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 خلاصه

 
گردد، لذا افزايش توليد     مين مي تأاز خارج   %) ٩٠بيش از   (نظر به اينكه بخش اعظم روغن خوراكي كشور           

از بين نباتات روغني، كلزا از اهميت خاصي          .   ضرورت دارد  هاي روغني به منظور قطع وابستگي كشور         دانه
با توجه به اينكه اصلاح گياه روغني كلزا با         .  برخوردار است و اصلاح براي كميت و كيفيت روغن آن لازم است           

گير، پرهزينه و گاهي غير ممكن است، در نتيجه استفاده از تكنيكهاي نوين                 استفاده از روشهاي كلاسيك وقت     
مهمترين بخش هر ژن پروموتور آن است كه در اين تحقيق            . ناپذير است  نولوژي و مهندسي ژنتيك اجتناب    بيوتك

  بررسي دقيقي در خصوص وضعيت فعاليت پروموتور         GUSسعي شده است تا با استفاده از ژن گزارشگر             
 در صورت   . از نظر ميزان، مكان و زمان بيان ژن صورت پذيرد           )  CaMV 35S(ويروس موزائيك گل كلم      

توان از     مي  GUS (β-glucuronidase( توجه به نحوة بيان ژن گزارشگر          مذکور و با   مناسب بودن پروموتور  
 در ناحية    GUSبدين منظور ابتدا در پروژة مستقلي ژن        .  آن به منظور كنترل ساير ژنهاي مورد نظر استفاده نمود          

 بوته  ٧در اين تحقيق بذور     .  ا منتقل گرديده بود    كلون شده و به گياه كلز       CaMV 35Sپايين دست پروموتور    
پروتئين محلول  .  در گلخانه كشت شد   ) غير تراريخت (به همراه بذور گياه شاهد      ) T0نسل  (شده   كلزاي تراريخت 

 استخراج و با استفاده از          )دهي، تشكيل غلاف و پيري        شامل رزت، غنچه   ( مرحلة رشدي      چهاردر  
، و كاروتنوئيد بر اساس ميزان      a  ،bمقادير كلروفيلهاي   .  محلول مشخص گرديد  اسپكتروفتومتري، غلظت پروتئين    

 اندازه گيري و مورد تجزيه و تحليل         ٦٦٣ nm و   ٦٤٦،  ٤٧٠جذب نور عصارة استخراج شده در طول موجهاي          
داري بين گياهان تراريخت و شاهد از نظر ميزان پروتئين، كلروفيل و                   اختلاف معني .  آماري قرار گرفت   

روتنوئيد مشاهده نشد ولي ميزان اين تركيبات در مراحل مختلف رشدي متفاوت بوده و در مرحلة تشكيل                      كا
علاوه بر مطالعة ميزان كمي كلروفيل، كاروتنوئيد و پروتئين، الگوهاي باندي            . غلاف به حداكثر ميزان خود رسيد     

 در گياهان تراريخت باند پروتئيني      .  بررسي شد  SDS-PAGEشاهد به روش     و   پروتئينها در تيمارهاي تراريخت   
با توجه به نتايج حاصل از مقايسة كلروفيل، كاروتنوئيد         .   مشاهده نشد  اي لهجديد در مقايسه با شاهد در هيچ مرح       

 در ناحية پايين دست پروموتور       GUSتوان نتيجه گرفت كه انتقال ژن          مي) از نظر كمي و كيفي     (و پروتئين   
CaMV 35S     از نظر  (ها و پروتئين كل محلول گياه         داري در مقادير رنگدانه    جاد تغييرات معني   به كلزا باعث اي

 ، ساقه ،برگ: شامل(با توجه به مشاهده رنگ آبي در بافتهاي مختلف گياهان تراريخت             .  گردد نمي) كمي و كيفي  
توان نتيجه   مي   )دهي، تشكيل غلاف و پيري     شامل رزت، غنچه  (و در مراحل مختلف رشد گياهان        )  غلاف  و گل

