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 تقدیم اثر

یی که آفریدذات اقدسش،  ماحصل آموخته هایم را تقدیم می کنم به  و   جهان را، انسان را، عقل را، علم را، معرفت را، عشق را  خدا

 آموخت مرا تا بیاموزم، 

گانی که،خانواده عزیزم  و به کسانی که عشقشان را در وجودم دمید. غرور دانستن، جسارت لحظات ناب باور بودن، لذت و  مهربان فرشت

و هر چه بکوشم قطره ای از دریای بیکران مهربانیشان را  خواستن، عظمت رسیدن و تمام تجربه های یکتا و زیبای زندگیم، مدیون حضور سبز آنهاست

 سپاس نتوانم گفت.
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  تشکر و قدردانی

ریم، هر هنر وجود خود را روز که در آغاز هر کاری ایمان بیاوریم که اگر علم را با یاد آن به امید  او بیاموزیم، دوست را با یاد او دوست بدا

 ،با یاد او متجلی سازیم، و بالاخره با یاد او زندگی کنیم

یی میآنوقت است که دل آرام می ای را بگشاید و هر چه ناممکن است را هر در بسته تواندخلق کند، می تواندشود که میگیرد، انسان خدا

 ممکن سازد:

ردگوید برای آنزیرا اوست که می  .کس که ایمان دارد، ناممکن وجود ندا

گارش این پایان نامه به پایان رسانده ام، جا دارد    های جناب خود را از حمایت راتب سپاس م حال که تلاش دو ساله ام را در تحقیق و ن

همچنین از  قرنجیک تقدیم کنم.شاهرخ  آقای دکتر 
به  ا ی که این تلاش کوچک ر ئ صمدلو حمیدرضا  و جناب آقای دکتر حق قسیمیزیبا خانم دکتر سرکار  

پور، حسینمحمد ابراهیم  دریغ مسئولین محترم آزمایشگاه جناب آقای مهندس شاکری، مهندسهای بیاز مساعدتسپاسگزارم.  ،داوری نشستند

للهی، خصوصا مسئول محترم آزمایشگاه زراعت و بیو کاری هایشان قدردانی  مطهری نژاد حسین ی جناب آقای مهندس کنولوژت خانم عبدا به خاطر هم

ی راه مایه دلگرمی بودهمدلی و همراهی تمامی  از . می نمایم                                                                                                                                                                                                                                                                                           .                                 سپاسگزارم، دوستان خوبم، خصوصا سرکار خانم آناهیتا پنجی که حضورشان در ابتدا

 4931پاییز   –اشعارقدیم             
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 تعهدنامه

ارشد رشته بیوتکنولوژی دانشکده کشاورزی دانشگاه اینجانب اشعارقدیم دانشجوی دوره کارشناسی

جهت تولید  (Desaturase 6∆دسچوراز ) 6 سازی ژن دلتاشناسایی و همسانه"نامه شاهرود نویسنده پایان

 شوم:متعهد می "تحت راهنمائی دکتر شاهرخ قرنجیک" اسیدچرب غیراشباع استئاریدونیک اسید

 است و از صحت و اصالت برخوردار است.نامه توسي اینجانب انجام گردیدهتحقیقات در این پایان 

 است.های محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده در استفاده از نتایج پژوهش 

 نامه تاکنون توسي خود یا فرد دیگری برای دریافت هیچ نوع مدر  یا امتیازی مطالب مندرج در پایان

 جا ارائه نشده است.در هیچ

  دانشگاه »باشد و مقالات مستيرج با نام کلیه حقوق معنوی این اثر متعلق به دانشگاه شاهرود می

 پ خواهد رسید.به چا« University  of  Shahrood»و یا « شاهرود

 اند، در مقالات نامه تأثیرگذار بودهدست آمدن نتایج اصلی پایانحقوق معنوی تمام افرادی که در به

 گردد.رعایت می نامهپایانمستيرج از 

 ها( استفاده شده های آننامه، در مواردی که از موجود زنده )یا بافتدر کلیه مراحل انجام این پایان

 اخلاقی رعایت گردیده است.است، ضوابي و اصول 

 نامه، در مواردی که به حوزه اطلاعات شيصی افراد دسترسی یافته یا در کلیه مراحل انجام این پایان

 استفاده شده است، اصل رازداری، ضوابي و اصول اخلاق انسانی رعایت گردیده است.

  شجوامضاء دان
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 مالکیت نتایج و حق نشر

ای، های رایانه)مقالات مستخرج، کتاب، برنامه کلیه حقوق معنوی این اثر و محصولات آن

باشد . این مطلب باید شاهرود می( متعلق به دانشگاه افزارها و تجهیزات ساخته شدهنرم

 .در تولیدات علمی مربوطه ذکر شود به نحو مقتضی

باشدنامه بدون ذکر مرجع مجاز نمیاطلاعات و نتایج موجود در پایان استفاده از. 



 

 ز 
 

 

 چكیده 

ها در سلامتی، همراه اهمیت آنبه ،های گوناگونچرب غیراشباع در زمینهگرایش به استفاده از اسیدهای

در ایان   گردیاده اسات.  مانند مناابع میکروبای و گیااهی    چرب باعث جستجوی منابع دیگر تامین این اسیدهای

 Mortierellaاز قارچ  cDNA سنتزو  RNAپس از استيراج  دسچوراز، 6سازی ژن دلتا با هدف همسانه تحقیق

alpina، تکثیار گردیاد. قطعاه تکثیار شاده در ناقال        حاوی توالی کاوزا   اختصاصی هایآغازگرتوسي ژن  نیا

 E.coliپلاسمید نوترکیب باه بااکتری   سازی و همسانهحاوی پروموتور ناپین  (+)pBluescript KS سازیهمسانه

 آغازگرهاای  توساي  PCR با اساتفاده از تکنیاک  سازی پس از تائید صحت همسانهشد.  ترانسفورم DH5αسویه 

یابی، قطعه حاوی پروموتور ناپین و ژن و توالی (HindIII-SacI) های برشیتوسي آنزیم اختصاصی، هضم آنزیمی

کتریوم تومیفسینس سویه ه آگروباالحاق و توسي روش ذوب و انجماد ب pBI121در ناقل دوگانه  دسچوراز 6دلتا 

LBA4404  4931مشاتمل بار    ژنایان   تاوالی کدکنناده   یاابی نوکلئوتیادی،   بر اساس نتایج تاوالی . شدمنتقل 

حامال   b5سایتوکروم   هایدومینوجود  ،آنالیز توالی آمینواسیدی باشد.اسیدآمینه می 153نوکلئوتیدِ کدکننده 

، خاوا  پروتئینای   .موتیف هیستیدین باکس را تائیاد نماود  ز غشاء و سه دو دومین گذرنده ا ،(HPGG)موتیف 

 .تشايی  داده شاد  های متناظر از این گونه قارچی مطابق با گزارش توالی پروتئینی ساختار دوم و شکل فضایی

های برگی، به گیاه توتون انتقال، و گیاهان سازه ژنی حاصل با استفاده از روش مبتنی بر آگروباکتریوم و ریزنمونه

 6کانامایسین گزینش شادند. حضاور ژن دلتاا    mg/l 411ِ احتمالی در محیي انتقال حاوی زا شده و تراریيتهباز

از بار  گیاهاان توتاون     cDNAو سانتز   RNAتائیاد ، اساتيراج    PCRدسچوراز در ژنوم گیاهان با استفاده از 

ح پروموتور اختصاصی بذر ناپین و دسچوراز در بافت بر ، عملکرد صحی 6تراریيته انجام شد. عدم بیان ژن دلتا 

 های غیراختصاصی را تائید نمود.عدم بیان آن در بافت

 Mortierella alpina، غیراشباعچرباسیدهایدسچوراز،  6 دلتاژن  سازی،همسانه :کلیدیکلمات
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 نامه پایان از مستخرج مقالات لیست

 چرب غیراشباعجهت تولید اسید Mortierella alpinaاز قارچ  دسچوراز 6دلتا سازی ژن تيلی  و همسانه

 . استئاریدونیک اسید در گیاهان

 .اولین همایش بین المللی و نهمین همایش ملی بیوتکنولوژی جمهوری اسلامی ایران

 ، دانشگاه شهید بهشتی تهران.4931خرداد  9-5عصمت اشعارقدیم، شاهرخ قرنجیک.  
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 چرباسیدهای -1

ن چرب و پروتئیاز جمله اسیدهای به مواد غذایی ،ردن نیازهای خودبدن انسان برای برطرف ک

 برخای از  ها هستند، که بدن قادر به تولیدتشکیل دهنده چربی . اسیدهای چرب از اجزاءنیازمند است

های خوراکی از ها و چربیروغن% 33 .غذایی تأمین گردد وادانواع ضروری آن نیست و باید از طریق م

 .(Sikorski and Kolakowska., 2003) اندگردیدهگلیسیریدها تشکیل تری

هاا باشاد. اسایدهای    توانند بر اساس تعداد پیوندهای دوگانه آنچرب میبندی اسیدهای گروه

(SFA)چرب اشباع 
غیراشاباعی  چارب تاک  کاه اسایدهای  باشاند، درحاالی  فاقاد پیوناد دوگاناه مای     4

(MUFA)
9چندگانه غیراشباعچرب گانه و اسیدهاییک پیوند دو 2

(PUFA)    دو یا چند پیوناد دوگاناه

گذاری از گروه کند. زمانی که شمارهتواند در طول زنجیره کربنی تغییر دارند. موقعیت پیوند دوگانه می

Δزنجیره باشد، اصطلاح  (COOH)نتهایی کربوکسیل ا
4
x یا n-x گاذاری از سامت   زمانی که شاماره  و

ωاصطلاح باشد،  (CH3)متیل انتهایی 
5
x ایان معنای اسات کاه     باه  3راین امگا شود. بناببکار برده می

 اساید در یاک ئاول سااختار  عناوان مثاال  به .پیوند دوگانه در موقعیت کربن نهم متیل انتهایی قرار دارد

 . (EFSA, N. 2010) شده استنمایش داده 4-4شکل 

 

 .(EFSA, N. 2010)چرب برحسب انتهای متیلی و کربوکسیلی گذاری اسیدهاینام :1-1  شكل

 

                                                 
1 - Saturated fatty acid 
2- Monounsaturated Fatty Acids  
3 - Polyunsaturated Fatty Acids 

4 - Delta 

5 - Omega 
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-1-1 (SFA)شده چرب اشباعاسیدهای 

 طریق از که باشندمی کربن هایاتم از یازنجیره از متشکل اشباع هایچربی شیمیایی نظر از

های اتم به هیدروژن هایاتم تعداد حداکثر حالت این در واقع، در .اندشده متصل هم به یگانه پیوندهای

از دسته  مستقیم و عموماًی با زنجیره یچرب ساختارهااین اسیدهای باشند.می متصل کربن

باشد و بسته به تعداد اتم می 1 -21چرب بین اسیدهایباشند. تعداد اتم کربن این می 4استیکاسید

2زنجیرچرب اشباع کوتاهکربن به اسیدهای
(SCFA)  چرب با ، اسیدهای6با تعداد اتم کربن کمتر از

(MCFA)طول متوسي 
چرب بلندزنجیر با تعداد اتم کربن ، و اسیدهای6 -41با تعداد اتم کربن بین  9

 42اسید با عنوان مثال لوریکهبندی مطلق نبوده و بلبته این تقسیمگردند. اتقسیم می 42 -48بین 

1اصلی عبارتند از اسیدلوریک SFAچرب اسیدهایگیرد. قرار می MCFAگاهی در گروه  ،اتم کربن
 

5اسیدمریستیک، (12:0)
6اسیدپالمتیک، (14:0)

. بدن انسان قادر به (18:0) 3و اسیداستئاریک ،(16:0)

 .(EFSA, N. 2010)باشد می -کممقدار ههرچند ب –چرب سنتز این اسیدهای

-1-2 (USFA)غیراشباع  چرباسیدهای  

کربنای  زنجیاره  طاول  در  (C=C)کاربن   -کربندوگانه  پیوند اسیدچرب، در یک کهدرصورتی

دلیال  چارب باه   دلیل نامگذاری این اسیدهای .شودباشد، اسیدچرب غیراشباع نامیده می داشته وجود

 دماای  اسیدهای چارب غیراشاباع   .باشدمیاز لحاظ شیمیایی های هیدروژن بیشتر، اتم امکان افزودن

بار   چارب ایان اسایدهای  . مایعناد  معمولا نتیجه در و داشته اشباع هایچربی به نسبت تریپائین ذوب

 . گردندتقسیم می و غیراشباع چندگانه حسب تعداد پیوندهای دوگانه به انواع تک غیراشباعی

                                                 
1 - Acetic acid 

2 - Short chain saturated fatty acids   
3 - Long chain saturated fatty acids 

4 - Lauric acid 

5 - Myristic acid 

6 - Palmitic acid 

7 - Stearic acid 



 

1 
 

 

 (MUFA)غیراشباعی ب تکچراسیدهای -1-2-1

 اناد. های کربن، با یک پیوناد دوگاناه تشاکیل گردیاده    ای از اتمچرب از زنجیرهاین اسیدهای

 موقعیت با یک پیوند دوگانه در (n-9 ,18:1) 4غذایی اسیداولئیکگروه در رژیممهمترین اسیدچرب این

n-9 هاا در رژیام غاذایی    بناابراین وجاود آن  باشد و چرب میباشد. بدن قادر به سنتز این اسیدهایمی

 .(EFSA, N. 2010) نیستضروری 

 (PUFA) چرب غیراشباع چندگانهاسیدهای -1-2-2

های دلتاا  انه دارند. انسان فاقد آنزیمپیوند دوگ 2-6چرب در زنجیره کربنی خود این اسیدهای

باشاد.  کنناد مای  ایجااد مای   n-3و  n-6های ترتیب در موقعیتهکه پیوندهای دوگانه را ب 45دلتا  و42

از  (n-6 ,18:2)اساید  ، و لینولئیک9 از گروه امگا (n-3 ,18:3)اسید بنابراین دو اسیدچرب آلفالینولنیک

چرب ضروری بوده و باید در رژیم غاذایی وجاود داشاته باشاند.     جزء اسیدهای ،6 چرب امگااسیدهای

PUFA  در گروهبیشتر اتم کربن و  21با تعداد LC- PUFA
 LC- PUFAو  PUFAگیرناد.  قرار مای  2

 .(EFSA, N. 2010)های فیزیولوژیکی مهمی در موجودات برعهده دارند های ضروری نقش

-3-1 موقعیت پیوند دوگانهچرب بر اساس بندی اسیدهایگروه 

چرب بر اساس موقعیت اولین پیوند دوگانه به سه گروه تقسیم بندی دیگر، اسیدهایدر تقسیم

 گردند: می

 (n-9) 9 چرب امگااسیدهای  -1-3-1

کربن در موقعیت نهم از آخرین متیل زنجیره  -دوگانه کربن یک پیوند 3 امگا چرب اسیدهای

 (. 2-4  شکلدارند )

                                                 
1 - Oleic acid 

2 - Long chain poly unsaturated acids 
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-دوگانه در موقعیت بین کربند اسید با اولین پیون، اروسیک3 چرب امگاساختار کلی اسیدهای :2-1  شكل

 (Nisha.A 2009)از سمت متیل انتهایی  3-41های

باشند. دو چرب، ترکیب عمومی چربی حیوانات و روغن سبزیجات میگروهی از این اسیدهای

اساید  باشد. اولئیاک می (22:1) 4اسیدو اروسیک (18:1)اسید مهم در صنعت اولئیک 3اسیدچرب امگا 

 .Nisha.A 2009)غیراشباعی است )های تکیک ترکیب مهم از روغن زیتون و دیگر چربی

 3ا چرب امگاسیدهای  :1-1  جدول

 اسیدچرب پیوند دوگانه نام شیمیایی

9- octadecenoic acid 
11- ecosenoic acid 
5,8,11- eicosatrienoic acid 
13- docosenoic acid 
15- tetracosenoic acid 

18:1 
20:1 
20:3 
22:1 
24:1 

Oleic acid 
Eicosenoic acid 
Mead acid 
Erucic acid 
Nervonic acid 

 

 (n-6) 6 چرب امگااسیدهای -1-3-2

کاربن در موقعیات ششام از آخارین متیال       -یک پیوند دوگاناه کاربن   6 چرب امگااسیدهای

 .(9-4  شکلزنجیره دارند )

 

اولین پیوند دوگانه بین اسید با موقعیت قرارگیری ، لینولئیک6 چرب امگاساختارکلی اسیدهای :3-1  شكل

 (Nisha.A 2009) از سمت متیل انتهایی 6-3های کربن

                                                 
1- Erucic acid  
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4اسیدچرب عمده این گروه شامل لینولئیکاسیدهای
(LA 18:2 Δ9,12) 2اسید، گامالینولنیک 

(GLA 18:3 Δ6,9,12)9اساایدگامالینولنیااک، دی (DGLA 20:3 Δ8,11,14) و آراشاایدونیک-

(ARA 20:4 Δ5,8,11,14)اسید
مرغ، تيم 6امگا چرب . منابع عمده اسیدهای(2-4جدول ) باشندمی 1

آفتابگردان و سویا است. داناه گیاهاانی مانناد کشامش      ،ماکیان، سبزیجات، غلات، مغزها، روغن ذرت

 .(Nisha., 2009) دنباشچرب میشامل مقادیر زیادی از این اسیدهای سیاه، کتان، کدوتنبل و آووکادو

 6 اسیدهای چرب امگا :2-1 جدول 

 اسیدچرب پیوند دوگانه نام شیمیایی

9,12- octadecadienoic acid 
6,9,12- octadecatrienoic acid 
11,14- eicosadienoic acid 
8,11,14- eicosatrienoic acid 
5,8,11,14- eicosatetraenoic acid 
13,16- docosadienoic acid 
7,10,13,16- docosatetraenoic acid 
4,7,10,13,16- docosapentaenoic acid 

18:2 
18:3 
20:2 
20:3 
20:4 
22:2 
22:4 
22:5 

Linoleic acid 
Gamma- linoleic acid  
Eicosadienoic acid 
Dihomo gamma- linolenic acid 
Arachidonic acid 
Docosadienoic acid 
Adrenic acid 
Docosapentaenoic acid 

 

 (n-3) 3چرب امگااسیدهای -1-3-3

کربن در موقعیت سوم از آخرین متیل زنجیره  -یک پیوند دوگانه کربن 9 امگاچرب اسیدهای

  (.1-4)شکل  دارند

 

اسید با موقعیت قرارگیری اولاین پیوناد دوگاناه    ، آلفالینولئیک9 چرب امگاساختارکلی اسیدهای  :4-1  شكل

 (Nisha.A 2009)از سمت متیل انتهایی  9-1 هایبین کربن

 

                                                 
1- Linoleic acid 
2- gamma-Linolenic acid  
3 - Dihomo-gamma-linolenic acid 

4- Arachidonic acid 
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 ،(ALA 18:3 Δ9,12,15) 4اساید مهمترین اسیدهای چارب ایان گاروه شاامل آلفالینولنیاک     

، (DPA 22:5 Δ4,7,10,13,16) 9اساااید، دکزاپنتانوئیاااک(EPA 20:3) 2اسااایداکزاپنتانوئیاااک

، 9امگا باشد. منبع عمده اسیدهای چرب می (DHA 22:6 Δ4,7,10,13,16,19) 1اسیددکزاهگزانوئیک

سبز مانند اسفناج و خرفه، دانه کتان و بزر ، گردو، بر  روغنی، سبزیجات مرغ، سبزیجاتماهی، تيم

 .(Nisha.A 2009) باشدزردآلو، شاهدانه و ... می

 9 چرب امگا یدهایاس :3-1  جدول

 اسیدچرب پیوند دوگانه شیمیایینام 
all-cis-7,10,13-hexadecatrienoic acid 
all-cis-9,12,15- octadecatrienoic acid 
all-cis-6,9,12,15- octadecatetraenoic acid 
all-cis-11,14,17- eicosatrienoic acid 
all-cis-8,11,14,17- eicosatetraenoic acid 
all-cis-5,8,11,14,17- eicosapentaenoic acid 
all-cis-7,10,13,16,19- docosapentaenoic acid 
all-cis-4,7,10,13,16,19- docosahexaenoic acid 
all-cis-9,12,15,18,21- docosahexaenoic acid 
all-cis-6,9,12,15,18,21- tetracosenoic acid 

16:3 
18:3 
18:4 
20:3 
20:4 
20:5 
22:5 
22:6 
24:5 
24:6 

Hexadecatrienoic acid 
α- Linolenic acid 
Stearidonic acid 
Eicosatrienoic acid 
Eicosatetraenoic acid 
Eicosapentaenoic acid 
Docosapentaenoic acid 
Docosahexaenoic acid 
Tetracosapentaenoic  acid 
Tetracosahexaenoic acid 

-4-1 چربای اسیدهایارزش تغذیه 

 رسایده  باه اثباات   عروقای  -قلبی هایبیماری گسترش اشباع در چرباسیدهای نقش امروزه

 موجودات در زیستی غشاهای دهنده تشکیل اصلی اجزاء از غیراشباع، چربکه اسیدهایاست.  درحالی

، سیالیت و انعطافها باعث قابلیت بيشند. آنآن می به ایویژه خصوصیات دلیل همین به و بوده زنده

 پیاام  در انتقاال  چرباین اسیدهای .(Ward and Singh, 2005)گردند ها مینتيابی غشاءنفوذپذیری ا

 عنوان عوامال به . همچنین(Needleman et al., 1986, Sakuradani et al., 1999)دارند  نقش سلولی

ها تاثیر مساتقیم زیاادی در رویادادهای    . آن(Mesa et al., 2004)شوند می شناخته بیماری بازدارنده

                                                 
1- Alpha Lipoic Acid  
2 - Eicosapentaenoic acid 

3- Docosapentaenoic acid  
4 - Docosahexaenoic acid 
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گاروه از فاکتورهاای    1چارب غیراشاباع، در فعالیات یاا فراوانای      ها دارند. اسایدهای مولکولی بیان ژن

-گلیسیرید و کلسترول کبد ماوثر مای  چرب، تریها، اسیدهایرونویسی که در متابولیسم کربوهیدارت

 بسیاری واقع در. (Jump, 2002; Clarke et al., 2002; Jump and Clarke 1999)باشند، نقش دارند 

 هاژن بیان تنظیم با عروقی -قلبی هایبیماری پیشرفت بر غیراشباع چرباسیدهای پیشگیرانه اثرات از

گاردد  مای  رونویسای حاصال   فاکتورهاای  و فعالیات  غلظت کنترل طریق ازو  رونویسی مرحله طی در

(Sampath et al., 2004; Clarke 2001). 

-5-1 6و امگا 3چرب امگااهمیت تعادل بین اسیدهای 

 علیرغم ولی ،باشندمی ضروری چربیاسیدها جزء 6 و امگا 9 امگا اسیدچرب نوع دو هر

 مواد ایناز سوی دیگر نیست.  هاآن نتزقادر به س خود انسان سلامت، و حیات برای هاآن بودن ضروری

 رژیم در متعادلی و مناسب میزان بهبایستی  دو هر و کرد جایگزین دیگر مواد با یا حذف تواننمی را

های مایع مانند روغن دانۀ وفور در روغن هب 6 چرب امگااسیدهایباشند.  داشته وجود غذایی

شود، بندی شده و آماده استفاده میهایی که برای تهیۀ غذاهای بستهآفتابگردان، روغن ذرت و روغن

است. حال آنکه  مطلوب حد از بیشترمردم  مصرف این روغن در عامهدلیل میزان وجود دارد. به همین 

گاو و ماکیان در گوشت مقدار کمترههای روغن ماهی و بها و مکملماهی که در 9 امگاچرب اسیدهای

دیگر، برای ایجاد شرایي عبارتگردد. بهمصرف می کمتری از حد مطلوب، به مقدار بسیار شودیافت می

 بین این دو اسیدچرب برقرار باشد. خا  نسبت انجام اعمال حیاتی بدن، بایدمطلوب جهت 

 2ینفلاماتوریا هایپاس. 4رژیم غذایی برای همواستازی در 9 امگا و 6 امگا بین تعادل

استيوان، فشار خون، سرطان، نقرس،  یپوک یابت،، دMS یماریب یجادتوانند از ا یکه م )التهابی(،

 Pereira et)ضروری است ، کند یریجلوگ ...شدن مو و  یدزودرس، سف یریآسم، پ ید،روماتوئ یتآرتر

al.,2004)یا بیشتر است. پژوهشگران اظهار 45:4غذایی مدرن تقریبا در رژیم 9 به امگا 6 . نسبت امگا

                                                 
 در محیي داخلی بدن ثابت نگه داشتن مواد موجود - 4

2 - inflammatory 
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گردد، سطوح بالای باعث جلوگیری از چندین بیماری مزمن می 1:4تا  2:4که نسبت دارند درحالیمی

 ها و افسردگی را افزایش دهدماریممکن است احتمال برخی از بی 9 به امگا 6 ت امگانسب

(Okuyama et al., 2007; Hibbeln, 2006)چرب . همچنین عدم تعادل بین متابولیسم این اسیدهای

 ,Simopoulos) گرددتلالات خودایمنی و سرطان میآرتریت روماتوئید، اخ هایمنجر به بیماری

غذایی در رژیم 9 به امگا 6 چرب امگااین فرضیه نیز مطرح گردیده است که افزایش اسیدهای. (1999

 . (Devereux, 2006)های آلرژیک نقش دارد های آسم و دیگر بیماریدر افزایش بیماری

 تارین گساترده  از یکای  ها،بیماری از ممانعت و سلامتی و رشد در 9 امگاچرب اسیدهای نقش

 دیاواره  شادن  ضايیم  از ممانعت در چرباسیدهای از گروه این .است تغذیه علم در قتحقی هایزمینه

 و بیناایی  پیشارفت  و قلب ضربان هاینظمیبی بهبود دیابتی، بیماران بهبود چربی، رسوب اثر در عروق

 پوست اپیدرم و سلولی غشای ساختاری عناصر از چرباسیدهای دارند. این فراوانی نقش نوزادان ادرا 

 گاروه  کنناد. ایان   تنظایم  را خون گلیسریدتری سطح و داده کاهش را خون فشار ها قادرندآن هستند.

 چرب اسیدهای سرطانی ضد اثرات تازگی به همچنین دارند. مغز و هااستيوان سلامت در فراوانی نقش

 .(Gill and Valivety, 1997)است  رسیده اثبات به ،گروه این

-می وارد بدن هایبافت تمام سلولی غشاهای در هاآن ،9 امگا چرباسیدهای مصرف دنبالبه

-به .باشندمی چرباسیدهای این از ( غنیمغز شبکیه، )مانند هابافت از برخی سلولی شوند. غشاهای

 چرباسیدهای شبکیه، نوری هایگیرنده غشاء بیرونی بيش چرباسیدهای از %91 حدود مثال، عنوان

 تا اندکرده پیدا را خاصی سلولی ساختار هاسلول سایر و هاسلول این که حقیقت هستند. این 9 امگا

 که است معنی بدین برند، کار به خود غشاهای در را غذایی رژیم در موجود اند  اجزای این ترجیحاٌ

-اسیدهای سلولی، غشاهای بیشتر حقیقت، در دارند. نقش سلول صحیح کارکرد در چرباسیدهای این

 این محتوای .کنندمی ذخیره خود در غذایی رژیم محتوای در هاآن نسبت از بیشتر را 9 امگاچرب 

 .(Surette, M. E. 2008) است ام روزانه دریافت میانگین نشانگر بافتی غشاهای در چرباسیدهای
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 توسي هاآن فعالیت که هستند غشاء با مرتبي هایپروتئین از دیگری مثال یونی، هایکانال

 ولتاژ به وابسته هایجریان ترتیب به کلسیم، و سدیم هایگردد. کانالمی تنظیم 9 امگا چرباسیدهای

 حیاتی بسیار قلب انقباض وها سلول تحریک جهت هاجریان نمایند. اینمی تنظیم را کلسیم و سدیم

 و کنندمی مهار را قلب یونی هایکانال هایپروتئین از شماری فعالیت 9 امگا چرب. اسیدهایباشندمی

 که رسدمی نظر به اگرچه هاست.آن ضدآریتمی خصوصیات کننده توجیه تاحدی امر این که شده عنوان

 ممکن هاییمکانیسم چنین نباشد، آریتمی بر روی 9 امگا چرباسیدهای تاثیر روش تنها مکانیسم این

 باشند کرونری هایبیماری مر  میزان روی بر محافظتی اثرات سریع شروع کنندهتوجیه است

Surette, M. E. 2008).) 

مانند روغن ذرت مایع کنار گذاشته شده و  های مایعروغنبا توجه به این مطالب باید مصرف 

حاوی ِ به منابع غذایی ،به میزان مورد نیاز و نسبت مناسب ،برای تامین این دو اسید چرب ضروری

 . آورد، روی 9اسیدهای چرب امگا بیشتر  میزان

-6-1 هاآننغیراشباع و جایگزیچربمنابع اصلی اسیدهای 

یا کپساول   در رژیم غذایی، ماهی چندگانهچرب غیراشباع حاضر منابع اصلی اسیدهایدرحال

بارداری  دلیال بهاره  هو دیگر غذاهای دریایی است. اما در مدت زمان طولانی، این منابع با  روغن ماهی

پرورش این . (Meyer et al., 2003) نيواهند بودنیاز رشد جمعیتی  پاسيگوی ،بیش از اندازه از ذخایر

کاه  دیگر، با توجه به این طرف از .(Naylor et al., 2000)ها نیز قادر به جبران این کمبود نیست ماهی

غذایی بوده و خود سنتز کنناده  چرب توسي رژیمها نیز مانند انسان قادر به ذخیره این اسیدهایماهی

 . (Petrie and Singh, 2011) باشدنمیمناسب  ماهیپرورش چرب نیستند، صنعت اسیدهایاین 

 از استفاده که هست هم هنوز و داشته وجود پیش هامدت از تردید و نگرانی این همچنین

 مانند ،انسان توسي شده ایجاد محیطی هایآلودگی بدلیل غذایی مکمل عنوانهب ماهی روغن

 سایر و کبد در و گردیده جذب هاماهی توسي توانندمی که جیوه مانند سنگین و فلزات هادیوکسین
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 متحده ایالات مانند کشورها از بعضی در حقیقت در باشد. خطرساز یابند، تجمع هاآن هایاندام

 ,.Ratledge C)دارد قانونی منع ،سالکم جوانان و نوزادان غذای فرمول در ماهی روغن از استفاده

ها که به برخی از آن گردیده است 9 مجموعه این عوامل سبب جستجوی دیگر منابع امگا. (2005

 .اشاره خواهد شد

(SCO)یاخته روغن تک 
1 1-7-

 هاینقش دیگر و غشاء برای چربی مقداری حداقل باید زنده هایارگانیزم تمام آنکه وجود با

را % 21 از بالاتر چربی تجمع توانایی هامیکروارگانیزماز  کمی نسبتا تعداد تنها اما تولیدکنند، کاربردی

 از برخی در چربی تجمع .کندمی عمل ذخیره ماده عنوان به چربی این که د،دارنسلولی  توده در

2روغنی هایگونه ها،این میکروارگانیزم .است شده مشاهده هاجلبک از تعدادی و هاقارچ ميمرها،
و  

 اغلب روغنی هایگونه در موجود چربی .شودمی نامیده (SCO)  یاخته تک روغن ها،آن از حاصله روغن

است  گیاهی هایدر روغن چربآسیل ترکیبات مانند که باشد،می گلیسرولآسیلتری شکل به

(Shahidi, 2005).  

 حاوی کشت محیي در باید سلول به این صورت است که میکروارگانیزم در چربی تجمع سیر

 منبع سرعت به ارگانیزم رشد با. کند رشد نیتروژن محدود و مقادیر کربنی سوبسترای اضافی مقادیر

 مداوم طور به کربنی سوبسترای اماگردد، می متوقف سلول رشد آن اتمام با و شده مصرف نیتروژن

 به را سلول حجم از توجهی قابل و بيش یافته تجمع حاصله چربی .گرددمی جذب چربی سنتز برای

 .(Shahidi, 2005; Ratledge et al., 2005)دهد می اختصا  خود

 کشورهای اسید درگامالینولنیک تولید هدف با ، یاختهتولید روغن تک تحقیق جهت اولین

 برای زیادی مطالعات آن ازپس . گرفت صورتMucor circinelliodes قارچ  توسي ژاپن و انگلیس

                                                 
1 -  Single Cell Oil 

2 - Oleaginous Species 



 

42 

 

 

 عنوانهب. است پذیرفته انجام کارآمد تولید هدف با ،ميتلفغیراشباع چندگانه چرب اسیدهای تولید

 اسیدزاهگزاانوئیکدک و Mortierella اسید توسي قارچ هموگامالینولنیکدی و اسیدآراشیدونیک مثال

 ;Berkeley, 1996; Kyle, 1996) اندگردیدهتولید  هاباکتری و هاریزجلبک توسي اسیدزاپنتاانوئیکاک و

Cheng, 1999). 

