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ایی پلیمراز مورد شناس RNAژن توسط انداز  راهتا زمانیکه . ها نقش اساسی در رونویسی و بیان ژنها دارندانداز راه 

بعضی از ژنها داراي بیان اختصاصی در اندام، بافت و یا . قرار نگیرد، رونویسی و در نتیجه بیان ژن به وقوع نمی پیوندد

هاي اختصاصی قرار دارد که در اندام، بافت انداز راههستند، کلید این بیان اختصاصی در دست  متفاوتشرایط محیطی 

هاي اختصاصی را نشان انداز راهمین امر ضرورت شناسایی و جداسازي و یا شرایط محیطی خاص فعال می گردند، ه

از . زبور انجام شدبه دلیل اهمیت چغندرقند به عنوان یک گیاه صنعتی و اقتصادي، این تحقیق روي گیاه م .می دهد

هاي دازان راهدهد شناسایی و جداسازي یاه بخش اقتصادي و مورد استفاده آن را تشکیل میاین گ آنجا که ریشه

براي تغییر ویژگیهاي خاص آن و همچنین پروژه هاي انتقال بطوریکه اختصاصی آن هدف اصلی این تحقیق می باشد 

هاي اختصاصی ریشه در گیاهان مختلف اندازراهدر این تحقیق ابتدا اطلاعات مربوط به . ژن مورد استفاده قرارگیرد

ندر از نظر توالی نوکلئوتیدي مورد مقایسه قرار گرفت، سپس چغ اندازهاي اختصاصی ریشه راهجمع آوري شده و با 

براي . هایی طراحی وبراي تولید سفارش داده شدآغازگرها، انداز راهبا استفاده از قسمتهاي مشترك و مورد نظر این 

اختصاصی هاي آغازگردسترسی به نواحی مورد نظر از ژنوم گیاه چغندرقند، واکنش زنجیره اي پلیمراز با استفاده از 

  DNAگیاه چغندرقند استخراج و به عنوان CTAB ،DNAبدین منظور ابتدا با استفاده از روش . انجام پذیرفت

   هاي پلاسمید دراین قطعات  بعد از تکثیر قطعات مورد نظر،. مورد استفاده قرار گرفت PCRالگو در 

pBluescript و pGEMT-Easy  ریختیاز طریق ترا هاپلاسمیدر درج قطعه د پیرو. همسانه سازي شدند 

تکثیر یافته در آنها از طریق آنزیمهاي برشی مورد تایید قرار گرفته  پلاسمیدهايتولید و  ریختباکتریایی، باکتریهاي ترا

ه در پایان توالیهاي حاصله مجدداً مورد بررسیهاي بیوانفورماتیکی قرار گرفت. براي تعیین توالی آنها اقدام گردیدنهایتاً و 

و همچنین عدم وجود  NCBIیعنی شباهت قطعات همسانه سازي شده با اطلاعات موجود در و نتیجه گیري لازم 

  .قرار گرفت تایید مورد UTRتفاوت در نواحی مهم همانند 
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  مقدمه

 بهايآسیها و  در شرایطی که افزایش جمعیت، کمبود مواد غذایی، بروز و شیوع انواع بیماري      

داده است ابزار توانمند وارده به محیط زیست، امنیت ملی کشورها را مورد تهدید و مخاطره قرار

بیوتکنولوژي در پزشکی، صنعت، کشاورزي و محیط زیست انقلاب عظیمی را به وجودآورده است و 

درحال حاضر . رود امیدي براي حل بسیاري ازمشکلات حاد بشر در سده بیست و یکم به شمار می

وسعه یافته کرده فناوري، منافع زیادي را نصیب کشورهاي ت گذاري وگسترش صنعت زیست سرمایه

تر این که بیوتکنولوژي شود و نکته مهم می آنهاد مشاغل جدید باعث رونق اقتصادي است و باایجا

بیوتکنولوژي که ابزاري  .تواند به پیشرفت و بهبود کیفیت زندگی بشر کمک کند علمی است که می

