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اه يخت حاصل از کشت پروتوپلاست در گیترار یها کالوسالقا شونده با اتانول در  ستميس

 چغندرقند
 

Characterization of Ethanol Inducible Gene Expression System in Transgenic Sugar 

Beet Calli Derived From Stomatal Guard Cells 

 
 3ييلا خدايو ل  جواران ي، مختار جلال4انيف سلمانهات ي، عل* يني، احمد مع اصل يئرزاياصغر م

 

 دهيچک
ن کنترل در سطح يطور معمول ابه. است يکيژنت يدستکاراز اهداف  ختيترار اهيدر گ ژنک يکنترل شده ان يب امکان

 ،پژوهشن يدر ا. ن ژن استايب يم خارجيدر تنظ اد،يز ييبا کارا يشبرهايپاز  يکيالقا شونده با اتانول  شبريپو  شود يمانجام  يسيرونو

از  حاصل يها کالوسدر  ان آنيو ب هيته OCSو خاتمه دهنده  القا شونده با اتانول شبريپکنترل تحت   GUSژن گزارشگر 

و  شدنداستخراج مورد اشاره  يها پروتوپلاست ابتدا، .ديگرد يچغندرقند بررسهاي نگهبان روزنه در برگ  سلول يها پروتوپلاست

. ح شدنديتلق GUS القا شونده با اتانول و ژن گزارشگر شبريپسازه  يوم داراي، با اگروباکترها پروتوپلاستن ياز ا اصلح يها کالوس

قبل و بعد از القا با  ها آندر  GUSان ژن گزارشگر يب ه ومار شديت ياشهيدرون ش طيدر شرا با اتانول يختيحاصل از ترار يها کالوس

 ژن انيقبل از القا با اتانول ب يولرا داشتند   GUSان ژنيب زانيم نيشتريپس از القا با اتانول ب ها الوسک از يبرخ. شد يبررس اتانول

  CaMV 35S يميدا شبريپتحت کنترل  GUSان ژن يک به بينزدو از نظر مقدار  اديز ها کالوس نيان ژن گزارشگر در ايب. مشاهده نشد

 .دادرا نشان  ييط القايدر شرا شبريپن يا ييط قبل از القا، کارايشرا آن دران يول و عدم باتان يبا القا GUSژن  انياد بودن بيز .بود
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 مقدمه    

