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 چكیده

ی محیطی از جمله شوری در ها تنشهای تنشی هستند که در پاسخ به بسیاری از  ینپروتئ، HSP (Heat Shock Proteins)های  ینپروتئ

کنند. در این  یمنقش مهمی را در سلول ایفا  smHSPو  HSP90 ،HSP70شوند. در میان آنها  یمو سبب حفاظت از سلول بیان شده  ها سلول

( انتخاب و از روش خاموش سازی ژن با القا Capparis spinosaاز گیاه مقاوم به شوری کور ) smHSP و HSP90 ،HSP70ی ها ژنتحقیق، 

 Nicotianaدر گیاه تنباکو  ها ژن( به منظور بررسی نقش آنها استفاده گردید. پس از توقف بیان Virus Induced Gene Silencingویروسی )

benthamiana  با کمك وکتور ویروسیpTRV2  میلی مولار نمك قرارگرفتند.  100حاوی قطعات ژنی گیاه کور، گیاهان تحت تنش شوری

اندازه گیری گردید. نتایج نشان داد که خاموش سازی  ها نمونه aنس کلروفیل ی مربوط به کینتیك فلوئورسها شاخصپس از سه هفته میزان 

، FV/Fo ،ψoی ها شاخصی در ا ملاحظهسبب کاهش قابل  smHSPو  HSP90به ویژه پس از اعمال تنش شوری نسبت به دو ژن  HSP70ژن 

φEo ،φRo ،Sm/t Fm ،ψo/(1-ψo)  وPIABS ن اتلاف انرژی در کل مراکز واکنش نسبت به مراکز فعال در گیاه تنباکو شده است. از طرفی میزا

رسد  یمبا توجه به نتایج به نظر دهد.  یم( به خصوص پس از اعمال تنش شوری در این گیاه افزایش مشخصی را نشان DIO/RC) واکنش

به خصوص پس از  IIستم های شدید در مراکز واکنش فتوسی یبآسسبب  HSP70مورد بررسی، خاموش سازی  HSPی ها ژنکه در میان 

 تنش شوری داشته است.

 

  aخاموش سازی ژن با القاء ویروسی، شوری، فلوئورسنس کلروفیل تنباکو، ی کلیدی: پروتئین شوک حرارتی، ها واژه

  

 مقدمه

گیاهان در محیط اطراف خود در برهمکنش با بسیاری از 

ی مختلف زیست محیطی از جمله تشعشعات، ها تنشعوامل و 

، شوری، تغییرات ناگهانی در دما و حضور فلزات خشکی

های بشر  یتفعالو ترکیبات اکسید کننده ناشی از  ها سمسنگین، 

باشند.  یمها و فاکتورهای زیستی مانند گیاه خوارها و پاتوژن

گیاهان قادر به تغییر محیط خود برای اجتناب از چنین 

 های یارسازگی مختلف و ها راهیی نیستند، بنابراین ها تنش

مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی متنوعی را برای تحمل این شرایط 

در سطح مولکولی نیز  ها تنشگیرند. از طرفی پاسخ به  یمبه کار 

شود که منجر به تغییر ناگهانی  یمدر تمامی موجودات زنده دیده 

ی پروتئینی ها گروهشده که سبب افزایش در سنتز  ها ژندر بیان 
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های  ینپروتئیا  HSPs (Heat Shock Proteins)خاص از جمله 

-Vierling 1991; Al)گردد یمو یا القاء شده با تنش  تنشی

Whaibi 2011) یر بسیاری از تأثها تقریباً تحت  ینپروتئ. این

و  Arabidopsisشوند. مثلاً در گیاه  یمدر سلول بیان  ها تنش

ی گیاهی، دیده شده است که دمای ها گونهبعضی دیگر از 

ی اسمتیک، شوری، اکسیداتیو، خشکی، ها تنشپائین، 

تشعشعات شدید و فلزات سنگین منجر به سنتز این دسته از 

 HSPsبرخی از . (Swindell et al., 2007) اند شدهها  نیپروتئ

حضور داشته و نقش  ها سلولتحت شرایط طبیعی نیز در 

مسئول  انه آکنند.  یممهمی را در ایجاد همئوستازی سلولی ایفا 

ها، جا به  ینپروتئها، مونتاژ یا تجمع دادن  ینپروتئتاخوردگی 

جا شدن و تجزیه در بسیاری از مراحل طبیعی سلولی، کمک 

و کمک کردن به تا  غشاءهاها و  ینپروتئبه حفظ ساختار 

باشند  یمها تحت شرایط تنش زا  ینتئپروخوردگی مجدد 

(Gupta et al., 2010; De Maio 1999) ها وزن  ینپروتئ. این

کیلو دالتون دارند و به عنوان چپرون  200تا  10مولکولی بین 

شوند که در ایجاد سیگنال به دنبال تنش گرما  یمشناخته 

کنند و بر اساس وزن مولکولی تقریبیشان، شباهت  یممشارکت 

 HSP 100ها و عملکردشان به پنج دسته ینهآمبین توالی اسید 

KD ،HSP 90 KD ،HSP 70 KD ،HSP 60 KD وSmall 

Heat Shock Proteins (sHSPs)  شوند یمتقسیم (Usman et 

al., 2014) . 

ی از متابولیسم ا عمدهسیستم فتوسنتزی گیاهان قسمت 

به شکل چشمگیری  ها تنشدهد و به  یمداخل گیاه را تشکیل 

 فتوسنتز میزان به بیوماس تولید و باشد. رشد گیاه یمحساس 

 فتوسنتز بر آن شدت به بسته تنش شوری و دارد بستگی خالص

ی ها واکنش به بستگی فتوسنتز کارایی گذارد. یم تأثیر

دستگاه  ساختار کربن، تثبیت در دخیل های یمآنز فتوشیمیایی،

 سلولی اجزای بین فتوسنتزی های حدواسط انتقال و فتوسنتزی

 کاهشعوامل زیادی از جمله شوری  تنش در بنابراین،. دارد

های دخیل  یمآنز فعالیت در تغییر تزی،فتوسن هایرنگیزه میزان

 به اکسیداتیو آسیب نمک و ، سمیتCO2در جذب و تثبیت 

دهند  یمتأثیر قرار  غشاهای فتوسنتزی، فتوسنتز را تحت

(Orcutt 2000; Parida and Das 2005). آناتومی بر شوری 

 بنابراین، گذارد، یم تأثیر نیز کلروپلاستی زیر ساختارهای و برگ

گیرد. تحقیقات نشان  یم قرار نیز عوامل این تحت تأثیر فتوسنتز

های فتوسنتزی در شرایط  یستمسدهند که کاهش کارایی  یم

در  IIتنشی به خصوص شوری مرتبط با کمپلکس فتوسیستم 

تولید  افزایش اشد که آسیب به آن باعثب یمدستگاه فتوسنتزی 

 Kalaji et al., 2011; Mehta)شود  یم اکسیژن فعال یها گونه

et al., 2010) . دهد که رابطه  یمتحقیقات زیادی نشان

مستقیمی بین چگونگی عملکرد اجزای فتوسنتزی به خصوص 

وجود دارد  aییرات فلوئورسنس کلروفیل و تغ IIفتوسیستم 

(Strasser et al., 2004; Mehta et al., 2010; Lazar 2009)  به

 680در درجه حرارت استاندارد و طول موج بالاتر از طوریکه 

نانومتر عمده فلوئورسنس ساطع شده از گیاه مربوط به 

. (Baker 2008; Strasser et al., 2004)باشد  یم IIفتوسیستم 

 aیزان فلوئورسنس کلروفیل تغییر در مبنابراین هر گونه 

تواند نشانگر تغییری در مسیر انتقال الکترون در طی مراحل  یم

فتوشیمیایی باشد. از این رو بسیاری از عوامل اکولوژیکی و 

های فتوسنتزی  یستمسیر گذاری بر تأثشرایط تنشی که قادر به 

توانند سبب تغییر خصوصیات و میزان فلوئورسنس  یمهستند 

شوند. گزارش شده است که به محض نوردهی به  aکلروفیل 

، تغییرات اند شدهی فتوسنتزی که با تاریکی سازگار ها نمونه

 دهد یمرخ  aمشخصی در شدت فلوئورسنس کلروفیل 

(Govindjee 1995) کینتیک فلوئورسنس با یک صعود سریع .

