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Abstract 

Objective 

Exendin-4 (Ex4) is a 39-amino acid peptide isolated from the salivary secretions of the lizard 

Heloderma susceptum and it has similar biological function as glucan-like peptide (GLP-1) 

receptor. The most important physiological role of GLP-1 is to regulate the amount of glucose 

metabolism by reducing the entry of glucose into the cells. The binding of Ex4 to cholera toxin B 

subunit (CTB) increases its efficacy by binding to the receptor of intestinal epithelial cells. 

Transgenic plants can be used as factories for the production of recombinant proteins. In order to 

maximize the efficiency of transgenic plants, the expression of foreign genes can be regulated in 

terms of time and place under the regulation of different promoters. Considering the nutritional 

value of carrot tuber and its fresh consumption, in this study, CTBEx4 gene was expressed in 

carrot plant using a root-specific promoter. In this study, in order to specifically express the 

CTBEx4 gene in carrot root, the Major Latex-Like promoter (MLL) related to the specific 

expression in sugar beet storage root tissue was replaced by the CaMV35S promoter in the pBI121 

construct and were used for the transformation of carrot explants. 
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Materials and methods 

Using the CTAB method, DNA was extracted from the leaves of the sugar beet plant, then the 

PCR reaction was performed using specific MLL primers. The obtained fragment was replaced 

by the CaMV35S promoter in the pBI121 construct using restriction enzymes. Both pBI121-Mll-

CTBEx4 and pBI121-CamV35S-CTBEx4 constructs were used to transform carrot leaf explants 

using Agrobacterium tumefaciens bacteria. Transgenic explants were indirectly regenerated into 

plants in MS culture media in vitro and then transferred to pot. Finally, the CTBEx4 gene 

expression of the transgenic plants was analyzed at mRNA and protein levels using RT-PCR and 

ELISA. 

Results 

The results of the expression analysis using RT-PCR and ELISA methods indicated that the 

expression of CTBEx4 gene in carrot root tissue was regulated by MLL promoter, while no 

expression was observed in leaf tissue. Also, the results showed that the CTBEx4 gene was 

expressed under CaMV35S promoter regulation in both root and leaf tissues, but its expression in 

roots was lower (30%) than that under MLL promoter regulation. The obtained results indicated 

the ability of the MLL promoter to specific expression the CTBEx4 gene in the roots of carrot 

plants. 

Conclusions 

The MLL promoter was able to express the CTBEx4 gene in the root tissue of carrot plants at the 

mRNA and protein level, Also, CTBEx4 protein under MLL promoter had higher expression level 

compared to CaMV35S promoter. 
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  چکیده

س 39 دیپپت کی( Ex4) 4-اکسندین هدف: شحات بزاق ایینهیآم دیا ست که از تر شده  مارمولک ا سپتوم جدا  سو و دارای هلودرما 

شابه با ستی م شدمی (GLP-1) گلوکانشبه رندهیگ عملکرد زی گلوکز از  سمیمتابول میتنظ GLP-1یکیولوژیزینقش ف نی. مهمتربا

سلول قیطر ستکاهش ورود گلوکز به  اتصال  قیاز طر باعث افزایش کارایی آن (CTB)سم وبا  B واحد ریبه ز Ex4اتصال . ها ا

 ،کار روندبه بینوترک یهانیپروتئ دیتول یهاعنوان کارخانهبه توانندریخت میترا اهانیگ .شودمیروده  الیتلیاپ یهاسلول رندهیبه پذ

 اندازهایراه تحت تنظیم یو مکان یاز نظر زمان ی راخارج یهاژن انیب توانریخت میترا اهانیگ ییبه حداکثر رسااااندن کارآ یبرا

مربوط Major Latex-Like ( MLLانداز )هویج، راه در بافت ریشه CTBEx4منظور بیان اختصاصی ژن بهنمود.  میمختلف تنظ

شاااد و برای تراریختی  pBI121در ساااازه  CaMV35Sانداز ایی چغندر قند جایگزین راهبه بیان اختصااااصااای در ریشاااه  ده

 کار گرفته شد.های گیاه هویج بهنمونهریز
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با اسااتداده از اسااتخراج شااد سااپ  ژنومی  DNAهای گیاه چغندر قند از برگ CTABبا اسااتداده از روش  :هاروشمواد و 

انداز های برشی جایگزین راهدست آمده با استداده از آنزیمانجام گرفت. قطعه به PCRواکنش  MLLانداز آ ازگرهای اختصاصی راه

CaMV35S سازه  درpBI121  شد. از دو سازهpBI121-Mll-CTBEx4  وpBI121-CamV35S-CTBEx4 ستداده ، با ا

های تراریخت شده نمونههای هویج استداده شد. ریزبرای تراریخت کردن ریزنمونه Agrobacterium tumefaciensاز باکتری 

شدند و سپ  به محیط گلدان انتقال یافتند. در  MSدر محیط کشت  شیشه از طریق باززایی  یرمستقیم به گیاه کامل باززا  درون 

و  RT-PCRهای با اساااتداده از آزمونو پروتئین  mRNAدر گیاهان تراریخت شاااده در ساااط   CTBEx4نهایت بیان ژن 

ELISA گیری شداندازه. 

