


و معنوي در مورد نتايج پژوهشهاي علمي دانشگاه تربيت مدرس يينآ نامه حق مالكيت مادي  

و كرامت انسانها كه لازمه با عنايت به سياست مقدمه: و فناوري دانشگاه در راستاي تحقق عدالت هاي پژوهشي
و پژوهشگران، لازم است اعضاي هيأت علمي،  و معنوي دانشگاه و رعايت حقوق مادي و فني است شكوفايي علمي

و ديگر همكاران طرح، در مورد نتايج پژوهشهاي دانشجويان، دانش و نامه علمي كه تحت عناوين پايان آموختگان ، رساله
 طرحهاي تحقيقاتي با هماهنگي دانشگاه انجام شده است، موارد زير را رعايت نمايند:

و درآمدهاي حاصل از آنها متعلق به دانشگاه مي باشد ولي حقوق معنوي-1ماده و تكثير پايان نامه/ رساله حق نشر
 پديد آورندگان محفوظ خواهد بود.

در مجامع علميت چاپ در نشريات علمي يا ارائهنامه/ رساله به صور انتشار مقاله يا مقالات مستخرج از پايان-2ده ما
و يا دانشجو مسئول مكاتبات مقاله  و با تاييد استاد راهنماي اصلي، يكي از اساتيد راهنما، مشاور بايد به نام دانشگاه بوده

و دانشجو مي باشد.باشد. ولي مسئوليت علمي مقاله مست و رساله به عهده اساتيد راهنما  خرج از پايان نامه
و نتايج حاصل از پايان تبصره: در مقالاتي كه پس از دانش نامه/ رساله نيز آموختگي بصورت تركيبي از اطلاعات جديد

 شود نيز بايد نام دانشگاه درج شود. منتشر مي
يا،انتشار كتاب-3ماده و و نمايشنامه) ويژه آثار نرم افزار حاصل از نتايج(اثري هنري مانند فيلم، عكس، نقاشي
و تمامي طرحهاي تحقيقاتي كليه واحدهاي دانشگاه اعم از دانشكده ها، مراكز تحقيقاتي، پژوهشكده پايان نامه/ رساله

و ديگر واحدها بايد با مجوز كتبي صادره از معاونت پژوهشي دانشگ و فناوري و براساس آئين نامه هاي ها، پارك علم اه
 مصوب انجام شود.

و يا ارائه يافته ها در جشنواره-4ماده و تدوين دانش فني و بين هاي ملي، منطقه ثبت اختراع المللي كه حاصل نتايج اي
و تمامي طرح مستخرج از پايان از طريق هاي تحقيقاتي دانشگاه بايد با هماهنگي استاد راهنما يا مجري طرح نامه/ رساله

 معاونت پژوهشي دانشگاه انجام گيرد.
در اين آيين-5ماده و يك تبصره در تاريخ5نامه و در تاريخ1/4/87ماده در هيأت23/4/87در شوراي پژوهشي

و در جلسه مورخ رئيسه دانشگاه به تاي در15/7/87يد رسيد و از تاريخ تصويب شوراي دانشگاه به تصويب رسيده
 الاجرا است. لازم شوراي دانشگاه


�ر�ي رشتهدانشجوي��
	 ���ی�ر� اينجانب«�������  ١٣٨٧ ورودي سال تحصيلي�����

��� مقطع�و معنوي در مورد متعهد مي شوم كليه نكات مندرج در آئين نامه حق مالكيت مادي"!�ورز� دانشكدهد

علمي دانشگاه تربيت مدرس را در انتشار يافته هاي علمي مستخرج از پايان نامه / رساله تحصيلي نتايج پژوهش هاي
و نمايندگي مي دهم كه از طرف  خود رعايت نمايم. در صورت تخلف از مفاد آئين نامه فوق الاشعار به دانشگاه وكالت

