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 چکیده

در گیاهان است.  پروتئینهای دوتایی روش سریعی برای تولید ناقل ابافت برگ بدر بیان موقت 

از آنها برای توان  شوند. به همین دلیل میهای رونویسی باعث تغییر بیان همزمان چند ژن می عامل

شوند،  وسازگر )متابولیت(های ثانویه که با چند ژن کنترل می اصلاح صفات کمی مانند سوخت

 بومی آسیا و به احتمال بسیار زیاد چین است ه،سال گیاهی یک Artemisia annuaاستفاده کرد. گیاه 

نین را که ترپن آرتمیزیهای دارویی یعنی ترکیب سسکوییوسازگر ترین سوخت و یکی از مهم

 تأثیربرای بررسی میزان کند. دارای خواص ضدمالاریایی و ضدسرطانی بالایی است تولید می

و دو  WRKYمختلف مورد بررسی )سه عامل رونویسی متعلق به خانوادة  رونویسی های عامل

های ژن میزان بیان روی OPR3 و DBR2های  آنزیم ( وMYBعامل رونویسی متعلق به خانوادة 

، از روش بیان سازگرهای حدواسط و و تولید سوخت آرتمیزینین (بیوسنتز) ساخت زیست مسیر

های مختلف ژن )آگرواینفیلتریشن( استفاده شد.با اعمال نفوذپذیری تدریجی آگروباکتریوم موقت 

همسانه )کلون( و   pJET1.2استخراج و در آغاز در ناقل  A. annuaمورد بررسی از برگ گیاه 

های دو کموتایپ  شده و در برگ سازیهمسانه pEAQ-HTامل بیانی ویروسی گاه در ح آن

(chemotype وحشی ایران و آنامد )(anamed) ةنتایج تجزیصورت موقت بیان شدند. به 

نشان داد که  GC-MSبا استفاده از دستگاه  ساخت آرتمیزینین ی مسیر زیستهاوسازگر سوخت

در  DHAAو  AA وسازگر سوختمی در تولید دو نقش مه بررسیرونویسی مورد  های عامل

های رونویسی  دهد که عاملشده نسبت به کنترل داشتند. این نتایج نشان می یلترهگیاهان آگرواینف

 ساخت آرتمیزینین هستند. های دخیل در زیستبالا قادر به تنظیم رونویسی ژن

 

 .GC-MS رونویسی، های عامل بیان موقت، آرتمیزینین، های کلیدی:واژه

 

 مقدمه

دومین بیماری عفونی  HIVمالاریا پس از بیماری ایدز یا 

میلیارد دلار  40شود. این بیماری سالانه مهم تلقی می

برای قارة آفریقا هزینه در پی دارد. هر ساله مالاریا حدود 
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میلیون نفر در سراسر جهان را آلوده کرده و باعث  300

شترشان کودکان میلیون نفر که بی 7/0تا  5/0مرگ 

 Artemisiaشود. در دو دهة گذشته گیاه هستند، می

annua  که یکی از اعضای قبیلةAnthemideae  از

آید، در حال تبدیل شمار می به Asteroideaeزیرخانوادة 

ترین گیاهان دارویی جهان است  شدن به یکی از متداول

(Bouwmeester et al., 2006; Wang et al., 2009 .)

است که  4ترپن لاکتونیزینین یک ترکیب سسکوییآرتمی

افزون بر لاکتون، دارای پل اندوپراکسیدی در ساختار 

های ثانویه وسازگر خود است که بسیار کم در سوخت

های فراوان نشان داده که این ویژگی  وجود دارد. بررسی

مهم ساختاری عامل فعالیت ضدمالاریا و ضدسرطانی این 

صورت کامل  ن ترکیب شیمیایی بهترکیب فعال است. ای

دلیل توسط محققان زیادی ساخته شده است. اما به

عملکرد پایین، پیچیدگی و هزینة بالا مقرون به صرفه 

ترین روش نیست. در واقع، استخراج آن از گیاه اقتصادی

های جانبی کمی روی  خواهد بود. آرتمیزینین اثرگذاری

های جنس یاخته تک انسان دارد و دارویی مؤثر علیه همة

Plasmodium  شاملVivax ،Falciparum  که دو گونه

عامل بیماری مالاریا در انسان هستند، خواهد بود 

(White et al., 2004ترکیب آرتمیزینین در کرک .) های

 A. annuaکه در سطوح هوایی گیاه  0حلقوی ترشحی

(.  Olsson et al., 2009شود )وجود دارند، تولید می

 ساخت آرتمیزینین در گیاه  ین مرحله در زیستنخست

A. annua ساز اولیة پیش 3حلقوی شدنFDP  به ترکیب

وسیلة آنزیم آمورفاداین سنتاز است. این واکنش به

های شود که یکی از آنزیمآمورفاداین سنتازکاتالیز می

آید  شمار می ساختی به کلیدی در این مسیر زیست

(Rashidi Monfared et al., 2011; Bouwmeester et 

al., 1999; Wallaart et al., 2009 در مرحلة بعد .)

