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Aim: The chlorophyll biosynthesis pathway is a main target for genetic modification to change 

plant photosynthesis and growth rate to support a greater demand for food in the growing world 

population. In this study, the effect of overexpression of GSA gene one of gene involved in 

biosynthesis pathway of chlorophyll on physiological condition of tobacco plant was investigated. 

5-Aminolevulinate (ALA) is product of GSA gene. ALA is a precursor for all tetrapyrrole, these 

components have impotent roles in living cell, as pigments, light receptor (Phytochrome), 

prosthetic group of many different proteins (like cytochromes, hemoglobin, myoglobin, and 

leghemoglobin) and enzymes (for example Catalase, Ascorbate, Peroxidase and etc.). Nowadays, 

ALA has received wide attention for its widespread usage in agriculture, forestry and medication. 

ALA at low concentrations increases photosynthesis, growth, development, yield and productivity, 

also promoted fruit color appearance and quality and taste of products in treated plants under both 

normal and stressful conditions. ALA also improves antioxidant features, absorption of nutrient, 

water use efficiency and osmotic balance in plants. 

Materials and methods: In this research, according to bioinformatics studies, MsGSA gene cDNA 

of Alfalfa (Medicago sativa L. cv. Isfahani) was selected to transfer to Xanthi tobacco (Nicotiana 

tabacum) plant, the binary expression vector pBI121 which has Kanamycin antibiotic resistance 

gene for selection in bacteria and plants, cutting sites for SacI and BamHI enzyme, CaMV35S 

promoter (cauliflower mosaic virus promoter), nos transcription termination sequences and ß-

glucuronidase (GUS) reporter gene was used. After constructing the gene construct pBI121-GSA 

and confirming the transfer of the construct using PCR cloning methods, enzymatic digestion and 

sequencing were performed, then the corresponding construct was transferred to Agrobacterium 

tumefaciens strain LB4404 using Agrobacterium with the gene construct. The corresponding gene 

was transferred to the tobacco plant genome and the transgenic plants were selected on the medium 

containing kanamycin and the presence of the gene was confirmed by performing PCR in the 

regenerated plants. The rooted transgenic sprouts were transferred to the soil. The level of GSA 

gene expression in the resulting transgenic plants was evaluated by real-time PCR, and their 
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growth rate and biochemical content were also evaluated. 

Results: It was observed that the growth of transgenic plants increased significantly depending on 

the level of GSA gene expression, and the content of ALA (aminolevulinic acid) and chlorophyll a, 

b and total chlorophyll, which are the products of the corresponding gene expression. The results 

also showed the content of anthocyanin, flavonoids and phenol of plants have significantly 

increased in proportion to the increase in GSA gene expression compared to wild type tobacco 

plants.  

Conclusion: The growth rate as well as the content of chlorophyll a, b, total chlorophyll, ALA, 

anthocyanin, flavonoids and phenol of transgenic GSA plants is proportional to the increase in the 

expression of the GSA gene. The results from this study indicate that an increase in transgenic 

growth rate as well as an increase in the secondary metabolites content in transgenic plants were 

influenced by GSA transferred gene and an increase in the content of ALA. These results imply 

that transgenic tobacco plants expressing MsGSA gene had higher resistance potential to stresses 

than the wild type tobacco plants. 
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 چکیده  واژگان کلیدی

آمینولوولینیککککک -5

 ،(ALAاسککککککید  

کلروفیککککککککککل، 

اکسیدان، مقاومت  آنتی

 به استرس

 

سررعت فتوسرنتز و    منظور تغییر ایجاد تغییرات ژنتیکی به مهمف اهداز ا یمسیر بیوسنتز کلروفیل یک :هدف 

ثیر فرو   ادر ایرن ماالعره تر   رشد گیاهان برای تامین افزایش تقاضای غذا در جمعیت رو به رشد جهان است. 

های مسیر بیوسنتز کلروفیل بر شرایط فیزیولوژیکی گیاه تنباکو مورد بررسری قررار    یکی از ژن GSAبیان ژن 

ها است.  ساز ساخت تتراپیرول پیش ALAاست.  GSA( محصول ژن ALAآمینولوولینیک اسید )-5گرفت. 

فیتروکروم(، گرروه   ها، گیرنده نور ) عنوان رنگدانه های زنده دارد مثلا به این ترکیب نقش بسیار مهمی در سلول

هرا   ها، هموگلوبین، میوگلوبین و لگ هموگلروبین( و آنرزیم   ها )مثل سیتوکروم پروستاتیک بسیاری از پروتئین

دلیرل اسرتفاده گسرترده از آن در     بره  ALA)مثل کاتالاز، آسکوربات، پراکسیداز و غیره( نقش دارند. امرروزه  

های پایین فتوسرنتز،   در غلظت ALAار گرفته است. مورد توجه زیادی قر سازیکشاورزی، جنگلداری و دارو

کیفیت و طعم محصولات را در  ،رنگ میوه  ،همچنین ظاهر .دهد وری را افزایش می رشد و نمو، عملکرد و بهره

های آنتی اکسیدانی،  همچنین ویژگی ALAدهد.  زا افزایش می گیاهان تیمار شده در شرایط عادی و استرس

در این  :ها  مواد و روش بخشد. ن مصرف آب و تعادل اسمزی را در گیاهان بهبود میجذب مواد مغذی، راندما

گیاه یونجه رقم اصفهانی برای انتقال بره   MsGSAژن  cDNA با توجه به ماالعات بیوانفورماتیکی تحقیق

ژن مقاومرت   یکره دارا    pBI121 ی گیراه یرانی دوگانره   از ناقرل ب  .انتخاب گردیرد  Xanthiگیاه تنباکو رقم 

و  SacI هرای  میآنرز  یبرر  بررا   یهرا  محرل  اهران، یو گ هرا  یانتخاب در باکتر یبرا نیسیکاناما کیوتیب یآنت

BamHI پروموتر ،CaMV35S یبرردار  نسرخه  یدهنده خاتمه یگل کلم(، توال کییموزا روسی)پرموتور و 

nos  و ژن گزارشررررگرβ-دازیررررگلوکورون (GUSاسررررتفاده شررررد ). ژنرررری پررررس از سرررراخت سررررازه 

 pBI121-GSA  و تایید انتقال سازه با استفاده از سه رو  کلونPCRیرابی سرازه    ، هضم آنزیمی و ترادف

سرازه   واجرد  اگروباکتریوم با استفاده از .انتقال داده شدLB4404 سویه  نسیاگروباکتریوم تومفس مربوطه به

 08/05/1402: افتیدر خیتار

 29/07/1402: یبازنگر خیتار

 47/08/1402: رشیپذ خیتار
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و وجرود   انتخراب شردند   گزینشیمنتقل و گیاهان تراریخته روی محیط  تنباکوبه ژنوم گیاه ژنی، ژن مربوطه 

ند. شد منتقل خاك به شده دار ریشه ههای تراریخت . جوانهدر گیاهان باززایی شده تایید شد PCRژن با انجام 

مورد ارزیابی قررار گرفرت و میرزان رشرد و      RT-PCRحاصل با  هدر گیاهان تراریخت GSAمیزان بیان ژن 

ن داد کره رشرد گیاهران تراریختره     نترای  نشرا   :نتکایج  ها مورد بررسی قرار گرفرت.  محتوای بیوشیمیایی آن

 کیر نینولوولیآم) ALAافزایش یافت همچنین محتروای   GSAداری بسته به میزان بیان ژن  صورت معنی به

 دهد کره  نتای  نشان میهمچنین . باشد که محصول بیان ژن مربوطه می و کلروفیل کل a ،b، کلروفیل (دیاس

 GSAها، فلاونوئیدها و ترکیبات فنل گیاهان تراریخته متناسب با میزان افزایش بیان ژن  محتوای آنتوسیانین

                                                      داری نسبت به گیاهان تیپ وحشی افزایش پیدا کرده است. طور معنی به

آنتوسیانین، فلاونوئیردها و  ، ALA  ،کلروفیل کل ، a،bکلروفیل محتوای  ،افزایش میزان رشد :گیری نتیجه

بیرانگر افرزایش تروان رشردی و     است و ایرن   GSAگیاهان تراریخته متناسب با میزان افزایش بیان ژن  فنل

 است.  ALAو افزایش محتوای GSAافزایش پتانسیل مقاومت در گیاهان تراریخته تحت تاثیر ژن انتقالی 

 

 

 مقدمه -4

GSA وسنتزیب ریدر مس ریژن درگ کی ALA  .استALA هم،  ل،یها مانند کلروف رولیتمام تتراپ یساز برا شیپ کی

 ل،یها )کلروف دارند، مانند رنگدانه یاتیح یاجزا در سلول زنده عملکردها نی. اباشدمی نیتوکروموبلی، فB12 نیتامیو روهم،یس

 ن،یها، هموگلوب  توکرومیمختلف )مانند س یها نیاز پروتئ یاریبس ستاتیکپرو وه(، گرتوکرومینور )ف رندهیها(، گ نیپروتئ یلیکوبیف

 ALA. امروزه رهیو غ ((POD) دازی(، پراکس(APX، آسکوربات  (CAT))مانند کاتالاز ییها می( و آنزنیهموگلوب و لگ نیوگلوبیم

دو مولکول به هم پیوستن   .(1) مورد توجه قرار گرفته است یو پزشک یجنگلدار ،یاستفاده گسترده از آن در کشاورز لیدلبه

ALA نوژنیلیپورفوبتحت عنوان  یرولیمونوپ تولید (Porphobilinogen) با هم  نوژنیلیپورفوبسپس چهار مولکول  .کند می

