
 
 ي َمکاران کامران سمیعی  ي... اوتُایی بیًسىتز آلکالًئیدَای پاپايریه ي سىگًیىاریه ژن خامًشی

 

 909 9396 تابستان، 2 ، شمار8ٌپژيَشی(، جلد   -مجلٍ سلًل ي بافت )علمی
  

 پژيَشی( -مجلٍ سلًل ي بافت )علمی  مقالٍ پژيَشی 

 9396 تابستان، 2، شمارٌ 8جلد

( در گیاه دارویی DBOXانتهایی بیوسنتز آلکالوئیدهای پاپاورین و سنگوینارین ) ژن خاموشی

 VIGS فن با استفاده از  شقایق

.Ph.Dاسماعیلی  احمذ ،.Ph.D. Studentکامران سمیعی
 ، .Ph.Dفیريزآبادی وظریان فرَاد ،*

.Ph.D. Studentسیذ محسه سُرابی 
 

 خرم آببد، ایران نببتبت، اصلاح و زراعت گروه کشبورزی، لرستبن، دانشکده دانشگبه -
 ismaili.a@lu.ac.irپست الکترونیك نویسنده مسئول: * 

  

 20/4/1396تبریخ پذیزػ:     24/12/1395دریبفت: تبریخ 

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 چکیذٌ

)کِ آًشین ًْبیی ثیَعٌتش دٍ آلکبلَئیذ عٌگَیٌبریي ٍ  DBOXهٌظَر ثزرعی تبثیز خبهَؽی ثز ثیبى صى کلیذی  ثِپضٍّؼ، ایي در  َذف:

 ( اعتفبدُ ؽذ..Papaver somniferum Lدر گًَِ ای اس خؾخبػ ) VIGSکٌذ(، اس في  پبپبٍریي را کذ هی

ثب  siRNA( ثزاعبط تَلیذ ثیؾتزیي تعذاد bp1462-1112 )در هحذٍدُ  DBOXجفت ثبسی اس تَالی صى  350قغعِ  َا: مًاد ي ريش 

، هبیع pTRV2ٍ اًتقبل ثِ ًبقل ٍیزٍعی  pTZ57R/Tعبسی ایي قغعِ در ًبقل ٍاعظ  ًَکلئَتیذ اًتخبة ؽذ. پظ اس ّوغبًِ 21عَل 

ثب اعتفبدُ اس  PCRّبی گیبُ تشریق ؽذ. گیبّبى تزاریخت اٍلیِ تَعظ ٍاکٌؼ  ّبی ثَتِ تلقیح آگزٍثبکتزیَم حبٍی عبسُ خبهَؽی ثِ ثزگ

ًیوِ کوی فَرت گزفت. در  PCR( اًتخبة ٍ غزثبلگزی ثبًَیِ تَعظ تکٌیک CPٌذُ پَؽؼ پزٍتئیٌی ٍیزٍط )آغبسگزّبی صى کذ کٌ

 هَرد ثزرعی قزار گزفتٌذ. real-time RT-PCRّبیی ثب ثیؾتزیي خبهَؽی )کوتزیي ثیبى( صى هَرد ًظز تَعظ تکٌیک  هزحلِ ثعذ ًوًَِ

ٍ ّضن آًشیوی تبئیذ ؽذ.  PCRّبی  ثب اعتفبدُ اس ٍاکٌؼ pTZ57R/Tٍ pTRV2 عبسی در پلاعویذّبی  فحت ّوغبًِ وتایج:

-real-time RTاًتخبة ؽذًذ. ًتبیج ًْبیی  DBOXثَتِ تزاریخت ثب کوتزیي ثیبى ثزای صى  5ًیوِ کوی، تعذاد  PCRثزاعبط ًتبیج 

PCR ِّبی صى  درفذی در ثیبى رًٍَؽت 81عَر هتَعظ ثیبًگز کبّؼ ًغجی  ثDBOX یخت در هقبیغِ ثب گیبّبى کٌتزل در گیبّبى تزار

 ( ثَد.pTRV2)تلقیح ؽذُ ثب پلاعویذ خبلی 

را در گیبُ خؾخبػ  DBOXتَاًذ هیشاى ثیبى صى  عَر هَفقیت آهیشی هی ثِ VIGSعَر کلی ًتبیج ًؾبى داد کِ في  ثِ: گیری وتیجٍ

 تَاى در درک ثیؾتز هغیز ثیَعٌتشی آلکبلَئیذّبی گیبُ خؾخبػ ٍ دعت آهذُ در خقَؿ ایي صى، هی علاٍُ اس ًتبیج ثِ کبّؼ دّذ. ثِ

 تَلیذ گیبّبى تزاریخت ثب اّذاف هٌْذعی هتبثَلیت ثْزُ ثزد.

 در سهبى ٍاقعی، خبهَؽی PCR، خؾخبػ، DBOX ياژگان کلیذی:
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 مقدمه

حـبٍی تعـذاد   ّـبی اٍلیـِ،    ثز هتبثَلیت  گیبّبى عبلی علاٍُ

اس تزکیجبت ؽیویبیی ثـب عـبختبری پیدیـذُ ٍ ٍسى     سیبدی

ــِ ــبییي ث ــبم هتبثَلیــت هَلکــَلی پ ــِ  ً ّغــتٌذ. ّــبی ثبًَی

عبختبر ؽـیویبیی هختلـ ،    12000آلکبلَئیذّب ثب ثیؼ اس 

ّـبی ثبًَیـِ    تـزیي هتبثَلیـت   تـزیي ٍ هْـن   اس جولِ هتٌـَ  

ــی ــَة هــ ــًَذ  هحغــ ــزٍُ (. 1)ؽــ ــذّبی گــ آلکبلَئیــ

 (Benzylisoquinolin) alkaloiedsیایشٍکَیٌَلیٌ ثٌشیل

(BIAsگزٍُ ثشرگی اس هتبثَلیت )     ِّبی ثبًَیـِ ّغـتٌذ کـ

ّـب ؽٌبعـبیی    عبختبر هختل  اس آى 2500تبکٌَى ثیؼ اس 

ٍجـَد  دلیـل   ثِ BIAsاّویت ؽیویبیی ثیؾتز ؽذُ اعت. 

یک یب چٌذ هزکش کبیزال در عبختبر ؽیویبیی ایي گـزٍُ اس  

ثبؽذ. ٍجـَد هزکـش کـبیزال یکـی اس د یـل       آلکبلَئیذّب هی

ــي      ــذادی اس ای ــٌعتی تع ــذ ف ــٌتش ٍ تَلی ــذم ع ــلی ع اف

ّویي دلیل ثزای عبلیبى هتَالی تٌْـب   آلکبلَئیذّب ثَدُ ٍ ثِ

ي در ثـی  (.2)ثبؽـذ   فَرت عجیعی هی ّب، ثِ ىآهٌجع تَلیذ 

ــزٍُ    ــذّبی گـ ــبٍی آلکبلَئیـ ــِ حـ ــی کـ ــبى دارٍیـ گیبّـ

 Papaver)ؽـقبیق  گیـبُ  ایشٍکَیٌـَلیٌی ّغـتٌذ،    ثٌشیـل 

somniferum L. )ُثــَدُ ٍ ای ثزخــَردار  اس اّویــت ٍیــض

دلیـل دارا ثـَدى آلکبلَئیـذّبی     عبلیبى عَ ًی اعت کِ ثِ

اس جولـِ پبپـبٍریي، عـٌگَیٌبریي، ثزثـزیي ٍ گـزٍُ      هْوی )

  (.4ٍ  3) َجِ فزاٍاى ثَدُ اعت(، هَرد تهَرفیٌبى

ی ایشٍکَیٌـَلیٌ  ثٌشیـل در هغیز ثیَعـٌتشی آلکبلَئیـذّبی   

(BIAsگیبُ ؽقبیق، آًشین )   ّبی هتعذدی هتعلق ثِ تعـذاد

ــبًَادُ  ــذٍدی اس خ ــجتب هح ــِ   ًغ ــی )اس جول ــبی پزٍتئیٌ ّ

ــیتَکزٍم ــبی  ع ّP450 ،O  ٍN   ،ــفزاسّبی ــل تزاًغ هتی

، اکغـیذ  NADPHردٍکتبسّـبی ٍاثغـتِ ثـِ    -دّیذرٍصًبس

ــب   ــزتجظ ث ــبی ه ــذ )( FADردٍکتبسّ ــَر دارً (. 5ٍ  2حض

( در گیـبُ  BIAsثیَعٌتش آلکبلَئیـذّبی ایشٍکَئیٌـَلیٌی )  