که مدت آن کمتر از یک ثانیه است، آغاز شده و با یک نزول 

شود،  یمدر نهایت به یک سطح پایدار و ثابت ختم که  تر آهسته

 Strasser. بر طبق نظر (Strauss et al., 2006)کند  یمادامه پیدا 

ی ها واکنش، فاز صعودی کینتیک فلئورسنس بازتابی از (2004)

 IIاولیه فتوسنتز است که سبب مهار مراکز واکنش فتوسیستم 

. بنابراین کینتیک فلئورسنس (Strasser et al., 2004)شود  یم

از  IIهای فتوشیمیایی فتوسیستم  یتفعالاطلاعاتی در مورد 

به  ها الکترونی نوری تا تحویل ها وتونفابتدای دریافت 

 دهد. یم، Iفتوسیستم 

ی محیطی از ها تنشبه دنبال تحقیقات نشان داده است که 
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که در ی متعدد در گیاه افزایش یافته ها ژنجمله شوری بیان 

یر تأثهای مولکولی به عنوان چپرون HSPی ها ژنمیان آنها 

های ایجاد شده  یبآسدر برابر  ها سلولحفاظت از مهمی را در 

بعد از برگشت به شرایط رشد  ها سلولو کمک به بهبود و بقاء 

 Morimoto and)ی غیر زیستی دارند ها تنشطبیعی به دنبال 

Santoro 1998; Gupta and Huang 2014) به عنوان مثال در .

تحت  HSPژن متعلق به خانواده  9گیاه برنج میزان بیان 

ی غیر زیستی از جمله شوری بررسی شده است که ها تنش

، OsHsp93.04 ،OsHsp71.10ی ها ژننتایج افزایش بیان 

OsHsp71.18 ،OsHsp72.57 ،OsHsp18.03  وOsHsp24.15 

ه . در بررسی دیگر مشخص شد(Ye et al., 2012)اد را نشان د

یک سیانوباکتر مقاوم به  HSP70است که تشدید بیان ژن 

 Nicotiana در گیاه Aphanothece halophyticaشوری 

tabacum  سبب بهبود تعدادی از پارامترهای فیزیولوژیکی از

، میزان کل پروتئین و میزان آنزیم CO2جمله میزان تثبیت 

 ,.Sugino et al)روبیسکو در پاسخ به تنش شوری شده است 

ی ها ژنبیان  ها نشان داده است که یبررس. از طرفی (1999

 smHSPو  HSP70های کلروپلاستی از جمله  HSPمربوط به 

در  IIنقش مهمی را در ایجاد حفاظت نوری و تعمیر فتوسیستم 

ی غیر زیستی مثل سرما، ها تنشهای نوری و  یبآسبرابر 

و  ABA، تیمار خارجی UVخشکی، گرما، تشعشعات 

 ;Heckathorn et al., 1998 )یداتیو دارد ی اکسها تنش

Schroda et al., 1999; Downs et al., 1999; Neta-Sharir et 

al., 2005;) امروزه استفاده از تکنیک خاموش سازی ژن با .

به  Virus Induced Gene Silencing (VIGS)تحریک ویروس 

ابزارهای مناسب برای خاموش نمودن موقت عنوان یکی از 

ی گیاهی و بررسی عملکرد آنها از روی فنوتیپ ایجاد ها ژن

شده بسیار رو به گسترش است. در این روش نیازی به ایجاد 

خط تراریخته پایدار ژنتیکی نیست و تنها از طریق جداسازی 

رود سطح  یمی مورد نظر از یک گیاه که احتمال ها ژنتوالی 

داشته باشد و سپس خاموش سازی  ها ژنمناسبی از این بیان 

آنها و بررسی عملکردشان در گونه گیاهی دیگر که دارای 

بهینه است )مشابه تنباکو( برای خاموش سازی  VIGSسیستم 

شود. در این شیوه از  یمی هومولوگ یا مشابه آنها استفاده ها ژن

ژنی که  تحقیق یک ناقل ویروسی نوترکیب که ترادف جزئی از

کند، ابتدا وارد  یمخواهیم خاموش شود را حمل  یم

آگروباکتریوم کرده تا کارایی انتقال بهتری را داخل میزبان پیدا 

ی اولیه ها برگکند. در مرحله بعد آگروباکتریوم حاوی ناقل به 

های جوان تلقیح تا ویروس بداخل سلول نفوذ کرده و گیاهچه

 mRNAی اضافی به صورت ژنوم خود را به همراه ترادف ژن

در سلول میزبان توسط  mRNAی ها نسخهکند. سپس  یمتکثیر 

RNase  به صورت موقت متوقف  ها ژنها تجزیه شده و بیان

در ایجاد  HSPی ها ژنشود. لذا با توجه به اهمیت نقش  یم

ی محیطی از جمله شوری، در این ها تنشمقاومت گیاه به 

سیستم خاموش سازی  پژوهش تلاش شده است که از طریق

به عنوان ابزاری مناسب  (VIGS)غیر متجانس با القاء ویروسی 

، mRNAسرکوب موقت فعالیت یک ژن در سطح بیان جهت 

گیاه مقاوم به شوری و  smHSPو   HSP90،HSP70اثر سه ژن 

با استفاده از وکتور خاموش سازی  Capparis spinosa Lگرما 

Tobacco Rattle Virus (TRVبر ) میزان فلوئورسنس روی 

مناسب جهت سنجش میزان  معیار یک به عنوان aکلروفیل 

ی محیطی از جمله ها تنشفتوسنتزی گیاه در پاسخ به  فعالیت

 Nicotianaگیاه گلیکوفیت تنباکو )تنش شوری در 

benthamiana) .مورد بررسی قرار گیرد 

 

 هامواد و روش

در  N. benthamianaبذرهای گیاه کاشت گیاهان تنباکو: 

( Klassman, Germany) های کشت نشاء حاوی پیت ماس ینیس

کاشته و در داخل اتاق کشت  NPKگرم کود کامل  1و حدود 

و تحت یک دوره  70و رطوبت نسبی % ºC22تحقیقاتی در دمای 

گرفت. تا قبل از  ساعت تاریکی قرار 8ساعت نور و  16نوری 

با  ها گلدان، روی جوانه زنی بذرها، به منظور حفظ رطوبت

ها، تنها استفاده از سلفون پوشیده شد. پس از ظهور گیاهچه

ها یکی از آنها حفظ و بقیه حذف شدند. آبیاری مداوم گیاهچه

چند روز یک بار از طریق اضافه نمودن آب و چند نوبت 

 ها گلدانبه تشتک زیر  (Epstein 1972)محیط جانسون 

ها به گیاهچه VIGSروز قبل از انجام  5-4صورت گرفت. 
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 استخراج شده از گیاه کور RNAنمونه  PCRهای مورد استفاده برای آغازگر -1جدول 

 نام ژن آغازگر نام توالی طول آغازگر دما )سانتی گراد(

60 22 5'-TTGACTTCTACACCACCATCAC-3' FCS 70 
HSP70 

60 22 5'-GCGCTCTTTCACCTTCATAAAC-3' RCS 70 

59 22 5'-CTACTCWGCTTAYYTKGTWGCT-3' FCS 90 
HSP90 

64 22 5'-CTGDCCYTCCTTCATYCTKGTC-3' RCS 90 

59 21 5'-AGAAACAGAGGAGGAGGAGAA-3' FSM 
smHSP 

62 22 5'-GGAATGGAGATGAGAAGGACAC-3' RSM 

 

منتقل  NPKظروف پلاستیکی حاوی پیت ماس و کود 

 گردیدند. 

