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 چکيده
 

كيفيت روغن حاصله از دانه كلزا به تركيب        .   روغني دنيا محسوب مي شود    كلزا به عنوان يكي از مهمترين گياهان      

ساخته شدن زنجيره هاي طويل اسيدهاي چرب اشباع و غيراشباع           .  اسيدهاي چرب تشكيل دهنده آن بستگي دارد       

ر در  تغيي.  داراي مراحل مختلفي مي باشد كه هر يك از اين مراحل توسط آنزيم يا آنزيم هاي متعدد كنترل مي شود                   

محتواي اسيدهاي چرب روغن كلزا با استفاده از روش مهندسي ژنتيك نيازمند شناسايي، جداسازي و دستورزی در                 

 يكي از مهمترين اسيدهاي چرب تأثير       (C22:1)اسيد اروسيك   .  ژنهاي درگير در بيوسنتز اسيدهاي چرب مي باشد      

 درصد آن باعث كاهش شديد كيفيت روغن           ٢گذار بر كيفيت روغن كلزا مي باشد، بطوريكه ميزان بيشتر از               

 آنزيم  ketoacyl-CoA synthase(KCS)  β-تحقيقات نشان داده است كه آنزيم         .    خوراكي كلزا مي گردد  

  توليد مي شود    fae (Fatty Acid Elongase)اين آنزيم توسط ژن     .  كليدي در بيوسنتز اسيد اروسيك مي باشد     

در اين تحقيق جداسازي، همسان سازي، تهيه       .   را عهده دار است   C22 و   C20 به   C18که تبديل شدن اسيد چرب      

و به منظور    ساختار ژني آنتي سنس و انتقال ژن سنتز كننده اين اسيد چرب به گياه كلزا مورد بررسی قرار گرفت                    

منظور بدين  .   تهيه شد  (fae)خاموش نمودن ژن فوق و جلوگيري از سنتز اسيد اروسيك، سازه آنتي  سنس از اين ژن                

DNA       ژنومي گياه كلزا به روش CTAB              استخراج و با طراحي يك جفت آغازگر و استفاده از روش PCR  ژن ،

 جفت بازي حاصل از تكثير ژن با استفاده از هضم آنزيمي توسط آنزيمهاي                 ١٥٢١قطعه  .  مورد نظر جدا گرديد   

 تأييد نهايي، ژن جداسازي شده در        به منظور .   آناليز و مورد تأييد قرار گرفت       HindIII)و  (EcoRV محدود گر

  كلون و با استفاده از آغازگرهاي استاندارد تعيين توالي گرديد و صحت آن مورد تأييد مجدد                    pSKناقل عمومي   

 در   faeبا توجه به هدف تحقيق كه كنترل ميزان توليد اسيد اروسيك مي باشد،  سازه   آنتی سنس ژن                     .  قرار گرفت 

 نوتركيب به باكتري    pBI121پلاسميد  .   همسانه سازي شد  pBI121ميد بياني گياهي    جايگاه همسان سازي پلاس   

Agrobacterium tumefacience   سويه LBA4404              وارد و از آن به منظور توليد سلولهای تراريخت و 

  با آغازگرهاي  PCRبا وجود رشد گياهان روي محيط حاوي كانامايسين از             .  توليد گياه تراريخت استفاده گرديد    

خاموش شدن ژن   .  اختصاصي، لکه گذاری نقطه ای و آناليز سادرن براي تأييد انتقال ژن مورد مطالعه استفاده شد                 

fae                    توسط ساختار آنتي سنس منتقل شده باعث كاهش قابل ملاحظه ميزان اسيد اروسيك در گياهان تراريخت  
 B. napus گرديد   . 
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 مقدمه
كلزا يكي از مهم ترين دانه هاي روغني جهان محسوب مي شود        

از كل روغن نباتي جهاني از كلزا تأمين مي شود         %  ١٤حدود  ).  ٣(
 ميليون  ٥٦/٣٧ ميلادي برابر    ٢٠٠١كه توليد جهاني آن طي سال       

 روغن  با توجه به اين كه ميزان       ).  ٤(تن گزارش گرديده است      
از نياز روغن   %  ٨حاصل از دانه هاي روغني توليد داخل كه حدود         

خام كشور را تأمين مي كند، اهميت گياه روغني كلزا بيش از               
گياه روغني كلزا  بر اساس ميزان اسيد        ).  ٢(پيش آشكار مي شود    

و داراي   ٢ حاوي مقادير زياد اسيد اروسيك     :، به دو گروه   ١اروسيك
كيفيت روغن كلزا   ).  ٣( تقسيم مي شود    ٣كمقادير كم اسيد اروسي   

براساس نسبت اسيدهاي چرب تشكيل دهنده آن تعيين                 
روغن ها با ميزان بالاي اسيد اروسيك براي مصارف            .  مي گردد

، نايلون،  ٤توليد روان كننده هاي مقاوم به حرارت     :  صنعتی از قبيل  
 ٦، مواد ضد آب، واكسها و عوامل فعال كننده سطحي٥نرم كننده ها

، در حاليكه واريته هائي )٤٠ ،٢٩، ٢٦(مورد استفاده قرار مي گيرند 
با مقادير كم اسيد اروسيك براي مصارف خوراكي مطلوب                 

 .مي باشند
ساخته شدن زنجيره هاي طويل اسيدهاي چرب اشباع و             

مراحل ساخته  ).  ١(غيراشباع داراي مراحل مختلفي مي باشد         
يه دارد كه براي رشد و      شدن اسيد چرب يك مسير متابوليكي اول      

اين مسير تا مرحله ساخته شدن        .  توسعه بذر ضروري مي باشد    
 در پلاستيدها و توسط كمپلكس توليد          C18اسيدهاي چرب    

كننده اسيدهاي چرب كه يك كمپلكس چند آنزيمي است انجام          
اسيدهاي چرب ساخته شده در پلاستيد به         ).  ٣٤،  ١٥(مي شود  

وليپيدهاي پلاستيد مورد استفاده    طور مستقيم براي توليد گليسر    
و يا به سيتوپلاسم فرستاده       )  مسير پروكاريوتي (قرار مي گيرند    

مجموعه ليپيدهاي سيتوپلاسمي در    ).  مسير يوكاريوتي (مي شوند  
اثر پردازش در شبكه آندوپلاسمي به گليسروليپيد تبديل مي شود         
                                                                                      
1. Cis-13-Decosenoic Acid 
2.  High Erucic Acid Rapeseed (HEAR) 
3.  Low Erucic Acid Rapeseed (LEAR) 
4. High-temperature lubricants 
5. Plasticizers 
6. Surface-active agents 

سه در بسياري از گياهان عالي مانند گونه هاي براسيكا           ).  ٣٤(
اسيدهاي چرب با زنجيره هاي بسيار بلند، با تعداد اتم هاي كربن            

 و اسيد اروسيك    (C20:1)، مانند ايكوسانوئيك اسيد     ١٨بيشتر از   
(C22:1)            توليد مي شود كه بخش عمده روغن ذخيره اي بذر را 

اين تركيبات به عنوان پيش نياز لايه هاي           .  تشكيل مي دهند 
 ، ٣٩(د استفاده قرار مي گيرند      سطحي كوتين ها و واكس ها مور     

مطالعات نشان داده است كه جيره هاي غذايي غني از اسيد           ).  ٤٣
اروسيك باعث افزايش سطح كلسترول خون مي شود، بنابراين            

بررسي هاي زيادي براي   ).  ١٢(براي مصرف انسان مضر مي باشد       
تغيير مسير بيوسنتز اسيدهاي چرب به منظور رسيدن به تركيب          

 ،٤٠،  ٣٧،  ١٢(سيدهاي چرب روغن انجام شده  است         مناسب ا 
علاوه بر روش هاي اصلاحي كلاسيك و متداول كه به منظور   ).  ٤٣

تغيير در مقدار اسيد اروسيك در كلزا وجود دارد، امروزه مي توان            
با استفاده از روش هاي نوين، به خصوص مهندسي ژنتيك  به اين            

سنس به عنوان يك ابزار     آنتي .  اي.ان.تكنولوژي آر .  امر نائل شد   
تحقيقاتي مناسب براي مطالعه تظاهر ژن ها در مهندسي ژنتيك           

از طرف ديگر  از اين تكنولوژي به           ).  ٤٥(گياهي کاربرد دارد     
تكنيك .  عنوان روشي براي خاموش كردن ژن ها استفاده مي گردد       

آنتي سنس با موفقيت در تنظيم كاهشي فعاليت              .  اي.ان.آر
كتروناز متابوليسم ديواره سلول، پكتين  استراز،       آنزيمهاي پلي گالا 

