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هاي نوتركيب در گياهان، پايين بودن سطح بيان ژن انتقال يافته و  محدودكننده توليد پروتئين عواملاز مهمترين 
- روشانتخاب بافت مناسب گياه و نيز بهبود تظاهر قطعه ژني از . هاي متوالي است در نسلها  همچنين خاموشي آن

در تحقيق حاضر، در راستاي رسيدن به اين هدف، با طراحي و . باشد افزايش بيان ژن منتقل شده به گياه مي هاي
بذر توتون، افزايش بيان  در GUSساخت سازه اختصاصي بذر و انتقال آن به گياه توتون سعي شد تا ضمن بيان ژن 

عنوان سيگنال ه ب KDELو  SSهاي  ، تواليGUSبراي تهيه سازه، در بالادست ژن . اين ژن را نيز شاهد باشيم
جهت جلوگيري از خاموشي ژن  MAR، توالي GUSنگهدارنده پروتئين در شبكه آندوپلاسمي و در پايين دست ژن 

هاي برگي توتون با سازه  ريزنمونه. قرار گرفت Napinختصاصي بذر اتعبيه شد و اين قطعه تحت كنترل پيشبرنده 
و  PCRبا  DNAگياهان باززايي شده در سطح  تجزيه. مذكور و با استفاده از اگروباكتريوم تراريخت شدند

آزمون . هاي باززايي شده بود ها به گياهچه دهنده انتقال اين ژن نشان GUSو  nptIIهاي  آغازگرهاي اختصاصي ژن
RT-PCR هاي برگي و بذري انجام و نتايج حاصل نشان داد كه  ها در بافت برداري از اين ژن نيز جهت بررسي نسخه

تنها در بذر صورت  GUSكه نسخه برداري از ژن در حالي انجام شدهدر هر دو بافت  nptIIنسخه برداري از ژن 
يك  Napinبرنده عمومي و يك پيش) nptIIه ژن كنترل كنند( NOSاين نتيجه با توجه به اينكه پيشبرنده . گرفت

و آزمون هيستوشيميايي  SDS-PAGEدر نهايت با استفاده از . باشد، مورد انتظار بود پيشبرنده اختصاصي بذر مي
GUSوجود باند تقريبا . ، بيان اين ژن در بذر گياهان گزينش شده مورد بررسي قرار گرفتkDa60  در گياهان

  .در بذور تراريخت توتون بود GUSدهنده بيان ژن  حاصل از آزمون هيستوشيميايي نشان تراريخت و نيز نتايج
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   مقدمه
نياز روز افزون به داروهاي بيولوژيك و ارزش اقتصادي بالاي آنها 
موجب شده استفاده از گياهان به عنوان بيوراكتورهاي طبيعي در 

از مهمترين . توليد داروهاي بيولوژيك مورد توجه ويژه قرار گيرد
تر بودن آن نسبت به  توان به اقتصادي فوايد و كاربردهاي آن مي

هاي بيولوژيكي فعال و مشابه  هاي صنعتي، توليد فرآورده يستمس
شكل طبيعي، بيان بالاي ژن و توليد بالاي پروتئين نوتركيب، 

هاي مشترك انسان و  پايداري بيشتر و همچنين عدم وجود بيماري
زاي انساني اشاره  دام و خطرات ناشي از آلودگي با عوامل بيماري

  ).Daniell et al. 2001(كرد 
شده و همچنين ناپايداري آن در  پايين بودن سطح بيان ژن منتقل

محدودكننده مهندسي ژنتيك  عواملهاي متوالي از مهمترين  نسل
ها، استراتژي بيان پروتئين  براي رفع اين محدوديت. گياهي است

در بافت مناسب گياه و نيز افزايش بيان و جلوگيري از خاموشي 
هاي تعبيه شده در سازه مورد  توالي ژن منتقل شده با استفاده از