در گیاه کور:  HSPی ها ژن آغازگر شناسایی و طراحی

ی مورد نیاز برای جداسازی آغازگرهابرای طراحی و ساخت 

از  smHSPو  HSP70گیاه کور، برای دو ژن  HSPی ها ژن

استفاده شد  NCBIهای معرفی شده برای این دو ژن در  یتوال

ی ها بخشلی گیاه کور توا HSP90و برای جداسازی ژن 

حفاظت شده این ژن در گیاهان نهاندانه با استفاده از نتایج 

 Integrated DNAو سایت BLASTبرنامه 

Technologies/PrimerQuest Tool   مطالعه و مقایسه گردید تا

ی مشترک این ژن یک جفت آغازگر ها بخشدر نهایت از روی 

ارائه شده است.  1جدول  در آغازگرهاطراحی گردد. توالی این 

 bpبه ترتیب  smHSPو  HSP90 ،HSP70ی ها ژنطول قطعه 

از حومه شهر کاشان در  کور بود. سپس گیاه 296و  474، 990

ی ها ژنلا که احتمالاً سبب بیان بالای شرایط گرما و شوری با

HSP جمع آوری گردید و بلافاصله به آزمایشگاه  شد، یم

ی ها ژن mRNAهای طراحی شده، منتقل شد تا از طریق پرایمر

HSP  استخراج وcDNA  مربوطه ساخته شده و در وکتور

یدوپسیس آراب یستیاز مرکز منابع زکه  pTRV2خاموش سازی 

شده بود، قرار  یداریخر یکادر آمر یواوها ییالتدر دانشگاه ا

ی مشابه آنها در گیاه ها ژنگیرد و به منظور خاموش سازی 

مدل تنباکو که دارای سیستم بهینه جهت خاموش سازی ژن 

است و همچنین نسبت به تنش شوری نیز حساس هستند، 

 مورد استفاده قرار گیرند.

یید تأ: وماگروباکترییید ورود وکتورهای نوترکیب به تأ

ورود وکتورهای نوترکیب ساخته شده در این تحقیق به 

از  PCRبا استفاده از روش غربالگری توسط  اگروباکتریوم

ها و توسط آغازگرهای اختصاصی طراحی شده برای  یکلون

( انجام شد. همچنین از این روش برای 2ل )جدو HSPی ها ژن

 pTRV2-NtPDS و pTRV1 ،pTRV2یید حضور وکتورهای تأ

  استفاده گردید. 3توسط پرایمرهای جدول  اگروباکتریومدر 

با القاء ویروسی در گیاهچه  HSPی ها ژنخاموش سازی 

 .Nپس از کاشت بذرهای گیاههفته  3تا  5/2های تنباکو: 

benthamiana برگی  4-3های آن به مرحله زمانی که گیاهچه

صورت ی به منظور انجام خاموش سازی باکتر رسیدند، تلقیح

های آماده شده از آگروباکتریوم  یونسوسپانستمام  گرفت.

)وکتور خالی  pTRV2حاوی وکتور خاموش سازی نوترکیب 

و  HSP90 ،HSP70ی ها ژنیا وکتورهای دارای بخشی از 

smHSP بودند با سوسپانسیون باکتریایی حاوی وکتور )

pTRV1  مخلوط میکرو مولار(  400و استوسیرینگان )باغلظت

ی ها کلونها و نوع  یباکترنحوه اختلاط  4د. در جدول شدن

باکتریایی در هر تیمار نشان داده شده است. همچنین به منظور 

)فیتوئن  PDSیید اولیه خاموش سازی، ژن شاهدی بنام تأ

وارد وکتور خاموش سازی عنوان کنترل مثبت دسچوراز ( به 

 یوسنتزب مسیر درژن فیتوئن دسچوراز یک آنزیم مهم گردید. 

 سازی، خاموش که در صورت کند، می کد را کاروتنوئیدها

 و در نهایت منجر به را کاهش دادهمحتوای کاروتنوئیدی سلول 

 (Bartley and Scolnik 1995) شود فنوتیپ سفیدشدگی می

در خاموش بنابراین بروز پدیده مورد نظر نشانگر موفقیت 

ها آماده تزریق به  یباکترپس از اختلاط، باشد.  یمسازی 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

72
7.

13
97

.7
.2

7.
15

.6
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 ji
sp

p.
iu

t.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-1

0-
30

 ]
 

                             4 / 18

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjy0PC8tdfOAhUpLsAKHerZCSsQFggcMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.idtdna.com%2F&usg=AFQjCNESjwGNVxM0MwXMe_4csmLzoz3Qlw&sig2=--ro-CJ3Ezw21jPQRXr_WA
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjy0PC8tdfOAhUpLsAKHerZCSsQFggcMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.idtdna.com%2F&usg=AFQjCNESjwGNVxM0MwXMe_4csmLzoz3Qlw&sig2=--ro-CJ3Ezw21jPQRXr_WA
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjy0PC8tdfOAhUpLsAKHerZCSsQFggcMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.idtdna.com%2F&usg=AFQjCNESjwGNVxM0MwXMe_4csmLzoz3Qlw&sig2=--ro-CJ3Ezw21jPQRXr_WA
http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjy0PC8tdfOAhUpLsAKHerZCSsQjBAIKDAC&url=http%3A%2F%2Fwww.idtdna.com%2Fprimerquest%2Fhome%2Findex&usg=AFQjCNHx6lcBEt0fdbu3w4yq6rjl_CtEbw&sig2=6i6Gq0TCvRFIbgjeKRjmKg
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.23222727.1397.7.27.15.6
https://jispp.iut.ac.ir/article-1-801-en.html


 smHSP... 5و  HSP90 ،HSP70ی ها ژنیر خاموش سازی تأث بررسی

 

 

 یومکور در آگروباکتر HSP یژن ها یحاو یبنوترک یحضور وکتورها ییدأت یمورد استفاده برا یهاآغازگر-2 جدول

دما )سانتی 

 گراد(
 ژن نام )آغازگر( نام توالی آغازگر طول

60 22 5'-TTGACTTCTACACCACCATCAC-3' FCS 70 
HSP70 

60 22 5'-GCGCTCTTTCACCTTCATAAAC-3' RCS 70 

59 22 5'-TGGTAGCTCTACTCTGCTTACT-3' FCS 90 
HSP90* 

64 22 5'-CTCATCAACCTCCTCAACCTTAC-3' RCS 90 

59 21 5'-AGAAACAGAGGAGGAGGAGAA-3' FSM 
smHSP 

62 22 5'-GGAATGGAGATGAGAAGGACAC-3' RSM 

 .کور طراحی شدند CsHSP90در این مرحله پس از تعیین توالی ژن  pTRV2-CsHSP90فاده برای وکتور نوترکیب آغازگرهای مورد است *

 

 گروباکتریومادر  pTRV2-NtPDS و pTRV1 ،pTRV2 وکتورهای حضور ییدأت یمورد استفاده برا یهاآغازگر -3 جدول

 اندازه قطعه تکثیر قابل انتظار 

(bp ) 
 نام وکتور توالی آغازگر

938 
5'-CTTGAAGAAGAAGACTTTCGAAGTCTC-3' 

pTRV1 

 5'-GTAAAATCATTGATAACAACACAGACAAAC-3' 

134 
5'-CGGGCTAACAGTGCTCTTG-3' 

pTRV2 

 5'-CTCCCTTGGTTCGTCGTAAC-3' 

160 
5'-TGGAGTGGCAAACACAAAAGCATCT-3' 

pTRV2-NtPDS 
5'-TTGCATGCCGACTGTGGAACA-3' 

 

گروباکتریوم حاوی وکتورهای مختلف و اهای نسبت اختلاط کلون ،های تنباکوگیاهچهرد استفاده برای تزریق به تیمارهای مو -4جدول 

 اندازه و نوع قطعات ژنی وارد شده در هر وکتور.