نقاه  نیدر ا ریدهند. مس می لیرا تشکIII  (Uroporphyrinogen III) نوژنیریاوروپورف یحلقو رولیتتراپ وشوند  یم ترکیب

کند(  یو گوگرد عمل م تروژنیردوکتاز که در جذب ن تیلفو سو تیتری)کوفاکتور ن مروهِیس در یک انشعابکه شود  یمنشعب م

 به تبدیل III نوژنیریاوروپورف ونیداسیو اکس ونیلاسیدکربوکس با .(2) شود می لی( تشکB12 نیتامی)و نیو کوبالام

. فروکلاتاز شود می است )Photosensitizer( که یک مولکول گیرنده نور بسیار قوی ) IX )IXProtoporphyrin نیریپروتوپورف

(Ferrochelatase)  یونFe
Mg نیز یون (Magnesium Chelatase)  کلاتازمنیزیم و  +2

 Fe-Protoتا  دکن می Proto IXوارد را  +2

IX  وMg-Proto IX بیبه ترت یبعد یها شود. واکنش دیتول Fe-Proto IX  وMg-Proto IX ِتبدیل لیم و کلروفرا به ه 

 .(1،3) شود م ایجاد می. فیتوکروم هم از تغییر و تبدیلات هِکنند یم

تصور ها هستند.  های ضروری درگیر در عملکردهای مهم سلولهایی چون کلروفیل، هِم و سیروهمِ کوفاکتور پروتئینتتراپیرول

 دشونیها متصل مرولیه تتراپب اندهشد یکدگذار انایتال سیدوبسیآرابتوسط ژنوم  یی کههانپروتئی از درصد 2 حدودشود یم

 به ی متصلها   نیپروتئ دهد.ینشان م اهیگ سمیرا در متابول هامحوری آننقش  های تتراپیرولی  که این میزان پروتئین

ها، اغلب  ی کلروپلاستدیلاکوئیت یغشاهادر (. 1)شکل  وجود دارند های گیاهان سلول یدر همه جا ابیتقر ها رولیتتراپ

ها را شامل   ساح آن درصد 80هستند که بر اساس ساح تشکیل دهنده تیلاکوئیدها حدود  لیها متصل به کلروف نیپروتئ

مرکز  یدهایپپت  یکه پل یکنند، در حال   یرا متصل م bو  a لینور هر دو کلروفهای گیرنده  آنتن یها نیپروتئ. (4)شوند   می

که در است،  a نیتیفئوف یحاو نیهمچن II ستمیهستند. مرکز واکنش فتوس a لیکلروف واجدها فقط ستمیواکنش در فتوس

Mg یمرکز ونی است که فاقد یدلیکلروف واقع یک
کمپلکس  IV رواحدینشان داده شده است که ز نی. علاوه بر ااست +2

م به عنوان گروه هِ دارای b6/f توکرومیکمپلکس س نیهمچن .(5) شود         یمتصل م a لیمولکول کلروف کیبه  b6/f توکرومیس
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ردوکتاز در پلاستید دارای نوع دیگری از تتراپیرول    ردوکتاز و سولفیت  است. نیتریت  fو b در سیتوکروم های نوع  ستاتیکپرو

 است که تیفسول ای تیترین احیای یبراها             این آنزیم [4Fe-4S]تحت عنوان سیروهمِ هستند که واساه انتقال الکترون از مراکز 

 رولیتتراپ یکروموفور خا کیاز  توکرومیف ینور یها  رندهیخانواده گ .ندستهو گوگرد  تروژنیدر جذب ن یدیکل یها            واساه

های  کنند. فیتوکروموبلین با آپوپروتئین  می استفاده (Infrared) مادون قرمزنور قرمز و  یافتدر یبرا نیتوکروموبلیف تحت عنوان

  .(6) شوند یمنتقل م  هسته به ها توکرومیشود، اما با فعال شدن توسط نور، ف فیتوکروم در سیتوزول ترکیب می

 

 

 

های شناخته شده متصل شونده به تتراپیرول با توجه  های گیاهان عالی. پروتئین ها در سلول محل استقرار تتراپیرول و های سلول ها در همه مکان حضور پورفیرین :1شکل 

صورت  ها به ای، سیروهم. تتراپیرول اند: آبی، فیتوکروموبلین؛ قرمز، هِم؛ سبز، کلروفیل و قهوه شدههای متفاوتی مشخص  به کوفاکتور تتراپیرول مربوطه خود با رنگ

ها در قسمت پایین شکل نشان داده شده است. *پروتوپورفیرینوژن )با یک حلقه تتراپیرول بدون رنگ مشخص شده  تر آن اند و ساختار دقیق شماتیک نشان داده شده

 Non-Fluorescent Chlorophyllهای کلروفیل غیرفلورسنت ) ها به کاتابولیت د. **کلروفیلشو لاستیدها به میتوکندری ارسال میاست( برای سنتز هِم از پ

Catabolites: NCCپارچه انتقال تتراپیرول را  های یک دهد. فلش چین مسیرهای بیوسنتزی را نشان می های خط شوند. فلش می فرستادهشوند و به واکوئل  ( تجزیه می

            .[5]نبود شواهد کافی برای مسیر انتقال است  هدهند دهد و علامت سوال نشان  نشان می

ALA هد،د شیرا افزا یور فتوسنتز، رشد، نمو، عملکرد و بهره تواند می (تریدر ل گرم یلیم 100-30) نییپا یها در غلظت 

 طیشراو هم  یعاد طیشرا هم در را (9)شده  ماریت اهانیو طعم محصولات را در گ تیفیک ،(9-7) وهیرنگ م ،ظاهر نیهمچن

و  یو تعادل اسمز (12) یتدانیاکس یآنت یها یژگیو ، (10، 11) یجذب مواد مغذ نیهمچن ALA. بخشد یزا بهبود م استرس

 فیمختلف را به ط اهانیمقاومت گ ALAبخشد. ماالعات متعدد نشان داده است که   یبهبود م اهانیمصرف آب را در گ ییکارا

، (18) یخبندان، (17)، سرما (16)گرما  ،(15) هی، سا(14)ها       کش      مانند علف یستیرزیو غ (13) یستیز یها از تنش یعیوس

داده  شیافزا را UV-B  (23)و (10) یمغذ د، کمبود موا(22)آب  ، غر (21) نیو فلزات سنگ (20)، نمک (19) یخشکسال

 NPGR New) اهیرشد گ دیکننده جد میتنظ کیعنوان  به نیز و (24)کند  یم عیبذر را تسر یجوانه زن نیهمچن ALAاست. 

plant growth regulator: ماالعات نشان داده که  شناخته شده است. (25)( و محرك رشدALA ثیر مستقیم در بیان ات

 ایکش  علف کیعنوان  بالا به یها در غلظت ALA. (26)( دارد Nuclear gene expression: NGEای ) های هسته ژن

علاوه بر استفاده فراوان در کشاورزی  ALA. (27، 28)شود  یشناخته م ریپذ بیتخر ستیو ز ستیز طیمحکش سازگار با  حشره
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                        .(29، 30)دارد ای  گستردهکاربرد نیز  یشیآرالوازم و  هیتغذ ،یدر پزشکو جنگلداری، 

این  GSA (31)و ماالعات بیوانفورماتیک مبنی بر جایگاه ژن  اهانینقش بالقوه آن در گنیز و  ALA فواید متعددبا توجه به 

ماالعات و بررسی میزان تولید بیوماس در گیاهان  GSAبرای برخورداری بیان بالاتری از ژن . انتخاب شدبیان  ژن جهت فو 

نشان ماالعات قبلی  .دشوانتخاب  GSAهای بیوانفورماتیکی انجام گرفت تا گیاهی با بیان بالایی از ژن  مختلف همراه با بررسی

ماالعات بیوانفورماتیکی انجام شده و از طرف دیگر  (32)باشد  نجه داری رشد و بیوماس بالایی میطرف گیاه یو از یکداد که  می

در گیاه یونجه  GSA( نشان داده بود که بیان ژن Microarray data)ای  ریزآرایههای  بر اساس داده Genevestigatorبا نرم افزار 

و ( 31)مختلف بیان بالایی دارد ( Anatomical stages) های آناتومیکی اندامو نیز ( Developmental stages) در مراحل تمایزی

            (..Error! Reference source not foundد )شاین گیاه انتخاب  GSAذا جهت برداشت ژن ل

 

 73 را در GSAهای کلادوگرام ارتباط ژن. GSAدرخت فیلوژنتیک ژن  1شکل 

ها با ترازی توالیهم. دهدزی نشان میهای گیاهی خشکی در گونه GSAژن 

 Neighbor-Jiningها به رو  بندی آنو گروه ClustalWاستفاده از رو  

شبه تکرار برای ایجاد کلادوگرام و برای  1000 استرپ ازمقادیر بوت . انجام شد

 MEGA7درخت فیلوژنیک توسط . تعیین دقت درخت فیلوژنتیک استفاده شد

در میان این گونه مشخص هستند. کلادهایی  ده کلاد مختلف. طراحی شده است

اند. یونجه  های گیرنده و اهداکننده هستند، پررنگ نشان داده شده که مشابه ژن

(M. sativa) به عنوان گیاه دهنده ژن با رنگ قرمز و تنباکو (Nicotiana 

tabacum)  به عنوان گیاه گیرنده ژن با رنگ قرمز و به صورت زیر خط دار

 نشان داده شده است.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

و سنتز  اهیو ماالعه عملکرد رشد گ GSA تیفعال افزایش یبرا  .Medicago sativa Lیونجه گیاه GSAژن ماالعه،  نیا در
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 . شد یرنگدانه به ژنوم تنباکو معرف

