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 به (Lampyris turkestanicus) تاب انتقال ژن لوسيفراز حشره شب

 (.Brassica napus L)کلزا 
 

Transformation of the Rapeseed (Brassica napus L.) with Firefly  Luciferase Gene  
 

  آرش رزمیو   سامان حسينخانی، * مختار جلالی جواران،  حسين خسروی

 

 ده يچک

و  يصورت سنتاهان بهيرا در مورد کاشت گ يتصور عموم ياهيگزيست فناوري و  يمولکول يست شناسير زر دياخ يها شرفتيپ

 يتي ب و دارويت نوترک يهتا  نيد پتروت  يت جهتت تول  يستت يز يها کارخانه عنوانبهاهان يکه گنيبه سمت ا ييک منبع غذايعنوان فقط به

 يهتا   يو آنت   يتي دارواعت  از  )نوترکيتب   يهتا  نيد پروت يبه تول "Molecular farming"زراعت مولکولي .ر داده استييشوند تغ استفاده

 يهتا   ين آنت  يتتر از مهت   يکت يتتا    فراز حشره شبي  لوسيآن . شود يک اطلاق ميژنت يق مهندسياهان از طريدر گ (ارزشمند يصنعت

 ان يت ص ميژه در تشتخ يت وهبت  يمولکتول  و يستلول شناسي  زيستو زيست فناوري مختلف  يها نهيدر زم يعيطور وساست که به يصنعت

ATP يهتا  گرهتا، ستن    حت   ستت يداروهتا، ز  يگرص سرطان، غرباليتشخ يها تيه کي، تهيکروبيم يها يص آلودگيمنظور تشخبه 

فراز يحاضتر جهتت انتقتال ژن لوست     پتژوه   .شتود  ياستفاده مDNA (Pyrosequencing ) يابي يتوالدر و  ژن گ ارشگر عنوانبه يميآن 

( LUC)تتا    فراز حشتره شتب  يژن لوس پژوه ن يدر ا. اه کل ا ان ام گرفتيگ بهLampyristurkestanicus  يرانيا جدايهتا   شب حشره

وم يبته اگروبتاکتر   ،شده بتود همسانه سازي  pCAMBIA1304 ديدر پلاسم (CaMV35S)کل   کيئموزاروس يو 35Sبرنده  يپکه تحت 

فراز يب شتامل ژن لوست  يت د نوترکيسپ  پلاستم . د شدييات ياختصاص يبا آغازگرهاو  Colony PCRله يوسمنتقل و به LBA4404ه يسو

اه کلت ا  يت گ يا لپه يها  نمونهير ،يخت سازيترار يبرا. دياه کل ا منتقل گرديگوم به ياگروباکتر روش مبتني بربه ( LUC)تا   حشره شب

ن يت مختلف ا يها غلظت ،نيسيگرومايک هيوتيبياه کل ا به آنتيگ ن آستانه تحملييجهت تع. مورد استفاده قرار گرفت PF4570/91رق  

بته   ستپ   و ندن انتخا  شديسيگرومايک هيوتيب يآنت يحاو MSط يمح يخت بر روياهان تراريگ. قرار گرفت يک مورد بررسيوتيب ينتآ

کلت اي  اهتان  يتتا  را در گ  حشره شب فرازيژن لوس حضوراهان يگ PCR  يآنال. افتنديانتقال  ييشه زايل شدن شاخه و ريطو هاي طيمح