و هم چنين براي كاهش سنتز اتيلن در ميوه هاي گوجه فرنگي             
از روش هاي آنتي سنس و    ).  ٣٣،  ٣٢،١٣(به كار گرفته شده است     

  بطور موفقيت آميزي براي بالا بردن ميزان اسيد            ٧هم فرونشاني
استفاده شده  )  ٢١(و در سويا    )  ٢٠  (Brassica napusاولئيك در 

آنتي سنس به منظور  .  اي.ان.در اين تحقيق تكنولوژي آر      .  است
با .  تغيير در مقدار اسيد اروسيك مورد استفاده قرار گرفته است           

نقش كليدي در ساخت اسيد         ٨  KCSتوجه به اينكه آنزيم       
، جدا سازي،   )٢٣(كد مي شود     ٩   faeاروسيك دارد و توسط ژن     
ناسب از اين ژن و انتقال آن به گياه          همسانه سازی، تهيه سازه م   

كلزا به منظور تغيير در ميزان اسيد اروسيك از مهمترين اهداف            
 . اين پروژه بوده است

                                                                                      
7. co-suppression 
8. β -ketoacyl-CoA synthase 
9. Fatty Acid Elongase 
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 روش ها  مواد و
  ژنومیDNAآماده سازي مواد گياهي و استخراج 

  داخل گلدان هاي معمولي       (HEAR)بذور رقم مورد نظر       
جه سانتي گراد با    در ٢٥دماي  (كشت  و در شرايط كنترل شده         

نگهداري )   ساعت تاريكي   ٨ ساعت روشنايي و       ١٦دوره نوري    
 DNA برگي براي استخراج     ٤‐٦پس از دو ماه از گياهان       .  شدند

كيفيت و  ).  ١٠( استفاده شد     ٢ و سي تب    ١به روش هاي دلاپورتا  
 استخراج شده با استفاده از اسپكتوفتومتري در           DNAكميت  

 ). ٢٧(ر تعيين گرديد  نانومت٢٨٠ و٢٦٠طول موجهاي 
 طراحي آغازگرها  

 از ژنوم كلزا با استفاده ازروش          fae براي جدا سازي ژن       
PCR      با در دست داشتن     .  ، آغازگرهاي اختصاصي طراحي شد

شماره دسترسي     (faeترادف نوكلئوتيدي از توالي ژن              
AF274750  (            آغازگر ابتدايي و انتهايي به شرح زير طراحي و

 . آلمان ساخته شد درMWGتوسط شركت 
  SacI و   Cfr9Iجفت آغازگر زير با جايگاههاي برش آنزيمي         

براي جداسازي ژن و كلون كردن آن در ناقل بيان گياهي در                 
 .جهت معكوس طراحي شد

ZSJ7:5'- CACGAGCTC ATGACGTCCGTTAACGTA (27mer)  
                        SacI   رمز شروع       
ZSJ 9: 5'- CATCCCGGGTTAGGACCGACCGTTTTG   (27 mer) 
                                 Cfr9I 
جايگاههاي آنزيمي طراحي شده متناسب با پلاسميدهاي           

 فوق از نظر    آغازگرهای.  مورد استفاده و ترادف ژن طراحي شدند       
 Oligoدماي اتصال، تشكيل لوپ و تعداد لوپ توسط نرم افزار              

استفاده از الكتروفورز بر روي ژل پلي    مورد بررسي قرار گرفته و با       
 . از كيفيت آنها اطمينان حاصل شد% ١٥آكريل آميد 

  از كلزا faeجدا سازي ژن 
 PCRاز روش )  جفت باز١٥٢١به طول (براي جدا سازي ژن   

بهينه .  استفاده گرديد ZSJ9  و ZSJ7با استفاده از آغازگرهاي       
 ١٠٠از      (DNA با انجام تغييردر غلظتهاي      PCRسازي شرايط   

و )   ميلي مولار  ٣ تا   ٥/١از    (+Mg2، غلظت يون    ) نانوگرم ٥٠٠تا  
                                                                                      
1. Dellaporta 
2. CTAB 

 درجه  ٦٤ تا   ٦٠از دماي       (٣دماي اتصال آغازگر با رشته الگو       
در مرحله اول آزمايش از آنزيم          .  صورت گرفت  )سانتي گراد 

 ، محصول شركت فرمنتاس، و پس از          ٤پليمراز مقاوم به حرارت    
 ، محصول   ٥آنزيم پي اف يو پليمراز     از   PCRبهينه سازي سيستم    

 است استفاده   ٦شركت فرمنتاس، كه داراي قدرت اصلاح اشتباه        
 . گرديد

  در پلاسميد مناسب faeكلون نمودن ژن 
از طريق اندازه باند    (پس از تأييد اوليه توالي ژن تکثير شده          

 و هضم آنزيمي ژن تکثير شده با آنزيمهای              PCRحاصل از    
 داخل پلاسميد    PCR، محصول    )B   و A‐١محدودگر، شکل    

pBluescriprt II SK (pSK+)   بدين منظور  .   همسانه سازی شد
 SacI با آنزيم هاي    )  pSK+(ژن تکثير شده و پلاسميد مورد نظر       

 بين ژن برش داده شده      ٧سپس اتصال .   برش داده شدند   Cfr9Iو  
محصول مرحله اتصال     .  و پلاسميد هضم شده انجام گرفت          

 E. coli باكتري   ٨به سلولهاي مستعد  )  fae  پلاسميد حامل ژن  (

DH5α )  (  به منظور انتخاب اوليه باكتري هاي حاوي      .   منتقل شد
حاوي  پلاسميد نوتركيب از محيط انتخابگر مك كانكي               

). ٢٨(استفاده گرديد   )   ميكروگرم بر ميلي ليتر     ٥٠(آمپي سيلين  
از كلني هاي رشد يافته روي محيط فوق كه توليد كلني هاي               

 ٥٠حاوي    (LB رنگ نموده اند، كشت شبانه در محيط مايع          بي
تهيه و استخراج پلاسميد به     )  ميكروگرم بر ميلي ليتر آمپي سيلين   

جهت اطمينان از همسانه شدن        .  روش ليز قليايي انجام شد      
 با آغازگرهاي اختصاصي و همچنين        PCRقطعه در پلاسميد،     

انجام شد که     BglI و   Cfr9I, SacIهضم آنزيمي با آنزيمهای      
 . نتايج آن در بخش مربوطه آورده شده است

   fae  ژن كلون شده٩توالي يابي

به منظور تأييد نهايي قطعه بدست آمده، كلون حاوي قطعه            
) Dideoxy-Chain Terminationتوسط روش     (مورد نظر     

                                                                                      
3. Templet 
4. Taq DNA polymerase 
5.  pfu polymerase 
6. Proof reading 
7. Ligation 
8 .Competent Cell 
9. Sequencing 
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پس از اندازه گيري غلظت پلاسميد تخليص شده        .  توالي يابي شد  
 MWG نمونه جهت توالي يابي به شركت        ٤ نانوگرم از    ٣٠ميزان  

نمونه های ارسالي با استفاده از           .  كشور آلمان ارسال شد      
 .    و از دو طرف تعيين ترادف شدT7 و T3آغازگرهاي استاندارد 

 faeآنتي سنس ژن  ١تهيه سازه

با توجه به اينكه جهت ترايخت نمودن گياه كلزا از                     
ردد لذا سازه آنتي سنس    آگروباكتريوم تومه فاسينس استفاده مي گ    

براي تهيه سازه آنتي    .   همسانه سازي شد  pBI121در ناقل بياني    
 با آغازگرهاي   PCR، قطعه جدا شده توسط        faeسنس از ژن     

ZSJ7   و ZSJ9          پس از بازيابي از ژل، توسط آنزيمهاي محدودگر 
SacI   و Cfr9I  )    آنزيمCfr9I    ايزوشيزومر آنزيم SmaI  ،مي باشد 

 برشي آنها همسان ولي نحوه برش متفاوت دارند         به عبارتي سايت  
يعني انتهاي برشي ايجاد شده توسط اين آنزيم به صورت                  

  pBI121پلاسميد  .  برش داده شد  )  ، مي باشد stickyچسبنده ، 
نيز پس از تخليص تحت تاثير آنزيمهاي برشي فوق قرار گرفت،             

ز ا)   جفت باز  ١٨١٠به اندازه     (GUSكه  نتيجه آن جدا شدن ژن        
پس از بازيابي باقيمانده پلاسميد از ژل، ژن برش           .  پلاسميد بود 

و محصول  )  B‐٧شكل  ( درون آن كلون گرديد       (fae)داده شده   
جهت تأييد و   .   مستعد منتقل گرديد    E. coliنهايي به باكتري     