 ،ها ژناهان مختلف و کشف يژنوم گ يابي يتوال پس از

و  ييايميوشيب يرهايمس، يرفولوژوم برژن  لازم است که اثر

 يها وشاز ر يکي .(Ren et al.2003) معلوم شود يولوژيزيف

م ياه، به صورت تنظيان آن درگيب ،ژن کيکرد عمل يابيارز

 به همراه ژن مورد مطالعه به ييساختار القاانتقال  .شده است

ط مختلف يژن در شرا انياز اثرات ب يارزشمند، اطلاعات اهيگ

 Constitutive) يميدا شبريپتاکنون  .دهد يرا نشان مرشد 

promoter) CaMV 35S در  ختلفم يها ژنان يب يبرا

ان يبو  شبريپن ياما استفاده از ا ،استفاده شده است اهانيگ

. شود يم اهيگ درا مرگ يخسارت  باعث، ها ژن يبرخ يميدا

ک يا ي خاص بافتيک در  ک ژنيان يبممکن است  نيچنهم

 مورد نيا در. اه مورد نظر باشديگرشد  مرحله خاص از

 يها، القا کش ا علفي ها مقاومت به آفت يها ژنان يبتوان  يم

در  کهبرد را نام يمينرعق جادياو  اهانيزمان گهم يگلده

 باشد يماز ين مورد نظر ژنان يبکنترل ن موارد به ياه يکل

(Li et al. 2005) .ييايميان شيم بيتنظن منظور، يا يبرا 

 ،خاص ييايميا حذف مواد شيبا افزودن  که شده است يمعرف

 شبريپ .نمودا روشن يان ژن مورد نظر را خاموش يبتوان  يم

شگاه ياست که در آزما ييها شبريپاز  يکيالقا شونده با اتانول 

از  شبريپن يا .(Padidam 2003) مزرعه قابل استفاده استو 

 (Aspergillus nidulans) دولانسيلوس نيرژآسپقارچ 

 يسيان ژن را در مرحله رونويب که شده است يجداساز

القا شونده با  شبريپ . (Felenbok et al.1988)دکن يمم يتنظ

است که  alcRواحد اول . است يسيشامل دو واحد رونو ،اتانول

از  alcRهمراه با ژن  CaMV 35S يميدا شبريپتحت کنترل 

به ژن هدف  ، ازواحد دوم و دولانس استيلوس نيرژآسپقارچ 

ه فعال يک ناحي و CaMV 35S از حداقل شبريپک يهمراه 

اب يدر غ .افته استيل يتشک alcA شبريپکننده بالادست 

ر فعال يغ اما شود يمان ياز واحد اول ب ALCRن ياتانول، پروتئ

جه ژن يو در نت دهش متصل alcA شبريپتواند به  يماست و ن

، اضافه شود طيبه مح اتانول که  يمهنگا .شود يمان نيدف به

آن  ييساختار فضاو واکنش داده با اتانول  ALCR نيپروتئ

ن عامل يا. شود يمل يابد و به شکل فعال خود تبدي يمر ييتغ

جه يو در نت شود يممتصل   alcA شبريپبه فعال شده  يسيرونو

اتانول حذف  يوقت. گردد يم يسين دست رونوييژن هدف در پا

ه ياز ناح و دادهرا از دست خود  تيفعال ALCRن يشود پروتئ

ان يپا زين ان ژنيو ب شود يمرها  alcA شبريپ

 . (Caddick et al. 1998)رديپذ يم

ان ژن در يم بيالقا شونده با اتانول در تنظ شبريپ

، گوجه ينيب زميس، توتون، کلزا، سيدوبسير آرابينظ ياهانيگ

 .Caddick et al) مورد استفاده قرار گرفته استو برنج  يفرنگ

1998., Deveaux et al. 2003., Roslan et al. 2001., Salter 

et al. 1998. and Sweetman et al. 2002) 

. نشده است ياه چغندرقند بررسيشبر تاکنون در گين پياما ا

ه يو قابل تجز ير سميغ ،القا کننده ارزانعامل  شبريپن يدر ا

. را داردمزرعه و  شگاهيدر آزما استفاده تيقابل شد وبا يم

ر ينظ يمختلف يها روشاتانول را با توان  يمعلاوه بر آن 

در  ها شهيساندن ري، خيعلف يها قسمت يدن بر رويپاش

 استفاده نمودز ين ر شدهياتانول و اتانول تبخ يمحلول حاو

(Caddick et al. 1998; Deveaux et al. 2003; Roslan et 

al. 2001; Sweetman et al. 2002). يالقا ،شبريپن يا 

ا يزخم، سرما، گرما ر ينظ يمختلف يها در برابر تنش يزيناچ

 دارد ها ل جاسموناتيا متيک يليسالساسيد  يمارهايت
(Caddick et al. 1998; Deveaux et al. 2003; Roslan et 

al. 2001; Salter et al. 1998; Sweetman et al. 2002). 

 يران و نواحيد شکر در اياه تولين گيترچغندرقند مهم

ک امکان يژنت يمهندس يها با استفاده از روش. معتدل است

ا صفات با يمختلف و  يهامقاومت به تنش يها انتقال ژن

ش عملکرد و يافزا يها برا کش ر مقاومت به علفينظ يارزش

ها  ژن نيان ايکنترل ب. ت محصول چغندرقند وجود دارديفيک

 از استينن يبنابرا. ار با ارزش خواهد بوديدر زمان مناسب بس

 يهانهياز گز يکيشبر القا شونده با اتانول به عنوان يکه پ

 يبررساه چغندرقند مورد يان ژن در گيکنترل ب يمناسب برا

شبر القا شونده با يپ ين گزارش بررسين مقاله اوليا. رديقرار گ

 .است در جهان اه چغندرقندياتانول در گ

  

