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( با 4121pBI+3 و GUS121pBI-9یی دو ناقل بيانی گياهی )آطراحی، ساخت و بررسی کار

 توسعه یافته سازیهمسانه هایجایگاه

 

Designing, Construction and Functional Analysis of Two Plant Expression Vectors 

(pBI121GUS-9 and pBI1213+4) with Improved Cloning Sites 

 

 4و امیر موسوی 3، علی هاتف سلمانیان*2کسری اصفهانی، 1هزادمندمحمد ب

 

 26/10/95تاریخ پذیرش:                     16/03/95تاریخ دریافت: 

 
 چكيده

دارای تعداد اندکی جایگاه شناسایی  ،دلیل اندازه بزرگبهدر تراریختی گیاهان به واسطه آگروباکتریوم، ناقلین دوتایی متداول  اکثر

مشكل  باها در آنرا  نظرهای موردسازی ژنن موضوع همسانهایاشند که بمی متداولهای برشی شناخته شده و آنزیمصر به فرد منح

در  121pBIسـه جایگـاه برشی منـحصر به فـرد جدید نسبت به ناقـل  با ،4121pBI+3رفع این مشكل ناقل  برای. کندمواجه می

های برشی بین دارای نه جایگاه منحصر به فرد آنزیم ،GUS121pBI-9ناقل همچنین و gus (ucuronidasegl-β ) گزارشگر دست ژنپایین

و استفاده  NOSدهنده خاتمهپایین دست دیگری و  با طراحی دو آغازگر یكی در بالا دست) NOSدهنده خاتمهو  CaMV 35Sپیشبر 

 هم در مرحله سازی وهمسانه مرحلهدر  ، همجدید یی ناقلینآسی کار. برای بررندشدمعرفی  و ساخته ،(PCRها در یک واکنش از آن

توتون رقم مدل حاصل به گیاه نوترکیب های سپس سازه سازی وهمسانه در داخل این ناقلین gus ژن گزارشگر ابتدا ،گیاهانتقال ژن به 

های رشد یافته در حاصل از دانهال راریختهتاز گیاهان ژنومی  DNAپس از استخراج  ،یی ناقلین جدیدآکار .ندسامسون منتقل شد

با استفاده از روش  GUSو سپس آزمون سنجش فعالیت  تلفیق تراژن تأییدجهت  PCRابتدا با انجام  ،کشت انتخابیمحیط

 هن تراریخترا در گیاها آنژن و بیان حضور ترا ،مولكولی هایآنالیز شد. ارزیابی، ثر ژن منتقل شدهؤبیان متأیید برای  هیستوشیمیایی

انتقال  برای هاتوان از آنمی آن، ثرؤم بیان و گزارشگر ژن انتقال در 4121pBI+3 و GUS121pBI-9 ناقلین ییآکار تأیید با .ندکرد تأیید

 .کردبه گیاهان استراتژیک استفاده های تجاری ژن
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 مقدمه