 P450وسیلة آنزیم سیتوکروم ترکیب آمورفاداین به

هیدروکسیلاز، هیدروکسیله شده و ترکیب 

آورد. در وجود میرا به (AAOH)آرتمیزینیک الکل 

آرتمیزینیک الکل را اکسیده  CYP71AV1ادامه آنزیم 

کند. تبدیل می رکیب آرتمیزینیک آلدهیدکرده و به ت

                                                                               
1. Sesquiterpen lacton 

2. Glandular secretory trichomes 

3. Cyclization  

آلدهید ترکیب بسیار ناپایداری است و با  آرتمیزینیک

به  DBR2یک فرایند کاهشی توسط آنزیم 

تبدیل  (DHAAA)هیدروآرتمیزینک آلدهید  دای

 ALDH1شود و این ترکیب پس از آن توسط آنزیم  می

با یک فرایند اکسایشی به ترکیب بسیار مهم 

شود. در واقع این  ( تبدیل میAAاسید ) آرتمیزینیک

های  ساز اصلی آرتمیزینین است. بررسیترکیب پیش

مختلف نشان داده است که تبدیل ترکیب 

( به آرتمیزینین DHAAهیدروآرتمیزینیک اسید )  دای

 ;Lommen et al., 2006یک فرایند غیرآنزیمی است )

Teoh et al., 2009.) 

توانند  می CYP71AV1و  ALDH1البته هر دو آنزیم 

آرتمیزینیک اسید  ترکیب آرتمیزینیک آلدهید را به

رسد یکی از مراحل مهم در به نظر می تبدیل کنند.

 وسازگر سوختآرتمیزینین، تولید  ساخت زیست

 های بررسیزیرا  است، 6هیدروآرتمیزینیک اسید دای

مختلف نشان داده است همبستگی بالایی بین تولید 

زینیک اسید و آرتمیزینین وجود دارد. هیدروآرتمی دای

هیدروآرتمیزینیک  شواهد فراوانی وجود دارد که دای

آرتمیزینین است. در واقع  ساختساز اسید پیش

 دارند،هایی که آرتمیزینین بالا کموتایپ

های و کموتایپداشته هیدرآرتمیزینیک اسید بالا  دای

بالا  B دارای آرتنیون دارند،که آرتمیزینیک اسید بالا 

 ,.Covello et al., 2007; Teoh et al) نیز هستند

و  DBR2های در واقع علت آن رقابت ژن (.2009

ALDH1  باCYP71AV1  .به مسیر  با نگاهیاست

که ترکیب آرتمیزینیک  یابیم درمیی ساخت زیست

ی دو مادة (سوبسترابسترة )آلدهید 

 .هیدروآرتمیزینیک اسید و آرتمیزینیک اسید است دای

گیاهی در  5هایسازگر و سوختمهندسی راهبرد 

خاص،  وسازگر سوختسه محور افزایش میزان یک 

برای  4ناخواسته وسازگر سوختکاهش تولید یک 

موردنظر و تولید یک  وسازگر سوختافزایش 

. در استقابل بحث  ،جدید در گیاه وسازگر سوخت

های وسازگر سوخت اینکهدلیل حالت دوم در واقع به

                                                                               
4. Dihydroartemisinic acid 

5. Metabolic engineering 
6. Unwanted metabolite 
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ی ممکن است که ساخت زیستلف در یک مسیر مخت

که یک  هنگامیهای مشترکی باشند و  بسترهدارای 

تشکیل چندین ترکیب  بسترةخاص  وسازگر سوخت

های دیگر با کاهش فعالیت آنزیم دراصلمشخص باشد 

توان شانس کنند، میاستفاده می بسترهکه از این 

ه فراهم اولی بسترةافزایش  باتولید ترکیب موردنظر را 

 وسازگر سوختآورد. در حالت سوم ممکن است یک 

اش در گیاه میزبان آنزیم اختصاصی نبوددلیل خاص به

آن موجود باشد، در نتیجه  بسترةتولید نشود ولی 

 ;Capell et al., 2004کرد ) فراهمرا  توان تولید آن می

Iwase et al., 2009 .) 

روش سه  ،های بالاراهبردبرای اجرایی کردن 

های اختصاصی در گیاه میزبان، افزایش بیان ژن

های خاموشی برای کاهش بیان استفاده از روش

 رونویسی های عاملهای ناخواسته و در نهایت بیان  ژن

رونویسی  های عامل کاربرد برتریتوان عمل کرد. میرا 

توان همزمان بیان می آنهااین است که با افزایش بیان 

طور که داد. این روش همان چندین ژن را افزایش

اشاره شد برای اصلاح صفات کمی مانند تولید  پیشتر

زیادی ژن کنترل  شمار باهای ثانویه که وسازگر سوخت

زیرا با تغییر بیان یک  ،گشا باشدتواند راهشود، میمی

ژن خاص )عامل رونویسی( همانند اصلاح یک صفت 

که را زیادی ژن  شمارتوان بیان همزمان کیفی می

. در کردفراهم  ،رودمی آنهااحتمال همپوشانی فعالیت 

ی بیان ساخت زیستهایی که در یک مسیر واقع ژن

انتظار بر این است که کنترل تنظیمی  ،شوند می

را  آنهاتوان بیان می ،باشند در نتیجهداشته  همسانی

 ,.Wray et al) با کمک این روش بهبود نسبی بخشید

شامل  چندیهای فراینددر  MYBهای  ژن(. 2003

، قطبیت انتهایی یاخته، تمایز ای یاختهپیشرفت چرخة 

علامت ثانویه، انتقال  وساز سوختاندام، نمو گل و بذر، 

ها های دفاعی و تنشنور و هورمون و پاسخ (سیگنال)

 ;Kim et al., 2010; Yanhui et al., 2006) نقش دارند

Petroni et al., 2008.) نویسی رو های عامل WRKY 

های ثانویه وسازگر سوختکنترل میزان تولید  بانیز 

 در گیاهان بپردازند دتوانند به نقش حفاظتی خومی

(Borrone et al., 2007). 