 هاروشمواد و 

 يها اه چغندرقند، ابتدا سلوليانتقال ژن به گ يبرا

از برگ جدا و  به شرحي که خواهد آمدنگهبان روزنه 

ه و يها کالوس ته سپس از پرتوپلاست. ه شديپروتوپلاست ته

ها منتقل  وم ژن مورد نظر به کالوسيبا استفاده از آگروباکتر

از از دانشگاه يمورد ن (Constructs) يها سازه. شد

Wageningen د دوگانه يپلاسم. ه شديهلند تهpBGW,O 

شبر القا يدار است که تحت کنترل پ نترونيا GUSژن  ملحا

الف نشان  - در شکل  آن يکيکه نقشه ژنتشونده قرار دارد 

د دوگانه يسه از پلاسميمقا ين برايچنهم. داده شده است

pB7WG2,O ژن  يحاوGUS شبر يدار تحت کنترل پ ننترويا

 (.ب - شکل )استفاده شد  CaMV 35Sيميدا
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شبر يدار تحت کنترل پ نترونيا GUSژن  يحاو سازه(: a)چغندرقند  يها مورد استفاده در انتقال ژن به کالوس يژن يها سازه : شکل 

 CaMV 35S يميشبر دايدار تحت کنترل پ نترونيا GUSژن  يحاو سازه(: b)القا شونده با اتانول 
Figure 1. Constructs used for gene transfer  into calli of sugar beet. a. The construct containing gus-intron gene under 

control of the ethanol induced promoter. b. The construct containing gus-intron gene under control of the CaMV 35S 

promoter. 

 

 نگهبان روزنه یها سلولاز  پروتوپلاست کشته و يته
استخراج  يبرا NFن يلاچغندرقند از  پژوهشن يدر ا

 يذرهاب يپس از ضدعفون. شداستفاده   پروتوپلاست

و پس از کشت  ييانتها   جوانه ،بذور يچغندرقند و جوانه زن

استخراج  يبرا ييانتها يها جوانه يها از برگ ،چهار هفته

 گرم  /4حدود  .(Hall et al. 1993) استفاده شد پروتوپلاست

 45 يحاو يبرقداخل همزن  در و هيل تهياسترپهنک برگ 

قه با سرعت کم خرد يبه مدت دو دق تر آب مقطر سرديليليم

 455 يلونيغربال نابا استفاده از حاصل  مخلوط. ديگرد

ل شسته شد و يب مقطر استرآو با  هشد لتريف يکرومتريم

 يمتريسانت نهش يديک پتريبه ، لتريف يدرم رويقطعات اپ

 CPW9MCaتر محلول يليليم 5  سپس. ديگردمنتقل 

 ,8/4 %CaCl2 (w/v)مانيتول، % 9به همراه  CPWهاي  نمک)

2H2O) اتاق  يک ساعت در دمايد و به مدت ياضافه گرد

 قه با دوريک دقيبه مدت حاصل ون يسوسپانس. شد ينگهدار

g44 رسوب  و سپس ديروشناور حذف گردو شد  ژفويسانتر

شامل  محلول هضم) تر محلول هضميليليم 45حاصل در 

 mM n-propylمانيتول، % 9به همراه  CPWهاي نمک

gallate   4/5 ،(w/v) 4/5%  سلولازRS  و(w/v) 