 pBI121 (Clontech) و مشتق اصلی آن pBin19 پلاسمید

 و همكاران جفرسون دنباشمی دوتایی ناقلین اولین ازجمله

(Jefferson et al., 1987) این از استفاده ،پس از معرفی که 

 شناسیزیست محققان بین در سرعت به هاآن مشتقات و ینناقل

 در شده، انجام هایبررسی براساس .کرد پیدا گسترش لیمولكو

 از آگروباکتریوم واسطهبه ژن انتقال هایپروژه درصد 40 از بیش

و  کوماری شده استفاده pBI121 و pBin19 بر مبتنی ناقلین

 ناقلین انواع ارائه رغمعلی و (Komori et al., 2007) همكاران

 دست از را خود ارآییک و محبوبیت هنوز pBI121 ناقل جدید،

 و همكاران ناکاموراو همكاران؛  گلوین؛ لین ولی  است نداده

(Lee and Gelvin, 2008; Lin et al., 2011; Nakamura et 

al., 2010) .ناحیه T-DNA ایحاشیه توالی دو شامل ناقل این 

 نشانگر بیانی ساختار ناحیه، این کنندهمشخص چپ و راست

مقاومت به ژن ) II سفوترانسفرازف نئومایسین انتخابی

 CaMV پیشبر کنترل تحت gus گزارشگر ژن و کانامایسین(

35S دهندهخاتمه و NOS و همكاران چن باشدمی (Chen et 

al., 2003 .) حد فاصل ژن درgus (β-glucuronidase) پیش و 

 برشی، هایآنزیم شناسایی جایگاه سه ترتیببه CaMV 35S بر

XbaI, BamHI, SmaI پایین دست ژن همچنین در .دارد وجود 

جایگاه شناسایی آنزیم  یک تنها pBI121در ناقل  gusگزارشگر 

SacI .سازیهمسانه هایجایگاه محدود تعداد دلیل به قرار دارد 

خصوصاً تنها حضور یک جایگاه شناسایی آنزیم برشی در  ژن،

 با انتقالی هایسازه ساخت موارد برخی در ،gusانتهای ژن 

 هاینام با ناقل دو مشكل، این رفع برای .دشومی مواجه مشكل
+43121pBI ناقل به نسبت جدید برشی جایگاه سه دارای که 

pBI121 های،آنزیم شامل SalI، BcuI (SpeI)  وAlw44I 

(ApaLI) ژن دست پایین در gus یـاسایـشن گاهـجای از بعد و 

 جایگاه هـن دارایکه  GUS121pBI-9 و است ISac زیمـآن

 ،SacI، SalI، BcuI ´3 هایآنزیم ترتیب شاملبه فرد به حصرـمن

Alw44I، XhoI، KpnI، BamHI SmaI، XbaI 5´ پیشبر بین 

CaMV 35S دهندهخاتمه و NOS  ،در ادامه  .شدند ساختهاست

ژن  ،به گیاه ناقلین T-DNAیی انتقال ناحیه آکار ارزیابیبرای 

های سازهه و شدسازی همسانه ددر ناقلین جدی gus گزارشگر

  .حاصل به گیاه مدل منتقل شدند

 ناقل یک عنوانبه فاشینس تومی آگروباکتریوم از استفاده    

 مورد در که است مرسوم روشی گیاهان تراریختی در طبیعی

 سویه از نیز تحقیق این در. دارد کاربرد گیاهان از بسیاری

LBA4404  ناقلین مبنای بر هک گردید استفادهاین باکتری 

 عملكرد و شده طراحی آگروباکتریوم در( Binary) دوتایی

 این. دهدمی نشان ژن انتقال و تراریختی مراحل در بهتری

 در روش ترینارزان و ترینمعمول ترین،ساده ،انتقال ژن روش

 و همكاران راو است گیاه انتقال ژن به هایروش سایر با مقایسه

(Rao et al., 2009).  بررسی کارآیی این دو ناقل در امكان

تقال موثر آن به گیاه مدل در نسازی ژن خارجی و اهمسانه

 پس از. برای این منظور انجام شد pBI121مقایسه با ناقل 

های سازهانتقال  سازی ژن گزارشگر در ناقلین جدید،همسانه

 گیاهان آنالیز انجام شد و حاصل به گیاه توتون رقم سامسون

 سنجش آزمون سپس و های مولكولیروشبا  ابتدا یختهترار

تأیید  برای هیستوشیمیایی روش از استفاده با GUS فعالیت

 . انجام شد شده منتقل ژن موثر بیان

 