زنده و تکنولوژي  یستمسشود، از دو کلمه زنده یا  قدرتمند در بالابردن توان یک کشور محسوب می

شکل پایه دستیابی به یک هدف علمی شناخت تکنیکها در جهت تامین نیازهاي بشر و یا به معناي 

زنده یا  سیستمهايشود که  اي از فناوریها اطلاق می بیوتکنولوژي بطور کلی به مجموعه. گرفته است

رابه منظور  سیستمهاده از این ترکیبات مخصوص مشتق ش بیولوژیکی گیاه، حیوان، میکروارگانیسم یا

و الجثه عظیمباعث شده است از گیاهان  بیوتکنولوژي. گیرد تولید کالاها و خدمات صنعتی بکار می

این دستاورد، . هاي تولید محصولات مختلف بتوان استفاده نمودریز، به عنوان کارخانه هموجودات زند

روندي که تا . شتر تکنولوژي و طبیعت شده استها، موجب آشتی بیعلاوه بر کاهش بسیاري از هزینه

ها و ماشین آلات بزرگ و پیچیدة وجود داشته است، توسعه کارخانه صنایعچند دهۀ قبل در توسعۀ 

افزایش آلودگی محیط زیست را نیز در بر داشته  ،این روند. مکانیکی و بعضاً الکتریکی بوده است

  انگیز طبیعت و موجودات زنده هاي شگفت، به قابلیتتکنولوژيبیوگیري از اما بشر امروز، با بهره. است
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ایکه  ، به گونهنهاده شده، استفاده کند ههاي به ودیعز همین قابلیتپی برده است و بر آن است تا ا

 از بیوتکنولوژيها براي توسعه مفهوم  تلاش .رسد نامحدود به نظر می اًتقریب بیوتکنولوژيکاربردهاي 

میلادي به  70در اواخر دهه . درآمریکا و درزمینه پزشکی آغاز شد میلادي عمدتاً 1970اوایل دهه 

عرصه ترکیب انسانی اولین دستاوردهاي این دانش پا به ا تولید انسولین و هورمون رشد نوترتیب ب

و  Bانسولین و واکسن هپاتیت . تولید شد 1982ترکیب دامی در سال اولین واکسن نو. وجود گذاشت

از سازمان غذا و داروي آمریکا مجوز فروش دریافت  1986و  1982هاي  ن به ترتیب در سالوفراینتر

دامی، محیط زیست، دارویی و  ،گیاهی هاي مختلف مثلشاخهامروزه مطالعه بیوتکنولوژي به  .کردند

هان مواد قابل تولید در گیابیوتکنولوژي گیاهی، کاربردهاي حال وآینده مهندسی . شود تقسیم می غیره

( محصول بیوشیمیایی مواد خام حاصل از گیاهان است که شامل عملکرد محصولات، تغییر ترکیب و 

اي جدید، بهبود نهژ فعالیتاي،  تغذیه ارزشبهبود  ،..)ها، طعم، رنگ و اسیدهاي چرب، پروتئین

. باشد می ...و  بهبود مقاومت وري،کاهش مراحل فرا ،)انبارداري، عمرنگهداري( قابلیت نگهداري 

 DNAتکنولوژي . پذیر استامکان 1نوترکیب DNAستیابی به این اهداف با استفاده از تکنولوژي د

بیولوژي در  است که با وارد شدن در عرصۀ دانش DNA هاي مرتبط بااي از تکنیک مجموعه نوترکیب

آورده وجود  بیوتکنولوژي به میلادي، انقلابی در تحقیقات علوم پایه زیستی و نیز 1970اوایل دهه

را تشکیل می دهد که با نوترکیب  DNAتکنولوژي  هستۀ مرکزي 2سازي ژنسانهتکنیک هم. است

  در یک سلول زنده تکثیر و سپس با بیان آن، پروتئین مرتبط  توان یک ژن بیگانه را استفاده از آن می

 

  

                                                        

1- Recombinant DNA Technology 
2- Gene Cloning 
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براي بیان  .زیاد تولید کردنامیده می شود، در مقادیر  1پروتئین نوترکیب بطور عمومیا آن ژن را که ب

