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 چکیده

در حال حاضر، انتقال ژرم لاین در حشرات روشی گسترده برای تجزیه و تحلیل عملکرد ژن و 

هایی از مغز  نشو و نمای قسمت بارۀ. اطلاعات زیادی دراستژنتیکی  ۀشد های اصلاح گونه ۀتوسع

هدف تعیین  به T. castaneum ر، چندین لاین تراریخت. به این منظوستیجنین حشرات موجود ن

 T. castaneumنمای مغز ایجاد گردید. توالی کامل ژنوم و های درگیر در نشو  نقش برخی ژن

. در است  شده ارائههایی نیز برای ایجاد حشرات تراریخت این گونه  مشخص شده است و روش

استفاده شد. پلاسمید  T. castaneum قل بهبه عنوان نا Bac piggy این پژوهش از عنصر متحرک

( تزریق Tc vermilion-deficientسفید ) به جنین استرین چشم ،ژنی مورد نظر ۀدهنده حاوی ناحی

، اما از طرفی پلاسمید است vermilionسفید، دارای آسیب در ژن  چشم ۀیافت گردید. لاین جهش

های تراریخت  که سوسک است 3xP3وتر و تحت پروم vermilion Tcمورد نظر دارای ژن  ۀدهند

های  کند. در این مطالعه، لاین چشم می ۀرا قادر به بیان ژن مذکور و در نتیجه ایجاد رنگ تیر

به ها  های مهم در نشو و نمای مغز ایجاد شدند. این لاین ژن تراریخت حاوی نواحی تنظیمی برخی

 ۀرشدیافته در مغز حشر ساختار کاملاًها از ابتدای رشد تا  منظور ردیابی رشد نئورو بلاست

ها و مطالعات عملکردیشان را در  ها امکان تشخیص ژن علاوه، این لاین هتراریخت، ساخته شدند. ب

 رد.آود نفراهم خواه T. castaneumمغز 

 

 .عناصر متحرک، انتقال ژن حشرات، تغییر و تبدیل ژرم لاین، ریزتزریق کلیدی: هایهواژ

 

 مقدمه

ی ان ای دیک روش کارآمد برای ورود  4322در سال 

به ژنوم حشرات گزارش  (Exogenous DNA) برونزاد

 & Rubin) شد میشد که به نسل بعد هم منتقل 

Spradling, 1982) این فرایند انتقال ژنتیکی اولین بار .

استفاده از  و با Drosophila melanogasterدر مگس 

طور  و به تگرفانجام  P (P-element)متحرک عنصر 

 رفتکار  بهها  آمیزی در بسیاری از آزمایش موفقیت

(Beall & Rio, 1997; Handler et al., 1993) امروزه .

( Transposable elementبا شناسایی عناصر متحرک )

های انتقال ژن در دیگر  یورافنکاربردن  دیگر امکان به

برای ایجاد  ه است.شدپذیر  های حشرات امکان گونه

باید  .4(: Transgenic insectsتراریخت ) حشرات

برای معرفی ساختار  (In vivo)  های درون بدن روش

 Germline) های ژرم لاین ژن قابل تزریق به سلول

cellsباید یک  .2 ؛هدف بناگذاری شوند ة( موجود زند

کار  بهسیستم انتقال ژنتیکی، مانند یک عنصر متحرک 

گذاری شود تا نتاج  نهموجود تراریخت باید نشا .9 ؛درو

به منظور ایجاد یک  ،قابل تشخیص باشند. در واقع

ها و نشانگرهای  سیستم تغییر و تبدیل فراگیر، ناقل
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(. برای تولید Wimmer, 2003) ندا قابل کاربرد ضروری

 Transgene of) حشرات تراریخت، ژن مورد نظر

interestهمچنین  .( باید به ژرم لاین منتقل شود

هایی به منظور  به عنوان ناقل معمولاًتحرک عناصر م

 ند. برای ادغام پایداررو می کار بهادغام در ژنوم حشرات 

(Stable integration یک ساختار تراریخت، دو )

: پلاسمید اول، استپلاسمید جداگانه مورد نیاز 

شود که  ( نامیده میDonor plasmid) پلاسمید دهنده

 Transgene) است ظرتراریخت مورد ن ةکنند هم حمل

of interest و هم دارای یک نشانگر قابل مشاهده و )

 Visibly detectable transformationقابل ردیابی )

marker )همچنین این پلاسمید دارای تکرارهای  .است

 Terminal inverted repeats (TIRs) معکوس انتهایی

 Helper) کننده . پلاسمید دوم، پلاسمید کمکستا

plasmid) است که در واقع آنزیم ترانسپوزاز را کد 

(. به منظور شناسایی Wimmer, 2003کند ) می

آسانی  حشرات تراریخت، نشانگری قابل اعتماد و به

. یک نشانگر قابل کاربرد با استقابل تشخیص لازم 

بناگذاری شده است  3xP3 استفاده از پروموتر مصنوعی

یافته  یشین فلورسانت افزائبیان پروت موجبکه 

(EGFP( )Enhanced green fluorescent protein در )

هایی از حشرات از جمله دوبالان،  چشم راسته

شود. همچنین  می داران پولک پوشان و بال بال سخت

تعداد زیادی نشانگرهای فلورسانت دیگر و نشانگرهای 

 ;Handler & James, 2000اند ) یافته در دسترس جهش

Horen et al., 2002های  (. با در دسترس بودن سیستم

انتقال ژن در حشرات، امکان مطالعۀ ژنتیک کاربردی در 

پذیر شده است و در واقع  چندین گونه از حشرات امکان

ی تکاملی کاربردی شده ها پژوهشاین امر موجب تسهیل 

یک موجود  عنوان بهدر حال حاضر  T. castaneum است.