4%Macerozyme R10  تر از يليليم پنج هر .ديگردحل  (بود

تقل شد و به من يمتر يليم 05 شيديپتر کي محلول به

به  يکيدر تارو گراد  يدرجه سانت 4 در  ساعت 0 مدت 

و  92  يلونينا يها محصول هضم از غربال .شدمخلوط  يآرام

ک يلتر شده با يمحلول ف. عبور داده شد يکرومتريم 44

 24 يدارا کيزواسمتيال شده يلتر استريفحجم محلول 

 لوله   و به  ديگردمخلوط  ساکارز درصد 4 و  پرکول درصد

ک يدر هر لوله ابتدا . منتقل شد يتريليليم   ش يآزما

% 9به همراه  CPWهاي نمک) CPW15Sتر محلول يليليم

با ( ساکارز %4 و  Mm n-propyl gallate   4/5مانيتول، 

 4/5سپس خته شد و ير پروتوپلاستون يسوسپانس يدقت رو

 (1mM CaCl2, 2 H2Oمانيتول و % 9) 9Mتر محلوليليليم

 5 به مدت  g44 فوژ با سرعتيسانتر با انجام. اضافه شد

 .ندشد يورآجمع 9Mه ينگهبان روزنه در لا يها سلول ،قهيدق

م ينات کلسيآلژ خلشده در دا يآورجمع يها پروتوپلاست

افته مطابق ير ييتغ K&Pط کشت يقرار داده شدند و در مح

 . (Hall et al. 1993) کشت شدند شنهاد شدهيپ  روش

 

 حاصل از کشت پروتوپلاست یها کالوسانتقال ژن به 

 يحاو ميکلس ناتيصفحه آلژ ،روز 8 پس از 

متر يليم 4پنج با عرض  ييبه صورت نوارها ها پروتوپلاست

ک ي يحاو PGo  ط کشت جامديبرش داده شده و به مح

درجه  8  يمنتقل شدند و در دما BAPتر هورمون يليليم

 & De Greef) شدند يگهدارن يکيدر تارو  گراد يسانت

Jacobs 1979).  نات با يآلژ ينوارها ،ک هفتهيپس از

وم ياگروباکتر يها سلول .ح شدنديوم تلقياگروباکتر

 يميدا شبريپبه همراه  GUSناقل ژن  يحاو  AGLOهيسو

CaMV 35S  ط کشتيالقا شونده با اتانول، در مح شبريپا يو 

LB يباکتررسوب  سپس .ندصورت شبانه کشت داده شدبه 

در طول موج  4/5 يجذب نور) PGoع يط کشت مايمح در

در  قهيدق 5 نات به مدت يآلژ ينوارها. حل شد (نانومتر 055

 PGo ط کشت توامياتاق قرار داده شدند و سپس به مح يدما

 يه و در دماشدمنتقل  BAPتر هورمون يليليک مي يحاو

 ينگهدار زبه مدت دو رو يکيدر تار گراد يسانتدرجه  8 

نات به يآلژ ينوارها وم،يمنظور حذف آگروباکتر به .شدند
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ليتر حاوي يک ميلي PG1B-BC (PGOجامد کشت  طيمح

گرم در ليتر سفوتاکسيم و يک ميلي BAP ،  4هورمون 

ک يوتيبيآنت يحاو( لوفوسايب کش گرم در ليتر علفميلي

 و گراد يسانتدرجه  8  يمنتقل شده و در دمام يسفوتاکس

 يبر روپس از دو روز . شدند يبه مدت دو روز نگهدار يکيتار

ح شده با سازه ژن يتلق يها کالوس ينات حاويآلژ ينوارها

آزمون  ،CaMV 35S يميدا شبريپ و GUSگزارشگر 

ن ژن يان موقت ايصورت گرفت و ب GUS ييايميستوشيه

کوچک از  يها کالوس .(Sevenier et al. 1998) ديگرد يبررس

و  GUSح شده با سازه ژن گزارشگر ينات تلقيلژآ يارهانو يرو

 PG1B-BCط کشت جامد يالقا شونده اتانول به مح شبريپ

 8  يو در دما يکيروز در تار 4 افتند و به مدت يل قاانت

 يها کالوس، ن مدتيپس از ا .قرار گرفتند گراد يسانتدرجه 

انتقال  PG1B-BCکشت جامد  طيبه مح مجدداافته يرشد 

 يبر رو GUS ييايميستوشيروز آزمون ه 5 ته و پس از افي

ان ژن گزارشگر يزان بيد و ميافته انجام گرديرشد  يها کالوس

ک يزان يسپس به م. اب القا کننده اتانول مطالعه شديدر غ

د و ياضافه گردط کشت يبه مح ک درصديتر اتانول يليليم

 آزمون، ها کالوس همان ي، روساعت مجدداً 3 بعد از 

 .انجام شد GUS ييايميستوشيه

  