 و هضم آنزيمي     PCRاثبات كلونينگ ژن فوق در پلاسميد از           
ه حاوي پلاسميد    در نهايت كلون هاي مثبت ك       .  استفاده شد 

نوتركيب بودند انتخاب و از آنها استخراج پلاسميد صورت                 
پلاسميد نوتركيب مورد نظر با استفاده از روش يخ و             .  پذيرفت

با توجه به اينكه    )  ٣١( به آگروباكتريوم منتقل گرديد      ٢ذوب كردن 

 اگروباكتريوم كه مورد استفاده قرار گرفت           LBA4404سويه  
تي بيوتيك ريفامپيسين است، از طرفي      داراي ژن مقاومت به آن     

) ژن مقاومت به كانامايسين     (nptII داراي ژن    pBI121پلاسميد  
مي باشد لذا پس از انتقال پلاسميد نوتركيب به اگروباكتريوم از             
محيط انتخابگر كه حاوي هر دو نوع آنتي بيوتيك استفاده شد به            

از همين دليل باكتريهاي رشد نموده روي اين محيط نشان                
                                                                                      
1. Construct 
2. Freeze and thaw 

 كلني نيز براي تأييد      PCRدريافت پلاسميد دارند، همچنين از       
انتقال پلاسميد به اگروباكتريوم استفاده شد بدين ترتيب كه از            
باكتريهاي رشد يافته روي محيط انتخابي به عنوان الگو براي              

PCR    با پرايمرهاي ZSJ7   و ZSJ9      استفاده شد كه تكثير قطعه 
 .  مي باشد جفت بازي دال بر صحت كار١٥٢١

 و انتقال ژن) باززايي(بهينه سازي شرايط كشت بافت گياه 

به منظور بهينه سازي شرايط كشت بافت، برخي فاكتورهاي          
مهم در باززايي گياه كلزا از جمله غلظت هورمون بنزيل آدنين              

، سن ريز نمونه    )   ميلي گرم در ليتر   ٥/٤ و   ٥/٣،  ٥/١در سطوح   (
وع رقم در قالب طرحهاي آماري       و ن )   روزه ١٠ و   ٥(كوتيلدوني  

همچنين جهت بررسي فراواني    .  مناسب مورد بررسي قرار گرفت     
 و   LBA4404(تراريختي، اثرات نوع سويه اگروباكتريوم              

C58pGV3101(  مدت زمان پيش كشت ريزنمونه ،) بدون پيش
و مدت زمان تلقيح ريزنمونه با       )   ساعت ٤٨ ساعت و    ٢٤كشت،  

مورد مقايسه قرار گرفت و     )   ثانيه ٤٠ و   ٢٠،  ١٠،  ٢(اگروباكتريوم  
با توجه به نتايج بدست آمده از اين آزمايشات تراريختي گياهان             

 . انجام شد
  به گياه كلزاfaeانتقال سازه آنتي سنس ژن 

 پس از استريل سطحي با            HEARبذور کلزای رقم       
محيط كشت  (  درصد به محيط جوانه زني     ٥/١هيپوكلريت سديم   

MS منتقل و در   )   گرم در ليتر آگار    ٨ليتر ساكارز و     گرم در    ٣٠ با
 ساعت تاريكي و دماي     ٨ ساعت روشنايي،    ١٦شرايط كنترل شده    

 با توجه به    ٣برگهاي لپه اي .   درجه سانتي گراد نگهداري شدند     ٢٥

 روزه جدا و پس از      ٥نتايج آزمايشات بهينه سازي از گياهچه هاي       
 ميلي  ٥/٤   حاوي MSحذف مريستم انتهايي روي محيط كشت        

به ( ساعت   ٢٤قرار داده و به مدت       ٤  BAPگرم در ليتر هورمون     
. در شرايط كنترل شده فوق نگهداري شدند       )  عنوان پيش كشت  

به منظور تراريخت نمودن ريز نمونه ها، از آگروباكتريوم حاوي             
حامل (باكتري هاي  كشت شده      .  ساختار مورد نظر استفاده شد     

 دقيقه  ١٠ به مدت    rpm٢٥٠٠  در)  pBIZSJپلاسميد نوترکيب   
                                                                                      
3. Cotyledonary leaves 
4 . 6-Banzylaminopurine 
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سانتريفوژ شدند باكتريهاي رسوب كرده در ته لوله آزمايش در             
دمبرگهای .   به حالت سوسپانسيون در آمدند     ١محيط آلوده سازی  

 ثانيه در محيط فوق كه      ١٠كتيلدونهاي پيش تيمار شده به مدت       
حاوي اگروباكتريوم محتوي پلاسميد دستورزي شده است قرار           

  که فاقد آنتی بيوتيک       ٢پس به محيط هم کشتی     داده شد و س   

 درجه  ٢٥می باشد  منتقل و به مدت دو روز در تاريكي و دماي               
 ٣آنگاه به محيط القاء شاخساره       .  سانتي گراد قرار داده شدند     

 ميلی گرم در ليتر هورمون بنزيل           ٥/٤  حاوي      MSمحيط  (
  ميلي گرم در    ٢٠٠ ميلي گرم در ليتر كانامايسين و          ١٠آدنين،

پس .  منتقل و هر دو هفته يكبار واكشت شدند       )  ليتر سفوتاكسيم 
 هفته نوشاخه هاي سبز توليد شده روي محيط انتخابگر جدا           ٦از  

و به محيط طويل شدن ساقه كه فاقد هورمون رشد بوده ولي                
 ميلي گرم در ليتر بود منتقل و هر دو           ٢٥مقدار كانامايسين آن    

هاي طويل شده به محيط     سپس شاخه  .  هفته يكبار واكشت شدند   
) IBA ميلي گرم در ليتر هورمون          ٢ حاوي    MS(القاء ريشه    

منتقل شدند و گياهچه های جوان تراريخت پس از ريشه دار               
به (  شدن به گلدانهاي كوچك حاوي ماسه،  ورميكوليت و پرليت           

منتقل و در شرايط كنترل شده از نظر ميزان             )  ١،  ١،  ٢نسبت  
پس از رشد کامل گياهان . هداري شدندرطوبت و درجه حرارت نگ

ای نمونه برگی از آنها تهيه و جهت          .ان.به منظور استخراج دی    
از .  تجزيه و تحليل ملکولی و تأييد تراريخت بودن استفاده گرديد         

 به  ٥ و دو رگه سازي سادرن     ٤ ، لکه گذاری نقطه ای    PCRروشهاي  

رد شده به   منظور اثبات انتقال ژن و تعيين تعداد نسخه هاي ژن وا         
 ژنوم استفاده شد و با استفاده از كروماتوگرافي گازي                     

 (Gas chromatography)     درصد اسيدهاي چرب روغن گياهان
 .بدست آمده اندازه گيري شد

  (Dot  Blotting)لكه گذاري نقطه اي 
                                                                                      
1. Infection 
2. Co-cultivation 
3. Shoot Induction Medium 
4. Dot blot 
5. Southern hybridization 

به منظور حصول اطمينان از حضور ساختار منتقل شده به             
 از گياهان    ژنوميي  DNAگياهان تراريخت، پس از استخراج        

براي .   شد DNA، مبادرت به انجام لكه  گذاري نقطه اي        T0نسل  
 با استفاده از     PCRبه روش    اين منظور ابتدا كاوشگر مناسب        

 PCR DG Probe Synthesis Kit (Cat. No. 1 636كيت  

كاوشگر توليد شده   .   تهيه شد  Roche مربوط به شركت      (090
 جفت باز از    ٣٠٠ه حدود    جفت باز است ك    ٥٢٠قطعه اي به طول    

 را شامل مي شود و با      Nos terminator جفت باز از     ٢٢٠ژن و   
لكه گذاري .  توان ساختار مناسب را رد يابي نمود        مي آن  كمك  

). ٣١( انجام شد     Sambrook and Russellنقطه اي به روش     
شرايط آزمايش جهت حذف زمينه  اضافي در بلات و حذف                

ر با بلات بهينه سازي شد به           اتصالات غير اختصاصي كاوشگ     
 درجه سانتي گراد افزايش و       ٦٩طوريكه دماي هيبريداسيون تا      

در بخش نتايج آمده    (غلظت بافرهاي شستشو نيز تغيير داده شد        
 ). است

 (Southern Blotting)دو رگه سازي سادرن 
آناليز سادرن به منظور اثبات انتقال ژن و تعيين تعداد                 

ابتدا ).  ٣٠( مورد استفاده قرار  گرفت       نسخه های ژن منتقل شده   
 توسط آنزيم   T0 ژنومی گياهان     DNA ميكروگرم از     ١٥مقدار  