روش  0های دوتاییناقل با بافت برگ 4بیان موقت

در در گیاهان است.  پروتئینسریعی برای تولید 

دادن  اخیر نشان داده شده است که قرارهای  سال

مربوط CPMV از ویروس 3UTRو  5UTRهای ناحیه

تواند می PBINPLUSناقل  دروندر  RNA2به ژن 

شده اثر  سازیهای همسانهژنروی میزان بیان  تشد به

از  ای مجموعهبگذارد. برای استفاده از این دستاورد 

های دوتایی کوچک برای بیان گذرا ایجاد شد. حامل

رضروری از بدنة ناقل از توالی غی Kb 7بیش از 

PBINPLUS ةحذف شد و ناحی T-DNA های و توالی

چندین  فرد برای قرار دادنمنحصر به ةمحدودکنند

کاست بیانی تعبیه شده است و ناقل جدیدی با نام 

pEAQ .این ناقل امکان بیان در سطح بالا  طراحی شد

این  بر افزونآورد. در مدت زمان کوتاه را فراهم می

آنزیم و نوترکیبی  با سازی همسانهامکان  هاناقل

GATEWAY آورند. توالی را فراهم میHis-Tag 

ها برای  هسیتیدین که به وفور در ناقل 3تا  4)توالی با 

شود(، ممکن  های نوترکیب استفاده می ینئتولید پروت

ها ابزار آسان است به توالی هدف متصل شود. این ناقل

گرم را  در حد میلی تئینپروو سریعی برای تولید یک 

یکی از  .(Sainsbury et al., 2009آورند )فراهم می

بیان  های گیاهیبرای ویروس بیماریزاییهای راهبرد

در واقع با  ،گیاه است dsRNAهای متصل به پروتئین

 یاختهدفاعی  سامانةها ویروس ،هاپروتئینکمک این 

ن یکی از ای .اندازندمیزبان خود را از کار می

 پروتئیناست. این  p19های سرکوبگر گیاهی  پروتئین

شود. این بیان می tombusvirus ةهای خانوادویروس با

شود. نوکلئوتیدی متصل می siRNA 04ها به پروتئین

 RNA ةفسفات بدن -قند ساختاربه  p19 پروتئین

 RNAمتصل شده و میان دو مارپیچ آلفا بخش انتهایی 

 دهد. ای را پوشش میدورشته

طبیعی برای  (پتانسیلبالقوة ) توانامروزه از این 

صورت موقت در گیاهان بهره ها بهافزایش بیان ژن

یک ناقل  کاربردکه محقق درحال  گیرند. هنگامیمی

کردن  باشد به هنگام تراریخت pEAQویروسی مانند 

گیاه ناقل ویروسی را به عنوان یک ویروس مهاجم 

                                                                               
1. Transient expression 

2. Binary vectors 
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کند. به همین ب آن تلاش میو برای سرکو کردهتلقی 

دفاعی  سامانةتوان می p19دلیل با استفاده از بیان ژن 

موردنظر در  پروتئینگیاه را مورد حمله قرار داد تا 

نشان داده است که  ها بررسیمیزان بالایی تولید شود. 

 50تا  p19 سامانةموردنظر به کمک  پروتئینبیان 

 (.Voinnet et al., 2003یابد )برابر افزایش می

تنها منبع اقتصادی برای تولید  A. annuaگیاه 

برای  بنابراینداروی ارزشمند آرتمیزینین است. 

 A. annuaافزایش میزان مادة آرتمیزینین در گیاه 
بایستی سعی کرد اطلاع جامعی راجع به مسیر 

 دستیابیدست آورد. برای ی موردنظر بهوسازگر سوخت

ژنتیکی طبیعی  بالقوة هاینتوااستفاده از به این هدف 

با  آنها ةهای وحشی( و مقایس)مانند کموتایپ

 درکهای تجاری )دارای آرتمیزینین بالا( به کموتایپ

چه بیشتر چگونگی تنظیم این مسیر هر

کند. در این ی کمک شایانی میوسازگر سوخت

و  DBR2عامل رونویسی و دو آنزیم  پنجپژوهش، بیان 

OPR3 اکسوفیتودینوات ردکتاز  -40 ة)آنزیم کدکنند

است( بر  DBR2به آنزیم  همانندکه از نظر توالی بسیار 

های نهایی مرحلة وسازگر سوختروی میزان تولید 

آرتمیزینین یعنی  ساخت زیستآنزیمی مسیر 

هیدروآرتمیزینیک  ( و دایAAآرتمیزینیک اسید )

 در دو پمپ خلأبا استفاده از روش ( DHAAاسید )

شی ایرانی دارای آرتمیزینین پایین و کموتایپ وح

تجاری آنامد دارای میزان آرتمیزینین بالا صورت 

های  گرفت. هدف از انجام عمل بالا شناسایی عامل

ساخت آرتمیزینین و  رونویسی دخیل در زیست

های حدواسط این مسیر و تعیین میزان وسازگر سوخت

روی تولید  OPR3و  DBR2تأثیر دو آنزیم 

هیدروآرتمیزینیک اسید  گر حدواسط دیوساز سوخت

(DHAA با استفاده از روش نفوذپذیری تدریجی )

اگروباکتریوم پیش از انتقال پایدار آنها به ژنگان )ژنوم( 

 است. A. annuaگیاه 
 

 هامواد و روش
 ژنی  های هساخت ساز

در این تحقیق پنج عامل رونویسی متعلق به دو 

 OPR3و  DBR2و دو آنزیم  MYBو  WRKYخانوادة 

های ژن( CDS) ةناحیة رمزکنند PCR اباستفاده شد. 