و يا هر گونه امتيا و تغيير آن به نام دانشگاه اقدام نمايد. ضمناً اينجانب نسبت به لغو امتياز اختراع بنام بنده ز ديگر
و بدينوسيله حق هر گونه اعتراض و زيان حاصله بر اساس برآورد دانشگاه اقدام خواهم نمود نسبت به جبران فوري ضرر

»را از خود سلب نمودم

 امضا:
 تاريخ:



)هاي دانشجويان دانشگاه تربيت مدرس(رسالهنامه آيين نامه چاپ پايان

و انتشار پايان (رسالهنظر به اينكه چاپ -بخشـي از فعاليـت، مبين)هاي تحصيلي دانشجويان دانشگاه تربيت مدرس نامه

و رعايت حقوق دانشگاه-هاي علمي ،دانـش آموختگـان ايـن دانشـگاه پژوهشي دانشگاه است بنابراين به منظور آگاهي

مي نسبت  شوند: به رعايت موارد ذيل متعهد

(رساله1ماده به : در صورت اقدام به چاپ پايان نامه دانشگاه» دفتر نشر آثارعلمي«)ي خود، مراتب را قبلاً به طور كتبي

 اطلاع دهد.

(پس از برگ شناسنامه2ماده  ) عبارت ذيل را چاپ كند: : در صفحه سوم كتاب

دركتاب حاضر، حاصل رساله دكتر«  دانشـكده 1391 در سـال كـه اسـت شناسـي گيـاهي بيمـاري رشتهي نگارنده

و دكتر محمدرضا صـفرنژادو آقاي بخشمسعود شمس دكتردانشگاه تربيت مدرس به راهنمايي آقاي كشاورزي

».از آن دفاع شده است ناصر صفائي دكترآقاييهمشاور

(در هر نوبـت انتشارات دانشگاههاي : به منظور جبران بخشي از هزينه3ماده را چـاپ، تعداد يك درصد شمارگان كتاب (

مي» دفتر نشر آثارعلمي«به تواند مازاد نياز خود را به نفع مركز نشـر درمعـرض فـروش قـرار دانشگاه اهدا كند. دانشگاه

 دهد.

را3،50: در صورت عدم رعايت ماده4ماده ، مـدرس رت بـه دانشـگاه تربيـت به عنوان خسا % بهاي شمارگان چاپ شده

 تأديه كند.

و قبول مي كند در صورت خودداري از پرداخت بهاي خسارت5ماده مي : دانشجو تعهد را تواند، دانشگاه خسارت مذكور

و وصول كند؛ به علاوه به دانشگاه حق مي استيفاي حقوق خـود، از طريـق دهد به منظور از طريق مراجع قضايي مطالبه

، تامين نمايد. نگارنده براي فروش را از محل توقيف كتابهاي عرضه شده4معادل وجه مذكور در ماده، دادگاه


�ر�يدانشجوي رشته��
	 ���ی�ر� اينجانب-6ماده������� ��� مقطع������و ضمانت اجرايي آن را قبول كرده،د تعهد فوق

 به آن ملتزم مي شوم.

و *م )�'&اد$�:  ���ی�ر���
	 *م
ا-,�ء: و  /ر.
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 Immunodominant( بادي اختصاصي عليه پروتئين غشاييبيان آنتي

membrane protein (عامل جاروك ليموترش در گياه توتون 

 نگارنده

 شهرياري فاطمه

 راهنمادتياسا

 بخشآقاي دكتر مسعود شمس

 رضا صفرنژادآقاي دكتر محمد

 استاد مشاور

 آقاي دكتر ناصر صفايي
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 چكيده

و Candidatus Phytoplasma aurantifoliaبيماري جاروك ليموترش توسط هاي ترين بيمارييكي از مخرب ايجاد شده
ميليموترش در مناطق گرم جنوبي كشور به شمار مي و ساليانه هزاران درخت را نابود هاي قديمي از قبيل حذف . روشكندرود