 .د نموديياخت تيترار
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 مقدمه

زنتده   يوراکتورهايعنوان ببه دتوانن يم ختياهان تراريگ

ستتت داروهتتا و ي، زييايميمتتواد شتت و انبتتوه د ارزانيتتتول يبتترا

ده بته زراعتت   يت ن پديت نتد کته ا  يعمل نما ا ارزشب يها نيپروت 

با استتفاده از  . باشد يمعروف م (Molecular Farming) يمولکول

چتر ،   يدهايها، اس دراتيتوان کربوه يم يروش زراعت مولکول

 يهتا  کيو پلاستت  يصتنعت  يهتا   يها، آنت   دها، واکسنيپپت يپل

 .د نمتود يت تول ياهيت گ يهتا  ستت  يرا در س يستت ير زيه پتذ يت  

(Fischer et al. 1999). 
و زيست فناوري در  يعيطور وسفراز بهي  لوسيآن 

فراز يلوس. شود ياستفاده م يو مولکول يسلول زيست شناسي

گستره  ، ين آن يا. است يصنعت يها  ين آن يتراز مه  يکي

د نور يتول. دهد يمل يرا تشک يصيتشخ يها کياز تکن يعيوس

 صيتشخ هاين اب اريتر از حساسيکيفراز ي  لوسيتوسط آن 

ن روش سن   يتر حساس) ينومتريق لومياز طر ATPمقدار 

ATP) يکروبيم يها يص آلودگيتشخ جهت، است که از آن ،

 ،Pyrosequencingبه روش  DNA يابي يفسفاتازها، توال يابيارز

 يها تيه کي، ته(Viability) يات سلولي ان حيم يريگ اندازه

 داروها،  يگر ا، غربالگرهح  ستيص سرطان و زيتشخ

 يها ها، سن   نيپروت  يو تاخوردگ يروابط برهمکنش  يبررس

 شود به وفور استفاده ميگر عنوان ژن گ ارشو به يميآن 

(Thore et al. 1983, Hauke and Mona, 2006 and 

Leeuwen et al. 2000.) 

 و يجداساز 9 9  سالدر تا  شب حشره نيفريلوس

. (McElroy and Strehler, 1957) ديگرد تخليص

 Photinusييکايتا  آمر حشره شب فرازيلوس ژن9٩١ درسال

pyralis)) در اهيگتوانايي  بيترت نيبد و منتقل توتون اهيگ به 

در سال  (.Ow et al. 1986) ديگردمشخص فراز يلوسن ساخت

 يها برگ فراز دريان لوسير بيمتغ ي، الگويشيآزما يط 990 

حشره فراز يلوس يها ب ژنياستفاده از ترکبا  ،ختيتوتون ترار

عامل مقاومت به )ن فسفوترانسفراز يسيتا  و ن وما شب

 يو به کمک نوع (CaMV35S) برنده ي، تحت پ(نيسيکاناما

 ، مورد مطالعه قرار گرفتيربرداريتصو ست يس

(Barnes. 1990.) ک يعنوان فراز بهيست  لوسياستفاده از س

 يها ر ژنياهان با سايان ژن در گيمطالعات ب يگر براگ ارش

سه يو مقا يابيمورد ارز GFPو  GUSر يگر مرسوم نظگ ارش

 (.Ruijter et al. 2003) قرار گرفته است

 Lampyris) يرانيا جدايهتا   شب حشرهفراز يژن لوس

turkestanicus )و همکاران عليپورن بار توسط ياول يبرا 

 وشد  سازي همسانه ييايو در ناقل باکتر يجداساز ،يشناساي

قرار  يزيابرمورد ا آن يات کاربرديوصص  خيمنظور اف ابه

با استفاده از بهتر  يجهت کاراي .(Alipour et al. 2003) گرفت

 H431Y و H245N ،S284T نيآم يدهاياس ينيگ يجا

 رديدتتگ دي  تولتر نور قرمتبا نش يفرازهاتتيلوس

(Tafreshi et al. 2008).  د ياس ٩ 4 دارايفراز ين لوسيپروت

   ١ bpطول ن ژن بهيا cDNA يدينوکل وت ينه و تواليآم

ژن لوسيفراز ، بررسي امکان انتقال پژوه  هدف اين. باشد يم

که  Lampyristurkestanicus))ايراني  جدايه تا  شبحشره 

 pCAMBIA1304در ناقل (٩٩  ) توسط رزمي و همکاران
امکان ت مع آن در اجسام با توجه به  شده بودسازي   همسانه

چنين روغني اين گياه، جهت سهولت در تخليص آن و ه 

 . به گياه کل ا بود اي اد زمينه توليد ارزان آن، براي اولين بار

 

