایشنتا
بـوده و حتـی    کش بالاتر از حد میزان مجـاز  میزان باقیمانده حشره

از حد میـزان   بعد از شستن میوه و تهیه کمپوت نیز میزان آن بالاتر
زهاي مصرفی و نتایج گرفته شده . با توجه به داستمجاز مربوطه 

خطـر بـراي ایـن     کش فوزالون مناسب و بی توان گفت که آفت می
تیـل بـا رعایـت کلیـه مـوارد مصـرف       م کش آزینفوس وه و آفتیم

خطـر اسـت و    وشـوي میـوه قبـل از مصـرف کـم      شرط شسـت  به
کش اکامت براي این میـوه بـا وجـود گذشـت دوره کـارنس       آفت

 ,Madani( نیستآب و هوایی هشتگرد مناسب مربوطه در منطقه 

س کـش فـوزالن و اکامـت روي گـیلا     باقیمانده دو حشـره ) 1996
. دوازده روز بعـد از  شـد گیـري   نشـده انـدازه   شده و شسته هشست
در هـزار   دونسـبت   وسیله فـوزالن بـه   هپاشی درخت گیلاس ب سم

و روي  38/0±05/0میانگین باقیمانده آن روي گیلاس شسته شده 
پاشی  گرم بود. سمگرم بر کیلو میلی 57/1±5/0گیلاس شسته نشده 
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ین مـدت در گـیلاس   م ـبا اکامت یک در هزار بعـد از انقضـاي ه  

 89/0±2/0نشــده  و در گــیلاس شســته 62/0±14/0شــده  شســته
هـا   گذارد. مقایسه میانگین م برکیلوگرم باقیمانده برجاي میگر میلی

بـین   درصـد  99داري بـا احتمـال    دهد که اختلاف معنـی  نشان می
نشـده وجـود    شده و شسـته  هاي شسته باقیمانده فوزالن در نمونه

داري  ورد باقیمانده اکامت اخـتلاف معنـی  در مکه  دارد. در صورتی
 . (Talebi et al. 1998) مشاهده نشد

اسـتخراج بـا اسـتفاده از فـاز جامـد و       با استفاده از روش میکـرو 
لـف از جملـه دیـازینون را از    هاي مخت کش آفت GC/MSدستگاه 

د بررسـی قـرار دادنـد. در ایـن     هاي گیلاس استخراج و مور نمونه
گـیلاس   کش دیازینون در آب یافت حشرهد بازمیزان درص پژوهش

 درصـد  40-66بین یک بر میکروگرم  50-5/0هاي بین  در غلظت
 درصـد  92-74آب) بین  درصد 50(باگیلاس رقیق شده  و در آب

 . (Triantaphyllos et al. 2003) گزارش شد
 هاي دیازینون و کش روي باقیمانده و دوره کارنس حشره پژوهشی

ــه ایمیداکلوپرایــد ــار گلخان ــا  روي خی اي در شهرســتان ورامــین ب
نتایج  ) انجام دادند،1981و همکاران ( Amburusاستفاده از روش 

 چهـار ري شـده از  بـردا  خیار نمونه هنمون شانزده آزمونل از حاص
 درصــد 5/87نمونــه آشــکار شــد ( چهــاردهگلخانــه، آلــودگی در 

بالاتر از میـزان  گلخانه  سهآلودگی) که میانگین میزان باقیمانده در 
ها بـا حـد میـزان     مقایسه میانگین گلخانهحد مجاز بود که پس از 

اي ورامـین   ه ایمیداکلوپراید در خیـار گلخانـه  مجاز، سطح باقیماند
گرفـت ایـن    تـوان نتیجـه   دست آمد کـه مـی   هبالاتر از حد مجاز ب

پاشی شـده و   ها سم رویه در سطح گلخانه صورت بی ش بهک حشره
 تجزیـه اساس نتایج حاصل از د. برشو ی رعایت نمیهاي فن توصیه

منظور تعیین  گلخانه (به چهاربرداري شده از  خیار نمونه هنمون 16
 5/62نمونـه آشـکار شـد (    دهان باقیمانده سموم)، آلـودگی در  میز

گلخانـه زیـر میـزان    سـه  آلودگی) که میانگین دیازینون در  درصد
 ـ مجاز و فقط در یک گلخانه بـالاتر از حـد    دسـت آمـد.    همجـاز ب

میـزان   بیشتر با حد tگلخانه توسط آزمون  چهارمیانگین باقیمانده 
هـاي ورامـین    ده و میـانگین دیـازینون در گلخانـه   ش ـ مجاز تعیین

دست آمـد. کـه    گرم بر کیلوگرم) به میلی 1/0تر از حد مجاز ( پایین
هـاي فنـی صـورت     پاشی براساس توصیه توان نتیجه گرفت سم می

 Morowati et( ها رعایت شده اسـت  روه کارنس در آنگرفته و د

al. 2010 .(هاي ارگانوفسفره را در هلو  کش در ایتالیا باقیمانده آفت
ــیب ــت (Branca et al. 1990) و س ــده آف ــش ، باقیمان ــاي  ک ه

 Their et) ارگانوفسفره و ارگانوکلره را در پودر هـویج در آلمـان  

al. 1989)نوفسـفره را در مرکبـات   هـاي ارگا  کـش  ، باقیمانده آفت
 Anasstasiade et) وارداتی از کشورهاي مختلف به کشور آلمـان 

al. 1997) ا را در انگورهاي ترکیه ه کش و باقیمانده آفت(Turgut 

et al. 2010) نوفسفره را در محصول هاي ارگا کش و باقیمانده آفت
 ارومیــه مــورد بررســی قــرار دادنــد ههــاي منطقــ ســیب ســردخانه

)Yadegarian et al. 2002 .( ها نشـان   نمونه تجزیهنتایج حاصل از
مجـاز  دست آمده براي دیازینون، کمتر از حـداکثر   مقادیر به داد که

احتمـال   هسـتند. جهت قابـل قبـول    استاندارد کدکس بوده و بدین
 هـا  پژوهشپاشی دیازینون در این  موارد توصیه شده براي سم دارد

 ـ کارنس در آن درستی انجام شده و یا دوره هب خـوبی رعایـت    هها ب
 ه است.شد

فرنگـی، خیـار و    یاي دیازینون در گوجهبقا جهتدیگري  پژوهش
هـاي   ر گرفت. تجزیه میزان سـم در نمونـه  خربزه مورد بررسی قرا

مانـده سـم   جام و شیروان، نشان داد کـه باقی  به تربت خربزه مربوط
در خربـزه  برابر حـد مجـاز و    98/4جام  دیازینون در خربزه تربت

در خیـار  برابر حد مجـاز بـود. باقیمانـده دیـازینون      11/4 شیروان
که میزان این  يطوربهجز در خیار مشهد، بیش از حد مجاز بود.  به

برابـر، در   4/4 برابر، در خیـار رفسـنجان   1/6سم، در خیار دزفول 
برابـر و در خیـار    1/2 برابـر، در خیـار کرمـان    2/4خیار جیرفـت  

فرنگـی و   مجاز بود، اما میزان سم در گوجـه  ابر حدبر 8/1شیروان 
نتایج نشان  .شده در مشهد کمتر از حد مجاز تعیین شد خیار کشت

رویـه روي   صورت بـی  هکش دیازینون ب پاشی حشره دهد که سم می
احتمـال  جز خیار مشهد) صورت گرفتـه اسـت.    خربزه و خیار (به

 ده اســتپاشــی انجــام شــ در مشــهد نکــات لازم بــراي ســم دارد
)Rezvani Moghadam et al. 2009( . 

اي (خیـاردرختی و   خانـه هـا در محصـولات گل   کش باقیمانده آفت
با حـد اسـتاندارد    و آن را گرفتفرنگی) مورد ارزیابی قرار  گوجه

گیري نمونـه اسـتخراج    د. نتایج با استفاده از اندازهکردنآن مقایسه 
زي مجهز به شناسـاگر  شده با استفاده از دستگاه کروماتوگرافی گا

 بـه طـور  اد که دیازینون در محصـول خیـار   فسفر نشان د-نیتروژن
ــط مت ــدک    5/65وس ــتاندارد ک ــد اس ــر ح ــول س براب و در محص
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. اسـت برابر حد مجاز اسـتاندارد   40متوسط  به طورفرنگی  گوجه

 ـ    با توجـه بـه نتـایج بـه     ده موجـود در  دسـت آمـده میـزان باقیمان
سیار زیاد است گیري شده ب اندازهفرنگی  محصولات خیار و گوجه

یـا  هـا و   کـش  ویـه از آفـت  ر تواند اسـتفاده بـی   و دلیل این امر می
و باید  ها باشد ها در گلخانه کش نامناسب بودن شرایط تجزیه آفت

 . (Mahdavi et al. 2010) اي اندیشید براي برطرف کردن آن چاره
باقیمانـده و آثـار   ها و کاهش مقـدار   کش اگرچه مصرف بهینه آفت

هـاي پیشـرفته    هـا بـا اسـتفاده از روش    مخرب زیست محیطـی آن 
آمـوزش  رد، اما همین نیاز به زي امکان داآموزش و ترویج کشاور

هـاي شـیمیایی از    کـش  بار آفت و ترویج براي کاهش اثرهاي زیان
هاي سنتی تولید غـذا در ایـران اسـت کـه      تکیه بر روش هاي عیب

ولید و عدم امکـان رقابـت بـا محصـولات     موجب افزایش هزینه ت

ایمنـی   سـلامت و  شـود. بنـابراین هـراس از عـدم     یز مـی وارداتی ن
گیرنـدگان   انـدرکان و تصـمیم   محصولات ترایختـه توسـط دسـت   

موجب کاهش اهمیت فناوري مهـم و جدیـد مهندسـی ژنتیـک و     
استفاده از محصولات تراریخته شده اسـت، و در بـروز وضـعیت    

وجـود   باشد، وضعیتی که مـدیران معتقـد بـه   خیل تواند د فعلی می
احتمالی محصولات تراریخته بر سـلامت انسـان بایـد     اثرهاي سو

ها بر  کش مصرف آفت سو که اثرهاي پاسخگوي آن باشند، حال آن
اثبـات شـده اسـت، امـا     بارها سلامت انسان، دام و محیط زیست 

 .ر کار کشاورزي کشور قرار داردکماکان مصرف آن در دستو
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رضوي  ر جمعیت مرغان بومی استان خراساند PEPCK-Cژن تفاوت با هدف تعیین  این پژوهش
. هاي اغلب موجودات است سلول ده آنزیمی با همین نام درونکنن انجام گرفت. این ژن کد

دو نوع متفاوت از این ژن  این آنزیم نقش کلیدي در چرخه نوسازي گلوکز (گلوکونئوژنز) دارد.
) وجود دارد. در PEPCK-M) و نوع میتوکندریایی (PEPCK-Cهاي نوع سیتوزولی ( به شکل

رضوي خراسان  هطققطعه نژاد مرغ بومی من 100طور تصادفی از  هاي خون به این پژوهش نمونه
روش نمکی بهینه یافته استخراج و سپس با استفاده از یک جفت  به دي.ان.اي آوري شد. جمع

تا اگزون شماره  پیشبرتولید شد. این قطعه از باز  جفت 1000 اي با طول آغازگر اختصاصی، قطعه
 PCR-RFLPهاي مختلف، روش  یپمنظور تعیین ژنوتدهد. به  را پوشش می PEPCK-Cژن  سه

این ژن با صفات  تفاوتکار گرفته شد. براي بررسی ارتباط  هب BstE Πبرشی  استفاده از آنزیم با
 BB وAA ،ABالگوي ژنوتیپی  استفاده شد. سه SASافزار  ، نرمGLM عملکردي از روش

اثر  PEPCK-Cژن  تفاوتدر این جمعیت مشاهده شد.  19/0و 35/0، 46/0ترتیب با فراوانی  به
) و میانگین وزن >0001/0Pهفتگی ( 12)، وزن در >01/0Pي بر صفات وزن تولد (دار معنی
این ژن روي دیگر صفات مورد  تفاوت) داشت. اثر >002/0Pهفتگی ( 32تا  28مرغ بین  تخم

بالاترین وزن تولد،  BB، پرندگان با ژنوتیپ دار نبود. براساس نتایج این پژوهش پژوهش معنی
انتخاب براساس  ا داشتند. براساس نتایج این پژوهشمرغ ر گین وزن تخمهفتگی و میان 12ن در وز

 مرغانمرغ در  د ژنتیکی صفات وزن بدن و وزن تخمتواند در بهبومی PEPCK-Cژن  تفاوت
 ثر باشد.بومی خراسان رضوي مو

 هاي کلیدي واژه



 و همکاران فرشته قدمگاهی         ...و  PCR-RFLPروش  به PEPCK-Cژن  تفاوتتعیین 

 
  مقدمه

یـت تولیـدي و   مهمترین عواملی که پیشـرفت در هـر فعال  
هـاي علمـی بـا     کند، تلفیق دانسـته اقتصادي را تضمین می

ویـژه در برخـی از    امکانات عملـی اسـت و ایـن امـر بـه     
ري ضـروري و  هاي دامپرو هاي تولیدي مانند فعالیت رشته

 ی در. یکی از اهداف ژنتیـک مولکـول  اجتناب ناپذیر است
هـاي موجـود در    تفـاوت نـژاد دام، بررسـی    زمینه اصـلاح 

 .فات تولیدي مهم و اقتصادي استهاي مرتبط با ص ژن
ملی و ذخایر استراتژیک هـر   عنوان سرمایه مرغان بومی به

ها از اهمیـت   شوند و حفظ و تکثیر آنکشور محسوب می
. (Kimanimanesh et al. 2003)زیادي برخـوردار اسـت   

اقتصـادي کشـورهاي    ه جمعیـت، رشـد  سـابق  افزایش بـی 
زنـدگی مـردم، افـزایش میـانگین      جهان، بالا رفتن سـطح 

عمــر و تســریع در الگوپــذیري کشــورهاي درحــال  طــول
زایش تقاضـا بـراي   توسعه از کشورهاي پیشرفته باعث اف ـ

اند. این افزایش تقاضـا رانـدمان    دامی شده پروتئین با منشا
 ,Maaz( است دادهکمی و کیفی تولیدات دامی را افزایش 

2000, Rasulian, 2001 .(دلیل عدم نیـاز   ههاي بومی ب مرغ
ها و شـرایط سـخت    ، مقاومت به برخی بیماريبه فناوري

آب و هــوایی و افــزایش درآمــد خانوارهــاي روســتایی و 
غذایی، تولید اده مطلوب و بهینه از مازاد موادهمچنین استف

یادي دارنـد  محصولات ارگانیک و ایجاد اشتغال اهمیت ز
)2002 Kianimanesh et al.  هـاي  ). با بهبـود خصوصـیت 
ثر در وتوان گـامی م ـ  مرغان بومی در دراز مدت می نتیکژ

جهت خودکفایی و در نتیجـه قطـع وابسـتگی از واردات    
وضعیت  . بنابراین ارتقا)Shamsaee, 1986طیور برداشت (

تر شدن پرورش در روستاها  ها جهت اقتصادي تولیدي آن
 .ناپذیر است مهم و اجتناببسیار ري ام

ــفوانولژن  ــروات فســــ ــی پیــــ ــاز کربوکســــ  کینــــ
)Phosphoenolpyruvat Carboxykinase) (PEPCK( کد 

ــام اســت و در ژنــوم بیشــتر کننــده آنزیمــ ــا همــین ن  ی ب
 زنـده دو نـوع متفـاوت از ایـن ژن وجـود دارد      موجودات

)David et al. 1990 .(  نوع اول این ژن سـیتوزولی اسـت 
)PEPCK-C ) Cytosolic Phosphoenolpyruvat 

Carboxykinase((  و  بـاز اسـت  کیلو هشـت که اندازه آن
 Mitochondrial( نــــــــوع دوم آن میتوکنــــــــدریایی