ؽقبیق ثب هتزاکن ؽذى دٍپبهیي ٍ تزکیت ؽیویبیی دیگزی 

( آغـبس  HPAA-4اعـتبلذّیذ )  فٌیـل  ّیذرٍکغـی -4ًـبم   ثِ

. ؽَد کِ ّز دٍ اس هؾتقبت اعیذ آهیٌِ تیزٍسیي ّغتٌذ هی

  ِ ًـبم   ایي دٍ تزکیت عی هزاحل ثعذی ثِ دٍ هبدُ هیـبًی ثـ

ؽـًَذ کـِ    رتیکَلیي تجـذیل هـی  ـ   کَکلاٍریي ٍ اطـ  اط

تقزیجب توبم آلکبلَئیذّبی هْن ٍ ثـب ارسػ گیـبُ ؽـقبیق اس    

جولِ پبپبٍریي، عٌگَیٌبریي، ًَعکبپیي ٍ هَرفیٌبى اس ایـي  

ــذّبی     ــذ. آلکبلَئی ــذ ؽ ــذ خَاٌّ ــبًی تَلی ــت هی دٍ تزکی

تزتیـت ثـب دارا ثـَدى     َیٌبریي، پبپبٍریي ٍ ًَعکبپیي ثِعٌگ

ثبکتزیبل، ؽل کٌٌذُ عضلات ٍ ضذ عزعبًی،  خبفیت آًتی

تزیي آلکبلَئیذّبی تَلیذ ؽذُ تَعـظ گیـبُ ؽـقبیق     اس هْن

ؽًَذ. عـٌگَیٌبریي ٍ پبپـبٍریي ّـز دٍ دارای     هحغَة هی

چزخِ ثیَعٌتشی هختـ ثِ خَد ثـَدُ ٍ در هغـیز تَلیـذ    

حـبل آًـشین    ّبی هتعذدی حضَر دارًذ ثـب ایـي   ینّب آًش آى

ًْبیی عٌتش ّز دٍ یکغبى اعت. صى کذ کٌٌذُ ایي آًـشین،  

( ًـبم دارد کـِ   DBOXّیذرٍ ثٌشٍفٌبًتزیـذیي اکغـیذاس )  

ثز ًقؼ کلیذی در عٌتش آلکبلَئیذّبی عٌگَیٌبریي ٍ  علاٍُ

 2) پبپبٍریي، ثز رٍی هیشاى تَلیذ ًَعکبپیي ًیش هَثز اعـت 

 ٍ6.) 

ّبی ًَیي هٌْذعی صًتیک،  اعتفبدُ اس رٍػ حبل حبضز در

ِ پزکـبرثزدتزیي فٌـًَی   جولِ اس  کـِ در   رًٍـذ  ؽـوبر هـی   ثـ

تزکیجـبت آلـی هَجـَد در گیبّـبى      هغیز تَلیذ دعتَرسی

گیزًذ. در ایي ثیي اعـتزاتضی   دارٍیی هَرد اعتفبدُ قزار هی

ّبی ثبًَیِ ثـب   هٌْذعی هتبثَلیت، تغییز در تَلیذ هتبثَلیت

ّـبی   اعتفبدُ اس دٍ عیغتن کلی افشایؼ ٍ کبّؼ ثیبى صى

تـَاى   هٌْذعـی هتبثَلیـت را هـی    .ثبؽذ ثیَعٌتش کٌٌذُ هی

ی افـشایؼ تَلیـذ تزکیجـبت سیغـتی ثــب     کـبر ًْـبیی ثـزا    راُ

ؽٌبعی ٍ هٌْذعـی صًتیـک ثـزای     اعتفبدُ اس داًؼ سیغت

ِ  (.7) تغییز عولکزد در عغح علَلی داًغـت  عـَر کلـی    ثـ

ّـبی کلیـذی درگیـز در     تغییز ثیـبى صى تَاى گفت کِ  هی

ّـبی ثبًَیـِ در گیبّـبى     ای اس هتبثَلیت تَلیذ یک یب دعتِ

ّبی هـَرد اعـتفبدُ در ثـب      تزیي اعتزاتضی دارٍیی، اس هْن

ّــب در گیبّــبى دارٍیــی هحغــَة  ثــزدى تَلیــذ هتبثَلیــت

 (.8) ؽَد هی

ّبی خبهَؽـی صى هختلفـی    هحققیي ثب اعتفبدُ اس تکٌیک

 ِ اًـذ ًتـبیج    کِ تبکٌَى اثذا  ٍ گشارػ ؽذُ اعت، تَاًغـتٌ

ای در دعتَرسی هغـیزّبی صًتیکـی ثـِ دعـت      قبثل تَجِ

صًتیـک، خبهَؽـی صى در    (. در فزآیٌـذ هٌْذعـی  9آٍرًذ)

ّـب   تـزیي آى  ؽـَدد کـِ اس هْـن    عغَح هختلفی القـب  هـی  



 
 ي َمکاران کامران سمیعی  ي... اوتُایی بیًسىتز آلکالًئیدَای پاپايریه ي سىگًیىاریه ژن خامًشی

 

 999 9396 تابستان، 2 ، شمار8ٌپژيَشی(، جلد   -مجلٍ سلًل ي بافت )علمی
  

تَاى ثِ خبهَؽی در دٍ عغح رًٍَیغی ٍ تزجوِ اؽـبرُ   هی

 virus induced) خبهَؽی صى ثـِ ٍاعـغِ ٍیـزٍط   کزد. 

gene silenc )(VIGSیکی اس تکٌیک )  ّبی خبهَؽی صى

 post transcriptional gene)پـــظ اس رًٍَیغـــی 

silencing )(PTGS  هحغـَة ) در ایـي رٍػ  ؽـَد  هـی .

ّوزاُ ثخؾی اس تَالی صى  ٍیزٍط ثِ  صًَم تغییز ؽکل یبفتِ

 ِ ــ ــبکتزیَم ث درٍى گیــبُ  گیــبّی هــَرد ًظــز تَعــظ آگزٍث

 RNAّــبی گیــبّی اثتــذا  ؽــَد. در عــلَل فزعــتبدُ هــی

 RNAتزاریخـت رًٍَیغــی ؽــذُ ٍ عــ ظ تَعــظ آًــشین  

ِ  RNA( ثِ RDRP) RNAپلیوزاس ٍاثغتِ ثِ  ای  دٍ رؽـت

ّبی  ای تَعظ آًشین ّبی دٍ رؽتRNAِایي  ؽذُ ٍتجذیل 

 RNAؽٌبعبیی ٍ ثِ قغعبت  DICERًبم  ثزؽی خبفی ثِ

ــتِ ــبُ دٍ رؽ ــِ ای کَت ــزی ث ــبم  ت ًsiRNA  ــذیل ٍ ٍارد تج

 RNA-induced silencing)) کوــ لکظ خبهَؽــی 

complex (RISC ِؽــذُ ٍ ثــ )RNA  ّــبی کَتــبُ تــک

ای ثزاعبط  ذ. ایي قغعبت تک رؽتِؽًَ ای تجذیل هی رؽتِ

ّب هتقل ؽذُ ٍ در فزایٌذ  ؽجبّت ثب تَالی صى ّذف ثِ آى

PTGS (11ٍ  10) عجت خبهَؽی صى ّذف خَاٌّذ ؽذ . 

