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هاي غيرزنده، تنش شوري شديدترين تنش محيطي است كه پاسخ به آن، بيان  در ميان تنش
طور مستقيم يا غيرمستقيم در  ها به كند كه محصولات آن اي گوناگوني را در گياه القا ميه ژن

آهن درصد  1- 5داراي  طور معمول بهها  خاك. حفاظت از گياهان در مقابل تنش نقش دارند
حامل  عموميهاي  ها پروتئين ترانسفرين. راحتي براي گياهان قابل استفاده نيست كه به هستندكل 

هاي  هاي جانوري هستند و در پيوند شدن، متحرك كردن و تحويل دادن يون سلولآهن در 
كه تاكنون وجود آن در (سعي شد وجود ژن ترانسفرين  پژوهشدر اين . فريك نقش دارند

در گندم زراعي بررسي و در صورت وجود، جداسازي، كلون ) گياهان عالي گزارش نشده است
ها كشت و با آب  منظور، بذور رقم بم گندم زراعي در گلدانبراي اين . و سپس تعيين توالي شود

روز تحت تنش شوري قرار گرفتند و  10و  5به ترتيب به مدت  (ds/m)15و  10هاي  ECنمك با 
اي .ان.آر. برداري صورت گرفت ها نمونه هاي جوان آن ها، از برگ در مراحل مختلف رشد بوته

انجام  M-MuLVبا استفاده از آنزيم  cDNA ساخت كل با استفاده از تريزول استخراج و سپس
و در نهايت،  شدتكثير آر .سي.پيشده توالي ژن هدف با واكنش  ساختهي cDNAاز روي . شد

 pGEM-TEasyو وكتور ) بخشي از ژن ترانسفرين(الحاقي اي .ان.ديواكنش ليگاسيون بين 
بعد از . ايت شناسايي شدندو-هاي ترانسفورم شده از طريق سيستم گزينش بلو انجام و كلني

درصدي با  84جداسازي شده و تعيين توالي، توالي بدست آمده شباهت  TTfهمسانه سازي ژن 
نتايج اين پژوهش وجود ژن ترانسفرين در گياهان . نشان داد NCBIتوالي ثبت شده موجود در 

اين اولين گزارش از ها را به اثبات رساند و  عالي و نيز نقش آن در مقاومت به تنش شوري در آن
  .استها  حضور ژن ترانسفرين در گياهان عالي بعد از جلبك

  
 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

بيشـتر  . هسـتند آهن كل درصد  1-5معمول داراي طور  بهها  خاك
آهن موجود در خاك به شكل مواد معدني سيليكاتي يـا اكسـيد و   

راحتـي بـراي گياهـان قابـل اسـتفاده       كه بـه  استهيدروكسيدآهن 
 +Fe3و ) فـروس ( +Fe2توانند آهن را به اشكال  گياهان مي. نيستند

دو مكانسيم عمده براي جـذب آهـن    گياهان .كنندجذب ) فريك(
كـردن آهـن از طريـق ترشـح      گيرند كه يكي شامل كلاته كار مي به

تركيباتي به نام سيدروفورزها كه با پيوند شدن با آهن قابليت حل 
و ) +H(دهـد و ديگـري، ترشـح پروتـون      شدن آن را افزايش مـي 

در ناحيـه   pHها توسط ريشه گياهان براي كاهش مقدار  كنندهااحي
 ,.Cohen et al( اسـت اطراف ريشه براي افزايش محلوليت آهـن  

1998.( 

و بســياري از  اســتگنــدم يــك گيــاه متحمــل بــه شــوري زيــاد 
 50با حفـظ تـوان توليـد     ds/m15 هاي  كولتيوارهاي آن تا شوري

هـاي   ها پروتئين ترانسفرين. ماده خشك، قدرت رشد دارنددرصد 
جـانوري هسـتند و در پيونـد     هـاي  عمومي حامل آهن در سـلول 

هاي فريـك نقـش دارنـد     شدن، متحرك كردن و تحويل دادن يون
)Fisher et al., 1997 .(    ترانسفرين پلاسما يـك گليكـوپروتئين بـا

كيلودالتون، با دو ناحيـه همولـوگ در    80حدود در وزن مولكولي 
اصل، همـه آهـن    در. استبراي پيوند شدن با آهن  Nو  Cانتهاي 

 اسـت طـور طبيعـي متصـل بـه ترانسـفرين       پلاسما بـه  گردش در
)Ponka and Lok, 1999 .(       يـون فريـك بـراي جفـت شـدن بـا

) كربنـات  طـور معمـول   به(ترانسفرين فقط به مشاركت يك آنيون 
ــاز دارد ــم. ني ــروتئين  ه ــين پ ــراري   چن ــفرين در برق ــاي ترانس ه

هـا بـراي    همئوستازي آهن سلول، از طريق كمك كردن به سـلول 
. كننـد  سلولي، نقش ايفا مي ميزان جذب آهن از سطح خارج تنظيم

هـا بـه    در كشت سلولي نيز، براي افزايش كيفيت و كميـت سـلول  
ها به اندازه  كنند تا سلول محيط كشت سلول، ترانسفرين اضافه مي

خــانواده ). Laskey, 1998(كــافي بــا آهــن تجهيــز شــده باشــند 
 كند، چـرا  لي را برقرار ميمهرگان پ داران و بي ترانسفرين بين مهره

هاي مرتبط با پيوندشـوندگي آهـن و آنيـون در بـين      مانده كه باقي
ترانسفرين سـرم، اووترانسـفرين، لاكتـوفرين،    (ها  انواع ترانسفرين

انهيـدراز، يـك پـروتئين از     ملانوترانسفرين، مهاركننـده كربونيـك  
شـده هسـتند    حفاظـت ) خرچنگ و يك پروتئين از جلبـك سـبز  