Phosphoenilpyruvat Carboxykinase ( اســـــــت 
)PEPCK-M ( باز اسـت کیلو 3/4) که اندازه آنYaacov 

et al. 1984( ـ کینـاز  پیـروات کربوکسـی   . فسـفوانول  زیم آن
. نوسازي گلـوکز (گلوکونئـوژنز) اسـت    کلیدي در چرخه

ــول   ــتفاده از یـــک مولکـ ــا اسـ ــزیم بـ ــن آنـ و  GTPایـ
ــیوندکربوک ــه    اگزا سیلاسـ ــاده را بـ ــن مـ ــتات ایـ لواسـ

آنزیم همچنین باعـث   کند. اینپیروات تبدیل می فسفوانول
ک نظیـر گلیکـولات و   کربوکسیلی فسفوریلاسیون اسیدهاي

. واکـنش  (David et al. 1990)شـود  تیوگلیکـولات مـی  
ها انجام و باعث تبـدیل مـواد    گلوکونئوژنز در کبد و کلیه

. شـود آمینه به گلوکز می از اسیدهايقندي مانند برخی غیر
نهایـت باعـث تولیـد    گلوکز وارد چرخه کربس شده و در

ژن کدکننـده ایـن    ).Malone et al. 2007شود (انرژي می
للـی و  آي شناسائی تنوع عنوان یک ژن کاندیدا برا هآنزیم ب

ارتباط آن با صفات اقتصـادي مـرتبط بـا پـرورش طیـور      
ایـن ژن   پیشـبر ناحیـه   طور عمـده  بهاست و  شناخته شده

 CCAAT. وجود توالی رودکار می هجهت تعیین ژنوتیپ ب
ــبردر  ــال پــروتئین    پیش هــاي  ژن باعــث افــزایش اتص

همچنـین عامـل    CCAATد. تـوالی  شـو برداري می نسخه
اي، رشدي  تغذیه هاي چندگانه پروتئین در وضعیت اتصال

تیروئیـد و   ماننـد هـایی   . هورمـون و تنظیم هورمونی است
 II پلیمـراز  آر.ان.اگلوکوکورتیکوئید باعث افزایش اتصال 

 CCAATژن و افزایش اتصال پروتئین به تـوالی   پیشبربه 
کننـد  بـرداري ژن مربوطـه را تنظـیم مـی    خهشوند و نسمی

)Jurado et al. 2002.( 
 روي )، کــه2002( همکــاران و پارســانژاد بررســی در

 کـه  شد مشخص گرفت، صورت لگهورن نژاد هاي جوجه
 از وسیعی طیف بر تواندمی PEPCK-Cژن  در چندشکلی

 بـروز  در ژن همچنـین  باشـد. ایـن   داشـته  اثـر  هـا  صـفت 
سـوخت و سـاز    به شدت به که طیور توموري هاي بیماري
هاي  ناحیه روي ها آن .ثر هستندمؤ یزن است وابسته گلوکز

 جمعیـت هشـت   از ایـن ژن، در  بـاز  جفت 3792 طول  به
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جهـش تـک    RFLP ،19روش  بـا  سفید لگهورن مختلف

ــانژاد و     ــین پارس ــد. همچن ــایی کردن ــدي شناس نوکلئوتی
 شــش، RFLP)، بــا اســتفاده از تکنیــک 2003همکــاران (
ــپ  ــن  AA و CC ،BC ،BB ،AC ،ABژنوتیـ ــراي ایـ بـ
ــدود ــت 3792ه (محـ ــاز جفـ ــد.  )بـ ــین کردنـ از ژن تعیـ

 PEPCK-C)، بـراي ژن  2010( بگلی و همکـاران  قلی امام
 مشاهده نکردند. تفاوتدر مرغان بومی یزد 

 C-PEPCK ژن تفـاوت )، 1389بیدي و همکاران ( عمرانی
را در مرغان بومی سیستان در دو توده خزك و دشـتیاري  

 بررسی کردند. PCR-RFLPبا روش 
هـاي ایـن ژن    وجود ارتباط ژنوتیپ ،تحلیل نتایج و تجزیه

. از هـاي مربوطـه را نشـان داد    هت عملکردي در گلصفا اب
نژادهاي محلی پایـه و اسـاس   جایی که ترکیب ژنتیکی  آن

اسـتفاده از تنـوع    دهنـد، نژاد طیـور را تشـکیل مـی    اصلاح
توانـد زمینـه را بـراي    مرغان بـومی مـی   موجود در ژنتیک
مرغ در عـین   با عملکرد رشد و تولید تخمدگانی پرنتولید 

 ,Hoffman( بـا شـرایط روسـتایی فـراهم کنـد      سازگاري

ــژوهش   ).2005 ــن پ ــدف از ای ــی  ،ه ــاوتبررس ژن  تف
PEPCK-C  جمعیـت   در عملکرديو ارتباط آن با صفات

 .است خراسان رضويمرغان بومی 
 

  ها روش و مواد

در  ضويخراسان رنژاد مرغ بومی  مرکز پشتیبانی و اصلاح
قوچان) واقع شده است. -جاده مشهد پنجکیلومتر مشهد (

آغـاز   1384ایـن مرکـز از سـال     نژادي در لیات اصلاحعم
 هـاي  به صـفت  هاي بعدي، رکوردهاي مربوط شد. در نسل

هفتگی، سن و وزن  12و  هشتروزگی، کوزن بدن در ی
هفتـه اول   12یـدي در  مـرغ تول  بلوغ جنسی و تعداد تخـم 

نژاد مرغ  گیري شد. مشابه با سایر مراکز اصلاح هتولید انداز
در هـر نسـل در دو مرحلـه     برتـر  رنـدگان بومی، انتخاب پ

د. در مرحلـه اول، پرنـدگان براسـاس وزن    شـو انجام مـی 
 هفتگی، 20 سن شوند. درهفتگی انتخاب می 12و هشت 

 هـا  آن تخم تولید و شدهمنتقل انفرادي هاي قفس به ها ماده
 انتخـاب،  دوم مرحلـه  در. شـود مـی  ثبت ههفت 12 مدت به

 و تولیدي مرغ تخم تعداد جنسی، بلوغ سن براساس ها مرغ
ــانگین ــرغ تخــم وزن می ــه در م ــاي هفت  و 32 و 30 ،28 ه
. دشونمی انتخاب خواهرانشان عملکرد براساس ها خروس
 در و درصـد  5 حـدود  نرهـا  در شدهاعمال انتخاب شدت

 تعداد یتنهادر که يطوره ، باست درصد 40حدود  ها ماده
 آمیزشی برنامه و شوندمی انتخاب خروس 80 و مرغ 800

 .دشومی اجرا مرغ 10 ازاي به خروس هر صورت به
کشـی در روز اول و   دار بـا وزن  هاي تولیدي شجره جوجه

هاي لازم بـه سـالن پـرورش منتقـل و      انجام واکسیناسیون
ه و کشـی شـد   هفتگـی وزن  12و  هشـت سپس در سـنین  

گرفـت. بـا شـروع    اسازي مرغ و خـروس انجـام مـی   جد
جنسـی اقـدام و    بلـوغ به ثبت سن  تگذاري گله، نسب تخم

وزن و تعــداد  درصــد تولیــد ثبــت 5بعــد از رســیدن بــه 
اول تولیـد آغـاز و همچنـین وزن     هفتـه  12طی  مرغ تخم
صورت روزانـه   هفتگی به 32 و 30، 28رغ در سنین م تخم

بـه   هـاي مربـوط   از دادهحاضـر،   شود. در پژوهشثبت می
ــدن در   ــد، وزن ب ــام تول ــدن در هنگ ــتوزن ب  12 و هش

بلــوغ جنســی، تعــداد بلــوغ جنســی، وزن  هفتگــی، ســن
اول تولیـد و میـانگین وزن    هفتـه  12مرغ تولیدي در  تخم
) مرکـز  1391تم (هف ـ هفتگی، نسـل  32تا  28مرغ بین  تخم

مـورد   خراسـان رضـوي  نژاد مرغ بومی  پشتیبانی و اصلاح
سـی از   سـی  یـک میزان  گیري به فاده قرار گرفت. خوناست

صـادفی  طـور ت  مرغ بومی این مرکـز کـه بـه    100بال رگ 
 EDTAهاي حاوي  ها به لوله نمونه انتخاب شدند، انجام و

 ادي.ان.ذخیره شد. گراد  درجه سانتی 20دماي منتقل و در 
 .ش نمکی بهینه یافته استخراج شدرو به

اسـتخراجی   يادي.ان.ِتروفـورز  الک ز بـراي آگار غلظت ژل
 استخراجی بدون شکسـتگی  يدي.ان.ادرصد بوده و یک 

 .ااسـتخراج، دي.ان  و آلودگی مشاهده شد. پس از مرحلـه 
ــت   ــک جفـ ــتفاده از یـ ــا اسـ ــوالی  بـ ــا تـ ــازگر بـ  آغـ

´3GCTGGGACTGAATGGAAGAGGAG´5F:  
´3CTGTTGAGTCGGATGGGTGTCAG´5R:  
)Parsanejat et al. 2002از باز  جفت 1000 عه) و طول قط

 برنامهتکثیر شد.  PEPCK-Cژن  3 هتا اگزون شمار پیشبر
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نظـر در ژن   تفاده شده براي تکثیر نواحی موردحرارتی اس

PEPCK-Cدرجـه  95سازي اولیـه  ، شامل دماي واسرشته 
سـازي ثانویـه   سرشـته دماي وا دقیقه، 5مدت  گراد به سانتی

 61مـاي اتصـال   ثانیـه، د  60مدت  گراد به سانتی درجه 94
 درجـه  72ثانیه، دماي تکثیـر   80مدت  گراد به سانتی درجه
 درجه 72نهایی  ثانیه و دماي تکثیر 90مدت  گراد به سانتی
 .دقیقه است هشتمدت  گراد به سانتی
درصـد   2/1آگـارز   قطعه تکثیر شده با استفاده از ژل هانداز

بـر   شده در این پژوهش مبتنیتکنیک استفاده مشخص شد.
PCR-RFLP  شی مورد استفاده بـراي هضـم   بود. آنزیم بر

ساخت  ،BstE Π (EcoRΙ) ، آنزیمپی.سی.آر هايمحصول
نـوژن پـارس (مشـهد) بـا جایگـاه برشـی        شرکت پدیـده 

5´GGTNACC3´ تکـل هضـم آنزیمـی شـامل     بود. پرو
کرولیتر) براي هرنمونـه  می 2/0واحد آنزیم ( استفاده از دو

 x10 ،16بـافر   میکرولیتـر  دو، پی.سـی.آر  هاياز محصول
 هـاي از محصـول میکرولیتـر  سـه  آب مقطـر و  میکرولیتر 
حصـولات) بـراي هـر    علت غلظت بـالاي م  (به پی.سی.آر

هاي  نظر گرفته شد. سپس تمامی نمونهواکنش آنزیمی در 
درجــه  37ســاعت در دمــاي  12مــدت  حــاوي آنــزیم بــه

یمی انکوبه شدند و پس از اتمام زمان هضم آنزگراد  سانتی
درصد استفاده  5/1آگارز  براي بررسی قطعات برشی از ژل

 ـ  ی و ژنـوتیپی از روي تعـداد   شد. براي تعیین فراوانـی ژن
مورد بررسی فایـل   دست آمده در جمعیت ههاي ب ژنوتیپ

 Pop geneافزار هاي مشاهده شده در نرم اطلاعات ژنوتیپ

1.31  (Yeh et al. 1997) ــده ــس از فراخوان شــده و پ
بودن موجود، افزار شامل دیپلوئید  اولیه در این نرم تعاریف

 شـده مشاهده هاي ژنوتیپ تعدادها،  تعداد جایگاه، جمعیت
 انجـام  فزارا نرم این در فوق هاي همحاسب ها، آن گذاري نام و

 جایگـاه  در واینبـرگ  هـاردي  تعادل برقراريپژوهش  .شد
 Popراافز از نرم استفاده بانیز  ن پژوهشای در بررسی مورد

Gene تشـخیص  از پـس . شـد  انجام مربع کاي آزمون با و 
 بـه  آمـاري  آزمون ،PEPCK-Cبه ژن ي مربوط ها ژنوتیپ
 هـاي  تصـف  بـا  مذکور هاي ژنوتیپ ارتباط بررسی منظور

 ایـن  هـاي  داده کلیـه  آمـاري  آزمـون  .دش انجام عملکردي

 افـزار  نرم) GLM( عمومی خطی هاي مدل هروی با پژوهش
9.1 SAS هـا بـا    . براي بررسـی ارتبـاط ژنوتیـپ   شدانجام

 استفاده شد. 1 صفات عملکردي از رابطه
Yijk=μ+Hi+Gj+eij                                     1رابطه 

 در این مدل:
:Yijk مورد بررسی هاي به صفت مربوط هاي همشاهد 

:μ کل میانگین  
:Hi کشی جوجه نوبت ثابت اثر  
:Gj به ژن مورد بررسی هاي مربوط ژنوتیپ اثر 
eijk اثر باقیمانده : 

هـاي   ل مربعـات صـفت  هاي حـداق  براي مقایسه میانگین 
مختلف از روش توکی استفاده  هاي عملکردي در ژنوتیپ

 شد. 
 

  بحث و جینتا

هاي داد که براي قطعههاي برشی نشان نتایج هضم با آنزیم
)، دو جایگاه 1شده توسط یک جفت آغازگر (شکل تکثیر

شـت و ایـن آنـزیم    وجـود دا  BstE Π رشی براي آنـزیم ب
 700و بـاز   جفت 300را به قطعات  هاتعدادي از محصول

 1000)، که قطعـات بـا طـول    2برش داد (شکل باز  جفت
 700 باز و جفت 300 با طول هايو قطعه A ، آللباز جفت
 ـ  گذاري شده و ژنوتیپ نام Bلل باز، آ جفت دسـت   ههـاي ب

  .است )1(شرح جدول  آمده به

 
 
 
 
 

 
ر بازي) تکثی جفت 1000 هاي(قطعه پی.سی.آر هايمحصول -1 شکل

 درصد 5/1آگارز  شده توسط جفت آغازگر بر روي ژل
Figure 1- The products of PCR (Parts 1000bp) 
amplified by primer on agaros gel 1.5 percent 

 

 نشانگر

جفت  1000
 

 130 1392 پاییز و زمستان/ 2/ شماره مدو/ دوره و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

 



 و همکاران فرشته قدمگاهی  ...و  PCR-RFLPروش  به PEPCK-Cژن  تفاوتتعیین 

 
 
 
 
 
 
 

 

(تولید شده با جفت بازي  جفت 1000هضم آنزیمی قطعه  -2 شکل
 درصد 5/1آگارز  بر روي ژل BstE IIآغازگر) با آنزیم 

Figure 2- digestion of 1000 bp fragment (generated 
with primers) with BstE II enzymes on agaros gel 
1.5 percent 

و  AA، ABالگوي باندي متفـاوت   2و  1شکل  باتوجه به
BB کـه ایـن تفـاوت نشـان     شـد ها مشاهده در بین نمونه 

در جمعیـت مـورد   ژنوتیـپ متفـاوت    دهنده وجـود سـه  
، Aبود. فراوانی آللـی بـراي آلـل     بررسی در این پژوهش

ترین فراوانـی  شد. بیش ـمشاهده B ،36/0و براي آلل  63/0
بـوده و همچنـین    AAبه ژنوتیـپ  در این جمعیت مربوط 

 ـ  Bهم بیشتر از فراوانی آللی   Aفراوانی آللی ایج اسـت. نت
 .Omrani Bidi et alقبلـی (  هـاي  با بررسـی  این پژوهش

در دو تــوده نــژاد سیســتان  PEPCK-C)، بــراي ژن 2011
و دشـتیاري مطابقـت نداشـت. در پـژوهش     شامل خـزك  

نشده بود. همچنین پارسانژاد مشاهده BBژنوتیپ  ذکرشده
،  CC،BC ،BB،ACژنوتیـپ   شـش )، 2003و همکـاران ( 

AB و AA بگلی  قلی امامکردند. ورن مشاهدهرا در نژاد لگه
در مرغـان   PEPCK-C ژن بـراي  نیز)، 2010( و همکاران
هـا ممکـن    ایـن تفـاوت   نکردند.مشاهده تتفاوبومی یزد 

و یـا   تفاوت در تعداد طیـور مـورد پـژوهش    دلیل هاست ب
 بودن نژادها باشد.متفاوت

شـده در جمعیـت مـورد    میزان هتروزایگوسـیتی مشـاهده  
بود که نشـان دهنـده تنـوع ژنتیـک بـه       صددر 35بررسی 
. میــزان در ایــن مرکــز بــراي ایــن ژن اســت کــم نســبت

 58/46عیــت، هتروزایگوســیتی مــورد انتظــار در ایــن جم
 .Omrani Bidi et al( قبلی شد. در پژوهشمحاسبه درصد

شده در بین مرغان بـومی  ه)، هتروزایگوسیتی مشاهد2011

 بـوده  درصـد  16درصـد و در نـژاد دشـتیاري     04خزك، 
-شـده مـی  بودن میزان هتروزیگوسیتی مشـاهده  است. کم

هاي جورشده مثبت در جمعیت مورد  تواند ناشی از تلاقی
 بررسی باشد.