 ها مواد و روش

ه يتهجهت  DH5α هيسو Escherichia coli يباکتراز 

 يدهايپلاسم يو نگهدار (Competent cell) مستعد يها سلول

 Agrobacterium  ياز باکتر. ديب استفاده گرديترکو نو ياصل

tumefaciens  سويهLBA440 به  منظور انتقال ژنبه  ين

هاي نوترکيب  تاييد کلون براي .استفاده شد ياهيگ يها سلول

  PCRواکن با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي، اگروباکتريوم، 

و  ان ام( نوترکيب pCAMBIA1304پلاسميد )ها  براي کلون

انتخا   .گذاري گرديد بار%  محصول واکن  بر روي ژل آگارز 

سويه اگروباکتريوم، مدت زمان تلقيح و رق  کل ا با توجه به 

گ ارش نمودند، ان ام  (٩4  ) نتاي ي که زبرجدي و همکاران

 يانيک ناقل بيعنوان به pCAMBIA1304د يپلاسماز  .شد

در ژن هدف ده ش سازيهمسانه قطعات جهت انتقالو  ياهيگ

د يمه  پلاسم هاي بخ  يک در شکل. اه استفاده شديگ

pCAMBIA1304   همراه با ژنLUC استداده شده   ينما. 
انتخا   عاملعنوان به (Kanamycin) کانامايسيناز 

 40مي ان به ييايدر کشت باکتر pCAMBI1304 يها ناقل

نوان عبه (Hygromycin) هيگرومايسينو از  گرم در ليتر ميلي

 که قطعه ييها سلول) هاي تراريخت ري نمونهعامل انتخا  

T-DNA در  گرم در ليتر ميلي 4-0 مي ان ( اند افت کردهيرا در

 هاي باکتريايي در کشت .ديداستفاده گر MSط کشت يمح

بيوتيک  از آنتي LBA4404گروباکتريوم سويه ا انتخا جهت 

گرم در  ميلي 00 مي ان به (Streptomycin) استرپتومايسين

منظور به  ين (Cefotaxime) سفوتاکسي  .شد استفاده  ليتر

 ياهيط کشت گيمح و آلودگي وميگروباکترا رشد از يريجلوگ

MS (يکشت ط ه يج  محهب ) گرم در ليتر ميلي 00 مي ان به 

 .دياضافه گرد
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 LUC به همراه ژن  pCAMB IA1304نقشه ناقل بياني گياهي  : شکل

Figure1: The map of  pCAMB IA1304 plant expression vector with luc gene 
 

 

 آغازگرها

 يمورد استفاده برا Lux1Rو  Lux1F يآغازگرها

ناژن يشرکت س از( ٩٩   ،همکاران و يرزم) DNAر يتکث

 .ندشد دريافت

 

 فرازيلوس حامل ژن   pCAMBIA1304انتقال ناقل

(pCAMLUC)  ومیگروباکترابه 

 و Mini-Preparationستتميد بتته روش  استتتخراپ پلا

روش استتتاندارد ان متتاد و  و   بتته وم،ياگروبتتاکتر يختتتيترار

ن ستازه  ياحضور . (Sambrook and Russel, 2001) ان ام شد

 فرازيژن لوس ياختصاص يبا استفاده از آغازگرها ،ها يدر باکتر

 .اثبات شدColony PCR  و ان ام

 

 تهيه ریز نمونهو  یاهيمواد گ

 رقتت  يکلتت ا يمنظتتور تهيتته ري نمونتته، بتتذرها  بتته

PF4570/91  0 قطتره در   سته )با استفاده از مايع ظرفشويي 

و  شدند دقيقه شستشو داده پنجبه مدت ( ليتر آ  مقطرميلي

سته   (هيپوکلريت ستدي  ) وايتک  با استفاده از محلول سپ 

ضتد   ملاي  تکان دادن به همراه دقيقه 4  -1 مدت به درصد

 سه مرتبه شستشو با آ  مقطتر استتريل  از پ  . ندشد عفوني

 0 -١0بذرها براي مدت ، (هر بار به مدت حداقل پنج دقيقه)