)Lamberta et al., 2005.(  

انتقــال آهــن از غشــا ســلولي توســط ترانســفرين، از طريــق يــك 
ــيتوتيك   ــم فاگوس ــيتوتيك(مكانيس ــك  ) اندوس ــاطت ي ــا وس و ب

. شـود  گليكوپروتئين غشايي به نام گيرنـده ترانسـفرين انجـام مـي    
هـاي بسـيار    هاي ترانسفرين بـه اسـتثنا سـلول    گيرنده دارد احتمال

در مقــادير بســيار (هــا بيــان شــوند  تمايزيافتــه روي تمــام ســلول
سـلولي و   هاي ترانسفرين توسط آهن خارج بيان گيرنده). متفاوت

موجود بـر روي ناحيـه   ) IREs١(از طريق عناصر پاسخگو به آهن 
 از ي گيرنده ترانسفرين، در مرحلـه پـس  mRNAاي  غيرترجمه 3

هـاي   وتئينها توسط پـر IRE. شود طور منفي تنظيم مي هرونويسي ب
) هـاي تنظيمـي آهـن    پـروتئين ( IRPsسيتوپلاسمي ويـژه بـه نـام    

ي mRNAهـاي  IREشوند كه در غياب آهن بـه   تشخيص داده مي
شـوند و از تجزيـه آنهـا جلـوگيري      گيرنده ترانسفرين متصل مـي 

جذب آهن از ترانسـفرين شـامل اتصـال ترانسـفرين بـه      . كنند مي
رين بـه داخـل يـك كيسـه     سازي ترانسف گيرنده ترانسفرين، دروني

اندوسيتوتيك از طريق گيرنده واسطه در اندوسيتوز و رهـا كـردن   
داخلـي كيسـه    pHآهن از پروتئين ترانسفرين از طريق كاهش در 

 Litwin and Calderwood, 1993; Schwarz( استاندوسيتوتيك 

et al., 2003 .(pH  اسـت يا كمتر از آن  5/5وزيكول اندوسيتوزي 
شود،  ترانسفرين مي-تفكيك آهن از كمپلكس گيرندهكه اين باعث 

متصل به اين گيرنـده  ) ترانسفرين عاري از آهن(اما آپوترانسفرين 
ي  مانـد و مجموعـه   آهـن داخـل سـلول بـاقي مـي     . مانـد  باقي مي
شـوند   هاي آپوترانسـفرين بـه سـطح سـلول بازيافـت مـي       گيرنده

)Dautry-Varsat et al., 1983 .(  سـلولي  جلبـك تـكDunaliella 

Salina       نيز با مكانيسـمي مشـابه آهـن را وارد سـلول كـرده و در
ايـن  ). Pick et al., 2006(كند  سازي مي هاي اسيدي دروني واكوئل

هـاي   ي براي آشـكار كـردن مكانيسـم   يجلبك يك گياه مدل استثنا
كـه توانـايي زنـده     استبه شوري موجودات فتوسنتتيك  مقاومت

را دارد  NaClبـالاتر از اشـباع   هـاي بـا غلظـت     ماندن در شـوري 
)Fisher et al., 1997.(  

پلاسـمايي   اترانسفرين عمـده در غش ـ  كمبود آهن دو پروتئين شبه
 150، يـك پـروتئين   p150يا  TTfكند،  القاء مي D. salinaجلبك 

                                                           
1 Iron Response Elements     سـاقه  -عناصر پاسخ به آهن، يـك سـاختار كوتـاه حلقـه

  .شوند متصل مي) IRPs(هاي تنظيمي آهن  كه توسط پروتئين هستندشده  حفاظت
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كه از نظـر تـوالي    idi-100ديگر به نام  پروتئينكيلودالتوني و يك 
 Schwarz et(شـباهت دارد   TTFبـه  درصد  30اي تنها  اسيدآمينه

al., 2003 .( در جلبــكDunaliella توجــه مقــدار  افــزايش قابــل
با بـالا رفـتن   ) ترانسفرين يك پروتئين شبه( P150يا  TTfپروتئين 

 دار ميزان شوري محيط كشت و يا تخليه آهن از آن از طريق نشان
 ,.Fisher et al(بـه اثبـات رسـيده اسـت      59Feكردن پـروتئين بـا   

1997;Katz et al., 2007 .(يد شده است كه جذب آهن در اين ايت
خـورد،   پيونـد مـي   +Fe3هاي كه به يون TTfواسطه پروتئين  گياه به

ايـن پـروتئين يـك پـروتئين     ). Paz et al., 2007(گيـرد   انجام مـي 
كه براسـاس تـوالي    استكيلودالتوني  150سطحي غشا پلاسمايي 

هـاي ترانسـفرين    اده پروتئيني آن به خانوcDNAاستنباط شده از 
. فقط در جانوران شناسايي شده بـود تعلـق دارد   1996كه تا سال 

ترانسـفرين در يـك    اين اولين گزارش از وجود يك پروتئين شـبه 
ايــن پــروتئين ). Fisher et al., 1997(موجــود فتوســنتتيك بــود 

مشخصات مشابهي از قبيل اختصاصي بودن ميل تركيبي بالا بـراي  
هاي كربنات و بيكربنـات   ، وابستگي شديد روي يون+Fe3هاي يون

هـاي   هـاي اسـيدي بـا ترانسـفرين    pHو فعاليت خيلـي پـايين در   
هـاي فلـزي ديگـر،     اثبات شده است كـه يـون  . جانوري نشان داد

