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وند بزرگ مقطع دیگری از تحصیلاکنون که به یار تر آن است که از زحمات استادان بزرگوارم برم شابستهخود را به پایان می ی خدا

جناب آقای دکتر ناصر فرخی و جناب آقای دکتر رضا صفرنژاد که در کمال سعه صدر با حسن خلق و فروتنی از هیچ کمکی در این عرصه بر 
-قدر دانی را ابراز  من دریغ ننمودند و اساتید مشاور جناب آقای دکتر شاهرخ قرنجیک و جناب آقای دکتر مهدی علوی کمال تشکر و

رم تحصیلات تکمیلی ترین مراتب قدردانی خود را از اساتید داور خانم دکتر پارساییان و خانم دکتر قسیمی و نیز از نماینده محت دارم. صمیمانه
 دارم.ابراز میجناب آقای  دکتر حیدری 

از همدلی و مساعدت دوستان عزیزم دکتر مهدی رنجبر، مهندس محسن یزدانی، بهاره زارع، محبوبه جعفرزاده، مریم خوشنامی، مریم 
، رشیدی فر، سارا کاظم زاده، پردیس ریاحی، آدینا کیایی، صاحبه موسی پور، فهیمه نسودیان، صدیقه قریشی، مریم نوری، علی حیدری

گاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست  رزاده، اعضای پژوهش مرضیه حسنی، نیره اشعارقدیم، وجیهه غدیریان، فرشید شریفیان، محمد پایدا
وند خواهانم. فناوری و موسسه گیاه پزشکی کشور بسیار سپاسگزارم و برای تمامی این عزیزان سلامتی و توفیق در مسیر زندگی را از خدا
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دانشکده   بيوتکنولوژی کشاورزی دانشجوی دوره کارشناسی ارشد رشته . مريم رمضانی اقدماینجانب 

تحت راهنمائی   به کمک سازه آپتامری pthAبازدارندگی ژن دانشگاه شاهرود نویسنده پایان نامه   کشاورزی 

 متعهد می شوم.  دکتر ناصر فرخی و  دکتر رضا صفرنژاد آقایان
 .تحقیقات در این پایان نامه توسط اینجانب انجام شده است و از صحت و اصالت برخوردار است 

 های محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است.در استفاده از نتایج پژوهش 

       مطالب مندرج در پایان نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگری برای دریافتت هتین نتود متدر  یتا

 هین جا ارائه نشده است. امتیازی در

    کلیه حقوق معنوی این اثر متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود می باشد و مقالات مستخرج با نتام «

 به چاپ خواهد رسید.« University of shahrood»و یا « دانشگاه شاهرود 

 اند در مقتالات  حقوق معنوی تمام افرادی که در به دست آمدن نتایح اصلی پایان نامه تأثیرگذار بوده

 رعایت می گردد. نامهپایانمستخرج از 

 های آنها( استفاده شتده  در کلیه مراحل انجام این پایان نامه، در مواردی که از موجود زنده )یا بافت

 است ضوابط و اصول اخلاقی رعایت شده است.

 اد دسترسی یافته در کلیه مراحل انجام این پایان نامه، در مواردی که به حوزه اطلاعات شخصی افر

 یا استفاده شده است اصل رازداری، ضوابط و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است

 تاريخ                                                                             .

 امضای دانشجو                                                                         
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Article I.  

Article II.  

Article III.  

Article IV.  

Article V.  

Article VI.  
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 مالکيت نتايج و حق نشر

  ،برنامه های رایانه ای، نرم افزار ها و تجهیزات ساخته کلیه حقوق معنوی این اثر و محصولات آن )مقالات مستخرج، کتاب

 باشد. این مطلب باید به نحو مقتضی در تولیدات علمی مربوطه ذکر شود.شده است( متعلق به دانشگاه شاهرود می

 استفاده از اطلاعات و نتایج موجود در پایان نامه بدون ذکر مرجع مجاز نمی باشد. 
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 چکيده

ترش و پرتقال  ویژه لیمو شانکر مرکبات هر ساله عملکرد و کیفیت محصولات این خانواده گیاهی به

قانون حفظ نباتات،  16به استناد ماده  1388وزارت جهاد کشاورزی در سال دهد.  را کاهش می

های آلوده جایی اندامای داخلی اعلام کرد که طبق آن جابههای قرنطینهبیماری شانکر را جز بیماری

های کشور غیر از هرمزگان، سیستان و بلوچستان، منطقه جیرفت، کهنوج، قیر و در کل استان

های سنتی و نوین تحت توان از طریق روششانکر را می .باشدکارزین در استان فارس ممنود می

ره کرد که اثرات سو بر توان به استفاده از سموم شیمیایی اشاهای سنتی میکنترل درآورد. از روش

-ها و قارچتوان به استفاده از باکتریهای نوین میها، سلامت انسان و دام دارد. از روشاکوسیستم

ها، های آنتی باکتریالی گیاهان، آنتی بادیها، عصارههای ترشحی آنهای آنتاگونیست و عصاره

یا  ssDNAو   RNAئوتیدهایی از جنسآپتامرها الیگونوکلها اشاره کرد. ها و آپتامرباکتریوفاژ

عامل توانند با مولکول هدفشان با اختصاصیت بالا جفت شوند. های پپتیدی هستند که میمولکول

شود. از گروه تقسیم می 5که به  است Xanthomonas citri subsp. citriبیماری شانکر مرکبات 

Aو ایزوله  Aها شانکر نود میان آن
از گروه  pthAپروتئین رساند. درایران به مرکبات آسیب می *

های  زایی سویه باشد که اثرات قابل توجهی بر توان عفونتمی avrBs3/pthAخانواده پروتئینی 

این سازد. . های شانکر را متاثر میزایی باکتریافکتور، بیماری جهش در مولکولزانتوموناس دارد. 

در گیاه مدل توتون جهت مشاهده کاهش تاثیر  YPASYMQن آپتامر پژوهش با هدف کلون و بیا

 ،  Xanthi رقم توتون گیاهان انجام شد. نتایج نشان داد برگ pthAزای پروتئین بیماری

Benthamiana و گیاهانCitrus latifolia، Citrus sinensis  وCitrus aurantifulia حاوی 

 با را داری معنی تفاوت بود شده تزریق YPASYMQآپتامر  بیان از بعد روز3 که pthA پروتئین

 گیاه مورد در اما. و علایم شانکر داشت HR پاسخ ( درpthAپروتئین  حاوی فقط) شاهد برگ
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Brassica napus  آپتامر توانست عملکرد پروتئین  .نشد مشاهده دار معنی تفاوتpthA  را کاهش

 اما دارد وجود گیاه در همچنان بیان از بعد روز 11 در آپتامر بلات، وسترن آزمون نتایج دهد و طبق

 .یابد می کاهش آن مقدار

 ، بیان موقتpthAکلمات کلیدی: آپتامر، شانکر ،
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 مرکبات 1-1

باشد )جدول  درجه عرض جنوبی مى 40عرض شمالى تا درجه  40در جهان از  1گسترش مرکبات

میلیون هکتار و میزان متوسط تولید محصول  7/8 کشور 125 کشت مرکبات در سطح زیر (.1-1

% مربوط 80(. از این میان در حدود 2010است )فائو،  میلیون تن گزارش شده  115مرکبات جهان 

های  ترتیب کشور به  از لحاظ تولید محصول باشد. ول مىکننده این محص کشور عمده تولید 14به 

ای، امریکا، هند، مکزیک، اسپانیا، مصر، ایتالیا، ترکیه و ایران مقام اول تا دهم چین، نواحی مدیترانه

کشت باغات  (. در نواحی سواحل دریاى خزر، ناحیه مرکزى و جنوبى سطح زیر1-1را دارند )شکل 

تن در  19باشد. متوسط عملکرد کشت مرکبات حدود  مىهزار هکتار  290مرکبات در کشور حدود 

درصد درجه دو هستند. باغات  31درصد باغات مرکبات درجه یک و   41هکتار است. در این بین 

درصد از این باغات نیز باید جایگزین شوند   27که  درجه دو نیاز به اصلاح واحیا دارند، ضمن این

-مختلفی بر میزان تولید، فرآوری و صادرات مرکبات تاثیر )آمارنامه وزارت جهاد کشاورزی(. عوامل

های مختلف باکتریایی، شبه باکتریایی، ویروسی، قارچی و است که در این میان بیماری گذار

کند که در ادامه به برخی از این ای در کمیت و کیفیت مرکبات ایفا میفیتوپلاسمایی نقش ویژه

-اختصاصی شانکر باکتریایی مرکبات مورد بحث و بررسی قرار میطور زا اشاره و بهعوامل بیماری

 گیرد.

 هاى مرکبات بيمارى 1-2

 ، تریستیزا، بلاست، جارو 3، زوال شاخه2توان به پوسیدگى طوقههاى مرکبات می از بیمارى

                                                           
1‌- Citrus 
2 - Crown 
3 - Decay branch 



 

‌‌3 
 

 

 (2004طبقه بندی مرکبات )فیلوکس،  1-1جدول 

  

Granials راسته 

Rutaceae  خانواده 

Aurantioideae زیر خانواده  

Citreae قبیله 

Citrus جنس 

 

 

 

 

 (2011، )فائو تولید کنندگان عمده مرکبات جهان 1-1شکل 

0

5000

10000

15000

20000

25000

ت 
با

رک
د م

ولي
ن ت

زا
مي

(
ار

کت
 ه

در
ن 

ت
 ) 

 کشورهای توليد کننده مرکبات



 

4 
 

 نامه بیماری شانکر و(. نظر به اینکه در این پایان1383)الهی نیا،  اشاره کرد 5شانکرو  4لیموترش

 پردازیم.آن مد نظر است صرفا به معرفی آن می کنترل

ها گرم همه زانتوموناس. است Xanthomonas citri subsp. citriعامل بیماری شانکر مرکبات 

از اکسیژن به هستند. زانتوموناس میکروبی هوازی است و  7دارای تاژ  قطبی ای شکل،، میله6منفی

 X.maltophiliaهای کند. فعالیت اکسیژنازی تنها در سویهعنوان گیرنده پایانی الکترون استفاده می

و کمتر از آن نیستند. در  pH=  5/4ها قادر به رشد در افتد. زانتوموناساتفاق می X.campestrisو 

5/6  =pH ها جز سویه همه سویهX. fragaria های  فاقد گرانولکنند. باکتری رشد می

پلی هیدروکسی آلکانوئات در مقدار کم ممکن است تجمع یابد. هیدروکسی بوتارات است و  پلی

ن های ای کلونی .(19923)سوینگ و همکاران، اند توسط چسب زانتان احاطه شده ی باکتریهاسلول

و  میکرومتر هستند 8/0-9/0در  2/0-6/0در ابعاد  ها ی سلول باکتری به رنگ زرد و لعابی و اندازه

برای رشد به فاکتورهای  گراد است.درجه سانتی 32تا  5بین در دمای حداقل و حداکثر رشد آن 

رشدی چون متیونین، گلوتامیک اسید و نیکوتینیک اسید و یا ترکیب هرسه نیازمند است 

های گرم منفی دارند نوعی غشای درونی و بیرونی مختص باکتری هازانتوموناس. (1384زاده،  )حسن

8غشای خارجی(. 1985س سنتوس و دیانس، )دو
پروتئین  50پروتئین بزرگ و بیشتر از  8یا  6از  

پوشش خارجی است.  ناهمگن و چند لیپید تشکیل شده یساکاریدپلیمولکول لیپو 2یا  1کوچک، 

به عهده دارد  رانقش گیرندگی  و مواد صادرات محیط، نفوذپذیری انتخابی، محافظت در برابر عوامل

از اوریک اسید، فسفات، گلوکز،  X. campestrisپاتووار  17ساکارید پلی(. لیپو1991)هانکو ، 

و  1966)ولک،  دئوکسی اوکتونات بدون هپتوز تشکیل شده است-3-کتوکسی-2مانوز، رامنوز و 

                                                           
4 - Witches broom 
5 - Canker 

6 - Gram negative   

7 - Polar flagella 
8 - Outer membrane 
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. شوندهای زانتوموناس به دلیل حضور رنگدانه زانتان به رنگ زرد دیده میسویه ربیشت (.1968

و  GYCA ،LPGAکه در زمان کشت روی محیط  حل هستندها رنگدانه غیر قابل زانتومونادین

NA ها زانتومونادیند. شومی های رنگی زرد کمرنگ تا پررنگ دبدهشوند و در طیفتولید می

 .(1982)جنکینس و استار،  کندحفظ می9های زنده نوریآسیبها را در برابر باکتری

ی ها بر اساس توزیع جغرافیایی و گستره. تفاوت بین این فرمشودفرم دیده می 5به  شانکر بیماری

که معروف به  Aدر گروه شانکر نود  .(1983استال و سیمور، ؛ 2-1)جدول  میزبانی پاتوژن است

Aمعروف به  ایشانکر آسیایی است ایزوله
Aایزوله (. 2000گراهام، ) است  شناسایی شده *

در  *

بیماری شانکر اولین بار در ایران بر روی لیمو . است عودی، ایران و هند مشاهده شدهتان سعربس

وقود فرم آسیایی شانکر برای ( و 1990) کرمان به وسیله علیزاده و رحیمیانترش از منطقه کهنوج 

مثل بارش  محیط  شرایط (.1375زاده و رحیمیان گزارش شد )اولین بار در ایران توسط مستوفی

های روی درختان در گسترش بیماری شانکر موثر است که در ادامه به شرح باران، وزش باد و زخم

 شود.گسترش بیماری پرداخته میچگونگی انتقال و 

کنند که های موجود در هنگام آب و هوای بارانی و مرطوب نفوذ میهای باکتری از طریق زخمسلول

کند. آلودگی این بیماری مانند خیلی دیگر از شرایط تلقیح را برای گسترش بیماری فراهم می

های شدید و حشرات  به که توسط باد هاییها و خراشهای باکتریایی اصولا از طریق روزنهبیماری

 ها افزایش میها با بلوغ بافتها ومیوهها، ساقه(. مقاومت برگ2-1افتد )شکلآید اتفاق میوجود می

دقیقه برای آلودگی موفق  20(. حضور رطوبت آزاد روی سطح میزبان به مدت 1962)گوتو،  یابد

ول ی اهفته 6ها در ها و ساقهها روی برگ(. تقریبا همه آلودگی1954)راماکریشنان، ضروری است 

 درصد 80تا  50ها بیشترین حساسیت را زمانی دارند که بین افتد. برگبعد از آغاز رشد اتفاق می

 

                                                           
9 - Photobiological 
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 تیپ شانکر عامل بیماری گستره جغرافیایی نود محصول

، جنوب شرقی آسیا، چین مرکبات

 ژاپن و افریقا

X. citri pv. citri A 

و  لیموهای مکزیکی

 پرتقال ترش

آرژانتین، پاراگوئه و 

 اوروگوئه

X. axonopodis pv. aurantifolii B 

 X. axonopodis pv. aurantifolii C برزیل و مکزیک لیموهای مکزیکی

 X. axonopodis pv. citrumelo E فلوریدا مرکبات

 D  مکزیک مرکبات

 

 

 

 

 

 

 (1992های مختلف بیماری شانکر )گوتو و همکاران، فرم 2-1جدول 
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ها حضور ها، میوه و ساقههای عامل شانکر در جراحات برگنحوه پراکندگی باکتری عامل شانکر. باکتری 2-1شکل 

شود و توسط باد و می شوند. حضور رطوبت آزاد در جراحت باعث تراوش باکتری به بیرون گیاهدارند و تکثیر می

)بر گرفته از گاتوولد و همکاران با  شودیابد و باعث آلودگی گیاهان سالم میباران به سمت گیاهان سالم انتشار می

 (.2002کمی تغییرات، 

 

 

 

وزش باد و باران باعث انتقال باکتری 

 .شودمی به گیاهان غیر آلوده

های مکانیکی هرس و سایر فعالیت

یط شود و شراباعت ایجاد زخم می

مناسبی را برای آلودگی باکتری 

 .کندایجاد می

های زنده و ناحیه آلوده که شامل سلول

و شوند مرده باکتری است متلاشی می

هاله سبزرنگی اطراف ناحیه جراحت 

 شود.دیده ایجاد می

فت زخم باعث باز شدن با

مزوفیلی  و آلودگی مستقیم 

 شود.باکتری می توسط

آب بین سطح گیاه و بافت  مجرای

شود مزوفیل توسط روزنه ایجاد می

آبی  مجرایو باکتری از طریق این 

 کند.آلودگی ایجاد می

آلودگی روی سطح 

 شاخه، برگ، میوه و

جوان ایجاد های ساقه

 شود.می

باران، آبیاری و فشار سنگین باعث تراوش 

دیده و به  باکتری به خارج منطقه جراحت

 شود.سطح گیاه می
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روز اول بعد از  90ترین زمان برای آلودگی میوه (. بحرانی2000)فیلو و هوگس، توسعه پیدا کردند 

های اش تشکیل جوشها است. هر آلودگی که بعد از این مدت اتفاق بیفتد نتیجهریزش گلبرگ

ها در حساسیت قرار دارند به همین دلیل ها زمان زیادتری نسبت به برگجزئی است. میوهکوچک و 

های های با سنآلودگی ممکن است بیشتر از یک بار رخ دهد که نتیجه آن این است که زخم

 (.2002دهد )گاتوولد و همکاران، های یکسان رخ میمتفاوت روی میوه

 

 علايم بيماری شانکر 1-2-1

ها های کوچک و میوهها، شاخههای نکروتیک آشکاری که روی برگبیمار به وسیله زخمگیاهان 

متری روغنی میلی 10تا  2ای ها نقاط دایرهاولین ظهور روی برگ شود.یابد مشخص میگسترش می