مرتبته بتا آ     سه تا پتنج استريل و  ،درصد 10ثانيه در اتانول 

 ي ضتد عفتوني شتده   بذرها. مقطر استريل شستشو داده شدند

 در شترايط کتاملا   بعد از خشک شتدن بتر روي کاغتذ صتافي    

 (Germination medium)زني  در محيط کشت جوانه استريل،

 ,MS Murashige and Skoogکتته حتتاوي محتتيط کشتتت  

هتاي گيتاهي    ها و بدون هورمتون  نمک% 40با غلظت  ((1962

ساعت روشتنايي و   ١  بود، کشت و در اتاق رشد با دوره نوري

نگهتداري  گتراد   درجته ستانتي   4  ساعت تاريکي در دمتاي  ٩

دستت  هح شتده و بت  يتلقت  يهتا   نمونته ير ييباززا جهت .شدند

 بتر استاس   متفتاوتي کشتت   يهتا  طيمح ،ختياه ترايآوردن گ

 محيط هت  کشتتي  شامل  (٩4  )نتايج زبرجدي و همکاران 

(Germination medium)، زايتتتي القتتتاا شتتتاخه   محتتتيط 

(Shoot Induction Medium)،   طويتل شتدن شتاخه    محتيط

(Shoot Elongation Medium) زايتتي  ريشتتهمحتتيط القتتاا  و

(Root Induction Medium) استفاده شد. 

 

ک يييوتيب ین آسييتانه مقاومييز کلييزا بييه آنتيي ييييتع

 نيسیگرومايه

بيوتيتک   جهت تعيين آستانه مقاومت اين گياه به آنتي

، 0 ، 4هتاي   هاي کشت حاوي غلظت هيگرومايسين از محيط

فاده تهيگرومايستين است  گرم در ليتتر   ميلي0  و 4 ، 0 ، 4 

 .شد

 

 یابييرل ل ييه یهييا ز نمونييهیيير نمييودنخييز یرترا

(Cotyledonary petiole) کلزا 

 يهتا  نمونته ري از اه کلت ا  يگ يخت نمودنترار منظوربه

 ديتتگرد استتتفاده تراريختتت ستتازي  روشو  يا بتترگ لپتته 

(Molony et al. 1989) .جهتتت بهبتتود  حاضتتر پتتژوه  در

القتاي  از محتيط   T-DNAکارايي تراريخت و تحريک انتقتال  

 .استفاده شد( pH 5.2) باگلوک   گرم در ليتر 40ي حاو

، پنج تا هفت روزه تهيته  يا لپه يها ها از برگ  نمونهير

 يد دارايپلاستم  يوم حتاو يبا اگروبتاکتر  يو پ  از آلوده ساز
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بته   ،(0/٩ -0/١ ODنتانومتر بتا    ١00در طول موپ ) LUCژن 

گترم در   هفتت  + MS) يکشتت  ط ه يساعت در مح ٩ مدت 

گترم در ليتتر    ميلتي  پنج+  گرم در ليتر ساکارز 0  +ارليتر آگ

BAP + 00 4/ گرم در ليتر ميواينوزيتتول،   ميلي=pH)   قترار

 يط القتا يها به مح   نمونهي، ريکشت پ  از مرحله ه  .گرفتند

گترم در   ميلتي  00 +  کشتتي  ه محيط ترکيبات ) ييزا شاخه

ر گتترم در ليتتت ميلتتي 4/1کستتي  و اتوآنتتتي بيوتيتتک سفليتتتر 

يکبتار در   منتقل و هر سه هفتته  (بيوتيک هيگرومايسين آنتي

 ،هفتته  4تتا    پت  از حتدود    .ندشتد  واکشتت  ديط جديمح

جتدا و بته    يا لپه يها از قاعده دمبرگ باززايي شده يها شاخه

تتر  يگترم در ل  هفتت  + MS  / ) ل شتدن شتاخه  يط طويمح

تتتر يگتترم در ل لتتييم 00 +  تتتر ستتاکارزيگتترم در ل 0  +آگتار 

 شتده  ييباززا ياه نوساقه ،بعد هفته سهتا  دو و (تولينوزياويم

 هفت + MS  / ) ييزا شهير يط القايبه محجهت ريشه زايي 

گترم در   IBA +  0گرم در ليتتر   ميلي دو + گرم در ليتر آگار

منتقتل   (گرم در ليتتر ميواينوزيتتول   ميلي 00 +  ليتر ساکارز

دار بته   شته ير يهتا  اهچته يگ هتا،  شته يل ريپ  از تشتک . شدند

انتقتال يافتنتد    ختا  ت و ستپ  بته   يت پرلا يحاو يها گلدان

 .( شکل )

 

