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 دکتش ضاّشخ قشًزیک

کاخکیظیدکتش هحوذسضا ٍاػ



1397َٟٙیٍٛ



 ع

 

  



 ى

 

 تقذین بِ

ٌُٚا٩ٍّٜٟٛ،ٟٔيیٔٛ٭ٛى)٭غ(

ٞبیُ٘يٌیٓديٍٚٔبىٍ٭ِیٌَِْا٘جٟبسَیٌٗٙؼیٙٝ

ٚ
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تطکش ٍقذسداًی

ایػٟب٘یبٍٖاوٝثٝثَٚليٍرآٔٛهشٗ٭٦بفَٔٛىٚاٍٚاثٝ٘ٮٕز٭مُٚا٘يیٕٚٝذبٓثیىَاٖهي

اوٖٙٛوٝثٝف٢ُهياٚ٘ئشٮبََٔاكُا٘ؼبْ،سلمیكٍٚ٘بٍٗایٗدبیبٖ٘بٔٝثٝاسٕبٍْٕیيٜآٍإز.

ثٝىٕزآٔيٖایٗاطَٔیثَهٛىلاُْإز سٕبْوٖب٘یوٝىٍ یبٍیىا٘ٓاُ ٍا ثیٞیؾٔٙشیثٙيٜ

ٕ٘بیٓ.ٕ٘ٛىٜ ٕذبٍِٕاٍی ا٘ي ػٙبةٔیلاُْ ٔلجزثیٙبئجٝ ثٌَ اُ وٝ آقای دکتش ضاّشخ ىا٘ٓ

َٔاكُا٘ؼبْایٗدبیبٖ٘بٔٝٔیوٝىٍسٕبکاخکی  آقای دکتش هحوذسضا ٍاػظی ٚػٙبةقشًزیک 

ٖ٘ٚز،ٞبیٕبٖثٝثبٍسلاٗٙبٖییٍإٞٙبٞبٚىٍٕبیٝكٕبیزیایٙؼب٘تٍاثَ٭ٟيٌَٜفشٙيٚیٍإٞٙب

ثَای ىاٙشٝثبٙٓٚ ليٍىا٘یٍا إشبىٌَاوٕبَسٚىَٚ ٔلشَٔٚبٖسٛفیكٍُٚٚٔیایٗىٚ هب٘ٛاىٜ

ٞبیهبِٞبُ٘ٝٚكٕبرثیٙبئجٝىوشَ٘بَٝفَهی،اُوٕهافِٖٕٚٚلأزاُهياٚ٘ئٙبٖهٛإشبٍْ.

 ىوشَ ٥ٚٗثبٯوٟٗ٭یٖی ػٮفَ ىوشَ ٔٛٔٙیهیَاسی، ٔؼیي ىوشَ ىىٕٚز، ٚ ٭ّی١َبٔميْ وشَ

ویوَٖٚی إىٙيٍ ىوشَ ٚیب٘یٍٕشٍبٍدٛ، ٭ِیِْ َٖٕٞ اُ ٚیْٜ سٚىَ ىاٍْ. ٍا هب٘ٛاىٜٟ٘بیزسٚىَ

ٞبیىٕٚشبٖ٭ِیِْبرٚسلاٗاُُكٕىٍدبیبٍٖاىاٍْ.٘ئلشَٔٚبٖوٝىٍسٕبَْٔاكُدٚشیجب٘ٓثٛى

فَكٙبُآثبىی،اِٟٝفی٠،ب٘فَویَٟٔیَُٓٞافشلی،ٞبآُاىٜٔلٖٙیسىّٛ،هب٘ٓٚ آلبیفَیيّٕیٕب٘ی

ثیبرٙیجه، وَٝٔیٍٓ٘ٛیٚ،ُیٙتٝب٘ٮیُاىٜيیبٖ،فب٥ٕٝدبويأٗ،ٕٕیَاهّیُ،َٔیٓكٕیَُٞا

ا٘يوٕبَسٚىٍَاىاٍْٚاُدٍَٚىٌبٍٔشٮبَثَایٚبٖآٍُٚیٕٮبىرىٍسٕبَْٔاكُوبٍٔيىوبٍْثٛىٜ

اُديٍٚ اٌَْٚدٚشیجبٖٕٞیٍٚیاْیبٍیٞبیُ٘يٌیبََٕٔبىٍَٟٔثبٖٚفياوبٍْوٝى٥ٍٛىاٍْ.

ثٛى٘يآٍُٚیٕلأشیٚوٕبَسٚىَٕٚذبٍِٕاٍیٍاىاٍْ.أیيٚاٍْآ٘ـٝىٍلبِتدبیبٖ٘بٔٝاٍائٝٙيٜ

 ثبٙي.ٍاٍٞٚبٚثَایٍف٬ٔٚىلارٔٛػٛىىٍوٚبٍُٚیثبٙئؤطَىٍٍاٌٜٖشَٗ٭ّٓ
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 ًاهِ تؼْذ

ىا٘ٚىيٜوٚبٍُٚیىاٍ٘ٚبٜٝٙٮشیٌیبٞیىا٘ٚؼٛیىٍٜٚوبٍٙٙبٕیاٍٙيٍٙشٝثیٛسىِّٙٛٛیالْام کشابیایٙؼب٘ت

 دبیبٖ٘بٔٝ ٘ٛیٖٙيٜ القا  هَئیيّای  دس سیطِ PALٍ بیاى طى  اسیذ ضیکَسیکبشسسی هیضاى تَلیذ ٙبَٞٚى

ٍ دکتشهحوذسضا  یکدکتش ضاّشخ قشًزٕبییسلزٍاٞٙ(.Echinacea purpurea L) ضذُ گیاُ سشخاسگل

.ْٙٛیٔٔشٮٟي ٍاػظی کاخکی

 سلمیمبرایٗدبیبٖ٘بٔٝس٤ٕٛایٙؼب٘تا٘ؼبْٙيٜإزٚاُٝلزٚاٝبِزثَهٍٛىاٍإز.

 ىٍإشفبىٜاُ٘شبیغٔلممبٖىیٍَثَٝٔػ٬ٍٔٛىإشفبىٜإشٙبىٙيٜإز.

بفزٞیؾ٫ٛ٘ٔيٍنیبأشیبُیىٍٞیؾػباٍائ٦ٔٝبِتٔٙيٍعىٍدبیبٖ٘بٔٝسبوٖٙٛس٤ٕٛهٛىیبفَىىیٍَیثَایىٍی

 ٘ٚيٜإز.

ٔ كمٛقٔٮٙٛیایٗاطَ وّیٝ ٝٙٮشیٙبَٞٚى ىاٍ٘ٚبٜ ٔیشٮّكثٝ ٘بْ ثب ٔمبلارٖٔشوَع ٚ ٝٙٮشی»ثبٙي ىاٍ٘ٚبٜ

 ثٝؿبحهٛاٞيٍٕیي.«Shahrood University of Technology»یبٚ«ٙبَٞٚى

رٖٔشوَعاُدبیبٖىٍٔمبلاا٘يثٛىٜزآٔيٖ٘شبیغاّٝیدبیبٖ٘بٔٝسبطیٌٌَاٍكمٛقٔٮٙٛیسٕبْافَاىیوٝىٍثٝىٕ

 .ٌَىىیٔ٘بٍٔٝ٭بیز

ىٍٔ ثبفزىٍوّیَٝٔاكُا٘ؼبْایٗدبیبٖ٘بٔٝ، ٞب(إشفبىٜٙيٜإز١ٛاث٤ٚٞبیآٖٛاٍىیوٝأُٛػٛىُ٘يٜ)یب

 اَٝٛاهلالیٍ٭بیزٙيٜإز.

ٖ٘بٔٝىٍٔٛاٍىیوٝثٝكُٜٛا٥لا٭برٙوٞیافَاىىٕشَٕییبفشٝیبإشفبىٜٙيٜإزىٍوّیَٝٔاكُا٘ؼبْایٗدبیب

 اٍُٝاُىاٍی،١ٛاث٤ٚاَٝٛاهلالیاٖ٘ب٘یٍ٭بیزٙيٜإز.

ىا٘ٚؼٛا٢ٔبی          سبٍین

 

 

ای،َْ٘افِاٍٞبٚسؼٟیِارٞبیٍایب٘ٝٔمبلارٖٔشوَع،وشبة،ثَ٘بٔٝ)وّیٝكمٛقٔٮٙٛیایٗاطَٚٔلٞٛلارآٖ

ٔمش٢یىٍسِٛیيار٭ّٕیثبٙي.ای٦ّٔٗتثبیيثٝ٘لٕٛبهشٝٙيٜإز(ٔشٮّكثٝىاٍ٘ٚبٜٝٙٮشیٙبَٞٚىٔی

 َٔث٥ًٛٝوَٙٛى.

 ثبٙي.٘بٔٝثيًٖٚؤََػ٬ٔؼبُٕ٘یإشفبىٜاُا٥لا٭برٚ٘شبیغٔٛػٛىىٍدبیبٖ



ُ 

 

 : ُذچکی

( ٌیبٞیىاٍٚیی.Echinacea purpurea Lَٕهبٌٍُ ) ٌُٚ سیَٜ ثٝ ٔشٮّك ٕبِٝ 1ٞبایٕشبٍٜؿٙي

.ثبٙئی ٍیٚٝ ایٗ سَویجبسی كبٚی ٌٞٓیبٜ یيٞبآِىبِٛئؿٖٛ وَّّٚ٘یه، ٚ إیيٙیىٍٛیهإیي

ٞبیطب٘ٛیٝثَایسِٛیئشبثِٛیزٔؤطٍَٚٙیس٤ٕٛاٌَٚثبوشَیٍْٛای2ُِْ٘ٚوٚزٍیٚٝٔٛئیٗثبٙي.ٔی

20-30یٞبٝىٍایٗدْٚٞ٘ل٦ٮبرػياوٚزثَيٚٞیذٛوٛسیُكبُٝاٌُیبٞـإز.ىٌٍیبٞبٖ

یٞبٍایِِّٕٚ٘ٛیٝآٌَٚثبوشَیْٛایثبٍُٜٚثيٕزآٔيٜاُوٚزثٌٍَٕهبٌٍُىٍَٙای٤ىٍٖٚٙیٚٝ

LAB 9402،A4 ،A13 و ATCC15834ٍٝٚی ٞفشٝثٮياُآِٛىٌی3سب 2ٔٛئیٗٞبیسّمیقٙي٘ي.

ٍیِٕ٘ٛ٘ٝ ٙي٘ي. ٔلی٩٤بَٞ ثٝ ا٘شمبَیبفزیٕٓفٛسبوٖآ٘شیثیٛسیهیىاٍا٘یٓغّ٪زMSٞب ثٝ.

ّٖ ثیبٖ ثٍَٕی PALٞبیٔٙ٪ٍٛ ،4CL  ٚC4H ا٘ياُٜٚ ٌیَی ٌیبٜإیيٙیىٍٛیهٔمياٍ ىٍ

ٍیٚٝ َٕهبٌٍُ ٔٛئیٗٞبی سیٕبٍ سلز ػبٕٕٛ٘بر ٔشیُ ٕ٘ٛ٘ٝإیيٕبِٖیّیهٚ ٚ ٌَفشٙي لَاٍ

ا٭ٕبَسیٕبٍٍٝٛرٌَفز.72ثَىاٍی ا٭ٕبَكبٝٞبیسؼِیٝٚاٍیب٘ٔىاىٜ٘شبیغ ٕب٭زثٮياُ ُاُ

ٔشیُػبٕٕٛ٘براِمبا٭ٕبَىٍاطPAL،4CL ٚC4Hَسیٕبٍٔشیُػبٕٕٛ٘بر٘ٚبٖىاىَّٕٖٞٝ

،100ٞبیٔیىَٚٔٛلاٍٖ٘جزثٝغّ٪ز200وٝا٭ٕبَٔشیُػبٕٕٛ٘برثبغّ٪ز٥ٍٛیثٝ.ٙٛ٘ئی

ثَٕٝٞاٜىاٙز.50 ىٍغّ٪زّیهٕبِٖیأبٔلَنإیيٕٚ٘ٛ٘ٝٙبٞيافِای٘ثیبٍَّٖٕٖٞٝا

125 ّٖ افِای٘ثیبٖ ثب٭ض PALٔیىَٚٔٛلاٍ ٚ4CL غّ٪ز ٚ ٕبِٖیّیهثب٭ض250ٙي إیي

ٚیيٕبِٖیّیهإیىَٚٔٛلا250ٍٔغّ٪زىٍإیيیىٍٛیهٔمياٍٙ.ٙيC4Hىٍّٖثبلاسَیٗثیبٖ

لَاٌٍَفز.ٕٙؼ٘ػبٕٕٛ٘برثٍٝٝٛرػياٌبٍ٘ٝٔٛىیُٔشیىَٚٔٛلا200ٍٔغّ٪ز

،َٕهبٌٍُ:کلیذ ٍاطُ ٔٛئیٗ، ٍّٖایِِّٚ٘آٌَٚثبوشَیٍْٛیٚٝ ثیبٖ ،ٚPAL ،4CL وC4H ،

 ،ٔشیُػبٕٕٛ٘برإیيٕبِٖیّیه

                                                 
1
 Asteraceae 

2
 Hairy root cultur 
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 لیست هقالات هستخشد اص پایاى ًاهِ

ٍیٚٝسأطیَثٍَٕی اِمبی ثَ ٕٛیٝ ٚ ٍیِٕ٘ٛ٘ٝ ٌیبٜٔٛئیٗٞبی ىٍ ٍایِِّٚ٘ آٌَٚثبوشَیْٛ س٤ٕٛ

ٕیٕٗٞبیّ٘ٔیثیٛسىِّٙٛٛیػٍٕٟٛیإلأیایَاٖ.ثیٗإِّّیٚىٞىٚٔیٕٗٞبی٘ ،َٕهبٌٍُ

.وَع،دٍْٚٞٚبّٜٔی1396َٟٙی9ٍٛسب7.وبهىیثی،ٙبَٞملَ٘ؼیه،ٔلٕي١ٍبٚا٭٪یاِٟبْوَا

ٟٔٙيٕیّ٘شیهُٚیٖزفٙبٍٚی.
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 40 .................................................... ٘ب٘ٛىٍاحبثٞبٚٝیٍیDNAّٔٛ٘غّ٪زٗییسٮ3-7-1

 TAE(1X) ................................................................................... 40ثبفَٝیس3-8-1ٟ

 PCR ....................................................... 40ٔلٞٛلاراِىشَٚفٍُٛٚآٌبٍَُّٝیس3-8-2ٟ

 41 ................................................. ٞبٚٝیٍاُٙيٜإشوَاعیDNAّٔٛ٘اِىشَٚف3-8-3ٍُٛ
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 هقذهِ 1-1

ٙٛ٘ي.ایٗٔیوٍٚٛٞبٔلٖٛةٔیٞبیثٌٛیبٞبٖىاٍٚییىاٍایإٞیزػٟب٘یثٛىٜٚىٍٕٙبٍٔیَاص

ؿیٗ،ىاٍٚٞب ٘مب٣ػٟبٖٔب٘ٙيایَاٖ، اوظَ ىإٍٚبُیىٍ ٔٙبث٬اّٝیدِٙىیٚ ٥َٛسبٍینػِء ىٍ

 َٞٔ ٚ ٞٙيٕٚشبٖ ثبٕشبٖ، ثبٙٙئییٛ٘بٖ ٔٙٚبء(.1388)لبٕٕی، ثب ىاٍٚٞبیی اُ إشفبىٜ أَُٜٚ

٥جكآٔبٍ.(2001)ىیب٘شیٕٚٞىبٍاٖ،إز٥جیٮیىٍىٍٔبٖٚكف٨ٕلأشیٍٔٛىسٛػٝلَاٌٍَفشٝ

ىٍٝيأَُىْػٟبٖاُىاٍٚٞبیٌیبٞی80(ىٍكبَكب١َكيٚىWHO)1ٕبُٔبٖثٟياٙزػٟب٘ی

ثَایىٍٔبٖثیٕبٍی إشفبىٜ وٙٙئیٞب ٌیبٞبٖىاٍٚییٔٙج٬ٕٚیٮٞبیفَاٍٚىٜ. ی٥جیٮیكبُٝاُ

ییٝسٟثَای ٚ إزسٕٛٮٝاّٝیییٝدبىاٍٚٞب ىاٍٚٞبی(.2008)آُاىثوز، سَویجبرىاٍٚییػيیي

وَٕٝیٮیوٝىٍثيٖىاٍ٘يِٚیىاٍای٭ٛاٍٟػب٘جیُیبىیٖٞشٙي،ىٍكبِییَسأطٙیٕیبییثبٚػٛى

سيٍیؼیىٍیَسأطٞبىسٮبىَثیِّٛٛیىیىٍسَویجبرآٖىاٍٚٞبی٥جیٮیثبٔٙٚبءٌیبٞیثٝىِیُٚػٛ

 وٕهُیبىی اٖ٘بٖ ٕلأزػٖٕب٘ی ثٝ ٚ ٌٌاٙشٝ ثٟياٙز(.1997)ٚلاي،وٙٙئیثيٖ ٕبُٔبٖ

وٝ ث70ٝ-80ػٟب٘یسوٕیُٗىٜ كبَسٕٛٮٝ وٍٚٛٞبیىٍ ٕبیَ ٞٙيٚ ػٕٮیزآفَیمب، اُ ىٍٝي

ثیٕبٍی ثَای ٕٙشی ٖٞشىٍٔبٖ ٚاثٖشٝ اِٚیٝ ٕٞىبٍاٖ،ٙيٞبی ٚ ثٝ(.2012)ٍاػٖٛاٍا سٛػٝ ثب

ٔیلاىیىٍكيٚى2011ٞبیاٍائٝٙيٜ،اٍُٗالشٞبىیٌیبٞبٖىاٍٚیی،فم٤ىٍآَٔیىبسبٕبٌَِاٍٗ

ٔیّیبٍى2 ٔیّی200ٖٛٚ كبِیو٥ٝیٌِاٍٙیثیٙیدی٘ىلاٍ ىٍ إز، اٍُٗفَٚٗٔمياٍٙيٜ

ثبٔیّیبٍى37سٟٙبىٍكيٚىٔیلاىی2000ٌیبٞبٖىاٍٚییىٍایَاٖىٍٕبَ ٍیبَثَآٍٚىٙيٜإز.

سٛػٝثٝایٙىٝایَاٖػِءٞٚزوٍٚٛاَٚىاٍایفٍّٛٔش٫ٌٛٙیبٞبٖىاٍٚییىٍى٘یبإز،ٔشبٕفب٘ٝىٍ

ٞبىیؿٙيأٖٙبٕجیثَهٍٛىاٍ٘یٖزبٍىىلاٍیىاٍٚٞبیٌیبٞیاُػبیٍبٜالشیٔی60ّ٭َٝٝفَٚٗ

(.2009)لبٕٕی،

                                                 
1
 World Health Organization 
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فٮبَوٝىٍٝٙبی٬ىاٍٚییإٞیزىاٍ٘يث٥ٍٝٛیٔٞٙٛ٭یأىبٖدٌیَٔؤطَٜٔٛاىثَهیاُییٝسٟ

 إشوَاع لبثُ ىاٍٚیی ٌیبٞبٖ اُ ٥جیٮی ٍٝٛر ثٝ سٟٙب ثّىٝ ٔٛاىٔی٘یٖز، ىٕشٝ ایٗ ثبٙٙي.

 ثَإز.ثٍٝٝٛرٔٞٙٛ٭یٔٚىُِٚٞیٙٝٞبایىاٍ٘يٚسٟیٝآٖٕبهشٕبٖٙیٕیبیی٘بٙٙبهشٝ

ٌٌاٍ٘يأبٕٔىٗإزفم٤ٖٔىٗثبٙٙيِٚیاوظَٔیٛ٭یَٞؿٙيث٥ٍَٕٝٛی٬اطَٔٛاىىاٍٚییٔٞٙ

ٌٌاٍ٘ي.ىٍكبِیوٝٔٛاىىاٍٚییكبُٝاٌُیبٞبٖثبٔیٞب٭ٛاٍٟػب٘جی٘ب٦ّٔٛثیىٍثيٖثٝػبآٖ

-ٝبٖثٌیبٞٔؤطَٜٔٛاى ٕلأزثيٖىاٍ٘ي.ٚوٙٙي،ِٚیفٛایيُیبىیاُ٘٪َىٚأْیوٝثٝسيٍیغاطَآٖ

إب٘ٔ ٚ ٭٦َٞب ىاٍٚیی،هٞٛٛ ٝٙبی٬ ىٍ ٞب، آٍایٚی وٙٙيِٜٛاُْ هٛٙجٛ ىاٍ٘يٚ وبٍثَى ٞب

 (.1376)أیيثیٍی،

ثبٙي.َٕهبٌٍُیىیاٌُیبٞبٖىاٍٚییدََٔٞفثٛٔیآَٔیىبیٕٙبِیإزوٝىاٍایٌ٘ٝٛ٘ٝٔی

یفٛلب٘یٚثٮ٢یاِشٟبثبرایٌٗیبٜثَایىٍٔبَٖٕٔبهٍٛىٌی،َٕفٝ،ثَٚ٘ٚیز،٭فٛ٘زىٕشٍبٜسٙفٖ

.(1381)سمیُاىٜٕٚٞىبٍاٖ،ٍٚىٔیثٝوبٍ

 ضٌاسی سشخاسگل گیاُ 1-3

ٌُیوٚیيٜثٛىٜٚىٍا٘شٟبیىْاُثب٘ٝٞبٞبیثٍِيٚٔٙفَى،ٌٌُُٚٔیٜٛ:ایٌٗیبٜىاٍایولادَن

یهبٍٔب٘ٙيإزوٕٝوز،٭ّفیثب٘ٛوٞبیٌَیجب٘یلَاٍىاٍ٘ي.ٌَیجبٖیهٍىیفٚٔشٚىُاُثَاوز

ایٞبیُثب٘ٝٞبثًٍٝ٘لَِٔفبٌْٚبٜٕفیيٖٞشٙي.ٌُثبٙٙي.ٌُٔیایثّٙيسَٞبیِِٛٝا٥ٌَُُٛ

ٔیٕشَٖٚٔٮٕٛلأًشَٕٚب٘شی٥َٛ3ثٝ )أبٔیٚٞبوٛسبٜثٛىٜیبٚػٛى٘ياٍىفٙيٚقیػمٝثبٙٙي.

 (.2014ٕٞىبٍاٖ،

ٞبیسٙه،ثٍِي،ٔشَ،ىاٍایثَيٕب٘شی45ٕبِٝثٝاٍسفب٫سبؿٙيٞب،ٕبلٍٝٚیٚٝ:ٌیبٜ٭ّفی،ثَي

ٔشٙبٚةَٕ٘یِٜ ٔشمبثُیب ه٦یٔٙفَى، ثَئیایسب ث٥َٝٛثبٙٙي. 5/7ٞب ٚاػيٕب٘شی20سب ٔشَ،

ایٔبیُثٝهبوٖشَی،لٟٜٛیٙيٜٞبیهٚهوبُٔٚىٔجَيثبٍیهإز.ٍیِْٚیٝكب٦ٕٙقُثَ،

ٔشَثٛىٜٚىٍٔم٬٦٭١َی.ل٦ٍَیِْٚكيٚىیهٕب٘شیٖٞشٙيِی٥ٛیبٍٞبیٙاغّتدیـیيٜٚىاٍای
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ِىٝ ثب ٔٙفٌىاٍ فبْٚ ؿٛةٍُى آٖدٕٛز٘بُنٚ ًٍ٘ىیيٜ ٕٞىبٍاٖ،ٙٛىٔیٞبیٕیبٜ )أبٔیٚ

2014.) 

ٌاٍى.ٌیبٌٜٙیَیٕٗٚذٔسّنثٛىٜ،٘ٛ٭یاكٖبٍُٕٓٛٗاٍٚیُثبٖثبلیٔیٕیٞب:ِٜٔوٚیٌْی

 (.2014)أبٔیٕٚٞىبٍاٖ،یٔٮ٦َإزا٘يو

Echinacea purpurea ٚ Echinacea pallida ٍٚیٍٚبٜ: ایبِز َٙق ٚ َٔوِ آَٔیىبیٔشليٜىٍ

 وبٙشٝ اٍٚدب ىٍ ٚ ٌٛ٘ٝٔیٍٚی٘ىاٙشٝ اُ ثَهی ٘مب٣وٍٚٛ اُ ثَهی ىٍ ایَاٖ ىٍ وبٙشٝٙٛى. ٞب

 (.2014)أبٔیٕٚٞىبٍاٖ،ٙٛىٔی

ٙٛى.ٔیثَكٖتٌٛ٘ٝاٍُیٚٝ،ثَيٌٚیبٜوبُٔىٍَٔاكُٔوشّفٍٙيإشفبىٜٞبیىاٍٚیی:ثو٘

 Sampson Root, Rudbeckia, Red Sunflowerَٕهبٌٍُىٍُثبٖاٍّ٘یٖیٙبُٔ:ٔیٞبی٭ٕٛ٘بْ

Purple Coneflower, Hedgchog, Black Sampson(.2014)أبٔیٕٚٞىبٍاٖ،ثبٙئی 



 (2007)ػبٕ٘ٔٚٞىبٍاٖ،:سٞٛیٌَیبٜىاٍٚییَٕهب1ٌٍُ-1ٙىُ
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 اّویت داسٍیی سشخاسگل 1-3-1

وَىٜٚییيسأَٔٞف١ٛٔٮیَٕهبٌٍٍُاىٍىٍٔبٖاِشٟبثبردٕٛشیثٝسبٌُیٕبُٔبٖثٟياٙزػٟب٘ی

إزیثٝ٭ٙٛاٖوب٘يیيای ٦َٔفوَىٜ ٕٞىبٍاٖ،ثَایىٍٔبٖثیٕبٍیایيُ ث٥َجك(.2014)ایِىیٚ

ییبسٍِیمیوٝثٍٝٝٛرهٍٛاوE.purpureaٞبیكبّٝٝاُاٍٚدبفَٔٛلإیٖٛیٖیٖٛوٕٞبیٌِاٍٗ

ٙيٜ ٌّجَٛسؼٛیِ ثب٭ضافِای٘سٮياى ایٕٙیثٛىٜ، َّٕٛا٘ئلَنٕیٖشٓ ٞبیٞبیٕفیيهٖٛٚ

ٙيٜ ٌَإِ٘ٛٛیز٥ٚلبَ س٤ٕٛ فبٌٕٛیُٛ سٛا٘بیی ُیبى ٍا وٙئیٞب دٍٛ ٟٔيی ٚ)كبػی

ایٕٙیِّٕٛیغیَاهشٞبٝیإز.ىاٍایاطَار١يثبوشَی،َهبٌٍُىٍسمٛیزطَٕا(.2009ٕٞىبٍاٖ،

ٛدلا١ٕٚٓي٭فٛ٘یوٙٙيٜ،١ي٘ئی١يثبٍٍُٚهٓ،یىٞٙيٜیبْاِشبةٔشبثِٛیه،ٔلَنایٕٙی،اِش١ٟي

 (.2014)أبٔیٕٚٞىبٍاٖ،ثبٙئی

 سشخاسگل اّویت اقتصادی 1-3-3

فَٚٙیأُلٞٛلارٙٛى.هَىٜٔیٌیبٞیدَفَٚٗیبىی٭ٞب11ٍٜػِءبٌٍَُٕهىٍٕٙبَآَٔیىب

َٕهبٌٍُ ایبِزٔیّی158ٖٛثی٘اُ ٕبَىٍ ىٍ َٕإَیٔشليٜىلاٍ ىٍ ٚ آَٔیىب 1300ػٟبٖ

(.2007ٕٞىبٍاٖ،)٭جبٕیٚىلاٍثَآٍٚىٙيٜإزٔیّیٖٛ

 سطح صیش کطت گیاّاى داسٍیی ٍ هؼطش دس ایشاى 1-3-2

ٌٛ٘ٝٚىٍٝيٖ٘جز٦ٕقُی56َٙٛىكيٚىٔیٞبیىاٍٚییٚٔٮ٦َیوٝىٍایَاٖوٚزٌٛ٘ٝسٮياى

ٔمياٍثبٙيوٝاُایٗٔیىٍٝي87/0وٚزٌیبٞبٖىاٍٚییٚٔٮ٦َث٦ٕٝقُیَوٚزىٍایَاٖ،كيٚى

ىیٍَی٭ٕيٜثبٙيٚثو٘ٔیىٍٝي٦ٕقُیَوٚزَٔث٣ٛثٌُٝٛ٘ٝ٭فَاُٖٚیَٜٕج6/44ِكيٚى

وٚزٌٛ٘ٝ٘ی ثٝ ثیٗوُإشبٖٞبیىاٍٚییؿٙيِ ىٍ إز. اهشٞبٛیبفشٝ ٘یِٔٙ٪ٍٜٛ ٞبیوٍٚٛ

(.2004)وٛؿىی،ثبٙئیوٚزٚس٫ٌٛٙیبٞبٖىاٍٚییَٔث٣ٛثٝإشبٖهَإبٖقُیَثیٚشَی٦ٕٗ
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 ساختاس ضیویایی تشکیبات هَرَد دس ػصاسُ سشخاسگل 1-3-4

ٍَٚیٚیكبٚیٔٛاىٔٛطَٜإٍُٙٙيیاُلجیُسَویجبرآِىیُسٕبْدیىَایٌٗیبٜا٭ٓاٍُیٚٝٚدیى

ٔشیُثٛسیُآٔیي،ٙیىٍٛیهإیي،سَویجبردّیٕبوبٍیيیٔب٘ٙياویٙبٕئیٗ،اویٙبوُٛیي-2آٔیيی،

سَیٗسَویجبرسٚىیُىٞٙيٜإبٍ٘ٔاِٞٛٔٛٗ،وبٍیٛفیّٗٚٚاویِٖٙٛٛٚ٘یِكبٚیإب٘ٔإز.ٟٔٓ

(.2002)أیيثیٍی،ىٞئُیاوٖیيوبٍیٛفیّٗسٚىی





(.2002)ثیٕٙٔٚٞىبٍاٖ،َٕهبٌٍُسَویجبرٙیٕیبییٔٛػٛىىٍ٭ٞبٍٜ:2-1ٙىُ
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 ّای حاًَیِ هتابَلیت 1-2

ٔشبثِٛیز اُ آٚ٘يیسَویجبسیوٝ ٌیبٞبٖ ىٍ ایؼبى اِٚیٝ سَویجبرفَ٭یٚٔیٞبی ٭ٙٛاٖ ثٝ ٚ ٙٛ٘ي

ٌَ َ٪٘ ىٍ ا٘شٟبیی ٔشبثِٛیزٔیفشٝ ٙٛ٘ي ٘بٔیيٜ طب٘ٛیٝ ٔیٞبی ىٍ سَویجبر ایٗ یٙيٞبیفَاٙٛ٘ي.