بود کـه در سـطح    00/6شده برابر با محاسبه ²χمیزان کل 
داري اسـت، بنـابراین    داراي تفاوت معنیدرصد  5احتمال 

). 1(جـدول   واینبـرگ نیسـت   -در تعادل هارديجمعیت 
ادل، وجـود  این عـدم تعـادل، نبـود شـرایط برقـراري تع ـ     

هـاي غیرتصـادفی را در تـوده     انتخاب و همچنـین تلاقـی  
 دهد.نشان می

هفتگـی و   12ن در اثر ژنوتیـپ در سـنین وزن تولـد، وز   
) و براي صـفات  >05/0pدار ( مرغ معنی میانگین وزن تخم

هفتگی، سن بلوغ جنسی، وزن بلـوغ جنسـی و    8وزن در 
 BBدار بود. پرندگان بـا ژنوتیـپ    مرغ غیرمعنی تعداد تخم

مرغ  هفتگی و میانگین وزن تخم 12وزن  داراي وزن تولد،
(گــرم)) و  95/84و  75/1502، 06/38ترتیــب  بیشــتر (بــه

و  هفتگـی  12 داراي وزن تولـد،  AAحیوانات با ژنوتیپ 
، 26/36ترتیـب   مرغ تولیدي کمتري (بـه  میانگین وزن تخم

از طرفـی بـا مقایسـه    ودنـد.  (گرم)) ب 42/70و  61/1254
لـل در  بـرد کـه ایـن آ    پی Bلل توان به اثر آها، می میانگین

هفتگـی و میـانگین    12ولـد،  افزایش وزن بدن در سنین ت
کــه حالــت  طــوريهمــرغ مــؤثر بــوده اســت، بــ وزن تخــم

صفت اثر بیشتري بر وزن  لل در هر سهاین آ هموزایگوتی
است، (جدول دادهبه حالت هتروزایگوتی نشانبدن نسبت 

ــاران ( ).2 ــانژاد و همک ــدوده 2003پارس  3792)، در مح
کردنـد  مشاهده وتتفا ، ششPEPPCK-Cاز ژن باز  جفت

 را بر روي اولـین سـن تخـم    اثربیشترین  AAکه ژنوتیپ 
ــپ  ــذاري و ژنوتی ــترین BBگ ــر بیش ــر روي وزن  اث را ب

خـوراك را در   مرغ داشته و همچنین بیشترین مصرف تخم
ورن گزارش نژاد لگه ABو  AAهاي  پرندگانی با ژنوتیپ

با نتـایج پارسـانژاد و همکـاران     کردند. نتایج این پژوهش
بـــا صـــفت وزن  BB)، در همبســـتگی ژنوتیـــپ 2003(

 .داشتمرغ مطابقت تخم

 جفت باز ١٠٠٠
 جفت باز ٧٠٠
 جفت باز ٣٠٠
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 رضوي واینبرگ در مرغان بومی خراسان ها و نتایج تعادل هاردي وتیپی و تعداد ژنفراوان -1 جدول

Table 1- Frequency of genotypes and results of Hardy-Weinberg equilibrium in 
the domestic fowl Khorasan Razavi 

 فراوانی ژنوتیپ
 تعداد

 مشاهده شده

 تعداد

 مورد انتظار
 ²χآماره 

AA 46.0 46 20.40 83.0 
AB 35.0 35 58.46 88.2 
BB 19.0 19 20.13 54.2 
 26.6* 100 100 1 جمع

 )>05/0p(درصد  5دار در سطح احتمال  *معنی

 ± (میانگین بر روي صفات مورد پژوهش PEPCK-Cهاي مختلف ژن  یسه میانگین حداقل مربعات ژنوتیپمقا -2جدول 
 .رضوي معیار) در مرغان بومی خراسان انحراف

 Table 2- Comparison of different genotypes means for PEPCK-C gene on the characteristics of the 
study (mean ± SD) in Khorasan Razavi native birds. 

 درصد هستند. 5دار در سطح  ها با حروف غیرمشترك داراي اختلاف معنی در هر ردیف میانگین
 

گی فته هشتداري بین صفات وزن در  گرچه ارتباط معنی
نظر مشـاهده نشـد ولـی    و وزن بلوغ جنسی بـا ژن مـورد  

از نظـر   BBمیانگین این صفات در مرغان داراي ژنوتیـپ  
داري  ارتبـاط معنـی  هاي دیگر بود.  بالاتر از ژنوتیپ عددي

مرغ تولیـدي بـا    ن صفات سن بلوغ جنسی و تعداد تخمبی
). درنتیجـه ایـن ژن   2نشـد (جـدول   نظر مشـاهده ژن مورد

 مـؤثر  خراسـان رضـوي  ت در مرغان بـومی  ي این صفارو
 .نیست

PEPCK-C نزیم کلیدي در سنتز گلوکز اسـت. ایـن   یک آ
ها تنظیم  رژیم غذایی و هورمونتوسط انواع  شدت آنزیم به

کورتیکوئیـــدها و  قـــوي، گلوکـــوحل AMPشـــود. مـــی
هــاي طبیعــی ازعوامــل اصــلی افــزایش بیــان ژن  هورمــون

PEPCK-C  روند (شمار میبهHanson, 1997.( 

 تولیـدي  هـاي  و فنوتیپی صفت ارتباط ژنتیک این پژوهش
را مورد بررسـی   خراسان رضويمرغ بومی ایران در استان 

، ژن براساس نتایج حاصل از ایـن پـژوهش   است.قرارداده
PEPCK-C وزن  هـاي  داري بـر صـفت   معنـی  تواند اثرمی

مرغ تولیـدي   هفتگی و میانگین وزن تخم 12تولد، وزن در 
رســد پرنــدگان داراي ژنوتیــپ نظــر مــی بــهباشــد. شــتهدا

از مقـدار بیشـتري    (BB) هموزایگوت غالب براي این ژن
گلوکز در برخوردار بوده و درنتیجه سنتز PEPCK-Cآنزیم 

ــابع غیر ــدگان از من ــدن ایــن پرن ــد برخــی از ب قنــدي مانن
کـربس   رخـه گلـوکز وارد چ شود. آمینه بیشتر می اسیدهاي

افزایش تولید  شود.تولید انرژي می شده و در نهایت باعث
یط را براي رشد بهتـر و تولیـد   انرژي در این پرندگان شرا

توجه به نتایج  بنابراین باآورد. تر فراهم می مرغ سنگین تخم

 داري احتمال معنی AA AB BB صفت (گرم)

 b.36 34.0 ± 65 b.36 09.0 ± 05 a.38 013.0 26 ± 34.0 وزن تولد

 070.0 38/15±745/67 58.722 ± 44/25 93.665 ± 40/45 هفتگی 8وزن 

 c 60.1254 1.1 ± 44 b.1467 81.0 ± 75 a.1502 0001.0  ± 51.0 هفتگی 12وزن 

 72.0 34.165 ± 71.0 78.167 ± 12.1 72.165 ± 64.0 سن بلوغ جنسی

 088.0 61.1865 ± 76.0 74.1963 ± 33.1 67.2007 ± 59.0 وزن بلوغ جنسی

 32تا  28تعداد تخم مرغ در 
 128.0 15.36 ± 88.0 18.32 ± 93.0 8.35 ± 58.0 هفتگی

 b.70 82.0 ± 53 b.72 37.0 ±  95 a.84 002.0 42 ± 69.0 وزن تخم مرغ
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ــی  ــژوهش م ــن پ ــل از ای ــپ حاص ــوان از ژنوتی در  BBت

بـدن در ایـن   نژادي براي بالا بـردن وزن   هاي اصلاح برنامه
دن با توجـه بـه کـم بـو     کرد.استفادهغ مر سنین و وزن تخم

افـزایش   انتخاب براساسوفور مرغان داراي این ژنوتیپ، 
بـازده مـرغ    ارتقا مناسبی برايکار  تواند راه میاین ژنوتیپ 

 باشد. رضويبومی خراسان 

  سپاسگزاري

سازمان جهاد کشاورزي، دت مسئولین از مساعوسیله  بدین
کارشناسان همچنین تحقیقات علوم دامی کشور و سسه مو

 شود. می نژاد مرغ بومی مشهد سپاسگزاري مرکز اصلاح
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ي لحاظ سازگار شده در دنیا هستند که بهاز ارقام شناخته UCB-1هاي رویشی پسته قزوینی و  پایه
اهمیت هستند. به  ) دارايUCB-1سلیومی (یهاي ورت و بیماري و سرما به خشکی و شوري (قزوینی)

 اثر زایی، زایی و همچنین افزایش راندمان ریشه منظور بهبود کیفیت رشد رویشی و میزان ساقه
ه با پژوهش تغییرات فعالیت آنزیم ) همراFe-EDTAو  Fe-EDDHAاسکوپولتین و منبع آهن (

با استفاده از مقادیر مختلف  کینتیک هاي د. همچنین بررسی خصوصیتشیداز بررسیپراکس
 بر فعالیت EDTAهاي مختلف  غلظت و دماهاي متفاوت و همچنین اثر +Ca2+ ،Mg2هاي  کاتیون

نتایج نشان داد که اسکوپولتین ضمن افزایش میزان  .بود این آنزیم هدف دیگر این پژوهش
د که کر ثري ایفاسیداز نقش مؤاکپر، در فعالیت آنزیم فیت رشد رویشیزایی و بهبود کی نوساقه

-Fe با Fe-EDDHAبا تیمار شاهد داشت. جایگزینی  α=0.05داري در سطح  اختلاف معنی
EDTA مستقیم بین  هرابطزایی را تا دو برابر افزایش داده و یک  ریشه در محیط کشت، راندمان

تواند زیم پراکسیداز میفعالیت آن ، بنابراینشددیده اکسیداززایی و فعالیت آنزیم پر میزان ریشه
نزیم آ بررسی فعالیت کینتیک زایی در پسته مورد توجه باشد. کننده ریشهبینی عنوان نشانگر پیش به

عنوان دماي بهینه فعالیت  هگراد ب سانتی درجه 30ها، دماي  پراکسیداز بیانگر نقش مثبت کاتیون
 روي فعالیت این آنزیم بود. EDTAدگی بازدارن و اثر آنزیم

 هاي کلیدي واژه
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  مقدمه

عنـوان   به) Pistacia vera cv. Qazviniرویشی پسته قزوینی ( پایه
 بـه کشـت در   یکی از ارقام با ارزش مقاوم بـه شـوري و سـازگار   

 ;Mohammadi et al. 2007( اسـت خشـک   مناطق خشک و نیمه

Morgan et al. 1992(  وUCB-1 )Pistacia atlantica × P. 

intergerrimaشده در دنیـا  رویشی شناختههاي هیبرید  از پایه ) نیز
لحـاظ مقاومـت بـه سـرما و پژمردگـی ورتیسـیلیومی        است که به

)Verticillium sp.اهمیت اسـت (  ) دارايMorgan et al. 1992 .(
هاي مرسوم از قبیل کشت بذر، قلمه  تکثیر پسته با استفاده از روش

بودن میزان هتروزیگوسیتی، سـخت   دلیل بالابه  زدن و خوابانیدن،
باکتریایی و قـارچی بسـیار   هاي  زا بودن و آلودگی به بیماري ریشه

بیوتکنولوژي  در این راستا. )Onay. 2000( بر است سخت و هزینه
عنـوان   اسـت بـا غلبـه برمشـکلات یـاد شـده بـه       گیاهی توانسـته  

 Abousalim and( جایگزین مناسبی براي تکثیر این درختان باشد

Mantell. 1994; Dolcet-Sanjuan and Claveria. 1995; Jain 

and Häggman. 2007; Onay. 2000 .(زایـی   این، نوساقه با وجود
همـواره بـا مشـکلاتی از     )in- vitro( شیشـه  پسته در شرایط درون

آبکـی  ، )shoot tip necrosis (STN)( جملـه سـوختگی سرشـاخه   
، تولیـد کـالوس    )hyperhydricity( هاي تشکیل شده شدن نوساقه

و غالبیـت   )base callus at the cut edge( زیـاد در پـایین سـاقه   
 Abousalim and( اســتهمــراه  )axillary dominant( انتهــایی

Mantell. 1994, Bairu et al. 2009, Crane and Iwakiri. 1985, 

Dolcet-Sanjuan and Claveria. 1995, Küden et al. 1994(. 
 ـ  داد که اسـتفاده از آنتـی  اولیه نشان هايپژوهش واسـطه   هاکسـین ب

 توانـد فرآینـدهاي مورفولـو   مـی تعدیل اکسین داخلی و خـارجی  
ــرایط درون  ــی در ش ــه را ژنتیک ــت شیش ــالوس   در کش ــاي ک ه

 .Cassells. 1979; Jelaska et alبخشد ( فرنگی و جو بهبود گوجه

اکسـیدانت بـا ترکیبـی طبیعـی)      (نـوعی آنتـی  ). اسکوپولتین 1984
هـا و   س سـاقه ردن اکسین تولید شده در رابا کلاته ک احتمال دارد

فعال  با کنترل غالبیت انتهایی باعث هاي انتهایی و در نهایت جوانه
 ;Imbert and Wilson. 1970( شـود  مـی هاي جـانبی   شدن جوانه

Malik et al. 2011(منظور اسـتفاده از ایـن مـاده بـا هـدف       . بدین
 اثـر  واسطه کنترل غالبیت انتهایی و همچنین هزایی ب افزایش نوساقه

هاي یاد شده در این گیاه نیاز به بررسـی   آن در رفع نارسایی دنباله

بیشتري داشت. توانایی گیاه در تولیـد ریشـه بـه عملکـرد متقابـل      
ي متعدد داخل سـلولی و خـارج سـلولی از جملـه آهـن      فاکتورها

). نقــش کلیــدي آهــن Frenkel and Hess. 1974بســتگی دارد (
و دي.ان.اي کلروفیل و جملـه سـنتز  درفرآیندهاي متعدد رشدي از 

 Dunlap andخوبی روشـن شـده اسـت (    ههاي رشدي ب هورمون

Robacker. 1988(که آهن موجود در محیط کشت . با توجه به این 
MS )Murashige & Skoog(   شـکل کلاتـه    حاوي آهـن بـه)Fe-

EDTA( ــت ــینگMurashige and Skoog. 1962( اس و  )، س
ــان ( ــده    1980کریکوری ــیه ش ــت توص ــه غلظ ــد ک ــان دادن  ) نش

Na2EDTA )3/37 بیش از اندازه مورد نیاز براي گرم بر لیتر میلی (
بــه  ؛) اســتFe2+ )mg/L 27.8=FeSO4.7H2O کلاتــه کــردن 

روي دسترسی سایر  تواند اثر سوکه مقدار مازاد این ماده می طوري
 Singh andشـد ( هـاي دوظرفیتـی توسـط گیـاه داشـته با      کـاتیون 

Kirkoran. 1980   هـاي دیگـران،    ) از طرف دیگـر، براسـاس یافتـه
ــایگزینی  ــا  Fe-EDDHAجـ ــر Fe-EDTAبـ ــده اثـ اي در  فزاینـ

 .Antonopoulou et al(هاي مختلفی داشته است  ریزازدیادي گونه

2007; Molassiotis et al. 2003, Rashid and Street. 1973  ؛ بـا(
ن هاي ما اطلاعاتی در ارتباط با نقش ای ـ وجود این براساس دانسته

پراکسـیدازها   یی پسته وجود ندارد. از سوي دیگـر زا ماده در ریشه
)EC 1.11.1.7آهـن هسـتند   هایی با حلقه پورفیرینی  ) هموپروتئین

هـاي آزاد ناشـی از تجزیـه پراکسـیدهیدروژن      که کاتالیز رادیکـال 
)H2O2) را بر عهده دارند (Brill. 1966(انجام شده  هاي . پژوهش

هـاي   ها در واکنش روي این گروه از اکسیدازها به نقش کلیدي آن
هاي آزاد، دخیـل   اکسیدانت رادیکال عنوان آنتی جمله بهمتعددي از 

هـاي رشـدي، کنتـرل     ر رشد و نمو گیاهی، تنظیم هورمـون بودن د
انـد   هـا اشـاره داشـته    ولی سلولدفاعی و کنترل رشد ط ساز و کار

)Campa. 1991; Jackson et al. 2001; Schnabelrauch et al. 