و كنترل حشره ناقل قابليت محدودي در  و امروزه بيوتكنولوژي مولكولي روشبيماري دارند. مديريتدرختان آلوده هاي جديد
-مؤثري براي كنترل بيمارگرها در گياهان فراهم كرده كه امكان توليد گياهان تراريخت مقاوم به فيتوپلاسما يكي از اين موارد مي

هاي ضروريه به پروتئينهاي نوتركيب متصل شوندباديبادي، بر اساس بيان آنتيباشد. توليد گياه مقاوم به بيمارگر با كمك آنتي
و جلوگيري از گسترش آن در گياه است و تعيين خصوصيات آنتي.و حياتي بيمارگر هاي نوتركيب باديدر مطالعه حاضر توليد

scFv پروتئيناختصاصي عليه پروتئين غشايي فيتوپلاسماي عامل جاروك ليموترش انجام گرفت .Immunodominant 
membrane protein (IMP) ودر و نقش ضروري در ايجاد بيماري بيمارگر در گياه ميزبان سطح غشاء فيتوپلاسما قرار دارد

) از IMPژن رمزكننده دارد. در اين تحقيق)Hishimonus phycitisحشره ناقل عامل بيماري جاروك ليموترش با استفاده
سازي شدند. سپس ژن مورد همسانه PTZ57R/Tطور مستقيم در ناقلبه PCRآغازگرهاي اختصاصي تكثير گرديد. محصول 

و پروتئين نوتركيب در باكتري همسانه pET28aنظر در ناقل بياني  سازي خالص بيان گرديد. BL21سويه E. coliسازي شد
و مراحل خالص بهپروتئين در شرايط طبيعي با روش كروماتوگرافي تمايلي انجام شد. بيان موفق و SDS-PAGEوسيله سازي

و توليد آنتيپروتئين نوتركيب براي ايمني سپس آناليز وسترن بلات تأييد گرديد. و بادي چند همسانهزايي خرگوش اي اختصاصي
 single-chain variable fragment (scFv)هاي نوتركيب باديهاي نمايش فاژي جهت تهيه آنتيهمچنين غربالگري كتابخانه
هاي بادي با آنزيم آلكالين فسفاتاز نشاندار شد. نتايج آزمايشسرم حاصل از خرگوش، آنتينتيآ سازياستفاده شد. پس از خالص

و  و دقيق آنتي DAS-ELISAسرولوژيكي بلاتينگ كلونال توليد شده براي شناسايي فيتوپلاسماي بادي پليمؤيد كاركرد مؤثر
ژن خاص را هاي نوتركيب ويژه عليه يك آنتيبادياب آنتيعامل بيماري جاروك ليمو ترش بود. تكنيك نمايش فاژي امكان انتخ

و در نهايت Tomlinson I&Jهاي نمايش فاژيجهت پنينگ كتابخانهنوتركيب IMPپروتئين فراهم كرده است. 96استفاده شد
و توانايي توليد آنتي و ايمنوبلات توسط آنها با آزمون (scFv)بادي نوتركيب كلني انتخاب هاي باديبررسي شد. آنتيهاي الايزا

و پروتئين نوتركيب توليد شده در آزمون الايزا جهت شناسايي نمونه نوتركيب IMPهاي گياهي آلوده به جاروك ليموترش
كه scFvIMP6بادي نوتركيب شد. در نهايت ژن آنتي ييدأت منتخب هاي نوتركيبباد آنتي بودن اختصاصيو استفاده گرديد

و قابليت اتصال بالا به پروتئين ژن Nicotiana benthamianaداشت، براي بيان موقت در گياه IMPاختصاصيت انتخاب شد.
 Cauliflower mosaic virus (CaMV)تحت كنترل پروموتر دائمي (pTRA)بادي در ناقل بياني گياهي رمزكننده اين آنتي