)ثیٙزٚوبٍٍٚ٘يثٙيیٌیبٞبٖثٝای٥جمٝسٛا٘ٙيثٝ٭ٙٛاٖاٍِٛییثَٔیٙٛ٘يٕٚیٚاٍىٕ٘یٔشبثِٛیٖ

ٕبَ(.1994ٕٞىبٍاٖ، ىٍ وٝ طب٘ٛیٝ وKosselٝس1891٤ٕٛوّٕٝ ایٗىاٍى ٔٮَفیٙيىلاِزثَ

ػِء١ٍَٚیُ٘يٌیِٛیزٔشبث ىاٍىٚػٛىىاٍ٘يأب ٞبیاِٚیٝىٍََُّٕٞٛ٘يٜوٝسٛا٘بییسمٖیٍٓا

(.2008)اىٍٚإٍٚٞىبٍاٖ،ٌیبٞبٖ٘یٖشٙي

 ّای حاًَیِ بٌذی هتابَلیت طبقِ 1-2-1

إبٓٚیٌْی سَدٗ،ٞبیثیٕٛٙشِیثَ ٌَٜٚ ٕٝ ثٝ سَویجبراُرٔلٞٛلارطب٘ٛیٝ سَویجبرٞب، ٚ ىاٍ

.ٙٛ٘يیٔیسمٖیٓفِٙٛ

بٞسَدٗ-اِف

سَدٗیٗسَثٍِي ٙبُٔ طب٘ٛیٝ ٔلٞٛلار ٌَٜٚ یب ٔییيٞبسَدٙٛئٞب ٔٛاى ایٗ آةٔٮٕٛلاًثبٙٙي. ىٍ

ٙٛ٘ي.ٔیإیيسٚىیُوَثٙیوٝا٥َُیكٖٔیَٔٛاِٛ٘یهدٙغیٚاكيٞب٘بٔلَّٖٛٞشٙيٚاُدیٕٛشٗ

(.1392)سبیِٕٚٞىبٍاٍٖی٘م٘ىاٍ٘يهٛاٌیبٜٚثٝ٭ٙٛاٖسَویجبرىفب٭ی١يٕیایٗٔٛاىٕ

ىاٍسَویجبراُر-ة

 ٙبُٔ سَویجبر ایٗ ىاٍى. ٚػٛى طب٘ٛیٝ ٔلٞٛلار اُ ثٖیبٍی ٕبهشٕبٖ ىٍ ٚیيٞبآِىبِٛئاُر

ٕبهشٕبٖهٛىٔلٞٛلار٥جیٮیٚىاٍای٘یشَّٖٚىٍیيٞبآِىبِٛئ.ثبٙٙئیٕیبّ٘ٛ٘یهیىُٛیيٞبیٌّ

ٛیٖٞشٙيكّمٔٮٕٛلإًبهشبٍٞبٖٞشٙيایٗ ٕٞىبٍاٖ، ٚ (.1392)سبیِ ٍایغثَیىاٍٚٞبثٖیبٍیاُ

وٛوبئیٍٗٚٔٛفیٗا٘يوٝاُػّٕٝآٖسَویجبرآِىبِٛئیيیٙىٌَُفشٝییٝدب ٘یىٛسیٗ، ٞبٖٔىبِیٗ،

ٞبٌَٜٚىیٍَٕیبّ٘ٛ٘یهٌّٚیىُٛیِٙٛیزیىُٛیيٞبیٌّ.(2003)ىیػیٖیٕٛٓٚٞىبٍاٖ،ثبٙٙئی
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ىٍهب٘ٛاىٌٜٙئیبٖٖٞشٙيوٝٞبٞبآٔیٍياِیٗٚدَٚ٘بٕیٗسَیٗآٍٖٖٞشٙيوٟٝٔٓىااُسَویجبراُر

(.2009)لبٕٕی،ٙٛىٔیٌَُٕٚمیبفز

 سَویجبرفِٙٛی -ج

ثبٙٙي،ٔیٞبیفَٚىٜٚسب٘ٗیيٞب٘ٛئٚفلاٞب،ٞبیٕبىٜ،ِیٍٙیٗسَویجبرفِٙٛیىٌٍیبٞبٖٙبُٔفَٙٛ

اوظَسَویجبرفِٙٛیاُفٙیُٔشفبٚسیىایبٞ٘م٘وٝثبسٛػٝثٝس٫ٛٙٙیٕیبیی آلا٘یٗٚسیَُٚیٍٗ٘ي.

دَٚدبٖ فٙیُ ٔٚشمبر اُ إز. ٙيٜ )إیئٚشك ٕبىٜ إیي1فَِٚیهٞبی وٛٔبٍیٗ(2وبفئیهٚ ٞب،

ٍٕٛا3ِٗ)آٔجّیفَٖٚ إیي4ٚ ٔٚشمبر ٚ ٚا٘یّٗ(5إیيٕبِٖیّیه)ثِٙٚئیه( ٕ٘ٛىٔیٚ اٙبٍٜ سٛاٖ

(.1392)سبیِٕٚٞىبٍاٖ،

 کاسبشد بیَتکٌَلَطی دس گیاّاى داسٍیی 1-4

سٛػٝثٝایٗ ٚٔيرُٔبُٖیبىیثَایوٝى٥ٍجیٮزَٕ٭زسِٛیئشبثِٛیزثب ٞبیطب٘ٛیٝوٙيثٛىٜ

ٞبیطب٘ٛیٝٚٔٛاىٜٔشبثِٛیزٞبیثیٛسىِّٙٛٛیثَایسِٛیيَٕی٬ٚا٘جٛسِٛیيلاُْإز،إشفبىٜاٍُٚٗ

وٚزٍیٚٝیَٔكّٝٞبفم٤ىٍثَهیأُشبثِٛیز.(2008غلا١َٔب،)ٍٕئیىاٍٚیی١ٍَٚیثٝ٘٪َ

سَاٍیوشٝایؼبىٕ٘ٛى.ٕیٖشٓییٍٚٝ٘بثؼبٚییٍٍٚٝٝٛرثٝسٛأٖیٙٛ٘ي.وٚزٍیٍٚٝأیسِٛیي

٘ٚبٖىاىَٜٕٚ٭زٍٙيوٕشَیٍٔٮٕٛلاًوٚزٍیٚٝىٌٍیبٞبٖ٭بِی ٍٞٛٔٛ٘ی٘یبُثٝٔٙج٬فیشٛا

ایٗ وٝ ىاٍى ٔشبثِٛیزهبٍػی وٓ ثٖیبٍ ٕٙشِ ثٝ ٔٙؼَ أَ طب٘ٛیٝ ٚٙٛ٘ئیٞبی )ّٕیٕب٘ی

ٔٮَفیثیٛسىِّٙٛٛیٍٚٗ.(2012ٕٞىبٍاٖ، ٍیٚٝ ٔٙٚبء ثب ىاٍٚیی ٔٛاى ثَایسِٛیي ٞبیػبیٍِیٙی

                                                 
1
 Ferulic acid 

2
 Caffeic acid 

3
 Umbelliferon 

4
 Psorlen 

5
 Salicylic acid 
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ٔی وٙي. ایٗ اُ ثٍاٞىبٍٞبیىی ٥جیٮی ٘بلُ یه اُ ٝإشفبىٜ ٥َاكی1ٍایِِّٚ٘آٌَٚثبوشَیْٛ٘بْ ٚ

 وٚز ٔشبثِٛیز2ٔٛئیٗیٚٝیٍٕیٖشٓ سِٛیي افِای٘ ثَای طب٘ٛیٝ ٚثبٙئیٞبی )ّٕیٕب٘ی

ثَاثَٙيٖ،ٞبییؿُٖٛٔبٖوٛسبٜىٚثبىاٙشٗٚیٌْیٔٛئیٗییٍٚٝیٖشٓوٚزٕ (.2012ٕٞىبٍاٖ،

ٞبیطب٘ٛیٍٝٙيَٕی٬،دبیياٍیّ٘شیىی،ٍٟ٘ياٍیإٓبٖىٍٔلی٤فبليٍٖٞٛٔٛٚسٛاٖسِٛیئشبثِٛیز

ف ٌبٞیوبٍاییٍیٚٝوبٍثَى ایٗٚػٛى، ثب سِٛیئشبثِٛیزَاٚا٘یىاٍى. ىٍ دبییٗإزٚٞبٞب یطب٘ٛیٝ

ٔشبثِٛیز سِٛیي افِای٘ ٍٚٗثَای اُ ىٚىٔبٖٞب ا٘شوبة ٔب٘ٙي ٔوشّفی 3ٞبی ییيوٙٙيٜسِٛثَسَ

 (.2012)ّٕیٕب٘یٕٚٞىبٍاٖ،ٞبثبٔلَنإشفبىٜٙٛىٚسیٕبٍٍیٚٝٔشبثِٛیز

 هَئیيّای  تن کطت سیطِسیس 1-4-1

 وٚز ٔشبثِٛیزٔٛئیٗییٍٕٚٝیٖشٓ ثیٕٛٙشِی ٦ٔبِٮبر ٌیبٞبٖىٍ سِٛیي ٚ ثبُُایی طب٘ٛیٝ، ٞبی

-٦ٔبِٮٍٝیِٕٚفَ،ی٦ٔبِٮٕٝبُیثَایٞبی٘ٛسَویت،ٔيَسَاٍیوز،ٟٔٙيٕیّ٘شیهٚسِٛیيدَٚسئیٗ

آٌَٚثبوشَیْٛ.ٌیَىٔیلَاٍإشفبىٍٜٔٛىثیِّٛٛیِّٕٛییٙيٞبیفَاىٍٕیٍٚاث٤ٍٞٛٔٛ٘یٚآِ٘یی

ٙٛ٘ي.ایٗثبوشَیهبوِیٌَْٚٔٙفیأُیٔٛئیٗٞبی٭بىیٍیٚٝایِِّٚ٘ىٌٍیبٞبٖثب٭ضثَُٚغیٍَ

 ل٦ٮٝ ا٘شمبَ ثب ٚ ٙيٜ ٌیبٜ ٚاٍى ُهٓ T- DNAٔلُ
4 ٌیبٞی،Riدلإٕیي َّٕٛ ّْٛ٘ ىٍٖٚ ثٝ

1980سبلجُإُبَ(.2000)ٌیَیٕٚٞىبٍاٖ،آٍٚىیٔٞبی٘ئٛدلإشیهٍاىٌٍیبٜثٝٚػٛىٍیٚٝ

ٌَفزِٚیأَُٜٚسلزَٙای٤آُٔبیٍٚبٞیٔیٍٝٛرآٌَٚثبوشَیْٛایسّمیقثبسٟٙبىٌٍیبٞبٖىِٚذٝ

سبٔٛػٛىارٞبییٛوبٍیٛراُلبٍؽایاٌُٛ٘ٝػٌِیبٞبٖ،ىأٌٖٙٝشَىٜٝلبىٍإزثآٌَٚثبوشَیْٛ ٞب

(.2006فیَإٚٞىبٍاٖ،)سِىٍیبییٍاسَاٍیوشٝوٙي

                                                 
1
 Agrobacterium rhizogenes 

2
 Hairy roots culture 

3
 line 

4
 Transformable DNA 
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 هَئیيّای  ّای سیطِ ٍیظگی 1-3-1

ٍیٚٝ س٤ٕٛآٌَٚثبوشَیْٛٔٛئیٗٞبی وٝ سِٛیي ٚیٌْیٔیٍایُِْٚ٘ ٍیٚٝٙٛ٘ي ٍٙي ؿٖٛ ٞبیٞبیی

ثُٝٔیٗ(ثٝىِیُوبٞ٘كٖبٕیز٘ٛنٍی1ٝٚىٍػٟبرٔوشّف)دلاػیٛسَٚدیهٔٛئیٗ ٌَاییٚٞب

ٞبایٍٗیٚٝ(.2006)ویُٛٚویٙبٕٚٞىبٍاٖ،ىاٍىٍیٚٝىٍ٘ٛنٞبوبٞ٘ٔمياٍآٔیّٛدلإزیؼٝىٍ٘ش

ّ٘شیىیٚاُ٘٪َ٭لاٜٚٝثبٙٙي.ثٔیٞبیَٕ٭زٍٙيثبلا،ا٘ٚٮبثبرفَاٚاٍٖٟٚ٘ياٍیإٓبٖىاٍایٚیٌْی

وٛسبٜإزٚثیٕٛٙشِیدبیياٍثٛىُٜٚٔبٖىٚثَاثَٙيٖآٖ سٛا٘ٙيىٍُٔبٖوٕشَیٔشبثِٛیزٔیٞب

(.2006،ٞیٕٛٚٞىبٍاٖ،2000)ٌیَیٕٚٞىبٍاٖ،َیسِٛیيوٙٙيشٚطب٘ٛیٝثی

 سایضٍطًض آگشٍباکتشیَمهؼشفی  1-6

ٔیّٝآٌَٚثبوشَیْٛ ٔٙفی، ٍیِٚثیبٕٝ٘ٛ٭یثبوشَیٌَْ ٔشٮّكثٝهب٘ٛاىٜ ٔی2ایٚ ٭ٙٛاٖثٝثبٙيوٝ

شَیاغّتى٦ٍٕقهبنٌیَى.ایٗثبؤیلَأٍٍٛىإشفبىٜٞبیٌیبٞییىیاُ٘بلّیّٖٗثَایَّٕٛ

 ٘بْٙٛٔییبفزٌیبٜی٥ٛلٝ٘ٛاكیٚ إبٓهٞٛٝیزثیٕبٍیآٌَٚثبوشَیٌٌْٛاٍیى. ٞبُاییآٖثَ

ٌیَىوٝٙبُٔ:ٔیٍٝٛر

A.tumefaciensٝ٭بُٔثیٕبٍیٌب٥َٛل:

A.rhizogenes:ٔٛئیٗییٍٚٝ٭بُٔثیٕبٍی

A.radiobacter:(.2008بٍاٖ،یِٕٚٞى)ُایٕیُٙٛایٕبٍیثیَغْ٘اى





                                                 
1
 plagiotropic 

2
 Rhizobiaceae 



 

11 

 

 سایضٍطًض آگشٍباکتشیَمدس باکتشی  Riساختاس پلاسویذ  1-6-1

ییٕٝٛایٗ ثی٘اُ kb2001ثبوشَیكبٚییهدلإٕیيثٍِيثب ٘بْ ٞبیٕٙشِ)كبٚیRiّٖثٝ

ٔٛئیٗییٍٍٚٝیٚٝ(إزوٝٔٛػتسِٛیيثیٕبٍیٚایؼبىییيوٙٙيٜسِٛوٙٙيٜاوٖیٗ،ٕیشٛوٙیٗٚ

ثبٙٙي.ٔیٞبىٍایٗدلإٕیيكبئِإٞیزشٝاُّٖٙٛى.ىٚىٕٔی



(.2007)ٚ٘بٕٚٞىبٍاٖ،ٍایِِّٚ٘:ٕبهشبٍدلإٕیيآٌَٚثبوشَی3ْٛ-1ٙىُ

ٙبُٔ:ا٘يلَاٌٍَفشT-DNAٝٞبییوٝثٍَٚیّٖ

 ٞبیٕٙشِوٙٙيٜاوٖیٕٗٚیشٛوٙیٗ(آِ٘یٓ)ٔٛئیٗٞبیٞبیِٔٛيٍیّٖٚٝ

2ٞباٚدیٕٗٙشِیويوٙٙيٜٞبیّٖ
 

لَاٍىاٍ٘يوٝٙبُٔ:T- DNAٞبییوٝىٍهبٍعاُّٖ

3٘بكیٝ)ثٌَّٕٝٛیبٞی٘م٘ىاٍ٘يT- DNAا٘شمبَٞبییوٝىٍفَایٙيّٖ-
virُٔٙب virB, virE, 

virD,virC.)

                                                 
1
 Kilo base 

2
 Opins 

3
 Virulence Region 
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ٞبٞبیٖٔئَٛوبسبثِٛیٖٓاٚدیّٖٗ-

بوشَی)ا٘شمبَدلإٕیي(یٛغیثیٗىٚثوٙٙيٜىٍٞٓٞبیَٙوزّٖ-

(.2000)فبٍٕی،وٙٙئی٘ٛاكیوٝطجبردلإٕیيٍاكف٨-

ایثّْٖٝ٘ٛٞشT- DNAٝىٍٝي(اُایٗدلإٕیيثبوشَیبییسلز٭ٙٛا17ٖسب13ی)ثو٘وٛؿى

ٔیِثبٖٔٙشمُ ٕٞىبٍاٖ،ٙٛىٔیٌیبٜ ّٖ(.2006)ٌیِٖٛٛٚ ٞبثَهیاُ ىٍ ىT- DNAٍیٔٛػٛى

اٚدیٗٞبیغیَئیٕٗٙشِدَٚس اٚدیٗ٭بىیثٝ٘بْ ٘م٘ىاٍ٘ي. ٞب ٍیٚٝییّٕٝٚثٝٞب ٚ ٕٙشِٙيٜ ثٝٞب

٭ٙٛاٖ ٘یشَّٖٚ ٚ وَثٗ إشفبىٜٔٙبث٬ یٍٔٛى لَاٍ یهٔیثبوشَی سَویجبر ایٗ ٙٙبٕبیی ٌیَ٘ي.

 ییيسأٙبهٜىٍ T- DNAٍٚٚى آٌَٚثبوشَیRiْٛدلإٕیي ایؼبى ٚ ٌیبٜ ىٍٖٚ ٔٛئیٗییٍٚٝثٝ

 آیي.ٔیكٖبةثٝ

 بِ سلَل گیاّی T- DNAهکاًیسن اًتقال  1-6-3

سٛاِی ث٥َٝٛٙئٜلبف٪زٙيرثٝسىَاٍیDNAىٚ ٚbp25دلإٕیي ىاٍىRiىٍ ىٍٚػٛى وٝ

٭T- DNAُٕٔب٘ٙئَُٞبیوٙي.ایٗسٛاِیٔیٚكيٚىآٍٖأٚوٜلَاٌٍَفش٥T- DNAَٝفیٗ

آٖٔی ثٝ وٝ ؿخوٙي َُٔٞبی 1ٍٞب 2إزٚ ىاٍ٘ئیٌفشٝ ٘م٘ ا٘شمبَ ىٍ ٚ ٚٙٛى. )فبٍٕی

وٝ٘بكیَُٝٔیٍإزثَایثیٕبٍی.(2000ٕٞىبٍاٖ، ُایی١ٍَٚیِٚی٦ٔبِٮبرّ٘شیىی٘ٚبٖىاىٜ

 vir D1ٚvirىٍك٢ٍٛدَٚسئیٗ(.1984)ٚإً٘ٚٞىبٍاٖ،یٖز٘٘بكیَُٝٔیٕٕزؿخ١ٍَٚی

D2سٛاِیَُٔیbp25ٝٙٛى.ثَٗىٍسٛاِیٕٕزٍإزٕجتایؼبىیهیٔىٍیهػبیٍبٜٙىٖش

ٚآغبُٙي3ٜ´ث5ٝ´أُلُایٗثَیيٌیىٍػٟزDNAٌَىىٕٚٙشٍِٙشٝػيیئیا٘شٟبیآغبٌَُ

،vir D2ىٞيوٝدَٚسئیٗٔیٞبیػيیي٘ٚبٖٙٛى.یبفشٝٔیلجّیسهٍٙشٝػيیيػبیٍِیٗیٍٙشٝ

                                                 
1
 Left border 

2
 Right border 
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ثبایؼبىدیٛ٘يT-strandیٍٙشٝ ىاٍىوٝثب٭ضػٌّٛیَیأُیهٛى5ٍٝ٘´ىٍا٘شٟبییٖوٛٚالاٍ٘ا

دَٚسئیٗىاٍاییهایٗ٭لاٌَٜٚىى.ثٝٔیٞبیاٌِٚ٘ٛوّئبُىٍثَاثَكّٕٝآِ٘ی5ٓ´ا٘شٟبیدٌیَییتإٓ

 -Tوٙي.ٔیٌَّٕٛیبٞی٭ُٕیٖٞشٝیٕٛثT- DNAٝایإزٚىٍٞيایزٖٞشٝیبةسٛاِیٞيف

DNAُ٥یوَىٜٕٚذٔثٌَّٕٝٛیبٞیثَایا٘شمبَثٝثبفز ىٍىٍٖٚثبوشَیَٔاكّیٍا هٕی،

ُا٘بكیٝثیٕبٍیییّٕٝٚثٝٞبیويٙيٌَٜىى.دَٚسئیٗٔیٚىٍآ٘ؼبثٌّْٝ٘ٛیبٞیا١بفٝٙيٜإٍبَ

(vir َٔاكُ دلإٕیي ىٍ ) T- DNAا٘شمبَ سٙ٪یٓ ٔیٍا اُ ٔٚشك فِٙٛی سَویجبر ییٛاٍٜىوٙٙي.

إشَٕٛی1ٍٖٛٙإشَٕٛیٍُٖٙٛػّٕٝاٙيٜ)ٕیُهِّٕٛی ثشب ثیب2ّٖٖٚ ٘یِ اِمبvirٞبی٘بكیٝ( ٍا

(.2000)فبٍٕیٕٚٞىبٍاٖ،وٙٙئی



(.2007)ٕبیشٛإىیٕٚٞىبٍاٖ،ثٌّْٝ٘ٛیبٞیT-DNA:ٔىب٘یٖٓا٘شمب4َ-1ٙىُ

 هَئیيدس ایزاد سیطِ  هؤحشػَاهل  1-9

ٍایِِّٚ٘آٌَٚثبوشَیُْٛاییثیٕبٍی-اِف

ثٝسیخآٌَٚثبوشَیْْٛ٘اىٞبی ٞبیٔوشّف٘٪یَوٛوٛٔٛدیٗ،آٌَٚدیٗٚثَإب٫ٛ٘ٓاٚدیٗسِٛیيی،

ٙبُٔىٚلٖٕزؿخٍٚإزT-DNAٙٛ٘ي.ىٍْ٘اىٞبیسیخآٌَٚدیٗ٘بكیٝٔییثٙي٥جمٝٔب٘ٛدیٗ

                                                 
1
 Acetosyringone 

2
 Beta Acetosyringone 
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ىٍْ٘اىٞبیوٛوٛٔٛدیٗٚٔب٘ٛدیٗوٝیىٍكبِثبٙٙي.ٔیُاییثیٚشَیثَهٍٛىاٍثٛىٜ،اُليٍرثیٕبٍی

T-DNAیٍُٚٝاییوٕشَیىاٍ٘ي.ثٙبثَایٗثَایایؼبىٕیٖشٓٚليٍرثیٕبٍیإزلٖٕشیسٟٙبیه

(.2007)ٚا٘بٕٚٞىبٍاٖ،ٙٛىٔیثیٚشَاُسیخآٌَٚدیٗإشفبىٜٔٛئیٗ ی

ٕ٘ٛ٘ٝی٫ٍِٕٛ٘ٚٗ-ة

ٕٝ٘ٛ٘ ٔٛاٍى ثیٚشَ ٕٗدبییٗفَاٚاىٍ ٞبییثب ایؼبى ٔی٘یسَاٍیوشیثیٚشَیٍا ػیٛلاً٘ٚوٙٙي (

(.2002ٕٞىبٍاٖ،

٫ٛ٘ٔلی٤وٚز-ع

ٔلی٤ىاٍىٔٛئیُٗیبىیىٍایؼبىٍیٚٝیَسأطٔلی٤ٍٙي ٔمبىیَثبلایٕ٘ه. ٞبیٔٮي٘یاُٞبییثب

 MSلجیُ ٍیLSٝٚیب سٚىیُ ٔٛئیٗٞبی سٚيیي ٌیبٞبٖ اُ ثَهی ىٍ ٔیٍا وٝیىٍكبِوٙٙي.

دبییٕٗ٘هٔب٘ٙيٞٔلی٤ ٔمبىیَ B5بییثب ٔلی٤فَاٞٓاُكيی٘ثسىظیَ ىٍ وٙٙيٚٔیثبوشَیٍا

ٍیٚٝیؼٝىٍ٘ش ایؼبى ثَای ٔٙبٕجی ٔلی٤ ٌٛ٘ٝٔٛئیٗٞبی اُ ثَهی ٘ىٍ ٌیبٞی ثبٙٙيٕیٞبی

(.1998)ٔیٛوٙياٖٕٚٞىبٍاٖ،

 هَئیيّای  تشاسیختی دس سیطِ ذییتأ 1-8

ٍٛفِّٛٛیىیٞبیٔإشفبىٜاُٚیٌْی-اِف

ٔٛئیٗٞبیٞبیٍٔٛفِّٛٛیىیٍیٌَٚٝاییاُٚیٌْیٞبیٔٙٚٮتٚ٭ئُْیَٕٗ٭زٍٙيُیبى،ٍیٚٝ

.(1984)سذفَ،ثبٙئی

ثیٛٙیٕیبییی٘ٚبٍَ٘ٞبإشفبىٜاُ-ة

اٚدیٗ ثیٛٙیٕیبیی ٘ٚبٍَ٘ٞبی ٔؤطَٞب ییيسأثَای اٚدیٗٔیٔٛئیٗثبفزٍیٚٝ سٮییٗ ٚ ثبٙٙي ثٝٞب

(.1984)سذفَ،ثبٙٙئیٞبیسَاٍیوشٍٝیٚٝییيسأٚبٖٔلىٓثَاییه٘٭ٙٛاٖ
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إشفبىٜاُ٘ٚبٍَ٘ٞبیّ٘شیىی-ع

ایٍٗٚٗٔیٌیبٜٔیِثبٖثىبDNAٍثٍَٚیT-DNAاسٞبَییيسأٞبیٔوشّفیثَایٍٚٗ ٞبٍٚ٘ي.

ٞیجَیيإیٖٛ ٕبسَٖ 1ٙبُٔ ،DNAًٙىاسی 2ثلار ٚاوُٙ٘٘ؼی(1988)ىادَ، اُ إشفبىٜ ایَٜٚ

ثبٙي.ٔیPCRیبَٔاُیدّ

 ّا بشای افضایص تَلیذ هتابَلیت حاًَیِ استفادُ اص هحشک 1-7

اُاٌٍب٘یٖٓ،ثَهیٙيٜإشوَاع٭ٞبٍٜ٘٪ٍَٔٛىسٛا٘يثبسٛػٝث٫ٌٛ٘ٝیب٫ٜٛ٘ٚٔشبثِٛیزٔیٔلَن

(.2013اٖ،)إٕب٭یُُاىٜٕٚٞىبٍٍ٘ٛٚفِّارٍٕٙیٍٗاٙبُٔٙٛى،UVٔٛاىٙیٕیبیی،اٙٮٝ

 ٔٙ٪ٍٛثٝأَُٜٚ سِٛیي إیيٙیىٍٛیهثٟجٛى اُ إشفبىٜ ٍیٚٝٞبٔلَن، وٚز ىٍ ٔٛئیٗٞبی

یىیاٍُاٞىبٍٞبی(4ٚغیَُیٖشی3ُیٖشی)ٞبإز.إشفبىٜأُلَنلَاٌٍَفشٍٝٔٛىسٛػَٕٝهبٌٍُ

ٔشبثِٛیزفٙبٍٚییٖزُ سِٛیي ثٟجٛى ثَای طب٘ٛیٝ ایٗإزٞبی ثٝ سٛػٝ ثب اُوٝ. ثَهی سِٛیي

یبثي،إشفبىٜٔیٞبافِای٘ٞبیٔلی٦یٚكّٕٝدبسّٖٛٞبیطب٘ٛیٌٝیبٞیىٍدبٕنثٝإشَٓٔشبثِٛیز

ٔلَن ثبوشَیاُػّٕٝٞبیٔیىَٚثیاُ أُیٞب سٛا٘يٍاٞىبٍیٔٙبٕتثَایافِای٘سِٛیيایٌَٜٗٚ

.ٞبثبٙئشبثِٛیز

 ّای حاًَیِ ّا بش هتابَلیت آى شیحتأٍ  اسیذسالسیلیکهتیل راسوًَات ٍ  1-7-1

 ٘ٚبٖ ٔیسلمیمبر وٝ ِٔٛى5َٛإیيٕبِٖیّیهىٞي ٭ٙٛاٖ ثٝ ػبٕٕٛ٘بر ٔشیُ ٚ ٍٕبٖیبْدٞبی

ٔلَنٞٓ ثب٭ضثیبّٖٖؿٖٕٛبیَ ٞب اِمب ٍا ٌیبٜ ىٍ سِٛیئشبثِٛیزطب٘ٛیٝ وٙٙي.ٔیٞبیَٔسج٤ثب

                                                 
1
 Southern hybridization 

2
 DNA blot dotting 

3
 Biotic 

4
 Abiotic 

5
 Sslicylic acid 
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إیيٕبِٖیّیهىٍٚال٬ ىٚ ػبٕٕٛ٘بر ٔشیُ ٙيٜوٙیٓسٙ٪ٚ ا٘يیبٞیٌٍٙي سَویجبر ٍٕبٖیبْدوٝ

ٞبیىفب٭یٌیبٜ٘یِٙٛ٘ي.دبٕنٔیٞبیاهشٞبٝیىفب٭یٌیبٞبٖٔلٖٛةدبٕنیٕبُفٮبَوّیيیىٍ

 ٌیبٜ طب٘ٛیٝ سَویجبر ا٘ٛا٫ ثیٕٛٙشِ ٚ اِٚیٝ ٔٛاى وبٞ٘سِٛیي ٕٞىبٍاٖ،ا٘ؼبٔئیثٝ )ایٛىٍٚٓٚ

2015.)