 يك پروموتر مطلوب است كه در بافتهاي مختلف ودر مراحل متفاوت رشد                CaMV 35Sگرفت كه پروموتر    
 CaMVتوان نتيجه گرفت كه احتمالا  استفاده از پروموتور           لذا مي . مي گرددمورد نظر   گياه كلزا باعث بيان ژن      

35Sژن به كلزا مناسب استژنهاي مفيد زراعي براي انتقال   در ناحية بالا دست ساير. 
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 مقدمه
توان تغييرات الگوي تظاهر     با استفاده از ژنهاي گزارشگر مي      

ژن كلون شده در ناحية پايين دست پروموتور مورد نظر را                 
  GUSردي  ترين ژنهاي گزارشگر، ژن     يكي از كارب  .  مطالعه نمود 

)uid A (    است كه ازE. coli         مشتق شده و در امر انتقال ژن به 
 اين ژن باعث ايجاد پروتئين        .  فراوان دارد کاربرد  گياهان  

β-glucuronidase            مي  شود كه منجر به تجزية چندين نوع  
β-glucuronide       از جمله گلوكرونيدهاي موجود مثل X-Gluc 

توان مكان فعاليت اين ژن را       كه بدين ترتيب مي   ) ۱۷(د  مي  گرد
 .  در گياه تراريخت تشخيص داد

 مفيد به گياه كلزا، انتخاب پروموتور        هايبه منظور انتقال ژن   
از بين  .  اي برخوردار است    مناسب و قوي از اهميت ويژه         

پروموتورهاي موجود براي بيان ژن مطلوب در گياهان زراعي،            
تواند بيان ژن تحت كنترل را در            مي CaMV 35Sپروموتور  

و در مراحل رشد گياه     ) مانند برگ، شاخه، گل   (بافتهاي مختلف   
ضعيت كنترل ژن    وبررسي دقيق    به منظور    .  كلزا باعث شود   

 در پروژة ديگري ژن گزارشگر         CaMV 35Sتوسط پروموتور    
GUS               در ناحية پايين دست اين پروموتور كلون و به كلزا رقم 

Westar    به عوامل   اناين پروموتور در گياه   ).  ۸(منتقل گرديد 
Trans-acting          ويروسي نياز ندارد، به همين جهت در بسياري 

تصور مي  رود كه   ).  ٤،  ٢(از گياهان تك  لپه و دو  لپه فعال است         
) ۱۷ ،۱۶(اين پروموتور بصورت پايدار باعث بيان ژنها مي  گردد           

صاصي بيان شده و در       ولي در بعضي آزمايشات بصورت اخت        
   ).۱٢ ،۱(برخي بافتها فعاليت بيشتري نشان داده است 

 CaMV آزمايشات متعددي بر روي ميزان فعاليت پروموتور      
35S                 در گياهان مختلف صورت گرفته و الگوي بيان آن در 

در آزمايشي كه فعاليت      . طول دورة رشد بررسي شده است        
برنج تراريخت  در گياهان توتون و          CaMV 35Sپروموتور
 ميزان فعاليت پروموتور در برگهاي برنج، حدود           گرديد، بررسي

 برابر بيشتر از برگهاي توتون بود ولي فعاليت آن در ريشه  ها             ١٠
رنگ آميزي بافتها نشان داد كه       .  براي دو گياه تقريبا برابر بود      

اين پروموتور در سلولهاي اپيدرم برگ، مزوفيل و بافتهاي آوندي          
ين در كورتكس و استوانة آوندي ريشه فعاليت داشته            و همچن 

 در  ).۱٩ (است ولي فعاليت آن در اپيدرم ريشه اندك بود              
 تحت كنترل    GUSآزمايشي ديگر نيز فعاليت ژن گزارشگر           

 در گياهان سيب  زميني و كلونهاي         CaMV 35S پروموتور  
حاصل از آنها بررسي شد و نشان داده كه اين پروموتور، يك                