در بافت ریشه هویج تحت تنظیم  CTBEx4حاکی از بیان ژن  ELISAو  RT-PCRهای نتایج بررسی بیان ژن با روش :نتایج

تحت تنظیم  CTBEx4بود در حالیکه هیچ بیانی در بافت برگ مشاااهده نشااد. هم نین نتایج نشااان داد که ژن  MLLانداز راه

سبت به بیان تحت تنظیم راه CaMV35Sانداز راه شه ن شد اما بیان آن در ری شه و برگ بیان  کمتر  MLLانداز در هر دو بافت ری

 .در ریشه گیاه هویج بود CTBEx4برای بیان اختصاصی ژن  MLLانداز دست آمده حاکی از توانایی راه(. نتایج به%30بود )

 نیپروتئ نیهم ن، و پروتئین بود mRNAدر ریشه گیاه هویج در سط   CTBEx4قادر به بیان ژن  MLLانداز راه گیری:نتیجه

CTBEx4 انداز هرا میتحت تنظMLL انداز با راه سهیدر مقاCaMV35S بود یشتریب انیمقدار ب یدارا. 

 .MLL ،CTB اندازراه، بیان دائم، 4-اکسندین: هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله

( CTB) وبا سم Bد رواحیمتصل به ز 4-بیان اختصاصی ژن اکسندین (1402)هیمن  صالحی، بهرام نژاد بهمن، زندی نوا ندا استناد:

 .114-87(، 1)16، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. MLL اندازراه میتنظ تحت( .Daucus carota L ) جیهو شهیدر ر
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 مقدمه

 Ex4، کندیم یترا تقو یناست که ترش  انسول GLPگلوکان دارای عملکرد زیستی مشابه با پپتید شبه Ex4یا  4-اکسندین

شباهت با به صل میبه گیرنده GLPدلیل  سولین میهای آن مت ش  ان گردد با این تداوت که دارای طول عمر شود و باعث القا تر

طور گسترده در حال حاضر به نیبنابرامقاوم است،  4-یدازپپت یدیلپپت ید است و هم نین نسبت به آنزیم GLPبیشتری نسبت به 
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ستداده م 2نوع  ابتید ینیدر درمان بال صال Escalada 2014) شودیا سم وبا ) Ex4(. ات ( باعث افزایش CTBبه زیر واحد بتا 

 شود.های اپیتلیال روده میکارایی تحویل آن از طریق سیستم گوارشی در سلول

شیهاسالول یرو GM1 دیوزیبه گانگل اسات و  یر سامی پنتامر هومو کی (CTBسام وبا ) B واحد ریز  ی سایساتم گوار

ستانداران با م صل م یبیترک لیپ شیبه شود.یبالا مت ستم گوار سی صال به  سمی و میل بالای ات بعنوان  CTBاز  دلیل ویژگی  یر 

 یهاسلول یرو یاثر سم چیه CTB(. Androutsellis Theotokis et al. 2010شود )یک انتقال دهنده عصبی استداده می

 CTBبه  Ex4(. اتصال Song et al. 2023کند )قوی ایجاد میزایی یمنیگزارش شده است که ا یقبل مطالعاتندارد و در  یبافت

، روده GM1 یرندهبه گ CTBی اتصال قودلیل به .تواند باعث افزایش کارایی جذب آن و در نتیجه افزایش ترش  انسولین شودمی

 .شودیم یلروده تسه یبافت لنداو آن از طریق شده به متصل یهاینپروتئ یلتحو

به کلروپلاست  CTBEx4انتقال ژن به گیاهان وجود دارد.  CTBEx4های مختلدی از انتقال و بیان موفقیت آمیز ژن گزارش

در  CTBEx4موفقیت آمیز پروتئین منجر به تولید های گیاه تنباکو کلروپلاساااتی به برگ ناقلگیاه تنباکو با اساااتداده از بمباران 

ستداده از روش تدنگ ژنی Kwon et al (2013)هم نین . (Nityanandam 2011شد )های این گیاه برگ ستند با ا ژن ، توان

CTBEx4  در پژوهشاای .دبه کلروپلاساات گیاه تنباکو منتقل نماینراKokei & Bahramnejad  (2020 ) توانسااتند با روش

 .طور موقت بیان کنندهای گیاه تنباکو بهرا در برگ CTBEx4ژن  اسیونآگروایندیلتر

 یایاز مزاتواند گیاه میزبان را به یک واکسااان خوراکی تبدیل کند. ین نوترکیب با اثرات دارویی در یک گیاه میبیان پروتئ

عدم  نیو هم ن یدیتوده تول سااتیز یمقدار بالا ،و پرورش ریتکث یبه ارزان توانیم ،یخارج یهاژن انیب یبرا اناهیگ اسااتداده از