ٍٙيایوٙٙيٜیٓسٙ٪ػبٕٕٛ٘برٔشیُیٮٙیآٖٔٚشمبرٚ٘برػبٕٕٛإیي:ػبٕٕٛ٘برٔشیُالف( 

ایفبٔلی٦یٞبیسٙ٘ثٝدبٕنٍٕٚ٘ٛٙي،ىٍوّیيی٘م٘وٖٝٞشٙيٌیبٍٜٙيثبُىاٍ٘يٜیبىٍٚ٘ی

وٙٙئی ثیٕٛٙشِیٞبیٚاوٙ٘وٝٙٛ٘ئیایٚیْٜٞبیآِ٘یٓفٮبِیزاِمبیثٝٔٙؼَٞبِٔٛىَٛایٗ.

ٞبیٔیىَٚةثَٝٔث٣ٛٞبیدَٚسئیِٗٚىبِٛئیيٞبآٞب،فُٙدّیٔب٘ٙيىفب٭یسَویجبرسِٛیيثَٝٔث٣ٛ

وٙٙئیوبسبِیٍِاُاثیٕبٍی وٝثبٙٙئیٕیىّٛدٙشبٖكّمٛیٚیْٜسَویجبراٌَُٚٞیٞبػبٕٕٛ٘بر.

ٙيیبفزیبٌٌُٓیبٜإب٘ٔىٍطب٘ٛیٝٞبیٔشبثِٛیزثٝ٭ٙٛا1960ٖىٞٝىٍ فیِیِّٛٛیىیاطَار.

ٍفشٝوبٍثٝغّ٪زٚػبٕٕٛ٘بر٫ٕٛ٘٘ٛی،َٔكٌّٝیبٞی،ٌٛ٘ٝثٝثٖشٌٝیبٞبٖىٍٞبٕٛ٘برػبٕ

إزٔشفبٚر سَویتػبٕٕٛ٘یه(.2016)ٍػجی، ػبٕٕٛ٘بر(، )ٔشیُ آٖ إشَ ٔشیُ ٚ ییٞبإیي

ی)ثیٛ٘يٙٛ٘ئیٕبهش1ٝوٝأُٖیَاوشبىوب٘ٛئیيثبٙٙئیِیِٙٛٙیهٕیىّٛدٙشب٘ٛ٘یأُٚشمبرإیي

فیِیِّٛٛیىیٔشٮيىی٘٪یٍَٙيٍیٚٝ،یٙيٞبیفَاوٝ(.2004،ویبٖٕٚٞىبٍاٖ،2001ٕٚٞىبٍاٖ،

ٚاوٙ٘ ٍٕیئٖیٜٛ، ٚكَٚارٚسٙ٘ٞبیىفب٭یٌیبٜىٍثَاثَدبسّٖٛدیَی، ٞبیغیَُیٖشیٍاٞب

ّ٘شیهٌیبٜیَأطسٞبیطب٘ٛیٝسلزسِٛیئشبثِٛیز(.2004)ویبٖٕٚٞىبٍاٖ،ىٞٙئیلَاٍیَسأطسلز

ٚلشیٌیبٜىٍثَاثَسٙ٘ٔیٞبیدیبٍْٕبَٖٚٙای٤ٔلی٦یِٚٔٛىَٛ ٞبیُ٘يٜٚسٛا٘يسغییَوٙي.

(2013)ویٕٓٚٞىبٍاٖ،ىٞئیٞبدبٕنٌیَىثٝایٗسٙ٘ٔیغیَُ٘يٜلَاٍ

ُیٖشیٞبیاُػّٕٝسَویجبرفِٙٛیىیإزوٝ٘م٘سٙ٪یٓوٙٙيٌیىٍفَایٙيإیيٕبِٖیّیه:ب(

وٝاُػّٕٝٔی ثیٛٙیٕیبییٌیبٞبٖىاٍى، ثٖشٝٙيٍُٖٚ٘ٝٚ سَاسٛاٖثٝسٙ٪یٓسٮَق، ٚاییغٚبء،ٞب

                                                 
1
 Octadecanoid 
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٘شبیغدْٚٞ٘ ُ٘یسبدیَیٌیبٜ،ىٞيوٝایٗسَویتاُػٛا٘ٝٞب٘ٚبٖٔیٍٙيٚفشٕٛٙشِاٙبٍٜوَى.

٘ٔی ٔلَٞٛ ٚ فشٕٛٙشِ افِای٘وبٍایی ثٝ ٔٙؼَ ٚ ثبٙي سأطیٌٌَاٍ ٔیسٛا٘ي ٌَٚىىٟبیی )وٚبٍُٚ

(.2015ٕٞىبٍاٖ،

ٞبیدیبٍْٕبٖثَهیأُٖیَٞبیا٘شمبَدیبْوٝثٝ٭ٙٛأِٖٛىَٛإیيٕبِٖیّیهشیُػبٕٕٛ٘برٚٔ

آِ٘یٓ ٚاوٙ٘اِمبوٙٙيٜ ٞبیىفب٭یٔظُٞبیثیٕٛٙشِیثَایسٚىیُسَویتٞبیهبٛوبسبِیِوٙٙيٜ

فَٙٛدّی دَٚسئیٗیيٞبآِىبِٛئٞب، ىهبِزٞبییب دبسّٖٖٛٞشٙي اِمبیٔیَٔث٣ٛثٝ ثٝ ٔٙؼَ ٚ وٙٙي

ٙٛ٘يىٌٍیبٜكَوزوَىٜٔیٞباُهبٍعٚاٍىٌیبٜٙٛ٘ي.ُٔب٘یوٝایِٗٔٛىَٛٔیٞبیىفب٭یٚاوٙ٘

(.2005،)یٕٛٚٚٞىبٍاٌَٖى٘ئیٞبیىفب٭یٚٔٙؼَثٝثیبٖیهَٕیاُّٖ

 PALآًضین  1-11

ایىٍَٙفىاىٜٙيٚث٥ٌٍٖٝٛشَى1961ٜىٍٕبKoukol and Connَایٗآِ٘یٓاِٚیٗثبٍس٤ٕٛ

آِ٘یPALِٓیبُ)آٔٛ٘یبآلا٘یٗفٙیُ(.2014)٘بىٍیٕٚٞىبٍاٖ،ٌیبٞبٍٖٔٛى٦ٔبِٮٝلَاٍٍفز اّٝی(

إیيٞبی ٕٙشِی ٖٔیَ ىٍ ٔشبثِٛیزٚا٤ٕ آٍٔبسیهٚ وٝآٔیٙٝ طب٘ٛیٝ اُٞبی ٕٚیٮی ٌَٜٚ ٙبُٔ

إز فِٙٛی سَویجبر ٔلٞٛلار سٙ٪یٓ ىٍ ٘م٘وّیيی ایفبٚ دَٚدب٘ٛئیيی فٙیُ ٖٔیَ اُ كبُٝ

فٮبِیزآِ٘یٓٔی ٞبیُ٘يٜٚؿٙیٗإشََٓٔكٍّٝٙي،سٕبیِیبثیَّٕٛٚٞٓیَسأطسلزPALوٙي.

سغییَ ُ٘يٜ ُهٓٔیغیَ إزآِٛىٌیثٝثیٕبٌٍَ، ث٥ٍٝٛیوٝثیبٖٙيٜ وٙي، سبث٘ٞبیٔىب٘یىی،

ٙٛ٘ي.ٔیPALٚٔشیُػبٕٕٛ٘برٕجتافِای٘فٮبِیزإیيٕبِٖیّیه،هٚىی،٘اٙٮٝٔبٍٚایثٙف

سَویج اُ ثٖیبٍی سِٛیي اِٚیٝ ٖٔیَ دَٚدب٘ٛئیيی، فٙیُ ٞیيٍٚوٖیٖٔیَ ٔب٘ٙي ٥جیٮی بر

ٕذٕٔیٙبٔیه ٚ یيٞب٘ٛئٚفلاإیيٞب اُیِٚفلا٘ٛئیيٞبا، ٥یفٕٚیٮی إشیّٗٚ وٛٔبٍیٗ، ِیٍٙیٗ، ،

إز فِٙٛی ٔٛاى ٘مٕ٘بیَ وٝ ،ٟٔ إشَٕٓیٞبی ثَاثَ ىٍ كفب٩ز ُ٘يٜ،ؿٖٛ غیَ ٚ ُ٘يٜ ٞبی

ٕیٍٙبَ ٚیْٜ ثٝ ٚ ٍٛ٘ ثَاثَ ىٍ ٔلبف٪ز ِّٕٛی، ثیٗ ثٙف٘ٞبی ٞٓ ٔبٍٚای كفب٩زٚ ٞبیؿٙیٗ

ٕیٙبٔیهٍافَاٞٓإیي-آلا٘یٗثٝسَا٘ٔأىبٖسجيیُفٙیPALُٔىب٘یىیٍاثَ٭ٟيٜىاٍ٘ي.ىٍٚال٬
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ٕیٙبٔیهدی٘ٔبىٜاّٝیسِٛیيإیي-ٙٛى.سَا٘ٔٔیٔٝؿَهٝٚسِٛیئٛاىفِٙٛیٕبهشٕٝٚجتاىا

ٕجتافِای٦ٕ٘قسِٛیئٛاىفٙیPALُثبٙيٚثٙبثَایٗافِای٘فٮبِیزٔیٞبِٚیٍٙیٗیيٞب٘ٛئٚفلا

یٞبٓی،آِ٘یيٞبفلاٚ٘ٛئيیَسِٛیٟٖٔٓٔیٞبٓیآِ٘ (.2015)ٕٝيیٕٚٞىبٍاٖ،ٌَىىٔیدَٚدب٘ٛئیيی

ٕ (PALیبِیبُآٔٛ٘آلا٘یٗیُفٙ )یيٍٚوٖیٞ-4یيإهیٙبٔی(، C4Hلاُ ٚ ٍبُیِآیٓوٛآِ٘وٛٔبٍار-4(

(4CLٔ)(.5-1ٙىُثبٙٙي)یPALِٛا٥َُیإهیٙبٔیيسَإ٘ٔیس یٛیياسیَاوٖیككٌفغیيٍا

یآٔٛ٘ اُ وبسبِیآلاُ٘یفٙ-Lبن ٔیٗ ٖٔیِ ىٍ وٝ فٙیٔشبثَِٖٛیوٙي، دیآلاُ٘یٓ یٞبٕ٘بهزیٗ

.وٙيیٍافَاٞٓٔیيٞبفلاٚ٘ٛئؿٖٛییٞبزیٔشبثِٛ

C4Hیٓآ1-11ِ٘

ثٕٝیهٔٛ٘ٛاوٖی ٚاثٖشٝ إزP450شٛوَْٚیْ٘بُ ٌیجبًسمَٚ ٕٝٞ ایبٞبٖ٭بِیىٍ ىاٍى. ٗیٚػٛى

ٞیآِ٘ س4ِٛيیهإیٙبٔیٖٛسَإ٘ٔیلإیيٍٚوٖیٓثب وٙیئیوٛٔبٍارٍا زیوٛٔبٍارثبفٮب4ِي.

4CLتثٕٕٝزیٗسَویٙٛىوٝایٔؼبىیآآیُوٛآِ٘یوٛٔب4ٍٚآٔيٜٚآىٍٓیوٛآِ٘یٛإشَسثٍٞٛر

٥ٍٛلبثُٝسٛاِیایٗآِ٘یٓث(.2009)ّإً٘ٚٞىبٍاٖ،ٍٚىیٔیجبرفِٙٛیيسَویيسِٛیػيیَٞبیٖٔ

ایٗآِ٘یٓاُؿٔلبف٪زٙيٜإزایىٌٍیبٞبٖٔلاك٪ٝ ٞبیطب٘ٛیٝٙيآِ٘یٓؿَهٝسِٛیئشبثِٛیز.

UV.Bثبٙي.ایٗآِ٘یٓوٙشََوَثٗ،كفب٩زىٍثَاثَاٙٮٝٞب٘م٘ىاٍ٘ئیوٝىٍٔمبٚٔزثٝثیٕبٍی

(.2013)ىٞمبٖٕٚٞىبٍاٖ،،ٍٍ٘یِٜٞبیسبطیٌٌَاٍثٌََىٜافٚب٘ی٘م٘ىاٍ٘ي

 4CLآِ٘ی1-12ٓ

(یهآِ٘یٓوّیيیىٍٖٔیَٞبیٔشبثِٛیىیفٙیEC 6.2.1.12ُِیٍبُ)Aوٛٔبٍاروٛآِ٘یٓ-4آِ٘یٓ

ایٗآِ٘یٕٓیٙبٔیهإیيٚٔٚشمبر.ثبٙئییيٞب٘ٛٚئٚفلاِٚیٍٙیٗدَٚدب٘ٛئیيثیٕٛٙشِثَای

یآٖ٘٪یَوبفئبر،فَٚلار،وٛٔبٍارٕٚیٙبدبرٍاثٝسیٛإشَٞبیفٮبَثبوٛآِ٘یٓآٞیيٍٚوٖیّٝ

ٞبٕٚبیَ٘ٛئیيٚٞب،فلاٞب،إشیّیٗسَویجبرٚاٍىٖٔیَثیٕٛٙشِوٛٔبٍیٗىٍاىأٝایٗوٙي.سجيیُٔی

(.2016)ِیٍب٘يٕٚٞىبٍاٖ،ٙٛ٘يٞبیطب٘ٛیٝٔیٔشبثِٛیز



 

19 

 

 ساختاس ضیویایی ضیکَسیک اسیذ 1-12

ٟٓٔ اُ ٙیىٍٛیهیىی ٔیإیي َٕهبٌٍُ ٌیبٜ ىٍ ٔٛطَ ٔٛاى ىاٍایهٛاٛىاٍٚییسَیٗ وٝ ثبٙي

ٝیز١ي٥َٕب٘ی،١يؿبلی،١يٚیَٕٚی،١يىیبثزٚآ٘شیاوٖیيا٘یثَایاٖ٘بٖٔشٮيىیٔب٘ٙيهب

آِ٘یٓٔی ٟٔبٍ ٘م٘آٖىٍ ثٝ ثٝ سٛػٝ ثب )HIV intergraseثبٙي. فٮبِیز١يٚیَٚٓایيُ ،HIV)

(.2016)فشقاللهٕٚٞىبٍاٖ،ٌِاٍٗٙيٜإز



 (.2016)ِیٍب٘يٕٚٞىبٍاٖ،یىٍٛیهإیي:ٖٔیَٔشبثِٛیٖٕیسِٛیي5ٙ-1ٙىُ
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 بشسسی بیاى طى 1-14

Real-Time RT-PCR 1-14-1  

ٙٛى.ٞبَٕٞأٜیثبسغییَىٍاٍِٛیثیبّٖٖٞبثٝسغیَارٔلی٤،ٍٙيٚسٕبیِدبٕنثٖیبٍیإَُّٛ

ٍاث٦ٝثب ثٖیبٍیاُسلمیمبرىٍ سٛا٘بییوٕیٕٙؼی٦ٕٛفٍٚ٘ٛیٖییهّٖهبٕٛٞیٚٝٔلٍٛ

 یىیا2000ٍُٗٚ٭ُّٕٖثٛىٜإز)ثٕٛشیٗ، ٞبییوٝثَایوٕیزٕٙؼیٍٚ٘ٛٙزّ٘یٍٔٛى(.

ىٍٕٚٞىبٍاHiguchi٘٘س٤ٕٛایيٜاِٚیٝایٍٗٚٗإز.Real Time PCRٌیَىإشفبىٜلَأٍی

ٌِاٍٍَٙیٔظُٔیِاٖفٍّٕٛب٘زثَإبPCRٓٚاوٙ٘ثٝٔفْٟٛٔٚبٞيِٜل٪ٝثِٝل٪1992ٕٝبَ

فبُه٦یى٥ٍَٛ.اٍائٝٙيDetectorٕب٬٥ٙيٜاُٚاوٙ٘ٚٔٚبٞيٜٚطجزآٖىٍیهجٌََیٕٗبی

٘م٦ٝ فٍّٕٛٙٔسب لبثُٕٙؼ٘ٔیایافِای٘ٔیٍِبٍیشٕیسىظیَ، وٝ ٭ٙٛاٖإٓشب٘ٝیبثي ثٝ ٚ ٙٛى

٘ياٍىثبإشبDNAٞبیٔشٛاِیٙٛىثٙبثَایٗثبإشفبىٜاٍُلزیب٘م٦ٝسمب٬٥٘بٔیئٜی1(CTؿَهٝ)

DNAسٛأٖميأٍميأٍٚؤٜی ثٝ٭ٙٛاٖاcDNAٍُٗیب إشفبىٜاCTُٕ٘ٛ٘ٝ٘بٙٙبهشٍٝا ثب

CTسَٕیٓٔٙلٙیإشب٘ياٍىٍِبٍیشٓغّ٪زىٍٔمبثُ ٔلبٕجٝوَى. اُ(.2016)ثِّٟٛیٕٚٞىبٍاٖ،

ٔلَٞٛدٔاُسٛاٖثَٕٝ٭زثبلایا٘ؼبْوبٍ،كٌفَٔكٍّٝىیبثیٔیReal Time PCRٞبیٚیٌْی

PCR.ٔٚبٞيِٜل٪ٝثِٝل٪ٝٚاوٙ٘ٚل٬٦آٖىٍَُٞٔبٖ،كٖبٕیزٚاهشٞبٝیزثبلااٙبٍٜوَى،

 Real Time PCRاًزام  ّای سٍش 3 -14 – 1

ٍٚٗٚػٛىىاٍى.2ثیبّٖٖىٍاٍُیبثی

وٝىٍایٍٗٚٗٔلبٕجبرسٮياىوذیّٖ:(Absolute Quantification)هطلق کویت سٌزی  -1

آیي.ثَایٖ٘جزثٝیهٔٙلٙیإشب٘ياٍىثٝىٕزٔیReal Time PCRثبإشفبىٜإُیٍٙبَٕٛلأًٮ

ثبإشفبىٜاReal Time PCRُثٝىٕزآٍٚىٖٔمياٍوذیاُاٍِٛیاِٚیٝٚیبَٙای٤وبٍیٚاوٙ٘

                                                 
1
 Cycle threshold 
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٘ياٍىٍأٙلٙیإشبسٛاٖیٔٞبٔٚوٜإز،اٍِٛٚیبإشب٘ياٍىٞبییوٝٔمياٍآDNAٍٖلزٕبُی

،M=33 >0.9یجبًسمَثَایٗإبٓسَٕیٓوَى.ٙیته٤ٔٙلٙی١َٚیتٌٍَٕیٖٛثبیيثٝسَسیت

R
2
ىٍٝيكبُٝٙٛى.یٮٙیىٍَٞٚاوٙ٘ٔمياٍّْ٘ٛىٚثَاثَٙٛى.Efficiency100ثبٙيسب1 >

جَاسٍٛا٥لا٭برٍّٖٔٛى٘٪َٖ٘جزثٝوبِی:(Relative Quantification)کویت سٌزی ًسبی  -2

ٙٛى.ثبیهوٙشََّٖىاهّی٘ٚبٖىاىٜٔی

اٙبٍٜوَى. Pfafflٚ ΔΔCTسٛاٖثٍٝٚٗٞبیإشفبىٜٙيٜىٍایٍٗاث٦ٝٔیاٍُٚٗ

HPLC 

سٚویٜ ٙیٕیبییثَایػيإبُی، سىٙیىیػٟزآ٘بِیِ وبٍاییثبلا ثب سٮییٗوَٚٔبسٌَٛافیٔبی٬ ٚ

ىٍایٗسىٙٔمياٍاػِاییهٔو٣ّٛٔی دٕخثبٙي. ایؼبىفٚبٍلٛی،كلاَیه، ٞبییلَاٍىاٍىوٝثب

ىٞي.َٞػِءٍٕ٘ٛ٘ٝیِكبٚیٔٛاىػبًةػبٔي٭جٍٛٔیٔبی٬ٍاأُو٣ّٕٛ٘ٛ٘ٝا٥َُیكٕشٖٛثٖیبٍ

ٞبیػَیبٖثَایاػِایىٞيوٝثب٭ضاهشلافَٕ٭زاوٙ٘ٔیثبسفبٚرػِئیاُثمیٝ،ثبٔبىٜػبًةٚ

ٞبیٔبسٌَٛافیوبٍثَىیٕٚی٬ىٍدْٚٞ٘ٙٛى.وَٚاػِاىٍٕشٖٛٔیٚثب٭ضػياوَىٖٔشفبٚرٙيٜ

ٞبیٔوشّفغّجٝسلمیمبریبفشٝإز.ىٍٍٚٗٔوشّف٭ّْٛدبیٝىاٍىٌٚٛ٘بٌٛ٘یٚسىبٍَُٔٙفیىٍ

ٚػٛىىاٍى.فبُ (phase Statonary)ٚیهفبُطبثز(phase Mobile)نیهفبُٔشلَوَٚٔبسٌَٛافی

.(2017ي)ٝجبٯُاىٜ،بی٬ٚفبُٔشلَنٔبی٬یبٌبُثبٙيیبٔسٛا٘يػبٔطبثزٔی

 اّذاف اصلی ایي تحقیق 1-13

ٞيفثٍَٕیسغییَارثیبّٖٖ ثیٕٛٙشِٙیىٍٛیهسلمیككب١َثب إیياُػّٕٝفٙیُٞبیٔٛطَىٍ

( آٔٛ٘یبِیبُ ٕیٙبٔیهPALآلا٘یٗ ،) )-4إیي وٛآِ٘یٓ-C4H)ٚ4ٞیيٍٚوٖیلاُ ُبِیٍآوٛٔبٍار

(4CL)ٞبیٔشفبٚسیأُشیُػبٕٕٛ٘برٚإیيٕبِٖیّیها٘ؼبْىٌٍیبَٜٕهبٌٍُىٍدبٕنثٝغّ٪ز

سیٕبٍٙئٜٛئیٗٞبیىٍٍیHPLCٝٚؿٙیٗٔیِاٖسِٛیئبىٜٔٛطَٜٙیىٍٛیهإیيثبٍٚٗٙي.ٞٓ

ثبٔشیُػبٕٕٛ٘برٚإیيٕبِٖیّیها٘ياٌُٜیَیٙي.
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 دس سشخاسگل PALٍ بشسسی بیاى طى  هَئیيالقای سیطِ  3-1

َٕهبٌٍُ٘بْٚآٍٚىٜایَاٖثٝٔؼبٍٕشبٖا1372ُٕبَىٍثبٍاِٚیEchinacea purpureaٌٗیبٜثٌٍ

ٚسِٛیئشبثِٛیزطب٘ٛیٝٔٛئیٗٞبیثبسٛػٝثٝإٞیزاِمبیٍیٚٝ(.2007)لبٕٕی،ٙيٟ٘بىٜآٖثَ

ایٌیبَٜٕهبٌٍٍُٝٛرٌَفشٝىٍَٕهبٌٍُسلمیمبرُیبىیىٍوٚزىٍٖٚٙیٚٝیيإٙیىٍٛیه

اِٚیٗسَاٖ٘فٍٛٔبٕیٖٛ ٍایِْٚ٘س٤ٕٛآٌَٚثبوشَیٌْٛیبَٜٕهبٌٍُثٕٝٚیّٝٔٛئیٗٞبیٍی1ٝٚإز.

 ٕٞىبٍاٖ ٙيٌِا1991ٍٗسَیذٖیٗٚ ٕٞىبٍاٖ، ٕٞىبٍاٖ(.1991)سَیذٖشیٗٚ ٕبَؿیٗٚ ىٍ

وٕه2006ٕ ٍیِٕ٘ٛ٘ٝآٌَٚثبوشَیْٕٛٝٛیٝثب ٞبیىٔجَيٚثَيلبثّیزا٘شمبٍَّٖٚایِِّٚ٘ىٍ

ٞبیىٍٍی2ٍِٕٝ٘ٛ٘اىٌٍیبَٜٕهبٌٍٍُٔٛىثٍَٕیلَاٍىاى٘ي.ىٍٝيسَاٍیوشٍیٔٛئیٗ ییٍٚٝسِٛیي

40ثٝسَسیتA4، R1000ٚ R1601ٞبیثٌَیثبٕٛیٝ ىٍٝيٚىٍٍیِٕ٘ٛ٘ٝىٔجَيث60ٚ80ٝ،

10یتسَس ،30 ٚ45 ٕٛیٝ ٫ٛ٘ ٍٕیي٘ي ایٗ٘شیؼٝ ثٙبثَایٗثٝ ثٛى. ٚآٌَٚثبوشَیْٛىٍٝي ٍایِِّٚ٘

ٍیِٕ٘ٛ٘ٝ ٔوشّف ٍیٚٝیَسأطٞبی سِٛیي ىٍ ثِٖایی ٕٞیٗٔٛئیٗٞبی ىٍ ىاٍى. َٕهبٌٍُ ٌیبٜ ىٍ

ٍٝيى3/16ٖ٘جزثٝٙبٞيثٝسَسیتٔٛئیٗٞبیٕبوبٍیيیٍیٚٝسَویجبرفِٙٛیٚدّیٔمياٍدْٚٞ٘

إشوَاعٍٚٗثٟشَیٗثَایسٮییٗدْٚٞٚی.(2006)ٚإً٘ٚٞىبٍاٖ،افِای٘٘ٚبٖىاىىٍٝي3/3ٚ

اُإشفبىٍٜٚٗثٟشَیٗوٝىاى٘ٚبٖ٘شبیغوٝٙيا٘ؼبَْٕهبٌٌٍُیبٜىٍٔٛػٛىفّٙیسَویجبر

ا٘ياُٜ،(ٌَاىٕب٘شیىٍػ50ٝىٔبیىٍٕب٭ز2)ٌَْإشوَاعٍٚٗ،(80:20)آة:ٔشبَ٘ٛكلاَ

(.2009)كبػیٟٔيیدٍٕٛٚٞىبٍاٖ،ثبٙئی1:200كلاَثٌٝیبٜٖ٘جزٚیىَٚٔش300َٔایًٍٜ

 ٕبَ ىٍ ٕٞىبٍاٖ ٚ 3یَسأط1393ٍ٘ٛی 15834ٕٛیٝ ،A13ٚA4 ٍیٚٝ اِمبی ثَ ىٍٔٛئیٍٗا

A4اىٕٛیٍٝٔٛىثٍَٕیلَاٍىاى٘يوٝ٘شبیغ٘ٚبٖىَٕهبٌٍُٞبیثَيٚٞیذٛوٛسیٌُیبٍٜیِٕ٘ٛ٘ٝ

ثبA13ثبٙيِٚیاُِلب٧فَاٚا٘یسَاٖ٘فٍٛٔبٕیٖٕٛٛیٝٔیٔٛئیٗسَاُثمیٝلبىٍثٝاِمبیٍیَٕٚٝی٬

(.2017)ٍ٘ٛیٕٚٞىبٍاٖ،ىٍٝيسَاٍیوشیثبلاسَیٗىٍٝيٍاثٝهٛىاهشٞبٛىاى80

                                                 
1
 Transformation 

2
 Transgenic 
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َّٕٛ اِیٖشٍٛسیٕبٍ ثب ٌیبٞی )یٞب1ٞبی دَٚسئییَٕٞبیدُّیٖشی ٌّیىٛ ٌّٗیىبٖ، یيٞبیإٞب،

َّٕٛ اُ ٙيٜ إشوَاع سَویجبر ٚ وٛؿه اٌٍب٘یه ٚ لبٍؿی( )یَُیٖشیغٞبی UVأٛاع ،US،

ٞٓ،ٞبٕ٘ه ٔٛاىی ٚ ٍٕٙیٗ فِّار ٔشیُیيٕبِٖیّیهإؿٖٛ ػبٕٕ، لبٍؿی،یٖشٍٛٞبیاِٛ٘بر،

ٞبیطب٘ٛیِٝیزإزوٕٝٙشِٔشبثٍٛاٞىبٍٞبییٚا٘بىیُِٕٛفبر(ٕٞٛاٍٜیىیأُٛطَسَیٗ٘مَٜ٘یشَار

َٕهبٌٍٍُیٚٝىٍٔٛػٛىفّٙیسَویجبردْٚٞٚیىٍ(.2011)آسَاٙیٕٚٞىبٍاٖ،ىٞئیٍاافِای٘

یىَٚٔٛلا50،100ٚ150ٍٔغّ٪زٕٝثبٞبٍیٚٝ.یبفزافِای٘ػبٕٕٛ٘برٔشیُثبسیٕبٍٕٚیّٝثٝ

ىاى٘ٚبٖ٘شبیغ.ٌَفزاٍلَثٍَٕیٍٔٛىوُفُٙٔميا10ٍٍُٚاُدٔٚٙيسیٕبٍػبٕٕٛ٘برٔشیُ

فُٙثبلاسَیٗوٝ آٔيىٕزثٝػبٕٕٛ٘برٔشیُیىَٚٔٛلا100ٍٔغّ٪زىٍٔمياٍ ایٗدْٚٞ٘ىٍ.

ثٍَٕیٍٔٛىػبٕٕٛ٘برٔشیُٔوشّفٞبیغّ٪زیَسأطسلزَٕهبٌٍٍُیٚٝإیيٙیىٍٛیهٔلشٛای

ٌَفزلَاٍ ىٍٔٛػٛىإیيىٍٛیهٙیسٛا٘ئیػبٕٕٛ٘برٔشیُوٝىاى٘ٚب٦ٖٔبِٮٝایٗ٘شبیغ.

یىَٚٔٛلا100ٍٔسیٕبٍىٍإیيٙیىٍٛیهٔمياٍثبلاسَیٗٚىٞيثٟجٛىٍإَهبٌٍٍُیٚٝٞبیوٚز

(.2012)آلبیی،آٔيىٕزثٝػبٕٕٛ٘برٔشیُ

آِ٘یٓفٮبِیزّٖٚثیبٖاٍِٛیثَإیيٕبِٖیّیهٚػبٕٕٛ٘برٔشیَُاطىیٍَدْٚٞٚیىٍ

(PALآٔٛ٘یبِیبُآلا٘یٗفٙیُ
ثیبٖسغییَارسلمیكایٗىٍ.لَاٌٍَفزثٍَٕیٍٔٛىَٕهبٌٌٍُیبٜىٍ(2

ٕبِٖیّیه)سیٕب3ٍَٕهبٌٍُسلزٌیب120ٍُٜٜٚثَيٍٚیٚٝثبفزىٍ(PAL)آِ٘یٓفٮبِیزّٖٚ

ٝفَغّ٪زٚٔیىَٚٔٛلا200ٍػبٕٕٛ٘برٔشیُ،ٔٛلاٍیّی2ٔإیي 48،24،12ٝفَ،)ُٔب4ٖٚ(

ٕب٭ز ٙيا٘ؼبْ( ّٖٚثیبٖثَایٔلَنغّ٪زُٚٔبٖفبوشٍٛىٚٔشمبثُاطَوٝىاى٘ٚبٖغ٘شبی.