عنوان  به A. annuaبرگ  cDNAبا استفاده از  لازم

شد. توالی  افزونش پلیمراز Pfu DNAالگو و آنزیم 

های محدودکننده در  آنزیمجایگاه برشی و آغازگرها 

 آمده است. 4جدول 

 Fermentasشده با استفاده از  افزونش های هقطع

Extraction Kit GeneJET Gel در و سازی  خالص

 Fermentas از استفاده با  pJET1.2 bluntناقل 

CloneJET™ PCR Cloning Kit سازیهمسانه 

سویه  E.coliشده به باکتری  های همسانهشدند. ناقل

NovaBlue  .های مثبت (کلونهمسانة )انتقال داده شد

پادزیست  با استفاده از کشت باکتری در محیط

شناسایی  50µg/mlسیلین  دار آمپی(بیوتیک آنتی)

های  همسانه ةشدند. سپس با استفاده از کشت شبان

آغازگرهای اختصاصی ناقل  )با PCRییدشده با أمثبت ت

pJET1.2 blunt موردنظر هایاطراف ناحیة الحاق ژن،) 

 Fermentas GeneJET روش  پایةبر  هاپلاسمید

Plasmid Miniprep Kit یابی استخراج و برای توالی

های موردنظر از طریق جایگاه های قطعه ند.ارسال شد

انداز راهدارای  pEAQ-HTدر پلاسمید  لازمبرشی 

35S پادزیست، ژن مقاومت به ( کانامایسینNptII )

قرار  برایسازی شدند. وجود قطعة موردنظر و همسانه

 های توسط آنزیمpEAQ-HT گرفتن آن در پلاسمید 

های ژن دارای. پلاسمیدهای شدبرشی تأیید 

شده به آگروباکتریوم انتقال داده شد.  سازی همسانه

ها به آگروباکتریوم ژن دارایانتقال پلاسمیدهای 

 4ذوب و انجماد روش از استفاده با  EHA105ةسوی

با استفاده از  PCRصورت پذیرفت سپس به کمک 

حیة الحاق اطراف نا pEAQآغازگرهای مبتنی بر ناقل 

 آمده است.  4در جدول  ها قطعه ةکه انداز شدژن تأیید 

                     
pEAQ Fwd:  

5-CCCGTGGTTTTCGAACTTGGAG-3    

 
pEAQ Rev:  

5-GCACACCGAATAACAGTAAATTC-3  

             
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                               
1. Freeze and thaw 
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 های مورد استفاده های رونویسی مختلف و آنزیم . آغازگرهای لازم برای افزونش عامل4جدول 
 نام ژن آغازگرها           جایگاه برشی CDSطول 

334 XmaI 3'-ATGGAAAGTGTTTGTGTTTATGCCCGGGATA -5' AaWRKY1Fwd 
XhoI 3'-TTAAAATTTGAAATCAAGGTCT CTCGAGGCG -5' AaWRKY1Rev 

4043 AgeI 3'-ATGAAAGAGCGTCAAAGATGGCAG  ACCGGTATA  -5' AaMYB1Fwd 
XhoI 3'-TTAACTTAACCCATGATGATGTTGATG TCGAGCG  -5' AaMYB1Rev 

333 XmaI 3'-GCCAGGCATTCCACTTGTTACAAACCCCGGG -5' AaMYB2Fwd 
XhoI 3'-CTATGTAAATTGCCCATAGCTTGCAC CTCGAG -5' AaMYB2Rev 

4446 NruI 3'- ATGTCTGAAAAACCAACCTTGTTTTCTGCTCGCGA -5' AaDBR2Fwd 
XhoI 3'-GGAGTGACCCTTTGTCAAGAGAAG CTAGACTCGAG -5' AaDBR2Rev 

4473 NruI 3'- ATGTCTGAAAAACCAACCTTGTTTTCTCC TCGCGA -5' AaOPR3Fwd 
XhoI 3'-CTAGAGGCGTGACAGTCGTTCAAC CTCGAG -5' AaOPR3Rev 

375 NruI 3'-ATGGAATATACGAGCTTGGTTAATACTTC  TCGCGA -5' AaWRKY1Fwd 
XhoI 3'-GGACTGATTTTGTTG TTACCACTTTTGCTCGAG -5' AaWRKY1Rev 

334 NruI 3'-ATGCAACATAAGGGTAGTAATAATTGGGGTC TCGCGA -5' AaWRKY3Fwd 
XhoI 3'-CTAAGGCCCGAGCGGTAACCTGTTTG CTCGAG -5' AaWRKY3Rev 

 

 A. annuaهای مختلف در گیاه بیان موقت سازه

 از دو A. annuaعدد برگ جوان گیاه  30-00 شمار

های شی و آنامد برای بیان موقت سازهکموتایپ وح

های بالا به شده جداسازی شد. بیان موقت ژن ساخته

برپایة  پمپ خلأ روش با استفاده از p19همراه ژن 

 صورت پذیرفت.  هاییبا تغییر Ma et al. (2009) روش 

 AAو  DHAAدو ترکیب  4سنجی برای کمی

رافی( به نگاری )کروماتوگ شده با استفاده از رنگ شناسایی

 های مشخص نیاز است. برای یک استاندارد با غلظت

 مولکولی  وزن   با    0فارنسل  استاندارد   از  ما  کار  این 

 

(g/mol37/000 .همسان دو ترکیب بالا استفاده کردیم )