ّــبی کلیــذی کــِ در ثیَعــٌتش  تــبکٌَى ثغــیبری اس آًــشین

ــبیی ٍ     ــذ، ؽٌبع ــؼ دارً ــقبیق ًق ــبُ ؽ ــذّبی گی آلکبلَئی

اًذ ٍ ثب تَجِ ثِ اّویت هغیز ثیَعٌتش ایـي   جذاعبسی ؽذُ

ــتبی     ــذدی در راع ــبت هتع ــذّب، هغبلع ــتِ اس آلکبلَئی دع

ّبی کلیـذی هغـیز ثیَعـٌتشی ایـي گیـبُ       هٌْذعی آًشین

ًقؼ فیشیَلَصیکی ٍ هیـشاى تغییـز   دارٍیی فَرت گزفتِ ٍ 

ّـبی عـزکَة ٍ    ّب ثـب اعـتفبدُ اس اًـَاعی اس رٍػ    ثیبى آى

. ثـب تَجـِ ثـِ    (16-12خبهَؽی صى ثزرعـی ؽـذُ اعـت )   

اّویت گیبُ دارٍیی ؽقبیق ٍ تَلیذ آلکبلَئیذّبی پز کبرثزد 

ــبٍریي ٍ     ــن پبپ ــذ هْ ــِ دٍ آلکبلَئی ــبُ، اس جول ــي گی در ای

در تَلیـذ ًْـبیی    DBOX عٌگَیٌبریي ٍ ًفؼ فعبل آًشین

ِ   (17) ایي دٍ آلکبلَئیذ هٌظـَر ثزرعـی    ، هغبلعـِ حبضـز ثـ

 VIGSثب اعـتفبدُ اس تکٌیـک    DBOXتبثیز خبهَؽی صى 

 ایزاًی ایي گیبُ دارٍیی اجزا ؽذ.   در صًَتیپ

 

 ها  مواد و روش

ثذٍر صًَتیـپ ایزاًـی    :cDNAي ساخت  RNAاستخراج 

ّبیی ثب قغز  ( در گلذاى.P. somniferum Lگیبُ ؽقبیق )

ــکذُ     30 ــت داًؾ ــبى تزاریخ ــِ گیبّ ــبًتیوتز در گلخبً ع

ــزایظ    ــتبى تحــت ؽ ــبٍرسی داًؾــگبُ لزع ــبعت  16کؾ ع

عبعت تبریکی کؾـت ؽـذًذ ٍ دهـبی رؽـذ      8رٍؽٌبیی ٍ 

درجـِ   20ٍ  18تزتیت  ؽجبًِ ٍ رٍساًِ در کل دٍرُ رؽذ ثِ

کـل ثـب اعـتفبدُ اس     RNAگزاد در ًظز گزفتِ ؽـذ.   عبًتی

 ,RNA (Thermo Fisher scientificت جذاعـبسی  کی

Germany ِ صًـَهی   DNAهٌظـَر حـذف    ( اعتخزاج ٍ ثـ

ــِ ــشین   RNAّــبی  احتوــبلی، ًوًَ ــب آً اعــتخزاج ؽــذُ ث

DNaseI (Fermentase, Germany  ٍ ــذًذ ــبر ؽ ( تیو

ثـب   PCRصًـَهی، اس   DNAثزای تبئیذ ًْبیی عـذم حضـَر   

-betaاکتیي )-اعتفبدُ اس آغبسگزّبی صى کٌتزل داخلی ثتب

Actin ثز رٍی )RNA  ِ عٌـَاى الگـَ اعـتفبدُ     هَرد ًظز ثـ

اس ثیبى ثب  ٍ پبیـذاری  اکتیي -گزدیذ. صى کٌتزل داخلی ثتب

ٍ  ّب ٍ ؽزایظ هحیغی ثزخَردار اعـت  ثبفتثیؾتز در ثیبى 

یـِ  اس ثخؾی عزاحی ؽذًذ کـِ ثـِ ًبح   آغبسگزّبی ایي صى

ؽًَذ ٍ قبثلیـت تکییـز ثخـؼ     ّذف اگشًٍی صى هتقل هی

 را دارًذ. cDNAصًَهی ٍ 

اعتخزاج ؽذُ، اس صل  RNAجْت تعییي کویت ٍ کیفیت 

الکتزٍفَرس ٍ دعتگبُ اع کتَفتَهتزی اعتفبدُ ؽذ. پـظ اس  

ثـب   cDNAّبی اٍلیـِ   ، رؽتRNAِتبییذ کویت ٍ کیفیت

ــٌتش   ــت ع ــتفبدُ اس کی  cDNA (Thermo Fisherاع

scientific, Germany    ثزاعـبط دعـتَرالعول ؽـزکت )

ــي  ــزای ای  20هٌظــَر ّــز تیــَة حــبٍی    عــبختِ ؽــذ. ث

هیکزٍلیتز هخلَط ٍاکٌؼ ثَد کـِ اجـشای آى ؽـبهل ًـین     

ًَکلئَتیـذی   6هیکزٍلیتز اس ّز یک اس آغبسگزّبی تقبدفی 

 100)ثب غلظـت   Oligo (dT)18)ّگشاهز( ٍ آغبسگز عوَهی 

)ثـب   dNTPsهیکزٍلیتـز   2هیکزٍهَ ر در ّز هیکزٍلیتز(، 

هیکزٍلیتز ثبفز  4هیکزٍهَ ر در ّز هیکزٍلیتز(،  10غلظت 

ًـبًَ   100)ثـب غلظـت    RNAهیکزٍلیتـز   5(، 5Xٍاکٌؼ )

گزم در ّز هیکزٍلیتز(، یک هیکزٍلیتز آًشین تزاًغـکزی تبس  
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( ٍ هـبثقی  ٍاحذ در ّـز هیکزٍلیتـز   200هعکَط )ثب غلظت

درجـِ   42آة ثَد. ثزًبهِ تکییز ًیش ثزاعبط چزخِ دهبیی 

ــبًتی ــزای   ع ــزاد ث ــظ اس    90گ ــتفبدُ اس پ ــب اع ــِ ث دقیق

ــبی   ٍاعزؽــت ــٌؼ در ده ــَط ٍاک ــِ  70عــبسی هخل درج

دقیقِ فَرت گزفـت. پـظ اس عـٌتش     5هذت  گزاد ثِ عبًتی

cDNA کبرایی ٍ علاهت ،cDNA  ُعبختِ ؽذُ ثب اعتفبد

اکتیي  تبییذ  -ّبی صى کٌتزل داخلی ثتبٍ آغبسگز PCRاس 

 (.1ؽذ )جذٍل 

ِ  :DBOXسازی سازٌ خامًضی ژن  َمساوٍ هٌظـَر   ثـ

   ِ عـَل   عبخت عبسُ خبهَؽی، اثتذا ثخؾـی اس صى ّـذف ثـ

ــَالی صى   355 ــبس اس رٍی ت ــت ث ــوبرُ  DBOXجف ــب ؽ )ث

( NCBIهَجَد در ثبًک اعلاعبتی  JX390714دعتزعی 

هَرد ًظـز جْـت عـبخت    رٍػ اًتخبة قغعِ اًتخبة ؽذ. 

 ِ ــ ــبسُ خبهَؽــی ث ــي  ع ــَالی   ای ــذا ت ــِ اثت ــَد ک فــَرت ث

ًَکلئَتیـذی   300صى ّذف ثِ قغعبت  ORFًَکلئَتیذی 

هـَرد   RNAi Scanتقغین ثٌـذی ٍ ثـب اعـتفبدُ اس اثـشار     

   ِ ای اس ًظـز پبراهتزّـبی    ثزرعی قزار گزفـت. عـ ظ قغعـ

ــِ  ــشاى هزثَع ــیي  GC)هی ــب  30ث ــَد   60ت ــذ، ٍج درف

ــذّبی ــذّبی  5'در  AU ًَکلئَتی ، 3'در   GCٍ ًَکلئَتی

ٍ  GCیب ثیؾـتز اس ًَکلئَتیـذّبی    3عذم ٍجَد تکزارّبی 

 (ATیـب ثیؾـتز اس ًَکلئَتیـذّبی     4عذم ٍجَد تکزارّبی 

 21ثب عَل  siRNAهٌبعت ثَد ٍ احتوبل تَلیذ ثیؾتزیي 

هَرد   پظ اس اًتخبة قغعًَِکلئَتیذ را داؽت اًتخبة ؽذ. 

، ثـب اعـتفبدُ اس ًـزم    siRNAًظز ثب ثیؾتزیي هیشاى تَلیذ 

یـک   Vector NTI 10.3  ٍAllele ID 7.0افشارّـبی  

( ثزای تکییز ایي ًبحیـِ  1جفت آغبسگز اختقبفی )جذٍل 

ٍ آغبسگزّبی اختقبفـی   PCRثب اعتفبدُ اس  عزاحی ؽذ. 