.إزىأٍٮٙیىٍٝي1اكشٕب٦َٕقىٍثَيىPALٍآِ٘یٓفٮبِیزٍٚیٚٝىPALٍآِ٘یٓفٮبِیز

ىأٍٮٙیافِای٘ثب٭ضٔٛلأٍیّی2إیيٕبِٖیّیهٚٔیىَٚٔٛلا200ٍػبٕٕٛ٘برٔشیُسٛأْسیٕبٍٚ

افِای٘ؿٙیٍٗٞٓٚیٚٝىٍسیٕبٍىٞیاُثٮيٕب٭ز12ٌٌٙزثبPALآِ٘یٓبِیزفٮّٖٚثیبٖ

                                                 
1
elicitor 

2
 Phenylalanine ammonia lyase (PAL) 
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ثبٕٚب٭ز48ُٔبٖىPALٍآِ٘یٓفٮبِیزٚثیبٖافِای٘ایٗ.ٌَىىٔیثَيىPALٍآِ٘یٓفٮبِیز

(.2015)ٔلادٍٕٛٚٞىبٍاٖ،ىاى٘ٚبٍٖأمياٍثیٚشَیٗٔٛلاٍیّی2ٔإیيٕبِٖیّیهسیٕبٍ

سؼ٬ٕٔٚشمبرٔمياPALٍٚٓیآِ٘زیفٮبٍِ٘ٛثَیَسأط(2007)ٕٞىبٍاٖ٭جبٕیٚ ٍَیىیدْٚٞٚىٍ

ٌّٖٔوٍٛزیفٮبِٔمياٍٞب٘ٚبٖىاىآٖیٍَٕثلَاٍىاى٘يیٍٔٛىثٍَٕىٍَٕهبٌٍٍُايیإهیوبفئ

 ٔمياٍثب ٍیٚٝىاٍىیىیِ٘ىیٕٞجٖشٍإیيٙیىٍٛیهسؼ٬ٕ ٍٔٛفِّٛٛی ثَ ٍٛ٘ . یَسأطٔٛئیٗٞبی

لَاٌٍَفشٝلای35ٌٌٝٙزدٔاٌٌُاٙزٚ ثیَٚ٘یآٖثًٍٝ٘ثٙفٍُ٘ٚوٍٝیٚٝىٍٔٮٍَٟ٘ٛ

ٓٞ ٞبیثو٘سبٍیىیٞبییوٝىٍٔٮٍَٟ٘ٛثٛى٘يل٦َثیٚشَیٖ٘جزثٍٝیٚٝؿٙیٍٗیٚٝىٍآٔي،

ٔٚوٜثٝهٛثیٌٌاٙشٝٚیَسأطٞبیطب٘ٛیٝٔشبثِٛیزٍ٘ٛ٘ٝسٟٙبثٍَٔٛفِّٛٛیثّىٝثَٕٙشِ.ىاٙشٙي

إیيٖ٘جزثٝإیي،وَّّٚ٘یه،وبفشبٍیهإیي ٙیىٍٛیهثب٭ضافِایPAL٘یزفٮبِٙيوٝافِای٘

دْٚٞٚیا٘ؼبْىاى٘ي2009ىٍٕبَٕٚٞىبٍا1ٖفَىی .ٞبىٍسبٍیىیثٛى٘يٙيٜإزُٔب٘یوٍٝیٚٝ

یيٞبآِىبٕٔٙشِٚٔٛئیٗٞبیُٔبٍٖٙيٍیٚٝوٝ٘شبیغآٖ٘ٚبٖىاى٫ٛ٘ٔلی٤وٚزثب٭ضافِای٘ٞٓ

ٍیٚٝ ٞٓٔیٔٛئیٗٞبیىٍ ٙٛى. وٙٙيٜیَسأطؿٙیٗ ٍیٚٝسٙ٪یٓ ٍٙي ثَ ٍٙيی ٞبی ٔٛئیٗٞبی

 ثیٚشَیٗ وٝ ٙي ثٍَٕی ٍیٚٝٔميإٍَهبٌٍُ ٍٙي ٔٛئیٗٞبی ٕٙشِ یيٞبآِىبٔٚ ك٢ٍٛ 40ثب

(.2009)فَىیٕٚٞىبٍاٖ،ثٝىٕزآٔيػبٕٕٛ٘یهإیئیىَٚٔٛلاٍ

 دس گیاّاى دیگش C4Hو  PAL ،4CLّای  بیاى طى سیطِ هَئیي ٍ القای بشسسی 3-3

٦ٔبِٮٝ(2014)ٙؼب٭یٕٚٞىبٍاٖ ٍیrolBٝٚثٝهrolّٖٛٛٞٞبیایسبطیَّٖىٍ ُاییٕٝىٍ

وٝثٟشَیٍٗٔٛى٦ٔبِٮٝلَاٍىاى٘ي.٘شبیغثيٕزآٔيٜ٘ٚبٖىاىٌیبَٜٕهبٌٍُ،ٕٙجُا٦ِیتٍٚاُیب٘ٝ

ٕٙجٍیٚٝ ٌیبٜ ىٍ َٙای٤وٚزٍیُِٕ٘ٛ٘ٝایی ىٍ ا٦ِیتٚ ُ ٔلی٤وٚزػبٔي ىٍ ثٌَی MSٞب

ُایی٘ياٍى.ىٍایٗٞبیوبُٔسبطیَیىٍاِمبیٍیٌٚٝیَىٚسّمیقثبوشَیثٍَٚیٌیبٞـٍٝٝٛرٔی

ٕٛیٝ rolAكبLBA4404َُّٖٕٝٞٔسلمیكاُ ،rolB ٚrolCٕٝٛی ٚA985ثٝ٭ٙٛاٖٙبٞي

                                                 
1
 Romero Ferdi 
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كبُّٔ اٌَٚثبوشَیْٛ هبِی)rolB(A847ٖٔظجز، كبُٔٚوشٍٛ اٌَٚثبوشَیْٛ ٚ )A826ٖ٭ٙٛا ثٝ )

 ٌیبٜ ىٍ ٘شبیغ٘ٚبٖىاى ٙي. ٔٙفیإشفبىٜ ٍیِٕ٘ٛ٘ٝٙبٞي ثبوشَیٍاُیب٘ٝ ثٝ ٞبیٞبیثٌَیآغٚشٝ

A985 ٚA847ٍی5ِٕٝ٘ٛ٘-7ثٮياُوٌٙز ىٍ ثیٍٗفشٙي. اُ ٕٛیٍٍُُٝٚىٚ ٞبیَٕهبٌٍُسٟٙب

A985ُٝٚاییٔٚبٞيٜٙيُٚاییثٛى.ٚىٌٍیبٞبٖٕٙجُا٦ِیتثٟشَیٗ٘شیؼٝاِمبیٍیٚٝلبىٍثٍٝی

 ٕٛیٝ ثب آِٛىٌی دٔاُ ٞفشٝ ٍیA985ٝٚىٚ ٙئٛئیٗٞبی ٚ .ٔٚبٞيٜ ٘شبع وجیَ دْٚٞٚی ىٍ

ىٌٍیبٜٔٛئیٗثَایاِمبیٍیA4،A13ٚ15834ٝٚ،11325ٞبیإُٛی1391ٕٝٞىبٍا٘٘ىٍٕبَ

إشفبىٜٙي٘شبیغ٘ٚبٖىاىىٍكبِیMS،LSٚB5(ىٍٕٝٔلی٤.Cichorium intybus L ) وبٕٙی

 اِمبیٍیٚٝ ٔٛفكثٝ ٕٛیٝ ٕٝ َٞ ٔٛئیٗوٝ ِٚیٕٛیٝ ٔلیA13٤ٙي٘ي ٚMSثبلاسَیٗىٍٝي

سٟٙبٔٛفكثٝایؼبىوبِٛٓىٍٔلُُهٓٙي11325ٚ.ٕٛیٍٝا٘ٚبٖىاى٘يىٍٝي(63.15)سَاٍیوشی

18.2ٚ36.47ثٝسَسیت15834ٚA4ٞبیىٍآٖٝفَىٍ٘٪ٌََفشٝٙيٕٚٛیُٝاییىٍٝيٍیٚٝ

ىٍٝيثٟشَیٗسَویتثَای45.34ثبMS.ٔلی٤وٚزٞبٙي٘يُاییىٍٕ٘ٛ٘ٝىٍٝئٛفكثٍٝیٚٝ

ٔلی٤ٍیٚٝ كبِیوٝ ىٍ وٖتوَى. ٍا وبٕٙی ىٍ ٔلی٤ LS35.94ُایی ٚB522.22ىٍٝي

ىیٍَس٤ٕٛٙیَاُیآُٔبیٚیىٍ(.2013)وجیَ٘شبعٕٚٞىبٍاٖ،ٍاىاٙشٙيوٕشَیٗٔیِاٍٖیُٚٝایی

ٕبَ ٕٞىبٍاٖىٍ ٕٛی1391ٝٚ اُ ٙي AR15834ا٘ؼبْ ٙیَیٗثیبٖٔٛئیٗثَایاِمبیٍیٚٝ ىٍ

(Glycyrrhiza glabr L.ٝٚإشفبىٜٙيٚایٕٗٛیٝثب٭ضاِمبیٍی)ٗٙیَاُیىٍایٌٗیبٜٙئٛئی(

ثَایاِٚیٗثبٍسِٛیيٍیٚٝ(Karel Perovskia abrotanoides)ىٌٍیبٜثَأُجُ .(2012ٕٚٞىبٍاٖ،

R1000،TR105ٚٚسبطیَإشَٕٛیٍٍٖٙٛٔٛى٦ٔبِٮٝلَاٌٍَفز.ىٍایٗدْٚٞ٘إُٕٝٛیٝٔٛئیٗ

ATCC15834ٖ٘شبیغ٘ٚب إشَٕٛیٍٖٙٛإشفبىٜٙي. أُبىٜ ٭يْإشفبىٜ یب ىٍىٚكبِزإشفبىٜ

47.33ثٝىٕزآٔي)ATCC15834دٔاُآِٛىٌیثبٕٛیٝٔٛئیٗیٚشَیٗٔیِاٖسِٛیيٍیٚٝىاىثی

ٔٛئیٗیىٍٝئٛػتاِمبیٍی28.99ٝٚٚ 38.16ثٝسَسیتثبR1000ٚTR105ٞبیىٍٝي(.ٕٛیٝ

ٕٛیٝ اُإشَٕٛیٍٖٙٛىٍ إشفبىٜ ٍیATCC15834ٝٚیٌَىیي٘ي. ٔٮٙیٔٛئیٗیسِٛیي َُ٥ ثٝ ٍا

 )ىاٍی ٕٛی60.99ٝافِای٘ىاى ىٍ ىٍٝي(. R1000ٞبی ٚTR105ٍٖٛٙإشَٕٛی اُ إشفبىٜ ٘یِ
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ىٍٝي()اثَاٞیٕیٕٚٞىبٍاٖ،49.49ٚ36.33)ثٝسَسیتٌَىیئٛئیٗیٔٛػتسمٛیزسِٛیيٍیٚٝ

یَسأطسلزٍیلبٌٖیبٜىٍ(PAL)آٔٛ٘یبِیبُآلا٘یٗیُفٙآِ٘یّٖٓثیبٖافِای٘ای٦ٔبِٮٝىٍ (.2015

ٔوشّفَٔاكُىPALٍّٖثیبٖوٝىىا٘ٚبٖدْٚٞ٘اُكبُٝ٘شبیغوٝٙيثٍَٕیویشُٛاٖ

ا٭ٕبَاُدٍُٔٚیهىPALٍّٖثیبٖٔمياٍثیٚشَیٗو٥ٍٝٛیثٝىاٍىوبٞٚیٍٚ٘يثَىاٙز

ویشُٛاٖٚیبثيیٔوبٞ٘ٔیِاٖثیبٖایّٖٗویشُٛاٖا٭ٕبَاُدٔدٙؼٍُٓٚىٍٚثٛىٜویشُٛاٖ

إزٌَىیيPALّٜٖثیبٖىأٍٮٙیافِای٘ثب٭ضٙبٞيثٖٝ٘جز ىٍ(.2014)٘بىٍیٕٚٞىبٍاٖ،

ٌیبٞیىِٚذًٌَّٝ٘ثٝ٭ٙٛاٖیبٌٜا٘ؼبٌَْفز،2014دْٚٞٚیوٝس٤ٕٛىٞمبٖٕٚٞىبٍاٖىٍٕبَ

ثیبٖىٚٞبیٔلی٦یىٍثَاثَسٙ٘ٔمبْٚاٍُٗٚٞبیطب٘ٛیٝثبثبسٛػٝثٝٔشبثِٛیزاُهب٘ٛاىٜإٓشَإٝ

 ّٖPAL ٚCHS()ٖٛوبِى ى1ٍٕٙشبُ ثب ایٗإیيٕبِٖیّیهسیٕبٍ ىٍ ٌَفز. لَاٍ ثٍَٕی ٍٔٛى

إشفبىٜٙي.٘شبیغ٘ٚبٖىاىوَٝٞىّٖٚإیيٕبِٖیّیهٔٛلأٍیّی1/0ٚ1ٞبیآُٔبی٘اُغّ٪ز

 ثبلای غّ٪ز ثٝ ٔشفبٚسی إیيٕبِٖیّیهدبٕن سٛىٞٙئی٘ٚبٖ ٖٔیَ ىٍ ّٖ ىٚ ایٗ فٙیُ. ِیي

)ىٞمبٖٚدَٚدب٘ٛئیيٚفلاٚ٘ٛئیيلَاٍىاٍ٘يٚایٖٗٔیَىٍٔمبٚٔزٌیبٜىٍَٙای٤ثلَا٘ی٘م٘ىاٍ٘ي

  (.2014ٕٞىبٍاٖ، ىٍ ىیٍَ ّٖسلمیمی ثیبٖ PAL, C4Hٞبی
2
, 4CL

3، TAT
4
سؼ٬ٕ  ٚ

ثشبِیيٕٚذَٔیهبٍیٙیهٍُٔ ٚ ٔشیُػبٕٕٛ٘برى5ٍإیيإیي َٔیٌّٓیسلزسیٕبٍ ٌیبٜ غّ٪زىٍ

ثب٭ضافِای٘ٔشبثِٛیزٌَفزوٝ٘شبیغ٘ٚبٖىاىٔشیُػبٕٕٛ٘برٔٛلأٍٍٛىثٍَٕیلَأٍیّی1/0

ٍُٔبٍیٙیه اُ 25/3إیي 02/6ثٝ اُ افِای٘ ٚ هٚه ُٖٚ 94/2ىٍٝي ثٝ ىٍٝي3/19ىٍٝي

اٖىٍىٍدْٚٞٚیوٝس٤ٕٛ٭جيهب٘یٕٚٞىبٍ .(2009)ایىٖیبٕٚٚٞىبٍاٖ،ٙيإیيثشبِیيٕٚذَٔیه

                                                 
1
 Chalcone synthase 

2
 cinammate-4-hydroxylase enzyme (C4H) 

3
 4-Coumarate-CoA ligase  

4
Tyrosine aminotransferase   

5
 B Lithospermic acid 

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiT5se6kv7TAhUJ2xoKHbmcB3QQFggqMAI&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2F4-Coumarate-CoA_ligase&usg=AFQjCNEdKQjZVCRTps6pFNVAjnLZtuTbSQ&sig2=K3o3NCTqsry7rUlryz9-1g
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiT5se6kv7TAhUJ2xoKHbmcB3QQFggqMAI&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2F4-Coumarate-CoA_ligase&usg=AFQjCNEdKQjZVCRTps6pFNVAjnLZtuTbSQ&sig2=K3o3NCTqsry7rUlryz9-1g
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjnoIf_kv7TAhXIfxoKHRlxBXUQFggiMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FTyrosine_aminotransferase&usg=AFQjCNGPclFGijIuQQ30DSmhakjB1FeX4Q&sig2=KK_edLUlUlw6srNSrOlxQg
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ىٌٍیبٍٜیلبPALٖٚفٮبِیزآِ٘یPALٍٓٝٛرٌَفز،ثیب1ّٖٖثٍَٚیٌیبٍٜیلب1393ٖٕبَ

إیيیيٕبِٖیّیهإٞبیسلزسیٕبٍٍٖٞٛٔٛ ٔٛلأٍیّی1/0ػیجَِیهٚإیيػبٕٕٛ٘یهثبغّ٪ز،

ِیشَ َٔاكٍُٙيیٌیبٞـٝىٍ ٘شبیغىٍ ٌَفز. ثٍَٕیلَاٍ ٌّيٞیٍٔٛى دیٌّ٘يٞیٚ بٖ٘ٚای،

ػبٕٕٛ٘یهىٍَٔكّٝىٍسیٕبٍٍٖٞٛٔٛإیيPALثیبّٖٖٚفٮبِیزآِ٘یٓٔمياٍىٍافِای٘یىٞٙيٜ

سَیٗٔیِاٖثیبٖایّٖٗثَایٍٖٞٛٔٛػبٕٕٛ٘یهإیيىٍَٔكٌّّٝيٞیثٝىٕز.ثیٌّ٘يٞیثٛى

ٍٝئٮٙیىاٍى5ثَاثَافِای٘٘ٚبٖىاىٚایٗافِای٘ى٦ٍٕق1.51آٔيوٖٝ٘جزثٝٙبٞئَث٥ٛٝ

ٚاكيٖ٘جزثٝٙبٞيافِای٘یبفزٚى1.41ٍٖیهٚإیيٕب1.47ِؿٙیٗإیيػیجَِیهثٛى.ٞٓ

ایوٝس٤ٕٛفوبٍیَٚٙیفیى٦ٍٔبِٮٝ(.2015)٭جيهب٘یٕٚٞىبٍاٖ،ىٍٝئٮٙیىاٍثٛى٦ٕ5ق

،1،6،12ٍُٜٔب٘یسِٛیيدٛىٚفیّٛسٛوٖیٗىٍىٚٔميأٍشیُػبٕٕٛ٘برثَیَسأطا٘ؼبٌَْفز،1392

سفبٚرٔٮٙیىاٍی،ثٍَٕیٙي.ثبسٛػٝثٝ٘شبیغ2ٕب٭زىٍوٚزِّٕٛیىٍوشبٖٕفیي24،48ٚ72

َّٕٛ ٍٙي ُٔبٖثیٗ ىٍ ٙبٞي، ثٝ ٖ٘جز ٙيٜ سیٕبٍ ٞبی ٔٚبٞيٜ ٔوشّف سِٛیي٘ٚيٞبی أب

ٕب٭ز48ٚدٔأُشیُػبٕٕٛ٘برثبٌٌٙزُٔبٍٖٚ٘يافِایٚیىاٙزیَسأطدٛىٚفیّٛسٛوٖیٗسلز

 ثیٕٛٙشٌَِْیّی32/0ٔثٝ ٖٔیَ ثَ ػبٕٕٛ٘بر ٔشیُ ٭ّٕىَى ىٍن ثَای ٍٕیي. هٚه ُٖٚ ىٍ

ىٍٜٚثٍَٕیٙي.PALفٮبِیزآِ٘یٓیّٛسٛوٖیٗدٛىٚف اُ ٓٚٙ ٍُٚ افِٚىٖٔشیُػبٕٕٛ٘برىٍ ثب

وِٝای٘یبفزافث٥ٍٝٛٔٮٙیىاٍیٖ٘جزثٝٙبٞيٕب٭زدٔاُسیٕبPAL،6ٍفٮبِیزآِ٘یٍٓٙي،

1،12ٚٞبیٕب٭زدٔاُسیٕبٍ٘یِٔٚبٞيٜٙي.ىٍٍٝٛسیوٝىٍٕب٭ز24ٚ72ایٗافِای٘ٔمياٍ

سفبٚرٔٮٙیىاٍیثی48ٕٝ٘ٛ٘ٗ سیٕبٍ ٘ٚيٕب٭زدٔاُ ٙبٞئٚبٞيٜ ٚ ٞبیسیٕبٍ َٚٙیفی)

 اط1393ٍََوٝس٤ٕٕٛٝيیٕٚٞىبٍاٖىٍدْٚٞٚیىی (.2014ٕٞىبٍاٖ، ٞبیٔلَنا٘ؼبْٙي،

 فٮبِیزآِ٘یٓإیيٕبِٖیّیهٔشیُػبٕٕٛ٘برٚ فلاPALثَ ٔلشٛایفِٙٛیٚ ٘ٛئیيیوبِٛٓىٍٚ،

                                                 
1
 Ocimum basilicum L 

2
 Linum album 
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،ٔلشٛایفِٙٛیPALٍٔٛىثٍَٕیلَاٌٍَفز.٥جك٘شبیغكبّٝٝسغییَارفٮبِیزآِ٘ی1ٓوٍَٙفٍَ٘ی

یٔظجز٘ٚبٖٕٞٓٞجٖشٍٔوشّفٔلَنلَاٌٍَفشٖٝٚ٘جزثٝٞبیٖ٘جزیَسأط٘ٛئیيیسلزٚٚفلا

 كياوظَ فلأمياٍىاى٘ي. ٚ وُ ٕ٘ٛ٘ٝٚفَٙٛ ىٍ ٘ٛئیي ثب ٙيٜ سیٕبٍ ٔشیُٔیىَٚٔٛلا100ٍٞبی

ٙي ٔٚبٞيٜ ىاٙزػبٕٕٛ٘بر ثَاثَی ٕٝ افِای٘ ٙبٞي ثٝ ٖ٘جز غّ٪زٚ افِای٘ ثب ِٚی .

إیيٕبِٖیّیه 100اُ ٔٮٙٔیىَٚٔٛلا250ٍثٝ ٔشمبثُیاهشلاف اطَ ٘ٚي. ٔٚبٞيٜ ىاٍی

ٔیىَٚٔٛلا50ٍٞبیىاٍثٛىث٥ٍٝٛیوٝىٍغّ٪زٔٮٙیوبٔلاًٚٔشیُػبٕٕٛ٘بر٘یِٕبِٖیّیهإیي

یيٕبِٖیّیهإٔیىَٚٔٛلا50ٍٞٓؿٙیٗإیيٕبِٖیّیهٔیىَٚٔٛلا100ٍٔشیُػبٕٕٛ٘برَٕٞاٜثب

 ثب یيٕبِٖیّیهإٔیىَٚٔٛلا50ٍَٕٞاٜ آٔيسَویجبٔمياٍكياوظَ ثيٕز فِٙٛی ٚر )ٕٝيی

ٕٞىب ىٍدْٚٞ٘ىیٍَیوٝس٤َٕٟٛٔػَىیٕٚٞىبٍا٘٘ثٍَٚیٌیبٜىٍٍٔٙٝٝٛر(.2015ٍاٖ،

ٔشیُػبٕٕٛ٘بر اُ إشفبىٜ ٌَفز یهىٍٜٚ ثیبّٖٖٞفش1ٝىٍ ثیٕٛٙشPALِای ٖٔیَ وٝىٍ

(.2013)َٟٔػَىیٕٚٞىبٍاٖ،ىاىثبٙيافِای٘آٍسٕیِیٙیٗىٌٍیَٔی







                                                 
1
 Cynara scolymus L. 
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 هحل ٍ صهاى ارشای پظٍّص 2-1

٭ّْٛدبیٝىاٍ٘ٚبٜكىیٕٓجِٚاٍیىٍ آُٔبیٍٚبٜسلمیمبسیٌیبٞبٖىاٍٚییىا٘ٚىيٜ ایٗدْٚٞ٘ىٍ

ا٘ؼبْٙي.1395-1396ٕبَ

 استفادُهَسد  ٍ ٍسایل هَاد 2-3

 ٔٙیِیْٛ٘یشَار ٘یشَار، دشبٕیٓ آٔٛ٘یْٛ، آث7ِٕٝٛفبر وَّیي وّٖیٓ د2، ىیآثٝ، ّٖٚٞیيٍشبٕیٓ

ٍِِٕٔٙٙٛف دشبٕیٓیيیي،ٕيی7ٓبرٍٚیفٖفبر، آثٝ،وَّیي5آثٝ،ِٕٛفبر2ِٔٔٔٛیجيارآثٝ،

 ٘یىٛسٙیه6وجبِز آٞٗ، دیَٚىآثٝ، ٞیيٍٚوَّیي، سیبٔیٗ ٞیيٍٚوإیي، ٔیٛایُٙٛیشَٛ،وٖیٗ َّیي،

آٌبٍ ٞیيٍٚوَّیي،ٕبوبٍُ، ٕيیٓٞیيٍٚوٖیي، ٕيیٓوَّایي، دذشٖٛ، ٔوَٕ، ٭ٞبٍٜ ،یهفٖفٍٛیيإ،

ثیٛسیهٍیفبٔذیٖیٗ،اسبَ٘ٛ،ٔشبَ٘ٛ،ثیٛسیهٕفٛسبوٖیٓ،آ٘شیوٙٙيٜإشَٕٛیٍٖٙٛ،آ٘شیٔبىٜسلَیه

( ِٕٛفبر ىٕٚیُ ىٚ ٕيیٓ سَیٔٞیيٍٚوَّیي، SDSٌّیََٖٚ، اسیّٗ إیيیهسشَاإشآٔیٗیى(،

EDTA)ٔإشبردشبٕیٓ،ٖٔشَٔیى،)PCR،ٍُهَیياٍیاَُٙوزسىبدُٛیٖز،آٌبladder 1 kbٚ 

ladder 100 pb،ّٖٛثیوَثٙبرٕيیٓ،ٔشیُػبٕٕٛ٘برهَیياٍی،اسیيیْٛثَٚٔبیيثبفٍٍَ٘یٕیٙبو،

َٙوز اُ ٙيٜ ٕیٍٕب ٕیشَیهإیي، ٕيیٕٓیشَار، إیيٕبِٖیّیه، Dnase 1)ٞٙي(، ،buffer 

Dnaseایِٚدَٚدبَ٘ٛ،آة ،DEPC،ِٜاسبَ٘ٛهب ویزإیي،یىٍٛیهٔبىٜإشب٘ياٍىٙ،ٕيیٓإشبر،

 cDNAٕٙشِ ٕبیجٌََیٗ آُٔبهٚ سؼٟیِ َٙوزیىشب اُ َیياٍی س٤ٕٛیآغبٌَُٞب، إشفبىٜ ٍٔٛى

22/0ٍَٕ٘یِیشَی،فیّشَٔیّی15ٚ50فبِىَٖٛٙوزى٘بُیٖزَٚٙوزٔبوَّٖٚوَٜٕٙشِٙي.

٘ٛنٕٕذّیَٖٔیىَٚ ٚیبَ، 2آثی،ٍُىٕٚفیيوَیٖشبِی، دشَیىی٘یىجبٍِیشَٔیّی5/1ٚ2/0، ،

ای،ٙیٚٝوٚزثٌٍَٔٞفٚٙیٚٝ
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 ّا هیکشٍاسگاًیضم 2-3-1

اُدْٚٞٚىيA13، LBA 9402،ATCC 15834ٚA4ٍٜایِِّٚ٘ٙبُٔآٌَٚثبوشَیْٛٞبیثبوشَیٕٛیٝ

ّ٘شیهُٚیٖزفٙبٍٚیوٚبٍُٚی٥جَٕشبٖٚدٍْٚٞٚبّٜٔیّ٘شیهوَعسٟیٝٙي٘ي.

 MS  هحیط کطت 2-3-3

MSٔلی٤وٚز ىٍوٚزٍٔٛىإشفبىٜٞبیسَیٗٔلی٤أُشيا1َٚ(1962)ٍٔٛاٙیهٚإىٛي،

 وٛسبٜ ٍاكزٚ سٟیٝ ثٝٔٙ٪ٍٛ ٔلMSَّٛٔلی٤وٚزٔيرثبفزٌیبٞیإز. اثشيا ٞبیًهیَٜ،

٦ٔبثكثَاث100َثَاث10َٚٞبیٞبٚآٞٗثبغّ٪ز)إشٛن(َٔث٣ٛثٝ٭ٙبَٝٔبوَٚ،ٔیىَٚ،ٚیشبٔیٗ

(سٟیٝٙي٘ي.1-3َػيٚ)

 کطت بزس ٍ تْیِ سیض ًوًَِ 2-2

( َٕهبٌٍُ ٌیبٜ ثEchinacea purpureaٌٍثٌٍٞبی دبوبٖ َٙوز اُ ثَای2( ٙي. سٟیٝ اٝفٟبٖ

ثٝٔير ٌَفزٌَاىٕب٘شیىٍػ4ٍُٝٚىٍىٔبی4ٙىٖشٗهٛاةثٌٍ لَاٍ ثٌٍٞبیَٕهبٌٍُىٍ.