  بطور كامل هضم و سپس قطعات حاصله            EcoRVمحدودگر  
به دنبال .  درصد با توجه به اندازه تفکيک  شدند٨/٠روی ژل آگارز    

 واسرشت شده و سپس از ژل به غشاء نايلوني            DNAاين عمل   
ی منتقل شده به غشاء، ابتدا ثابت        DNA.  ه منتقل شد  شارژ شد 

(fix)            و در  )  ٣١( و سپس با كاوشگر تهيه شده، هيبريد گرديد
نهايت باندهای پيوند شده با نشانگر به وسيله سيستم كروموژنيك 

شرايط دو رگه سازي سادرن نيز با تغيير در           ).  ٣١(آشکار  گردد   
 .  بهينه گرديدغلظت بافرهاي شستشو و دماي هيبريداسيون

 اندازه گيري اسيدهاي چرب
به منظور بررسي ميزان تغيير در اسيدهاي چرب گياهان             
تراريخت اقدام به اندازه گيري درصد اسيدهاي چرب موجود در            

برای اين  .   شد (GC)روغن دانه به روش كروماتوگرافي گازي          
منظور ابتدا از بذور، چربی استخراج و سپس عمل مشتق سازي و            

ه كردن اسيدهاي چرب در نمونه هاي روغن به روش متكالف          متيل



 ١٣٨٥، سال ٢، شماره ٣٧ ‐١مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٢٦٢

 ميكروليتر از هر نمونه      ٢/٠مقدار  ).  ٢٤(و همكاران انجام شد       
با مشاهده پيك   .  توسط سرنگ هاميلتون به دستگاه تزريق گرديد      

مربوط به هر اسيد چرب و با استفاده از زمان خروج پيك هر                 
اي تزريق شده    اسيد چرب، اسيدهاي چرب موجود در نمونه ه         

 مدت زمان لازم براي آناليز      .و درصد آنها تعيين گرديد    شناسايي  
  . دقيقه بود٣٥هر نمونه توسط دستگاه 

 
 نتايج و بحث

، بهترين شرايط براي جدا     PCRپس از بهينه نمودن شرايط      

 با  +Mg2ای الگو، يون     .ان. نانوگرم دی   ٣٠٠سازي ژن، غلظت     

 ٥/٦٣ل آغازگر با رشته الگو       ميلي مولار و دماي اتصا     ٥/٢غلظت  

. بدست آمد )   ميكروليتري ٢٠براي واكنش    (درجه سانتي گراد    

به منظور تأييد   .   آمده است  A  ‐١نتيجه جداسازي ژن در شكل       

 از هضم آنزيمي توسط آنزيمهاي محدودگر            PCRمحصول   

EcoRV   و Hind III  برش قطعه تكثير شده ژن     .   استفاده گرديد

fae    با آنزيم EcoRV جفت  ٣٣١ و   ١١٩٠د قطعاتي به طول       تولي 

 ،  ٧٧٣ توليد سه قطعه به اندازه هاي        Hind IIIبازي و با آنزيم      

مشاهده %  ١ جفت بازي نمود که روی ژل آگارز             ١٠٦ و    ٦٤٢

 +pSKدر مرحله بعدي ژن در پلاسميد          ).  B  ‐١شكل  (شدند

 از  +pSK در پلاسميد    faeجهت اثبات وجود ژن      .  كلون گرديد 

PCR    اختصاصي و غير     (هاي اختصاصي و هضم          با آغازگر

 استفاده  BglI و   Cfr9I  ،SacIآن با آنزيمهاي برشي     )  اختصاصی

پس از انجام غربالگري و اطمينان اوليه از           ).  C‐١شكل    (شد  

  به طور كامل و از       faeهمسانه سازی شدن ژن در پلاسميد، ژن        

 نشان  ٢دو طرف توالي يابي گرديد، نتيجه آن در شکل شماره              

 . ده شده استدا

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 ١٠٠ مارکر   Mو ستون   )  ١ستون(تكثير شده با پي سي ار     )   جفت بازي  ١٥٢١  (FAE ژن  :  A .   را نشان مي دهد   FAE تكثير و هضم  آنزيمي ژن        ‐١شكل

 كه  EcoRV با آنزيم هاي    fae آنزيمي ژن    ، الگوي هضم  ) جفت بازي  ١٥٢١  (FAE، پي سي آر ژن       )١ستون(كنترل منفي پي سي آر         :  Bجفت بازی،   
 جفت بازي نموده     ١٠٦و  ٦٤٢،  ٧٧٣ كه توليد باندهاي      HindIIIو برش ژن با آنزيم       )  ٣ستون( جفت بازي نموده است       ٣٠٣ و   ١٢١٨توليد باندهاي   

، هضم اختصاصي   )  ١ستون    (ZSJ9 و   ZSJ7 جفت بازي با استفاده از پرايمرهاي        ١٥٢١پي سي ار كلني پلاسميد حاوي قطعه            :  C،  )  ٤ستون(است
، كنترل  )  ٢ستون  ( جفت بازي را نموده است     ٢٩٦٠ و   ١٥٢١ كه توليد دو باند به طولهاي        SacI و   Cfr9I توسط آنزيم هاي    fae حاوي ژن    +pSKپلاسميد  

   ).٤ستون (جفت بازي نموده است  ٦٧٢ و ١٢٦٧، ٢٥٠٠ كه توليد باندهاي Bgl I، برش پلاسميد حاوي ژن توسط آنزيم ) ٣ستون (منفي پي سي اركلني 
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از گونه هاي  )  ٢٠٠٢( توسط داس وهمكاران       faeقبلاٌ ژن    
.  شناسايي و كلون گرديده است      ٢ و كامپستريس  ١براسيكا اولراسه 

با شماره دسترسي   ( را   faeتوالي ژن   )  ٢٠٠١(هان و همكاران     
AF274750(   فورمن و همكاران .  گزارش نمودند )ترادف )  ١٩٩٨

در مطالعه  .  ين ژن را در گونه کلزای راپا گزارش نمودند           ا  ٣ناقص
). ١١( نوكلوتيد از ژن شناسايي و گزارش شد          ٥٠٤فوق تعداد    

  و جوجوبا )  ١٨(همچنين ترادف اين ژن در گياه آرابيدوپسيس        
 .نيز گزارش شده است) ٢٣(

  ژن مورد مطالعه     (BLAST and Alignment)آناليز توالي   
كهاي اطلاعاتي نشان داد كه اين توالي با          با ساير تواليها در بان     

 B.napus(AF 274750) ،   B.napusتوالي هاي نوكلئوتيدي از    
(AF 490462)     ،B. juncea (BJU 558197)، 

B. rapa (AF 490461)  ،B. oleracea (AF 490460) ،
Arabidopsis thaliana (NM- 119617)     و  

 Simmondsia chinensis (SCU 37088)    ١٠٠ به ترتيب  % ،
شباهت %  ٤/٤٦و  %  ٩/٨٥،  %  ٦/٩٨،  %  ٧/٩٩،  %  ٧/٩٩،  %  ٧/٩٩

داس وهمكاران در مطالعه خويش ميزان        ).  ٣شكل شماره   (دارد  
با همين توالي در       B. oleracea  از  fae  تشابه بين توالي ژن    

 Simmondsia و B. juncea ،Arabidopsis thaliana گياهان
chinensis ٩(زارش كردندگ% ٥٨و % ٨٤، % ٨٦  به ترتيب .( 

بررسيهای انجام شده توسط محققين نشان داده است كه ژن          
fae      در تحقيق  ).  ١٨،  ١٤،٩(  فاقد توالي هاي اينتروني مي باشد

حاضر با توجه به توالي ناحيه كد  كننده ژن فوق و تعداد اسيد                
آمينه هاي تشكيل دهنده آنزيم حاصله مشخص گرديد كه اين ژن 

 .  فاقد اينترون است
 بين ژن مورد مطالعه    Clustalبررسی ميزان شباهت به روش      

در سطح توالي اسيد آمينه نيز تشابهات مختلف با گونه هاي فوق            
.  آورده شده است   ٤را نشان داد كه اين درصدها در شكل شماره           

 B. napusبيشترين ميزان تشابه در سطح اسيدهای آمينه با          
(AF 274750)     ٣/٤(ميزان تشابه و کمترين   %  ٨/٩٩  به ميزان (%

 .   مي باشدSimmondsia chinensis (SCU 37088)مربوط به 
                                                                                      
1. Brassica oleracea 
2. B. campestris 
3. Partial 

  pBI121در ناقل    fae سازه آنتي سنس كلون شده ژن          
 بررسي  Hind III و هضم آنزيمي با استفاده از آنزيم       PCRتوسط  

