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چکیده
سابقه و هدف: کاروتنوئیدها یکی از فراوانترین رنگدانه ها در طبیعت بوده و اهمیت زیادی در رژیم غذایی انسان و دام دارند. بنابراین 
افزایش میزان کاروتنوئیدها در گیاهان، بخصوص در غلات که غذای اصلی انسان و دام را تشکیل می دهند، می تواند اهمیت فوق العاده 
ای در افزایش عملکرد و ارزش غذایی گیاه داشته باشد. از میان آنزیمهایی که در مسیر سنتز کاروتنوئیدها دخیل هستند، فایتوئین سنتاز 
بعنوان یک آنزیم کلیدی شناخته شده است. تاکنون سه نوع آنزیم فایتوئین سنتاز در ذرت کشف شده است، با این حال، تحقیقات نشان 
داده اند که همه ی این آنزیمها فعالیت یکسانی در تمام بافتها ندارند. اینکه آیا با وجود سه نوع آنزیم فایتوئین سنتاز، افزایش بیان این 

آنزیم می تواند مسیر سنتز کاروتنوئیدها را در جهت افزایش تولید آنها در گیاه تغییر دهد، تا حدود زیادی ناشناخته است.
مواد و روش ها: کشت بافت و انتقال ژن با استفاده از روش ابداع شده توسط احمدآبادی و همکاران انجام گرفت )1(. برای استخراج 
DNA از برگهای ذرت، از روش Doyle و Doyle  استفاده شد )5(. برای تایید حضور ژنهای خارجی انتقال یافته به گیاهان تراریخت باززا 

شده، واکنش PCR با استفاده از جفت پرایمرهای اختصاصی انجام گرفت. آنالیز محتوای رنگدانه های استخراج شده از گیاهان تراریخت 
با روش HPLC انجام گرفت.

يافته ها: در این تحقیق، ما از طریق بیان یک ژن فایتوئین سنتاز خارجی در گیاه ذرت، نشان دادیم که این گیاه پتانسیل بسیار بالایی 
برای افزایش میزان کاروتنوئیدها از طریق بیان ژن فایتوئین سنتاز دارد و بنابراین، ژن فایتوئین سنتاز در گیاه ذرت بعنوان یک ژن محدود 
کننده در مسیر سنتز کاروتنوئیدها محسوب می شود. گیاهان تراریخت بدست آمده، از نظر رشد، تکامل و عملکرد کاملا مشابه گیاهان 
غیر تراریخت بودند، در حالی که سطح عمومی کاروتنوئیدها بطور معنی داری افزایش نشان داد. در این میان، بتا-کاروتن که پیش ماده 

ویتامین A می باشد، به میزان قابل توجهی افزایش نشان داد.
نتيجه گيري: این نتایج نشان می دهند که ذرت پتانسیل بالایی در افزایش میزان کاروتنوئیدها، بویژه بتا-کاروتن دارد که این ویژگی 

در برنامه های اصلاحی ذرت در جهت بهبود ارزش غذایی این محصول  حائز اهمیت است.
کلمات کلیدی: ذرت، کاروتنوئید، فایتوئین سنتاز، مهندسی ژنتیک
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مقدمه
باشند  متنوع می  ترکیبات  از  بزرگی  گروه  کاروتنوئیدها شامل 
که در باکتری ها، قارچ ها، جلبک ها و گیاهان یافت می شوند. 
از  متعددی  فرایندهای  در  ها  رنگدانه  این  عالی،  گیاهان  در 
قبیل فتوسنتز، تحمل استرس نوری و حرارتی و تولید هورمون 
 آبسزیک اسید دخالت دارند )1(. کاروتنوئیدها در رژیم غذایی 