 هاروشمواد و 

 لیگاز آنزیم برشی، های، آنزیمPfu DNA polymeraseآنزیم 

T4، و مولكولی وزن نشانگر X-Gluc یزیآمرنگ برای نیاز مورد 

gus شرکت از Thermo Scientific های کیت. شدند تهیه

 شرکت از سازی پلاسمیدو خالص PCRسازی محصول خالص

Roche آمینو بنزیل هایهورمون. شد تهیه ( پورینBAP )و 

. شد تهیه Sigma شرکت از( NAA) اسید استیک نفتالین

معرفی  1آغازگرهای استفاده شده در این تحقیق که در جدول 

 TAGاند، پس از طراحی، همگی برای سنتز به شرکت دهش

Copenhagen .سفارش داده شدند 

 

 ساخت ناقلين

، دو آغازگر یكی در پایین دست 3121pBI  +4برای ساخت ناقل 

دهنده دست خاتمه( و دیگری در پایینF/DownGUS) gusژن 

NOS (RENOS طراحی و توسط شرکت )TAG Copenhagen 

نوکلئوتیدی، واجد  RENOS 24(. آغازگر 1ساخته شد )جدول 

( NOSدهنده )بعد از خاتمه EcoRIتوالی شناسایی آنزیم برشی 

نوکلئوتید  18نوکلئوتیدی، در  F/DownGUS 38بوده و آغازگر 

دهنده و قبل از خاتمه gusخود مكمل توالی بعد از ژن  '3ناحیه 

NOS گاه نوکلئوتیدی شامل جای 20ای بوده و دارای دنباله

در  SacIو  SalI ،BcuI ،Alw44Iهای برشی شناسایی آنزیم

 (.1باشد )شكل خود می '5انتهای 

 pBI121با این دو آغازگر از روی توالی الگوی  PCRواکنش     

 7دقیقه؛  3درجه سلسیوس  95با برنامه: واسرشتی اولیه 

درجه سلسیوس  50درجه سلسیوس یک دقیقه،  95چرخه: 

 95چرخه:  25رجه سلسیوس یک دقیقه؛ د 72یک دقیقه و 

درجه سلسیوس یک دقیقه و  52درجه سلسیوس یک دقیقه، 

درجه  72درجه سلسیوس یک دقیقه و در آخر بسط انتهای  72

 Pfu DNA پنج دقیقه( و با استفاده از آنزیممدت بهسلسیوس 

polymerase دهنده شده شامل خاتمه انجام شد و قطعه تكثیر
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NOS ناسایی چهار آنزیم برشی )و جایگاه شSalI، Alw44I ،
BcuI  وSacIجایگاه شناسایی آنزیم برشی  یک ( بالادست آن و

EcoRI های دست آمد. این قطعه با آنزیمپایین دست آن به

SacI  وEcoRI  هضم شد و در ناقلpBI121  که با همین

 T4 ها هضم شده بود با استفاده از آنزیم لیگازآنزیم

(. محصول واکنش اتصال به 1شد )شكل سازی همسانه

منتقل شد.  (Competent Cells) مستعدهای باکتری

رشد کرده بر روی محیط جامد واجد کانامایسین با های باکتری

های بررسی شده و نمونه هابر روی همسانهPCR استفاده از 

مثبت، دوباره در محیط مایع کشت شده و پس از استخراج 

 شرکت سازی پلاسمیداز کیت خالص پلاسمید با استفاده

Roche صحت ساخت ناقل جدید با استفاده از روش ،PCR ،

 .الگوی هضم آنزیمی و در نهایت تعیین توالی تایید شد

 

 تحقیقاین آغازگرهای استفاده شده در توالی : 1جدول 
Table 1: The sequence of primers used in this study 

 نام آغازگر
Primer name 

 توالی
Sequence 

35SF 5'-GGCGAACAGTTCATACAGAGTCT-3' 

UP35S 5'-CCAGGCTTTACACTTTATGC-3' 

GUSF 5'-GGTGGTCAGTCCCTTATGTTACG-3' 

GUSR 5'-CCGGCATAGTTAAAGAAATCATG-3' 

F/DownGUS 5'-CGAGCTCGTGCACTAGTCGACTCGAATTTCCCCGATCG-3' 