برای تهیة منحنی استاندارد فارنسل از هشت سطح 

 و 4/4، 6/4، 0/4، 00/4، 8/0، 4/0، 6/0غلظت مختلف 

لیتر محلول استفاده شد. که  گرم در هر میلی میلی 8/4

کنید. فارنسل  منحنی استاندارد آن را در زیر ملاحظه می

ساز مورد استفاده  پذیری با مخلوط مشتق دلیل واکنشبه

و تا  g/mol 37/000دلیل اینکه دارای وزن مولکولی و به

حدودی همانند با ترکیبات بالادست آرتمیزینین ترکیب 

های موردنظر وسازگر سنجی سوخت ناسبی برای کمیم

 (.4است )شکل

 
 . منحنی استاندارد مربوط به ترکیب فارنسل4شکل 

 

 هاوسازگر سوختتجزیه و تحلیل 

  A. annuaهای گیاه وسازگر سوختشناسایی  برای

 ناقل)  شدة کنترل3های مختلف آگرواینفیلترهاز نمونه
 

1. Quantification  

2. Farnesol  

3. Agroinfiltrated 

در آون  آنها در آغازهای بالا سازه دارایو ناقل  (خالی

 06و مدت زمان  سلسیوس ةدرج 30شرایط دمایی  در

در شرایط تاریکی و  پس از آن، .ساعت قرار داده شدند

طور ها بهکه نمونههنگامیتا  سلسیوس ةدرج 04دمای 

گرم از  یمیل 400نگهداری شدند.  ،کامل خشک شوند
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 40طور دقیق وزن شد و با استفاده از هر نمونه به

ساعت عصارة  00-47لیتر هگزان به مدت  میلی

 پالایشاز  پسهای مختلف استخراج شد.  نمونه

از  پیشها شده، حجم نهایی نمونه استخراج یها نمونه

با استفاده از هگزان  GC-MSتجزیه با کمک دستگاه 

 د.لیتر رسانده ش به یک میلی

 GC-MS GC Agilent ها با استفاده از دستگاهنمونه

 HP-5M5 5% phenyl methyl siloستون و 6890

hexane capillary column (0.25µm. film 

thickness, 0.25mm×30m i.d) و شناساگرAgilent 

5973 Network Mass Selective Detector  تجزیه

 GC-MSها در دستگاه از قراردادن نمونه پیششدند. 

 BSA با استفاده از مخلوط پیریدین و در آغاز

(Bistrimethylsilylacetamide)  .تغییر داده شدند

پذیری بسیار  مخلوط واکنشگر بالا دارای سرعت واکنش

طوری که با افزودن این مخلوط به به ،بالایی است

زمانی  ةفاصلدون توان بشده از گیاه می عصارة استخراج

با  تزریق کرد. GC-MCبه دستگاه را برای تجزیه آن

توان ترکیبات اسیدی را با اطمینان بالاتری این کار می

مخلوط  در آغازبرای این کار سنجی کرد.  کمی

 .آماده شد )با حجم برابر از هر کدام( BSA -پیریدین

میکرولیتر نمونه(  50ها )سپس به هر کدام از نمونه

 ه شد. اضاف BSA -میکرولیتر مخلوط پیریدین 00

 40دقیقه  4صورت برنامة دمایی مورد استفاده به

صورت به سلسیوس ةدرج 430تا  40، سلسیوس ةدرج

صورت به 035تا  430در دقیقه،  ة سلسیوسدرج 3

 300تا  035در هر دقیقه،  سلسیوس ةدرج 00

در هر دقیقه با زمان  سلسیوس ةدرج 30صورت  به

یوم به عنوان گاز دقیقه بود. از گاز هل 6نگهداری نهایی 

میکرولیتر  0ها )برای تزریق نمونه splitحامل و روش 

 از هر نمونه( استفاده شد.

 

 نتایج و بحث

برداری و دو  در این پژوهش بیان پنج عامل نسخه

با استفاده از ناقل ویروسی  OPR3و  DBR2آنزیم 

pEAQ  به همراه ژنp19  طور که در . همانشدبررسی

، فرایند شودتمیزینین دیده میآر ساخت زیستمسیر 

آرتمیزینیک  وسازگر سوختموردنظر تا تشکیل دو 

( DHAA( و دی هیدروآرتمیزینیک اسید )AAاسید )