 ها: مواد و روش -1

. بذرهای گیاه شداستفاده ژن  عنوان دهنده به .M. sativa Lدر این ماالعه از گیاه یونجه : سطحی ضدعفونی و گیاهی مواد

برگی رسید از  5تهیه شد سپس این بذرها در گلدان کشت داده شد و وقتی رشد گیاه به مرحله  از شرکت پاکان بذریونجه 

نیز   Nicotiana tabacum L. Xantiاز گیاهد. شاستفاده  RNAنمونه گیاهی جهت استخراج  4-3های جوان  یکی از برگ

ها و  منظور حذف آلودگی بهبذر گیاه تنباکو جهت تهیه نمونه برگی برای تلقیح با اگروباکتریوم عنوان گیرنده ژن استفاده شد.  به

   هیپوکلریت سدیم ،آب مقار استریل (،ثانیه 30مدت  به) درصد 70با اتانول  ترتیب به بذورضدعفونی شدند،  زا عوامل بیماری

بذرها بعد از خشک شدن  .ضد عفونی شدند با آب مقار استریل  سه بار متوالی شستشو در نهایتو  (مدت ده دقیقه به) درصد5

در اتا   منتقل گردیدند و  بود (33)کامل   MS محیط کشت  که حاوی  زنی  محیط کشت جوانه بهبر روی کاغذ صافی استریل 

بر متر مربع بر  فوتون کرومولیم 600تا  500 با شدت نوری ساعت روشنایی و هشت ساعت تاریکی 16ی نوری  رشد با دوره

                                                                  داری شدند. گراد نگه سانتی ی  درجه 25ی حرارت  و درجه (µmol m-2 s-1) ثانیه

 از استفاده با و (Primer 3) 3پرایمر  افزار نرم از استفاده با آغازگرها طراحی:  Primer 3 افزار نرم با آغازگرها طراحی 

این  .گرفت انجام NCBIپایگاه ( در HQ244440.1 با شماره دسترسیگیاه یونجه )GSA  ترادف ژن از آمده بدست اطلاعات

عنوان  به استفاده مورد اولیگونوکلئوتیدهای توالی .شدندبررسی به طور کیفی   Oligoanalyzerافزارهای  آغازگرها با نرم

نمایش داده   .Error! Reference source not found درهای برشی طراحی شده برای آنها  و نیز جایگاه هاآغازگر

            کیفی این ماالعه نیز ارائه شده است. PCRشده است. در این جدول آغازگرهای طراحی شده برای 

 

 .گیاه یونجه  GSAآغازگرهای و جایگاه برشی ژن :1جدول 

 ترادف جایگاه برشی آغازگرنوع 

  <'BamHI AAAATGGCTGCTTCGGGTATT <3'GGATCC5 گیاه یونجه GSA آغازگر پیشرو ژن

  <'SacI TCAGATCTCCCTAAAGA <3'GAGCTC5 گیاه یونجه GSA ژن آغازگر معکوس

 ´GATTCCGTCAAAGGTGCTCG<3<´5 - برای ریل تایم GSAآغازگر پیشرو ژن 

 ´GTGGCAGCTTTAGGAACACC<3<´5 - برای ریل تایم GSA ژن آغازگر معکوس

 ´TTTCCTGGCATTGCAGATCG<3<´5 - برای ریل تایم actinآغازگر پیشرو ژن 

 ´TTTGCGGTGGACAATGGAAG<3<´5 - برای ریل تایم actinژن  معکوسآغازگر 

 

( طبق رانیاصفهان، ا، .RNA Biotech Co) زولیرایا یها تیبا استفاده از ک کل RNAاستخراج  : RNAاستخراج 

بافر  تریل یلیم 1، پودر شد مایع تروژنین همراه باگرم از بافت برگ  یلیم 100 بیترت نیانجام شد. بد مربوطهدستورالعمل 

 200( انکوبه شد و گراد درجه سانتی 28اتا  ) یدر دما قهیدق 5 مدت به به آن اضافه شد. سپس مخلوط  RNAاستخراج 

اتا  انکوبه  یدر دما قهیدق 5 مدت به مزبور شدت تکان داده شد. مخلوط  به هیثان 30مدت  به وکلروفرم اضافه شد  تریکرولیم

 هیدو لا لیکه منجر به تشک شد( MPW)مدل  وژیفیسانتر قهیدق 8 مدت به  دور در دقیقه 10000 با سرعتشد و سپس 

از نوکلئاز منتقل شد و سپس  یعار میکروتیوب کیدقت جدا شد و به  بود به RNA یکه حاو ییشفاف بالا هی. لاگردیدجداگانه 

 تیشد. در نها هوبانک قهیدق 20تا  15 مدت به گراد درجه سانتی -20ی سرد اضافه شد و در دما درصد100اتانول  تریل یلیم 1

 فاقدآب  تریکرولیم 50شد و  ختهیدور ر ییرو عیشد. سپس ما وژیفیسانتر دور در دقیقه 10000در  قهیدق 8 مدت به  نمونه
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RNase  به رسوب خشک شده اضافه شد. غلظت و خلوصRNA ( با نانو اسپکتروفتومترEpoc ،Biotech ،USA و الکتروفورز )

                                                                                                                شد. نییدرصد تع 1ژل آگارز  زبا استفاده ا

شد و سنتز  ماریتزیست فناوران رنا اصفهان  شرکت  DNase Iاستخراج شده با RNA: و تکثیر قطعه ژن cDNAسنتز 

cDNA تیبا استفاده از کRB MMLV Reverse Transcriptase   لیترکرویم 5طبق دستورالعمل انجام شد. ابتدا همان شرکت 

 نیمخلوط شد. امیکرولیتر آب دو بار تقایر  2و  dNTPمیکرولیتر  1( و dTگو )یاللیتر کرویم 1 ،مریشده با پرا ماریت RNAاز 

قرار گرفت.  خی یرو قهیدق 10 مدت به حرارت داده شد و سپس به سرعت  گراد درجه سانتی 65در  قهیدق 10 مدت به مخلوط 

 50 یدر دما قهیدق 60 مدت به مخلوط  میکرولیتر بافر آنزیم به میکروتیوب اضافه شد. 3و  MMLVمیکرولیتر آنزیم 1 سپس

. دیرس انیبه پا قهیدق 15 مدت به گراد درجه سانتی 72 یدر دما تیدر نها cDNAحرارت داده شد و سنتز  گراد درجه سانتی

PCR مزبور از آنزیم  جهت تکثیر قاعهpfu DNA Polymerase یدما و شد استفاده است، خاا اصلاح خاصیت دارای که 

و سپس در  قهیدق 5 مدت به گراد درجه سانتی 95 یدر دما هیاول واسرشت یبرا .شد ینیب شیپ مریهر جفت پرا یبرا تخصصی

ی اتصال پرایمر در دمای  د. در ادامه مرحلهشثانیه فرایند واسرشت سازی تکمیل  30 مدت به  گراد درجه سانتی 94دمای 

گیرد. فرایند سنتز یا پلیمر شدن قاعه  ثانیه بسته به طول ژن مورد نظر انجام می 30- 60 مدت به تخصصی هر جفت پرایمر 

ه درج 72گردید. در پایان تکمیل فرایند سنتز در تک دمای  دقیقه برای هر ژن نهایی  2 مدت به  72مورد نظر در دمای 

 TBEبا استفاده از  درصد1ژل آگارز  یبر رو PCRرساند. محصول  مورد نظر را به پایان  PCRدقیقه  10و تک زمان  گراد سانتی

                                                                                                                                                                       دالکتروفورز ش

د و ش ایران تهیه پاستور انستیتو ازکه DH5α سویه Eschrichia coli  در این تحقیق از دو باکتری :ها باکتری

Agrobacterium tumefaciens  سویهLBA4404  دش شد استفاده تهیه از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوریکه. 

 از و استفاده شد (PBI121+GSA)داری و تکثیر ناقل واجد سازه ژن  نگه عنوان میزبان برای به E. coli از باکتری 

A. tumefaciens استفاده شد و جایگزینی آن در ژنوم گیاه تنباکومورد نظر  جهت انتقال ژن                      

استفاده   یاهشده در گ یساز همسانه ی قاعه یانمنظور ب هب   pBI121 ی گیاهیانی دوگانه حاضر از ناقل ب ی در ماالعه :ناقل

در  گزینشهت ج (Neomycin phosphotransferase II: nptII)کانامایسین  بیوتیک یمقاومت به آنتژن  ید. این ناقل داراش

کلم(،  یکموزائ یروسبر و )پیش  CaMV35S بر  ، پیشBamHI و  SacI   یها برای آنزیم یبرش های جایگاهگیاه،  و یباکتر

ی ها آنزیم های برشی باشد. جایگاه یم ß-glucuronidase   (GUS)گزارشگر  ژن و nos  یبردار نسخه یخاتمه دهنده یها توالی 

  SacI  و BamHI  در دو طرف ژنGUS های بر  ژن  وجود داشت و توسط این جایگاهGUS  د و ژن شاز ناقل خارجGSA 
            .جایگزین آن شد

قاعات   (Ligation)برای اتصال پلاسمید،  و GSA ژن پس از تخلیص :کایمریک و انتقال آن به پلاسمید ژن ساخت

 DNA   از آنزیم T4 DNA Ligase  ی ژن به  ی قاعه های چسبنده پایانه   اتصال به منظور اتصال شود. مواد واکنش  استفاده می