RENOS 5'-CCAGTGAATTCCCGATCTAGTAAC-3' 

 

 
 دهد(سازی را نشان میها محل همسانه)فلش 121pBI 3  +4مراحل ساخت ناقل نقشه شماتیک مربوط به : 1كل ش

Fig. 1: Schematic representation of the construction processes of pBI121 3 + 4 vector 
 

قطعه تكثیر شده با همین ، GUS121pBI-9برای ساخت ناقل     

. شد GUS121pBI-6ناقل  دهندهخاتمهگزین جایاین دو آغازگر 

 هایمـآنزیشناسایی گاه ـشامل شش جای GUS121pBI-6اقل ـن

3´ XbaI ،BamHI ،SmaI ،KpnI ،XhoI  وSacI 5´  بین پیشبر

CaMV 35S  دهنده خاتمهوNOS و  محمدحسن باشدمی

قطعه حاصل  .(Mohammadhassan et al., 2018) همكاران

)طبق  Pfu DNA polymeraseه از آنزیماز تكثیر با استفاد

و  NOSدهنده خاتمه(، شامل ذکر شده در ناقل قبلیبرنامه 
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، BcuI ،Alw44Iو  SalIجایگاه شناسایی چهار آنزیم برشی )

SacI بالادست آن و جایگاه شناسایی یک آنزیم برشی )EcoRI 

و در هضم شد  EcoRIو  SacIهای آنزیمبا  ،دست آنپایین

شده بود با همین دو آنزیم هضم  که GUS121pBI-6ناقل  داخل

واکنش  محصولپس از انتقال  .(2)شكل  سازی شدهمسانه

های باکتری ،Escherichia coli های مستعدباکتریبه  الحاق

رشد کرده بر روی محیط واجد کانامایسین )نشانگر گزینشگر 

 رشد کرده،های همسانهبر روی  PCR روش ناقل( با استفاده از

در محیط مایع حاوی  های مثبت، مجدداًنمونهبررسی شده و 

کشت شده و پس از استخراج پلاسمید، صحت  بیوتیکآنتی

الگوی هضم آنزیمی و ، PCRساخت ناقل جدید با استفاده از 

  تایید شد.تعیین توالی 

 

 
 دهد(میسازی را نشان ههمسانها محل فلش) GUS121pBI-9نقشه شماتیک مربوط به مراحل ساخت ناقل : 2شكل 

Fig. 2: Schematic representation of the construction processes of pBI121GUS-9 vector 
 

و  GUS121pBI-9در ناقل گزارشگر سازی ژن همسانه
4+  3121pBI   

های آنزیمبا  pBI121ناقل منظور بررسی کارآیی ناقلین، به

XbaI  وSacI گزارشگر هضم شده و ژن ( بتاگلوکورونیدازgus )

و با استفاده از کیت استخراج از روی ژل  آن جداسازی شدهاز 

و  GUS121pBI-9ناقلین جدید زمان آگارز تخلیص شد. هم
4+  3121pBI  نیز با این دو آنزیم (ISacI/Xba) و بدنه  هضم شده

 .ناقلین با استفاده از کیت استخراج از روی ژل تخلیص شد

 با روش شوك حرارتی الحاق محصول و جام شدواکنش اتصال ان

 راسل وسمبروك  منتقل شد E. coliبه درون میزبان 

(Sambrok and Russel, 2001) .با استفاده  حاصلهای همسانه

های نمونهبررسی شده و  هاهمسانهبر روی  PCRروش  از

استخراج  پس از آن وکشت  در محیط مایع مثبت، مجدداً

 .انجام شد هاسازی آنهمسانهحت ص بررسیو  پلاسمید

واکنش  gus (β-glucuronidase) ژن بررسی حضورجهت     

PCR اختصاصی ژن  هایبا کمک جفت پرایمرgus  ( 1)جدول

تأیید برای  .صورت گرفت سلسیوسدرجه  52با دمای اتصال و 

 های نوترکیبهضم آنزیمی پلاسمیدسازی از همسانهقطعی 

 و XbaIهای آنزیمتخلیص شده با  هایپلاسمیدو  استفاده شد
SacI چنینو هم Hindlll  وEcoRl ندگرفت مورد هضم قرار. 