اس رٍی  Pfuعزاحی ؽذُ، قغعِ هَرد ًظـز تَعـظ آًـشین    

cDNA  درفـذ   5/1تکییز ٍ پظ اس الکتزٍفَرس ثز رٍی صل

آگـبرس، تخلـیـ گزدیـذ. پـظ اس خـبلـ عـبسی هحقـَل        

PCR  ِ عـبسی   ، قغعِ هَرد ًظز ثب اعتفبدُ اس کیـت ّوغـبً

(Thermo Fisher scientific, Germanyِــ درٍى  ( ث

ــظ  ــل ٍاع ــویذ   pTZ57R/Tًبق ــب پلاع ــذ ٍ ًْبیت ٍارد ؽ

ــت ) ِ  ،(pTZ-DBOXًَتزکیـ ــ ــز ثـ ــت تکییـ درٍى  جْـ

رٍػ ؽـَک   ثِ E.coliثبکتزی  DH5αّبی هغتعذ  علَل

ثب  PCRعبسی، اس  کلغیوی هٌتقل ؽذ. جْت تبئیذ ّوغبًِ

ــتفبدُ اس    ــب اع ــٌؼ ّضــن ث ــبی اختقبفــی ٍ ٍاک آغبسگزّ

اعتفبدُ ؽـذ ٍ ًْبیتـب    BamHI  ٍEcoRIّبی ثزؽی  آًشین

ــَالی ِ  ت ــِ ّوغــبً ــبثی قغع ــب اعــتفبدُ اس   ی عــبسی ؽــذُ ث

 فَرت گزفت. M13سگزّبی آغب

 

 آغبسگزّبی هَرد اعتفبدُ جْت جذاعبسی، تکییز، عبخت ٍ تبئیذ عبسُ خبهَؽی :1جذٍل 

 وام آغازگر
 اوذازٌ محصًل تًالی آغازگر

bp Forward primer (5´-3´) Reverse primer (5´-3´) 

pTRV2-DBOX CATTAGAACAAGGTGCCACG GGTTCCCTCACGTAATCAGC 350 

CP-TRV CGGGCTAACAGTGCTCTTG CTCCCTTGGTTCGTCGTAAC 134 

Elf1 CGATAGGCGATCTGGAAAGG AGGTGGATACTGAGCGAAGG 124 

Beta-Actin TCTCAACCCAAAGGCTAATTCG CCCCAGAATCCAAGACAATAC 313 

DBOX-RT AACCTTCTCATCCAATCAATCTGC TTCGGAATTTGAAACTCCTTACCC 117 

 

عـبسی ؽـذُ    جْت عبخت عبسُ ًْبیی، اثتذا قغعِ ّوغبًِ

ــل  ــب اعــتفبدُ اس  pTZ57R/T (pTZ-DBOXدر ًبق (، ث

 ثـب ٍ ع ظ  ؽذجذا  BamHI  ٍECORIّبی ثزؽی  آًشین

در هحـل  ٍ  pTRV2در ًبقـل   الحـب   ٍاکـٌؼ  اس اعـتفبدُ 

ِ   یندٍ آًش یيا یگبُجب  یعـبس  قزار دادُ ؽذ. فـحت ّوغـبً

ٍ ّضـن   PCRهزحلـِ ثـب اعـتفبدُ اس ٍاکـٌؼ      یيدر ا یشً

 یـذُ ًبه pTRV2-DBOX ییؽذ ٍ عبسُ ًْب یذتبئ یویآًش

ی خـبل  pTRV2 یذپلاعودر ایي تحقیق اس (. 1 ؽکلؽذ )

(pTRV2-Empty)    کِ ثذٍى قغعِ خبهَؽی اعـت جْـت

ّبی گیبّبى ؽبّذ )کٌتزل( تزاریخت اعـتفبدُ   تلقیح ًوًَِ
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ــذ. ــو ؽـ ــبل pTRV2 یذپلاعـ ، (pTRV2-Empty)ی خـ

ــو ــبسُ  pTRV1 یذپلاع ــِ pTRV2-DBOXٍ ع ــَر ث  ع

ِ  یَىالکتزٍپَراع ـ یـک جذاگبًِ ثـب اعـتفبدُ اس تکٌ   درٍى  ثـ

ــلَل ــب ع َ   یّ ــ ــذُ ع ــتعذ ؽ ــبکتز GV3101 یِهغ  یث

Agrobacterium tumefaciens یظهح یٍ ثز رٍ هٌتقل 

 ثیَتیک یآًت یتزدر ل گزم یلیه 50 یحبٍ LBکؾت جبهذ 

کؾـت دادُ ؽـذًذ. پـظ     گـز  یٌؼگش عٌَاى ثِ یغیيکبًبهب

ِ  گزاد یدرجِ عبًت 28 یدر دهب ّب یاسکؾت ثبکتز هـذت   ثـ

ِ هیجت اٍل ّبی یعبعت، تک کلًَ 48 ثزاعـبط ٍاکـٌؼ    یـ

PCR   .اًتخبة ؽذًذ 

 
ّـبی   : عـبیت BamHI  ٍEcoRI(، CaMV: پزٍهَتز ٍیزٍط هَسایک کلن )35Sّبی ؽقبیق.  پلاعویذّبی هختل  جْت تزاریشػ ثَتِ: ؽوبتیک 1ؽکل 

: خبتوـِ دٌّـذُ صى   NOS-T: ریجـَسین خـَد ثزؽـی،    Rz: صى کذ کٌٌذُ پَؽؼ پزٍتئیٌـی ٍیـزٍط،   CPثزؽی هَرد اعتفبدُ جْت ّضن ٍ لیگبعیَى،  

: پـزٍتئیي  16K: پزٍتئیي حزکتـی ٍیـزٍط،   RNA ،MPهزاس ٍاثغتِ ثِ  پلی RNA: آًشین RdRpعبسی چٌذگبًِ،  : جبیگبُ ّوغبMCSًًَِپبلیي عیٌتبس، 

 ّغتٌذ. T-DNAتزتیت هزس راعت ٍ چپ  : ثRB  ٍLBِکیلَدالتًَی،  16

اس تـک   :VIGSفیلتراسیًن ي اجررای فرایىرذ   -آگري

ّبی هیجت اًتخبة ؽذُ اس ّز کذام اس پلاعـویذّبی   کلًَی

pTRV2  ٍ خـــبلیpTRV1  ٍ عـــبسُ ًْـــبییpTRV2-

DBOX گزاد یدرجِ عبًت 28 دهبی در ؽجبًِ کؾت ثزای 

 50) یغـیي کبًبهب ثیَتیـک  یآًت یحبٍ یعهب LB یظدر هح

ِ رؽـذ   ّـبی  ی( اعتفبدُ ؽذ. ثـبکتز یتزدر ل گزم یلیه  یبفتـ

ــِ 5000) یفیَستَعــظ عــبًتز ( در یقــِدق 20هــذت  دٍر ث

 10 ی)حــبٍ یحتلقــ یعٍ در هــب یجذاعــبس یظهحــ یدهــب

ــیه ــَ ر یلـ ــیه MgCl2، 10 هـ ــَ ر یلـ  MES  ٍ20 هـ

ِ  یعـَر ِ ث ـ ؽذحل  ا( هجذدیزیٌگَىاعتَع یکزٍهَ ره  کـ

ِ   ییجذة ًْب ًـبًَهتز   600ّـب در عـَل هـَج     توـبم ًوًَـ

 .(18) (OD600=2ثَد ) 2ثزاثز ثب  یجبتقز

ِ  یحٍ تلق یلتزاعیَىف-آگزٍ یاجزا جْت  یقؽـقب  یّـب  ثَتـ

اس رٍػ پیؾٌْبدی ّیلوي  ( ّفتِ 5تب  4 ثب عوز ییّب )ثَتِ

، ( اعـتفبدُ ؽـذ  18( ٍ پٌیکظ ٍ فبچیٌی )19ٍ ّوکبراى )