 تیمار اختلاط/نسبت تیمار در شده تزریق باکتریایی هایکلون pTRV2سازی شده در  همسانه قطعه

 )شاهد( T1 باکتری فاقد تلقیح بافر شاهد، -

 (منفی )کنترل T2 1:1/الیخ HSP pTRV1+ pTRV2فاقد قطعه ژن  وکتور

 (مثبت )کنترل PDS N. benthamiana pTRV1+ pTRV2-NtPDS/1:1 T3نوکلئوتیدی از  697بخش  یک

 HSP90 C. spinosa pTRV1+ pTRV2-CsHSP90/1:1 T4 از یدینوکلئوت 351بخش  یک

 HSP70 C. spinosa pTRV1+ pTRV2-CsHSP70/1:1 T5از  نوکلئوتیدی 474بخش  یک

 smHSP C. spinosa pTRV1+ pTRV2-CssmHSP/1:1 T6نوکلئوتیدی از  296بخش  یک

 

نیز  4طور که در جدول  شدند. همان N. benthamianaگیاهان 

( که به عنوان شاهد مورد T1شود در تیمار اول ) یمملاحظه 

افر تلقیح که فاقد هر گونه باکتری به استفاده قرار گرفت، تنها ب

( که به نوعی کنترل T2تزریق شد. در تیمار دوم ) تنباکو گیاهان

های حاوی وکتور خالی  یباکترشد، تنها  یممنفی محسوب 

pTRV2  وpTRV1 ها تزریق شدند. در تیمار سوم به گیاهچه

(T3 )ها تزریق شدند که دارای هایی به گیاهچه یباکتر

ی از ژن فیتوئن ا قطعهخاموش سازی بودند که وکتورهای 
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کردند.  یمجدا سازی شده از تنباکو را حمل  (PDS)دسچوراز 

( نیز گیاهچه T6و  T4 ،T5در تیمارهای چهارم، پنجم و ششم )

های تنباکو با وکتورهای خاموش سازی حاوی قطعاتی از 

حاصل از ( smHSPو  HSP90 ،HSP70) HSPی مختلف ها ژن

های  یشآزماتزریق شدند. این وکتورها برای انجام  گیاه کور

VIGS .مورد استفاده قرار گرفتند 

مخلوط تزریق مخلوط اگروباکتریوم ها به گیاهان تنباکو: 

با استفاده از یک  4های تهیه شده مطابق جدول اگروباکتریوم

روزه  21سرنگ یک میلی لیتری بدون سوزن به گیاهان تنباکو 

روی سطح برگ با سوزن سرنگ  ق،تزریتزریق شدند. برای 

زخمی شد و سپس سرنگ بدون سوزن بر روی سطح برگ 

مماس شده و در حالیکه طرف دیگر برگ با دست نگه داشته 

تخلیه محتویات سرنگ به درون برگ از محل  د،شده بو

 100جراحت در سطح برگ انجام شد. برای تزریق حدود 

ها توسط سرنگ اکتریوممیکرو لیتر از بافر حاوی مخلوط اگروب

برداشته و به بخش زیرین هر برگ تزریق شد. این رویه تزریق 

ی گیاهان انجام شد. گیاهان تزریق شده به ها برگبرای همه 

و تحت یک دوره  ºC 22اتاق کشت منتقل شده و در دمای 

اعت تاریکی نگهداری شدند. در س 8اعت نور/ س 16نوری 

ها از طریق اضافه نمودن یاهچهاین مرحله نیز آبیاری مداوم گ

 ها گلدانبه تشتک زیر  اصلاح شده جانسونآب و محیط 

 صورت گرفت.

 یتنباکو آلوده ساز یاهانبه گ یشور تنش اعمال نحوه

 یخاموش ساز یحامل وکتورها یومگروباکتراشده با 

و تزریق  VIGSروز پس از انجام آزمایشات  3یب: نوترک

رهای خاموش سازی نوترکیب به های حاوی وکتوآگروباکتریوم

میلی مولار نمک و  100اعمال تنش شوری گیاهان تنباکو، 

 به شده انجام آزمایشات صفر به عنوان شاهد صورت گرفت

 یها ژن یفاکتور اول خاموش ساز عاملی، دو فاکتوریل صورت

HSP90، HSP70 و smHSP تنباکو گیاه در (Nicotiana 

benthamiana( در )در  یشور یمارکتور دوم تسطح( و فا 5(

 یک( در قالب میلی مولار نمک 100ی دو سطح کنترل و شور

 در و زیستیتکرار  3و با  یتصادف کاملاً یها بلوک آماری طرح

 نظر در تحقیقات انجام جهت گلدان 10 حداقل تکرار هر

  .شد گرفته

جهت : a کلروفیل فلوئورسنس کینتیك گیری اندازه

و تنش شوری بر  HSPی ها ژن بررسی اثر خاموش سازی

گیاه تنباکو از اطلاعات حاصل از  aکلروفیل  فلوئورسنس

ی ها نمونهمراحل مختلف القاء فلوئورسنس که از نوردهی به 

شود، استفاده گردید. اندازه  یمسازگار شده به تاریکی منتشر 

 Handyبا استفاده از دستگاه aکلروفیل  فلوئورسنسگیری 

PEA (Plant Efficiency Analyzer, Hansatech, UK)  انجام

هفته پس از انجام خاموش سازی و اعمال  3شد. به این منظور 

ی مشخصی از گیاهان شاهد و تحت تیمار ها برگتنش شوری، 

های  یرهگهای یکسان فیلوتاکسی انتخاب و  یتموقعدر 

های خاص قادر به ایجاد فضای  یچهدرمخصوصی که از طریق 

ی مورد نظر ها برگخصی از برگ بودند به تاریک بر سطح مش

دقیقه  20متصل شدند. گیاهان قبل از اندازه گیری به مدت 

توسط گیره مخصوص در تاریکی قرار گرفتند. اطلاعات اولیه 

( توسط دستگاه ثبت گردیده 5)جدول  aروفیل لک فلوئورسنس

 OJIP-testو در مرحله بعد با استفاده از روشی موسوم به 

 به پارامترهای بیوفیزیکی )جدول فلوئورسنساولیه اطلاعات 

 Biolyzer HP4تبدیل و در نهایت با استفاده از نرم افزار  (6

پارامترهای ذکر شده جهت تعیین محل اثر خاموش سازی و 

مورد بررسی قرار گرفت و  IIتنش شوری در فتوسیستم 

 نمودارهای مربوط به آنها رسم شد.

 از ها یانگینم یسهمقا یجنتا یآمار زیآنال برایآماری:  آنالیز

و  ANOVAو روش  GraphPad Prism 6نرم افزار  طریق

 یبا استفاده از نرم افزارها P≤0.05در سطح  Duncanتست 

SPSS (Ver.19)  وExcel  .صورت گرفت 

 

 نتایج 

گروباکتریوم: ابه  pTRV2یید انتقال وکتورهای نوترکیب تأ

موش سازی، وکتورهای های خا یشآزمابه منظور انجام 

نوترکیب ساخته شده در این پژوهش به همراه سایر وکتورهای 

( به pTRV2-NtPDSو  pTRV2 ،pTRV1اصلی و نوترکیب )
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 Handy PEA دستگاه توسط ثبت از حاصل a کلروفیل فلوئورسنس اولیه پارامترهای -5 جدول

 aکلروفیل  فلوئورسنسپارامترهای اولیه 
Fo  (فلوئورسنسمیکروثانیه پس از نوردهی )حداقل نور  20 فلوئورسنسمیزان 

F50 µs  میکروثانیه پس از نوردهی 50 فلوئورسنسمیزان 
F100 µs  میکروثانیه پس از نوردهی 100میزان فلوئورسنس 

FK  میکروثانیه پس از نوردهی 300میزان فلوئورسنس 
FJ  میلی ثانیه پس از نوردهی 2میزان فلوئورسنس 
FI میلی ثانیه پس از نوردهی 20ن فلوئورسنس میزا 