ای، پی  ملی مقایسهمدل، برای بیولوژی رشدی تکا زندة

بالغ،  حشرات (Diversity) بردن به دگردیسی، تنوع

شده  ارائهای  کنترل آفات و فیزیولوژی پایه ۀمطالع

هایی مانند ژنوم تعیین توالی شده،  است. ویژگی

آمادگی برای خاموشی ژن، ژنتیک سطح بالا و 

را به یک انتخاب  Triboliumکردن،  های تراریخت روش

ای تبدیل کرده است  العات مقایسهعالی برای مط

(Brown et al., 2009.) موجود مدل  دو ،در حال حاضر

های بنیادین عصبی  در حشرات وجود دارد که سلول

ه است. این دو شدمغز، با جزئیات در آنها مطالعه 

 Drosophilaو  Schistocerca gregaria  حشره شامل

melanogaster ند. در شو میS. gregaria  مغز رشد

رفولوژیک، مانند وجنین توسط مطالعات م

 هشدایمونوهیستوشیمی، تزریق رنگ و غیره بررسی 

 ,.Boyan & Williams,1997; Boyan et al) ستا 

2010; Williams et al., 2005 از آنجا که ژنوم .)

Schistocerca مطالعات  ،یابی نشده است توالی

 ,Dong & Friedrich) استمولکولی و ژنتیکی مشکل 

2010 .)D. melanogaster مدل بسیار  ةیک حشر

رفولوژیک، مولکول و ژنتیک ویافته از لحاظ م توسعه

. برای این موجود، بسیاری از ابزارها در دسترس است

مطالعات تعیین ژنتیکی  ةبوده و بنابراین اجاز

ده است. مغز لارو آممغز فراهم  ةفرایندهای پیچید

Drosophila ی دارای اجسام رشد ۀاین مرحل در

های سنترال  شکل کوچک و فاقد نئوروپیل قارچی

(. مطالعات اخیر Boquet et al., 2000) استکمپلکس 

مرکزی در  ۀنشان داده است که شروع رشد مجموع

 مانند این حشره با پل پروتوسربرال و اجسام بادبزن

(Fan- shaped body)  طی سومین سن لاروی شروع

 ینبنابرا(. Young & Armstrong, 2010شده است )

D. melanogaster های  سیگنال بارةبرای تحقیق در

مرکزی مناسب  ۀجنینی مورد نیاز برای رشد مجموع

یک موجود مدل  T. castaneum ،نیست. با این حال

. استجنینی  ۀفرایند رشد مغز در مرحل ۀبرای مطالع

از طرفی توالی ژنوم این حشره در دسترس است و از 

های سیستمیک  پاسخ موجباین حشره  ،رسوی دیگ

 ترین گردد که یکی از بزرگ قوی به خاموشی ژن می

 ;Bucher et al., 2002) استهای این حشره  پتانسیل

Tomoyasu & denella, 2004; Posnien et al., 2009 .)

که ایجاد  T. castaneumبناگذاری عناصر متحرک در 

موجبات  ،کند گری می حشرات تراریخت را میانجی

رشد ابزارهایی به منظور عملکرد و کنترل ژنتیکی 

رده است آوژنتیکی پیچیده را فراهم  ۀها و شبک ژن

(Berghammer et al., 1999 هدف از این مطالعه .)

به منظور  T. castaneumهای تراریخت  ایجاد لاین

های عصبی بنیادینی است که در تشکیل  بررسی سلول
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د. بنابراین، مطالعۀ برخی مجموعۀ مرکزی شرکت دارن

ها لازم  های ضروری برای مشخصات فضایی این سلول ژن

 بالادست است. برای رسیدن به این هدف ناحیۀ

(Upstrem) های  ژنTc-vnd، Tc-dpn ،Tc-chx  وTc-ase 

 انتخاب شدند. Tc-chx، Tc-aseو ناحیۀ اینترونی 

 

 ها مواد و روش
 ین حشرهاستر

ژنی مورد نظر، دی ان ای های  برای تکثیر ناحیه

 San Bernardino T. castaneum یناسترژنومیک 

(Sokoloff, 1972) برای انتقال ژن و (Transgenesis) 

 Tc-vermilion deficientسفید  جنین، استرین چشم

 (.Berghammer et al., 2009) کار گرفته شد به

 

 بیولوژی مولکولی

ور تکثیر پس از استخراج دی ان ای ژنومیک، به منظ

ای پلیمراز  های ژنی مورد نظر، واکنش زنجیره ناحیه

توسط یک برنامۀ استاندارد انجام گرفت. به منظور تکثیر 

 Tc-dpnو  Tc-vnd، Tc-chx ،Tc-aseهای  نواحی ژنی ژن
. برای )4جدول شده استفاده شد ) از آغازگرهای توصیه

تعیین صحت تکثیر ناحیۀ ژنی مورد نظر، از ژل یک 

آگارز استفاده شد. همچنین از یک نشانگر دی ان  درصد

 From Newباز )کیلو جفت  4 (DNA lader) ای 

England Biolab, USA استفاده شد. باندهای قابل )

مشاهده از درون ژل خارج شد و به کمک کیت 

NucleoSpin ® Gel and PCR Clean up-Macherey-. 

