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بنابراين . و قابل تكرار براي همه ارقام نيست با كارائي بالافرنگي يك روش  روش تراريختي گوجه. است

  .ضروري است در ارقام مختلف گوجه فرنگيتوسعه روش تراريختي بهينه سازي و 
ديابت بيماري است كه بدن نمي تواند هورمون انسولين توليد كنـد و يـا بـه درسـتي از آن اسـتفاده      

با اسـتفاده   اين بيماري درمان .بنابراين افراد مبتلا به اين بيماري نياز به مصرف روزانه انسولين دارند. كند
انتظـار مـي رود كـه در آينـده     . از تزريق روزانه انسولين تنها راه موثر براي درمان اين بيماران بـوده اسـت  

گياهـان بـه   . هورمون انسـولين گـردد  نزديك افزايش ميزان بيماري ديابت باعث افزايش ميزان تقاضا براي 
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  .پروتئين هاي مختلفي از جمله پروتئين هاي داروئي براي مصرف انسان در گياهان توليد شده اند

انسـولين بـه   پروتوليـد   جهـت ه عنـوان بيوراكتـور   ، استفاده از گياه باصلي از انجام اين تحقيق هدف
كشت بافـت گوجـه    سيستم بهينه سازي در اين تحقيق. مي باشد و داروي ديابت عنوان پروتئين نوتركيب

ژن  .كلجي به منظور انتقال ژن پروانسولين انساني صورت گرفته است ، ريو گرند و  رقم اوربانا 3فرنگي در 
ــاكتري گرديــده كلــون pCAMBIA1304قــل پــرو انســولين انســاني كــه در نا ــه ب  Agrobacterium، ب

tumefaciens  گياهچه هـاي تلقـيح شـده بـر     . به گياه گوجه فرنگي منتقل گرديد در نهايت و منتقل شد
ميلـي گـرم در ليتـر سفاتوكسـيم      200ميلي گـرم در ليتـر هيگرومايسـين و     5روي محيط كشت حاوي 
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  .گرديدتاييد با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي  ) PCR(از طريق واكنش زنجيره اي پليمراز  پروانسولين
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   مقدمه -1-1
ي تصـور عمـومي را در مـورد    هاي اخير در زيست شناسي مولكـولي و بيوتكنولـوژي گيـاه    پيشرفت 

تواننـد در   كاشت گياهان به صورت سنتي و فقط به عنوان يك منبع غذايي به سـمت اينكـه گياهـان مـي    

تغييـر داده  ايفـاي نقـش نماينـد،    هاي نوتركيب و دارويـي   هاي زيستي جهت توليد پروتئين نقش كارخانه

يمن و ارزان نوتركيب داراي قابليـت كشـاورزي   هاي ا گياهان به دليل توانايي توليد نامحدود پروتئين. است

هاي مهـم   تحقيقات گسترده در دو دهه اخير نشان داده است كه دامنه وسيعي از پروتئين. زيستي هستند

هاي سرم و فاكتورهاي  هايي شامل پروتئين نمونه. توانند به طور مؤثري در گياهان بيان شوند و ضروري مي

هـاي زيسـتي    هـاي مولكـول   هاي تجاري، پليمرهاي زيستي و معرف ، آنزيمها ها، واكسن رشدي، آنتي بادي

 .)Fischer and Emans 2000,(وجود دارند 

انـد و   هاي دارويي با هزينه كم و در حجم انبوه را فراهم نموده گياهي امكان توليد پروتئين هاي  سلول

ي درماني در گيـاه توليـد   ها گر پروتئينا. همچنين توانايي انجام تغييرات پس از ترجمه در آنها وجود دارد

توليـد   فراينـد سـازي در   خـالص  پرهزينـه مرحلـه   فراهم گردد خوراكياز طريق شوند و امكان مصرف آنها 

