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 چکیده

-Thebaine 6-Oدمتیلاز )-O-6گیاه شقایق تنها منبع تجاری برخی آلکالوئیدهای مهم دارویی است. دو آنزیم مهم به نام تبائین 

demethylase; T6ODM و کدئین )O-( دمتیلازCodeine O-demethylase; CODM در انتهای مسیر بیوشیمیایی آلکالوئیدهای )

 VIGS (Virus-Induced Geneدو آنزیم مذکور با روش های ژنبنزیل ایزوکوینولینی این گیاه وجود دارند. در این مطالعه فعالیت بیانی 

Silencing ،براساس ناقل  ایسازه( مورد بررسی قرار گرفت. برای این منظورTRV2  که دارای توالی حفاظت شده ژنDIOX  که(

ای کشت شده در های اولیه گیاه دو تا سه هفتهباشد، طراحی شد. برگ( میCODMو  T6ODMهای مشترک با بخش انتهایی ژن

زنی شدند. بررسی بیان مایهلی خا TRV2گلدان با آگروباکتریوم دارای سازه خاموشی و برای گیاهان کنترل با آگروباکتریوم حاوی ناقل 

 T6ODMو  CODMهای ژندرصدی بیان  87و  86دهنده کاهش نشانترتیب به Real Time PCRبا فن برداری نسخهژن در سطح 

 .هاستایزوکوینولینبیوسنتزی بنزیل های های ژننسخهابزار موثری برای کاهش سطوح  VIGSبود. این مطالعه اثبات کرد که 
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 مقدمه

( گروه متنوعی از BIAایزوکوینولینی)آلکالوئیدهای بنزیل

دار هستند که پراکنش تاکسونومی محدودی در ترکیبات ازت

های بنزیل بین گیاهان دارند. اگرچه برخی از فعالیت

اما خصوصیات دارویی ها شناخته نشده است، ایزوکوینولین

بسیاری از این ترکیبات شناسایی شده است. این ترکیبات 

های دارویی کدئین و مورفین، عوامل شامل مسکن

و بربرین و داروهای ضدتومور نارین سنگوییضدمیکروبی مانند 

 Hagel and) هاگل و فاچینیمانند نوسکاپین هستند 

Facchini, 2013)ق ـقایـی شــاه دارویــ. گی(Papaver 

somniferum از لحاظ اقتصادی، اجتماعی و سیاسی در جهان )

اهمیت دارد. خصوصیات دارویی این گیاه از آغاز تمدن 

عنوان تنها منبع تجاری برای هشناخته شده است. شقایق ب

مصنوعی های مورفین، کدئین و ترکیبات نیمهتولید مسکن

ویجیکون است مانند اکسی کدون، بیوپرینورفین و نالتروکسن 
 .(Wijekoon and Facchini, 2012)و فاچینی 

با ترکیب  ایزوکوینولین بنزیلآلکالوئیدهای بیوسنتز     

شود، این دو استالدئید آغاز میفنیلهیدروکسی -4دوپامین و 

نارکوکلارین تبدیل  -ماده طی چندین واکنش آنزیمی به اس

هان است در گیا BIAعمومی ساز پیششوند، این ماده می

-. اس(Samanani et al., 2004)و همکاران  سمانانی

 -نارکوکلارین با چندین واکنش آنزیمی پی در پی به اس

؛ و همکاران زیگلر؛ فاچینی و پارکشود رتیکولین تبدیل می

 Facchini and Park, 2003; Ziegler et) و همکاران اونارون

al., 2005; Ounaroon et al., 2003صولات بنزیل(. بیشتر مح 

آیند. تغییرات وجود میهرتیکولین ب -ها از اسایزوکوینولین

یدهای مورفینانی ئرتیکولین منجر به تشکیل آلکالو-اس

رتیکولین به مورفین در گیاه شقایق  -. تبدیل اسشودمی

- O- 6تبائین های مرحله آنزیمی است که آنزیم 8شامل 

ای مراحل انتهایی هدمتیلاز از آنزیم O-و کدئین  دمتیلاز

 - O-6ترتیب به T6ODM. ها هستندبیوسنتز مورفینان

پاوین را به کدئینون و مورفینون دمتیلاسیون تبائین و اوری

باعث دمتیله شدن تبائین در  CODM. آنزیم کندمیکاتالیز 

و همچنین دمتیله شدن پاوین اوریو تبدیل آن به  3موقعیت 

، هاگل و فاچینی) شودیکدئین و تبدیل آن به مورفین م

2010) . 