 گياهي مختلف هاياندام در نوتركيب يها تئينوپر. توجه است
. ستا هشد توليد هغد مثل يشيرو هخيرذ هايتباف ر،بذ گ،بر مثل
 يتئينهاوپر زيساهخيرذ و توليد ايبر گياهي وربذ ليلد چند به

 رپايداري بيشت جمله از. هستند توجه ردمو بيشتر نوتركيب
 هاياندام به نسبتتر آن سازي راحتهخيرذ و هشد توليد تئينوپر
شدن توليد پروتئين نوتركيب به بذر و جلوگيري از  ، محدوديگرد

هاي ديگر، ايمني زيستي بيشتر براي  اختلال در رشد اندام
 تتركيبا نيزام دنبو يينپا همچنينخوار و موجودات علف

 موجب نهاآ از تئينوپر رتحترا تخليص نيز و ربذ در فنوليك
 يهاتئينوپر توليد مناسب جهت گزينه يك انعنو به كه هشد

. )Bewley et al. 1994( گيرند ارقر دهستفاا ردمو نوتركيب
ه پيشبرند از دهستفاا رتصو در كه داده ننشا گذشته تتحقيقا

 در KDELو  ژن ابتداي در SS1(هاي نگهدارنده  ري و سيگنالبذ
هدفگيري  آندوپلاسمي بذر شبكه در نوتركيب ئينپروت )ژن انتهاي

 فرستادن با توان مي را نوتركيب پروتئين بيان .شود مي بندي بسته و
 Conrad and(داد  افزايش برابر ده تا آندوپلاسمي  شبكه به آن

Fielder 1998.(  

                                                            
1 Signal peptide 

يكي از مشكلات عمده در زمينه انتقال ژن، خاموشي ژن منتقل 
محققين به دنبال . هاي متوالي استنسل شده و ناپايداري آن در

هستند كه با قرار گرفتن در سازه ژني، اطمينان  DNAقطعاتي از 
 نواحي متصل شونده به ماتريكس. از بيان آن را افزايش دهند

 شوند از تواليخوانده مي S/MAR2داربست هسته كه به اختصار 
 .Allen et al(هاي مطرح شده براي پذيرفتن اين نقش هستند 

ها نقش MARمدل ارائه شده كه از طريق آن  دوحداقل  .)2000
برداري ها در مرحله نسخهخود را در جلوگيري از خاموشي ژن

ممكن  ايچندنسخه هاي منتقل شدهژن از آنجاكه -1: ايفا مي كنند
 DNA/DNA شدگيهاي جفت برهمكنشانواع متفاوتي از  است

عناصر ، خاموشي ژن شودتواند منجر به كه ميمتحمل شوند را 
S/MAR  از فعل و انفعالات جفت ، هسته ماتريكسبه با اتصال
 .Allen et al( كنندميشده ممانعت  درج ژن هايبين نسخه شدگي

زماني كه چندين نسخه از ژن به حالت سيس در يك  -2 )2000
دهنده رونويسي ها به عنوان خاتمهMAR ،شودوارد مي جايگاه

وسعه رونويسي از يك ژن به  ژن ديگر عمل كرده و از ت
  ).Thompson et al. 2006(كند جلوگيري مي

 هايتوالي از استفاده با GUS ژن بيان تحقيق افزايش اين از هدف
SS و KDEL و MAR باشد مي توتون گياه بذور در. 

  
   هامواد و روش

  باكتري هايسويه و ژني هايناقل  
 pGEM®-T-Easyو ناقل  Top10 F'سويه  E.coli از باكتري

Vector براي تراريختي گياهان از . سازي استفاده شدبراي همسانه
 LBA4404سويه ) Agrobacterium tumefaciens(اگروباكتريوم 

  .استفاده شد
سازي آن در ناقل و همسانه SS-GUS-KDEL-MARتكثير سازه 

T- vector  
و  KDELت و در بالادس SS به همراه توالي GUSبراي تكثير ژن 

MAR در پايين دست )bp 138:1950+1812 (روشPCR    با
براي به دست . به كار گرفته شد) 1جدول(آغازگرهاي اختصاصي 

آوردن دماي مناسب براي چسبيدن آغازگرها به الگو، در گراديان 
  .دشگراد امتحان  درجه سانتي 65تا  58دمايي 

                                                            
2 Matrix/scaffold attachment regions  

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
93

.9
.4

.1
1.