ها و عدم نيـاز بـه افـراد     و همچنين امكان ذخيره راحت اين پروتئين شود هاي نوتركيب حذف مي پروتئين

در گياهـان دارنـد    هـاي دارويـي   پـروتئين  ل مزايايي كـه توليـد  به دلي .شود اي براي تزريق فراهم مي حرفه

انـد و بيشـترين ميـزان بيـان و توليـد پروتئينهـاي        هاي دارويي مختلفي در گياهـان توليـد شـده    پروتئين

  .)Schillberg et al., 2002(نوتركيب در گياه توتون بوده است 

تـر   توان به اقتصادي مي اي بياني گياهيه اي نوتركيب در سيستمه مزاياي توليد پروتئين مهمتريناز 

بيـان   ،طبيعـي شـكل   هاي بيولوژيكي فعال و مشابه وردهآتوليد فر ،هاي صنعتي بودن آن نسبت به سيستم

بيشتر و همچنين عدم وجود  خطرات ناشي از آلودگي  پايداري بالاي ژن و توليد بالاي پروتئين نوتركيب،

نوتركيـب    DNAميلادي تكنولوژي توليد پروتئين و 80ر اواخر دهه د. (Daniell et al., 2001)اشاره كرد 

 زراعـت . بودند ارزشمند هاي هاي بيان گياهي شد كه قادر به توليد پروتئين در گياهان باعث كشف سيستم
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 Schillberg et(باشـد   ها مي و آنزيم هاي دارويي پروتئينمولكولي داراي پتانسيل بالايي در توليد نامحدود 

al., 2002.(  

توانند جهت توليـد   ها اين است كه گياهان مي مزيت عمده سيستم گياهي در مقايسه با ساير سيستم

ايـن  . هاي ديگر مورد اسـتفاده قـرار بگيرنـد    سيستم% 10هر نوع پروتئين در مقياس زياد با قيمتي حدود 

هـاي پـي در    ش هزينـه هاي تخميري و كاه صرفه جويي به دليل تمام نشدن سرمايه در مقايسه با سيستم

هاي كشاورزي بـه   هاي سنتي و عدم نياز فعاليت پي، توانايي نگهداري و برداشت گياهان با استفاده از روش

هاي تخميري و حيوانات تراريخته ميزان توليد در گياهان زيـاد و   بر خلاف سيستم. هاي خاص است مهارت

ك گله حيـوان  يسيستم گياهي نيازي به نگهداري  برخلاف حيوانات تراريخته در. هزينه توليد ارزان  است

و مورد بهره  توانند به صورت بذر نگهداري و در موقع نياز كشت همچنين مواد گياهي مي. نيست ريختهترا

  .برداري قرار گيرند

زيـرا  . آنهاسـت  1و ايمنـي  سـلامتي  ،هـا  نسبت به سـاير سيسـتم   هاي گياهي ك مزيت ديگر سيستمي

هاي نوتركيـب خـاص    اگر بتوان برخي پروتئين. و حيواني نيستندبيماري زاي انساني عوامل  معمولاَ حاوي

ابد و يا به طـور كلـي   ي ها كاهش مي هاي خوراكي مثل دانه و ميوه بيان كرد بسياري از هزينه را در قسمت

 Daniell(دكاربرد دارن 2براي ايمني درماني ييها بادي ها و آنتي اين عمل به ويژه در واكسن. شود حذف مي

et al., 2001(.  