 A انسان و دام نیز بعنوان آنتی اکسیدانت و پیش ماده ویتامین
متابولیکی  مسیر  دستکاری  بنابراین،   .)6( دارند  زیادی  اهمیت 
کاروتنوئیدها در جهت افزایش سنتز آنها، می تواند نقش مهمی 
در افزایش کیفیت و کمیت محصول داشته باشد. با این حال، 
اطلاعات  داشتن  بدون  متابولیکی  مسیر  یک  موفق  دستکاری 
مطالعات  بود.  نخواهد  ممکن  مسیر  آن  تنظیم  نحوه  از  کافی 
اند  داده  نشان   )PSY( سنتاز  فایتوئین  ژن  بیان  روی  متعدد 
سطح  و  ژن  این  رونوشتهای  میزان  بین  نزدیکی  ارتباط  که 
یک  بعنوان   PSY بنابراین  و   )15 ،8( دارد  وجود  کاروتنوئیدها 
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آنزیم محدود کننده که بیان بیشینه‌ی آن می‌تواند باعث افزایش 
سنتز کاروتنوئیدها شود، معرفی شده است. صحت این نتایج با 
افزایش بیان این ژن از طریق انتقال یک نسخه از PSY خارجی 
به تعدادی از گیاهان نیز به اثبات رسیده است )3، 11، 18(. با 
اینکه PSY در ژنوم آرابیدوپسیس تنها به تعداد یک نسخه وجود 
بخصوص  و  لپه  تک  و  دولپه  زراعی  گیاهان  اکثر  در  اما  دارد، 
در   .)17( است  PSY شناسایی شده  نسخه  از یک  بیش  غلات 
گیاه ذرت بعنوان یکی از غلات مهم در جهان، تا بحال 3 نسخه 
از ژن PSY گزارش شده است که همه‌ی آنها پروتئین عملکردی 
تولید می‌کنند )7، 13(. با بررسی رونوشتهای این 3 نسخه در 
بافتهای مختلف ذرت پیش بینی شده که هر کدام از این نسخه 
با این  اند )13(.  ها برای بیان در بافت ویژه ای تخصص یافته 
حال، تا کنون مدارک زیادی برای اثبات اینکه پروتئین حاصل 
از هر کدام از این نسخه ها نتواند در بافت خاصی از قبیل بافت 
برگ فعالیت کند ارائه نشده است. با توجه به اینکه مقادیر قابل 
توجهی از رونوشتهای هر 3 نسخه، البته با نسبتهای متفاوت، در 
برگهای ذرت گزارش شده است )13(، این سوال پیش می آید 
که آیا با وجود بیان این 3 نسخه در برگ، هنوز هم پتانسیلی 
بیان  طریق  از  بافت  این  در  کاروتنوئیدها  سطح  افزایش  برای 
بیشینه ی PSY وجود دارد؟، و به عبارتی دیگر، آیا با وجود بیان 
3 نسخه PSY در برگهای ذرت، باز هم این آنزیم در مسیر سنتز 
کاروتنوئیدها در برگهای ذرت محدود کننده می باشد؟. بدون 
از  نتایج حاصل  بینی  پیش  این خصوص  در  های لازم  بررسی 
دستکاری مسیر سنتز کاروتنوئیدها در ذرت از طریق بیان ژن 
PSY بسیار سخت و یا حتی غیرممکن خواهد بود. برای پاسخ 

به این سوالات، در این مطالعه ما یک ژن PSY خارجی را تحت 
کنترل پروموتر عمومی CaMV-35S به گیاه ذرت انتقال داده 
و نتایج حاصل از بیان این پروتئین در برگ ها بعنوان اندامهای 
غنی از کاروتنوئید که خود 3 نسخه از PSY داخلی را بیان می 

کنند )12(، مورد بررسی قرار دادیم.
مواد و روش ها

اهدائی   Pa91×H99 تلاقی   F1 هیبرید  بذور  از  مطالعه،  این  در 
گردید.  استفاده  آلمان  پلانک  ماکس  انستیتو  از  بوک  پروفسور 
توسط  ابداع شده  از روش  استفاده  با  انتقال ژن  و  بافت  کشت 
احمدآبادی و همکاران )1( انجام گرفت. برای این منظور قطعات 

از  پس  و  تهیه  ذرت  استریل  های  گیاهچه  از  برگی  کوچک 
 25 °C )1( در دمای   ML1G1 زایی کالوس  کشت در محیط 
انتقال  قرار داده شدند. کالوسهای جنین زا پس از تکثیر برای 
وکتور  در  گرفتند.  قرار  استفاده  مورد  ژنی  تفنگ  روش  به  ژن 
انتقال ژن، cDNAی ژن فایتوئین سنتاز )3( گیاه نرگس تحت 
کنترل پروموتر 35S از ویروس موزائیک گل کلم قرار داده شد. 
پس از شلیک ذرات طلای پوشیده شده با وکتور انتقال ژن به 
گزینش  ژنی،  تفنگ  از دستگاه  استفاده  با  زا  کالوسهای جنین 
کالوسهای تراریخته با استفاده از سیستم گزینش ژن فسفو مانوز 
ایزومراز )pmi(/ قند مانوز )1( انجام گرفت. کالوسهای تراریخت 
احتمالی که روی محیط حاوی مانوز رشد کردند، پس از تایید 
مانوز  حاوی  باززایی  محیط  روی   ،)1( کلروفنل  روش  با  اولیه 
روش  از  ذرت،  برگهای  از   DNA استخراج  برای  یافتند.  انتقال 
فیزیکی  تایید حضور  برای  استفاده شد.   )5(  Doyle و   Doyle