انجام شده از  هاي از پژوهش هاي معدودي ). امروزه گزارش1996
وجـود در گیاهـان   هاي پراکسـیداز م  آنزیم کینتیک هاي خصوصیت

هـا   ) و تلاشPadmarajaiah et al. 2009( عالی در دسترس است
ایـن   هاي کینتیـک  چه بیشتر ویژگیدر این راستا براي شناسایی هر

 همچنین یافتن ارتبـاط بـین تغییرهـاي    ها و اکسیدانت ه از آنتیگرو
زایــی و  زایــی، جنــین مورفولــوژي قابــل مشــاهده ماننــد نوســاقه 

هاي کلیدي درگیر در این فرآیندها مانند  زایی با فعالیت آنزیم ریشه
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عنـوان نشـانگرهاي    هـا بـه   پراکسیداز، با هدف معرفی ایـن آنـزیم  

) Predictive markers( )Gaspar et al. 1992( بینـی کننـده   پـیش 
اسـاس فرضـیه بنسـون    ماکان مورد توجه پژوهشگران اسـت. بر ک
 Reactive Oxygen(هـاي آزاد اکسـیژن    ) تولیـد رادیکـال  2001(

Species, ROS( ــا  در گیاهــان در شــرایط درون ــرتبط ب شیشــه م
 )plant recalcitrance( برابر تمـایز، رشـد و نمـو   مقاومت گیاه در 

ــت ــالی)Benson. 2000( اس ــد     ؛ در ح ــیش از ح ــد ب ــه تولی ک
در هـاي اکسـیداتیو و    توانـد منجـر بـه تـنش     هاي آزاد می رادیکال

). از سـوي  Vatankhah et al. 2010د (شـو مـرگ سـلولی    نهایت
هـاي   دلیـل وجـود تـنش   هـاي موجـود بـه     براساس گزارش دیگر

 آنـزیم پراکسـیداز  و، الگوي فعالیت اکسیداتیو حاصل از رشد و نم
طور هوشمندانه با هدف حفظ ا به هدر گیاهان در طول این فرآیند

 .Gupta and Datta( یابـد  هاي حاصله تغییـر مـی   ها از تنش سلول

2003; Libik et al. 2005; Tang and Newton. 2005 .(  در ایـن
اکسـیدانت طبیعـی در    وان یـک آنتـی  عن به اسکوپولتین اثرپژوهش 
ــاقه ــین   نوس ــی و همچن ــرزای ــن   اث ــع آه -Feو  Fe-EDTA(منب

EDDHA( ایجاد شـده در سـطح    زایی همراه با تغییرهاي در ریشه
ایـن   کینتیـک  هـاي  آنزیم پراکسیداز و همچنین خصوصیتفعالیت 

، تغییـرات دمـا و   ظرفیتـی هاي دو  آنزیم با استفاده از برخی کاتیون
EDTA د بررسی قرار گرفته استمور. 

 
  ها روش و مواد

هاي  ي پایه شیشه هاي درون در این پژوهش از نوساقه: مواد گیاهی
در  شیشـه  در شرایط درون که قبلاً UCB-1رویشی پسته قزوینی و 

المللی امام خمینی (ره)  شگاه کشت بافت گیاهی دانشگاه بینآزمای
هـا   آزمایش )، استفاده شد. تمامDelijam. 2013استقرار یافته بود (

د. بــرداري شــهــا یادداشــت و پایــه انجــام و از آنبــر روي هــر د
بار  هفته یکچهار تا سه ها هر  ریز نمونه ) sub-culture( زیرکشت

) GNH )Garoosi, Nezami & Haddadدر محـــیط کشـــت 
)Nezami A et al. 2010 گرم در لیتر  میلی 1/0) حاويIBA ،5/0 

درصد آگار کـه   57/0درصد ساکارز، و  BAP ،3گرم در لیتر  میلی
هـا در   اتوکلاو شده بود، انجام شـد. کشـت   :7/5pHپس از تنظیم 

 25 ±دگرا درجه سانتیدو اتاق رشد تحت شرایط محیطی با دماي 
هـاي فلورسـنت بـا     لامـپ  روشنایی بـا  ساعت تاریکی بر 8/16و 

 .Nezami A et alنگهداري شدند ( 65µmol.m-2.s-1 شدت نور

ــرداري). یادداشــت2010 ــک  ب ــد از ی ــا بع ــهه زیرکشــت در  مرتب
 شد.انجام تیمارهاي مربوطه

: پراکسیداززایی پسته و فعالیت آنزیم  ین در نوساقهاسکوپولت اثر
اکسـین (در   عنـوان یـک آنتـی    منظور بررسی اثر اسـکوپولتین بـه   به

آن  اثـر زایـی،   هاي پایین) روي کیفیت رشد و میزان نوساقه غلظت
طـور جداگانـه بـا     گرم در لیتـر بـه   میلی 0/3و  0/0هاي  در غلظت

ــت   ــیط کش ــتفاده از مح ــژوهش GNHاس ــورد پ ــت. قرار ، م گرف
به  اسکوپولتین با فیلتر استریل و بعد از اتوکلاو شدن محیط کشت

 هـایی  روز از اعمال تیمار، صفت 21ذشت د. بعد از گآن اضافه ش
کـل و   )fresh weight( تر هاي کل و سالم، وزن مانند تعداد نوساقه

ازاي  بـه  برداري شـدند.  تولیدي و میزان رشد طولی یادداشتسالم 
کریسـتالی   لیتـري بـا درب   میلـی  180مرباي  چهار شیشههر تیمار 

در هـر تکـرار   عنوان تکرار) و  لیتر محیط کشت (به میلی 25حاوي 
منظــور بررســی فعالیــت آنــزیم  چهــار ریزنمونــه کشــت شــد. بــه

مار) در پنج فاصله ازاي هر تی تکرار به سهبرداري ( پراکسیداز نمونه
بعد از کشـت) انجـام   روز  30و  15ساعت،  72 و 48، 24زمانی (
 گرفت. 

: پراکسـیداز زایی پسته و فعالیت آنزیم  منبع آهن روي ریشه اثر
 2تا  5/1هاي رشد یافته (با طول  ي نوساقه زایی، پایه منظور ریشه به

هورمـون  ام  پـی  پـی  1000 دقیقـه در داخـل   10مدت  متر) به سانتی
NAA هورمونی) ( فرو برده شده (پالسDelijam. 2013 و سپس (

هاي  زایی، نوساقه نوع آهن روي راندمان ریشه به منظور بررسی اثر
-Fe بدون هورمـون حـاوي   a (GNHتیمار شده در دو تیمار  پیش

EDTA  توصیه شده در محیط کشتMS   و 3(جـدول (b (GNH 
ــاوي   ــون ح ــدون هورم ــی 187ب ــر  میل ــرم در لیت  Fe-EDDHAگ

)Antonopoulou et al. 2007  روز  هفـت ) منتقل و بعد از اعمـال
 8/16شـرایط نـوري    ، به25±گراد سانتی درجه دوتاریکی در دماي 
هاي فلورسنت بـا شـدت نـور     روشنایی با لامپ ساعت تاریکی بر

µmol.m-2.s-1 65  اي یاد شـده نگهـداري شـدند.    و در دممنتقل
کریسـتالی   لیتر با درب میلی 180مرباي  ازاي هر تیمار پنج شیشه به

 محیط کشت (تکـرار) و در هـر تکـرار چهـار    لیتر  میلی 25حاوي 
 3پراکسـیداز ( آنزیم  منظور بررسی تغییرهايبه ریزنمونه کشت و 

ا پـنجم بعـد از   برداري از هفته دوم ت ازاي هر تیمار) نمونه تکرار به
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 هـاي  د. همچنین صـفت روزه انجام شهفت با فاصله زمانی کشت 

هـاي   ازاي هر گیاهچه، طول ریشه زایی، تعداد ریشه به درصد ریشه
برداري   تشکیل شده و قطر تقریبی ریشه در هفته چهارم یادداشت

 شد.
هاي  برداري از نوساقه نمونه: پراکسیداز آنزیم هاي کینتیک ویژگی

بررسـی فعالیـت   براي  شیشه ر شرایط درونیافته ده) رشدروز 21(
گـرم   02/0 بلافاصـله پـس از افـزودن    پراکسـیداز انجـام و  آنزیم 

هـا در   تر، نمونـه  گرم وزن میلی 200ازاي  ) بهPVPپیریدن ( ونیل پلی
 50مــایع و بــافر اســتخراج ( چینــی حــاوي نیتــروژن داخــل هــاون

ــی ــولار  میل ــافر فســفاتم ــیم ( ب ــک ) و:7pHپتاس ــی ی ــولار  میل م
مدت  ه بهدست آمد هب د. عصارهنشوت) هموژنیز سولفی متاباي سدیم

گـرم   20000گراد با سرعت  سانتی درجهچهار دقیقه در دماي  25
رویـی حاصـل   و به دنبـال آن محلـول   )Hermel Z36سانتریفیوژ (

گـراد   سـانتی  درجه -20هاي آنزیمی بعدي در دماي  جهت بررسی
ر در حضـو  آنزیم پراکسیدازفعالیت  تغییرهاي نگهداري شد. میزان

هاي  )، هر دو در غلظت+Ca2) و کلسیم (+Mg2هاي منیزیم ( یون
لیتر  میلی سهبا استفاده از  مولار) میلی 50و  40، 30، 20، 10، 0/0(

مولار  میلی 100 مولار گوئیکول، میلی 100مخلوط واکنش (محلول 
پراکســیدهیدروژن ر مــولا میلــی 7pH: ،(70پتاســیم ( بــافر فســفات

ج شـده) مـورد پـژوهش    از عصاره اسـتخرا میکرولیتر  20همراه  به
منظور مشخص شدن دماي بهینـه فعالیـت آنـزیم،    قرار گرفت. به 

درجـه   80و  70، 60، 50، 40، 30، 20 مخلوط واکنش در دماهاي
تغییرهـاي فعالیـت   دقیقه نگهداري و سپس  20مدت  بهگراد  سانتی

ــه  نهایــتردد. شــآنزیمــی بررســی ــر ب ــزان اث منظــور بررســی می
، این ماده در مقـادیر  روي آنزیم مورد بررسی EDTAبازدارندگی 

 شد.کار برده به مولار میلی 50و  40، 30، 20، 10، 0/0
سنجش غلظت پروتئین طبق روش بردفورد : سنجش پروتئین کل

گـاوي جهـت رسـم منحنـی     ) با استفاده از سـرم آلبـومین   1976(
 980منظـور   ). بـدین Bradford. 1976ورت گرفـت ( استاندارد ص ـ

کدام میکرولیتر از هر 20درصد با  20د میکرولیتر از محلول بردفور
لیتـري   میلـی  یـک اي  هاي استخراج شده در کیوت شیشه از عصاره

با اسـتفاده از  نانومتر  595مخلوط و غلظت پروتئین در طول موج 
 UV-3200 Labomed (UV- visible( دســتگاه اســپکتوفتومتري

 د.گیري ش اندازه

فعالیـت   سـنجش میـزان  : آنزیم پراکسیداززان فعالیت سنجش می
یافته چنس ها مطابق روش تغییر پراکسیداز در تمامی آزمایشآنزیم 

 100مخلـوط واکـنش (   لیتر میلی سه) با استفاده از 1955و ماهتی (
)، :7pHپتاسـیم (  بافر فسفاتمولار  میلی 100 مولار گوئیکول، یمیل
عصـاره   میکرولیتر از 20همراه  پراکسیدهیدروژن بهمولار  میلی  70

نـانومتر بـا    470دقیقـه در طـول مـوج     4مـدت   استخراج شده) به
-UV-3200 Labomed (UV( استفاده از دسـتگاه اسـپکتوفتومتري  

visible د گیري ش اندازه)Chance and Maehly. 1955 .( 
دارهـاي  محاسـبات آمـاري و رسـم نمو   : تجزیه و تحلیل آمـاري 
انجـام شـد.    SAS 9.1و  Excelافزارهـاي   مربوطه با استفاده از نرم

اي دانکـن در سـطح    ها از آزمون چند دامنـه  میانگین جهت مقایسه
0.05=α شد.  استفاده 

 

  بحث و جینتا

: آنزیم پراکسیداززایی پسته و فعالیت  اسکوپولتین در نوساقه اثر
زایـی و   اسـکوپولتین روي میـزان نوسـاقه    اثـر منظـور بررسـی   به 

(شاهد)  0/0همچنین بهبود کیفیت رشدي، این ماده در دو غلظت 
استفاده قرار گرفت. در ایـن پـژوهش   گرم در لیتر مورد  میلی سه و

ــا یادداشــت همــراه ــزان   ب ــد می ــاي رشــدي مانن ــرداري فاکتوره ب
هـا،   تر تولیدي و رشد طولی نوسـاقه  زایی کل و سالم، وزن نوساقه

 24زمانی کوتاه مـدت (  در بازه آنزیم پراکسیدازفعالیت  یرهايتغی
کشـت در شـرایط یـاد شـده      روز بعد از 30و  15ساعت)،  72تا 

در مقایسـه بـا تیمـار     د. نتایج نشان داد که اسـکوپولتین بررسی ش
و  2/4کـل (  زایی داري در میزان نوساقه شاهد موجب افزایش معنی

کـاهش   هاي سـالم (بهبـود کیفیـت رشـد:     ) و همچنین نوساقه6/2
اي رشـد یافتـه)   ه ـ سرسوختگی، کالوس پایه و آبکی شدن نوساقه

-UCB و قزوینی رویشی پایه دو هر در ترتیببه  )46/2و  125/4(

منفی اسکوپولتین در رشد طولی چنین بیانگر نقش د. نتایج همش 1
دار  متر) و عدم اخـتلاف معنـی   سانتی 534/2رویشی قزوینی ( پایه

 ـ با وجود( ی رشـد طـولی) در پایـه هیبریـد رویشـی      افزیش جزی
UCB-1  اکسـینی   ). با توجه به اثبات خاصـیت آنتـی  1بود (جدول

 Imbert and(گـرم در لیتـر    میلی 10تا  5/2پولتین در مقادیر اسکو

Wilson 1970،( گــران در شــده توســط دی ههــاي ارایــ گــزارش
هـا   اکسـین  استفاده از آنتی اثربا نتایج این پژوهش بیانگر  هماهنگی
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 طـولی و تغییرهـاي   هـاي جـانبی، کـاهش رشـد     در افزایش شاخه