كننـد و يـك گـزينش بسـيار قـوي در       جذب آهن را مختـل نمـي  
القا ). Fisher et al., 1998(حاكم است  +Fe3هاي سيستم انتقال يون

بـه دليـل    احتمـال دارد هاي بالاي شـوري   در غلظت TTfپروتئين 
اين كاهش ممكن است نتيجـه  . كاهش آهن در دسترس موثر باشد

و يا دخالت نمك در ماشين جـذب   +Fe3اثر نمك روي محلوليت 
ثابـت شـده اسـت كـه شـرايط      ). Fisher et al., 1997(آهن باشد 

شود و  نمي TTfع پروتئين باعث تجم طور مستقيم بهشوري شديد 
 استطور غيرمستقيم و با كم كردن قابليت دسترسي آهن  اثر آن به

هـاي آهـن بـه سـختي      كه ميل تركيبي يـون  استو نيز ثابت شده 
 ,.Katz et al( گيـرد  قـرار مـي   تحـت تـاثير  وسيله شوري شديد  به

هـايي كـه تـا سـال      دهد كه ترانسـفرين  اين نتايج نشان مي). 2007
هاي گياهي  ط در جانوران شناسايي شده بودند در سيستمفق 1996

). Fisher et al., 1998(نيز در انتقال آهن حضـور و نقـش دارنـد    
باعث كاهش رشد رويشي، عدم  NaClتنش شوري ناشي از نمك 

ها، مهار فتوسنتز، كمبود آب و سميت يوني مرتبط  تعادل ريزمغذي
). Turan et al., 2010(شـود   اضافي، در گياهـان مـي  +Na و -Cl با 

هـاي فتوسـنتزي،    مدارك زيـادي وجـود دارد كـه شـوري، آنـزيم     
اين نيز ثابـت  . دهد قرار مي اثرتحت ها و كاروتنوئيدها را  كلروفيل

يي فتوسيستم اروي كار NaClشده است كه شوري ناشي از نمك 
ΙΙ  منفـي دارد   اثـر)Qin et al., 2010 .(  هاي اتـنش شـوري غش ـ

هــا و  بســياري از يــون محلوليــتار كــرده و در زيســتي را ناپايــد
 Katz et al., 2007; Jitesh et( است اثرگذارسوبستراهاي ضروري 

al., 2006 .(ترين عامل محدودكننده رشد و نمـو   شوري خاك مهم
ترين علـت آن   خشك بوده كه مهم گياهان در مناطق خشك و نيمه

شور شدن ). Turan et al., 2010( استهاي شور  هم آبياري با آب
هـاي فيزيكـي و شـيميايي     منفي زيادي روي ويژگي هايخاك اثر

ها در  تجمع نمك. هاي آن و نيز گياهان دارد خاك، ميكروارگانيسم
تـرين ويژگـي    دهـد كـه مهـم    قـرار مـي   اثرآن را تحت  pHخاك 

كه روي قابليت دسترسي مواد  رود چرا  شيميايي خاك به شمار مي
هـاي بـالاي خـاك،    pHدر . اسـت ار گـذ اثرمغذي بـراي گياهـان   

. تري دارنـد  قابليت دسترسي كم Feو  Zn ،Cu ،Mnعناصري مثل 
آهن يك . قابليت دسترسي بالايي دارد 7تا  4هاي بين pHآهن در 

موجـودات  . اسـت عنصر ضروري براي بقا همه موجـودات زنـده   
عنوان كوفاكتور براي چندين  فتوسنتتيك نياز ضروري براي آهن به

 ,.Paz et al(يگر در سيستم انتقـال الكتـرون خـود دارنـد     عنصر د

كمبود آهن يك عامل محدودكننده براي رشد گياهان بوده ). 2007
تـوان بـه نقـش آن در     و عملكردهاي مهمي در گياهان دارد كه مي

ساختمان و عملكرد كلروفيل، انتقال انرژي در داخل گيـاه، تثبيـت   
هـا و   ها و پـروتئين  از آنزيم عنوان جز ساختاري برخي نيتروژن، به

، اشـاره  اسـت نقش اصلي آن كه در فرآيندهاي فتوسـنتز و تـنفس   
  ).Connoly and Guerinot, 2002(كرد 

كننده ترانسـفرين و   جداسازي ژن بيان پژوهشهدف از انجام اين 
بـا توجـه بـه    . آن در ارقام ايراني گندم زراعـي بـود   وجودبررسي 

متحمل بـه شـوري و دسترسـي     نسبيطور  بهاينكه گندم يك گياه 
پايين آهن بود، بنـابراين فرضـيه وجـود ژن ترانسـفرين در گنـدم      

  . كولتيوار بم مقاوم به شوري شكل گرفت

  
  ها روشومواد

 مواد گياهي و ژنتيک

عنوان رقم متحمـل   بذور رقم بم گندم زراعي به از پژوهشدر اين 
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ن تحقيق از تريزول در طول مراحل انجام اي. به شوري استفاده شد
، كيــت Escherichia coliبــاكتري Top10، نــژاد Merckشــركت 
 T4و آنزيم و بافر  VC 1kb DNA Ladder، ماركر cDNA ساخت

DNA ligase  شــركتViVantis ،PCR Master Mix  شــركت
 هـاي  ، آنـزيم Promegaشركت  pGEM-T Vectorسيناژن، سيستم 

RNaseA  وRNasine   شـركتFermentasيدسـديم شــركت  ، كلر
Merckســــيلين و آغازگرهــــاي  بيوتيــــك آمپــــي  ، آنتــــي  

F:5´-AAGGCTAGCCAGTGTGGAAA-3'                   و  
R:5´-AGATGGTGTACTCCACGTCA-3' اســــتفاده شــــد .