ط کشيز  يسيح  م ي   درشده کليزا   ییاهان باززايز گيآنال

 انتخابگر
 جهتت : PCRو واکين    اه کلزاياز گ یژنوم یDNAاستخراج 

اه کلتت ا يتتجتتوان و ستتب  گ يهتتا از بتترگ ،يژنتتوم DNAه يتتته

 همکتتاران وپورتتتا دلابتته روش  يژنتتوم DNAو  استتتفاده شتتد
(Dellaporta et al. 1983)و کميتتت  .دياستختتتراپ گتتتترد

و  يروش استپکتروفوتومتر  بتا  استتخراپ شتده   DNAت يفيک

 واکن با استفاده از فراز يلوس حضور ژن .دشد يئتاالکتروفورز 

PCR قترار   يمورد بررس دوو  يک هاي ط و مواد جدوليشرا با

 .گرفت

 

 

 PCRها براي مقدار آن مورد مصرف و مواد : جدول 

Table1: Materials and amount of them that used for PCR 
Amunt (μl) material of  used 

1 Tempelate (Plant genomi DNA and  pCAMBIA1304) 

1 LUC  F (10 pmol) 

1 LUCR (10 pmol) 

2 MgCl2 

2.5 Taq DNA Ploymerase Buffer 

0.7 dNTP (10 mM) 

0.3 Taq DNA polymerase 

16.25 DDW 

25 Total volume  

 

 

 PCRبرنامه و شرايط :  جدول
Table2: program and conditions of PCR 

Time (second) Temperature (°C) stage Number of  cycle 
300 94 DNA Hot start 1 cycle 
30 94 DNA Denaturation 

35 cycles 45 57 Annealing 
100 72 DNA Extension 
300 72 DNA Final Extension 1 cycle 
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 ج و ب ثینتا

 (pCAMBIA1304حاوی پلاسميد )ب ينوترک یها د کلونیيتأ
 وم یاگروباکتر

بتا  هتاي نوترکيتب اگروبتاکتريوم،     تاييتد کلتون   يبرا

 يبتترا PCRواکتتن  هتتاي اختصاصتتي،  استتتفاده از آغازگر

بر  .شدان ام  (بيوترکن pCAMBIA1304د يپلاسم)ها  کلون

بتر   يليدل که شد مشاهده   ١ bp حدود تک باند ،روي ژل

 يهتا  ناقتل  يحتاو  يباکتر يها کلونوجود ژن مورد نظر در 

pCAMBIA1304 ( شکل ) بود . 

 

 به کلزا  LUCانتقال ژن 
هاي مختلفي جهتت انتقتال ژن و بتاززايي       نمونهير

اي  بترگ لپته   ، ري نمونته ها شاستفاده شده است که در گ ار

نستبت بته محتور زيتر لپته      %( 10)تتري  مي ان باززايي بي 

بتته (  ٩  زبرجتتدي و همکتتاران، )داشتتته استتت %( ١ / )

 يهروز پنج تا هفتت  يا لپه برگ يها   نمونهير، همين دليل

در هنگام آماده  .ه شدح داديگر ترجيد يها   نمونهيبر رکل ا 

در  ييستت  انتهتا  يد دقت شتود تتا مر  يبا ،ها   نمونهير يساز

، بتا آنتتي   عيل رشد سريدلهرا بينماند ز يدمبرگ باق يانتها

ناب تا بتا    هاي شوند و ممکن است جوانه بيوتيک کنترل نمي

 .اشتتباه گرفتته شتوند    ختت يترار هتاي بتاززايي شتده    جوانه

  از حد قطع گردد، از توان يدمبرگ ب يانتها همچنين اگر

تايج بهتر، بعد از تلقيح براي حصول ن .شود يکاسته م ييباززا

ستاعت   ٩ ها به مدت  ها با اگروباکتريوم، ري  نمونه ري نمونه

بيوتيتک   حاوي هورمون مناسب و فاقد آنتتي  MSدر محيط 

(. پتي  تيمتار  )رشد داده شدند ( و تاريکي ٩ C°در دماي )