ژنهای انتقال یافته شامل ژن گزینشگر pmi و ژن PSY، واکنش 
برای هر  از پرایمرهای اختصاصی  با استفاده  پلیمراز  زنجیره‌ای 
 PMI-F: ACA GCC جفت پرایمر pmi کدام از این ژنها )برای
 PMI-R: GTT TGC CAT CAC و   ACT CTC CAT TCA

 P35S: TTG AGA پرایمر  جفت   PSY برای  و   ،TTC CAG

 35S پروموتر  ابتدای  به  که   ،CTT TTC AAC AAA GG

 PSY-R: GGG ATC TCT ATA GCT و  شود،  می  متصل 
GAA AC که در داخل ژن PSY فرود می آید( انجام شد. این 

واکنش شامل 200-100 نانوگرم از DNAی استخراج شده از 
از  کدام  هر  از  میکرومول   200 تراریخته،  گیاهان  برگی  بافت 
داکسی نوکلئوتیدها )dNTP(، 2 میلی مول MgCl2، 80 نانوگرم 
از هر کدام از پرایمرها، و 2 واحد از آنزیم Taq-DNA پلیمراز 
بود. برنامه PCR نیز شامل مرحله دناتوراسیون اولیه )3 دقیقه 
 °C 95(، 30 چرخه تکثیر )هر چرخه شامل 30 ثانیه در °C در
95، 30 ثانیه در C° 60 و 45 ثانیه در C° 72(، و مرحله پایانی 
)6 دقیقه در C° 72( بود. در نهایت، محصول PCR با استفاده از 
الکتروفورز روی ژل آگارز 1% ارزیابی گردید. برای اندازه گیری 
مقایسه  و  تراریخته  گیاهان  برگهای  در  کاروتنوئیدها  سطوح 
رنگدانه  تراریخت،  غیر  گیاهان  در  کاروتنوئیدها  سطوح  با  آنها 
ها با روش تایر و یوکمن1 )19( از بافت برگ گیاهان تراریخت 

1	  Thayer and Bjökman
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پرورش  و  باززایی  مشابه  کاملا  شرایط  در  که  تراریخت  غیر  و 
HPLC مدل  بوسیله ی دستگاه  و  استخراج شده  بودند،  یافته 
Agilent 1100 جداسازی، شناسایی و اندازه گیری شدند. همه 

ی رنگدانه ها شامل کاروتنوئیدها، گزانتوفیلها و نیز کلروفیل، در 
Sigma-( برابر مقادیر شناخته شده از کارتنوتیدهای استاندارد

Aldrich, Germany(، اندازه گیری شده و سپس، میزان آنها بر 

اساس وزن خشک بافت محاسبه گردید. این آزمایش 3 بار تکرار 
شد و هر بار 3 نمونه اندازه گیری شدند. مقایسه میانگین های 

حاصل با استفاده از آزمون T-Student انجام گرفت.

یافته ها
کالوسهای  گزینش  مرحله  چندین  از  پس  آزمایشات،  این  در 
تراریخت  کالوس  دو  مانوز،  حاوی  محیط  روی  شده  شلیک 
مستقل بدست آمد. پس از تایید اولیه کالوسها با روش کلروفنل 
)1(، باززایی گیاهان تراریخت روی محیط حاوی مانوز انجام شد 

)شکل 1(.

 شکل 1( باززایی گیاهان از کالوسهای تراریخت احتمالی پس از انتقال ژن 

و   PSY-1 .مانوز روی محیط حاوی  گزینش  و  ژنی  تفنگ  با روش   PSY

گیاهان   :Wt مستقل،  تراریخت  کالوس  دو  از  باززا شده  گیاهان   :PSY-2

باززا شده از کالوسهای غیر تراریخت بعنوان کنترل.