 SCOمزایا و معایب  -1-7-1

 کهاین جمله از باشند،می مزایایی گیاهی دارای یا حیوانی منابع به نسبت میکروبی هایروغن

 و گیااهی  هاای روغان  ماورد  در تضامین  این .گردد تضمین تواند هر سالهمی SCO یتیفک و یتکم

-آفات  ها،کشعلف) محیطی آلودگی و( حیوانی هایروغن در)غذایی  رژیم هوا، اثر به توجه با حیوانی

 .است غیرممکن حاصله هایروغن کیفیت در(، کشاورزی محصولات در ضد قارچ شیمیاییمواد ها،کش

 زیادی مقادیر هاگونه از برخی بلکه کنند،می تولیدرا  PUFA از ميتلفی انواع تنها نه هامیکروارگانیزم

 .ساازد مای  آساان  را روغان  فارآوری  کاه  کنناد، مای  ذخیره سلولی هایچربی در را چرباسید یک از

 و است سریع بسیار حیوانی منابع و کشاورزی محصولات با مقایسه در هامیکروارگانیزم رشد همچنین

شاود   هماهنا   بازار نیاز با راحتی به تواندمی SCO بنابراین باشد،میروز  1-41 تيمیر زمان معمولا

(Branen et al., 2002; Shimada et al., 1998). 

 ساخت شامل سرمایه هزینه زیرا ،باشدمی آن تولید بالای هزینه ، SCOعیب مهمتریناما 

 برداری بهره برای و بوده زیاد عملیات هزینه همچنین و مربوطه آلاتماشین بزر ، فرمنتورهای

که وجود این. با (Ratledge et al., 2005) باشد داشته بالایی قیمت باید نهایی محصول ،آن از تجارتی

برداری از منابع میکروبی برای تولید روغن را این روش به مدت طولانی ادامه نیافت، اما امکان بهره

 برای تيمیر تکنولوژی با توجه به مناسب نبودن جایگزینیبنابراین،  (.Shahidi, 2005)تائید کرد 

سوق حیوانی  محصولات و 4تراریيته گیاهان از استفاده سمت به PUFAتولید  بعدی کشاورزی، فاز

 توجه قرارگرفته است. مورد گیاههای بافت در چرباسیدهای ترکیب دستکاری و امکان داده شد
                                                 
1 - Transgenic Plants 
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-8-1 چرب غیراشباع در گیاهاناسیدهای  

 هاای واکانش  از یکساری  خلال در و پلاستیدها در غیراشباع چربدر گیاهان سنتز اسیدهای

 یان منجار باه تجماع ا    در نهایات و  یافتاه اداماه   (ER) 4شبکه آندوپلاسامی  در ،گردیده شروع تغلیظ

 یاک  صورتهب را چرباسیدهای نتزبیشتر گیاهان عالی، س (.Kinney, 1994) گرددمی چرباسیدهای

 48 یاا 46 هاآن کلروپلاستی چرباسیدهای تمام بنابراین رسانند،می پایان به کربنه 48 بلند یزنجیره

 یدچرباسا  و اسایدپالمتیک  عماده  اشاباع  اسایدچرب  گیاهان بیشتر در دیگر عبارتبه. هستند کربنه

 Hong et al., 2002 Qi et) باشدیم اسیدیکولنینو آلفال ینولئیکغیراشباع اصلی نیز شامل اولئیک، ل

al., 2004).  

و  یاکتاان، ساو   یروغنا  هاای معمول در دانه 9 امگا یرکوتاهزنج یدچرباس اسید،ینولنیکآلفال

 یگار (، دSDA;18:4 Δ6,9,12,15) 2اساید اساتئاریدونیک  (.Petrie  and Singh, 2011) باشدیگردو م

در  یکمتار  یات عموم 6 امگاا  اسید جزء گروهینولنیک، و گامال9 امگا یرکوتاهزنج یراشباعغ یدچرباس

-(  گال Evening primrose)مغربیمانند گل هاییدر گونه چربیدهایاس یندارند. ا یاهیگ هایروغن

 یاد تول Echiumميتلاف جانس    یهاا ( و گونهBlack Currant) سیاه(، توتBorage) اروپائی گاوزبان

 یاد تول یاک متابول یدر مهندسا  توانناد یما  یاهاان گبنابراین (. Garcia Maroto et al., 2002) شودیم

 یحال مناساب  راه یاهاان گ یان ابه عبارتی . یرندمورد استفاده قرارگ یربلندزنج یراشباعغ چربیدهایاس

 .کنندیم یجادا یاییدر یهبا پا هاییسطح روغن یشجهت افزا

 

 

 

                                                 
1  - Endoplasmic retlicom 

2 - Stearidonic acid 
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 روغنی مهم چرب در برخی گیاهان دانهترکیب اسیدهای: 4-1  جدول

 گیاه  درصد اسیدهای چرب  

سایر 

-اسیدهای

 چرب

لینولنیک 

 اسید

 لینولئیک

 اسید

 اولئیک

 اسید

 استئاریک

 اسید

پالمتیک 

 اسید

 

 های آرابیدوپسیس تالیانادانه 3 1 43 23 21 24

81 4>  (Cocos nucifera)نارگیل  3 9 6 2 

35 4>  (Elaeis guineensis)نخل روغنی  3 9 42 2 

2 4>  (Elaeis guineensis)پالم  16 1 98 41 

 (Olea europaea)زیتون  44 2 36 8 4 2

 (Brassica napus)کلزا  1 2 53 24 41 9

6 4>  (Arachis hypogea)بادام زمینی  41 2 18 91 

9 4>  (Sesamum spp)کنجد  3 1 14 19 

4>  (Zea mays)ذرت  44 2 25 64 4 

 (Glycine max)سویا  44 1 21 51 3 4

4>  4>  (Helianthus annuus)آفتابگردان  3 9 24 63 

2 4>  (Carthamus tinctorius)پنبه  21 2 48 51 

4>  (Linum usitatissimum)بذرک  5 5 26 48 16 

4>  (Salvia hispanica)گلی مریم 3 9 3 24 64 

 

 یمناابع عاال   توانناد یما  یین،پاا  یو ارزش نسب یدیتول یتبا ظرف یروغن هایدانه محصولات

-مصارف  یااز ن یاین مثال محاسبات جهت تع یباشند. برا 9 امگا یربلندزنج چربیدهایاس یدجهت تول

 یهتوصا  یسالامت  ینجهت تام گرمیلیم 511روزانه  یازو ن پذیرفته انجام هاروغن ینا جهانی کنندگان

و باا فارض    ید،خواهد رسا  میلیارد 8به حدود  2125در سال  یجهان یتجمع کهایند. با توجه بهیگرد

 یجهاان  یدکاه صا   شاود یزده ما  ینگرم باشد، تيم411در  یدچرباس 2/1 - 5/9%شامل  یماه ینکها

 یروغنا  هاای هکتار از محصولات داناه  یلیونم 5/2 یباتقر دیگرمقدار باشد. از طرف ینکمتر از ا یماه

و  اساایدیااک% از دکزاهگزانوئ41-45محصااولات( شااامل   یاان% کاال مساااحت کشاات ا 2 دود)حاا
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گاردد   یمتداول مورد استفاده جهاان  یروغن ماه یگزینتواند جامی ها،در روغن آن اسیدیکاکزاپنتانوئ

(Petrie  and Singh, 2011.) 

 های تولیدی از گیاهانکاربرد روغن -1-8-1

عناوان یکای از   همثلا ب. توانند کاربردهای زیادی داشته باشندهای تولیدی از گیاهان میروغن

چارب  های غنای از اسایدهای  عنوان غذای حیوانات جهت تولید گوشتاجزاء غذاهای پرورش ماهی، به

 یا شیر عنوان مکمل غذایی در نان، گوشت وهمرغ، بهای دیگری مانند تيمفرآوردهو  9 بلندزنجیر امگا

بارداری گاردد. همچناین    هاا بهاره  ماهی از آنغذایی، مانند کپسول روغنعنوان یک مکملهمستقیما ب

ازار بای از خواری نیز استفاده گردیده، و بنابراین بيش عمدهتوانند برای گیاههای روغنی میمنابع دانه

 .(Petrie and Singh , 2011) جهانی را تامین کنند

-9-1 چرببیوسنتز اسیدهای  

صورت هوازی و غیرهوازی صورت هچرب غیراشباع بلندزنجیر در طبیعت ببیوسنتز اسیدهای

(PKS)کتیدچرب توسي مسیر پلیگیرد. سنتز غیرهوازی این اسیدهایمی
1

-گیرد، که چرخهمی انجام 

کربنه 2سازی طویلو  سازیغیراشباع فرآیند دهنده یکسرییمی تکراری انجامچندآنزای با کمپلکس 

Aکوآنزیم توسي مالونیل
Aو استیل کوآنزیم 2

 هوازیسیر دیگر مز سوی اکربن است. عنوان منبع هب 9

باشد ی برای هر آنزیم مییهاژن مشي  شاملسازی طویلو سازی غیراشباعشامل یکسری مراحل 

(Metz et al., 2001; Metz et al., 2006; Metz et al., 2009)روی نامه تمرکز بر. در این پایان

 است. هوازیمهندسی متابولیک گیاهان توسي مسیر 

 

                                                 
1 - Polyketide 

2 - Malonyl-CoA 

3 - Acetyl-CoA 
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 چرب در گیاهانبیوسنتز اسیدهای  -1-9-1

 (FAS) 4سانتز اسایدچرب   چرب در گیاهان در پلاساتیدها توساي کماپلکس   سنتز اسیدهای

ACP ،در گیاهاان  FASگاردد. آخارین محصاول    کاتالیز می
 ACP 48:1اسات. عموماا    46:1 -48:1 2

-تبدیل مای  ACP 3Δ 48:4دسچوراز قرار گرفته و به ACPتوسي استریول سازیغیراشباعدستيوش 

باه   ACP. دراین مرحله اسیل ترانسفراز ممکن است اسیل را از (Voelker and Kinney, 2001)گردد 

چارب  داده و منجر به تجمع گلیسرولیپید در پلاستید گردد. اماا نیمای از اسایدهای   گلیسرول انتقال 

 اساتری  Aکوآنزیم -برای تشکیل اسیل Aهیدرولیز و به کوآنزیم ACPتیواستراز، از  ACPتوسي اسیل

 .(Ohlrogge and Jaworski, 1997)گردند می

اساید  متابولیک گیاهان باا اولئیاک  زمینه مهندسی  بلندزنجیر درچرب اسیدهای هوازیتولید 

-تبادیل مای   (LA; 18:2Δ9,12)اساید  به لینولئیاک 42ي دلتا گردد. این اسیدچرب ابتدا توسآغاز می

تبدیل گردد.  (ALA; 18:3Δ9,12,15)اسید دسچوراز به آلفالینولنیک 9تواند توسي امگا گردد، که می

چارب  اسایدهای  9 و امگاا  6 سوبسترات مسایرهای امگاا  ترتیب هب اسیدآلفالینولنیکو  اسیدلینولئیک

 -گاماا بارای تولیاد     دساچوراز  6اولین مرحلاه در هار دو مسایر باا یاک دلتاا       بلندزنجیر هستند، که 

اساید  یودونیکباشاد و یاا اساتئار   می 6 که یک اسیدچرب امگا(GLA; 18:3Δ6,9,12)  اسیدلینولنیک

(SDA; 18:4Δ6,9,12,15) گردد. می آغاز 9 امگاچرب از اسیدهای 

الانگاز، وسي آنزیم ت اسیداستئاریودونیکو  اسیدگامالینولنیککربنه 48چرب سپس اسیدهای

و  (DGLA; 20:3 Δ8,11,14)اسید گامالینولنیکدیچرب بلندزنجیر تولید اسیدهای برای ترتیبهب

 5توسي دلتا  محصولات حاصلرود. میکارهب (ETA; 20:4Δ 8,11,14,17) 9اسیداکزاتتراانوئیک

 1اسیدو اکزاپنتانوئیک 6 امگا (ARA, C20:4 Δ5,8,11,14)اسید تولید آراشیدونیک جهت ،دسچوراز

                                                 
1 - Fatty acid synthase  
2 - Acyl carrier protein 

3- Eicosatetraenoic acid  
4 - Eicosapentaenoic acid 
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(EPA; 20:5Δ5,8,11,14,17) معمولا علامت پایان مسیر سنتز اسید آراشیدونیک ، کاربرد دارد.9 امگا

 4اسیدالانگاز به دکزاتترانوئیک 5دلتا تواند توسي باشد، اگرچه میمی 6 چرب بلندزنجیر امگااسیدهای

(DTA; 22:4Δ7,10,13,16)  داسیدسچوراز به دکزاپنتانوئیک1دلتا و سپس توسي(DPA; 22:5 

Δ4,7,10,13,16)  .تبدیل گرددEPA اسید الانگاز به اکزاپنتانوئیک 5دلتا تواند توسي ( می9 )امگا

(EPA; 20:5 Δ7,10,13,16,19) گردددیل تب(Petrie  and Singh, 2011) .  مرحله آخر مسیر بین

 اسیددکزاهگزانوئیکپست از هایدر بیشتر یوکاریوت .(Qiu, 2003)موجودات ميتلف متفاوت است 

گردد. تولید می (DHA; 22:6 Δ4,7,10,13,16,19)اسید دسچوراز دکزاهگزانوئیک 1دلتا توسي 

 2اسیدکربنه تتراهگزانوئیک 21 تولید اسیدچرب برای اسیداکزاپنتانوئیکپستانداران  که دردرحالی

(THA; 24:6 Δ6,9,12,15,18,21) قرار  سازیغیراشباعو سپس  سازیطویلمرحله  دو معرض در

 ,.Vrinten et al) گرددتبدیل میاسید دکزاهگزانوئیک اکسیداسیون به بتاگرفته و سپس توسي 

2007). 

باشد. نیز موجود می 8هوازی یافت شده است، اگرچه مسیر دلتا  معمولترین مسیراین مسیر، 

 (EDA; 20:2Δ11,14) 9اسیدانوئیکترتیب به اکزادیهالانگاز ب 3دلتا توسي  ALAو  LAدر این مسیر 

 دسچوراز برای تولید 8دلتا و سپس توسي  تبدیل (ETrA; 20:3Δ11,14,17) 1اسیدانوئیکو اکزاتری

 Petrie)گردند می ادغام هم با 6دلتا و   8دلتا مسیر دو اسید اکزاتترانوئیک واسید هموگامالینولنیکدی

 and Singh, 2011). 

ای هساتند کاه یاک ژن در هار دو     پیچیدهمسیرهای موازی درهم 6 و امگا 9 مسیرهای امگا

دسچوراز اولین گام تولید هر  6دلتا  ،6عنوان مثال در مسیر دلتا هکند. بطور عمومی عمل میهشاخه ب

را اساید  آلفالینولنیاک  واسید لینولئیک تواند هر دوو می بوده 6ا و امگ 9 چرب بلندزنجیر امگادو اسید

                                                 
1 - Docosatetraenoic acid 

2 - Tetracosahexaenoic acid 

3 - Eicosadienoic acid 

4 - Eicosatrienoic acid 



 

48 

 

 

گردد، اما کارآمدی می اسیدگامالینولنیک منجر به تولیداسید لینولئیک سازیغیراشباعغیراشباع سازد. 

دسچوراز نیز  45فعالیت دلتا  سوبسترایاسید لینولئیکیابد، چراکه میکاهش اسید آلفالینولنیکتولید 

اساید  آلفالینولنیاک افازایش تولیاد    جهات  حلکند. یک راهرا تولید میاسید آلفالینولنیکباشد که می

تواند توسي این واقعیات کاه رقابات    دسچوراز است. اما موفقیت این روش می 45فعالیت دلتا  افزایش

باقیمانده وجود دارد، محدود گاردد. ایان عمال در    اسید لینولئیک برایدسچوراز  6دلتا و 45بین دلتا 

اساید  آلفالینولنیاک را به اسید لینولئیکتنها دسچورازهای زیادی نه 9 پذیر است که امگاصورتی امکان

-دیاسااید، گامالینولنیااک ،6 چاارب امگاااد، بلکااه اساایدهایناادسااچوراز تباادیل کن 45توسااي دلتااا 

 شمایی 5-4شکل  .ها تبدیل کندآن 9 همتای امگارا نیز بهاسید آراشیدونیک واسید وگامالینولنیکهم

 .(Petrie  and Singh, 2011) دهدچرب را نمایش میاز مسیر سنتز اسیدهای
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 ARAچارب  اسیدهایبلندزنجیر. مسیرهای گوناگون سنتز  چربسنتز اسیدهایبیو هوازی مسیر :5-1  شكل

,EPA, DHA چورازها و الانگازها. دو مسیر سانتز  واسطه فعالیت دسبهDHA  نشاان داده شاده    جاانوران و  گیاهاان در

  (Napier JA., 2007)  است.

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Napier%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17472567
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-10-1 2چربکننده اسیدهایو طویل 1کنندههای غیراشباعآنزیم 

 های دسچوراز آنزیم -1-10-1

گردیده و پیوندهای دوگانه پاس از سانتز   چرب اشباع سنتز ها ابتدا به صورت اسیدهایچربی

شوند، با حذف هیدروژن از گروه عنوان دسچوراز شناخته میهای وابسته به اکسیژن، که بهتوسي آنزیم

هساتند کاه در گیاهاان،     اتام آهان  غیرهمای شاامل دو  هایی دسچورازها آنزیمگردند. متیلن ایجاد می

درون ها به دو شکل محلاول و یاا   این آنزیمگردند. یافت میها طور پراکنده بین یوباکتریجانوران و به

باا ناواحی   چورازها دو فرم وجود دارد. اناواع ميتلفای از دسا    در گیاهان هر، که شونددیده می غشائی

های چرب را برای ایجاد پیوندهای دوگانه در موقعیتاند، که مسیر اسیدهایانتيابی متفاوت یافت شده

-چرب را ایجاد میهای متفاوت تغییر داده و در انتها انواع ميتلف اسیدهایبچرميتلف زنجیره اسیل

باشند کاه در پلاساتید   محلولی می هایآنزیم ،acyl-ACPدسچورازهای  .(Parker et al., 2000)د نکن

درون غشاائی   acyl-CoAای از دساچورازهای  که بيش گستردهگردند، درحالیگیاهان عالی یافت می

 ,.Shanklin and Cahoon)گردناد  هاا یافات مای   ها و یوکااریوت درون غشائی پروکاریوتدر سیستم 

ای باا  وجاود دارد، اماا هایچ رابطاه    غشاائی  جایگااه فعاال آهان در دساچورازهای      اگرچاه دو . (1998

 ,.Parker et al)اناد  این است که بطور مساتقل تکامال یافتاه   ورازهای محلول نداشته و عقیده بردسچ

2000; Shanklin and Somerville 1991) .راه ی دسچورازهای محلول کرچک و هدرا ساختار کریستال

 Shanklin et al) های کاتالیزوری و اختصاصی جدید هموار ساخته استرا برای مهندسی انواع فعالیت

.,1998; Whittle et al., 2008) محادود   ئیچورازهای غشادسما از ارتباط ساختار و عمل  اما اطلاعات

چورازهای محلول محدود گردیده ها نسبت به دسجه مهندسی این دسته از آنزیمو پراکنده است. درنتی

 است.

باشند. تعیین می 45و  42، 3، 6هایی با ناحیه انتيابی کربن دسچورازهای غشائی شامل آنزیم

                                                 
1 - Elongation enzymes 

2 - Desaturation enzyme 
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 Chen)زیاادی دارد  هاا اهمیات   ساختمان، جهت آگاهی از ارتباط ساختار با عمل این گاروه از آنازیم  

YQ., 2007) .با توجه به تنوع کاتالیزوری قابل توجه و طیف گساترده حال پیشرفت بسیار کمی با این 

 . ها، در تعیین ساختار بلوری گردیده استسوبستراهای ویژه این گروه از آنزیم

 ,.Shanklin and Cahoon)اندچوراز بر اساس ناحیه انتيابی مشي  گردیدهدس سه نوع اصلی

1998; Meesapyodsuk et al., 2000). چورازهای با ناحیه انتيابی دسΔx در  را دوگانه پیوند اولین

چورازها هستند، که یک دس ωy-کنند. گروه دوم شامل های کربن انتهای کربوکسیلی ایجاد میاتم

نیاز به یک پیوند دوگانه از  چورازهادس ν+zکنند. انتهای متیلی ایجاد می yدوگانه را در موقعیت  پیوند

در طول زنجیره  zهای کربن و تولید باند جدید برروی اتم νعنوان نقطه مرجع شده به قبل ایجاد

 (.Hoffmann et al., 2007; Zhang et al., 2007آسیل دارند )

-تقسیم می های دسچوراز امگا و دلتاآنزیمها به دو دسته بندی دیگر، این آنزیمدر تقسیم

های ثابتی از انتهای کربوکسیل بوده و پیوند دوگانه را در مکان غشائیهای که هر دو پروتئینگردند، 

دهنده یک سیستم انتقال، NADPHاین واکنش نیازمند اکسیژن، کنند. چرب ایجاد میاسیدهای

د باش( و یک خاتمه دهنده دسچوراز می b5سیتوکرومردوکتاز و  NADPH -الکترون )فرودوکسین

(Sperling .,2003) . کوآنزیمدر غشاء تیلاکوئید و اسیل غشائیدسچورازهای A  دسچورازها در شبکه

-گروه ،ها و پلاستید گیاهانچرب در سیانوباکتریدسچورازهای اسیلآندوپلاسمی گیاهان قرار دارند. 

دسچوراز  COAاسیل های دیگر کنند. گروهمی را غیراشباع (18:1)و اولئیک  (18:0)ریک ئاهای است

کنند. این عنوان سوبسترات استفاده میبه COAگردند که از اسیل در شبکه آندوپلاسمی یافت می

سازی و های زیادی از همسانهگزارششوند. ها یافت میحشرات، نماتودها و قارچها در جانوران، آنزیم

-دسچوراز به دلیل مشکل در خال  هایکار بر روی آنزیمباشد. های دسچوراز موجود میشناسایی ژن

ساز مشکلها متصل به غشاء بوده و انحلال آن، بقیه دسچورازها 3ها سيت است. بجز دلتا سازی آن

 . (Tocher DR 1998)اند گردیدهتعیین ساختار به میزان کمی ها باشد، بنابراین این پروتئینمی
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 های الانگازآنزیم -1-10-2

دار افازودن  هاا عهاده  چارب هساتند. ایان آنازیم    اسایدهای الانگازها جزء دیگر مسیر تبادیل  

در موجودات  های الانگاز،. آنزیمباشندمیچرب سیستماتیک دو واحد کربن به انتهای زنجیره اسیدهای

دارای سوبساترات ویاژه، وابساته باه طاول و درجاه        متفااوتِ  ساازی های طویلسیستم دارایلف ميت

 اند.غیراشباعی زنجیره اسیدچرب یافت شده

 کتواسایل -اند: یک آنزیم بتام تشکیل یافتهآنزی 1های الانگاز از در گیاهان و جانوران سیستم

COA 4سنتتاز (KCSبتا ،)- یلکتواسا COA  یدروکسایل ه، بتاا  2ردوکتااز COA یاک و   9یادراتاز ده 

در  چربیدهایاس سازیطویل یستمسطورکلی  به(. Huang YS, et al., 2004) 1ردوکتاز یلانو ترانس

مهمترین آنزیم ایان   ند.دار تفاوتبا یکدیگرها چرب آندر سیستم سنتزی اسیدهای یاهانو گ جانوران

اساید و  کربناه گامالینولنیاک  48چارب  پاس از تولیاد اسایدهای   باشاد کاه   الانگااز مای   6 ادلتا  گروه

 کربناه  21چارب  تولید اسایدهای  منجر به ترتیب، بهدسچوراز 6دلتا  وسي آنزیمت اسیداستئاریودونیک

  گردد.می اسیدو اکزاتتراانوئیک اسیدگامالینولنیکدی

-11-1 چرب بلندزنجیرسنتز اسیدهای محدودکنندههای دسچوراز، آنزیم 

بلندزنجیر شاناخته  چربمحدودکننده بیوسنتز اسیدهای سازیغیراشباعکه مراحل جاییاز آن

هاای کدکنناده ایان دساچورازها متمرکاز      ژناند، بسیاری از مطالعات روی جداسازی و شناسایی شده

ساازی و  های کدکنناده اناواع ميتلاف دساچورازها از موجاودات زناده ميتلاف جدا       گردیده است. ژن

 .اندگردیده سازیهمسانه

 مانناد  در بیوسنتز اسایدهای چارب غیراشاباع   دسچوراز یک آنزیم کلیدی  6در این بین دلتا 

، متابولیات  اساید آراشایدونیک باشاد.  مای  اسیددکزاهگزانوئیکو  اسیداکزاپنتانوئیک، اسیدآراشیدونیک
                                                 
1 - Beta-Ketoacyl-COA synthase 

2 - Beta ketoacyl-COA reductase 

3 - Beta Hidrocxil-COA hidratase 

4 - Trans-2- enoyle reductase 
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 از 6ساازی دلتاا   ، باه طویال  9 محصول اصالی مسایر امگاا   اسید دکزاهگزانوئیکو  6 اصلی مسیر امگا

دساچوراز   6توان گفت کاه دلتاا   عبارت دیگر میههستند. ب وابستهاسید و آلفالینولنیک اسیدلینولئیک

-می سازیطویلو  سازیغیراشباعچرب، جهت ورود به مراحل بعدی ی اسیدهایای براعنوان دروازههب

 .Synechocystis spابتدا از سیانوباکتریوم  ،چربدسچوراز ویژه اسیدهای 6باشد. اولین جداسازی دلتا 

در  .Synechocystis spکااه توسااي کلااون کتابيانااه ژنااومی   پااذیرفتصااورت  PCC-6803سااویه 

Anabaena sp. سویه PCC-7120    دساچوراز، سابب افازایش     6، یک سیانوباکتریوم فاقاد آنازیم دلتاا

دسچوراز که شناخته شاد،   6. متعاقبا اولین گیاه حاوی دلتا (Reddy et al., 1993)عملکرد آن گردید 

اسید و لینولنیکگاما ریيتهگیاهان ترادر  بیان گردید، توتون گیاه بود. زمانی که این ژن درگاوزبان گل

 .تشکیل دادرا  تولیدی چربز کل اسیدهای% ا21حدود اسید یکیودوناستئار

-12-1 اسید ریودونیکئاگامالینولنیک و استبا قابلیت تولید  ریختهگیاهان ترا  

در گیاهان خاصی تولید تنها طبیعی  طورهر دو بهاسید استئاریودونیکو اسید گامالینولنیک

که بذر شود، درصورتیهای پامچال یافت میگاوزبان و دانهگلدر گیاه اسید گامالینولنیکگردند. می

کشت این گیاهان  باشد. امامیاسید استئاریودونیکو اسید گامالینولنیکسیاه شامل شاهدانه و توت

و اسید گامالینولنیکی به تولید دهند. درنتیجه علاقه فراوانکمی می مشکل بوده و محصول نسبتا

معمول  طورههای روغنی ب، چراکه دانههای روغنی وجود داردمحصولات با دانهر داسید استئاریودونیک

بنابراین  .باشندمی سازعنوان پیشبهاسید آلفالینولنیک و اسیدلینولئیک توجهی ازحاوی مقادیر قابل

 Pereira)دسچوراز نیاز دارد  6دلتا  تنها به بیان ژناسید استئاریودونیکیا اسید گامالینولنیکتولید 

SL et al., 2004).  
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-Mortierella alpina 1-13معرفی قارچ  

Mortierella alpina خانواده از قارچی Mortierellacea  راساته ،Mortierellales  باشاد.  مای

 Webster) کنندهای فقیر رشد میسرعت در محیيهسرمادوست بوده و ب Mortierellaهای اکثرگونه

and Weber, 2007)های . ریسهMortierella alpina  هاا  و قطرات روغن در باین ریساه   بودهمنشعب

صاورت  ه% وزن خشاک آن لیپیاد با   51بنابراین قارچی است روغنی و حادود   شود.فراوانی دیده میهب

باشاد  اسید میباشد که منبع غنی برای تولید اسیدچرب غیراشباع آراشیدونیکگلیسرول میاسیلتری

(Liu J. et al., 2011)  گوناه  ایان  هاای ساویه . است گرفته قرار بشر فراوان توجه مورد دلیل همین بهو 

 چندان نه گزارشات وجود این با .نمایندنمی تولید زاآلرژی اسپورهای و بوده زابیماری غیر اغلب قارچی

 ،خا  محیي در .دارد وجود زاآلرژی هایواکنش و بیماری ایجاد در قارچ این دخالت مورد در معتبری

 هایمحیي در اما اند،داده نشان مثبت گرم هایباکتری علیه را میکروبی ضد فعالیت گونه این هایسویه

-قابل ملاحظه یوتیکیبآنتی فعالیت گیرند،می قرار استفاده مورد اسیدتولید آراشیدونیک جهت که مایع

، سه 6، دو دلتا 5 دارای یک دلتا Mortierella alpina .(Streekstra, H., 1997)ای یافت نشده است 

دساچورازهای غشاائی شاامل    که با توجه به این باشد،دسچوراز می 45و یک دلتا  42، یک دلتا 3 دلتا

ایان قاارچ در گاروه    هاای  آنازیم بناابراین   ،باشندمی 45و  42، 3، 6هایی با ناحیه انتيابی کربن آنزیم

 .دنگیرمیدسچورازهای غشائی  قرار 

 Mortierella alpinaسابقه تحقیقاتی برروی قارچ  -1-13-1

و 4سااکوردانی  توساي   Mortirella alpinaدساچوراز از   6ژن دلتاا   ساازی همساانه اولین بار 

در قاارچ   amyBپروموتاور   تحات کنتارل   cDNAانجام پذیرفت. طول کامل  4333همکاران در سال 

 2لیاو  چرب گردید.اسید از کل اسیدهایگامالینولنیک% 25بیان گردید و منجر به انباشت آسپرژیلوس 

در ایان گیااه    اساید گامالینولنیاک توجاه  مقدار قابل  در کلزابا بیان این ژن  2114و همکاران در سال 

                                                 
1 -  Sakuradani 

2 - Liu 
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، 2114و همکااران در ساال   لیاو   توساي  Mortierella isabellinaدساچوراز   6ژن دلتا تولید کردند. 

 2113در ساال   و همکاران 9لی، 2111و همکاران در سال  2لاوتنج، 4333و همکاران در سال  4هان 

بیاان و   Pichia pastorisميمار   درایان ژن را   2144و همکااران در ساال   لیو سازی گردید. همسانه

این نتایج بیانگر ایان اسات کاه     .کردندبرآورد چرب % از کل اسیدهای9/6را اسید سطح گامالینولنیک

  .باشدمی اسیدگامالینولنیکای برای تولید اقتصادی زمینه Mortirella alpinaقارچ 

 و باا چرب غیراشاباع  دسچوراز در مسیر تولید اسیدهای 6بنابراین با توجه به اهمیت ژن دلتا 

باشد، هدف از این تحقیق دارای فعالیت بالایی می Mortirella alpina قارچ این ژن درکه توجه به این

 بوده است. سازیاز این قارچ و بررسی صحت توالی همسانه ،دسچوراز 6دلتا  ژنسازی تکثیر و همسانه

-14-1 ژن 4سازیهمسانه  

، DNAین تاوالی  یا عهای حاصل، تین خصوصیات مولکولی فرآوردهیعو تبرای مطالعه یک ژن 

نوم جدید و ایجاد گیاهان تراریيته و اهداف جهت انتقال به یک ژ DNAای از تکثیر یک ژن و یا قطعه

-امکاناتی را فراهم می PCRموردنظر تکثیر گردد. در برخی شرایي،  DNA متعدد دیگر، لازم است که

-، از طریاق همساانه  DNAروش دیگر تکثیار  تا قطعه موردنظر به سهولت و سرعت تکثیر گردد.  آورد

هاای  ، کناد باودن سارعت تکثیار سالول     موجود در اندام موجاودات  DNAمحدود بودن سازی است. 