بینی در شرایط مختلف محیطی در گیاهـان چـوبی و    قابل پیشغیر
 Bond. 1991; Lakshmanan et al. 1997; Maleki et(زینتی بود 

al. 2013; Roberts and Hooley. 1988.( 
 آنـزیم پراکسـیداز  اسـکوپولتین روي فعالیـت    اثردر ارتباط با 
 24پراکسیداز در ) فعالیت آنزیم 1 دست آمده است: نکات زیر به

کنتـرل (فاقـد اسـکوپولتین) در    ساعت بعـد از کشـت در شـرایط    
و  768/0ترتیـب معـادل    بـه  UCB-1هاي رویشـی قزوینـی و    پایه
ز کاهش محسـوس  ا ) بود، که بعدU/mg protein= (واحد 784/0

ساعت بعـد از   72بیشترین مقدار در مدت  ساعت، به 48در مدت 
واحـد)   511/1و  048/1هاي رویشـی) (  کشت (زمان ظهور جوانه

متـري   سـانتی  0/2تـا   5/1روز (رشـد   15از رسید. فعالیت آن بعد 
) داشت که در نهایت 18/0و  236/0ري (دا ها) کاهش معنی نوساقه

ترتیب در هـر دو   روز بعد از کشت) به 30( رشدي در اواخر دوره

تیمـار  ) پـس از اعمـال   2رسـید.   569/0و  592/0پایه رویشی به 
ــی 3اســکوپلتین (در غلظــت  ــزیم   میل ــت آن ــر)، فعالی ــرم در لیت گ

ي متفـاوت امـا   الگو UCB-1پراکسیداز در پایه رویشی قزوینی و 
 276/0 که در پایه رویشی قزوینی از طوريه بمنظمی را نشان داد؛ 

واحد (اواخـر   704/0ساعت بعد از کشت) به  24واحد (در مدت 
واحـد در مـدت    575/0به  071/1از  UCB-1دوره رشدي) و در 

ــید.  ز ــان مشــابه رس ــزیم 3م ــت آن داز در حضــور کســیپرا) فعالی
ساعت بعد از کشـت) در هـر    72زنی ( جوانه اسکوپولتین در ابتدا

ترتیـب   قایسه با هـم (بـه  قابل م UCB-1دو پایه رویشی قزوینی و 
ــا  15واحــد) و در مــدت  513/0و  507/0 روز بعــد از کشــت، ب

ــی ــرل ( اخــتلاف معن  603/0و  535/0داري بیشــتر از شــرایط کنت
وابسـته بـه    احتمال دارد). دلیل این اختلاف 2واحد) بود (جدول 

هـا   سـلولی در هریـک از ژنوتیـپ    مولکـولی درون  ساز و کارهاي
 سی بیشتر دارد.باشد که نیاز به برر

 ) UCB-1هاي رویشی قزوینی و (پایه Pistacia veraزایی در  اسکوپولتین روي نوساقه اثر -1جدول 
Table 1- Effect of scopoletin on shoot regeneration of Pistacia vera cv. Qazvini and UCB-1 rootstocks 

هاي  پایه

 رویشی
Rootstocks 

 اسکوپولتین
Scopoletin 

)mg/L( 

تعداد نوساقه کل 

 ازاي ریزنمونه به
Total shoot N0. 

Per explants 

تعداد نوساقه سالم 

 ازاي ریزنمونه به
Healthy shoot 

N0. Per explant 

وزن نوساقه کل 

 )gازاي ریزنمونه ( به
Total weight 

per explant (g) 

وزن نوساقه سالم 

 )gازاي ریزنمونه ( به
Healthy weight 
per explant (g) 

ازاي  رشد طولی به

 )cmریزنمونه(
Growth length per 

explant (cm) 
 قزوینی

Qazvini 
0.00 3.33b 3.08b 1.15b 0.37a 2.53a 
3.00 4.20a 4.13a 1.22a 0.46a 1.90b 

UCB-1 
0.00 2.00b 1.75b 0.64a 0.20a 1.87a 
3.00 2.60a 2.46a 0.63a 0.24a 2.44a 

 اي دانکن است. با آزمون چند دامنه α=0.05دار در سطح  در هر ستون بیانگر اختلاف معنی ازاي هر تیمار بوده و حروف غیرمشابه نمونه به ریز 4 کرار بات 4ها میانگین  داده
Means with the different letter within a column are significantly different (α=0.05), according to Duncan’s Multiple Range Test. 
The values indicate means of four replications with 4 cultures per treatment. 

 )UCB-1هاي رویشی قزوینی و (پایه Pistacia veraدر مراحل مختلف رشدي در  آنزیم پراکسیدازاسکوپولتین روي فعالیت  اثر -2جدول 
Table 2- Effect of scopoletin on peroxidase enzyme activity in different growth stages in Pistacis vera cv. 

Qazvini and UCB-1 rootstocks. 

 هاي رویشی پایه

Rootstocks 

 اسکوپولتین

Scopoletin 
)mg/L( 

 ساعت 24

24h 
)U/ mg protein( 

 ساعت 48

48h 
)U/ mg protein( 

 ساعت 72

72h 
)U/ mg protein( 

 روز 15
15 days 

)U/ mg protein( 

 روز 30

30days  
)U/ mg protein( 

 قزوینی
Qazvini 

0.00 0.767 0.304 1.048 0.236 0.592 
3.00 0.276 0.479 0.507 0.535 0.704 

UCB-1 0.00 0.748 0.688 1.511 0.180 0.569 
3.00 1.071 0.880 0.513 0.603 0.575 

 .تکرار هستند 3ین ها میانگ داده
The values are given the mean of three replications. 
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 )UCB-1هاي رویشی قزوینی و (پایه Pistacia veraزایی در  ریشه اثر منبع آهن روي -3 جدول

Table 3- Effect of iron source on rooting of Pistacia vera cv. Qazvini and UCB-1 rootstocks. 

 هاي رویشی پایه

Rootstocks 
 منبع آهن

Iron source 

 زایی درصد ریشه

Rooting 
percentage 

 دار شده بازاي گیاهچه ریشه تعداد ریشه

Root N0. Per rooted plantlet 

 ازاي ریزنمونه طول ریشه به

Root length per rooted 
plantlet (cm) 

 قطر ریشه

Root diameter 
(mm) 

 قزوینی
Qazvini 

Fe-EDTA* 31.25b 1.75b 0.81a 0.70b 
FeEDDHA** 62.50a 6.00a 1.20a 1.70a 

UCB-1 
Fe-EDTA 62.50b 2.10b 1.49a 0.79a 

Fe-EDDHA 75.00a 4.70a 1.60a 1.00a 
Fe-EDTA* mg/L= 27/8 FeSO4.7H2O +mg/L 37/3 Na2EDTA   **، Fe-EDDHA =mg/L 187 
*Fe-EDTA= 27.8 mg/L FeSO4.7H2O +Na2EDTA, **FEEDDHA=187 mg/L 

 .اي دانکن است با آزمون چند دامنه α=05/0دار در سطح  بوده و حروف غیرمشابه بیانگر اختلاف معنیریزنمونه بازي هر تیمار  5با تکرار  4ها میانگین  داده
Means with the different letter within a are significantly different (α=0.05), according to Duncan’s Multiple Range Test. The values indicate 
means of four replications with 5 cultures per treatment. 
 

: زایی پسته و فعالیت آنزیم پراکسـیداز  منبع آهن روي ریشه اثر
 5/1طـول  زایی (به  هاي تکثیر شده در محیط کشت نوساقه نوساقه

بـا غلظـت    NAAمتر) بعـد از اعمـال تیمـار اکسـین      سانتی 0/2تا 
دقیقـه بـه محـیط     10مـدت   پالسـینگ بـه   شـیوه  بـه ام  پی پی 1000
 Fe-EDDHAو  )MS )Fe-EDTAحاوي آهـن   GNHهاي  کشت

زایی همـراه   گرم در لیتر منتقل و راندمان ریشه میلی 187با غلظت 
فعالیت آنزیم پراکسیداز مـورد بررسـی قـرار گرفـت.      با تغییرهاي

شده پس از دو هفته از شـروع  هاي تیمار تشکیل کالوس در نوساقه
در هفته سوم و چهـارم  شده هاي تشکیل شده و ریشهیش دیدهماآز

 اند). نشدهدادهها نشان بودند (دادهقابل مشاهده
 اثـر نـوع آهـن مـورد اسـتفاده      دهد کـه نشان می سهنتایج جدول 

ــی ــه  معن ــاي ریش ــزایش فاکتوره ــد   داري در اف ــد درص ــی مانن زای
اهچه داشـت  ازاي گی شده به، تعداد و طول ریشه تشکیلزایی ریشه

هاي رویشی قزوینی و  در پایه Fe-EDDHAکه استفاده از  طوري هب
UCB-1 و  0/6زایـی)،   (درصد ریشـه  75و  5/62به ترتیب منجر به

و  20/1) و Fe-EDDHAازاي هـر نوسـاقه    تعداد ریشه بـه ( 70/4
کـه اخـتلاف    ازاي گیاهچـه) شـد   متر (طول ریشـه بـه   سانتی 60/1

) داشـت.  MS (آهنبا شرایط کنترل  α=05/0داري در سطح  معنی
دلیـل   بـه  MSمحیط کشـت   Fe-EDTAها،  براساس برخی گزارش

فاده گیـاه و همچنـین   آن کمبود آهن بـراي اسـت   به دنبالرسوب و 
سمی، رشد گیاه را با محدودیت مواجـه سـاخته    هايتولید ترکیب

 .Dalton et al. 1983; Hangarter and Stasinopoulos( اسـت 

-Fe زایـی بـا اسـتفاده از    رانـدمان ریشـه   ). در این پـژوهش 1991

EDDHA جاي  هبFe-MS عنـوان منبـع آهـن در هـر دو پایـه       ، بـه
 ـ  رویشـی پسـته، افـزایش معنـی     کـه درصــد   طـوري هداري یافـت ب

درصـد و در   5/62به  25/31زایی در پایه رویشی قزوینی از  ریشه
). 3رسـید (جـدول    0/75به  5/62ز ا UCB-1پایه هیبرید رویشی 

روي افــزایش  Fe-EDTAبــه  ســبتن Fe-EDDHA دوچنــدان اثــر
داران  زایـی در سـایر درختـان میـوه از جملـه هسـته       راندمان ریشه

),Antonopoulou et al. 2007Molassiotis et al. 2003( ییـد  ات
 187عنـوان مثـال، افـزودن     نتـایج ایـن پـژوهش اسـت. بـه      کننده
زایـی پایـه    به محیط کشـت ریشـه   Fe-EDDHAگرم در لیتر  میلی

زایی را در این  ) راندمان ریشهGF677رویشی هلو و بادام (هیبرید 
 Antonopoulou etدرصد افزایش داد ( 100درصد به  30گیاه از 

al. 2007    شـدن اثـر بـارز   ) یکـی از دلایـل محتمـل در دیـده Fe-

EDDHA  مسـیرهاي   الـت در زایـی دخ  روي افزایش میزان ریشـه
 .آنزیمی درگیر در این فرآیند است

آنـزیم  ، بررسـی تغییـرات فعالیـت    چهـار ل اساس نتـایج جـدو  بر
دهد کـه در حالـت کلـی    زایی نشان می در مرحله ریشه پراکسیداز

بیش از دو برابـر   UCB-1فعالیت پراکسیدازي پایه هیبرید رویشی 
در ایـن پایـه   کـه بیشـترین فعالیـت آنـزیم      طوريه، بقزوینی است

 612/7در هفتــه چهــارم  Fe-EDTAهیبریــد رویشــی در حضــور 
 133/7در هفتـه سـوم    Fe-EDDHAواحد و در شرایط استفاده از 

واحد بوده و این میزان در پایه رویشی قزوینی در هفته چهارم در 
در هفته سوم  Fe-EDDHAو در حضور  Fe-EDTA 54/3حضور

 واحد بود. 83/3
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 )UCB-1هاي رویشی قزوینی و (پایه Pistacia vera زایی در ریشه آهن روي فعالیت آنزیم پراکسیداز در مرحله منبع اثر -4جدول 

Table 4-Effect of iron source on peroxidase enzyme activity in rooting phase in Pistachia vera cv. Qazvini and UCB-1 rootstocks. 

 هاي رویشی پایه

Rootstocks 
 بع آهنمن

Iron Source 

 هفته دوم

week 2nd )U/ mg protein( 

 week 3rd هفته سوم 

)U/ mg protein( 

 week 4th هفته چهارم

)U/ mg protein( 

  week 5thهفته پنجم

)U/ mg protein( 

 قزوینی
Qazvini 

Fe-EDTA 3.97 2.61 3.54 2.76 
FeEDDHA** 2.48 2.63 3.83 3.09 

UCB-1 
Fe-EDTA 5.30 4.86 7.61 6.94 

FeEDDHA** 5.27 7.13 4.66 3.43 
Fe-EDTA* mg/L= 27/8 FeSO4.7H2O +mg/L 37/3 Na2EDTA   **، Fe-EDDHA =mg/L 187 

.استتکرار  3ها میانگین  داده  
*Fe-EDTA= 27.8 mg/L FeSO4.7H2O +Na2EDTA, **FeEDDHA=187 mg/L 
The values are given the mean of three replications. 

 

بینـی   عنوان یک نشانگر پـیش  که آنزیم پراکسیداز به با توجه به این
شـود  ) در برخی گیاهان محسوب مـی Predictive markerکننده (

),Gaspar et al. 1992McDonald and Wynne. 2003  ،بنـابراین (
زایی، همراه با فعالیت بالاي  درصد بالاي ریشه با توجه به مشاهده

پایـه  بـه  نسـبت   UCB-1آنزیم پراکسیداز در پایه هیبرید رویشـی  
پدیــده مســتقیم بــین ایــن دو رویشــی قزوینــی و وجــود ارتبــاط 

فعالیـت ایـن آنـزیم     احتمـال دارد ، فیزیولوژیکی در این پـژوهش 
عنـوان نشـانگر مولکـولی مناسـبی در سـایر ارقـام و        توانـد بـه   می
 ) قابل بررسی باشد.Pistacia veraهاي رویشی پسته ( پایه

هاي کینتیـک آنـزیم    بررسی: پراکسیداز خصوصیات کینتیک آنزیم
دیافته در شـرایط  روزه رش ـ 21هاي  پراکسیداز با استفاده از نوساقه

هاي کلسیم و منیزیم (در  یون اثرمنظور  شد. بدینشیشه انجام درون
ــاي  غلظــت ــا  0/0ه ــی 50ت ــا ( میل ــولار)، دم ــا  20م  درجــه 80ت

عنـوان بازدارنـده فعالیـت ایـن      بـه  EDTAگراد) و همچنین  سانتی
مولار) مـورد بررسـی قرارگرفـت.     میلی 50تا  0/0آنزیم (در مقادیر

پراکسیداز در تمامی موارد ، فعالیت آنزیم یکبراساس نتایج شکل 
داري بـا پایـه    رویشی قزوینی اختلاف معنی مورد پژوهش در پایه

 داشت. UCB-1هیبرید رویشی 
 شـان داد کـه بیشـترین فعالیـت آنـزیم پراکسـیداز در پایـه       نتایج ن

ترتیـب در   واحد، بـه  UCB-1 139/1و در  892/1رویشی قزوینی 
) و A1د (شـکل  منیزیم حاصل ش مولار یون میلی 40و  30حضور 
دوظرفیتی هاي  کاتیون شده در پژوهشی در ارتباط با اثره ینتایج ارا

 Phytolacca dioica )Ombuدر افزایش فعالیت آنزیم پراکسیداز 

tree نیز تایید کننده این موضوع اسـت ( )Guida et al. 2011 در .(
دار  از یون کلسیم با افزایش معنیمولار  میلی 40که استفاده از  حالی

ترتیـب بـه    منیزیم فعالیـت آن را بـه   در فعالیت آنزیم نسبت به یون
 ).B-1 هاي رویشی افزایش داد (شکل واحد در پایه 60/1و  03/2