و  Virهتاي   زيرا حتداقل زمتان لازم بتراي فعاليتت پتروت ين     

ستتاعت  ١ هتتاي گيتتاهي،  بتته ژنتتوم ستتلول T-DNAانتقتتال 

باشد و در شرايط فوق اگروباکتريوم با ستهولت بيشتتري    مي

 .کند ژن را به گياه منتقل مي

جهتتت تعيتتين آستتتانه مقاومتتت ايتتن گيتتاه بتته      

هتتاي  بيوتيتتک هيگرومايستتين پتت  از بررستتي غلظتتت آنتتتي

گرم در  بيوتيک، غلظت بين پنج تا ده ميلي مختلف اين آنتي

تراريخت مناسب تشتخيص داده   ليتر جهت گ ين  گياهان

 بتراي گت ين    گرم در ليتر ميلي 4/1مقدار  شد و در نهايت

مي ان مقاومت  .هاي تراريخت باززايي شده استفاده شد جوانه

يک سلول گياهي تراريخت شتده بستتگي کامتل بته تعتداد      

هتاي منتقتل شتده ژن مقاومتت بته هيگرومايستين و        نسخه

 ,Chawla) اي دارد جايگتتاه قرارگيتتري آن در ژنتتوم هستتته

2000). 
هاي تلقيح شده در محتيط کشتت    نمونهبرخي از ري 

و  گتترم در ليتتتر ميلتتي 4/1حتتاوي هيگرومايستتين )انتختتابي 

پ  از سه تا چهار هفته ( گرم در ليتر ميلي00 سفوتاکسي  

 يشتده بتر رو   بتاززايي  يهتا  از جوانه يتعداد .باززايي شدند

ب  و زنده ماندند و ، سنيسيگرومايه يحاوگر ن يط گ يمح

 نستبت  رفتنتد   نيافت ژن مقاومت از بيه به علت عدم دريبق

 درصد 0  کمتر از تراريخت هاي در ري نمونه نوساقه باززايي

آمتده توستط    دستت بته  نتتايج  نتي ه در مقايسه با اين .بود

(  ٩  )و کهري ي و همکاران ( ٩4  )زبرجدي و همکاران 

جهتتت انتختتا  گياهتتان بيوتيتتک کانامايستتين  کتته از آنتتتي

تراريخت استفاده کردند مقدار کمتري بود که احتمالا علتت  

گتتر ژن لوستتيفراز  تتتر عامتتل انتختتا   آن ستتميت بتتي  

بوده که باعث از بين رفتن گياهان تراريخت ( هيگرومايسين)

تواند به عدم توانايي  تراريخته نبودن گياه مي (.  شکل)شد 

ژنوتيت    ،ژنتي   رهايساختا قالنتسوش اگروباکتريوم جهت ا

و يا سميت  بافت هدف ، خاموشي ژن، نوعگياه مورد استفاده

و  LUCژن  ؛زنده مانتده  يها احتمالا نوساقه.باشد بيان بالاي

 pCAMBIA1304د يپلاستم  ک را ازيت وتيب يمقاومت بته آنتت  

هتايي کته در ايتن     ريت  نمونته   (. شتکل  ) انتد  افت نمودهيدر

کشت طويل سازي ساقه  شرايط سب  باقي ماندند، به محيط

گترم در   ميلي 4تاکسي  و وگرم در ليتر سف ميلي 00 حاوي)

تتوان بتراي افت اي      متي . منتقل شتدند ( BAPليتر هورمون

هتاي مکمتل نظيتر     تراريخته بودن در گيتاه کلت ا از آزمتون   

هتتاي  هتتاي کلتت ا، ستتاير ستتويه  استتتفاده از ستتاير ژنوتيتت  

  نتهاي برگ لپته امدت زمان نگهداري اگروباکتريوم، اف اي  

در محلتتول اگروبتتاکتريوم و بتته کتتارگيري ستتاير تنظتتي      

هاي رشتد گيتاهي بتراي بتاززايي بيشتتر و نگهتداري        کننده

لپه قوي  تر براي تشکِل برگ گياهان مادري در شريط مناسب

 .اشاره کرد
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نشانگر مولکولي :  چاهک. اي اختصاصيو آغازگره Colony PCRدر آگروباکتريوم بااستفاده از تکنيک  LUCتاييد حضور ژن :  شکل

1Kb  از شرکتFermentaseنتايج حاصل از : ٩تا  هاي ، چاهکColony PCR آگروباکتريوم : 9و  1،   هاي بر روي آگروباکتريوم، چاهک