خارج از سیساتم موجاود زناده     DNA، تکثیر ها در محیي مصنوعیوت و عدم تکثیر این سلولیوکاری

 . (4984محمدپور، م ) کندپذیر میهای مهندسی ژنتیک را توجیهتوسي روش

هاایی مانناد   و سالول  سهولت در محیي مصنوعی قابلیت تکثیر دارناد های باکتریایی بهسلول

E.Coli  تاوان از طریاق یاک    گردند. از ساوی دیگار، در هار نسال مای     می بار تکثیردقیقه یک 21هر

                                                 
1 - Huang 

2 - Laoteng 

3- Li  
4 - Cloning 
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-ساعت می 21دست آورد. بنابراین، در عرض موردنظر را به DNAپلاسمید نوترکیب، صدها نسيه از 

کاه از نظار   موردنظر، با این DNAجداسازی قطعه ها نسيه از ژن بيصو  را تولید کرد. توان میلیون

-، باه دلیل قرارگیری در محل خاصای از پلاسامید  هتریایی است، ولی بکمی بسیار کوچکتر از ژنوم باک

 (. 4984)محمدپور، م  پذیر استسهولت امکان

عنوان میزبان، پلاسامید )یاا نااقلین    ابزار کار مهندسی ژنتیک در آزمایشگاه شامل باکتری به 

. کلیاد  باشاد می به یکدیگر DNAدهنده قطعات و اتصال 2های برشیژن، آنزیم 4دیگر( به عنوان حامل

تواند درون حامل است که می DNA، اتصال آن به مولکول DNAیک قطعه  سازیاصلی برای همسانه

همراه یاک قطعاه   نوترکیب، شامل یک حامل به DNAکه مولکول از اینسلول میزبان تکثیر یابد. پس

DNA گردد،نوترکیب، به سلول میزبان عرضه می DNA همانندسازی حامل نوترکیب  درون شدهاضافه

 .  (Lodish et al., 2008)گرددمی

 های ژنتیكیناقل -1-14-1

خارجی به داخل سلول میزبان، در اکثر موارد نیاز به اساتفاده از یاک    DNAبرای انتقال یک 

هستند که ژن را به سلول میزبان )میکروب، گیااه، جاانور(    DNAهای  ها ملکول ناقل وجود دارد. ناقل

گیارد.   دهند. انتياب ناقل مورد نظر بر اساس نوع سلول میزبان و هدف آزمایش صورت مای  انتقال می

9هاا، باکتریوفااژ   های باکتریایی شاامل پلاسامید   ناقلین مورد استفاده برای سلول
λ  ،M13   و فاژمیادها

کروموزومی سلول  DNAباشند، که از می ایحلقوی دورشته DNAهای ولباشند. پلاسمیدها مولک می

پلاسامیدی نیاز قبال از هار تقسایم       DNAکروموزومی سلول میزبان،  DNAهمانند باشند. مجزا می

هاای دختار   پلاسمیدی بین سالول  DNAهای کند. طی تقسیم سلول، نسيهسلولی، همانندسازی می

روناد، درون  کار مای هنوترکیب ب DNAطور معمول در تکنولوژی بهشوند. پلاسمیدهایی که تقسیم می

                                                 
1  - Vector 

2 - Restriction Enzyme 

3 - Landa 
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E.Coli بهترین شیوه  اند که بهشده ای ازنظر ژنتیکی تغییر دادهگونهیابند. این پلاسمیدها بهتکثیر می

  .(Lodish et al., 2008) استفاده گردند DNAسازی عنوان حامل در همسانهبه

هاای  سابب ایجااد حامال    E.Coliهاای غیرضاروری از پلاسامیدهای طبیعای     حذف بياش  

باشند: یک نقطه آغااز  می DNAسازی گردد، که حاوی سه بيش ضروری برای همسانهپلاسمیدی می

(ORI)همانندسازی 
دهد و معمولا یاک  که اجازه انتياب باکتری حاوی پلاسمید را می 2، یک نشانگر4

-توان وارد کرد. آنازیم را می DNAای که در آن قطعات خارجی منطقه باشد وژن مقاومت دارویی می

کنناد. بناابراین   های سلول میزبان، همانندسازی پلاسمید را از نقطاه آغااز همانندساازی، شاروع مای     

یاباد، و  همانندسازی بدون درنظر گرفتن توالی نوکلئوتیدی در تمام مسیر حلقوی پلاسمید اداماه مای  

 DNAهاای  باشد، همراه سایر بيش رد شدهدرون چنین پلاسمیدی واکه به DNAدرنتیجه هر توالی 

 .(Lodish et al., 2008)شد  پلاسمیدی همانندسازی خواهد

هاای  انکوباه گردیدناد، سالول    E.Coliهاای  همراه سلولهای پلاسمیدی بهکه حاملاز آنپس

کاه  عنوان مثال، زمانیها انتياب گردند. بهراحتی از میان تعداد زیاد سلولتوانند بهحاوی پلاسمید، می

ها در توان با رشد آنشده را میهای ترانسفورمبیوتیک باشد، سلولآنتی پلاسمید حامل ژن مقاومت به

 .(Lodish et al., 2008)سازی کرد بیوتیک خال کشت حاوی آن آنتیمحیي

 های برشیآنزیم -1-14-2

هایی است که مولکولی به دلیل کشف آنزیم شناسیدر زیستهای شگرف بسیاری از پیشرفت

DNA کاریوتی مای پروهای ها پروتئیندهند. این آنزیمصورت قطعات ویژه برش میای را بهدو رشته-

هاای  آنازیم کنناد.  های باکتریایی عمل میت در برابر آلودگی ویروسمعنوان مقاوباشند که احتمالا به

را در  DNAو هار دو رشاته    ای را شناسایی کردهبازی ویژهجفت 1-8های طور معمول توالیهببرشی 

                                                 
1 - Origin of replication 

2 - Marker 
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کاه تاوالی منطقاه    معنای اینهستند، به 4های پالیندرومیبرند. این مناطق معمولا توالیاین منطقه می

ایان  شاود، یکساان خواهاد باود.      خوانده 9´به  5´درصورتی که از جهت  DNAبرشی روی هر رشته 

باکتری برای هر آنزیم بارش  گردند. اند، نامگذاری میآن استيراج شده ای که ازها بر اساس گونهآنزیم

باکتری در محل یا نزدیکی قطعاه   DNAکند که با تغییر کننده نیز تولید میدهنده، یک آنزیم اصلاح

. این آنزیم یک گاروه متیال را باه یاک یاا دو بااز در       کندخود جلوگیری می DNAموردنظر، از هضم 

در این ناحیاه نااتوان خواهاد باود.      DNA و در نتیجه آندونوکلئاز از بریدن کندمیمنطقۀ برش اضافه 

باشد، توساي آنازیم برشای    خارجی وارد شده به باکتری که فاقد این متیلاسیون می DNAکه درحالی

های برشی مناساب،  ، برش توسي آنزیمسیکل توالی هدف 21در حدود پس از تکثیر  گردد.تجزیه می

های گردد که با آنزیمکند که سبب اتصال قطعه به حامل پلاسمیدی میای میهای چسبندهتولید انتها

و   9چه با انتهاهای چسبنده DNAبریده شده است. قطعات  2برشی مشابهی در جایگاه برشی چندگانه

 ,.Lodish et al)حامال قارار گیرناد.     DNAدرون یاک   5لیگازهاا DNA توانند با کمک می 1،یا صاف

2008). 

   cDNAسازی جهت همسانه mRNAسازی خالص -1-14-3

هاای اینترونای زائاد باوده، و بناابراین      تر معمولا حاوی تاوالی های پیشرفتههای یوکاریوتژن

 PCRهای پلاسمیدی گردند. با تغییر روش نيورده وارد حامل طور دستباشند که بهتر از آن میبزر 

6را از روی  DNAتوان یک توالی ویژه می
mRNA     هاای سالولی بدسات آورد. ایان روشRT- PCR

3 

-هیبرید مای  mRNAدر  A ´9که با انتهای پلی  oligo- dT آغازگرشود. در این روش یک نامیده می

cDNAبرای سنتز اولین رشته  آغازگرعنوان هگردد، ب
گاردد.  توسي رونویسی معکاوس اساتفاده مای    8

                                                 
1 - Palindromic sequence 

2 - Multiple cloning site 

3 - Sticky end 

4 - Blunt end 

5 - DNA ligase 

6 - Messenger RNA 

7 - reverse transcriptase- PCR 

8 - Complementary DNA 
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 آغاازگر با اساتفاده از دو   PCRها توسي cDNAویژه را از ميلوط پیچیده  cDNAتوان یک سپس می

 . (Lodish et al., 2008)مربوطه جداسازی کرد  mRNA 9´و  5´طراحی شده براساس انتهاهای 

-15-1 پروموتور  

باشد. ناحیه اصلی پروموتور، ناحیه کدکننده و ترمیناتور می 9توالی نوکلئوتیدی هر ژن دارای 

حاوی اطلاعاات   ،کنند. ناحیه کدکنندهسطح بیان ژن عمل می کنندۀتنظیم عنوان ناحیهبه اپروموتوره

خاتمه گردد و ترمیناتورها باعث اتمام نوبه خود باعث تولید پروتئین ویژه میاست که به mRNAسنتز 

 د. نگردرونویسی می

هاا  ایان تاوالی   گاردد.  مای آغاز رونویسی از ژن باعث  که باشدمی DNAای از ناحیه پروموتور

قرار گرفته و اغلب طولی در  senseبر روی رشته  DNAها در رشته بالایی جایگاه رونویسی ژننزدیک 

پروموتورها شامل اطلاعات نظارتی در مورد چگاونگی و زماان بیاان ژن    د. ندار bp 4111-411حدود 

د و باا اساتفاده از تنظایم میازان تولیا      گردیدهمتصل مراز پلی RNAبه  DNAباشند. این ناحیه از می

mRNAکنند ، سطح بیان ژن را تنظیم می(Roa-Rodriguez, C., 2003). 

هاا،  دهند. منبع و نوع سایگنال ها پاس. میشونده به پروموتورها به سیگنالفاکتورهای متصل

های نوع پروموتور عمده بسته به سطح بیان ژن و ویژگی 9کنند. انواع پروموتورهای فعال را تعیین می

ها، بدون اثار عوامال محیطای و    ها را در تمام بافتپروموتورهای ساختاری که بیان ژن آن وجود دارد:

هاای  د. چناین پروموتورهاایی در تماام طاول حیاات سالول      کننا مرحله رشدی ارگانیسم، تسهیل می

بافت خا  و یا پروموتورهای ویژۀ بافت یا پروموتورهای مرحله رشدی که در  باشند.ارگانیسم فعال می

گردند. در گیاهان، چنین پروموتورهایی ممکان اسات بیاان    ده زمانی خاصی از بافت بیان میدر محدو

. بنابراین، اگر بیان یاک ژن خاا  در بافات    ها را در بافت ریشه، میوه یا دانه تحت تاثیر قرار دهندژن

القاائی کاه   پروموتورهای  شوند.ویژه موردنظر باشد، پروموتورهای ویژه بافت در سازه ژنی گنجانده می
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شایمیایی و یاا    گردند. این فاکتورها ممکن است گرما، شاوری، ماواد  توسي عوامل خارجی کنترل می

-دلیل دستکاری راحتدهند، به. پروموتورهایی که به عوامل غیرزنده واکنش نشان میها باشندپاتوژن

-ات شیمیایی مانند آنتیگردند. چنین پروموتورهایی به ترکیبتر، غالبا در مهندسی ژنتیک استفاده می

 (Roa-Rodriguez, C., 2003) دهندها، تغییر درجه حرارت و یا نور پاس. میبیوتیک

-16-1 الزام الحاق پروموتورها در بیان گیاهی  

هایی است که قابلیات کنتارل   مهندسی ژنتیک گیاهی، طراحی سازههای عمده یکی از چالش

از عوامال  انتياب پروموتور با قابلیت کنترل بیان مکاانی یاا زماانی،    دقیق فعالیت ژن را داشته باشند. 

هاای اخیار، طیاف    های کاربردی بیوتکنولوژی گیااهی اسات. در ساال   کلیدی مورد استفاده در برنامه

کنتارل  ، ویروسای و باکتریاایی شناساایی و در    ای از پروموتورهای ميتلف، با منشااء گیااهی  گسترده

 .  (Venter, M., 2007)اندهای گیاهی استفاده گردیدهولهای بیان ژن در سلسیستم

 پروموتورهای اختصاصی نسبت به بافت  -1-16-1

پروموتورهای ویژه دانه، اغلب در زمینه مهندسی ویژۀ دانه جهت افزایش بیان، و محدود کردن 

گیاهاان   از جملاه پروموتورهاای پرکااربرد در   . دنا گیرها در دانه مورد استفاده قرار میاصلاح متابولیت

-ای بذر ناپینِ جداسازی شده از کلازا مای  ای، پروموتور بذر اختصاصی مربوط به پروتئین ذخیرهدولپه

گردد یافته بیان میای در بذرهای توسعه. ژن ناپین بطور گسترده(Scofield & Crouch, 1987)باشد 

گیاهاان تراریيات افازایش     ی دیگر را در جناین های بیگانهتواند بیان ژنو همچنین پروموتور آن می

 یغشاائ  ینادها یباوده و در فرآ  یاز غشاء سلول یچرب بيشیدهااسی کهدهد. همچنین، باتوجه به این

داناه   اختصاصای پروموتاور   کیکه  ن،یمانند پروموتور ناپ ییاستفاده از پروموتورها باشند،یم رگذاریتاث

 اهیا از گ یخاصا  هاای بياش  به هاآن بیان هگردد کیچرب باعث م یدهایاس دیتول ریباشد، در مسیم

 باذر از  زیگردد، استحصال روغن ن یغشائ یندهایبر فرآ ریثامانع از ت کهنیو علاوه بر ا دهیمحدود گرد

  .(Petrie et al., 2011) ردپذیصورت  یشتربی سهولت با
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-17-1 توالی کوزاک  

های ساختاری مولکول هایهای شناخته شدۀ تنظیمی و از ویژگیتوالی کوزا  از جمله توالی

mRNA عنوان جایگاه آغاز ترجمه شناخته توسي ریبوزوم بهکه های پرسلولی است، در اکثر یوکاریوت

این  .تری برای ترجمه استشود و هرچه مشابهت آن با توالی مورد توافق بیشتر باشد، سیگنال قویمی

اسات،  ا بیان بالا در گیاهان بدست آماده  های بهای قبل از کدون آغاز در ژنتوالی که از بررسی توالی

تعیاین   ACCAUGGصاورت  گردد. ماریلین کوز  این توالی را بهجهت افزایش بیان ژن استفاده می

عناوان کادون   مهمترین نوکلئوتیدهای ایان تاوالی اسات کاه باه      AUG .(Lodish et al., 2008)کرد 

عناوان  باه  AUGاز  Aترمینال پروتئین قرار دارد. نوکلئوتید  Nکدکننده اسیدآمینه متیونین در پایانه 

رای افازایش  با ( Gیا (A  -9و  (G)+ 1موقعیت نوکلئوتیدهای گردد. نامگذاری می 4وتید شماره ئنوکل

یک باعث حضور یکی از این نوکلئوتیدها باعث افزایش بیان و عدم حضور هیچآیی ضروری هستند. کار

، اما در کارآمادی تاوالی ماوثر    شده نیستندحفاظت -2و  -4در موقعیت  CCگردد. کاهش کارآیی می

ای در تاوالی مجااور کادون شاروع بار      های نقطهدهد که جهشهای متعدد نشان میگزارشباشند.می

باشد. مکانیزم عمل این تاوالی  کارایی ترجمه موثر است که این موضوع بیانگر اهمیت توالی کوزا  می

عنوان کدون شروع ترجمه اسات.  ی ترجمه، نتیجه بالا بردن صحت کدون انتيابی بهدر بالا بردن کارآی

 باشاد هاای نوترکیاب را دارا مای   با توجه به این مطالب، توالی کوزا  قابلیات افازایش بیاان پاروتئین    

(Kozak M., 1986) .  

-18-1 های انتقال ژن در گیاهانسیستم 

پذیر شده اسات. بارای اجتنااب از    گیاهان امکانبا پیشرفت فنون بیوتکنولوژی، انتقال ژن در 

هاای  شاوند، روش هاای طاولانی انجاام مای    نباتات که معمولا با صرف ساال های کلاسیک اصلاحپروژه
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از موسوم هستند.  4دست آمده از طریق انتقال ژن به گیاهان تراریيتههگیاهان ب. اندجدیدی ابداع شده

گیاهان، علاوه بر سرعت عمل در ایجاد گیاهان تراریيته ایان   تقال ژن بهنهای عمده تکنولوژی امزیت

-های بهدست آمده از منابع ميتلف محدودیتی وجود ندارد. حتی ژنهای بهاست که در استفاده از ژن

توان به گیاهان منتقال نماود. در متادهای اولیاه     در صورت مفید بودن میها را دست آمده از باکتری

شد، های گیاهی برای انتقال ژن به گیاهان میاکید زیادی در استفاده از ویروسانتقال ژن به گیاهان ت

های محدود و ظرفیت محدود حمال  که به دلیل معایب ميتلف از جمله اختصاصی بودن برای میزبان

DNA   .هااای انتقااال ژن در گیاهااان شااامل اسااتفاده از باااکتری  تاارین روشمترقاایموفااق نبودنااد

ترین روش تولید گیاهان تراریيتاه از  در این بین آگروباکتریوم رایجباشد. ژنی میآگروباکتریوم و تفن 

 (. 4984)محمدپور، م  باشدنظر ژنتیکی می

اطلاعات ژنتیکی مربوط به انتقال ژن که رشد، تکثیر و آلودگی موضعی آگروباکتریوم را ممکن 

Ti- plasmidزا لموسوم به پلاسمید گا 200kb~سازد، توسي یک پلاسمید بزر  می
شود. تامین می 2

های متعددی است که هر کدام زای این باکتری وجود دارد، حاوی ژناین پلاسمید که در گونه بیماری

ای موسوم به ، ناحیهTiبيش مهم پلاسمید کنند. ای را در بیولوژی و آلودگی باکتری ایفا مینقش ویژه

DNA  منتقل شوندهT-DNA
هاای  این قطعاه در سالول  باشد که قابلیت برانگیيتن گال را دارد. می 9

لاذا  شود. های دختری منتقل میصورت بيشی از کروموزوم به سلولصورت پایدار حفظ و بهگیاهی به

باه پلاسامید    T-DNAبا حذف قسمت اند که را به وجود آوردههایی از آگروباکتریوم دانشمندان سویه

بارای طراحای پلاسامیدهای کوچاک دیگاری       T-DNAدرعوض ناحیاه  شند. باموسوم می 1غیرمسلح

ماوردنظر باه    DNAقطعاه  . باشندکه با پلاسمید غیرمسلح دارای نواحی مکمل می استفاده شده است

گردد. به محض قرارگیری وکتور دومیزبانه در آگروباکترویوم و وکتور دومیزبانه منتقل می MCSناحیه 

های موجاود در پلاسامید   های ژن، با استفاده از فرآوردههای انتقال یافتهلولتلقیح میزبان گیاهی با س
                                                 
1 - Transgenic Plant 

2 - Tumor Inducing Plasmid 

3 - Transfer DNA 
4- Disarmed Plasmid  
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-های گیاهی منتقال مای  قرار گرفته در میان نواحی مرزی وکتور دومیزبانه به سلول DNAغیرمسلح، 

  (. 4984)محمدپور، م  شود

 ریختهتولید گیاهان ترا -1-18-1

هاای  هاا باه سالول   ژنتیکی و انتقاال آن های ، ایجاد سازهریيتهگام اصلی در تولید گیاهان ترا

حاوی سازه ژنتیکی که شامل قطعه  T-DNAباشد. برای ایجاد این گیاهان، لازم است آگروباکتریوم می

DNA  های گیاهی منتقل نمود. سلولباشد، به سلولمی 4مارکر گزینشموردنظر، پروموتور مناسب و-

(nptII)که از ژن  2کانامایسینبیوتیک های انتقال نیافته گیاهی در مقابل آنتی
شود حساس تولید می 9

نظر باه   بوده و در حضور آن قادر به رشد نیستند. این ژن به عنوان مارکر گزینشگر به همراه ژن مورد

معلق در محیي کشات   اکتریوم تکثیرشدۀهای نوترکیب آگروبسلولگردد. وارد می اریيتهن ترابه گیاه

عمل تلقایح و آلاودگی بااکتری توساي     شوند. کار برده میجوان گیاهی بههای برای تلقیح اندام مایع،

بارای گازینش   گیرد. های انتهائی انجام میگرههای جوان یا میانهای ظریف در سطح بر ایجاد زخم

هاا، یاک تاا دو روز بعاد از     های گیاهی انتقال یافته و ایجاد گیاهان تراریيته از طریق این سلولسلول

ت کوچک دیسک مانند از محل و مجاورت جایگاه تلقیح تهیه و در محایي کشات جاماد    تلقیح، قطعا

-های انتقال نیافته که قادر نیستند در حضاور ایان آنتای   دیسکشوند. حاوی کانامایسین نگهداری می

های انتقال یافتاه  های حاوی سلولشوند. دیسکبیوتیک زنده بمانند، نهایتا نکروزه شده و پلاسیده می

صورت طبیعی در حضور کانامایسین پایدار بوده و به nptIIجدید و تجلی ژن  mRNAاسطه تولید به و

در  6و تکثیار  5زایای ، سااقه 1ییزاهای ميتلف ریشهها به محیي کشتمانند. انتقال این دیسکباقی می

 (.4984)محمدپور، م  شودهای کوچکی موسوم به گیاهان تراریيته مینهایت باعث ایجاد گیاهچه

                                                 
1 - Selection Marker 

2 - Kanamicin 

3 - Neophosphotransferase II 

4 - Rooting Media 

5 - Shooting Media 

6 - Multiplication Media 
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-19-1  3چرب بلندزنجیر امگااسیدهایحاوی  ریختهعمومی محصولات تراپذیرش  

جهت  هادر داخل سلول و نظارتی ژنتیکی سازی فرآیندهایبهینه عمل مهندسی متابولیک

های اخیر در زمینه بیولوژی مولکولی و علوم محاسباتی پیشرفت .خا  است یک ماده افزایش تولید

به استفاده از مهندسی متابولیک در جهت اهداف پزشکی و صنعتی شده  مندیمنجر به افزایش علاقه

های بیوشیمیایی بهبود تولیدات سلولی به منظور تغییر واکنش ،در حقیقت مهندسی متابولیک است.

باشد نوترکیب می DNAویژه یا تولید سلولی یک ماده خا  با استفاده از تکنولوژی 

(Stephanopoulos, 1999)های روغنی جهت تولید مقادیر با بهره کافی از تابولیک دانه. مهندسی م

 چرب غیراشباع بلندزنجیر در این راستاست.اسیدهای

-طور گستردهچرب بلندزنجیر ذخیره ماهی است و متاسفانه این منبع بهاصلی اسیدهایمنبع 

کاه مااهی تنهاا از    دلیل ایان به دیگر از سوی. (Myers RA, Worm B 2003)ای درحال کاهش است 

تواناد  نمای  پارورش مااهی  صانعت   باشاد، چارب مای  قادر به انباشت این اسیدهایطریق رژیم غذایی 

-این نگرانی و تردید وجود دارد که استفاده از روغان مااهی باه   از سوی دیگر  جایگزین مناسبی باشد.

ن مانناد جیاوه کاه    ها و فلزات سانگی های محیطی مانند دیوکسینعنوان مکمل غذایی بدلیل آلودگی

محصاولات   اند، خطرساز باشاد. ها تجمع یافتههای آنو در کبد و سایر اندام ها جذب شدهتوسي ماهی

چارب  منابع عالی جهت تولید اسایدهای  دننتوادانه روغنی با ظرفیت تولیدی و ارزش نسبی پایین، می

-مصرف کنندگان جهانی این روغنتعیین نیاز بلندزنجیر باشند. برای مثال محاسبات انجام شده جهت 

کنناد. از  مای چرب را جهت تامین سالامتی توصایه   گرم از این اسیدهایمیلی 511ها، استفاده روزانه 

کاه  میلیارد نفر بالغ خواهد شد، و با فارض ایان   8به  2125جمعیت جهانی در سال  ،طرفی طبق آمار

کمتار از   ،تولید جهانیشود که زده می د، تيمینروغن باش g 411در  9امگا  g 5/9-2/1ماهی شامل 

% کل 2میلیون هکتار از محصولات دانه روغنی )حدود  5/2که تقریبا میزان تقاضا باشد. با توجه به این

تواناد جاایگزین   ها، مای آن در روغن EPAو  DHA% از 41-45شامل مساحت کشت این محصولات( 
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بنابراین مهندسی متابولیک ایان اسایدهای چارب در     مورد استفاده جهانی گردد، روغن ماهی متداول

هایی . چنین روغندهای با پایه دریایی باشراه حل مناسبی جهت افزایش سطح روغن تواندگیاهان می

 چارب بلنادزنجیر  مارغ غنای از اسایدهای   و تيم عنوان غذای حیوانات جهت تولید گوشتتوانند بهمی

عناوان مکمال مانناد    یی در نان، گوشت، شیر و یاا مساتقیما باه   عنوان مکمل غذااستفاده گردند. یا به

 کاربرد داشته باشند.کپسول روغن ماهی 

 موانع تکنیکی و علمی تولید، تنها بيشی از مشاکلات در زمیناه مهندسای متابولیاک تولیاد     

نیازمند قبول این تکنولوژی توسي ، 9امگا  پایه باشد. تولید محصولاتی برمی چرب بلندزنجیراسیدهای

دلیل نقشی که در کااهش فشاار بارروی میازان     . اصلاح ژنتیکی این محصولات بهاستجوامع جهانی 

هاا دارد، ارزش بسایار باالایی خواهاد داشات. بعالاوه چناین        های دریایی و خصوصاا مااهی  ارگانیسم

-اسایدهای  در ماورد اهمیات  کنندگان و همچنین آگاهی مجامع عمومی را محصولاتی سلامت مصرف

-دهد. این فاکتورها نقش مهمی در افزایش پذیرش عمومی مصرفافزایش می 9امگا  چرب بلند زنجیر

 کند. کنندگان بازی می

دلیال مشااهده خطارات آن    باه  طح بالای ميالفت با تکنولوژی تراریيتهدر برخی کشورها س 

کننادگان بیشاتر نگاران    % مصارف 33شاد کاه   است. برای مثال در یک مطالعه در آمریکا نشاان داده  

وجاود، باازبینی گارایش    ایان  باشند. باهای غذایی ایجادشده توسي بیوتکنولوژی میبهداشت و بیماری

هاای روغنای   و همچنین تولید آن در دانه 9امگا  چرب بلندزنجیراسیدهای کنندگان درخصو مصرف

مردم که اقلیت درحالی جام پذیرفت، نشان دادان 2144ل و همکاران در سا4کاکس، که توسي ریيتهترا

کنندگان در نظرسنجی نظار مثبتای در   باشند، اکثریت شرکتمی ریيتهنگران استفاده از تکنولوژی ترا

-کاه مصارف  توجاه ایان  دارند. جالبچرب بلندزنجیر حاوی اسیدهایهای روغنی مورد استفاده از دانه

دارناد تاا    9امگاا   چرب بلند زنجیار اسیدهای وغنی حاویهای رکنندگان بیشتر گرایش به مصرف دانه

                                                 
1 - Cox 
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  .(Cox et al., 2011)های روغن ماهی و جلبک شده در نان، شیر یا مکملمنابع روغنی ترکیب
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 چرب بلندزنجیراسیدهایمهندسی متابولیک  -2

با توصیف دو مسیر  2111بار در سال زی اولیندر گیاهان خشکی LC-PUFA 9بیوسنتز امگا 

% 6/6و  اساید اکزاپنتانوئیاک % 9تولیاد   2111و همکاران در ساال  4معرفی گردید. کیو 8و دلتا  6دلتا 

 8، دلتاا  Isochrysis galbana جلباک  الانگاز 3مرکب از دلتا  8را توسي مسیر دلتا  اسیدآراشیدونیک

2با پروموتور Mortierella alpinaقارچ دسچوراز  5و دلتا  Euglena gracilis قارچدسچوراز 
(CaMV) 

35S  گیاه را در بافت بر Arabidopsis thaliana چرب بلند اسیدهای اثبات کردند. این تحقیق تولید

 . (Qi et al., 2004) در بافت بر ، اثبات کردزی را زنجیر در گیاهان خشکی

چرب بلنادزنجیر  اسیدهایتولید  2111و همکاران در سال  9فاصله کوتاهی پس از آن آبادیبه

و  SDA% 1/44ردناد. در ایان مسایر    را گازارش ک  6های توتون و بذر کتان، توسي مسیر دلتا در دانه

8/46 %GLA طاور ماوثر صاورت    هچرب با اسیدهای  6سازی دلتا در بذر کتان تولید گردید. اما طویل

تولید گردید. این تحقیقاات دلایال محکمای بودناد مبنای       ARA % 1/4و  EPA  %8/1نگرفت و تنها 

 Abbadi et) پاذیر اسات  زی امکانکیدر گیاهان خش 9امگا  چرب بلند زنجیراسیدهای که تولیدبراین

al., 2004) . 

-هام  ، مسیرهای موازی در6و امگا  9این دو پژوهش همچنین نشان دادند که مسیرهای امگا 

عناوان  کناد. باه  طور عمومی عمل میههر دو شاخه ب در تواندمنفرد میای هستند، که یک ژن پیچیده

تواناد  بوده و می چرب بلندزنجیراسیدهای 6و امگا  9دو امگا  دسچوراز اولین گام تولید هر 6مثال دلتا 

 6ساازی دلتاا   غیراشاباع انجاام دهاد.   اساید  آلفالینولنیاک و  اساید لینولئیاک سازی را برروی غیراشباع

 اساید آلفالینولنیاک گردد، اما کارآمدی باا تولیاد   می گامالینولنیک اسیدمنجر به تولید  اسیدلینولئیک

-را تولیاد مای  اسید آلفالینولنیککه  ،45سوبسترات فعالیت دلتا  اسیدلینولئیکاکه یابد. چرکاهش می

                                                 
1 - Qi 

2 - Cauliflower Mosaic Virus 

3- Abbadi  
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است.  دسچوراز 45وری دلتا ، افزایش بهرهاسیدآلفالینولنیکحل افزایش تولید باشد. یک راهکند نیز می

باقیماناده  اساید  لینولئیاک  برایدسچوراز،  6و دلتا  45دلیل رقابتی که بین دلتا کار بهاما موفقیت این

و تبادیل   دساچورازی  9امگاا   فعالیات تواناد باا افازایش    گردد. این مشکل مای وجود دارد، محدود می

 باه  را اسیدلینولئیکنه تنها  . این آنزیمحل گردددسچوراز  45، توسي دلتا 9به امگا  6امگا  محصولات

و اساید  گامالینولنیاک ید، دیاسا آراشایدونیک چارب  کند، بلکه اسایدهای میتبدیل اسید آلفالینولنیک

 .(Petrie et al., 2011) ندشاکها میآن 9امگا  هایسمت معادلبه را  6 مسیر دلتااسید گامالینولنیک

ها تبادیل  آن 9امگا  معادلرا به  6 امگا محصولاتتوانستند  2111و همکاران در سال 4نیکی

 قاارچ  دساچوراز  43و دلتاا   M. alpinaدساچوراز قاارچ    5الانگاز و دلتا  6دسچوراز، دلتا  6دلتا کنند. 