 وسازگر سوختو تشکیل دو  استصورت آنزیمی به

صورت غیرآنزیمی و به Bنهایی آرتمیزینین و آرتنیون 

ی نفوذپذیرنور است. با توجه به این فرایند،  تأثیرتحت 

برداری  نسخه های عاملهای ژن تدریجی اگروباکتریوم

 زمانی کوتاه پنج روزه و در ةها در یک بازو دیگر ژن

 بررسی تأثیر. برای شرایط تاریکی انجام پذیرفته است

ی بهترین ساخت زیستهای موردنظر در این مسیر ژن

ی ترکیب نهایی مسیر وسازگر سوختگزینش 

است، زیرا  DHAAو  AAی آنزیمی یعنی ساخت زیست

 سویهای زیادی دخیل هستند و از آنزیم آنهاتا تولید 

دیگر به عنوان یک گلوگاه بین مسیر آنزیمی و 

 ند. آیمی شمار بهغیرآنزیمی 

 به GC-MSدر بررسی به دلایلی که بیان شد، 

 DHAAو  AAسنجی دو ترکیب  گیری و کمی اندازه

شده  های بیانژنعنوان یک شاخص برای ارزیابی تأثیر  به

ای که نکته (.6و  3، 0های  در گیاهان پرداخته شد )شکل

بایستی در اینجا به آن اشاره شود این است که فرایند 

های سطح برگ ساخت آرتمیزینین تنها در کرک زیست

گیرد یعنی در قسمت اعظمی صورت می A. annuaگیاه 

ینکه دلیل ادهد و همچنین به از برگ این فرایند رخ نمی

ها رابطة معکوسی وجود دارد بین سن برگ و شمار کرک

ها دقت فراوانی داشت که آوری برگباید به هنگام گرد

رو در این های جوان گزینش شوند. از اینتنها برگ

های ذاتی که هر روش آزمایش افزون بر محدودیت

آزمایشی برای مثال در اینجا بیان موقت دارد، برای 

ساختی آرتمیزینین با استفاده از بیان  بررسی مسیر زیست

ها نیز وجود دارد. ما از روش بیان  موقت این نارسایی

موقت با استفاده از پمپ خلأ استفاده کردیم زیرا 

توانیم با استفاده از روش تزریقی شانس آلودگی  نمی

های موردنظر های ناقل ژنها را با استفاده از باکتریکرک

روش پمپ خلأ این شانس بسیار بالا افزایش دهیم. اما در 

 رود. می

در این آزمایش از دو کموتایپ آنامد و وحشی 

 از که به ترتیب میزان بالایی ه استاستفاده شد

DHAA  وAA در واقع وجود دو کموتایپ را دارند .

متفاوت در این مسیر  بسیاردارای توانمندی 

بهتر و شناسایی  بررسیی به ما در ساخت زیست
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و دخیل در این فرایند کمک شایانی  یادشده ایه عامل

متفاوت در  قابلیتکند. در واقع دو کموتایپ دارای می

 های ی هستند. آزمایشساخت زیستهای مسیر بیان ژن

که یک ژن  DBR2نشان داد که بیان ژن  نیپیش

تولید  بسترةعنوان به DHAAکلیدی در تولید 

د، نقش کلیدی در تولید بالای آی شمار می آرتمیزینین به

 ,.Rashidi Monfared et alکند )ایفا میDHAA ترکیب 

این واقعیت باشد که  تواند گویای(. نتایج بالا می2001

های وحشی بسیار کمتر در کموتایپ یادشدهبیان ژن 

 از کموتایپ آنامد است. 

 

 
 GC Agilent 6890مدل  GC-MSبا استفاده از دستگاه  DHAAو   FAR،AAهای وسازگر . رنگ نگار مربوط به سوخت0شکل 

 
 

 
 GC Agilent 6890مدل  GC-MSبا استفاده از دستگاه  DHAAو   FAR،AAهای وسازگر . طیف جرمی سوخت3شکل 
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 با استفاده از روش پمپ خلأ که در محیط بسته  A. annuaشدة گیاه  های نفوذپذیری تدریجی. برگ6شکل 

 شوند.نسبی بالا نگهداری می رطوبت با میزان

 