  GUS ییايميستوشيهآزمون 

ک شب يبه مدت  ها کالوس ،GUSبا  يزيآمرنگ يبرا

قرار  گراد يسانتدرجه  42 يدر دما يزيدر محلول رنگ آم

 يليم Tris-HCl 45 شامل يزيمحلول رنگ آم. داده شدند

م ين K3(Fe(CN)6) ،مولار يليم CaCL2, 2H2O   4، مولار

به  Triton-x-100، مولار يليم مين  K4(Fe(CN)6) ،مولار

با  X-glucتر يليليگرم در ميليم 24/5و  4/5% (v/v) زانيم

5/2pH=  بود (Hall et al. 1997). 

 

 ج و بحثینتا

 يها سلول يها پروتوپلاستاستخراج  پژوهشن يدر ا

 يها پروتوپلاستاغلب  .ت انجام شديروزنه با موفق نگهبان

بوده نشاسته ، ذرات مشخص يدهايپلاست يشده دارا جدا

(Hall et al. 1995,1996)  داشتند يم سلوليت تقسيقابلو. 

ترد در  يها کالوس ديمنجر به تول ها ن پرتوپلاستياکشت 

 پروتوپلاست (. شکل ) ديگرد ميکلس ناتيداخل آلژ

م يچغندرقند قادر به تقس يبرگ نگهبان روزنه يها سلول

 نگهبان روزنه يها سلول .(Hall et al. 1995) هستند يسلول

کنواخت و يت يجمع و ابندي يمز يل نمو برگ تمايدر اوا

 يکمز ين بعددر مراحل دهند که  يمل يرا تشک يز سلوليمتما

 يژگيو يدارا ها سلولن يا .(Sack 1987) کنند يمر ييتغ

 يکه برا يطيسازد در شرا يمها را قادر نآکه  هستند يخاص

نگهبان  يها سلول .نامساعد است، زنده بمانند گريد يها سلول

 ها سلولر يفاقد پلاسمودسماتا هستند و نسبت به سا

در برگ  ييها سلولن تنها يچنهم. دارند مستقل تيموجود

 اند افتهيسازش  يل اسمزيپتانس رات منظمييهستند که به تغ

کرد در عمل يل اسمزيپتانس ياساسل نقش يهم به دلکه آن

است ل ين دليبه هم. (Sack 1987) است ياوزنهر يها سلول

 يرا در طک ياسمت يها تنش ياروزنه يها سلولکه 

 .Hall et al) کنند يمتحمل  بهتر پروتوپلاست يجداساز

 ييتوان باززا ،نگهبان يها سلولحاصل از  يها کالوس. (1995

 اهان کاملاًيها گدارند و از آن درصد 5  زانينوساقه را به م

ها، مناسب بودن  يژگين ويوجود ا .(8) شود يمحاصل  يعيطب

 . نموده است فراهم  يکيژنت يدستورز يبرارا  ها سلولن يا

و عملکرد مناسب   GUSبراي اطمينان از انتقال ژن 

 CaMV 35Sبا پيشبر  GUSآن در گياه، سنجش آنزيمي 

با روش هيستوشيميايي با  GUSدر سنجش . انجام شد

گلوکورونيداز ژن -در اثر فعاليت آنزيم بتا ،  x-glucسوبستراي 

GUS ترکيبX-gluc   شکسته شده و توليد رسوب آبي رنگ

را نشان ، انتقال و بيان آنGUSفعاليت ژن گزارشگر . کند مي

 T-DNAمورد استفاده در ناحيه   GUSچون ژن. دهد مي

باشد، اين ژن در سيستم  پلاسميد داراي اينترون مي

يان نيست، بنابراين احتمال رنگي شدن پروکاريوتي قابل ب

هاي  کالوس. بافت در اثر آلودگي با اگروباکتريوم وجود ندارد

خوبي رنگ آميزي شدند و قرار گرفته در داخل آلژينات به

نتايج اين آزمون . را نشان دادند  GUSبيان بسيار خوب ژن 

باشد  ها مي بيانگر کارايي بسيار خوب انتقال ژن به کالوس

 (.4 شکل)

تحت پيشبر  GUSبراي مطالعه بيان ژن گزارشگر 

کالوس تلقيح شده با  35القا شونده با اتانول، تعداد 

اگروباکتريوم داراي سازه مورد نظر که در محيط انتخابي علف 