35S يا پروموترCoconut foliar decay virus (CFDV)  هاي ژني با يا بدون سيگنال پپتيد اختصاصي آوند آبكش در سازه
و بيان پروتئين در سيتوسول يا آپوپلاست سلول گياهي بررسي شد. سازه  .Nدر گياه agroinfiltrationهاي ژني با قرار گرفت

benthamiana بيني شده رديابي شد. آنتيبا اندازه پيشهايي باديصورت موقت بيان شدند. در آناليزهاي ايمونوبلات آنتيهب-
آنهاي بيان شده در گياه با كروماتوگرافي تمايلي خالصبادي و توانايي اتصال با آزمون الايزا تأييد گرديد. IMPها به سازي شدند

و پايداري مشاهده شده در بيان موقت، به نظر مي مي scFvبادي رسد كه آنتينتايح اين مطالعه نشان داد كه با كارايي - حاصل
و كانديداي مناسبي براي ممانعت از بيماري جاروك در گياه باشد.  تواند پس از انتقال پايدار به گياه ليموترش به خوبي بيان شود

نمايش تكنيك، پروتئين نوتركيب، Candidatus Phytoplasma aurantifolia: بيماري جاروك ليموترش، كلمات كليدي
نفاژي، آنتي  Nicotiana benthamianaاي، بيان موقت، بادي چند همسانهوتركيب، آنتيبادي
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از، Key Limeيا West Indian Lime، عمانيهاي لايم، ليمونامبا)Citrus aurantifolia( ليموترش

درها تعلق دارد.و به گروه اسيدي ليموترش است (Rutaceae)خانواده مركبات استان در ايران اين رقم

و بلوچستان  و سيستان ايران در بين).1359ابراهيمي،(دشوميكشت هاي فارس، هرمزگان، كرمان

باشد كه علاوه بر كميت توليد، كيفيت ليموترش كشورهاي جهان رتبه چهارم توليد ليموترش را دارا مي

ميايراني از ويژگي  شود.هاي منحصر به فرد اين محصول محسوب

در)Bove, 1986(از كشور عمان 1986اولين بار در سال1(جاروك) ليموترشبيماري جارويي و

,.Garnier et al) از امارات متحده عربي 1989سال 1991b) اما به دليل وجود درختان.ه استدشگزارش

,.Bove et al( وجود داشته استترها پيشبسيار آلوده احتمالاً اين بيماري در عمان از مدت بيش.)1988

ميدر ترشدرصد درختان ليمو98از  ,.Chung et al). باشنداين كشور به اين بيماري آلوده در ( 2006

و بلوچستان استانازايران اين بيماري اولين بار  ,.Salehi et al(سيستان آن)1997 استانازو متعاقب

و برخي ديگر از مناطق  و فارس شدهاي هرمزگان، كرمان و همكاران،(ه استجنوبي ايران گزارش صالحي

1387.(

مي علايم يكشوبارز بيماري به شكل جاروك ظاهر د. نحوه آلودگي به اين صورت است كه ابتدا در

ميشاخه رشد طولي ايجاد شده، برگ ها گرهبا ايجاد انشعابات بيش از حد، فاصله ميانشوند. ها كوچكتر

و جارويي  مي يابدميكم شده، گياه آلوده حالت رزت كمشود.و به تدريج خشك رنگ تا رنگ برگ از سبز

 
1- Witches’ broom disease of lime (WBDL) 
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و اندازه آنها از كوچك تا بسيا و ميوهر كوچك متغير است. شاخه آلودهزرد نگل و فاقد كندمياي توليد

و محصول، برگكندميهاي ديگر هم سرايت . آلودگي به تدريج به شاخهاستتيغ و ريزش كرده ها خشك

و پس از مدت كوتاهي با آلوده شدن چند درخت، تمام يابد. گسترش بيماري بسيار سريع كاهش مي بوده

ميسال10تا4در مدت شود. درختان آلوده باغ آلوده مي .)Garnier and Bove, 2000( رونداز بين

د باشمي Candidatus Phytoplasma aurantifoliaعامل بيماري جاروك ليموترش فيتوپلاسماي

)Zreik et al., و غيرپروكاريوتفيتوپلاسماهاي بيمارگر گياهي،.)1995 قابل كشت هاي بدون ديواره