شترک ب یمارگرهایوجود ب سان و گ نیم شاره نمو اهیان ، متعلق (.Daucus carota L) جیهو اهیگ .(Merlin et al. 2014) دا

 شاادهیا فراروریکه معمولاً به صااورت خام  رودیشاامار مبه های مهمی از ساابزیکهویج ی .اساات (Apiece) چتریان به خانواده

باعث افزایش سط  زیر کشت سالانه هویج . سازگاری بالا، ارزش  ذایی زیاد و تنوع مصرف (Baranski 2008)د شویم مصرف

ست ) شده ا سکوربیک و پلی(. هویج منبع مهمی برای کارتنوئیدها، فنولیکIorizzo et al. 2020در جهان  سید آ ستیلنها، ا ها ا

به بیماری به کاهش خطر ابتلا  عات تا کنون  (.Maestro et al. 2019شاااود )های قلبی و عروقی میاسااات که منجر  مطال

مانند  ییبالا یی ذا یمحتوا ای اسااتداده از گیاه هویج در مطالعات تراریختی انجام شااده اساات. ریشااه هویج دارایبر ییادهگسااتر

ست که علاوه بر اثر پروتئو  بریف، نیلوتئ دها،ی، بتاکاروتن، کاروتنوئA نیتامیو ست. جالب توجه ا در  شده انیهترولوگ ب نیسلولز ا

 یمنیا سااتمیساا را درها تیمونوسااو  هاتیلندوساا میزان توانندیم ختهیترار جیموجود در هو یدهایکاروتنوئ، گیاه هویج تراریخت

 ینگهدار لی، پتانسااهاسااایر ساابزیبا  سااهیدر مقا جیهو شااهیرهم نین  (.Ekam et al. 2006) دهند شیافزا یوانیح یهامدل

انتشااار  کنترل بر این امر باعث افزایشکند، ینم دیدوساااله اساات که تا سااال دوم بذر تول یاهیگ از طرفی هویجدارد.  ترییطولان

شااوند یبه طور معمول در طول سااال اول برداشاات م جیهو یهاشااهیر رای، زشااودمی جیهو یبه بسااتگان وحشاا ختهیترار یهاژن

(Lindh et al. 2009). شوندزمان بیان نمیهم طوربه وقتشده است که هیچ  لییک سلول از تعداد زیادی ژن تشک یکیژنت ماده 
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(Barazandeh et al. 2016.) ها به عوامل مختلدی از قبیل محیط، مرحله نموی، بافت و مقدار محصااول بیان ژن در یوکاریوت

ستگی دارد. سط ژن ب شده تو شخصقرار دارد  آن در موجود که محیطی تولید   به یازین که نیا ای و شود انیب ژن ایآ که کندیم م

 یک تنها هابافت انواع از یک هر در(. Bordbar et al. 2022; Jafari Ahmadabadi et al. 2023) ساااتین آن فرآورده

عه تاً مجمو چک نساااب مام از کو یان ژنوم ت فت  شاااودمی ب با ها علاوه بر نوع  یان آن له بهکه ب  دارد بساااتگی ی نیزنمو مرح

(Masoudzadeh et al. 2020) .شودآن ژن می انیسبب تنظیم ب هابافت سایر نیز و بافت یک در ژن بیان یک مقدار هم نین 

(Mohammadabadi et al. 2021; Shokri et al. 2023 .) توان گدت بیان ی در گیاهان، میژن خارج انیبدر رابطه با

 یمورد اسااتداده برا ناقل درموجود  یمیعناصاار تنظ ژهیبو ی،انیب ناقلو ساااختار  یوابسااته به طراح یادیتا حدود ز های خارجیژن

 یو مکان یاز نظر زمان ی راارجخ یهاژن انیب توانمی ،تراریخته اهانیگ ییبه حداکثر رسااااندن کارآ یبرا اسااات. یختیترار ندیفرا

. اسااتداده نمودخاص  نمویمرحله  یا بافتیک  در انیکنترل ب منظوربهمختلف  اندزهایاز راه توانمیهدف،  نیا ی. برانمود میتنظ

 .(Li et al. 2012) کنندیم دایا یسیرونو میدر شروع و تنظ یمهم ارینقش بس اندازهاراه

ایی و با طول عمر بیشااتر های نوترکیب در یک بافت ذخیرهاندازهای ویژه بافت برای بیان اختصاااصاای پروتئیناسااتداده از راه

شه ذخیرهیک راه MLLانداز گردد. راهها میباعث افزایش کارایی این پروتئین صی بافت برای بیان در ری صا ایی چغندر قند انداز اخت

برای تراریختی گیاه چغندر   MLLاندازراه 2006هم نین در سال  .(Kloos et al. 2002شناسایی شد ) 2002است که در سال 

ای فعال بود و در تمام مراحل در کل اندام ذخیره MLLانداز که راه قند و تنباکو مورد اساااتداده قرار گرفت. نتایج حاکی از آن بود