Negal, Germany)) درجۀ  جداسازی و توسط نانودراپ

گیری شد. به منظور انجام  خلوص دی ان ای اندازه

های حاصل  دی ان ای کلونینگ، طی مرحلۀ لایگیشن

-pBac(3xP3بایست به درون پلاسمید دهنده ] می

gTcv_HspP-Gal4D-Sv40_attp منتقل شوند. به این ])

 T4( Thermo scientific, Germany) منظور از آنزیم

DNA ligase شده به  سمید خالص خطیاستفاده شد. پلا

 T4علاوة  سی آر به همراه ناحیۀ ژنی خالص حاصل از پی

DNA ligase 10و بافرx T4 DAN ligase (Thermo 

scientific, Germany درجۀ  46( مخلوط شد و در دمای

 سلسیوس در حمام آب گرم به مدت یک شب

(Overnight) ترانسفورماسیون،  نگهداری شد. طی انجام

های باکتری اشرشیاکلی  میکرولیتر از سلول 00در ابتدا 

میکرولیتر محصول  0به همراه  TM DH5αاسترین 

ها به  کار رفت. سلول حاصل از اتصال مخلوط شد و به

درجۀ  60ثانیه در  30دقیقه در یخ، به مدت  90مدت 

سلسیوس و مجدداً دو دقیقه در یخ قرار گرفتند. به 

 رولیتر محیط کشتمیک 000شده  های ترانسفورم سلول

LB شد. در مرحلۀ بعد، مخلوط واکنش برای مدت  اضافه

درجۀ  92و دمای  rmp220یک ساعت در شیکر و با دور 

سلسیوس قرار گرفت و در نهایت محیط کشت به 

میکروگرم بر  00سیلین ) علاوه آمپیبه LB های پلیت

ها به مدت یک  سیلین( اضافه شد و پلیت لیتر آمپی میلی

درجۀ سلسیوس قرار گرفتند.  92دمای شب در 

آر و  سی های حاوی ژن مورد نظر از طریق کلونی پی کلون

شناسایی شدند. ژل  (Nemirov, 2012)ژل کراکینگ 

هایی که حاوی  وجوی کلونی کراکینگ برای جست

های منفرد با نوک  کار رفت. کلونی اند به پلاسمید مثبت

ب مقطر حل شد. میکرولیتر آ 20پیپت برداشته شد و در 

میکرولیتر از سوسپانسیون به یک میکروتیوب منتقل و  0

 20در چهار درجۀ سلسیوس نگهداری شد. حجم 

میکرولیتر  20به بقیۀ  میکرولیتر از بافر کراکینگ

میکرولیتر از  6سوسپانسیون باکتریایی اضافه شد. حجم 

ها  به مخلوط اضافه شد و همۀ نمونه x 40رنگ بارگذاری

درصد اضافه شدند. در یک چاهک  2/0آگارز به ژل 

 انوگرم از پلاسمید اصلی حلقوی بهن 400جداگانه حدود 

عنوان مرجع اضافه گردید. بعد از الکتروفورز، هر چاهکی 

که یک تغییر ژل در مقایسه با رفرنس را نشان داد، به 

ای  ان  عنوان نمونۀ مثبت شناخته شد. مقدار کمی از دی 

میکروگرم( برای تعیین توالی با  20-40پلاسمید )

-NucleoSpin® Plasmid Kit (Machereyاستفاده از 

Nagel, Germany)  .تا ای  ان  دی محلول استخراج شد

 شرکت نانوگرم بر میکرولیتر رقیق شد و به 400نسبت 

یابی  به منظور توالیدر آلمان  ال جی سی ژنومیک

 Geneious®softwareفرستاده شد. نتایج توسط )

(Biomattres,USA  بررسی شد. جداسازی مقادیر بیشتر

دست  میکروگرم( برای به 200-400ای ) ان  پلاسمید دی 

آوردن پلاسمید عاری از اندوتوکسین برای تزریق به 

 QIAfilter Plasmid Midi Kit (Qiagen)جنین با کیت 

 انجام گرفت.
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 های محدودکننده یمآنزثیر نواحی ژنی به همراه کاررفته به منظور تک . آغازگرهای به4جدول 
آنزیم 

 محدودکننده
 ( پرایمر رفت0'-9') ( پرایمر برگشت0'-9')

نواحی 

 تنظیمی
Fse I GCCAGTGGCCGGCCGTTCAGATCTGTTAAGTGGATG (Fse I) GCGACTGGCCGGCCCACCTAGACCAGGAGCCAATTG (Fse I) Tc-ase 5up 

Fse I, Nco I GCCAGTCCATGGACTCATTGCACTGATATACTGC (Nco I) GCGACTGGCCGGCCCGACTCATTCAGTTGAGTGTCG (Fse I) Tc-ase Intron 

Fse I GCCAGTGGCCGGCCGTTCATGGTCAGATGTGGGAAC (Fse I) GCGACTGGCCGGCCTCTCAATGGCCAAGTTGTGCCA (Fse I) Tc-chx 5up 

Nco I, Apa I GCCAGTGGGCCCCATAGTAGCTTTGCAATTTGAC (Apa I) GCGACTCCATGGTGGAAGGTTTACATTATCGTGC (Nco I) Tc-chx Intron 

Nco I, Apa I GCCAGTGGGCCCGTCGGTTTACCTTTCCGACACC (Apa I) GCGACTCCATGGCAAGTTAGCCTTGTATCTCCAG (Nco I) Tc-vnd 5up 

Fse I, Nco I GCCAGTCCATGGGATACCGACAGTACTTTTACCGAC (Nco I) GCGACTGGCCGGCCGATAAGACCATTCTTGAGCACGA (Fse I) Tc-dpn 5up 

 

 (Transformation) تغییر و تبدیل ژنتیکی 

 ,Sutter instrumentهای باریک بروسیلیکات ) سوزن

USA توسط دستگاه کشش میکروپیپت )