، از مواد واکنش اتصال به  pBI121 ناقل  جوشی  منظور کنترل هم   واکنشی دیگر بهزمان در  طور هم به د. شناقل تهیه و مخلوط 

منتقل  DH5αسویه  E. coliهای باکتریایی مستعد  پلاسمید نوترکیب حاصل به داخل سلولاستفاده شد.   GSAاستثنای ژن  

 8 مدت به ر کانامایسین کشت شد و گرم در لیت میلی 100جامد دارای  LBگردید. محصول این فرایند بر روی محیط کشت 

به همراه پرایمر  PCRهای رشد کرده در این شرایط تست  قرار داده شد. از کلنی گراد درجه سانتی 37ساعت در دمای 

                                  و هضم آنزیمی انجام گرفت. GSAاختصاصی 

 100) کانامایسین بیوتیک آنتی دارایمایع  LBکشت   محیط در PBI121-GSA حاوی سازه پلاسمید :پلاسمید تخلیص

μg/ml) تخلیص منظور به. شد داری نگه شیکردار انکوباتور در گراد درجه سانتی 37 دمای در ساعت 12 مدت به  و داده کشت 

 به پلاسمید استخراج جهت مانده باقی رسوب از و ریخته دور رویی محلول سپس. سانتریفیوژ شد محیط کشت مربوطه پلاسمید

شد. در  مربوطه استفاده پروتکل شرکت طبق (RB-1003C) کیت استخراج پلاسمید زیست فناوران رنا از قلیایی لیز رو 
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                                              شد بررسی درصد یک آگارز ژل روی بر پلاسمید است حاوی که آمده دست به نهایت محلول

استخراج شد و بر اساس پروتکل  pBI121-GSA حاوی سازه کایمریک دیپلاسم :اگروباکتریومانتقال سازه ژن کایمریک به 

-pBI121 ناقلبا  A. tumefaciens مثبت PCR ییدتاپس از  (.34) وارد شد LBA4404 هیسو  A. tumefaciensبهانجماد/ذوب 

GSA رو  قاعات برگتنباکو بر اساس نمودن  هراریختت یشده برا هراریختت اگروباکتریوم، از (Leaf-disk)  (35)استفاده شد .

کشت انتقال داده شدند و در تاریکی قرار  عنوان محیط هم بهجامد  MSکشت  طیدو روز به مح مدت به برگ  قاعات نیسپس ا

 نیز و اهیگ ئیازباز تحریکی برا BAPو  NAA یها هورمون یحاو MSکشت  طیبه مح پس از طی این زمان گرفتند.

بیوتیک  کشت واجد آنتی رشد کرده به محیط یها روز جوانه 21منتقل شدند، پس از  میو سفوتاکس نیسیکاناما یها کیوتیب یآنت

و  گرفت قرار استفاده مورد DNAباززایی شده جهت استخراج  برگ گیاهان ها منتقل گردیدند. دار شدن جوانه جهت ریشه

                       منتقل شدند. زایی بودند انتخاب شده و به محیط کشت محرك ریشه GSAای که دارای سازه ژن  های بازیابی شده گیاه

دار شده به گلدان منتقل  زده و رشد کرده و ریشه  پس از حدود یک ماه گیاهان جوانه: و انتقال به گلخانه محیطسازگاری به 

مرحله  خاك، به گیاهان انتقال از پس ماه 3 ها مهیا گردید سپس حدود سازگاری با محیط گلخانه برای آنشده و شرایط 

 های شدن گل برای پوشانده کاغذی های پاکت از(Homozygous)  جورتخمو تولید بذر  خودگشنی جهت. گردید آغاز گلدهی

حاوی آنتی بیوتیک کانامایسین، نسل  MSروی محیط کشت  تنباکو استفاده شد. پس از مرحله بذرگیری با کشت دوباره بذرها

           دست آمد و آنالیزهای مورد نظر بر روی گیاهان نسل دوم انجام گرفت. هاول، دوم و سوم بذرها ب

μmol m)گیاهان ترایخت حاصل در شدت نوری بالا : (Photobleaching  ونیداسیو فتواکس یدشدگیسف
−2

 s
که  2500 1−

 طبیعی بوده و آثاری از سفیدشدگی و فتوبلیچینگنیز دارای رشد باشد(  نوری معادل شدت نور در ظهر تابستان میاین شدت 

(Photobleaching) د.نشها مشاهده  در آن 

PCR یکم :RT-PCR از مستر میکس سایبرگرین  با استفادهRB S3p شرکت زیست فناوران رنا، اصفهان( و دستگاه( 

Biosystems™ StepOne™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, ABI, USA)  یها دستورالعملطبق 

،  RB S3p مستر میکس سایبرگرین تریکرولیم 5/12واکنش با  وطانجام شد. مخل Ct (ΔΔCt) یا سهیمقا -یو رو  کمّ مربوطه

 تریکرولیم 25به  لیاستر زهیونیبا آب د ییحجم نهادر نهایت شد و  هیته cDNAنانوگرم  100از هر آغازگر و  کرومولاریم 5/0

ی در دما هیثان 15 مدت به  واسرشتو   گراد درجه سانتی 95ی در دما قهیدق 5 مدت به  هیاول کمی جهت واسرشت PCR. رسید

ثانیه  30برای  گراد درجه سانتی 72 در طویل شدن ثانیه و 20 آغازگرهر جفت  یبرا ژهیو اتصال یدما ، گراد درجه سانتی 95

در دو  یفن یها در سه تکرار و در مورد رو  یکیولوژیب یها ونهها در مورد نم شیشد. تمام آزما یزیر چرخه برنامه 45 یهمه برا

در  ینسب راتیی. تغ(36) شد ترسیم لیو تحل هیتجزیک منحنی ذوب ، شده ریتکثمحصولات  دییامنظور ت انجام شد. به تکرار

                                                                 :دمحاسبه ش 1راباه با استفاده از  یمورد بررس cDNA یها ژن در نمونه انیساح ب

 1راباه 
      

       
                   

    

                   
 

 یها از نمونه کیچرخه آستانه هر  Ctو  یژن کنترل داخل ییکارا Erefهدف،  یها ژن یمرهایپرا ییکارا Etarget راباه نیدر ا

cDNA یی. کارااستفاده شد ژن انیب یها داده یساز نرمال یبرا یکنترل داخل کیعنوان  هب نیماالعه از ژن اکت نیاست. در ا 

افزار  از نرم cDNAهر  ی( براCtآستانه ) کلیس ریو مقاد( 37) 201203نسخه  LinRegPCRتوسط نرم افزار  مریهر جفت پرا

StepOne (v. 2.3, Thermo Fisher Scientific, ABI) دست آمد. به          
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های یک، سه و چهار گیاهان  نمونه از نسل دوم هر کدام از لاین 15های رشدی  برای انجام بررسی: های رشدی بررسی

ماس و  تراریخته و تیپ وحشی در شرایط یکسان با استفاده از بذر بر روی خاك سبک متشکل از نسبت مساوی کوکوپیت، پیت

 12کلیه آنالیزها در  گیاه کامل مورد بررسی قرار گرفت. تر و خشک رشد داده و در پایان دو ماهگی برداشت گردید و وزن پرلیت

 با آزمونها  انجام شد. مقایسه میانگین داده 25نسخه  SPSS نرم افزار استفاده ازها با  گیری شد. آنالیز واریانس داده تکرار اندازه

 . دشمحاسبه  05/0داری تیمارها در ساح  دانکن و معنی

گرم از  یلیم 100 .(38) از رو  آرنون استفاده شد لیکلروف یمحتوا یریاندازه گ یبرا: کلروفیل یمحتوا یریگ اندازه

درصد همگن شدند.  80استون  تریل یلیم 2در  یا هفته 8 اهانیگ رشد یافتهبرگ کاملا  ترین جوان نیپنجم ای نیچهارم

 یها شد. جذب در طول موج یریگ ازهدر سه تکرار اند فوقانی محلولشدند و جذب  وژیفیسانتر دور در دقیقه 6000ها در  عصاره

با  لیشد. مقدار کلروف یریاندازه گ( BioTekspectrophotometer Epoch) دریر زاینانومتر توسط دستگاه الا 663و  645، 480

 استفاده از فرمول آرنون محاسبه شد:

                                     

                                   ⁄  

                      

V   و لیتر محلول رویی بر حسب میلیحجمW  گرم در گرم  یلیبر حسب م لیکلروف یو محتوا دهند را نشان می گرمبر حسب نمونه  وزن

 .شده است انیب (FW) تازهبرگ وزن 

و  خزایی توسطی راتییتغ کرنیک و با اعمالو  ماوزلا طبق رو تنباکو  اهیگهای  نمونهدر  ALAمحتوی  :ALAگیری محتوای  اندازه

 50بافر فسفات  تریل یلیم 1تنباکو در  رشد یافتهکاملاً  یها برگترین  جواناز  گرم یلیم 100. (40) شد یریگ اندازه  (39) همکاران

 g 16000شتاب  در قهیدق 10 مدت به ها  شدند. نمونه ساییده (pH 6.8)در   KH2PO4و K2HPO4مخلوط  ازساخته شده  مولار یلیم

 100ی در دما قهیدق 10 مدت به استواستات مخلوط شد و  لیات تریکرولیم 100با  ییرو عیاز ما تریکرولیم 400شدند و سپس  وژیفیسانتر

به  ییرو عیشدند و ما وژیفیسانتر g 16000شتاب در قهیدق 5 مدت به دوباره  ،ها جوشانده شد. پس از سرد شدن نمونه گراد درجه سانتی

 90 ک،یاستدیاس تریل یلیم 373که متشکل است از اصلاح شده  (Ehrlich) خیمعرف ارل تریکرولیم 500منتقل شد و با  دیجد تیوب کی

 1 حجم به آب دو بار تقایربا  که دیبنزآلدئنویمآ یلمت ید-4 گرم 1/9گرم کلرید نقره و  5/1و ( v/vدرصد ) 70 کیپرکلر دیاس تریل یلیم

استاندارد  یتنباکو با استفاده از منحن یها نمونه ALA یشد و محتوا یریگ نانومتر اندازه 553در ها  نمونه میزان جذب. شد دهانرس تریل

نانوگرم  300، 250، 200، 150، 100، 50، 0های  از انگلیس، در غلظت Sinan Battahای از دکتر  ی که هدیهتجار ALA دست آمده از هب

انجام شد. مقایسه  25 نسخه SPSS نرم افزار استفاده ازها با  آنالیز واریانس داده گیری شد. اندازهتکرار  3 نالیزها درآکلیه محاسبه شد. 