در مطالعه حاضر ژن  (.Oltmanns et al. 2006)در بافت ریشه شد  GUSرشد، اختصاصی عمل کرد و باعث بیان ژن گزارشگر 

CTBEx4 اندازهای تحت تنظیم راهMLL  وCaMV35S های برگ و ریشااه مورد افت و بیان آن در بافتبه گیاه هویج انتقال ی

سی قرار گرفت. صل  Ex4بیان ژن لذا، هدف این پژوهش  برر شه  (CTB) سم وبا Bبه زیر واحد مت ستداده ازگیاه در ری  هویج با ا

 بود. MLL اختصاصی ریشه اندازراه

 

 هامواد و روش

-CaMV35S (pBI121انداز راه میتحت تنظ CTBEx4حاوی ژن  pBI121در این مطالعه از ناقل  :سااازه ساااخت

CamV35S-CTBEx4  )به مطالعه  مربوطKokei & Bahramnejad (2020) انداز راه ینیگزیجا جهت. شاااد اساااتداده

CaMV35S نداز با راه بت ژنی به شاااماره مربوط AX449164.1ی از توال، MLLا داده  گاهیپا موجود در WO0240687 ث

NCBI  .افزار تحت وب و با استداده از نرم جه به توالی موجودی پیشرو و پسرو با توآ ازگرهااستداده شدPrimer3 ی شدند. طراح

 یاختصاااصاا یاز آ ازگرها اسااتداده(. با 1)جدول  بودند XbaIو  HindIII یهامیمحل برش آنز آعازگرهای طراحی شااده حاوی

MLL ،مرازیپل رهیواکنش زنج PCR ز روی اDNA به روش  از برگ چغندر قند ژنومی استخراج شدهCTAB .واکنش  انجام شد
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PCR  ستداده از سازنده در WizbioSolutions (Cat No. W1401 شرکت Mastermixبا ا شرکت  ستورالعمل  ( طبق د

شرایط دمایی  20حجم  شت اولیه به مدت  1میکرولیتر با  سر شامل  35 -دقیقه 10چرخه وا  1درجه  55-دقیقه 1درجه  94چرخه 

 انجام گرفت. MLLبازی جدت 1742دقیقه برای تکثیر قطعه  10چرخه بسط نهایی به مدت  1 دقیقه و 2درجه  72 -دقیقه

ستداده از آنز MLLانداز هو را  pBI121-CamV35S-CTBEx4سازه  های با نسبت XbaIو  HindIII یبرش یهامیبا ا

بافر  HindIII ،2میکرولیتر آنزیم  XbaI ،1میکرولیتر آنزیم  1 و آب دیونیزه در  DNAمیکرولیتر  Tango 10X ،8میکرولیتر 

به  XbaI میبا اساااتداده از آنز وبیکروتیهر م ابتداقرار گرفتند.  یمیهضااام آنز موردتیوب جداگانه  2میکرولیتر در  20حجم نهایی 

در  قهیدق 20ها به مدت وبیکروتیم میکردن آنز رفعالی  یگراد قرار داده شااد سااپ  برایدرجه سااانت 37 یدر دما قهیدق 15مدت 

 37 یدما در ساعت 2 مدت به هاوبیکروتیم و شد ستدادها HindIII میگراد قرار گرفتند. در مرحله بعد از آنزیدرجه سانت 65 یدما

 گرادیسااانت درجه 80 یدما در قهیدق 20 مدت به هاوبیکروتیم میآنز کردن رفعالی  یبرا تینهادر تیمار شاادند. گرادیسااانت درجه

صال راه قرار گرفتند. سازه نوترکیب از آنزیم  pBI121-CTBEx4 شده خطی دیسمبه پلا MLLانداز برای ات ساخت  لیگاز  T4و 

نانوگرم  50ها شامل ( طبق دستورالعمل شرکت سازنده استداده شد. پ  از تهیه نسبتRef No. 402002) BIORONشرکت 

 10X (50 mM Tris HCl pH 7.8, 10 mMمیکرولیتر بافر  MLL ،2برابر آن قطعه درج شاااونده  4ناقل خطی شاااده، 

MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM ATP ،)1  میکرولیتر آنزیمT4 ligase هایی ئاز برای حجم ن عاری از نوکل  20، آب 

 16ر دقیقه د 30گراد قرار گرفت و برای افزایش کارایی به مدت درجه ساااانتی 22دقیقه در دمای  10، واکنش به مدت میکرولیتر

سانتی شد. برای  یر فعال کردن آنزیم درجه  سانتی 65لیگاز میکروتیوب حاوی واکنش در دمای  T4گراد تیمار  گراد به مدت درجه 

میکرولیتر از  PCR ،5با استداده از واکنش  pBI121-CTBEx4در ناقل  MLLانداز دقیقه قرار داده شد. پ  از تایید درج راه 10