 .شد بررسی %1 واکنش هضم آنزیمی روی ژل آگارزنتیجه 

 

 ومانتقال ناقلين به آگروباکتری

 Agrobacterium باکتری نظر ازهای موردانتقال سازهبرای 

tumefaciens،  سویهLBA4404  کلرید و ذوب با روش انجماد و

و  هولسترز استفاده شدو ازت مایع  مولارمیلی 20کلسیم 

های مورد سازه پس از انتقال .(Holsters et al., 1978) همكاران

 حاصل آگروباکتری هایکلونی ،A. tumefaciens به باکتری نظر

با استفاده از آغازگرهای  ها وکلونیبر روی  PCR توسط آزمون

 .شدندبررسی ( 1جدول -GUSF/GUSR) gusژن  صیاختصا
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 و باززایی آن تراریختی گياهان

تراریختی گیاهان از روش بهینه شده برای گیاه توتون برای 

با ( Gallois, 1996 and Marinho) مارینهو و گالویس توسط

واجد  آگروباکتری از کشت شبانه شد. استفادهتغییراتی 
9-GUS121pBI  4121+3وpBI هایریزنمونه یتراریخت برای 

محیط تلقیح  ها درباکتری. شد استفاده قطعات برگی توتون

صورت سوسپانسیون به(  =5pH، ساکارز MS ،5%کشت محیط)

مدت به رده توتون، رقم سامسونوهای برش خبرگ درآمده و

بر  هاجداکشت سپس داده شدند.محیط قرار  این یک دقیقه در

 2ساکارز،  MS ،3%کشت محیطکشتی )روی محیط هم

 =NAA ،pHیتر ـمیكروگرم در ل BAP ،100در لیتر گرم میلی

درجه  25روز در دمای  3مدت بهبیوتیک آنتی( بدون 8/5

ها با جداکشت پس از شستشو سلسیوس و تاریكی قرار گرفتند.

ها بر کشتجدا  ،گرم در لیتر سفاتوکسیممیلی 500محلول 

لسیوس و دوره نوری درجه س 25در دمای ززایی روی محیط با

ها محیطساعت تاریكی قرار گرفتند.  8ساعت روشنایی و  16

بیوتیک آنتیشدند. غلظت عویض هفته یک بار ت دوهر 

و  80، 65 به 50 ازبه تدریج در هر تعویض محیط کانامایسین 

گرم در لیتر افزایش یافت. پس از دو ماه، میلی 100نهایتاً 

 MS ،3%کشت محیط) دجدیهای حاصل به محیط گیاهچه

گرم در میلی 300گرم در لیتر کانامایسین، میلی 80ساکارز، 

ها های آنبرگ( منتقل شدند و  =8/5pH ،لیتر سفاتوکسیم

  استفاده شدند. PCRو آنالیز  DNAجهت استخراج 

 