6 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

03
 ]

 

                               2 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1393.9.4.11.6
http://mg.genetics.ir/article-1-1332-fa.html


  خديجه باقري و همكاران    بيان پروتئين نوتركيب در بذر توتون                  
 

 1393 زمستان/4ماره ش/ نهمدوره / ژنتيك نوين 495

 

  
 GUS ژن تكثير براي شده طراحي آغازگرهاي -1جدول

 توالي آغازگر پيشرو
GCTAACAAGTTGTTCTTGGTTTCTGCTATG   TCTAGA  AT -Forward:5 

                             XbaI     start codon                  Signal sequence    
ACTTTGGCTTTCTTCTTCTTGTTGACTAACGCT TTACGTCCTGTAG-3 

                            GUS                                                                    
Tm: 81.8                    AT%=  60.7               CG%=39.3                ∆G=-146.8 

روتوالي آغازگر پس  
Reverse:5-T GAGCTC TTATTATCTCATTAAAA TTA TAGTTCATCCTT TTGTTTGCCTCCCTG-3 
                          SacI                     MAR                Stop codon         KDEL                    GUS 

Tm:  75.3                        AT%= 64.8                       CG%=35.2       ∆G=-90.7  
  

 T- Easy، واكنش اتصال به درون ناقل GUSپس از تكثير ژن 

Vector به اتصال واكنش انجام، و محصول E.coli سويه 
'TOP10F نهايت در. شد منتقل حرارتي شوك روش به 

و  X-Gal حاوي  LBهاي پليت رويبر  نوتركيب هاي باكتري
IPTG انتقال يافت سيلين و تتراسايكلينآمپي هاي بيوتيكآنتي و 

 منظور شناسايي به .رشد كردند آبي و سفيد هاي كلوني كه
 محيط در كرده رشد سفيد هاي كلني روي مثبت، بر هاي كلني

 مثبت هايكلون سپس .گرفت انجام Colony-PCR انتخابي،
 تاييد و گرفته قرار بررسي مورد آنزيمي هضم با شده انتخاب
 شده شناسايي هاي كلوني بودن صحيح از اطمينان جهت .شدند
 استفاده با لازم هايتجزيه هدف، DNA قطعات يابيتوالي از پس
  .پذيرفت صورت Clustal و BLAST افزار نرم از

و  KDEL، MAR هاي توالي همراه به GUSژن  بياني سازه تهيه
SS  ابتدا در ناقل بيانيpBI121 پيشبرنده اختصاصي بذر ،Napin 

-SS-GUS-KDEL  شده و قطعه CaMV35Sجايگزين پيشبرنده 

MAR  با هضم آنزيمي ازT-Vector اتصال  جدا شده و واكنش
و هضم  PCRانجام شد و از  pBI121قطعه جدا شده با ناقل 

آنزيمي براي تاييد صحيح بودن كلونينگ استفاده شد و سپس اين 
  .سازه به اگروباكتريوم منتقل شد

  انتقال سازه ژني و باززايي گياهان تراريخت
 با استفاده از هيپوكلريت Xanthiتوتون رقم  ضدعفوني بذرهاي

بار شستشو با آب مقطر  5دقيقه و  10به مدت درصد  5 سديم
 وربذ نيز نهاجو ايبر .دقيقه انجام شد 10استريل هر بار به مدت 

 و شناييرو ساعت 16 رينو دوره با C°26ي ماد در MS محيط از

 رشد دو هفته، گياهان تقريبا از بعد. شد دهستفاا يكيرتا ساعت 8

 تراريخت متر براي انتيس 4 طول تقريبا برگها با ترينجوان و كرده

و ) شدند تقسيم قطعه 10 تا 8 ها به كه هركدام از آن(انتخاب  دنكر
 تك ،گيدلوآ منجاا از قبل روز يك .شدند آماده تلقيح جهت
 +  g/ml ( محيط در نظر ردمو زهسا ويحا مباكتريووگرا يهاكلني