 استداده شد. E. coli DH5αباکتری  درسازی نهمحصول واکنش برای همسا

 توالی آغازگرهای استفاده شده. 1جدول 

Table 1. Sequence of used Primers 

 نام آغازگر
Primer 

name 

 3→5توالی آغازگر 
Primer sequence 5→3 

 دمای اتصال
 Annealing

temperature 

طول قطعه 

 تکثیری
Length of 

product  
F-MLL ATAAAGCTTGTTTGTTAACTGAACTGAACTGTTAATT CO 57 

1742 bp 
R-MLL ATATCTAGAGTGAGCGTTTCAAAATTTTCAAAAG CO 57 

F-CTBEX4 TGTGCAGAATACCACAACACAC CO 60 
429 bp 

R-CTBEX4 TCAAGAAGGAGGAGGAGCAC CO 60 

M13-Fw TTGTAAAACGACGGCCAGT CO 53 

2414 bp 
M13-Rev GGATAACAATTTCACACAGG CO 53 
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 pBI121-MLL-CTBEx4 بینوترکتصویر شماتیک مراحل برش، اتصال و ساخت سازه  .1شکل 

Figure 1. Schematic diagram of the digestion, ligation and construction of the recombinant 

construct pBI121-MLL-CTBEx4 

 

قال  ها:یباکتر یختیترار به  pBI121-CamV35S-CTBEx4و pBI121-MLL-CTBEx4  هایسااااازهانت

شده  یهاباکتری ستعد  شوک  E. coli DH5αم سپ  قرار دادن در دمای به ییدمابه روش  درجه  42صورت تیمار روی یخ و 

ج گرادساااانتی خاب طیمح یها رویکلون رشااادپ  از  برای این منظور  (.Sambrook & Russell 2006)گرفت  امان  یانت

ستخراج  یدیپلاسم DNA یی،ایقل زیل روش با شده ختیترار هایباکتراز ، PCR یو واکنش کلون (،mg/mL 100) نیسیکاناما ا

 هیسو A. tumefaciens یباکتر یختیاستخراج شده جهت ترار یدیپلاسم DNA(. از Sambrook & Russell 2006شد )

Gv3101  شد اهیانتقال ژن به گو ستداده  سازه به. ا سلولمنظور انتقال  شده باکتر یهابه  ستعد  از روش  A. tumefaciens یم

های گیاهی، یک نمونهساااعت قبل از تلقی  ریز 48(. Höfgen & Willmitzer 1988)اسااتاندارد انجماد و ذوب اسااتداده شااد 

-pBI121و pBI121-MLL-CTBEx4های حاوی هر یک از سازه GV3101سویه  A. tumefaciensهای پرگنه از باکتری

CamV35S-CTBEx4   لیتر محیط میلی 5بهLB مایع حاوی آنتی بیوتیک( های کانامایساااینmg/mL 100 ریدامپیساااین ،)

(mg/mL 50( و جنتامایسین )mg/mL 30اضافه شد و به ) گراد درجه سانتی 28ساعت درون انکوباتور لرزاننده در دمای  36مدت

مایع حاوی  LBلیتر محیط میلی 25سااوسااپانساایون رشااد یافته باکتری به لیتر از میلی 1نگهداری شااد. در مرحله بعد  rpmو دور 

( افزوده شد و تا زمانی که mg/mL 30( و جنتامایسین )mg/mL 50(، ریدامپیسین )mg/mL 100های کانامایسین )بیوتیکآنتی
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 rpmگراد و دور درجه سانتی 28ای ( رسید در انکوباتور لرزاننده در دم600OD =0.5) 5/0نانومتر به  600جذب نوری در طول موج 

شد. پ  از این مرحله باکتری 120 شدند و پ  از دور  rpm 5000دقیقه در  15ها به مدت نگهداری  سوب داده  سانتریدویوژ ر در 

1لیتر محیط میلی 25مانده در ریختن روشاااناور، رساااوب باقی

2
𝑀𝑆 (1962Murashige & Skoog  حاوی ،)4MgSO 10 

ساعت در  3های گیاه هویج به مدت سازی ریزنمونهمولار به خوبی حل شد و پیش از آلودهمیکرو 150استوسیرینگون مولار و میلی

 های گیاه هویج استداده شد.دمای اتاق انکوبه شد. از این سوسپانسیون برای تراریختی ریزنمونه

شه، بافت :جیهو اهیگی هازنمونهیر یختیترار شی شد بذرهای هویج درون  شرایط پ  از ر های برگ و هیپوکوتیل در 

دقیقه درون سوسپانسیون باکتریایی قرار  20مدت دست آمده بههای بهسانتیمتری برش یافتند. ریزنمونه 1تا  5/0استریل به قطعات 

شیشه سترون درون  شدن روی کا ذ صافی   4تا  2مدت بیوتیک بهجامد فاقد آنتی MSهای حاوی محیط گرفتند و پ  از خشک 

شدند )هم  تریل بر گرمیلیم 500 یحاو یجامد انتخاب MS طیسپ  به مح ها(،نمونهکشتی باکتری و ریزروز در تاریکی کشت داده 

تا زمان ایجاد کالوس انتقال داده شدند. پ   NAA %1و  BAP 5/%0گرم بر لیتر کانامایسین و ترکیبی از یلیم 25 و میسدوتاکس

شت زایی، کالوساز کالوس سیم و ترکیبی از  لظتجدید حاوی آنتی MSها به محیط ک سدوتاک های های مختلف هورمونبیوتیک 

NAA ،BAP  4-2و-D ها به محیط کشات های هوایی، نمونهانتقال یافتند. پ  از ایجاد اندامMS ی منتقل زایپایه جهت ریشاه

 شدند.