Saprolegnia diclina  ساویا بیاان گردیدندکاه باعاث    تحت کنترل پروموتور اختصاصی دانه، در گیاه 

 9فعالیات امگاا    گردید. این امر تائیادی بار   ARAبا انباشت مقادیر بسیار کم  EPA% 21تولید حدود 

-اسید میاسید به اکزاپنتانوئیکباشد که باعث تبدیل آلفالینولنیکمی  -دسچوراز 43دلتا  –دسچوراز 

 قاارچ  دساچوراز  6دلتاا  ژن ، با بیاان  2115ال و همکاران نیز در س 2وو .(Kinney et al., 2004) گردد

Pythium irregulare قارچ دسچوراز 5، دلتا Thraustochytrium. sp  ميمار   43هماراه دلتاا   باهP. 

patens ، ،در  اساید اکزاپنتانوئیاک % 45به تولید بیشتر از که هر سه تحت کنترل پروموتور ناپین بودند

  .(Wu et al., 2005) دست یافتند کلزاهای دانه

باا  در گیااه ساویا   اساید را  تولیاد اساتئاریودونیک  توانستند  2116و همکاران در سال  9اِکرت

 45گاوزباان، تحات کنتارل پروموتاور ویاژه داناه و دلتاا        دسچوراز گل 6بیان همزمان دلتا استفاده از 

 6با استفاده از ژن دلتا . (Eckert et al., 2006) % برسانند91به بیشتر از دسچوراز گیاه آرابیدوپسیس 

 میاازانبگردان هااای آفتااادر دانااهتحاات پروموتااور ناااپین   Saprolegnia diclinaدسااچوراز قااارچ 

                                                 
1 - Kinney 

2- WU  
3-  Eckert  
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و 4چانج  .(Knauf et al., 2006) رساید % 39باه بیشاتر از   اساید  اسید و اساتئاریودونیک گامالینولنیک

 دساچوراز  5دلتاا   ،P. irregular ميمار  دسچوراز 6دلتا  ژن سازیبا همسانه 2141در سال همکاران 

که هار ساه تحات     Thalassiosira pseudonana قارچ الانگاز 5و دلتا  Thraustochytrium. spقارچ 

-کیاستئاریودون %1/5 اسید وگامالینولنیک%  3/26 تولید بهکلزا در گیاه  ،کنترل پروموتور ناپین بودند

 .(Cheng et al., 2010) دست یافتندچرب اسید از کل اسیدهای

دسچوراز با اولویت  6، استفاده از یک آنزیم دلتا 6امگا  چربروش دیگر کاهش تولید اسیدهای

-مای  9چرب امگا باشد که منجر به تولید بیشتر اسیدهایاسید میاستفاده از سوبسترات آلفالینولنیک

در گیااه   Saprolegnia diclinaدسچوراز استيراج شده از قاارچ   6بیان ژن دلتا عنوان مثال، گردد. به

Carthamus tinctorius 31باشاد باعاث تولیاد    می 6اسیدِ امگا ای با مقدار بالای لینولئیکگونه که %

 6ژن دلتاا  اساتفاده از   باا  باه هماین صاورت    .(Nykiforuk et al., 2012) اسید گردیاد گامالینولنیک

اسید به عنوان سوبسترات استفاده طور اختصاصی از آلفالینولنیککه به  Primula vialiiدسچوراز گیاه 

اساید بادون تولیاد هایچ     % اساتئاریودونیک 49بیشاتر از   ،در گیااه آرابیدوپسایس   و بیاان آن  کندمی

اسید، قابل مقایسه با میزان تولید ایان  . این میزان تولید استئاریودونیکشداسیدی تولید گامالینولنیک

 . (Ruiz‐López, N, et al., 2009)گاوزبان است اسیدچرب در گیاه گل

آوردهای قابل توجهی دستهای روغنی اسید در دانهاسید و استئاریودونیکلنیکتولید گامالینو

 اساید هنوز نیاز به تولید مقادیر بیشتر استئاریودونیک اسید،جهت تولید اکزاپنتانوئیک داشته است، اما

اسید اکزاپنتانوئیکاسید در بدن قابلیت تبدیل به بعلاوه استئاریودونیک .(Miles et al. 2004) باشدمی

 . را ندارد

میزباان و پروموتاور و    اثبات کردند که انتياب درسات گوناه   2141چنج و همکاران در سال 

چرب غیراشباع بلندزنجیر، تاثیر بسایار  دهنده مسیر بیوسنتزی اسیدهایهای افزایشالحاق همزمان ژن

                                                 
1 - Cheng 
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 .(Cheng et al., 2010) در گیاهان دارد اسیداکزاپنتانوئیکزیادی بر میزان تولید 

-1-2 چرب بلندزنجیراثر پروموتور برروی میزان سنتز اسیدهای  

پروموتورهای ویژۀ دانه، اغلب در زمینه مهندسی دانه برای افازایش بیاان و همچناین اصالاح     

گیرند. این نکته خصوصا در مهندسای غیرمعماول مسایرهای روغنای     ها مورد استفاه قرار میمتابولیت

تواند به ساختمان و عمال غشااء آسایب    می چرب در بافت سبزاین اسیدهای حضور مهم است، چراکه

تواناد بار روی   چرب در بافت سبز میتولید بیش از اندازه این اسیدهای. (Petrie et al., 2011)برساند 

 Millar, et) رشد غیرطبیعی و حتی مر  این گیاهان گردداثر گذاشته و باعث  ریيتهرشد گیاهان ترا

al., 1998) .سازی کارده و  گاوزبان را خال دسچوراز گل 6، ژن دلتا 4333و همکاران در سال 4توماس

تحات   cDNAدر گیاهاان بیاان کردناد. بیاان      S95تحت کنترل دو پروموتور ویاژه داناه و پروموتاور    

 اساید دونیکاساتئاریو و  اساید گامالینولنیاک در کتان منجر به ذخیره مقدار مشابهی از  S95پروموتور 

اماا ساطح   توتون گردیاد.   بافت سبز گیاه با مقادیر مشاهده شده در چرب(% کل اسیدهای21)بیش از 

در داناه باا اساتفاده از    چارب غیرمعماول   به دلیل عدم ذخیاره اسایدهای   ،چرب در دانهاین اسیدهای

آنادوژن   اسیدینولنیکآلفالگیاه کتان مقدار زیادی چرب بود. % کل اسیدهای2کمتر از  ،S95پروموتور 

کیو و همکاران در سال  ملاحظه گردید.اسید استئاریودونیکدارد و بنابراین پتانسیل خوبی برای تولید 

تقریباا   نااپین گاوزبان تحت کنتارل پروموتاور   گیاهان کتان حامل دسچوراز گل نشان دادند که 2112

کال  در داناه ذخیاره کردناد. اماا     اساید  گامالینولنیاک بیشتری نسابت باه   اسید استئاریودونیک% 41

چرب را شامل گردید که این کااهش  % از اسیدهای4-2تنها اسید استئاریودونیکو اسید گامالینولنیک

کارآیی احتمالا مربوط به پروموتور نااپین کلازا در کتاان باوده اسات. اساتفاده از پروموتاور نااپین در         

Brassica juncea  بیشتر در دانهاسید استئاریودونیک% 9و اسید ولنیکگامالین% 41منجر به انباشت-

 Euglena جلباک  دسچوراز 8، دلتا Isochrysis galbana جلبک الانگاز 3دلتا گردید.  ریيتههای ترا

                                                 
1 - Thomas 
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gracilis  قاارچ  دسچوراز 5و دلتا M. alpina     تحات کنتارل پروموتاورS95    در آرابیدوپسایس بیاان

چارب  از کل اسیدهایاسید % اکزاپنتانوئیک1/9اسید و یدونیک% آراش6/6گردیدند، که منجر به ذخیره 

 .  (Qi et al.,2004)در بافت بر  گردید

، اثار  2115و همکااران در ساال    9و همکاران و وو2، وان 2111و همکاران در سال 4واهلروس

پروموتورهاای  را تائیاد کردناد.    کلازا های ميتلف بسیار بالای پروموتور، بر روی بیان ویژه در بذر گونه

کااربرد   اندانه گیاها  دیگر سازه در بیان اختصاصیِهای هماهنگی بین ژن جهت، در سازه دیگر موجود

 . (Wahlroos et al., 2004; Wang et al., 2005; Wu et al., 2005) دارند

 5الانگااز و دلتاا    6دساچوراز، دلتاا    6های کدکننده دلتا ژن 2113و همکاران در سال  1چن

 45دلتاا   هماراه  باه  ،β-conglycinin ساویا  تحت کنترل پروموتور ویژه دانه M. alpinaدسچوراز قارچ 

اسید، چرب گامالینولنیکاسیدهایکه منجر به تولید  ،های سویا بیان کردنددر دانهرا دسچوراز آندوژن 

اما به دلیال  که در میزبان گیاهی وجود نداشت. گردید، اسید اسید و آراشیدونیکهموگامالینولنیکدی

 ,.Chen et al) % کااهش یافات  3/4% به 9/3اسید از میزان گامالینولنیک ،دسچوراز 45وجود ژن دلتا 

2007) . 

-2-2 چرب تولیدیاثر میزبان برروی درصد اسیدهای 

 ميتلف گیاهی مورد مطالعه قارار گرفتاه اسات.   های الانگاز در گونه –دسچوراز  6مسیر دلتا 

منجر به تولید   (Brassica napus) کلزا در M. alpinaقارچ از  شده استيراجدسچوراز  6بیان ژن دلتا 

نرسید، مانند زمانی که سوبساترای   B. junceaاما به سطح گردید، اسید گامالینولنیکتوجه مقدار قابل

تولید  LA% 11شده تقریبا غیرترانسفورم Brassica junceaکه درحالی. آندوژن کمی در دسترس باشد

 (.Liu et al., 2001bبود ) اسیدلینولئیک% 3/43شده دارای ترانسفورم  Brassica napus ،کرد

                                                 
1 - Wahlroos 

2 - Wang 

3 - Wu 

4- Chen   



 

19 

 

 

دسچوراز   5و دلتا  6شامل دلتا  اریيتههای کتان تردر دانه 2111آبادی و همکاران در سال  

گزارش کردند. اما در سویا، دلتا  اسیداکزاپنتانوئیک% 1/4و  اسیدآراشیدونیک% 5/4الانگاز تنها  6و دلتا 

 43و دلتاا   گیااه آرابیدوپسایس  45هماراه دلتاا   باه  M. alpina الانگااز  6دسچوراز و دلتاا   5و دلتا  6

منجار باه تولیاد بایش از     تحت کنترل پروموتورهای ویژه دانه ، Saprolegnia diclina قارچ دسچوراز

اساید  عدم تولید آراشیدونیک. گردیددر دانه   %21و  های سوماتیکدر جنیناسید اکزاپنتانوئیک% 49

% 26، چرا که بدون بیاان ایان ژن بیشاتر از    استفاده شده بود دسچورازِ 43لتا به دلیل کارآیی بالای د

اساید،  لینولنیاک  6اسایدهای چارب امگاا     (.Kinney et al. 2004) شاد  حاصال اساید  آراشایدونیک 

 45اسید به ترتیب سوبسترات آنزیم دلتاا  اسید و آراشیدونیکهموگامالینولنیکاسید، دیگامالینولنیک

های ایان  سازه حاوی آنزیم به همراه Fusariumدسچوراز قارچ   45. زمانی که دلتا باشنددسچوراز می

بیشاتر از  % باا تولیاد   53های سویا به بیشتر از دانه 9منجر به افزایش محتوی امگا  گردید،مسیر بیان 

  .(Damude et al. 2006)گردید اسید % اکزاپنتانوئیک46

چرب % از کل اسیدهای41% و 55ترتیب حدود به اسیدآلفالینولنیکو  اسیدلینولئیکدر سویا، 

-دساچوراز باه   6، استفاده از دلتاا  کلزار این محصول نیز مانند گردد. دشده در دانه را شامل میذخیره

هاای حامال   دهد. با جداسازی لایان را می اسیدگامالینولنیکتوجهی از تنهایی اجازه تولید مقادیر قابل

در اسید گامالینولنیکویژه دانه، سطح  ß-conglycinگاوزبان تحت کنترل پروموتور دسچوراز گل 6دلتا 

% باه  6/1از  اساید اساتئاریودونیک که ساطح  % رسید، درحالی3/28% به 1/9ر متوسي از طوبه T1نسل 

بهتار بودناد. ایان     کلازا شاده در   توجهی از نتایج مشااهده طور قابله% افزایش یافت. این مقادیر ب2/1

میزباان و همچناین    گیاهتنها دسچوراز، بلکه سطح سوبسترات آندوژن که نهتاکیدی دوباره است براین

 .(Sato et al., 2004)باشند ر محصول بدست آمده موثر میشده برروی مقدا پروموتورهای استفاده

جهت بیوسنتز  میزبان عنوانبه (Brassica juncea) کلزا از گونه 2115وو و همکاران در سال 

% 45و  اساید یدونیکآراشا % 25استفاده کردند که تولید ساطحی بیشاتر از    چرب بلندزنجیراسیدهای
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و همکاران در سال رابرت . (Wu et al., 2005) مشاهده گردید ریيتههای ترادر دانه اسیداکزاپنتانوئیک

عمال   COA–دسچوراز که بارروی سوبساترات اسایل     5و دلتا  6با استفاده از سازه شامل دلتا  2115

گزارش اریيته را در آرابیدوپسیس تراسید آراشیدونیک% 6/4و اسید اکزاپنتانوئیک% 2/9کند، تولید می

کردند. درکنارهم قرار دادن این نتایج اشاره بر این نکته دارد که هر دو ترکیبات ژنی ماورد اساتفاده و   

 باشند. تاثیرگذار می چرب بلندزنجیراسیدهایانتياب گیاه میزبان جهت تولید 

 Brassica) کلازا گوناه   هاای نهگزارش کردند که گو 2115و همکاران  در سال   همچنین وو

juncea)  % باشاند،  می چرب بلندزنجیراسیدهایاسید میزبان مناسبی جهت تولید اروسیکحاوی صفر

%( 45اساید ) %( و آلفالینولیئاک 11اسید )ها شامل سطوح بالایی از لینولنیکهای آنچراکه روغن دانه

کلازا گوناه   نیز نشاان داد کاه    2141ر سال . تحقیقات چنج و همکاران د(Wu et al., 2005) باشدمی

(Brassica carinata) اساید باالا   های حاوی اروسیک% در مقایسه با لاینصفراسید سطح با یوراسیک

حاوی  Brassica carinata کلزا گونه هایکند. دانهچرب بلندزنجیر بیشتری تولید میدرصد اسیدهای

باشد، که بارای  %( می46) اسیدآلفالینولنیک%( و 5/46) اسیدلینولئیکمقادیر قابل توجهی اسیدچرب 

 % نیاز اروسایک دارناد. باا تولیاد     95باشند. اگرچه تقریبا موردنیاز می چرب بلندزنجیراسیدهایتولید 

در  Saskatoonکشااورزی   -اسید در مرکاز تحقیقااتی  یوراسیک فاقد Brassica carinata کلزای گونه

باا   Brassica junceaو  اسید باالا حاوی اروسیک Brassica carinataم با کانادا، و مقایسه بین این رق

اساید، باا تولیاد    فاقاد اروسایک   Brassica carinataشاد کاه   ، نشاان داده %اسید سطح صفراروسیک

چارب  اسایدهای چرب، پتانسیل خوبی جهات تولیاد   % از کل اسیدهای25بیشتر از  اسیداکزاپنتانوئیک

نه میزبان دارد. این امر ممکن است تحت تاثیر چنادین فااکتور باشاد. در لایان     عنوان گوبه بلندزنجیر

 9و امگا  48:2 6امگا  طویل نگردیده، بنابراین سطح بالایی از  48:4 3%، امگا صفراسید سطح اروسیک

 استفاده گاردد. عالاوه   چرب بلندزنجیراسیدهایعنوان سوبسترات جهت تولید تواند بهتولید و می 48:9

دار تولیاد  عهاده  ی کاه %، آنازیم الانگااز  صافر اساید ساطح   با اروسیک Brassica carinataاین در  رب
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وجود دارند. ایان   سازیطویلهای یا غیرفعال است، اما دیگر آنزیم باشد وجود نداشتهمی اسیداروسیک

الانگااز داخلای ممکان    شوند، و عدم وجاود  نیز استفاده می ریيتهسازی تراها احتمالا برای طویلآنزیم

 .(Cheng et al., 2010) ها را افزایش دهداست کارایی آن

-3-2 چرب برروی میزان بیانهای مسیر سنتز اسیدهایاثر بیان همزمان ژن 

-اکزاپنتانوئیاک % 1/4و اساید  کآراشیدونی% 5/4، تولید تنها 2111آبادی و همکاران در سال 

الانگااز گازارش    6و دلتا  چورازدس 5دلتا ، دسچوراز 6دلتا  هایژن شامل اریيتههای تررا در دانهاسید 

سال در سویا باا بیاان همزماان    نی و همکاران در همانکه کیدرحالی .(Abbadi et al., 2004) کردند

قاارچ   دساچوراز  43و دلتا  45دلتا  و M. alpinaقارچ الانگاز  6دلتا  همراهبه چورازدس 5دلتا و  6دلتا 

Saprolegnia diclina ،     21تولیاد بایش از   تحت کنترل پروموتور اختصاصای داناه، در گیااه ساویا ،%

 .(Kinney et al., 2004) های سوماتیک گزارش کردندرا در جنین اسیداکزاپنتانوئیک

در  و همکااران  4یاو یلا ، Mortierella alpinaدسچوراز  42و دلتا  6توسي بیان همزمان دلتا 

دلتا  (48:2) % افزایش داده و همچنین تولید3/11را به اسید گامالینولنیکتوانستند سطح  2114سال 

-%( مای 5/1تاوجهی ) دسچوراز منجر به انباشت مقدار قابل 6تنهایی دلتا را که در بیان به  3و دلتا  6

  M. alpinaدساچوراز   42و دلتاا   6دلتاا   سازه زمانی که .(Liu et al., 2001b) گردد، را حذف کنند

اسیدِ امگا استئاریودونیک، همراه گردیدند B. napusدسچوراز  45دلتا  حامل ریيتههای ترالاین باقارچ 

اما زمانی که هر سه ژن با هم در یک وکتور قارار  چرب را شامل گردید، % از کل اسیدهای29حدود  9

 (.Ursin et al., 2003)% رسید 46اسید به گرفتند، سطح استئاریودونیک

 Micromonasدسچوراز استيراج شده از جلباک  6ژن دلتا  2144و همکاران در سال  2پتری

pusilla تحت کنترل پروموتور  راS95  26تولیاد  ،آرابیدوپسیس بیان کردناد. بررسای نتاایج   در گیاه %

                                                 
1- Liu  
2  -  Petrie 
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 . (Petrie et al., 2011)  اکزاپنتانوئیک اسید را تائید کرد

 Lachancea دسچوراز قارچ  42های دلتا همزمان ژنبا بیان  2142و همکاران در سال  پتری

Kluyveri،  دسچوراز ميمر 45دلتا  Pichia pastoris جلبک دسچوراز 6، دلتاMicromona pussila  ،

 Pavlova دسچوراز جلبک 1و دلتا  5دلتا ،  Pyramimonas cordata جلبکدسچوراز  5و دلتا  6دلتا 

salina ، تحت کنترل پروموتورFAE1 تولیاد  در گیاه آرابیدوپسایس ناپین کلزا  و تالیانا آرابیدوپسیس ،

. میاازان تولیااد را تائیااد کردناادهااای ایاان گیاااه در دانااه اساایددکزاهگزانوئیااک واسااید اکزاپنتانوئیااک

چرب تولیدی محاسابه گردیاد، کاه بیشاتر از میازان تولیاد ایان        % اسیدهای45اسید دکزاهگزانوئیک

 .(Petrie et al., 2012)%( در روغن ماهی بود 42چرب )هایاسید

باا   ریيتاه گیاهاان ساویای ترا   Solaeو  Monsantoهاای بیوتکنولاوژی   درحال حاضر شرکت

ایان ساویای    کنناد. اساید را تولیاد مای   % استئاریودونیک45 -91اسید و % گامالینولنیک5-8محتوی 

 .(Xie, et al., 2014)گردد می به صورت تجاری تولیدپس از تعیین سلامت  ریيتهترا

هاای  توساي گاروه   اساید اساید و دکزاهگزانوئیاک  حاوی اکزاپنتانوئیک اریيتهگیاهان ترتولید 

چارب  حاال ساطح اسایدهای   باا ایان  در حال اجراست. های متفاوت با استفاده از راه ميتلف پژوهشی،

مسایر جهات    ادامه تحقیقاات ایان  باشد. ماهی نمی از غیراشباع تولیدی به اندازه سطوح روغن حاصل

هاای  تعیاین بهتارین آنازیم    چرب در گیاهان بایستی در راساتای بهباود  افزایش محتوی این اسیدهای

چارب غیراشاباع   های مسیر بیوسانتزی اسایدهای  داشتن جریان مداوم سوبستراتبرقرار نگهدسچوراز، 

 .(Xie, et al., 2014)باشد  هانژبیان همزمان ترانسگلیسیرول و بدون اثر منفی بر روی تری اسیل

-4-2 دسچوراز 6سازی و بیان ژن دلتا خالص 

  دسچوراز را از باکتری 6برای اولین بار ژن دلتا  4339و همکاران در سال  4ردی

                                                 
1- Reddy  
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Synechocystis cyanobacterium  سازی کرده و در خالcyanobacterium (Anabaena)  فاقد این

ردی و  .Reddy et al., 1993)اسید گردید )ه تولید گامالینولنیکسازی کردند که منجر بژن همسانه

در گیاه توتون بیان کردند که منجر به  S95این ژن را تحت کنترل پروموتر  4336توماس در سال 

چرب گردید. اما هیچ اسید از اسیدهای% استئاریودونیک4-9اسید و % گامالینولنیک4تولید حدود 

یافت نگردید. که دلیل آن شاید  ریيتهاسیدی در دانه گیاهان تراستئاریودونیکاسید یا اگامالینولنیک

. (Reddy et al., 1993) بوده باشد S95خاطر بیان سطح کمی از این ژن تحت کنترل پروموتور به

شده شده برپایه نواحی حفاظت های طراحیآغازگربا استفاده از  4333سایوناوا و همکاران در سال 

در  cDNAگاوزبان را خال  کردند. بیان این دسچوراز گل 6ژن دلتا  cDNAهای وابسته، پروتئین

در بافت بر   SDA% 41و  GLA% 49گیاه توتون، تحت کنترل پروموتور، منجر به انباشت تقریبا 

 %( در دانه بالغ تجمع پیدا کرد2اسید )تنها حدود گردید. درمقابل سطح پایینی از گامالینولنیک

(Sayanova et al., 1999). 

 Synechocystisبااکتری  دسچوراز را از  6و دلتا  45ژن دلتا  2141و همکاران در سال  4چن

sp.  و تحت کنتارل پروموتاور    هسازی کردخالpsbA2
گارم بار لیتار    میلای  3/8کاه  بیاان کردناد    2

 . (Chen et al., 2014) اسید تولید گردیداستئاریودونیکگرم بر لیتر میلی 4/1اسید و آلفالینولنیک

ساازی  خاال   Rhizopus oryzaeدساچوراز را از قاارچ    6ژن دلتا  2145در سال  9لویی و زو

بیان کردند که منجر باه تولیاد    Saccharomyces cerevisiaeرا در ميمر  cDNAکرده و طول کامل 

 . (Lu, H., & Zhu, Y. 2015)اسید در این ميمر گردیدگامالینولنیک

کااران در  توسي سااکوردانی و هم  M. alpinaدسچوراز از قارچ  6سازی ژن دلتا  اولین خال 

                                                 
1-  Chen  
2 -  photosystem II D1 protein 

3 - Lu & Zhu 
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amyBتحت کنترل پروموتور  انجام پذیرفت که 4333سال 
منجار   ودر قارچ آسپرژیلوس بیان گردید  4

 6این قاارچ دارای دو ژن دلتاا   . ,et al., 1999) (Sakuradaniاسید گردید % گامالینولنیک25ولید به ت

توسي ساکوردانی و همکااران   2119دسچوراز این قارچ نیز در سال  6باشد. ژن دوم دلتا دسچوراز می

از کال   اساید گامالینولنیاک % 93سازی و در قارچ آسپرژیلوس بیان گردید که منجار باه تولیاد    خال 

  .,et al., 2003) (Sakuradaniچرب شد اسیدهای

را به هماراه   M. alpinaدسچوراز قارچ  6ژن دلتا  ORFو همکاران ناحیه  2لیو 2144در سال 

بیان کردند.  P.pastoris سازی کرده و آن را در ميمرتوالی افزایش دهنده بیان گیاهی کوزا  همسانه

% تولیاد  9/6چرب باه میازان   که این اسید ، مشي  گردیدتولیدی اسیدبا بررسی درصد گامالینولئیک

 .(Liu J, et al., 2011) گردید

 

                                                 
1 - Amylase promoter 

2 - Liu 



 

 

 

 سوم فصل

 هامواد و روش
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 مواد  -3

-1-3 هاها و کیتمواد شیمیایی، آنزیم  

 β- Mercaptoethanol، CTAB،PVP ، NaCl ،IsoAmyl Alcoholمواد شیمیایی شامل 

Ethanol  ،Isopropanole  وChloroform  از شرکتMerck )فرانکفورت، آلمان(، EDTA ،Loading 

Buffer ،Tric-HCL ،Boric Acid ،Etidum Bromid، RNX-Plus   IPTG وX-Gal  از شرکت

Sinaclon ها شاملمواد محیي کشت جهت کشت نمونه قارچی و باکتری(، )تهران، ایران Pepton، 

Decstrose ،Glocose  وYeast extract از شرکت ز آگارایران(،  طب )اصفهان،از شرکت سپاهان

Invitrogen  ،)محیي کشت آماده)آلمانMS سیلین، ها شامل آمپیبیوتیکآگار، آنتی، پلنت

 خریداری گردید.  )هارلم، هلند( Duchefaکانامایسین، ریفامپسین و سفاتوکسیم از شرکت 

 10x PCR Bufferشامل  PCRهمراه باقی مواد به Taq DNA Polymeraseها شامل آنزیم

MgCl2،dNTP  ،Ribonuclease A ،DNaseI ،T4 DNA Ligas, M-MuLV Reverse Transcriptas 

تهیه گردید. کیت استيراج از ژل و  (کانادافرمنتاز ) شرکتاز  SacI, XbaI, HindIIIهای برشی و آنزیم

 .  تهیه شداز شرکت بایونیر )آلمان( ها آغازگر

-2-3 تجهیزات مورد استفاده    

 Eppendorf سانتریفیوژ  )تهران، ایران(، Rozhin Tebاتوکلاو جنوبی(، )کره Labnetشیکرانکوباتور 

 µl4111 Eppendorf و µl41 ،µl411سمپلر ،(هفرانس) Sartoriusترازو  ،()هامبور ، آلمان

 TaKaRa)تهران، ایران(، ترموسایکلر  DENA Medical Industryورتکس  (،)هامبور ، آلمان

)تهران، ایران(،  DENA Medical Industryگرم آبحمام)مجارستان(،  Hannaمتر pH، )اتسو،ژاپن(

)تهران،  ایلومینیتور(، ترانس هفرانس) Quantum ST4دا  )سئول، کره جنوبی(، ژل LGمایکروویو 

  تهران، ایران() ژرمیناتور و پارس -21فریزر  -یيچال)نورنبر ، آلمان(،  Heidolphپلیت ایران(، هات
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 هامیكروارگانیزم

فاقد پلاسمید، سویه  شامل سویه) DH5α نژاد Esherichia coliدر این تحقیق از دو باکتری 

 پژوهشگاه ملی تهیه شده از pBI121 سویه حاوی پلاسمید ،pBluescript SK ))+ حاوی پلاسمید

، از دانشگاه رازی کرمانشاه  pBluescript KS – Napinسویه حاوی پلاسمیدو زیست فناوری،  ژنتیک

و زیست  ژنتیک از پژوهشگاه ملیتهیه شده  LBA4404نژاد   Agrobacterium tumefaciensسویه

 استفاده گردید. دانشگاه تربیت مدرس از شده تهیه Mortierella alpinaقارچ  و فناوری

 هاروش

-3-3 تهیه و نگهداری میكروارگانیسم  

اساتفاده   Mortierella alpinaاز قاارچ   یاق تحق یان درا، دساچوراز  6دلتا  ژن جداسازیبرای 

YPD یي. کشات در محا  یاد گرد یاه مادرس ته  یتصورت کشت جامد از دانشگاه تربه. نمونه بیدگرد
4 

 یتار ل یاک در . این ماواد  گرفت صورتگرم دکستروز 21گرم پپتون و 21گرم عصاره ميمر،  41حاوی 

گرم بر لیتار آگاار اساتفاده     45ید. برای محیي جامد از گرد یمتنظ 6 یروبر آن  pHو  حلآب مقطر 

دیاش  پتاری اتوکلاو و سپس در  بار 2/4و فشار  C424° یدر دما یقهدق 21مدت هکشت ب یيمح .شد

متری از محیي کشت جامد حاوی قارچ برداشته شده و بر ید. قطعه حدود نیم سانتیگرد توزیع استریل

از مشااهده رشاد   و پس  انکوبهروز  5مدت هب، C26° در درجه حرارت فت وروی محیي جدید قرار گر

 . یدگرد ینگهدار C1°ی در دماهای قارچ بر روی محیي کشت، میسیلیوم

 یسلیوماز م یبيشصورت که بدین. یداستيراج استفاده گرد هایجهت کشت یسلیومیم یقروش تعل از

 حرارت هدرجمدت دو شبانه روز در هبو  تلقیح یعما YPD یيمح ، درکشت جامد یيقارچ از مح

                                                 
1 - Yeast Extract-Peptone-Dextrose media 



 

52 

 

 

C°26 و rpm
 . قرار گرفتدر شیکر انکوباتور  4451

-DNA 3-4استخراج   

و بعد  یرفتواتمن صورت پذ یتوسي کاغذ صاف یتوده قارچ گرمیلیم 51-411یابتدا جداساز

کشت، اجازه داده شد  یيجهت خارج شدن مح ،استریل مقطرتوده توسي آب یاز چند مرتبه شستشو

 خارج گردد.  یو آب اضاف یدهتا توده خشک گرد

2روشبه DNA استيراج
CTAB (Doyle et al., 1987) در ازت  ینمونه قارچ .یرفتصورت پذ

پودر پودر گردید. بود،  یدهاتوکلاو گرد بار 2/4و فشار  C°424 یکه قبلا در دما چینیدرون هاون یعما

% پاودر  2حاوی  CTABبافر استيراج  لیتریلیم 4. یدمنتقل گرد لیترییلیم 2 میکروتیوبحاصل به 

CTAB ،Tris-base 4 ،مولارNaCl 5  مولار وEDTA 5/1  8مولار باpH=  و  یاده اضاافه گرد  نموناه به

قارار   C65° دماای  در  گارم در حماام آب  یقهدق 41 مدتهد. نمونه بیگرد همگنتا  شدکاملا ورتکس 

در  یقاه دق 91مادت  هو مجددا با  هیدافزوده گرد به میکروتیوب کاپتواتانولربتام یکرولیترم 5/2گرفت. 

صاورت   rpm42111و باا دور   C°1 یدر دماا  دقیقاه  41 مدتیفوژ بهسانتر .گرفت قرار گرمحمام آب

 -ميلاوط کلروفارم   یکرولیتار م 811و  شاد منتقال   لیترییلیم 5/4 یکروتیوببه م یی. فاز رویرفتپذ

تاا کلروفارم کااملا     ،یاد گرد معکوس یبه آرامچند مرتبه به آن افزوده و  21:4 الکل با نسبتیزوآمیلا

 یلفاز تشک 9مرحله  ین. در ایدگرد یفوژسانتر rpm42111 در یقهدق 41سپس به مدتميلوط گردد. 

 یاری و فااز ز  هاا یادرات و کربوه ینشامل پاروتئ  میانی، فاز DNA- RNAشامل محلول  ییفاز رو) شد

. منتقال گردیاد   لیتاری یلای م 5/4 یکروتیاوب م باه شاد و   برداشته آرامیبه ییفاز رو م(.شامل کلروفر

 ،DNAجهت رسوب  .شدتکرار  یاحتمال یاز آلودگ یریجلوگ یالکل برا یزوآمیلا -شستشو با کلروفرم

ميلوط  ،شد کاملا سرد افزوده یزوپروپانولا یکرولیترم 511مولار و  5/3استات  یومآمون یکرولیترم911

در  یفوژسااانتر یقاه دق 41پااس از  قارار داده شاد.   -C21°یدر دمااا روزانهشاب  یاک ماادت هبا  لحاصا 

                                                 
1 - Revolutions per minute 

2 - cetyltrimethylammonium bromide 
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rpm42111، رسوب DNA  311شاد و   یدهکشا  یای . فااز رو یاد گرد یلتشاک  یکروتیاوب م انتهاای در 

-هفوژ با ی. سانترگردیداتاق انکوبه  یدر دما یقهدق 45مدت هافزوده و ب رسوباتانول سرد به  یکرولیترم

باا الکال    باار ینمجدد ا یشد و شستشو هبرداشت ییرو یع. ماشدتکرار  rpm42111در  یقهدق 5مدت 

کاملا خاارج   ییصورت گرفت. فاز رو rpm42111در  یقهدق 4 مدتیفوژ بهسانتر .یرفت% صورت پذ31

قارار گرفات تاا     یلاستر یدستمال کاغذ یصورت وارونه بر روهساعت ب یممدت نهب  یکروتیوبو م شد

 یات باه پل  یاونیزه آب د یکرولیتار م 51 ،کامل الکال  یراز تبي ینان. پس از اطمشودکاملا خشک  یتپل

 .یدمنتقل گرد -C21° یزرقرار داده شد و سپس به فر C1° یساعت در دما 4مدت هو ب گردیدده وافز

 استخراجی DNAبررسی کمیت و کیفیت   -3-4-1

از دو روش اساپکتروفتومتری و الکتروفاورز بار روی ژل     DNAتعیین کمیت و کیفیت  جهت

 آگارز استفاده گردید.