LBµ 50 (ي ماد در كانامايسينC°28  شد داده كشت يكيرتاو، 
 و C°4ي ماد در ،سيدر 5/0- 1 به دهكر شدر يباكتر OD هك قتيو

 رجخا از پس. شد ژقيقه سانتريفود 5- 8 تمد به g 3500 × دور
مايع و  MS( تلقيح محيط، )LB( يباكتر كشت محيط دنكر

، mg/l1/0   مقدار به NAAو  mg/l3 غلظت  با BAPهاي  هورمون
 در كاملا ها لسلو و ضافها هشد داده بسوي رباكتر هايلسلو به
 ها يزنمونهر ي،باكتر نسوسپانسيو سازيدهماآ از بعد. شدند حل آن
 مباكتريووگرا نسوسپانسيو با ستما در ثانيه 20- 30 تمد به
 و گرفته ارقر)  SS-GUS-KDEL-MAR( نظر ردمو زهسا ويحا
كامل و  MS( كشتي هم محيط ويحا يهايشد يپتر در

) mg/l 1/0مقدار به NAAو  mg/l3 غلظت  با BAPهاي  هورمون
 داده ارقر يكيرتا در C°26ي ماد در ساعت 72 ليا 48 تمد به

 كشت محيط روي بر ها يزنمونهر ينا يبعد مرحله در. شدند
كانامايسين با هاي  بيوتيك و آنتي كشتي شامل محيط هم( نتخابيا

 در )µg/ml200 و سفوتاكسيم با غلظت  µg/ml100 -25 غلظت 
 ارينگهد هفته 4 تمد به قبل مرحله ابهمش رينو دوره و ماد

. شد منجاا ريكبا روز 15 هر فاصله به ها نمونه كشتوا. شدند
كامل  MS( طويل شدن ساقه محيط از ها ساقهنو نشد طويل ايبر
 زايي يشهاي ربر و )بيوتيك كانامايسينآنتي µg/ml100 همراه  به
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 µg/ml1/0 همراه  كامل به MS( زاييريشه محيط از ها گياهچه
 هشد داريشهر نگياها ،خرآ مرحله در. شد دهستفاا )NAAهورمون 

) قبل مرحله مشابه رنو و ماد در( پرليت ويحا يهاانگلد به ابتدا
. شدند ارينگهد گلخانه يطاشر در و هشد منتقل كخا به سپس و
 يبعد يهاتجزيه جهت يختهارتر نگياها از هشد آوريجمع وربذ
 در تهيخارتر نگياها مولكولي سيربر.  تگرفارقر دهستفاا ردمو

 هگيا( شاهد و يختارتر نگياها انجو يها گبر از DNA سطح
 Dellaporta et al. (1983(روش  با نوميژ DNA ،)يختارغيرتر

 nptII ژن ختصاصيا يگرهازغاازآ دهستفاا با سپس.  شد اجستخرا
 محيط در هشد گزينش نگياها روي بر PCR كنشوا GUS ژن و
 .شد منجاا ابينتخا

   RNA سطح در يختهارتر نگياها مولكولي سيربر

 دهستفاا RT-PCR روش از RNA  سطح در ژن نبيا سيربر ايبر
هاي بذري و برگي با استفاده از از بافت RNAاستخراج  .شد

تهيه ) RNA )RNX-Plus – 25 ml RN7713Cمحلول استخراج 
اي نگهداري هشده از شركت سيناژن، با كمي تغيير در زمان

 RNAاز روي  cDNAساخت . ها، انجام شد ها در محلول نمونه
 ,RT-PCR )vivantisاي بوسيله كيت دو مرحله استخراج شده،

RTPL12 (قابل ذكر است كه براي استخراج . انجام گرفتRNA، 
روز پس از گلدهي انجام  20مثبت،  PCRبرداشت بذر از گياهان 