                                                        . دشمحاسبه  05/0داری تیمارها در ساح  دانکن و معنی زمونبا آها  داده میانگین

شد و عصاره حاصل با سرعت  80تر برگ با متانول  گرم بافت 1/0منظور سنجش محتوای فلاونوئید  به: میزان فلاونوئید  گیری اندازه

 80میکرولیتر متانول  200میکرولیتر از عصاره حاصل با  100گراد سانتریفیوژ شد. سپس  درجه سانتی 4و در دمای دور در دقیقه  4000

ها در  دقیقه جذب نمونه 30مولار( مخلوط و پس از  1میکرولیتر سدیم استات ) 200درصد و  10میکرولیتر کلرید آلومینیوم  200درصد، 

                      .(41)تاندارد استفاده شد عنوان اس گیری شد. از کوئرستین به اندازه UV-VISتوسط اسپکتروفتومتر نانومتر  415طول موج 

 ساییدهشده  یدیمتانول اس تریل یلیم 5در  تر گرم بافت یلیم 1/0 آنتوسیانین محتوای سنجش منظور به :آنتوسیانین میزان گیری اندازه

 یکیساعت در تار 24 مدت به ( گرادیدرجه سانت 25اتا  ) ی. در دما(1:99 )متانول خالص و اسید کلریدریک خالص به نسبت حجمیشد 

اسیدی در طول  یهای متانول جذب عصارهشد.  وژیفیسانتر قهیدق 10 مدت به دور در دقیقه  4000در  عصاره حاصل شد. یدار مالق نگه

تر محاسبه  مول بر گرم وزن لینتای  حاصل بر حسب می. استفاده شد M-1 cm-133000  (ɛ)ی خاموش بی. ضرنانومتر قرائت شد 550موج 

                                              .(42) دشو ارائه 
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تر برگ اضافه شد و سپس برگ ساییده شد و  گرم بافت 1/0به  درصد متانول لیتر میلی 10: کل فنل میزان گیری اندازه

 فنلی ترکیبات مقدار. شد آوری جمع رویی محلول و شد دور در دقیقه سانتریفیوژ 4000سرعت  با دقیقه 10 مدت به ها  نمونه

                      .(43) عنوان استاندارد استفاده شد  و از گالیگ اسید نیز به شد گیری اندازه Folin-Ciocalteu رو  اساس بر ها در عصاره کل

 آنالیز آماری: -3

های آماری از  انجام شد. برای تمامی تحلیلآزمایش کشت گلدانی در قالب طرح کاملا تصادفی با حداقل چهار تکرار مستقل 

ها از نظر آماری بین تیمارهای مختلف  ( استفاده شد. دادهSPSS Inc., Chicago, IL, USA، 25)نسخه  SPSSافزار  نرم

مقایسه  05/0( و سپس آزمون مقایسه چندگانه دانکن در ساح اطمینان ANOVAو شاهد با استفاده از آنالیز واریانس )

های تراریخته و نوع وحشی برای پارامترهای مختلف  ( بین لاینP < 05/0دار ) های معنی ها، تفاوت شدند. در جداول و شکل

 .اند شده به صورت حروف متفاوت گزار  شده ارزیابی

 تایجن -1

 کل و تکثیر ژن با پرایمر  cDNAو تهیه  گیاهی RNA استخراج

RNA ژل روی بر کیفیت تایید منظور به سپس دش استخراج چندبرگی ی  مرحله به از رسیدن پس شده گیاه یونجه کشت 

جهت تهیه  و تایید شده استخراج شده RNAاز  .الف( -3)شکل  شد تایید شده استخراج RNA و شد برده درصد یک آگارز

cDNA  د. کیفیت محصول شطبق پروتکل ذکر شده در قبل استفادهcDNA تایید با الکتروفورز مورد بررسی قرار گرفت و مورد 

            .ب( -3)شکل قرار گرفت 

 

 

ب( کاپاDNA ( kb1 .)نشانگر وزن مولکولی  :3. ستون استخراج شده از برگ گیاه یونجه کل RNA: 2و 1ستون کل،  RNAالف( تصویر الکتروفورز محصول : 3شکل 

 کاپاDNA  (kb1.): نشانگر وزن مولکولی 5ستون  گیاه یونجه،GSA ژن  cDNA: 4ستون گیاه یونجه، GSA ژن   cDNAتصویر الکتروفورز

 ها و تایید حضور ژن در کلون E. coliدر  GSAسازی ژن  همسانه

طمینان از صحت و عدم وقوع موتاسیون در قاعه ژنی قاعه تکثیر شده در یابی و ا پس از ساخت قاعه ژن مورد نظر و توالی

د. از انتقال نصف محصول شسازی  همسانه GUSژن  توالی جای هب SacIو  BamHIهای برشی  بین جایگاه pBI121پلاسمید 

 لوریا بوروس تهیه شده تعداد زیادی کلونی روی محیط کشت گزینشی (Competent cells) مستعد E. coliاتصال به باکتری 

(LB Luria Broth:)  .های رشد یافته بر کلونی روی سازی،همسانه بررسی صحت فرایند منظور بهواجد کانامایسین حاصل شد 

کایمریک و تعیین توالی  های کلون آنزیمی هضم، PCRبیوتیک کانامایسین از سه رو  کلونی  کشت داری آنتی روی محیط
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را نشان  آنزیمی هضم، PCRکلونی نتای  ارائه شده است.  4شکل ها در  سازی شده استفاده شد که نتای  آن قاعه همسانه

                       دادند.

ظر در سازی ژن مورد ن های مستعد باکتری پس از همسانه و انتقال به سلول pBI121 پلاسمیددر  GSAسازی ژن  همسانه

های مستعد ایکولای منتقل  های باکتری جهت تولید حداکثری ژن مورد نظر وکتور به سلول .ام شدجان pBI121هدف  پلاسمید

های مثبت شد کرده در  کلونی بر روی تعدادی از کلون  PCRبیوتیک کانامایسین ابتدا و پس از کشت شبانه در حضور آنتی

های مثبت جهت کشت و استخراج  الف( در ادامه کلونی -4بیوتیک جهت تایید وجود ژن مورد نظر انجام شد )شکل  محیط آنتی

ج و های رشد کرده استخرا با حضور آنتی بیوتیک منتقل شدند. پلاسمید استخراجی از باکتری LB وکتور به محیط کشت

ب(. پلاسمیدهای استخراجی در نهایت هدف هضم آنزیمی  -4سازی شد و جهت بررسی کیفیت الکتروفورز گردید )شکل  خالص

یابی انجام  ج(. بر محصول هضم آنزیمی نیز توالی -4در آنها داشت )شکل  GSAدوطرفه قرار گرفتند و نتای  دال بر وجود ژن 

بررسی  و تجزیه توالی استفاده شد.  pUC19برای این کار از ناقل پلاسمیدی پذیرفت تا صحت و سلامت ژن بررسی گردد.

 شد.انجام  Mega v.7 خوانی با نرم افزار هم

 

تصویر کاپا(. بDNA( kb1 ) نشانگر وزن مولکولی : 6(، ستون 5تا  1)ستون  PCR در باکتری با انجام کلونی GSAتایید حضور ژن  تصویر الکتروفورزالف(  :4شکل 

تایید حضور ژن تصویر الکتروفورز ج(  .کاپاDNA( kb1) نشانگر وزن مولکولی  8: ستون استخراج شده، pBI121پلاسمید 9و  7ستون استخراج پلاسمید. الکتروفورز 

GSA  در ناقلpBI121 های برشی با آنزیم با استفاده از هضم آنزیمی Bam HI  وSac I.  نشانگر وزن مولکولی : 9ستون DNA( kb1 ستون ،)قاعات  12و  11کاپا

 هضم آنزیمی.