در هر دو پایه رویشـی مـورد پـژوهش باعـث      EDTAاستفاده از 
 50کـه اسـتفاده از    طـوري ش فعالیت آنزیم پراکسیداز شد، بـه کاه

رویشـی قزوینـی بـه     فعالیت آنزیمی را در پایه EDTAمولار  میلی
ــه  UCB-1و در  372/0 ). C-1واحــد تقلیــل داد (شــکل  166/0ب

دست آمده از اثـر دماهـاي مختلـف روي فعالیـت آنـزیم       نتایج به
 ) در دمـاي 778/0و  315/1بیانگر بیشترین فعالیت آن ( پراکسیداز

رویشی قزوینـی   در هر دو پایه گراد (دماي بهینه) درجه سانتی 30
عنـوان   جاکه آنزیم پراکسیداز بـه  ). از آنD1بود (شکل  UCB-1و 

شــود  بــالا شــناخته مــی هــاي پایــدار در دماهــاي یکــی از آنــزیم
)Burnette. 1977ـ  ) در تایید گزارش  ه شـده توسـط   ما، نتـایج ارای

، Solanaceaهــاي گیــاهی ازقبیــل    ، در بیشــتر گونــه دیگــران
Cruciferacea ه این آنزیم را بـین  و درختان میوه، نیز فعالیت بهین

 .Bania and Mahanta(گراد بیـان داشـتند    سانتی درجه 50تا  30

2012 ; Guida et al. 2011; Rehman et al. 1999.( 
احتمال ) اسکوپولتین 1نشان داد که  در مجموع نتایج این پژوهش

اضـافه شـده بـه    سلولی و اکسین  دارد با کنترل میزان اکسین داخل
) بررسی 2. شودزایی می اقهمحیط کشت موجب افزایش میزان نوس

د نشـان داد کـه فعالیـت آن در    در شـاه  فعالیت آنزیم پراکسـیداز 
کـه، در   طوريه؛ بنی مختلف رشد داراي نوسان استهاي زما دوره

سـاعت بعـد از کشـت ریزنمونـه) بـه       24 -72زنی ( ابتداي جوانه
حداقل ممکـن،  روزه فعالیت به  15در پایان دوره حداکثر میزان و 

کشـت رو بـه    روز پـس از  30باره فعالیت آن تا پایـان دوره  و دو
 هـاي ر حضـور اسـکوپولتین تغییر  کـه د  فزونی گذاشت. در حـالی 
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) یـا  UCB-1بـا یـک رونـد مـنظم کاهشـی (در       آنزیم پراکسـیداز 

 Fe-EDDHA) اســتفاده از 3افزایشــی (در قزوینــی) همــراه بــود. 
اي رویشی مورد ه زایی را در پایه راندمان ریشه Fe-EDTA جاي  هب

 ) نتایج بیانگر بـالابودن فعالیـت  4برابر افزایش داد.  پژوهش تا دو
هیبریـد   زایـی در پایـه   آنزیم پراکسـیداز و همچنـین میـزان ریشـه    

نظر نسبت به پایه رویشی قزوینی بود. بنابراین به  UCB-1رویشی 
یـک نشـانگر   عنـوان   تـوان فعالیـت ایـن آنـزیم را بـه     رسد که بمی

ــیش ــی ک پ ــده در بین ــرد. Pistacia veraنن ــی ک ــزودن 5 معرف ) اف
مولار (وابسـته   میلی 40-30هاي منیزیم و کلسیم در مقادیر  کاتیون

درجـه   30بـه محـیط کشـت و تیمـار دمـاي      رویشی)  نوع پایه به

کـه   گراد فعالیت آنزیم را به بیشترین میزان رساندند درحـالی  سانتی
 حرز بود.روي فعالیت آنزیم م EDTAبازدارندگی  اثر

 
  سپاسگزاري

خمینـی (ره)   امـام  المللی بین دانشگاه مالی حمایت با پژوهش این
اعـلام   را خـود  قـدردانی  نویسـندگان  وسـیله  بـدین  کـه  شد انجام

 کنم. می

 

 

هاي  (پایه Pistacia veraروي فعالیت آنزیم پراکسیداز در )D(EDTA  و) C)، دما (Mg2+)A ،(Ca2+ )Bهاي دوظرفیتی  اثر کاتیون -1شکل 
 معیار اشتباه هستند. ± تکرار 3 ها با میانگین ). داده UCB-1رویشی قزوینی و

Figure 1- Effect of divalent cations Mg2+ (A), Ca2+ (B), temperature (C), and EDTA (D) on peroxidase enzyme activity in Pistacia vera 
cv. Qazvini and UCB-1 rootstocks. The values are mean ± Standard error (n=3) 
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و میزان بیان ژن کد  (Cm APX)داز فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسی

 (.Cucumis melo L)هاي خربزه تحت تنش شوري در تودهکننده آن 
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The activity of ascorbate peroxidase (Cm APX) enzyme and 
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شوري از جمله عوامل نامساعد محیطی است که رشد و عملکرد گیاهان زراعی را تحت تأثیر قرار 
ها در گیاهان، از تغییر بیان ژن و متابولیسم ها باعث بروز دامنه وسیعی از واکنشدهد. تنشمی

به منظور بررسی میزان بیان ژن  پژوهششوند. در این غییر در سرعت رشد و عملکرد میسلول تا ت
Cm APX اکسیدان آسکوربات پراکسیداز (و تغییرات آنزیم آنتیAPX توده خربزه بومی  سه) در

تکرار در شرایط کنترل  سهسیستان، آزمایشی به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی با 
) اجرا شد. پس از آن پاسخ آنزیمی و بیان نسبی NaClمیلی مولار  350و  250شوري (شده و تنش 

در سه توده خربزه  Real Time PCR) با استفاده از روش Cm APXژن آسکوربات پراکسیداز (
آمده، در سطح شوري دستار انجام گرفت. بر اساس نتایج بهقندك، سفیدك و سفیدك خط د

mM 250  بیان ژنCm APX ر هر سه توده نسبت به نمونه کنترل افزایش نشان داد اما این د
 mMدار شد. در سطح شوري  معنی پنج درصدافزایش بیان در توده قندك و سفیدك در سطح 

یافت. در این سطح شوري، بیان ژن  درهر سه توده مورد بررسی کاهش Cm APXبیان ژن  350
Cm APX پنج اري نسبت به نمونه کنترل در سطح در توده سفیدك خط دار به صورت معنی د

اکسیدان آسکوربات پراکسیداز در کنار کاهش نشان داد. افزایش بیشتر فعالیت آنزیم آنتی درصد
) در توده قندك نشان داد که این توده بهتر توانست تنش Cm APXبیان پایدارتر و بیشتر ژن (

خط دار به همراه کاهش فعالیت  شوري را تحمل نماید و کاهش بیان این ژن در توده سفیدك
شود که دیگر . پیشنهاد میاست دهنده حساسیت این توده به شرایط تنش شورينشان آنزیمی آن

زه بومی اکسیدان و همچنین ارتباط آنها با هم در توده هاي خربهاي آنتیهاي مربوط به آنزیمژن
 گیرد. سیستان مورد بررسی قرار
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 نژاد و محمود سلوکی سمیه منتظري  ...(Cm APX) فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز

 

  مقدمه

مهمی است که  هايیکی از محصول ).Cucumis melon L( خربزه
عنوان د و بهشواغلب در خاك خشک و نیمه خشک کشت می

است شدهتحمل متوسط نسبت به شوري شناخته یک گیاه با
)Yasar et al, 2006 گیاهان دامنه وسیعی از شرایط نامساعد .(

آب مورد نیاز، کاهش و خصوص تنش شوري، کمبود همحیطی ب
کنند و تعدادي افزایش دما را در طی دوران زندگیشان تحمل می

ها که شامل سازگاري متابولیکی براي مقابله با این شرایط از پاسخ
 ;Bohnert et al, 1995; Bressan et al, 2009دهند (است، ارائه می

Hasanuzzaman et al, 2012; Kosova et al, 2013شوري در .( 
هاي اصلی در مناطق خشک و نیمه خاك یا آب یکی از تنش

تواند رشد و محصول گیاه را به شدت محدود خشک است که می
 ;Koca et al, 2007; Allakhverdiev et al, 2000کند (

Ghorbanli et al, 2012 دهد که تنش شوري ). شواهد نشان می
مله تولید باعث ایجاد تنش اکسیداتیو در گیاهان مختلف و از ج

)، OH)، هیدروکسیل (O2-سوپراکسید ([دو نوع رایکال آزاد 
و مولکول  ])RO) و رادیکالهاي آلوکسی (HO2پرهیدروکسی (

)، اکسیژن H2O2پراکسید هیدروژن ([هاي غیر رادیکالی شامل 
توانند ) که میGill and Tuteja, 2010شود (می ])O2واحد (
ها، اسیدهاي ت، چربیهاي بزرگی مانند کربوهیدرامولکول

 ;Bian and Jiang, 2009نوکلئیک و ساختار غشا را تخریب کنند (

Sharma et al, 2012 براي زنده ماندن در چنین شرایطی گیاهان .(
دهند و فرآیندهایی را گسترش می خاصیهاي دفاعی سازوکار

براي سازگاري جهت افزایش تحمل شان به شرایط نامساعد را 
 ). Xu et al, 2008; Mirzaee et al, 2013(کنندایجاد می

ی اکسیدان در انواع ترکیبات سلولهاي آنتیدامنه وسیعی از آنزیم
 ;Asada, 1992است (شدهمربوط به گیاهان مختلف شناسایی

Jimenez et al, 2001; Gill and Tuteja, 2010 فعالیت هم زمان .(
کوربات )، آسCAT)، کاتالاز (SODسوپراکسید دیسموتاز (

)، MDHAR)، مونودهیدروآسکوربات ردوکتاز (APXپراکسیداز (
)، و گلوتاتیون ردوکتاز DHARدهیدروآسکوربات ردوکتاز (

)GRتواند سلول را اکسیدانی می) به عنوان قسمتی از سامانه آنتی

 Reactive species) ROS(هاي فعال اکسیژن در مقابل گونه

oxygen (( ) حفاظت کندAsada, 1994; Gill and Tuteja, 

2010.( 

شده تحت شرایط تولید ROSهاي گیاهی براي مقابله با سلول
در کل ساختار  ROSتنش با دو استراتژي اصلی یعنی کاهش 

مقابله  ROSگیاه و همچنین سازگاري فیزیولوژیکی با  ساختمان
ها یک نقش ). آسکوربات پراکسیدازMittler, 2004کنند (می

 ها در مقابل اثرهايو حفاظت سلول ROSي کلیدي در پاکساز
 ,Mishra and Jheمخرب آن در جلبک و گیاهان عالی دارند (

2011 .( 
) و Molazem and Azimi, 2011بسیاري در ذرت ( هايپژوهش
دهد که فعال شدن ) نشان میEsfandiari et al, 2007گندم (

مانند  هزندهاي غیراکسیدان براي تحمل به تنشهاي آنتیآنزیم
 ).Mirzaee et al, 2013( استپاسخ به تنش شوري وابسته

-دو آنزیم کاتالاز و آسکوربات پراکسیداز از مهمترین آنتی

به آب و مولکول  H2O2که باعث شکسته شدن  هستندها اکسیدان
). در کلروپلاست، Yong et al, 2008د (شوناکسیژن می

ریق چرخه طشده را از تولید H2O2آسکوربات پراکسیداز 
واکنش ). Asada, 1992کند (زدایی میگلوتاتیون سم -آسکوربات

 Dabrowska et) استزیرشرحبه H2O2آسکوربات پراکسیداز با 

al, 2007): 
APX + H2O2                    →               Enzyme Ia + H2O  
Enzyme I + H2As             →                     Enzyme IIb HAs. 
Enzyme II + H2As            →                    APX + Has. H2O  
Has + Has.                         →                        H2As + As 

 الکترون آزاد) 1(با  ΙΙالکترون آزاد) و فرم  2(با  Ιفرم   -a,b آنزیم

دارد  H2O2که با  يادیز یبا قدرت چسبندگ APX قتیدر حق 
 گریکه دیحالکمک کند. در اهیبه گ تیتواند در رفع مسمومیم

واکنش را بالا ببرد اما  نیتوانند سرعت ایم دانیاکسیآنت يهامیآنز
آن را  یتواند به خوبیدارد و نم H2O2با  یکم یقدرت چسبندگ
توانند یم یمولکول گنالیس کیمانند  APX میمهار کند. آنز

آنزیم  ).Panchuk et al, 2005کند ( مینظرا ت دروژنیه دیپراکس
ها از طریق آسکوربات پراکسیداز نقش مهمی در فعالیت روزنه
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در سلول گیاهان تحت تنش شوري دارند،  H2O2تنظیم غلظت 

هاي مهم در به عنوان یکی ازسیگنالهچرا که غلظت این ترکیب ب
 Chenکند (هاي محافظ روزنه عمل میحرکت درآوردن سلول

and Gallie, 2004.( 
APX هاي محیطی از قبیل شوري، در پاسخ به تعدادي از تنش

هاي بلند، سرما، کمبود عناصر میکرو، خشکی، شدت طول موج
-و هواي آلوده فعال می UVتنش آهن، نور بیش از اندازه، اشعه 

 ,Bonifacio et al, 2011; Tewari et al, 2013; Wang et alشود (

2013.( 
هاي سازوکار متأسفانه هنوز ،گذشته هايشرفتیپ توجه به با

ناشناخته  اغلب شوري در تحمل به دخیلمولکولی و بیوشیمیایی 
بنابراین نیاز به دستیابی اطلاعات کافی در زمینه  .اندباقی مانده

 ,Bauer et al( استها مولکولی و ژنتیکی مقاومت به تنشاساس 

را جهت دستکاري  یبهاي مناس). این اطلاعات استراژي1993
هاي مولکولی و اصلاح آنها با استفاده از روش اصلاحگیاهان و 

 ). Razavi et al, 2001(ایجاد خواهند کرد  سنتینباتات 
بر  لیژن دل کی يهاکاهش تعداد رونوشت ایو  شیافزا اگرچه

-ینم کیولوژیزیو ف ییایوشمیب يهاآن در واکنش يدینقش کل
توان در یاست که م یها راهژن گونه نیا يباشد، اما جستجو برا

ها بکار پاسخ دهنده به تنش يهاژن يو جداساز ییجهت شناسا
 ).Lievens et al, 2001برد (

توده سه در  Cm APXبررسی بیان ژن  هدف از این پژوهش
و   Real Time-PCRخربزه بومی سیسستان با استفاده از روش

و  APXسکوربات پراکسیداز اکسیدان آهمچنین فعالیت آنزیم آنتی
 .است ارتباط آنها با هم تحت تنش شوري

  هامواد و روش

ابتدا بذرها با محلول هیپوکلرید : مواد گیاهی و تیمارهاي تنش
درجه  25با دماي  ضد عفونی و در آب مقطر درصد1سدیم 

هاي پلاستیکی که حاوي شدند. سپس در گلدانسانتیگراد قرارداده
د و تا ظهور دومین ش ته با آب مقطر بود کشتماسه کاملاً شس

برگ به نحوي که خروج اولین قطرات آب از ته گلدان مشاهده 
آزمایش در قالب طرح بلوك کامل تصادفی با شود، آبیاري شد. 

سه تکرار و سه توده خربزه بومی سیستان (سفیدك، قندك و 
میلی  350و  250سفیدك خط دار) و سه سطح شوري (صفر، 

) در پژوهشکده زیست فناوري دانشگاه زابل اجرا NaCl مولار
که دومین برگ ظاهر شد، به گیاهان شاهد فقط هنگامیشد. 