-4-4-1-9 توسط اسپكتروفتومتری DNAبررسی کمیت  

صورت کمی با استفاده از خاصیت جذب نور در طاول  هب DNAدر این روش، غلظت و خلو  

کاالیبره   -آب مقطار  – DNAگردد. ابتدا دستگاه با استفاده از حلال گیری مینانومتر اندازه 261موج 

د. مقدار اشاعه مااوراء   شودر آب مقطر استفاده می DNAنمونه  411به  4در این روش از رقت  گردید.

 261جاذب در   موجود در نمونه رابطاه مساتقیم دارد.   DNAشده توسي محلول با مقدار فش جذببن

ای دورشته DNAمیکروگرم  51ود. در این طول موج یک واحد جذب، معادل شگیری مینانومتر اندازه

تاوان اساتفاده کارد. در    هام مای   DNAاز اسپکتروفتومتر جهت بررسی خلو   لیتر است.در هر میلی

 2 میازان جاذب ناور     باشاد. مای  8/4نانومتر برابر  281به  261خال ، نسبت جذب در  DNAنمونه 

استفاده با  DNA نمونه کمیت محاسبه گردید. 281و 261های طول موج در DNAمیکرولیتر از نمونه 

 DNAغلظت  OD  ×51  = (μg/μl) 261ضریب رقت/                              :شدرابطه محاسبه  از
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-2-4-1-9 الكتروفورز  

بر  از الکتروفورزو تعیین میزان آلودگی ژنومی از نظر شکستگی  DNAجهت بررسی کیفیت 

 .استکیفیت بالای استيراج گر نشان ،شدااسمیر کمتر ب میزانهرچه  گردد.استفاده میآگارز روی ژل 

گردد. لذا تعیین می خطا در کارهای مولکولیباعث ایجاد نمونه استيراجی، وجود آلودگی در همچنین 

 به همراه نشانگر وزن مولکولی  DNAمیکروگرم از نمونه  5 کیفیت از اهمیت بالایی برخوردار است.

bp411  الکتروفورز گردید.  دقیقه 91به مدت  411جریان الکتریکی با ولتاژ در  ،%4بر روی ژل آگارز

آمیزی، با استفاده از صورت گرفت. پس از رن  DNA safe stainرن  آمیزی ژل با استفاده از رن  

  نظر از نظر شکستگی بررسی گردید. مورد DNA ،برداری از ژلدستگاه عکس

 51 گردد،ی میو نگهدار یهته X5استو   صورت( که به TBEبافر الکتروفورز )بافربرای تهیه 

به  وميلوط  ،=8pHمولار با  EDTA 5/1 یترلیلیم 21بوریک و  یداس گرمTris base ،5/23گرم 

 یترل 4سپس با آب مقطر به حجم  تنظیم گردید. 8 رویمحلول  pH شد. رسانده یترلیلیم 351حجم 

 گردد(.مصرف می X4صورت )این استو  به رسانده شد.

 ذوباضاافه و بارای    TBEلیتار باافر   میلی 411به  درصد، ا گرم آگارز 4برای تهیه ژل آگارز 

و  ژل باا اساتفاده از آب مقطار اساتریل    اده شد. پس از شستن شانه و سینی شدن در ماکروویو قرار د

، متر ریيته شد. پس از بستن کامل ژلسانتیشده به قطر نیم  ذوب بستن دو سمت آزاد سینی، آگارزِ

ای قرار داده شد کاه باافر حادود    به گونه TBEشانه به آرامی کشیده شد و ژل درون تانک حاوی بافر 

ميلاوط و درون   4میکرولیتر باافر بارگاذاری   4میکرولیترنمونه با  5متر سطح ژل را بپوشاند. یک میلی

 چاهک ژل بارگذاری گردید.

 RNAجهت حذف  RNaseاستفاده از   -3-4-2

باه   RNaseمیکرولیتار   9استفاده گردیاد.   RNaseاز  ،استيراجی DNAاز  RNAبرای حذف 

                                                 
1 - Loading dye 
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گارم قارار   در حماام آب  C91° دقیقه در دمای 91مدت هو ب هافزوده گردید DNAمیکروتیوب حاوی 

 شد. داده قرار C 65°دقیقه در دمای  41مدت در نهایت برای غیر فعال سازی آنزیم به گرفت.

-PCR 3-5انجام واکنش   

DNA  قبل از مراحل  ،قارچیچوراز در گونه دس 6دلتا  از وجود ژن ینانجهت اطماستيراجی

 یان بر اسااس ا  یداخل آغازگرجفت  یکابتدا  استفاده گردید. بنابراین cDNA سنتزو  RNAاستيراج 

 . (4-9)جدول انجام گرفت  PCRواکنش  و یژن طراح

 دسچوراز  6جهت ژن دلتا  شده یطراح یداخل هایآغازگر: 1-3 جدول 

سایز قطعه 

 تكثیری

TM %GC ژن آغازگر توالی آغازگر 

 
701 bp 

 

 

54/5 52/4% 5´- GCTACTACGACTCATCCAAGG -3´ Forward D6 Desaturase 

(Internal 

primer) 
 51/2 47/4% 5 GAACACAATCGCTAACAGG -3´ Reverse 

 
 

 .یدناد گرد یاه و ته یطراحا  NCBI یتژن در ساا  ینا یبر اساس توال یداخل یتوال آغازگرهای

 21 یاه . جهت تهید( استفاده گرد4331و همکاران ) 4یلیامزالعمل و، از دستور PCRانجام واکنش یبرا

باا   PCRبافر  یکرولیترم 5/2 مولار،یلیم 51با غلظت  MgCl2 یکرولیترمPCR ،5/4تر ميلوط یکرولیم

 مااولاریلاایم 511، 9/8 یدیتهاساا یدارا Tris-HCL X4 مااولاریلاایم 411)کااه شااامل  X41غلظاات 

میکرولیتر  5/1 (،باشدیم  ین( ژلاتی/ وزنی% )حجم14/1و  منیزیم یدکلر مولاریلیم 45 یدپتاسیم،کلر

dNTP نهاز نمو یکرولیترم 4 ،مولارمیلی 41 با غلظت DNA ،45/1 ،هاا آغازگراز  یکاز هر  یکرولیترم 

دوبار تقطیار   H2Oمیکرولیتر  49و   lμ µunit/5ت با غلظ  Taq DNA polymerase یمآنز یکرولیترم

 . (2-9)جدول  یداستفاده گرد

                                                 
1 - Williams 
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 میکرولیتر( 21)حجم  PCRغلظت مواد مورد استفاده در واکنش  :2-3  جدول

 نام ماده )میكرولیتر( مقادیر

2/5 μl 10× PCR buffer 

1/5 μl MgCl2 (50 mμ) 
0/5 μl dNTP (10 mμ) 
1 μl Forward Primer 

1 μl Reverse Primer 

1 μl DNA 

0/5 μl Taq DNA Polymerase 

12 μl ddH2O 

 PCRشرایط بهینه انجام واکنش  -3-5-1

 4سازی  سیکل )واسرشت 25دقیقه، و سپس  5مدت هب C°35سازی اولیه در دمای واسرشت

و در نهایت  (C°32دقیقه در دمای  4و بسي  C°51دقیقه در دمای  4اتصال  ،C°31 دقیقه  در دمای

 .(9-9)جدول  دقیقه انجام پذیرفت 5مدت هب C°32بسي نهایی در دمای 

 PCRپروفایل دمایی مورد استفاده در واکنش : 3-3  جدول

 مرحله مرحله واکنش (C°)دما  )دقیقه(زمان 

 مرحله اول سازی اولیهواسرشت 31 5

  سازیواسرشت 31 4

 مرحله دوم اتصال 55 4

  بسي 32 4

 مرحله سوم بسي نهایی 32 5

 

-6-3 کل از قارچ RNAاستخراج  

شاامل   یلدو روز قبال از اساتيراج تماام وساا     RNaseباا   RNA یاز آلاودگ  یریجهت جلوگ

DEPCسرسمپلرها و هاون در آب  ها،یکروتیوبم
دومرتباه   یلساعت وساا  18قرار داده شد. پس از   4

  به شرح زیر انجام پذیرفت. RNX- Plus روش. سپس استيراج بهیدنداتوکلاو گرد

                                                 
1 -  Diethyl pyrocarbonate 
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با آب مقطر چند مرتبه  YPD یيرشد کرده در مح یسیلیومیتوده م گرمیلیم 51-411ابتدا 

 لیتر،یلیم4. یدمنتقل گرد یکرولیتریم 2 یکروتیوببه م ه ویدپودرگرد یعدر ازت ما، شستشو داده شد

RNX- Plus اتاق قرار  یدر دما یقهدق 5 مدتبه و ورتکس یهثان 41مدت هب، شداضافه  یکروتیوببه م

ه و یاد گرد ميلوط آرامیبه یهثان 45 ،اضافهبه ميلوط حاصل کلروفرم  یکرولیترم211 سپس داده شد.

 یدر دماا  rpm42111باا دور   دقیقاه  45 مدتبه سپس. شدقرار داده C°1 یدر دما یقهدق 5مدت به

C°1 و هام حجام آن    یاد منتقال گرد  یکرولیتاری م5/4 یکروتیاوب باه م  ییرو یع. مایدگرد یفوژسانتر

ر باا دو  دقیقاه  45 مادت و باه  قرار گرفت ی. یبر رو یقهدق 45مدت هبه، سرد افزوده شد یزوپروپانولا

rpm42111 یدر دما C°1 یحااو  رویای ماایع . یاد گرد یلتشک یتمرحله پل ین. در ایدگرد یفوژسانتر 

 ،یدورتکس گرد آرامی% شستشو داده شد و به31اتانول لیتریلیم4با  یتشد. پل یيتهدور ر یزوپروپانولا

 rpm42111باا دور   دقیقه 8 مدتبه ده و در محلول شناور گردد. مجدداجدا ش یکروتیوباز م یتتا پل

اتااق   دمای در وارونه صورتهب ساعت نیم مدتبه یکروتیوبو م خارج شد ییرومایع. یدگرد یفوژسانتر

در حماام   دقیقاه  41 مادت و به حلآب  یکرولیترم 51 رسوب در .دتا کاملا خشک گرد ،قرار داده شد

 قرار داده شد. C°55 دمای در گرمآب

 استخراجی RNAبررسی کمیت و کیفیت   -3-6-1

-4-4-6-9 توسط روش اسپكتروفتومتری RNAبررسی کمیت    

بصورت کمی با استفاده از خاصیت جذب  RNAدر این روش، غلظت و خلو   DNAهمانند 

آب  – RNAگردد. ابتادا دساتگاه باا اساتفاده از حالال      گیری مینانومتر اندازه 261نور در طول موج 

ت کاوارتز  ومقطار درون کاو  میکرولیتر آب 438در  RNAمیکرولیتر از نمونه  2کالیبره گردید.  -مقطر

  گیری گردید.نانومتر اندازه 281و سپس  261طول موج ابتدا در ریيته شد. میزان جذب نور 

 DNA= غلظت  OD  ×11 261ضریب رقت/                                                                   
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-2-4-6-9 توسط الكتروفورز RNAبررسی کیفیت   

استيراجی در یک نمونه سالم قارچی دو باند باید  RNAدر الکتروفورز جهت بررسی کیفیت 

%  با 2/4از ژل آگارز کار برای اینباشد. می s28و  s48ریبوزومی  RNAتشکیل گردد که مربوط به 

 دقیقه استفاده گردید. 91مدت هب 411ولتاژ 

 DNaseافزودن   -3-6-2

و  MgCl2میکرولیتار   RNA ،4میکرولیتار   5اساتيراجی، ابتادا    RNAاز  DNAجهت حذف 

 41به  DEPCماکرولیتر آب  5/9افزودن به میکروتیوب اضافه گردید. حجم با  DNaseمیکرولیتر  5/1

 4ساازی آنازیم   جهات غیرفعاال  انکوباه گردیاد.    C93°دقیقاه در دماای    91و کرولیتر رسانده شاد می

 قرار داده شد. C65°دقیقه در دمای  41مدت به وافزوده  EDTAماکرولیتر 

-cDNA 3-7سنتز   

باا  افزوده و حجام   Oligo dTمیکرولیتر  DNase،4حاصل از افزودن   RNA میکرولیتر 41به 

سانتریفوژ  rpm49111ثانیه در  45رسانده شد.  لیترمیکرو 5/42به  DEPCمیکرولیتر آب  5/4 افزودن

بلافاصله بر روی ی. منتقل گردید.  میکروتیوبشد. قرار داده C65°دقیقه در دمای  5مدت گردید و به

 Rrverse Transcriptaseمیکرولیتار   4و  dNTP Mix میکرولیتار  Reaction buffer ،2میکرولیتار   2

 rpm49111ثانیاه در   45رساانده شاد.    21میکرولیتار باه    5/2اضافه شد و حجم نهاایی باا افازودن    

دقیقه قارار دادن در دماای    41انکوبه گردید. با  C12°دقیقه در دمای  61مدت و بهسانتریفوژ گردید 

°C31 اکنش خاتمه یافت. وcDNA   سنتزشده برای انجام واکانشPCR   در دماایC°21-   نگهاداری

 گردید.

 cDNA سنتزبررسی صحت  -3-7-1

اختصاصای، جهات اطمیناان از صاحت سانتز       هاای آغازگرتوسي  PCRقبل از انجام واکنش 
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cDNAایان  عماومی اکتاین جهات     آغاازگر از  باشد. در این تحقیاق ، نیاز به یک ژن همیشه بیان می

  .(2-9)جدول  بدست آمد C°51. دمای اتصال استفاده گردید بررسی

 یناکت یعموم آغازگرهای یتوال :4-3 جدول 

سایز قطعه 

 تكثیری

TM %GC  ژن نوع آغازگر آغازگرتوالی 

 

200 bp 56/3 55/6% 5´- TGGGAACAGTGTGGGTGA -3´ Forward Actin 

 

 
57/3 68/8% 5´- CGAGTTGCGTGTCGCC -3´ Reverse 

 

-8-3 چورازدس 6ژن دلتا اختصاصی های آغازگرتوسط  PCRانجام واکنش  

جهت  PCRهای عمومی اکتین، واکنش آغازگرتوسي  cDNA سنتزپس از اطمینان از صحت 

بر اساس طاول کامال    ،چورازدس 6دلتا ژن  آغازگرهایچوراز انجام پذیرفت. دس 6زی ژن دلتا ساخال 

 Oligo analyzerافازار  و توساي ناارم ، NCBIسااایت  از Mortierella alpinaقااارچ  درماوردنظر  ژن 

-صورت هام بهدهنده بیان گیاهی کوزا  توالی افزایش رفت آغازگردر  .(5-9)جدول  طراحی گردیدند

 SacIساایت برشای    برگشات  آغازگردر . ه شدگرفت در نظرو کدون آغاز   XbaIپوشان با جایگاه برشی

، ایجااد  GCدر طراحی آغازگرها اصول استاندارد شامل طول آغازگر، دمای اتصاال، درصاد   . شد اضافه

آنالیز  NEB Cutterافزار ، توسي نرمو ایجاد لوپ در نظر گرفته شد. نقشه محدودالاثر ژنآغازگر دایمر 

همچنین  و های برشیآنزیم جهت افزایش کارآیی برشعنوان لنگرگاه آنزیم، لی اضافی به. دو توادیگرد

ایان  دماای اتصاال    آغازگرها افازوده گردیاد.  به ابتدای نرمال سازی تعداد بازهای پورین و پیریمیدین 

 (.9-9جدول ) بدست آمد Oligo analyzer، C°62با استفاده از سایت  آغازگر
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.  bp 4643طول  با AF110510با شماره دسترسی  M. alpinaدسچوراز قارچ  6ژن دلتا  توالی: 5-3 جدول 

 دار مشي  گردیده است.به صورت زیرخي 34...4111از نوکلئوتید  CDSناحیه 

1 cgacactcct tccttcttct cacccgtcct agtccccttc aacccccctc tttgacaaag 

gaggacgttt actcgggccg aggttttgaa atggctgctg ctcccagtgt61 acaacaaacc   

121 tgccgaggct ctgaatgagg gcaagaagga tgccgaggca cccttcttga tgatcatcga 

 181 caacaaggtg tacgatgtcc gcgagttcgt ccctgatcat cccggtggaa gtgtgattct 

 241 cacgcacgtt ggcaaggacg gcactgacgt ctttgacact tttcaccccg aggctgcttg 

301 ggagactctt gccaactttt acgttggtga tattgacgag agcgaccgcg atatcaagaa 

  361 tgatgacttt gcggccgagg tccgcaagct gcgtaccttg ttccagtctc ttggttacta 

421 cgattcttcc aaggcatact acgccttcaa ggtctcgttc aacctctgca tctggggttt 

  481 gtcgacggtc attgtggcca agtggggcca gacctcgacc ctcgccaacg tgctctcggc 

  541 tgcgcttttg ggtctgttct ggcagcagtg cggatggttg gctcacgact ttttgcatca 

  601 ccaggtcttc caggaccgtt tctggggtga tcttttcggc gccttcttgg gaggtgtctg 

661 ccagggcttc tcgtcctcgt ggtggaagga caagcacaac actcaccacg ccgcccccaa 

721 cgtccacggc gaggatcccg acattgacac ccaccctctg ttgacctgga gtgagcatgc 

781 gttggagatg ttctcggatg tcccagatga ggagctgacc cgcatgtggt cgcgtttcat 

  841 ggtcctgaac cagacctggt tttacttccc cattctctcg tttgcccgtc tctcctggtg 

  901 cctccagtcc attctctttg tgctgcctaa cggtcaggcc cacaagccct cgggcgcgcg 

961 tgtgcccatc tcgttggtcg agcagctgtc gcttgcgatg cactggacct ggtacctcgc 

1021 caccatgttc ctgttcatca aggatcccgt caacatgctg gtgtactttt tggtgtcgca 

1081 ggcggtgtgc ggaaacttgt tggcgatcgt gttctcgctc aaccacaacg gtatgcctgt 

1141 gatctcgaag gaggaggcgg tcgatatgga tttcttcacg aagcagatca tcacgggtcg 

1201 tgatgtccac ccgggtctat ttgccaactg gttcacgggt ggattgaact atcagatcga 

1261 gcaccacttg ttcccttcga tgcctcgcca caacttttca aagatccagc ctgctgtcga 

 1321 gaccctgtgc aaaaagtaca atgtccgata ccacaccacc ggtatgatcg agggaactcg 

gtaaggcgca agatggtcca 1381 agaggtcttt agccgtctga acgaggtctc caaggctgcc  

aaaaa aaacaaggac gttttttttc gccagtgcct gtgcctgtgc ctgcttccctagtaa 1441 

1501 tgtcaagtcg agcgtttctg gaaaggatcg ttcagtgcag tatcatcatt ctccttttac 

 1561 cccccgctca tatctcattc atttctctta ttaaacaact tgttcccccc ttcaccg 

 
 یبرش هاییتکوزا  و سا یهمراه توالهدسچوراز ب 6دلتا  ژن هایآغازگر یتوال :6-3  جدول

سایز قطعه 

 تكثیری

TM %GC 

 

 ژن آغازگر توالی آغازگر

 
1412 bp 

66.2 56.7 % 5´-AATCTAGACCACCATGGCTGCTGCTCCCAG-3´ Forward Δ6 

Desaturase 

65.6 56.7% 5´-GCGAGCTCTTACTGCGCCTTACCCATCTTG-3´ Reverse 
 

 

 PCRالكتروفورز محصول  -3-8-1

صاورت گرفات. از نشاانگر وزن     411دقیقاه در ولتااژ    91مدت به ،PCRالکتروفورز محصول 

 ظر استفاده گردید.تکثیر قطعه موردن برای شناسایی و اطمینان از صحت bp411مولکولی 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF110510
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-Gel Recovery  Kit 3-9توسط  PCR استخراج از ژل محصول  

-باه  PCRکه ابتادا محصاول   صورتانجام پذیرفت. بدینتوسي کیت استيراج استيراج از ژل 

کااهش و   31شد. برای تفکیک کامل باندها از یکدیگر ولتااژ باه   مولکولی برروی ژل برده همراه نشانگر

دقیقه افزایش یافت. سپس قطعه موردنظر از روی ژل بارش یافات و اساتيراج     11زمان الکتروفورز به 

 براساس پروتکل کیت انجام پذیرفت. 

 دهنده کیتاجزاء تشكیل -3-9-1

، (Washing Buffer) 2ماره ، بافر ش(Gel Binding Buffer) 4بافر شماره  ،بافر 9کیت شامل 

  دار جهت استيراج بود.های ستونو میکروتیوب (Elution Buffer) 9بافر شماره 

 کارروش  -3-9-2

لیتاری انتقاال   میلی 5/4نجام پذیرفت و به میکروتیوب اابتدا برش قطعه موردنظر از روی ژل 

دقیقه انکوبه گردید.  41دت م به C°61و در دمای  اضافه 4میکرولیتر از بافر شماره  611 سپس یافت.

 rpm49111 دور دقیقاه در  4مدت و به شدمحلول به ستون منتقل  دقیقه ژل کاملا حل و 41پس از 

 511باه انادازه    میکرولیتاری منتقال گردیاد.    2وب و باه میکروتیا   شاد . ستون خاارج  شدسانتریفوژ 

دوباره ستون خارج و در  .شدسانتریفوژ  rpm49111 با دوردقیقه  4و  اضافه 2میکرولیتر از بافر شماره 

تا  ،و سانتریفوژ تکرار گردید 2مراحل افزودن بافر شماره شد.  میکرولیتری قرار داده 2یک میکروتیوب 

 5/4در میکروتیاوب   شاده و ستون برداشته ،برای خشک کردن اتانول از ستون خارج گردد.ها ناخالصی

 91 باه میازان   9از بافر شماره  .شدسانتریفوژ  rpm49111قه با دور دقی 4شد و میکرولیتری قرار داده

 rpm49111با دور  سپسشد.  دمای اتاق قرار داده دقیقه در 5شد و  میکرولیتر در مرکز ستون ریيته

میکرولیتار از   1 صاحت انادازه قطعاه اساتيراجی و خلاو  آن     اطمیناان از   . جهات سانتریفوژ گردید

 .شد محصول استيراجی بر روی ژل برده
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-10-3 استخراج پلاسمید  

، یاابی جهات تاوالی   pSKحاوی پلاسامیدهای   DH5αسویه  E.coliدر این تحقیق از باکتری 

pKS- napin  و دسچوراز  6جهت الحاق پروموتور به ابتدای ژن دلتاpBI121     به عناوان ناقال دوگاناه

 ( 2-9و  4-9)شکل  استفاده گردید.جهت انتقال به گیاه و بررسی بیان ژن 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 βو ژن  سیلینحاوی نشانگر آمپی bp2358 با طول  (+)pBluescriptSK پلاسمید نقشه :1-3  شكل

و  T3این پلاسمید همچنین حاوی پرایمرهای کند. سفید را فراهم می -های آبیامکان غربالگری کلونیکه گالاکتوزیداز 

T7 دسچوراز 6سازی ژن دلتا های برشی مورد استفاده جهت همسانهسایتباشد. یابی ژن الحاقی میجهت توالی         

) XbaI- SacI ( اندهدمشي  گردی. 
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تحت  ،یسینمقاومت به کاناما یانتيابحاوی نشانگر  bp41358 با طول  pBI121نقشه پلاسمید  :2-3 شكل

 این .شود یم یهای موجودات پرسلول ژن درسلول یانکه موجب ب NOSو خاتمه دهنده   CaMV 35Sکنترل راه انداز 

به  ومیاز آگروباکترT-DNA  انتقال که در ،است Ti یددارای مناطق مرزی چپ و راست موجود در پلاسم یدپلاسم

 نقش دارند. یاهیهای گ سلول

 کشت باکتری -3-10-1

 یياز محا  ،ساازی در طول انجام مراحل همسانه DH5αسویه  E.coli باکتری کشت منظور به

LB هایکشت
سایلین و کانامایساین   هاای انتياابی آمپای   بیوتیاک دار حاوی آنتای آگار – LBیع وما 4

گرم عصاره  5گرم پپتون،  LB، 41یي مح لیتر 4 یهته یبرا)برحسب وکتور موردنظر( استفاده گردید. 

 شاد. رساانده  لیتار  4 حجام به مقطر توسي آبحل و گرم پودر آگار  41و  یدسدیمگرم کلر 41ميمر، 

 اتاوکلاو و  . پاس از یاد اساتفاده گرد  باار  2/4و فشاار   C°424 یاز اتوکلاو در دماا  کردناستریل جهت

-Lدر ازاء هار لیتار از    یاد. گرد توزیاع هود  یردر زمحیي کشت  C15°محلول به حدود  یدما یدنرس

Agar ،4سیلین، های آمپیلیتر از هریک از استو میلیIPTG ،X-Gal   به محیي کشت افزوده شد. باا

های استریل ریيته شاد  دست گردیده و در پتریمحیي یک مرتبه وارونه کردن شیشه استفاده از چند

                                                 
1- Luria-Bertani  medium 
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روز شابانه  یاک مدت بهها و اجازه داده شد تا محیي کاملا ببندد. جهت اطمینان از عدم آلودگی، پلیت

 ند.شد در دمای اتاق قرار داده

1تهیه استوک   
X-Gal 3%   9-41-4-4-

د حال گردیاد. ایان    فرمامیا متیال دی لیتار میلای  4در  X-Gal گرم19/1 ،جهت تهیه استو 

فویال پوشاانده شاده و در فریازر     محلول نیازی به فیلترشدن ندارد، اما جهت حفاظات از ناور توساي    

°C21- .نگهداری گردید 

IPTG مولارمیلی100 تهیه استوک  
2  9-41-4-2-

 وتوسي فیلترکردن استریل  واستریل حل  مقطر لیتر آبمیلی 4در   IPTGگرم4/1به میزان 

 . نگهداری شد  -C21°در دمای 

 جهت استخراج پلاسمید باکتری کشت مایع -3-10-2

شده و در  برداشتهبی یک تک کلون بیوتیک انتيادر محیي حاوی آنتی پس از کشت باکتری

 5/4سپس منظور استيراج پلاسمید کشت شبانه گردید. بیوتیک بهمایع حاوی آنتی -LBمحیي 

دور دقیقه در  8مدت بهلیتری منتقل و میلی 2کشت مایع باکتری به میکروتیوب  لیتر از محیيمیلی

rpm8111 و میکروتیوب به صورت وارونه بر روی دستمال شده  رویی خارجفوژ گردید. محلولسانتری

لیتر به  میکرو 211 ، به میزان4از محلول سرد شماره  شود.کاغذی قرار داده شد تا رطوبت آن گرفته

از  شد.دقیقه روی ی. قرارداده 41دت و پس از ورتکس، به م (3-9)جدول  ها اضافه گردید میکروتیوب

ها  لیتر به میکروتیوب میکرو 911 (8-9)جدول  که به صورت تازه تهیه شده بود، 2شماره  محلول

. گرفت قراردقیقه بر روی ی.  5 مدتگردید. مجددا میکروتیوب به ميلوطگردید و چند مرتبه  فزودها

به ميلوط داخل  ،سرد کاملا به صورت( 3-9)جدول  9 شماره میکرولیتر محلول 111 مقدار

                                                 
1 - 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside 

2 - Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
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 یقه روی ی. قرار گرفت.دق 21مدت دوباره به شدن، ميلوط مرتبه و پس از چندها اضافه  میکروتیوب

در انتها  صورت پذیرفت.C1°در دمای  rpm42111 دور دقیقه سانتریفیوژ در 41پس از این مرحله 

جدید   بمیکروتیودو  به . این محلولماندها باقی میکرولیتر محلول شناور در میکروتیوب 311حدود 

 .قرار داده شد -C21°دمای ساعت در  4مدت گردید و بهل سرد اضافهایزوپروپانو دو برابر حجممنتقل، 

رسوب با یک  .شد و محلول رویی خارج سانتریفیوژ rpm42111 دور دقیقه در 45 ،ساعت 4پس از 

سانتریفیوژ  C1°در دمای  rpm8111دقیقه در  5مدت بهشد و  داده % شستشو31لیتر اتانول میلی

دقیقه در دمای اتاق بر روی کاغذ  41مدت به ها . اتانول بطور کامل خارج گردید و میکروتیوبگردید

 شد.  میکرولیتر آب دوبار تقطیر به رسوب باقیمانده افزوده 25انتها شدند. در صافی قرار داده

 (GET buffer) استيراج پلاسمید  I میلی لیتر محلول 511مواد مورد نیاز جهت تهیه : 7-3 جدول 

 ر)گرم(ادیمق غلظت )میلی مولار( مواد مورد نیاز

Glucose 

  EDTA 

Tris-HCl(8=pH) 

51 

41 

25  

553/8 

86/4 

31/4  

 

 (Lyses buffer) جهت استيراج پلاسمید II  میلی لیتراز محلول 4مواد مورد نیاز جهت تهیه : 8-3  جدول

 مقادیر )میكرولیتر( مواد مورد نیاز

 نرمال 5هیدروکسید سدیم 

SDS 41  درصد 

 آب دیونیزه

11 

411  

861  

 

 جهت استيراج پلاسمید III  میلی لیتراز محلول411مواد مورد نیاز جهت تهیه : 9-3 جدول 

 مقادیر )میلی لیتر( مواد مورد نیاز

 مولار 5استات پتاسیم 

 اسید استیک

 آب دیونیزه

61 

5/44 

5/28 
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 الكتروفورز محصول استخراج پلاسمید -3-10-3

 81% با ولتاژ 8/1ژل آگارز جهت بررسی کمیت و کیفیت پلاسمید استيراجی از الکتروفورز 

آل الگوی سه باندی مربوط به اشکال در شرایي ایده دقیقه استفاده گردید. 91مدت ولت بهمیلی

 ردد.گمشاهده می 9و حلقوی 2، خطی4ميتلف پلاسمید مانند سوپرکویل

-11-3 سازیجهت همسانه دسچوراز 6ژن دلتا و  هضم آنزیمی پلاسمید  

باا    XbaI- SacIهاای برشای   توسي آنازیم  pSKژن مورد نظر، پلاسمید  سازیهمسانهجهت 

 8/1میکرولیتر بافر تاانگو،   2میکرولیتر پلاسمید،  8میکرولیتر آب،  2/8های زیر برش داده شد. نسبت

(، به XbaIدلیل فعالیت کمتر این آنزیم نسبت به ه)ب SacIمیکرولیتر آنزیم  4و  XbaIمیکرولیتر آنزیم 

ساازی  بارای غیرفعاال   شاد.  قارار داده  C°93ساعت در دمای  5/2 -9 مدتو به میکروتیوب اضافه شد

دسچوراز نیز باه هماین    6ژن دلتا  دقیقه استفاده گردید. 21به مدت  C65°های برشی از دمای آنزیم

 استفاده گردید ژن محصول استيراج از ژلِ اینمورد هضم قرار گرفت. فقي به جای پلاسمید از ترتیب 

 .(41-9)جدول 

 مقادیر مورد نیاز جهت هضم آنزیمی پلاسمید و قطعه ژن موردنظر: 10-3  جدول

 مقادیر )میكرولیتر( مواد مورد نیاز

 μ 8 l یا پلاسمید DNAقطعه 

 μ 2 l بافر تانگو

 XbaI μ 8/1 lآنزیم 

 SacI μ 4 lآنزیم 

 μ 2/8 l آب دیونیزه

 

                                                 
1 - Supercoiled 

2 - Nicked 

3 - Open Circle 
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-12-3 1اتصال 

با استفاده از دستور کیت استيراج، از روی ژل  دسچوراز پس از هضم آنزیمی، 6دلتا قطعه ژن 

. بنابراین فاده گردیداست 4به  9از نسبت ، pSK به پلاسمیداین قطعه جهت اتصال سازی گردید. خال 

میکرولیتار باافر    2یافته، میکرولیتر پلاسمید برش 1 و DNAمیکرولیتر  42 اتصالجهت تهیه محلول 

و پاس از   اضافه  DNA Ligase T4 میکرولیتر آنزیم 5/1میکرولیتر آب دیونیزه و در انتها  5/4اتصال، 

 .(44-9)جدول  گردیدانکوبه  C46°ساعت در دمای  4 واکنش، مواد کردن ميلوط

 T4 DNA ligaseمقدار و مواد مورد نیاز جهت اتصال دو قطعه وسي آنزیم  :11-3  جدول

 مقادیر )میكرولیتر( مواد مورد نیاز

 μ 4 l بافر آنزیم

 μ 9 l ناقل

 PCR μ 42 lمحصول 

 T4 DNA ligase μ 5/1 lآنزیم 

 μ 5/9 l دیونیزه آب

 

-13-3 2های مستعدتهیه سلول 

به داخل  DH5α سویه E.coli از استو  باکتری، E.coli باکتری های مستعد تهیه سلولجهت 

کشت مایع )اتوکلاو شده در داخل فالکون( تلقیح انجام، و به صورت  LBلیتر محیي کشت  میلی 5

 46پس از گذشت  .گرفت قرار rpm481 دور با C 93°دار در دمای  در داخل انکوباتور شیکر شبانه

در زیر هود، رقیق اتوکلاو شده  LBمحیي  در 13به  4های کشت داده شده با نسبت ساعت باکتری

انکوبه گردید. پس از گذشت  rpm211در انکوباتور با دور  C93°ساعت در دمای  2و به مدت  شد

دقیقه بر  21مدت ها بهگردیده و سپس نمونهمنتقل  5/4های زمان مورد نظر محلول به میکروتیوب

                                                 
1 - Ligation 

2 - Competent Cells 
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دقیقه در دور  5ها با استفاده از سانتریفیوژ به مدت روی ی. قرارگرفتند. در مرحله بعد باکتری

rpm1111 های رسوب داده شده مقدار شد و به باکتریپس مایع روئی دور ریيتهس. رسوب داده شدند

گردید. به آرامی محیي یکنواخت سرد اضافه گردید و  کاملا مولارمیلی 411منیزیم  ریدلیتر کلمیلی 4

لیتر میلی 4روئی مقدار پس از دور ریيتن مایعحله قبل اجرا گردید. دوباره عمل سانتریفیوژ همانند مر

ساعت بر روی ی. قرار  4مدت  ها بهنمونه و شده مولار )سرد( به رسوب اضافهمیلی 411کلرید کلسیم 

 داده شدند.