هدف از اين بررسي مطالعة ميزان      .   )۲۰ (تور عمومي است  پرومو
 و همينطور تاثير ژن گزارشگر       CaMV 35S فعاليت پروموتور   

GUS           بر روي مقادير مختلف كلروفيل a  ،b    كاروتنوئيد و ،
پروتئين در مراحل مختلف رشد گياهان تراريخت و نيز بررسي             

در برگهاي  تغييرات الگوهاي الكتروفورزي پروتئينهاي محلول        
 .بود) غيرتراريخت(كلزاي تراريخت در مقايسه با گياهان شاهد 

 
 ها مواد و روش

 Brassica napus بوته كلزاي      ٧بذور  :  مواد گياهي 
 GUSژن گزارشگر   "  كه قبلا  Westarواريتة   تراريخت حاصل از  

به همراه بذور شاهد در گلخانه و        ) ۱۰(به آنها منتقل شده بود       
 ١٦ و دوره نوري       ٢٠-C٢٤°  در دماي تحت شرايط يكسان     

 عدد از بذور هر يك از گياهان در         ٢٥تعداد  . ساعت كشت شدند  
 ٤در مرحلة    .   كشت شدند    سانتيمتر ٢٠يك گلدان به قطر       

.  گلدان كوچكتر منتقل شدند    ٤هاي هر تيمار به       برگي گياهچه 
شامل مراحل روزت،   ( مرحلة رشدي    ٤نمونه  برداري از گياهان در     

، از برگهاي   ) دهي، تشكيل غلاف و در نهايت مرحلة پيري        غنچه 
 ٤از هر تيمار     .  كاملا  توسعه يافته و هم سن صورت گرفت           

تهيه گرديد كه از هر برگ يك         )  گلدان ٤مربوط به   (مشاهده  
 . مايع نگهداري شدنيتروژنگرم وزن نموده و در 

: و كاروتنوئيد ) a  ،b( اندازه  گيري ميزان كلروفيل     
مايع بيرون آورده و به همراه        نيتروژن   ها را تك تك از        نمونه 

به نمونة  .  گرديدتا پودر ه   مايع در هاون سائيده شد       نيتروژن
 mM٥٠( از بافر استخراج پروتئين  ميلي ليتر ٣شده پودر " كاملا

 Tris-HCl  ) ٥/٧pH (  ،ميلي مول ٢  EDTA    و مركاپتواتانل 
 از هر نمونه را در         µl٢٠٠مقدار  .  به آن اضافه شد    %) ٠٤/٠

 استون سرد اضافه نموده و        µl٨٠٠اپندورف ريخته و به آن         
  و دماي     دور در دقيقه   ١٣٠٠٠اين نمونه  ها در    .  مخلوط گرديد 

°Cدقيقه سانتريفوژ شد و قسمت بالايي آنها به           ١٠  به مدت  ٤ 
به منظور اندازه گيري مقادير     . اپندورفهاي ديگري منتقل گرديد   

  كاروتنوئيد مقدار جذب نور در سه طول موج            ،a  ،bكلروفيل  
 براي هر يك از نمونه  ها توسط          نانومتر ٦٦٣  و     ٦٤٦ ،    ٤٧٠

، aمقادير كلروفيل     .  دستگاه اسپكتروفتومتري قرائت شد      
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 ):۷( و كاروتنوئيد طبق معادلة زير بدست آمد bكلروفيل 
Chla (µg/ml) = 12.5 A663 - 2.55 A646 
Chlb (µg/ml) = 18.29 A646 - 2.58 A663 
Carotenoid (µg/ml) = (1000 A470 - 3.27 Chla - 104 
Chlb)/229 

الذكر را به      از باقيماندة محلول فوق       ميلي ليتر ٧٥/٠مقدار  
 لولة جديد منتقل و با همان حجم از بافر مخصوص نمونه                  