 با توجه به     .شد كه نتايج بدست آمده دال بر صحت كار است            
، مشخص می شود که اگر       و ژن  pBI121نقشه برشی پلاسميد     

 در جهت معکوس همسانه سازی شده باشد هنگام برش          fae ژن  
 ٧٧٣ و   ٩٧٩،  ١٢٦٤٢ سه قطعه به طولهای        HindIIIبا آنزيم   

، در صورتيکه ژن در جهت مستقيم قرار        )٥ شكل(حاصل می شود   
گيرد با توجه به تغيير جايگاههای برشی طول قطعات حاصله              

 از طرف ديگر هضم پلاسميد    .  د بود متفاوت از قطعات فوق خواه    
توليد دو قطعه      SacI و   Cfr9Iنوترکيب با آنزيمهای اختصاصی     

 جفت باز طول دارد که نشان دهنده         ١٥٢١نمود که يکی از آنها      
 بر روی پلاسميد    PCRهمچنين  .  وجود ژن در پلاسميد می باشد    

 جفت   ١٥٢١نوترکيب با پرايمرهای اختصاصی ژن وجود قطعه         
   ). ٦شکل( تأييد نمود بازی را

، سن ريز نمونه    BAPبه منظور بررسي تأثير غلظت هورمون       
و رقم بر باززايي گياه، آزمايشي بصورت فاکتوريل در قالب طرح             

 تکرار اجراء گرديد كه نتايج       ٣بلوكهاي کامل تصادفي در      آماري
حاصل بيانگر اين مطلب است كه بين ارقام، غلظتهاي مختلف             

ن ريز نمونه و اثر متقابلهاي آنها اختلاف بسيار         ، س BAPهورمون  
لذا بر همين   ).  داده ها نشان داده نشده است    (معني دار وجود دارد     

با توجه به   .  اساس اقدام به مقايسه ميانگين ها به روش دانكن شد        
 روزه رقم   ٥نتايج بدست آمده مشاهده گرديد كه جداكشت هاي         

Map    ميلي گرم در ليتر     ٥/٤ در غلظت BAP     ٧ با فراواني باززايي
اين در صورتي است كه رقم      .  برتر از ساير تركيبات مي باشد    %  ٨٥/

PF      بهترين .  فراواني باززايي است  %  ٣/٦٣ در همين شرايط داراي
 روزه با   ٥سن استفاده از جداكشت هاي كوتيلدوني در اين تحقيق         

/٨ روزه با فراواني     ١٠در مقايسه با جداكشت هاي     %  ٦/٦٣فراواني  
 در مطالعه اي كه روي     ١٩٩٩ژانگ و بهالا سال     .  ، بدست آمد  %٥٠

 رقم كلزا داشتند بين واريته هاي مختلف فراواني        ٧باززايي نوساقه   
خاهرا و  ).  ٤٦(را مشاهده نمودند    %)  ٩/٦٧تا  %  ٢/١٣از  (متفاوتي  

 اثر نوع ريزنمونه، ژنوتيپ و      ١٩٩٢ماتيساس در تحقيقي در سال      
 مطالعه نمودند   B. napusز ژنوتيپهاي   هورمون را روي تعدادي ا    

كه نتايج نشان داد كه مهمترين فاكتورها روي باززايي نوساقه،             
هورمون ناچيز   ژنوتيپ و نوع ريزنمونه مي باشد در حاليكه تأثير         

 ). ١٩(گزارش گرديد 
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  نشان داده شده است fae كامل ژن ف تراد‐٢شکل 

 
   با ساير توالي  ژنهاي گزارش شده (Gene complete) مورد مطالعه fae بين ژن (Homology) ميزان تشابه ‐٣شكل

 .(DNA) در سطح نوكلئوتيد
 

 
  با ساير توالي هاي (Gene complete) مورد مطالعه fae بين توالي اسيدهاي آمينه حاصل از ژن (Homology) ميزان تشابه ‐٤شكل 

 ). استفاده شدDNAstarبراي انجام اين آناليز از بسته نرم افزاري (گزارش شده در سطح اسيدهاي آمينه  
 

acgtccgttaacgtaaagctcctttaccattacgtcataaccaaccttttcaacctttgcttctttccgttaacggcatg
gatcgtcgccggaaaagcctatcggcttaccatagacgatcttcaccacttatactattcctatctccaacacaacctcat
aaccatcgctccactctttgccttcaccgttttcggttcggttctctacatcgcaacccggcccaaaccggtttacctcgtt
gagtactcatgctacctccaccaacgcattgtagatcaagtatctccaaggtcatggatatcttttatcaagtaagaaaag
ctgatccttctcggaacggcacgtgcgatgactcgtcgtggcttgacttcttgaggaagattcaagaacgttcaggtcta
ggcgatgaaactcacgggcccgaggggctgcttcaggtccctccccggaagacttttgcggcggcgcgtgaagaga
cggagcaagttatcattggtgcgctagaaaatctattcaagaacaccaacgttaaccctaaagatataggtatacttgtg
gtgaactcaagcatgtttaatccaactccatcgctctccgcgatggtcgttaacactttcaagctccgaagcaacgtaag
aagctttaaccttggtggcatgggttgtagtgccggcgttatagccattgatctagcaaaggacttgttgcatgtccataa
aaatacgtatgctcttgtggtgagcacagagaacatcacttataacatttacgctggtgataataggtccatgatggtttca
aattgcttgttccgtgttggtggggccgctattttgctctccaacaagcctggagatcgtagacggtccaagtacgagct
agttcacacggttcgaacgcataccggagctgacgacaagtcttttcgttgcgtgcaacaaggagacgatgagaacg
gcaaaatcggagtgagtttgtccaaggacataaccgatgttgctggtcgaacggttaagaaaaacatagcaacgttgg
gtccgttgattcttccgttaagcgagaaacttctttttttcgttaccttcatgggcaagaaacttttcaaagataaaatcaaac
attactacgtcccggatttcaaacttgctattgaccatttttgtatacatgccggaggcagagccgtgattgatgtgctaga
gaagaacctagccctagcaccgatcgatgtagaggcatcaagatcaacgttacatagatttggaaacacttcatctagc
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 هضم  ٤ و   ٣،  ٢  ستونهاي    ‐ جفت بازي    ١٠٠ ماركر   ١ ستون   ‐٥شكل  
 در جهت معكوس است را با        fae كه حاوي ژن     pBI121پلاسميدهای  

 نشان مي دهد كه در نتيجه اين هضم، سه قطعه به                HindIIIآنزيم
 .  ايجاد شده است٧٧٣ و ٩٧٩، ١٢٦٤٢طولهاي 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 کنترل منفی،   ٢  ستون     ‐ جفت بازي     ١٠٠ ماركر   ١ ستون   ‐٦شكل

 ZSJ7 پلاسميد حاوي ژن با پرايمرهاي       PCR، مربوط به    ٦ و   ٣ستون  
، ٥ستون  .   جفت بازي را توليد نموده است       ١٥٢١  كه قطعه       ZSJ9و

 كه باعث خطي شدن آن      Hind III آنزيم      با pBI121هضم پلاسميد   
، مربوط به هضم اختصاصي پلاسميد حاوي ژن        ٧ و   ٤و ستون   –مي شود

 جفت  ١٥٢١ كه در نتيجه اين هضم ژن         Cfr9 I و   Sac Iبا آنزيمهاي   
 .بازي از پلاسميد جدا شده است

به منظور بهينه سازي سيستم انتقال ژن، آزمايشي به صورت          
 تكرار اجراء ٣ بلوك هاي كامل تصادفي در فاكتوريل در قالب طرح

كوتيلدون و  (در اين آزمايش اثر رقم، ريزنمونه هاي كلزا            .  شد
 و  (LBA4404و سويه هاي مختلف اگروباكتريوم        )  هيپوكتيل

(C58pGV3101     مورد بررسي    بر فراواني نوساقه هاي تراريخت
ن قرار گرفت كه نتايج تجزيه واريانس و مقايسه ميانگين ها نشا            

داد كه بين ارقام، ريزنمونه ها، سويه اگروباكتريوم و اثرات متقابل           
در مقايسه ارقام كلزا،     .  آنها اختلاف بسيار معني دار وجود دارد        

، فراواني تراريختي بيشتري را      %  ٨٧/١١ با ميانگين     Mapرقم  
در مقايسه فراواني . نشان داد% ٣٤/٩ با ميانگين PFنسبت به رقم 

نه ها، كوتيلدون برتري معني داري نسبت به          تراريختي ريزنمو  
و سويه   %)  ٠٦/٢نسبت به     %  ٢٧/١٥(هيپوكتيل نشان داد       