کننده در شرکتهای کننده آنزیمهای بیانژننقش     

های با استفاده از فناوریها ایزوکوینولینمتابولیسم بنزیل 

؛ و همکاران لارکین؛ و همکاراناینیو مختلف مانند فوق بیان 

 Inui et al., 2007; Larkin) و همکاران آلن؛ و همکاران فریک

et al., 2007; Frick et al., 2007; Allen et al., 2008) ،

( مانند Knock outهای از کار انداختن کامل ژن )کنیکت

 ,.Millgate et al)و همکاران  میلگیتزایی تصادفی جهش

سنس آنتی RNAکاهش بیان ژن مانند های روش، (2004

و  فریک؛ Park et al., 2002, 2003)) و همکاران پارک

 (؛2007) و همکاران اینیو RNAiهای و روش ((2004همکاران 

 ,.Kempe et al)و همکاران  کیمپ (؛2008) و همکاران آلن

مانند فوق هایی روشمورد بررسی قرار گرفته است. ( 2009

های کشتنیازمند گیاهان تراریزش شده دائم یا  RNAiبیان و 

 سلولی است. 

عنوان ه( بVIGS)تازگی خاموشی ژن تحت القاء ویروسی به    

یک ابزار ژنومیک کاربردی برای مطالعه متابولیسم بنزیل 

روشی سریع  VIGSها ظهور یافته است. فناوری ایزوکوینولین

 وهاگل )و مستقیم است که نیازمند تراریزش دائم نیست 
کند که گیاهان و از این واقعیت استفاده می (2013، فاچینی

نیسم دفاعی وابسته به ها، مکادر پاسخ به حمله ویروس

توانند برای ها میکنند. بنابراین ویروسهمولوژی را القا می

های هدف در گیاه میزبان مهندسی شوند خاموشی ژن

و همکاران  اسمیت -بورچ؛ و همکاران روبرتسون

(Burch‐Smith et al., 2004; Robertson, 2004در واقع .) 

VIGS عی ضدویروسی روشی است که در آن از مکانیسم دفا

کند. این فناوری استفاده می RNAبرای خاموشی ژن در سطح 

 Post-transcriptionalبر پایه خاموشی ژن پس از رونویسی )

gene silencing; PTGS استوار است. بعد از توصیف پدیده )

VIGS و همکاران ) هیلمن در گیاه شقایقHileman et al., 

ن انتهایی مسیر این تکنیک برای خاموشی شش ژ (2005

. (2012 ،فاچینی و ویجیکون)کار گرفته شد همورفین ب

متیل ترانسفراز بر بیوسنتز  O-آنزیم  3چنین عملکرد هم

 Dang)فاچینی  ودانگ انجام گرفت  VIGSنوسکاپین با روش 

and Facchini, 2012). 

در انتهای  CODMو  T6ODMهای ژنبا توجه به نقش     

ا عنوان تنههها و اهمیت گیاه شقایق بنانمسیر بیوسنتز مورفی

 منبع تولیدکننده داروهای نارکوتیک و اهمیت آن در صنعت

های زمان ژنداروسازی، در این تحقیق اثر خاموشی هم

CODM  وT6ODM  به روشVIGS ها بر میزان بیان این ژن

 مورد بررسی قرار گرفت. 

 

 هامواد و روش

 (.Papaver somniferum L)یق در این تحقیق بذور گیاه شقا

درصد ماسه،  50متر حاوی سانتی 30هایی با قطر در گلدان
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درصد خاک لومی کشت  25درصد کود دامی پوسیده و  25

ای با ناقل ویروسی دارای شدند. گیاهان در سن دو تا سه هفته

زنی، گیاهان تا زمان مایهزنی شدند. بعد از مایهقطعه خاموشی 

 15گراد در روز، درجه سانتی 20انه در دمای دهی در گلخگل

ساعت  8ساعت روشنایی و  16گراد در شب، درجه سانتی

 تاریکی نگهداری شدند.

های برای تراریختی DH5αسویه  Escherichia coliباکتری 

  Agrobacteirum tumefacienceها وباکتریایی و نگهداری آن

ق مورد استفاده منظور تراریزش گیاه شقایبه GV3101سویه 

 قرار گرفت.

عنوان واسطه هب PTRV2در این پژوهش از ناقل ویروسی     

برای  PTRV1انتقال قطعه خاموشی به گیاه شقایق و از ناقل 

 همانندسازی ویروس استفاده شد.