 خـبلی  pTRV2 یذپلاعـو  یحبٍ یحتلق یعهبثذیي هٌظَر 

 ثغـَر  pTRV2-DBOX عبسُ ٍ (یختعٌَاى ؽبّذ تزار )ثِ

ِ  جذاگبًِ ٍ  تزکیـت  pTRV1 پلاعـویذ  ثـب  1:1 ًغـجت  ثـ

قزار دادُ ؽذ. در هزحلـِ   هحیظ یعبعت در دهب 3هذت  ثِ

 یقتشر یثذٍى عَسى ثزا لیتزی یلیه یک یّب ثعذ اس عزًگ

ثـزگ ّـز ثَتـِ     4تـب   3 یقغـوت پؾـت   یزثِ س یحتلق یعهب

ثَتِ  20 ی،ثَتِ اًتخبث 30اعتفبدُ ؽذ ٍ اس هجوَ   یقؽقب

 یذثَتــِ ثــب پلاعــو   pTRV2-DBOX  ٍ10ثــب عــبسُ  

pTRV2 یحعٌَاى ؽـبّذ تلق ـ  ثِ یخبل   ِ  یّـب  ؽـذًذ. ثَتـ

ّ   یحتلق ِ   یؽذُ تب سهـبى گلـذ ؽـذًذ.   یدار در گلخبًـِ ًگـ

 ثـبس  اس قجـل  رٍس چٌـذ  ؽذُ تیوبر ّبی ثَتِ یثزگ ّبی ًوًَِ

قـزار   یعدر است هـب  ٍ آٍری جوـع ( آًتشیش)هزحلِ  گل ؽذى

در  یهغبلعبت ثعـذ  یثزا یؾگبُپظ اس اًتقبل ثِ آسهب ٍدادُ 

 ؽذًذ. یدار ًگِ گزاد درجِ عبًتی -80 یدهب

 ی:کمر  یمٍو PCR یي اجرا یختترار یاَانگ اوتخاب

را  یزٍطٍ یٌیاس پَؽؼ پزٍتئ ای قغعِ pTRV2 پلاعویذ

ِ 10کٌذ ) را کذ هی CP (coat protein) ًبم ثِ هٌظـَر   (. ثـ

 ِ ّـبی   تبئیذ حضَر پلاعویذ ٍ عبسُ خبهَؽی ًْبیی در ثَتـ

تلقیح ؽذُ ٍ اًتخبة گیبّبى تزاریخت اٍلیِ، اس آغبسگزّبی 

. ؽذ اعتفبدُ CPاختقبفی صى کذ کٌٌذُ قغعِ پزٍتئیٌی 

 هیجـت  ّـب  آى CP-PCR کِ تزاریخت ّبی ثَتِ هجوَ  اس

 صى ثیبى تغییز ًغجی هیشاى ٍ اًتخبة ًوًَِ 10 تعذاد ثَد،

ًیوـِ  PCR  یـک ّب ثب اعتفبدُ تکٌ ( در آىDBOX) ّذف
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ــی ــب کو ــ یٍ آغبسگزّ ــبرج اس  یاختقبف ــِ خ ــَالی قغع ت

قـزار   ی، هَرد ثزرع ـDBOXصى خبهَؽی اًتخبة ؽذُ اس 

 یـش ً یقؽـقب  یـبُ گ یياکت ـ-صى ثتـب  یاس آغبسگزّـب  .گزفتٌذ

جْت هقبیغِ هیـشاى ثیـبى صى    یعٌَاى صى کٌتزل داخل ثِ

 اعتفبدُ ؽذ.  تزاریخت ّبی در ًوًَِ

ِ  یتوبه cDNA اثتذا هیجـت اس   CP-PCRثـب   ییّـب  ًوًَـ

ــل آى RNA یرٍ ــتفبدُ اس     ک ــب اع ــذ ٍ ث ــبختِ ؽ ــب ع ّ

عٌَاى  ّز ًوًَِ ثِ cDNAاس  یکغبىهؾخـ ٍ  یّب غلظت

 یاختقبف ـ یثب اعتفبدُ اس آغبسگزّب یکوًیوِ  PCRالگَ، 

عـــَر ّوشهـــبى در ِ ثـــ یياکتـــ-ٍ صى ثتـــب DBOXصى 

اس  یکغـبًی ٍ  یي. حجـن هع ـ ؽـذ هجـشا اجـزا    یّب ٍاکٌؼ

صى ّـذف ٍ صى   یّـب ثـزا   توبم ًوًَِ PCR ییهحقَل ًْب

ٍ  یدرفـذ ثبرگـذار   5/1صل آگـبرس   یثـز رٍ  یکٌتزل داخل

 ـ یبىث ییزٍ تغ ثزرعیؽذُ  یز. قغعبت تکیؽذاجزا  ّـز   یصً

ؽـذُ صى   یـز صى ّذف ثب اعتفبدُ اس قغعـِ تکی  یًوًَِ ثزا

 ییّـب  ًوًَِ یتبٍ ًْب ؽذ یغِى ًوًَِ هقبّوب یکٌتزل داخل

 یهزاحـل ثعـذ   یثزخَردار ثَدًـذ، ثـزا   یکوتز یبىکِ اس ث

 اًتخبة ؽذًذ.   

: قجـل اس اجـزای ایـي    یدر زمان ياقع PCR َای ياکىص

هٌظَر ثزرعی کبرایی تکییز ثب اعتفبدُ  هزحلِ اس هغبلعِ، ثِ

ثب اعـتفبدُ اس   PCRاس آغبسگزّبی عزاحی ؽذُ، اس ٍاکٌؼ 

cDNA   گیبُ غیز تزاریخت ٍ ثزداؽت هحقَل ٍاکـٌؼ در

4  ِ ( 31ٍ  28، 25، 22ّـبی   چزخِ دهبیی هختل  )چزخـ

اعتفبدُ ٍ راًذهبى تکییز ثب کوی عبسی هیـشاى ؽـذت ًـَر    

 real-time یّـب  ٍاکٌؼقغعبت تکییز ؽذُ، هحبعجِ ؽذ. 

RT-PCR   ُ ــتگب ــتفبدُ اس دع ــب اع  Rotor-Gene Qث

(Qiagen, Germany) یتٍ ک SYBR Green   ؽـزکت

 cDNAّـب اس   ٍاکـٌؼ  یـي اًجـبم ا  جْت. ؽذفزهٌتبس اجزا 

ــِ ثبفــت  عــبسُ) تزاریخــت گیبّــبى ثزگــی ّــبیهزثــَط ث

pTRV2-DBOX )ٍ عــبسُتلقــیح ثــب ) یخــتؽــبّذ تزار 

pTRV2 5/7ٍاکــٌؼ ؽــبهل  ّــز. ؽــذ( اعــتفبدُ یخــبل 

ًـبًَهَ ر   SYBR Green، 300 یِاس هحلَل پب یکزٍلیتزه

عٌَاى  ثِ cDNAًبًَگزم اس  10ٍ  یاختقبف یاس آغبسگزّب

عٌَاى اعـتبًذارد   ثِ یشً Elf1 یالگَ ثَد. اس صى کٌتزل داخل

ِ هقب یثزا ّـب   ٍاکـٌؼ  یدر توـبه  یـبى عـغَح ث  ییـز تغ یغـ

درجِ  95ثِ فَرت  یشٍاکٌؼ ً ییدهب یظ. ؽزاؽذاعتفبدُ 

ِ  گـزاد  یعبًت ِ ثبً 20هـذت   ثـ درجـِ   53ٍ  51 یٍ دهـب  یـ

ِ   یعٌـَاى دهـب   ثِ یشً گزاد یعبًت ِ دق 1هـذت   اتقـبل ثـ  یقـ

در ًظز گزفتِ  یصى ّذف ٍ صى کٌتزل داخل یثزاتزتیت  ثِ

ــَرد اعــتفبدُ ) یؽــذ. جفــت آغبسگزّــب ( DBOX-RTه

ثزاعبط اتقبل در خبرج اس قغعِ ّذف خبهَؽی عزاحی ٍ 

تکزار ثیَلَصیک  5(. اس 1هَرد اعتفبدُ قزار گزفتٌذ )جذٍل 

 real-time ّـبی   ٌؼتکزار تکٌیکـی در اجـزای ٍاک ـ   2ٍ 

RT-PCR ًًتبیج ثـب اعـتفبدُ اس رٍػ    اعتفبدُ ؽذ ٍ ًْبیتب

2
-ΔΔCt (20.هَرد تجشیِ ٍ تحلیل قزار گزفتٌذ )   