شده در  های همسانهنتایج مربوط به بیان موقت ژن

وحشی و  کموتایپدر دو  pEAQناقل بیانی ویروسی 

بررسی شد و  t-testآنامد با استفاده از آزمون آماری 

طور آمده است. همان 0 طور خلاصه در جدولنتایج به

 های عامل تأثیر ،شودمشاهده می 0که در جدول 

رونویسی در مقایسه با کنترل )ناقل بدون ژن( 

طور جالب توجهی نتایج دار بوده است. اما به معنی

دار نبود. میزان معنی DBR2افزایش بیان ژن 

های تولیدشده در تیمارهای مختلف وسازگر سوخت

( تا WRKY3- ANAMED) 3/4نسبت به کنترل بین 

یکی . شاید است( WRKY1-WILD TYPE1برابر ) 3

از دلایلی را که بتوان برای بالا نبودن زیاد 

در  نفوذپذیری تدریجیهای ها در برگوسازگر سوخت

کرد، مربوط به مکان تولید  بیانمقایسه با کنترل 

طور که بیان های یادشده است. همانوسازگر سوخت

ساختی تنها در  ها این مسیر زیستوسازگر شد، سوخت

شوند. با توجه به میهای حلقوی گیاه تولید کرک

های کرکی در اینکه این محدودیت برای این یاخته

برگ بسیار قابل  های سطحمقایسه با کل یاخته

سوی توان انتظار بالایی داشت. از ملاحظه است، نمی

های حلقوی سطح برگ حساس هستند دیگر کرک

قابل  شمارطور قطع به هنگام انجام فرایند بالا شاید  به

از دست بروند، که نشان از کاهش  نهاآتوجهی از 

شده در یادهای بیان سازه یشپمحدودیت منبع برای 

 نماید، دارد.می پرهیزها که غیر قابل سطوح برگ

 DBR2وردة ژن آاما شاید دلیل پایین بودن فر

برداری این باشد نسخه های عاملشده نسبت به  همسانه

زمان همبرداری قادر بودند بیان  نسخه های عاملکه 

لازم  بسترةچندین ژن در مسیر را بالا ببرند و هرکدام 

 اینکهی را فراهم کنند. با توجه به بعدبرای آنزیم 

اتصالی به گیاه  ه،شد نفوذپذیری تدریجیهای برگ

در شدند اصلی ندارند و در شرایط تاریکی نگهداری می

نیستند که خود  سنتز(فتونورساخت )قادر به  عمل

. کنداولیه ایجاد می بسترةای داشتن محدودیتی بر

 ،بیان یک آنزیم پایین باشد چنانچهدیگر  سویاز

لازم برای آنزیمی که ما  بسترةطوری که آن آنزیم  به

آنزیم  در عمل نیاورد،ایم، فراهم بیان آن را بالا برده

چنانی نیست. شاید موردنظر قادر به تولید محصول آن

تولیدشده در  DHAAدلیل پایین بودن محصول 

های گیاه آنامد در این آزمایش با استفاده از  برگ

 همین باشد. DBR2افزایش بیان ژن 

وحشی باعث  کموتایپدر  DBR2افزایش بیان ژن 

برابر( بالاتر از  43/0) DHAAافزایش میزان تولید 

دار که به لحاظ آماری نیز معنی ه بودکنترل شدمیزان 

وحشی میزان تولید  تایپکمودر  اینکهبود. با توجه به 

DHAA  ناشی بسیار پایین است که به احتمال فراوان

است در این آزمایش با  DBR2از کاهش بیان ژن 

 بالا رفت.  DHAAتولید  میزانافزایش بیان این ژن 

بسیار  همسانیاین ژن دارای  OPR3در رابطه با ژن 

درصد(. اما  35)بیش از  است  DBR2بالایی با ژن

متفاوت است. بسیار  DBR2انداز ژن آن با راه انداز راه

دلیل همسانی بسیار بالای این دو ژن، احتمال به

 طور طبیعی بافعالیت همانندی آنها بالا است. اما به

 انداز متفاوتتوجه به اینکه این دو ژن دو نوع راه
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 گیاه ESTداشتند، با استفاده از بانک اطلاعاتی 

A. annua شد که این ژن نیز در  ها مشخصکرک ویژة

ولی کارکرد مشخصی برای آن  ،شودبیان می هاکرک

های  گزارش نشده است. نتایج بیان موقت این ژن در برگ

 DHAAگیاه آرتمیزیا نشان داد که هر چند میزان 

تولیدشده در مقایسه با گیاه کنترل بالا بود )در گیاه آنامد 

 .دار نیست و وحشی( اما به لحاظ آماری معنی

و  MYB1آید که دو عامل رونویسی به نظر می

WRKY1 های مسیر هایی در بالادست ژنجایگاه

صورت جالب توجهی ساخت آرتمیزینین دارند. به زیست

باعث  WRKY1و  MYB1افزایش بیان دو عامل رونویسی 

)به  DHAAوسازگر  دار میزان سوختافزایش معنی

( و همچنین برابر نسبت به کنترل 54/4و  60/4ترتیب 

 64/4 ترتیب به) AA وسازگر سوخت میزان افزایش باعث

در کموتایپ  دارمعنی صورت به( کنترل به نسبت برابر 3و 

رسد که این دو عامل رونویسی وحشی شدند. به نظر می

و یا  DBR2های در بالا دست ژن احتمال دارای جایگاه به

البته  ساخت آرتمیزینین باشند. های دیگر مسیر زیستژن

و  MYB1، WRKY1افزایش بیان سه عامل رونویسی 

MYB2 وسازگر  دار سوختباعث افزایش معنیAA  به(

برابر نسبت به کنترل( در  7/0و  38/4، 53/4ترتیب 

 اند.کموتایپ آنامد نیز شده

رونویسی باعث افزایش بیان  های عاملر واقع این د

در اند. آرتمیزینین شده ساخت زیستهای مسیر ژن

های دخیل در انداز ژنراه ةنتایج تجزی نیپیش بررسی

اندازها آرتمیزینین نشان داد که این راه ساخت زیست

 های عاملعناصر تنظیمی فراوانی برای اتصال به 

دارند  MYBو  WRKYرونویسی متعلق به خانوادة 

(Ranjbar et al., 2014با .) که بین دو  کردیستی توجه

تواند رقابت می DBR2و  CYP71AV1آنزیم کلیدی 

آرتمیزینیک آلدهید وجود داشته  بسترةبرای  زیستی

دو  بستره،باشد زیرا این دو آنزیم با استفاده از این 

 چنانچهآورند. وجود میرا به DHAAو  AAترکیب 

داری داشته میزان بیان این دو ژن با هم تفاوت معنی

شان مشترک بسترةتواند روی هدایت بیشتر باشد، می

داری  معنی تأثیریعنی ترکیب آرتمیزینیک آلدهید 

بگذارد. اگرچه در مورد رقابت دو آنزیم با همدیگر 

های بر میزان بیان ژن افزوندیگری  های عاملتواند  می

یک  Kmعامل کلیدی  همچوننقش داشته باشد  آنها

دهد عامل مهم دیگر آنزیم را نشان می توانآنزیم که 

در  CYP71AV1آنزیم است. آنزیم جایگاه قرارگیری 

شبکة اندوپلاسمی واقع شده است ولی ژن کلیدی  أغش

DBR2  امروز  ای، شناور است. یاختهدر سیتوزول

مشخص شده است که میزان تأثیر در محتوای 

 های تنظیمی وسازی یک گیاه از طریق عامل سوخت
های محدودکنندة آن مسیر خیلی بیشتر از ژن

ر واقع این بدین معنی است که وسازی است. د سوخت

وسازی تأثیر  تنظیم تعاونی گونة مسیرهای سوخت

 وسازی گیاهان دارد زیادی روی محتوای سوخت

(Iwase et al., 2009.) 

Ma et al. (2009)  نفوذپذیری با استفاده از روش

 عامل رونویسی خلأپمپ  تدریجی اگروباکتریوم

AaWRKY1 را در گیاه A. annua ان دادندافزایش بی. 