شود.مشاهده می 1در شکل  PTRV2و  PTRV1ساختار     

  

 

در یک  NOSدهنده خاتمهو  35Sای نسخهدر بین پیشبر دو  TRVمربوط به  TRV .cDNAبراساس  VIGSهای : ناقل1 شکل

T-DNA اند. قرار گرفتهRdRp ،RNA  پلیمراز وابسته بهRNA 16؛K ؛ کیلودالتونی 16، پروتئین غنی از سیستئینMP پروتئین ،

سازی همسانه، جایگاه MCS، ریبوزیم ،Rzهستند،  T-DNA، ناحیه سمت چپ و راست RBو  LB؛ ، پروتئین پوششیCP؛ حرکتی

  (2002، و همکاران کومار-دینش)چندتایی 
Fig. 1: TRV-based VIGS vectors. TRV cDNA clones were placed between 2X CaMV 35S promoter (2X35S) and NOS 

terminator (NOSt) in T-DNA vector. RdRp, RNA-dependent RNA polymerase; 16K, 16-kDa cysteine rich protein; MP, 

movement protein; CP, coat protein; LB and RB, left and right borders of T-DNA, respectively; Rz, self-cleaving 

ribozyme; MCS, multiple cloning sites (Dinesh-Kumar et al., 2002) 

 

و  CODMکننده دو ژن خاموشبرای ساخت سازه     

T6ODM  افزار نرمها با استفاده از ناحیه مشترک آناز

primer3  آغازگرهایDioxa-F  وDioxa-R  طراحی شد. قطعه

جفت باز از توالی ژن  342به طول  Dioxaخاموشی با نام 

T6ODM  انتخاب شد. این قطعه در دو ژنT6ODM  و

CODM  درصد مشابهت دارد.  87حدود 

تخب خاموشی طراحی های منبا توجه به مشابهت بالای ژن    

به   Real Time PCRجفت آغازگرهای اختصاصی هر ژن برای 

طور اختصاصی و با های صورت گرفت که این آغازگرها بگونه

سازی با نام طویلبازدهی بالا همان ژن را تکثیر کند. فاکتور 

Elongation factor 1a (ELA1ب )عنوان ژن کنترل درونی ه

کدکننده پروتئین  TRV2ویروسی مورد استفاده گرفت. ناقل 

( است، حضور این ژن در Coated proteinپوششی ویروس )

RNA  کننده حضور و تکثیر اثباتاستخراج شده از ساقه گیاه

و  TRV CPF2ویروس در گیاه است. برای این ژن آغازگرهای 

TRV CPR2  نوکلئوتید  371به طول ای قطعهطراحی شد که

ی آغازگرهای مورد استفاده در این کردند. توالرا تکثیر می

 آورده شده است.  1تحقیق در جدول 
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  Real Time PCRهای : آغازگرهای مورد استفاده در تکثیر قطعه خاموشی، اثبات حضور ویروس و آزمایش1جدول 
Table 1: Primers sequences used for amplification of silencing fragment, Evaluation the presence of virus, and real 

time-PCR experiments

 هدف طراحی آغازگر
Primer application 

 ('3-'5توالی آغازگر )
Primer sequence (5'-3') 

 نام آغازگر
Primer name 

Real Time PCR GATTACTCCAGAGACACCTGC RTT6ODMFN 

Real Time PCR TCTGACATGCAATCACGTC RTT6ODMRN 

Real Time PCR CTTTCAAGGAAGCTTGATGG RTCODMFN 

Real Time PCR CATCCACGAAATTTAAGCAC RTCODMRN 

Real Time PCR TGCTCCTGTTCTGGATTGTC EL1AF 

Real Time PCR GTCTCAACCACCATTGGCTTG EL1AR 

 ساخت سازه خاموشی
Silencing construct 

ACTAGTGGCGCGCCCCTTGTCCTCAACCAAAT DIOXa-F 

 ساخت سازه خاموشی
Silencing construct 

GGATCCATTTAAATTCCACTTTTAAACAAAGC DIOXa-R 

 ویروس به گیاه نفوذتایید 
Confirmation of virus penetrance to plant 

TGCCTCTACAGCTTTCCAC TRV CPF2 

 ویروس به گیاه نفوذتایید 
Confirmation of virus penetrance to plant 

TGTCGTCAAGCCACTTCCTA TRV CPR2 

 