LBA4404    تراريختي، توانايي بيشتري نسبت به       %  ٢٦/١٤ با
جهت انتقال ژنها به ) تراريختي% ٠٦/٧با  (C58pGV3101سويه 

ژانگ و همكاران در مطالعه اي كه      .  سلول هاي گياهي داشته است   
 واريته كلزا داشتند اثر متقابل بين ريزنمونه و رقم را معني ٥روي 

، westarدار گزارش نمودند و نتايج ايشان نشان داد كه در رقم              
 ريزنمونه  RI25استفاده از كوتيلدون بهترين نتيجه و در رقم             

اثر ).  ٤٧(هيپوكتيل بيشترين فراواني توليد نوساقه را داشته است         
فاكتورهاي مهم در كارآيي انتقال ژن به       ژنوتيپ به عنوان يكي از      

، ٧(گياهان توسط محققين مختلف مورد تأكيد قرار گرفته است           
همچنين نتايج آزمايشات نشان داد كه بهترين مدت زمان           ).  ١٩

نگهداري كوتيلدون هاي برش داده شده در سوسپانسيون                
 ثانيه و بهترين مدت زمان پيش كشت                ١٠اگروباكتريوم   
بنابراين .   ساعت مي باشد  ٢٤ل از آلوده كردن آنها       كوتيلدونها قب 

با توجه به نتايج آزمايشات فوق در ادامه تحقيق از ريز نمونه                 
 ٢٤ آگروباكتريوم، مدت زمان         LBA4404كوتيلدون، سويه     

 BAP ميلي گرم در ليتر هورمون      ٥/٤ساعت پيش كشت و مقدار      
 .استفاده گرديد

سيك در بذور توسعه     به منظور جلوگيري از توليد اسيد ارو        
 در C22:1يافته گياهان كلزاي تراريخت و در نتيجه كاهش ميزان

 ناقل بياني  T-DNAروغن کلزا، ساختار آنتي سنس كه در ناحيه         
pBI121      توسط اگروباكتريوم  )  ٧شكل  ( همسانه سازی شده بود

 گياهـان باززايــي شـــده از . به ژنوتيپ هاي گياه كلزا منتقل شد

٩٧٩ bp 

    ١     ٢      ٣     ٤ 

٧٧٣ bp 

١٢٦٤٢ bp 

١     ٢      ٣      ٤    ٥      ٦      ٧ 

bp١٢٨٧٠

bp١٥٢١ 
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B 

 و جايگاه کلونينگ آن     T-DNA که ناحيه    pBI121پلاسميد  :  A. را قبل و بعد از همسانه سازی ژن نشان می دهد           pBI121 شمايی از پلاسميد     ‐٧شکل  
 . قرار گرفته استpBI121 در GUS  در جهت معکوس بجای ژن fae که در آن ژن (pBIZSJ)شمايی از پلاسميد نوترکيب : Bمشخص می باشد و 

 

 
B    A   D   C 

 نوساقه هاي توليد شده از انتهای برگهای اوليه كشت شده روي محيط حاوي A.  مراحل مختلف كشت بافت و باززرايي كلزا تراريخت‐٨شكل 
ن  ميلي گرم در ليتر كانامايسي٢٥گياهچه رشد يافته روي محيط حاوي : C. نوساقه انتخاب شده بر روي محيط طويل شدن ساقه: B. كانامايسين

 .گياه تراريخت داخل گلدان: Dو )  محيط ريشه زايي(
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 مربوط به گياهان ترايخت با پرايمرهاي             PCR نتيجه     ‐٩شكل   

: ٢ جفت بازي،  ستون        ١٠٠ماركر  :  ١ستون.  اختصاصي طراحي شده  
 حاوي  pBI121پلاسميد  (شاهد مثبت :  ٣كنترل  منفي،  ستون          

 .  نمونه هاي گياه تراريخت: ٦ و ٥، ٤،  ستونهای )ساختار آنتي سني
 

 
 ٥٢٠با كاوشگر     fae لكه گذاري نقطه اي سازه آنتي سنس ژن       ‐١٠شكل  

 حاوي سازه،   pBI121كنترل مثبت، پلاسميد      :  A1نقطه  .  جفت بازي 
بقيه نقاط  .   كنترل منفي، گياه شاهد غير تراريخت         B1 و    A2نقاط  

 .مربوط به گياهان تراريخت مي باشد
 

 ميلي گرم  ٢٥شده كه روي محيط حاوي      كوتيلدونهاي كشت   
قبل از انتقال به      )  ٨شكل  (در ليتر كانامايسين زنده ماندند         

 درجه سانتي گراد جهت بهاره     ٤ هفته در دماي     ٦گلخانه، بمدت   
اگر چه گياهان حاصله    .  سازي تحت شدت نور كم قرار داده شدند       

به عنوان يك   (بر روي محيط حاوي كانامايسين رشد نموده اند           
، اما بررسی های ملكولي بيشتر براي اثبات تراريخت         )نتيجه اوليه 

ي ژنومي اين   DNA حاصل از     PCR.  بودن گياهان لازم است    
 و پروموتور طراحي     faeگياهان با آغازگرهاي كه از داخل ژن           

 جفت بازي را نشان داد كه           ١٢٨٠شده بود وجود يك باند         
 ). ٩شكل (ان  باشد مي تواند دال بر وجود سازه مورد نظر در گياه

 
 الگوي دورگه سازي سادرن گياهان تراريخت با سازه                ‐١١شكل  

 جفت بازي تهيه شده از ژن و            ٥٢٠كاوشگر    .  faeآنتي سنس ژن    
 EcoRV ژنومي توسط آنزيم      DNAو  .  Nosبخشي از خاتمه دهنده     

 جفت بازي كه    ٣٥٠٠ و   ٢٠٠٠وجود باندهاي حدود    .  هضم شده است  
مشاهده مي شود  )  ٥ و   ٤،  ٣،  ٢لاينهاي  (و تراريختها   )  ١لاين  (در شاهد   

گياهان .   كپي از ژن فوق در داخل گياه است             ٢نشان دهنده وجود    
 هر كدام يك نسخه از ژن را دريافت نموده           ٤ و ٣،  ٢تراريخت لاينهاي   

 . كپي از ژن را دريافت كرده است٣ تعداد ٥و گياه لاين 
 

 
 

 
 تزريق نمونه هاي روغن به        نمايش پيك بدست آمده از       ‐  ١٢شكل  

مربوط به گياه شاهد مي باشد كه ميزان          )  الف(گراف    .  GCدستگاه  
نمونه تراريخت  )  ب( در آن بالا مي باشد و گراف         (C22)اسيد اروسيك   

حاوي ساختار آنتي سنس مي باشد كه ميزان اسيد اروسيك آن كاهش            
 .يافته است

٦٥٤٣٢١

١٢٨٠bp 
١٢٠٠bp 
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با توجه به      (Dot blotting) نتايج  لکه گذاری نقطه ای         
اتصال كاوشگر به نسخه يا نسخه هاي ژن منتقل شده بيانگر               

با ).  ١٠شكل  (انتقال موفق سازه به گياهان مورد بررسي بود             
  fae جفت باز با ژن      ٣٠٠توجه به اينكه كاوشگر تهيه شده حدود        

شباهت دارد لذا در گياهان شاهد نيز لكه هاي كمرنگ مشاهده             
 انجام لكه گذاري نقطه اي كه دماي        در شرايط اوليه   .  مي گرديد

 درجه سانتي گراد و غلظت بافرهاي شتسشو بالا        ٦٤هيبريداسيون  
در بلات زمينه تيره مشاهده        )  SDS %0.1 و   2X SSC(بود  

، كاهش غلظت بافرهاي    ١گرديد كه با اعمال شرايط سخت گيرانه      
و بالا بردن دماي        )  SDS %0.1 و    0.5X SSC(شستشو  

.  درجه سانتي گراد، باعث حذف زمينه گرديد      ٦٩  هيبريداسيون تا 
نتايج دو رگه سازي سادرن نشان داد که سازه مورد نظر، منتقل             
شده و در برخی از گياهان تعداد کپی ژن منتقل شده بيش از                

 جفت  ٣٥٠٠ و   ٢٠٠٠وجود باندهاي حدود    .  يک نسخه مي باشد  
وشگر با  بازي كه در كليه نمونه ها ديده مي شود بدليل اتصال كا           

و چنين نتيجه مي شود،    )  ١١شکل(  مي باشد    faeژن هاي دروني   
بارت و  .   نسخه در گياه وجود دارد      ٢از ژن مورد مطالعه حداقل       

 و  EcoRVنشان دادند زماني كه از آنزيم          )  ١٩٩٨(همكاران  
جهت سادرن در ارقام كلزا         faeكاوشگر ساخته شده از روي ژن       