FM=FP  میلی ثانیه پس از نوردهی )حداکثر نور فلوئورسنس( 100میزان فلوئورسنس 

 
 a کلروفیل فلوئورسنس اولیه اطلاعات از شده استخراج OJIP-test از حاصل بیوفیزیكی پارامترهای -6 جدول

 OJIP-testپارامترهای بیوفیزیکی حاصل از 

(OEC Activity ) FV/Fo فتوسیستم دهنده سمت در آب تجزیه کمپلکس کاراییII 
FV/FM  فتوسیستم  یمیاییفتوش ییکاراحداکثرII  

ψo  میزان انتقال الکترون ازQA  بهQB  در فتوسیستمII 
φEo  میزان انتقال الکترون ازQB  به زنجیره انتقال الکترون پس ازQB (انتقال میزان 

 (IIفتوسیستم  الکترون انتقال رهزنجی در الکترون
φRo  میزان احیای آخرین پذیرنده الکترون در سمت فتوسیستمI 

DIO/RC میزان اتلاف انرژی در کل مراکز واکنش نسبت به مراکز فعال واکنش 
Sm/t Fm  میانگین فعالیت انتقال الکترون در فتوسیستمII 

ψo/(1-ψo) سیستم های بیوشیمیایی در فتوکارایی واکنش II 
PIABS  شاخص کارایی فتوسنتزی از ابتدای فتوسیستمII  تا ابتدای فتوسیستمI 

 

انتقال  Agrobacterium tumefaciensباکتری  LBA4404سویه 

یید حضور تأداده شدند تا به گیاهان تنباکو تزریق شوند. 

وکتورهای اصلی و نوترکیب در آگروباکتریوم با استفاده از 

انجام شد. همانطور که  PCRها توسط  یکلونری نتایج غربالگ

شود انتقال وکتورها به آگروباکتریوم با  یمملاحظه  1در شکل 

 موفقیت صورت گرفته است. 

: همانطور  N.benthamianaیید خاموش سازی در گیاه تأ

نشان داده شده است پس از آلوده سازی گیاهان  2که در شکل 

N.benthamiana ازی مربوط به ژن با وکتور خاموش سPDS ،

ید أیدر برگ گیاهان علائم سفید شدگی رخ داده است که ت

 باشد. یمکننده خاموش سازی 

 و HSP90، HSP70ی ها ژنخاموش سازی  اثر بررسی

smHSP کمپلكس کارایی بر پس از اعمال تنش شوری 

گیاه  II (FV/Fo)فتوسیستم  دهنده در سمت آب تجزیه

N.benthamiana: ند تغییرات شاخص مقایسه روFV/Fo 

( در IIفتوسیستم  دهنده در سمت آب تجزیه کمپلکس )کارایی

در گیاهان  NaClمیلی مولار  100و  صفری ها غلظت

N.benthamiana  ی ها ژن( که 3)شکلHSP90 ،HSP70  و

smHSP  ،متعلق به گیاه کور در آنها خاموش سازی شده است

تزریق شده( و گیاهی که  نسبت به گیاه شاهد )محلول بافر به آنها

به آنها وارد شده است )کنترل منفی(  pTRV2وکتور ویروسی 

در گیاه  HSP70ی ها ژندهد که تنها خاموش سازی  یمنشان 

N.benthamiana  باعث کاهش کارایی کمپلکس تجزیه آب به

است که خصوص پس از تنش شوری شده است. این در حالی 
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 1های پس از انتقال به روش شیمیایی. چاهك PCRاز محصولات غربالگری کلونی های آگروباکتریوم با  الكتروفورز ژل آگاروز -1شكل 

بودند. در چاهك  HSP70و  HSP90 ،smHSPهای دریافت کننده وکتورهای حاوی ژن های کلونی PCRبه ترتیب حاوی محصولات  7تا 

کلونی  PCRبارگذاری شدند. محصولات  pTRV2و  pTRV1ای اصلی کلونی های حاوی وکتوره PCRبه ترتیب محصولات  11تا  8های 

 .100bp DNA Ladder Plus (Fermentase): مارکر Mبارگذاری شد.  pTRV2-NtPDSهای حاوی وکتورهای نوترکیب 

 
، که PDSن پس از آلوده سازی با وکتور خاموش سازی مربوط به ژ N.benthamianaبروز علائم سفید شدگی در برگ گیاهان  -2شكل 

 باشد.ید کننده خاموش سازی میأیت

 

، pTRV2تیمار شده با بافر،  N.benthamianaدر گیاهان 

pTRV2-HSP90  وpTRV2-smHSP تفاوتی مشاهده نشد. 

 و HSP90، HSP70ی ها ژنخاموش سازی  اثر بررسی

smHSP انتقال الكترون از  بر پس از اعمال تنش شوریQA 

مقایسه : N.benthamianaگیاه  II (ψo)در فتوسیستم  QBبه 

در  QBبه  QAانتقال الکترون از ) ψoروند تغییرات شاخص 

دهد که گیاهان آلوده شده  یمنشان  4( در شکل II فتوسیستم

و وکتور خاموش سازی  pTRV2با وکتورهای خاموش سازی 

نسبت به گیاه شاهد )تیمار شده با محلول  smHSPحاوی ژن 

 صفری ها غلظتدر  ψoی را در شاخص بافر( تفاوت معنی دار

میلی مولار نمک ایجاد نکرده است. در حالیکه خاموش  100و 

میلی مولار  صفردر غلظت  HSP90، HSP70ی ها ژنسازی 

میلی  100درصد کاهش و در غلظت  28و  17نمک به ترتیب 

 ψoشاخص درصد کاهش را در  40و  20مولار نمک به ترتیب 

 اد کرده است. نسبت به گیاه شاهد ایج

 و HSP90، HSP70ی ها ژنخاموش سازی  اثر بررسی

smHSP الكترون انتقال میزان بر پس از اعمال تنش شوری 

 گیاهII (φEo )فتوسیستم الكترون زنجیره انتقال در
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 smHSP... 9و  HSP90 ،HSP70ی ها ژنیر خاموش سازی تأث بررسی

 

 

 
، HSP90های ی ژنپس از خاموش ساز N. benthamiana( گیاه FV/F0) IIکارایی کمپلكس تجزیه آب در سمت دهنده فتوسیستم  -3شكل 

HSP70  وsmHSP میلی مولار  100و  صفرهای گیاه کور در آنها، در غلظتNaClها با . مقادیر میانگین سه تكرار است. مقایسه میانگین

 باشد.( میP<0.05استفاده از آزمون دانكن انجام شد و حروف مشترک بیانگر عدم اختلاف معنی دار )

 
و  HSP90 ،HSP70های پس از خاموش سازی ژن N. benthamiana( گیاه ψo) IIدر فتوسیستم  QBبه  QAاز  الكترون میزان انتقال -4شكل 

smHSP میلی مولار  100و  صفرهای گیاه کور در آنها، در غلظتNaClها با استفاده از . مقادیر میانگین سه تكرار است. مقایسه میانگین

 باشد.( میP<0.05عدم اختلاف معنی دار ) آزمون دانكن انجام شد و حروف مشترک بیانگر

 

N. benthamiana :زنجیره  در الکترون بررسی میزان انتقال

 ( در حضورφEo)شاخص  IIالکترون فتوسیستم  انتقال
در گیاهان  NaClمیلی مولار  100و  صفری ها غلظت

N.benthamiana  ی ها ژنکهHSP90 ،HSP70  وsmHSP  گیاه

ی شده است نسبت به گیاهان تیمار کور در آنها خاموش ساز

( که5دهد )شکل  یمنشان  pTRV2شده با محلول بافر و 
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، HSP90های پس از خاموش سازی ژن N. benthamiana( گیاه φEo) IIفتوسیستم الكترون زنجیره انتقال در الكترون انتقال میزان -5شكل 

HSP70  وsmHSP میلی مولار  100و  صفرهای گیاه کور در آنها، در غلظتNaClها با . مقادیر میانگین سه تكرار است. مقایسه میانگین