عنوان الگو برای تکثیر قطعه هب T6ODMژن  cDNAاز     

و  Dioxa-Fخاموشی استفاده شد. با استفاده از آغازگرهای 

Dioxa-R  واکنشPCR  انجام و قطعه خاموشی تکثیر شده با

کشور  Fermentasاز ژل )ساخت شرکت  DNAکیت استخراج 

 سازی شد. آلمان( خالص

سازی مستقیم قطعه خاموشی با استفاده از برای همسانه    

کشور آلمان(  Fermentas)محصول شرکت  TA cloningکیت 

مدت یک شب در دمای چهار درجه بهمخلوط اتصال ساخته و 

های گراد قرار گرفت. مخلوط واکنش اتصال به سلولسانتی

مستعد شده با روش شوک  DH5αسویه  E. coliباکتری 

می تراریزش شد. با توجه به حضور ژن مقاومت به کلسی

های در ساختار ناقل برای گزینش باکتری LacZو سیلین آمپی

-Xو سیلین آمپیکننده ناقل از محیط حاوی دریافتتراریخت 

Gal  وIPTG  استفاده شد. بعد از تراریزش، چندین کلنی

با آغازگرهای قطعه  PCRسفید انتخاب و با واکنش کلنی 

های ها تأیید و از کلنیوشی حضور قطعه خاموشی در آنخام

تأیید شده کشت مایع تهیه و استخراج پلاسمید انجام شد 

 سپس پلاسمیدها تعیین توالی شدند.

که  TAسازی شده در ناقل از قطعه خاموشی همسانه    

یابی تأیید شده بود برای توالیو  PCRسازی آن با همسانه

استفاده شد.  VIGSوسی به روش ساخت سازه خاموشی ویر

)حاوی قطعه خاموشی  pTZ57R/Tو  TRV2ناقل ویروسی 

برش داده شدند، تا  EcoRIو  SmaIهای مشترک( با آنزیم

به فرم  PTRV2خارج و ناقل  pTZ57R/Tقطعه خاموشی از 

سازی شده خطی درآمد. محصولات برش آنزیمی از ژل خالص

شب در دمای چهار و مخلوط الحاق ساخته و به مدت یک 

گراد نگهداری شد. مخلوط الحاق به باکتری درجه سانتی

ها روی محیط تراریزش و باکتری DH5αسویه  E. coliمستعد 

LB  بیوتیک کانامایسین رشد داده شدند. از آنتیآگار حاوی

های رشد کرده بر روی محیط گزینشگر استخراج کلنی

با  E. coli پلاسمید صورت گرفته و حضور سازه ژنی در

مورد تأیید قرار گرفت. برای تأیید نهایی  PCRاستفاده از کلنی 

انجام شد  EcoRIو  SmaIهای واکنش هضم آنزیمی با آنزیم

و تأیید  TRV2که موجب خارج شدن سازه خاموشی از ناقل 

آن شد. کلنی تأیید شده استخراج پلاسمید شد و پلاسمید 

 فشینستومیباکتریوم آگروحاصل با روش انجماد و ذوب به 

های تشکیل شده روی انتقال داده شد. با کلنی GV3101سویه 

 PCRمحیط انتخابی ریفامپسین و کانامایسین واکنش کلنی 

 انجام شد.

 