کش بايلوفوس به مدت يک ماه رشد يافته بودند، در شرايط 

تانول با ا( b -3شکل)و بعد از القا ( a -3شکل )قبل از القا 

پس از القا با اتانول، دو کالوس در . رنگ آميزي شدند

را   GUSبيشترين ميزان بيان ژن E1و  A8هاي شماره  چاهک

که قبل از القا با اتانول، بيان ژن مشاهده  داشتند در حالي

ها به ميزاني نزديک به  بيان ژن گزارشگر در اين چاهک. نشد

هاي  در چاهک  CaMV 35S با پيشبر دايمي GUSبيان ژن 

با اين پيشبر، به  GUSتوانايي بيان ژن . بود E7 و  E5شماره 
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 در گياه است CaMV 35S اندازه بيان اين ژن با پيشبر دايمي

(Salter et al. 1998) . بيان زياد ژنGUS  با استفاده از اتانول

ها در شرايط قبل از استفاده از  و عدم بيان اين ژن در کالوس

 .دهد اين پيشبر را نشان مياتانول، کارايي 

 

 
جوانه  يا شهيکشت درون ش(:  الف) ها کالوس يختي، کالوس و ترارچغندرقند  نگهبان روزنه يها سلول ه پروتوپلاستيمراحل ته : شکل 

نگهبان  ياه سلول يها پروتوپلاست(: ب) (   cmاس يمق)نگهبان روزنه  يها استخراج پروتوپلاست سلول يها برا و رشد برگ ييانتها

اس يمق) م قرار گرفته استينات کلسيکه در داخل آلژ ک پروتوپلاست سلول نگهبان روزنهي يم سلوليتقس(: پ) (μm  5اس يمق) روزنه

μm  5). (ت :)اند افتهيح ينس تلقيوم تومه فاسيکه با آگروباکتر کالوس ينات حاويآلژ ينوارها. (اس يمقcm  )  يها کالوس( ث 

 يو رشد برخ لوفوسياتر علف کش بيگرم در ل يليک مي يحاو نشيط کشت گزينات به محيآلژ يته از نوارهاافيکوچک انتقال 

 (  cmاس يمق)خت يترار يها کالوس
Figure 2. Protoplast isolation and callus production from guard cells of sugar beet and gene transformation method, a. In 

vitro culture of shoot tips and leaves growth for guard cell protoplast isolation (bar = 1 cm) b. Guard cell protoplasts 

(bar = 20 μm) c. Cell division of a guard cell protoplast after stabilizing in calcium alginate (bar = 20 μm) d. The strips 

of alginate containing the sugar beet calli infected with Agrobacterium tumefaciens (bar = 1 cm) e. Transferring very 

tiny calli from alginate strips to selection medium containing 1 mg/l bialaphos and the growth of transgenic calli (bar = 

1 cm). 
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سازه ژن  ينس دارايوم تومه فاسيح شده با اگروباکتريتلق يها کالوس ينات حاويآلژ ينوارها GUSژن  ييايميستوشيآزمون ه :4شکل

 (cm 4/5اس يمق)شاهد  ح نشده به عنوانينات تلقينوار آلژ همراه با CaMV 35Sشبر يو پ GUSگزارشگر 
Figure 3. Histochemical GUS assay of alginate strips containing calli infected by A. tumefaciens carrying a construct 

with a GUS-intron gene under control of a CaMV 35S promoter and a fragment of alginate without transformation as 

control (bar = 0.5 cm). 