توليد .. هاي مختلف گياهي مانند ميوه، ريشه، برگ، دانه و توان در بخش هاي نوتركيب را مي پروتئين

هـاي تجمـع يافتـه در     در غلات پروتئين. هاي نوتركيب در دانه فوايد ديگري هم دارد تجمع پروتئين. نمود

. ها بدون كاهش فعاليت بيولوژيكي پايدار بـاقي بمانـد   سالتواند در شرايط مختلف براي ماهها و يا  دانه مي

هـاي رويشـي بيشـتر     ها در دانه در مقايسـه بـا تجمـع در قسـمت     به علاوه جمع شدن اختصاصي پروتئين

  .هاي مزاحم جلوگيري كند تواند از افزايش پروتئين مي

                                                 
1 -Safety 
2 -Immunotherapy 
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بـه  . ر هسـتند ت ـ كتورهـا اقتصـادي  آهـاي تخميـري و بيور   هاي گياهي نسبت بـه سيسـتم   سيستم )1

يـك  تواند  هاي نوتركيب در گياهان بسته به نوع گياه مي اند كه ارزش توليد پروتئين طوركلي، برآورد كرده

باشـد   E. coliبـاكتري   و بـا اسـتفاده از   نتوراهـا در فرم ـ  قيمت توليد همـان پـروتئين   يك پنجاهم تا دهم

)Ghislaine et al., 2008( .  

شـود كـه    تخمـين زده مـي  . وجـود دارد  ها با منشأ خارجي در گياهـان  پروتئين امكان توليد انبوه )2

كيلوگرم بـه ازاي هـر هكتـار     100بيش از  ،ها در گياهاني نظير توتون، سويا و يونجه ميزان توليد پروتئين

   Maliga, 2002).(باشد 

 انـدامك  رنظر در قسمت خاصي از گياه نظير برگ، ريشـه، دانـه و يـا د    امكان بيان پروتئين مورد )3

 .(Daniell et al., 2002) وجود دارد) نظير كلروپلاست و ميتوكندري(سلول  از خاصي

را يوكـاريوتي  هاي پيچيده توانند پروتئين مي )به دليل يوكاريوت بودن( ها، گياهان برخلاف باكتري )4      

  .)Schillberg et al., 2002( در شكل صحيح خود توليد كنند

روزافزون به داروهاي بيولوژيكي، تشخيصـي و در عـين حـال قيمـت بـالاي آنهـا،       هم اكنون تقاضاي 

دسترسي به آنها را محدود كرده است بنابراين بـه نظـر مـي رسـد كـه اسـتفاده از بيوراكتورهـاي گيـاهي         

  .جايگزين مناسبي براي ساير سيستمها باشد

 ,.Winter et al(برنـد   رنج مـي جمعيت جهان به نوعي از ديابت مرتبط با انسولين  % 7/0نزديك به 

ميليون نفر  300تخمين زده شده است كه تعداد افراد مبتلا به ديابت دو برابر خواهد شد و تقريباً ). 2001

بطور معمول در كشـورهاي  ). Kjeldsen et al., 2001(سال آينده به اين بيماري مبتلا خواهند شد  25در 

شود  لبي عروقي و سرطان سومين عامل مرگ و مير محسوب ميصنعتي بيماري ديابت بعد از بيماريهاي ق

)Barfoed, 1987 .( تا به حال درمان با استفاده از انسولين تنها روش موثر براي درمان ديابت نوع اول بوده

سـخت  . باشـد  درمان اين بيماران نيازمند تنظيم دقيق ميزان قند خون با تزريق متناوب انسولين مي. است

. ه بدن توسط خود شخص بيمار، منجر به عدم رضايت بيمـاران از روش تزريـق شـده اسـت    بودن تزريق ب

انـد كـه شـامل     براي فائق آمدن بر اين مشكل، روشهاي مختلفي براي راحتي مصرف انسولين ايجـاد شـده  
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 ;Goldberg and Gomez-Orellana, 2003(باشـد   مصرف ريوي انسولين و مصـرف از طريـق بينـي مـي    

Cefalu, 2004(.   اگرچه ممكن است اين روشها مقبول واقع شوند ولي براي جبران كاهش جذب از طريـق

همراه بـا افـزايش تعـداد بيمـاران ديـابتي در      . مورد نياز است) برابر 20الي  5(اين روشها ميزان دز بيشتر 