)Tris-HCl 625 mM (pH 6.8)   ،SDS ٢ %(w/v) ،
) وزني /حجمي% (١٠ليسرول،گ)حجمي/حجمي% (٥مركاپتواتانل  

 ٢ مخلوط و به مدت        ))وزني/حجمي % (٠١/٠و بروموفنل بلو     
 دقيقه  ٢٠دقيقه در آب جوش قرار داده شدند و سپس به مدت             

مايع صاف شدة اين    .   سانتريفوژ شدند   دور در دقيقه   ٤٠٠٠در  
اپندورفها در دو اپندورف ديگر تقسيم و تا زمان انجام الكتروفورز           

 .گهداري شدند ن-٢٠ C°در 
گيري ميزان پروتئينهاي محلول برگي با استفاده از             هزاندا

اساس اين روش اتصال      .  صورت گرفت ) ۳(روش برادفورد    
كوماسي بريليانت بلو به پروتئين و تعيين ميزان جذب نور در              

 ٥٩٥ميزان جذب نور در        .  مي  باشد  نانومتر ٥٩٥طول موج    
براي اين منظور   .  م دارد  با غلظت پروتئين نسبت مستقي     نانومتر

ترتيب كه از پروتئين     بدين.  ابتدا منحني استاندارد رسم گرديد     
، ٦٥/١، محلولهايي با غلظتهاي     )BSA(استاندارد آلبومين گاوي    

  ميكروگرم بر ميلي ليتر   ٧٠  و   ٦٠،  ٥٠،  ٢٥،  ٥/١٢،  ٢٥/٦،  ١٢٥/٣
% ٠١/٠ G-250كوماسي بريليانت بلو      (در محلول برادفورد      

 و اسيد فسفريك    ) حجمي/حجمي% (٤٧، اتانل    )زنيو/حجمي(
ميزان جذب نور براي       .  تهيه شد    ))حجمي/حجمي% (٥/٨

 قرائت و خط     نانومتر ٥٩٥ در طول موج      د استاندار يها پروتئين
 .رگرسيون پروتئينهاي استاندارد ترسيم شد

باقيمانده : تهيه و اندازه  گيري ميزان پروتئين نمونه  ها      
 در هاون كوبيده و محلول استخراج پروتئين به          نمونه  هايي را كه  

 ٤ C° و در دماي      دور در دقيقه   ١١٠٠٠آنها اضافه شده بود، در      
 از هر نمونه را     ١٠ µlمقدار  .   دقيقه سانتريفوژ شدند   ٢٤به مدت   

از محلول  ميكروليتر   ٩٩٠با  ميلي ليتر   ٥/١در يك لوله آزمايش     
 ٥٩٥وري آنها در    برادفورد مخلوط نموده و سپس ميزان جذب ن        

با استفاده از خط رگرسيون استاندارد بدست       .   قرائت شد  نانومتر
آمده، مقدار پروتئين در نمونه  هاي استخراج شده از برگهاي              

چون اعداد بدست   . گياهان تراريخت و شاهد اندازه گيري شد        
بود، بنابراين  ميكروليتر   ١٠آمده نشان دهندة مقدار پروتئين در       

  ٣ ضرب شد تا مقدار پروتئين در           ٣٠٠مده در   اعداد بدست آ  
زيرا براي هر   .  حاصل از يك گرم برگ تازه بدست آيد       ميلي ليتر  
بافر استخراج به ازاء يك گرم برگ تازه          ميلي ليتر   ٣نمونه  از     

 تقسيم شدند تا     ١٠٠٠سپس اين اعداد بر      .  استفاده شده بود  
 تازه بدست    در يك گرم برگ      ميلي گرم مقدار پروتئين بر حسب   

 .آيد
هايي كه به منظور انجام الكتروفورز آماده          نمونه: الكتروفورز

بر روي ژل جدا كنندة     ) SDS-PAGE) ۱۳شده بودند، به روش     
 ساعت  ٧الكتروفورز به مدت     .  آميد بارگيري شدند   اكريل% ١٤