(Micopipette puller)  تهیه شدند. سپس انتهای

ها توسط یک اسکالپل به صورت اریب برش داده  سوزن

ها  اده، به سوزنشده است. بلافاصله پیش از استف

 ةدر یک نگهدارندآنها محلول تزریق افزوده شد و 

 ,FemtoJet instrument (Eppendorfبه سوزن که 

Germany) قرار داده شدند. فشار تزریق  ،متصل است

ای از محلول تزریق به  طوری تنظیم شد که قطره

 400د. فشار ثابتی در حدود ش مناسب ایجاد می ةانداز

ایجاد شد تا از برگشت محتویات تخم پاسکال  200تا 

 9تا  4های حدود  به خارج جلوگیری گردد. سوسک

میکرومتر غربال  200های با مش  ماهه درون غربال

آرد قبلی از بدن حشرات حذف گردید.  همۀشدند و 

شده در آرد سفید  های غربال سوسک ،بعد ۀدر مرحل

ر زمانی ههای  در فاصلهها  تازه نگهداری شدند. تخم

میکرومتر جداسازی  900غربال با مش  با ،یک ساعت

و سپس به مدت یک ساعت در دمای اتاق قرار داده 

درون غربال  ،بعد از زمان ذکرشدهها  شدند. تخم

 باقرار گرفتند و  میکرومتر 200پلاستیکی با مش 

محلول کلراکس یک درصد دو مرتبه و هر مرتبه حدود 

آبکشی و در  ها ثانیه شسته شدند. سپس تخم 90

درصد برای اجتناب از خشک شدن  9آگار های  پلیت

تزریق  ،طبق آنچه ذکر شد ،قرار گرفتند. در این مرحله

های  شده درون پلیت های تزریق . تخمگرفتصورت 

 کاملاً ۀسلسیوس در یک جعب ۀدرج 90آگار در دمای 

شده به منظور حفظ رطوبت نگهداری شدند.  درزگیری

ها از دورن جعبه خارج و  لیتپ ،ساعت 22پس از 

سلسیوس  ۀدرج 90درون انکوباتور با دمای  مستقیماً

شده  تفریخهای  لارو ،ساعت 26نگهداری شدند. بعد از 

 ۀدرج 90و درون آرد سفید در دمای  شدند آوری جمع

سلسیوس نگهداری شدند تا تبدیل یه شفیره شوند. 

 200با عبور از غربال ها   شفیره ،بعد از سه هفته

ها از  جداسازی شدند و جنسیت شفیره میکرومتر

طریق شکل برآمدگی جنیتال تشخیص داد شد. 

صورت  به ،شده های تزریق های حاصل از تخم شفیره

حاوی آرد قرارگرفتند و به منظور های  منفرد در ظرف

دو یا سه شفیره از جنس دیگر در  ،کراس انجام بک

ها  کراس وی بکحاهای  کنار آنها قرار داده شد. ظرف

 سلسیوس قرار گرفتند تا تقریباً ۀدرج 90در دمای 

. حشرات بالغ ردکامل ظهور پیدا ک ةحشر 400حدود 

جداسازی و توسط  200توسط غربال ها  این ظرف

با ها  های آن اکسید کربن بیهوش شدند و چشم دی

استفاده از استریومیکروسکوپ به منظور بیان نشانگر 

 د.شچشم سیاه بررسی 
 

 نتایج و بحث

های مورد نظر با استفاده از آغازگرهای  نواحی ژن

مراز با موفقیت  ای پلی اختصاصی توسط واکنش زنجیره

هایی با جفت بازهای مورد  تکثیر شد. با رؤیت قطعه

انتظار، وجود نواحی ژنی ذکرشده در این پژوهش با 

(. همچنین به منظور تأیید 4شکل موفقیت تأیید شد )

حی ژنی موردنظر در پلاسمید دهنده و حضور نوا

های  اطمینان از اتصال ناحیۀ مورد نظر در آن، از روش

آر و ژل کراکینگ استفاده شد. نتایج  سی کلونی پی

(. در 2شکل روی ژل آگارز نشان داده شده است )

صحت قطعۀ  DNAیابی  نهایت با استفاده از توالی

ها و تکثیر  پس از تأیید توالی .شده تأیید گردید کلون

پلاسمیدها، انتقال پلاسمید دهنده حامل ناحیۀ ژنی 

دهنده حاوی آنزیم موردنظر و پلاسمید کمک

ترانسپوزاز، به اندازة کافی، به ژرم لاین توسط 
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های بروسیلیکات انجام گرفت. بنابراین شش  سوزن

صورت جداگانه به تخم استرین چشم  ناحیۀ ژنی به

لاین مذکور دارای آسیب  تزریق شد. Triboliumسفید 

است، اما از طرفی پلاسمید  Tc-vermilionژن در 

و تحت  Tc-vermilionدهنده مورد نظر دارای ژن 

های تراریخت  است. از این رو، سوسک 3xP3پروموتر 

قادر به بیان ژن مذکور و در نتیجه ایجاد رنگ سیاه 

اند. بعد از انجام  چشم به عنوان یک نشانگر مشخص

، بررسی بیان نشانگر مورد نظر در حشرات کراس بک

تحت استریومیکروسکوپ قرار گرفت که در واقع بیان 

دهندة این است که الحاق ژنی  نشانگر چشم سیاه نشان

 (.9انجام گرفته است )شکل 

های انتقال ژن موفق در  در بسیاری از روش

ای از جنین مراحل اولیه  حشرات، دو پلاسمید به ناحیه

شود. در  رسد ژرم پلاسم دارند، تزریق می میکه به نظر 

شود و  های زایای اولیه تشکیل می این ناحیه سلول

کند.  های آنها پلاسمید را دریافت می برخی از هسته

کند، آنزیم  طور که جنین شروع به نشو و نما می همان

جایی کانستراکت تراریخت را  شده جابه ترانسپوزاز بیان

کند.  یمگری  روموزوم میانجیاز پلاسمید دهنده به ک

های  های زایا دارای الحاق بنابراین برخی از سلول

( اند. اگر چنین Genomic transgeneتراریخت ژنومی )