له شوند و شبیه تاول و آبتر میای ضخیمهای دایرهها زخمها و میوهها، تیغها، ساقهاست. روی برگ

ها سپس تیره و کنند. این جوشهای اسفنجی سفید و زرد رنگ رشد میشوند و به صورت جوشمی

سوخته آیند. حاشیه آبای و زبر در میای روشن و چوب پنبهشوند و به صورت قهوهضخیم می

ها یکی شوند تا بافت ها روی ساقهکند. ممکن است جوشاطراف بافت نکروتیک پیشروی می

ها، مرگ )پوست( را در طول ساقه جدا کنند. نتیجه آلودگی شدید از بین رفتن برگاپیدرمی 

؛ استال و 1982؛ چند و پال، 1977های نارس است )روزتی، سرشاخه، بدشکلی میوه و افتادن میوه

 دهد.که بازار پسندی آن را کاهش می  (1984؛ سیورولو، 1983سیمور، 

 کنش ميزبان و بيمارگر هم بر  1-3

 یابند که این فضا متشکل ازهاى باکتری شانکر در فضای بین سلولی گیاهان استقرار می سلول

 ساکارید مانع از کاهش جمعیت هاى پلى باشد. مولکول تولیدى توسط این باکترى مىساکارید  پلى
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شوند و رطوبت مورد نیاز باکترى را در فضاى آزاد، حفظ  ها در هنگام بارش باران مى باکترى

کنش بین  هم هاى گیاهى در اثر بر کنند. بعد از ورود باکترى به فضاى بین سلولى بافت مى

ها به  ، باکترى10اکاریدى حاصل از باکترى و مواد چسبنده میزبان )اگلوتینین(س هاى پلى مولکول

تخریب غشاى سلول میزبان، موجب رهایى مواد غذایى  و با شوندمتصل میدیواره سلولى میزبان 

هاى تلقیح شده با  شود. در برگ شوند و از این طریق رشد باکترى تحریک مى مورد نیاز باکترى مى

هاى  اکسیداز در بافت اسید افزایش میزان تولید اتیلن و ایندول و آسکوربیک ،مرکباتباکترى شانکر 

، کاروتن و زانتوفیل قبل از bو  aهاى کلروفیل  شود. میزان رنگیزه آلوده به این باکترى مشاهده مى

 آمینه نیز در یابد. میزان قند و اسید تشکیل هاله حاصل از آلودگى گیاه توسط باکترى کاهش مى

)کوستاکورتا و  ماند ناحیه تشکیل هاله، ثابت مى یابد. اما میزان نشاسته در ناحیه آلوده کاهش مى

 .(1995واندرلیدن، 

نام  ه ای ب های ویژه به سطح سلول میزبان از طریق پروتئینزایی در شرود عفونتتماس باکتری 

 یو ترشح اگزوپلی ساکارید قادر به سنتز زانتوموناسهای جنس  . باکتریگیردصورت می 11ادهسین

(
12

EPS) نام زانتان هستند. به EPS  های  جمعیتی از سلول بیوفیلم نقش دارد. 13تشکیل بیوفیلمدر

از  شبکهاین  .و متصل به سطح استشده توسط باکتری  سنتز 14یشبکهباکتریایی محصور شده در 

EPS-DNA-Protein است. و ادهسین تشکیل شدهEPS   توسط خوشه ژنیGum شود کد می. EPS 

-افزایش تماس باکتری مثلدر مراحل بعدی  امادر مرحله آغازین عفونت نقش چندانی ندارد 

، کمک به حرکت  15روی گیاه میزبان، فراهم کردن شرایط برای کلونیزه شدن حفظ باکتری، باکتری

شوبرت و ؛ 1995کوستا کورتا و همکاران، )نقش دارد های بزرگتر  ایجاد شانکرباکتری و در نتیجه 

                                                           
10 - Agglutinin 

11 - Adhesin 
12 - Extracellular polymeric substance 

13 - Biofilm 

14 - Matrix 
15 - Colonization 



 

10 

کنش بین میزبان و بیمارگر، باکتری از بعد از وقود برهم(. 2002گوتوالد و گراهام، ؛ 2001همکاران

  پردازیم.ها میه آنشود که در ادامه بلایم بیماری میهای خاص باعث بروز عطریق تولید پروتئین

 های ترشحی باکتری سيستم 1-4

های ترشحی  سیستمزایی را به داخل سلول وارد کند از  باکتری برای اینکه بتواند فاکتورهای بیماری

منفی  های گرم دیگر، باکتری(. در مقایسه با موجودات 2011)رابرت و رایان، کند  استفاده می

سیستم در باکتری زانتوموناس  5که شامل  ندی صدور پروتئین داربراهای مستقل بسیاری  سیستم

گروه بررسی کرد، گروهی که طی یک  2توان، آنها را در قالب  بندی می باشد که در یک تقسیم می

و آنرا به  دهنداکتری عبور میی داخلی و خارجی بمرحله وابسته به انرژی پروتئین را از عرض غشا

 IVو  I ،IIIهای نود  کند که شامل سیستم فضای آپوپلاستی یا حتی درون سلول میزبان تزریق می

دهند که شامل  هستند و همچنین گروهی دیگر که عمل انتقال را طی دو مرحله صورت می

دهد  نجام شده نشان میهای ا آزمایش (.2003)آشا و همکاران،  باشند می Vو  IIهای نود  سیستم

کنند )کانگ و  زایی آن نقش مهمی را ایفا می در بیماری  زانتوموناس های ترشحی باکتری که سیستم

که پروتئین مورد نظر در این تحقیق  IIIنود سیستم ترشحی  .  در ادامه به معرفی(2002همکاران، 

(pthAاز آن ترشح می ) پردازیم. میشود 

 III (TTSS)سيستم ترشحی نوع  1-4-1

16سیستم ترشحی نود 
III زا به  های بیماری جایی پروتئین ابزاری تحت اختیار باکتری جهت جابه

های سیستم ترشحی  پروتئین(. 2005باشد )دانگر و همکاران،  های میزبان می درون سیتوسول سلول

های گرم منفی از جمله باکتری زانتوموناس کد  در باکتری hrpی ژنی  که توسط خانواده IIIتیپ 

                                                           
16 - Type three secretion system 
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)زیمارو و توان تقسیم کرد  شوند را به چهار گروه ساختاری، افکتور، چاپرون و تنظیمی می می

 (.2011همکاران، 

از پایه که در سیتوزول باکتری قرار  Injectisomاجزای ساختاری اصلی سیستم ترشحی نود سه یا 

است که برای انتقال  یدر واقع نانو ماشین استزده  که از سطح سلولی بیرون 17میلهگرفته تا نو  

از  این ساختار(. 2002بوتر و همکاران، ؛ 3-1)شکل  است  تکامل یافتههای باکتریایی  پروتئین

(، به ساختمان)ساختار لوله مانند متصل  19میله یا سوزن (،مجموعه بدون میله) 18ساختمان اصلی

-داخلی و بیرونی باکتری قرار گرفتهمتشکل از دو جفت حلقه که درون غشای  ایاستوانهساختار 

سیتوپلاسمی غشای  هایکه مرتبط با کناره ATPaseشود و زیرواحد است و به میله ختم می

 داخلی باکتری است تشکیل شده است.

های محلول  پروتئین مختلف و شامل پروتئین 20معمولاً متشکل از  TTSSی  مکانیسم صادر کننده

و  1998)هوو ، های غشای داخلی است  های غشای خارجی و پروتئین سیتوپلاسمی، پروتئین

را مستقیماً به  20تنوعی از افکتورها سازند که ها را قادر می باکتری  TTSS(.2002بوخنر و بوناس، 

نفع باکتری آنها را   های سلولی میزبان شوند و به سیتوسول میزبان بفرستند و باعث دستکاری پروسه

 (. 1983)کلمنت، از درون تخریب کنند 

در پاتوژن لوبیا آغاز  hrpبا مطالعه موتانت  P. syringaeبرای اولین بار در  TTSSتشریح ژنتیکی 

در گیاهان غیر میزبان مانند توتون و  21حساسیت انایی ایجاد پاسخ فوقشد که این سویه موتانت تو

فوق حساسیت نوعی پاسخ دفاعی یا   (.2005)دانگر، زایی را در لوبیا از دست داده بود  بیماری

 توسط استکمنباشد که  عبارتی فرآیند سریع مرگ سلولی در موضع عمل بیمارگر در گیاه می به

                                                           
17 - Needle 
18 - Basal body 

19 - Pilus 
20 - Effector 
21 - Hypersentitive reaction resistant 
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را  مجموعه بدون میله که ساختمان اصلیقسمت است.  4این مجموعه شامل  .injectisomeاجزای  3-1شکل 

متشکل از  ایساختار استوانهکه ساختار لوله مانندی است که به ساختمان اصلی متصل است.  . میله یا سوزنگویند

 ATPaseشود. زیرواحد است و به میله ختم می دو جفت حلقه که درون غشای داخلی و بیرونی باکتری قرار گرفته

)برگرفته از بوتر و همکاران با کمی تغییرات،  های سیتوپلاسمی غشای داخلی باکتری استکه مرتبط با کناره

2002.) 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 ایساختار استوانه

ATPase 

 میله یا سوزن

 ساختمان اصلی
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( 1965)توسط گودمن های باکتریایی  سال بعد در بیماری 50های قارچی و  ( در بیماری1915) 

های  کیلوباز از کلاستر ژن 23وسیله   به TTSS (.1381)محمدی، کشف و مورد مطالعه قرار گرفت 

hrp  کروموزومی یعنی ازhrpA  تاhrpF ژن  25 است. یافته  اپران سازمان 6داخل  شود که کد می

در بین  .باشدمی hpafتا  hpa2ها شامل  که این ژن شود کد می hrpدر میان خوشه ژنی 

 ین مجموعهکه به ا شده است  ظتافح hrpژن 11تا  9زای گیاهی و جانوری  های بیماری باکتری

hrc این گروه ژنی عموماً در (. 2002؛ بوتر و همکاران، 1991)بوناس و همکاران، شود گفته می

غیر از (. 2012دارند )لی، کیلوباز قرار  20-30ای حد فاصل بین  ی کروموزومی و با اندازه ناحیه

hrc های دیگری به نام  ها ژنhpa hrp-assosiated) با  مشابه( نیز وجود دارد که توالیhrp  وhrc 

)دورگر و  کنند ولی به این امر کمک می ،که در تعامل باکتری با گیاه ضروری نیستند ،هستند

  (.2005همکاران، 

شوند )تاکور  زایی نامیده می بیماری  های پاتوژن ناحیه در باکتری hrc-hrpهای  نواحی مربوط به ژن

های  سنتز پروتئینها و  سایر ژن حداقل دو عملکرد تنظیم بیان hrpهای  (. ژن2013و سوهال، 

avr های ها مانند ژن ها با همکاری سایر ژن دار هستند و به طور کلی این ژن ، را عهده22هارپین
23 

کنند )بوخنر و  میصورت یک پازل در ایجاد واکنش فوق حساسیت و مقاومت به بیماری عمل  به

 3یپ سیستم ترشحی تطریق  انتقال یافته از 24های افکتورپروتئینیکی از Avr (. 2002بوناس، 

اسخ فوق حساسیت در زایی در گیاهان مستعد و ایجاد پ ایجاد بیماری است،که دارای دو عملکرد

در گیاه فقط زمانی  )سبب مقاومت به بیماری( های فوق حساسیت ایجاد پاسخ .است  گیاهان مقاوم

در پاتوژن  Avr (Avirulance))ژن مقاومت در گیاه( و ژن R دهد که تماس مستقیم بین ژن  رخ می

های افکتوری که از یکی از پروتئین(. 2005؛ سوگیو و همکاران، 2002)بوتر و همکاران،  رخ دهد

                                                           
22 -‌Harpin protein 
23 -‌Avirulance 
24 - Effector protein 
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است که در ادامه به  pthAشود پروتئین به درون سلول میزبان ترشح می TTSSطریق سیستم 

 پردازیم.سی خانواده پروتئینی آن میربر

 avrBs3/pthAخانواده ژنى  1-5

است ژن   عامل بیماری شانکر معرفی شده به عنوان تاثیر گزار در شکل گیری هایی کهژن یکی از

pthA باشد.  میpthA جز خانواده ژنی  avrBs3/pthAزایی(  بیماری  زایی و عدم )خانواده عفونت

 تعدادی از اعضای خانواده های زانتوموناس وجود دارند. گونهطور گسترده در  باشد. این خانواده به می

 هاای زانتوموناس دارند. در میان آنه زایی سویه عفونت دراثرات شدیدی  avrBs3/pthAپروتئینی 

های گیاهی گونه مرکبات، لازم است.  روی میزبان زایی کامل بر برای عفونت  pthA پروتئین

برد های شانکر را از بین میزایی باکتری( بیماریpth A/B/Cهای افکتور )موتاسیون در مولکول

ها، دارای چندین همولوگ از اعضای خانواده  بعضی از زانتوموناس (.2002)گابریل و همکاران،

avrBs3/pthA های  باشند. سویه می Xanthomonas citri subsp. citri  نیز دارای سه همولوگ

avrBs3/pthA ها فقط باشند. در میان آن میapl1 زایی مشخصی را در تشکیل شانکر  عملکرد عفونت

)ووترین و باشد  گیری می چیز یا غیر قابل اندازه ها بسیار نا دارد، در حالی که عملکرد سایر همولوگ

 4تا  3طولی در حدود    pthA هایهمولوگ یتمام .(1997؛ شیوتانی و همکاران، 1995ان، همکار

است و چهار همولوگ  یابی شده به طور کامل توالی 306سویه  ، Aدر گروه شانکر .کیلو باز دارند

pthA کنون  ها تا است ولی هین اطلاعات عملکردی در ارتباط با این ژن شناسایی شده  برای آن

، pthA1 kb 38/3 ،pthA2 kb 29/3 همولوگ این سویه به صورت . طول چهاراست گزارش نشده

pthA3 kb 29/3 ،pthA4 kb 49/3  (.2007)شیوتانی و همکاران، است 

 یا تفنگ ژنی بیان Agrobacterium tumefaciensبه طور موقت در مرکبات توسط  pthAزمانی که 
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در  pthA. بیان موقت  (1999همکاران، )دان و  شودهای شبه شانکر کوچکی ایجاد می شود، زخم 

 ، تقسیم، و سرانجام مرگ خواهد25ایجاد علائمی شامل هیپرتروفی های مرکبات باعث های گونه برگ

 (.2007؛ شیوتانی و همکاران،2003پونسیانو و همکاران، ؛ 1994یانگ و همکاران، شد ) 

اشکال ساختاری یکسانی دارند. همه آنها دارای تقریباً  avrBs3/pthAمحصولات خانواده ژنی 

و  26سیگنال جایگیری در هسته های، توالیآمینه در قسمت مرکزی اسید 34ز های یکسانی ا تکرار

ناحیه  .(4-1)شکل  باشند می در انتهای کربوکسی 27اسیدی یک دمین دارای فعالیت رونویسی

مسئول  انتهای کربوکسی است. لوسین-تایی زیپ 7و تکرارهای غنی از اسیدآمینه لوسین ،تکراری

تعداد باشد.  میبرداری یوکاریوتی  و فعالیت نسخه سلول میزبانها به داخل هسته  انتقال این پروتئین

های تکراری متفاوت است که این تفاوت باعث ایجاد اختصاصیت در هنگام ایجاد  و آرایش واحد

؛ شیوتانی و 2003)پونسیانو و همکاران، شود  های میزبان می زایی در گونه مقاومت و یا عفونت

بیماری در توانایی ایجاد 17تا  16و همچنین  5تا  1هم  سر های پشت حذف تکرار(. 2007همکاران، 

ها از اهمیت کمتری نسبت به جایگاه  دهد که تعداد تکرار گذارد. این نشان میشانکر تأثیری نمی

 (. 2007)سعدی و همکاران، های خاص در درون ژن برخوردار باشند  نسبی تکرار

طبق آنچه گفته شد این بیماری تحت شرایط مساعد محیطی قابل پخش است. به همین دلیل برای 

 هایهای سنتی و برای مبارزه با این بیماری از روشتوان از روشز گسترش بیماری میجلوگیری ا

 شود.ها پرداخته مینوین استفاده کرد که در ادامه به معرفی این روش

 مديريت بيماری شانکر 1-6

 

                                                           
25 - Hypertrophy 

26 - Nuclear localization signal 
27 - Acidic activation domain 
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 5/17این پروتئین در قسمت مرکزی . pthAهای عملکردی دومینالف( عکس شماتیکی  .pthAپروتئین  4 -1شکل 

های سیگنال جایگیری در هسته و یک دمین ای دارد. در ناحیه کربوکسی دارای توالیآمینه اسید 34ناحیه تکراری 

. نواحی پرنگ شده نواحی تکراری مرکزی pthAمینو اسیدی پروتئین آب( توالی  باشد. دارای فعالیت رونویسی می

 (.2001)برگرفته از لاهایه و همکاران با کمی تغییرات،است 

 

توالی سیگنالی 

 ایهسته

فعالیت 

 رونویسی
 ناحیه تکراری آمینواسیدی 5/17

 الف

 ب



 

‌17 
 

استراتژی اساسی متوقف کردن یا ریشه کنی پاتوژن است تا مقدار تلقیح برای آلودگی کاهش یابد و 

(. برای 1981های حساس را از آلودگی حفظ کند )سیورولو، بافتمقدار پخش پاتوژن را کم کند و 

های سنتی یا نوین استفاده کرد. توان از روشجلوگیری از گسترش و مبارزه با این بیماری می