 

 CaMV، پيشبر دايمي alcRچه در واحد بياني چنان

35S ايگزين گردد، امکان با يک پيشبر خاص بافت گياهي ج

از اتانول . گردد تنظيم بيان ژن در يک بافت خاص فراهم مي

براي تنظيم بيان ژن در طي نمو و در يک بافت يا اندام خاص 

 .Deveaux et al) در گياه آرابيدوبسيس استفاده شده است

وسيله پيشبرهاي مختص هب alcRدر سازه بياني، ژن . (2003

اي از جوانه يشبرها در نواحي ويژهاين پ. بافت کنترل گرديد

. (Deveaux et al. 2003)شدند  رويشي و گلدهي بيان مي

غلظت کم اتانول تبخير شده موجب بيان ژن در گياهان 

 .Sweetman et al) توتون، سيب زميني و کلزا شده است

در آزمايشي، تيمار يک برگ کلزا با اتانول تبخير شده  .(2002

فقط در همان برگ گرديد و در گياه  GUSمنجر به بيان ژن 

دار شده مشخص شد که توتون، با استفاده از اتانول نشان

بنابراين با در . هاي ديگر منتقل نشده است اتانول به برگ

هاي مختلف يک گياه تراريخت با معرض قرار دادن قسمت

توان بيان ژن هدف را در يک اندام مشخص  بخار اتانول ، مي

 . (Sweetman et al. 2002)کنترل کرد 

نتايج اين پژوهش مشخص نمود که قبل از القا با 

 هاي شماره ها، نظير چاهک اتانول، در برخي از کالوس

 A2 ،A5 وB5 ( 3شکل- a) بيان ژن ،GUS  به مقدار کم

ها در شرايط  بيان ژن گزارشگر در کالوس. شود مشاهده مي

ايط القا در درون شيشه اي در غياب اتانول خارجي، وجود شر

به  GUSدر يک مطالعه که ژن . دهد اين محيط را نشان مي

همراه پيشبر القا شونده با اتانول به گياه آرابيدوبسيس منتقل 

اي رشد هايي که در شرايط درون شيشه شد و در گياهچه

مشاهده  GUSيافته بودند، بدون استفاده از اتانول، فعاليت ژن 

گلداني، بيان اين ژن مشاهده  هاي در مقابل، در گياهچه. شد

چنين، با استفاده از ژن هم. (Roslan et al. 2001)نشد 

همراه پيشبر القا شونده با اتانول نشان داده شد که لوسيفراز به

اي بدون استفاده از القاکننده هاي درون شيشه در گياهچه

شود ولي در  بيان ژن لوسيفراز مشاهده مي( اتانول)