کننده  الحاقی به نتاج انتقال پیدا کند، افراد دریافت

طور پایدار تراریخت خواهند شد. از آنجا که کارایی  به

نشانگری قابل های تراریخت ژنومی کم است،  الحاق

اعتماد و با قابلیت ردیابی آسان برای شناسایی 

های  پژوهش. (Wimmer, 2003ها لازم است ) تراریخت

مهرگان مواردی همچون  مرتبط با انتقال ژن در بی

 Transgene) دهنده های انتقال شناسایی و توسعۀ ناقل

vectors) تجزیه و تحرک آنها در یک گونۀ خاص و ،

بردهای عملی آنها را در بر داشته دهی کار سازمان

 است. 

 

 
 مراز ای پلی یرهزنجواکنش  های ژنی حاصل از یهناح . تصاویر ژل الکتروفورز4شکل 

:L وزن مولکولی نشانگر Kb DNA4 

(A 4  ای پلی مراز ناحیۀ ژنی  یرهزنجواکنش  محصول 2وTc-vnd 5 upstrem (2176bp). 

(B 9 راز ناحیۀ ژنی ای پلی م یرهزنجواکنش  محصولTc-dpn .( 2200bp) 

(C 0  مراز ناحیۀ ژنی  ای پلی یرهزنجواکنش  محصول 6وTc-ase5upstrem (2993bp)  

 Tc-ase Intron .(5036bp)مراز ناحیۀ ژنی  ای پلی یرهزنجمحصول واکنش  4و 

(D) 2  5مراز ناحیۀ ژنی ای پلی یرهزنجمحصول واکنشupstrem Tc-chx (4050bp ) 

 مراز ناحیۀ ژنی  ای پلی یرهزنجل محصو 2و 
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Tc-chx Intron (4950 bp) 

 
 مطالعه در پلاسمید . حضور نواحی ژنی تحت2شکل 

L: 1وزن مولکولی  نشانگر Kb DNA . 

F و (A کلونی  محصولPCR 

(A نمونۀ کلون مثبت برای ناحیۀ ژنی 4 چاهک )Tc-vnd 5 upstrem (2176bp) (F  

 Tc-chx Intron (4950bp).مثبت برای ناحیۀ ژنی  ی کلونها نمونه( 2و  3چاهک 

E و (B-C-D مثبت از طریق کراکینگ ژل کلونی محصول 

(B 2 چاهک) نمونۀ کلون مثبت برای ناحیۀ ژنی9 چاهک پلاسمید اصلی حلقوی به عنوان مرجع ) Tc-dpn (2200 bp) 

(C  6چاهک) ون مثبت برای ناحیۀ ژنی ی کلها نمونه( 0چاهک  پلاسمید اصلی حلقوی به عنوان مرجع.Tc-ase upstrem (2993bp) 

(D  4چاهک) ی کلون مثبت برای ناحیۀ ژنی ها نمونه( 2چاهک  پلاسمید اصلی حلقوی به عنوان مرجع.Tc-ase Intron (5036bp) 

(E  2چاهک) ی کلون مثبت برای ناحیۀ ژنی ها نمونه( 3چاهک  پلاسمید اصلی حلقوی به عنوان مرجع.Tc-chx upstrem (4050bp) 

 

 
، این پلاسمید حاوی پلاسمید دهندهایجاد شده توسط  ی تراریختها سوسک 9و  4. 9شکل 

 سفید ی استرین چشمها سوسک 6و  2 .است 3xP3تحت کنترل پروموتر  Tc- vermilionژن 

 .کار رفت بهژنی مورد نظر  ۀحاوی ناحی ةبه منظور تزریق پلاسمید دهند
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عدد ژنی با هدف الحاق و بیان ژن، های مت ناقل

تقریباً در هر گونه از حشرات، به منظور تجزیه و 

های حشرات مدل و کاربرد  تحلیل ژنتیکی گونه

دهندة بیماری و  استراتژی برای کنترل حشرات انتقال

آفات کشاورزی موجودند. عناصر متحرک، به طور 

اند و موفقیت  قرار گرفته ای مورد توجه گسترده

ها در  ای برای ادغام ژن گیری به عنوان وسیلهچشم

اند. این دی  حشرات و دیگر بی مهرگان نشان داده ژنوم

های عمومی انتقال  های متحرک دارای ویژگی ای  ان  

اند. عناصر مذکور به  ژن موفق و ادغام نسبی تصادفی

 بیان تحلیل و تجزیه ژنتیکی، های جهش منظور القای

های هدف برای بیان ژن قابل  ونهژن و تغییر و تبدیل گ

یی جا هجاب اند. در حال حاضر، چهار سیستم انتقال توجه

(Transposon vector system) طور نسبتاً  به

ة غیر مگس مهر های بی ای برای انتقال گونه گسترده

سرکه بررسی شده است که شامل عناصر خانوادة 

یعنی  hAT، عنصر وابسته به Minosو  Mos1مارینر 

Hermes جایی نسبتاً متمایز  و عنصر جابهpiggyBac 
 بر مبتنیهای  سیستم این از یک هر اگرچه است.