 باشد.( میP<0.05استفاده از آزمون دانكن انجام شد و حروف مشترک بیانگر عدم اختلاف معنی دار )

 

 انتقالسبب کاهش در میزان  HSPی ها ژنخاموش سازی 

است به شده  IIالکترون فتوسیستم  زنجیره انتقال در الکترون

کاهش  pTRV2-HSP70طوریکه در گیاه آلوده شده با وکتور 

شود. اعمال تنش شوری در محیط  یمدرصدی مشاهده  26

 انتقال میزانبر  ها ژنیر بیشتر خاموش سازی تأثکشت نیز سبب 

در این تیمارها  IIالکترون فتوسیستم  زنجیره انتقال در الکترون

 pTRV2-HSP70وکتور  شده به طوریکه در گیاه آلوده شده با

کاهش  ل تنش شوری نسبت به سایر تیمارهاپس از اعما

مشاهده  φEoدرصدی( در میزان شاخص  30بیشتری )کاهش 

 شود. یم

 و HSP90، HSP70ی ها ژنخاموش سازی  اثر بررسی

smHSP احیای میزان بر پس از اعمال تنش شوری 

 Iتم الكترون فتوسیس پذیرنده سمت در های انتهایی یرندهپذ

(φRo)  گیاهN.benthamiana:  مشاهده  6همانطور که در شکل

و  pTRV2در گیاهان تنباکو که با وکتور خالی شود،  یم

و  pTRV2-HSP90 ،pTRV2-HSP70وکتورهای نوترکیب 

pTRV2-smHSP  میزان شاخص اند شدهآلوده ،φRo  کاهش

دهد و بیشترین کاهش  یممعنی داری نسبت به گیاه شاهد نشان 

در آنها خاموش سازی شده است  HSP70گیاهانی که ژن  در

درصد کاهش نسبت به گیاه شاهد( مشاهده شد. با اعمال  36)

تنش شوری میزان این شاخص در تمامی تیمارها کمی کاهش 

-pTRV2نشان داد ولی تنها در گیاه خاموش سازی شده با 

HSP70  .این کاهش معنی دار بود 

 و HSP90، HSP70ی اه ژنخاموش سازی  اثر بررسی

smHSP میزان اتلاف انرژی در  بر پس از اعمال تنش شوری

 (DIO/RC) کل مراکز واکنش نسبت به مراکز فعال واکنش

میزان اتلاف انرژی در کل بررسی  :N.benthamianaگیاه 

( در DIO/RC) مراکز واکنش نسبت به مراکز فعال واکنش

یاهان در گ NaClمیلی مولار  100و  صفری ها غلظت

N.benthamiana که تحت تیمارهای مختلف خاموش سازی 

، نسبت به گیاه شاهد )محلول بافر به آنها تزریق اند گرفتهقرار 

به آنها وارد شده  pTRV2شده( و گیاهی که وکتور ویروسی 

( که در وضعیت 7دهد )شکل  یماست )کنترل منفی( نشان 

 ده باکنترل )بدون اعمال تنش شوری( گیاهان تیمار ش
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 smHSP... 11و  HSP90 ،HSP70ی ها ژنیر خاموش سازی تأث بررسی

 

 

 
پس از خاموش سازی ژن  N. benthamianaگیاه  I (φRo)الكترون فتوسیستم  پذیرنده سمت در های انتهاییپذیرنده احیای میزان -6شكل 

. مقادیر میانگین سه تكرار است. مقایسه NaClمیلی مولار  100و  صفرهای گیاه کور در آنها، در غلظت smHSPو  HSP90 ،HSP70های 

 باشد.( میP<0.05با استفاده از آزمون دانكن انجام شد و حروف مشترک بیانگر عدم اختلاف معنی دار ) هامیانگین

 
پس از خاموش سازی ژن  N. benthamianaگیاه  (DIO/RC) میزان اتلاف انرژی در کل مراکز واکنش نسبت به مراکز فعال واکنش -7شكل 

. مقادیر میانگین سه تكرار است. مقایسه NaClمیلی مولار  100و  صفرهای در غلظتگیاه کور در آنها،  smHSPو  HSP90 ،HSP70های 

 باشد.( میP<0.05ها با استفاده از آزمون دانكن انجام شد و حروف مشترک بیانگر عدم اختلاف معنی دار )میانگین

 

pTRV2 ،pTRV2-HSP90  وpTRV2-smHSP  تفاوت معنی

کل مراکز واکنش نسبت به  داری را در میزان اتلاف انرژی در

مراکز فعال واکنش نسبت به گیاه شاهد نشان نداده و تنها 

آلوده  HSP70گیاهانی که با وکتور خاموش سازی حاوی ژن 

درصدی را در این شاخص نسبت به گیاه  9شده بودند افزایش 

دهند. این در حالی است که پس از اعمال تنش  یمشاهد نشان 

ی در کل مراکز واکنش در گیاهان شوری میزان اتلاف انرژ

مورد خاموش سازی قرار HSPی ها ژنتنباکو که در آنها 
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 HSP90 ،HSP70پس از خاموش سازی ژن های  N. benthamianaگیاه  II (Sm/t Fm) یستمانتقال الكترون در فتوس یتفعال یانگینم -8شكل 

ها با استفاده از . مقادیر میانگین سه تكرار است. مقایسه میانگینNaClلار میلی مو 100و  صفرهای گیاه کور در آنها، در غلظت smHSPو 

 باشد.( میP<0.05آزمون دانكن انجام شد و حروف مشترک بیانگر عدم اختلاف معنی دار )

 

گرفته افزایش معنی داری را نسبت به گیاه شاهد نشان داده به 

با  طوریکه بیشترین افزایش متعلق به گیاهان تیمار شده

pTRV2-HSP70 درصدی را نسبت به  25باشد که افزایش  یم

 دهند. یمگیاه شاهد نشان 

 و HSP90، HSP70ی ها ژنخاموش سازی  اثر بررسی

smHSP میانگین فعالیت انتقال  بر پس از اعمال تنش شوری

 :N.benthamianaگیاه  II (Sm/t Fm)الكترون در فتوسیستم 
دهد که  یمنشان  Sm/t Fmمقایسه روند تغییرات شاخص 

در تنباکو بیشترین کاهش را در  HSP70خاموش سازی ژن 

II (Sm/t Fm )میانگین فعالیت انتقال الکترون در فتوسیستم 

درصد در  5/16نسبت به سایر تیمارها داشته و این کاهش 

درصد پس از اعمال تنش شوری نسبت  5/35شرایط کنترل و 

ارها تفاوت معنی داری در باشد. در سایر تیم یمبه گیاه شاهد 

و  صفری ها غلظتنسبت به گیاه شاهد در  Sm/t Fmشاخص 

 (.8میلی مولار نمک مشاهده نشد )شکل  100

 و HSP90، HSP70ی ها ژنخاموش سازی  اثر بررسی

smHSP ی ها واکنش کارایی بر پس از اعمال تنش شوری

گیاه  II (ψo/(1-ψo))فتوسیستم  بیوشیمیایی در

N.benthamiana:  نمودار مربوط به بررسی روند تغییرات

در  یوشیمیاییب یها کارایی واکنش) ψo/(1-ψo)شاخص 

، HSP90ی ها ژنکه  N.benthamianaدر گیاهان ( IIفتوسیستم 

HSP70  وsmHSP  ،گیاه کور در آنها خاموش سازی شده است

دهد که  یمنشان  NaClمیلی مولار  100و  صفری ها غلظتدر 

 کاراییسبب کاهش در میزان  HSPی ها نژخاموش سازی 

(، 9شده است )شکل  IIفتوسیستم  ی بیوشیمیایی درها واکنش

کمترین  pTRV2-HSP70در حالی که در گیاه آلوده شده با 

کاهش نسبت به گیاه شاهد در وضعیت کنترل و پس از اعمال 

درصد کاهش( در میزان این  50و  45تنش شوری )به ترتیب 

 یاه شاهد مشاهده شد. شاخص نسبت به گ

 و HSP90، HSP70ی ها ژنخاموش سازی  اثر بررسی

smHSP حداکثر کارایی  بر پس از اعمال تنش شوری

 :N.benthamianaگیاه  II (FV/FM)فتوسیستم  فتوشیمیایی
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 smHSP... 13و  HSP90 ،HSP70ی ها ژنیر خاموش سازی تأث بررسی