(، سولفات 1951ها مثل پرنوکس )چادهوری، کشای باکتریهای سنتی شامل اسپری دورهروش

(، اولترا سولفور 1959سیرین )رنگاسوامی و همکاران، استرپتومایسین به همراه یک درصد گلی

(، مخلوط بوردیاکس 1964(، مخلوط سدیم آرسنات و سولفات مس )پادل و پادهیا، 1961)نیروان، 

مایسین و (، اگری1971(، کلرید نیکل و بلیتوکس )رام و همکاران، 1970)پاتل و دسای، 

هرس کردن (، 1987کلرید مس )کیشون و چند، اکسی  ،(1973)ماتار و همکاران،  استرپتوسیکلین

(، استفاده از 1970ها )پاتل و دسای، های آلوده قبل از باد موسمی و سوزاندن آنهمه شاخه

-استفاده از واریته و ای عاری از شانکرهای گلخانهاستفاده از پایه(، 1995بادشکن )گاتوولد و تایمر، 

اقدامات حیاتی برای کاهش ریسک پخش بیماری در باغ میوه و  (2003داس، های مقاوم به شانکر )

 باشد.می گلخانه

. بعضی از ی اشاره کردبیولوژیک کنترلتوان به های نوین برای مبارزه با بیماری شانکر میاز روش

و  Pseudomonas syringae ،Erwinia herbicola ،Bacillus subtilisهای های باکتریهسوی

Peudomonas fluorescenc بیماری  28ن ویترویکه از مرکبات ایزوله شده به عنوان آنتاگونیست ای

 استفاده (.1996همکاران، ؛ کالیتا و 1983اوتا، ؛ 1979شده است )گوتو و همکاران، شانکر گزارش 

اثر ضد  (،1389)منتخبی و همکاران،  فیت آنتاگونیست سطح برگ مرکباتهای اپیاز باکتری

)محمودی و  Xanthomonas arboricola pv. pruniباکتریایی اسانس و عصاره آبی گیاهی روی 

باکتریالی اثر آنتی(، 1391زاده و همکاران، )کاظم های ساپروفیتعصاره خام قارچ (،1389همکاران، 

خدایگان و )  Pseudomonas syringae pv.syringaeهای گیاهی مثل آنغوزه و رزماری رویاسانس
                                                           
28 - In vitro 
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(، استفاده از نانوذرات آهن 1392استفاده از باکتریوفاژ )شیرچیان و همکاران، ، (1391همکاران،

باکتریالی عصاره گیاهان چوب اثر آنتی و (1393فر و همکاران، ؛ رشیدی1392)ریاحی و همکاران، 

( 1393نژاد و همکاران، )نصیری Xanthomonas citri pv. citriبیان روی مسوا ، آویشن و شیرین

-برنج در مرکبات می Xa21بیان ژن  جهت جلوگیری از رشد باکتری شانکر مفید گزارش شدند. در

بادی مونوکلونال علیه (. تولید آنتی2010تواند در کنترل بیماری مفید باشد )مندس و همکاران، 

pthA-NLS های نوترکیب و ژنScFV تواند برای تولید گیاهان مقاوم به شانکر مورد استفاده می

و آنتی  29تولید پرتقال شیرین مهندسی شده با قطعه سنس(. 2010رار گیرد )لی و همکاران،ق

های موفق برای کاهش علایم ای( یکی از روش)توالی سیگنالی هسته pthA ژنانتهای  30سنس

هایی را شناسایی کرد که به ( آپتامر2001ژاو )جی (.2011حاصل از شانکر است )یانگ و همکاران،

ها در کاهش بیماری شانکر استفاده توان از آنو پیش بینی کرد که میشود متصل می pthA پروتئین

    کرد.

 آپتامر 1-6-1

-که می های پپتیدی هستندیا مولکول ssDNAو   RNAآپتامرها الیگو نوکلئوتیدهایی از جنس 

بعدی خاص  3مولکول هدفشان با خاصیت چسبندگی و اختصاصیت بالا از طریق ساختار توانند با 

 برایواد زیستی در تحقیقات بسیاری آپتامرها به عنوان م. (2012)سانگ و همکاران،  جفت شوند

های های انتقال دارو وکشف میکروارگانیسم، سیستم(2010توسعه داروهای جدید )کفه و همکاران،

)جرمر و همکاران،  نسورهای بیوسو پروب یو درمان یابزار تشخیص (،2012پاتوژن )زیان و همکاران،

 است.  مطالعه قرار گرفته مورد (2013

                                                           
29 - Sense 
30 - Antisense 
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 نسبت بهآپتامرها  هایاند. از مزیتشدهها شناخته بادیه عنوان جایگزینی برای آنتیآپتامرها ب

 سهولت ساخت، (2007؛ فریرا و میسیلیدیس، 1999جایاسنا، ) به پایداری بالا توانمی هابادیآنتی

و پتانسیل   (2006)ایرسون و کلاند، زایی پایین میزان حساسیت ارزانی، ،(2006)بیرچ و راچر، 

ها آپتامر .اشاره کرد  (2003؛ 2002)گروه مطالعه چشم،  ختلف به طور اختصاصیاتصال به اهداف م

SELEX توسط روش 
   .(2010شوند )سید و همکاران، تولید می 32بیوپنینگو 31

 است.  RNAیا  DNAاز جنس های الیگونوکلئوتیدی اب کتابخانهقدم اول انتخ SELEXروش  در

10این کتابخانه شامل 
12

10تا  
15

رفین جفت باز است که در ط 100ا ت 40الیگونوکلئوتید به طول  

قرار دارد  ازمرای پلیهای زنجیرهجهت تکثیر از طریق واکنشدو بخش ثابت ها الیگونوکلئوتیداین 

، DNA ،RNAد پروتئین، نتوانکه می های هدفدر مرحله دوم مولکول (.2003سامپسون، )

 ، در معرض این کتابخانهباشند های کوچکو مولکول های سطح سلولی، گیرندههامیکروارگانیزم

-های اتصال نیافته حذف میگیرند و سپس با شست و شو، الیگونوکلئوتیدقرار می الیگونوکلئوتیدی

-بار تکرار می 10تا  6و دوباره مرحله دوم الیگونوکلئوتیدهای اتصال یافته خالص شوند. بعد از آن 

ها از ای اتصال یافته به صورت اختصاصی بدست آید. این مولکولهشود تا نهایتا الیگونوکلئوتید

 گیرندیابی قرار میشوند. بعد از آن تخلیص شده و مورد توالین میوتکثیر و سپس کل PCRطریق 

 .(2007استولتنبرگ، ؛ 5-1)شکل  شوندو برای اهداف مختلف استفاده می

)ارلین  شوندمولکول هدف گزینش میدر روش بیوپنینگ آپتامرهای پپتیدی باند شده به 

(. مرحله اول داشتن کتابخانه تظاهر فاژی است. برای تولید این کتابخانه قطعات 2000همکاران، و

 های کنند و این قطعات کوتاه ژنی به صورت توالیمی M13باکتریوفاژ g3ژن خارجی را وارد ژن 

                                                           
31 - Systematic evolution of  ligand by exponential enrichment 
32 - Biopanning  
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انتخاب  RNAیا  DNAهای الیگونوکلئوتیدی از جنس کتابخانه. ابتدا SELEXتصویر شماتیکی مراحل  5-1شکل

شو، وگیرند و سپس با شستهای هدف، در معرض این کتابخانه قرار میشوند. در مرحله بعد مولکولمی

کنند و دوباره مرحله می خالصاتصال یافته را  هایالیگونوکلئوتیدشوند. های اتصال نیافته حذف میالیگونوکلئوتید

ها از د. این مولکولنهای اتصال یافته به صورت اختصاصی بدست آیشود تا الیگونوکلئوتیدبار تکرار می 10تا  6 قبل

 . (2012)سانگ و همکاران،  شوندتکثیر و سپس کلن می PCRطریق 
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در نتیجه  (.2002هواوگنبووام، ؛ 6-1شکل شود )می پپتیدی در پوشش پروتئینی فاژ ظاهر

ا در معرض مولکول کتابخانه فاژی ر آید.های مختلف پپتیدی به وجود میای از فاژ با توالیکتابخانه

شوند. در مرحله بعد، دهند در نتیجه فقط پپتیدهای خاصی با مولکول هدف جفت میهدف قرار می

شود. بعد از آن فاژهای باند اند انجام میشست و شو برای شستن فاژهایی که به هدف جفت نشده

-مورد نظر استفاده می ن توالی یابی و از آن توالی برای اهدافپپتید آشوند. توالی شده خالص می

 (.7-1شود )شکل 

 های هدف توسط آپتامراساس بيوفيزيکی توانايی شناسايی اختصاصی مولکول  1-6-2

های سه رتوانند به صورت ساختاها میاساس بیوفیزیکی این توانایی ناشی از چند عامل است. آپتامر

و نظایر  36چهاربعدی پیچیده، ساختار 35، شبه گره34، سنجاق سری33بعدی خاصی نظیر ساقه حلقه

آورد )شکل و اتصال به اهداف مولکولی را فراهم می 37ها تا بخورند که امکان مکمل بودن شکلیآن

 (.2008استرلیز، ؛ 1-8

ار چهارتایی پیچیده است. است ساختها که بسیار مورد توجه و مطالعه قرار گرفتهیکی از این ساختار

ها باعث ا و ایجاد پیوند هیدروژنی بین آنهخاصی در الیگو نوکلئوتیدهای گوانین با توالی وجود باز

 quadruplet شود که متعاقبا ایجاد پیوند هیدروژنی بین چند می quadrupletایجاد صفحاتی به نام 

 گردد. همچنین وجود یک یون فلزیمی quadruplexگیری و ایجاد صفحات موازی باعث شکل

 های گوانین هایی که در بین بازگردد. باز quadruplexتواند باعث پایداری نظیر سدیم و پتاسیم می

 

                                                           
33 - Stem loop 
34 - Hairpin 

35 - Pseudoknot 

36 - Quadruplex 
37 - Shape complementray 
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 g3برای تولید کتابخانه فاژی قطعات ژن خارجی را وارد ژن جهت تولید کتابخانه فاژی.  M13باکتریوفاژ  6-1شکل 

شود پوشش پروتئینی فاژ ظاهر میهای پپتیدی در کنند و این قطعات کوتاه ژنی به صورت توالیمی M13باکتریوفاژ 

 .(2002هواوگنبووام، )
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دهند در نتیجه فقط کتابخانه فاژی را در معرض مولکول هدف قرار می .بیوپنینگتصویر شماتیکی روش   7-1شکل 

شوند. در مرحله بعد، شست و شو برای با مولکول هدف جفت می در ناحیه پوشش پروتئینی فاژ پپتیدهای خاصی

شوند. توالی پپتید شود. بعد از آن فاژهای باند شده خالص میاند انجام میشستن فاژهایی که به هدف جفت نشده

 .(2012شود )هانگ و همکاران، آن توالی یابی و از آن توالی برای اهداف مورد نظر استفاده می
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: e: شبه گره، d: سنجاق سری، cحلقه،  : ساقهb: ساختار چهارتایی پیچیده، a ها.انواد تاخوردگی آپتامر 8-1شکل

 (2008)استرلیز،  ایریشه 3اتصال 
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)شکل   گیردقرار می quadruplexگیرند به صورت لوپ در اطراف صفحات موازی ساختار قرار می

  (.2012؛ لیو و همکاران، 1-9

طی تحقیق روی ویروس نقص ایمنی انسان  1980دهه در  تصور اتصال نوکلئویک اسید با پروتئین

(HIVو آدنوویروس )ا تعدادی هها شکل گرفت. این ویروسRNA کنند کوچک ساختمانی تولید می

شوند )دولینز و های ویروسی با چسبندگی و اختصاصیت بالا باند میهای سلولکه با پروتئین

38های کوچک RNA ، این  HIVدر   (.2008سلینگر، 
TAR  )عناصر پاسخ فعال سازی ترانس(

)سولنگر و همکاران، ویروسی در تکثیر ویروس نقش دارند  Tatشود که به همراه پروتئین نامیده می

های هدف درگیر آپتامرهای اختصاصی برای مولکولوضود محققان را بر آن داشت تا این م (.1990

های ویروسی را گزینش کنند. در حوضه کشاورزی های مختلف مثل سرطان و آلودگیدر بیماری

هایی که با اهداف درمانی ها وجود ندارد. در ادامه به بررسی آپتامرگزارشی در خصوص کاربرد آپتامر

 شود.اند پرداخته میتولید شده

 های درمانیآپتامر 1-7

آپتامر اختصاصی فاکتور رشد اندوتلیال عروقی  39(FDAسازمان غذا و دارو ) تاییدبا  2004در سال 

(VEGF)40 ( برای درمان بیماری تخریب وابسته به سنAMD)41  )به عنوان داروی تجاری )ماکوژن

 آپتامر به خاطرداشتن عمر زیاد درون چشم بسیار مورد(. این 2006)بونکا و استوکلی، شناخته شد 

های موجود در آپتامرها برای موارد سیستمیک همچون شناسایی پروتئین  توجه قرار گرفته است.

 هایی که اهداف دارویی جریان خون مانند ترومبین مناسب هستند. تعدادی از آپتامر

                                                           
38 - Trans-activation response element 

39 - Food and Drug Administraton 

40 - Vascular endothelial growth factor 
41 - Age-related macular degeneration 
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 quadrupletگوانین باعث ایجاد صفحاتی به نام  باز 4 ایجاد پبوند هیدروژنی بین .quadroplexساختار  9-1شکل

 گردد.می quadruplex ساختار گیریباعث شکلquadruplet شود که متعاقبا ایجاد پیوند هیدروژنی بین چند می

  (.2012)لیو و همکاران،  گردد quadruplex ساختار تواند باعث پایداریمید یک یون فلزی وجو

 

 

 

 

 



 

‌27 
 

تنها یک آپتامر به عنوان ترکیب دارویی رسما وارد  2010است. تا سال  ( آمده3-1) دارند در جدول

 (.4-1بازار شده است و هشت آپتامر دیگر نیز در مراحل کسب مجوزهای کلینیکی هستند )جدول 

 کاربرد آپتامرها به عنوان عناصر زيستی 1-8

های مختلف ایجاد بیماریزا هستند که باعث های بیماریپرتوزوا، ویروس و باکتری میکروارگانیسم

توان به پلاسمودیوم، زای مهم میهای بیماریشود. از میکروارگانیسمگیاهی، حیوانی و انسانی می

اشاره کرد که هر ساله صدمات  Salmonella( و E.coli(، اشرشیاکلی )HIVویروس ایمنی انسانی)

(. بنابراین باید دنبال روشی کم 2009کند )نایا ، بزرگی به سلامتی انسان، حیوان و گیاه وارد می

زا را در های بیماریهزینه با حساسیت بالا و سرعت بالا بود تا حضور و گسترش میگروارگانیسم

زا بیماریهای کشف میکروارگانیسم های سنتی برایمحیط و غذا گزارش و کنترل کند. راه

ها حساس و اختصاصی هستند های بیوشیمیایی پیچیده است. این روشجداسازی، کشت و تست

ها به های اخیر بیوسنسورروز(. در سال 7تا  5ها زمان طولانی است )معمولا ولی مشکل اصلی آن

عنوان تکنیکی سریع، حساس، با اختصاصیت بالا و هزینه کم به طور گسترده برای ردیابی 

. بین عناصر تشخیصی زیستی و  (2008)یانگ و بشیر، رود کار میزا بههای بیمارییکروارگانیسمم

شود و بیوسنسورها اطلاعات بیولوژیکی تولیدی های اختصاصی تشکیل میزا پیوندموجودات بیماری

توانند الکتریکی ها میکنند این سیگنالهای خروجی تبدیل میحاصل از این پیوندها را به سیگنال

. یکی از این  (2011ها هدف ردیابی شود )الرت و همکاران، ند و توسط این سیگنالیا نوری باش

ها ایجاد ها در بیوسنسوربادیها هستند. مزیت استفاده از آنتیبادیعناصر تشخیصی زیستی آنتی

-چنین از بین رفتن آنتی های اختصاصی است. اما تجهیزات زیاد و پرهزینه برای ردیابی و هماتصال

ها است. بنابراین عناصر تشخیصی زیستی جدید مثل ها از مشکلات استفاده آنها در بیوسنسوربادی

 زا مفید است. های بیماریها را ندارند برای ردیابی میکروارگانیسمبادیها که مشکلات آنتیآپتامر
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 هدف کاربرد درمانی

 α-thrombin جلوگیری از لختگی خون

 HIV-1 reverse transcriptase جلوگیری از تکثیر ویروسی

 HIV-1 Rev جلوگیری از تکثیر ویروسی

 Fibroblast growth Fctor 2, basic جلوگیری از آنژیوژنز

 Respiratory syncytical virus جلوگیری از آلودگی

 HIV-1 integrase جلوگیری از تکثیر ویروسی

 Vascular endothelial growth factor تخریب وابسته به سنجلوگیری از 

 Platelet-derived growth factor جلوگیری از گسترش تومور

 Immunoglobulin E جلوگیری از آلرژی

 L-Selectin تعدیل کردن التهاب

 D-Adenosine ناشناخته

 Acetylcholine-specific auto-antibodies درمان ضعف عضلانی گراویس

 Interferon-y تعدیل التهاب و پاسخ ایمنی

 Keratinocyte growth factor یافته تلیال توسعهدرمان بیماری اپی

 Neutrophil elastase تعدیل کردن التهاب

 P-selectin جلوگیری از چسبندگی ویروسی

 Acetylcholine receptor های عصبیدرمان انتقال

 Protein tyrosin phosphatase های عفونیشو ، ARDSدرمان 

 Activated protein C جلوگیری انکوژن، تنظیم ویروسی

 CD4 جلوگیری از لختگی خون

 Nuclear factor-kB تعدیل پاسخ ایمنی

 (2010)کفه و همکاران،  ها با اهداف داروییتعدادی از آپتامر 3-1جدول 
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 نام )کمپانی( هدف فاز