ٞیذٛوَّیزٕيیٓىٍٝي)20ٚایشىٔسؼبٍیىلیمٝٚىٍٔل2َّٛثٝٔيرىٍٝي70یّیهاِىُاس

ىلیمٖٝٙشٚٛىاى4ٜثبٍثبآةٔم٦َإشَیَُٚٞثبٍثٝٔير5ىلیمٕٝٚذ10ٔثٝٔيرىٍٝي(1

ٔلی٤وٚزػبٔي ىٍ ثٌٍٚ ١ي٭فٛ٘ی، دٔاُ وٚز MS ٙي٘ي. ىٍفبليٍٖٞٛٔٛوٚزٙي٘ي. ٞب

ٙ 16َای٤اسبلهٍٙيثب ػٛا8ٕٝ٘ب٭زٍٚٙٙبییٚ یهٕب٭زسبٍیىیٍٟ٘ياٍیٙي٘ي. ُ٘یثٮياُ

ٍُٜٚثٝ٭ٙٛاٍٖی20ِٕٝ٘ٛ٘-30اٌُیبٞبٖٞفش٫َٚٙٝٙي.دٔاٍُٙيٌیبٞـٝ،اُثَيٚٞیذٛوٛسیُ

لیـی،إىبِذُ،دٙٔٚدّیز ثيیٗٔٙ٪ٍٛاثشيا ىلیمٝى15ٍایثٝٔيرٞبیٙیٚٝإشفبىٜٙي٘ي،

ٙي٘ي.)ٕبهزَٙوزٍیلب٥ٖت،ایَاٖ(اسٛولاٚثبلایثوبٍآةٌَاىثبفٚبٍىٍػٕٝب٘شی121ىٔبی

                                                 
1
 Murashige and SKoog (1962) 

2
 www.pakanbazr.com 
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١ي٭فٛ٘یٚلأخىٍٝي70س٤ٕٛاِىُاسیّیه)ٕبهزَٙوزػلاسؼٟیِایَاٖ(ٕذٔٞٛىلأیٙبٍ

UVٞبثٝدّیزٍٝٛرٌَفز.ا٘شمبٍَی١ِٕٝ٘ٛ٘ي٭فٛ٘یٞٛىاُىلیمٍٝٚٙٗٙي.ثٮي20ثٝٔير

 (MSٞبیدبیٍٝٔٛاٙیهٚإىٛي)سٟیٝٔلَّٛ:1-3َػيٚ

Volume to be 

taken/Liter of medium 

(ml) 

Concentration in the 

stock solution (mg/l) 

Concentration in MS 

medium (mg/l) 

Constituent 

111   Macronutrient (10x) 

 16500 1650 NH4NO3 

 190001900 KNO3

 3700 370 MgSO4.7H2O 

 4400 440 CaCl2.2H2O 

 1700 170 KH2PO4

 Micronutrient (100x) 

11 620 6.2 H3BO3 

 2230 22.3 MnSO4.4H2O 

 860 8.6 ZnSO4.7H2O 

 83 0.83 KI 

 25 0.25 Na2MoO4.2H2O 

 2.5 0.025 CuSO4.5H2O 

 2.5 0.025CoCL2.6H2O
 

 Add fresh 40 Fe.EDTA-Na salt 

 Vitamins 

1 50mg/ 100ml 0.5 Nicotinic acid 

1.3 50mg/ 100ml 0.1 Thiamine HCL 

1 50mg/ 100ml 0.5 Pyridoxine HCL 

 Add fresh 100 Myo-inositol 

 Add fresh 30000 Sucrose 

 Add fresh 8000 Agar 

  5.8 pH
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 تْیِ هحیط کطت باکتشی 2-4

ٔيرٚٚاوٚزإشفبىٜٙي.ثَایٍٟ٘ياٍیوٛسبٜثَایوٚزثبوشَیLBأُلی٤وٚزٔبی٬ٚػبٔي

ٞبیػبٔيػبٔيإشفبىٜٙي.ثَایوٚزٕٕٛذبٖ٘یٖٛثبوشَی،اُوٚزLBٞبأُلی٤وٚزثبوشَی

وٚزٌَىیي.ذٖیٗكبٚیآ٘شیثیٛسیهٍیفبٔٔبیLB٬وّٛ٘یٌَفشٝٙيٚىٍٔلی٤وٚزسه

ٌَْا١بف10ٝٚدذش10ٌَْٖٕٛيیٓوَّایي،5ٌَْ،٭ٞبٍٜٔوLBَٕثَایسٟیٝیهِیشَٔلی٤

سٙ٪یٓٙيٚىٍٍٝٛر٘یب7ُیهَ٘ٔبٍَٚی٭يىیيوَّیهإٔلی٤ثبٕٛىیهَ٘ٔبpHَٚٙيٚ

LBثٝٔلی٤وٚز ٔلیpHىٍِیشَآٌبٍثٮياُسٙ٪ی10ٌَْٓػبٔي، ٤سٟیٝٙيٜثٝا١بفٝٙي.

اسٛولاٌَٚىیي.ٌَاىٕب٘شیىٍػ121ٝىلیمٝىٍىٔبی15ٔير

 باکتشی 1تْیِ رخیشُ 1 -2-4

ٕب٭زوٚزٙي.ثٕٝٚیّٝآ24ٔ٘ػبٔيثٝٔيرLBٕٛیٝثبوشَیبییىٍٔلی٤وٚز4َٞیهاُ

ٕٛیٝ اُ َٞیه اُ إشَیُ ىٍ ٚ ثَىاٙشٝ ِیشَیّی15ٔٞب ثیٛسٔبیLB٬ٔلی٤ آ٘شی یهكبٚی

)ٕبهزا٘ىٛثبسٍٕٛب٭زىٍىٕشٍب24ٜٕذٔثٝٔير.وٚزٙي(A13ٍیفبٔذٖیٗ)ثٝػِٕٛیٝ

 Scientificَٙوز ) إشَاِیب وٍٚٛ ، ىٔبی ٕب٘شی28ثب ىٍػٝ َٕ٭ز ٚ ىلیم180ٌَٝاى ىٍ ىٍٚ

ثبوشَیٞٛاىٞیٙي. دٔاُآٖثَایسٟیًٝهیَٜ اسٛولاٚٙي. ٔلی٤كبٚیٔلٌَّّٛیََٖٚىٚثبٍ

ا٘ؼبْٙيٕب٘شَیفیrpm5000ٌَّٛاىثبَٕ٭زىٍػٕٝب٘شی25ىلیمٝىٍىٔبی15شَیثٝٔيرثبو

ٔلٍَّٛٚییإَُٞٛیٝثَىاٙشٝٚثٍٕٝٛةٌّیََٖٚافِٚىٜٙي.ثٕٝٚیّٝٔلٍَّٛٚییوٝذٕٔ

ز)ٕبهِیشٍَٕب٘يٜٙيٚىٍفَیٍِٔیّی1ىٍٚال٬ٔلی٤وٚزثبوشَیثٛىٜ،كؼٟٓ٘بییإشٛنثٝ

ٍٟ٘ياٍیٙي.ٌَاىٕب٘شیىٍػٝ-20َٙوزإَٔبٖ،ایَاٖ(

                                                 
1
  stock 
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 تْیِ هحلَل رخیشُ آًتی بیَتیک ٍ دیگش تشکیبات هَسد ًیاص رْت تشاسیختی 2-4-3

ِیشَیّیٔاُدٛىٍآ٘شیثیٛسیهىٍیهٌَْیّی1،50ٔثٝٔٙ٪ٍٛسٟیًٝهیَٜآ٘شیثیٛسیهٍیفبٔذٖیٗ

ٌَاىٍٟ٘ياٍیٕب٘شیىٍػٝ-20ٕشٛنسٟیٝٙيٜىٍىٔبیاإشَیُٙيٚس٤ٕٛفیّشَٚٔم٦َكُآة

آ٘شی ىٍػ60ٝٛولاٚٙيٜسبكيٚىاسLB٘٪َىٍكبِیوٝىٔبیٔلی٤وٚزثیٛسیهٍٔٛىٌَىیي.

ثٌََْیّی50ٔثیٛسیهىٍٔلی٤وٚزثبیيَٕىٙيٜثٛىثٝآٖافِٚىٜٙي.غّ٪زآ٘شیٌَاىٕب٘شی

 ثٝ غّ٪ز، ایٗ وٖت ثَای ثبٙي. ِیشَ َٞ ِیشَیّیٔاُای یه وٚز، إشٛنیىَِٚیشَٔٔلی٤ اُ

ثیٛسیهثبآٖٔو٣ّٛٙي.آ٘شی

ٌَْیّی500ٔ:ایٗآ٘شیثیٛسیهاُىاٍٚهب٘ٝسٟیٝٙي.ٔميا2ٍثیٛسیهٕفٛسبوٖیٓٔلَّٛإشٛنآ٘شی

آةىیٛ٘یِٜكُٕٚذٔاُفیّشَإشَیُ٭جٍٛىاىٜٙي.ِیشَیّی5ٔاُایٗٔبىٜىٍ

ثَایسٟیٝایٗٔل3َّٛشٛنإشَٕٛیٍٖٙٛٔلَّٛإ ایٗسَویتىٍیهٌَْیّی50ٔ: ِیشَیّیٔاُ

-20ٙيٜٚىٍفَیٍِٔیىَٖٚفیّش22/0َآةٔم٦َإشَیُكُٙي.ٕذٔایٗٔلَّٛس٤ٕٛفیّشَ

ىٍػٝكياوظَسبیهٔبٍٜٟ٘ياٍیٙي.

 سایضٍطًض آگشٍباکتشیَمتْیِ سَسپاًسیَى باکتشی  2-4-2

سٟیٝ ثَای ثبوشَی اُ یهوّٛ٘ی ٕٕٛذبٖ٘یٛ٘ی، ٕٛیٝآٌَٚثبوشَیْٛوٚز ٍایِِّٚ٘،  ATCCٞبی

15834،LBA9402 ،A13ٚA4وٚزٙيٜىٍٔلی٤وٚزػبٔيLBٝىٍَٙای٤إشَیُثَىاٙش

ثیٛسیهٍیفبٔذیٖیٗىٍِیشَآ٘شیٌَْیّی50ٔىاٍایLBٔلی٤وٚزٔبی٬ِیشَیّی10ٔٙيٚىٍ

ىٍَٔكّٝثٮيثٝىA13ِثؼِٕٛیٝ) وٚزىاىٜٙي. ٔبیLB٬یُكٖبٕیزثٝایٗآ٘شیثیٛسیه(

                                                 
1
Rifampicini 

2
 Cefotaxime 

3
 Acetosyringone 
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ٔٙشمُٙيٚىٍىٕشٍبٜٙیىَثبَٕ٭زٌَاىٕب٘شیىٍػ28ٝثٝثبوشَیثٝا٘ىٛثبسٍٛثبىٔبیآغٚشٝ

ىٍىلیمٝثٝٔير180 فٮب24َىٍٚ ٚ ثبوشَیٍٙيوَىٜ سب ٌَفز، َٙای٤سبٍیىیلَاٍ ٕب٭زىٍ

 ٕذَی اُ ثٮي إذىشَٚٙٛى. ىٕشٍبٜ اُ إشفبىٜ ثب ثبوشَی ٕٕٛذبٖ٘یٖٛ غّ٪ز ٔير، ایٗ ٙيٖ

600سٮییٗٙي.ثَایسَاٍیوشیػٌةٍ٘ٛیٔلی٤ى٥ٍَٛٔٛع ٘ب٘ٛٔش600َفشٛٔشَیى٥ٍَٛٔٛع

ٕب٘شَیفیّٛىلیم5ٝىٍٚىٍىلیمٝثٝٔير3800سٙ٪یٌَٓىیيثٝایٗٔٙ٪ٍٛثب4/0-5/0٘ب٘ٛٔشَثیٗ

ٔیىَٚٔٛلا100ٍٔبی٬ٚ٘یٓغّ٪ز MSی٤ٔلِیشَیّی10ٔثبوشَیَٕٞاٜثبٌَىیي.ٕذٍٕٔٛة

ٞبیٌیبٞبٍٖٔٛىإشفبىٜلَاٌٍَفز.إشَٕٛیٍٖٙٛثَایسّمیقٍیِٕ٘ٛ٘ٝ

 ّای سشخاسگل با باکتشی تلقیح سیضًوًَِ 2-3

ثٮياُكٌفىلیمٝىٍٕٕٛذبٖ٘یٖٛثبوشَیلَاٌٍَفشٙي.5ٞبیثَيٚٞیذٛوٛسیُثٝٔيرٍیِٕ٘ٛ٘ٝ

ٍیِٕ٘ٛ٘ٝ ٝبفی، وبغٌ اُ إشفبىٜ ثب ٞب ا٥َافٍیِٕ٘ٛ٘ٝ ثبوشَیبیی ا١بفی ٔلی٤ٕٕٛذبٖ٘یٖٛ ثٝ ٞب

ٔيرMS2/1وٚز ثٝ ٚ ٔٙشمُٙي٘ي ىٔبی48ػبٔي ىٍ اسبلهٍٙي، ىٍػ25ٝ±2ٕب٭زىٍ

ٕ٘ٛ٘ٝ٘یِٕب٭زسبٍیىیٍٟ٘ياٍیٙي٘ي.سٮياىیٍی8ِٕب٭زٍٚٙٙبیی16ٌَٚاىٚىٍٍٜٚ٘ٛیٕب٘شی

5ثٝ٭ٙٛاٖٙبٞيثٕٝٞیٍٗٚٗآٔبىٜٙي٘يثبایٗسفبٚروٝثٝػبیٕٕٛذبٖ٘یٖٛثبوشَیثٝٔير

ٕٝ٘ٛ٘ ثب َٙای٤یىٖبٖ ٕذٔىٍ ٚ ٌَفشٙي لَاٍ إشَیُ آةٔم٦َ ىٍ ٞبیسّمیلیوٚزٚىلیمٝ

ٕٝسىَاٍىٍآُٔبی٘ثَایَٕٞٛیٝثبوشَیىٍٕٝسىَاٍىٍٍیِٕ٘ٛ٘ٝثَيٚایٗ.ٍٟ٘ياٍیٙي٘ي

spssٚىاىٜٞبثبَْ٘افِاٍٍٛیُثَدبیٝوبٔلاسٞبىفیا٘ؼبٍْیِٕ٘ٛ٘ٝٞیذٛوٛسیُىٍلبِتآُٔبی٘فبوش

ٙي.آ٘بِیِ

 بیَتیک ّای سشخاسگل بِ هحیط کطت داسای آًتی اًتقال سیضًوًَِ 2-3-1

م٦َإشَیُٖٙشَٚٛٔسجٝثبآة2ٔ-3ٞبوٚشی،ثَایكٌفثبوشَی،ٍیِٕٕ٘ٛ٘ٝب٭زثٮيا48ُٓٞ

 MSٞبثٝٔلی٤ٙي٘يٚثٍَٚیوبغٌٝبفیإشَیُلَاٌٍَفشٙي.ثٮياُكٌفآةا١بفی،ٍیِٕ٘ٛ٘ٝ

غّ٪ز ٘یٓ ىٌٍَْیّی500ٔىاٍای ثبوشَی وبُٔ كٌف ثَای ٙي٘ي. ٔٙشمُ ٕفٛسبوٖیٓ ِیشَ ىٍ
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غّ٪زٚاوٚز اُ ثٮيی دبییٗٞبی )ٞبی ِیشٌَْیّی100ٔ-200-300-400سَ ٕفٛسبوٖیٓىٍ )َ

 ٌَىیي. ٍیِٕ٘ٛ٘ٝٚاوٚزإشفبىٜ َٞ ٍی10ٝٚٞب سِٛیي ٙي. ا٘ؼبْ ٍُٚ َٔكّٝٔٛئیٗٞبی ایٗ ىٍ

ٔٚبٞيٌَٜىیي.

 هَئیي یّا طِیسظَْس  2-3-3

ٞبیٞبثٝٔلی٤ىاٍایٕفٛسبوٖیٓ،ٔٚبٞيارٍُٚا٘ٝثَایثٍَٕی٩ٍٍٟٛیٚٝدٔاُا٘شمبٍَیِٕ٘ٛ٘ٝ

ثٮياٍُٙيوبفی٦ّٔٚٛةٍیٚٝٞبیس،ىٍٍیِٕ٘ٛ٘ٝٔٛئیٗ ثبوشَیا٘ؼبْٙي. ثَایّمیقٙيٜثب ٞب،

ٞبیطب٘ٛیٝىٍٞبیایؼبىٙيٜ،ٔمياٍسِٛیئشبثِٛیزسَاٍیوشیٍیٚٝییيسأآُٔبیٚبرٌٛ٘بٌٖٛاُػّٕٝ:

ٔٛئیٗٞبیٍیٚٝ ٔلَنیَسأطٚ ثب سیٕبٍ ثیبّٖٖٞب PALٞبیىٍٔیِاٖٙیىٍٛیهإیيٚ ،C4Hٚ

4CL.ٍٔٛىإشفبىٜلَاٌٍَفشٙي

 هَئیي یّا طِیسبشسسی فشاٍاًی تَلیذ  2 -2-3

ٔمبیٖٝآٖثبیٗؿٙٞٓٞبیٔشفبٚرٚىٍٍیِٕ٘ٛ٘ٝٔٛئیٗٞبییٍٚٝثَایثيٕزآٍٚىٖفَاٚا٘یسِٛیي

 ٙبٞياُفََُٔٛیَإشفبىٌَٜىیي.ٕ٘ٛ٘ٝ





:1-3فََٔٛ





;وشیفَاٚا٘یسَاٍی

 

100 

ٞبیِٔٛيٍیٚٝسٮياىٕ٘ٛ٘ٝ

ٞبیسّمیقٙيٜسٮياىوٍُیِٕ٘ٛ٘ٝ

 

 PCRسشخاسگل اص طشیق  هَئیيّای  تشاسیختی سیطِ تأییذ 2-6

 ٍیٚٝییيأسثَای سَاٍیوشی ٔٛئیٗٞبی إشوَاع ٌَفز.DNAاثشيا ٍٝٛر ُیَ َٙف اُ ثٝ دی٘

DNAإشوَاع ٕٕذَّ َٕ ٚیبَ، ػّٕٝ ٕٚبیُاُ ىٕشىٕ٘ٞٝ اُ إشوَاع ٍٞٙبْ ٌَىیي. اسٛولاٚ

إشَیٌَُىیي.ىٍٝي70إشفبىٜٙيٚٔىبٖإشوَاعثباِىُ
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(ثٍٝٝٛر1991ٕٚٞىبٍاٖ)1اىٚاٍى٥ٍٚٗٚجیٮیٌیبٜثَدبیٝٔٛئیٗٞبییٍٚٝاDNAُإشوَاع

(.1991)اىٚاٍىٕٚٞىبٍٖ،ُیَا٘ؼبٌَْفز

ٞبیٍٔٛى٘یبُٔلَّٛ-اِف

آٔیٗٔٛلاٍ،اسیّٗىیٔیّی250،وَّیيٕيیٓ pH;7.5 ٔٛلاٍثبٔیّی200َاعٙبُٔ)سَیٔثبفَإشو

 ىٍٝي(،ایِٚدَٚدبَ٘ٛ.5/0(SDSِٕٛفبر)یُىٚىٕٔٛلاٍ،ٕيیٓٔیّی25(EDTAسشَاإشیهإیي)

 )سَیTEٔثبفَ ٔیّی10ٙبُٔ: ثب )pH;8ٔٛلاٍ إشیهإیي سشَا آٔیٗ ىی اسیّٗ ،EDTA )1

(.pH;8ٔٛلاٍثبیٔیّ

ٍٚٗوبٍ:-ة

 اثشيا ثٝ آةٔم٦ٌََْیّی100ٔٔمياٍ ثب ٖٙشٚٛ ثٮياُ ٙيٚ ٔلی٤وٚزػيا ٌیبٞیاُ ٕٝ٘ٛ٘

ٚىٍٖٚیهٚیبَ ِیشَیلَاٍىاىٜٔیّی5/1إشَیُثٍَٚیىٕشٕبَوبغٌیإشَیُهٚهٌَىیي.

ثبفَإشوَاعٔیىَِٚیش400َٕذٔٙي.ثَایوٛثیيٖٕ٘ٛ٘ٝإشفبىٜ(ٔیىَٚدیٖشیٍُیِٞبٖٚ)ٙي.اُ

ىٍَٔكّٝثٮيٙيسبیهٔلَّّٕٖٛٞٛثيٕزثیبیي.ُىٜٞٓىلیم1ٝٞبا١بفٝٙيٚثٝٔيرثٕٝ٘ٛ٘ٝ

ىلیم2ٕٝذٔثٝٔيرثٝآٍأیسىبٖىاىٜٙي.ٔٛلاٍا١بفٝٙي3ٚإشبردشبٕیٓیىَِٚیش150َٔ

وَى.ٕب٘شَیفیrpm13000ّٙٛىٍىٔبیاسبقثبَٕ٭ز يٚٔلٍَّٛٚییثٝٚیبَػيیيا٘شمبَدیيا

ىلیمٝى5ٍ-10ٔیىَِٚیشَایِٚدَٚدبََٕ٘ٛىافِٚىٜٚٔو٣ّٛوَىٖا٘ؼبْٙي500ٚٔمياٍثٕٝذٔ

ىٍىلیمٝىٍىٔبیاسبق2ثٝٔيرrpm13000ٕب٘شَیفیّٛثبَٕ٭زىٔبیاسبقا٘ىٛثٝٚ سىَاٍٙي.

ىلیم2ٕٝب٘شَیفیّٛثٝٔيرٔؼيىاًٚىٍٝيا١بف80ٝاسبَ٘ٛیىَِٚیش300َٔٔمياٍثَٝٔكّٖٝٙشٚٛ

ٍٚٙٙبٍٚكٌفٙيٜٚسیٛحثٍٝٝٛرٚاٍٚ٘ٝثَایىٍىٔبیاسبقٍٝٛرٌَفز.rpm13000ىٍىٔبی

ثبفَٔیىَِٚیش20َٔيروٛسبٞیثٍَٚیىٕشٕبَوبغٌیلَاٌٍَفز.ٕذٍٕٔٛةث٥ٍٝٛوبُٔىٍ

TE.كُٙي
                                                 
1
 Edwards  
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 ّا با ًاًَدساپ سیطِ هیطًَ DNAتؼییي غلظت  2-9-1

ى٥ٍَٛٔٛعػٌةٍ٘ٛیDNAٕٝ٘ٛ٘وٕیزثَایثٍَٕی ا260ٚ280ُٞبیٞب إشفبىٜ ٘ب٘ٛٔشَثب

٘ب٘ٛىٍاح ىٕشٍبٜ َٙوز آَٔیىب(Termo Scientific)ٕبهز وٍٚٛ ىٍ، ٍٗٚ ایٗ ىٍ ٙي. ا٘ؼبْ

ثیٍٗیٚٝٔیDNAٍّٛ٘ٝٛسیٖ٘جزػٌةٍ٘ٛی ٘ٚبٖثبٙي8/1-2ٞبیٍٔٛى٘٪َ ویفیز، ىٞٙيٜ

ثبٙي،ثیبٍَ٘ٚػٛىثی٘ا8/1ُإشوَاعٙيٜإز.ىٍٍٝٛسیوٖٝ٘جزػٌةوٕشَا٦ٔDNAُّٛة

.ثبٙئیٞبیٔبٍٚایثٙف٘ٞبیػبًةاٙٮٝكيدَٚسئیٕٗٚبیَ٘بهبِٞی

 TAE(1X)تْیِ بافش  2-8-1

242 سَیٔىٍ ٔیّی500ٌَْ آةٔم٦َكُٙي. ٔیّی100ِیشَ وNa- EDTAِٝیشَ ٔٛلاٍ ٘یٓ

8;pHٝثٝوٕهآةٔیّی1/57ٕذٔٙيىاٍىثٝآٖا١بف كؼٓٔم٦َِیشَإشیهإیيا١بفٝٚ

ِیشَآةٔیّی980إز.ثبافِٚىٖTAE (50x)ٟ٘بییٔلَّٛثٝیهِیشٍَٕب٘يٜٙي.ایٗٔلَّٛثبفَ

ثبفَٔیّی20ٔم٦َثَٝٞ )ثَایا٘ؼبْاِىشَٚفٍُٛوٝآیئیثٝىٕزTAE (1x)ِیشَایٗٔلَّٛ،

لبثُإشفبىٜإز.ٕبهزَٙوزدبیبدْٚٞ٘،ایَاٖ(

 PCRتْیِ طل آگاسص ٍ الکتشٍفَسص هحصَلات  2-8-3

كُٙي.آٌبٍُثٝTAE (1X)ثبفَِیشَیّی30ٔآٌبٍُُٖٚٙيٚى3/0ٌٍَْىٍٝي،1ثَایسٟیَّٝ

 سب ٕذٔٔلَّٛ ٙي. كُ ثبفَ ىٍ ٙٮّٝ كَاٍر 40یىٔبٕٚیّٝ ٙي.ٌَاىٕب٘شیىٍػٝ 10َٕى

ثَٚٔبیيیىَِٚیشَٔ اسیيیْٛ ٙي.mg/ml 10)1ٔلَّٛ ٔو٣ّٛ ٚ افِٚىٜ آٖ ثٝ لبِتَّ( ٕذٔىٍ

ٚفٍٍُٛیوشٝٙي.دٔاُلَاٍىاىٖٙب٘ٝؿبٞهَٕٚىٙيٖٚثٖشَّٗ،َّىٍٖٚسب٘هكبٚیاِىشَ

ؿبٞه ىٍاِٚیٗ ٙي. ىاىٜ لَاٍ ٔیىَِٚیش3َثبفَ اDNA ladder 1kbُاُ یه َٞ اُ ٙي. ٍیوشٝ

PCRٔلٞٛلار ٔیىَِٚیش10َ، َٕٞاٜ ؿبٞهٔیىَِٚیش5/0َثٝ ىٍ ٚ ثَىاٙشٝ ٍٍ٘ی َّثبفَ ٞبی

                                                 
1
 Ethidium bromide 
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،اِىشَٚفٍُٛٙي.ٕذَّٔىٍىٕشٍبَِّٜٚز45ىلیمٝثبِٚشب60ّٞبثٝٔيرثبٌٌٍاٍیٙي.ٕ٘ٛ٘ٝ

لَاٍىاىٜٙي.ٚسٞٛیَآٖٔٚبٞيًٜٚهیَٜٙي.1ىان

 ّا استخشاد ضذُ اص سیطِ هیطًَ DNAلکتشٍفَسص ا 2-8-2

٘٪َٙىٖشٍیٍٙشDNAٝثَایثٍَٕیویفیز ٚػٛىآِٛىٌیDNAاُ اِىشَٚفRNAٍَُّٛیب اُ

2ىٍٝيسٟیٌَٝىیيٚىٍٕیٙیٔوٞٛٛاِىشَٚف1ٍُٛاثشياَّآٌبٍُافمیإشفبىٜٙيثٝایٗٔٙ٪ٍٛ

ٍٔٛى٘٪َ،ٕیٙیكبٚیَّىٍسب٘هاِىشَٚفٍُٛٞبیٍیوشٝٙي.دٔاُهٙهٙيَّٖٚایؼبىؿبٞه

اُیىَِٚیش3ٍَٔٚٙي.غ٥ٛٝ TAE (1X)ٔشَثبلایآٖ،ىٍثبفَٕب٘شی5/0لَاٌٍَفز.َّسبكيٚى

ٞبیثٮيیا٘ؼبْىٍؿبٞهDNAىٍؿبٞهاٍَٚیوشٝٙي.ٕذٔثبٌٌٍاٍیٔلٞٛلارDNAٔبٍوَ

ثبفَثبٌٌٍاٍیىٍٔیىَِٚیش2ََٕٞاٜثبDNAٕشوَاعأُلَٞٛأیىَِٚیش5ٌََفز.ثَایَٕٞ٘ٛ٘ٝ

سب٘هثٝىٕشٍبٜؿبٞه ِٚشبّوٙٙيٜیٗسأٔٞبػياٌب٘ٝسٍِیكٙي. ِٚزٔش70ُٞػَیبٖاِىشَیىیثب

لَاٍىاىٜٙيٚثٕٝٚیّٝاٙٮٝٔبٍٚای3٭ىٖجَىاٍیاَُّ،َّىٍىٕشٍبٌَٜىیي.دٔاُیهٕب٭ز

ثٙف٘ٔٚبٞيٌَٜىیي.

 سایضٍطًض آگشٍباکتشیَمپلاسویذ اص باکتشی  استخشاد 2-7

٭ُٕإشوَاعدلإٕیياُثبوشَیPCRدلإٕیيثٝ٭ٙٛاٖٙبٞئظجزىDNAٍثٝٔٙ٪ٍٛإشفبىٜاُ

)ٕبٔجٍٛٚنٕٚٞىبٍاٖ،(ثٝسَسیتُیَا٘ؼبْٙي2001)ٕٚٞىبٍاٖ،4فشٕٝبٔجٍٛٚنثٍٝٚٗسغییَیب

1989.)

                                                 
1
 Gel Documentation System 

2
 Electrophoresis 

3
 Gel doc 

4
 Sambrook  
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 َّٛٔل(GTE bufferٌٌُّٛٔٙب:)ِ8ٔٛلاٍثبٔیّی25ٔٛلاٍ،سَیٔٔیّی50;pHّٗاسی،

 pH;8ٔٛلاٍثبیّی10ٔ(EDTAإیي)یهسشَاإشآٔیٗىی

 َّٛٔل(Alkaline buffer) إشبرٔیّی60: ِیشَ 5دشبٕیٓ ِیشَٔیّی5/11ٔٛلاٍ،

 ِیشَآةٔم٦َٔیّی5/28هبِٜ،یيإشیهإ

 َّٛٔل:ٔٛلا3ٍیٕٓي إشبر 

 َٚدبَ٘ٛایِٚد 

 َٛ٘ىٍٝي96اسب 

 َثبف TEُٔسَیٔٙب ثبٔیّی10: pH;8ٔٛلاٍ EDTA)إیيسشَاإشیهآٔیٗىییّٗاس، )1

 pH;8ٔٛلاٍثبٔیّی

ٍٚٗوبٍ:

ٕب٭زى24ٍٔبی٬كبٚیآ٘شیثیٛسیهٍیفبٔذٖیٗثٝٔيرLBٍایِِّٚ٘ىٍٔلی٤آٌَٚثبوشَیْٛوٚز

ِیشَیأُلی٤وٚزٔیّی5/1ٞبیٚیبَٕذٔ ٌَفزٍٝٛرrpm180ا٘ىٛثبسٍٛٙیىَىاٍثبَٕ٭ز

لَّٕٛٔب٘شَیفیّٛٙي.ٌَاىٕب٘شیىٍػ4ٝىrpm3000ٍىلیمٝثبى10ٍٚكبٚیثبوشَیدَٙيٜٚ

ٞبثٍٝٝٛرٚاٍٚ٘ٝثٍَٚیىٕشٕبَوبغٌیلَاٌٍَفزسبىٍكيأىبٖهٚهٚٚیبٍَٚٙٙبٍٚكٌف

َٕىٙيٜثٍٕٝٛةا١بفٌَٝىیيٜٚدٔا1ُلَّٕٛٙبٍٜأُٔیىَِٚیش200َىٍَٔكّٝثٮيٙٛى.