 نتایج 

   ِ دعــت آهــذُ اس صل الکتزٍفـــَرس ٍ    ثزاعــبط ًتــبیج ثــ

اعتخزاج ؽـذُ اس   RNAاع کتَفتَهتزی هؾخـ ؽذ کِ 

کویت ٍ کیفیت هٌبعجی ثزخـَردار ثـَدُ ٍ ًغـجت جـذة     

A260/A280  ٍA260/A230  1/2ٍ  9/1تزتیت ثزاثـز ثـب    ثِآى 

  ِ ثـب اعـتفبدُ اس    PCRای تَعـظ ٍاکـٌؼ    ثَد. ّـی  قغعـ

اکتیي تکییز ًؾذ کِ ثیـبًگز  -آغبسگزّبی کٌتزل داخلی ثتب

 RNAiکل ثَد. ًتبیج  RNAصًَهی در  DNAعذم ٍجَد 

Scan  ِحذ فبفل ثیي جفت ثبسی  350ًؾبى داد کِ قغع

 siRNAاس ثیؾتزیي تعـذاد   1462تب  1112ًَکلَتیذّبی 

ــز رٍی  PCRثزخــَردار اعــت. پــظ اس اجــزای   cDNAث

اٍلیِ ثب اعتفبدُ اس آغبسگزّـبی   RNAعبختِ ؽذُ اس رٍی 

 (.2جفت ثبسی تکییز ؽذ )ؽکل  350اختقبفی، قغعِ 

ــل      ــذُ در ًبق ــز ؽ ــِ تکیی ــشػ قغع ــبم تزاری ــظ اس اتو پ

pTZ57R/Tــبیج ــٌؼ ، ًتـ ــب  PCR ٍاکـ ــب آغبسگزّـ  یثـ

ِ  داد ًؾبى یذعف ّبی یکلًَ یثز رٍ یاختقبف  یتوـبه  کـ

 یـبًگز ًوَدًذ کـِ ث  یزرا تکی یجفت ثبس 350ثبًذ  ّب یکلًَ

ًَ  یـي حضَر قغعِ هَرد ًظز در ا ثـَد. اس هجوـَ     ّـب  یکلـ

ّضـن ثـب    یج. ًتبیذاًتخبة گزد یکلًَ 2هیجت،  ّبی یکلًَ

حضـَر   یـش ً BamHI  ٍEcoRI ثزؽی یناعتفبدُ اس دٍ آًش

 یج(. ًتـب 2ًوـَد )ؽـکل    یـذ را تبئ یجفت ثـبس  350قغعِ 

ِ ؽذُ اٍل یذتبئ یکلًَ 2 یبثی یتَال ًؾـبى داد کـِ قغعـِ     یـ

ثب ثخؼ اًتخبة  یدرفذ ّوغبً 100ؽذُ ثب  یعبس ّوغبًِ
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پـظ اس   ،ؽجبّت داؽت. در هزحلِ ثعـذ  DBOXؽذُ صى 

ثب اعتفبدُ اس pTRV2  پلاعویذدرٍى  اًتقبل قغعِ ّذف ثِ

هجذد، حضَر قغعِ هـَرد ًظـز    یگبعیَىّضن ٍ لٍاکٌؼ 

 یناعتفبدُ اس دٍ آًش ثب یویٍ ّضن آًش PCRتَعظ ٍاکٌؼ 

  (.2)ؽکل  یذگزد یذتبئ BamHI  ٍEcoRI ثزؽی

 
، cDNAثب اعتفبدُ اس آغبسگزّـبی اختقبفـی اس رٍی    DBOX( تکییز قغعِ ّذف صى A: هزاحل جذاعبسی، عبخت ٍ تبئیذ عبسُ ًْبیی خبهَؽی. 2ؽکل 

M100 : ًؾبًگز ثب ٍسى هَلکَلی هؾخـbp .اعذاد ثیبًگز ؽوبرُ ٍاکٌؼ اعت ،B کلًَی )PCR     قغعـِ ّـذف در پلاعـویذpTZ57R/T ،M   ًؾـبًگز ثـب :

حـبٍی قغعـِ    pTZ57R/T( ّضن آًشیوی پلاعویذ Cثبؽٌذ.  کٌتزل هٌفی ٍ اعذاد ثیبًگز ؽوبرُ کلًَی اًتخبة ؽذُ هی -1Kb ،Cٍسى هَلکَلی هؾخـ 

ثـزػ خـَردُ تَعـظ     pTZ57R/Tؽوبرُ کلًَی حبٍی پلاعـویذ   2ٍ  1ثزػ ًخَردُ،  pTZ57R/T: پلاعویذ 1Kb ،UC: هبرکز هَلکَلی Mخبهَؽی، 

: pTRV2 ،Mر پلاعـویذ  قغعـِ ّـذف د   PCRکلـًَی  ( Dجفت ثـبس.   350ٍ ثب قغعِ خبهَؽی خبرج ؽذُ ثِ عَل  BamHI  ٍEcoRIّبی ثزؽی  آًشین

حـبٍی   pTRV2( ّضن آًشیوی پلاعـویذ  Eثبؽٌذ.  کٌتزل هٌفی ٍ اعذاد ثیبًگز ؽوبرُ کلًَی اًتخبة ؽذُ هی -1Kb ،Cًؾبًگز ثب ٍسى هَلکَلی هؾخـ 

ثـزػ   pTRV2-DBOXؽـوبرُ کلـًَی حـبٍی پلاعـویذ      3ٍ  2، 1ثـزػ ًخـَردُ،    pTRV2: پلاعویذ 1Kb ،UC: هبرکز هَلکَلی Mقغعِ خبهَؽی، 

 جفت ثبس.     350خَردُ ثب قغعِ خبهَؽی خبرج ؽذُ ثب عَل 

ِ  3حذٍد  هـبُ   4ّـبی ؽـقبیق )   هبُ پظ اس سهبى تلقیح ثَتـ

ٍ  پظ اس کبؽت( تَعظ هبیع تلقیح حبٍی عـبسُ خبهَؽـی  

ــویذ  ــتخزاج   pTRV2پلاع ــبلی، اع ــبخت  RNAخ ٍ ع

cDNA ِّبی تلقـیح ؽـذُ فـَرت گزفـت ٍ      اس توبهی ثَت

ثب اعتفبدُ اس آغبسگزّبی صى کذ کٌٌذُ پزٍئیي  PCRبیج ًت

CP   َثَتِ تلقیح ؽذُ ثـب عـبسُ    20ًؾبى داد کِ اس هجو

ــذاد pTRV2-DBOXخبهَؽــی ) ــت  16( تع ــِ هیج ًوًَ

جفت ثبسی را تکییـز ًوَدًـذ کـِ ایـي      134ثَدًذ ٍ قغعِ 

ّـبی کٌتـزل تلقـیح ؽـذُ ثـب پلاعـویذ        هقذار ثزای ًوًَِ

pTRV2،ثَتِ ثَد. در هجوـَ    10عذد اس هجوَ   7 خبلی

ؽـذُ ثـب عـبسُ     یحتلق یقؽقب یّب در ثَتِ یختیتزار یشاىه

ِ  خـبلی pTRV2 پلاعـویذ ٍ  یخبهَؽ  70ٍ 80 تزتیـت  ثـ

 (.3)ؽکل  ثَد درفذ

 
هَلکـَلی  ثب ٍسى : ًؾبًگز M(. CPّبی تلقیح ؽذُ ثب عبسُ خبهَؽی تَعظ آغبسگزّبی صى کذ کٌٌذُ پَؽؼ پزٍتئیٌی ٍیزٍعی ) ثَتِ PCR: ًتبیج 3ؽکل 

 ثبؽٌذ. ّبی تزاریخت اٍلیِ هی : کٌتزل هٌفی ٍ اعذاد ثیبًگز ؽوبرُ ثَتِ-100bp ،Cهؾخـ 
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 PCRدعت آهذُ ًؾبى داد کـِ راًـذهبى ٍاکـٌؼ     ًتبیج ثِ

 100کوی ثب اعتفبدُ اس آغبسگزّبی عزاحـی ؽـذُ حـذٍد    

-real-time RTّـبی   درفذ ثَد. قجـل اس اجـزای ٍاکـٌؼ   

PCR ّبی تزاریخت اٍلیِ کِ  ًوًَِ اس ثَتِ 10، تعذادCP-

PCR یـک ّب هیجت ثـَد اًتخـبة ٍ ثـب اعـتفبدُ اس تکٌ     آى 

PCR  قزار گزفتٌذ. ثب تَجـِ ثـِ    یهَرد غزثبلگزًیوِ کوی

 ـ یغِدعت آهذُ ٍ هقب ثِ یجًتب  یـذ تَل یؽـذت ثبًـذّب   یيث

 یٍ صى کٌتـزل داخل ـ  DBOXصى  یؽذُ تَعظ آغبسگزّب

 یبىث یيثزاعبط کوتز یختر ًوًَِ تزا 5تعذاد  یي،اکت-ثتب

 (.  4)ؽکل  ؽذاًتخبة   DBOXصى 

 
اکتـیي ٍ آغبسگزّـبی اختقبفـی صى ّـذف     -ًوًَِ اًتخبة ؽذُ ثب اعتفبدُ اس آغبسگزّـبی صى کٌتـزل داخلـی ثتـب     10کوی ثز رٍی  PCR: ًتبیج 4ؽکل 

DBOX :C-ؽبّذ،  یبُ: گCTؽذُ ثب  یحتلق یبُ: گpTRV2 ؽـوبرُ  ثیبًگز 10 تب 1 اعذاد ٍ خبلی  ِ -pTRV2) خبهَؽـی  عـبسُ  ثـب  ؽـذُ  تلقـیح  ّـبی  ثَتـ

DBOX )ثبؽٌذ هی. 