در آمريکا و 

انگلستان آزمايش 

 است شده

 Pegaptanib sodium/Macugen فاکتور رشد اندوتلیال عروقی

(Pfizer/Eyetech) 

 AS1411/AGRO001 (Antisoma) نوکلئولین 2فاز

 IXaفاکتور انعقاد  2فاز
REG1/RB006 plus RB007 

(Bioscience) 

 A1 ARC1779 (Archemix)دومین  فاکتور ویلبرند  2فاز

 NU172 (ARCA biopharma) ترومبین 2فاز

5تکمیل ترکیب  1فاز  ARC1905 (Ophthotech) 

گرده خون مشتق شده از  1فاز

 فاکتور رشد
E10030 (Ophthotech) 

 CXCL12 NOX-A12 (NOXXON Pharma) 1فاز

 CCL12 NOX-E36 (NOXXON Pharma) 1فاز

 

 

اند و یا در مراحل کسب مجوز هایی که تاکنون به محصول تجاری تبدیل شدهآپتامر 4-1جدول 

            (2010)کفه و همکاران، کلینیکی هستند 
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 آپتامر برای تشخيص پروتوزوا 1-8-1

Trypanosoma cruzi شود که صدمات زای مهم محسوب میهای بیمارییکی از میکروارگانیسم

اولین آپتامری است که برای تشخیص  Trypanosomeکند. زیادی را به انسان و حیوان وارد می

Trypanosoma brucei ( از کل سلول 1999گزارش شده است. هومان و گورینگر )Trypanosoma 

brucei های تاژ به عنوان هدف استفاده کردند تا آپتامر آن را شناسایی کنند. این آپتامر پروتئین-

کند. اولرین و دهد و با آن اتصال برقرار میرا تشخیص می Trypanosoma bruceiدار سطح سلول 

شناسایی کردند که به طور  Trypanosoma bruceiتامر دیگری را برای ( آپ2002همکاران )

 شود.اختصاصی به سطح سلول این میکروارگانیسم جفت می

 آپتامر برای تشخيص ويروس 1-8-2

 (، ویروس آنفولانزا2002)بیروسیو و همکاران،  Cهای هپاتیت های اختصاصی برای ویروسآپتامر

(، و 2006؛ دستفانو، 2003؛ خطس و همکاران، 2000یاماموتو، )  HIV(، ویروس2006)گوپیناس، 

اند. در ادامه به بررسی شناسایی شده  (2008)جنگ و همکاران،  42(SARSسندرم تنفسی شدید )

 شود.ها استفاده شده پرداخته میهای هدفی که برای گزینش این آپتامربافت

)بیروسیو،  NS5( و 2000)فوکودا و همکاران،  NS3های غیر ساختاری فوکودا و بیروسیو پروتئین

را به عنوان هدف برای گزینش آپتامر انتخاب کردند. گوپینا و همکاران  C( ویروس هپاتیت 2001

به عنوان هدف برای  H3N2 ها از کل سلول گزارش کردند. آن Aآپتامری علیه ویروس آنفولانزا 

 H3N2 روی سطح سلول  HAبا پروتئین اتصال آپتامر استفاده کردند. این آپتامر به طور اختصاصی 

تر از برابر قوی 15شود برقرار می HAهای شود. اتصال بین آپتامرهایی که با پروتئینجفت می

                                                           
42 - Severe acute respiratory syndrome 
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سه نود آپتامر اختصاصی  HIVبرای ویروس است.  HAبادی مونوکلونال و پروتئین اتصال بین آنتی

)ترانس کریپتاز  RTهای ساختمانی پروتئینها توانایی شناسایی شناسایی شده است. این آپتامر

 ( و2003)خطی و همکاران،  gp120های ساختاری (، پروتئین2006)دسافانو،  (P50معکوس 

 ( را دارند.2000)یاماموتو و همکاران،  Tatهای تنظیمی پروتئین 

 آپتامر برای تشخيص باکتری 1-8-3

 Bacillus(، اسپورهای2008)پار  و همکاران،  E.coliهایی ازجمله هایی آپتامربرای باکتری

anthracis  ،(1999)یرونو و همکاران  ،Salmonella ،Staphylococus aurenus  ،زلادا و همکاران(

2009 ،)Mycobacterium tuberculosis  وCampylobacter jejuni ( 2010ن، )دیودی و همکارا

 است.آپتامر شناسایی شده

E.coli  باکتری اصلی در روده انسال و حیوان است که چند نود خونی آن پاتوژن انسان و حیوان

گزارش  Ecoliبرای  های بسیاریهای اخیر آپتامرمخصوصا کودکان و حیوانات جوان است. در سال

به عنوان هدف برای گزینش  E.coli 0111:B4اندوتوکسین  LPS( از 2008شده است. برونو )

( پروتئین 2010استفاده کرده است. برونو و همکاران ) E.coli 0111:B4ص علیه های خاآپتامر

توالی  25را به عنوان هدف برای گزینش آپتامر انتخاب کردند و به  E.coli 8739غشای خارجی 

 E.coli k88و  ∝DH5شامل  E.coliهای دیگری برای سایر انواد علاوه آپتامره آپتامری رسیدند. ب

 Bacillus anthracisهای ( از اسپور2002ژن و همکاران )اند. ( گزارش شده2008)سو و همکاران، 

توالی آپتامری که به این  79سیکل به  18به عنوان هدف برای گزینش آپتامر استفاده کردند و طی 

 شود دست یافتند.اسپور متصل می
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 زایی،، نحوه بیماریpthAزای بیماری تئیندر این فصل به بررسی باکتری عامل شانکر مرکبات، پرو

های غیر قدری به اختصار به مرور منابع در سایر حوزهبه جهت فقدان مطالب و  خصوصیات آپتامر

های آزمایشگاهی جهت کلون و پرداخته شد. در فصل بعدی به توضیح روش گیاهی و کشاورزی

 .شودپرداخته می pthAبیان آپتامر در گیاه در جهت بازدارندگی پروتئین 

  





‌ 
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 مواد شيميايی 2-1

اسید استیک، آگارز، آگار، گلیسرول، اتانول، متانول، گلوکوز، گلایسین، نیترات نقره، تریس باز، 

اکریل آمید، بیس آکریل آمید، بروموفنول بلو، فرمالدئید، رنگ کوماسی بلو، آمونیوم پر سولفات، 

، NaCl ،Skimmed milkمرکاپتواتانول، استون، ساکارز، دی اتانول آمین، نیترو فنول فسفات، 

TEMED ، TCA ،SDS ،MES ،Tween 20 ،NP-40 ،Na2HPO4، NaH2PO4 ،NaOH ،CaCl2 ،

MgCl
2

 ،Na2CO3 ،Na2S2O3 ،NaHCO3، NaN3 ،KCl  ازMerck  دارمشتاد، آلمان( تهیه(

)نیویور ، آمریکا( خریداری  Sigmaو اتیدیوم بروماید از  BCIP/NBTاستو سرینگان، قرص  گردید.

های برشی ، نشانگر وزن مولکولی پروتئین، آنزیمkb1های وزن مولکولی نشانگر، PMSF ،BSAشد. 

XbaI  وSacI ،آنزیم DNA Ligase  T4 ،بادی ثانویه متصل به آنزیم آلکالاین فسفاتاز آنتیGoat pAb 

to Ms IgG (Ap) ،و ریفامپسین از  سیلینهای کانامایسین و آمپیبیوتیکآنتیFermentas 

PCR Buffer ،dNTP ،MgCl)ماساچوست، آمریکا( ابتیاد گردید. 
2

از  Taq DNA polymerase و 

، کیت خالص سازی از روی ژل PCRخالص سازی محصول  سیناژن )تهران، ایران( تهیه شد. کیت

 Rocheاز شرکت  Anti-c-mycکیت استخراج پلاسمید،  )داجون، کره( تهیه گردید. Bioneerاز 

 )پنزبرگ، آلمان( خریداری شد.

 های آزمايشگاهیدستگاه 2-2

 ،، آلمانPCR (Peq lab)دستگاه  ، آلمان(،Innova 4000) در این پژوهش از دستگاه شیکر انکوباتور 

، انکوباتور ، آمریکا(Beckmanدار )میکروفیوژ یخچال، ، آلمان(Ependorfدار )سانتریفیوژ یخچال

(Memert)آلمان ، ،( دستگاه ورتکسHeidolph)دستگاه ، آلمان ،Power supply  پدیده نوژن( 
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، Hot block (Biotechnologyپارس، ایران(، تانک الکتروفورز )پدیده نوژن پارس، ایران(، دستگاه 

   سیستم عکس برداری از ژل ،، آمریکا(Bioradآلمان(، اسپکتروفتومتر و دستگاه وسترن بلاتینگ )

 (Vilber ،فیلترفرا ،)شرکت  2/0های غشایی با اندازه منافذ  نسه( میکرونMillipore)آمریکا ، 

 استفاده شد.

 مورد استفاده های باکتری و ناقل سويه 2-3

و کلون کردن پلاسمیدها و از  43های مستعد ی سلولبرای تهیه DH5αسویه  E.coliاز باکتری 

به منظور انتقال سازه مورد نظر به گیاه استفاده شد. پلاسمید مورد   GV3101سویه  44اگروباکتریوم

ها از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست ها و ناقلبود. این سویه pBI121استفاده، پلاسمید 

 فناوری تهیه شد. 

 ها بيوتيک  آنتی 2-4

های  سیلین، کانامایسین و ریفامپسین با غلظت های آمپی بیوتیک های ذخیره آنتیمحلول

mg/ml100  گراددرجه سانتی -20میکرون عبور داده و در  2/0در آب دوبار تقطیر تهیه و از فیلتر‌

در محیط کشت  50ml  /μgو 30های نهایی  ترتیب با غلظت ها به بیوتیک نگهداری شدند. این آنتی

 شدند. استفاده 

 گر و بافرها های محدود آنزيم 2-5

صددرصد فعالیت  XbaIآنزیم  ،Tangoدر بافر  در این پژوهش استفاده شدند.SacI و  XbaI دو آنزیم

در   SacIدرصد فعالیت دارد به همیت دلیل برای فعالیت کامل آنزیم  100تا  SacI 50 و آنزیم

 .برابر از آن استفاده شد 2ها، به مقدار  واکنش
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  c-myc YPASYMQ +سنتز قطعه  2-6

در ابتدای  Xba I و دو جایگاه برشی  c-mycتوپ به همراه اپی HPYTFLNنقشه آپتامر پپتیدی 

در انتها و ابتدای دو قطعه تهیه و جهت سنتز به  GCGCو چهار باز  3΄در انتهای SacI  و 5΄

(. این شرکت ابتدا قطعه سفارش داده شده را سنتز و 1-3کره فرستاده شد )شکل  Bioneerشرکت 

 .کلون کرد pGEM-B1در ناقل  EcoRIتوسط دو جایگاه برشی سپس 

، پرایمرهای LacZسیلین، ژن گزارشگر ، حاوی ژن مقاومت به آمپیbp 3003این وکتور شامل 

M13F ،T7 ،SP6  وM13R  داده شده ابتدا توسط این شرکت  (. توالی سفارش2-3است )شکل

درون این وکتور کلون و در نهایت به صورت اتوماتیک  EcoRІسنتز شد و از طریق جایگاه برشی 

 سکانس شد.

هر ساختاری که توسط یک آنتی بادی مورد شناسایی قرار گیرد، اپی توپ )عامل آنتی ژنی( نامیده 

 است که تنها ده اسید آمینه طول دارد و توالی این  c-mycها، اپی توپ توپشود. یکی از این اپیمی

 (residues 408 through 432)باشد. این اپی توپ از ناحیه ترمینال می EQKLISEEDLپپتید پلی

های چسبنده و توپ(. انواد اپی1985تهیه شده است )اوان و همکاران،  c-mycپروتئین انسانی 

 ت.آورده شده اس 1-3ها در جدول توالی آن

 طراحی پرايمر جهت اضافه کردن کدن آغاز و پايان 2-7

طراحی  c-mycتوپ جهت اضافه کردن کدون آغاز قبل از توالی آپتامر و کدن پایان بعد از اپی

( و توسط شرکت تکاپوزیست سنتز 2-3پرایمر با توجه به توالی سنتز شده صورت گرفت )جدول 

 حاوی سازه سنتز شده مورد نظر که به صورت پودر سفید رنگ بود طبق  pGEM-B1ناقل  شد.
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شامل جایگاه برش  5΄. این توالی از قسمت جهت سنتز Bioneerسفارش داده شده به شرکت  توالی 1-3شکل 

XbaI آپتامر ،YPASYMQ  ، اپی توپc-myc  و جایگاه برشSacI 

 

 

 

 pGEM-B1 (bioneer.co.kr)وکتور  2-3شکل 

GCGCTCTAGACATCCTTACACGTTCTTGAACGAACAAAAGCTTATTTCTGAAGAAGACCTTGAGCTCCGCG 

CGCGAGATCTGTAGGAATGTGCAAGAACTTGCTTGTTTTCGAATAAAGACTTCTTCTGGAACTCGAGGCGC 

 

 

 XbaI ΄5 Aptamer  YPASYMQجایگاه برش 

 

 SacIجایگاه برش   c-myc ‌‌΄3 اپی توپ
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 هاها و توالی آنتوپانواد اپی 1-3جدول 

 نام تعداد اسيدآمينه توالی

C-terminal equence of yeast protein. Sequence: EEF 3 α-tubulin 

VP7 protein of blue-tongue virus. Sequence: 

QYPALT 
6 B-tag 

Sequence: GAPVPYPDPLEPR 13 E-tag 

Human c-myc gene protein. Sequence: 

EQKLISEEDL 
10 c-myc 

Synthetic peptide. Sequence: DYKDDDDK 8 FLAG epitope 

Peptide from human influenza hemagglutinin protein. 

Sequence: YPYDVPDYA 
9 HA 

Polyhistidine bind metal ligand (affinity 

chromatography) 
10یا  6  His6 or His10 

Peptide from herpes simplex virs glycoporotein 

D.Sequence: QPELAPEDPED 
11 HSV 

P/V protein of paramyxovirus SV5. Sequence: 

GKPIPNPLLGLDST 
14یا  9  Pk-tag 

Sequence: EDQVDPRLIDGK 12 Protein C 

Major capsid protein of the T7 phage. Sequence: 

ASMTGGQQMG 
11 T7 

Vesicular Stomatitis Virus Glycoprotein. Sequence: 

YTDIEMNRLGK 
11 VSV-G 

 

 

 پرایمرهای طراحی شده جهت اضافه کردن کدن آغاز و پایان 2-3جدول 

Tm ( 3→΄5توالی΄) نام پرايمر 

4/64  °C GCGCTCTAGAATGCATCCTTACAC F Aptamer 

65 °C GCGGAGCTCCTAAAGGTCTTCTTC R Aptamer 
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ترانسفورم  DH5α سویه E.coli 45های مستعد دوبار تقطیر استریل رقیق و به سلولپروتکل با آب 

 شد.