ها همانند مرحله قبال ساانتریفیوژ شاده و در کناار     از گذشت مدت زمان موردنظر نمونهپس 

در  .میکرولیتر از مایع روی رسوب باقی ماند 411مایع روئی به نحوی خارج گردید که در حدود  ،شعله

باه  هاا از انجمااد،   باشند. جهت حفاظات بااکتری  میخارجی  DNAها آماده دریافت این مرحله سلول

میکرولیتر گلیسیرول مایع اتوکلاو شاده اضاافه و پاس از ميلاوط کاردن آرام، در فریازر        11ها هنمون

°C21- ماه در این دما قابل نگهداری هستند 4ها به مدت نگهداری گردید. این نمونه. 

-14-3 پلاسمید نوترکیب به میزبان باکتریایی  قال انت  

 E.coliباکتری  های مستعدبه سلول هود زیرمیکرولیتر از محصول واکنش اتصال در  41مقدار 

ها به از زدن چند ضربه آرام انگشت به تیوب )به منظور ميلوط شدن( میکروتیوباضافه گردید و پس

اد شو  حرارتی ور ایجدر مرحله بعد به منظر روی ی. قرار گرفتند. دقیقه مجددا ب 11مدت 

و بلافاصله پس از گذشت  هار داده شدقر C°12دقیقه داخل حمام آب گرم با دمای  2 میکروتیوب

 LBلیتر محلول استریل شده میلی 4دقیقه بر روی ی. قرار گرفت. سپس  5زمان مورد نظر به مدت 

در انکوباتور شیکردار  C°93ساعت در دمای  4مدت گردید و به فزودها میکروتیوبله به در کنار شع

. مایع روئی در انجام شدسانتریفوژ  rpm9111دقیقه در دور  8 ،نگهداریساعت  4پس از  انکوبه شد.

آرامی رسوب حاصله بهمیکرولیتر بر روی رسوب باقی ماند.  111که شد، خارجکنار شعله به نحوی 

 جامد LBمحیي کشت میکرولیتر در  51شده  گردید. در مرحله بعد، از نمونه ترانسفورم دستیک



 

63 

 

 

 انکوبه گردید. C°93ساعت در دمای  46مدت بهگردید و پيش  -IPTG Ampو  X-Galحاوی 

-15-3 آمدهدستهای بهیگری کلونغربال   

وه بر ایجاد علا pSKباکتری لاکتوز منفی است و ناقل یک  E .coli DH5αباکتری  سویه

این ناقل  .کندسفید را نیز فراهم می -آبی هایکلونی امکان غربالگری ،سیلینمقاومت نسبت به آمپی

باشد. همچنین قسمت باشد که زیرواحد آلفا برای آنزیم بتاگالاکتوزیداز میمی lacZدارای یک منطقه 

MCS .در ترانسفورم باکتری  این پلاسمید نیز در همین ناحیه قرار داده شده استE.coli  سه حالت

سیلین بر روی محیي آمپیعلت عدم مقاومت به ی فاقد پلاسمید بههاممکن است ایجاد گردد: باکتری

و چون زیرواحد  مقاوم بوده سیلینهای با پلاسمید خالی به آمپیکنند. باکتریکشت انتيابی رشد نمی

 IPTGشود، لذا در محیي کشت انتيابی رشد کرده و در حضور بیان می ناقل lacZآلفا توسي قسمت 

گیرد. ها رن  آبی به خود میکلونی این باکتری X-Gal با شکستن ،اپران لاکتوز روشن شده X-Galو 

 lacZدلیل تيریب ا پلاسمید نوترکیب، در محیي کشت انتيابی رشد کرده ولی بهبهایی باکتری

لذا کلونی به رن  سفید مشاهده خواهد  نشکسته،  X-Galخارجی  DNAپلاسمید با وارد شدن قطعه 

 شد.

ژن دلتا حاوی  پلاسمید نوترکیبِان از انتقال حاصل جهت اطمین هایساعت کلونی 46پس از 

توساي   ساازی همساانه صحت عمل و  چند کلونی سفید انتيابچوراز مورد بررسی قرار گرفتند. دس 6

 . مورد بررسی قرار گرفت 4توالی، هضم آنزیمی و تعیین Colony- PCR هایآزمون

3-15-1- Colony- PCR  

کلاونی   pSK، 6دسچوراز در ناقل  6به منظور تائید حضور ژن دلتا قبل از استيراج پلاسمید، 

 های اختصاصی این ژن انجام پذیرفت.آغازگربا استفاده از  PCRانتياب و واکنش  دسفی

                                                 
1 - Sequencing 
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 هضم آنزیمی -3-15-2

 برشای ابتادا  پلاسمید استيراجی توسي ساایت  ، چورازدس 6جهت اطمینان از انتقال ژن دلتا 

(XbaI) ژنی و انتها (SacI)،  حدود انتظار بر این بود که در هضم، قطعاتشدند.  برش داده  bp2311 

  حاصل آید.دسچوراز  6ژن دلتا  bp4931 پلاسمید و 

-16-3 والیتتعیین 

در جایگااه مناساب وصاحت     ژن قرارگیاری  اطمینان از صاحیح باودن ساازه،   های  یکی از راه

اسات.   یابیانجام توالی ،Taq DNA polymerase آنزیمهنگام تکثیر با نظر  ۀ موردنوکلئوتیدها در قطع

استيراج پلاسامید   ،Colony- PCRو های تائید شده توسي هضم آنزیمی یکی از کلونیاز  منظوربدین

و  T3های عماومی  آغازگرقطعه توسي این  ارسال گردید.فزابیوتک شرکت  بهیابی توالیانجام و جهت 

T7  که داخل پلاسمیدpSK نتایج بدست آمده از توالی یابی با تاوالی ژن   یابی گردید.قرار دارند، توالی

 مقایسه شد. NCBIبدست آمده از پایگاه اینترنتی 

 و پروتئینی   بلاست توالی نوکلئوتیدی -3-16-1

های دارای همولوژی با این قطعه توالی NCBIبا بلاست توالی نوکلئوتیدی در بانک اطلاعاتی 

به پروتئین ترجمه و بلاست  Expasyدست آمده، در سایت هتوالی نوکلئوتیدی بمشي  گردید. 

 گردید.

 های احتمالی با استفاده از توالی پروتئینیشناسایی دومین -3-16-2

-CDD 9-46-2-4و Interpro های احتمالی توسط سروربررسی دومین 

های احتمالی جهت تشيی  دومین(/www.ebi.ac.uk/interpro) توالی پروتئینی توسي 

های دومینی شناسایی شده نظر، با خانواده نوعی بلاست بر روی توالی موردبررسی گردید. این سرور 

های شناسایی شده در توالی مورد درخواست را معرفی انجام و درصورت وجود چنین شباهتی دومین
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 CDD (www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd) (Conserved domain database) از پایگاههمچنین کند. می

 ها استفاده گردید.نیز جهت آنالیز دومین NCBI در سایت

 Psipredبررسی ساختار ثانویه پروتئین توسط  -3-16-3

  protein structure psipredاطلاعات بیشتر در مورد ساختار ثانویه پروتئین توسي سرور

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/)  آنالیز محل آمینواسیدهایی که در ساختار بینی گردید. در این پیش

ها مناطقی از ساختار گردد. لوپکنند، مشي  میمارپیچ آلفا، صفحات بتا و یا لوپ )کویل( شرکت می

های نامنظم صورت پیچشیک از ساختارهای منظم آلفا و بتا را نداشته و بهباشند که هیچپروتئینی می

  مانند.باقی می

 TMHMMممبران توسط سرور ترانس هایبینی هلیكسپیش -3-16-4

های پس از تيمین ساختار ثانویه، توالی پروتئینی جهت شناسایی محل احتمالی هلیکس

 TMHMMتوسي سرور  9ئیغشا خارجو  2درون غشائیمناطق ، 4ممبرانترانس

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM( .آنالیز گردید ، 

 Expasyگریزی توالی آمینواسیدی توسط سایت دوستی و آبتعیین میزان آب -3-16-5

گریزی دوستی یا آبمیزان آب topology در قسمت( www.expasy.org/toolsیت )توسي سا

اسیدی مورد بررسی قرار گرفت و نمودار هیدروفوبیستی آن در طول کل پپتید ترسیم این توالی آمینو

 گردید.

 تعیین نقشه پپتیدی پروتئین -3-16-6

تعیین  expasy/peptidemassصورت فرضی و تئوری توسي پایگاه نقشه پپتیدی پروتئین به

                                                 
1 - Helical transmembrane regions 

2 - Inside of membrane 

3- Outside of membrane  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM
http://www.expasy.org/tools
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تعیین تغییرات پس از گردید. نقشه پپتیدی از این لحاظ حائز اهمیت است که در شناسایی پروتئین و 

-های هضمترجمه کاربرد دارد. در روش تجربی پروتئین موردنظر از ژل جدا گردیده و تحت تاثیر آنزیم

های کار تشکیل قطعات پپتیدی با طولگیرد. حاصل اینکننده، یا مواد شیمیایی خاصی قرار می

هایی صورت پیکدد، که بهگرمتفاوت است. سپس جرم پپتیدها توسي اسپکترومتر جرمی تعیین می

 گیرد. های اینترنتی انجام میافزارها یا پایگاهکار توسي برخی نرمگردد. در روش تئوری اینثبت می

 Clustalwردیفی توالی آمینواسیدی با استفاده از هم -3-16-7

گونه  1( توالی آمینواسیدی xpasy/tools/multiple alignment/clustalwبا استفاده از سرور )

 گونه را مشي  کرد. 1های آمینواسیدی بین این ردیفی تفاوت توالیهم ردیف گردید.هم

 رسم درختچه فیلوژنتیكی -3-16-8

با توالی این  M. alpinaدسچوراز گونه  6جهت تعیین میزان قرابت توالی پروتئینی ژن دلتا 

که دلتا دلیل اینفیلوژنتیکی رسم گردید. به چهدرخت NCBIهای دیگر، با استفاده از سایت ژن در گونه

باشند، بنابراین علاوه بر دلتا اسفنگولیپید در یک خانواده قرار گرفته و گاهی بسیار شبیه هم می 8و  6

 اسفنگولیپید نیز در رسم درختچه فیلوژنتیکی استفاده گردید. 8، از توالی پروتئینی چند ژن دلتا 6

 Protparamتئین توسط سرور تعیین خواص بیوشیمیایی پرو -3-16-9

 (/http://expasy.chl/tools/protparam.html)خصوصیات بیوشیمیایی پروتئین حاصل، توسي 

 تعیین گردید.

-17-3 حاوی پروموتور ناپینpKS  دسچوراز در ناقل 6سازی ژن دلتا همسانه  

دانه روغنای   انبیان آن در گیاه دسچوراز، 6ژن دلتا  سازیهدف از همسانه کهاین با توجه به 

مانند ناپین که به میزان زیادی در بذرهای توسعه یافته بیان باشد، استفاده از پروموتوری مانند کلزا می

 گاردد. مای مانناد داناه   های خاصی از گیااه  در بيشبیان پایدار این ژن باعث محدود شدن گردد، می

http://expasy.chl/tools/protparam.html/
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ل حااوی پروموتاور نااپین    ناقا  در، این ژن شده سازیان از صحت قطعه همسانهبراین پس از اطمینبنا

حاوی پروموتور  pKS و پلاسمیددسچوراز  6دلتا ژن  pSKسازی در همانند همسانه. شدسازی همسانه

و  ساازی شاده  ، از روی ژل خاال  برش داده شاده  SacIو  XbaIهای برشی هر دو توسي آنزیم ،ناپین

 صورت پذیرفت. E.coliمراحل ترانسفورم به باکتری 

 

 

 

  Clony- PCR توسط آزمون بدست آمده هاییغربالگری کلون  -3-17-1

باا اساتفاده از آغازگرهاای    دسچوراز چند کلونی انتياب و  6جهت اطمینان از انتقال ژن دلتا 

جهات قرارگیاری   انجام پذیرفت. همچنین جهت اطمیناان از صاحت    PCRاختصاصی این ژن واکنش 

و ( 42-9)جادول  داخلی این ژن به همراه ژن دسچوراز طراحای  آغازگر پروموتور ناپین در ابتدای ژن، 

PCR  .باشد.جهت قرارگیری پروموتور و ژن میتائیدی بر صحت  طول قطعه تکثیریگذاشته شد 

 دسچوراز 6داخلی پروموتور ناپین و ژن دلتا  آغازگر :12-3 جدول 

 ژن آغازگر آغازگرتوالی  TM %GC سایز قطعه 

 

830 bp 

49.9°C 50% 5´-AGTAAGGATGACCTACCC-3´ Forward Promotor 

Napin 

51.0°C 47.1% 5´-AGAACATCTCCAACGCA-3´ 

 
Reverse Delta6 

Desaturase 

های به همراه سایتحاوی پروموتور ناپین  pKSتصویر شماتیک ناقل : 3-3 شكل

 سازی برشی مورد استفاده جهت همسانه
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 دسچوراز 6هضم آنزیمی پروموتور ناپین و ژن دلتا  -3-17-2

-هضم آنزیمی توام پروموتور ناپین به همراه ژن دسچوراز جهت اطمیناان از صاحت همساانه   

انتظار بر  انجام پذیرفت. (SacI)و انتهای ژن  (HindIII)های برشی ابتدای پروموتور سازی توسي آنزیم

 پلاسامید  bp 2311قطعاه  دساچوراز باه هماراه     6پروموتور و ژن دلتا  bp 2541 قطعه این است که

 حاصل گردد.

پروموتور نااپین در ناقال    دسچوراز و  6ژن دلتا  قطعه حاوی سازیهمسانه   3-18-

 pBI121 دوگانه

ریيتاه  های ترانسفورماسیون گیاهی پلاسمیدهایی هستندکه به منظور تولید گیاهاان ترا ناقل

های ، ناقلشوندهایی که به منظور ترانسفورماسیون گیاهی استفاده میناقلاند. رایج ترین طراحی شده

 را دارند. Agrobacterium tumefaciensو   E.coliیدر باکتر همانندسازیهستند که قابلیت  دوگانه

-مای  pBI121 جهت ترانسفورم گیاهان، وکتور دوگانه از معمولترین وکتورهای مورد استفاده

4ناحیاه  . AF485783)دارد )شماره دسترسای   bp 41358این ناقل طول  باشد.
T-DNA ( bp6439 )

nptII2شامل ژن
عنوان ژن به 9GUSژنبیوتیک نئومایسین( عنوان نشانگر )مقاومت به خانواده آنتیبه 2

(NOS)انداز یوکااریوتی توالی با دو راهدو باشد. میگزارشگر 
در دو  ترتیاب هاناداز پروکااریوتی، با   و راه 1

  .(Chen, P. Y, et al., 2003) و خارج از آن قرار گرفته است T-DNAناحیه داخل 

                                                 

                1- Transfer DNA  
2 - Neomycin phosphotransferase II 

3- β-glucuronidase 

4 - Nopaline Synthase 

https://en.wikipedia.org/wiki/%CE%92-glucuronidase
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سازی های برشی مورد استفاده جهت همسانهبه همراه سایت pBI121ناقل بیانی تصویر شماتیک : 4-3  شكل

 دسچوراز 6پروموتور ناپین و ژن دلتا 

 

 دسچوراز 6پروموتور ناپین و ژن دلتا به همراه الحاق  pBI121تصویر شماتیک ناقل بیانی : 5-3  شكل

 

توسط  pKS- Napin- D6 Desaturaseو  pBI121 هایپلاسمیدهضم آنزیمی  -3-18-1

  SacI و HindIIIهای برشی آنزیم

جهت جداسازی قطعه پروموتور و دسچوراز،  6حاوی پروموتور ناپین و ژن دلتا  pKSپلاسمید 

نیز جهت الحاق ایان قطعاه توساي     pBI121های ابتدا و انتها برش داده شد. پلاسمید ژن توسي آنزیم

  .شده، مورد هضم آنزیمی قرار گرفت بیانهمین دو آنزیم براساس روش 

  باکتری ترانسفورماسیون، اتصال و خالص سازی قطعات حاصل از هضم آنزیمی -3-18-2

دو قطعه باه   pKS- Napin- D6 Desaturaseکه در اثر هضم آنزیمی پلاسمید با توجه به این

حاصال   bp 44339و  bp 2365قطعاات   pBI121، و از هضام آنزیمای   bp2836 و  bp 2633 طاول 



 

36 

 

 

ل خال  گردیدند. بنابراین دو ژاتصال صحیح، قطعات مورد نظر از روی گردید، جهت افزایش احتمال 

 T4توسي آنزیم ناقل از روی ژل برش داده شده، bp 44339حاوی ژن و پروموتور و  bp 2633قطعه 

DNA  به یکدیگر متصل و به باکتری لیگازE.coli شاده بار   های ترانسفورمترانسفورم گردیدند. باکتری

های توسي آزمونسازی و صحت عمل همسانهبیوتیک کانامایسین کشت نتیآروی محیي کشت حاوی 

PCR- clony و هضم آنزیمی تائید گردید. 

-19-3 انتقال سازه نوترکیب به آگروباکتریوم 

استفاده گردیاد، کاه اماروزه باه طاور       آگروباکتریوماز روش توتون  گیاهجهت انتقال ژن به   

گیارد. در تراریيتای    مورد اساتفاده قارار مای    ها ای خصوصا دو لپهای جهت تراریيتی گیاهان  گسترده

 اگروباکتریومگیاه توتون به تلقیح به نژاد ها دارد.  توتون این روش مزایای متعددی نسبت به سایر روش

 کالوس، بااززا ها مستقیما و بدون نیاز به تشکیل  گیاهچه. فوق العاده حساس است LBA4404ی  سویه

ه پاس از تلقایح باه وسایل     نموناۀ برگای  ریز   های بریده شده ها به آسانی از محل لبه گیاهچه شوند. می

باه  های گیاهی از ایان طریاق نسابت     کنند و کارایی باززایی از بافت حاوی ناقل، رشد می اگروباکتریوم

 .(fisher et al., 2004)ها بسیار بالا است  سایر روش

 های مستعد آگروباکتریومتهیه سلول  -3-19-1

در  LBA4404ساویه   های مستعد، یک کلونی از کشت جامد آگروبااکتریوم جهت تهیه سلول

 C°28ریفامپساین در دماای   بیوتیک آنتیمیکرولیتر  251حاوی مایع  LBتر محیي کشت لیمیلی 25

 6میکرولیتار از ایان کشات در     511 باه میازان   روز کشت گردید.به مدت دو شبانه rpm451 در دور

 41و ساپس باه مادت    انکوباتور رشد داده شاد  در شیکر ساعت  2-9میکرولیتر محیي کشت به مدت 

دقیقه سانتریفوژ گردیاد.   5به مدت  rpm9111 دور در. محیي سرد شده قرار گرفت دقیقه بر روی ی.

  . شدسرد حل  mM21کلسیم  کلریدمیکرولیتر  411ج و رسوب حاصل در محلول رویی خار
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 ترانسفورماسیون -3-19-2

-هود به سالول  زیر ،میکرولیتر از پلاسمید نوترکیب 41 آگروباکتریوم، جهت ترانسفورم کردن

دقیقه در ازت مایع قرار داده شده  5 و دقیقه بر روی ی. 5مدت میکروتیوب به . اضافه شدهای مستعد 

و  ها افازوده شاد  به باکتری LBمیکرولیتر محیي کشت  5/1منتقل گردید.  C°93و بلافاصله به دمای 

بر روی محیي کشت   هاباکتری .ر قرار داده شدشیکدر  rpm451دور  در C°28ساعت در دمای  1-9

انکوباه   C°28بیوتیک ریفامپسین و کانامایسین منتقل و باه مادت دو روز در دماای    جامد حاوی آنتی

 .انجام گرفتPCR حاصل با استفاده از هضم آنزیمی و کلونی  نوترکیب هایغربالگری کلونی .شدند

-20-3 گیاهی کشت بافتانتقال ژن و  

 MS، محایي کشات گیااهی پایاه     گیاه توتاون  بافتکشت در این تحقیق، جهت کشت بذر و 

(Murashing and Skoog, 1962) شت، از متاداولترین محایي   مورد استفاده قرار گرفت. این محیي ک

غذایی لازم جهت ادامه رشاد   ، چرا که دارای مواددر کشت بافت گیاهی استهای مورد استفاده کشت

-کام ، عناصار  4این محیي شامل چهار دسته مواد اصالی عناصار پرمصارف    باشد.ها میها و سلولبافت

 .انجام پذیرفت 9های مادریبا استفاده از محلول MSتهیه محیي  ها و آهن است.، ویتامین2مصرف

 مصرف، آهن و ویتامینتهیه محلول مادر عناصر پرمصرف، کم  -3-20-1

( و محلاول  211×(، محلاول ماادر آهان )   411×مصرف )(، کم41×عناصر پرمصرف به صورت )

صورت که مقادیر ذکار شاده از هار یاک از ماواد      دید. بدین( تهیه گر411×ها به صورت )مادر ویتامین

 .وزن شده و به حجم موردنظر رسانیده شد 49-9 جدول

 

                                                 
1 - Macronutrients 

2 - Micronutrients 

3-  Stock solution 
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 (MS)موراشیک و اسکو  محیي کشت  اتترکیبجدول : 13-3  جدول

محیط حجم هر لیتر

 (ml)  کشت

 نسبت در محلول استوک

(mg/l) 

 MSنسبت در محیط 

(mg/l) 

 مواد تشكیل دهنده

   Macronutrient 
100 16500 1650 NH4NO3 
 19000 1900 KNO3 
 3700 370 MgSO4.7H2O 
 4400 440 CaCl2.2H2O 
 1700 170 KH2PO4 
   Micronutrient  
10 620 6.2 H3BO3 
 2230 22.3 MnSO4.4H2O 

 860 8.6 ZnSO4.7H2O 

 83 0.83 KI 

 25 0. 25 Na2MoO4.2H2O 

 2.5 0.025 CuSO4.5H20 

 2.5 0.025 CoCL2.6H2O 

 Add fresh 40 Fe.EDTA-Na salt 

   Vitamins 
1 50mg/100ml 0.5 Nicotinic acid 

0.2 50mg/100ml 0.1 Thiamine HCl 
1 50mg/100ml 0.5 Pyridoxin HCl 
 Add fresh 100 Myo-inositol 
 Add fresh 30000 Sucarose 
 Add fresh 

 

 

8000 

5.8 
 

Agar 
pH 

 

 های مورد استفادههورمون یحاو MS یطمح -3-20-2

باه عناوان    4(BAPپاورین ) بنزیال آمینو شاامل   یاق، تحق یان مورد اساتفاده در ا  هایهورمون

تهیه محلاول ذخیاره، ایان     جهتبودند. ها از گروه اکسین 2(NAA) یداس یکو نفتالن استسیتوکنین 

و سپس محلول یک نرمال سود به طور کامل حل شده لیتر میلی 4در  گرم میلی 4با غلظت  هاهورمون

 و بنزیال آمینوپاورین   mg/l 9غلظات  جهت باززایی گیاه توتون از  رسانده شدند. لیترلیمی 11به حجم

mg/l 4/1 استفاده گردید.  یداس یکنفتالن است 

                                                 
1 - Benzylaminopurine  
2 - Naphthaleneacetic Acid 
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-هاستفاده گردید. کانامایساین با   4سفاتوکسیمبیوتیک کانامایسین و دراین تحقیق از دو آنتی

-و سفاتوکسیم جهت کنترل رشد آگروباکتریوم اساتفاده مای   pBI121عنوان نشانگر انتيابی پلاسمید 

 تهیاه گردیاد.   mg/l 51و کانامایسین در غلظت  mg/l 511در غلظت یم سفاتوکس بیوتیکیآنتگردد. 

ل و فیلتار شاد و در   آب مقطار حا   ml4یوتیک در باز این آنتی mg51جهت تهیه استو  کانامایسین 

آب  ml4بیوتیاک در  از آنتای  mg511 استو  سفاتوکسایم  برای تهیه نگهداری گردید. -C21°دمای 

 .مقطر حل گردید

 سازی مواد گیاهی آماده -3-20-3

 انتقاال ساازه ماورد بررسای     جهات  (.Nicotiana tabacum L)در این تحقیق از گیاه توتاون  

، باا  ساطحی استفاده گردید. به منظور تهیه ریزنمونه جهت تراریيتی، بذور توتون پاس از شستشاوی   

مقطار اساتریل   شد. سپس دو مرتبه شستشو باا آب  ضدعفونی ثانیه 91% به مدت 31استفاده از الکل 

 دقیقه، بر 45سدیم( به مدت  % هیپوکلریت5% )حاوی 21ول وایتکس محل بذرها توسي صورت گرفت.

بر روی کاغاذ صاافی    تریل شستشو شده،سه مرتبه توسي آب مقطر اس و استریل گردیدندزن روی هم

، کشات  بادون هورماون   MSمحیي کشات   یدند. بذور پس از خشک شدن، بررویاستریل منتقل گرد

به مادت   C25°ساعت تاریکی در دمای  8ساعت روشنایی و  46گردیدند و در اتاق رشد با دوره نوری 

 روز نگهداری گردیدند.  91حدود 

-4-9-21-9 انتقال ژنجهت  2تهیه ریزنمونه 

سابز و کااملا ساالم    هاای  بار  از ریز نمونه بر  گیاه توتون، جهت انتقال ژن استفاده شاد.  

ابتادا  . زده شدمتر برش سانتی 4به اندازه تقریبی متر انتياب و سانتی 1گیاهان جوان با اندازه تقریبی 

باه چناد قسامت     هاا ریزنموناه های بر  حذف و ، حاشیهشد دادهبه رگبر  اصلی یک خراش طولی 

                                                 
1 - Cefotaxime 

2 - Explant 
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 متری تقسیم گردید. سانتی 4 تقریبا

-2-9-21-9 1کشتیآماده سازی آگروباکتریوم جهت هم 

 6شده با ژن دلتا سازی همسانهpBI121  پلاسمید حاوییک تک کلونی از آگروباکتریوم 

های ریفامپسین و بیوتیکحاوی آنتیمایع  LBلیتر محیي میلی 41در  دسچوراز و پروموتور ناپین،

سوسپانسیون شبانه گردیدند. کشت دور  451با  در شیکر انکوباتورو  C28°کانامایسین در دمای 

. فاز دقیقه رسوب داده شد 41مدت هب C1°در دمای   rpm2511حاصل توسي سانتریفیوژ با سرعت 

)محیي  سوسپانسیون تلقیحمحیي به همان میزان  ،رویی باکتری خارج گردیده و به رسوب حاصل

MS2/4) ساعت در شیکر قرار داده شد تا باکتری به محیي  4تا  5/1مدت هب محلول. این شد اضافه

حاوی میکرولیتری  51 فالکونیافته به قطعات برگی برشبرسد.  8/1 -6/1به  ODکشت عادت کرده و 

با قرار دادن دقیقه در این محیي انکوبه گردیدند.  41مدت همنتقل شده و بسوسپانسیون باکتری 

بر  هاریزنمونهآگروباکتریوم حذف گردید. سوسپانسیون  ماندهباقیقطعات برگی بر روی کاغذصافی، 

قرار داده  ±25منتقل گردیدند و به مدت دو روز در تاریکی و در دمای  جامدکشتی همروی محیي 

های شاهد بدون تلقیح با باکتری بر ریزنمونه .در کامل صورت پذیرطوهآگروباکتریوم ب آلودگیشدند تا 

ها بر روی محیي جامد حاوی کشتی، ریزنمونهروی محیي کشت قرار گرفت. پس از دو روز هم

mg/l511  بیوتیک آنتی حاویهای فاقد باکتری بر روی محیي . ریزنمونهشدندمنتقل سفاتوکسیم

-یی انتيابی دارای آنتیها بر روی محیي باززاعمل واکشت نمونه هر دو هفته یکبارمنتقل گردیدند. 

های متوالی به در هفتهکانامایسین . غلظت صورت گرفت mg/l251سفاتوکسیم به میزان  بیوتیک

 هورمونو mg/l9با نسبت  BAPهورمون افزایش یافت.  mg/l411 ،35 ،51 ،25 هایترتیب با نسبت

NAA نسبت  ابmg/l 4/1 به  انتيابی، باززا شده در محیي  گیاهانبعد از هشت هفته  .شد استفاده

 .(41-9)جدول  زایی انتقال یافتندبدون هورمون، جهت ریشهکانامایسین  mg/l51محیي 

                                                 
1 - Cocultivation 
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 های مورد استفاده جهت انتقال ژن به توتونمحیي کشت: 14-3 جدول 

 مرحله رشدی محیط کشت بیوتیکآنتی هورمون
3 mg/l BAP 

0/1 mg/l NAA 

 

- 

- 
 

MS Cocultivation 

and  

Regeneration 

3 mg/l BAP 

0/1 mg/l NAA 

 

500 mg/l Cefotaxime 

25-100 mg/l Kanamycin 
MS Selective 

regeneration 

- 

 
50  mg/l Kanamycin MS Selective 

Rooting 

 یختهترار یاهانگ یمولكول یبررس -3-20-4

-CTAB 9-21-1-4به روش   یژنوم DNAاستخراج  

دساچوراز و پروموتاور    6شده و حضور ژن دلتاا  جهت اثبات تراریيت بودن گیاهان ترانسفورم

باا اساتفاده از    غیرتراریيت و شاهد یيتتوتون ترار یاهجوان و سبز گ یها از بر  یژنوم DNA ناپین، 

 DNAکیفیاات  .اسااتيراج گردیااد (9-1در بيااش  ذکرشااده DNA)طبااق پروتکاال  CTABروش 

 بررسی گردید. و اسپکتروفتومتر استيراجی با استفاده از الکتروفورز

-RNA 9-21-1-2استخراج  

سانتز   و RNX- Plus باا اساتفاده از روش   تراریيتاه بر  گیاهاان توتاون    از RNAاستيراج 

cDNA  انجام پذیرفت.   9-3و  9-6بيش طبق پروتکل ارائه شده در 

گیاهاان تراریختاه    cDNA و  DNAبا استفاده از  PCRانجام واکنش   9-21-1-9-

 دسچوراز و پروموتور ناپین 6احتمالی توسط سازه حاوی ژن دلتا 

-49دسچوراز و پروموتور ناپین ذکرشده در جدول  6ژن دلتا با استفاده از آغازگرهای داخلی 

ایان آغاازگر    صاورت گرفات.  احتماالی   تراریيتهاستيراجی از گیاهان  DNAبر روی  PCRواکنش  9

 کارد لجهات اطمیناان از صاحت عم    ،پاس از ایان مرحلاه    کناد. را تکثیر می bp891ای به طول قطعه
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از سانتز شاده    cDNAبر روی  دسچوراز 6های اختصاصی ژن دلتا پروموتور ناپین، با استفاده از پرایمر

 .انجام گرفت PCRواکنش ، تراریيتهگیاهان 
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 چهارم فصل

 نتا یج و بحث
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 نتایج   -4

-Mortierella alpina 4-1نتایج حاصل از کشت قارچ  

اساتيراج   یقارچ کاملا رشاد کارده و بارا   ، YPDها در محیي تعلیق میسلیومپس از سه روز 

DNA  وRNA  (4-1)شکل  مناسب بود. 