 

 

 
، HSP90های سازی ژنپس از خاموش  N. benthamianaگیاه  II (ψo/(1-ψo))فتوسیستم  های بیوشیمیایی درواکنش کارایی -9شكل 

HSP70  وsmHSP میلی مولار  100و  صفرهای گیاه کور در آنها، در غلظتNaClها با . مقادیر میانگین سه تكرار است. مقایسه میانگین

 باشد.( میP<0.05استفاده از آزمون دانكن انجام شد و حروف مشترک بیانگر عدم اختلاف معنی دار )

 
و  HSP90 ،HSP70های پس از خاموش سازی ژن N. benthamiana( گیاه FV/FM) IIفتوسیستم  یمیاییوشفت ییحداکثر کارا -10شكل 

smHSP میلی مولار  100و  صفرهای گیاه کور در آنها، در غلظتNaClها با استفاده از . مقادیر میانگین سه تكرار است. مقایسه میانگین

 باشد.( میP<0.05اختلاف معنی دار ) آزمون دانكن انجام شد و حروف مشترک بیانگر عدم

 

 ییحداکثر کارا) FV/FMمقایسه روند تغییرات شاخص 

 دهد که پس از یمنشان  10شکل ( در IIفتوسیستم  یمیاییفتوش

و وکتور  pTRV2آلوده سازی گیاهان تنباکو با وکتور ویروسی 

-pTRV2و  pTRV2-HSP90 ،pTRV2-HSP70های نوترکیب 

smHSP ر شاخص هیچ تفاوتی دFV/FM  نسبت به گیاه شاهد

 مشاهده نشد.
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پس از خاموش سازی  N. benthamiana( گیاه PIABS) I یستمفتوس یتا ابتدا II یستمفتوس یاز ابتدا یفتوسنتز ییکاراشاخص  -11شكل 

یانگین سه تكرار است. مقایسه . مقادیر مNaClمیلی مولار  100و  صفرهای گیاه کور در آنها، در غلظت smHSPو  HSP90 ،HSP70های ژن

 باشد.( میP<0.05ها با استفاده از آزمون دانكن انجام شد و حروف مشترک بیانگر عدم اختلاف معنی دار )میانگین

 

 و HSP90، HSP70ی ها ژنخاموش سازی  اثر بررسی

smHSP شاخص کارایی  بر پس از اعمال تنش شوری

 Iدای فتوسیستم تا ابت IIفتوسنتزی از ابتدای فتوسیستم 

(PIABS گیاه )N.benthamiana: ثیرات خاموش أبررسی ت

گیاه کور در  smHSPو  HSP90 ،HSP70ی ها ژنسازی 

میلی  100و  صفری ها غلظتو در  N.benthamianaگیاهان 

 11در شکل  PIABSروند تغییرات شاخص بر  NaClمولار 

 شود، یمنشان داده شده است. همانطور که در نمودار مشاهده 

به ترتیب  smHSPو  HSP90 ،HSP70ی ها ژنخاموش سازی 

درصدی در شرایط کنترل و کاهش  18و  70، 32سبب کاهش 

درصدی پس از اعمال تنش شوری نسبت به  28و  80، 5/37

 گیاه شاهد شده است. 

 

 بحث

توانند رشد و نمو  یمی مختلفی ها روشی محیطی به ها تنش

د که یکی از مهمترین موارد آن یر قرار دهنتأثگیاهان را تحت 

یر بر دستگاه فتوسنتزی است. که در این سیستم فتوسیستم تأث

II  ها تنشی آسیب پذیر در  عمدهی ها مکاندر گیاهان یکی از 

ی غیر ها تنشباشد. از طرفی  یمبه خصوص تنش شوری 

شوند.  یمهای ناکارامد  ینپروتئزیستی سبب افزایش ساخت 

های تنشی هستند که بسیاری از  ینپروتئهای مولکولی چپرون

شناخته  Heat Shock Proteins (HSPs)آنها در ابتدا به عنوان 

تنظیم کننده  HSPsدهد که  یمشدند. تحقیقات نشان  یم

ها در تمامی  ینپروتئفولدینگ، تجمع، جایگیری و تجزیه 

 .(Feder and Hofmann 1999)ی گیاهی و جانوری است ها گونه

عملکرد مهمی را در  HSPs ،HSP70در میان انواع مختلف 

ممانعت کردن از انباشتگی و کمک به فولد کردن مجدد 

ر حالیکه های غیر بومی تحت شرایط تنش زا دارد. د ینپروتئ

smHSP  های  ینپروتئها به تنهایی قادر به فولد کردن مجدد

های غیر  ینپروتئیی را با ها کمپلکسغیر بومی نیستند بلکه 

 HSP90دهند. از طرفی  یمها تشکیل  HSPفولد شده و دیگر 

ها نقش مهمی داشته و  ینپروتئنیز در مدیریت کردن فولدینگ 
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ها و کنترل تردد  ینپروتئدر مسیرهای هدایت سیگنال، تجزیه 

ی چپرونی به ها کمپلکسآنها نیز نقش دارد و در بسیاری از 

HSP70  کنند. بنابراین  یممتصل شده و نقش خود را ایفا

ی مختلفی از ها کلاسدهد  یمها نیز نشان  یبررسهمانطور که 

ها در همکاری با هم در حفاظت از سلول عمل کرده و چپرون

کنند و گاهی اوقات در  یمدیگر بازی نقش مکمل را برای یک

نقش پوشاننده را دارند  ها تنشها در برابر  ینپروتئحفاظت از 

(Wang et al., 2004; Al-Whaibi 2011) پژوهش با . در این

یر تأث (VIGS) ویروس القاء با ژن سازی خاموشکمک تکنیک 

 smHSPو  HSP90 ،HSP70ی ها ژنخاموش سازی موقت 

جداسازی شده از گیاه کور که به طور هترولوگ در گیاه تنباکو 

خاموش گردیدند در طی تنش شوری بر روی فعالیت 

د مور aکلروفیل  فلوئورسنساز طریق ارزیابی  IIفتوسیستم 

دهد که خاموش سازی  یمبررسی قرار گرفت. نتایج نشان 

، FV/Foبر روی پارامترهای  smHSPو  HSP90ی ها ژن

DIO/RC ،Sm/t Fm  وFV/FM ثیری نداشته ولی از طرفی باعث أت

و  ψo ،φEo ،φRo ،ψo/(1-ψo)کاهش معنی داری در پارامترهای 

PIABS  دهد که  یمشده است. بنابراین این نتایج اینگونه نشان

بر روی  smHSPو  HSP90خاموش سازی این دو ژن 

 در QAفئوفایتین و کمپلکس تجزیه آب و انتقال الکترون به 

اثری نداشته در حالیکه حساسیت گیاه به عدم  IIفتوسیستم 

ها پس از این زمان یعنی در میزان انتقال  ینپروتئفعالیت این 

تقال الکترون در و انتقال به زنجیره ان QBبه  QAالکترون از 

و در نهایت میزان احیای آخرین پذیرنده الکترون  IIفتوسیستم 

صورت گرفته  Iهای نهایی در فتوسیستم  یرندهپذدر سمت 

دهد که خاموش سازی این دو  یماست. از طرفی نتایج نشان 

ژن سبب افزایش اتلاف انرژی در سیستم نشده و میزان کارایی 

عالیت انتقال الکترون را تغییر ی نوری و میانگین فها واکنش

ی بیوشیمیایی و در ها واکنشنداده در حالیکه میزان کارایی 

نهایت میزان کارایی کل سیستم فتوسنتزی کاهش معنی داری را 

 نشان داده است. 