pGEM-T     يك وكتـور خطـي بـاT    ي منفـرد آويـزان انتهـايي در
كــه بــه ايــن شــكل از حلقــوي شــدن وكتــور  اســت 3´انتهاهــاي

ش ليگاسيون را با فـرآورده تكثيـري   يي واكناكار جلوگيري كرده و
پليمرازهـاي معـين مقـاوم بـه      اي.ان.دي توليد شـده بـا  آر .سي.پي

كننـد، افـزايش    آنهـا اضـافه مـي    5´به انتهاهاي Aحرارت كه يك 
بوده و شامل  high-copy-numberاين وكتور، يك وكتور . دهد مي

ــاي ــرفين نا  SP6RNAو  T7پروموتوره ــه در ط ــراز ك ــه پليم حي
آن قـرار دارنـد،    )Multiple Cloning Region(هاي برشـي   سايت
  هاي برشـي آن هـم در داخـل ناحيـه كدكننـده      ناحيه سايت. است

α- پپتيد آنزيمβ-گالاكتوزيداز واقع شده است.  

  تنش شوري تيمارکشت گياهان و اعمال 

ــن  ــژوهشدر اي ــراكم  پ ــا ت ــذور ب ــدان   8-10، ب ــر گل ــذر در ه ب
معمولي پر شده بودند  خاك، كه با )ليتر 3/5ت هاي با ظرفي گلدان(

مـدت دو هفتـه، هـر     سپس به. متري كشت شدند سانتي 1در عمق 
بـار   ليتر آب آبياري معمولي، هر چهار روز يـك  ميلي 400گلدان با 

 15تـا   10هـا تـا ارتفـاع     پس از دو هفته كـه گياهچـه  . آبياري شد
 روز بـا آب  10مـدت   متري رشد كرده بودند تنش شوري به سانتي

و ) در يك ليترآب مقطر NaClنمك  ds/m15 )g8 ي ECنمك با 
نمـك   ds/m10 )g96/4 يECروز با آب نمك با  5مدت  سپس به

NaCl هاي مقاومـت بـه    جهت القا بيان ژن) در يك ليتر آب مقطر
هـاي   پـس از ايـن دوره، بـرگ   ). 1شكل (تنش شوري اعمال شد 

ا آب مقطر بلافاصله مورد جوان برداشت شدند و پس از شستشو ب
  .قرار گرفتنداي .ان.استخراج آر
 کميت وکيفيت آن تعيينو اي .ان.استخراج آر

مايع در هاون چيني پودر شده و  هاي برگي با استفاده از ازت نمونه

استريل  ml RNase Free 5/1 از آن در تيوب  mg250-200مقدار 
  ثانيه ورتكـس   40تريزول به آن اضافه و  µl500مقدار . ريخته شد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 lµ200مقـدار  سـپس  . دقيقه در دماي اتـاق نگــهداري شـد    10و 

دقيقـه در   10كلروفرم به آن اضافه و با محتويات تيوب مخلوط و 
بـا سـرعت   سانتريفيوژ دقيـقه  15از  پس. دماي اتاق قرار داده شد

rpm14000  فـاز بـالايي بـه    انجـام و  گراد  درجه سانتي 4در دماي
بـا  اي .ان.آر اسـتريل منتقـل شـده و    ml RNase Free5/1 تيـوب  

در  اي.ان.آر و شـد سـازي   استفاده از روش ايزوپروپـانول خـالص  
اسـتخراج   اي.ان.آر. آب مقطر اسـتريل حـل شـد    µl20نهايت در 

رقيق شده و با استفاده  استريلبا آب مقطر  10به  1شده به نسبت 
طـور   غلظـت آن بـه   70بـه   1و رقـّت   اسپكتروفتومترياز دستگاه 

هـا روي   ، نمونـه اي.ان.آربراي بررسي كيفيت . شدميانگين برآورد 
  .بارگذاري شدنددرصد  1ژل آگارز 

  cDNA ساخت

 واكنش شامل آب مقطر اسـتريل بـه   محلول، cDNA ساختبراي 
ــه    ــنش ب ــه حجــم واك ــداري ك ــد،  µl20مق  اي.ان.آراز  µg4برس

، T پلـي  آغـازگر  µM 50، آغازگر معكوس µM 50استخراج شده، 
µM50 آغازگر Random Hexamer ،mM 10   مخلـوطdNTP  در

دقيقـه در   5تهيـه شـده و    ml5/0 در تيـوب اسـتريل    µl20حجم 
و سـپس  ) در دسـتگاه ترموميكسـر  (گـراد   درجه سـانتي  65دماي 

ي بعـدي،   در مرحلـه . دقيقه در داخل يخ قرار داده شد 2بلافاصله 
µl4  بافر تامـپونX10 ص آنزيم مخصوM-MuLV ،1 ميـكروليتر 
)M1(./ DTT ،1 ــر ــر  mM50 (MgCl2 ،1( ميكروليتــ ميكروليتــ

روز پس از  15: الف. هاي رقم بم گندم زراعي تصوير بوته -1شكل
 .روز پس از كاشت 35: ب. كاشت

Figure 1- Image of  Bam wheat cultivar plants. A: 15 
days after planting. B: 35 days after planting. 
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RNasine  ميكروليتــر آنــزيم  1وM-MuLV  بــه محلــول واكــنش
گـراد   درجه سـانتي  37ساعت در دماي  5/2ها  اضافه شده و نمونه

ي حاصـل بـه   cDNAپس از اتمام ايـن مراحـل،   . قرار داده شدند
ي رقيـق  cDNAمقطر استريل رقيق شـد و از   با آب 1به  1نسبت 

ي cDNAبـراي نگهـداري   . شداستفاده آر .سي.شده در واكنش پي
  .قرار داده شدندگراد  سانتي -20ها در دماي  شده، نمونه ساخته