 E. coliباکتري )کنترل مثبت :  ، چاهک (DNAبدون )کنترل منفي : 0 ک ، چاه(LUCژن  و بدون) pCAMBIA1304بدون ناقل 
 (pCAMLUC حاوي سازه

Figure2: Confirm of the presence LUC gene in Agrobacterium tumefaciens by specific primers and C onolo RCP 
etqilhcet nnlt : 1: 1Kb ladder, Fermentase CO. molecular marker, lanes 2 to 8: Results of Colony PCR on 

Agrobacterium tumefaciens, lanes 4, 7 and 9: Agrobacterium tumefaciens without pCAMBIA1304 vector (without 

LUC gene), lane 10: negative control (no DNA), lane 11: positive control (E.coli containing pCAMLUC construct) 
 

 

 

 

 

 
هاي احتمالا تراريخت و جوانه( A)هاي غير تراريخت سفيد شده جوانه: باززايي بر سطح محيط انتخابي حاوي هيگرومايسين : شکل

 (B)بيوتيک مقاوم به آنتي

Figure 3: Regeneration on selective medium containing Hygrvmaysyn: non-transgenic white seedlings (A) and probably 

transgenic seedlings resistant to antibiotics (b) 
 

 

A 

B 
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 (B)و گلدان ( A)در پرليت ( احتمالا تراريخت)گياه باززايي شده :  شکل

Figure4: Regenerated plants (probably transgenic) in perlite (A) and pot (B) 
 

 

گياهان باززایی شده با استفاده از تکنيک تراریختی بررسی 
PCR 

DNA بتتته روش دلاپورتتتتا و همکتتتاران    ،ژنتتتومي

(Dellaporta et al. 1983) هاي مناستب   استخراپ و در غلظت

 يبتتا استتتفاده از آغازگرهتتا PCRواکتتن  جينتتتا .تهيتته شتتد

استتخراپ شتده    DNA يها نمونه يبر رو LUCژن  ياختصاص

، يکشتت بافتت انتختاب    يهتا  طيدست آمده از محهاهان بياز گ

 يليکه دل را نشان دادجفت باز  ١40  حدود ک قطعهيوجود 

که يدر حال باشد يحضور ژن مد ييتا و هانبودن آخت يترار بر

 نشتد مشتاهده   يگونه بانتد چيه( ختير تراريغ)اه شاهد يدر گ

 (.4شکل )

گذشتتته گتتراي  اقتصتتادي و ت تتاري    در طتتي دهتته

عنتوان  هاي بيولومينسان  بته  اي براي توسعه فناوري گسترده

. وجود آمده استت گري بهگ يني براي روش قديمي غربالجاي

قيمت و استتفاده  هاي ت اري و پايدار آن بسيار گران مالبته فر

ها مقرون به صرفه نيست و با توجه به اهميت روز اف ون از آن

اي  اين آن ي  پايدار ستازي و توليتد انبتوه آن از اهميتت ويتژه     

با توجه به کاربردها و توانايي گياهان در توليد . برخوردار است

ه، ايمن و ارزان، سيست  هاي نوترکيب در مقياس انبو پروت ين

گ ين مناسبي جهت توليد پروت ين هاي نوترکيب گياهي جاي

هتتاي توليتتد ستتنتي بتته خصتتو   نستتبت بتته ستتاير سيستتت 

 .تواند باشد ها و فرمانتورها مي ميکروارگاني م

 

 
، (غيرتراريخت)گياه شاهد  : ، چاهکbp 00نشانگر  مولکولي : Mچاهک PCR:آنالي  گياهان تراريخت با استفاده از تکنيک  :4 شکل

و  ٩، 1، ١، 4هاي  حاوي ژن هدف، چاهک( LUC 1304سازه )کنترل مثبت :  چاهک(. DNAآ  مقطر بدون )کنترل منفي :  چاهک

 .فرازيفاقد ژن لوس نها گيا0 و  9،   هاي گياهان تراريخت، چاهک:   
Figure 5: Analysis of transgenic plants by PCR technique: M: 100 bp molecular marker, lane1: control plants (non-

transgenic), lane 2: negative control (distilled water without DNA). lane 3: positive control (construct  LUC .1304) with 

target gene, lanes 5, 6, 7, 8, and 11: transgenic plants, lanes 4, 9 and 10 plants without  luciferase gene. 
 