 مختلف های گونه در ها تراریخت تولید در جایی جابه

 برای ای وسیله عنوان به آنها اما استفاده از مؤثرند،

شده  محدود مهرگان بی ژنوم از برخی تحلیل و تجزیه

 .(Fraser, 2012)است 

دارای منشأ  Tc1 ناصر متحرک مرتبط با مارینر وع

درصد از اسیدهای آمینۀ  20تا  42اند و حدود  مشترک

(. خانوادة عناصر Doak et al., 1994) آنها مشابه است

ای در سلسلۀ جانوری  طور قابل ملاحظه مارینر به

های پهن، حشرات  هایی از کرم گسترده است و در گونه

. به (Robertson, 1995) اند هها شناسایی شد و انسان

نیز در نماتدها، حشرات،  Tc1همین ترتیب، خانوادة 

ها متنوع است. اعضای این بالا  داران و قارچ مهره

ای برای دستکاری حشرات  طور گسترده خانواده که به

قابلیت  Mos1اند.   Minos و Mos1روند،  کار می به

طیف  برای (Transformation capabilities) تبدیل

وسیعی از حشرات را نشان داده است، اما اثر قوی آن 

 Aedes aegyptiای برای انتقال ژن به  به عنوان وسیله

 Mathur et al., 2010; Coatesبه اثبات رسیده است )

et al., 2000 .)Minos از ای گسترده طیف تبدیل برای 

های  رود. با وجود توانایی کار می مهره به بی های گونه

برای حرکت در ژرم لاین برخی  Minosشده  داده نشان

 Anopheles stephensiها، حرکت در ژرم لاین  گونه

. (Burt & Koufopanou, 2004) مشاهده نشده است

در حشرات  hATنمونۀ اولیۀ عناصر متحرک بالاخانوادة 

 Drosophilaدر  hoboجایی  عنصر جابه

melanogaster  .استHermes  وHerves از  دو عنصر

با پتانسیل بسیار بالا برای تبدیل و  hATبالاخانوادة 

 Atkinson) آیند به حساب می تغییرشکل در حشرات

et al., 2001; Sundararajan, 1999 .)Hermes  یک

برای تغییر و تبدیل  (Versatile)عنصر متنوع مختلط 

 ,.Kato et alهایی از حشرات است ) در ژرم لاین گونه

شدة این بالاخانواده در  راً شناختهاخی (. عنصر2010

 PESTاست که در استرین  Herves حشرات
Anopheles gambiae شناسایی گردید و از استرین 

RSP( جداسازی شدO’Brochta et al., 2006 .)

piggyBac  یک عنصر متحرک متمایز کلاسII  است

در عناصر  TTAAکه به اصطلاح به عنوان خانوادة 

(. در حال Fraser, 2000ده است )گذاری ش متحرک نام

دهنده  به عنوان یک ناقل انتقال piggyBacحاضر، 

طور  شود و به طور گسترده استفاده می به

آمیزی برای مهندسی ژنتیک در بسیاری از  موفقیت

سلولی و حشرات و  های تک ها، از جمله انگل یوکاریوت

(. (Handler & James, 2000رود  کار می داران به مهره

این عنصر متحرک موجب تسهیل در گسترش 

  Enhancer) های تقویت به دام انداختن استراتژی

trapping) ها در دو  و تجزیه و تحلیل عملکرد ژن

 وBombyx mori حشرة مدل بسیار مهم 

T. castaneum های  تاکنون بیشترین برنامه .شود می

، Drosophilaمنتشرشده از حشرات تراریخت غیر از 
بوده است که با استفاده از ناقل  B. mori دربارة

piggyBac  تراریخت شده است. این حشرات از لحاظ

اقتصادی به عنوان یک راکتور زیستی پروتئینی مؤثر 

کار  سال برای تولید ابریشم به 0000به مدت بیش از 

با  B.moriاند. اولین تغییر و تبدیل موفق  گرفته شده

 Actin3و پروموتر  piggyBacاستفاده از سیستم ناقل 

(BmA3) دهندة  بوده که هم موجب راندن کمک

و هم ناقل  (Transposase helper)  ترانسپوزاز
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piggyBac دهندة سبز  متصل به پروتئین افزایش

 ,.Tamura et alشده است ) EGFP)فلورسانت )

(. این انتقال ژنتیکی فلورسانت شدن کل بدن 2000

مطالعات بعدی، پروموتر لارو را به دنبال داشت. در 

( و پروموتر Thomas et al., 2002) 3xP3خاص چشم 

Silk-gland-specific fibroin light chain  برای راندن

کار گرفته شد  های پروتئین فلورسانت به  بیان ژن

(Tomita et al., 2003همچنین دیگر پروموتر .)  ها به

به  ساز، ها در غدد ابریشم منظور بیان انحصاری ژن

منظور بیان تولیدات ژن و ایجاد حشرات تراریخت، به 

 ,Tomitaمنظور تولید پروتئین ایجاد و استفاده شدند )

(. ایجاد حشرات تراریخت به منظور کنترل 2011

بیولوژیک آفات مهم کشاورزی و پزشکی در حال 

های  (. روشRobinson et al., 2004توسعه است )