  سازي فرآورده تکثيري پليمراز و خالص اي زنجيرهواکنش 

ر از براي تكثير ژن مورد نظ) آر.سي.پي(اي پليمراز  واكنش زنجيره
مورد و اثبات حضور فيزيكي ژن در وكتور كلونينگ  cDNAروي 

، آر.سـي .ميكروليتر واكنش پي 20ي  براي تهيه. استفاده قرار گرفت
µl4 Master mix ،µl2/0 ــازگر ــازگر  Forward ،µl2/0 آغــ آغــ

آب مقطــر اســتريل  µl6/14، بــه cDNAنــانوگرم  50و  معكــوس
ــه. اضــافه شــد ــي برنام ــتاندارد پ ــهر آ.ســي.ي اس ي  شــامل مرحل

و در گراد  درجه سانتي 94دقيقه در  2مدت  سازي اوليه به واسرشته
 30چرخه و هـر چرخـه شـامل     35ي تكثير كه شامل  ادامه مرحله
درجــه  55ثانيــه دمــاي  30، گــراد درجــه ســانتي 94 ثانيــه دمــاي

و در نهايت يـك  گراد  درجه سانتي 72ثانيه دماي  80و گراد  سانتي
. گراد بـود  درجه سانتي 72دقيقه در دماي10ي شامل ي پايان مرحله

درصـد   1روي ژل آگـارز  آر .سـي .نيمي از فـرآورده تكثيـري پـي   
پـس  . شوند تجزيهبارگذاري شدند، تا باندهاي تكثير شده، جدا و 

مانـده فـرآورده تكثيـري     ، بـاقي شـد نظر مشاهده  از آنكه باند مورد
  NaClفـرم و نمـك   كلرو ييد شده بـا اسـتفاده از فنـل   اتآر .سي.پي
  .سازي و رسوب داده شد مولار خالص 5

  اي.ان.دي قطعاتليگاسيون 

واكـنش   µl10، مـواد لازم بـراي   اي.ان.دي ي براي اتصال دو قطعه
ــامل  ــيون شــ ــوراي .ان.دي) ng 300-100 )µl5/0ليگاســ   وكتــ

pGEM-T ،ــاقي .ان.دي ــي  (اي الح ــري پ ــرآورده تكثي ــي.ف آر .س
 µl1( ،µl5يـا   ng900(ر وكتور براب 3به نسبت ) سازي شده خالص
ــافر  ــزيم   T4-DNA ligase2  ،5×ب ــد آن  T4-DNA ligaseواح

)µl5/0 ( وµl3 مقطر استريل در تيوب استريل  آبml 5/0   ريختـه
مدت يـك شـب    ساعت در دماي اتاق و سپس به 1مدت  شد و به
  .قرار داده شدندگراد  درجه سانتي 4در دماي

  )Heat-shock( روش شوک حرارتي باکتريايي به هاي سلولاستحاله 

هـاي مسـتعد    براي استحاله به روش شوك حرارتـي، ابتـدا سـلول   

و محصــول واكــنش  گــراد درجــه ســانتي -70 فريــزربــاكتري از 
مـدت   بـه خارج شـده و   گراد درجه سانتي -20ليگاسيون از فريزر 

نصـف محصـول واكـنش    دقيقه روي يخ قرار گرفتنـد، سـپس    15
اضـافه و   E.coliسـلول مسـتعد    lµ50 رويبـه  ) lµ 5(ليگاسيون 

دقيقـه روي يـخ قـرار داده     45مـدت   آرامي مخلوط شدند و بـه  به
قـرار   گراد درجه سانتي 42ثانيه در دماي  42ها  سپس نمونه. شدند

در ادامـه  . دقيقه به روي يـخ منتقـل شـدند    2 به سرعتگرفتند و 
بـه  بيوتيـك   ي مـايع بـدون آنتـي    LBميكروليتر محيط كشت  850
در دمـاي   rpm180مدت يك ساعت با سرعت  ها اضافه و به نمونه

در نهايت . در انكوباتور شيكردار قرار گرفتند گراد درجه سانتي 37
هاي باكتريايي ترانسـفورم شـده، روي    از سلول lµ200-20حدود 
 X-Galو  IPTGبيوتيك مناسـب و   جامد حاوي آنتي ي LBمحيط 

درجـه   37نكوباتور با دمـاي  مدت يك شب در ا كشت شدند و به
رنـگ بـا انجـام     هاي سـفيد  سپس كلني. قرار داده شدند گراد سانتي

اسـتخراج  ييد شدند و بـا اسـتفاده از روش   اروي آنها تآر .سي.پي
، كـه بـه   )1979(پلاسميد پيشـنهاد شـده توسـط بيرنبـويم و دالـي     

پلاسـميد قـرار    شود، مورد استخراج ناميده مي Miniprepاختصار 
ديگـري روي پلاسـميدهاي اسـتخراج    آر .سي.با انجام پي. دگرفتن

يـابي كـره جنـوبي     يابي به مركز توالي ييد آنها، براي توالياشده و ت
  .ارسال شدند

  
 بحثوجينتا

 شوريتيمار تنش 

 ـگرفتـه، را  صورت هاي پژوهشبا توجه به  تـرين روش اعمـال    جي
  ط روي گياهـان رشـد كـرده در محـي     NaClتنش شوري، با نمك 

in vitro ساعت پس از اعمال تنش بوده  48برداري حدودا  و نمونه
طـور   بـه است ولي در اين پژوهش سعي شد شرايط اعمـال تـنش   