 ناقلین ویروسی به گیاهاگروباکتریوم دارای تزریق 

کشت مایع  TRV2-dioxaحاوی  فشینسآگروباکتریوم تومیاز 

برای تلقیح سه  آگروباکتریومی تک از شبانه تهیه شد. یک کلن

برای تهیه کشت شبانه مورد استفاده قرار  LBلیتر محیط میلی

لیتر از میلی 500گرفت. سپس این کشت شبانه برای تلقیح 

 20مولار، استوسرینگون میلی MES  10حاوی LBمحیط 



 96 تابستانو بهار  /اولشمارة  /شانزدهمفنآوری زیستی در کشاورزی/ جلد 

5 

لیتر استفاده میلیمیکروگرم در  50میکرومولار و کانامایسین

ساعت  24مدت بهگراد درجه سانتی 28در  هاشد. کشت

دقیقه  20مدت به g3000نگهداری و سپس در دور 

زنی مایهوژ شدند. رسوب تشکیل شده در محلول یسانتریف

میکرومولار و  20مولار، استوسرینگون میلی MES10 شامل 

2MgCl 10 600مولار حل شد تا میلیOD  رسید.  5/2به

برای گیاهان تیمار   TRV2-dioxaحاوی  آگروباکتریوم

خالی برای گیاهان شاهد هر یک  TRV2خاموشی و ناقل 

 TRV1حاوی  آگروباکتریومبا  1:1صورت مستقل با نسبت هب

 20زنی در دمای مایهمدت دو ساعت قبل از همخلوط شده، ب

گراد انکوبه شدند. گیاهان شقایق استفاده شده درجه سانتی

های اولیه ای بودند که برگههفت 3تا  2گیاهان  VIGSبرای 

ها با سرنگ زنی آگروباکتریوم به برگمایهها ظاهر شده بود. آن

 لیتری انجام شد.میلی 1

متر زنی گیاهان، سه سانتیمایههفته بعد از  8تا  6حدود     

اولیه ساقه بلافاصله در زیر غنچه گل از گیاه بالغ در مرحله 

 Realل برای آنالیزهای دهی و قبل از باز شدن غنچه گگل

Time PCR  آوری شد. برای اثبات حضور و تکثیر جمع

استخراج  RNAدر  CPهای ژن ویروس در گیاه حضور نسخه

گیاه  48شده از ساقه گیاه مورد بررسی قرار گرفت. از بین 

بررسی  CPگیاه، انتخاب و برای تأیید حضور  9زنی شده مایه

ت شرکت سیناژن( از )ساخRNA شدند. با کیت استخراج 

 cDNAاستخراج و با استفاده از کیت ساخت  RNAبافت ساقه 

ساخته و  cDNAکشور آلمان(  Fermentase)محصول شرکت 

انجام شد. گیاهانی که  PCRواکنش  CPبا آغازگرهای ژن 

در آنها تأیید شده بود برای آزمایش  CPهای ژن حضور نسخه

PCR کمی و نیمهReal Time PCR  استفاده قرار مورد

 گرفتند.

 

PCR کمی نیمه 

در  CPهایی که حضور ژن کمی برای نمونهنیمه PCRآزمایش 

 EL1Aها تأیید شده بود انجام شد. در این آزمایش از آن

های تیمار شده عنوان ژن کنترل داخلی استفاده شد. با نمونههب

های شاهد تیمار شده با ناقل خالی نمونهبا سازه خاموشی و 

TRV2  که حضور ژنCP ها تأیید شده، با آغازگرهای در آن

و آغازگرهای مربوط به  CODM، T6ODMهای اختصاصی ژن

EL1A  واکنشPCR  انجام شد. محصولاتPCR  بر روی ژل

نیمه  PCRدرصد الکتروفورز شد. با توجه به نتایج  5/1آگارز 

 Realکمی گیاهان با تغییر بیان قابل محسوس برای آزمایش 

Time PCR   .انتخاب شدند 

 

   Real Time PCRواکنش

کمی نیمه PCRو انجام  CPهای ژن بعد از تأیید حضور نسخه

از  T6ODMو  CODMهای برای ارزیابی تغییرات بیان ژن

در جدول   Real Time PCR آغازگرهای طراحی شده واکنش

-SYBRاز کیت  Real Time PCRاستفاده شد. برای انجام  1

green  دستگاه و Real Time RT-PCR ساخت شرکت(

Qiagen  کشور آمریکا( استفاده شد. براساس دستورالعمل

 10میکرولیتر شامل  20کیت، هر واکنش تکثیری در حجم 

میکرولیتر از هر آغازگر با غلظت  Master Mix ،1میکرولیتر از 

گیاه انتخاب شده با  cDNAمیکرولیتر از  2پیکومول،  10

میکرولیتر  6کمی و نیمه PCRرم در آزمایش نانوگ 50غلظت 

از آب مقطر دوبار تقطیر انجام شد. پس از تهیه حجم مورد 

درجه  95دقیقه در  5چرخه، شامل  35در  PCRنظر، واکنش 

درجه  60ثانیه در  25درجه و  95ثانیه در  10گراد، سانتی

، منحنی ذوب با برنامه PCRهای انجام شد. پس از اتمام چرخه

 60-95گراد در هر چرخه و بین دمای درجه سانتی 1ایی دم

منظور بررسی اختصاصی بودن واکنش بهگراد درجه سانتی

PCR رسم شد. واکنش Real Time PCR   برای گیاهانی که

کمی کاهش بیان نشان داده بودند و همچنین نیمه PCRدر 

کمی بیان بالایی نیمه PCRدو گیاه شاهد که با توجه به 

ساخته و با هر  cDNAند، انجام شد. از هر نمونه دو داشت

cDNA واکنش Real Time PCR   .با سه تکرار انجام شد

های بیان شده توسط هر ژن در گیاهان سطح نسبی نسخه

تیمار شده با سازه خاموشی مشترک و گیاهان شاهد تیمار 

مقایسه  CT∆∆-2با استفاده از روش  2TRVشده با ناقل خالی 

 (.Livak and Schmittgen, 2001) واک و اشمیتژنلیشدند 

 