 PCRاز طریق  هآناليز گياهان تراریخت

ک ی، از ههای تراریختگیاهچهاز برگ  DNAبرای استخراج 

استخراج استفاده شد. برای این منظور بافت  سریع روش

ای ساییده شده و با کوچكی از برگ گیاه بین دو اسلاید شیشه

 2لیتر کلرید لیتیم میلی 2حاوی:میكرولیتر بافر استخراج  500

 pH ،2= 8مولار میلی EDTA 500میكرولیتر  500مولار، 

 SDSلیتر لیمیو یک  pH= 8یک مولار  Tris-HClلیتر میلی

 10لیتر آب مقطر به حجم نهایی میلی 5/4درصد با  10

لیتری منتقل میلی 5/1، بافت له شده شسته و به ویال لیترمیلی

دقیقه مخلوط بافت گیاهی له شده و بافر  5مدت به. سپس شد

میكرولیتر  350وژ و یدور در دقیقه سانتریف 13000استخراج، با 

میكرولیتر  350یدی حاوی از محلول رویی به ویال جد

 10. محلول به خوبی مخلوط شده و شدایزوپروپانول منتقل 

. در این مرحله شدوژ یدور در دقیقه سانتریف 13000دقیقه با 

. پس از خشک شدمحلول رویی دور ریخته و رسوب خشک 

یا آب مقطر به رسوب  TEمیكرولیتر بافر  100شدن رسوب، 

 ،DNA. پس از استخراج شدحل افزوده و با تكان دادن ملایم 

برای آزمون انتقال ( 1)جدول  gusبا آغازگرهای ژن  PCRآنالیز 

 ناقلین به ژنوم گیاهان انجام شد.  T-DNAناحیه 
 

 GUS هيستوشيميایی سنجش

با استفاده از روش هیستوشیمیایی ارائه  GUSسنجش فعالیت 

ین ( با برخی تغییرات انجام شد. بد1987) جفرسونشده توسط 

 PCRکه نتیجه  تراریختههای گیاهچهمنظور، بخشی از برگ 

ساعت در محلول واکنش شامل بافر  24ها مثبت بود، آن

، یک در هزار حجمی/حجمی pH= 7مولار( میلی 50فسفات )

100-Triton X ،EDTA2Na (1 بتامرکاپتواتانول میلی ،)مولار

-5می ـحجتر( و سه در هزار وزنی/ـمیكرولیتر در یک لی 78/0)

bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronic acid  نگهداری

درجه  60بار با اتانول  6ساعت  48ها طی نمونهشد. 

و رنگ  GUS. سپس برای بررسی فعالیت شدندزدایی کلروفیل

 برداری صورت گرفت.عكسها مشاهده و نمونهآبی حاصل، 

 

 نتایج 

الگوی هضم  و PCRصحت ساخت ناقلین جدید با استفاده از 

 .(3شكل ) شد تعیین توالی انجام و نهایتاً آنزیمی تایید 
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 ( GUS121pBI-9و پایین  4121pBI+3)بالا  جدید سازی ناقلینهمسانهجایگاه  توالی تعیین نتایج :3 شكل

Fig. 3: Sequencing results of MCS of pBI1213+4 (up) and pBI121GUS-9 (down) vectors 

ناقلین جدید در پذیرش ژن مورد نظر و یی آکارای بررسی بر    

عنوان )به gusآنها به گیاه، ژن گزارشگر  T-DNAانتقال ناحیه 

سازی شد. همسانهدر این دو ناقل  pBI121 از پلاسمید مدل(

با استفاده از  هاکلونیبر روی  PCRانجام واکنش  پس از

از ، هاکلون ینهای ییدأجهت ت ،(1)جدول  gusآغازگرهای ژن 

 ها مثبت بود،آنهای کلونبر روی PCR  آزمون هایی کهباکتری

 مختلف با ترکیب آغازگرهای PCR شد و پلاسمیداستخراج 

  .(5 و 4های شكلشد ) انجام

 

 
مشخص  ماتیکشروی شكل  آغازگرهاحل اتصال . م4121pBI+3 در ناقل ژن گزارشگرسازی همسانه تأیید منظور به PCR آنالیز: 4شكل 

نوکلئوتیدی حاصل  2000قطعه حدود  :2؛ 35SF/GUSR آغازگرهای با تكثیرنوکلئوتیدی حاصل از  1000 حدود قطعه :1 شده است.