در نهايت بعد از انجام        .  صورت گرفت ولت   ٧٥در ولتاژ    
كوماسي بريليانت  ( محلول رنگ آميزي     الكتروفورز، ژلها به وسيلة   

، متانول  ) v/v% (١٠، اسيد استيك گلاسيال      )w/v% (١/٠بلو  
٤٠) %v/v ((       بري از ژل    رنگ آميزي شده و سپس مراحل رنگ

بري شده عكس تهيه و مورد تجزيه        از ژلهاي رنگ  .  صورت گرفت 
 .و تحليل قرار گرفتند

 
 نتايج و بحث

اي مربوط به پروتئين و         ه نتايج حاصل از تجزيه   داده        
كلروفيل نشان داد كه در مراحل اولية رشد گياه كلزا، ميزان               

، كاروتنوئيد و همچنين پروتئين محلول در         b و   aكلروفيلهاي  
برگ كم بوده و به تدريج كه گياه رشد كرده و به مرحلة تشكيل              
غلاف مي  رسد ميزان اين تركيبات نيز به حداكثر مقدار خود              

در مرحلة چهارم، يعني بعد از تشكيل بذر و           .     يابدافزايش مي   
رسيدن آنها كه بتدريج برگها به زردي مي  گرايند پروتئين                
محلول برگ و نيز كلروفيل و كاروتنوئيد به حداقل ميزان خود             

گرچه تجمع كلروفيل و كاروتنوئيد در مرحلة سوم به          .  مي  رسد
مرحلة دوم اختلاف   بيشترين مقدار خود رسيد ولي ميزان آن با          

اختلاف معني داري بين    ).  ٢ و ١شكلهاي  (معني  داري نشان نداد    
تيمارهاي  تراريخت وشاهد از نظر ميزان پروتئين، كلروفيل و             

 تحت   GUSكاروتنوئيد مشاهده نشد و مي توان گفت كه ژن             
  تاثير معني داري روي ميزان اين     CaMV 35Sكنترل پروموتور   

 .اي مورد آزمايش نداشته استگياه كلزترکيبات در 
 وجود  ١كاروتنوئيدها در تركيبات پروتئيني غشاء تيلاكوئيد       

دارند و نقش آنها دفع راديكالهاي آزاد توليد شده در فرايند                
روند تغييرات   .  اكسيداسيون نوري توسط كلروفيل است         

                                                                                    
1 . Thylakoid 
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كاروتنوئيد نيز در مراحل مختلف رشد گياه، مشابه روند تغييرات          
چنين روندي در مورد اين رنگ         . روتئين نيست كلروفيل و پ   

 .نيز مطالعه شده است) ۶(و فستوكا ) ۱۵(ها در جو  دانه
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 گياهان  در و كاروتنوئيدb، كلروفيل a مقادير كلروفيل -١شكل 

، كه تحت كنترل پروموتور GUSتراريخت شده با ژن گزارشگر 
CaMV 35S دهي، تشكيل  رزت، غنچه(مرحلة  مي باشد در چهار

 .گياه كلزا نشان مي دهد) غلاف و پيري
 

بررسيهاي دقيق نشان داده كه كلروفيل و كاروتنوئيد با              
روند كاهش ميزان     .  شوند نسبتهاي مختلفي تجزيه مي       

 مي باشد،  در حالي كه         bكاروتنوئيد تقريبا مشابه كلروفيل        
عت بيشتري    در طي مراحل پيري با سر           aكاهش كلروفيل    
دليل اين امر مي تواند نگهداري       ).  ١شكل  (صورت مي گيرد     

فع راديكالهاي آزاد توليد شده      دكاروتنوئيد در حد اشباع جهت       
 ).۵ (به هنگام تجزية كلروفيل مي باشد
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تراريخت ( برگ گياهان كلزاي  در مقادير پروتئين محلول-٢شكل 

  در CaMV 35S، تحت كنترل پروموتور GUSگر شده با ژن گزارش
 رشد )، تشكيل غلاف و پيري)MG1(روزت، غنچه  دهي (چهار مرحلة 