 نمودن گیاه تنباکو هتراریخت

کشت واجد هورمون  و قاعات برگ، این قاعات به محیط GSAاگروباکتریوم واجد سازه ژن (Co-culture) کشتی  پس از هم

قابل تشخیص بود  (Shoot-buds)صورت  هها ب روز آثار باززایی و تشکیل نوساقه 21بیوتیک مناسب منتقل گردید. پس از  و آنتی

بیوتیکی واکشت گردید تا نوساقه  کشت با ترکیب هورمونی و آنتی الف و ب( و پس از آن این قاعات دوباره در محیط -5)شکل 

          ج و د(.  -5د )شکل شرشد نموده و گیاهچه واجد ساقه و برگ تشکیل 



 گیاه یونجه در گیاه تنباکو و تحلیل نتایج فیزیولوژیک آن نوترانسفرازیآمدیآلده سمیژن گلوتامات  بیان فوق

 
411 

 

 1 / شماره3/ دوره 41/ جلد  4141 سلول و بافت/ سال

 

 

-Shoot)ها  ساقهنوتنباکوی تلقیح شده با اگروباکتریوم واجد سازه ژنی، الف وب( تشکیل    باززایی مستقیم از قاعات برگو  (Shoot-buds)ها  القای نوساقه :5شکل 

buds)چه.   تنباکو و تشکیل گیاه   ، ج و د( باززایی مستقیم از قاعات برگ 

 میسفوتاکسبیوتیک کانامایسین و  آنتیکشت واجد  ها به محیط ها، نوساقه ها و قابلیت تشخیص و جداسازی آن با رشد نوساقه

الف(. با تشکیل ریشه و رشد آن بعد از دو سه هفته گیاه چه کامل قابل انتقال تشکیل  -6شد. )شکل زایی منتقل  جهت ریشه

 (.ب-6شکل د )ش

 

 

 چه قابل رشد. و تشکیل گیاه بیوتیک. ب( رشد نوساقه و تشکیل ریشه الف( انتقال نوساقه تشکیل یافته به محیط کشت واجد آنتی :6شکل 

 های باززایی شده در گیاهچه هتایید تراریخت

انجام گرفت و با انجام  DNAکشت حاوی کانامایسین، استخراج  های باززایی شده روی محیط چه های بالایی گیاه از برگ

PCR  رویDNA ی استخراجی با پرایمرهای مربوطه وجود ژنGSA (.7شکل گرفت )ها مورد تایید قرار  در آن  
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حاوی  MS ی استخراجی گیاهان باززایی شده بر روی محیط کشتDNAبر روی  PCRالف(  های رشد یافته. چه در تعدادی از گیاه GSAتایید حضور ژن  :7شکل 

 ها. در تعدادی از آن GSAسفاتاکسیم با پرایمرهای مربوطه و تایید حضور ژن  کانامایسین و

 GSAژن  ینسب انیب

ها  که میزان بیان نسبی آن های بعدی انتخاب شدند جام بررسیبرای ان 4و  3، 1 حاصل سه لاین هتراریختگیاهان از میان 

میزان بیان این  . به این ترتیبحاصل بود شده هتراریختهای  در میان لاینبیان  میزان متوسط کمترین و به ترتیب بیشترین،

 هی تراریختها هر کدام از این لایندر  GSA ژن  میزان بیان نسبی 8در شکل  .دشو میژن در عملکرد فیزیولوژیک گیاه مشخص 

            .دشمشخص  تیپ وحشینسبت به 

 

 در تنباکوی تراریخته نسبت به تنباکوی وحشی. GSAبیان نسبی ژن : 8شکل

 ALA کلروفیل و محتوی

 لیسنتز کلروف یساز اصل شیعنوان پ به ALAو  لیکلروف وسنتزیب ریمس رییباعث تغ GSA تیفعال شیافزا ایآ که بررسی این یبرا

 رشد یافته کاملا ی جدیدها شد. برگ نییتع ALA کلروفیل و محتویشود،  یم MsGSAاز حد  شیب انیب یدارا اهانیدر گ

 کلروفیل و تیکم نییتع د و برایشبودند برداشت   گلخانه رشد کرده طیکه در شرا ینوع وحش اهانیو گ ختهیرترا یها نیلا

ALA بیان ژن ساح شیوضوح نشان داد که به موازات افزا ها به دادهقرار گرفتند.  یمورد بررس MsGSA خته،یترار اهانیدر گ 

( تا a لی)کلروف درصد 20از  داری صورت معنی به bو  a لیکردند. ساح کلروف رییتغ داری معنیطور  به یفتوسنتز یها رنگدانه

و  a لیکل رنگدانه فتوسنتز )کلروف یمحتوا نیهمچن ،افتی شیافزا ینوع وحش اهانیبا گ سهی( در مقاb لی)کلروف درصد 100
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bنشان داده شده است،  2 جدولطور که در  همان(. 2جدول ) افتی شیدرصد افزا 70تا  45 نیب ختهیترار یها نی( در لا

در  درصد 25میزان  به T2-3و  درصد 40میزان  به T2-4 ،درصد 65میزان  به T2-1 یها نیدر لا بیبه ترت ALA یزانم بیشترین

                                                                                      شد. افتی ینوع وحش اهانیبا گ سهیمقا

 دیجدهای  برگ ALA کلروفیل و محتویبر  GSA ژن انیب شیافزا ریثاتو تیپ وحشی تنباکو.  هدر سه لاین تراریخت ALA کلروفیل و مقایسه میزان محتوی:  2 جدول

در  یا گلخانه طیآن در شرا یو نوع وحش GSAاز حد  شیب انیب یها نی. لادر مقایسه با تیپ وحشی تنباکو T2-1 ،T2-3 ،T2-4 هرشد یافته سه لاین تراریختلا کام

 رشد درصد 60±10 یگراد و رطوبت نسب سانتی درجه 25±5 یو دما یکیساعت تار 10/ییساعت روشنا 14 ه،یدر متر مربع بر ثان کرومولیم 1500-600ساح نور 

 کی( است. حروف مختلف در SD ±4منفرد ) اهیچهار گ نیانگینشان دهنده م ریگرفته شد. مقاد یا هفته 8 اهانیاز گ رشد یافته کاملا دیبرگ جد کی از ها نمونه. کردند

 .است درصد 95 نانیدر ساح اطم ی قابل توجه یها نشان دهنده تفاوت ونست

 WT T2-1 T2-3 T2-4 

a 8.85±0.69c کلروفیلمحتوی 
 9.97±0.46b

 11.71±0.76a
 11.62±0.37a

 

b 3.1±0.43 کلروفیلمحتوی 
b
 6.42±0.41

a
 6.95±0.52

a
 5.86±0.52

a
 

0.92±11.66 کل کلروفیلمحتوی 
b
 17.42±3.23

a
 16.93±2.17

a
 20.15±2.46

a
 

 ALA محتوای
 (نانوگرم برگرم از وزن تر برگ)

10.18±1.34
c
 16.19±0.92

a
 13.08±0.2

b
 14.49±0.98

ab
 

 GSA 0 1.45±0.033 0.6±0.02 1.01±0.04 بیان نسبی ژن

  MsGSA ختهیترار یها نیرشد در لا افزایش میزان

که میزان  داری را نشان داد در حالی تیپ وحشی افزایش معنینسبت به  4و  1های  تر در نمونه گیاهان تراریخته لاین وزن

دار نیست  نسبت به دو لاین دیگر دارد( نسبت به لاین وحشی معنی GSAتری از ژن  )که میزان بیان کم 3تر لاین  افزایش وزن

به تیپ وحشی افزایش تراریخته نسبت  4و  1های  طور مشابه وزن خشک در نمونه گیاهان تراریخته لاین الف(. به -9)شکل 

دار  نسبت به لاین وحشی معنی 3که میزان افزایش وزن خشک لاین  نشان داد در حالی هداری نسبت به گیاهان تراریخت معنی

                                           ب(.  -9نیست )شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ر ب کرومولیم 1500-600نور  شدتبا  یا گلخانه طیدر شرا اهانیگ و تیپ وحشی از نظر وزن تر )الف( و وزن خشک )ب( آن. هبررسی رشد گیاهان تراریخت:  9شکل 

 از ها نمونه. کردند رشد درصد 60±10 یو رطوبت نسب گراد سانتیدرجه  25±5 یدما ،یکیساعت تار 10/ییساعت روشنا 14 (،µmol m-2 s-1) هیمترمربع بر ثان
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است. حروف مختلف نشان دهنده تفاوت  (SD ±12)نمونه گیاهی دوازده نیانگیم دهنشان دهن ریگرفته شد. مقاد یا هفته 8 اهانیگ رشد یافته برگ کاملا جدیدترین

            .است درصد 95 نانیدر ساح اطم دار معنی

 محتوی فنل کل، فلاونوئید و آنتوسیانین

دار پیدا نمود به این  های تراریخته به وضوح نسبت به لاین معمولی تنباکو افزایش معنی میزان محتوای فنل کل در لاین

-T2درصد افزایش و در لاین  T2-3  19های وحشی تنباکو، در لاین درصد بیشتر از نمونه T2-1 48صورت که افزایش در لاین 

 16و  10، 23دار  ترتیب افزایش معنی الف(. در خصوص محتوای فلاونوئیدی به -10درصد افزایش مشاهده شد )شکل  5/31 4

داری  طور معنی محتوای آنتوسیانینی نیز به ب(. -10د )شکل مشاهده شتراریخته  T2-4و  T2-1 ،T2-3های  درصدی در لاین

   .ج( -10)شکل  پیدا کرد تراریخته افزایش T2-4و  T2-1 ،T2-3های  در لاین درصد 16و  7، 12میزان  ترتیب به به

                                       

-600نور  شدتبا  یا گلخانه طیدر شرا اهانیگهای غیرآنزیمی. الف( محتوی فنل. ب( محتوی فلاونوئیدها. ج( محتوی آنتوسیانین.  تاکسیدان محتوی آنتی:  10شکل 

 رشد درصد 60±10 یو رطوبت نسب گراد درجه سانتی 25±5 یدما ،یکیساعت تار 10/ییساعت روشنا 14 (،µmol m-2 s-1) هیر مترمربع بر ثانب کرومولیم 1500

است. حروف مختلف نشان   (SD ±4)نمونه گیاهیچهار  نیانگیم دهنشان دهن ریگرفته شد. مقاد یا هفته 8 اهانیگ رشد یافته برگ کاملا جدیدترین از ها نمونه. کردند