اندازهاي خاص آن سیستم مورد نوترکیب در یک سیستم، راه  هايبیگانه و درنتیجه تولید پروتئین ژن

متصل شده و رونویسی را از  DNAراز به پلیم RNAبراي بیان ژن در تمامی سیستمها . نیاز است

 RNAموماً در نزدیکی محل شروع سنتز ها عاین جایگاه. نماید انداز شروع میجایگاههایی به نام راه 

تنظیم شروع رونویسی اغلب به واسطه تغییراتی در نحوه واکنشی . قرار دارد  DNAبر روي قالب 

اندازها تفاوت قابل هاي نوکلئوتیدي راه  توالی. رسد یها به انجام م اندازبا راه   پلیمراز RNAمتقابل 

راز و بنابراین فراوانی شروع رونویسی اثر پلیم RNAال توجهی با یکدیگر داشته و بر روي تمایل اتص

یکبار در هر ثانیه رونویسی شده و بقیه کمتر از یک بار در هر  E. Coliبعضی از ژنهاي . گذارند می

در غیاب . باشد انداز میها بخاطر تفاوت در توالی راه  اوتبیشتر این تف. شوند نسل رونویسی می

برابر یا بیشتر بر  1000انداز ممکن است تا ي دو راه اهیموجود در توالتفاوت هاي تنظیمی،  پروتئین

رتر از انواع موجود در اندازهاي یوکاریوتی متغیتوالی راه . ع رونویسی اثر بگذاردروي فراوانی شرو

سرعت شروع رونویسی و بیان ژنها آغاز و اندازها در با نقش مهمی که راه  .باشد ها میپروکاریوت

تواند در رسیدن به اهداف اسایی و جداسازي آنها از سیستمهاي مختلف از جمله گیاهان میدارند، شن

 .بیوتکنولوژي کمک نماید

  هدف

ویژگیهاي  براي تغییر تا ،بودهجداسازي راه انداز اختصاصی ریشه چغندرقند  هدف از این تحقیق      

  .ه قرارگیردخاص آن و همچنین پروژه هاي انتقال ژن در آینده مورد استفاد

.
                                                        

1- Recombinant Protein 
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  چغندر -1

 شناخت کلی از چغندر - 1-1

این گیاه ویژه مناطق معتدله است و در اثر دگرگونیهاي . باشدمی 1اسفناجیان از تیرهچغندرقند       

نباتات و بهبود روشهاي زراعی که در دو قرن اخیر انجام پذیرفته، از  اصلاح روزافزون در زمینه

امروزه  .دیدگاه ارزش کیفیت و کمیت محصول، آن را یکی از گیاهان مهم زراعی جهان نموده است

تن هم  50درصد افزایش یافته و بازده محصول آن در هکتار به بیش از  28درصد قند چغندر تا 

را اي کاربرد داشته باشد زیافزون بر این، چغندرقند می تواند همانند یک گیاه علوفه. رسیده است

تواند مانند علوفه خشک و یا تر در خوراك دامها به کار برگهاي آن داراي پروتئین فراوانی بوده و می

سطح . ي تکه تکه و خردشده چغندرقند کاربرد فراوانی در خوراك دام دارندغده ها  همچنین. رود

قند براي اولین بذر چغندر .میلیون هکتار بوده است 5بیش از  2007زیر کشت آن در جهان در سال 

سازمان جهانی خوارو (طبق آمار فائو . قمري توسط دکتر پرلاك به ایران آورده شد 1274بار در سال 

هزار هکتار با عملکرد متوسط  160میلادي،  2007سطح زیر کشت این گیاه در ایران در سال ) و بار

  .تن بوده است 30

  :بتا وولگاریس داراي چهار زیرگونه است .دمی باش 2سوولگاری و گونه 2چغندر از جنس بتا      

  Beta vulgaris spp.rapaچغندر علوفه اي                            -1

  Beta vulgaris spp.altisima      رقند                           چغند-2

 