مثبت انتخاب  PCRاز گياهان  هاي مناسب نيز همچنين برگ. شد
از آغازگرهاي مرحله قبل استفاده  PCRبراي انجام واكنش . شدند
  .شد
  پروتئينسطح  در يختهارتر نگياها مولكولي سيربر
 SDS-PAGE روش پروتئين از  سطح در ژن نبيا سيربر ايبر
از بذور گياهان تراريخت و  پروتئين كلاستخراج  وشد  دهستفاا

  .انجام گرفت) يختغير ترار(شاهد 
  GUSآزمون هيستوشيميايي 
نيز جهت تاييد انتقال اين ژن و بيان  GUSآزمون هيستوشيميايي 

آن، برروي اگروباكتريوم، برگ و بذور گياهان شاهد و تراريخت 
آزمون  .صورت گرفت Jefferson et al. (1987(توتون، با روش 

كه دو  هاي برگي به اين شكل انجام شدمربوط به ريزنمونه
ريزنمونه از گياهان شاهد و تراريخت تهيه شد و بعد از بين بردن 

ها، بيان اين ژن توسط ميكروسكوپ مورد بررسي قرار  كلروفيل
    . گرفت

  
    نتايج و بحث

انجام و نتيجه آن  1 با استفاده از آغازگرهاي جدول PCRواكنش 
 دماي ردنآو دست به براي . بود bp1950 اي به اندازه  تكثير قطعه

 تا 58 دمايي گراديان الگو، در به آغازگرها چسبيدن براي مناسب
 گراد سانتي درجه 9/61 دما نيترمناسب كه شد درجه امتحان 65
  .بود

انجام  T-Vectorبعد از تكثير قطعه مدنظر، واكنش اتصال آن به 
) ، الف1شكل( Colony PCRشد و كلونينيگ صحيح اين قطعه با 

  ).ب - 1شكل(يابي تاييد شد توالي و هضم آنزيمي و

  
) 1چاهك  :الف .و هضم آنزيميPCR تاييد كلونينگ با استفاده از   -1شكل

  قطعه جدا شده از) 1چاهك  :بنشانگر؛  DNA  )2چاهك  ؛قطعه تكثير يافته
  .نشانگر DNA  )2پلاسميد با هضم آنزيمي؛ چاهك 

 
 pBI121كلونينگ اين قطعه در ناقل بياني  در مرحله بعد ساب

و هضم آنزيمي مشابه با مرحله قبل كلونينگ  PCRانجام شد و با 
  صحيح مورد تاييد قرار گرفت و نهايتا سازه مدنظر ساخته شد

  ).2شكل(

 bp1950  

 bp1950  

  هضم نشدهوكتور 

  هضم شده وكتور

  الف ب
1        2 1       2 
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 Höfgen and( ذوب و دنجماا روش به )2شكل(ه شد تهيه زهسا

Willmitzer (1988 روش  اب و منتقل مباكتريووگرا بهColony 

PCR برگي يها يزنمونهريختي ارتر ايبر آن از و شد تاييد 
 سبز ،نتخابيا محيط در كه هشد ييززابا يها نهاجو. شد دهستفاا

 و منتقل) نمورهو فاقد(نوساقه  شدر محيط به ابتدا نددبو هماند
 ريگازسا جهت پرليت ويحا يهاانگلد به نشد داريشهر از پس
 به يافته شدر نسپس گياها. شدند منتقل محيط يطاشر به

 نماز تا و شدند منتقلخاك برگ  و ماسه ك،خا ويحا يهاانگلد
ور بذ). 3شكل( شدنداري نگهد گلخانه يطاشر در وربذ سيدگير

 جهت و آوريجمع) T0 نسل( نهاآ ازحاصل هشد بنتخاا نگياها
  .شداري نگهد بعد يها سيربر
 

  
، GUS، ژن Signal Sequenceوالي ، تNapinحاوي پيشبرنده   سازه -2شكل

 در بين دو ناحيه مرزي چپ pBI121كه در ناقل  MARو  KDELتوالي 
)LB (و ناحيه مرزي راست)RB (قرار گرفته است. 