 

 M. alpinaکشت مایع قارچ  :1-4  شكل

-2-4 توسط اسپكتروفتومتری DNAبررسی کمیت  

 261و نسبت جذب  موجود در نمونه DNAمقدار اشعه ماوراء بنفش جذب شده توسي مقدار 

باشاد. عادد کاوچکتر نشاانگر      2تاا   8/4نسبت باید باین  نانومتر نشانگر خلو  آن است. این  281به 

از نمونه  DNAباشد. در استيراج می RNAبه دلیل آلودگی با پروتئین یا فنل و بیشتر  DNAآلودگی 

 . حاصل گردید 8/4عدد قارچی 

-3-4 توسط الكتروفورز   DNAبررسی کیفیت   

و شکساتگی  مشااهده باناد بادون اسامیر      % استفاده گردید.4، از ژل آگارز DNAبرای نمونه 

از آغازگرهای داخلای، جهات اطمیناان از وجاود ژن     استيراجی بود.  DNAدهنده کیفیت خوب نشان
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 (.2-1)شکل دسچوراز در نمونه قارچی استفاده گردید  6دلتا 

 

 

 

 

 

 

 الگوی :bp411، 1نشانگر وزن مولکولی  :M. alpina. M قارچ DNA استيراج محصول :2-4  شكل

 روی بر دسچوراز 6 دلتا ژن یداخل آغازگر بازی جفت 311 قطعه تکثیر :DNA، 2 استيراج محصول الکتروفورز

DNA شده استيراج   

-4-4   توسط روش اسپكتروفتومتری RNAبررسی کمیت   

-میکروگرم بر میلی 8/4-2، بینRNAبرای نانومتر  281به  261نسبت جذب در طول موج 

-دهنده آلودگی با پروتئین یا پلیعدد بیشتر نشاناستيراجی است.  DNAنشانگر کیفیت خوب لیتر 

-که نشانبدست آمد  11/2عدد استيراج از نمونه قارچی در باشد. ساکارید و کمتر، آلودگی با فنل می

 . بود یاستيراج RNAکیفیت خوب  گر

-5-4 توسط الكتروفورز RNAبررسی کیفیت   

. استفاده گردیددقیقه  91مدت به 411%  با ولتاژ 2/4از ژل آگارز ، RNAجهت تعیین کیفیت 

 .(9-1)شکل  استاستيراجی  RNAنشانگر کیفیت خوب  srRNA48و   srRNA28 ایجاد دو باند

700 bp 

M 1 2 

1000 bp 
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 M. alpinaاستيراج شده از قارچ  RNAالگوی الکتروفورز نمونه : 3-4  شكل

-6-4 سنتز شده cDNAدسچوراز، با استفاده از  6تكثیر طول کامل ژن دلتا  

ژن در  . ایناستفاده گردید M. alpinaقارچ  cDNAاز  ،دسچوراز 6جهت جداسازی ژن دلتا 

های کارکردی ژن تنها قسمت، cDNAبنابراین با استفاده  باشد،توالی خود دارای نواحی اینترونی می

باشد. جفت باز می4931 شده باز و طول ناحیه ترجمه جفت 4643طول کامل ژن د. یتکثیر گرد

دقیقا پس از نقطه پایان ترجمه قرار  برگشتدقیقا قبل از نقطه شروع ترجمه، و آغازگر  رفتآغازگر 

جفت باز  4935طول کامل قطعه تکثیری  های برشیبا توجه به الحاق توالی کوزا  و سایت داده شد.

-RTواکنش  .وبی صورت پذیرفتتوسي شرکت بایونیر داجون کره جن آغازگرهاسنتز . دست آمدهب

PCR  نظر  طول کامل قطعه مورد باندی باتکثیر  ،های طراحی شدهآغازگردسچوراز توسي  6ژن دلتا

 در قارچ موردنظر بود RNAدسچوراز در سطح  6نشانگر رونویسی و بیان ژن دلتا را نشان داد که 

 (.1-1)شکل 
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 ،    bp 411: نشانگر وزن مولکولی RT-PCR. Mبا استفاده از واکنش  زدسچورا 6ژن دلتا  PCR محصول: 4-4  شكل

کنترل مثبت با استفاده : cDNA ،3به جای  RT–از  : کنترل منفی با استفاده2دسچوراز،  6دلتا : نتیجه الکتروفورز ژن 1

 . عمومی اکتین آغازگراز 

-pSK 4-7در ناقل  PCRسازی قطعه حاصل از همسانه 

های برشی ابتدا و انتهای ژن سازی، توسي آنزیم، پس از خال pSKقطعه تکثیرشده و ناقل 

ها بر باکتریبا رشد . گردیدترانسفورم  E.coliباکتری درون ناقل الحاق و سپس به برش داده شده، 

بیوتیک کانامایسین دو نوع کلونی آبی و سفید ظاهر گردید. و آنتی IPTG, X-galحاوی روی محیي 

 (. 5-1باشد )شکل می هاکلونیاین های سفید نشانگر نوترکیب بودن حضور کلنی

 

 . AIX بر روی محیي pSK در ناقل 6های حاوی ژن دلتا کلنی: 5-4  شكل

 .هاستهای سفید نشانگر نوترکیب بودن این باکتریکلنی

1000 

bp 

M 1 3 2 
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 PCRاز طریق کلونی  pSKدسچوراز در ناقل  6تائید حضور ژن دلتا  -4-7-1

پلاسامیدهای  از  ،دساچوراز  6با استفاده از آغازگر اختصاصای ژن دلتاا    تکثیر طول کامل ژن 

حضاور ایان ژن    تائیدی بر دارسیلینسفید رشد کرده بر روی محیي آمپیهای کلونیاستيراج شده از 

 (.6-1)شکل  های نوترکیب بوددر باکتری

 

 

 

 

 

 

 وزن مولکولی نشانگر  PCR .Mتوسي کلونی  pSKدسچوراز در ناقل  6تائید حضور ژن دلتا  :6-4  شكل

bp411  ،جفت بازی از طریق  4931واسطه حضور قطعه به 3، 2، 1های کلونیPCR  .با کنترل مثبت : 4تائید گردیدند

 .استيراجی از قارچ cDNA بر رویاین ژن های اختصاصی آغازگر از استفاده

 SacIو   XbaIهای برشی توسي آنزیم pSKنتیجه هضم آنزیمی ناقل  -4-7-2

بر روی ژل مشاهده گردید، اما برای تائیاد قطعای     PCRاگرچه باند قطعه مورد نظر در کلونی 

های استفاده شده جهت انتقاال باه ناقال، هضام     درباره حضور قطعه مورد نظر در ناقل، از همان آنزیم

طاول ناقال   معاادل  ترتیاب  جفت باز، که باه  4931و  2398های گذاشته شد. وجود دو قطعه به طول

 (.3-1سازی بود )شکل ائید دیگری بر صحت انجام همسانهباشد، تدسچوراز می 6شده و ژن دلتا هضم

 

 

 

M 1 2 3 4 

1000 bp 
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ایجاد دو باند : bp411، 1: نشانگر وزن مولکولی M نوترکیب. pSKحاصل از هضم آنزیمی  نتایج: 7-4  شكل

 .bp 1911با طول تقریبی  : کنترل مثبت توسي وکتور نوترکیب2. جفت باز 4931و  2311تقریبی به طول 

-8-4 حاوی پروموتور ناپین pKSدسچوراز در ناقل  6سازی ژن دلتا همسانه  

کلون گردیده  pSKپس از اطمینان از صحت توالی ژن، این قطعه به همان صورت که در ناقل 

در جایگاهی قبل از  pKSبرش داده شد. پروموتور ناپین در ناقل  SacIو  XbaIبود، توسي دو آنزیم 

دسچوراز بعد  6این دو سایت برشی الحاق گردیده بود و با برش این ناقل توسي دو آنزیم فوق ژن دلتا 

از این پروموتور قرار گرفت. بعد از اتصال ناقل و قطعه مورد نظر توسي آنزیم لیگاز، ترانسفورم به 

 (. 8-1دار کشت گردیدند )شکل سیلینها بر روی محیي آمپیباکتری و انجام پذیرفت E.coliباکتری 

 

بر روی محیي  pSK- napin- Delta 6 Desaturase ه ژنی نوترکیب حاوی ساز هاینیوکلرشد: 8-4  شكل

 سیلینبیوتیک آمپیانتيابی آنتی

 

A 1 2 
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 یکلون یقاز طر حاوی پرموتور ناپین pKSدسچوراز در ناقل  6حضور ژن دلتا  یدتائ -4-8-1

PCR   

 6اختصاصی ژن دلتا  آغازگرسازی، چند کلونی انتياب و با استفاده از جهت تائید همسانه

دسچوراز،  6زگرهای داخلی پروموتور ناپین و ژن دلتا اآغ bp891دسچوراز تکثیر گردید. تکثیر قطعه 

 (. 41-1و  3-1 هایتائیدی بر الحاق این ژن در امتداد پروموتور ناپین بود )شکل

 

 

 

 

 

 

 

 

 هضم آنزیمی  -4-8-2

 ،دسچوراز و پروموتور ناپین 6شامل ژن دلتا  با هضم آنزیمی طول کامل قطعه کلون شده

و      دسچوراز 6دلتا  قطعه پروموتور و ژن bp2593  طول ،SacIو  HindIIIهای برشی توسي آنزیم

bp 2836 (44-1)شکل  پلاسمید حاصل گردید. 

 

 

 PCRمحصاول کلاونی   : 10-4 شكل

هاااای آغازگردساااچوراز توساااي  6ژن دلتاااا 

 ،bp 411 مولکولینشانگر وزن  :M اختصاصی.

 توساي تکثیار طاول    3، 2، 1های تائید کلونی

با استفاده از  : کنترل مثبتbp4931 .D کامل

 .pSKهای نوترکیب وکتور کلونی

آغااازگر  PCRمحصااول : 9-4 شااكل

: M دسچوراز. 6داخلی پروموتور ناپین و ژن دلتا 

 bpتکثیار طاول    ، bp411 نشانگر وزن مولکولی

باا   : کنترل مثبات 4. 3، 2، 1های در کلونی 811

 . pSKهای نوترکیب استفاده از کلونی

 

M 1 2 3 4 

1000 bp 

1000 bp 

M 1 2 3 4 
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-9-4  یانیدسچوراز در ناقل ب  6و ژن دلتا ینسازه پروموتور ناپ سازیهمسانه یجنتا 

 یمیو هضم آنز PCR کلونی -4-9-1

بار  دسچوراز کاه   6حاوی سازه ژنی پرموتور ناپین و ژن دلتا انتيابی چند کلونی  PCRنتیجه 

سازی بود. همچناین  تائیدی بر صحت انجام همسانهبودند، رشد کرده روی محیي انتيابی کانامایسین 

 bp 2593ناقال و   bp 44339تقریبای  با هضم آنزیمی ابتدای پروموتور و انتهای ژن، قطعاتی به طول 

 (.41-1، 49-1، 42-1 های)شکل پروموتور و ژن حاصل گردید

 

 

 

 

 

3000  bp 

M 1 2 

دساچوراز و پروموتاور    6پلاسمید نوترکیب حاوی ژن دلتا  محصول هضم آنزیمی: 11-4شكل 

پروموتاور و   قطعاه  bp2593 : ایجاد قطعات به طول تقریبی bp 411، 1 وزن مولکولی نشانگر: Mناپین.

 .ناپین دسچوراز و پروموتور 6کلونی نوترکیب حاوی ژن دلتا : 2 پلاسمید. bp 2836ژن 
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: نشانگر وزن M دسچوراز. 6حاوی پروموتور ناپین و ژن دلتا  pBI121محصول هضم آنزیمی پلاسمید  :14-4  شكل

وکتور و  44339: محصول هضم آنزیمی و ایجاد قطعات 2: پلاسمید حاوی قطعات پروموتور و ژن. bp 411، 1مولکولی 

 .ژن و پروموتور 2593

 

آغااازگر  PCRمحصااول : 13-4 شااكل

: M دساچوراز.  6داخلی پروموتور ناپین و ژن دلتا 

تکثیاار  bp 411، 1 ،2، 3نشااانگر وزن مولکااولی 

 توساي کلاونی   : کنتارل مثبات  bp 811 .4قطعه 

 .  pKS- Napin- D6Desaturaseنوترکیب 

توساي   PCRمحصول کلونی : 12-4 شكل

 نشاانگر  :M دساچوراز.  6ژن دلتاا  پرایمر اختصاصی 

: تکثیار طاول کامال ژن    bp 411، 1،2 وزن مولکولی

 ت توسااي کلااونی: کنتاارل مثبااCدسااچوراز.  6دلتااا 

 .  pKS- Napin- D6Desaturaseنوترکیب 

 

1 2 3 4 M 

1000 bp 

1000 bp 

M 1 2 3 

2500 bp 

M 1 2 
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-10-4  6و ژن دلتا ینپروموتور ناپ یسازه ژن یحاو یومحاصل از انتقال آگروباکتر یجنتا 

 توتون یاهدسچوراز در گ

 نتایج حاصل از انتقال و باززایی گیاه توتون -4-10-1

های گیاهی توسي کشت بافت  انتقال ژن به گیاه توتون با استفاده از باززایی مستقیم ریز نمونه

  یوتیاک بیکانامایسین و سفوتاکسیم صاورت گرفات. از آنتا    های یوتیکب یدر محیي انتيابی حاوی آنت

در  دیتمحادو  یجااد ا یال باه دل  یمجهت گزینش گیاهان تراریيته احتمالی و از سفوتاکس یسین،ماکانا

شاده تولیاد   هاای تلقایح   در این محایي ریزنموناه  استفاده شد.  یانتياب یيمح در آگروباکتریوم،رشد 

ین بیوتیاک کانامایسا  که گیاهان باززاشدهِ بدون تلقیح، در محیي حااوی آنتای  گیاهچه کردند. درحالی

متر سانتی 1-5زمانی که به طول گیاهان تراریيت احتمالی (. 45-1بین رفتند )شکل نکروزه شده و از 

 . (46-1)شکل  زایی منتقل شدندبه محیي ریشهرسیدند 

 

 

 

 

 

متاری،  ساانتی  4ای برگی در قطعات برش ریزنمونه: A .توتون یاهگ یممستق ییمراحل انتقال ژن و باززا: 15-4 شكل

B : بدون تلقیح با آگروباکتریوم،  گیاه شاهدباززاییC:  هاای  بیوتیاک در محیي حااوی آنتای   تراریيتهباززایی گیاهانmg/l411 

  mg/l51 محایي شاهد بدون تلقیح با آگروباکتریوم در  ریزنمونه واکشتکنترل منفی. : D سفاتوکسیم، mg/l 511کانامایسین و 

   بیوتیک کانامایسینآنتی
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   بیوتیک کانامایسنآنتی mg/l51بدون هورمون حاوی زایی گیاه توتون تراریيت در محیي ریشه: 16-4  شكل

 PCRتائید تراریختی گیاهان با استفاده از آزمون   -4-01-2

از بر  گیاهان  DNAتوتون به روش مولکولی، پس از استيراج جهت تائید تراریيتی گیاهان 

 ،دسچوراز و پروموتور ناپین 6، با استفاده از آغازگرهای داخلی ژن دلتا احتمالی و شاهد تراریيتهتوتون 

قطعه حاوی ژن و پروموتاور  نشانگر انتقال آغازگر داخلی  bp 891شد. تکثیر قطعه  انجام PCR آزمون

 . (43-1)شکل  باشدبه درون ژنوم گیاه توتون می

 

 

 

 

از بر  گیااه توتاون   آن در بافت بر ،  عدم بیان جهت اطمینان از صحت عملکرد پروموتور و

 6اختصاصای ژن دلتاا   توسي آغازگرهاای  نجام شد. ا  cDNA سنتز و سپس RNAاستيراج  تراریيته

کارد  لتائیادی بار عم  تاوان  دسچوراز را می 6دلتا  صورت گرفت. عدم تکثیر ژن PCRآزمون دسچوراز 

 .(48-1)شکل  قلمداد کردصحیح پروموتور 

 6با استفاده از پرایمر داخلی ژن دلتا  تراریيتهگیاهان توتون  PCRحصول م: 17-4شكل 

 : گیاهاان B, C, D, E, F, G: کنترل منفی باا اساتفاده از گیااه شااهد.     Aدسچوراز و پروموتور ناپین. 

 bp 411: نشانگر وزن مولکولی Mپرایمر داخلی.  bp 891، تکثیر قطعه  تراریيته

M 1 2 3 4 5 6 

500 bp 

7 
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استفاده از پرایمر گیاهان ترانسفورم شده با  cDNAحاصل از  PCRنتیجه الکتروفورز محصول : 18-4 شكل 

: گیاهان ترانسفورم شده با عدم تکثیر bp 411. 7,6, 4, 3, 2, 1: نشانگر وزن مولکولی M دسچوراز. 6اختصاصی ژن دلتا 

 . M. alpinaقارچ  cDNA دسچوراز بر روی 6پرایمر اختصاصی ژن دلتا  : کنترل مثبت با استفاده از5دسچوراز. 6ژن دلتا 

-11-4 دسچوراز 6دلتا  سازی شدههمسانه ژنبیوانفورماتیكی  آنالیز  

-توالی pBluescript SKپلاسمید M13R و  M13Fهای آغازگرسازی شده توسي همسانه ژن

گردید. با  توالی تعیین M13Rو  M13F آغازگرهایجفت باز توسي هر یک از  811یابی گردید. حدود 

در  آغاازگر یابی شاده حاصال از دو   ، قطعات توالیدسچوراز 6ژن دلتا  جفت بازی 4931توجه به طول 

 Rو  Fهای داشتند. بنابراین ابتدا با استفاده از بلاست توالی جفت باز با یکدیگر همپوشانی 251حدود 

 Rو  Fهاای  . با افزودن ابتدا و انتهای تاوالی پوشان انتهایی مشي  گردید، نواحی همNCBIدر سایت 

هاای برشای   و جایگاه آغازگرهامربوط به  مشي  کردن توالیبه یکدیگر، توالی کامل حاصل گردید. با 

XbaI  وSacI ، قطعه مابین این دو آنزیم به عنوانcDNA  .کلون شده مشي  گردید 

-12-4 بلاست توالی نوکلئوتیدی 

 )جدول شماره درو درصد همسانی  NCBIدر بانک اطلاعاتی توالی نوکلئوتیدی  نتایج بلاست

 ،AB020032.1هاای  ساازی شاده باا تاوالی    قطعاه همساانه  ردیفای  هام باا   .ارائه گردیده اسات  (1-4

EF413024.1  ،AF465282.1  وAF465281.1  43بررسی نتایج مشي  گردید که این قطعاه در  و 

 ررسی کاملا تفاوت دارد.گونه مورد ب 1نوکلئوتید با 

  
M 1 2 3 4 5 6 7 

1500 bp 
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 DNAدسچوراز در سطح  6های دلتا سازی شده با دیگر ژنقطعه همسانه نوکلئوتیدی بلاست: 1-4 جدول 

درصد  ارزش شباهت

 پوشانیهم

رتبه 

 کل

بالاترین 

 رتبه

شماره  توضیحات

 دسترسی

99% 0.0 100% 2433 2433 
Mortierella alpina mRNA for delta-6 fatty 

acid desaturase, complete cds 
AB020032.1 

98% 0.0 100%   2410 2410 Mortierella alpina delta-6 fatty acid 

desaturase (des3) mRNA, complete cds 
EF413024.1 

95% 0.0 100%   2128 2128 Mortierella isabellina delta 6 fatty acid 

desaturase (GLD6D) gene, complete cds 

AF465282.1 

94% 0.0 100% 2106 2106 Mortierella alpina delta 6 fatty acid desaturase 

(GLD6D) gene, complete cds 

AF465281.1 

94% 0.0 100% 2106 2106  Mortierella isabellina delta6-fatty 

acid desaturase mRNA, complete cds 

AF306634.1 

94% 0.0 100% 2100 2100 Mortierella alpina strain CBS 608.70 delta-6 

desaturase mRNA, complete cds 
GU593326.1 

94% 0.0 100% 2100 2100 Mortierella alpina clone pTMACL-3 delta 6-

fatty acid desaturase mRNA, complete cds 
AF307940.1 

98% 0.0 98% 2401 2084 Mortierella alpina des6I gene for delta6 fatty 

acid desaturase, complete cds 
AB070557.1 

98% 0.0 98% 2384 2067 Mortierella alpina delta-6 fatty acid 

desaturase (des3) gene, complete cds 

EF413025.1 

99% 0.0 84% 2056 2056 Mortierella alpina partial mRNA for delta6 

fatty acid desaturase (d6DS gene), strain 1S-4 
AM411537.1 

93% 0.0 100% 2017 2017 Mortierella alpina delta-6 fatty acid 

desaturase mRNA, complete cds 

AF110510.1 

94% 0.0 92% 1951 1951 Mortierellales sp. AGED delta-6 desturase 

mRNA, partial cds 
KJ890362.1 

 

-13-4 ترجمه توالی نوکلئوتیدی به پروتئین و بلاست  

ترجماه گردیاد و مشاي     باه پاروتئین     Expasyدر ساایت   ،توالی نوکلئوتیدی بدست آمده

 .(43-1)شکل  کندرا کد می اسیدآمینه 153شده پپتیدی با طول سازی گردید توالی همسانه

تغییر منجر به تغییر اسیدآمینه  3تفاوت در سطح نوکلئوتید،  43نتایج بیانگر این است که در 

به جایگزینی یک رمز در توالی پپتیدی گردیده است و در باقی موارد تغییر نوکلئوتید تنها منجر 

ای که تغییر نوکلئوتید آن باعث تغییر نقطه 3آمینواسید به رمز دیگر آن گردیده است. بررسی 

 باشد: اسیدآمینه گردیده است به شرح ذیل می

اند. در نتیجه کدون گردیده AGجایگزین  TT: بازهای 35و  31نوکلئوتیدهای شماره  -

است، تغییر یافته است. لیزین یک اسیدآمینه بازی قطبی و  (زولوسینای) attبه  (لیزین) aagژنتیکی از 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=XH8K1WJ611N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=XH8K1WJ611N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
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 باشد.گریز و غیرقطبی میکه ایزولوسین یک اسیدآمینه آبباشد در حالیدوست میآب

)والین( به  gttگردیده است. لذا کدون ژنتیکی از  Gجایگزین  T: باز 438نوکلئوتید شماره  -

ttt باشند، اما فنیلگریز میآمینه غیرقطبی و آبت. هر دو این اسیدهایآلانین( تغییر یافته اس)فنیل-

 آلانین زنجیره جانبی حلقوی دارد.

)لیزین( به  aagگردیده است. لذا کدون ژنتیکی از  Gجایگزین  T: باز 283نوکلئوتید شماره  -

aat باشند، اما از نظر دوست می)آسپارژین( تغییر یافته است. هر دو این اسیدهای آمینه قطبی و آب

 زنجیره جانبی متفاوتند.

 gct)آسپارتات( باه   gatگردیده است. لذا رمز ژنتیکی از  Cجایگزین  A: باز 168نوکلئوتید  -

باشاد، آلاناین یاک    دوست و قطبای مای  )آلانین( تغییر یافته است. آسپارتات یک اسیدآمینه بازی آب

 باشد.گریز و غیرقطبی میاسیدآمینه آب

 tctاناد. لاذا رماز ژنتیکای از     گردیده CTجایگزین  TC: بازهای 882و  884ئوتیدهای نوکل -

باشد ولای  دوست و قطبی میآلانین(  تغییر یافته است. سرین یک اسیدآمینه آب)فنیل ttc)سرین( به 

 گریز و غیرقطبی است.آلانین آبفنیل

 ggt)آلانین( به  gctژنتیکی از  گردیده است. لذا رمز Cجایگزین  G: باز 323نوکلئوتیدهای  -

که گلایسین قطبی باشد، درحالیگریز غیرقطبی می)گلایسین( تغییر یافته است. آلانین اسیدآمینه آب

 باشد.دوست میو آب

 cca)آلاناین( باه    gcaگردیده است. لذا رمز ژنتیکی از  Cجایگزین  G: باز 4944نوکلئوتید  -

کاه پارولین   باشاد درحاالی  گریز و غیرقطبی مای ین یک اسیدآمینه آب)پرولین( تغییر یافته است. آلان

 باشد.دوست میقطبی و آب



 

38 

 

 

 

 expasy/tools/translatorترجمه توالی نوکلئتیدی به پروتئین توسي سایت : 19-4  شكل

 

 بلاست توالی پروتئینی -4-13-1

به  ی راهمولوژ یشترینب ینپروتئ مشي  گردید که اینبدست آمده  یدیپپت یتوال با بلاست

)جادول   دارد BAA85588.1 با شماره دسترسای  Mortierella alpinaدسچوراز  6دلتا با  %38 یزانم

1-2). 
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 نتیجه بلاست توالی پروتئینی: 2-4 جدول 

 شماره دسترسی توضیحات بالاترین درجه شباهت

98% delta-6 fatty acid desaturase [Mortierella alpine] BAA85588.1 

98% delta-6 fatty acid desaturase [Mortierella alpine] ABN69090.1 

98% delta-6 fatty acid desaturase [Mortierella alpine] ABN69091.1 

98% delta-6 fatty acid desaturase [Umbelopsis isabellina] AAL73948.1 

 CDDو Interpro های احتمالی توسط سروربررسی دومین -4-13-2

های احتمالی جهت تشيی  دومین(/www.ebi.ac.uk/interpro) توالی پروتئینی توسي 

های دومینی شناسایی شده با خانواده موردنظر،بررسی گردید. این سرور نوعی بلاست بر روی توالی 

های شناسایی شده در توالی مورد درخواست را دهد و درصورت وجود چنین شباهتی دومینانجام می

و  b5های سیتوکروم کند. با توجه به آنالیزهای قبلی صورت گرفته بر روی این ژن دومینمعرفی می

 . (21-1)شکل  دسچوراز شناسایی گردیدند اسیدچرب

 

 

 

 

 

 

 b5. دومین اسیدچرب دسچوراز و سیتوکروم Interproهای شناسایی شده توسي سرور دومین: 20-4  شكل

شده تائید های ذکرشده را در توالی ترجمهوجود دومین CDDپایگاه در آنالیز حاصل از  نتایج
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شاامل   هیساتیدین شاده غنای از   دارای سه موتیف حفاظت ئیهای دسچوراز غشاآنزیمهمچنین کرد. 

Q/HxxHH, HxxxH, Hxx(x)H باشاند و باه  ها از نظر کاتالیتکی ضروری مای باشند. این موتیفمی-

های آهن و به یون ها برای دسترسیواقع این موتیف درکنند. عنوان لیگاندهایی برای اتم آهن عمل می

توسي خاصیت اختصاصای  در حدفاصل غشاء و سیتوپلاسم، بعد از اتصال به غشاء ) فعالتشکیل بيش 

عناوان  باه  CDDهاا در آناالیز در پایگااه    محال ایان موتیاف    .باشندممبران( ضروری مینواحی ترانس

putative di-iron ligands صورت علایم مثلثی مشاي  گردیاده   است، که در شکل بهتعیین گردیده

تا  218موتیف از آمینواسید ، دومین 435تا  434است. اولین موتیف غنی از هیستیدین، از آمینواسید 

 .(24-1)شکل  قرار گرفته است 933تا  936و سومین موتیف در جایگاه  242

 

 شده هیستیدینهای حفاظتو تعیین موتیف CDDهای شناسایی شده توسي پایگاه دومین: 21-4  شكل

های غنی از هیستیدین در توالی پروتئین مشي  گردیاده  و جعبه b5در زیر محل دومین سیتوکروم 

 است. 