دارند.  SITناگذاری تراریخت پتانسیل زیادی برای ب

های  حشرات تراریخت ممکن است برای بهبود برنامه

SIT هایی برای تعیین جنسیت،  با ارائۀ قابلیت

 ,.Scolari et alکار روند ) سازی و نظارت به عقیم

2008; Scolari et al., 2011ترین حالت،  (. در ساده

های نشانگر، موفقیت  شده با بیان ژن حشرات تراریخت

دهند. به دلیل انتشار تنها  ت شدن را نشان میتراریخ

 .بسیار مؤثر بوده است SITجنس نر، روش کنترل 

سنتی با استفاده از اشعه برای استریل  SITهای  برنامه

کردند که این امر  های آزادشده استفاده می کردن نر

گیری با جنس ماده  موجب کاهش رقابت در جفت

 Sex-lethal) های کشندة جنس شد. معرفی ژن می

genes) تواند به عنوان یک جایگزین جزئی یا کامل  می

تواند  برای روش تابش با اشعه باشد که به نوبۀ خود می

از طریق  SITهای  موجب افزایش اثربخشی برنامه

کاهش هزینۀ تناسب برای آزادسازی نرهای عقیم باشد 

(Rull et al., 2005سهولت مطالعۀ ژن .)  ها در مراحل

این سوسک را به عنوان  Triboliumینی در بعد جن

های ژنتیکی در  کنش یک مدل با ارزش برای برهم

حشرات بالغ تبدیل کرده است. تنظیم ژنتیکی رشد 

خواهیم  سنترال کمپلکس شناخته شده نیست. ما می

هایشان راکه در  های بنیادین عصبی و دودمان سلول

ساختن سنترال کمپلکس نقش دارند و همچنین 

های  هایی را که برای مشخصات فضایی سلول خی ژنبر

عصبی بنیادین نقش دارند، شناسایی کنیم. در این 

شده که در تشخیص  های انتخاب پروژه برخی از ژن

های بنیادین عصبی در مغز حشرات نقش  هویت سلول

، در طی Chx10داران،  دارند، بررسی شدند. ژن مهره

 Levine et al., 1994; Liu etشود ) رشد رتینا بیان می

al., 1994 ژنوم .)Drosophila  دارای دو ارتولوگ

Dchx1  وDchx2 است که در رشد مغز نقش دارند .

به عنوان یک نشانگر برای پارس  Dchx1ین همچن

اینتر سربرالیز سیستم نئورواکتودرم بناگذاری شده 

 ,.Erclik et al., 2008; de velasco et alاست )

، در قسمت Tc-chxولوگ ترییولیوم، (. بیان ارت2007

 جلویی مغز احتمالاً مرتبط با پارس اینترسربرالیز

(Pars intercerebralis ) و ناحیۀ بینایی است. علاوه بر

هم دیده شده  (Labrum)این، بیان در قسمت لبروم 

(. به منظور بررسی تکامل Posnien et al., 2011است )

های  رتولوگسازهای عصبی، ا کنترل ژنتیکی پیش

شناسایی شد و بیان و  vndو  ind ،mshتریبولیوم 

عملکرد آنها در طی رشد مغز در این حشره بررسی 

 ,Tc-vndگردید. تحقیقات مشخص کرد الگوی بیان 

Tc-msh-Tc-ind  بینTribolium  وDrosophila 

دهندة این است که نقش  حفاظت شده است که نشان

ی مشابه است. این سازهای عصب ها در الگوی پیش ژن

میانی، جانبی و  های نیمه ترتیب در قسمت ها به ژن

در رشد  vndشوند.  میانی مغز در حال رشد، بیان می

نقش داشته و نشان داده  Drosophilaجنینی مغز در 

های عصبی در  ای از سلول شده که این ژن زیرمجموعه

پروتوسربرال، دئوتوسربرال و تریتوسربرال است و 

برای رشد مغز در تریتوسربرال مغز نقش  مخصوصاً

 Sprecher et al., 2006; Cowden etمهمی دارد ) 

al., 2003های ) (. مطالعۀ ژنachaete-scute (ac/sc  به

منظور درک رشد و تکامل سیستم عصبی بندپایان 

تحت مطالعه قرار گرفته است. توصیف و شناسایی 

لوگ دو ژن همو T. castaneumدر  ac/scهای  ژن

achaete-scute  وasense (Tc-ase)  .را مشخص کرد

ساز  اولی یک ژن پرونئورال و دومی یک ژن پیش

سازهای  در پیش Drosophilaدر  ase عصبی است. ژن

های مادر  های حسی حشرات بالغ، سلول تمام ارگان

موجب  شود. حذف آن حسی و نتاج آنها بیان می
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 نرمال درهای حسی و تفرق غیر کاهش برخی ارگان

 ,.Wheeler et alگردد ) های باقی مانده می برخی ارگان

2003; Wheeler et al., 2005; Dominguez &. 

Campuzano, 1993های  (. ژنdpn  وscrt  در مگس

ساز عصبی  های پیش سرکه در بسیاری یا همۀ سلول

سیستم عصبی مرکزی و سیستم پیرامونی در حال 

بنیادین عصبی به  های شوند. سلول رشد، بیان می

های بنیادین  تجدید خودشان قادرند، استفاده از سلول

نشان  به عنوان یک مدل Drosophilaعصبی لارو در 

نقش مهمی را در  dpnداد که پروتئین 

های بنیادین  خودتجدیدکردن و مشخصات سلول

منجر به از دست دادن  dpn کند. کاهش ایفا می   عصبی

 ;Emery et al., 1995)د شو ها می زودرس این سلول

Zhu et al., 2012 مغز حشرات از یک مجموعه .)