  

) الف .هاي گياه توتون پس از تراريختي  باززائي و رشد نوساقه  -3شكل
) ب گزينشگر؛ محيط برروي هانمونهريز زا اوليه هايجوانه رشد و پيدايش

 .انتقال گياهچه به پرلايت و خاك) ج ؛انتقال نوساقه به محيط طويل شدن ساقه

 

و  DNAبه منظور بررسي مولكولي گياهان تراريخت در سطح 
 ژنومي DNAل سازه هدف به گياهان تراريخت، از اطمينان از انتقا

ه ب، )غير تراريخت گياه( و شاهد) T0( برگ گياهان نسل اول
در  GUSو ژن  nptIIآغازگرهاي اختصاصي ژن عنوان الگو و 

و  nptIIمربوط به ژن  bp 795و قطعه استفاده شد  PCRواكنش 
در گياهان تراريخت مشاهده  GUSمربوط به ژن  bp 1512قطعه 

لازم ). 4شكل( شد در حاليكه در گياهان شاهد باندي مشاهده نشد
از باشد ولي  مي bp 1812برابر  GUSه ژن به ذكر است كه انداز

دو آغازگر فوق در داخل ژن طراحي شده به همين دليل  آنجا كه
 قابل .باشد مي bp 1512اندازه قطعه تكثير شده كوچكتر و برابر 

 كنترل براي RT-PCR و PCR هاي واكنش تمام در كه است ذكر
 SS-GUS-KDEL-MAR سازه حاوي PBI121 پلاسميد از مثبت

به ترتيب براي نشان دادن  Wو  Lو از حروف  الگو عنوانه ب
 .است شده استفاده) غيرتراريخت(و گياه شاهد  Kb1 نشانگر 

ها مثبت بود براي استخراج  آن PCRگياهاني كه نتيجه آزمون 
RNA  نتايج . و بذر انتخاب شدنداز برگRT-PCR  نشان داد كه

در بذر  Nosبه علت وجود پيشبرنده عمومي  nptIIبيان ژن 
گيرد، ولي بيان  صورت مي) ب- 5شكل (و برگ ) الف -5شكل(

تنها  Napinبه علت وجود پيشبرنده اختصاصي بذري  GUSژن 
و در برگ ) الف -6شكل(در بذر گياهان تراريخت مشاهده شد 

  ).ب -6شكل(گياهان تراريخت مشاهده نشد 
 

 
در گياهان باززائي ) ب( GUSو ) الف(  nptIIبررسي حضور ژن   -4شكل

) +C؛ منفي كنترل )C-باززايي شده؛ گياهان  ) T4وPCR. T1 ،T2، T3شده با 
  . گياهان شاهد) Wكنترل مثبت؛ 

 
 GUS سطح پروتئين و بررسي بيان ژن در تراريخت گياهان تجزيه

بذر گياهان تراريخت و گياه  هاي استخراج شده ازنمونه پروتئين
هاي سپس نمونه. شاهد، با دستگاه نانودراپ تعيين غلظت شدند

پروتئين مورد  تجزيهپروتئيني از نظر غلظت همتراز شده و براي 

 الف  ب

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
93

.9
.4

.1
1.

6 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

03
 ]

 

                               5 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1393.9.4.11.6
http://mg.genetics.ir/article-1-1332-fa.html


  خديجه باقري و همكاران    نوتركيب در بذر توتون بيان پروتئين           
 

 498  1393زمستان/4شماره/نهمدوره/ ژنتيك نوين

 

 هايپروتئين روي بر SDS-PAGEتجزيه  .استفاده قرار گرفت
 يك قطعه اضافي وجود تراريخت گياهان از شده استخراج