د. براي ش) اضافه Hogland and Arnon, 1950محلول هوگلند (
اعمال تنش در مورد گیاهان تحت تنش، از محلول با سطح شوري 

ر به مدت سه شد؛ این کا مورد نظر براي آبیاري گیاهان استفاده
تدریج جهت سازگار شدن گیاهان انجام گرفت و سپس _روز و به

تا زمان استخراج  -C80°دومین برگ برداشت شد و در دماي 
 د.شنگهداري 

کل  آر.ان.اياستخراج :  cDNAو ساخت  آر.ان.اجداسازي 
 شرکت کیاژن انجام شد. کیفیت CinnaPure RNAتوسط کیت 

 5/1سط الکتروفورز روي ژل آگارز استخراج شده تو آر.ان.اي
 18sو  28sریبوزومی  آر.ان.ايد. تشکیل دو باند شدرصد تعیین 

تخلیص شده بود.  آر.ان.ايدر روي ژل نشان دهنده کیفیت بالاي 
براي بررسی کمی میزان استخراج، از اسپکتوفتومتر استفاده شد. 

ر نانومت 320و  280، 260 هايموج طول در نوريمقدار جذب 
د. نسبت ششد و درصد خلوص آن محاسبهواندهتوسط دستگاه خ

در این آزمایش در محدوده  280/260بدست آمده براي طول موج 
-تیوببود.  آر.ان.ابود که نشان دهنده خلوص قابل قبول  2تا  8/1

شدند. درجه سانتیگراد قرارداده -80در دماي ها براي نگهداري 
شرکت سیناژن  DNaseژنومی از  دي.ان.ايبراي از بین بردن 

 cDNA  سنتز، آر.ان.ادومین مرحله بعد از استخراج استفاده شد. 
. این واکنش با استفاده استجام مراحل بعدي ناز روي آن جهت ا

، کشور اسپانیا) Vivantis شرکت( Steps RT-PCR-2کیت  از
در همه  آر.ان.انانوگرم  1000از  cDNA. در ساخت انجام گرفت

 د. ش ها استفادهنهنمو
-Real Timeدر این تحقیق از دستگاه : QRT-PCRانجام روش 

PCR Set Corbett (3000)  و کیتHot Tag EvaGreen qPCR 

master mix (ROX)  شرکت سیناژن براي ارزیابی کمی بیان ژن
APX .استفاده شد 

 

 1392پاییز و زمستان / 2/ شماره دوم/ دوره تیو ایمنی زیسژنتیک مهندسی  147

 



 نژاد و محمود سلوکی سمیه منتظري  ...(Cm APX) فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز

 

 Real Time PCR در واکنش هاي استفاده مورد توالی آغازگرهاي -1جدول
Table 1- sequence of the primers used in Real Time PCR reactions 

Reverse Primer Forward Primer Gene 
ACTACCAACCCTCTCATC TCAGCAAAAAAAGCATCCTC Cm APX 

CTCGTTCGTTATCGGAATTAATTA GGACAGGATTGACAGATTGATA 18s rRNA 

 
 Cmژن  mRNAابتدا توالی   Real Time-PCRانجام واکنش براي

APX  را از سایتNCBI و سپس با توجه به آن  ذخیره نموده
آغازگرها توسط نرم  د.شمورد نظر طراحی  آغازگرهايتوالی 

نرم افزارهاي و  CLC Main Workbench 5و  AlleID7 افزارهاي
هاي مطلوب  نظر محل اتصال و ویژگی از  Primer3دآنلاین مانن

گرفت، همچنین توسط  قرار تجزیه و تحلیلمورد بررسی و 
NCBI Blast آغازگرها  از یکتا بودن بودن محل جفت شدن

میکرولیتر مخلوط واکنش شامل یک  20 .اطمینان حاصل شد
میکرولیتر از هر یک از آغازگرهاي اختصاصی پیشرو و پسرو با 

یک ، Master mixمیکرولیتر  چهارمیکرومول،  10غلظت
یکرولیتر از آب مقطر م 20و تا حجم  cDNAمیکرولیتر نمونه 

استریل استفاده شد. براي هر واکنش سه تکرار در نظر گرفته شد. 
پس از آماده نمودن مخلوط واکنش پلیت مورد نظر به دستگاه 

 95دقیقه در دماي  15 . این واکنش با شرایط دماییدشمنتقل 
-تکرار با چرخه 40گراد (فعالسازي ابتدایی آنزیم) و درجه سانتی

 45گراد (واسرشت شدن)، درجه سانتی 95انیه در دماي ث 30هاي 
ثانیه  30آغازگر)،  Tmگراد (دماي درجه سانتی 56ثانیه در دماي 

 50گراد (بسط ترکیبی) و افزایش دما از درجه سانتی 72در دماي 
 .شد درجه (منحنی ذوب) انجام یکدرجه هر ثانیه  99درجه تا 

روش ارزیابی مطلق و ارزیابی  ها از دودر ارزیابی الگوي بیان ژن
 18s rRNAاز آنجایی که ژن مرجع توان استفاده نمود. نسبی می
و بتا اکتین ثبات بیشتري را از نظر بیان نشان  GAPDHنسبت به 

عنوان کنترل داخلی تري جهت انتخاب به دهد ژن قابل اطمینانمی
-وبه ).Tsuji et al., 2002شود (سازي محسوب میو انجام نرمال

مورد  در این پژوهش عنوان استاندارد داخلی براي نرمال کردن
ها با بیان نسبی ژندر این پژوهش ). 1استفاده قرار گرفت (جدول

که هر صورتاین). بهPfaffel, 2007د (شمحاسبه  pfaffelروش 
تیمار با گیاهان شاهد (کنترل) مربوط به توده مورد نظر مقایسه 

 ,REST )Pfaffel et alاز نرم افزار  هاشد. جهت تجزیه داده

 د.ش) استفاده 2002

ــکوربات   ــنجی آس ــت س ــی و فعالی ــتخراج عصــاره آنزیم اس
 چهـار  سـپس  و شـد  وزن برگ تازه بافت از گرم 2/0: پراکسیداز

 سـرد  هاون در و اضافه آن به Ice - cold extraction بافر سی سی
 سـانتریفوژ  16000 دور در دقیقـه  15 مدت به و شد ساییده کاملاً

 عصـاره  عنـوان  بـه  شـده  سـانتریفوژ  محلول بالایی فاز سپس. شد
 Azevedo( شـد  اسـتفاده  آنزیمـی  فعالیت سنجش براي پروتئینی

Neto et al, 2006.(   آنـزیم آسـکوربات    در نهایت میـزان فعالیـت
) Nakano and Asada, 1981) به کمـک روش ( APXپراکسیداز (
 سنجیده شد.

  نتایج

، 1/0، 1هاي ترتیبـی  ندارد ژن مرجع با استفاده از رقتمنحنی استا
 نشان داده شده است. 1نانوگرم در شکل  0001/0و  001/0، 01/0

و منحنـی   18s rRNAبا توجـه بـه منحنـی اسـتاندارد ژن مرجـع      
و  18s rRNA، بازده واکنش بـراي ژن  پژوهشاستاندارد ژن مورد 

Cm APX 18د که براي ژن ه شمحاسبs rRNA و  99/0بـر بـا   برا
و میزان  94/0برابر با  Cm APX، و براي ژن 95/0برابر  R2میزان 

R2  به دست آمد.  98/0برابر 

 

 

 

 

 
، محور افقی: لگاریتم Cm APXمنحنی استاندارد ژن  -1شکل 

 )Ctمحور عمودي: سیکل آستانه ( -cDNAغلظت 
Figure 1- Standard curve Cm APX gene, horizontal axis: 
logarithm cDNA concentration- vertical axis: Cycle 
Threshold (Ct). 
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در ژل آگارز نشـان دهنـده    پی.سی.آرالکتروفورز فرآورده واکنش 
 Real Timeسـپس واکـنش   تکثیر باند اختصاصی در واکنش بود.

PCR،    هـا  طبق چرخه دمایی بیان شـده در قسـمت مـواد و روش
 انجام شد.

 18s و Cm APXبـراي هـر دو ژن    :Cm APXبیـان نسـبی ژن   

rRNA یـر صـورت گرفـت و سـپس منحنـی تغییرهـاي      عمل تکث 
 Realفلورسانت بر حسب دما نیز با استفاده از نرم افزار دسـتگاه  

Time PCR SetCorbett (3000)  رسم شد، کاهش ناگهانی شدت
ترتیـب در  بـه  18s rRNA و Cm APXنور فلورسـانت بـراي ژن   

شـود. ایـن مسـئله     درجه دیـده مـی   C°86و  C°87دمایی حدود 
و بـراي   Cm APX ،C°87محصـول ژن   Tmبیانگر این است کـه  

ــس از مشــتقاســت 18s rRNA ،C°86ژن  ــی . پ ــري از منحن گی
آیـد. در ایـن   دست میتغییرهاي فلورسانس منحنی درجه دومی به

یـک پیـک    نمایانگر یک محصول است که وجود peakمنحنی هر 
نشـان دهنـده اختصاصـی بـودن      ها،صولمشترك براي تمامی مح

 منحنی ذوب  دو شکل .است Real time PCRمحصول واکنش 

 دهد.را نشان می Cm APXبراي ژن 

 

 

 

 

 

 

 
موجود در آن نشان کیپ، Cm APXذوب ژن  یمنحن -2شکل

 Cm APXمحصول ژن  Tm گراد،یدرجه سانت 87ي دهنده دما

 Cm APXوب ژن مثال رنگ قرمز، منحنی ذعنوان-به .یباشدم

 است. mM 250مربوط به توده سفیدك در سطح شوري 
Figure 2- Melt Curves of Cm APX gene, The peak 

indicates a melting temperature (Tm) of 87 °C in Cm APX 

gene product. For example, the red color is the melting 

curve of Cm APX gene in Sefidak landrace at 250 mM. 
 

براي  Cm APXو  18srRNAهر دو ژن  Ctآوردن دستپس از به
 REST 2009با استفاده از نرم افزار  ها، تجزیه و تحلیلتمام نمونه

 mMانجام گرفت. بر اساس نتایج به دست آمده، در سطح شوري 
در هر سه توده خربزه (قندك، سفیدك،  Cm APXبیان ژن  250

ه نمونه کنترل افزایش نشان داد اما این سفیدك خط دار) نسبت ب
 درصد 5افزایش بیان فقط در توده قندك و سفیدك در سطح 

 Cmافزایش بیان ژن  mM250 دار شد. در سطح شوري  معنی

APX  در توده سفیدك به بالاترین حد رسید و با افزایش شوري
در  Cm APX، بیان آن کاهش یافت. بیان ژن mM 350تا سطح 

اهد نسبت به نمونه ش Mm 250در سطح شوري  توده قندك
داد؛ اما در سطح نشان پنج درصدداري در سطح افزایش معنی

میلی مولار کاهش یافت. در توده سفیدك خط  Mm 350شوري 
در  mM 250در سطح شوري  Cm APXدار، افزایش بیان ژن 

، mM 350دار نبود. اما در سطح شوري معنی پنج درصدسطح 
داري نسبت به نمونه کنترل در به صورت معنی Cm APXبیان ژن 

  ).2، جدول 3کاهش یافت (شکل  درصد 5سطح 
 
 
 
 
 
 
 
 

در سه توده خربزه بومی سیستان  Cm APXبیان ژن  -3شکل
 (سفیدك، قندك و سفیدك خط دار) تحت تیمار با تنش شوري

Figure 3- Cm APX gene expression in three Sistan melon 

Landrace (Sefidak, Ghandak and Sefidak Khatdar) treated 

with salt stress. 
 تجمع پى در اکسیدانآنتى هاىتجمع آنزیم موارد بسیارى در

 به بررسی فعالیت آنزیم منظورهمینبه. دهدمى رخ ژن رونوشت
آسکوربات پراکسیداز که در بخش قبل میزان بیان آن بررسی شد 

 که داد ) نشان3(جدول  هاداده آماري یهتجز پرداخته شد. نتایج
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در توده هاي خربزه بومی  Cm APXآنالیز بیان ژن  -2جدول 
 RESTسیستان تحت تیمار با تنش شوري با استفاده از نرم افزار 

2009 
Table 2- gene expression Analysis Cm APX in Sistan 

melon Landrace (Sefidak, Ghandak and Sefidak Khatdar) 

treated with salt stress. 
P(H0) Cm APX ژن بیان ارزیابی نسبی P

 شوري سطح/توده **

0.073 ns 3.05 مولار میلی 350/سفیدك 

 مولار میلی 250/سفیدك 3.15 * 0.023

 مولار میلی 350/قندك 4.478 * 0.046

 مولار میلی 250/قندك 6.390 * 0.033

 لارمو میلی 350/ دار خط 0.723 * 0.049

0.08 ns 2.810 مولار میلی 250/ دار خط 

* ،ns  و % 5تفاوت معنی دار در سطح آمـاري  به ترتیب نشان دهنده
 .استعدم معنی داري 

در ارزیابی نسبی، میزان افزایش یا کاهش بیان ژن در هر تیمار  **
به صورت نسبت بیان می شود کـه در ایـن حالـت امکـان انـدازه      

تیمار کنترل وجود ندارد و به عبارت دیگر  گیري میزان بیان ژن در
 عدد یک در نظر گرفته می شود.

ns, * means non-significant and significant at 1% probability 
levels, respectively 
** In comparative assessment, increase or decrease in gene 
expression in each treatment is expressed as ratio where in 
this case, it is not possible to measure gene expression in 
the control treatment and in other words, it is considered 1.  

تجزیه واریانس اثر تیمار شوري بر عملکرد آنزیم  -3جدول 
 آسکوربات پراکسیداز

Table 3- Analysis of variance of antioxidant activity. 
 منابع تغییرات درجه آزادي آسکوربات پراکسیداز

APX df S.O.V 
µmol H2O2 . min−1.mg−1 protein 

   Landrace  توده 2 0.044**
 Salinityشوري  2 0.027**
 شوري×  توده 4 0.046**

 Landrace × salinity 
 Error     خطا 16 0/000007

 را نشان می دهد.% 1تفاوت معنی دار در سطح آماري ** 
** means significant at 1% probability  

مقایسه میانگین فعالیت آنـزیم آسـکوربات پراکسـیداز     –4جدول 
)APX( 

Table 4- Mean comparison for activity of ascorbate. 
peroxidase (APX) 

 تیمار
Treat ment 

 آسکوربات پراکسیداز 
µmol H2O2 min−1.mg−1 protein 

 Ghandak a  0/902قندك قم (توده)ر
Cultivar سفیدكSefidak  b 0/551  

 سفیدك خط دار 
Khatdar Sefidak 

 0/202 c 

 a  0/323 0 شوري (میلی مولار)
Salinity (mM) 350 0/446 b 

 250 0/626 c 

 
 
 
 
 
 
 
 

اثر متقابل سطوح شـوري و رقـم (تـوده) روي فعالیـت      -4شکل 
 )، ي عبارتند از صفر (. سطوح شورAPXآنزیم 

 mM 250 ) mM) و   350 )   NaCl) نمک 
Figure 4- Interaction between salinity and cultivar on APX 
activity. The salinity levels were 0 (  ), 250 (  ) and 350 
(  ) mM NaCl. 