 . نشان مي دهد راگياه كلزا
 

  بسيار فعال است و      CaMV 35Sبا توجه به اينكه پروموتور      
) از جمله ريشه، برگ، ساقه، گل        ( در اكثر اندامهاي گياهي     

ه ساخت آنزيم بتاگلوكرونيداز در       فعاليت نشان داده و منجر ب       
شد كه ميزان اين      گردد،  ابتدا تصور مي       اندامهاي مختلف مي   

گذارد ولي در    آنزيم بر ميزان پروتئين كل محلول برگ اثر مي          
 با  (T1)مقايسه مقادير پروتئين گياهان تراريخت نسل دوم             

 اختلاف معني داري مشاهده نشد       )غير تراريخت (گياهان شاهد   
ان پروتئين كل در مراحل مختلف رشد گياهان تراريخت         ولي ميز 

به همين  ).  ٢شكل  (و شاهد تفاوت معني داري نشان دادند           
تر تغييرات پروتئيني، الگوهاي         جهت براي بررسي دقيق       

الكتروفورزي پروتئينهاي كل محلول گياهان شاهد و تراريخت           
 .مورد بررسي قرار گرفت

 

 
حلول در برگ گياهان كلزاي      الگوي باندي پروتئين م    -٣شكل  
-SDS با استفاده از ژل        (WT) و شاهد     (G1-G7)تراريخت  
PAGE  .            حجمهاي پروتئين ريخته شده با توجه به داده هاي

 ٢٥ µgمقادير كمي پروتئين محاسبه گرديد و در هر چاهك               
، الگوي باندي پروتئينها را در مرحلة         A.  پروتئين قرار داده شد    

.  ي را در مرحلة تشكيل غلاف نشان مي دهد        ، الگوي باند  Bرزت و   
و زيرواحد كوچك   ) LSU(موقعيت زيرواحد بزرگ آنزيم روبيسكو       

وزن بقية  . در سمت راست نشان داده شده است          ) SSU(آن  
پروتئينها در سمت چپ با توجه به وزن پروتئينهاي روبيسكو، از              

م  و لگاريت   .R.F و وجود رابطة خطي بين مقدار        .R.Fروي مقدار 
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 .وزن مولكولي پروتئينها محاسبه شده است
مقايسات كيفي بر روي باندهاي الكتروفورزي پروتئينها با           

 نشان داد كه بزرگترين باندها      SDS–PAGEاستفاده   از روش      
مي باشد  مربوط به زيرواحد كوچك و بزرگ آنزيم روبيسكو             

  kDa (LSU)وزن ملكولي زيرواحد بزرگ روبيسكو       ). ٣شكل  (
روبيسكو .    وزن دارد   ١٥ kDa (SSU)يرواحد كوچك    و ز  ٥٠

كل % ٣٠و يا   ) ۱۸( پروتئين محلول برگ     %٥٠آنزيمي است كه    
 .را تشكيل مي دهد) ۱۴(پروتئين 

با توجه به داده هاي مربوط به مقادير كمي پروتئين حاصل            
در ) µl١٠(از اسپكتروفتومتري، سعي شد مقادير برابر پروتئين         

 بدين ترتيب غلظت پروتئين در ستونهاي        . چاهكها ريخته شود  
مختلف با هم برابر و ستونهاي ژل رنگ يكنواختي خواهند                

در صورتي كه بخواهيم ميزان كمي پروتئين را نيز در            .  داشت
SDS–PAGE          بررسي كنيم، بايد حجم هاي مساوي پروتئين 

در اين  .  بدون در نظر گرفتن غلظت آنها در چاهكها قرار گيرد           
ه هايي كه در آنها غلظت پروتئين بيشتر است در ژل           صورت نمون 