 نتایج و بحث

، برای تأیید  T/Aسازی قطعه خاموشی در ناقلبعد از همسانه

های سفید حاصل حضور قطعه خاموشی در این ناقل، با کلنی

انجام شد که باند  PCRواکنش کلنی  E. coliاز تراریزش به 

 2یجه آن در شکل جفت بازی تکثیر شد و نت 342مورد انتظار 

 شود. مشاهده می
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شانگر وزن : ن5: تکثیر قطعه خاموشی. 4و  pTZ57R/T 1 ،2 ،3 .برای تأیید حضور قطعه خاموشی در ناقل  PCR: کلنی 2شکل 

 bp 100مولکولی 
Fig. 2: Evaluation the presence of the silencing fragment in pTZ57R/T using colony PCR. 1, 2, 3 and 4: amplification 

silencing fragment; 5: molecular marker 100 bp

 

-و همسانه pTZ57R/Tبعد از برش قطعه خاموشی از ناقل     

های تراریخت بر روی ، باکتریpTRV2سازی آن در ناقل 

انامایسین رشد داده بیوتیک کآنتیآگار حاوی  LBمحیط 

شدند. سپس برای دو کلنی تأیید شده استخراج پلاسمید 

انجام شد.  EcoRIو  SmaIهای انجام و هضم آنزیمی با آنزیم

جفت باز صحیح بودن  354طول های بخروج قطعه

را تأیید کرد.  pTRV2قطعه خاموشی در ناقل سازی همسانه

  .شودمشاهده می 3نتیجه هضم آنزیمی در شکل 

 

 
: پلاسمید هضم bp 100 .2: نشانگر وزن مولکولی EcoRI .1و  SmaIهای : هضم آنزیمی پلاسمید حاوی قطعه خاموشی با آنزیم3شکل 

 EcoRIو  SmaIهای : پلاسمید هضم شده با آنزیم3نشده. 

Fig. 3: Digestion of plasmid containing silencing fragment with SmaI and EcoRI. 1: molecular marker 100 bp; 2: 

undigested plasmid; 3: plasmid were digested with SmaI and EcoRI 

 

 pTRV2قطعه خاموشی در ناقل سازی همسانهبعد از تأیید     

 ام وهای دارای سازه خاموشی استخراج پلاسمید انجاز باکتری

سویه  آگروباکتریوم تومی فشینسپلاسمید حاصل به 

GV3101 تراریزش شد. برای تأیید نهایی حضور سازه ویروسی 

 انجام شد که باند مورد PCRدر آگروباکتریوم واکنش کلنی 

 جفت بازی تکثیر شد. 342انتظار 

 در گیاهان تیمار شده  CPهای ژن تأیید حضور نسخه

حاوی سازه  TRV2نمونه تیمار شده با ناقل ویروسی  9از بین 

در هشت نمونه تأیید شد  CPژن های خاموشی حضور نسخه

 (.4)شکل 
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، 1kb .1: نشانگر وزن مولکولی Mحاوی سازه خاموشی.  pTRV2در گیاهان تیمار شده با ناقل  CPژن های نسخه: تأیید حضور 4شکل 

یاهی که حضور ویروس : گ7ها تأیید شد. جفت باز در آن 371: گیاهانی که حضور ژن ویروس برای تکثیر قطعه 9و  8، 6، 5، 4، 3، 2

 در آن تأیید نشد
Fig. 4: Evaluation the presence of CP virus gene in treated plants by gene-silencing pTRV2 construct. M: molecular 

marker 1Kb; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 and 9: plants that confirmed for the presence of the 371 bp band of virus gene; 7: the 

plant that not confirmed for the presence of virus gene 

 

و  CODMکمی ژن نیمه RT-PCRنتایج مربوط به     

T6ODM  با آغازگرهای اختصاصی ژنCODM  و آغازگرهای

شود. با توجه به مشاهده می 6و  5های در شکل EL1Aژن 

ه با گیاهان در مقایس T9و  T1 ،T2 ،T4 ،T8شکل گیاهان 

شاهد بیان کمتری داشتند و بنابراین این گیاهان برای واکنش 

Real Time PCR  .انتخاب شدند 
 

دارای  TRV2تیمار شده با T9:  و T1 ،T2 ،T3 ،T4 ،T8. گیاهان EL1Aنرمال شده با  CODMکمی ژن نیمه PCR: نتایج 5شکل 

Dioxaگیاهان . C1  وC2 تیمار شده با :TRV2 خالی 
Fig. 5: Results of semi-quantitative RT-PCR for CODM which normalized by EL1A. T1, T2, T3, T4, T5, T6, T8, T9: 