 -10را در  DH5αسویه  E.coliیک تک کلون از کشت جامد باکتری های مستعد جهت تهیه سلول

گراد به مدت یک درجه سانتی 37دار با دمای  و در انکوباتور شیکر مایع حل کرده LBلیتر  میلی 5

ریخته و  LBلیتر میلی 100از آن برداشته و در ارلن حاوی ml  1داده شد. صبح روز بعدشب قرار 

به حدود  OD600گراد قرار داده شد تا میزان جذب در درجه سانتی 37دار با دمای  در انکوباتور شیکر

دقیقه بر روی یخ  30برسید. سپس این محیط در دو فالکون تقسیم شده و به مدت  3/0 -5/0

دقیقه سانتریوفوژ  10به مدت  g × 3300گراد و دوردرجه سانتی 4ه شد. دو فالکون در دمای انکوب

 100با غلظت  CaCl2محلول لیتر میلی 25شد. مایع رویی خالی شد. رسوب تشکیل شده در 

درجه 4دقیقه روی یخ انکوبه شد. در دمای  45درصد گلیسرول حل شد و  15مولار به همراه میلی

دقیقه سانتریوفوژ شد. مایع رویی خالی شد. رسوب تشکیل  10به مدت  g × 3300و دور گرادسانتی

 100سوسپانسیون حاصل به صورت تهیه شده حل شد.  CaCl2محلول لیتر میلی 1شده در 

 منتقل شد. -70تقسیم شد و سریعاً به فریزر ها در ویالمیکرولیتر 

از روش شو  حرارتی به شرح زیر برای انتقال پلاسمید  E.coliهای مستعد  جهت تراریختی سلول

 میکرولیتر 5های مستعد،  میکرولیتر از سلول 100 به درون باکتری استفاده شد. به ویال حاوی

  های باکتری به و سلول DNA میکرولیتر محصول لیگاسیون اضافه شد. 20پلاسمید مورد نظر یا 

یخ قرار گرفت. به مخلوط فوق، شو  حرارتی به مدت  دقیقه روی 30آرامی مخلوط شده و به مدت 

دقیقه در  3داده شد. بلافاصله نمونه روی یخ منتقل شد و  گراددرجه سانتی 42ثانیه در دمای  90

بیوتیک به مخلوط فوق اضافه و به مدت  بدون آنتی LBمیکرولیتر محیط  900این حالت باقی ماند. 
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درجه  4درجه قرار داده شد. بعد از این مدت در دمای  37ی دار دما یک ساعت در انکوباتور شیکر

 100 دقیقه سانتریوفوژ شد. رسوب باقی مانده در 10به مدت  g × 3300گراد و دورسانتی

بیوتیک مناسب واجد آنتی LB  سپس کل آن بر روی پلیترویی حل شد.  LBمحیط میکرولیتر 

 وبه شد.درجه انک 37ساعت در دمای  16برده شد و به مدت 

گراد درجه سانتی 37ساعت قرارگیری در دمای  16واجد این پلاسمید، بعد از   های باکتریکلونی

 سیلین رشد کردند.روی محیط حاوی آنتی بیوتیک آمپی

 PCRبه روش کلنی  Aptamer + c-mycهای واجد  غربال کلون 2-8

انتخاب شدند.  PCRبا روش کلنی به همراه دو جایگاه برشی،   Aptamer + c-mycهای واجد کلونی

 2میکرولیتر انجام شد. مواد استفاده شده در این واکنش شامل  25در حجم  PCRواکنش 

 10ماکرولیتر از هریک از آغازگرهای پیشرو و پس رو ) PCR Buffer (×10)، 1ماکرولیتر 

MgClماکرولیتر   1مولار(، میلی 10) dNTPماکرولیتر  1پیکومول(، 
2

 Taqمولار( و یمیل 50)  

DNA polymerase (Unit 1 است. برنامه )PCR  درجه  94با واسرشته سازی اولیه در دمای

درجه  62ثانیه؛  30گراددرجه سانتی 94]سیکل  30دقیقه( شرود شد و شامل  10گراد )سانتی

، کدن آغاز و پایان PCRدر نتیجه این بود.   [ثانیه 30گراد درجه سانتی 72ثانیه؛  30گراد سانتی

 اضافه شد.  PCRهم به محصول 

  DNAواکنش برش آنزيمی  2-9

های تاییدی پس از استخراج پلاسمید )روش استخراج پلاسمید در پیوست آمده است( از کلون

های برشی طی سنتز، واکنش برش ، جهت اطمینان از سالم بودن جایگاهAptamer + c-mycواجد 

در  SacIو  XbaIهای ( و آنزیم1×) Tango Buffer نانوگرمpGEM-B1 (266  ،)آنزیمی با پلاسمید 

گراد انجام شد. سپس کل محصول درجه سانتی 37ساعت در دمای  3به مدت میکرولیتر  20حجم 
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درصد برده شد. برای  5/2خورده مورد نظر روی ژل آگارز هضم شده جهت مشاهده قطعه برش

گرم  75/3 شامل TBE (5x) بافر  ترکیباتشود. استفاده می TBEاز بافر  DNDالکتروفورز 

EDTA ،5/27  گرمBoric acide  گرم  54وTris-base ت. اسpH  بافر بایستی قبل از اتوکلاو روی

این بافر در دمای اتاق شود. دقیقه اتوکلاو می 20تنظیم گردد. پس از تهیه، بافر به مدت  8

 DNAبرای تهیه بافر لودینگ  .شدرقیق  x 5.0 مقطر به میزاننگهداری و در زمان مصرف با آب 

لیتر تریس اسیدی میلی 33گرم زایلن سیانول در میلی 250بلو و یا  فنل گرم برومومیلی 250( ×6)

لیتر آب مقطر به آن میلی 7لیتر گلیسرول و میلی 60حل شده و ( pH =6/7مولار )میلی 150

محلول ذخیره  آمیزی ژل الکتروفورزرنگاضافه شد. این بافر در دمای اتاق نگهداری شد. برای 

در تاریکی باید . این محلول شدلیتر در آب مقطر حل گرم در میلیمیلی 10اتیدیوم برماید با غلظت 

 ودنگهداری ش

 واکنش برش تک آنزيمی  2-9-1

های های برشی طی سنتز، واکنش برش تک آنزیمی با آنزیمبودن جایگاهجهت اطمینان از سالم 

XbaI، SacI  وEcoR౹  میکرولیتر و با پلاسمید  20به صورت جداگانه در حجمpGEM-B1 (251 

گراد و به مدت درجه سانتی 37ها در دمای انجام شد. این واکنش Tango Buffer (×1)نانوگرم( و 

درصد  1محصول هضم شده جهت تایید برش روی ژل آگارز  سپس کلساعت صورت گرفت.  3

 برده شد.

 pBI121هضم آنزيمی وکتور  2-9-2

رود. توالی کامل آن کار میبه طور گسترده در انتقال ژن به واسطه اگروباکتریوم به pBI121ناقل 

، حاوی مرز راست، کاست بیانی مارکر bp 6193شامل  T-DNAاست. ناحیه  bp 14758شامل 
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( و مرز چپ GUSگلوکوزیداز )-B(، ژن گزارشگر NPTII) IIگزینشی نئومایسین فسفوترانسفراز 

( 3-3)شکل  قرار دارد SacIو بعد از آن جایگاه برشی  XbaI جایگاه برشی GUSاست. قبل از ژن 

 (.2003)چن و همکاران، 

های برشی آنها در قطعه سنتز شده که جایگاه SacIو  XbaIسط دو آنزیم برشی تو pBI121وکتور 

میکرولتر با  20واکنش برش آنزیمی در حجم  .تعبیه شده بود، مورد هضم آنزیمی قرار گرفت

به مدت  SacIو  XbaIهای ( و آنزیم1×) Tango Buffer نانوگرمpBI121 (266  ،)پلاسمید 

گراد انجام شد. سپس الکتروفورز ژل آگارز انجام شد تا وکتور سانتیدرجه  37ساعت در دمای 3

 برش خورده از روی ژل خالص شود )روش تخلیص باند از روی ژل در پیوست آمده است(.

 pBI121ناقل بيانی به  Aptamer + c-mycقطعه اتصال  2-10

در پیوست آمده است( و توسط دو آنزیم  PCRخالص )روش خالص سازی محصول  PCRمحصول  

XbaI  وSacI و با وکتور  داده شد برشpBI121 وارد واکنش اتصال هابا همین آنزیم برش خورده ،

 5/3 نانوگرمpBI121 (200 ،)ماکرولیتر پلاسمید  5/1میکرولیتر با  20شد. این واکنش در حجم 

 2و  T4 DNA Ligaseماکرولیتر آنزیم  Insert (Aptamer + c-myc ،)5/0قطعه  ماکرولیتر

گراد درجه سانتی 16ساعت در دمای  16مدت   بهBuffer T4 DNA Ligase (×10 )ماکرولیتر 

ها ترانسفورم شد و باکتری Ecoliهای مستعد محصول حاصل از این واکنش به باکتری انجام شد.

بیوتیک گراد، روی محیط کشت حاوی آنتیدرجه سانتی 37ساعت  قرار گیری در دمای  16بعد از 

 کانامایسین رشد کردند.
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 bp 14758. توالی کامل این وکتور pBI121 (k.com eywordpicture)نقشه ژنتیکی ناقل دوگانه گیاهی  3-3شکل

 II، شامل مرز راست، کاست بیانی مارکر گزینشی نئومایسین فسفوترانسفراز bp 6193شامل  T-DNAاست. ناحیه 

(NPTII ژن گزارشگر ،)B-( گلوکوزیدازGUS و مرز چپ است. قبل از ژن )GUS  جایگاه برشیXbaI  و بعد از آن

 .قرار دارد SacIجایگاه برشی 
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روش به  Aptamer + c-mycحاوی  pBI121واجد پلاسميد   Ecoliهای  غربال کلون 2-11

 PCRکلنی 

بررسی  PCRبیوتیک کانامایسین، از طریق کلنی  دارای آنتی LBیافته روی محیط  های رشد  کلون

 2میکرولیتر انجام شد. مواد استفاده شده در این واکنش شامل  25در حجم  PCRواکنش  .دندش

 10ماکرولیتر از هریک از آغازگرهای پیشرو و پس رو ) PCR Buffer (×10) ،1ماکرولیتر 

 5/0مولار( و میلی 50) MgCl2ماکرولیتر  6/0مولار(، میلی 10) dNTPماکرولیتر  1پیکومول(، 

با  pBI121وکتور در Aptamer + c-mycوجود ( است. Unit 1) Taq DNA polymeraseماکرولیتر 

ها های واجد سازه مورد نظر، پلاسمید آناز تعیین کلنیتایید شد. پس های اختصاصی  کمک پرایمر

 جهت تعیین توالی استخراج و به شرکت ژن فناوران فرستاده شد. Rocheتوسط کیت 

 Aptamer + c-mycحاوی  pBI121واجد پلاسميد اگروباکتريوم های  غربال کلون 2-11-1

 PCRروش کلنی به 

های استخراج پلاسمید صورت گرفت و پلاسمید حاصل به سلول Ecoliهای تایید شده از کلنی 

 اگروباکتریوم مستعد ترانسفورم شد.

ریخت کردن آن ها یک تک کلون از  تراو  GV3101های مستعد سویه جهت تهیه اگروباکتریوم

داده و در  صورت مایع کشت  به LBلیتر  میلی 5 -10در  GV3101کشت جامد اگرو باکتریوم سویه 

 1به مدت یک شب قرار داده شد. صبح روز بعد ‌گراددرجه سانتی 28دار با دمای  باتور شیکرانکو

سوسپانسیون شد و در انکوباتور  LBلیتر میلی 50لیتر از آن را برداشته و در ارلن حاویمیلی

ساعت قرار داده شد تا میزان جذب در  3تا  5/1به مدت  گرادسانتیدرجه  28دار با دمای  شیکر

OD600  درجه  4رسید. سپس این محیط در فالکون ریخته شده و در دمای  1 -5/0به حدود

دقیقه سانتریوفوژ شد. مایع رویی خالی شد. رسوب  5برای مدت  g × 3300گراد و دورسانتی
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 100 مولار روی یخ حل شد.میلی 20با غلظت  CaCl2محلول  لیترمیلی 1تشکیل شده در 

میکرولیتر از  5ون ویال از قبل سرد شده ریخته روی یخ قرار داده شد. از آن را در میکرولیتر

دقیقه در نیتروژن مایع قرار داده و به سرعت به  1به درون ویال منتقل شد.  پلاسمید مورد نظر

تازه به آن اضافه کرده و  LB لیترمیلی 1دقیقه منتقل شد.  5به مدت  گراددرجه سانتی 37دمای 

درجه  4گراد انکوبه شد. بعد از این مدت در دمای درجه سانتی 28در دمای ساعت  4-2به مدت 

رویی  LBمیکرولیتر  100دقیقه سانتریوفوژ شد. رسوب در  2به مدت  g × 3300گراد و دورسانتی

 حل شد و روی محیط جامد حاوی آنتی بیوتیک کانامایسین و ریفامپسین کشت داده شد. 

گراد روی محیط کشت درجه سانتی 28از دو روز قرار گرفتن در دمای های اگروباکتریوم بعد کلنی 

 واجدهایی که بیوتیک کانامایسین و ریفامپسین ظاهر شدند. جهت تایید کلونیحاوی آنتی

Aptamer + c-myc  بودند کلونیPCR  میکرولیتر با استفاده از مواد  25در حجمPCR Buffer 

 MgCl2 (5/1مولار(، میلی 2/0) dNTPپیکومولForward (1/0  ،)و  Reverseهای ، پرایمر(1×)

 ( انجام شد.Unit 1) Taq DNA polymeraseمولار( و میلی

 مايه زنی اگروباکتری به گياه 2-12

مایع حاوی آنتی بیوتیک کانامایسین و  LBدر محیط  Aptamer + c-mycاگروباکتری حاوی 

دور در دقیقه رشد داده شد تا زمانی که  180گراد و شیک درجه سانتی 28ریفامپسین در دمای 

OD600میزان جذب در 
 10به مدت  g× 4300دور باکتری توسط سانتریفیوژ با به یک رسید.  46

با  MSدر محیط دقیقه در دمای اتاق رسوب داده شد. پس از حذف مایع رویی، رسوب باکتری 

MgCl ،6/5میلی مولار و اسیدیته  10با غلظت  MES)حاوی بافر  8/5درصد واسیدیته  2ساکارز 
2

 

ساعت بدون  3میکرو مولار( حل و به مدت  150میلی مولار و استوسرینگان با غلظت  10با غلطت 

                                                           
46

 - Optical density 
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با  ساعت محلول فوق به پشت برگ گیاهان 3پس از گذشت  داری شد.شیک در دمای محیط نگه

 میلی لیتری بدون سوزن تزریق شد. 5استفاده از سرنگ 

 های برگاستخراج پروتئين 2-13

بعد از تزریق اگروباکتری به گیاه و بیان قطعه مورد نظر به منظور آنالیز آن، استخراج پروتئین از 

زنی برداشت شدند و بلافاصله در ازت مایع منجمد شدند و روز بعد از مایه 3ها برگ برگ انجام شد.

ها در هاون قرار گرفت.  هنگام استخراج پروتئین، برگ -70 تا زمان استخراج پروتئین در فریزر

چینی به کمک ازت مایع به خوبی پودر شدند و از پودر بدست آمده برای استخراج پروتئین استفاده 

میلی لیتر بافر استخراج )حاوی  1میلی گرم پودر بدست آمده از برگ با  100شد. برای این منظور 

47میلی مولار،  pH ،EDTA 1=  5/8با میلی مولار  50تریس 
PMSF 1  ،میلی مولارMgCl

2
 20 

NP-40% 2/0میلی مولار، 
ساعت در یخچال نگهداری  2% مرکاپتو اتانول( مخلوط گردید و 2،  48

TCAمیلی لیتر استن حاوی ده درصد  1شد. سپس به مقدار 
یک ساعت در دمای  اضافه گردید و 49

سانتریفیوژ شد. به  g× 13000دقیقه در دور  10داری شد. بعد از این مرحله به مدت نگه -20

گراد قرار درجه سانتی 4میلی لیتر استن سرد اضافه شد و نیم ساعت در دمای  1رسوب باقی مانده 

سانتریفیوژ شد و از پودر سفید آن جهت الکتروفورز  g× 13000دقیقه با دور  10گرفت. به مدت 

 شد. استفاده

 سنجش غلظت پروتئين 2-14

( استفاده شد. این 1976به منظور تعیین غلظت کل پروتئین موجود در برگ از روش برادفورد )

روش به خاطر حساسیت و سادگی معمول ترین روش اندازه گیری کمی پروتئین است که بر مبنای 
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 -‌Phenyl methyl sulfonyl fluoride (protease inhibitor) 
48

 -‌Nonyl phenoxy polyethoxy ethanol (detergent) 
49

 -‌Trichloro acetic acid 
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کند. جهت تهیه معرف ابتدا اسیدی کار می pHتوانایی باند شدن رنگ کوماسی بلو به پروتئین در 

لیتر میلی 10درصد در تاریکی به خوبی حل گردید.  96لیتر اتانول میلی 5در  G-250گرم  01/0

درصد قطره قطره به محلول فوق اضافه شد. سپس حجم نهایی محلول با آب  85اسید فسفریک 

50لیتر رسانده شد. برای غلظت سنجی ابتدا محلول میلی 100مقطر به 
BSA (1گرم در میلیمیلی-

میلی لیتر محلول برادفورد اضافه و بعد  1لیتر( در رقت های مختلف تهیه شد. به هرکدام از ویال ها 

 595ها در طول موج ها مشاهده شد. سپس مقدار جذب آناز چند دقیقه تغییر رنگ در ویال

حلول برادفورد خوانده شد میلی لیتر م 1نانومتر خوانده شد. مقدار جذب پروتئین مورد نظر نیز در 

 و منحنی رسم گردید تا غلظت پروتئین مورد نظر محاسبه شود.

 pthAبيان پروتئين  2-15

( 1392توسط مختاری و همکاران )( BL21/ DE3سویه بیانی )و  pET28این ژن در ناقل بیانی 

القاء بیان پروتئین نوترکیب از روش القاء شیمیایی استفاده شد. برای  در نتیجه به منظور کلون شد.

شده با  بیان پروتئین به ترتیب زیر عمل شد. ابتدا یک کلنی مربوط به سویه بیانی تراریخت 

بیوتیک کانامایسین  همراه میزان مناسب آنتی  به LBلیتر محیط میلی 10های نوترکیب در  پلاسمید

لیتر از کشت شبانه به ارلن میلی 1گراد کشت داده شد. صبح روز بعد انتیدرجه س 37در دمای 

بیوتیک کانامایسین تلقیح شد و تا رسیدن به جذب همراه آنتی  به LBلیتر محیط میلی 100حاوی 

8/0- 6/0 = OD600  شد. برای القاء بیان پروتئین،  گراد شیک درجه سانتی 37در دمایIPTG  به

های  گراد شیک شد. برای لیز سلولدرجه سانتی 28محتویات ارلن اضافه شد و ارلن در  دمای 

ها از روش سونیکاسیون استفاده شد. برای این منظور   باکتریایی و خروج محتوای پروتئینی آن

 گراددرجه سانتی 4دقیقه در دمای  5به مدت  g× 1670 ساعت القا، در 6محتویات ارلن بعد از 

                                                           
50

 - Buvin serum albumin 
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دقیقه  20کننده کاملاً حل شد. به مدت  لیتر بافر لیزمیلی 5سانتریفیوژ شد و سپس رسوب در 

و به  Amplitude Microns70محلول ایجاد شده در یخ انکوبه شد. سپس سونیکاسیون با توان 

ثانیه استراحت وجود داشت. تمام مراحل  30که بین هر دوره انجام شد ثانیه ای  30دوره  5تعداد 

دقیقه  20به مدت  g× 1670در   وق بر روی یخ انجام گرفت. بعد از سونیکیت کردن این مخلوطف

سانتریفیوژ شد. در نهایت محلول شفاف رویی برای مراحل بعدی  گراددرجه سانتی 4در دمای 

 نگهداری شد. گراددرجه سانتی 4دمای تلقیح به گیاه در 

 HR جهت بروز علايم pthA پروتئين MIC 51تعيين غلظت  2-16

MIC گیرد اما در این کمترین غلظت از آنتی بیوتیک است که جلوی رشد میکروارگانیسم را می

روی  HR( جهت ایجاد علایم pthAزایی )پروتئین پروژه با هدف تعیین حداقل غلظت عامل بیماری

با روش  BL21/ DE3توتون است. پس از سنجش میزان پروتئین کل بیان شده توسط باکتری 

نیز هست(  pthA پروتئین )که حاوی  BL21از محلول حاوی پروتئین های بیان شده  ،برادفورد

تکرار به  2با  با آب دوبار تقطیر استریل تهیه و 1:6و 1:5، 1:4، 1:3، 1:2، 1:1های مختلف نسبت

 پشت برگ گیاهان توتون تزریق شد.