نشانگر  : Mو  GUSF/GUSR، آغازگرهای تكثیر بانوکلئوتیدی حاصل از  500قطعه حدود  :3؛ RENOS/GUSF آغازگرهایتكثیر با از 

 1kb ،Thermo Scientificوزن مولكولی 
Fig. 4: PCR analysis confirming cloning of reporter gene in pBI1213+4 vector. The position of primers are shown in the 

schematic figure.1: A 1000 bp amplified fragment by 35SF/GUSR primers; 2: A 2000 bp amplified fragment by 

RENOS/GUSF primers; 3: A 500 bp amplified fragment by GUSF/GUSR primers and M: 1Kb DNA ladder, Thermo 

Scientific 
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 روی شكل شماتیک آغازگرها. محل اتصال GUS121pBI-9 سازی ژن گزارشگر در ناقلهمسانهتأیید منظور به PCR آنالیز :5شكل 

نوکلئوتیدی  1500قطعه حدود  :2؛ GUSF/GUSRنوکلئوتیدی حاصل از تكثیر با آغازگرهای  500قطعه حدود  :1. مشخص شده است

 1kb ،Thermo Scientificنشانگر وزن مولكولی  : Mو GUSR/UP35SFحاصل از تكثیر با آغازگرهای 
Fig. 5: PCR analysis confirming cloning of reporter gene in pBI121GUS-9 vector. The position of primers are shown in 

the schematic figure.1: A 500 bp amplified fragment by GUSF/GUSR primers; 2: A 1500 bp amplified fragment by 

UP35SF/GUSR primers and M: 1Kb DNA ladder, Thermo Scientific 

 

 SacІ و XbaI هایآنزیم با هر دو ناقل آنزیمی نتیجه هضم    

هضم آنزیمی با  .شدمشاهده  bp1900 باند یک صورتبه

 حدود صورت یک باندبه نیز HindIIIو  EcoRIهای آنزیم

bp3000 (. نتایج حاصل 6شد )شكل  مشاهده آگارز ژل روی بر

 سازی ژن گزارشگر در ناقلین جدید بود.همسانهحاکی از صحت 

 
 3) عنوان کنترلبه 121pBIو  (5و  2) gusژن  دریافت 4121pBI+3 ،(4و  1) gusژن  کنندهدریافت GUS121pBI-9هضم ناقلین : 6شكل 

و خروج قطعه  HindIIIو  EcoRIهای آنزیم و( 3تا 1) gusژن  جفت بازی 1900 دودح و خروج قطعه SacIو XbaI های آنزیم با( 6و 

 1kb ،Thermoنشانگر وزن مولكولی  :M ؛(6تا  4) NOS دهندهخاتمهو  CaMV 35Sهمراه با پیشبر  gusجفت بازی ژن  3000حدود 

Scientific 
Fig. 6: Digestion of pBI121GUS-9 (1 and 4), pBI1213+4 (2 and 5) and pBI121 (3 and 6) vectors respetively with XbaI and 
SacI to separate a 1900 bp gus gene fragment and with EcoRI and HindIII to separate a 3000 bp gus cassette fragment; 

M: 1Kb DNA ladder, Thermo Scientific 

 

 نوترکیب لینناقا آگروباکتریوم ب هایسلولتراریختی     
3+4121pBI 9 و-GUS121pBI  واجد ژن گزارشگرgus چنین و هم