 ٔیىَِٚیش400َٕذٔ.ىلیمٝىٍكيأىبٖهٚهٙٛى5ٍٚسىٔوَىٖ، ٔلَّٕٛٙبٍٜ سب2ُٜاُ

ثٝآٍا ثٝسیٛحا١بفٝٙيٚ ٌَفز5ثٝٔيرٚٔو٣ّٛٔیسٟیٝٙيٜ ىلیمٝثٍَٚیینلَاٍ .300

ٞبا١بفٝٙي.ىٍایَٗٔكّٝسٛىٜاثَٔب٘ٙيیىٍىاهُبََٕىٙيٜثٝٚی3أُلَّٕٛٙبٍٜٔیىَِٚیشَ

ىٍاىأٝٚیبَثَای ىلیمٍٝٚیینلَا20ٍٚیبَسٚىیٌَُىیيوٝسبكيأىبٖاُٚیبَهبٍعٙي.

600ٕب٘شَیفیّٛٙي٘ي.ٕذٌَٔاىٕب٘شیىٍػ4ٝىrpm13000ٍىلیمٝثبى15ٍٚثٝٔيرٌَٚفز

ایِٚدَٚدبَ٘ٛا١بفٝٔیىَِٚیش600َثٝسیٛحسیٛحػيیئٙشمٌَُىیي.أُلَّٛثبلاییثٝٔیىَِٚیشَ
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اُ سب إزىٔبیآٖدبییٗ٘جبٙي لٛیإزثٟشَ ایِٚدَٚدبَ٘ٛیهٍٕٛةىٞٙيٜ آ٘ؼبییوٝ ٙياُ

دَٚسئیٗ كي ٔيرٍٕٛةثی٘اُ سیٛحثٝ ٍٚسىٔوَىٖ، دٔاُ ػٌّٛیَیٙٛى. ى15ٍٞب ىلیمٝ

ٌَفز. لَاٍ اسبق ٚیبَىٔبی ٔير ثٝ 15ٞب ىٍٚ ثب rpm13000ىلیمٝ 4ىٍ ٌَاىٕب٘شیىٍػٝ

ٙي٘ي. ٕب٘شَیفیّٛ ىٍ ٍٕٛة ٚ ٙيٜ كٌف ٔیىَِٚیش200ٍَٚٙٙبٍٚ ٙي. كُ ىیٛ٘یِٜ 500آة

ث3ٕٝيیٓٔیىَِٚیشَإشبر20اسبَ٘ٛهبِٜٚٔیىَِٚیشَ ٔٛلاٍا١بفٝٙيٚدٔاٍُٚسىٔوَىٖ،

 1ٔير فَیٍِ ىٍ -20ٕب٭ز ٌَفز.ٌَاى٘شیٕبىٍػٝ ٚیبَلَاٍ ٔير ثٝ ى15ٍٚٞب ثب ىلیمٝ

rpm13000ٍثبفَٔیىَِٚیش50َٕب٘شَیفیّٛٙيٍٜٕٚٛةكبّٝٝىٌٍَاىٕب٘شیىٍػ4ٝىٍٚىTE

 ٍٟ٘ياٍیٙي.ٌَاىٕب٘شیىٍػٝ-20ٔبیىٌَىیيٚىٍكُ

 سشخاسگل هَئیيّای  تشاسیختی سیطِ ذییتأبشای  PCRآصهَى  2-11

ا٘شمبَٛئیٗٔٞبیٍیٚٝ T-DNAكبُٝاُ Riَّٕٛدلإٕیي ثٝ ٍایِِّٚ٘ ٞبیٌیبٞیاٌَٚثبوشَیْٛ

سبییيسَاٍیوشیٍیٚٝٔی ٍىیبثیّٖٔیٔٛئیٗٞبیثبٙي. ایٗثبوشَیT-DNAٞبیٔٛػٛىثَسٛاٖثب

ٟٓٔ ّٖسَیٗآٖوٝ rolAٞبیٞب ،rolB ٚrolCٍٚٗٔی اُ ثَایایٗٔٙ٪ٍٛ ىاى. ا٘ؼبْ ٞبیثبٙٙي،

إز.ىٍایٗسلمیكثَایسبییيPCRٞبإشفبىٜاُسىٙیهسَیٗآٖٙٛى،وٟٝٔٓٔوشّفیإشفبىٜٔی

ثبآغبٌَُٞبیاهشٞبٝیٔٛئیٗٞبیثٍَٚیٍیPCRٝٚسَاٍیوزاُسىٙیهٔٛئیٗٞبیِٔٛىِٛیٍیٚٝ

rolBّٖٞبیإشوَاعٙيٜثبإشفبىٜاُآغبٌَُٞبیاهشٞبٝیDNAإشفبىٜٙي.rolBسىظیَّٖ

بعٚش)وجیَ٘سىظیَٙي(2-3ػيَٚ)ٞبی(ثبسٛاِی2013)٥َاكیٙيٜس٤ٕٛوجیَ٘شبعٕٚٞىبٍاٖ،

(.2013ٕٞىبٍاٖ،

 Master mixٔیىَِٚیش12.5َیهٔیىَِٚیشَاَُٞآغبٌَُ،PCRٔٛاىٍٔٛى٘یبُػٟزا٘ؼبْٚاوٙ٘

PCRَٚیهٔیىَِٚیشDNAٝٔیىَِٚیشٍَٕب٘يٜٙي.25ثبآةٔم٦َإشَیُثٝكؼٟٓ٘بییثٛىو

ٕٝ٘ٛ٘ سیٛحوٙشََٔٙفیاُ وٙشََٔظجزDNAٓٞثٝ ٕ٘ٛ٘ٝٙبٞيا١بفٝٙيٚ اُ إشوَاعٙيٜ

DNA.َٙای٤ىٔبییدلإٕیيثبوشَیثٛىPCRٝٙبُٔٚإَٙشٕٝبُیاِٚیDNAىلیم5ٝثٝٔير
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ٌَاى،اسٞبَىٍػٕٝب٘شی94ىٍطب٘ی30ٝاٍِٛثٝٔيرDNAٌَاى،ٚإَٙشٕٝبُیىٍػٕٝب٘شی94ىٍ

ىٍطب٘ی45ٌَٝاىٚث٤ٖآغبٌَُىٍػٕٝب٘شی55ىٍطب٘ی45ٝایثٝٔيرسهٍٙشDNAٝآغبٌَُثٝ

ٕب٘شی72 ىٍػٝ ٟ٘بیی ث٤ٖ ٚ 7ٌَاى ىٍ ٕب٘شی72ىلیمٝ ىٍػٝ ىٕشٍبٌَٜاى اُ إشفبىٜ ثب ٚ

-20سٛاٖىٍىٔبیٍأیPCRٔلٞٛلاروٍّٚٛٞٙيا٘ؼبْٙي.ٕبهزCorbetسَٕٔٛبیىََّٙوز

ٌَاىٍٟ٘ياٍیٕ٘ٛى.ىٍػٕٝب٘شی



rolB :سٛاِیآغبٌَُٞبیاهشٞبٝی2ّٖ-3ػيَٚ

طَل قطؼِ 

 تکخیشی

دهای 

 اتصال

 تَالی پشایوش

5´………... 3´ 

 آغاصگش

 

bp 430
 

55
GCTCTTGCAGTGCTAGATTT 


دیَٚٚآغبٌَُ

GAAGGTGCAAGCTACCTCTC ٌَُثٌَٚشیآغب


دس گیاُ  اسیذ ضیکَسیک هؤحشهادُ بشسسی تغییش هیضاى  ّا بشای استفادُ اص هحشک 2-11

 سشخاسگل

 هَئیي ّای یطِسّا بِ هحیط کطت  افضٍدى هحشک 2-11-1

ٞبییيأُلَنإٙیىٍٛیهٔؤطَٜٚسِٛیئبىٜٔیِاٖثیبّٖٖٞبىٍٔلَنیَسأطثٝٔٙ٪ٍٛثٍَٕی

-100-200غّ٪زٔوشّف)4ػبٕٕٛ٘برىٍإشفبىٜٙي.أُشیُإیيٕبِٖیّیهػبٕٕٛ٘برٚٔشیُ

(ٔیىَٚٔٛلا50-0ٍ اُ إیيٕبِٖیّیهٚ (ٔیىَٚٔٛلا0ٍ-125-250-500غّ٪زٔشفبٚر)4ٞٓىٍ

ٙي ٕ٘ٛ٘ٝإشفبىٜ ٙي.72ٌیَی. ا٘ؼبْ سیٕبٍ ا٭ٕبَ اُ ٭ٙٛاٖٕب٭زثٮي غّ٪زثٝ یهسیٕبٍَٞ

اَُٞیهأٍُٛىٞبیوٚزٞبثٝٔلی٤ٔٙ٪ٍٛافِٚىَٖٞیهأُلَنثٝٔلٖٛةٙي. ٘٪َ،اثشيا

 ٪َاُإشٛنثَىاٙشٝٙيٚثٝٔلی٤وٚزا١بفٌَٝىیي.٘ٞبإشٛنسٟیٝٙيٚغّ٪زٍٔٛىٔلَن
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 استَک اسیذسالسیلیک 2-11-1

إیيٕبِٖیّیهػٟزسٟیٝإشٛن اثشيا یهَ٘ٔبNaOHَىٍإیيٕبِٖیّیهاٌَُْیّی06/69ٔ،

ثَای8/5آٍٖٚیpHِیشٍَٕب٘يٜٚٔیّی10كُٙيٕٚذٔثبآةٔم٦َثٝكؼٓ سٙ٪یٌَٓىیي.

ٞبیٍٔٛى٘٪َاُإشٛنٔیىَٖٚإشفبىٜٙيٚغّ٪ز2/0إشَیُوَىٖٔلَّٕٛبهشٝٙيٜاُفیّشَ

 .ٞبافِٚىٜٙي٘يثَىاٙشٝٚثٝٔلی٤

 ل راسوًَاتاستَک هتی 2-11-3

ٔیّی0229/0 اسبَ٘ٛ ىٍ ػبٕٕٛ٘بر ٔشیُ 100ِیشَ كؼٓ ثٝ ٔم٦َ آة ثب ٚ ٙيٜ كُ 10ىٍٝي

ٞبیٍٔٛى٘٪َاُإشٛنثَىاٙشٝٙيٜٚثَٝٞیهِیشٍَٕب٘يٜٙيٚدٔاُ٭جٍٛاُفیّشَ،غّ٪زٔیّی

ٞبیوٚزا١بفٌَٝىیي٘ي.أُلی٤

ثٝٔلی٤ثَایا٭ٕبَسیٕبٍٍیٚٝ ثٝٔيری٬ا٘شمبَىاىٜٙيٍٚیٚٝٔبMS2/1ٞب ىٍٕب٭ز72ٞب

 ٞبلَاٌٍَفشٙي.ٔلی٤كبٚیٔلَن

 إیيٕبِٖیّیهٚٔشیُػبٕٕٛ٘بر:ٔٚوٞبر3-3ػيَٚ

 ًام حلال ٍصى هَلکَلی فشهَل ضیویایی هحشک

اسبَ٘ٛ C13H20O3g/mol3/224ٔشیُػبٕٕٛ٘بر

ٕٛى C7H6O3 g/mol12/138یيٕبِٖیّیهإ

 

 بخص دٍم: آًالیض بیاى طى 

 RNAاستخشاد  2-11

ٔیِوبٍثباِىُ سٕبْٕٚبیٍُٔٛى٘یبُاُػّٕٝ٘ٛنٕٕذّیَٞبٚٚیبَىَٚٔسجٝاسٛولاٚٙي. 70اثشيا

١ي٭فٛ٘یٌَىیي.ىٍٍٞٙبْإشوَاعاُىٕشى٘لاسىٔٚٔبٕهإشفبىٜٙي.H2O2ىٍٝيٚ
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(.2008)ا٘شبٕب٘ـِٕٚٞىبٍاٖ،ا٘ؼبْٙيَدَسىُُیثبإشفبىٜاُ RNAإشوَاع

:إشفبىٍٜٔٛىٞبٚٔلَّٛ-اِف

ٔلَّٛ SDS)ِٕٛفبرىٚىٕیُیٕٓي:ٙبُٕٔٙبٍٜ )2 ٕيیٓٔیّی68ىٍٝي، ٔٛلاٍ 132ٕیشَار،

(.EDTAإیي)سشَاإشیهآٔیٗیىٔٛلاٍاسیّٗٔیّی1إیيٕٚیشَیهٔٛلأٍیّی

إیي.ٔٛلإٍیشَیهٔیّی32ٕیشَار،ٚٔٛلإٍيیٓٔیّی16ٔٛلاٍ،NaCl4:ٙبُٕٔٙبٍٜٔلَّٛ

اسب٘یِٚدَٚدبَ٘ٛا ، َٛ100 اسبَ٘ٛ ىٍٝي70ىٍٝي، ،DEPC، Dnase10xثبفَ ٚDnase1،

إشبر.آٔٛ٘یْٛ

ٍٚٗوبٍ-ة

ٔلَّٛاُیشَٔیى300َِِٚیشَیلَاٍىاىٜٙيٚٔیّی5/1ٚیبَإٌُ٘ٛ٘ٝیبٞیىٌٍَْیّی30ٔاثشيا

ثٝثٝٔيروٛسبٞیٍٚسىٔٙيسبٍٕٞٗٙٛىٚا١بفٝٚثبوٕهٔیىَٚدیٖشیُوٛثیيٜٙي.ٕٙبٍٜ

ا١بفٝٚٔیىَِٚیش100َٔمياٍثٕٝٙبٍٜٔلَّٛإُذٔىاٍیٙي،ىلیمٝىٍىٔبیاسبق5ٍٝ٘ٔير

ٍٟ٘ياٍیٌَاىٕب٘شیٍػٝى4ىلیمٝىٍىٔبی10ثٝٔير.سىبٖىاىٜٙيثٝٔيرؿٙيطب٘یٝٔیثٝآٍا

ٌَاىٕب٘شیىٍػ4ٝىٍٚىٍىٔبیrpm13000ىلیمٝثبَٕ٭ز10ٔلَّٛكبُٝثٝٔيرذٕٔٙي.

ایِٚدَٚدبََٕ٘ٛىثٝآٖٔیىَِٚیش300َػيیيا٘شمبَیبفزٚٚیبَثٝٔلٍَّٛٚییٕب٘شَیفیٌَّٛىیي.

ىrpm13000ٍىلیمٝثبَٕ٭ز4ثٝٔيرىلیمٝثٍَٚیینٍٟ٘ياٍیٙي.5ا١بفٌَٝىیيٚثٝٔير

ٌَاىٕب٘شیىٍػ4ٝىٔبی ا٘ؼبْٙيٚ اسبَ٘ٛكٌفٌَىیيٚٔلٍَّٛٚییٕب٘شَیفیّٛ ىٍٝي70ثب

 ٍٕٛةىٍ ا٘ؼبْٙيٚ 3ٔمياٍثDNAٝآةىدٔكٌَُىیيثَایكٌفٔیىَِٚیش25َٖٙشٚٛ

30ىٍػٝثٝٔير37ىٔبیا١بفٌَٝىیي،ٚىDnaseٍٔیىَِٚیشDnase(10x) ٚ2َ ثبفَٔیىَِٚیشَ

ا٘ىٛثٝٙي ىلیمٝ 50ٕذٔا١بفٌَٝىیي.RNAٔیىَِٚیش30َثDEPCٝٔیىَِٚیش70َٔمياٍثٝ،

آٔٛ٘یْٛٔیىَِٚیشَ ٔیىَِٚیش400َٚإشبرٔلَّٛ ٌَىیي.100اسبَ٘ٛ ا١بفٝ ٔيرىٍٝي 20ثٝ
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 یي.ٕب٘شَیفیٌَّٛىٌَاىٕب٘شیىٍػ4ٝىٍىٔبیrpm13000َٕ٭زىلیمٝثب ِیشَاسبَ٘ٛٔیّی1ثب

آةٔیىَِٚیش20َىٍٝيٖٙشٍٚٛٝٛرٌَفزٚثٍَٚیىٕشٕبَوبغٌیإشَیُهٚهٙيٚى70ٍ

كٌَُىیي.1ىدٔ

 استخشاد ضذُ با دستگاُ ًاًَدساپ RNA تیفیکتؼییي کویت ٍ  2-11-1

٘ب٘ٛىٍاحَٙوزRNAثَایثٍَٕیوٕیزٚهّٛٛ اُىٕشٍبٜ Thermo scientificإشوَاعٙيٜ

آِٛىٌی280ث260ٝجزإشفبىٜٙي)ٖ٘ ٖ٘جز٘ٚبٖىٞٙيٜ ػٟز230ث260ٝٞبیدَٚسئیٙیٚ

إشوَاعٙيٜس٤ٕٛىٕشٍبٜٔلبٕجRNAٝٞبیٔٛاىٔٮّكٚلٙيٞبیٔلَّٛآِٛىٌیٔمياٍثٍَٕی

آة اُ إشDEPCٌَىیي(. ىٕشٍبٜ وَىٖ ثَایٝفَ ىٚ ٚ ٙي ٕ٘ٛ٘ٝٔیىَِٚیشَفبىٜ اُ RNAٞبی

ثَایا٘ياُٜا ٌٞٓیَیٍٕشوَاعٙيٜ لَاٍىاىٜٙي. ٚ ؿٙیٗثَایسٮییٗویفیزٚیكٍَٖىٕشٍبٜ

ٙي.ىٍٝيإشفبى2ٜإشوَاعٙيٜاَُّآٌبRNAٍُیىذبٍؿٍی

 cDNAٍاکٌص ساخت  2-13

cDNAٕٙشِبإشفبىٜاُویزثcDNAَٜٙوزیىشبسؼٟیِآُٔب(٥ٚجكىٕشٍٛاِٮَُٕٙوزٕبُ٘ي(

آغبٌَُٔیىَِٚیشٍَیوشٝٙي.ثَٝٞسیٛحیهٚیبَثٝىاهRNAَُٞیى1ٌََْٔٚ.اثشيإبهشٝٙي

oligodt(50ٍٚثبٔیىَٚٔٛلا) DEPCٓٔو٣ّٛوَىٜٚٔیٍٕب٘يٜٙي.ثٝآٍأیىَِٚیش4/13َثٝكؼ

ىٔبی ٕذٔىٍ ثٮيی5ثٝٔيرٌَاىٕب٘شیىٍػ70ٝإذیٗٙي. َٔكّٝ ىٍ ا٘ىٛثٝٙي. 4ىلیمٝ

 RNasin)ٔیىَِٚیشَٚ٘یٓ d NTPs(10 mµ) ٔیىَِٚیشَٚیه5x first-strand bufferاَُِٚیشَٔیى

400 U/µLٔیىَِٚیشَ(ٚیهM-MLVٝ60ٔو٣ّٛٚإذیٍٗٝٛرٌَفز.ٕذٔٔیثٝآٍاٚا١بف

ىلیم5ٝىٍػٝثٝٔير70ا٘ىٛثٝٙي.ٚىٍَٔكّٝآهَىٍىٔبیٌَاىٕب٘شیىٍػ42ٝىلیمٝىٍىٔبی

 ا٘ىٛثٝٙي.

                                                 
1
 Water DEPC ( Diethyl pyrocarbonate) 



48 

 

 Real Time PCRبشای ٍاکٌص  طشاحی آغاصگشّا 2-12

(،qRTPCRىٍُٔبٖٚالٮی)PAL،4CLٚC4Hٞبیثٝٔٙ٪ٍٛثٍَٕیسغییَىٍٔمياٍٍٚ٘ٛٙزّٖ

٥َاكیٚػٟزٕٙشِثَٝٙوزGene runnerٞبیٍٔٛى٘٪َثبإشفبىٜاُثَ٘بٔٝثَایّٖآغبٌَُٞب

،ىٍٝي(60سب40)GC،ىٍٝييى٥ٍَاكیآغبٌَُٞب٥َٛآغبٌَُٙٔبوَّٖٚإٍبٌََىیي.ٕٮی

ٚاكشٕبَسٚىیُكّمٍٝٔٛىسٛػٝلَاٌٍیَى.غّ٪زدبیٝاهشٞبٝیثٛىٖ،ٔىُٕثٛىٖآغبٌَُٞبثبٞٓ

دیىَٛٔٛث10َثٛىوٝس٤ٕٛآةإشَیُثٝغّ٪زدیىَٛٔٛثَٔیىَِٚیش100َآغبٌَُٞبدٔإُٙشِ،

 (.4-3ػيَٚ) ٌیبَٜٕهبٌٍُ٘یِثٝ٭ٙٛأَّٖٖػ٬إشفبىٜٙيGAPDHٖٔیىَِٚیشٍَٕیي.اُّ

 PCRییذ پشایوشّای طشاحی ضذُ با کوک آصهَىتأ:14-2

cDNAییيٕبهزسأییي٭ّٕىَىٝلیقٚسٮییٗٔليٚىٜىٔبیثٟیٙٝفٮبِیزدَایَٕٞبٚسأثبٞيف

ٚاوٙ٘ ٚیبPCRَٔو٣ّٛ ٔیىَٚ ػٟزا٘ؼبْٔیّی0 /2یٞبىٍ ٘یبُ ٍٔٛى ٔٛاى ٙي. ا٘ؼبْ ِیشَی

PCRٚاوٙ٘ آغبٌَُ، َٞ اُ Master mix PCRٔیىَِٚیش12.5َیهٔیىَِٚیشَ ٔیىَِٚیشَ ىٚ ٚ 

cDNAآةٔم٦َإشَیُثٝكؼٟٓ٘بیی َٙای٤ىٔبیی25ثٛىوٝثب PCRٔیىَِٚیشٍَٕب٘يٜٙي.

DNAٌَاى،ٚإَٙشٕٝبُیىٍػٕٝب٘شی95ىلیمٝى1ٍثٝٔيرDNAٙبُٔٚإَٙشٕٝبُیاِٚیٝ

طب٘ی45ٝایثٝٔيرسهٍٙشDNAٌَٝاى،اسٞبَآغبٌَُثٝىٍػٕٝب٘شی94طب٘یٝى30ٍاٍِٛثٝٔير

ىلیمٝى7ٌٍَاىٚث٤ٖٟ٘بییىٍػٕٝب٘شی72 طب٘یٝى45ٍىٍىٔبیاسٞبََٞدَایَٕٚث٤ٖآغبٌَُ

ٌَاىٍٟ٘ياٍیىٍػٕٝب٘شی-20سٛاٖىٍىٔبیٍأیPCR.ٔلٞٛلارٌَاىا٘ؼبْٙيىٍػٕٝب٘شی72

ٕ٘ٛى.
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 GAPDHو  ،PAL ،C4H ،4CL دَایَٕٞبیإشفبىٜٙيٜثَایّٖ:4-3ػيَٚ

 

طَل قطؼِ 

 تکخیشی

دهای 

 اتصال

طَل 

 پشایوش

 تَالی پشایوش

5´………... 3´ 

 آغاصگش

169 55 18TCCCCAACAGGATCAAGG َٚٚآغبٌَُدی

PAL 

 18 ACACTCCAACAACGGATC آغبٌَُثٌَٚشی

PAL 

223 58 20 AACTATGGCGATTTCATCCC َٚٚآغبٌَُدی

C4H 

 23 AGAACATTGTCTTCGTTGATCTC آغبٌَُثٌَٚشی

C4H

117 5/5720 CGAAGGAGCCATTTGACATCَٚٚآغبٌَُدی

4CL 

 19 ATCTCGCCACGTTTGTTTC آغبٌَُثٌَٚشی

4CL

 

1145/57 19 ACCACTAACTGCCTTGCTC َٚٚآغبٌَُدی

GAPDH 

 19 GCCCATCAACAGTCTTCTG آغبٌَُثٌَٚشی

GAPDH 

 الکتشٍفَسص 4-14-1

اِىشَٚفٍُٛٙي.آٌبٍُىٍٝي2،ثٍَٚیPCRَّٚویفیٔلٞٛلارٕیثٝٔٙ٪ٍٛثٍَٕیٚآ٘بِیِو
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Real Time PCR 2-13  

.ٙيإشفبىReal Time PCRٜٗٞباٍُٚثیبّٖٖثَایٕٙؼ٘ٔمياٍ

 سسن ًوَداس کاسایی پشایوشّا 2-13-1

َٞػفزدَایَٕث1ٝ٘یبُإزثReal Time PCRَٜٟثَایا٥ٕیٙبٖاُ٭ّٕىَىدَایَٕٞبىٍٚاوٙ٘

ٍٝٛرػياٌب٘ٝٔلبٕجٝٙٛىٕٚ٘ٛىاٍإشب٘ياٍى٭ّٕىَىَٞػفزدَایٍَٕٕٓٙٛى.ٚدٔاُا٥ٕیٙبٖ

6ا٘ؼبٌْیَى.ثَایٍٕٕٓ٘ٛىاٍإشب٘ياٍىدَایَٕٞبیَّٖٞ،یَٕٞبٚاوٙ٘اّٝیاُ٭ّٕىَىٝلیقدَا

ثَاثٍَلیك5آةىٚثبٍسم٦یَ،ٕ٘ٛ٘ٝٔیىَِٚیش24َیهسیٕبٍثَىاٙشٝٚثبافِٚىcDNAٖأُیىَِٚیشَ

ٞبیَٞػفزدَایَٕ(سٟیٝٙي.ثَایٍلز1،10/1،100/1،1000/1ٍلز)4ٙي.ٕذٔاُایٕٗ٘ٛ٘ٝ

ٙي. سٟیٝ سىَاٍ ىٕشٍبٜٕذٔٔیىَٚسیٛةىٚ ىٍ ٕبهزrotor gene 6000Real Time PCR ٞب

إِٓبٖ Corbetَٙوز وٍٚٛ ٘یبُػٟزا٘ؼبْٚاوٙ٘لَاٌٍَفز. سٮییPCRٗٔٛاىٍٔٛى ثٝٔٙ٪ٍٛ

ثٍَٟٜٚیدَایَٕ ٞب cDNA ٚىٚٔیىَِٚیشَٕبیجٌََیٗ ٔیىَِٚیشَدٙغیهٔیىَِٚیشَاَُٞآغبٌَُ،

ٟ٘بیی كؼٓ إشَیُثٝ آةٔم٦َ ثب وٝ َٙای٤ىٔبیی10ثٛى ٙي. ٍٕب٘يٜ ٙبPCRُٔٔیىَِٚیشَ

اٍِٛثDNAٌَٝاى،ٚإَٙشٕٝبُیىٍػٕٝب٘شی95ىلیمٝى3ٍثٝٔيرDNAٚإَٙشٕٝبُیاِٚیٝ

60طب٘یٝى20ٍایثٝٔيرسهٍٙشDNAٌَٝاى،اسٞبَآغبٌَُثٝىٍػٕٝب٘شی95طب٘یٝى20ٍٔير

ىلیم2ٝث٤ٖٟ٘بییٚسىَا40ٍثبٌَاىىٍػٕٝب٘شی72طب٘یٝى20ٌٍَاىٚث٤ٖآغبٌَُىٍػٕٝب٘شی

)ٔلٍٛافمی(cDNAٚٔٙلٙیإشب٘ياٍىثَكٖتٍِبٍیشٓغّ٪زٌَاىا٘ؼبْٙي.ىٍػٕٝب٘شی72ىٍ

()ٔلٍٛ٭ٕٛىی(ثَایَٞدَایَٕسَٕیٌَٓىیي.Ctٕیىُإٓشب٘ٝ)





                                                 
1
 Efficiency  primer 
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 لیاص ًوَداس 2-13-3

ثٍَٕیو ٍٛ٪ٙٔ ّٖٕیثٝ ٍٚٗثیبٖ اُ َ٪٘ Real Time PCRٕٝ٘ٛ٘ٞبیٍٔٛى ٙي. ٞبیإشفبىٜ

cDNAَٝٔػ٬ّٖٞبیَٞسیٕبٍاُ٘٪َثیبٖٕ٘ٛ٘ٝثَاثٍَلیكٙي.5ٔمياٍَٞسیٕبٍث(GAPDHٚ)

ٞبیٚیبَىٍٔیىReal Time PCRٍَٚٔٛىثٍَٕیلَاٌٍَفز.ثَایا٘ؼبC4Hْو  PAL ،4CLٞبیّٖ

سىَاٍسىٙیىیا٘ؼبْٙي.2سىَاٍثیِّٛٛیه3َٚٞسیٕبٍىٍػياٌب٘ٝسٟیٝٙي.

 Real Time PCRّای  هحاسبِ دادُ 2-13-2

2ثیبّٖٖثبإشفبىٜاٍُٚٗ
-ΔΔCT(Livak and Schmittgen 2001).ىٍایٍٗٚٗثَای ثٍَٕیٙي

ٖ٘جزٔیِاٍٖٚ اُ ،َ٪٘ ٍٚ٘ٛٙزٍّٖٔٛى وَىٖٔمياٍ ٔیِاٍٖٚ٘ٛیٖیRNA٘ٛیٖیدیيا ٞيفثٝ

RNAٙٛىوٝس٤ٍٕٛٚٗیهَّٖٔػ٬ىاهّیإشفبىٜٔیCTΔΔٌَىى.ٔلبٕجٝٔی

CtّٖGAPDHٕٖٝ٘ٛ٘ىٍٕٞب–Ct;ّٖٞيفΔCtٕ٘ٛ٘ٝٞيف

Ct ّٖGAPDHٕٖٝ٘ٛ٘ىٍٕٞب–Ct;ّٖٞيفΔCtٜٕ٘ٛ٘ٝوبِیجَوٙٙي

ΔCtٜٕ٘ٛ٘ٝوبِیجَوٙٙي- ΔCtٕ٘ٛ٘ٝٞيف; Ct ΔΔ

٘ٚبٖٔیPCRؿَهٝایاCtُوٝىٍایٍٗٚاث٤ ىٞيوٝىٍآٖ،ٔیِاٖفٍّٕٛٙزٔٙشَٚٙيٜاٍُا

ىٍآٖؿَهPCRٝٔلٞٛلارٚاوٙ٘،افِای٘لبثُسٛػٝیبفشٝإزث٥ٍٝٛیوٝٔٙلٙیٔلَٞٛ

ٝٔمياٌٍَىى.ایٗؿَهٝثٝ٭ٙٛاٖاثِاٍیثَایٔلبٕجس٤َْٕٛ٘افِاٍسؼِیٝوٙٙيٜلبثُٔٚبٞئٜی

ٔی وبٍ ثٝ ٕٝ٘ٛ٘ َٞ ىٍ وٙٙيٜ ٞيف٫َٚٙ ٍاث٦ٝسٛاِی اُ ىٕزآٔيٜ ثٝ ٖ٘جی ٕذٔٔمياٍ ٍٚى.