2-17 SDS-PAGE
52 

های برگ انجام شد. این ژل برای آزمایش وسترن بلات جهت مشاهده پروتئین SDS-PAGEروش 

پس از  ها کاملاً پا  شد. ای شسته و با استون سطح آن برای تهیه این ژل صفحات شیشه نیاز است.

ها بر روی هم سوار و با گیره محکم شدند و به صورت  ها در سه طرف، شیشه انداز نصب فاصله 

منظور جلوگیری از نشت، حد فاصل شیشه با استفاده از  ف قرار گرفتند. به عمودی روی سطح صا
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 - Minimum Inhibitory Concentration 
52

‌‌ - Sodium dodecyl sulphate polyacrylamid gel electrophoresis 
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مولار  5/1بافر ژل پایین دارای غلظت درصد بود ) 12آگاروز مذاب مسدود شد. محلول ژل پایین که 

 70را در حدود  SDSگرم  4/0گرم تریس باز و  2/18است. برای تهیه این بافر  pH=  8/8تریس با 

پایین آورده و حجم نهایی را با آب مقطر به  8/8آن را تا  pHمقطر حل شد. سپس لیتر آب میلی

ای تا  )تهیه محلول ژل پایین در پیوست آمده است( در قاب شیشه لیتر رسانده شد(میلی 100

لیتر آب مقطر از  میلی  متر فضا برای ژل بالا باقی ماند. نیم جایی ریخته شد که حدود دو سانتی

روی سطح ژل ریخته شد. بعد از انعقاد ژل پایین، آب روی آن کاملاً تخلیه شد. محلول کناره شیشه 

 1/6است. برای تهیه آن  pH=  8/6مولار تریس با  5/0بافر ژل بالا دارای غلظت % بود )5ژل بالا که 

 8/6آن به  pHلیتر آب مقظر حل شد. سپس میلی 50در حدود  SDSگرم  4/0گرم تریس باز و 

تهیه محلول ژل بالا در پیوست لیتر رسانده شد( )میلی 100و حجم نهایی را با آب مقطر به تنظیم 

متری بر روی ژل پایین ریخته و شانه به سرعت درون آن قرار  آمده است( تا ارتفاد یک سانتی

ورز ها بر روی تانک الکتروف ها به وسیله گیره گرفت. پس از انعقاد ژل شانه به آرامی خارج شد. شیشه

مولار گلایسین است. میلی 192مولار تریس باز و  25این بافر دارای غلظت سوار شد و بافر مخزن )

در یک لیتر آب مقطر حل شد.  SDSگرم  1گرم گلایسین و  4/14گرم تریس باز،  3برای تهیه آن 

pH  ا مقدار های پروتئینی ب ریخته شد. نمونه است و نیازی به تنظیم ندارد( 3/8این بافر حدود

لیتر میلی 1لیتر برومو فنول بلو و میلی SDS ،5/0گرم  1لیتر گلیسرول، میلی 5مناسب بافر نمونه )

 شد(لیتر رسانده میلی 200لیتر بافر ژل بالا حل کرده و به حجم میلی 10مرکاپتواتانول را با -2

انجام شد.  90ولتاژ ثابت  ساعت با 2ها ریخته شد. الکتروفورز حدود  ترکیب و جوشانده و در شانه

درصد در  TEMED10درصد و  10محلول استو  اکریل آمید، پرسولفات آمونیوم طرز تهیه 

 .پیوست آمده است



 

50 

 53وسترن بلاتينگ 2-18

الکتروفورز شدند. پس از اتمام الکتروفورز، ژل تا حد  SDS- PAGEهای پروتئینی بر روی ژل  نمونه

بلات، ابتدا چهار قطعه کاغذ صافی به  ممکن بریده و کوچک شد. برای تشکیل ساندوین وسترن

گرم  9/2 ،1× برای تهیه محلول انتقال )54دهنده اندازه ژل بریده شد و در داخل بافر انتقال 

لیتر اتانول حل شد. حجم نهایی محلول میلی 200در  SDSگرم  37/0گرم تریس و  8/5گلایسین، 

بلات نیز در  شد. دو اسفنج مربوط به عمل وسترن قرار داده  با آب مقطر به یک لیتر رسانده شد( 

این بافر، کاملاً خیس شد. سپس دو قطعه کاغذ صافی مرطوب را روی اسفنج قرار داده و ژل به 

PVDFگونه حبابی زیر آن باقی نماند. کاغذ ینکه ه طوری آرامی روی آن منتقل شد، به
به مدت  55

گذاشته شد. سپس دو کاغذ ژل % برای فعال شدن قرار گرفت و روی 100دقیقه در داخل متانول  1

بلات که از بافر  شد. ساندوین بسته و در داخل تانک وسترن قرار داده  PVDFصافی دیگر روی کاغذ 

ها  بلات به منبع جریان برق وصل شد و انتقال پروتئین انک وسترنبود، قرار گرفت. ت  انتقال پر شده

ساعت انجام گرفت. بعد از اتمام پروسه  16ولت به مدت  20با ولتاژ ثابت  PVDFاز ژل به کاغذ 

 ، بقیه مراحل به ترتیب زیر صورت گرفت: انتقال پروتئین

درصد  5 تا 5/2 کنندهبرای تهیه بافر مسدود ) 56کننده در داخل بافر مسدود PVDFکاغذ 

Skimmed milk  در بافرTBS برای  باید به صورت تازه تهیه و استفاده گردد. حل شد. این بافر

مولار( در میلی 150) NaClگرم  76/8مولار( و میلی 50گرم تریس ) TBS ×1، 05/6تهیه بافر 

لیتر( تنظیم و حجم میلی 5/9مولار )حدود  HCl 1آن توسط  pHلیتر آب حل شد. میلی 800

ماه  3گراد به مدت سانتیدرجه  4نهایی با آب مقطر به یک لیتر رسانده شد. این محلول در دمای 
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 - Western blotting 
54

 - Transfer buffer 
55

 -  Polyvinylidene fluoride 
56

 - Blocking buffer 
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گراد بر روی شیکر قرار داده درجه سانتی 37ساعت در دمای  2تا  1شناور و به مدت  پایدار است.(

57بافر دقیقه با  5شد. پس از این زمان، کاغذ سه بار و هر بار به مدت  
TBST  برای تهیه(TBST   

حل شد این بافر باید به صورت تازه تهیه گردد(  TBSدر یک لیتر بافر  20لیتر تویین یک میلی، 1×

به  TBSTدر بافر  1:1000با رقت که  Anti c-mycبادی اولیه یعنی  شد. سپس آنتی شستشو داده 

 37ساعت در دمای  2ریخته و به مدت  PVDFتهیه شده بود، بر روی کاغذ  Skim milkهمراه 

 5دو بار و هر بار به مدت  PVDFگراد روی شیکر قرار داده شد. بعد از این زمان کاغذ درجه سانتی

بادی ثانویه )این آنزیم با برداشتن عامل  بعد از شستشو، آنتی شستشو داده شد. TBSTدقیقه با 

در بافر  1:1000شود( که با رقتول موج میفسفات از سوبسترا باعث تغییر رنگ و آزاد کردن ط

TBS  تهیه شده بود، بر روی کاغذPVDF  درجه سانتی گراد  37ساعت در دمای 1ریخته و به مدت

  TBSTدقیقه، با  5سه بار و هر بار به مدت  PVDFروی شیکر قرار داده شد. بعد از این زمان کاغذ 

میلی لیتر آب مقطر حل شد و به  10قرص سوبسترای آنزیم آلکالاین فسفاتاز در  شستشو داده شد.

ها بلافاصله با آب  ها بر روی کاغذ باقی ماند. بعد از ظهور باند غشا اضافه شد و تا ظاهر شدن باند

و بعد از خشک شدن در بین دو طلق پلاستیکی قرار داده و در شرایط تاریک شد شستشو داده 

 نگهداری شد.

 تست الايزا 2-19

 -3 59الایزای غیر مستقیم -2 58الایزای مستقیم -1انواد مختلفی تست الایزا وجود دارد که شامل: 

باشد. در این پژوهش از روش الایزای غیر مستقیم استفاده می 61الایزای رقابتی -4 60ساندوین الایزا
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 - Tris buffer SDS tween 
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 - Direct ELISA 
59

 - Indirect ELISA 
60

 - Sandwich ELISA 
61

 - Competition ELISA 
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شود در مرحله بعدی آنتی داده میها پوشش ژن به ته چاهکشد. در الایزای غیر مستقیم ابتدا آنتی

شود و پس از آن هم آنتی بادی متصل شده بادی اولیه( به آنتی ژن اضافه میبادی اختصاصی )انتی

 (.4-3شود )شکل بادی ثانویه( اضافه میبا آنزیم )آنتی

میکرولیتر و همچنین  100پروتئین استخراجی از برگ گیاهان تراریخت و غیر تراریخت به مقدار 

62میکرولیتر بافر پوشش دهنده 100را با  pthAمیکرولیتر از پروتئین  100
گرم کربنات  6/10) 

( pH=  6/9گرم سدیم ازاید در یک لیتر آب مقطر و  2/0گرم بی کربنات سدیم و  4/8سدیم، 

شد. پلیت با بافر توئین  گراد در پلیت الایزا پوشش دادهدرجه سانتی 4ساعت در دمای  16و  مخلوط

گرم  4/4و  Caseinگرم  EDTA ،20گرم  NaCl ،7/3گرم  Tris-HCl ،8/87گرم  55/60کازئین )

Tween ) 100شد. در هر چاهک  سه مرتبه شست و شو داده به حجم یک لیتر آب رسانده شد 

میکرولیتر بافر توئین کازئین ریخته شد )به جز چاهکی که  50به همرا  pthAمیکرولیتر از پروتئین 

ساعت در دمای محیط ماند و با بافر توئین کازئین سه مرتبه شست و  2وجود داشت(.  pthAدر آن 

در بافر توئین کازئین تهیه شد و درون  500/1به نسبت  Anti His-tagشو داده شد. آنتی بادی 

ساعت قرار  2گراد به مدت درجه سانتی 37میکرولیتر ریخته شد و در دمای  50چاهک ها به مقدار 

. شست وشو سه مرتبه انجام شد. بعد از آن آنتی بادی ثانویه حاوی آنزیم آلکالاین فسفاتاز را گرفت

میکرولیتر از آن به هر چاهک اضافه شد این  50با بافر توین کازئین رقیق کرده و  500/1به نسبت 

. در شو انجام شدوگراد انجام گرفت و شستدرجه سانتی 37ساعت در دمای  2مرحله هم به مدت 

-میلیمیلی گرم بر  1مرحله نهایی سوبسترای آنزیم آلکالین فسفاتاز )نیترو فنول فسفات( با غلظت 

میکرولیتر اضافه شد. در  100( حل و به هر چاهک pH = 8/9درصد ) 25لیتر در دی اتانول آمین 

 انده شد. نانومتر خو 405دقیقه بعد از اضافه کردن سوبسترا، در طول موج  20، 10، 5های زمان
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 - Coating buffer 
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ها پوشش ژن به ته چاهکدر این نود الایزا ابتدا آنتی(. wordpress.comالایزای غیر مستقیم ) 5-3شکل 

-شود و در مرحله آخر آنتیبادی اختصاصی با آنتی ژن اضافه میشود. در مرحله بعدی آنتیداده می

دهد که باعث سوبسترای آنزیم واکنشی رخ میشود. با افزودن بادی متصل شده با آنزیم اضافه می

 شودایجاد رنگ و آزاد شدن طول موج می
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 گيرنده–مطالعات بيوانفورماتيکی برای درک رفتار ليگاند   2-20

های ها با لیگاندهای مختلف نقش اساسی در فرایندهای زیستی دارند. روشبرهم کنش پروتئین

های بیوفیزیکی همچون کالریمتری، اسپکتروسکوپی و روش ها،کنشآزمایشگاهی مطالعه این برهم

 -کنش پروتئینساختاری است. بهبود قدرت کامپیوترها این امکان را فراهم کرده است که بر هم

های کامپیوتری، لیگاند با استفاده از کامپیوتر نیز مورد مطالعه قرار گیرد. در نتیجه استفاده از روش

کنش ترکیبات لیگاند را با پروتئین جستجو کرد و پس زمایش تجربی، برهمتوان پیش از انجام آمی

شوند آنها را در آزمایشگاه و یا در از انتخاب ترکیباتی که با احتمال بیشتری به هدف متصل می

 YPASYMQبرای بررسی دقیق محل اتصال آپتامر  های زنده مورد بررسی قرار داد.سیستم

-)رسپتور( و شناسایی محل پیوندها باید از روش pthAانتهای پروتئین  آمینواسید 202)لیگاند( با 

های پیشگویی و بیوانفورماتیکی استفاده کرد. داکینگ روشی است که یک مولکول کوچک )لیگاند( 

 زند. را در جایگاه اتصال مولکول هدف )گیرنده( قرار داده و تمایل به اتصال را تخمین می

 pthAآمینواسید انتهای پروتئین  202)لیگاند( با  YPASYMQتامر برای بررسی محل اتصال آپ

استفاده شد. این نرم افزار برای انجام عمل داکینگ نیاز به مدل  Hex)رسپتور( از نرم افزار 

آمینواسید انتهایی  202دارد. برای پیش گویی مدل  PDBپیشگویی شده لیگاند و رسپتور به فرمت 

 202استفاده شد. درنتیجه این  I-TASSERاز سرور  FASTAفرمت )رسپتور( با  pthAپروتئین 

 Hypothetical proteinبلاست شد و صد درصد شباهت با پروتئین NCBIآمینواسید در 

(Xanthomonas citri)  شماره دسترسی(040234216-WP حاصل شد. توسط سرور )I-

TASSER  مدل سه بعدی hypothetical proteinآمینواسید  293گویی شد. این پروتئین پیش

همردیف است  pthAآمینواسید انتهای پروتئین  202آمینواسید انتهایی آن با  202دارد که فقط 

 hypotheticalگویی شده آمینواسید از ابتدای مدل پیش Chimera 91توسط نرم افزار  در نتیجه
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protein  پروتئین آمینواسید انتهایی  202حذف شد و مدل سه بعدیpthA  بدست آمد. با برنامه

Swiss-Pdb Viewer 4.0  آمینواسید انتهای پروتئین  202انژی کل مولکولpthA  تخمین زده شد

پیوندهای هیدروژنی و بار  Chimera 1.8تا مقدار پایداری مولکول سنجیده شود. توسط برنامه 

 اضافه شد تا برای انجام عمل داکینگ آماده شود. 