            .است درصد 95 نانیدر ساح اطم دار معنیدهنده تفاوت 
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 بحث -5

 ختهیترار یهانیکل در لا لیکلروف و a، b لیکلروفمحتوای  شیباعث افزا MsGSAژن  انیب فو  ماالعه نشان داد که نیا

 هختیترار یتنباکو اهانیدر گ GSAکم ژن  انیکه ب دنکرد گزار ( 44) همکاران وهوفگن  که یحالشود. در یمتنباکو 

 کلروفیل محتوایبه دلیل کاهش  ها سفیدشدگی برگ اب اهانیگشود و یم یاهیگ دیشد بیمنجر به آس ،این ژن سنس یآنت

 انیب کاهش با درصد 53 تا درصد 10از  لیکلروف یمحتوا. ددهن یم نشانها  در برگرا  لیکلروف یاز الگوها یا گسترده فیط

و  ینیفراددر مقابل . افتیکاهش  سنس یآنت اهانیگ در یوحش پیت اهانینسبت به گ درصد 85 تا درصد 22از  GSA ژن

 ای لیکلروف یدر محتوا یرییتغ چیو تنباکو ه ونجهی اهیگدر  یونجه GSA افتهیژن جهش  انی( گزار  کردند که ب45همکاران )

 نیزولوسیبه ا نیونیمت ینیگزیبا جاGSA در ژن  یا جهش نقاه مشاهده شدنکرد.  جادیا هختیترار اهانیگ نیا وماسیب زانیم

(M→I)  در محل اتصال کوفاکتورGSA غیرفعال شدن بنابراین  بدای کاهشآن  تیفعال ایشود  غیرفعال  میآنزاین  شود باعث می

 تیفعال شینشان داد که افزا شتری. ماالعات ب(45) شود می فو  بیان انگیاهاین عدم افزایش محتوای کلروفیل در آنزیم باعث 

ای  در ماالعه( 46) و همکاران سوالیب ،دهد رییها را تغ و رنگدانه لیکلروف یممکن است محتوا لیکلروف وسنتزیب یها میآنز

افزایش  اعثب (Chlorophyllide A oxygenase: CAO) ژنازیاکس a دیلیکلروفاز حد  شیب انیگزار  کردند که ب انجام دادند

 تیفعال هک یاست. هنگام  و همکاران Biswalگزار  شده توسط   یمشابه نتانیز ما بررسی   ینتا. شود یم b لیکلروفمحتوای 

CAO محتوایزیاد شد در نتیجه آن افزایش  سیدوپسیتنباکو و آراب اهانیدر گ ALA، سرعت  شیو افزا لیکلروف یمحتوا

 ختهیترار اهانیفتوسنتز در گمیزان  شیکه افزا دهند یرا ارائه م یشواهد یقبل های بررسی یها د. دادهوش می هداهفتوسنتز مش

CAO لیکلروف محتوای شیافزا لیلد به اعمدت b نور  جذب افزایش و در نتیجه شود می لیکلروفمتصل شونده به  یها نیپروتئ و 

 سنس آنتی یتنباکو اهانیو گ MsGSA انیب فو  یتنباکو اهانیدر گ یرنگدانه فتوسنتزمیزان در  رییتغ .(46، 47) شود می

GSA انیب فو  سیدوپسیو آراب یتنباکو اهانین گیو همچن CAO مسیر  یها ژن میزان بیان ات اندكتغییرکه  ندنشان داد

                                  .(48، 50) شود می ریمساین در  زیادی یمیتنظتغییرات باعث  رولیتتراپسنتز 

را  لیکلروف یمحتوا C (PORC)زدوردوکتایاکس دیلیپروتوکلروف انیب فو نشان دادند که  نیهمچن (51) یپاتیتر و اكیپاتان 

  MsGSA ختهیترار یها در برگ لیکلروف یبالا یداده است. محتوا شیافزا تیپ وحشی اهانیگ به نسبت درصد 28تا 

های  گیرنده ای رنگدانه یجز اصل Chlbباشد.  دیمف یعینور طب طینور در شرا کوانتوم برداشتافزایش  یبراتواند  می (2جدول )

 یانرژ دیکه منجر به تول یبرداشت کوانتوم یبرا Chlb محتوای شیافزا نیاست، بنابراها  فتوسیسم )ntenna complexA( نوری

  کند یم دییارا تاین نظر  نیز بررسی نیآمده در ا  دست به  یا. نت(47) تارزشمند اسشود  یم NADP ای ATPدر قالب 

شده  شنهادیدارد. پ یآن بستگ یعمدتا به اندازه آنتن فتوسنتز ستمیفتوس کیبرداشت نور  یور بهره نی(. علاوه بر ا2جدول )

در آن رشد  اهیکه گ یشدت نور اندازه آنتن به یریگ شود و شکل یکنترل م b لیکلروف وسنتزیاست که اندازه آنتن توسط ب

 شیباعث افزا یخارج ALAکه  دهد ینشان م شتریآمده از ماالعات ب  دست به یها . داده(47، 51)دارد  یکند بستگ یم

 ALA از )اگزوژنوس( خارجی استفاده تاثیرکه  یما با ماالعات  ی. نتاشود یسرعت فتوسنتز م شیافزا جهیو در نت ها رولیتتراپ

ممکن است به  تاثیرات نیا لذاماابقت داشت.  دهد یم نشانرا  و در نتیجه افزایش فتوسنتز فتوسنتز یگاز تتبادلا افزایش

نسبت داده  ALAشده با  ماریت اهانیبرداشت نور گ پتانسیل افزایشو متعاقب آن  لیکلروف محتوایدر  یقابل توجه شیافزا

 اهانیدر گ MsGSA میآنز انیب شیدر پاسخ به افزا ALAسنتز  زانیهمزمان در م شیماالعه افزااین . در (52، 53) شود

 MsGSA انیبفو   یدارا اهانیدر گ ALA یمحتوا شیکرد که افزا ریتوان تفس یم مشاهده شد.  MsGSA فو  بیان یتنباکو

 تاییدرا  نظر نیا بررسی نیدر ادست آمده  به  یانت ،شود یبافت فتوسنتز رد لیمنجر به تجمع کلروف ماًیممکن است مستق

                     کند. یم

تحت عنوان ( Saccharomyces cerevisiaeمخمر ) (ALA-S) سنتاز ناتینولوولیآم ژن ژن کد کننده در یک ماالعه

YHem1 تحت کنترل پروموتر ژن  HemA1 آرابیدوپسیس تالیانااز (AtHemA1 P)  به ژنوم تنباکو(Nicoliana tabacum) وارد 

 اهانیدر گ لیو کلروف ALAسنتز  تیظرف. کردند بیان ینور طیخصوص در شرابه را  YHem1ژن  ختهیترار های لاینشد. همه 

https://en.wikipedia.org/wiki/Light-harvesting_complexes_of_green_plants
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افزایش یافته است و میزان رشد گیاهان  ALAدهد که بیان ژن بیوسنتز  نتای  این ماالعه نشان می .افتی شیافزامزبور 

د به این ترتیب ش. این نتای  در بررسی ما نیز مشاهده (54) نماید میزان افزایش بیان تغییر میهم متناسب با همین  هتراریخت

           تری از خود نشان دادند. میزان رشد بیش MsGSAکه سه گیاه تراریخته منتخب متناسب با افزایش میزان بیان ژن 

 ALA محتوای شیافزا ،GSAافزایش میزان بیان ژن  باعث MsGSAژن و فو  بیان  انتقالماالعه نشان داد که  نیا

 یها نیلامیزان رشد در نشان داد که  نیما همچن یها . دادهه استشد نباکوت ختهیترار یها نیدر لا عنوان محصول ژن( )به

گونه اثری از سفیدشدگی و  بدون هیچ ختهیترار یها نیلاهمچنین  است. افتهی شیافزا ینوع وحش اهانینسبت به گ ختهیترار

−μmol m−2 s 2500)تابستان در شدت بالای نوری در ظهر  (Photobleaching)فتواکسیداسیون 
1
این در حالی  کنند. رشد می (

به  مربوط) Aminolevulinate synthase: ALA-S) سینتاز   یکآمینولویولینای در برن  فو  بیان ژن   در ماالعهاست که 
تحت کنترل پروموتور ژن باشد،  ها می در باکتری ALAکه ژن مسیر بیوسنتز   Bradyrhizobium japonicumباکتری

 آمینولوولینات سینتاز دارای میزان بیان بالاتری از ژن حاصل ختهیگیاهان ترار در نتیجه این انتقال کوئینون انجام شد  یوبی

(ALA-S) کم  نور شدتدر شرایط  بودند. این گیاهان( μmol m
–2

 s
ولرری در شرایط نور  دادند نشان میفنوتیپ عادی  (1150–

 شدیدتر

 μmolm
–2

 s
–1

بدون گیاهان تراریخته رشد طبیعی  .(54-56) دشها و صدمات فتوداینامیکی گزار  سفید شدگی برگ 500 

به  GSAنشان دهنده این است که میزان بیان ژن گونه اثری از سفیدشدگی در اثر فتواکسیداسیون در شدت بالای نوری  هیچ

های بیوشیمیایی  در بررسی .نرسیده استدر این گیاهان ها  سلول (Photodynamic)حد سمیت برای تخریب فتوداینامیک 

 فنل کل، فلاونوئیدها و آنتوسیانین در گیاهان تراریخته نسبت به گیاه نوع د که میزان شگیاهان تراریخته حاصل مشاهده 

دهند که  اکسیدانی نیز نشان می های رشدی و محتوی آنتی بررسیداری افزایش پیدا کرده است. در نتیجه  طور معنی وحشی به