CTΔΔٝس٤ٍٕٛاث٦CTΔΔ
2 

ٙٛى.آ٘بِیِىاىٜٞبیكبُٝثبَْ٘ثٍٝٝٛرٔمبىی٦َّٔكسجيیُٔی-

ا٘ؼبْٙي.RESTافِاٍ
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 ّا گیشی اص سیطِ ػصاسُ 2-16

ِیشَأُلَّٛٔیّی1ٌیبَٜٕهبٌٍُ،ٔمياٍسیٕبٍٙيٜٚٙبٞيئیٗٔٛٞبیاٍُیٚٝسٟیٝ٭ٞبٍٜثَای

ىٍٔٛئیٗٞبیٍیٚٝدٛىٍٔیّی100ٌَْ(ثٍَٚیv/v30:70)ىٍٝي1/0ٔشبَ٘ٛٚإیيفٖفَیه

1ىلیمٝىٍىٕشٍبٜكٕبْاِٚشَإٛ٘یه30ٔلَّٛكبُٝثٝٔيرٍیوشٝٙي،ٕذِٔیشَیّی2ٔٚیبَ

ٕب٘شَیفیّٛٙيٜٚٔلٍَّٛٚٙٙبrpm10000ٍٚىلیمٝثبَٕ٭ز5،ثٝٔيرلَاٌٍَفز.ىٍَٔكّٝثٮي

ثَىاٙشٝٙي.إیيٙیىٍٛیهثَایٕٙؼ٘ٔمياٍ

 HPLCدس دستگاُ  اسیذ ضیکَسیکّای هشبَط بِ  تضسیق ًوًَِ 2-16-1

ٔیىَِٚیشرَاُ٭ٞربٍٜإرشوَاع50،ٔميأٍٛئیٗٞبیىٍٍیٚٝإیيٙیىٍٛیهٌیَیٔمياٍثَایا٘ياُٜ

 ˟ C18(4.6ثربٕرشٖٕٛبهزوٍٚٛآَٔیىب( Knauerٔيَ)HPLCٙيٜ،ثٍٝٝٛرىٕشیثٝىٕشٍبٜ

250 mm)(سٍِیكٙي.فبُٔشلَنثَایىٕشٍبٜثٍٝٝٛرایِٚوَاسیهIsocratic)(طبثزثٛىٖٖ٘جز

ه(آةكبٚیإیيفٖفَیv/v)ىٍٝي70(إشٛ٘یشَیv/vُٚ)ىٍٝي30ى٥ٍَُٛٔبٖ(ٙبُٔبٞكلاَ

ِیشرَىٍىلیمرٝسٙ٪ریٓٙريٚاُآٙىبٍٕربُٔیّری75/1(Flow Rateثربٕرَ٭زػَیربٖ)ىٍٝي1/0

(Detector.)U.V(.2016)اكٕرريیٕٚٞىرربٍاٖ،ٙرري ٘ررب٘ٛٔشَإررشفبى330ٜثررب٥ررَٛٔررٛع

                                                 
1
 Bath Ultrasonic 
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 چْاسم فصل

  بحج ٍ ًتایذ
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 بزس گیاُ سشخاسگل صًی رَاًِبشسسی  4-1

ٍُٚأُُبٖوٚز7-10ثٮياٌٌُٙزفبليMSٍٖٛٔٛٞ ی٤ٔلُ٘یثٌٍٞبیوٚزٙيٜىٍػٛا٘ٝ.

(.1-4ٙىُ)ٌَىیيٍُٜٚسٟی20ٝ-30ٞبیٍٚیِٕ٘ٛ٘ٝاٌُیبٞـ٫َٚٙٝٙي

 

20ٍُٜٚٞبیاِف:َٔاكُػٛاُ٘ٝ٘یثٌٍ.ة:ٌیبٞـٝ:َٔاكُٔوشّفٍٙيٌیبٞـٝثَایسٟیٍٝی1ِٕٝ٘ٛ٘-4ٙىُ

 تشاسیخت دس سشخاسگل هَئیيّای  القای سیطِ 4-3

ای٦ٔٗبِٮٝليٍرثیٕبٍی ایؼبىٍیٚٝآٌَٚثبوشَیْٛٞبیٔوشّفُاییٕٛیٝىٍ ىٍٔٛئیٍٗایِِّٚ٘ىٍ

ٍیِٕ٘ٛ٘ٝ )ٞبی ِذٝ ُیَ (ٞیذٛوٛسیُٔلٍٛ َٞ ىاى ٘ٚبٖ ٘شبیغ ٌَىیي. سٮییٗ ثَي ٕٛی4ٝٚ

ATCC15834آٌَٚثبوشَیْٛ ،A4،A13ٚLBA9402ٍٞیذٛوٛسیُٔٛفكثٍٝیِٕ٘ٛ٘ٝى ٞبیثَيٚ

بیثَيثٮيٍُٞٚٚىٍٍی8ِٕٝ٘ٛ٘-12اُٞبیٞیذٛوٛسیُثٮيٙي٘يٚىٍٍیِٕ٘ٛ٘ٝٔٛئیٗییٍٚٝاِمبء

٩بَٞٙي.ٔٛئیٍٗیٕٚٝفٛسبوٖیٓكبٚیآ٘شیثیٛسیهوٚشیٚا٘شمبَثٝٔلی12ٍُٓٞٚ٤-15اُ

 سٚىیُ ٕٛیٝیٗٔٛئیٝیٍٚىٍٝي ىٍ ٔوشّف ٍیِٕ٘ٛ٘ٝآٌَٚثبوشَیْٛٞبی ىٍ ٍایِِّٚ٘ ثَيٚٞبی

ٍیِٕ٘ٛ٘ٝثٛىٞیذٛوٛسیُٔشفبٚر اوظَ ىٍ ٍیٚٝ. ٞب، وبِٛٓٚ ایؼبى ثيٖٚ ثبفزایؼبىیٕبًٖٔشمٞب اُ

وَلبثًُٞباكب٥ٝٙي.ٙي٘يٚثٮياٌٌُٙزٔيسیسٕب٦ْٕقدشَیثٕٝٚیّٝا٘ٚٮبثبرفَاٚاٍٖیٚٝ

ا وٝ إز ٕ٘ٛ٘ٝییٍُِٕ٘ٛ٘ٝ كشٙبیٞبثَي یٞي ٌٌٙز 2ٞ-3ثب ٍیٔبٜ ٘ٚيیایاٚٝیؾ ؼبى

(Error! Reference source not found..)ٍیٍفِّٛٛٛٔ٘٪َاُٙيٜيیسِٛٔٛئیٗیٞبٚٝی
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ثَُٚهٛىاٍُاٍٖٞٛٔٛفبلي٤یٔلىٍٍٙيٚبىیُیفَ٭ا٘ٚٮبثبر٬،یٍَٕٙيُیلجاُیبسیهٞٛٝ

 .ثٛى٘يٜیسٚولبثٍُٙيوٙيٚا٘ٚٮبةثيٖٚیٔٮِٕٛیٞبٚٝیٍاُیٍاكشثٝٚىاى٘ي

  هَئیيّای  فشاٍاًی تَلیذ سیطِ  4-3-1

ٍیٚٝ ایٗآُٔبی٘فَاٚا٘یسِٛیي ٍیِٕ٘ٛ٘ٝٔٛئیٗٞبیىٍ َٞیهىٍ ثَيىٍ ٞبیٞیذٛوٛسیُٚ 4اُ

ٖٝٙي٘ي.ٖ٘جزثٕٝ٘ٛ٘ٝٙبٞيثبٞٓٔمبیLBA9402و  ATCC15834 ،A4 ،A13یثبوشَٕٛیٝ





.ATCC15834:ٞبیاِفس٤ٕٕٛٛیٌٝیبَٜٕهبٌٍُٞبیثَيٚٞیذٛوٛسیُاِمبٙيٜىٍٍیِٕ٘ٛ٘ٝٔٛئیٗٞبی:ٍی2ٝٚ-4ٙىُ

 ص:ٕ٘ٛ٘ٝٙبٞيA13ر:LBA9402ح:.A4ة:
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ٔٛئیٕٗ٘ٝٚٛیٝثبوشَیثَٔیِاٖسِٛیيٍیٚٝ٘شبیغسؼِیٝٚاٍیب٘ٔاطٍَیِٕ٘ٛ:1-4ػيَٚ

 هٌابغ تغییش دسرِ آصادی  هشبؼات  هیاًگیي

ns419/551ًَِسیضًو 

 سَیِ باکتشی3 045/2005**

 سَیِ × سیضًو3ًَِ 878/704**

 خطا085/016

 کل23

19.9CV= 

٭ئْٮٙیىاٍیٍاnsٚىٞيٍا٘ٚبٖٔیىٍٝي5ٚ1ىاٍثٛىٖى٦ٍٕقٔٮٙیثٝسَسیت**ٚ*

 ىٞي.٘ٚبٖٔی

 

 

 

ىٍٍیِٕ٘ٛ٘ٝٞبیثَيA13،ATCC15834،LBA9402ٚ A4ٚٔمبیٖٝٔیبٍ٘یٕٗٛیٝٞبیثبوشَی :3-4ٙىُ     

ىٍایؼبىاِمبیٍیٚٝٔٛئیٌٗیبَٜٕهبٌٍُٞیذٛوٛسیُ
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ٔٛئیٗىٍایؼبىٍیA13،ATCC15834،LBA9402ٚA4ٍٝٚٔمبیٖٝٔیبٍ٘یٕٗٛیٝٞبیثبوشَیٕ٘ٛىا:4-4ٙىُ

ىٌٍیبَٜٕهبٌٍُ



ىٍىٍاِمبیٍیٚٝٔٛئیٗ٘شبیغسؼِیٝٚاٍیب٘ٔىاىٜٞب٘ٚبٖىاىوٝاطَٕٛیٝثبوشَی٫ٍٛ٘ٚیِٕ٘ٛ٘ٝ

 اكشٕبَ ٦ٕ1ق ىاٍىٍٝي )ٔٮٙی 1-4ػيَٚثٛى ؿٙیٕٗٛیٝ(. A13ٞبیٞٓ ،ATCC15834،

LBA9402ٚA4ٗثبلاسَیٗىٍٝيٍیٚٝىٍٝي 69/61،52/49،66/36ٚ41/27ثٝسَسیتثبٔیبٍ٘ی

وٝایٗ٘شبیغثبٌِاٍٗٞبیٍ٘ٛیٕٚٞىبٍاٖىٌٍیبَٜٕهبٌٍُٚ ُاییٍاىٌٍیبَٜٕهبٌٍُىاٙشٙي.

وجیَ٘شبعٕٚٞىبٍاٖ،2017)ٍ٘ٛیٕٚٞىبٍاٖ،ٌٍیبٜوبٕٙیٞٓهٛا٘یىاٍىبٍاٖىىوجیَ٘شبعٕٚٞ ،

افِایٌٕ٘ٗیبٜسٛاٍٖی2000ِٕٕٝ٘ٛ٘ٚٞىبٍا٘٘ىٍٕب1َىٚدَإب٦ٔٓبِٮٝثَ(.2013 ٞبثٝثب

ِٕ٘ٛ٘ٝیؿٙی٫ٍٕٛ٘ٚٗٗیبثي.ٞٓٔیسّمیقس٤ٕٛثبوشَیسغییَوَىٜٚفَاٚا٘یسِٛیيٍیٚٝوبٞ٘

َىٍییُسغیِٕ٘ٛ٘ٝثٝىِیٍٕ٘ٗیىاٍ٘يٚافِأٛئیٗیٞبٚٝیىٍاِمبءٍیا٭ٕيٜیَسأطبىٜفٍٔٛىإش

(.2000)ىیٛدَٕٚٞىبٍاٖ،إزیوشیىٍسَأٍؤطَیفبوشٍٛٞبٗیسََّٕٛأُٟٓیىیِّٛٛیِیفیٌْیٚ

ٍٙيىٍیٗثَایبثَاثبٙٙيٚثٙیٔیثبلاسَیَیسٛاٖسىظیبٜىاٍایسٌَػٛاٖیٞبٞبٚثو٘ثبفزٔٮٕٛلاً

سَاٍیٗٚی٤ایَٙا ٚ افِا٦ّٔٛةیوشیشَٚ ثب یٌٕ٘ٗیسَٖٞشٙي. آٖ٘یسٛاٖسىظغبِجبًبٜ دبیَ ٗییِ
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ایآیٔ ىٍ َّٕٛسَاٍیٕٔىٗإزاسفبقثیوشیٍٗٝٛرسَاٍیي. أب ٘ياٙیوزسٛاٖسىظیفشي ٍا شَٝ

ؼٝاُیىٍ٘شٙٛىٚیٞبٔٞبَّٕٚٛبفزٚشَثیِثیثب٭ضسٕبیبٞیٌیٞببٜٚا٘ياْیٌٕ٘ٗیثبٙي.افِا

ٌٌاٍىیٔیَسأطْٛ(ی)اُػّٕٝآٌَٚثبوشَُایٕبٍیَٚٔمبثَّّٕٝٛثب٭ٛأُثیزسىظیكثَلبثّی٥َٗیا

ٞبیثبا٘ؼبٌَْفزٍیِٕ٘ٛ٘ٝ(1393)ث٥َجكدْٚٞٚیوٝس٤ٍٕٛ٘ٛیٕٚٞىبٍاٖ(.2012)دیَن،

.ٖٔشٮيثٛىٍٖیِٕ٘ٛ٘ٝثَيثبٙٙئیٖٔشٮيسََٕهبٌٍُىٌٍیبٜٔٛئیٗیٕٚٝٗوٕشَثَایسِٛیيٍ

 ل٦ٮٝ ىٍیبفز ٚ سّمیق ثٝ دبٕن T-DNAىٍ ٍیِٕ٘ٛ٘ٝآٌَٚثبوشَیْٛثبوشَی ٚ ثٛى ٞبیٍایِِّٚ٘

ٔٛئیٗلبىٍثٝاِمبیٍیA13ٚATCC15834ٚA4ٝٚٞبیثبوشَیٞیذٛوٛسیُٚثَيس٤ٕٕٛٛیٝ

ثٛى٘ي، ٕٞىبٍاٖ، (2017)ٍ٘ٛیٚ 2006)1ىٚٚٞٛاٍٙبر٥ٌِجك. وٚزٖشٓیٕؼبىیازیٔٛفم(

هیٛسیثیآ٘شا٘شوبةثٝٔٙبٕت،ِٕ٘ٛ٘ٝیٍٚیثبوشَٝیٕٛ،یبٞی٫ٌٌٛ٘ٝ٘ٛثَ٭لاٜٚٔٛئیٗٚٝیٍ

یٍٟ٘يأٍٙبٕتوٚز٤یٔلٗیؿٙٞٓٚٞبِٕ٘ٛ٘ٝی٦ٍٕقاُیا١بفیثبوشَكٌفیثَأٙبٕت

(.2006)ٞیٕٛٚٞىبٍاٖ،ىاٍىیثٖشٍِی٘ٞبٚٝیٍ

 گیاُ سشخاسگل هَئیيّای  سایضٍطًض اص سیطِ آگشٍباکتشیَمبشسسی حزف باکتشی  4-3-3

LBػبٔيثٝٔلی٤٘یٓغّ٪زMSٔٛػٛىىٍٔلی٤وٚزٔٛئیٗٞبیاٍُیٕٚٝیثبا٘شمبَٔمياٍو

ىٍاطٍَٙيثبوشَیويLBٍٞبثٝثبوشَیآِٛىٌیىاٙشٝثبٙٙئلی٤ٔبی٬،ىٍٍٝٛسیوٍُٝٞٙٛیٚٝ

ٔٚوٜٙ ٚ ثیٛسیهٙٛىٔیيٜ آ٘شی اُ إشفبىٜ ثٝ ٘یبُی ىیٍَ ثبوشَی ٍٙي ٍٝٛر٭يْ ىٍ أب .

72ٔبی٬لَاٌٍَفشٙيدٔاLBُٞبییوٝاٌُیبَٜٕهبٌٍُىٍٔلی٤.ىٍٍیٚٝثبٙيٕیٕفٛسبوٖیٓ٘

(.5-4ٙىُ)ٕب٭ز،اطَیاٍُٙيثبوشَیٔٚبٞيٜ٘ٚيٚ٘یبُیثٝإشفبىٜٕفٛسبوٖیٓ٘جٛى

                                                 
1
 Hu   & Du  
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.ٕٕزٍإزٕ٘ٛ٘ٝآِٛىٜٕٕٚزؿخٕ٘ٛ٘ٝثيٖٚآِٛىٌیLBىٍٔلی٤ٔٛئیٗٞبیوٚز٘ٛنٍیٚٝ : 5-4ٙىُ

 ای طبیؼی سشخاسگلّ ٍ سیطِ هَئیيّای  استخشاد ضذُ اص سیطِ DNAکیفیت  4-4-1

 آٌبٍُ ٍیDNAٝٚ٘شبیغَّ اُ ٍیٚٝٔٛئیٗٞبیإشوَاعٙيٜ َٕهبٌٍُثَایٚ ٞبی٥جیٮیٌیبٜ

٘ٚبٖىاى یهسهثب٘يٍا ثٝ.(6-4ٙىُ)ٕ٘ٛ٘ٝسٍِیكٙيٜىٍَٞؿبٞه، سهثب٘ئٚبٞيٜٙيٜ

كَوزُیبىیٍٚیَّ٘ياDNAىِیٍُٕٙیٙی لٖٕزثبلایَّّ٘ٛٔی، ثٕٝٞیٗىِیُىٍ ٙشٝٚ

ِٞٓا لَاٌٍَفشٝإز. ٚػٛىىشَٚفٍُٛ RNAؿٙیٗإٕیَیوٝ٘ٚبٖىٞٙيٜ ٚDNAٜسوَیتٙي

ویفیزدبییٗ ٘ٚبٖىٞٙيٜ ثَٚیَّآٌبٍُ ٚػٛىإٕیَ ٘ٚي. إشوَاعٙيDNAٜثبٙي٘یِىیيٜ

إشوَاعٙيٜ،DNAٕذىشَٚفشٛٔشَیٚا١قٚ٘شبیغكبُٝاُایثب٘يٞب.ثَإبٓٚػٛىسهثبٙئی

ٔمياٍ٘ب٘ٛىٍاحٔٙبٕتثٛى.ىٍٍٚٗغّ٪زٕٙؼیثبإشفبىٜاُىٕشٍبPCRٜویفیزآٖثَایٚاوٙ٘

وّیٝٙي.ىٌٍیَیا٘ياDNAُٜ٘ب٘ٛٔشَثَایثٍَٕیویفیز260ٚ280ٞبیػٌةٍ٘ٛى٥ٍَٛٔٛع

.يثيٕزآ2ٔسب8/1ٞبیٍٔٛى٦ٔبِٮٝایٖٗ٘جزثیٕٗ٘ٛ٘ٝ
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1.ؿبٞهَٕهبٌٍُٔٛئیٗٞبیّ٘ٛٔیإشوَاعٙيٜاٍُیٚٝ DNA :اِىشَٚفٍَُّٛیهىٍٝيآٌب6ٍُ-4ٙىُ

ٚؿبٞه A13. A4. 9402. ATCC15834. LBAیٞبثٝسَسیتوّٖٕٛٛی5ٝسب2٘ٚبٍَ٘یهویّٛثبُ.ؿبٞه

ٍی٥ٝٚجیٮی6

 هیطًَ DNAهشاص بشای  ای پلی سط ٍاکٌص صًزیشُتَ rolBبشسسی ٍرَد طى  4-4-3

 استخشاد ضذُ سشخاسگل

آغبٌَُٞبیاهشٞبٝیٔٛئیٗٞبیسَاٍیوشیٍیٚٝییيسأ اُ إشفبىٜ َٕهبٌٍُثب اrolBٌُّٖیبٜ ٚ

،(وٙشََٔظجز)ٚدلإٕیيثبوشَیٔٛئیٗٞبیٍیٍٚٝٝ٘ٝٛرٌَفز.ثَایَٞیهاPCRُٕٛ٘سىٙیه

ٚآٙىبٍٕبُیثب٘يٞبكPCRٍٛ٢٘شبیغكبُٝاُسفىیهٔلٞٛلارٚاوٙ٘یي.سهثب٘ئٚبٞيٌَٜى

ّٖrolB ا٘ش٪بٍ ٍٔٛى ل٦ٮٝ سىظیَ (bp430(َّٕٛ ّْٛ٘ ٔٛئیٗٞبیٞبیٍیٚٝىٍ ٕ٘ٛى.سأٍا ییي

 (.7-4ٙىُ)
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آٌَٚثبوشَیٍْٛایِِّٚ٘ثٍَٚیَّیهrolB(ا430bpُّٖ)ل٦ٮPCRٝ:اٍِٛاِىشَٚفٍُٛٔلٞٛلار7-4ٙىُ

،ATCC15834كبُٝا5ُسب2ٞبیؿبٞهثٝسَسیتأُٛئیٍٗیٚٝٞبیوّٖٛویّٛثبُی.1٘ٚبٍَ٘.ٕبیِىٍٝيآٌبٍُ

LBA9402،A4ٚA13ٍٚی٥ٝٚجیٮیٌیبٜ(.)وٙشََٔٙفیؿبٞه7وٙشََٔظجز.6ؿبٞه

 لیهطالؼات هَلکَ 4-3

ٞبیدیبٍْٕبٖىٍ،٘م٘ایِٗٔٛىَٛیيٞبآِىبِٛئىٍثیٕٛٙشِیٖشٍٛٞباِثبسٛػٝثٝاطَارٔلَویثَهی

ٍٔٛىسٛػٝلَاٌٍَفشٝإز.ثَایٗإبٓ،إیيٙیىٍٛیهٞبیٖٔیَافِای٘اِمبء٦ٕقٍٚ٘ٛٙزّٖ

ثباِیٖشٍٛٞبیػٟزثٍَٕیسغییَارثیبٖىٌٍیبَٜٕهبٌٍُسیٕبٍٙيPAL،4CLٚC4Hٜٞبیّٖ

ٕب٭زثٮياُا٭ٕبَسیٕبٍىٍٔمبیٖٝثبٌیبٜٙبٞيثب72ىٍُٔبٖإیيٕبِٖیّیهٔشیُػبٕٕٛ٘برٚ

ٍٔٛىاٍُیبثیلَاٌٍَفشٙي. qRT-PCRإشفبىٜاُسىٙیه

 RNAبشسسی کیفیت ٍ کویت  4-3-1

ٜٙي.١ٚٛفىٚإشفبىىٍٝي2إشوَاعٙيٜاَُّاِىشَٚفRNAٍُٛثَایا٥ٕیٙبٖاُویفیزهٛة

 َٔث٣ٛثٝ ویفیزهٛةىٍٝي2ٍٚیs rRNA18ٚs rRNA28َّثب٘ي RNA٘ٚبٖىٞٙيٜ

إشوَاعٙيٜثبىٕشٍبٜ٘ب٘ٛىٍاحىٍكيٚىRNAؿٙیٗغّ٪ز.ٞٓ(8-4ٙىُ)ثٛىإشوَاعٙيٜ

280٘ب٘ٛٔشَث260َٝٛٔٛع.ٖ٘جزػٌةٍ٘ٛی٥ثٝىٕزآٔئیىَِٚیشَ٘بٌَْ٘ٛى300ٍاِی100
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ث260ٝؿٙیٗ٘ب٘ٛٔشَٚٞٓ ٘ب٘ٛٔشَ ٭يْآِٛىٌی٘ب٘ٛٔشَ٘ٚب230ٖثٝ إشوَاػیثٛىRNAىٞٙيٜ

(.8-4ٙىُ)



سٮییٗویفیزٚوٕیزة:ىٍٝي.2ثٍَٚیَّآٌبRNAٍُٞبیسٮياىیإُ٘ٛ٘ٝاٍِٛیاِىشَٚفٍُٛ:8-4ٙىُ

RNAإشوَاػیس٤ٕٛىٕشٍبٜ٘ب٘ٛىٍاح

 PCR  ٍq RT-PCRّای  ٍاکٌص 4-6

ثَایا٥ٕیٙبٖاُوبٍوَىاهشٞبٝیآغبٌَُٞبی٥َاكیٙيٜٚسٮییٗثٟشَیٗىٔبیاسٞبَایٗآغبٌَُٞب

 (.9-4ٙىُ)ا٘ؼبْٙيPCRٚاوٙ٘ثٍٝٙشٝاٍِٛ،



ثٝسَسیت5سب2ؿبٞهاُاهشٞبٝیثبدَایَٕٞبیPCRٚاوٙ٘اٍِٛیاِىشَٚفٍُٛٔلَٞٛ:9-4ٙىُ

bp100٘ٚبٍَ٘، GAPDH ،4CL،PAL ،C4Hٞبیّٖ
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ٕ٘ٛىاٍثَٟٜدَایَٕٞبٚسٟیcDNAٝیٕ٘ٛ٘ٝاُغّ٪زٔوشّف4ثَایثٝىٕزآٍٚىٖثَٟٜدَایَٕٞب

 .ٍٕٓٙي

 ّابیاى طىبشسسی  4-9

 PCRبشسسی هٌحٌی رٍب هحصَلات  4-9-1

ثٝىِیُایٙىٝفم٤یهدیه٘ٚبٖىاى، qRT- PCRٞبىٍٚاوٕٙ٘٘ٛىأٍَث٣ٛثٝٔٙلٙیًٚةّٖ

ىٍایٗثٍَٕی٘ٚبٖاُ٭يْآِٛىٌی)٭ّٕىَىاهشٞبٝیدَایَٕٞبی٥َاكیٙيٜ(ىٍایٗٚاوٙ٘ثٛى.

ىٔبییاسٞب ٔليٚىٜ ىٍ ىٔبیىٔبیًٚةآغبٌَُٞب سب ٌَاىٍٔٛىثٍَٕیىٍػٕٝب٘شی95َآغبٌَُٞب

ىٍفبُٞبیPALٚ4CLٚC4HٞبیGAPDHّٖٚلَاٌٍَفزوٝثٍَٕیٞبیٕ٘ٛىاٍٞبیَّٖٔػ٬

 Error! Reference source not)ثبٙئوشّفٕ٘ٛىاٍىٔبیًٚةاُویفیزٔٙبٕجیثَهٍٛىأٍی

found..)