 .پررنگ تر مشاهده خواهند شد
آنزيم بتاگلوكرونيداز موجود در گياهان تراريخت حدودا             

kDa الگوهاي پروتئيني در دو نوع       ).  ۱۱( وزن دارد      ٢/٦٨
 و ديگري فاقد    GUSيكي داراي فعاليت ژن      ( E. coliباكتري  
بررسي ١٩٨٦كارانش در سال       و هم     جفرسون توسط) اين ژن 

 در اين دو     SDS–PAGEباندهاي حاصل از     .  )۱۱(شده است 
.   اختلاف بسيار جزئي را نشا ن دادند        ٢/٦٨ kDaسوش در محل  

 ،  اندكي  GUS داراي فعاليت       E. coliاين باند در باكتري       
در الكتروفورزهاي پروتئينهاي صورت گرفته از         .  قطورتر بود 

 اختلافي در   GUSت داراي فعاليت ژن      گياهان شاهد و تراريخ    
گرچه اين امكان وجود    .   مشاهده نشد  ٦٨ kDaموقعيت حدود   

دارد كه اين آنزيم بر روي محتوا و ميزان ساير پروتئينهاي                 
ولي  موجود در گياه اثر گذاشته و مقادير آنها را كم يا زياد كند              

 تقاوت معني داري بين باندهاي گياه شاهد با گياهان تراريخت           
احتمالا  بدليل اينكه غلظت و مقدار اين آنزيم         .  مشاهده نگرديد 

 با  توجه به ژنوم كوچكتر آن نسبت         GUSدر باكتري داراي ژن     
به گياه بسيار بيشتر است، در شرايط الكتروفورز ايده آل براي دو            
 سوش مثبت و منفي، اختلاف بسيار جزئي در ضخامت باندهاي           

 

پس احتمال زيادي   .  )١١(است   مشاهده شده    ٦٨ kDaموقعيت  
وجود دارد كه با توجه به غلظت پايين اين آنزيم و نيز تداخل آن              
با ساير پروتئينهاي موجود در گياه با وزن مشابه، غيرقابل رؤيت            

-β و شناسايي آنزيم      GUSبراي اثبات ميزان بيان ژن       .  باشد
glucuronidase          بهتر است از تكنيك Western bloting 

بادي مربوطه،    شود كه به دليل عدم دسترسي به آنتي           استفاده
آميزي بافتهاي   انجام اين تكنيك مقدور نبود و از روش رنگ            

با ).  ٤شكل  ( استفاده گرديد    X-glucگياهي در محلول حاوي     
توجه به وزن زياد اين پروتئين شايد بهتر باشد الكتروفورز                 

مثلا  كمتر  (پروتئين محلول برگ با ژل جدا كننده با درصد كم            
 .صورت گيرد%) ١٠از 

با توجه به نتايج بدست آمده از اين تحقيق بر روي ژن                  
GUS            در كلزا و عدم تاثير آن بر روي فعاليتهاي طبيعي گياهان 

 از اين ژن و      مي توان  ،)مانند توليد كلروفيل و پروتئين    (تراريخت  
سازي روش انتقال ژن       به منظور بهينه    CaMV 35Sپروموتور  

ژن (با استفاده از اين سازه        .  )۲( اه كلزا استفاده نمود    به گي 
GUS          در ناحية پايين دست پروموتور CaMV 35S (توان  مي

علاوه بر بهينه سازي روش انتقال ژن اطلاعات مفيدي در                 
نمونه، جوان يا پير بودن آن و انتخاب بهترين            خصوص نوع ريز  

 كه  ٤ به شكل     با توجه .  نمونه براي انتقال ژن بدست آورد       ريز
دهندة بيان ژن گزارشگر در بخشهاي مختلف گياهان               نشان

توان  باشد، مي  تراريخت و در مراحل مختلف رشد گياه مي             
 يك پروموتور بسيار    CaMV35Sگيري نمود كه پروموتور      نتيجه

 را در اندامهاي     GUSباشد كه توانسته است بيان ژن          قوي مي 
با .  ريخت هدايت نمايد  مختلف و مراحل مختلف رشد گياهان ترا      