  Beta vulgaris spp.sculenta          ندر لبویی                   چغ-3

  Beta vulgari spp.cicla               رگی                     چغندر ب-4
                                                        

1- Chenopodiaceae 
2- Beta vulgaris L. 
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عدد است، اگرچه اکثر واریته  18 ي، تعداد کروموزومها در حالت دیپلوییدزیرگونهدر هر چهار       

ي گرده افشان و تتراپلوییدها 1هاي نرعقیمهایی تریپلویید از دیپلوییدي جدید اروپایی هیبریدها

% 10آن حقیقتاً ریشه بوده و % 90البته حدود . شوداي چغندرقند، ریشه نامیده میذخیره ماندا. هستند

  .از محور زیر لپه به وجود می آید) طوقه(فوقانی 

سبز شده و به فرم روزت  2زمینیچغندرقند گیاهی است دوساله، در سال اول به طریق برون      

ي مشخص و براق، داراي رگبرگها ، سبز تیره،داري کرکگیاه روزت شامل برگها. یابدتکوین می

تولید برگ در سال اول انجام شده و در همان حال ریشه نیز حجیم شده و . ي قوي استدمبرگها

لازمه . شودي زمستان برداشت میریشه معمولآً قبل از شروع یخبندانها .یابدساکاروز در آن تجمع می

معمولاً در زمستان، در پایان سال اول و یا  شدنبهاره. است 3سازيتولید گل در سال دوم عمل بهاره

به طور طبیعی به وقوع وقتی گیاهچه ها بلافاصله بعد از استقرار، یک سرماي دیررس را تجربه کنند، 

. سازي دارندروند که جهت گلدهی نیاز کمتري به بهارهدر این صورت بوته ها به ساقه می. پیونددمی

شوند که ریشه آنها ساکاروز خود را از دست داده و به مقدار یاهان گلدار تولید میدر چنین مواردي گ

  شوند، تعداد زیاد گیاهان گلدار در مزرعه راندمان برداشت و عملکرد قند را کاهش زیادي چوبی می

با سخت و چوبی . شودو بذر تشکیل می زي، ساقه طویل شده، گلها ظاهرساپس از بهاره .دهد می

گلها در خوشه هایی به تعداد دو تا هفت عدد . گرددگلپوشها، بذر داخل تخمدان احاطه می شدن

چسبند بطوریکه بذر حقیقی چغندر به تشکیل شده، گلهاي مجاور هم در یک خوشه به هم می

 4اگر این بذرهاي چند جنینی .شودمیلیمتر تولید می 3-5صورت یک ذره سخت و چروکیده به قطر 

آید که باید با صرف هزینه زیاد توسط دست در چندین گیاهچه از آنها به وجود میکشت شوند، 
                                                        

1  - Male-sterile  
2- Epigeal 
3- Vernalization 
4- Multigerm 
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توان توسط تفکیک فیزیکی ذرات بذر این مشکل را می. طول مراحل اولیه رشد محصول تنک شوند

این روشها موفقیت . حقیقی به اندازه هاي ریزتر، توسط سایش بذر یا خردکردن آن مرتفع ساخت

روش موفقیت آمیزتر، اصلاح . یابدل ندارند و ناگزیر درصد جوانه زنی کاهش میکامل را به دنبا

گیاهان مونوژرم نرعقیم را . است که در هر گل آذین فقط داراي یک گل هستند 1فرمهاي تک جنینی

 می بایست با گرده افشان کننده هاي چندجنینی تلاقی داد تا بذر تک جنینی تریپلویید حاصل شود

  .)1375طانی، کوچکی و سل(

  چغندرقند ارقام -١-١-١

  :شودیم تقسیم زیر رقمهاي به قند درصد و برگ مقدار ریشه، حجم حسب بر چغندرقند      

  : Eرقم 

 .استزیاد آن برگهاي تعداد و پهن نسبتاً آن سر بوده، سنگین و بزرگ يهاریشه داراي رقم این      

 .است کمتر رقمها سایر به نسبت آن قند درصد ولی زیاد سطح واحد در رقم این محصول

 