اي باشـد و بنـابراين كشـت بـذور در      مشابه شرايط مزرعه تقريبي
با در نظر گرفتن اين شـرايط، كـه ريشـه گياهـان     . خاك انجام شد

انـد   تقيم با محلول نمكي نبـوده در تماس مس in vitroمانند شرايط 
  بيني شد كـه تـنش شـوري روي گياهـان نسـبت بـه شـرايط         پيش

in vitro  10هـاي برگـي    رو نمونـه  ديرتر موثر واقع شود و از ايـن 
قـرار   بررسـي برداري شـده و مـورد    روز پس از اعمال تنش نمونه

  . گرفتند
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  اي.ان.آر استخراج

در شـده بـا اسـتفاده از    هاي برگـي پـو   از نمونهاي .ان.استخراج آر
اسـتخراج شـده بـا    اي .ان.كميـت آر . ايزول انجام گرفـت روش تر

 µg/µl276/1طـور ميـانگين    استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتري به
كيفيت آن هـم بـا اسـتفاده از الكتروفـورز ژل آگـارز      . برآورد شد

توجه به اين شـكل، تكـرار شـماره يـك     با ). 2شكل (بررسي شد 
از  cDNA سـاخت ت بهتري نشان داد بنابراين بـراي  كيفياي .ان.آر

  .آن استفاده شد
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 Transferrinي جزئي ژن cDNAتکثير 

ي گندم، تكثيـر  cDNA ساخت، پس از RT-PCR روشبر اساس 
cDNAآغازگرهـاي ي ژن ترانسفرين با اسـتفاده از جفـت   يي جز 

بـا كـد    NCBIهاي موجود در سايت  اختصاصي كه براساس توالي
 830طراحي شده بودند، انجـام شـد و بانـد     77059.1U دسترسي

ي مــورد انتظــار بــراي بخشــي از ژن  جفــت بــازي كــه بــا انــدازه
  ).3شكل( شدترانسفرين مطابقت داشت، تكثير 

 pGEM-Tي تکثير شده در وکتور cDNAکلونينگ 

cDNA ي تكثيــر شــده از واكــنشRT-PCR بــراي بخشــي از ژن 
مانـده محصـول    از روي بـاقي  سـازي  خـالص ترانسفرين، پـس از  

در اين وكتور غيرفعال  .شدكلون  pGEM-T، در وكتور آر.سي.پي
الحـاقي، اجـازه شناسـايي    اي .ان.پپتيد بـا وارد شـدن دي  -αشدن 

 blue-whiteگـري   را از طريق غربال) هاي سفيد كلني(ها  نوتركيب
از  با اسـتناد بـه ايـن ويژگـي وكتـور، تعـدادي      ). 4شكل (دهد  مي

و درستي واكنش ليگاسيون بـا  انتخاب ) سفيد(هاي نوتركيب  كلني
  ).5شكل(ييد شد اها ت روي آن كلنيآر .سي.انجام پي

 E. coli به روش شوك حرارتي به باكتري pGEM-T -TTfوكتور 
سـيلين   آمپي µg/ml100ها روي محيط حاوي  انتقال يافته، و سلول

الحـاقي كـه وارد    برخـي از قطعـات  ). الف 4شكل(گزينش شدند 
وايـت بـه   -اند ولـي در محـيط كشـت گزينشـي بلـو      وكتور نشده

انـد،   قـرار گرفتـه  ) سفيد(هاي نوتركيب  تصادف در مجاورت كلني
روي كلنـي، همـراه   آر .سـي .ممكن است هنگام انجام واكنش پـي 

عنـوان   شده و بـه آر .سي.پلاسميد نوتركيب وارد تيوب واكنش پي
براي رفـع ايـن احتمـال، از هـر كلنـي      . الگوي واكنش واقع شوند

دنـدان اسـتريل    نظر از طريق تماس دادن با خـلال  نوتركيب مورد
ي جامـد  LBمتـر روي محـيط    سـانتي  1يك خط به طول تقريبي 

 سـاعت در  6مـدت   سيلين كشيده شد و به بيوتيك آمپي حاوي آنتي
  آر بـراي .سـي .واكنش پي. ندگراد انكوبه شد درجه سانتي 37دماي 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ي  مشاهده. ي استخراج شدها.ان.آر ي سنجش كيفيت نتيجه -2شكل
و عدم وجود حالت اسمير در  S rRNA18و  S rRNA28 باندهاي
 ي كيفيت مناسب دهنده استخراج شده، نشاناي .ان.آر هاي نمونه

 .هستندرار مستقل از همدو تك R2و  R1.اي است.ان.آر

Figure 3- Quality assessment of  extracted  RNA. 
Observation of 28S and 18SrRNA fragments and 
absence of smear band in the RNA samples showed the 
good quality of extracted RNA. R1 and R2 are two 
independent replications. 

ي cDNAحاصل از تكثير آر .سي.محصول پيالكتروفورز  -3شكل
اختصاصي  آغازگرهايجزئي ژن ترانسفرين، با استفاده ازجفت 

ي مورد انتظار براي  جفت بازي كه با اندازه 830باند. طراحي شده
 آغازگرهايمطابقت داشت، با استفاده از بخشي از ژن ترانسفرين 

 .هستنددو تكرار مستقل از هم  R2و R1. شد تكثيرپيشرو و پسرو 

Figure 3- Electrophoresis of PCR product Obtained 
from partial cDNA amplified by by using specific 
primers of transferrin gene. 830 bp fragment in 
accordance with the expected size of partial transferrin 
gene amplified by Forward and Reverse primers. R1 
and R2 are two independent replications.  
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 ، پس از استحاله آنها با وكتورX-Gal +IPTG+ سيلين ي جامد حاوي آمپيLBهاي رشد كرده روي محيط  تصوير باكتري - الف -4شكل
pGEM-T  ‐TTf .هاي رشد كرده روي محيط  تصوير باكتري -ب. دهند هاي سفيد را نشان مي برخي از كلنيها  پيكانLB ي جامد حاوي