 

A B 
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 ١ 

متعتددي در متورد    هتاي  هتاي اخيتر گت ارش    در سال

توسط اگروبتاکتريوم بته گيتاه کلت ا بتا       هاي مختلف انتقال ژن

و (Knutzon et al. 1992 ،بهبتود ترکيتب روغتن   اهدافي مانند 

 De)، کت   مقاومتت بته علتف   (  ٩  ، .زبرجدي و همکتاران 

Block et al. 1989)، کيب پتروت ين تغيير در تر،(Altenbach 

et al. 1992) ، مقاومت به حشترات ،(Stewart et al. 1996)  و

 ٩٩  ، .باقري وهمکتاران )نتقال ژن اينترفرون گاماي انساني ا

 نيت ا در .ارائه شده استت ( ٩1  ، .و طاهري جوان و همکاران

اه کل ا انتقال يبه گ يرانيتا  ا فراز حشره شبيق ژن لوسيتحق

بته   PCR  يق آنتال ياه از طرين گيد ژن فوق در اوجو. داده شد

 ، ين آنت  يت ر ايت فراگ هتاي  استتفاده با توجه به  کهد ياثبات رس

بتا توليتد ايتن     .قابل تصتور استت   آناز  يتر عيوس يکاربردها

با توجه به امکان ت مع آن در و در گياه کل ا  آن يمي پروت ين

 بتا ادامته ايتن    ،ستهولت تخلتيص آن  در جهت اجسام روغني 

با قيمت  آن ي  ارزشمندهاي جديدي در توليد اين  تحقيق افق

ايتن  بتا ان تام   . بتاز خواهتد شتد    تتر  يتر و در مقياس ب ارزان

ايتن ژن در کلت ا    انتقتال اثبات امکان  وبراي اولين بار تحقيق 

. ده استتتيتتگردمقتتدمات تحقيقتتات هدفمنتتد بعتتدي فتتراه  

فراز يلوست ان ژن يت ست  بيس ينه سازيشود با به يم ينيب  يپ

د يت نته تول يخت زميترار يدر کل ا و روش استخراپ آن از کل ا

 .  ارزشمند فراه  گرددين آن يانبوه و ارزان ا
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Transformation of the Rapeseed (Brassica napus L.) with Firefly Luciferase Gene  
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Abstract 
Recent advances in molecular biology and plant biotechnology have shifted the concept of using crops as a food 

source to recruiting them as a bioreactor for the production of therapeutic recombinant proteins. "Molecular Farming" 

refers to producing valuable industrial enzymes and pharmaceutical proteins in plants through genetic engineering. 

Firefly Luciferase enzyme is one of the most important industrial enzymes being widely used in the various fields of 

Biotechnology and Cell and Molecular Biology, particularly in the detection rate of ATP to determine microbial 

pollution, the cancer identification kits, screening drugs, bioassay, sequencing of DNA (Pyrosequencing) and enzyme 

measuring. Luciferase gene has many applications, it is also ideal as a reporter gene in genetic engineering in order to 

optimize gene transfer systems. This study was done to transfer Iranian Firefly Luciferase gene (Lampyris 

turkestanicus) to Canola. In this study, Firefly Luciferase gene (luc) under the S35 promoter cauliflower virus (CaMV 

35S) transferred to Agrobacterium strain LBA4404. Transformation was confirmed by Colony PCR with specific 

primers. recombinant plasmid bearing Firefly Luciferase genes (luc), was transferred to Canola by Agrobacterium-

mediated transformation method. Cotyledon explants of Canola (cultivar PF4570/91) were used for transformation. For 

determining canola tolerance threshold, different concentrations of Hygromycin were analyzed. The transformed plants 

were screened on MS medium containing 7.5 mg.L
-1 

Hygromycin and 200 mg.L
-1

then transferred to regeneration and 

rooting medium. PCR analysis of transgenic palnts verified the presence of Firefly Luciferase (Lampyris 

turkestanicus(gene. 

 

Keywords: Regeneration, Bioractor, Agrobacterium, Cocultivation, Molecular Farming 
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