MAAAPSVRTFTRAEILNAEALNEGIKDAEAPFLMIIDNKVYDVREFVPDHPGGSVILTHFGKDGTDVFDTF

HPEAAWETLANFYVGDIDESDRAINNDDFAAEVRKLRTLFQSLGYYDSSKAYYAFKVSFNLCIWGLSTFIV

AKWGQTSTLANVLSDALLGLFWQQCGWLAHDFLHHQVFQDRFWGDLFGAFLGGVCQGFSSSWWKDKHNTHH

AAPNVHGEDPDIDTHPLLTWSEHALEMFSDVPDEELTRMWSRFMVLNQTWFYFPILSFARLSWCLQSIMFV

LPNGQAHKPFGARVPISLVEQLSLGMHWTWYLATMFLFIKDPVNMIVYFLVSQAVCGNLLAIVFSLNHNGM

PVISKEEAVDMDFFTKQIITGRDVHPGLFANWFTGGLNYQIEHHLFPSMPRHNFSKIQPAVETLCKKYGVR

YHTTGMIEGTPEVFSRLNEVSKAASKMGKAQ 
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این نشان داد که ساختار  Psipred ساختار ثانویه پروتئین توسي سروربررسی حاصل از  نتایج

هاا  α-helices عادد از   5. طاول  باشدمیعدد سوپرکویل  45بیشتر از  و α-helices 48دارای پروتئین 

 تشکیل یافته اسات  α-helicesچوراز در درجه اول از دس 6آمینواسید است، بنابراین دلتا  21ر از بیشت

 . (21-1، 29-1، 22-1)شکل  باشدغشائی میهای که از مشيصات پروتئین

 

 psipredبا استفاده از سرور  ینیپروتئ یساختار دوم توال یحاصل از بررس یجنتا: 22-4  شكل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 psipred توسي سایت (Supercoil و α-helices ،Strand) تعیین ساختارهای دوم توالی پروتئینی: 23-4شكل 

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCkQFjAB&url=https%3A%2F%2Ftandem.bu.edu%2Fknex%2Fsupercoil.knex.html&ei=A5lPVYK3MvLfsATizIC4DQ&usg=AFQjCNHzmodMOoHyeOYUN_dfWqQMLz9l1w&sig2=wk-wZ_j1nBNopQCzHtG2dA&bvm=bv.92885102,d.cWc
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 -Nبا توجه به آنالیزهای صورت گرفته، این پاروتئین هایچ سایگنال پپتیادی نادارد. ناحیاه       

 (. 43-1ترمینال به سمت سیتوپلاسم قرار گرفته است )شکل  -Cترمینال آن در خارج سلول و 

 

 

 

 Psipredممبران توسي سرور های ترانستعیین نقشه هلیکس: 24-4  شكل
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ناحیه گذرنده از غشاء وجود دارد.  Predict Protein ،9با توجه به آنالیز ساختار دوم توسي 

های کروی زمانی که هیچ سیگنال پپتیدی وجود ندارد، حدود های گذرنده از غشاء در پروتئینهلیکس

  .(25-1)شکل  دهند% را تشکیل می43-93% و در غیر این صورت بسته به ارگانیسم 44

 

 helical transmembrane region              

helix           

 Exposed        

  Buried     

protein binding region  

poly nucleotid binding region             

 Predict Proteinبررسی ساختار دوم پروتئین توسي سرور : 25-4  شكل

-TMHMM 4-14ممبران توسط سرور های ترانسبینی هلیكسپیش 

توسي  ممبرانهای ترانستوالی پروتئینی جهت شناسایی محل احتمالی هلیکس در بررسی

 . (26-1)شکل  مشي  گردیدممبران های ترانسهلیکس ناحیهدر پنج   TMHMMسرور 

https://www.google.com/search?q=helical+transmembrane+region&client=firefox-a&hs=pfz&rls=org.mozilla:en-US:official&channel=fflb&tbm=isch&tbo=u&source=univ&sa=X&ei=VGhcVMP9NMPaaJTWgfgD&ved=0CFoQsAQ
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 TMHMMممبران توسي سرور بررسی ساختار دوم پروتئین و تعیین مناطق ترانس: 26-4  شكل

  تعیین موقعیت مناطق درون غشائی، خارج غشائی و بین غشائی :3-4 جدول  

 موقعیت   منطقه

Outside 1-328 

helical transmembrane 329-351 
Inside 352-457 

-Expasy 4-15 گریزی توالی آمینواسیدی توسط سایتدوستی و آبتعیین میزان آب 

این پروتئین بالاست و بیشترین  گریزیآبمیزان  Expasyی حاصل از سایت هابر اساس داده

-آبشده دو ناحیه حفاظت گریزیآبممبران قرار دارد. پلات میزان آن در فاصله ناحیه هلیکس ترانس

 (.23-1)شکل  را مشي  کرد، جهت تشکیل دو ناحیه پوشاننده غشاء در شبکه آندوپلاسمی، گریز

 

قطعاه گاذرا  از غشاا در     TopPred .5افازار  دسچوراز توساي نارم   6نمودار هیدروپاتی ژن دلتا : 27-4  شكل

 .415aa ،485-215aa ،266- 286aa ،915-925aa ،923-913aa-425های موقعیت
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-16-4 تعیین نقشه پپتیدی پروتئین 

شاده براسااس   الگوی ارائاه  تعیین گردید.  Peptidemassتوسي پایگاه نقشه پپتیدی پروتئین 

 .(28-1)شکل  باشدبرش پروتئین توسي آنزیم تریپسین می

 

 Peptidemass تعیین نقشه پپتیدی با استفاده از :28-4 شكل 

-Clustalw 4-17ردیفی توالی آمینواسیدی با استفاده از هم 

را  2و مشابهت 4وضعیت یکسانی clustalwبا استفاده از گونه  1 توالی آمینواسیدیردیفی هم

کسانی کامل مفهوم ی. در این شکل علامت * بهساختدر نقاطی که اختلاف وجود دارد، مشي  

آمینه این نقاط از لحاظ اسیدهایبودن گروه همعلامت ):( به مفهوم  اسیدهای آمینه آن محل،

علامت آمینه این نقاط و های بیوشیمیایی اسیدهایگروهبودن  یکنزدعلامت ).( نشانگر  ،بیوشیمیایی 

 .(23-1)شکل  باشدهای بیوشیمیایی میاز لحاظ گروه هاآن)( نشانگر دور بودن 

                                                 
1 - Identity 

2 - Similarity 
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gi|6070341|dbj|BAA85589.1|          -MAAAPSVRTFTRAEILNAEALNEGIKDAEAPFLMIIDNKVYDVREFVPD 

gi|6070340|dbj|BAA85588.1|          -MAAAPSVRTFTRAEILNAEALNEGKKDAEAPFLMIIDNKVYDVREFVPD 

gi|18483177|gb|AAL73948.1|AF46      -MAAAPSVRTFTRAEILNAEALNEGKKDAEAPFLMIIDNKVYDVREFVPD 

gi|34221930|dbj|BAC82359.1|         MTTSDPSVRAFTRSEVLHADALNEGKKNAEAPFLMIIDNKVYDVREFIPD 

                                      :: ****:***:*:*:*:***** *:*******************:** 

 

gi|6070341|dbj|BAA85589.1|          HPGGSVILTHFGKDGTDVFDTFHPEAAWETLANFYVGDIDESDRAINNDD 

gi|6070340|dbj|BAA85588.1|          HPGGSVILTHVGKDGTDVFDTFHPEAAWETLANFYVGDIDESDRAIKNDD 

gi|18483177|gb|AAL73948.1|AF46      HPGGSVILTHVGKDGTDVFDTFHPEAAWETLANFYVGDIDESDRAIKNDD 

gi|34221930|dbj|BAC82359.1|         HPGGSVILTHVGKDGTDVFETFHPEAAWETLANFYVGDIVESDRAIENDE 

                                    **********.********:******************* ******:**: 

 

gi|6070341|dbj|BAA85589.1|          FAAEVRKLRTLFQSLGYYDSSKAYYAFKVSFNLCIWGLSTFIVAKWGQTS 

gi|6070340|dbj|BAA85588.1|          FAAEVRKLRTLFQSLGYYDSSKAYYAFKVSFNLCIWGLSTFIVAKWGQTS 

gi|18483177|gb|AAL73948.1|AF46      FAAEVRKLRTLFQSLGYYDSSKAYYAFKVSFNLCIWGLSTFIVAKWGQTS 

gi|34221930|dbj|BAC82359.1|         FAAEVRKLRTLFYSLGYYDSSKVYYAFKVSFNLCIWGLSAFIVAKWGQTS 

                                    ************ *********.****************:********** 

 

gi|6070341|dbj|BAA85589.1|          TLANVLSDALLGLFWQQCGWLAHDFLHHQVFQDRFWGDLFGAFLGGVCQG 

gi|6070340|dbj|BAA85588.1|          TLANVLSAALLGLFWQQCGWLAHDFLHHQVFQDRFWGDLFGAFLGGVCQG 

gi|18483177|gb|AAL73948.1|AF46      TLANVLSAALLGLFWQQCGWLAHDFLHHQVFQDRFWGDLFGAFLGGVCQG 

gi|34221930|dbj|BAC82359.1|         TLANVISASLLGVFWQQCGWLAHDFLHHQVFHDRFWGDLFGAFLGGVCQG 

                                    *****:* :***:******************:****************** 

 

gi|6070341|dbj|BAA85589.1|          FSSSWWKDKHNTHHAAPNVHGEDPDIDTHPLLTWSEHALEMFSDVPDEEL 

gi|6070340|dbj|BAA85588.1|          FSSSWWKDKHNTHHAAPNVHGEDPDIDTHPLLTWSEHALEMFSDVPDEEL 

gi|18483177|gb|AAL73948.1|AF46      FSSSWWKDKHNTHHAAPNVHGEDPDIDTHPLLTWSEHALEMFSDVPDEEL 

gi|34221930|dbj|BAC82359.1|         FSSSWWKDKHNTHHAAPNVHGEDPDIDTHPLLTWSEHALEMFSDVPDEEL 

                                    ************************************************** 

 

gi|6070341|dbj|BAA85589.1|          TRMWSRFMVLNQTWFYFPILSFARLSWCLQSIMFVLPNGQAHKPFGARVP 

gi|6070340|dbj|BAA85588.1|          TRMWSRFMVLNQTWFYFPILSFARLSWCLQSIMFVLPNGQAHKPSGARVP 

gi|18483177|gb|AAL73948.1|AF46      TRMWSRFMVLNQTWFYFPILSFARLSWCLQSILFVLPNGQAHKPSGARVP 

gi|34221930|dbj|BAC82359.1|         TQMWSRFMVLNQAWFYFPILSFARLSWCIQSILFVLPNGQAHKPAGARVP 

                                    *:**********:***************:***:*********** ***** 

 

gi|6070341|dbj|BAA85589.1|          ISLVEQLSLGMHWTWYLATMFLFIKDPVNMIVYFLVSQAVCGNLLAIVFS 

gi|6070340|dbj|BAA85588.1|          ISLVEQLSLAMHWTWYLATMFLFIKDPVNMIVYFLVSQAVCGNLLAIVFS 

gi|18483177|gb|AAL73948.1|AF46      ISLVEQLSLAVHWTWYLATMFLFIKDPVNMMVYFLVSQAVCGNLLAIVFS 

gi|34221930|dbj|BAC82359.1|         ISLVEQLSLAMHWTWYLATMFLFIKDPVNMMVYFLVSQAVCGNLLAIVFS 

                                    *********.:*******************:******************* 

 

gi|6070341|dbj|BAA85589.1|          LNHNGMPVISKEEAVDMDFFTKQIITGRDVHPGLFANWFTGGLNYQIEHH 

gi|6070340|dbj|BAA85588.1|          LNHNGMPVISKEEAVDMDFFTKQIITGRDVHPGLFANWFTGGLNYQIEHH 

gi|18483177|gb|AAL73948.1|AF46      LNHNGMPVISKEEAVDMDFFTKQIITGRDVHPGLFANWFTGGLNYQIEHH 

gi|34221930|dbj|BAC82359.1|         LNHNGMPVISQEEAVEMDFFTKQIITGRDVYPGWFADWFTGGLNYQIEHH 

                                    **********:****:**************:** **:************* 

 

gi|6070341|dbj|BAA85589.1|          LFPSMPRHNFSKIQPAVETLCKKYGVRYHTTGMIEGTPEVFSRLNEVSKA 

gi|6070340|dbj|BAA85588.1|          LFPSMPRHNFSKIQPAVETLCKKYGVRYHTTGMIEGTAEVFSRLNEVSKA 

gi|18483177|gb|AAL73948.1|AF46      LFPSMPRHNFSKIQPAVETLCKKYGVRYHTTGMIEGTAEVFSRLNEVSKA 

gi|34221930|dbj|BAC82359.1|         LFPSMPRHHFSKIQPAVESLCKKYGVRYHTTGMIAGTAEVFSRLNEVSQA 

                                    ********:*********:*************** **.**********:* 

 

gi|6070341|dbj|BAA85589.1|          ASKMGKAQ 

gi|6070340|dbj|BAA85588.1|          ASKMGKAQ 

gi|18483177|gb|AAL73948.1|AF46      ASKMGKAQ 

gi|34221930|dbj|BAC82359.1|         ASKLGKSA 

                                    ***:**:  

 

 :Clustal Wافزار تغییرات آمینواسیدی با استفاده از نرم نمایش: 29-4  شكل

BAA85589.1 (، یابی شدهپروتئین توالی)  BAA85588.1 (delta-6D Mortierella alpina) ، AAL73948.1 (delta-6D 

Umbelopsis isabellina) ، BAC82359.1 (delta6- D Mortierella alpina) 
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-18-4 م درختچه فیلوژنتیكیرس 

درخت فیلوژنتیکی  رسمهای دیگر، با استفاده با توالی این ژن در گونهمیزان قرابت توالی پروتئینی 

اسفنگولیپید در یک خانواده قرار گرفته و گاهی بسیار شبیه  8و  6که دلتا دلیل این. بهتعیین گردید

اسفنگولیپید نیز در رسم  8، از توالی پروتئینی چند ژن دلتا 6باشند، بنابراین علاوه بر دلتا هم می

 گروهتوالی پروتئینی ژن موردنظر همبررسی نتایج نشان داد که درختچه فیلوژنتیکی استفاده گردید. 

 8با دلتا که ، در حالیگیردشده قرار میگزارش M. alpinaدسچوراز  6های ژن دلتا سایر توالی

-1)شکل  باشدبالای ژن در این قارچ می نشان دهنده حفاظتگروه نیست . این نتایج اسفنگولیپید هم

91). 

 

رسم درختچه فیلوژنتیکی: 30-4  شكل  
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Mortierella alpina D6-desaturase(MoralA-d6D) (BAC82359.1); Mortierella alpina D6-

desaturase MoralB-d6D(BAA85588.1); Mortierella alpina D6-desaturase(MoralII-d6D) (BAC82359.1); 

Umbelopsis isabellina D6-desaturase (Umis-d6D) (AAL73948.1); Echium plantagineum D6-desaturase 

(Ehpl-d6D) (AAZ08559.1); Borago officinalis D6-desaturase (Boof-d6D) (AAC49700.1); Helianthus 

annuus D8-desaturase (Hean-d8D) (Q43469.1); Micromonas pusilla CCMP1545 D6-desaturase (Mipu-

d6D) (EEH58637.1); Mortierella alpina D5-desaturase (Moal-d5D)(AAR28035.1); Marchantia 

polymorpha D5-desaturase (Mapo-d5D)  (AAT85663.1); Dictyostelium discoideum D5-desaturase (Didi-

d5D) (BAA37090.1); Arabidopsis thaliana D8-desaturase (Arth-d8D) (AAO30042.1); Rhizopus oryzae 

D6-desaturase(Rhor-d6D) (AAS93682.1); Ceratodon purpureus D6-desaturas(Cepu-d6D) 

(CAB94993.1); Phaeodactylum tricornutum D6-desaturase (Phtr-d6D) (AAL92563.1); Thalassiosira 

pseudonan D6-desaturase (Thps-d6D) (AAX14505.1); Marchantia polymorpha D6-desaturase (Marp-

d6D) (AAT85661.1); Caenorhabditis elegans D6-desaturase (Cael-d6D) (AAC15586.1). 

-Protparam 4-19تعیین خواص بیوشیمیایی پروتئین توسط سرور  

 وزن مولکولی، Protparamسرور  توسي حاصلبیوشیمیایی پروتئین  خصوصیاتدر تعیین 

دالتون و نقطه  C2385H3538N614O612S21 ،2/54363ی فرمول مولکولتوسي  توالی پروتئینی

محاسبه گردید. نقطه ایزوالکتریک حالتی است که پروتئین از نظر بار  63/5آن  (IP)ایزوالکتریک 

شاخ  ناپایداری تواند حرکت کند. الکتریکی خنثی است و اگر در میدان الکتریکی قرار گیرد، نمی

ها در شرایي آزمایشگاهی و در لوله آزمایش کاربرد دارد. اگر جهت تعیین پایداری پروتئین پروتئین

گردد. این شاخ  برای بندی میهای پایدار دستهباشد، در گروه پروتئین 11شاخ  کمتر از این 

ترمینال این پروتئین  -Nمحاسبه گردید، اما با توجه به وجود توالی متیونین در  68/91 ،6پروتئین دلتا

باشد. تئین میباشد، که بیانگر پایداری این پروساعت می 91عمر برآوردی در شرایي آزمایشگاهی نیمه

دهنده آبگریزی این پروتئین است. از مجموع کل محاسبه گردید، که نشان 94/84گریزی شاخ  آب

اسیدآمینه دارای بار  13اسیدآمینه دارای بار مثبت )شامل آرژنین و لیزین( و  91آمینه، اسیدهای

 باشند.منفی )شامل آسپارتات و گلوتامات( می

واسطه دهنده اکسیژن و به سازی،غیراشباعچرب توسي یره آسیلایجاد پیوند دوگانه در زنج

ترین دهنده الکترون . سریع(Heinz, 1993; Shanklin and Cahoon, 1998)گردد الکترون کاتالیز می

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/28059272/
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یک هموپروتئین کوچک  - b5 (Lederer, 1994)برای بسیاری از دسچورازهای میکروزومال سیتوکروم 

وابسته به گروه  NADHشامل  -های اکسیداسیون و کاهش در گیاهانواکنشکاتالیزگر تعدادی از 

همچنین در هیدروکسیلاسیون  b5. سیتوکروم (Smith et al., 1998)باشد آسیل دسچوراسیون می

غیر از فرم میکروزومال آزاد این پروتئین، دومین به .چرب در گیاهان عالی دخالت دارداسیدهای

های غیرمرتبي، مانند نیترات ردوکتاز، لدشده آن در تعدادی از پروتئینیا شکل فو b5سیتوکروم 

مشيصات موتیف  دارایها این دومین .دهیدروژناز یافت شده استسولفیت اکسیداز و لاکتات

باشند، که هسته دومین می (HPGG)گلایسین(  -گلایسین -پرولین -)هیستیدین b5سیتوکروم 

متصل  یناز دوم 4هاردوکتاز سیتوکروماست که  یدهمشي  گردهد. دمتصل به گروه هم را تشکیل می

شده است که دو  یلتشک NADHاتصال  ینو دوم binding-(FAD) نوکلئوتید -ید ینآدن ینبه فلاو

متصل به  β-barrelمقایسه ساختاری دومین . دانمتصل شده یکدیگربه β-sheetتوسي ساختار  یندوم

ردوکتاز( و NADP وابسته به فلاوین )فرودوکسینو دیگر ردوکتازهای   سیتوکروم اکسیدازفلاوین در 

نیترات ردوکتاز  نشان دهنده این است که بطورکلی الگوی فولدین  همه مشابه بوده و ترتیب ویژه 

 ,Lederer)سه آمینواسید )آرژنین، تیروزین و سرین یا ترئونین( جهت اتصال فلاوین ضروری است 

1994). 

باشد که مطابق با آمینواسید می 238مونومری از  M. alpinaدر  ردوکتاز سیتوکرومدومین 

-Cدر  NADHترمینال و دومین -Nدر  FADباشد. دومین می سیتوکروم اکسیدازهاطول دیگر 

اسیدآمینه  9باشد. ترتیب ویژه می سیتوکروم اکسیدازهاترمینال نشانگر شباهت بالای توالی با دیگر 

های دیگر ضروری شناخته شده یروزین و سرین یا ترئونین( که برای اتصال فلاوین در آنزیم)آرژنین، ت

 -Nای از توالی آمینواسیدها در گردد. مجموعهمشاهده می  M. alpina سیتوکروم اکسیدازهادر ،است

دهند و بنابراین ممکن است به غشاء شبکه آندوپلاسمی اتصال گریزی بالایی نشان میترمینال آب

                                                 
1 - Cytochrome-b5 reductase 
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که وجود ندارد، درحالی  β- sheetهیچ ساختار  ،M. alpina سیتوکروم اکسیداز حال، در یابند. بااین

 دهد.یکدیگر اتصال میپستانداران به سیتوکروم اکسیدازرا در  NADHو  FADاین ساختار، دومین 

از دو  b5جهت تعیین نقش عملکردی دومین سیتوکروم  4333ر سال و همکاران د سایوناوا 

شده زایی استفاده کردند. بنابراین دو شکل از فرم کوتاهترمینال و جهش -Nروش مکمل حذف انتهای 

N-  ای که در آن هیستیدین چوراز ایجاد گردید. همچنین یک شکل از جهش نقطهدس 6ترمینال دلتا

متصل به گروه هم، با یک آلانین جایگزین گردید. این سه  HPGGدر موتیف  (His- 41)شده حفاظت

چگونگی عملکرد با بیان طول  بیان گردیدند و ریيتهشکل موتانت دسچورازها در آرابیدوپسیس ترا

چرب نشان گاوزبان مقایسه گردید. کروماتوگرافی اسیدهایوحشی در گلدسچوراز گونه 6کامل دلتا 

شده یا در گیاهان های ترانسفورمدر بر  4OTA (Octadecatetraenoic acid)یا  GLAداد که هیچ 

در  b5با طول کامل سیتوکروم  تراریيتهشده این توالی، در مقایسه با گیاهان های کوتاهبا فرم تراریيته

-از گلدسچور 6شده دلتا لات نشان داد که اشکال کوتاهبدسچوراز یافت نگردید. آنالیز نورترن 6دلتا 

-است. این آنالیزها نشان داد که اشکال کوتاههای آرابیدوپسیس تراریيت بیان گردیدهگاوزبان در لاین

برداری داشتند. خصوصا گاوزبان کاهش سطح در میزان نسيهشده و با توالی کامل دسچوراز گل

 . (Sayanova et al., 1999) ترمینال بزرگتر پایداری کمتری داشتند -Nهای با حذف رونوشت

شده با این  ریيتهان ترادسچوراز در گیاه 6امکان وجود دارد که عدم شناسایی ژن دلتا  این

ها بجای از یا ترجمه متفاوت این ژن mRNAدلیل تغییر در پردازش ، بهژن، اما بدون تظاهر بیانی

 OLE1طالعه بر روی با م 4335در سال  2میشل و مارتینباشد. همچنین  دست دادن فعالیت آنزیم

(D9 -desaturase gene) نقش دومین  های ميتلف مطالعۀدر بین روش دسچوراز نشان دادند که

آمینه در پروتئین بوده تری برای تعیین نقش اسیدهایها، ابزار دقیقزایی جایگاه، جهشb5سیتوکروم 

 ,.Mitchell AG, Martin CE) بازده ترجمه اثر نداردو  mRNAزایی برروی پایداری و مانند جهش

                                                 
1- Octadecatetraenoic acid  
2 - Mitchell and Martin 
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بالا از دومین  در نواحی با حفاظتیکبار دیگر  4333و همکاران در سال . بنابراین سایوناوا (1995

مانده جهش اعمال کردند. این باقی b5ترمینال سیتوکروم  -Nدر انتهای  HPGGاتصال هم 

توسي  His-41م ضروری است. عنوان لیگاند هِبدلیل فعالیت به b5هیستیدینی جهت عمل سیتوکروم 

عنوان جایگزین جهش در توالی کدکننده دسچورازها به آلانین تبدیل گردید. آلانین بدین دلیل به

م فعال تواند در هِبوده و درنتیجه نمی (unchargh) هیدروفوبیک و غیرقطبی انتياب گردیده است که

     .(Sayanova et al., 1999) باشد

در OTA و  GLAآرابیدوپسیس هیچ انباشت  ریيتهگازی گیاهان ترا آنالیز کروماتوگرافی

دسچوراز تیپ وحشی نشان نداد. اگرچه آنالیز  6چرب دلتا % اسیدهای45سه با بیان حدود مقای

 ،بودشده ها بیانگاوزبان در آنبرابری با گیاهانی که تیپ وحشی آنزیم گل mRNAبلات سطوح نوردرن

احتمال زیاد جهت به HPGGدومین اتصال  His-41دهد که باقیمانده شان میداد. این نتایج ننشان 

م مرکزی در این منظور هماهنگی محور اتصال هِدسچوراز ضروری است و به 6دلتا  فعالیت آنزیماتیک

در دسچورازهای  b5دهد که دومین سیتوکروم دومین کاربرد دارد. همچنین این نتایج نشان می

front-end اد میرا بین پیوند دوگانه موجود و گروه کربوکسیل ایج سازیغیراشباعهایی که )آنزیم-

 باشد.ها میهای واکنش این گروه از آنزیمناپذیر مکانیسمعنوان بيش جداییکنند(، به

 

 

 

 

 

 



 

442 

 

 

-20-4 بحث 

های اخیر، مهندسی متابولیک مسیر بیوسنتزی دانه، جهت ایجاد تنوع و بهبود کیفیت در سال

منادی  در ایان میاان علاقاه   منادان زیاادی دارد.   هایی است که علاقهاز جمله طرحلیدی محصولات تو

مطالعاات نشاان   وجاود دارد.  روغنی  دانهچرب غیراشباع چندگانه در گیاهان زیادی به تولید اسیدهای

یش عروقی، التهابی و افسردگی را افزا -های قلبیچرب احتمال بیماریاند که کمبود این اسیدهایداده

بایستی از طریق رژیم غذایی باشد، میچرب نمیدهد و چون بدن انسان قادر به سنتز این اسیدهایمی

چرب غیراشباع چندگانه در رژیم حاضر منابع اصلی اسیدهای. درحال(Napier JA 2007)تامین گردند 

پاسيگوی غذاهای دریایی است که در مدت زمان طولانی،  غذایی، ماهی یا کپسول روغن ماهی و دیگر

های روغنی قاادر باه   . گیاهان دارای دانه(Meyer and Worm, 2003)نیاز رشد جمعیتی نيواهند بود 

حل مناسبی جهت افازایش  راهاین گیاهان  مهندسی متابولیکاما باشند، چرب نمیسنتز این اسیدهای

سازی محدودکننده بیوسنتز که مراحل غیراشباعباشد. باتوجه به اینهای با پایه دریایی میسطح روغن

هاای  اند، بسایاری از مطالعاات روی جداساازی و شناساایی ژن    بلندزنجیر شناخته شدهچرباسیدهای

دسچوراز،  6چرب توسي آنزیم دلتا سنتز این اسیدهای .کدکننده این دسچورازها متمرکز گردیده است

گردد اسید، آغاز میاسید و آلفا لینولنیکدر لینولئیک 3و  6های گانه بین کربنبه صورت یک پیوند دو

گردد. بنابراین اسید میاسید و استئاریودونیکچرب گامالینولنیککه به ترتیب منجر به تولید اسیدهای

ی چارب، جهات ورود باه مراحال بعاد     ای برای اسیدهایعنوان دروازهدسچوراز به 6توان گفت دلتا می

عنوان آغازگر سانتز ایان   دسچوراز به 6در این تحقیق، ژن دلتا باشد. سازی میسازی و طویلغیراشباع

 اسیدهای تولید کننده اسیدچرب گامالینولنیکقارچ که از Mortierella alpinaقارچ  ازچرب اسیدهای

 سازی انتياب گردید. جهت همسانه باشد،می

فعاال در بافات   هر ژنی که قرار است در گیاه تراریيت بیان گردد، باید دارای یاک پروموتاور   

-تا باعث بیان صحیح آن در گیاه گردد. از جمله پروموتورهای پرکاربرد در گیاهان دولپاه  گیاهی باشد،
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 باشاد مای ای بذر ناپینِ جداسازی شاده از کلازا   ای، پروموتور بذر اختصاصی مربوط به پروتئین ذخیره

(Scofield and Crouch, 1987; Kridle et al., 1991) .داناه در   اختصاصای  هاای استفاده از پروموتور

این نکته خصوصا  گردد.ها در دانه میسبب افزایش بیان و اصلاح متابولیتچرب یدهایاس دیتول ریمس

در مهندسی مسیرهای روغنی که حضور این اسیدهای چرب در بافت سبزیجات  به ساختمان و عمال  

 اهیا از گ یخاص هایبيش به هاآن با استفاده از این پروموتورها بیانرساند، مهم است. می غشاء آسیب

از  زیا گردد، استحصال روغان ن یم یغشائ یندهایبر فرآ ریثامانع از ت کهنیو علاوه بر ا دهیمحدود گرد

 .(Petrie et al. 2010)د رپذیمیصورت  یشتربی سهولت با هابافت نیا

 M. alpinaدسچوراز را از قارچ  6برای اولین با ژن دلتا  4333ساکوردانی و همکاران در سال 

% 25تولیاد  در قارچ آسپرژیلوس بیان کردناد کاه منجار باه      amyB استيراج و تحت کنترل پروموتور

دسچوراز این قارچ نیز در سال  6. ژن دوم دلتا ,et al., 1999) (Sakuradaniاسید گردید گامالینولنیک

سازی و در قارچ آسپرژیلوس بیان گردید که منجر به تولید توسي ساکوردانی و همکاران خال  2119

لیاو و   .,et al., 2003) (Sakuradaniچارب شاد   اسید از کال اسایدهای  % اسیدچرب گامالینولنیک93

به هماراه تاوالی افازایش دهناده بیاان گیااهی کاوزا          ژناین  ORFناحیه  2144در سال  همکاران

اساید  بیان کردند. باا بررسای درصاد گامالینولئیاک     P.pastoris سازی کرده و آن را در ميمرهمسانه

  .(Liu J, et al., 2011)% تولید گردید 9/6چرب به میزان تولیدی، مشي  گردید که این اسید

ابتادای  در پاذیرفت.  انجام  cDNAو سنتز  RNAدر این تحقیق پس از کشت قارچ، استيراج 

و با اساتفاده از  الحاق جهت افزایش هرچه بیشتر بیان در سیستم گیاهی  توالی کوزا  آغازگر فوروارد،

چارب  منفی این اسایدهای با توجه به اثر  .شدسازی دسچوراز خال  6آغازگرهای اختصاصی، ژن دلتا 

ساازی  همساانه  pBI121 وکتور بیاانی در  پروموتور ناپیندست قطعه حاصل در پایین ،در غشاء سلولی

 به بافت دانه محدود گردد. چرباین اسیدهایتولید  تاگردید، 
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شده، با دلتا  ژن استيراج نتایج حاصل  از آنالیز توالی نوکلئوتیدی و آمینواسیدی نشان داد که

عبارت دیگار، تاوالی نوکلئوتیادی و    باشد. بهخانواده میهمها، گیاهان وجانوران دسچوراز پروکاریوت 6

ردیفی در سطح نوکلئوتید و پروتئین، هیچ تغییری نتیجه همباشد. شده مینی آن بسیار حفاظتیپروتئ

هاای  هلایکس  شده این ژن نشان نداد. خصوصایات شایمیایی، سااختار ثانویاه و    های حفاظتدر توالی

-با توجه به اینهای گزارش شده داشت. ممبران تعیین شده این ژن، تطابق بسیار بالایی با توالیترانس

، کریستالوگرافی آن بسیار مشکل بوده و هنوز ساختار ساوم آن  که این ژن، یک دسچوراز غشائی است

 تعیین نگردیده است. 

تاییاد  ن  و بررسی بیان اساتفاده گردیاد.   از روش دیسک برگی، جهت انتقال ژن به گیاه توتو

در گیاهان تراریيتی که در مجاورت آنتی بیوتیک کانامایسین  NPT IIانتقال ژن ابتدا توسي بیان ژن 

قطعی تری از جهت تائید  تراریيته غیر های گیاهچه فرار امکانبا توجه به قرار گرفته بودند انجام شد. 

نتاایج   .اساتفاده شاد   دسچوراز و پروموتاور نااپین   6خلی ژن دلتا داآغازگر با استفاده از  PCRواکنش 

ژناومی  DNAانتقال آن بر روی  تائیدی برگیاهان تراریيته  DNA در تکثیر قطعه انتقال یافتهحاصل، 

 بر  استيراجی از RNAسنتز شده از روی  cDNAگیاه توتون بود. عدم تکثیر قطعه موردنظر بر روی 

  صحت عملکرد پروموتور ناپین بود.بر گیاه توتون، تائیدی 
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 پیشنهادات:

ژن به ناقل این  انتقال ،سازی شدهدر قطعه همسانه با توجه به وجود اختلافات نوکلئوتیدی

 باشد.میژن  یحاز عملکرد صح ینانجهت اطم راهیدر ميمر  یانب یو بررس یانیب

مانند کلزا و  یدانه روغن یاهسازه به گانتقال به دلیل حضور پروموتور ناپین در سازه، همچنین 

بررسی کارکرد ژن در سطح آنزیمی و تولید محصول اسیدچرب ، پروموتور یحعملکرد صح یبررس

 باشد.سازی میتائیدی بر صحت عمل همسانه

بیان همزمان باشد، می 9چرب امگا با توجه به هدف نهایی از ساخت سازه که تولید اسیدهای

 تولید  به سمترا به چرب  یدهایاس یدتول مسیرتواند در سازه می دسچوراز 45مانند دلتا  هایییمآنز

 ند.یت کبیشتر هدا 9امگا چرب با اولویت اسیدهای
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Abstract 

Orientation to use unsaturated fatty acids in various fields as well as its 

importance in health, the cause to search for other sources of these fatty acids. In this 

present research, after  extraction of total RNA and synthesis cDNA from Mortierella 

alpina, PCR amplification has been done using gene specific primers contents cozack 

sequence. The amplified fragment was cloned into the vector pBluescript KS (+) 

containing the promoter napin. Then the recombination vector was transformed into 

E.coli DH5a. After confirmation of the positive recombinants using specific primers and 

Enzyme digestion (HindIII- SacI), designed recombinant vector Containing was cloned 

into the binary vector pBI121 by freezing and thawing Method, and transfered to 

Agrobacterium tumefacience LBA4404.  

Sequenced analyses showed The cloned CDS include 1374 nucleotides coding 

for 457 amino acids. Δ6Ds contain the amino-terminal cytochrome b5 domain carrying 

motif His-Pro-Gly-Gly (HPGG). Δ6Ds also have two membrane-spanning domains and 

three His-box motifs that are characteristic of membrane-anchored desaturases. Tools 

such as TMHMM, ProtParam and TargetP were used to predict the protein properties 

such as molecular mass, pI, signal peptide, transmembrane and conserved domains, 

secondary and spatial structures. then recombinant vector was used to integrate into the 

disc leaves genomic of tobacco plant. The transgenic plants were selected under selector 

condition which cotents 100 mg/l of kanamycin. The presence of delta-6 Desaturase 

gene was confirmed in the genome plants using PCR Techniques. RNA extraction and 

cDNA synthesis was performed of leaves tobacco. Loss of expression of delta-6 

Desaturase gene was confirmed the proper functioning of the napin promoter and lack of 

expression in nonspecific tissues. 

Key wordes: Cloning, Delta 6 Desaturase, unsaturated fatty acides, Mortierella 

alpina.
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