TRV2-dioxa-treated plants. C1, C2: TRV2-empty-treated plants 

 

با  T6ODMکمی ژن نیمه RT-PCRنتایج مربوط به     

 EL1Aرهای ژن و آغازگ T6ODMآغازگرهای اختصاصی ژن 

، T1 ،T2شود. با توجه به شکل گیاهان مشاهده می 6در شکل 

T4 ،T8  وT9  در مقایسه با گیاهان شاهد بیان کمتری داشتند

انتخاب   Real Time PCR و بنابراین این گیاهان برای واکنش

 شدند.
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دارای  TRV2تیمار شده با T9:  و T1 ،T2، T3 ،T4 ،T8. گیاهان EL1Aنرمال شده با  T6ODMکمی ژن نیمه PCR: نتایج 6شکل 

dioxaگیاهان .C1  وC2 تیمار شده با :TRV2 خالی 
Fig. 6: Results of semi-quantitative RT-PCR for T6ODM which normalized by EL1A. T1, T2, T3, T4, T5, T6, T8, T9: 

TRV2-dioxa-treated plants. C1, C2: TRV2-empty-treated plants 

 

 کاهش بیان را کمی بیشتریننیمه PCRپنج گیاهی که در     

مورد استفاده قرار   Real Time PCR داشتند برای واکنش

 گرفتند. با استانداردسازی مشخص شد میزان کارآیی هر سه

درصد است.  90حدود  EL1Aو  CODM ،T6ODMژن 

بیان  )2001 ،لیواک و اشمیتژن( Ct∆∆-2بنابراین با روش 

های تیمار شده نسبت به در نمونه T6ODMو  CODMهای نژ

 های شاهد محاسبه شد. ها در نمونهبیان این ژن

های گیاهی در نمونه CODMسازی ژن میزان خاموش    

در مقایسه  TRV2-dioxaمختلف تیمار شده با سازه خاموشی 

ه طور میانگین خاموشی ببههای شاهد نشان داد که با نمونه

در  CODMعبارتی دیگر بیان ژن بهدرصد یا  86میزان 

درصد بیان این ژن، در  14های تیمار شده حدود نمونه

 (.7باشد )شکل های شاهد مینمونه
 

 

 

 
 

 

 TRV2ه با در گیاهان تیمار شد CODM: میزان بیان ژن 1در گیاهان تراریخت نسبت به شاهد.  CODM: مقایسه بیان ژن 7شکل 

 TRV2-dioxaدر گیاهان تیمار شده  CODMن بیان ژن : میزا2خالی. 
Fig. 7: Comparison between CODM gene expression in transgenic and control plants. 1: Expression level of CODM 

gene expression in TRV2-empty- treated plants; 2: level of CODM gene expression in TRV2-dioxa- treated plants 

 

های گیاهی در نمونه T6ODMسازی ژن میزان خاموش    

در مقایسه  TRV2-dioxaمختلف تیمار شده با سازه خاموشی 

طور میانگین خاموشی به بههای شاهد نشان داد که با نمونه

در  T6ODMدرصد یا به عبارتی دیگر بیان ژن  87میزان 

ین ژن، در درصد بیان ا 13های تیمار شده حدود نمونه

 (.8باشد )شکل های شاهد مینمونه
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 TRV2در گیاهان تیمار شده با  CODM: میزان بیان ژن 1در گیاهان تراریخت نسبت به شاهد.  T6ODM: مقایسه بیان ژن 8 شکل

 TRV2-dioxaدر گیاهان تیمار شده  CODM: میزان بیان ژن 2خالی. 
Fig. 8: Comparison of T6ODM gene expression in transgenic and control plants. 1: level of CODM gene expression in 

TRV2-empty- treated plants; 2: level of T6ODM gene expression in TRV2-dioxa- treated plants 
 