-T بلاست شد و این توالی در NCBI، این پپتید در YPASYMQویی مدل لیگاند گبرای پیش

box- containing protein TBXT-like (Alligator mississippiensis)  با شماره دسترسی

006268588-XP  پیدا شد. توسط سرورI-TASSER  پروتئین آماده گردید. مدل سه بعدی این

به جز  پروتئینهای مدل پیش بینی شده  این یدهمه آمینواس Chimeraتوسط برنامه 

YPASYMQ  حذف شدند و در نهایت مدل لیگاندYPASYMQ  با فرمتPDB  برای انجام

( درون YPASYMQمولکول لیگاند )آپتامر  Hexداکینگ در دسترس قرار گرفت. با نرم افزار 

 ( دا  شد. pthAآمینواسید انتهای پروتئین  202رسپتور )

-Aptamer + cهای آزمایشگاهی برای کلون قطعه شده و روشدر این فصل به شرح مواد استفاده 

myc  آن در گیاه پرداخته شد. در فصل بعد به نتایج حاصل از کلون و بیان این قطعه در گیاه و بیان

 پرداخته خواهد شد. pthAزای و تاثیر بازدارندگی آن روی پروتئین بیماری
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 شمای کلی مراحل انجام کار  6-3شکل 

 

 کره  Bioneerتوسط  pGEM-B1در ناقل  bp 77سنتز قطعه 

 E.coliبه  pGEM-B1ناقل  ترانسفورم

 bp 77و تکثیر قطعه  PCRهای ترانسفورم شده و اضافه کردن کدن آغاز و پایان به محصول جهت غربال کلون PCRکلنی 

 bp 69و اجاد قطعه  SacIو  XbaIهای با آنزیم PCRبرش محصول 

‌

 SacIو  XbaIهای با آنزیم pBI121برش پلاسمید 

‌

 واکنش الحاق

 E.coliترانسفورم کردن به 

 bp 69و تکثیر قطعه  PCRکلنی 

 استخراج پلاسمید

 ترانسفورم به اگروباکتریوم

 pthAزای تلقیح اگروباکتریوم به گیاه توتون حاوی پروتئین بیماری تلقیح اگروباکتریوم به گیاه توتون

 

 ونتدر تو Aptamer + c-mycبیان 

 

 pthA پروتئین زایبیماری مشاهده کاهش علایم
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توانند با مولکول هدفشان با های پپتیدی هستند که میمولکولیا  الیگونوکلئوتیدهاها آپتامر

بعدی خاص جفت شوند. آپتامر  3خاصیت چسبندگی و اختصاصیت بالا از طریق ساختار 

YPASYMQ به پروتئین pthA ( و پیش بینی شده است که می2001شود )جی ژاو، متصل می-

-به همراه اپی YPASYMQآپتامر پپتیدی اری شانکر استفاده کرد. در کاهش علایم بیم توان از آن

در  GCGCو چهار باز  3΄در انتهای SacI  و 5΄در ابتدای  XbaI و دو جایگاه برشی  c-mycتوپ 

در این فصل به نتایج حاصل از  در کره سنتز شد. Bioneerانتها و ابتدای دو قطعه توسط شرکت 

-در گیاه و مشاهده اثر بازدارندگی آن روی پروتئین بیماری Aptamer + c-mycکلون و بیان قطعه 

 شود.پرداخته می pthAزای 

واستخراج  PCRبه روش کلنی  Aptamer + c-mycواجد  E.coliهای  غربال کلون 3-1

 پلاسميد از آن

انتخاب  PCRبا روش کلنی ، Aptamer + c-myc حاوی pGEM-B1های واجد پلاسمید کلونی

استخراج پلاسمید است. ( آورده شده 1-3است که در تصویر ) bp 77شدند. باند حاصل از تکثیر 

 (.2-3مشاهده شد )شکل  bp 4000انجام گرفت و باند  MBSTتوسط کیت 

  pGEM-B1واکنش هضم دو آنزيمی و تک آنزيمی پلاسميد  3-2

 bp 63انجام گرفت و قطعه  SacI و XbaIتوسط دو آنزیم  pGEM-B1واکنش هضم پلاسمید 

 XbaIهای خطی شده حاصل از هضم آنزیمی با آنزیم pGEM-B1وکتور . (3-3مشاهده شد )شکل 

( 5-3شکل ) درІ EcoR ( و وکتور خطی شده حاصل از هضم آنزیمی با آنزیم4-3در شکل ) SacIو 

 است. آورده شده
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و اضافه کردن  Aptamer + c-myc حاوی pGEM-B1پلاسمید های واجد جهت تست کلنی PCRکلنی  1-3شکل 

 Bioneerارسال از  pGEM-B1: کنترل مثبت: استو  اولیه 5: کنترل منفی. چاهک 6چاهک  کدن آغاز و پایان.

 bp 77 : تکثیر توالی1و  2، 3. چاهک bp 50مارکر : 4. چاهک )کره(

 

 

 .kb 1: مارکر 1. چاهک Aptamer + c-mycحاوی  pGEM-B1استخراج پلاسمید از کلون واجد پلاسمید  2-3شکل 

 .Aptamer + c-myc bp 4000حاوی  pGEM-B1: توالی پلاسمید 2چاهک 

 

1         2  

bp 3500 
bp 4000 

bp 100 

 77 bp  

1      2      3      4     5    6 
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: 3و  2چاهک . bp 50: مارکر 1. چاهک SacIو  XbaIهای با آنزیم pGEM-B1هضم دو آنزیمی پلاسمید  3-3شکل 

: کنترل منفی )پلاسمید 4خارج شده از پلاسمید و باند بالا پلاسمید برش خورده. چاهک  bp 63باند پایین قطعه 

 بدون برش(.

 

 

خطی شده   pGEM-B1: پلاسمید 2. چاهک kb 1: مارکر 1. چاهک pGEM-B1وکتور  هضم تک آنزیمی 4-3شکل 

خطی شده   pGEM-B1پلاسمید : 4برش نخورده(. چاهک  pGEM-B1: کنترل ) پلاسمید 3.. چاهکXbaIبا آنزیم 

 .SacIبا آنزیم 

1         2               3          4 

 

1          2                3         4 

 

bp 100 

bp 63 

bp 3500 
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کنترل )پلاسمید : 2. چاهک kb 1: مارکر 1چاهک  .ІEcoRبا  pGEM-B1وکتور  هضم تک آنزیمی 5-3شکل 

pGEM-B1 پلاسمید : 3برش نخورده(. چاهکpGEM-B1   خطی شده با آنزیمІEcoR. 
‌

‌

‌

1           2          3 

bp 71 

bp 100 
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 pBI121واکنش هضم دو آنزيمی پلاسميد  3-3

از آن جدا  GUSمربوط به ژن  bp 1890مورد هضم آنزیمی قرار گرفت و قطعه  pBI121پلاسمید 

وارد واکنش الحاق  PCR(. پلاسمید برش خورده از روی ژل جدا شد و با محصول 6-3شد )شکل 

 ترانسفورم شد. ∝DH5سویه  Ecoliشد. محصول واکنش الحاق به باکتری 

روش به  Aptamer + c-mycحاوی  PBI121واجد پلاسميد  E.coliهای  غربال کلون 3-4

 هاو استخراج پلاسميد از آن PCRکلنی 

انجام  PCRها بوتیک کانامایسین رشد کردند. برای کلنیروی محیط حاوی آنتی E.coliهای کلنی

از آن  ،Aptamer+c-mycبعد از تأیید وجود قطعه (. 7-3حاصل شد )شکل  bp 69شد و قطعه 

گرفت. پلاسمید استخراجی بر روی ژل آگارز مشاهده شد. این کلون استخراج پلاسمید صورت 

  Aptamer + c-mycپلاسمید جهت تعیین توالی به شرکت ژن فناوران فرستاده شد و حظور قطعه 

‌تایید شد.

به  Aptamer + c-mycحاوی  pBI121پلاسميد  واجداگروباکتريوم های  غربال کلون 3-5

 PCRروش کلنی 

های اگروباکتریوم، به اگروباکتریوم ترانسفورم شد. برای کلونی E.coliپلاسمید استخراج شده از 

 (.8-3تایید شد )شکل  bp 69انجام و قطعه  PCRکلنی 

 HRجهت بروز علايم pthA پروتئين  MICتعيين غلظت  3-6

توسط آزمون برادفورد محاسبه شد. این مقدار  BL21های بیان شده باکتری میزان کل پروتئین

های بیان شده، با لیتر بدست آمد. سپس محلول حاوی کل پروتئینگرم در میلیمیلی 67/0حدود 

 به عنوان 1:6های رقیق شده مختلف به پشت برگ گیاهان تزریق شد و درنهایت نسبت نسبت
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 bpقطعه : 2. چاهک kb 1: مارکر 1چاهک SacI. و XbaIهای  توسط آنزیم pBI121 هضم پلاسمید  6-3شکل 

 از آن جدا شده است. GUSهضم شده که ژن  pBI121پلاسمید  12868
 

 

: کنترل 6. چاهک Aptamer + c-mycحاوی  PBI121جهت تأیید کلون واجد پلاسمید  PCRکلونی  7-3شکل

-pGEMکنترل مثبت )استو  اولیه : 1. چاهک bp 69: تکثیر قطعه 2و 3، 4. چاهک bp 50: مارکر 5منفی. چاهک

B1  فرستاده شده توسط شرکتBioneer.) 

100 bp 

69 bp 

bp 12868 

 1890 bp  

1             2 

 

1      2       3      4      5       6 
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: کنترل 6. چاهک Aptamer + c-mycحاوی  PBI121جهت تأیید کلون واجد پلاسمید  PCRکلونی  8-3شکل 

 .bp 69: تکثیر قطعه 1و  2، 3: کنترل مثبت. چاهک 4. چاهک bp 50: مارکر 5منفی. چاهک 

 

 

 

 

 100 bp 

 69 bp 

1       2         3          4        5         6 
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 (.9-3برای مراحل بعدی استفاده شد )شکل  MICغلظت 

 آزمون وسترن بلات 3-7

گرم در میلی 8/4غلظت پروتئین کل برگ با استفاده از روش برادفورد سنجیده شد. این میزان 

 هاروز بعد از تزریق اگروباکتریوم برداشت و پروتئین آن 5و  3ها دست آمد. برگمیلی لیتر به

ین ژل برای وسترن بلات های استخراجی انجام شد و از ابا پروتئین SDS PAGEاستخراج شد. ژل 

به عنوان کنترل  pBI121های حاوی های بدون تزریق اگروباکتریوم و برگاستفاده شد. از برگ

با آنتی  PVDFشوی کاغذ ومنفی استفاده شد. در نهایت باند پروتئینی آپتامر بیان شده، طی شست

 (.10-3رویت شدند )شکل c-myc بادی اختصاصی 

 بيان شده در گياهAptamer ، توسط pthAحاصل از پروتئين  HRکاهش علايم  3-8

، Aptamer + c-mycهای توتون، در سومین روز از بیان بعد از تزریق اگروباکتری به پشت برگ

در نقاط بیان شده  pthAروز از تزریق پروتئین 3به همان نقاط تزریق شد. برگی که  pthAپروتئین 

تزریق شده بود مقایسه شد. تفاوت کاملا  pthAآپتامرگذشته بود با برگ شاهد که فقط پروتئین 

روز بعد مقایسه شد.  9مشاهده شد. این برگ با گیاه شاهد  HRدار بود و کاهش علایم معنی

روز بعد از  9ین دلیل یابد. به همروز از زمان بیان، کاهش می 7پایداری آپتامرهای پپتیدی بعد از 

شود اما کم کم ظاهر می pthAحاصل از  HRدر نقاط بیان شده آپتامر، علایم  pthAتزریق پروتئین 

 (.11-3دهد )شکل داری را نشان میباز هم نسبت به گیاه شاهد تفاوت معنی

 pthAو پروتئين  Aptamerآزمون الايزا جهت مشاهده برقرای ارتباط بين  3-9

 انجام شد. pthAهای بیان شده در گیاه و پروتئین جهت تایید برقراری اتصال بین آپتامراین تست 
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: رقت d 1:4: رقت c. 1:2: رقتb. 1:1: رقت HR .aجهت بروز علایم pthA پروتئین  MICتعیین غلظت  9-3شکل 

1:5 .e 1:6: رقت .f یک میلی لیتر آب دوبار تقطیر استریل با یک میلی  1:2: شاهد )بافر لیز کننده(. برای تهیه رقت

 مخلوط شد. BL21های بیان شده باکتری پروتئینلیتر 

a b 

c d e 

f 
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: کنترل منفی )گیاه بدون تزریق 2: مارکر وزن مولکولی پروتئین. چاهک 1وسترن بلات. چاهک 10-3شکل 

روز بعد از  Aptamer+c-myc 3: قطعه 4چاهک خالی(. PBI121 : کنترل منفی )گیاه حاوی 3اگروباکتریوم(. چاهک 

 روز بعد از بیان Aptamer+c-myc 5قطعه : 5بیان. چاهک 
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روز  b :9(. pthAروز بعد از تزریق پروتئین  3: شاهد ) pthA.aمشاهده اثر آپتامر بر بازدارندگی پروتئین 11-3شکل 

روز بعد از تزریق پروتئین  d :9در محل آپتامر.  pthAروز بعد از تزریق پروتئین  pthA .c :3بعد از تزریق پروتئین 

pthA  در محل آپتامر 

 

تزریق 

اگروباکتری و 

 بیان آپتامر

تزریق پروتئین 
pthA 

a b 

c d 

 9روز‌ 3روز‌
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 ( آورده شده است.1-3نانومتر در جدول ) 405از آزمون الایزا در طول موج های حاصل نتایج داده

روز بعد از بیان آپتامر بررسی شد.  11و  7، 3با آپتامر بعد از  pthAزای چسبندگی پروتئین بیماری

زای را نشان داد. چسبندگی پروتئین بیماری 7/0نانومتر، کنترل مثبت عدد  405در طول موج 

pthA  زای ، چسبندگی پروتئین بیماری44/0روز از بیان آپتامر عدد  3با آپتامر بعد ازpthA  با

با آپتامر بعد از  pthAزای و چسبندگی پروتئین بیماری 31/0روز از بیان آپتامر عدد  7آپتامر بعد از 

روز اول  3امر در دهند که بیان آپترا نشان داد. این اعداد نشان می 16/0روز از بیان آپتامر عدد  7

یابد اما همچنان روز بعد از بیان به تدریج کاهش می 11در بیشترین مقدار خود قرار دارد و تا 

 حضور دارد.

 

 های حاصل از الایزاداه 1-3جدول 
 

کنترل منفی 

)عصاره 

پروتئينی 

برگ بدون 

 آپتامر(

کنترل 

 مثبت

(pthA) 

چسبندگی 

 3آپتامر )بعد از 

روز بيان( با 
pthA 

چسبندگی آپتامر 

روز  7)بعد از 

 pthAبيان( با 

چسبندگی 

 11آپتامر )بعد از 

روز بيان( با 
pthA 

 

03/0 7/0 44/0 31/0 16/0 
جذب در طول 

 405موج 

 نانومتر
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 گيرنده–مطالعات  بيوانفورماتيکی برای درک رفتار ليگاند  3-10

آمینواسید انتهای پروتئین  202)لیگاند( با  YPASYMQبرای بررسی دقیق محل اتصال آپتامر 

pthA های پیشگویی و بیوانفورماتیکی استفاده شد. )رسپتور( و شناسایی محل پیوندها از روش

و آپتامر  pthAآمینواسید انتهایی پروتئین  202مدل سه بعدی  I-TASSERتوسط سرور 

YPASYMQ  توسط برنامه (. انرژی کل دو مولکول 13-3و  12-3بدست آمد )شکلSwiss-pdb 

Viewer  752/69و  -241/7191تخمین زده شد و مقدار- 𝑘𝑗

𝑚𝑜𝑙
بدست آمد. این عدد نشان دهنده   

پایداری مولکول است و هرچه کمتر باشد مولکول از پایداری بیشتری برخوردار است. دو مولکول 

وارد برنامه  Chimeraط برنامه رسپتور و لیگاند بعد از اضافه شدن هیدروژن و بار الکتریکی توس

HEX  برنامه (. با14-3شدند و داکینگ انجام گرفت و دو مولکول به هم متصل شدند )شکل Lig 

plot (15-3 شکل) شد بررسی شده ایجاد پیوندهای. 
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آمینو  I-TASSER .202توسط سرور  pthAآمینو اسید انتهای پروتئین  202 مدل پیش گویی شده  12-3شکل 

آمینواسید انتهای  FASTA 202فرمت مارپین آلفا است و صفحات بتا ندارد.  9دارای  pthAاسید انتهای پروتئین 

بلاست شد و صد درصد شباهت با  NCBIآمینواسید در  202در دسترس نیست درنتیجه این  pthAپروتئین 

 مدل سه بعدی I-TASSERبا سرور  حاصل شد. Hypothetical protein (Xanthomonas citri)پروتئین 

hypothetical proteinنرم افزار  گویی شد.پیشChimera 91 گویی شده آمینواسید از ابتدای مدل پیش

hypothetical protein  آمینواسید انتهای پروتئین  202حذف شد و مدل سه بعدیpthA .حاصل شد 
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 لیگاند مدل گوییپیش برای. I-TASSER سرور توسط YPASYMQ لیگاند شده گوییپیش مدل 13-3 شکل

YPASYMQ، در پپتید این NCBI در توالی این و شد بلاست T-box- containing protein TBXT-like 

(Alligator mississippiensis)سرور. شد پیدا I-TASSER پروتئین بعدی سه مدلT-box- containing protein 

TBXT-like برنامه. شد گوییپیش Chimera پروتئین شده بینی پیش مدل هایآمینواسید همه T-box-

containing protein TBXT-like جز به YPASYMQ لیگاند مدل نهایت در و شدند حذف YPASYMQ فرمت با 

PDB گرفت قرار دسترس در داکینگ انجام برای. 
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 با( pthA پروتئین انتهای اسید آمینو 202) رسپتور و( YPASYMQ آپتامر) لیگاند مولکول داکینگ 14-3 شکل

 و مولکول داخلی لیگاند مورد نظر است. pthAآمینواسید انتهای پروتدین  202. مولکول زرد رنگ Hex افزار نرم

 

 

امینواسید‌انتهای‌‌202

 pthAپروتئین‌

 YPASYMQلیگاند‌
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 YPASYMQو لیگاند  pthAامینواسید پروتین  202ایجاد شده بین  الکترواستاتیکی. پیوندهای 15-3شکل 
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کنندگان عمده مرکبات جهان  در بین تولیددهم کشت مرکبات داراى رتبه  سطح زیر از نظر ایران

، سطح زیر کشت 1392مرکبات وزارت کشاورزی در سال بر اساس گزارش آمار  .(2011)فائو،  است

هکتار و میزان  288108ی مرکزی، شمالی و جنوبی به میزان  مرکبات کشور در قالب سه ناحیه

تن بوده که این آمار نشان دهنده اهمیت کشت این محصول جهت تامین نیازهای  4299247تولید 

لازم برای کشت مرکبات در   جود پتانسیلرغم و افزایش کشور است. علی  غذایی جمعیت رو به

درصد از سهم  4/0کشور، وجود عوامل محدودکننده و عدم مدیریت صحیح باعث شده ایران تنها 

تجارت جهانی مرکبات را داشته باشد، که این موضود اهمیت نیاز به مطالعات بیشتر پیرامون عوامل 

راستای کاهش اثرگذاری بر کشت، تولید و ها در ی زیستی و غیر زیستیو مدیریت آن محدودکننده

 دهد.صادرات این محصول را نشان می

های  ی بیماری شانکر از جملهپوسیدگى طوقه، زوال شاخه، تریستیزا، بلاست، جارو  لیموترش و 