هاي خطي، شماره كلني  اعداد بالاي كلني. الف با استفاده از خلال دندان استريل 4هاي موجود در شكل  سيلين، پس از كشت دوباره كلني آمپي
 .دهنداي خطي را نشان ميه ها برخي از كلني پيكان.استمربوطه

Figure 4- A: Bacteria image was grown on LB medium containing ampicillin + X-Gal + IPTG after transformation with 
the pGEM-T-TTf vector. Arrows show some white colonies. B:  Bacteria grown on solid LB medium containing 
ampicillin after colonies re-culture (in 4a figure) using a sterile toothpick. Numbers on the linear colonies is the number of 
colonies. Arrows show some linear colonies. 

هاي نوتركيب رشد كرده روي محيط انتخابي پس از استحاله با  ي از كلنيحاصل از بررسي تعدادآر .سي.پي تصوير الكترفورز محصول -5شكل 
هاي نوتركيب كه واكنش  هر كدام تعدادي از كلني: الف و ب.  اختصاصي بخشي از ژن ترانسفرين آغازگرمحصول ليگاسيون با استفاده از جفت 

 نشانگر: Kb. كند ييد ميها را تا ر فيزيكي قطعه كلون شده در كلنيحضو bp830ي باند  مشاهده. دهد ها صورت گرفته، نشان مي روي آنآر .سي.پي
اي .ان.هايي كه دي شماره كلني: هاي رشد كرده در محيط انتخابي، اعداد به رنگ قرمز نه كلني از كلني و شماره بيست: كنترل منفي، اعداد: -Cاندازه، 

 .يابي ارسال شده است پلاسميد آنها براي توالي

Figure 5- Electrophoresis image of PCR products by using specific Primers for the partial transferrin gene on a few of 
recombinant colonies grown on the selective medium  after transformation with Ligation products. A and B respectively 
show a number of recombinant colonies was carried out PCR reactions on them. Observation the 830 bp fragment is 
confirmed physical presence of the amplified fragment in the colonies. Kb: size marker, C-: negative control, Numbers: 
Twenty-nine number from colonies grown on selective medium, Red numbers: Number of colonies that their DNA plasmid 
was sent for sequencing. 
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 گرفـت هاي جديد انجـام   هاي نوتركيب روي اين كلني تاييد كلني
  ).ب 4شكل (

ها براي حضور بخشـي از ژن ترانسـفرين پـس از     ييد کلنيامراحل ت

 pGEM-T -TTfا وکتور ب E. coliاستحاله 

شده براي بخشي  ي كلونcDNAيابي قطعه  با توجه به اينكه توالي
ز مشخص نشـده بـود، بنـابراين تعـدادي از     واز ژن ترانسفرين هن

ــا پلاســميد  كلنــي   هــاي رشــد كــرده پــس از واكــنش اســتحاله ب
pGEM-T -TTf ) ي  بـراي تاييـد وجـود قطعـه    ) كلنـي  29حداقل

بـدين ترتيـب كـه ابتـدا     . مايش شـدند دو مرحله آزكلون شده در 
و با اسـتفاده از جفـت   آر .سي.هاي انتخاب شده به روش پي كلني

اختصاصي استفاده شده در كلونينگ، مـورد ارزيـابي قـرار     آغازگر
هـايي كـه در    ي دوم، تعدادي از كلني در مرحله). 5شكل (گرفتند 

 بـراي ) بانـد مـورد نظـر را نشـان دادنـد     (مثبت بودنـد  آر .سي.پي

پس از استخراج پلاسميد، بـراي  . استخراج پلاسميد انتخاب شدند
آر ديگـري روي  .سي.ي كلون شده، پيcDNAييد نهايي حضور ات

 آغـازگر پلاسميد استخراج شـده بـا اسـتفاده از جفـت     اي .ان.دي
نتيجه اين واكـنش  . اختصاصي استفاده شده در كلونينگ انجام شد

جفـت بـاز در ايـن     830يبـي ي تقر اي با انـدازه  نشان داد كه قطعه
عـدد از   4بنـابراين، تعـداد   ). 6شـكل  (اسـت   شـده وكتور كلـون  

وكتور حاصل بـراي تعيـين تـوالي بـه مركـز       اي.ان.هاي دي نمونه
 .شديابي كره جنوبي ارسال  توالي

 ي کلون شدهcDNA يابي نتايج توالي

نمونه از پلاسـميدهاي   4ي كلون شده، cDNA براي بررسي توالي
هاي ارزيابي شده در مراحـل قبلـي، جهـت      شده از كلنياستخراج 

نتايج بدسـت  . شديابي كره جنوبي ارسال  يابي به مركز توالي توالي
  ي ژنcDNA يابي با بخشي از توالي ثبت شده بـراي  آمده از توالي

 آغازگره از جفت حاصل از بررسي تعدادي از پلاسميدهاي نوتركيب استخراج شده، با استفادآر .سي.پي تصوير الكترفورز محصول -6شكل 
كنترل : ‐Cاندازه،  نشانگر: Kb .كند ييد مياها را ت حضور فيزيكي قطعه كلون شده در كلني bp830ي باند  مشاهده. ترانسفريناختصاصي بخشي از ژن 

: ، اعداد به رنگ قرمز49تا  45هاي شماره  باند واضح كلني تك: ها هاي رشد كرده در محيط انتخابي، فلش شماره شانزده كلني از كلني: منفي، اعداد
 .يابي ارسال شده استپلاسميد آنها براي توالياي .ان.هايي كه ديشماره كلني

Figure 6 - Electrophoresis image of PCR products to a number of recombinant plasmid by using specific primers of the 
transferrin gene. Observation of 830 bp fragment confirmed physical presence of the amplified fragment in the colonies. 
Kb: size marker, C-: negative control, Numbers: Sixteen colonies grown on selective medium, Arrows:  Obvious band of 
45 to 49 colonies, Red numbers: Colonies that their DNA plasmid was sent for sequencing. 