ی بوده است و گیاهان تراریخته بخوبی سیستم تنظیم بیان تاکسیدان در گیاهان تراریخته به نفع مکانیزم آنتی GSAفو  بیان ژن 

ای  مقاومت گیاه پتانسیل و کارایی بالاتری پیدا نموده است. این در حالی است که در ماالعه اند و سیستم  ژن را کنترل نموده

است به  Bradyrhizobium japonicumدر باکتری  ALA که ژن مسیر بیوسنتز ALA-Sو همکاران انجام دادند ژن  Jungکه 

های گیاهان تراریخته حاصل در شدت نورهای بالا  برگکینون ذرت انتقال داده شد که  گیاه برن  تحت کنترل پروموتور یوبی

پذیر  ها مشاهده شد و رشد گیاه تراریخته فقط در شدت نور پایین امکان تخریب فتوداینامیک نشان داده و سفیدشدگی در برگ

 P14و  P5 ختهیترار گروه گیاه دو درصد در 85و  44 بیترت به ALAسنتز  شیمنجر به افزا برن  اهیبه گ ALA-S  ژن بود. انتقال

در برن  تراریخته گردید  XI برابری پورفیرین 5/2باعث افزایش  ALAاین میزان افزایش در ساح  شد. یبا نوع وحش سهیدر مقا

در  XIهم خوردن ساح تعادل بیان و کنترل میزان پورفیرین هبرن  نشان دهنده ب هو صدمات فتوداینامیک در گیاه تراریخت

ژنی که آنزیم دیگری که ی   در ماالعه. (55)شود  ه موجب تخریب بافت برگ و سفید شدن برگ میشدت نور بالا شده ک

تحت کنترل  شود مینامیده  YHem1کند و تحت عنوان   را کد می  (Saccharomyces cerevisiae)مخمر آمینولوولینات سینتاز

مقاومت  حاصل ختهید و در نتیجه در گیاه ترارشمنتقل  تالیاناآرابیدوپسیس به گیاه  آرابیدوپسیس تالیانا HemA1پروموتور ژن 

μmol mحدودشدت نور در گیاه در شرایط نوری ظهر که این به شوری مشاهده گردید و 
–2

 s
–1

رشد عادی داشته و  بود 1000  

گیری   ین ماالعه نتیجهاز ا (57) لذا زنگ و همکارانشدگی و صدمات فتوداینامیکی دیده نشد.   ای از سفید  هیچ گونه نشانه

د نه تنها شوچون پروموتور حساس به نور بیان  (Nonconstitiute) تحت کنترل پروموتور غیرمستمر  ALAکه اگر سنتز کردند

ها از خود بروز   صدمات فتوداینامیکی بروز نخواهد کرد بلکه گیاه شرایط رشدی بهتر همراه با افزایش مقاومت در برابر استرس

تحت کنترل  (YHem1) ساخته شده بود قبلی ی که در ماالعه ی ژنی سازه( 54) ی دیگری  ماالعهی در  نتای  مشابه .دهد   می

و  را بیان نمودند YHem1ژن  تنباکو ریختههای ترا لاینهمه مشاهده شد که به تنباکو انتقال یافت.  (HemA1) همان پروموتور

μmol m)نور آفتاب در ظهر بود و در  شدیدنور  ی کهدر شرایااین گیاهان 
-2 

s
گونه اثری از فتوبلیچینگ و  بدون هیچ (2000 1-

  ر مستمرعنوان یک پروموتو به CaMV35Sاین در حالی است که در ماالعه ما از پروموتور . سفیدشدگی رشد کردند

(Constitute )گیری زنگ و همکاران اثری از فتوبلیچینگ در شدت نور بالا مشاهده نشد که این  استفاده شد ولی برخلاف نتیجه

خوبی تنظیمات ژن بنحوی انجام پذیرفته که مانع بروز صدمات  هتراریخته این ماالعه ب انامر نشان دهنده این است که در گیاه
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با استفاده  شده است و عدم بروز نشانه فتوبیلیچینگ ربای به مستمر یا غیرمستمر بودن پروموتور بیانی ژن ندارد. فتوداینامیکی

شود که نتای  حاصل با نتای  بررسی اخیر مشابه  رشد مشاهده مینیز و میزان فتوسنتز  ( افزایشExogenous) زا برون ALAاز 

داری قابل مشاهده  صورت معنی در گیاهان تراریخته افزایش میزان رشد به ALA با افزایش میزان بیاندر این ماالعه  .است

                                                                                       .(7-9) است

فنل کل، فلاونوئیدها   د که میزانشهای بیوشیمیایی گیاهان تراریخته حاصل مشاهده  در بررسیطور که قبلا بیان شد  همان

داری افزایش پیدا کرده است که این نتای  با مشاهدات  طور معنی و آنتوسیانین در گیاهان تراریخته نسبت به گیاه نوع وحشی به

زا افزایش  برون ALAاستفاده از  شده شنهادیپ. (58) زا و افزایش محتوی این مواد ماابقت دارد برون ALAکار بردن  دیگر با به

در محصولات  ها نیانیآنتوس مشاهده شد افزایش لامثبرای  کند. حریک میترا  اهانیدر گ دیپروپانوئ لیفن سمیصولات متابولمح

 (Ginkgo biloba) جینکگو بیلوباای در گیاه  ماالعهدر  (8، 60-58) یابد زا افزایش می برون ALAبا استفاده از  کشاورزی

و در نتیجه کیفیت  ها نیانیو آنتوس دهایفلاونوئ ها، فنول یپل یدر محتوا یتوجه قابل شیافزازا باعث  برون ALAاستفاده از 

  تیفعال داری معنیطور  به ALA با ماریتمشاهده شده است که  نیهمچن .(58) های گیاه مربوطه جهت برداشت شد برگ

 متناسبرا CHI  (Chalcone isomerase)و PAL ،CHS  (Chalcone synthase) (Phenylalanine ammonia-lyase) یها آنزیم

شود و مسیر  می توکرومیف اختنسباعث  ALAکه  ه استدش شنهادی. په استالقا کرد نکویج یها در برگ ALAغلظت  اب

 یاهیگ یها ستمیاز س یاریرا در بس دیژن فلاونوئ انیب توکرومیف تیکه فعال شود می گمان وکند  ساخت فیتوکروم را تنظیم می

و  PAL ،CHS یها آنزیم تیو فعال نیانیو آنتوس دیفلاونوئفنل کل،  یپل یمحتوا نیب مستقیمیراباه  .(61، 62)کند  یم میتنظ

CHI نشان داده است که  یمتعدد یمولکول یکیولوژیماالعات ب نیهمچن .(63، 64)ت نشان داده شده اس اهانیاز گ یاریدر بس

، با تجمع CHIو  PAL ،CHSمانند  ن،یانیو آنتوس دیفلاونوئ وسنتزیدر ب لیدخ یها میژن کد کننده آنز نیرونوشت چند میزان

 کننده میتنظ یها میآنز CHSو  PALکه  ای مشاهده شد در ماالعه. (65، 66) دارد ستقیمم راباهها  نیانیو آنتوس دهایفلاونوئ

 زومرازیکالکون اژن  یسیرونو تواند می ALA نیزو  [67] تسا جینکگو بیلوبای گیاه ها در برگ دیفلاونوئ وسنتزیدر ب یدیکل

(GbCHI که )گران  پژوهش لذا (.68) کند قاالرا است  نکویج یها در برگ دهایتجمع فلاونوئ کننده میتنظ یدیکل ژن کی

 جهیدر نتکه  CHIو  PAL ،CHS یها آنزیم  تیفعال شیافزا لیدل به را نیانیو آنتوس دیفنل کل، فلاونوئ یپل یدر محتوا شیافزا

عنوان  به ها دراتیکربوه شیمواد ممکن است با افزا نیا شیافزا گرید ی. از سواند افزایش پیدا کرده نسبت داده ALAتیمار با 

ها،  فنل یپل ،قند محلول اتیتواند محتو یم ALAهمراه باشد. استفاده از  زین دیو فلاونوئ دیپروپانوئ لیفن یرهایمس یسازها شیپ

قابل توجه رطو بهرا شوند  یسنتز م دیپروپانوئ لیو فن کماتیش یرهایمس قیرا که از هگزوزها از طر دهایها و فلاونوئ نیانیآنتوس

و  نیانیو آنتوس دیفلاونوئ ،کل فنل یپل یبر محتوا ALA حریکیاثرات تدهد که  ماالعات نشان می. (69)دهد  شیافزا ی

                                                                                     .(58) دارد یبستگ ALAو غلظت کاربرد به زمان  CHIو  PAL ،CHS یها تیفعال

 نتیجه گیری -1

 نیز و ALA افزایش محتوای ،محتوای کلروفیلیافزایش  ،نتای  حاصل از این بررسی نشان داد که افزایش میزان رشد

گیاهان تراریخته متناسب با میزان افزایش بیان ژن در فلاونوئیدها و آنتوسیانین  ،کل چون فنلای  های ثانویه محتوای متابولیت

GSA  بیانگر افزایش توان رشدی و افزایش پتانسیل مقاومت در گیاهان تراریخته تحت تاثیر ژن انتقالی است که اینGSA  و

 است.هان تنباکوی تیپ وحشی نسبت به گیا  ALAافزایش محتوای

 ی:قدردان تشکر و-1

کمال  یخانم ماهره نصر یها از کمک نیو همچنفراهم کردن فضا و امکانات  یبرا (RNA) ی رناوتکنولوژیاز شرکت ب

 .میتشکر را دار
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