در  HSP70از طرفی نتایج حاصل از خاموش سازی ژن 

دهد که گیاه با کاهش معنی دار میزان  یمگیاه تنباکو نشان 

به  QAکارایی کمپلکس تجزیه آب، میزان انتقال الکترون از 

QB میزان انتقال الکترون در زنجیره انتقال الکترون در ،

و میزان احیای آخرین پذیرنده الکترون در سمت  IIفتوسیستم 

واکنش شدیدی را نسبت به عدم فعالیت پروتئین  Iفتوسیستم 

HSP70 اموش سازی در گیاه نشان داده است. از طرفی با خ

میانگین فعالیت انتقال الکترون و همچنین کارایی  HSP70ژن 

ی بیوشیمیایی، نوری و در نهایت میزان کارایی ها واکنش

I (PIABS )تا ابتدای فتوسیستم  IIفتوسنتزی از ابتدای فتوسیستم 

کاهش معنی داری را نشان داده است، در حالی که حداکثر 

تفاوت معنی داری II (FV/FM )کارایی فتوشیمیایی فتوسیستم 

همانطور که  FV/FMرا با گیاه شاهد نشان نداده است. فاکتور 

شود شاخص مناسبی جهت بررسی  یمدر نتایج نیز مشاهده 

نیست. در این  IIمیزان کارایی سیستم فتوسنتزی در فتوسیستم 

شاخص میزان کارایی فتوشیمیایی سیستم در نقطه پایانی نسبت 

شود و نحوه فعالیت سیستم انتقال  یمسنجیده  به نقطه ابتدایی

گردد، بنابراین  ینمالکترون در حدفاصل این دو نقطه بررسی 

گیرد. از  یمکمتر مورد توجه قرار  ها پژوهشدر بسیاری از 

طرفی بررسی میزان اتلاف انرژی در کل مراکز واکنش نسبت 

( در این گیاه افزایش DIO/RCبه مراکز فعال واکنش )

 را نسبت به گیاه شاهد نشان داده است. مشخصی

یر تنش شوری بر گیاهانی که در تأثاز طرفی بررسی میزان 

دهد که  یمخاموش سازی شده است، نشان  HSPی ها ژنآنها 

 smHSPو  HSP90ی ها ژنتنش شوری در گیاهان تنباکو که 

در آنها خاموش گردیده است در هیچ یک از مراحل انتقال 

ی بیوشیمیایی و ها واکنشن میزان کارایی الکترون و همچنی

تفاوت معنی داری را نسبت به وضعیت  IIنوری در فتوسیستم 

کنترل )بدون اعمال شوری( ایجاد نکرده است و تنها در میزان 

( و میزان شاخص کارایی DIO/RCاتلاف انرژی در سیستم )

( تفاوت معنی داری را نسبت به وضعیت PIABSکل فتوسنتزی )

دهد. این در حالی است که در گیاهانی که در  یمنشان کنترل 

خاموش سازی شده است تنش شوری سبب  HSP70آنها ژن 

کاهش معنی داری در کل مراحل انتقال الکترون در فتوسیستم 

II  ی نوری، بیوشیمیایی و در نهایت ها واکنشو میزان کارایی
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PIABS و از طرفی افزایش در میزان اتلاف انرژی نسبت به 

 وضعیت کنترل شده است.

یکی از PIABS (Performance index )شاخص کارایی 

باشد، زیرا  یم aمهمترین پارامترهای فلوئورسنس کلروفیل 

ی از میزان جریان انرژی وارد شده به مراکز فتوسیستم ا مجموعه

II بازده انتقال الکترون و تعداد مراکز واکنش فعال را نشان ،

. بنابراین (Mereu et al., 2011; Mehta et al., 2010)دهد  یم

به  وئورسنسفلین پارامترهای تر حساسبه عنوان یکی از 

شرایط نامساعد محیطی مناسب جهت بررسی وضعیت گیاه 

 Oukarroum et)ی مختلف معرفی گردیده است ها تنشتحت 

al., 2007; Zushi et al., 2012; Živčák et al., 2008) .

دهد تنش شوری سبب کاهش میزان  یمهمانطور که نتایج نشان 

رسد  یماخص کارایی در تمامی تیمارها شده است لذا به نظر ش

 IIکه میزان جریان انرژی و انتقال الکترون در مراکز فتوسیستم 

و همچنین تعداد مراکز فعال واکنش در طی تنش شوری 

 کاهش یافته است.

در  HSPی ها ژنتا کنون مطالعه کمی در ارتباط با نقش 

 a وئورسنس کلروفیلفلی ها شاخصارتباط با هر یک از 

در  HSPهای  ینپروتئصورت گرفته است ولی با توجه به اثر 

ی غیر زیستی از طریق ها تنشدر برابر  ها سلولحفاظت از 

و دیگر ترکیبات سلولی و  غشاءهاها،  ینپروتئحفاظت از 

های آسیب دیده به دنبال  ینپروتئتسهیل تغییر یا تجزیه 

 Parsell and Lindquist 1994; Wang et)ی محیطی ها تنش

al., 2004) به دنبال خاموش  ها شاخص، کاهش هر یک از

 تواند قابل توجیه باشد.  یم HSPی ها ژنسازی 

در گیاه  IIعملکرد فتوسیستم  ی بر روی میزانا مطالعهدر 

Solidago altissima  به دنبال افزایش همزمان میزان نور و

به  IIحرارت در محیط مشخص گردید که عملکرد فتوسیستم 

 smHSPو  HSP70ی ها ژنشدت کاهش یافته، از طرفی بیان 

. در (Barua and Heckathorn 2006)افزایش یافته است 

کلروپلاستی در گیاه  DnaJهای  ینپروتئمطالعه دیگر بر روی 

Lycopersicon esculentum  مشخص شده است که این

های مولکولی به تنهایی و یا در پرونها به عنوان چ ینپروتئ

سبب ایجاد هومئوستازی  HSP70های  ینپروتئارتباط با 

ی پروتئینی تحت شرایط تنش عملکردهاپروتئینی و حفظ ثبات 

 FV/FM، افزایش IIشوند، نقش مهمی در حفظ فتوسیستم  یمزا 

 Kong et)تحت تنش سرما دارند  D1و افزایش میزان پروتئین 

al., 2014).  در  مؤثرهای  یسممکانی دیگر بر روی ا مطالعهدر

ی اکسیداتیو نوری در ها تنشتحت  IIتعمیر فتوسیستم 

مشخص  Dunaliella salinaهای فتوسنتز کننده مثل  یسمارگان

ی مجزا شده ها کمپلکسسبب استحکام  HSP70شده است که 

 D1گردیده و در حذف و جایگزینی پروتئین  IIفتوسیستم 

 ;Yokthongwattana et al., 2001)است  مؤثرآسیب دیده 

Schroda et al., 2001; Schroda et al., 1999; Theis and 

Schroda 2016).  توان جمع  یملذا با توجه به نتایج این تحقیق

 HSP90 ،HSP70ی ها ژنبندی نمود که خاموش سازی موقت 

 .Nدر گیاه Capparis spinosa Lگیاه  smHSPو 

benthamiana ثیرات متفاوتی را در میزان فلوئورسنس أت

میلی مولار نمک  100در شرایط کنترل و شوری  aکلروفیل 

مورد مطالعه، ژن  HSPی ها ژنایجاد کرده است. در بین 

HSP70  نسبت به دو ژن دیگر اهمیت بیشتری داشته بطوریکه

خاموش سازی آن در پاسخ به تنش شوری نسبت به دو ژن 

HSP90 و ،smHSP  سبب کاهش بیشتری در کارایی سیستم

گردید که نشان دهنده  N. benthamianaدر گیاه  IIفتوسیستم 

در گیاهان درپاسخ  IIنقش مهم آن در حفظ کارایی فتوسیستم 

 باشد. یمبه تنش شوری 
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