 نیهم ن و هاکالوساز  A. tumefaciensجهت بررسااای فرایند انتقال ژن توساااط  ها:های تایید تراریختهآزمون

گرفت.  انجام CTBEx4 و MLL یبا اسااتداده از آ ازگرها PCRسااپ  واکنش  ،اسااتخراج شااد DNAباززا شااده  یهااندام

 با اسااتداده از RNAشاااهد  اهانیگشااده و  ختیترار اهانیگ ریشااهاز برگ و  جیهو اهیدر گ CTBEx4ژن  بیان یمنظور بررساابه

شد و پ  از حذف  Ghawana et al. (2011)روش ستخراج  ستداده از آنزیم  DNAا شرکت یکتا تجهیز  DNase Iژنومی با ا

(Cat No: YT9054و هم )سازی لظت RNA ،های استخراج شدهcDNA ( با استداده از کیت شرکت یکتا تجهیزCat No: 

YT4500 ).جهت بررسی بیان ژن  سنتز شدCTBEx4 های مختلف، اقدام به انجام واکنش در بافتPCR  شد، سپ  محصول

شد. بررسی بیان ژن به %2/1واکنش روی ژل  لی صورت کیدی )بیان یا عدم بیان( و بدون مقایسه با ژن کنترل داخآگارز بارگذاری 

ستداده  سط  پروتئین ابتدا با ا سی بیان در  شد. برای برر شهبرگ و های بافت از کل پروتئین Tris-HCl از روشانجام   اهانیگ ری

شاهد ختیترار شد شده و  ستخراج  ساوی از پروتئین کل گیاهان تراریخت و Kim et al. 2001) ا ستخراج،  لظت م (. پ  از ا

 antigrnاز روش  CTBEx4زمون الایزا مورد استداده قرار گرفت. جهت بررسی بیان پروتئین میکروگرم برای آ 10شاهد برابر با 

coating plate-ELISA (Jiang et al. 2003 اسااتداده شااد. در نهایت ) توسااط دسااتگاه  نانومتر 450میزان جذب در طول

ELISA reader ،ELx808  شرکتBio Tek Instruments گیری شد.اندازه 
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سهتمامی آزمایش ی:آمار یهایبررس شد. مقای سه تکرار انجام  ساس طرح کاملاً تصادفی با  شده بر ا میانگین  های انجام 

افزار نرمگرفت. نمودارها، با استداده از  انجام 26نسخه  SPSSافزار با استداده از نرم %5در سط  احتمال  ها توسط آزمون دانکنداده

Microsoft Excel 2016 .رسم شدند 

 

 تایج و بحثن

حاکی از درسااتی  pBI121-CTBEx4به پلاساامید خطی شااده  MLLبازی جدت 1742پ  از اتصااال قطعه  PCRنتایج 

ساس قطعات بهواکنش صال بر ا ضم و ات ست آمده بود. نتایج های ه صحی   M13و  MLLبا آ ازگرهای  PCRد حاکی از درج 

شکل  MLLقطعه  سازه بود ) سانه2در  -pBI121-MLLو   pBI121-CamV35S-CTBEx4هایسازهسازی (. پ  از هم

CTBEx4  در باکتریE. coli DH5αها به باکتری ، ساااازهA. tumefaciens Gv3101  برای فرایند تراریختی گیاه انتقال

 یافتند.

 

( A (250bp-10kb)لدر  بیاتصال و ساخت سازه نوترک دییتا یآگارز برا %2/1ژل  یرو PCR جینتا. 2شکل 

 یبا آغازگرها یباز جفت 2414( نوار MLL-Rev Bو  M13-Fw یبا آغازگرها MLL یباز جفت 1742نوار 

M13 

Figure 2. PCR products on 1.2% agarose gel to confirm the ligation reaction and 

construction of recombinant DNA (DNA ladder 250bp-10kb) A) 1742 bp PCR product of 

MLL promoter by M13-Fw and MLL-Rev Primers B) 2414 bp PCR product of M13 

primers 

   bp

    bp

    bp

    bp

    bp

1742 bp

A        B

2414 bp
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منظور ، بهA. tumefaciens Gv3101کشاااتی با باکتری های بدسااات آمده از گیاه هویج پ  از تراریختی و همریزنمونه

تراریخت شده شروع به ایجاد کالوس نمودند، در های انتخابی قرار گرفتند. پ  از دو هدته، ریزنمونه MSایجاد کالوس روی محیط 