 MS پایه  در محیط  دار شدن  ریشه  از  باززا شده پس  گیاهان 
)16(، برای رشد به گلخانه انتقال یافتند. رشد و تکامل گیاهان 
مورفولوژیکی  تفاوت  گونه  هیچ  و  بود  طبیعی  کاملا  تراریخته 
نشان  ها  )داده  نشد  مشاهده  غیرتراریخت  گیاهان  و  آنها  بین 
یافته  انتقال  ژنهای خارجی  تایید حضور  برای  اند(.  نشده  داده 
به گیاهان تراریخت باززا شده، واکنش PCR با استفاده از جفت 
روی  بر   PSY ژن  و   pmi گزینشگر  ژن  اختصاصی  پرایمرهای 
تراریخته  گیاهان  برگهای  از  شده  استخراج  ژنومی  DNAی 

انجام گرفت. تکثیر یک قطعه 514 جفت بازی از ژنوم گیاهان 
تراریخته با استفاده از جفت پرایمر اختصاصی ژن pmi، حضور 
فیزیکی این ژن در ژنوم گیاهان تراریخت را تایید کرد )شکل 

 PCR از  بازی  جفت   600 قطعه  ی  مشاهده  همچنین،   .)2
کاست  اختصاصی  پرایمر  از جفت  استفاده  با  تراریخته  گیاهان 
PSY، نشان دهنده انتقال موفق این کاست به درون ژنوم گیاهان 

تراریخت بود. در هر دو آزمایش، باندهای تکثیر شده، در گیاهان 
غیرتراریخت وجود نداشتند.

DNAهای  روی  بر   PCR آزمایش  از  حاصل  نتایج  الکتروفورز   )2 شکل 

جفت   514 باندهای  مشاهده  احتمالی.  تراریخته  گیاهان  از  شده  استخراج 

به ترتیب نشان دهنده حضور فیزیکی   ،)B( بازی بازی )A( و 600 جفت 

ژنهای pmi و PSY خارجی در گیاهان تراریخته )8-1( می باشند. گیاهان 

4-1 و 8-5 به ترتیب چهار گیاه باززا شده از دو لاین تراریخت مستقل می 

.)DNA کنترل منفی )بدون :C ،گیاه غیر تراریخت :Wt  .باشند

آنالیز محتوای رنگدانه های استخراج شده از گیاهان تراریخت 
نشان  غیرتراریخت  گیاهان  با  آنها  مقایسه  و   HPLC روش  با 
داد که سطح عمومی کاروتنوئیدها در گیاهان تراریخت حدود 
17% نسبت به نوع غیرتراریخت افزایش پیدا کرده است )جدول 
1(. نکته‌ی قابل توجه اینکه، این گیاهان هیچ گونه ناهنجاری 
مورفولوژیکی نشان ندادند و دارای رشد طبیعی بوده و همانند 
داده  نشان  ها  )داده  تولید کردند  بذور سالم  تیپ غیرتراریخت 
چندین  محتوای  تراریخته،  گیاهان  در  کلی،  بطور  اند(.  نشده 
کاروتنوئید شامل نئوگزانتین )~28%(، ویولاگزانتین )~%20( 
و لوتئین )~16%( افزایش معنی داری نشان داد. با این حال، 
میزان زئاگزانتین و آنتراگزانتین تقریبا« ثابت ماند. عدم افزایش 
سطح این دو رنگدانه می تواند به وجود چرخه گزانتوفیلی در 
گیاهان مرتبط باشد. در این چرخه، بسته به شراط محیطی و 
بویژه استرس نوری، ویولاگزانتین ابتدا به آنترا- و سپس به زئا-

گزانتین تبدیل می شود )14(، ولی در شرایط طبیعی، فعالیت 
این چرخه در جهت تولید ویولاگزانتین می باشد. لازم به ذکر 
 PSY است که نتایج مشابهی نیز در مطالعات قبلی که بیان ژن

- مولکولی دوره چهارم، شماره سیزدهم، محمد احمدآبادی تازه های بیوتکنولوژی سلولی 
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را در گیاه آرابیدوپسیس تشدید کرده بودند، مشاهده شده است 
 .)14(