در مقايسه با گياهان شاهد را نشان داد  kDa 60 وزن مشخص با
 ).7شكل(

 
) ب(و در برگ ) الف(در بذر  nptIIبررسي نسخه برداري از ژن  -5شكل

گياهان باززايي  T3 (cDNAو  RT-PCR. T1 ، T2گياهان باززائي شده با 
  .شاهدگياهان  )W كنترل مثبت؛) +Cمنفي؛  كنترل )C– شده؛

 

 
) ب(و در برگ ) الف(در بذر  GUSبرداري از ژن بررسي نسخه -6شكل

– گياهان باززايي شده؛ T2 (cDNAو  RT-PCR. T1گياهان باززائي شده با 

C( منفي؛ كنترل C+ (كنترل مثبت؛ W( گياهان شاهد.  
 

 
؛ SDS-PAGEاز بذر با هاي كل استخراج شده  الكتروفورز پروتئين -7شكل

پروتئين استخراج شده از ) 4و  3 ،2پروتئين استخراج شده از گياه شاهد؛ ) 1
  .گياهان تراريخت

هاي اگروباكتريوم حاوي  ابتدا با نمونه GUSآزمون هيستوشيميايي 
انجام اين آزمون از اين . انجام شد SS-GUS-KDEL-MARسازه 

هاي مورد  لولجهت حائز اهميت بود كه كاركرد صحيح مح
استفاده در آزمون هيستوشيميايي و همچنين صحيح بودن مراحل 

آزمون مربوط به بذر، بر روي . انجام آزمون را به ما نشان داد
 24هاي بذري شاهد و تراريخت صورت گرفت و بعد از  نمونه

بذور تراريخت رنگ آبي . ساعت نتايج مورد بررسي قرار گرفت
در بذور شاهد هيچ گونه تغيير رنگي  را از خود نشان دادند ولي

هاي برگي هيچ گونه تغيير رنگي در نمونه). 8شكل( مشاهده نشد
در برگ  GUSمشاهده نشد و اين تاييد ديگري بر بيان نشدن ژن 

 .باشدمي

 
بذور گياه  )2 ؛بذور گياه شاهد )GUS. 1آزمون هيستوشيميايي  -8شكل

 اگروباكتريوم بدون سازه )5 ؛اگروباكتريوم حاوي سازه )4و  3 ؛تراريخت

 
 عنوان به كانامايسين به مقاومت حامل ژن PBI121بياني  ناقل

آنزيم  كننده كد ، تواليCaMV 35Sبرنده  پيش انتخابي، نشانگر
منظور بيان ه ب. باشدمي NOSترميناتور  و (GUS)گلوكورونيداز ‐بتا

جاي  هب) اختصاصي بذر(برنده ناپين در بذر گياه، پيش GUSژن 
اين پيشبرنده علاوه بر اينكه . جايگزين شد CaMV 35Sپيشبرنده 
در بذر دارد، نتايج ) درصد از پروتئين كل بذر 20- 30( بيان بالايي

دهد كه از اين پيشبرنده مي بدست آمده از تحقيقات قبلي نيز نشان 
 بذر گياه استفاده كردهاي نوتركيب در  توان براي بيان پروتئين مي

)Bagheri et al. 1389 .( قرارگيري تواليKDEL  وSS  در سازه به
منظور هدفگيري محصول پروتئيني در شبكه آندوپلاسمي يكي 

هايي كه با  پروتئين .ديگر از تدابير انجام گرفته روي ناقل بياني بود
استفاده از يك پروتئين نشانه جانوري يا گياهي به يك مسير 

شوند، به ميزان چند برابر بيشتر از  حي خاصي فرستاده ميترش

1 2 3  4 5 

 ب الف

 الف ب
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 ندشو شوند توليد مي هايي كه به سيتوپلاسم فرستاده مي پروتئين

)Schouten et al. 2002 .( شبكه آندوپلاسمي يك محيط اكسيد
در اين محل فراواني بالايي از . كند ها فراهم مي كننده براي پروتئين