 ثـَدى  دارا ثـب  تـزار یخـت   ّـبی  ًوًَِ اٍلیِ اًتخبة اس پظ

ّـب،   ًوًَِ یز( ًغجت ثِ عبیبىث یي)کوتز خبهَؽی ثب تزیي

تکـزار   2ثب اعـتفبدُ اس   real-time RT-PCR یّب ٍاکٌؼ

اًتخبة ؽذُ  یّب ًوًَِرٍی ) یَلَصیکیتکزار ث 5ٍ  یکیتکٌ

صى  یـبى کـبّؼ ث . ؽـذ ( اجـزا  ًیوـِ کوـی   PCRثزاعبط 

DBOX ًَِتزاریخت اًتخبة ؽذُ آى ًغجت ثِ  یّب در ًو

ِ        ًوًَِ عـَر   ّبی ؽـبّذ غیـز تـزا ریخـت اًتخـبة ؽـذُ ثـ

 (.5ثَد )ؽکل درفذ  81هتَعظ حذٍد 

 
خـبلی(. خغـَط رٍی   pTRV2( ًغـجت ثـِ گیـبُ کٌتـزل )    pTRV2-DBOXدر گیبُ تزاریخت ) DBOX: هقبیغِ هیشاى کبّؼ ًغجی ثیبى صى 5ؽکل 

 1ّـب در عـغح    دار ثَدى اختلاف هیـبًگیي  ّب ثب حزٍف غیز هؾتزک، ثیبًگز هعٌی ثبؽذ ٍ عتَى ّب ًؾبى دٌّذُ خغبی هعیبر هیبًگیي هی عتَى ّیغتَگزام

 ثبؽذ.   هی t-studentدرفذ ثب اعتفبدُ اس آسهَى 

 بحث

گیبُ ؽقبیق،  ّز یک اس آلکبلَئیذّبی ثٌشیل ایشٍکَئیٌَلیٌی

ؽـًَذ. در   در هغیز ثیَعٌتشی هختـ ثِ خـَد تَلیـذ هـی   

  ِ ّـن اس   اثتذای چزخِ، پبپبٍریي تَعظ دٍ هغیز ٍاثغـتِ ثـ

کَکلاٍریي عٌتش ؽذُ کِ در اًتْبی ّز دٍ -هبدُ هیبًی اط

عجت تجذیل تتزا ّیذرٍ پبپبٍریي ثِ  DBOXهغیز، آًشین 

تـز چزخـِ،    (. در هزاحل پبئیي18ٍ  2پبپبٍریي خَاّذ ؽذ )

قذم در عـٌتش   یياٍل scoulerine-(S)تَلیذ تزکیت هیبًی 

َ  یزًظ یذیيثٌشٍفٌبًتز یذّبیآلکبلَئ هحغـَة   یٌبریيعـٌگ

َ   scoulerine-(S) یل. تجذؽَد یه ؽـبهل   یٌبریيثـِ عـٌگ

 ــ ــذى هغ ــتِ ؽ ــیًَیهت یزّبیثغ ــذاد  یلاع ــظ تع  یتَع

 ییکـــِ در هزحلـــِ ًْـــب ثبؽـــذ یهـــ P450 یتَکزٍمعـــ

 یلدٍ الکتــــــزٍى عــــــجت تجــــــذ یذاعــــــیَىاکغ

َ  ّیذرٍعٌگَیٌبریي ید َ  یه ـ یٌبریيثِ عـٌگ  یـي کـِ ا  دؽـ
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 ثـز   عـلاٍُ  .گیـزد  یفَرت ه DBOX ینٍاکٌؼ تَعظ آًش

 یـش ً یيٍ پبپـبٍر  ّیذرٍپبپبٍریي ید یلتجذ ییچزخِ ًْب یيا

َ   یه ـ یشکبتـبل  ینآًـش  یيتَعظ ا یـک   DBOXد. آًـشین  ؽـ

ردٍکتبسّـبی ٍاثغـتِ ثـِ    -فلاٍپزٍتئیي اس خـبًَادُ اکغـیذ  

FAD (FADOXهی ) ّـبی کـذ کٌٌـذُ ایـي      ثبؽذ کِ صى

ِ    ّب، اس جولـِ صى  گزٍُ اس آًشین ای حیـبت   ّـبی هْـن ٍ پبیـ

ّـبی هتعـذد ؽـیویبئی،     ؽًَذ کِ در ٍاکـٌؼ  هحغَة هی

( ٍ 17کبتبثَلیغن ٍ تَلیذ اًزصی علَلی ًقؼ فعبلی دارًذ )

ّب ثب اعـتفبدُ اس   رعذ کِ هغبلعِ ایي دعتِ اس صى یًظز ه ثِ

ّبی ًَیي هٌْذعی صًتیـک ًظیـز خبهَؽـی ٍ فـَ       رٍػ

ّـب کوـک ثغـیبر سیـبدی      ثیبى، ثِ ؽٌبخت ٍ درک ثْتز آى

 خَاّذ کزد.

دّـذ کـِ اس تکٌیـک     ّبی گذؽتِ ًؾبى هـی  ًتبیج پضٍّؼ

VIGS ــی ــت خبهَؽــی صى  ه ــَاى جْ ــیزّبی  ت ــبی هغ ّ

هختل  گیـبّی اعـتفبدُ ًوـَد. در     ّبی هتبثَلیک در ثبفت

آًـشین درگیـز در ثیَعـتش     6هٌظَر ثزرعـی   ّویي راعتب ثِ

 ِ ــبٍریي هغبلعــ ــب اعــتفبدُ اس تکٌیــک    پبپ ٍ  VIGSای ث

(. 18ّـب اجـزا ؽـذ )    ّبی کذ کٌٌذُ ایي آًشین خبهَؽی صى

ّـبی   ّـبی توـبم صى   داری در عغَح رًٍَؽـت  تفبٍت هعٌی

هقـذار کـبّؼ ثـیي    کِ  عَری هَرد هغبلعِ هؾبّذُ ؽذ ثِ

درفــذ ثــزای صى   N70MT  ٍ75درفــذ ثــزای صى   30

7OMT  ّـبی   ثَد.  در هغبلعِ دیگزی کِ ثِ هغبلعِ آًـشین

درگیز در هغیز ثیَعٌتش آلکبلَئیذّبی هَرفیٌبى پزداختـِ  

 VIGSّبی هَرد ًظز ثب اعتفبدُ اس تکٌیک  (، صى16اعت )

 CODMخبهَػ ؽذ. ًتبیج ًؾبى داد کِ خبهَؽی دٍ صى 

 ٍT6ODM   در هزاحـــل پبیـــبًی عـــٌتش ایـــي گـــزٍُ اس

ّبی ّز  دار عغَح رًٍَؽت آلکبلَئیذّب، عجت کبّؼ هعٌی

درفذ  60عَر هتَعظ  دٍ صى گزدیذ ٍ ایي هقذار کبّؼ ثِ

( ًؾبى دادًـذ کـِ خبهَؽـی القـب     21ثَد. دًگ ٍ فبچیٌی )

ــظ   ــذُ تَع ــز رٍی صى  VIGSؽ ــغَح  CYP82V1ث ع

ّـبی هختلـ     در ثبفـت  ّبی ایي صى را هتفبٍتی اس رًٍَؽت

ِ  گیبُ ؽقبیق ایجبد هی عـَر کلـی هتَعـظ ایـي      کٌذ کِ ثـ

 75ّـبی هـَرد هـَرد هغبلعـِ حـذٍد       کبّؼ در کل ثبفت

درفــذ ثــَد. در هغبلعــِ دیگــزی کــِ تَعــظ گَرکــَک ٍ 

ٍ   OMT´4( ثــز رٍی خبهَؽــی دٍ صى  22ّوکــبراى )

7OMT ّبی ایـي   فَرت گزفت، تَاًغتٌذ هیشاى رًٍَؽت

ِ  صى درفـذ در ثبفـت ثـزگ گیـبُ      46ٍ  71زتیـت  ت ّب را ثـ

 ؽقبیق کبّؼ دٌّذ.