 (. 3های تراریخت نشده تغییر رنگ داده و از بین رفتند )شکل حالیکه ریزنمونه

 

شده گیاه هویج روی محیط انتخابی الف( ریزنمونه .3 شکل شده و تراریخت ن شد   MSهای تراریخت  ب( ر

 MSهای تراریخت شده روی محیط انتخابی کالوس

Figure 3. A) Transgenic and non-transgenic explant of carrot on MS selective media B) 

Transgenic callus growth on MS selective media 

 

 CTBEx4آ ازگرهای و  MLLبا استداده از آ ازگرهای اختصاصی  PCRها بوسیله واکنش نتایج بررسی تراریختی کالوس

 pBI121-MLL-CTBEx4های تراریخت شده با سازه درکالوس MLLانداز بازی مربوط به راه جدت 1742حاکی از تکثیر قطعه 

-pBI121های تراریخت شاااده با ساااازه درکالوس CTBEx4بازی مربوط به ژن  جدت 482الف( و تکثیر قطعه  4)شاااکل 

CamV35S-CTBEx4   شکل شهها به محیط باززایی پ  از تایید تراریختی، کالوسب(.  4بود ) زایی انتقال یافتند. پ  از و ری

های در اندام CTBEx4نتایج بررسی بیان ژن  (.5ها شروع به ایجاد گیاه ه و ریشه نمودند )شکل طی یک هدته به تدریج کالوس

هان های هوایی و ریشاه در گیادر هر دو اندام CTBEx4ایی در گیاهان شااهد و تراریخته حاکی از بیان ژن هوایی و ریشاه ذخیره

سازه شده با  سازه   pBI121-CamV35S-CTBEx4تراریخت  شده با  -pBI121بود. این در حالی بود که گیاهان تراریخت 

MLL-CTBEx4  فقط در اندام ریشه قادر به بیان ژنCTBEx4  (.6بودند و هیچ بیانی در گیاهان شاهد مشاهده نشد )شکل 
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قطعه  ری( تکثالف (250bp-10kb)لدر  شااده جادیا یهاکالوس یختیترار دییتا یبرا PCR آزمون .4 شااکل

  CTBEx4 ی ژنباز جفت 482قطعه  ری( تکث ب MLL اندازی راهباز جفت 1742

Figure 4. PCR reaction to validation of transgenic calluses (DNA ladder 250bp-10kb) A) 

Amplification of the 1742 bp PCR product of MLL promoter B) Amplification of the 482 bp 

PCR product of CTBEx4 gene 

 

شد. 5 شکل  و BAP 5/0% حاوی MS ییباززا طیمح یشده رو ختیترار یهااز کالوس شهیو ر اهچهیگ ر

NAA 1%  

Figure 5. Seedling and root growth from transgenic callus on regeneration MS media 

containing BAP 0.5% and NAA 1% 
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های ریشه و برگ شاهد نشان داد که هیچ بیانی در بافت ELISAبا استداده از روش  CTBEx4نتایج بررسی بیان پروتئین 

شد. مقدار بیان پروتئین همان گونه که انتظار می های برگ در بافت CamV35Sاندازه تحت تنظیم راه CTBEx4رفت مشاهده ن

(. مقدار بیان در 7کمتر بود )شااکل  MLLانداز مقدار تولید پروتئین در ریشااه هویج تحت تنظیم راه و ریشااه به یک اندازه بود و از

نیز برابر با کنترل مندی و گیاه شاهد بود. نتایج مطالعه حاضر حاکی از بیان موفقیت آمیز ژن  MLLهای گیاه تراریخت شده با برگ

CTBEx4 سطوح به شه و پرتئی mRNAصورت انتقال دائم در  شترین مقدار بیان نیز در بافت ری شه گیاه هویج بود و بی ن در ری

بیشتر از مقدار بیان پروتئین در  %30طوری که مقدار بیان مشاهده شد به pBI121-MLL-CTBEx4گیاه تراریخت شده با سازه 

 بود.   pBI121-CamV35S-CTBEx4های هوایی و ریشه گیاه تراریخت شده با سازه اندام

ها در تمام بافت باًیهدف را تقر یهاژن انیگل کلم ب کییموزا روسیو CamV35S اندازراها حاکی از آن اساات که هگزارش

شد هداو  همیشگی تحت  انیحال، ب نی. با ا(Fang et al. 1989; Amack & Antunes 2020)کند یم تیدر تمام مراحل ر

بیان دائم  .سااتیمطلوب ن شااهیهم چه برای اهداف مطالعاتی و چه برای اهداف کاربردی هاختهیترار اندازهای ساااختاری درتاثیر راه

عنوان یک بار اضااافی بر گیاه تراریخته تلقی شااود تواند باعث خاموشاای ژن هدف و حذف عملکرد آن شااود و بهژن خارجی می