,.Marcone et al( باز هستند جفت كيلو 1350تا 530 شاملها با ژنوم كوچكي متعلق به رده ماليكوت

مي محدودگياهان بيمار، فيتوپلاسماهادر.)1999 باشند كه توسط حشرات جوربالان به عناصر آوند آبكش

هاي گياهيو زنجره  Leaf hoppers (Cicadellidae)هاي برگيتغذيه كننده از آوند آبكش مخصوصاً زنجره

Plant hoppers (Fulgoromorpha)  ميو به مقدار كمتري هم توسط تريپس  Weintraub(شوند ها منتقل

and Beanland, 2006(.هاي گياهان زراعي ترين بيماريها از مخربفيتوپلاسماهاي ناشي از بيماري

ميفيتوپلاسمايبيماري 700هستند. بيش از  برخي از اين بيماريودنزني به صدها گونه گياهي خسارت

 فيتوپلاسماييهاييليست بيمارهر ساله به هاي گياهان چوبي كشنده هستند. ها، مخصوصاً بيماري

آن شودميه افزود ,.Lee et al(دانهاي اخير شناخته شدهها در دههكه بسياري از به.)2000 آلودگي

و مهم و به همين فيتوپلاسماها اولين ترين عوامل محدود كننده براي بسياري از گياهان مهم زراعي بوده

و بر  و نقلاساس قوانين قرنطينهدليل  Lee et(هاي گياهي محدود شده است بسياري از محموله اي، حمل

al., و خسارتليموترش از مهم، بيماري جاروك فيتوپلاسماييدر بين عوامل.)2000 -زاترين بيماريترين

,.Garnier et al)است دنياهاي ليموترش در 1991b).

ا خيز جنوب كشور تهديدي جدي براي اقتصاد فزون اين بيماري در نواحي مركباتگسترش روز

و درآمد كشاورزان اين نواحي محسوب مي و شناسايدشوكشاورزي در 1376ي بيماري در سال . پيدايش
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و بلوچستان به اقدامات قرنطينه و امحاي استان سيستان ازتعداد اي شددرخت آلوده فراواني ه استمنجر

)Salehi et al., در 1379و 1378هاي طي سال.)1997  سال بيماري در استان هرمزگان گسترش يافت.

و همكاران، اين بيماري 1381 (صالحي و كهنوج گزارش شد طي ساليان).1387از منطقه جيرفت

ن گذشته بهتعداد درختان آلوده به در سال اصله51كه از تعداد طوريحو چشمگيري افزايش يافته است.

در 117222به 1377 اس 1384سال اصله ميپيشت. رسيده حداكثر تا يك دهه آينده شود كه بيني

و اين بدان معناست كه عم اقتصادلاً ميزان توليد ليموترش در استان هرمزگان به صفر نزديك خواهد شد

و پيرو آن اشتغال نان اين منطقه با خطر جدي زايي روستانشي روستايي در بسياري از نقاط استان هرمزگان

از( ترشدرختان ليمو درصد30، 0139تا 1379از سال.)www.iwbdln.ir( شودمواجه   500000بيش

هاي آلوده به سفانه بيماري در مكان. متأهكتار) توسط اين بيماري نابود شده است 7000درخت شامل

و پيشقبيل گريپگياهان ديگري از  ميفروت سرايت كرده شود كه بيماري تهديدي جدي براي بيني

و ساير نقاط دنيا باشد. به ديگر محصولات باغي در ايران اگر چه در حال حاضر مناطق محدودي در جهان

بهبيماري آلوده هستند ولي  صورتبه كه اين بيماريصورتيدر انتقال عامل بيماري توسط حشرات با توجه

و مستمر  ,.Mardi et al(احتمال وقوع اپيدمي جهاني وجود دارد د، نشو مديريتجدي 2011(.