  : N رقم 

 از آن هکتار در چغندر محصول .است Eرقم  از کمتر آن هاي برگ تعداد و کوچکتر رقم این سر      

 زودهنگام وجود کشت امکان که مناطقی براي رقم این .است بیشتر آن قند درصد ولیکمتر  Eرقم 

  .مناسب است باشد، نداشته

  : Zرقم 

 مقدار .است کمتر Eو  Nهاي  رقم از آن برگ مقدار و اند کشیده و باریک رقم این چغندرهاي      

  .است ترس زودر شده یادرقمهاي از و بیشتر آن قند درصد ولی ،کمتر سطح آن درواحد محصول

                                                        

1- Monogerm 
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  :ZZ رقم 

 نیست ادياقتص آن کشت .است بیشتر آن قند مقدار ولی Zرقم  شبیه رقم این ظاهري خصوصیات      

  ).1375کوچکی و سلطانی، (شود می استفاده آن از بذر اصلاح و گیريدورگبراي  تنها و

شود که طی آن ریشه از زمانیکه گیاهچه مستقر گردید، گیاه وارد یک دوره شروع رشد برگی می      

 ریشه برگ داراي 10تا  8هفتگی با داشتن  6بطوریکه گیاه در . رشد بسیار کمی برخوردار است

گردند ولی برگهایی که بعداً برگی، بطور مرتب بزرگتر می 12برگهاي بالغ تا مرحله . کوچکی است

اند تر به همان ترتیبی که تولید شدهبرگهاي قدیمی. باشنداندازه کوچکتري می د دارايشونتشکیل می

رسند کاهش پیدا میدر زمانی که بزرگترین برگها به حداکثر اندازه  1گمیرند و شاخص سطح برمی

 برگی به بعد رشد  10تا  8و از مرحله  شتهتولید و توسعه برگها با دوره گرما رابطه خطی دا. کندمی

برگ و ریشه همزمانی دارند، در حالیکه ریشه بطور فزاینده نسبت بیشتري از وزن ماده خشک گیاه را 

 ).1375کوچکی و سلطانی، ( دهدتشکیل می

شود و در واکوئلهاي از طریق آوندهاي آبکش وارد ریشه می فتوسنتز برگیاز  حاصل ساکاروز      

بیشترین غلظت ساکاروز در  .گیردسلولهاي پارانشیمی در مناطق آوندي و پارانشیمی جاي می

درصد ساکاروز در مرکز قطورترین بخش ریشه بیشتر  .سلولهاي مربوط به مناطق آوندي وجود دارد

 ،حلقه مرکزي در میان منطقه. یابدلا، پایین و خارج از این نقطه کاهش میاین غلظت در با. است

. سلولهایی که به آوند آبکش نزدیکترند، جوانتر و کوچکتر وآنهایی که دورتر هستند، بزرگتر و پیرترند

ي کوچکتر داراي ساکاروز بیشتر بوده و دلیل آنها نزدیکی به آوند آبکش است و هیچ سلولها

ي سلولها. ساکاروز وجود ندارد براي ارتباط اندازه سلول با توانایی براي ذخیره ثیخصوصیات ار

                                                        

1- Leaf Area Index (LAI) 
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کوچکی و سلطانی، ( باشندپیرتر از مسیر انتشار دورترند، بنابراین داراي درصد ساکاروز کمتري می

1375(.  

   چغندر ترکیبات شیمیایی -2- 1-1

  .آورده شده است) 2-1(جدول در  رچغندو برگ  )1- 1(جدول در  شیمیایی ریشهترکیبات       

  

  

  )گرم 100در (مقدار  ترکیب شیمیایی
  آب
  ینپروتئ

  مواد چرب
  هیدراتهاي کربن د،قندي و اسی مواد

  خاکستر
  کلسیم
  فسفر
 آهن

  سدیم
 پتاسیم

  Aویتامین 
 Cویتامین 

  ریبوفلاوین
  تیامین
  نیاسین

  گرم 87
  گرم 6/1
  گرم 1/0
 گرم 9/9

  گرم 1/1
  میلی گرم 16
  ی گرممیل 33
  میلی گرم 7/0

  میلی گرم 60
  میلی گرم 335
  میلی گرم 20
  میلی گرم 10
  میلی گرم 05/0
  میلی گرم 03/0
  میلی گرم 4/0