عنوان ابزاری کاربردی برای مطالعه متابولیسم هب  VIGSفن    

شقایق است. این فناوری سریع  ها در گیاهبنزیل ایزوکوینولین

های ژن تواند سطح نسخهبا اطلاع در مورد بخشی از ژن می

توان یک میهدف را کاهش دهد. همچنین با این روش 

. روش (2013، هاگل و فاچینی) خانواده ژنی را سرکوب کرد

VIGS برداری است نسخهعنوان یک روش خاموشی پس از هب

های نسخهتواند تمام نمید اما دهمیهای ژن را کاهش نسخهو 

چه اثراتی روی میزان  VIGSژن هدف را از بین ببرد. اینکه 

ها داشته باشد به عوامل متعددی بستگی دارد. بعضی از نسخه

مانند ناحیه انتخاب شده از ژن  VIGSفاکتورهای خود تکنیک 

هایی با فعالیت هدف برای ساخت ناقل ویروسی، وجود ژن

های ژن درونی از عواملی هستند که سخهمشابه و سطح ن

ویجیکون و ) ثیرگذار باشدأتواند بر میزان خاموشی تمی
 .(2012، فاچینی

، تنظیم بیوسنتز VIGSدر این پژوهش با استفاده از فن     

های مورفین از طریق کاهش سیستمیک در سطح بیان ژن

CODM  وT6ODM  بررسی شد. خاموشی ژن در سطح

مورد تأیید قرار  Real Time PCRا استفاده از برداری بنسخه

زمان دو ژن گرفت. در مجموع مشخص شد خاموشی هم

CODM  وT6ODM  با روشVIGS  توسط سازه خاموشی

مشترک دو ژن موجب کاهش بیان هر دو ژن در گیاهان تیمار 

-شده با ناقل حاوی قطعه خاموشی نسبت به گیاهان شاهد می

موشی هدف که خاموشی هر دو ژن شود. با توجه به قطعه خا

 84داد و با توجه به مشابهت بالای دو ژن )را پوشش می

های هر دو ژن کاهش رفت که میزان نسخهدرصد( انتظار می

یابد زیرا این ناحیه از منطقه مشترک دو ژن انتخاب شده بود. 

دست آمده بسیار نزدیک به هدر پژوهش حاضر نیز نتایج ب

که طوریبهبود.  (2010، هاگل و فاچینی)های پیشین پژوهش

درصد و بیان  87های شاهد نسبت به نمونه T6ODMبیان ژن 

درصد کاهش یافته  86های شاهد نسبت به نمونه CODMژن 

برای  VIGSبالای کارآیی دهنده نشانبود. این بررسی 

چنین نتایج باشد. هممیخاموشی موقت ژن در گیاه شقایق 

قطعه خاموشی انتخاب شده کارآیی دهنده نشاندست آمده هب

زمان دو ژن و اطمینان از عملکرد آن برای برای خاموشی هم

 خاموشی دائم است.

یکی از دلایل بازده بالای خاموشی در پژوهش انجام شده     

استفاده از ناقل ویروسی مناسب و روش ارائه این ناقل به گیاه 

بود.  TRV2پژوهش ناقل  کار رفته در اینهبود. ناقل ویروسی ب

هایی دارد از جمله اینکه خود علائم ویروسی را این ناقل مزیت

کند. علائم نمی ءکند، القارا پیچیده می VIGSکه فنوتیپ 

ها آلودگی ایجاد شده توسط این ناقل در مقایسه با سایر ناقل

های مجاور را آلوده تر است. سطح وسیعی از سلولخفیف

کند. اثرات ن را در نقاط رشدی خاموش میکند و بیان ژمی

گیرد میتری از بافت گیاهی را در بر خاموشی آن قسمت وسیع

و  راتکلیف شودمی mRNAو موجب کاهش بیشتر تجمع 

بنابراین با توجه به بازده  (.Ratcliff et al., 2001همکاران )

در پژوهش اخیر  T6ODMو  CODMبالای خاموشی دو ژن 

توانسته است اثرات  TRV2شود که ناقل میچنین استنباط 

صورت سیستمیک و گسترده در گیاه انتشار هخاموشی را ب

دهد، که نتیجه آن خاموشی بالای هر دو ژن هدف بود. 

و همچنین  PDSاستفاده از این ناقل برای خاموشی ژن 

های مسیر بیوسنتزی مورفین در گیاه شقایق خاموشی ژن
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ها در گیاه ن برای خاموشی این ژنکار رفته و کارآمدی آهب

چنین با توجه به موثر بودن شقایق به اثبات رسیده بود. هم

های پروتکل تراریزش ناقل ویروسی به گیاه شقایق در پژوهش

قبلی، از این پروتکل در تحقیق اخیر استفاده شد، که به نظر 

رسد در افزایش بازدهی خاموشی تأثیرگذار بوده است. این می

عنوان استراتژی برای هب VIGSدهنده موثر بودن نشانش پژوه

مسیر بیوسنتز های ژنمعتبر ساختن نقش فیزیولوژیکی 

. آلکالوئیدهاست

 

 

  منابع

.متن انگلیسی مراجعه شود 2-1جهت مطالعه منابع به صفحه 