 هاي فوق قابل تشخيص است كه        استفاده شد دو باند با اندازه       
بيانگر وجود دو كپي از ژن در ژنوم مي باشد، از طرفي زماني كه از  

 براي اين منظور استفاده شد يك باند به اندازه               XbaIآنزيم  
نكته قابل توجه   ).  ٦( جفت بازي مشخص گرديد       ٩٠٠٠تقريبي  

 درجه و غلظت بافرهاي     ٦٥اينكه هنگاميكه دماي هيبريداسيون     
در غشاء سادرن     )  SDS %0.1 و   2X SSC( بالا بود     شستشو

زمينه و باندهاي غير اختصاصي مشاهده گرديد كه جهت حذف            
دماي   (high stringencyاين موارد آزمايش با شرايط             

. انجام شد )   درجه و غلظت پايين بافر شستشو       ٦٩هيبريداسيون  
وجود دو باند مشترك در همه نمونه ها همانطور كه ذكر شد به               

  faeعلت بالا بودن ميزان همولوژي بين كاوشگر و ژن هاي داخلي           
)  جفت باز   ٣٠٠( درصد    ٦٠كلزا است، اين همولوژي حدود          

با اين تفاسير از تفاوتهاي كه بين ساير باندها مشاهده            .  مي باشد
                                                                                      
1. High stringency 

مي شود، مي توان به انتقال سازه و تعداد كپي منتقل شده پي برد            
 ). ١١شكل (

 اثر ساختار آنتي سنس بر كاهش ميزان           به منظور ارزيابي   
اسيد اروسيك، گياهان تراريخت از طريق اندازه گيري درصد اسيد         

 مورد  (GC)اروسيك روغن دانه توسط كروماتوگرافي گازي            
نتايج بدست آمده نشان داد كه سازه            .  بررسي قرار گرفتند   

آنتي سنس منتقل شده به گياهان توانسته است ميزان اين اسيد           
با توجه به اينكه سازه آنتي سنس در گياهان   .  ا كاهش دهد  چرب ر 

 توليد  RNA اي مي شود كه مكمل       RNAتراريخت باعث توليد    
شده توسط ژنهاي طبيعي گياه است لذا جفت شدن آنها مانع               

و در نتيجه ميزان توليد محصول اين ژن            شده  faeترجمه ژن   
گياه   ٣٠در اين تحقيق تعداد       .  كاهش و يا متوقف مي گردد      

 گياه  ١١تراريخت از نظر ميزان اسيد اروسيك بررسي شد كه              
).  درصد ٣٦حدود  (كاهش در ميزان اسيد اروسيك را نشان دادند         

 دو نمونه از گراف حاصل از كروماتوگرافي          ١٢در شكل شماره     
رقم (مربوط به نمونه شاهد      )  الف(گراف  .  گازي آورده شده است   

Maplus  (      درصد  ٤٨ك آن حدود     بوده كه ميزان اسيد اروسي 
مربوط به نمونه تراريخت مي باشد كه         )  ب(مي باشد و گراف      

 كاهش قابل توجهي در ميزان اسيد اروسيك را نشان مي دهد              
نكته قابل ذكر اينكه به ازاء كاهش ميزان اسيد اروسيك،           %).  ٣٢(

به .   اتم كربن اضافه مي گردد     ١٨ و   ١٦ميزان اسيدهاي چرب با      
 (C18)ديده مي شود ميزان اسيد اولئيك      )  لفا(طوريكه در گراف    

رسيده %  ٢/٢٦بوده و در گياه تراريخت به حدود          %  ١/١٢حدود  
است، لذا علاوه بر افزايش بهبود كيفيت روغن از طريق كاهش              
درصد اسيد اروسيك، بالا رفتن درصد اسيد اوليئك نيز مي تواند           

يد اين نكته كه اس     .  باعث افزايش بهبود كيفيت روغن گردد        
اوليئك به عنوان منبع براي سنتز اسيدهاي چرب با زنجيره بلند            
از جمله اسيد اروسيك مورد استفاده قرار مي گيرد توسط                 

تكنولوژي ).    ١٤،  ٨،  ٥(محققين ديگر نيز گزارش شده است          
آنتي سنس اولين بار در كلزا براي افزايش سطح اسيد استئاريك            

تي سنس ژن هاي   آن هم چنين بيان    ).  ٢٢(استفاده گرديد     
desaturase  ω6 و  ω3           در كلزا باعث كاهش قابل توجهي در 

در ).  ٤٢( لينولنيك شده است      ‐α اسيد هاي چرب لينولئيك و      
كلزا توانسته اند با استفاده از تكنيك هاي آنتي سنس و هم                 
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افزايش دهند، روغن هاي     %  ٨٥فرونشاني سطح اسيد اولئيك را تا       
 ارزش تغذيه اي بيشتر مي باشند زيرا       غني از اسيد اولئيك داراي     

اين اسيد چرب باعث افزايش كلسترول خون نمي گردد در                
صورتيكه اسيدهاي چرب اشباع شده تمايل به افزايش سطح              

خاموش نمودن ژن هاي داخلي    ).  ٢٠(كلسترول خون را دارند       
Oleate desaturase        ٨٩ باعث افزايش سطوح اسيد اولئيك تا %

 شده است   (B. juncea)در منداب   %  ٧٣ و   (B. napus)در کلزا   
استفاده از تكنولوژي آنتي سنس در آزمايش هاي محققان         ).  ٣٧(

ديگر بر روي خاموشي ژنهاي داخلي و يا ژنهاي گزارشگر مانند              
GFP و GUSاين محققين دامنه خاموش .  نيز گزارش شده است

 . )٤٤ و ٣٨، ١٧(  درصد گزارش كرده اند ٣٠شدن را بين صفر تا 
به عنوان يك نتيجه گيري كلي مي توان بيان نمود كه                 
 ساختار آنتي سنس به كار رفته در تراريخت نمودن گياهان               

B. napus قادر به خاموش كردن ژنهاي داخلي  faeشده است     . 
 

 سپاسگزاری
    بدين وسيله از زحمات کليه اعضاء محترم گروه اصلاح             

 گياهی پژوهشگاه ملی      نباتات دانشگاه تربيت مدرس و گروه        
مهندسی ژنتيک و زيست فناوری که ما را در انجام اين تحقيق              

 .ياری نمودند تشکر مي گردد

 
 REFERENCES         منابع مورد استفاده 

 .٦٥٣ص .مؤسسه انتشارات وچاپ دانشگاه تهران). بيوشيمي تركيبات اوليه (٦فيزيولوژي گياهي. ١٣٧٧ابراهيم زاده، ح  .١
 .٢١‐٢٨ :١٤١مجله زيتون. كشت گياه كلزا در ايران رو به توسعه است. ١٣٧٨ .احمدي، م .٢
 .٨٠ص . وزارت جهاد كشاورزي، نشر آموزش كشاورزي. كلزا. ١٣٧٩. شريعتي، ش و قاضي شهني زاده، پ .٣
 .ص٨٠چاپ اول انتشارات جامعه نو، . استفاده از كنجاله كلزا در تغذيه دام، طيور و آبزيان. ١٣٨٢ .صفافر، ح .٤

5. Bao, X., Pollard, M. & Ohlrogge, J. 1998. The biosynthesis of erucic acid in developing embryos of 
Brassica rapa. Plant Physiol. 118: 183-190.  

6. Barret, P., R. Delourme, M. Renard, F. Dmergue, L. Lessire, M. Delseny, & T. J. Roscoe.1998. A rapeseed 
fad1 gene linked to the E1 locus associated with variation in the content of erucic acid. Theor. Appl. 
Genet. 96: 177-186.  

7. Christey, M. C. & Earle, E. D. 1991. Regeneration of Brassica oleracea from peduncle explants. 
Hortscience. 26: 1069-1072. 

8. Christof Stoll, M., K. Zarhloul, A. Syring-Ehemann, L. Hausmann, F. Spener, R. Tofer, W. Friedt, & W. 
Lush. 1999. Genetic modification of medium-chain fatty acids in oilseed rape (Brassica napus L.) for 
industrial purposes. New Horizos for an old crop. Proceeding of 10th International Rapeseed Congress, 
Canberra, Australia. 

9. Das, S., T.J. Roscoe, M. Delseny, P.S. Srivastava, & M. Lakschmikumaran. 2002. Cloning and molecular 
characterization of the Fatty Acid Elongase 1 (fae1) gene from high and low erucic acid lines of Brassica 
campestris and Brassica oleracea. Plant Sci. 162: 245-250. 