شود و در عين حال ميزان پروتئاز  مي هاي چپروني مشاهده پروتئين
اين موارد از مهمترين عواملي است كه بر . كمتري وجود دارد

 Nuttall et( گذارند روي پيچش و سرهم بندي پروتئين تاثير مي

al. 2002 .(همچنين از توالي MAR  جهت جلوگيري از خاموشي
 جلوگيري از خاموشي ژن در MARنقش تواليهاي  .شد استفاده ژن

منتقل شده و همچنين افزايش بيان آن در مطالعات متعدد مورد 
در . بررسي و در برخي موارد تاثير آن بسيار قابل توجه بوده است

برابر  77 ه،انجام شد Verma et al. (2005)اي كه توسط مطالعه
   .افزايش در بيان ژن خارجي مشاهده شد

حضور ژن  ،انتخابيكشت  محيط سطح بر شده انتخاب گياهان در
GUS  وnptII  با آزمونPCR  با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي

-RTآزمون  و تكميلي هايبررسي .دشدر گياهان تراريخته اثبات 

PCR ژن  از برداري نسخهGUS كرد يديتا توتون گياه بذور در را. 
 آميز موفقيت بيان نشانگر SDS-PAGE بررسي از حاصل نتايج

 گياهان ولي بود سازه از حاصل اهانگي بذر در GUS پروتئين
 پروتئين بيان ميزان. بودند متفاوت ژن بيان ميزان نظر از مختلف

 تعداد به كامل بستگي تراريخت گياهان در خارجي ژن يك
 اي هسته ژنوم در آن قرارگيري جايگاه و شده منتقل ژن هاي نسخه
 پس و گرفته قرار گياه ژنوم درون ژن اين گياهي، سلول در. دارد
 وجود) ها نسخه تعداد افزايش(ژن  تكثير امكان تراريختي، از

 در كافي هاي نسخه تعداد تراريختي ابتداي در اينكه مگر ندارد،

 .Radke et al(گيرند  قرار كروموزوم درون در مناسب جايگاه

 از ناشي تواند مي GUS پروتئين بيان ميزان در تفاوت لذا). 1992
 تعداد يا و گياه ژنوم در ژن اين يريقرارگ جايگاه در تفاوت
 گياهان از برخي مورد در. باشد شده منتقل ژن هاي نسخه متفاوت

 نشان دهنده PCR نتايج اينكه رغمعلي سازه از حاصل تراريخت
 با تفاوتي SDS-PAGE نتايج در ولي بود ها آن بودن تراريخت

 دلايل تواند مي مسئله اين. نشد مشاهده تراريخت غير شاهد گياه
 مذكور گياهان در GUS پروتئين پايين بسيار بيان جمله از متعددي

 نباشد شناسايي قابل مذكور هايروش توسط كه نحوي به باشد
(Esmaeili et al. 2006) از ناشي ژن بيان فقدان اينكه يا و 

 ساختار تغيير به منجر كه باشد T-DNA ناحيه در ممكن نوتركيبي
 GUSآزمون هيستوشيميايي  از ستفادها با .باشد شده GUS ژن
 فعال پروتئين توليد و پروموتر فعاليت تحليل و تجزيه به توان مي

 رنگ تغيير ).Jefferson et al. 1987(پرداخت   مربوطه، توسط ژن
 و ژن بيان نشان دهنده سويسترا، و تراريخت بذور حاوي محلول
 .باشد مي طهمربو سازه در GUS ژن به مربوط پروتئين موفق توليد

 GUSژن  كه داد نشان حاصل نتايج و شده انجام آزمونهاي مجموعه
 آن از برداري و ترجمه نسخه و شده گياه توتون منتقل ژنوم به

 زمينه در بعدي هاي بررسي تكميل با است اميد .پذيرد مي صورت

استحصال، بتوان آن را با پروتئيني كه از لحاظ پزشكي  و استخراج
 ارزان و انبوه توليد امكان د وكرهميت است، جايگزين و غذايي با ا

  .فراهم كرد يك پروتئين نوتركيب با ارزش را
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