 ADS ،CYP71AV1ند که بیان ژن کردسپس مشاهده 

برابر افزایش  6و  3، 7به ترتیب نزدیک به  DBR2و 

 .Fiore et alپیدا کرد. در یک تحقیق که توسط 

با استفاده از روش بیان  آنانصورت پذیرفت  (2009)

 ایندول ساخت زیسترا که در  str1و  tdcموقت دو ژن 
نقش دارند  Catharanthus roseus ترپنوئیدها در گیاه

با استفاده از  سپس. در این گیاه افزایش بیان دادند

روش ایمونوبلات مشخص کردند که میزان بیان 

 .Kim et alهمچنین های مربوطه بسیار بالا بود.  ژن

 sweetرا در گیاه  IbMYB1ژن عامل رونویسی  (2010)

potato نشان  آنانصورت موقت بیان کردند. نتایج به

ها در داد که این ژن باعث افزایش آنتوسیانینیدین

رونویسی دیگری  های عاملشود. زمینی می برگ سیب

 وسازی سوختنیز شناسایی شده است که در مسیر 

نقش  GaWRKY1ترپنوئیدها نقش دارند برای مثال 

 های گیاه پنبه دارد. ترپنمهمی در تولید سسکویی

Mahjoub et al. (2009) رونویسی عامل 

VvMYB5bفرنگی بیان و مشاهده کردند  را در گیاه گوجه

وسازگرهای ثانویة  این عامل رونویسی روی تولید سوخت

 سوییاثر داشت. از  یکیفنول مسیرهای ترپنوئیدی و

نقش گیاه برنج در  OS MYB4 یسیگر عامل رونوید

 Vannini که طوری همهمی در تحمل به سرما دارد. ب

et al. (2006 ) نشان دادند که این عامل رونویسی
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های درصد از کل ژن 00ژن یعنی حدود  056 تواند می

های تنظیمی و انتقال پیام را کنترل فراینددخیل در 

. همچنین با افزایش بیان این عامل رونویسی نه کند

تحمل و سازش به سرما  فرایندهای دخیل در تنها ژن

های تنش های دخیل در تحمل بهتنظیم شد بلکه ژن

دیگر نیز کنترل شدند. در واقع فعالیت  ةغیرزند

های وسازگر سوختها باعث تولید بسیاری از این ژن

شوند که در تحمل به سرما نقش دارند. ثانویة فراوانی می

های رونویسی مورد بررسی  در حقیقت در مقایسه با عامل

که افزایش توان نتیجه گرفت  در تحقیقات پیشین می

باعث افزایش  WRKY1 و MYB1عامل رونویسی  بیان دو

 و همچنین باعث DHAAوسازگر  سوخت دار میزانمعنی

شود. به نظر  می AA وسازگر سوخت میزان افزایش

های احتمال جایگاه رسد که این دو عامل رونویسی به می

های دیگر مسیر  و یا ژن DBR2ژن  در بالا دست

ه یقین ساخت آرتمیزینین داشته باشند. ب زیست

های بالادست برای  های بیشتر مولکولی و نیز توالی بررسی

 موضوع مورد نیاز خواهد بود. اثبات این

 
برای  های وحشی و آنامددر کموتایپ OPR3و  DBR2های و ژن MYBو  WRKYهای رونویسی  بیان موقت عامل نتایج .0جدول 
با استفاده از روش نفوذپذیری تدریجی ساخت آرتمیزینین  زیست ( مسیرDHAAو  AAهای نهایی مرحلة آنزیمی )وسازگر سوخت

 اگروباکتریوم
*داریسطح معنی نسبت تولید

 شماره تیمارها هاوسازگر سوخت 

1.18 0.282 DHAA DBR2-ANAMED 4 

1.18 0.166 DHAA OPR3- ANAMED 0 

1.73 0.014 DHAA MYB2- ANAMED 3 

1.78 0.002 DHAA WRKY1- ANAMED 6 

2.22 0.003 DHAA MYB1- ANAMED 5 

1.53 0.000 DHAA WRKY2- ANAMED 4 

1.3 0.003 DHAA WRKY3- ANAMED 7 

1.53 0.021 AA MYB1- ANAMED 8 

1.38 0.02 AA WRKY1- ANAMED 3 

2.7 0.034 AA MYB2- ANAMED 40 

1.46 0.036 AA MYB1-WILD TYPE 44 

3.00 0.000 AA WRKY1- WILD TYPE 40 

2.63 0.002 DHAA DBR2- WILD TYPE 43 

1.42 0.033 DHAA MYB1-WILD TYPE 46 

1.56 0.0085 DHAA WRKY1- WILD TYPE 45 
 است. tدار برای آزمون  بیانگر نبود تفاوت معنی 05/0* اعداد بیشتر از 
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ABSTRACT 
Artemisia annua is an annual herb native to Asia most probably China produce one of the most important 

sesquiterpene namely artemisinin which has antimalarial and anticancer activity. Three transcription 

factors belonging to WRKY family, two transcription factors belonging to MYB family and two enzymes 

DBR2 and OPR3 were isolated from A. annua leaves and first inserted into pJET1.2 vector then sub 

cloned into cowpea mosaic virus (CPMV) based viral vector (pEAQ-HT). The genes were transiently 

expressed in A. annua young leaves of two different chemotypes ANAMED and Iranian wild type under 

the control of a constitutive cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S promoter as vacuum infiltration. An 

agroinfitration method was carried out for transient expression of different genes. The analysis of 

metabolites by GC-MS method showed that the transcription factors which have expressed transiently, 

could effect on the rate of DHAA and AA metabolites. The results show that the TFs (WRKY and MYB) 

are involved in artemisinin biosynthesis pathway.  

 

Keywords: artemisinin, GC-MS, transcription factors, transient expression. 
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