 دنيا، معرفي روشهاي مكمل جديد براي مصرف اين هورمـون و همچنـين افـزايش تقاضـا بـراي هورمـون      

، لـزوم توسـعه روشـهاي    اين ميزان تقاضا. قابل پيش بيني است) در سال % 4الي  3ميزان رشد (انسولين 

  ). Nykiforuk et al., 2006(دهد  ارزان، مقرون به صرفه و با ظرفيت توليد بالا را در آينده نشان مي

 Bو  Aدو زنجيره . اشدب اي است كه داراي دو زنجيره مجزا مي اسيد آمينه 51پپتيد  انسولين يك پلي

داراي  A هزنجيـر . شـوند  شود به هم متصل مي سولفيدي كه بين دو زنجيره تشكيل مي بوسيله دو باند دي

هاي بتاي پانكراس انسان، انسولين بـه صـورت    در سلول. باشد سولفيدي درون مولكولي نيز مي يك باند دي

. شـود  پپتيدي پروانسولين گفتـه مـي   نجيره پليشود كه به اين ز پپتيدي منفرد ساخته مي يك زنجيره پلي

هـا   باشد كه به عنوان ماده اوليه توليد پروانسولين در اين سـلول  ساز پروانسولين، پري پروانسولين مي پيش

هـاي   هاي بتا، پري پروانسولين را شكسته و تبديل بـه مولكـول   هاي موجود در سلول آنزيم. شود ساخته مي

در مولكول پروانسولين بوسيله يك زنجيـره پپتيـدي متصـل     Bو  Aزنجيره . دكنن كوچكتر پروانسولين مي

بسـته بنـدي و تشـكيل بانـدهاي     (پروانسـولين بعـد از توليـد    . شـوند  به هم متصل مـي ) Cپپتيد (كننده 

شـود بـه انسـولين تبـديل      مـي  Cاز طريق شكست آنزيمي كه منجر به جـدا شـدن پپتيـد    ) سولفيدي دي

  ).Farinas et al., 2007(شود  مي

كلجـي  و  ريوگرنـد ، اوربانارقم  3هدف از انجام اين تحقيق، بهينه سازي كشت بافت گوجه فرنگي در 

كلون گرديده اسـت و   pCAMBIA1304ژن موردنظر در ناقل  .به منظور انتقال ژن پروانسولين انساني شد

منتقـل شـده     LBA4404 سـويه  Agrobacterium tumefaciensناقل حاوي ژن پرو انسولين به باكتري  

  .ن به روش اگروباكتريوم صورت گيرداست تا انتقال ژ
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  اهميت مهندسي ژنتيك و لزوم استفاده از آن در اصلاح نباتات   -2-1

گـردد و   كشاورزي داراي سابقه تاريخي بسيار عميقي است كه دست كم به هزاران سـال قبـل برمـي   

ي اين مدت انسانها براي اصلاح گياهان زراعي با كيفيـت غـذايي بهتـر، محصـول بيشـتر و خصوصـيات       ط

  .تر بطور مستمر و گسترده اي تلاش كرده اند مطلوب

نمايد، از يـك  كد مي را ايخارجي كه اطلاعات ژنتيكي ويژه DNAمهندسي ژنتيك گياهي به انتقال 

، ويـروس يـا سـاير نـاقلين اطـلاق      وسـط پلاسـميد باكتريـايي   گونه بخشنده به داخل يك گونه گيرنـده، ت 

  .گردد مي

هاي جديد زراعي فرايندي طولاني و مشكل  و همچنين تحقيقات جهت بهبود كيفيت اصلاح واريته 

بـه سـلولهاي    ژنهاي جديد تغيير يافتـه، بوسـيله نـاقلين خـاص    . باشد محصولات كشاورزي، بسيار مهم مي

تـوان از   سپس گياهان كامل را مي. شود آزمايشگاهي رشد مي يابند، تلقيح ميمنفرد گياهي كه در ظروف 