 
 در APX آنزیم فعالیت میزان بر داريمعنی تاثیر شوري تیمار
داشت. در واقع میزان فعالیت این آنزیم نسبت  صدیک در سطح

به شاهد با افزایش سطح شوري (غلظت کلرید سدیم) تا سطح 
mM 250  4افزایش یافت اما پس از آن کاهش نشان داد (شکل .(

 و  mM 250در سطح شوري  APXمیزان افزایش فعالیت آنزیم 

mM350  درصد 57/27و  40/48نسبت به شاهد به ترتیب برابر 
 ).4بود (جدول 

میکرومول  9/0د که توده قندك با شدر این آزمایش مشخص 
H2O2  ) در دقیقه بر میلی گرم پروتئینμmol H2O2 min-1 mg-

1 protein(  در سطح شوريmM 250  و توده سفیدك خط دار با
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به ترتیب داراي بیشترین و  mM 350در سطح شوري  2/0

 ). 4کل و ش 4بودند (جدول  APXکمترین میزان 

 

  بحث

تحت شرایط نامساعد محیطی، تعداد زیادي رادیکال آزاد اکسیژن 
یابند و باعث ایجاد تنش اکسیداتیو گیاهی تجمع می هايسلول در

و در نهایت منجر به کاهش رشد و حتی در موارد شدیدتر مرگ 
شود. گیاهان در مقابل این شرایط به وسیله دو سامانه گیاه می

هاي را تخریب کنند. سامانه ROSتوانند نزیمی میآنزیمی و غیرآ
)، GSHهایی از قبیل گلوتاتیون (غیرآنزیمی شامل آنتی اکسیدان

فلاونوئید و سامانه ، ))(Ascorbic acid) ASA آسکوربیک اسید
 آسکوربات قبیل از آنتی اکسیدانت هايآنزیمی شامل آنزیم

 و) GR(دوکتاز ر گلوتاتیون ،)CAT( کاتالاز ،)APX( پراکسیداز
پراکسید هیدروژن به  .است) SOD( دیسموتاز اکسید سوپر

صورت طبیعی اغلب از زنجیره انتقال الکترون فتوسنتزي و بعضی 
 Liu(شود هاي آنزیمی در کلروپلاست گیاهان ایجاد میاز واکنش

et al., 2013(بین تولید و تخریب پراکسید هیدروژن تعادل . عدم 
)H2O2کلیدي نقاط د وشوها میسلول ن درآ تجمع ) باعث 

 قرار حمله مورد را سلول دفاعی سازوکارهاي و سوخت وساز
 بیشتري شدت سلول در اکسیداتیو تنش امر این نتیجه در دهد؛می
یک آنزیم کلیدي در  Esfandiari et al, 2007.( APX( یابدمی

تولید شده در  H2O2تواند است که می ROSسامانه مهار آنزیمی 
). تنش شوري Shen et al, 1997ها را از بین ببرد (کلروپلاست

هاي گیاهی و تجمع موجب ایجاد تنش اکسیداتیو در سلول
 Blokina etشود () در پاسخ به تنش میH2O2پراکسید هیدروژن (

al, 2001 .( 
 ,Sairam et alدر بسیاري از گیاهان مانند گندم ( APXفعالیت 

)  Morita et al, 1999)، برنج (Gooset et al., 1994)، پنبه ( 2004
) در معرض  Chai et al, 2001هاي آرابیدوپسیس و کلزا (برگ

رود که یک واکنش دفاعی یابد. گمان میتنش شوري افزایش می
کند. بنابراین افزایش براي تحمل به شوري به گیاه کمک می

حت تواند باعث تحمل و زنده ماندن گیاه تمی APXفعالیت ژن 
توده  سهدر  Cm APXبیان ژن  د. در این پژوهششوتنش شوري 

خربزه بومی سیستان تحت تنش شوري نشان داد که این گیاه در 
هاي ایجاد شده در سلول H2O2چنین شرایطی براي تخریب 

 Cmگیاهی سامانه آنزیمی خود را فعال نموده و در نتیجه بیان ژن 

APX آمده در این تحقیق در یابد. طبق نتایج بدست افزایش می
در هر سه توده  Cm APXافزایش بیان ژن  mM250سطح شوري 

مورد بررسی به بالاترین حد رسید و با افزایش شوري از این 
مقدار، افزایش کمتري در میزان بیان آن مشاهده شد که با نتایج 

 Esfandiari et al, 2007; Kazemiمحققان دیگرمطابقت داشت (

et al, 2011ر توده سفیدك خط دار این کاهش میزان بیان ژن ). د
Cm APX تر از میزان بیان این ژن در نمونه کنترل رسید به پایین
تواند دلیل بر حساس بودن این توده به شوري بیشتر از که این می

mM250  .باشد 
ري براي نشان دادن چگونگی بدیهی است، تحقیقات بیشت

شوري مورد نیاز تحت تنش  APXافزایش بیان ژن  سازوکار
دهد که فعالیت آنزیم نیز نشان می هاي گذشتهاست. پژوهش

APX به بیان ژن شدت بهAPX تواند بعد از وابسته است و می
تیمار با عوامل تنش زا افزایش یابد؛ از قبیل حمله پاتوژن، فشار 

)، خشکی UVB )Rao et al, 1996مکانیکی، جراحت، تشعشع 
)Mittler and Zilinskas, 1994 .( استرس شوري(Lopez et al, 

1996; Mittova et al, 2004 a,b; Gomez et al, 2004) افزایش ،
 ,Karpinski et al, 1997; Yoshimura et al)تحریک انرژي 

، همچنین کاهش یا افزایش دما، افزایش اکسیژن بعد از یک (2000
 APXال فعالیت براي مث. (Blokhina et al, 2001)دوره کاهش آن 

در برگ ارقام نخود فرنگی تحت تنش شوري افزایش یافت 
)Hernandez et al, 2001( همچنین بیان ژن .APX  درBetula 

platyphylla اي بعد از تیمار با شوري به صورت قابل ملاحظه
)NaCl) افزایش یافت (Wang et al, 2009 بیان ژن .(APX  در

راي مدت زمان طولانی سیب زمینی شیرین پس از جراحت ب
). خشکی همراه با افزایش دما Park et al, 2004افزایش یافت (

به اوج خود  Anthurium. andraeanumرا در  APXبیان ژن 
) و همچنین شوري همراه با Koussevitzky et al, 2008رساند (

 Liuافزایش داد ( A. andraeanumرا در APXکاهش دما بیان ژن 

et al, 2013این تحقیق روند بیان ژن  ). درCm APX هاي در توده
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که طوريفعالیت این آنزیم مشابه بود، به مورد بررسی با روند

با بیشترین میزان بیان آن همخوانی  APXبیشترین فعالیت آنزیم 
مورد بررسی مطابق آنچه در جدول چهار داشت. در سه توده 

 mM250ي تا سطح شور Cm APXارائه شده با افزایش بیان ژن 
) و سپس در 4 نیز افزایش یافته است (شکل APXفعالیت آنزیم 

 APXفعالیت آنزیم  mM350پی افزایش بیان این ژن در شوري 
 یابد.نیز کاهش می

 

  نتیجه گیري

 Cm، افزایش بیان ژنپژوهشه در این طبق نتایج به دست آمد

APX  در توده قندك به همراه افزایش فعالیت آنزیمی در سطح
، نشان داد که این توده بهتر توانست شرایط تنش mM250وري ش

شوري را تحمل نماید و کاهش بیان این ژن در توده سفیدك خط 
دار به همراه کاهش فعالیت آنزیمی آن نشان دهنده حساسیت این 

و همچنین  Cm APX. بیان ژن استتوده به شرایط تنش شوري 
در سطح شوري  )،APXفعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز (

mM 350  .در این سطح شوري، در همه توده ها کاهش یافت
داري توده سفیدك خط دار به صورت معنی در Cm APXبیان ژن 

-در ادامه این پژوهش مینسبت به نمونه کنترل کاهش نشان داد. 

اکسیدان و همچنین هاي آنتیهاي مربوط به آنزیمدیگر ژنتوان 
هاي خربزه بومی سیستان مورد بررسی هتودارتباط آنها با هم در 

هاي این ژن در دیگر توده وان تغییرهايتهمچنین میگیرد، قرار 

 حساس و مقاوم و در سایر سطوح شوري را نیز بررسی نمود.
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lassic plant breeding has increased the beauty and utility of ornamental plants, but through the 

application of biotechnology  completely new traits could be developed in plants. Creation of 

blue color petal in carnation and rose are examples demonstrating   the optional of 

biotechnology in creating novel traits out of the scope of the conventional hybridization.  Application 

of genetic engineering in ornamental plants is not limited to changes in color.  Resistance to pests and 

diseases, enhancement of flowering, extended cut flowers life and modification of flower structure are 

examples of other important traits that could be modified using modern biotechnology. It is predicted 

that genetic engineering will revolutionize ornamental plants industry in the future. With the 

introduction of any new technologies, concerns are raised about their safe use and deployment. 

Concerns have also been raised about the possible negative impacts of commercialization of 

genetically modified (GM) ornamental plants on the ecosystem. The concerns have several different 

origins and providing responses to these concerns and not addressing them is the main objective of this 

paper. This article considers GM ornamental plants in the context of current ecological risk assessment 

principles, research results achieved, and current regulatory frameworks.This article can be very useful 

for biotechnologists, biosafety specialists, and authorities concerned.  
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he present investigation was conducted to characterize enzymatic and molecular aspects of a beta 

1 and 4 endoglucanase gene in Bacillus subtilis strain B5d.The gene was amplified with specific 

primers and its sequence was deposited in the NCBI (accession number ofKF670724).  Sequence 

and phylogenetic analyses were performed using the Vector NTI and Mega 4 software. The PCR product 

comprised of 794 bp, encoding a peptid of 264 amino acids in length. Amino acid sequence analysis 

showed that the gene encoding beta 1 and 4 endoglucanase in B. subtilis B5d had multiple domains 

including cellulose binding domain belongs to family 3 and catalytic domain belong to glycoside 

hydrolase family 5.The enzyme activity was assessed in temperature range of 30-70 °C and pH 4.6. The 

results showed that the maximum catalytic activity of the enzyme occurred at 55 °C and was estimated at 

461.83 U/L. The stability of the enzyme was measured at different pH and temperatures values and the 

results showed that the enzyme was stable at pH 5-10 and temperature values up 60 °C. 
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n the past two decades, biotechnology in genetic engineering has led the production of genetically 

modified organisms (GMOs) all around the world. The statistics of GMO cultivation has lightened 

the significant importance of GMOs worldwide, and shows that they are widely consumed by public. 

Maize is one of the most important transgenic crops which has widely cultivated and consumed in many 

countries. The aim of this study is the detection of genetically modified maize in Iran markets. First, three 

samples of transgenic maize were prepared from Shiraz’s Custom and their DNA was extracted using 

Cetyl Tri-methyl Ammonium Bromide (CTAB) method. The control PCR test of native maize was 

performed on Invertase (IVR) gene which is present in all corn types. For detection of genetically modified 

maize, the PCR test based on P35S promoter which present in most transformation vectors was optimized 

using specific primers (P35S1 and P35S2). Then, DNA of 37 maize samples collected from seven major 

cities of Iran and six maize samples from Jihad Agriculture Organization were extracted. PCR tests for the 

IVR gene and P35S were performed. Respectively, the 226 bp and the 195 bp amplicons were amplified. 

PCR products were cloned by T/A cloning in JM107 using pTZ57R plasmid for sequencing and preparing 

the positive controls. 46 samples collected from the market, Customs and Jihad Agriculture Organization 

were shown to be 100% positive for the native IVR gene and 56.5% (26 samples) positive for the 

exogenous P35S. This study showed that a high percentage of transgenic maize is present in Iran’s 

consumption market. However, no action has been taken toward labeling and the consumer awareness of 

these food products. 
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ome of the top decision makers in the ministry of Jihad-e-Agriculture, ministry of Health and the 

Department of the environment emphasize on a ban on genetically modified products and are in 

favor of continuous use of synthetic pesticides while over 170 million hectare of the transgenic 

products are cultivated all around the world. To determine the diazinon residue level in sweet cherry, 40 

samples were collected from Tehran Central Market. These products were produced in five main cherry 

producing cities such as Lavasan, Shahriar, Qazvin, Mashhad and Urumia. Samples were prepared and 

extracted by the standard method of QuEChERS. The GC/ MS analysis was used to determine the levels of 

Diazinon residue in the samples. The amount of pesticides measured was compared with the national and 

Codex MRLs. 10% of the samples contained Diazinon residue levels higher than the MRL value (0.05 mg/ 

kg) including 4 samples from Mashhad (0.3 mg/kg) and Lavasan (0.29 mg/kg). The remaining samples 

(90%) had no detectable residue levels of this insecticide. The results obtained in this study can be used for 

the future planning of pesticides application in the high risk areas of the country. Therefore, the continuous 

blockade of taking advantage of alternative products and methodologies which could reduce the pesticide 

usage like production of transgenic plants may result in the production of toxic food baskets for the 

consumers which may result in the spread of incurable diseases in the society. 
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his study aimed to determine the PEPCK-C gene polymorphism in a population of native 

fowl in Khorasan Razavi. This gene encodes an enzyme with the same name in most 

organisms. This enzyme plays a key role in the gluconeogenesis. There are two types of this 

gene namely, cytosolic (PEPCK-C) and mitochondrial (PEPCK-M) types. In this study, blood 

samples were randomly collected from 100 native fowl of Khorasan Razavi. DNA was extracted using 

modified salting out method and then a fragment with the length of 1000 bp using a pair of primers was 

amplified. This fragment covers the promoter and exon 3 of PEPCK-C gene. For genotyping, the PCR-

RFLP method using the BstEII digesting enzyme was performed. The GLM procedure of SAS 9.1 was 

used to study the association of the PEPCK-C gene polymorphism with economic traits. Three genotype 

patterns including AA, AB and BB were observed with frequencies of 0.46, 0.35 and 0.19, respectively. 

The effects of genotypes were significant for birth weight (P<0.01), weight at 12 weeks of age (P<0.0001) 

and average egg weight between 28 to 32 weeks of age (P<0.002). Other studied traits were not 

significantly influenced by genotypes of this gene. Based on the results of this study the BB genotype had 

the greatest impact on birth weight, weight at 12 weeks of age and average egg weight. Therefore, the 

selection based on the polymorphism of this gene could be useful for improving body weight and egg 

weight of Khorasan Razavi native fowl. 
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Pistacia vera cv. Qazvini and UCB-1 rootstocks are two worldwide well-known pistachio 

rootstocks. They are valuable because of their tolerance to salinity and drought (Qazvini), and 

the resistance to cold and to Verticillium diseases (UCB-1). To improve vegetative and 

growth quality of pistachio and also to enhance the rooting efficiency, the effect of Scopoletin, iron source 

(Fe-EDDHA and Fe-EDTA) on growth characteristics as well as peroxidase activity was studied. In 

addition, the effect of the different concentrations of Ca2+ and Mg2+ cations, the temperatures and EDTA 

concentrations were investigated at various levels. The results indicated that Scopoletin increased the 

shooting percentage and enhanced the growth quality. It also affected the peroxidase activity (α=0.05) 

significantly in comparison with the control. Results also revealed that applying Fe-EDDHA instead of Fe-

EDTA in the culture media increased the rooting efficiency up to two fold in comparison with the control. 

There was also a direct relationship between the rooting rate and the enzyme activity, suggesting 

peroxidase as a predictive marker in the rooting phase of Pistacia vera. The kinetic properties of enzyme 

revealed the positive role of cations, 30°C (as an optimum temperature) and a negative role of EDTA on 

the enzyme activity. 
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alinity is one of the undesirable environmental factors which affects both growth and crop 

production. The stresses cause a wide range of reactions in plants including the change in gene 

expression and cellular metabolism and the change in growth rate and production. To study the 

activity of the antioxidant enzyme Ascorbate Peroxidase (APX) and the expression level of its encoding 

gene in three Sistan melon Landraces (Cucumis malo L.), a factorial experiment was conducted in 

completely randomized design with three replications under control and salinity conditions (250mM and 

350mM of NaCl). The relative expression of APX was compared by Real time PCR and enzyme activity 

was assayed in three melon landraces of Ghandak, Sefidak and Sefidak khatdar. According to the results, 

at 250 mM salinity level, the CmAPX gene expression showed an increase in comparison to control in all 

the three landraces and this increase in expression was significant at 5% in Ghandak and Sefidak 

landraces. At 350 mM salinity level, CmAPX gene expression was decreased in all the three studied 

landraces. At this level of salinity, the expression of CmAPX gene in the Khatdar Sefidak landrace 

significantly decreased (at 5% level) in comparison to control. More increase in antioxidant activity of 

APX with stable expression of CmAPX gene in Ghandak landrace was detected that shows this landrace 

could tolerate against salt stress better than the others.  Decreased expression of this gene in Sefidak 

khatdar landrace with reduced enzymatic activity showed sensitivity of this landrace to salinity. We 

suggest that other genes related to antioxidant enzymes as well as their relationship with each others be 

examined in Sistan melon landraces. 
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