10. Doyle, J. J. & J. L. Doyle.1990. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus. 12: 13-15. 
11. Fourmann, M., P. Barret, M. Rendar, G. Pelletier, R. Delourme, & D. Brunel. 1998. The two genes 

homologous to Arabidopsis fae1 co-segregate with the two loci governing erucic acid content in Brassica 
napus. Theor. Appl. Genet. 96: 852-858. 

12. Gopalan, G. D., D. Krisnamurthy, I. S. Shenolikar, & K. A. V. R. Krisnamurthy.1974. Myocardial changes 
in monkeys fed on mustard oil. Nutr. Metab. 16: 352-365. 

13. Hall, L. N., G. A. Tucker, C. J. S. Smith, C. F. Watson, G. B. Seymour, & D. Grierson.1993. Antisense 
inhabitation of pectinesterase gene expression in transgenic tomatoes. The Plant J. 3: 121-129. 

14. Han, J., W. Lush,  K. Sonntag,  U. Zahringer,  S. D. Borchardt, F. P. Wolter, E. Heinz., & M. Frentzen. 
2001. Functional characterization of β -ketoacyl-CoA synthase genes from Brassica napus L. Plant Mol. 
Biol. 46: 229-239. 



 ١٣٨٥، سال ٢، شماره ٣٧ ‐١مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٢٧٠

15. Harwood, J. L. 1988. Fatty acid metabolism. Annual Review of Plant Physiology and Plant Mol. Biol. 39: 
101-188. 

16. Harwood, J. L. 1996. Recent advances in the biosynthesis of plant fatty acids. Biochemica et Biophysica 
Acta, 1301: 7-56. 

17. Helliwell, C. & P. Waterhouse. 2003. Constructs and methods for high-thrughtput gene silencing in plants. 
Method. 30: 289-295. 

18. James, D. W., L. E. Keller, I. Plooy., & H. K. Donner. 1995. Directed tagging of the Arabidopsis fatty acid 
elongation 1 (fae1) gene with the maize transposon activator. Plant Cell. 7: 309-319. 

19. Khehra, G. S. & R. J. Mathias. 1992. The interaction of genotype, explant and media on the regeneration 
of shoot from complex explants of Brassica napus L. J. Exp. Bot. 43: 1413-1418. 

20. Kinney, A. J. 1994. Current. Opinon. Biotechnology. 5: 144-151. 
21. Kinney, A.J. 1997. in Physiology, Biochemistry and Molecular Biology of Plant Lipids. pp. 298-301, 

Kluwer Academic Publishers, Dordrecht. 
22. Knutzon, DS., G. A. Thompson, S. E. Radke, W. B. Johnson, V. C. Knauf, & J. C. Kridl. 1992. 

Modification of Brassica seed oil by antisense expression of a stearoyl-acyl carrier protein desaturase 
gene. Proc Natl Acad Sci USA, 89: 2624-2628.  

23. Lassner, M. W., K. Lardizabel., & J. G. Metz. 1996. A Jojoba β-ketoacyl – CoA synthase cDNA 
complements the Canola fatty acid elongation mutation in transgenic plants. Plant Cell. 8: 281-292. 

24. Metcalf, L. C., A. A. Schmitz, & J. R. Pelka. 1966. Rapid preparation of methyl esters from lipid for gas 
chromatography analysis. Analytical Chemistry. 38: 514-515. 

25. Murphy, D. J. 1995. The use of conventional and molecular genetics to produce new diversity in seed oil 
composition for the use of plant breeders – progress, problems and future prospects. Euphytica. 85: 433-
440. 

26. Murphy, I. S. & J. G. Sonntag. 1991. Erucic, behenic: feedstocks of the 21st century. Inform. 2: 449-463. 
27. O’Brien, P. 1994. Lecture Notes, Laboratory manual. Molecular Biology 1 N305, Section2. 17-20. 
28. Parks, L. C.  1993. Hand Book of Microbiological Media. 2nd edition, Ch.2: 120-122. 
29. Princen, L. H., & J. A. Rothfus. 1984. Development of new crops for industrial raw materials. Journal of 

American Oil Chemistry Society. 61: 281-289. 
30. Puyaubert, J., B. Garbay, P. Costaglioli, W. Dieryck, T. J. Roscoe, M. Renard, C. Cassagne., & R. Lessire. 

2001. Acyl-CoA elongase expression during seed development in Brassica napus. Biochemica et 
Biophysica Acta (BBA). 1533: 141-152. 

31. Sambrook, J. & D. W. Russell. 2001. Molecular Cloning. A  Laboratory manual. 3 rd Edition. Cold Spring 
Harhor Press. New York. 

32. Sheehy, R. E., J. Pearson, C. J. Brady, & W. R. Hiatt. 1988. Molecular characterization of tomato fruit 
polygalacturonase. Mol. Gen. Genet. 208: 30-36. 

33. Sindelar, L., M. Sindelarova, & Burketova. 1998. Hexokinases of tobacco leaves: influence of plant age on 
particulate and soluble isozyme composion. Plant Biol. 40: 469-474.  

34. Somerville, C. & J. Browse. 1991. Plant lipids: metabolism, mutants and memberanes. Science. 252: 80-
87. 

35. Sonntag NOV. 1995. Industrial utilization of long-chain fatty acids and their derivatives. In: Kimber D, 
McGregor DI (eds) Brassica oilseeds. CAB International, Oxon, UK. pp 339-352. 

36. Southern, E. 1975. Detection of specific sequences among DNA fragments separated by gel 
electrophoresis. J. Mol. Biol, 98: 503. 

37. Stoutjesdijk, P. A., C. Hurlestone, S. P. Singh. & A. G. Green. 2000. High – oleic acid Australian Brassica 
napus and B. juncea varieties produced by co-suppression of endogenous ∆ 12 – desaturases. Biochemical 
Society Transactions. 28: 938-940. 



٢٧١ ... و انتقال آن به fae ژن Antisenseجداسازي و تهيه ساختار : زبرجدي و همكاران

38. Tenllado, F., Barajas, D., Vargas, M., Atencio, F.A., Gonzalez-Jara, P. & D Iaz-Ruiz, J.R. 2003. Transient 
expression of homologous hairpin RNA causes interference with plant virus infection and is overcome by a 
virus encoded suppressor of gene silencing. Mol. Plant-Microbe Interact. 16: 149-158. 

39. Todd, J., D. Post-Beittenmiller., & J. G. Jarowski. 1999. KCS encodes a fatty acid elongase 3- ketoacyl-
CoA synthase affecting wax biosynthesis in Arabidopsis thaliana, the Plant. J. 17: 119-130. 

40. Tofer, R., N. Martini., & J. Schell. 1995. Modification of plant lipid synthesis. Science. 268: 681-686. 
41. Venkateswari, J., S. Kanrar, P.B. Kirti, V. G. Malathi, & V. L. Chopra. 1999. Molecular cloning and 

characterization of Fatty Acid Elongation1 (Bjfae1) gene of Brassica juncea. J. Plant Biochem. Biotech. 8: 
53-55. 

42. Voelker, T. A., A. C. Worrel, L. Anderson, J. Bleibaum, C. Fan, D. J. Hawkins, & H. M. Davies. 1992. 
Engineering laurate production in oilseed. In: Proceeding of the Miami Biotechnology Winter Symposium 
2: IRL Press, Oxford. P. 102. 

43. Von Wettstein-Knowles, P. M. 1993. Waxes, cutin and suberin, in: T.S. Moore Jr (Ed.), Lipid metabolism 
in plants, CRC Press, Boca Raton. pp. 127-166. 

44. Wang, M.B., N. M. Upadhyaya, R. I. S. Brettell, & P. M. Waterhouse. 1997. Intron-mediated improvement 
of a selectable marker gene for plant transformation using Agrobacterium tumefaciens.  J. Genet. Breed. 
51: 325-334. 

45. Wenderoth, I. & A. V. Schaewen. 2000. Isolation and characterization of plant N-Acetyl Glucosaminyl 
transferasevI(GntI) cDNA sequences. Functional analyses in the Arabidopsis cg1 mutant and in antisense 
plants. Plant Physiol. 123: 1097-1108. 

46. Zhang, Y. & P. L. Bhalla. 1999. Shoot regeneration potential from seedling explants of Australian cultivars 
of oil seed rape (Brassica napus L.). New Horizos for an old crop. Proceeding of 10th International 
Rapeseed Congress, Canberra, Australia. 

47. Zhang, Y., M. B. Singh, & P. L. Bhalla. 1999. Genetic transformation of Australian cultivars of oil seed 
rape (Brassica napus L.). New Horizos for an old crop. Proceeding of 10th International Rapeseed 
Congress, Canberra, Australia. 

 