 .49توالي كلني شماره  -7شكل 
Figure 7- No. 49 colony Sequence. 
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Figure 8- There is 84% nucleotide similarity between  TTF-1 gene sequence of D. salina (with 77059.1U access 
code)  algae and sequence of No. 49 colony. 

شباهت درصد  84 ،49و توالي حاصل از كلني شماره ) 77059.1Uبا كد دسترسي ( D. salinaجلبك  TTF-1بين توالي ژن  -8شكل
 .وتيدي وجود داردئنوكل
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ــايت  ــتيابي( NCBIترانســفرين در س ــماره دس ــا ) 77059.1Uش ب
مقايســـه شـــد   MultAlinافـــزار آنلايـــن   اســـتفاده از نـــرم 

/)http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin .( نتايج بدست آمده
درصـد   84هـاي تجزيـه شـده، بـا      نشان داد كه يك مورد از توالي

تـوالي كلنـي   ). 8شـكل  (ند شباهت، منطبق بر توالي ثبت شده بود
  .شود مشاهده مي 7در شكل  49شماره 

هـاي كشـت    اي در محـيط  ترانسفرين سرم انساني كاربرد گسـترده 
بـراي  (ها  هاي زيست دارويي و واكسن سلولي براي توليد پروتئين
چنين اسـتفاده از آن   دارد و هم) ها به آهن اطمينان از تجهيز سلول

با توجه بـه  (رهاسازي هدفمند دارو  عنوان يك سيستم درماني و به
هـاي   سـلول  اها بـه اسـتثن   حضور گيرنده ترانسفرين در تمام سلول

هـا در حـال    بـراي درمـان تعـدادي از بيمـاري     )بسيار تمايز يافتـه 
هاي ناشي از  در حال حاضر به دليل نگراني. استبررسي و كشف 

هـاي عوامـل پاتوژنيـك ترانسـفرين حاصـل از پلاسـماي        آلودگي
هـاي بيـان    نساني، توليد ترانسفرين نوتركيـب انسـاني در سيسـتم   ا

عنوان مثـال   به. هترولوگوس گوناگون مورد هدف واقع شده است
هاي بـرنج   ترانسفرين نوتركيب انساني فعال از نظر زيستي، در دانه

)Oryza sativa L. (        در يـك سـطح بيـان بـالا توليـد شـده اسـت
وزن خشـك  درصـد   1ل يـا  كل پروتئين محلـو درصد  40تقريباً (

بيـان  ) .Nicotiana tabacum L(چنين در گيـاه تنبـاكو    و هم) دانه
طــور  ترانســفرين نوتركيــب انســاني فعــال از لحــاظ زيســتي، بــه 

ولـي بـا   ). كل پروتئين محلـول درصد  25/0(داري كمتر بود  معني
اين حال هزينه بـالا و عملكـرد محـدود ترانسـفرين نوتركيـب از      

 ,Zhang( اسـت هـاي بيـان    بسـياري از سيسـتم  هاي اصلي  چالش

2013.(  
 نهاييگيري  نتيجه

 آغـازگر  ها، جفـت  هاي گياهي و جلبك با توجه به شباهت سيستم
بـا  ( Ttf-1ژن  CDS اساس تـوالي  بر پژوهشمورد استفاده در اين 

بـا اسـتناد بـه نتيجـه ايـن      . طراحي شـد ) U77059.1 كد دسترسي
ترانسـفرين انسـاني و جلبـك     هاي و تشابهاتي كه بين ژن پژوهش

D. salina توان نتيجه گرفت كه توالي كلني شماره  وجود دارد، مي
ايـن  . به يك ژن ترانسفرين در گياه گنـدم زراعـي تعلـق دارد    49

اولين گزارش از وجود ژن ترانسـفرين در سيسـتم گياهـان عـالي     
البته با توجه به اينكه تاكنون هيچ گزارشي مبنـي بـر وجـود    . است
ترانسفرين در سيستم گياهان عالي وجود ندارد، لازم است اين  ژن

رهاي ديگر ايـن  آغازگو  آغازگرآزمايش با استفاده از همين جفت 
ي  لازم به ذكر است با اينكه انـدازه . ييد شودات اژن، تكرار و مجدد

جفـت بـاز    830در روي ژل آگارز  49باند مربوط به كلني شماره 
از آن قرائت شده و بقيه به علت قطـع  جفت ب 709بوده ولي فقط 

 .يابي نشده است شدن چارچوب قرائت، توالي

ديگـر نيـازي بـه توليـد      ،گياهانبا اثبات وجود ژن ترانسفرين در 
ــروتئين  چنــين هــمگياهــان تراريختــه ايــن ژن نخواهــد بــود و   پ

هـاي جـانوري كـه خطـر      ترانسفرين گياهي نسبت به ترانسـفرين 
انساني را دارند، براي كاربردهـاي پزشـكي   هاي  آلودگي به پاتوژن

  .تر خواهد بود ايمن
از معاونـت محتـرم پژوهشـي دانشـگاه شـهيد       :تشكر و قدرداني

مدني آذربايجان بخاطر در اختيار قـرار دادن امكانـات مـالي ايـن     
  .شود ميپژوهش تقدير و تشكر 
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