 Xanthomonasروند. شانکر مرکبات که توسط باکتری  شمار می  مهم مرکبات در ایران و جهان به

citri pv. Citri های باکتریایی است که در درختان میوه ایجاد میشود از جمله بیماریایجاد می-

خیز جهان از جمله  رهای مرکباتهای اخیر میزان خسارت این بیماری در اغلب کشو گردد. در سال

های  میزبانی وسیعی درگونه  (. این بیماری دامنه2002ایران قابل توجه بوده است )گتوالد و سوون، 

و لیموترش  ی روتاسه دارد که در بین آنها برخی از ارقام مهم تجاری نظیر پرتقال خانوادهگیاهی 

بینند. شدت آلودگی بسته به نود گونه، رقم و شرایط آب و هوایی مختلف  خسارت شدیدی می

(. شانکر باکتریایی به دلیل انتشار و 1999و  1981سیورولو،  و 1977متفاوت است )روزتی، 

گسترش سریع، ریزش برگ و میوه، سرخشکیدگی و در نهایت کاهش کمی و کیفی محصول یکی از 

(. عامل این بیماری دارای دو تیپ 2003شود )داس،  رسان مرکبات محسوب می های آسیب بیماری

Aو  Aمتفاوت 
-در اغلب مناطق کشت و تولید مرکبات دیده می Aهای تیپ است. اگرچه سویه ∗
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Aهای تیپ شود ولی سویه
های حوضه خلیج فارس از جمله ایران تنها در هند، تایلند و کشور ∗

بیماری شانکر اولین ها تنها محدود به درخت لیمو ترش است. اند و دامنه میزبانی آنشناسایی شده

( و وقود 1990) هنوج کرمان به وسیله علیزاده و رحیمیانبار در ایران بر روی لیمو ترش از منطقه ک

(. 1375زاده و رحیمیان گزارش شد )فرم آسیایی شانکر برای اولین بار در ایران توسط مستوفی

هایی ها و خراشهای باکتریایی اصولا از طریق روزنهآلودگی این بیماری مانند خیلی دیگر از بیماری

(. 2002افتد )گاتوولد و همکاران، آید اتفاق میات  به وجود میهای شدید و حشرکه توسط باد

های واشنگتن ناول مشاهده  برای اولین بار در ژاپن روی برگ 1899بیماری شانکر مرکبات در سال 

عنوان  ( شانکر را به1914برگر و همکاران ) (.1981شد ولی نامی برای آن مشخص نشد )سیورولو، 

ترین آثار این بیماری مربوط به  (. اما قدیمی1985)کویزومی،  بیماری جدید معرفی کردند

از هندوستان  1831تا  1827های  هایی از بالنگ در هرباریومی در انگلستان است که بین سال نمونه

( این بیماری را منشأ گرفته از 1933(. فاوست و جنکینز )2003آوری شدند )داس و همکاران،  جمع

 اند. هند و جاوا دانسته

 های مهم در ایجاد این بیماری ژنهای زیادی در ایجاد بیماری شانکر دخیل هستند. یکی از ژن ژن

pthA  است که جز خانواده ژنیavrBs3/pthA محصول این ژن از طریق سیستم ترشحی  .باشدمی

 (. 2011)رابرت و رایان،  شودوارد سلول میزبان می IIIنود 

کنند، که هر کدام  هم را حمل می سر تکرار پشت 17.5پنج گروه شانکر   در pthAهای  تمام همولوگ

توسط  pthAو در قسمت مرکزی ژن وجود دارند. بیان موقت    باشد جفت باز مى 102ها   از این تکرار

و  pthAکند. های شبه شانکر کوچکی ایجاد می تنفگ ژنی یا اگروباکتری در مرکبات زخم

شود. تمام کنند که سبب ایجاد فنوتیپ بیماری شانکر میرا کد می هایی هایش افکتور همولوگ
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pthA نواحی کیلو باز دارند 4تا  3هایشان طولی در حدود  های مختلف و همولوگ .C  ترمینال

 کنند. زایی را ایجاد می زایی و عفونت اختصاصیت بیماری avrBs3/pthAبسیاری از اعضای خانواده 

رسد،  مىمرکبات  درصد محصولات  زان خسارت بیماری به حدود شصت، میمناطق جنوبی ایراندر 

در تاکنون اقدامات زیادی  به همین دلیل توجه به این بیماری از اهمیت ویژه ای برخوردار است.

می باشد.  سنتی و نوین هایروش. این اقدامات شامل انجام شده استمبارزه با بیماری شانکر  جهت

(، سولفات 1951ها مثل پرنوکس )چادهوری، کشاسپری باکتری های سنتی شاملروش

(، اولترا سولفور 1959استرپتومایسین به همراه یک درصد گلیسیرین )رنگاسوامی و همکاران، 

(، مخلوط بوردیاکس 1964(، مخلوط سدیم آرسنات و سولفات مس )پادل و پادهیا، 1961)نیروان، 

مایسین و (، اگری1971بلیتوکس )رام و همکاران، (، کلرید نیکل و 1970)پاتل و دسای، 

(، هرس کردن 1987(، اکسی کلرید مس )کیشون و چند، 1973استرپتوسیکلین )ماتار و همکاران، 

(، استفاده از 1970ها )پاتل و دسای، های آلوده قبل از باد موسمی و سوزاندن آنهمه شاخه

-ای عاری از شانکر و استفاده از واریتههای گلخانهایه(، استفاده از پ1995بادشکن )گاتوولد و تایمر، 

های مبارزه با  ترین راه آسان های سنتی جزروشباشد. ( می2003های مقاوم به شانکر )داس، 

در اثر ایجاد مقاومت در باکتری و باشد، اما احتمال بازگشت مجدد بیماری  بیماری شانکر می

 رود.یب آنها به شمار میاستفاده مداوم از سموم شیمیایی جز معا

همکاران،  توان به کنترل بیولوژیکی )گوتو وهای نوین برای مبارزه با بیماری شانکر میاز روش

فیت آنتاگونیست سطح های اپی(. استفاده از باکتری1996؛ کالیتا و همکاران، 1983؛ اوتا، 1979

(، اثر ضد باکتریایی اسانس و عصاره آبی گیاهی روی 1389برگ مرکبات )منتخبی و همکاران، 

Xanthomonas arboricola pv. pruni  ،های (، عصاره خام قارچ1389)محمودی و همکاران

های گیاهی مثل آنغوزه و باکتریالی اسانساثر آنتی(، 1391زاده و همکاران، ساپروفیت )کاظم
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استفاده از (، 1391)خدایگان و همکاران،  Pseudomonas syringae pv.syringaeرزماری روی

؛ 1392(، استفاده از نانوذرات آهن )ریاحی و همکاران، 1392باکتریوفاژ )شیرچیان و همکاران، 

-باکتریالی عصاره گیاهان چوب مسوا ، آویشن و شیرینآنتیاثر ( و 1393فر و همکاران، رشیدی

جهت جلوگیری از  در( 1393نژاد و همکاران، )نصیری Xanthomonas citri pv. citriبیان روی 

های مهندسی ژنتیک شامل رشد باکتری شانکر مفید گزارش شدند. کنترل بیماری از طریق روش

بادی مونوکلونال علیه ( تولید آنتی2010کاران، برنج در مرکبات )مندس و هم Xa21بیان ژن 

pthA-NLS های نوترکیب و ژنScFV ،( تولید پرتقال شیرین مهندسی شده 2010)لی و همکاران

  (2011ای( )یانگ و همکاران،)توالی سیگنالی هسته pthAبا قطعه سنس و آنتی سنس انتهای ژن 

 باشند. ( می2001ژاو، ها )جیو آپتامر

-شود و پیش بینی کرد که میمتصل می pthA هایی را شناسایی کرد که به پروتئینآپتامرژاو جی

و   RNAآپتامرها الیگو نوکلئوتیدهایی از جنس  توان از آنها در کاهش بیماری شانکر استفاده کرد.

ssDNA توانند با مولکول هدفشان با خاصیت چسبندگی و های پپتیدی هستند که مییا مولکول

آپتامرها به (. 2012بعدی خاص جفت شوند )سانگ و همکاران،  3اختصاصیت بالا از طریق ساختار 

، (2010توسعه داروهای جدید )کفه و همکاران، برایعنوان مواد زیستی در تحقیقات بسیاری 

ابزار تشخیصی  (،2012های پاتوژن )زیان و همکاران،های انتقال دارو وکشف میکروارگانیسمسیستم

-است. آپتامرمورد مطالعه قرار گرفته  (2013های بیوسنسور )جرمر و همکاران، و درمانی و پروب

اند شامل آپتامر اختصاصی فاکتور رشد اندوتلیال عروقی هایی که با اهداف درمانی تولید شده

(VEGF) ( برای درمان بیماری تخریب وابسته به سنAMD به عنوان داروی تجاری )ندتولید شد 

 (.2010)کفه و همکاران، 
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هر ساختاری که توسط یک آنتی بادی مورد شناسایی قرار گیرد، اپی توپ )عامل آنتی ژنی( نامیده 

های پروتئینی جهت بررسی عملکرد، های تهیه شده علیه اپی توپشود. استفاده از آنتی بادیمی

شود. سال هاست که بکار گرفته می  in vitorو   in vivoها در شرایط جابجایی و تغییرات پروتئین

. از مزایای های حاوی اپی توپ مورد نظر کاربرد دارداین تکنیک همچنین برای تخلیص پروتئین

های تواند به پروتئینک اپی توپ خاص میی -1توان به موارد زیر اشاره کرد. ها میکاربرد اپی توپ

وسط آنتی بادی آن شناسایی شوند و لذا از تهیه آنتی ها تمختلف اضافه شده و همه این پروتئین

های اپی از آنجاییکه توالی -2شویم. ها که کاری وقت گیر است بی نیاز میبادی برای همه پروتیئن

اسید آمینه طول ندارد، اضافه شدن آنها ساختار و عملکرد پروتئین را  14تا  3توپ معمولاً بیش از 

هایی که تخلیص و جداسازی آنها مشکل شناسایی و مطالعه پروتئین -3کند. دستخوش تغییر نمی

تأثیر کم روی ساختمان سوم و فعالیت  -4شود. است با استفاده از این تکنیک، تسهیل می

توان تعیین کرد. بر هم ها را در سلول به کمک این روش میبیولوژیکی. موقعیت و جایگاه پروتئین

ها و یا شناسایی ساختار زیر واحدهای پروتئینی با استفاده از ینکنش یک پروتئین با سایر پروتئ

 c-mycها، اپی توپ توپ(. یکی از این اپی2002این روش قابل برررسی است )بوشر و همکاران، 

باشد. این اپی می EQKLISEEDLپپتید است که تنها ده اسید آمینه طول دارد و توالی این پلی

 (. 1985تهیه شده است )اوان و همکاران،  c-mycنسانی توپ از قسمتی از پروتئین ا

رود پلاسمیدی است که از باکتری های گیاهی به کار میها درون سلولوکتوری که برای انتقال ژن

Agrobacterium tumefaciens شود. در  که باکتری خاکزی و گرم منفی است استخراج می

 Tiکند. پلاسمیدی که مسول ایجاد تومور است پلاسمید طبیعت این باکتری گیاهان را آلوده می

شود به و بین دو توالی نامیده می T-DNAخود را که  DNAقسمتی از  Tiشود. پلاسمید نامیده می

کروموزومی سلول گیاه میزبان وارد  DNAقرار گرفته اند درون  LBو  RBهای تکراری کوتاه به نام
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های ژنی در گیاه است. اکتریوم ابزاری مفید برای بیان سازهکند. بیان موقت به واسطه اگروبمی

روز بعد از تزریق نتیجه قابل مشاهده  3تا  2سیستم بیانی موقت روشی پرسرعت است و معمولا 

های و در گیاهان توتون، سیب زمینی و آرابیدوپسیس به است. فعالیت این سیستم در تمام بافت

 (.2002رس، های کشت سلولی است )لاخوبی سیستم

روی برگ گیاهان توتون رقم  pthAآمینو اسید انتهای پروتئین  200نتایج این پژوهش نشان داد 

Xanthi.  وBenthamiana و برگ گیاهان Citrus latifolia  ،Citrus sinensis  ،Citrus 

aurantifulia و Brassica napus.  ایجادHR بعد از دهد کند. نتایج وسترن نشان میو شانکر می

روز بعد از بیان، آپتامر در گیاه وجود دارد اما مقدار  5و  3تزریق اگروباکتریوم حاوی آپتامر به گیاه، 

روز بعد از بیان آپتامر در  pthA 3آمینو اسید انتهای پروتئین  200یابد. آن به تدریج کاهش می

،  Citrus latifolia  ،Citrus sinensis و گیاهان Benthamianaو  .Xanthiگیاهان توتون رقم 

Citrus aurantifulia و Brassica napus  روز بعد از تزریق این پروتئین کاهش 3تزریق شد و 

 Citrus latifolia و کاهش علایم شانکر در گیاهان Benthamianaو  .Xanthi در گیاهان HR علایم

 ،Citrus sinensis  ،Citrus aurantifulia و Brassica napus ها مشاهده شد و چون همه آپتامر

آزاد در برگ وجود دارد،  pthAشود و همچنان متصل نمی های موجود در برگ pthA به همه

علایم  pthAآمینو اسید انتهای پروتئین  200روز بعد از تزریق   9کند. در مقداری علایم بروز می

HR  و شانکر بیشتر شد و این به دلیل از بین رفتن آپتامر و دوباره ظاهر شدن عملکرد پروتئین

 است.

در  pthAآمینو اسید انتهای پروتئین  200آزمون الایزا جهت تایید برقراری اتصال بین آپتامر و 

 شرایط آزمایشگاهی انجام شد و این آزمون صحت اتصال را تایید کرد.
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بود. این  pthAآمینو اسید انتهای پروتئین  200یکی تاییدی بر اتصال بین آپتامر و نتایج بیوانفورمات

نتایج نشان داد دو پیوند الکترواستاتیکی بین لیگاند )آپتامر( و رسپتور )پروتئین( وجود دارد و این 

 است.از رسپتور با اسیده آمینه پرولین از لیگاند برقرار  160پیوندها بین اسید آمینه گلوتامین 
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 پيشنهادات

 XRDو  NMRدر شرایط آزمایشگاهی به کمک  pthAمطالعه برهم کنش بین آپتامر و  .1

 تولید واریه مقاوم لیمو و مرکبات از طریق انتقال دایم سازه آپتامری به این گیاهان .2

 ارد.برسی اثراتی که بیان دایم آپتامر روی سایر صفات گیاه در سطح میکرو و ماکرو می گذ .3

 با لیگاند آپتامری و بررسی نواحی اتصال pthAداکینگ پروتئین  .4
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 دانشگاه پیام نور کرج. "بیماری شانکر مرکبات
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بررسی برهم کنش "(، پایان نامه ارشد 1391زاده س و قرنجیک ش، )زاده س. فرخی ن. ممرآبادی م. امینکاظم

پایان نامه کارشناسی ارشد  "های پاتوژن گیاهیهای پاتوژن گیاهی به منظور کنترل زیستی باکتریها بر باکتریقارچ

 دانشکده کشاورزی، دانشگاه شاهرود.تکنولوژی کشاورزی، بیو

 بیماریهاى  "ایران در مرکبات شانکرباکتریایى آسیایى نود آلودگى وقود"(  1375، )ح رحیمیانو  ر زاده مستوفى

 .290صفحه ،32 جلد .گیاهى

 بر دارویی گیاهان آبی عصاره و اسانس باکتریایی ضد اثر سیبرر "(1389محمودی ه. رهنما   و عرب خانی م د، )

 34 صفحه ،9 دوره ،36 شماره دارویی، گیاهان نشریه "دار هسته میوه درختان برگی لکه و شانکر عامل های باکتری

 .42 تا

ارزیابی اثر ضد باکتریایی چوب مسوا ، آویشن و شیرین بیان بر مهار "(1393نصیری نژاد ا. بهادر ن و نوروزنژاد م، )
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Abstract 

Citrus canker, decreases performance and quality of citrus produce mainly in lime and 

orange. On the basis of article 16 of plant protection developed by Iranian ministry of 

agriculture on 2004, citrus canker was considered a quarantine disease. In which the 

movement of infected plant parts are not allowed to be transferred out of following 

provinces, namely Hormozgan, Sistan and Baluchestan, Jiroft and Kahnooj in 

kerman, Ghir and Karzyn in Fars. Canker can be controled under conventional and 

new techniques. Chemical pesticides do have adverse effects on ecosystems, human 

health and livestock. New methods include bacteriocins, antibodies, bacteriophage 

and aptamer. Aptamers are oligonucleotides, consisting of DNA, single stranded 

RNA or peptide molecules. They can bind to a target molecule with high affinity and 

specificity. Citrus canker cause by Xanthomonas citri subsp. citri, which is divided 

into 5 groups. Among which type A and  A
* damage citrus in Iran. PthA  is 

avrBs3/pthA family that has significant effect on the bacteria. Mutations in the 

effector molecules, affects pathogenicity. This study aimed to clone and express the 

aptamer YPASYMQ  in tobacco plant to reduce the impact of pthA. The results 

showed the leaf tobacco cultivar Xanthi, Benthamiana and Citrus latifolia, Citrus 

sinensis and Citrus aurantifulia 3 days after expressing aptamer YPASYMQ was 

injected with pthA have significant difference compare with control (only protein 

pthA) in response HR and symptoms the canker. But there was no significant 

difference in Brassica napus. Aptamer could reduce pthA protein and Western blot test 

results, aptamer in 11 days after the expression is exist but its value is reduced. 

Key word: Aptamer, canker, pthA, Transient expression 
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