غیرتراریخت  گیاهان  برگهای  در  کلروفیل  و  کاروتنوئید  محتوای  جدول 1( 

با بیان بیشینه PSY. لاینهای 1 و 2، دو لاین تراریخت  و تراریخته ذرت 

مستقل می باشند. مقادیر کاروتنوئیدها بر اساس µg در هر گرم وزن خشک 

برگ نشان داده شده اند.
لاین 2 لاین 1 گیاه غیرتراریخت نام ترکیب

75/3 ± 6/5 
*** 76/4 ± 7/5 *** نئوگزانتین 4/1 ± 57/9 

326/2 ± 
18/2 ***

320/4 ± 9/2 
*** ویولاگزانتین 13/6 ± /279 

207/5 ± 
5/7 n.s

201/6 ± 
37/0  a آنتراگزانتین 8/4 ± 213/4 

755/2 ± 
33/3 ***

760/0± 21/3 
*** لوتئین 54/6 ± 561/9 

105/9 ± 
6/1 n.s

107/2 ± 
11/3  n.s زئاگزانتین 8/9 ± 102/6 

3562/6 ± 
180/2 *

3541/8 ± 
151/6 *

 3318/0 ±  
238/6 B کلروفیل

12653/7 ± 
520/5 *

12595/9 ± 
718/6  n.s

 12027/0 ±  
795/8 A کلروفیل

1575/5 ± 
100/2***

1587/6 ± 
93/8 ***

 1310/7 ±  
108/4 بتا-کاروتن

3043/4 ± 
98/6 ***

3053/2 ± 
85/4 ***

 2615/7± 
191/4 مقدار کل کاروتنوئیدها

16216/3 ± 
698/2 n.s

16137/6 ± 
867/8  n.s

 15345/0± 
1024/8 مقدار کل کلروفیل ها

با  با نوع غیرتراریخت اختلاف معنی داری داشتند  مقادیری که در مقایسه 

ستاره علامت گذاری شده اند. "***": معنی دار در سطح احتمال 0/1 درصد، 

"*": معنی دار در سطح احتمال 5 درصد، "a": مقدار در سطح احتمال 5 

درصد کاهش معنی دار داشته است، "n.s": تفاوت از نظر آماری غیر معنی 

دار بود.

بحث
در  کاروتنوئیدها  افزایش سطح  از  متعددی  گزارشهای  بحال  تا 
اند )9(،  برخی گیاهان از طریق بیان بیشینه PSY چاپ شده 
با این حال، این مطالعه اولین گزارش در خصوص بیان بیشینه 
این آنزیم در ذرت می باشد. بطور کلی، نتایج بدست آمده از این 
با وجود شناسایی 3 نسخه متفاوت  تحقیق نشان می دهد که 
بافتی مانند  آنزیم هنوز در  این  PSY در ذرت )7، 13(،  از ژن 
برگ که مقادیر زیادی از کاروتنوئیدها را تولید می کند، محدود 
کننده می باشد و بنابراین، با افزایش بیان آن می توان پتانسیل 
روی  منفی  اثر  گونه  هر  بدون  ذرت،  در  را  کاروتنوئیدها  تولید 
رشد و تکامل گیاه، افزایش داد. نکته جالب اینکه، با وجود رقابت 
پیش  از  استفاده  در  کلروفیل  و  کاروتنوئیدها  سنتز  مسیرهای 
ماده مشترک این دو مسیر، بیان بیشینه PSY و افزایش تولید 
کاروتنوئیدها، نه تنها تاثیر منفی روی سطح تولید کلروفیل ها 

داد.  نشان  افزایش  نیز  حدودی  تا  آنها  مقادیر  بلکه  نگذاشت، 
کاروتنوئیدها  میزان  افزایش  موازات  به  کلروفیل  میزان  افزایش 
توتون  قبیل  از  دیگر  گیاهان  برخی  در   PSY بیشینه  بیان  در 
این حال،  با  نیز مشاهده شده است )4، 14(.  آرابیدوپسیس  و 
 .)9( است  آمده  بدست  متفاوتی  نتایج  آزمایشات،  از  برخی  در 
کاروتنوئید  مولکولهای  اکثر  کلروپلاستها،  در  اینکه  به  توجه  با 
با کلروفیل و پروتئینهای درگیر در فرایند فتوسنتز، کمپلکس 
تشکیل می دهند )2(، بنابراین می توان گفت که در شرایط عدم 
کمبود پیش ماده، میزان کلروفیل برگها نیز برای حفظ نسبت 
کاروتنوئید به کلروفیل افزایش پیدا می کند. نتیجه جالب دیگر 
کاروتنوئیدها  عمومی  سطح  دار  معنی  افزایش  بر  علاوه  اینکه، 
در گیاهان تراریخت، سطح بتا-کاروتن برگهای این گیاهان نیز 
در مقایسه با تیپ غیرتراریخت حدود 21 درصد افزایش یافته 
بود. این نتایج نشان می دهد که برگهای ذرت، که بخش عمده 
بالایی  بسیار  پتانسیل  دهند،  می  تشکیل  را  گیاه  این  بیوماس 
برای افزایش میزان بتا کاروتن از طریق دستکاری مسیر سنتز 
کاروتنوئیدها دارند، که این مسئله می تواند در تولید علوفه دامی 

با ارزش غذایی بالاتر از اهمیت فوق العاده ای برخوردار باشد.

1392،  معرفی... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره سیزدهم، زمستان 
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