ها  توجه به مجموعه مطالعات انجام شده بر روي رنگدانه                 
و ) از نظر كمي و كيفي    (و پروتئين   )  و كاروتنوئيد  a  ،bكلروفيل  (

مشاهدة رنگ آبي در بافتهاي مختلف در مراحل رشد گياه كلزا             
 يك پروموتور   CaMV 35Sتوان نتيجه گرفت كه پروموتور        مي

مانند مقاومت به علفكشها و      (ل ژنهاي مفيد     مطلوب براي انتقا  
لذا استفاده از پروموتور    .  به گياه روغني كلزا است    ...) بيماريها و   

مذكور براي ژنهايي كه ميزان بيان بالاي آنها در مراحل مختلف            
 ساقه و گل مورد نظر باشد توصيه            ،رشد گياه كلزا در برگها      

 .گردد مي
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 زي بافتهاي مختلف گياهان كلزاي تراريخترنگ آمي -٤شكل 
.  نشان مي دهد تفاوت برگهاي گياهان كلزاي تراريخت و شاهد بعد از رنگ آميزي در مراحل مختلف رشدي لكه هاي آبي رنگ را درAتصوير 

بعد از رنگ آميزي در گياهان تراريخت  نيز مقطع عرضي ساقه و دمبرگ را Cتصوير .  را نشان مي دهد  ريشه و غلاف گياهان تراريخت و شاهدBتصوير 
 .كلزا، نشان مي دهد
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SUMMARY 
 

Considering the fact that a great part (more than 90%) of edible oil consumed in Iran 
is imported, increasing the domestic oil seed production is necessary to reduce this 
dependence. Among oil plants, rapeseed (Brassica napus) is most suitable and breeding 
on this plant is necessary for quality and quantity of its oil.  Due to the fact that classical 
plant breeding methods are time consuming, expensive and incases impossible, 
therefore the new methods of biotechnology and genetic engineering are inevitably used 
in place of classical methods.  In transferring useful genes to plants, the most important 
part of each gene is the promoter. The purpose of this research was to investigate the 
precise activities of promoter using the GUS reporter gene.  For optimum results, CaMV 
35S (Cauliflower mosaic virus) could be used as a suitable promoter regarding gene 
expression, and to control other genes.  To achieve this, in a separate project of the GUS 
reporter gene (β-glucuronidase) behind cauliflower mosaic virus promoter had been 
coloned and introduced to rapeseed.  The seeds of 7 transformed rapeseed plants (T0) 
with this gene as well as the control seeds (non-transformed) were planted in 
greenhouse. Total soluble protein content was extracted from the leaves at 4 different 
stages of growth (Rosette, Young Green, Mature Green and Senescence leaves), protein 
concentrations being spectrophotometrically measured.  The amounts of chlorophyll a, b 
and carotenoid were determined according to the absorbance rates of extracts at 470, 
646, 663 nm, the data were collected, and statistically analyzed. The results showed no 
significant difference between transgenic plants and control in terms of protein, 
chlorophyll and their carotenoid contents.  In different stages of plant growth, variable 
amount of pigments were observed and in mature green stage these pigments reached 
their apex level.  Besides the study of the quantity of chlorophyll, carotenoid and 
protein, the protein patterns were studied too using SDS-PAGE method. The results 
showed no new recognizable band in either transgenic or control plants at any stage.  
With regard to the results, when comparing chlorophyll, carotenoid and protein 
(quantitatively and qualitatively), one can conclude that transfer of GUS gene 
downstream of CaMV 35S promoter to rapeseed can not cause significant changes in 
the amount of either pigments or total soluble protein.  Thus it’s suitable to use promoter 
CaMV 35S upstream of useful genes for transferring genes to rapeseed. 

 
Key words: Rapeseed, GUS gene, CaMV 35S promoter, Chlorophyll, Carotenoid,  

                           Protein, Transgenic plant. 
 