 

  

  

 

شیمیایی ریشه ترکیبات  -1- 1جدول 
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  )گرم 100در (مقدار  ترکیب شیمیایی

  آب
  نیپروتئ
  چربی

  هیدراتهاي کربن
  کلسیم
  فسفر
  آهن
  سدیم
  پتاسیم

  Aویتامین 
  Cویتامین 
  تیامین

  ریبوفلاوین
  نیاسین
  د فولیکاسی

  گرم 91
  گرم 4/2
  گرم 3/0
  گرم 8/3

  میلی گرم 88
  میلی گرم 39
  میلی گرم 2/3

  میلی گرم 147
  میلی گرم 55

  واحد 6500
  میلی گرم 32
  میلی گرم 06/0
  میلی گرم 17/0
  میلی گرم 5/0

  مقدار کم
  

  1راه انداز - 1-2

امروزه . د استفاده قرار گرفتمور 1961کلمه راه انداز اولین بار توسط جاکوب و موناد در سال       

براي عینیت دادن . ئز اهمیت فراوان استاستفاده از راه اندازهاي اختصاصی در گیاهان تراریخت حا

  زمینه را  نیز همانند دیگر موجودات زنده نوترکیب در گیاهان عالی DNAتکنولوژي  به این هدف،

  
                                                        

1- Promoter 

 شیمیایی برگ چغندر ترکیبات -2- 1جدول 
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توان وارد ژنهاي خارجی را میاین فناوري به کمک . براي تحقیقات پایه و کاربردي فراهم کرده است

کند، از این طریق هر نوع گیاهی کرد که این امر امکان مهندسی متابولیک در آنها را فراهم می

توان به کند که براي مثال میخارجی تغییر می يژنها ابولیکی و فعالیت آنها به وسیلهمسیرهاي مت

 به غیرحساس EPSP ه در آنها یک ژن باکتریایی که آنزیمکش اشاره کرد کتولید علفگیاهان مقاوم به 

براي  آنزیماین  وارد گیاه شده است که CaMV35Sبا استفاده از راه انداز کند می را رمز 1کشعلف

حتی بعد از اینکه در معرض این گیاهان تراریخته  ،باشدروماتیک مورد نیاز میبیوسنتز آمینواسیدهاي آ

  .)1986شاه و همکاران، ( توانند رشد کنند یگیرند میقرار م گلایفوسیت کشعلف

و سویاهایی با ) 1995همیلتون و همکاران، (هایی که ماندگاري بالایی دارند فرنگیگوجه      

هاي دیگري از گیاهانی هستند که در آنها از تکنولوژي نمونه ،)1995کینی، (اولئیک بالا محتواي اسید

DNA ي اه استفاده از راه انداز یکی از راههاي تولید گیاهان تراریخته. است شده نوترکیب استفاده

امروزه یک . راه انداز براي رونویسی یک ژن ضروري است .متنوعی است که در گیاهان وجود دارد

 35Sگیرد راه اندازاستفاده قرار می راه انداز که بطور گسترده براي رونویسی ژنهاي خارجی مورد

RNA )(ویروس موزاییک کلم ) 1985اران، اودل و همکCaMV ،باشدمی) 1982، هون و همکاران .

گیاه  این راه انداز داراي فعالیت رونویسی بالا در بسیاري از گیاهان بوده و سبب بیان ژن در سرتاسر

  حد از  فعالیت بیشاحتمالاً راه اندازي شوند،  CaMV35S وسیلهاگر همه ژنها به . شودراریخته میت

متابولیسم و در نتیجه تجمع مقدار زیادي از پروتئینها و متابولیتهاي خارجی، سبب آسیب دیدن  گیاه

  گیرند که داراي خواهد شد بنابراین در انتقال ژن ،راه اندازهایی مورد استفاده قرار می طبیعی گیاه

                                                        

1- 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthetase 