(Chen et al. 2014 .)اییمطالعه در Oltmanns et al (2006 )شان در ر که ژن 3انداز راه از جمله شد یم رهیذخ شهیمحصول

در مراحل  MLL اندازراه ژن تحت تنظیم نشااان داد که جیقرار دادند. نتا یچعندر قند و تنباکو مورد بررساا اهیدر گرا  MLLانداز راه

شه مختلف نمو  سری ص اریب صا شه در  عمل نمود و یاخت در  Tlp اندازژن تحت تنظیم راه تنباکو اهیگ در که یحال در. شد انیبری

 Oltmanns etبود ) MLLانداز راه مختص بافت انیب ازشد که نشان  انیب شهیدر ر MLL اندازراه ژن تحت تنظیم و لیپوکوتیه

al. 2006.) اییدر مطااالعااه Luchakivskaya et al (2011) نترفرونیژن ا alpha-2b  یاناادازهاااراه تحاات تنظیمرا 

CaMV35S  وMLL در عصاره  نترفرونیا تیاز آن بود که فعال یآنها حاک جینمودند. نتا انیب جیهو اهیدر گ ومیبا واسطه آگروباکتر

شده با  ختیترار اهانیگ یبرا شهیدر عصاره ر نترفرونیا تیاما فعال ،بود شتریب CaMV35S یساختار اندازراهاز  یاشن جیبرگ هو

و  CaMV35S هایاندازراهبالاتر بود. آنها عنوان نمودند که هر دو  یطور قابل توجهبه MLL اندازراهتحت کنترل  نترفرونیژن ا

MLL کنندیم تیژن را هدا انیاز ب ییسطوح بالا (Luchakivskaya et al. 2011.) 

عناصر  نینبود برهمکنش درست ب لیبدل انداز گیاهینتایج برخی از مطالعات حاکی از مقدار کم بیان ژن خارجی تحت تاثیر راه

cis و  اندازراهtrans ست زبانیم اهیگ  نظرهب(. Kamo et al. 1995; Joung & Kamo 2006; Furtado et al. 2008) ا

 یهاژن انیب جیهو اهیگ شااهیدر اندام ر یخوبهب تواندیم MLL اندازراه مطالعات قبلحاضاار و  قیتحق جیبا توجه به نتا رساادیم

 .دینما تیرا هدا یخارج
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س. 6 شکل شه  و های برگبافت در CTBEX4 ژن انیب یبرر  برگ( A (250bp-10kb)لدر  جیهو اهانیگری

ریشه ( CaMV35S D سازه با ختیترار برگ( MLL C سازه با ختیترارریشه ( MLL B سازه با ختیترار

  شاهدریشه ( F شاهد برگ( CaMV35S E سازه با ختیترار

Figure 6. Expression analysis of CTBEx4 gene in leaf and tuber tissues of carrot plants (DNA 

ladder 250bp-10kb) A) transgenic leaf with MLL construct B) transgenic tuber with MLL 

construct C) transgenic leaf with CaMV35S construct D) transgenic tuber with CaMV35S 

construct E) leaf control F) tuber of control  

 

تحت تنظیم  با ختیترار و شاااهد جیهو اهیگ برگ و ریشااه یهابافت در CTBEx4 نیپروتئ انیب .7 شااکل

  CaMV35S اندازراه و MLL اندازراه

Figure 7. Expression level CTBEx4 protein in tuber and leaf tissues of control carrot plant, 

transduced with MLL and CaMV35S promoter. 
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در اندام ریشه گیاه هویج  را CTBEx4خوبی بیان ژن تواند بهمی MLLانداز نتایج تحقیق حاضر نشان داد راه: گیرینتیجه

 توجه .CaMV35S اندازبا راه سهیدر مقا MLL اندازراه میتحت تنظ CTBEx4 نیپروتئ شتریب انیعلاوه بر مقدار بهدایت نماید. 

شا و یاندازهاراه مورد در موجود یهاینگران یبرخ به سیبا من جامعه و  تیو مقبول سلامت ،یطیمح ستیز یهاینگران لیاز قب یرو

 یعیطب یندهاایربا ف تواندیم یساااختار یاندازهاراه میتنظ تحت یخارج یهاژناز حد  شیب انیکه ب تیواقع نیتوجه به ا نیهم ن

تبدیل  جیهو اهیگ در های خارجیتولید پروتئین یبرا یترمناساااب نهیگز را به MLL اندازراه ،کند جادیاتداخل  ختیترار اهیدر گ

  .کندمی

سگزاری شماره از  :سپا شگران )گرنت  ستان95849683صندوق حمایت از پژوه شگاه کرد شاورزی دان شکده ک به  ( و دان

 .شودیم یپژوهش حاضر سپاسگزار یدر اجرا یهمکار و یمال یتخاطر حما

 

 منابع

در  DLK1ژن  انیشاهدانه بر ب ری( تاث1402محمدرضا ) یمحمدآباد ،الههمت حشمتیعسکر ،اصغر یعل دیس یاحمدآباد یجعدر
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