ّـبی کـذ    در هغبلعبت هتعذدی کـِ ثـز رٍی خبهَؽـی صى   

ــل      ــذّبی ثٌشیـ ــٌتشی آلکبلَئیـ ــِ ثیَعـ ــذُ چزخـ کٌٌـ

 VIGSایشٍکَیٌَلیٌی گیبُ ؽقبیق ثـب اعـتفبدُ اس تکٌیـک    

ــب ی ایــي تکٌیــک در کــبّؼ   فــَرت گزفتــِ، کــبرایی ث

، 16عِ اثجبت ؽـذُ اعـت )  ّبی هَرد هغبل ّبی صى رًٍَؽت

(. ًتبیج هغبلعـِ حبضـز ضـوي هؾـبثْت ثـب      22ٍ  21، 18

ًتبیج هغبلعبت قجلی، در ثیؾتز هـَارد اس کـبرایی ثیؾـتزی    

ّـبی صى هـَرد    کِ عـغَح رًٍَؽـت   عَری ثزخَردار ثَد ثِ

درفـذ(   81( ثـِ هقـذار قبثـل تـَجْی )    DBOXهغبلعِ )

کبّؼ یبفتِ ثَد کِ ایي هقذار در هقبیغـِ ثـب گیـبُ ؽـبّذ     

(.  در راثغِ ثب هیشاى هَفقیـت  5دار ثَد )ؽکل  ثغیبر هعٌی

ــبى تزاریخــت،    ــذ گیبّ ــبسُ خبهَؽــی ٍ تَلی ــب ع ــیح ث تلق

درفذ ثَد کـِ در هغبلعـبت قجلـی     70تزاریختگی ثیؼ اس 

 ( گشارػ ؽذُ اعت. 16)درفذ  50ایي هیشاى کوتز اس 

ّـبی درگیـز در    ّـبی کـذ کٌٌـذُ آًـشین     تبکٌَى ثیؾتز صى

هغــیز ثیَعــٌتشی پبپــبٍریي ٍ عــٌگَیٌبریي اس جولــِ صى  

DBOX ّب ؽٌبعبیی ؽـذُ اعـت.    ٍ عولکزد ّز یک اس آى

ٍ هَفقیت تکٌیک  DBOXثب تَجِ ثِ عولکزد کلیذی صى 

VIGS    ــجت ــي صى ع ــی ای ــبى آى، خبهَؽ ــبّؼ ثی در ک

قبثل تَجْی در عغَح دٍ آلکبلَئیذ عـٌگَیٌبریي   تغییزات

ثز کـبّؼ ایـي دٍ آلکبلَئیـذ،     ٍ پبپبٍریي خَاّذ ؽذ. علاٍُ 

ًَعکبپیي ًیـش کـِ اس آلکبلَئیـذّبی پزکـبرثزد هَجـَد در      

گـزدد تحـت تـبثیز تغییـز ثیـبى صى       ؽقبیق هحغـَة هـی  

DBOX ِّبی ایي  قزار گزفتِ ٍ ثب کبّؼ هیشاى ثیبى ًغخ

 (.17پیي ًیش کبّؼ خَاّذ یبفت )صى، عغَح ًَعکب

 گیری نتیجه

ّبی ثبًَیِ ثب اّذاف پشؽکی ٍ  گیبّبى هٌجع افلی هتبثَلیت

ؽـًَذ ٍ اهـزٍسُ توبیـل ثـِ هقـزف       درهبًی هحغـَة هـی  

ّـب رٍ ثـِ    گیبّبى دارٍیی ٍ تزکیجبت عجیعی هَجَد در آى
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(. گیبُ دارٍیی ؽقبیق ثِ دلیل دارا ثـَدى  23افشایؼ اعت )

آلکبلَئیـذّبی هْـن ٍ پـز کـبرثزد ثٌشیـل      عی  ٍعـیعی اس  

(، اس اّویت قبثل تَجْی ثزخـَردار  BIAsایشٍکَئیٌَلیٌی )

عٌَاى تٌْب هٌجع تجبری ٍ عجیعـی ایـي دعـتِ اس     ثَدُ ٍ ثِ

ّـبی ًـَیي    د. اعـتفبدُ اس رٍػ ؽَ  آلکبلَئیذّب هحغَة هی

کـبری هغـیزّبی ثیَعـٌتشی     هٌْذعی هتبثَلیت ٍ دعـت 

 ــ ــؼ ارسً ــی ًق ــبى دارٍی ــیزّبی  ذُگیبّ ــَد هغ ای در ثْج

ّبی ثبًَیِ در گیبّبى دارٍیی ثز عْذُ  ثیَعٌتشی هتبثَلیت

ّـبی هَفـق خبهَؽـی     (. اعتفبدُ اس تکٌیک2داؽتِ اعت )

، ثِ عٌَاى اثشاری کبر آهذ ٍ هٌبعت ثزای VIGSصى، ًظیز 

ّبی هْن ٍ تغییز هحتـَای صًتیکـی ٍ    هغبلعبت عولکزد صى

 (.9آیذ ) حغبة هی ؽیویبیی در گیبّبى ثِ

ًتبیج هغبلعِ حبضز ثغَر کلـی ًؾـبى داد کـِ اعـتفبدُ اس     

تَاًذ جْت خبهَػ ًوـَدى یـک صى ٍ    هی VIGSتکٌیک 

ثبؽـذ.   ًْبیتبً کبّؼ ثیبى هحقَل ًْبیی آى، هَثز ٍ هَفـق  

اس جولِ داهٌِ ٍعـیع هیشثـبًی،    VIGSّبی تکٌیک  هشیت

 سایی در گیبّبى تیوبر ؽـذُ ٍ کـن   عذم ایجبد علائن ثیوبری

ّشیٌِ ثَدى آى، عجت ؽذُ اعـت کـِ اس ایـي تکٌیـک در     

ــبگَى ٍ عــغَح هختلــ  اس جولــِ ثزرعــی   هغبلعــبت گًَ

عولکزدّبی صًی ٍ تغییـز هغـیزّبی صًتیکـی در گیبّـبى     

 (.9هختل  اعتفبدُ ؽَد )
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Abstract 

Aim: In this study, the effect of silence on the expression of the key gene expression of 

DBOX (which encodes the final enzyme for the synthesis of two alkaloids, Sanguinarin and 

papaverin) was used by VIGS technique in a species of poppy (Papaver somniferum L.). 

Material and methods: A fragment of 350 pairs of alkali from the DBOX gene sequence 

(within the range of 1112-1462bp) was selected based on the highest number of siRNA 

production with 21 nucleotides length. After cloning this segment into the pTZ57R/T vector 

and transferring the vector to pTRV2 viral vector, Agrobacterium inoculation liquid 

containing silencer was injected into the poppy plants leaves. Primary transgenic plants were 

selected by PCR reaction using a protein-binding protein coding gene primer (CP) and 

secondary screening was performed by semi-quantitative PCR technique. In the next step, the 

samples with the maximum silence (lowest expression) of the gene were examined by real-

time RT-PCR technique. 

Results: Cloning accuracy in pTZ57R/T and pTRV2 plasmids were confirmed using PCR and 

enzymatic digestion. Based on the results of semi-quantitative PCR, 5 transgenic plants were 

selected with the lowest expression for DBOX gene. Based on semi-quantitative PCR results, 

5 transgenic plants with the lowest expression were selected for DBOX gene. The results of 

real-time RT-PCR showed averagely decrease of 81% in the expression of DBOX gene 

transcriptions in transgenic plants compared to control plants (inoculated with the pTRV2 

empty plasmid). 

Conclusion: The results generally showed that the VIGS technique could successfully reduce 

the DBOX gene expression in poppy plants. In addition, the results obtained for this gene can 

be used to understand the biosynthetic pathway of poppy alkaloids and transgenic plants for 

metabolic engineering purposes. 
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