مانند اجسام  شده های بسیار حفاظت نئوروپیل

شکل و سنترال کمپلکس تشکیل شده است.  قارچی

با تنوعاتی در بسیاری از  ها این مجموعه از نئوروپیل

 Rein et al., 2002; Dreyer etشود ) حشرات دیده می

al., 2010.) هایی  سنترال کمپلکس دارای نئوروپیل

اند و شامل  هست که در قسمت خط وسط قرار گرفته

و  Fan-shaped bodyپل پروتوسربرال، جسم مرکزی )

های  ها( با گره و لوب جسم الیپسوئیدی در مگس

جانبی بود که با یکدیگر در ارتباطند. سنترال 

یابی در آسمان  کمپلکس دارای عملکردهای جهت

(Heinze and Homberg, 2007( کنترل پرواز ،)Ilius 

et al., 1994( رفتارهای حرکتی ،)Martin et al., 

( و حافظه Popov et al., 2003) یابی (، جفت1999

(Wu et al., 2007است. تمام نئوروپیل )  های سنترال

متابولا  زایی در حشرات همی کمپلکس در طول جنین

یابد  توسعه میشوند و در مراحل بعدی  تشکیل می

(Bentley & Toroian, 1981; Wegerhoff & 

Breidbach, 1992 .) تجزیه و تحلیل عملکرد یک ژن با

ها و مراحل مختلف رشدی،   ها، بافت بیان آن در سلول

 های بیان دوگانه یجاد سیستما یافتۀ کارآمدی است.

(Binary expression systems) های  یکی از راه

داف است که تنها در صورتی اجازة دستیابی به این اه

دهند که دو تراریخت جداگانه موجود  بیان نابجا را می

های  با استفاده از سیستم (.Wimmer, 2003است )

شده در  بیان دوگانه، امکان بیان انتخابی ژن کلون

پذیر  شدة خاص بافت یا سلول امکان های تعریف الگو

گو  پاسخها به دو قسمت  این سیستمشود.  می

(Responder و )( محرکDriverتقسیم شده )  اند. یکی

ترانس  کنندة دوگانه بر اساس فعالهای  از سیستم

بالادست بالادست و توالی فعال  (GAL4)مخمر 

(UAS) Upstream activation sequence  است. این

 و در سیستم برای اهداف بسیاری سازگار شده است

T.castaneum رود  کار می یکی بهنیز برای مطالعات ژنت

(Shinko et al., 2010.)  در ساختار محرک یک

خاص بافت، بیان ترانس  (Enhancer)دهندة  افزایش

 Expression of a heterologous) کنندة هترولوگ فعال

transactivator) در واقع دارای  کند که را کنترل می

منشأ مخمر یا ویروسی باکتریایی است و برای 

گو،  یخت غیر مضر است. در ساختار پاسخارگانیسم ترار

کنندة ترانس  ژن مورد نظر توسط پروموتر کنترل

-Heterologous transactivator) کنندة هترولوگ فعال

controlled promoter) شود. در این پروژه  تنظیم می

با تزریق پلاسمیدهای دهندة حاوی نواحی ژنی مورد 

های  ، لاینTriboliumطور جداگانه به ژنوم  نظر به

حاوی ساختار محرک ساخته شده است و تنها بعد از 

های تراریخت ذکرشده در این پروژه  گیری لاین دو رگه

ایجادشده  -گو با لاین تراریخت حاوی ساختار پاسخ

جا در نتاج دیده  بیان نابه -های دیگر توسط پروژه

 خواهد شد.

 

 گیری نتیجه

ژن اجازة تجزیه های انتقال  استفادة گسترده از سیستم

پذیر  های مختلف امکان و تحلیل عملکرد ژن را در گونه

کرده است. این موضوع درک ما را از رشد و 

دهد. علاوه بر این  شناسی تکاملی افزایش می زیست

های جدیدی را به  انتقال ژن در حشرات، استراتژی

هایی را برای معیوب کردن  منظور کنترل آفات و روش

های انسانی ارائه کرده  های ناقل بیماری انتقال پاتوژن

های  در این پروژه با ساختن برخی لاین است. 

تراریخت، در واقع ابزاری به منظور بررسی برخی 

های  های بنیادین دخیل در ساختار مغز در پروژه سلول

های ایجادشده اجازة مطالعات  بعدی فراهم شد. لاین
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 در ساخت دهند که احتمالاً هایی را می کاربردی ژن

مجموعۀ مرکزی نقش دارند. در مجموع، هدف از این 

هایی به منظور بررسی شبکۀ  مطالعه فراهم آوردن پایه

ژنتیکی پیچیده در مغز جنین و رشد مجموعۀ مرکزی 

 است. T. castaneumدر 
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ABSTRACT 
Germ-line transformation of insects is now widely used for analyzing gene function and for the 

development of genetically modified strains for various purposes. There is not enough information on the 

embryonic development of some brain parts in insects. In order to study the genetic control of embryonic 

brain development, we established some transgenic lines to identify some genes involved in embryonic 

brain development. The genome has been sequenced and transgenic approaches are established for this 

model organism. Transposable element piggyBac was used as a vector for the transformation of T. 

castaneum. Tc-vermilion line- a Tribolium eye-color mutant- was also used for the microinjection of the 

donor vector. The donor vector contained the Tc-vermilion gene under the control of 3xP3 promoter, 

resulting in black eyes as a marker of their identity. In the present study, several transgenic lines bearing 

the regulatory regions of some important genes were generated. Additionally, transgenic lines for tracing 

of neuroblast development from the onset to the respective fully developed structure in the brain were 

established. Taken together, valuable tools which allow investigations of the complex genetic network 
needed for embryonic brain development in T. castaneum were established. Furthermore, the system will 

allow identification of genes and their functions in Tribolium brain formation. 
 

Keywords: transposable elements, insect transgenesis, germ-line transformation, microinjection. 

 

 

                                                                                                                                                                          
* Corresponding author E-mail: vnaveh@ut.ac.ir        Tel: +98 261 2224022-24 (326) 