تكنيكهاي مهندسي ژنتيـك در سـالهاي اخيـر دريچـه     . سلولهاي منفرد جنسي يا غير جنسي بوجود آورد

  :جديدي بر روي علم اصلاح نباتات گشوده، كه عبارتند از

جنسي، كه باعـث ايجـاد صـفات مطلـوب و     گيري افزودن ژن يا ژنهاي جديد بدون كاربرد دورگ )1

  .گردد مورد نظر در گياهان تراريخت مي

افزايش ميزان بيان ژن يا ژنهاي مطلوب با وارد كردن تعداد كپي بيشتري از ژن يـا ژنهـاي مـورد     )2

  نظر

  خاموش نمودن ژن يا ژنهاي مورد نظر  يا كاهش ميزان بيان محصولات و )3

باشد كه باكتري آگروباكتريوم بـا انتقـال    ژنتيك، خود طبيعت مي شايان ذكر است كه اولين مهندس

مـا نيـز بـا    . شـود  ژن خود به گياهان دولپه، آنها را به استخدام خود درآورده و ژن باكتري در گياه بيان مي

يك يا چند ژن مورد نظـر را بـه گيـاه    تا كنيم  پردازيم و تلاش مي الهام از طبيعت است كه به اين مهم مي

  .)1383ارزاني، (ل نمائيم منتق
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  نژادي گياهان از طريق مولكوليمزاياي به -2-2

  :از جمله مزاياي بهنژادي مولكولي نسبت به روش كلاسيك عبارتند از

دسـت نخـورده بـاقي     زنـده  توان يك صفت خاص را تغيير داد بطوري كه ساير صفات موجود مي )1

در اصـلاح نباتـات سـنتي بـه     . شـوند گياه تراريخت نمـي  بمانند و نيز در اين روش صفات غير دلخواه وارد

همراه انتقال صـفت مطلـوب و مـورد نظـر تعـدادي از ژنهـاي ناخواسـته هـم بـه گيـاه اصـلاحي منتقـل             

  ). 1388فارسي و ذوالعلي،(شود مي

دوره اصلاحي و مدت زمان انتقال ژن با استفاده از ايـن روش بسـيار كوتـاهتر از روش كلاسـيك      )2

اي يا بالك كه جهت اصـلاح  نظير روش شجره. نيازي به چندين نسل تلاقي برگشتي وجود ندارد است زيرا

  .سال نياز دارند 12يك رقم حداقل به 

به گياه مورد نظر وجـود  ) پروكاريوتي "مثلا(امكان انتقال ژن يا ژنهاي مطلوب از هر منبع ژنتيكي )3

  .دارد

ت است كه در اين روش بايد يك ژن مطلـوب را ابتـدا   مراحل انتقال ژن به گياهان زراعي بدين صور

به گياه مورد نظر منتقـل نمـود و    پس از تهيه سازه ژن هدف آن را جداسازي و در نهايت "شناسايي، بعدا

سپس گياهان واجد صفت مطلوب را انتخـاب نمـود و گياهـان را از لحـاظ خصوصـيات زراعـي و كيفيـت        

  .يد نمود ارزيابي كرده و رقم مورد نظر را تول

  :ضروري استاين مراحل  طي اصلاح گياهان زراعي با استفاده از روش مهندسي ژنتيك

  شناخت صفت يا صفات مطلوب مورد نظر )1

  استخراج ژنهاي مطلوب از منبع ژنتيكي مورد نظر )2

  .انتقال ژن يا ژنهاي استخراج شده به سلولهاي گياهي مورد نظر )3

  لولهاي دستورزي شده و تثبيت صفت يا صفات منتقل شدهتوليد گياهان تراريخت از س )4

  بررسي و مطالعه گياهان تراريخت از نظر تعداد كپي هاي ژن منتقل شده و ميزان بيان ژن )5