 Roslan) شود ني بيان اين ژن مشاهده نميهاي گلدا گياهچه

et al. 2001) . بايد در نظر داشت که گياهان آنزيم الکل

ريشه . (Dolferus et al. 1994)کنند  دهيدروژناز توليد مي

هوازي تنفس هايي هستند که در شرايط بيگياهان اندام

دهند که محصول نهايي اين روش تنفس،  تخميري انجام مي

مع اتانول داخلي در ريشه ممکن است اين تج. الکل است

پيشبر اتانول در گياه توتون در شرايط بي . پيشبر را فعال کند

 .Salter et al) شود هوازي مصنوعي بسيار سخت فعال مي

در گياه آرابيدوبسيس رشد يافته در شرايط درون . (1998

اي که در آن انتشار اکسيژن محدود است، ميزان تنفس شيشه

. (Chung & ferl 1999)يابد  ها افزايش مي ي در ريشهغيرهواز

اي و بدون استفاده حاضر، در شرايط درون شيشه پژوهشدر 

را نشان دادند که  GUSها فعاليت ژن  از اتانول، برخي کالوس

ها نيز  ممکن است که کالوس. باشد بيانگر حضور اتانول مي

 مانند ريشه در شرايط محدود اکسيژن محيط، تنفس بي

هوازي انجام داده باشند و با توليد الکل موجب فعال شدن 

اند، البته  ها شده در برخي کالوس GUSپيشبر و بيان ژن 

  .اثبات اين موضوع نياز به مطالعات بيشتر دارد

مشخص شده است که يک ساعت پس از استفاده از 

. قابل تشخيص است GUSنيز بيان ژن ( اتانول)عامل القا کننده 

گردد اما  عدم استفاده از اتانول، بيان ژن متوقف مي در صورت
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 (b) (a) 

. توان با استفاده مستمر اتانول، سطح بيان ژن را حفظ نمود مي

باشد، به  پيشبر القا شونده با اتانول، بسيار به اتانول حساس مي

درصد اتانول نيز عمل القا، مشاهده  5/ 5نحوي که با استفاده از 

ورد استفاده ابزار مناسبي براي لذا، غلظت اتانول م. شده است

 (Roslan et al. 2001)کنترل سطح بيان ژن در اين پيشبر بوده 

توان يک ژن را کوتاه مدت يا طولاني مدت بيان نمود  و مي

(Caddick et al. 1998 & Deveaux et al. 2003) . 

 

 

   

 

 

مار يشبر القا شونده با اتانول بدون تيو پ GUSه ژن گزارشگر با ساز يخت احتماليترار يها کالوس GUS ييايميستوشيآزمون ه :3شکل

خت با سازه يترار يها کالوس يحاو E7و  E5 يها چاهک :در هر دو شکل الف و ب. (b)مار با اتانول يساعت بعد از ت 3 و ( a)با اتانول 

ح شده با يتلق يها کالوس يحاو E1-4و  A ،B ،C ،D يها به عنوان شاهد مثبت و چاهک CaMV 35S يميشبر دايتحت پ GUSژن 

 شبر القا شونده با اتانوليتحت پ GUSسازه ژن 
Figure 4. Histochemical GUS assay of candidate transgenic calli with construct containing a GUS reporter gene under 

control of the ethanol induced promoter before treatment with ethanol (a) and after treatment with ethanol (b). In the 

both figures a and b: Wells E5 and E7 containing transgenic calli with a GUS gene under control of the CaMV 35S 

promoter as positive controls and wells A, B, C, D and E1- 4 containing the candidate transgenic calli with a GUS gene 

under control of the ethanol induced promoter. 
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Abstract 

Controlled gene expression of transgenic plants is one of the main aim of genetic manipulations. This control can 

be done in transcriptional level. Ethanol inducible promoter system is suitable for external regulation of gene 

expression. In this study, GUS gene expression under the control of ethanol inducible promoter was evaluated in calli 

derived from sugar beet stomatal guard cell protoplasts. Protoplasts of stomatal guard cells from sugar beet leaves were 

isolated and calli derived from these protoplasts, were infected with Agrobacterium harboring GUS gene under the 

control of ethanol inducible promoter. Transformed calli were treated with ethanol and histochemical GUS assay 

carried out before and after treatment of calli with ethanol. Some transformed calli showed high level expression of 

GUS gene after treatment with ethanol. These calli didn’t show any GUS gene expression before applying ethanol. The 

level of GUS expression after ethanol induction was comparable to constitutive GUS gene expression mediated by 

CaMV 35S promoter. Furthermore high level GUS expression in these calli demonstrated the activity of this system in 

sugar beet. 

 

Keywords: Sugar beet, Gene transformation, Ethanol- inducible promoter, Protoplast, Stomatal guard cells, GUS 

reporter gene  
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