 .)ٔلٍٛافمی4CL.ى:C4H.ع:PAL.ة:GAPDH:ٕ٘ٛىأٍٙلٙیًٚةّٖاِف:10-4ٙىُ

 (df/dt،ٔلٍٛ٭ٕٛىیCىٔب
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 بْشُ ٍسی پشایوشّا4-9-3

ٚاوٙ٘ ىٍ دَایَٕٞب ٭ّٕىَى اُ ا٥ٕیٙبٖ ٍٝٛرReal Time PCRثَای ثٝ ػفزدَایَٕ َٞ ثَٟٜ

-ثٍَٟٜٚیّٖ٘شبیغسٞبٚیَػفزدَایٍَٕٕٓٙي.ػياٌب٘ٝٔلبٕجٝٙيٕٚ٘ٛىاٍإشب٘ياٍى٭ّٕىَىَٞ

(.11-4ٙىُُیَآٔبىٜإز)ىGAPDHٚ4CLٚC4Hٍٞبی

 


C4H.ى:4CL.ع:PALة:GAPDHٞبثٝسَسیتاِف:ٕ٘ٛىاٍثٍَٟٜٚیّٖ :11-4ٙىُ

 

 PCR  RealTime بشسسی دادُ ّای حاصل اص 4-8

 PALالگَی تظاّش طى  4-8-1

ىٞي٘ٚبٖٔیٍاسیٕبٍإیيٕبِٖیّیها٭ٕبَٕب٭زثٮيا72ُىٍ ٦ٕmRNAّٖPALقٍٚ٘ٛٙز

ٔیىَٚٔٛلاٍى٦ٍٕقاكشٕبَیهىٍٝئٮٙیىاٍثٛىٜٚثیب125ٚ500ٖٞبیوٝثیبّٖٖىٍغّ٪ز



 

65 



-ٔیِاٖثیبٖىٍغّ٪زٮٙیىاٍ٘ٚيٜإز.َٚٔٛلأٍٔیى250ىٍٝيىٍغّ٪ز1ّٖى٦ٍٕقاكشٕبَ

 .(12-4ٙىُ)ثبٙئی06/6،28/3ٚ29/7ٔیىَٚٔٛلاٍثٝسَسیت500،250،125ٞبی

ٔیىَٚٔٛلأٍشیُػبٕٕٛ٘بر200(٘ٚبٖىاىغّ٪زct^2ثٍَٕیٍٚ٘يسغییَارثیبّٖٖثبفََٔٛ)

ٔیىَٚٔٛلا100ٚ50ٍٖ٘جزثٕٝ٘ٛ٘ٝٞبیسیٕبٍٙيٜثبPALثیبّٖٖثیٚشَیٗسبطیٍَاىٍافِای٘

.إزٞبیٔوشّفٔشفبٚرٙٛىٍٚ٘يثیبٖایّٖٗىٍغّ٪زىاٍى.ٕٞبٍ٘ٛ٘ٝوٝىٍٙىُٔٚبٞئی

 (.13-4ٙىُ)ثبٙئی98/11،8/1ٚ92/2ثٝسَسیت200،100،50ٞبیٔیِاٖثیبٖىٍغّ٪ز



125،250ٚ500ٞبیىٍغّ٪زإیيٕبِٖیّیهىٍك٢ٍٛٔلَن PAL سغییَارثیبّٖٖ:12-4ٙىُ

ىٍٝيٚ٭ئْٮٙیىاٍیٍا٘ٚب5ٖىٍٝي،1ثٝسَسیتٔٮٙیىاٍیى٦ٍٕقاكشٕب،ٚnsَ٭لایٓٔیىَٚٔٛلاٍ

ىٞي.ٔی
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50،100ٚ200ٞبیىٍك٢ٍٛٔلَنٔشیُػبٕٕٛ٘برىٍغّ٪ز PAL سغییَارثیبّٖٖ.:13-4ٙىُ

ىٍٝيٚ٭ئْٮٙیىاٍیٍا٘ٚب5ٖىٍٝي،1ثٝسَسیتٔٮٙیىاٍیى٦ٍٕقاكشٕب،ٚnsَ٭لایٓ.ٔیىَٚٔٛلاٍ

 ىٞي.ٔی

 4CLبیاى طى الگَی  4-7

ٔیىَٚٔٛلاٍثبلاسَیٗثیبٍّٖٖا٘ٚب125ٖىٍغّ٪ز ىٍسیٕبٍثبإیيٕبِٖیّیهٍٚ٘يثیبٖایّٖٗ

ٙئٜٮٙیىاٍىٍٝي1ٔیىَٚٔٛلاٍى٦ٍٕقاكشٕب125َىٞيثٍٝٝٛسیوٝثیبّٖٖىٍغّ٪زٔی

250ٙيٚىٍغّ٪زٔٮٙیىاٍىٍٝي5ٔیىَٚٔٛلاٍثیبّٖٖى٦ٍٕقاكشٕب500َإز.ىٍغّ٪ز

-بّٖٖایّٖٗىٍسیٕبٍثبإیيٕبِٖیّیهىٍغّ٪زثییٔٚبٞيٜ٘ٚي.ٔٮٙیىأٍیىَٚٔٛلاٍسفبٚر

.(14-4ٙىُ)ثبٙئی43/4،63/2ٚ8/10ثٝسَسیت500،250،125ٞبی
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125،250ٚ500ٞبیىٍغّ٪زإیيٕبِٖیّیهىٍك٢ٍٛٔلَن 4CL :سغییَارثیب14ّٖٖ-4ٙىُ

ىٍٝيٚ٭ئْٮٙیىاٍیٍا٘ٚب5ٖىٍٝي،1ثٝسَسیتٔٮٙیىاٍیى٦ٍٕقاكشٕب،ٚnsَ.٭لایَٓٚٔٛلأٍیى

 ىٞي.ٔی

ٚٔیىَٚٔٛلا200ٍٞبیىٍغّ٪زا٭ٕبَسیٕبٍثبٔشیُػبٕٕٛ٘برثٮيا4CLٍُٚ٘يس٪بَٞثیبّٖٖ

50 ثب ٔیىَٚٔٛلاٍ سفبٚر100سیٕبٍ غّ٪ز.ىٞيی٘ٚبٖٔیٔٮٙیىأٍیىَٚٔٛلاٍ ث٥ٍٝٛیوٝىٍ

ىٍٝي5ٔٮٙیىأٍیىَٚٔٛلاٍى٦ٍٕق50ىٍٝيٚىٍغّ٪ز1ٔیىَٚٔٛلاٍى٦ٍٕقاكشٕب200َ

ثٍَٕیٔیىَٚٔٛلاٍسفبٚرٔٮٙیىاٍیثبٕ٘ٛ٘ٝٙبٞئٚبٞيٜ٘ٚي.100ٙيِٚیىٍغّ٪زٔٮٙیىاٍ

،200،100ٞبیىٍغّ٪زىٍٔلَنٔشیُػبٕٕٛ٘برٔیِاٖثیبّٖٖ(ct^2)ثیبّٖٖثبفََٔٛ

.(15-4ٙىُ)ىٍٝي٘ٚبٖىاى5اهشلافٔٮٙیىاٍیٍاى٦ٍٕق63/7،14/2ٚ8ثٝسَسیت50
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125،250ٚ500ٞبیىٍك٢ٍٛٔلَنٔشیُػبٕٕٛ٘برىٍغّ٪ز 4CLسغییَارثیبّٖٖ :15-4ٙىُ

ىٍٝيٚ٭ئْٮٙیىاٍیٍا٘ٚب5ٖىٍٝي،1ثٝسَسیتٔٮٙیىاٍیى٦ٍٕقاكشٕب،ٚnsَ٭لایٓ.ٔیىَٚٔٛلاٍ

 ىٞي.ٔی

 C4Hالگَی بیاى طى  4-11

 غّ٪ز ىاى ٘ٚبٖ ٙيٜ سیٕبٍ إیيٕبِٖیّیه ثب وٝ كبِی ىٍ ّٖ ایٗ ثیبٖ سغییَار 250ثٍَٕی

1ى٦ٍٕقاكشٕبC4Hَ ّٖ ٔیِاٖثیبٖٔیىَٚٔٛلاٍثبلاسَیٗثیبٍٖأٛػتٙيٜإز.ىٍایٗغّ٪ز

یٖ٘جزثٝٔٮٙیىأٍیىَٚٔٛلاٍسفبٚر125ٚ500ٞبیٙيٜىٍكبِیوٝىٍغّ٪زٔٮٙیىاٍىٍٝي

،21/1ثٝسَسیت500،250،125ٞبیٕ٘ٛ٘ٝٙبٞئٚبٞيٜ٘ٚيٜإز.ٔیِاٖثیبٖایّٖٗىٍغّ٪ز

.(16-4ٙىُ)ثبٙئی6/3ٚ51/1
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50،100ٚ200ٞبیىٍك٢ٍٛٔلَنٔشیُػبٕٕٛ٘برىٍغّ٪ز C4H :سغییَارثیب16ّٖٖ-4ٙىُ

ىٍٝيٚ٭ئْٮٙیىاٍیٍا٘ٚب5ٖىٍٝي،1ثٝسَسیتٔٮٙیىاٍیى٦ٍٕقاكشٕب،ٚnsَ.٭لایٓٔیىَٚٔٛلاٍ

 ىٞي.ٔی

50ٔیىَٚٔٛلا200ٍٚٞبیثٮياُا٭ٕبَسیٕبٍثبٔشیُػبٕٕٛ٘برىٍغّ٪زC4H َثیبٍّٖٖٚ٘يس٪بٞ

ث٥ٍٝٛیوٝىٍغّ٪زی٘ٚبٖٔیٔٮٙیىأٍیىَٚٔٛلاٍسفبٚر100ٔیىَٚٔٛلاٍثبسیٕبٍ 200ىٞي.

ٔٮٙیىٍٝي1ٔٮٙیىأٍیىَٚٔٛلاٍى٦ٍٕق50ىٍٝيٚىٍغّ٪ز5ٔیىَٚٔٛلاٍى٦ٍٕقاكشٕبَ

ٔیىَٚٔٛلاٍسفبٚرٔٮٙیىاٍیثبٕ٘ٛ٘ٝٙبٞئٚبٞيٜ٘ٚي.ٍٚ٘يس٪ب100َّٖٞٙيِٚیىٍغّ٪زىاٍ

C4Hٍ29/7ٕٚ٘ٛ٘ٝٙبٞيثٝسَسیت200،100،50ىٍسیٕبٍثبٔشیُػبٕٕٛ٘برٔیِاٖثیبّٖٖى،

(.17-4ٙىُ)ٙٛىٔیىَٚٔٛلاٍىیئٜی200ثبٙي.ثبلاسَیٗٔیِاٖثیبٖىٍغّ٪زٔی36/3ٚ72/6
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125،250ٚ500ٞبیىٍك٢ٍٛٔلَنٔشیُػبٕٕٛ٘برىٍغّ٪ز C4H سغییَارثیبّٖٖ  :17-4ٙىُ

ٍیٍا٘ٚبٖىٍٝيٚ٭ئْٮٙیىا5ىٍٝي،1ثٝسَسیتٔٮٙیىاٍیى٦ٍٕقاكشٕب،ٚnsَ.٭لایٓٔیىَٚٔٛلاٍ

ىٞي.ٔی

سٛا٘يثب٭ضسغییَىٍٕبهشبٍِّٕٛیٚاهشلاَىٍ٭ّٕىَىفیِیِّٛٛیهٌیبٞبٖٞبیثَُٖٚأیٔلَن

سلزسیٕبٍٔشیُػبٕٕٛ٘برPAL،4CLٚC4Hٚٞبیایٗدْٚٞ٘ثٝٔٙ٪٦ٍٔٛبِٮٝثیبّٖٖٙٛى.

ٛػٝثٝ٘شبیغایٗآُٔبی٘بسي.ثٌیبٜىاٍٚییَٕهبٌٍُا٘ؼبْٙٔٛئیٗٞبیإیيٕبِٖیّیهىٍٍیٚٝ

ٔیىَٚٔٛلاٍثبلاسَیٗثیبٍّٖٖا125ىٍسیٕبٍثبإیيٕبِٖیّیهىٍغّ٪زPAL ٚ4CLثیبٖىّٖٚ

ثبلاسَیٗثیبٍّٖٖاإیيٕبِٖیّیهٔیىَٚٔٛلا250ٍغّ٪زC4H٘ٚبٖىاى٘يىٍكبِیوٝىٍّٖ

 ٞبی ٍیٚٝ سیٕبٍ ىٍ ىاى. ٔٛئیٗ٘ٚبٖ ٍٖٛٔٛٞ ثب َٕهبٌٍُ غّ٪ز ىٍ ػبٕٕٛ٘بر 200ٔشیُ

ٙٛى.ٔیىَٚٔٛلاٍثبلاسَیٗثیبٍّٖٖاىٍَّٕٖٞٝٔٛػتٔی

( ٍیلبٖ ىاٍٚیی ٌیبٜ .Ocimum basilicum Lىٍ غّ٪ز سبطیَ ػبٕٕٛ٘بر1/0( ٔشیُ ٔٛلاٍ ٔیّی

ثیبٖایC4Hٗثیٚشَیٗسبطیٍَاىٍافِای٘ٔیِاٖثیبّٖٖ ٔیّیٔٛلا1/0ٍّٖدٔاُسیٕبٍىاٙز.

سیٕبٍٔیّیٔٛلا5/0ٍٚافِای٘یبفشٝث٥ٍٝٛیوٝىٍایٗغّ٪زٖ٘جزثٝغّ٪زیُػبٕٕٛ٘برٔش

ىاٙشٙيC4Hٙبٞيثیٚشَیٗافِای٘ثیبٖىٍّٖ ٍا ٔیِاٖفٮبِیزّٖ(.2016)كٖٙیٕٚٞىبٍاٖ،
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PALٚC4Hٍٕٝ٘ٛ٘يٞبیثَيٌیبٜثَ٘غوٝثبٔشیُػبٕٕٛ٘برٚٔشیُٕبِٖیلارسیٕبٍٙيٜثٛى٘ى

ثC4Hٝىٍٝيٚفٮبِیزآِ٘ی1/80ٓثٝٔیِاPALٖا٘ياٌُٜیَیٙي.ىٍایٗدْٚٞ٘فٮبِیزآِ٘یٓ

ٙبٞئیّیٔٛلاٍٖ٘جزث05/0ٕٝ٘ٛ٘ٝرٞبیسیٕبٍٙيٜثبٔشیُػبٕٕٛ٘بىٍٝيىٍثَي67ٔیِاٖ

افِای٘ىاٙشٙي آ(.2007)ثبیٕٚٞىبٍاٖ، وٌٝبٕشبسیٕبٍیهٔیّیٔٛلأٍشیُػبٕٕٛ٘برىٌٍیبٜ

ٖ٘جزثPALٚ4CLٚC4Hٝ،افِای٘ٔٮٙیىاٍیىٍفٮبِیزآِ٘یٕٓب٭زا٫َُٚٙسیٕب24ٍثٮياُ

ٔیّیٔٛلأٍشیُػبٕٕٛ٘برٚسیٕبٍٙبٞيىٍٕٞیُٗٔبٌَٖىیيٚثٝسَسیتثب٭ضافِای0.1٘سیٕبٍ

.٘شبیغُٗٔبٖٙيىٍٝيیفٮبِیزایٗىٚآِ٘یٓىٍٔمبیٖٝثبسیٕبٍٙبٞيىٍٕٞی165ىٍٝيی30ٚ

ٚافِایPAL،4CLٚC4H٘ٞبیوٙئشیُػبٕٕٛ٘برثبسبطیَثَثیبّٖٖایٗدْٚٞ٘دیٟٚٙبىٔی

آِ٘یٓ فٮبِیز PALٞبی ٚ4CLُٔشی افِای٘ ٔٛػت اكشٕبلا دَٚدب٘ٛئیي فٙیُ ثیٕٛٙشِ ٖٔیَ ٚ

ٔشیُ(.2014اٖ،)فَىٕٚٞىبٍؿبٚیىَٛىٌٍیبٞبٖآٌبٕشبوٝىٍٕیٖشٓوٚزٞیيٍٚدٛ٘یهٌَىیي

ٔیّیٔٛلاٍثب٭ضافِای٘ٔشبثِٛیزطب٘ٛیٍُٝٔبٍیٙیهإیيٚثشبِیيٕٚذَٔیه1/0ػبٕٕٛ٘برثبغّ٪ز

)ایىٖیبٕٚٚٞىبٍاٖ،ىٌٍیبَٜٔیٌّٓیٙي4CL،C4H،PALٚTATٞبیإیيٚافِای٘ثیبّٖٖ

ٛلاٍىٍَٔكٌّّٝيٞیثَٔیّی1/0ٚ5/0ٔٔلَّٛدبٙیٔشیُػبٕٕٛ٘برثبٕٝغّ٪زٝفَ،(.2009

ثَىاٙزٕٚب٭زدٔأُلَّٛدبٙی0،24،48ٚ72ٞبیٍیلبٌٖٕٚ٘ٛ٘ٝیَیثٮياٍُٚیثَي

ّٖ ثیبٖ ٔیِاٖ CVOMTٞبی ٚC4Hّٖ ثیبٖ ٔیِاٖ ثیٚشَیٗ ىاى ٘ٚبٖ ٘شبیغ ٌَفز. ٍٝٛر

CVOMTىٍٍٔٛىّٖٕب٭زثٮيأُلَّٛدبٙیكبُٝٙي48ٚٔیّیٔٛلاٍُٚٔب5/0ٖىٍغّ٪ز

C4Hثبٙيٕب٭زثٮيأُلَّٛدبٙیٔی48ٔیّیٔٛلاٍُٚٔب1/0ٖثیٚشَیٗثیبَٖٔث٣ٛثٝغّ٪ز

س4CL٤ٕٛٞبیّٖٞبیػٮفَیىٌٍیبٜػٮفَیٚوٚزسٮّیمیَّٕٛ(.2016)كٖٙیٕٚٞىبٍاٖ،

ایٛی،-)الاٍىَىایٌِٗاٍٍٗاسبییيوا٘يوٝ٘شبیغآُٔبیٚبرٔبٞٓٔلَنٔشیُػبٕٕٛ٘براِمبٙيٜ

ٔیىَٚٔٛلأٍشیُػبٕٕٛ٘بردٔإُذَیٙي200ٖ٘شبیغسلمیككب١َ٘ٚبٖىاىوٝسیٕبٍ(.1996

ٖ٘جزثPAL،4CLٚC4Hٝٞبیٕب٭زا٫َُٚٙسیٕبٍ،ٔٙؼَثٝافِای٘ٔٮٙیىاٍفٮبِیزآِ٘ی72ٓ

سلزسیٕبٍ.Ocimum basilicum Lٌیبٜٔیىَٚٔٛلاٍٚسیٕبٍٙبٞيٕٞیُٗٔبٖٙي.100ٚ50سیٕبٍ
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ٔیّیٔٛلاٍلَاٌٍَفز1/0ٍٕٖٝٞٛٔٛٔشیُػبٕٕٛ٘بر،إیيٕبِٖیّیهٚإیيػبٕٕٛ٘یهثبغّ٪ز

ای،دیٌّ٘يٞیٌّٚيٞیٍٔٛىٕٙؼ٘لَاٌٍَفز.ىٍَٕٝٔكٍّٝٙيیٌیبٞـPALٝٚثیبّٖٖ

ٍٖٛٔٛٞ سیٕبٍ ثیٗ ّٖ ایٗ ثیبٖ ىاى ٘ٚبٖ إیيٕ٘شبیغ ػبٕٕٛ٘بر، ٔشیُ ٚٞبی بِٖیّیه

ٞبثب٭ضافِای٘ثیبّٖٖثٛىٚایٍٖٗٞٛٔٛٔٮٙیىاٍىٍٝي5إیيػبٕٕٛ٘یهٕٚ٘ٛ٘ٝٙبٞيى٦ٍٕق

PALٜا٘يٙي ٕٞىبٍاٖ، ٍٖٞٛٔٛ(.2015)٭جيهب٘یٚ اُ وشبٖٕفیيإشفبىٜ ىٍوٚزِّٕٛیٌیبٜ

ٌٌٙزPALٔشیُػبٕٕٛ٘برثب٭ضافِای٘ثیبّٖٖ 6ثٮياُ ا٭ٕبَسیٕبٍ ٔیِاٖٕب٭زاُ ٙيٚ

افِای٘یبفزدٛىٚفسِٛیي یّٛسٛوٖیٗ ٕٞىبٍاٖ، ٚ 2014)َٙیفی افِای٘(. ػبٕٕٛ٘برٕجت ٔشیُ

ٔشبثِٛیزفٮبِیزآِ٘یٓ ػّٕٝٞبیٖٔیَٕٙشِ اُ ٔیPALٞبیطب٘ٛیٝ آیبلاٌَىى ٕٞىبٍاٖ،-) ُاٚالاٚ

َثـٝٔیِاٖفٮبِیزایٗىٌٍیبٜسPALىٍثٍَٕیاطَسیٕبٍٔشیُػبٕٕٛ٘برثَفٮبِیزآِ٘یٓ(.2005

ٔشیُػبٕٕٛ٘بر48آِ٘یٓىٍ سیٕبٍىٞیثب ث٥ٍٝٛٔٮٙیىاٍیافِای1ٕ٘ب٭زثٮياُ ٔیّیٔٛلاٍ

ثٮياُسیٕبٍىٞیٌیبٜػٛافِای2014٘ػلاِذٍٕٛٚٞىبٍا٘٘ىٍٕبَ(.2006)ویٕٓٚٞىبٍاٖ،یبفز

آِ٘یٓ ٌِاٍٗوَى٘يPALثیبٖىٍ ٍا دَاوٖیياُ ٚٞ ٚ )ػلاِذٍٛ دْٚٞٚیىیٍَ(.2014ٕىبٍاٖ، ىٍ

ٞبیٔٛطَىٍٖٔیَثیٕٛٙشِیثبٔشیُػبٕٕٛ٘بر٘مٟٕ٘ٔیىٍاِمبثیبّٖٖسیٕبٌٍیبٜآٍاثیيٚدٖیٔ

ىاٙز ػبٕٕٛ٘بر (.2007)ٚإشٕبن، وٝ ٥ٍٛی ٦ٕقثٝ ػبٕٕٛ٘بر، ٔشیُ سیٕبٍ ا٭ٕبَ اُ ثٮي

mRNAػبٕٕف ثیٕٛٙشِی ٖٔیَ سٙ٪یٓ ىٍ ٔٛطَ ٍٚ٘ٛیٖی إزبوشٍٛٞبی افِای٘یبفشٝ ٘یِ ٛ٘بر

سٛاٖایٍٙٛ٘ٝإشٙجب٣وَىٕیٖشٓثبُهٍٛیٔظجشیوٝىٍىٍٔؼ٫ٕٛٔی(.2008)دبیِِٕٛٚٚٞىبٍاٖ،

آٖٖٔیَثیٕٛٙشِیػبٕٕٛ٘برٚىٍدیٞبیّٖاىأٝسیٕبٍثبٔشیُػبٕٕٛ٘برثٝافِای٦ٕ٘قثیبٖ

فٮبَٛىٔیٙافِای٘اكشٕبِیٔیِاٖػبٕٕٛ٘برىاهُِّٕٛیٔٙشٟیٔی ٕبُیسٛا٘يٕٟٟٕٓٔیىٍ

ٞبیطب٘ٛیٝىاٙشٝثبٙيٚثٝایٗسَسیتثب٭ضفبوشٍٛٞبیٍٚ٘ٛیٖیىٌٍیَىٍٖٔیَثیٕٛٙشِیٔشبثِٛیز

ٞبٙٛى.ٞبیٖٔیَثیٕٛٙشِیٚٔیِاٖایٗٔشبثِٛیزافِایِٕ٘ٞٔب٦ٕٖقٍٚ٘ٛٙزّٖ
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 HPLCًتایذ  4-11

ٍیٚٝ ٙیىٍٛیهإیي ٔمياٍ َٕهبٍٔٛئیٗٞبی غّ٪ز ثب ػبٕٕٛ٘بر ٔشیُ ثب ٙيٜ سیٕبٍ ٌُ200

ٍیٚٝ ٚ غّ٪زٔٛئیٗٞبیٔیىَٚٔٛلاٍ إیيٕبِٖیّهثب  ثب ا٘يى250ٍوٝ ٙيٜ سیٕبٍ ٔیىَٚٔٛلاٍ

ٍٔٛىٕٙؼHPLCٍ٘ٚی٥ٝٚجیٮیٌیبَٜٕهبٌٍُثبىٕشٍبٜٔٛئیٗٔمبیٖٝثبٕ٘ٛ٘ٝوٙشٍََیٚٝ

ٙیىٍٛیهسِٛیيٕبِٖیّیهثب٭ضوبٞ٘إیيىَٚٔٛلأٍی250٘شبیغ٘ٚبٖىاىثبوبٍثَىلَاٌٍَفز.

غّ٪زإیي اُ إشفبىٜ ٔشیُػبٕٕٛ٘برثب٭ضافِای٘ٔیِاٖٙیىٍٛیهٔیىَٚٔٛلا200ٌٍَىیيٚ

یٗٙبٞيٙيثبایٗكبَایٗافِای٘ٔٮٙیىاٍ٘جٛى.ٍیٚٝٔٛئایٗٔیِاٖىٍإیيٖ٘جزثٝ
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ِیشَ)اِف(،ٌَْىٍٔیّییّیٔثبغّ٪زیهإیئَث٣ٛثٕٝ٘ٛ٘ٝإشب٘ياٍىٙیىٍٛیهHPLCٕ٘بیٝ::18-4ٙىُ

ٔیىَٚٔٛلاٍإیيٕبِٖیّیه)ر(،250سیٕبٍٙيٜثبغّ٪زٔٛئیٌٗیبٜ)ح(،ٍیٚٝٔٛئیٍٗی٥ٝٚجیٮیٌیبٜ)ة(،ٍیٚٝ

 (.ٔیىَٚٔٛلأٍشیُػبٕٕٛ٘بر)ص200سیٕبٍٙيٜثبغّ٪زٔٛئیٍٗیٚٝ

 ًتیزِ گیشی کلی

لبىٍثٝاِمبیٍیٚٝٔٛئیٗىٌٍیبَٜٕهبATCC15834،A13،LBA9402ٚA4ٌٍُٕٛی4َٝٞ

ثٛى٘ي.

 ٝٔیِاٖسِٛیيٍیٚٝٔٛئیٗىٍٕٛیA13(69ٖٝ٘جزثٕٝبیَٕٛی)ٞبثبلاسَثٛى.ٍٝي 

 ّٖٖٞبیافِای٘ثیبPALٚ4CLهٔیىَٚٔٛلاٍإیيٕبِٖیّی125ٚ500ٞبیىٍغّ٪ز

ٔیىَٚٔٛلاٍإیيٕبِٖیّیه250ىٍغّ٪زC4Hٖ٘جزثٝٙبٞيٚافِای٘ٔیِاٖثیبّٖٖ

 ٖ٘جزثٝٙبٞي

 ّٖٖٞبیافِای٘ثیبPALٚC4Hافِای٘ٔیىَٚٔٛلأٍشیُػبٕٕٛ٘بر200ٚىٍغّ٪ز

 ٔیىَٚٔٛلأٍشیُػبٕٕٛ٘برٖ٘جزثٝٙبٞي50ٚ200ٞبیىٍغّ٪ز4CLٔیِاٖثیبّٖٖ
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 ٙیىٍٛیهإیيىٍٍیٚٝٔٛئیٖٗ٘جزثٍٝی٥ٝٚجیٮیافِای٘٘ٚبٖىاى.ٔیِاٖسِٛیي

 ٞبیٔیىَٚٔٛلأٍشیُػبٕٕٛ٘برثب٭ضافِای٘ٔیِاٖٙیىٍٛیهإیيىٍٍی200ٝٚغّ٪ز

ٔٛئیٗٙيٜإز.

 ٞبیٔیىَٚٔٛلاٍإیيٕبِٖیّیهسبطیَیثَٔیِاٖسِٛیيٙیىٍٛیهإیيٍی250ٝٚغّ٪ز

ا٘ي.ٔٛئیٗ٘ياٙشٝ

 :پیطٌْادات

 ٍّٖٚ٘ٛٙز ثیٕٛٙشِیٙیىٍٛیهىیٍَٞبیثٍَٕیٔیِاٖ ٖٔیَ إیي ثَٖٚىٍ ُاىوبٍثَى

 ٕبِٖیّیهٚٔشیُػبٕٕٛ٘برإیيٞبیٔلَن

 ّٖیٞبثٍَٕیٔیِاٍٖٚ٘ٛٙزPAL ،C4H  4وCL ٍٔلَنٞبیىیٍَثیَٚ٘یوبٍثَىى

 ّٖٞبیٔشفبٚرثٮياُا٭ٕبَسیٕبٍثٍَٕیٙيٜىٍُٔبٖٞبیثٍَٕیٔیِاٍٖٚ٘ٛٙز 

 ٌٍَیبَٜٕهبٌٍُا٘ياٌُٜیَیٙٛىٔٛئیٗٞبیٛیٝٔٛػٛىىٍٍیٚٝٞبیطب٘ٔشبثِٛیزىی.
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سبطیَثٍَٕی.(3113) سَداگش،ى گٌزؼلی., بْشاهی پشٍاًِ., ابشیطوچی حشیا., ابشاّیوی
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rhizogenes.)"ّٝ5(1):23-30َّٕٛٚثبفزٔؼ& Tissue journal  Cell.

ٕٙبَىٍ(Echinaceae purpurea)َٕهبٌٍُٕبٌُبٍیٚوٚزثٍَٕی"(.3113) س ,اهیذبیگی
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University of Technology.241.

فّٞٙبٍٔٝٚیىَىٞبی".HPLCایوَٚٔبسٌَٛافیاَٝٛ٭ٕٛٔیٍٚٗسؼِیٝ" (.3119س ) ،صباؽ صادُ
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ٚثیٛٔبٓسِٛیيثَٛاىٞیَٕٞ٭زٚایٙٛوّْٛٔمياٍاطَارثٍَٕی"(. 3116) ع سضیذی، .ا, الله فتح

ثیٍٛاوشٍٛىٍ.(Echinacea purpurea L)َٕهبٌٌٍُیبٜٔٛئیٗٞبیٍیٚٝوٚزىٍٙیىٍٛیهإیي

(.3)32ایَأٖٮ٦َٚىاٍٚییٌیبٞبٖسلمیمبر".ىاٍكجبةٕشٖٛ

آُاىىاٍ٘ٚبٜا٘شٚبٍار".ٞبآٖاطَارٙٙبهزٚثٍَٕیٔٮ٦َٚىاٍٚییٌیبٞبٖ"(.1288) قاسوی،ع

.193-187ٝفلبر:اَٚؿبحىا٘٘،ٕبٔبَٖٟٙوَى،ٚاكيإلأی

ٍٚٙيیهٞٛٝیبرثَهیوَّٚفیُ،ثَٕبِیٖیّیهإیياطَ"(.3113) ع هذسع،. ث کطاٍسص،

.161-178(:4)7ٍُا٭یٌیبٞبٖسِٛیئؼّٝ".وِّاٍلٓىٚ٭ّٕىَى
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Abstract 

Echinacea purpurea L. is a herbaceous and perennial herb belongs to the Asteraceae 

family. The roots contain important drug compounds such as alkaloids,chlorogenic acid 

and chicory acid. In many plants, in vitro hairy roots culture is an effective way to 

produce secondary metabolites.The hairy roots formation in plants is the result of a 

plant disease that is caused by Agrobacterium rhizogenesis. When the bacterium infects 

the plant, the T-DNA, which is located between the TR and TL portions of the 

bacterium in the plasmid Ri, is transferred to the plant and placed in the nuclear genome 

of the host plant. In this study, leaves of leaf and hypocotyl extract from inoculum 

seedlings from 20 to 30 days of seedling Echinacea purpurea were inoculated with 

Agrobacterium rhizogenesis in vitro conditions of LAB 9402, A4, A13 and 

ATCC15834 strains. Hairy roots appeared 2 to 3 weeks after infection. The bacteria 

were removed by transferring the explants into the MS medium of 2.1 with antibiotic 

cefotaxime. In order to evaluate the expression of PAL, 4CL and C4H genes and 

measuring the amount of chicory acid in fennel plants, the SA and methyl jasmonate 

concentrations  and the samples were taken 72 hours after treatment. results showed 

increase in gene expression of PAL, C4H and 4CL was higher for treated samples 

compared to control. The highest amount of chicory acid was obtained when the 

concentration of 250 μM of acetic acid and 200 μM of methyl jasmonate was used 

separately. So that the application of methyl jsmonate at a concentration of 200 μm in 

comparison with the concentrations of 100, 50 and the control sample increased the 

expression of all three genes .  But the salicylic acid stimulant up to 250 μm resulted in 

increased expression of the three genes and the application of higher concentrations 

(500 μM) reduced the expression of genes The amount of Cichoric acid in a 

concentration of 250 μM of SA and 200 μM of methyl jasmonate was measured . 

Key words: Hairy root, Agrobacterium rhizogenesis, expression of gene PAL, 4CL, 

C4H, salicylic acid, methyl jasmonate, Echinacea purpurea L. 

 

 

 

 



88 

 

 

 

Shahrood University Of Technology 

Faculty of Agriculture 

M.Sc. Thesis in Agricultural Biotechnology 

 

 

Analysis of Cichoric acid production and expression patterns of PAL gene 

in induced Echinacea purpurea hairy roots 

 

By: Elham Karabi 

 

 

Superviser: 

Dr.Sh.Gharanjik 

Dr.M.R.Vaezi.Kakhki 

 

 

 

 

 

September 2017 

 