مي كه در طبيعت فيتوپلاسماها معمولاًبا توجه به اين و ايجاد آلودگي توسط حشرات منتشر شوند

و درختچهدائمي خسارت ميهاي شديد اقتصادي در گياهان چند ساله به خصوص درختان - ها را سبب

آنبيماريمديريت شود، چرخه زندگي فيتوپلاسماها به اين حقيقت دلالت دارد كه هاي ايجاد شده توسط

و هاي عنوان شده از قبيل بهداشت زراعي، روشها مشكل است. روش حشرات كنترلهاي پيشگيرانة ديگر

بيماري دارند. در ميان راهبردهاي موجود براي مديريت بيماري توليد مديريتقابليت محدودي در ناقل 

و مؤثرترين روش پيشگيري از بيماري است. با توجه به ارقام مقاوم مشخص منابع عدم معرفيترين

 توليد گياهان مقاوم تراريختهاي جديد براي ژنتيكي طبيعي مقاومت عليه اين بيماري، استفاده از روش
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و موثرهب باديبر پايه آنتي ايجاد مقاومت . امكاندباشضروري مي چندين عليه عنوان يك روش جديد

تاكنون انواع.است گياهي به اثبات رسيدهو يك عامل فيتوپلاسمايي قارچي ويروسي، زايمل بيماريعا

نواحي اي يا زنجيره تك رشتهل مولكول كامل ايمونوگلوبولينكااشدر هاي نوتركيبباديآنتيمختلف 

هدف اين.(Safarnejad et al., 2011) اندشده بيان در گياه آميزييتموفقطور به(scFvs1) متغير

و scFvهاي بادينيز توليد آنتي مطالعه  بررسياختصاصي عليه فيتوپلاسماي عامل جاروك ليموترش

ميباديويژگي آنتي كه استاصي در گياه اختصهاي نوتركيب بادياين روش بر بيان آنتي اساسباشد. ها

مقابليت اتصال به پروتئين  به اجزاي پس از بيان در گياه،ها اين آنتي بادي.ندثر بيمارگر را دارؤهاي

ها چون وجود اين پروتئينو گردندميمتصل، هستندكه در تماس مستقيم با ميزبان بيمارگراختصاصي

و ضروري استجهت تكمي آنل سيكل آلودگي لازم فعال غيردر نهايت سببهاباديها توسط آنتيتوقيف

و جلوگيري از گسترش بيماري خواهد شد به بنابراين. شدن بيمارگر در گياه انتخاب موفقيت در اين روش

و حياتي در سيكل حركت، تكثير يا انتقال دارد بستگي هايي باديآنتي  بيمارگركه بتوانند يك مرحله مهم

و هوشمندانه ملكول هدف مي ارا متوقف كنند كه لازمه آن انتخاب دقيق  نواعباشد. انتخاب نوع مناسبي از

و انتخاب روش مناسب باديمختلف آنتي ميهاي نوتركيب اين راهبرد همزمان با افزايش.باشدنيز مهم

و تشخيص پروتئيندرك مكانيسم بيماري مؤهاي گياهي و زايي، كه در بيماريارگر ثر بيمهاي اختصاصي

و تكثير مي انتقال ,.Schillberg et al( كنددخيل هستند، قابليت كاربرد بيشتري پيدا چون.)2000

و به صورت داخل سلولي در سلول ميزبان اقامت فيتوپلاسماها پروكاريوت هاي فاقد ديواره سلولي هستند

فيتوپلاسماها به طور مستقيم در هاي ترشحي هاي غشايي يا پروتئينرسد كه پروتئين دارند، به نظر مي

و سلول مسيتوپلاسم گياه ميزبان ميؤهاي حشره نقش ,.Hogenhout et al( كنند ثري را ايفا در.)2008

 Immunodominant membrane هاي غشايي تحت عنواناي از پروتئيناكثر فيتوپلاسماها مجموعه

 
1- single-chain variable fragments (scFvs) 