 در ژنی هایسازه حضور و انجام عنوان کنترلبه pBI121ناقل 

 هاکلونیبر روی  PCRطریق آزمون  از تراریخته هایباکتری

 هایسازه حاوی شده تأیید تراریخته آگروباکتریاز . شد تأیید

121pBI، 3+4121pBI 9 و-GUS121pBI  واجد ژنgus برای 

پس از  تلقیح شده های گیاهیجداکشت .شد استفاده تراریختی

 غلظت مناسب حاوی کشتیهممحیط  تراریختی به

بیوتیک کانامایسین منتقل آنتی و NAAو  BAPهای هورمون

برای توسعه  ،های اولیهشاخسارهشده و پس از ظاهر شدن 

 یط جدید منتقل شدندهای هوایی و رشد ریشه به محاندام

 (.7)شكل 

رشد کرده بر روی محیط واجد گزینشگر،  گیاهان بافت از    

DNA آزمون  .شد ژنومی استخراج PCRمنظور اثبات حضور به

( 1)جدول  gusژن  اختصاصی آغازگرهای های مورد نظر باسازه

 .است شده داده نشان 8شكل  انجام شد که نتایج آن در
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 ماه 2ها پس از حدود گیاهچه توسعه اندام هوایی: C و هاگیاهچهظهور  :B ؛های تلقیح شده با آگروباکتریومشتجداک :A: 7 شكل

Fig. 7: A: Explants inoculated with Agrobacterium; B: Seedling emergence and C: Shoot development of seedlings after 

about 2 months 

 

 
استخراج شده از گیاهان تراریخته  DNAنوکلئوتیدی مورد انتظار از  500باند  تكثیرگیاهان تراریخته احتمالی؛  PCRآنالیز : 8شكل 

 تراریختهگیاه غیر  PCRمحصول  :2 ؛pBI121با ناقل  گیاه تراریخته PCRمحصول : GUSF/GUSR .1 آغازگرهایبا استفاده از احتمالی 

با ناقل  تراریختهگیاه  PCRمحصول : 4 ؛(gusژن  )فاقد GUS121pBI-9با ناقل  تهتراریخگیاه  PCRمحصول : 3 ؛()کنترل منفی
3+4121pBI محصول : 5؛PCR 9با ناقل  گیاه تراریخته-GUS121pBI سازی شده با ژن همسانهgus 121: پلاسمید 6؛pBI عنوان کنترل به

 1kb، Thermo Scientific: نشانگر وزن مولكولی Mمثبت و 
Fig. 8: PCR analysis of different putative transgenic lines. Expected 500 bp fragment amplified by PCR from the DNA 

isolated from putative transgenic plants using GUSF/GUSR primers. 1: Transgenic plant transformed by pBI121;  
2: Nontransgenic Plant (negative control); 3: Transgenic plant transformed by pBI121GUS-9; 4: Transgenic plant 

transformed by pBI1213+4; 5: Transgenic plant transformed by pBI121GUS-9 cloned with gus gene; 6: pBI121 plasmid 

DNA template as positive control; M: 1Kb DNA ladder, Thermo Scientific 

 

 تراریختههای گیاهچه ،GUS سنجش فعالیتبررسی  جهت    

که روی محیط حاوی گزینشگر رشد کرده و نتیجه آزمون 

PCR ها مثبت بود، با آزمون هیستوشیمیایی آنGUS  ارزیابی

شدند. نتایج حاصله، حاکی از بیان این ژن گزارشگر در بافت 

ن شاهد های گیاهابرگدر مقایسه با  تراریختههای گیاهچهبرگ 

  بود.
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 pBI121پلاسمید  حاصل از انتقال های تراریختهگیاهچهو ( Aغیرتراریخته )های گیاهچههای برگدر  GUS ارزیابی فعالیت: 9شكل 

(B،) 9-GUS121pBI   واجد ژنgus (C)  4121+3وpBI (D) 
Fig. 9: GUS activity assay in leaves of nontransgenic (A), and transgenic plants transformed by pBI121, pBI121GUS-9 

containing gus gene (C), and pBI1213+4 (D) plasmids 

 

 بحث

سیستم برای انتقال ژن با استفاده از  ی اولیههاتلاش

ورزی یک پلاسمید دست زیراآگروباکتری بسیار مشكل بود 

پلاسمید  T-DNAبزرگ برای ورود یک ژن خارجی در ناحیه 

Ti این  بر اندازه بزرگ علاوه .ا موانع متعددی روبرو بودب

مشكل جداسازی، تعداد نسخه پایین و عدم تكثیر در  پلاسمید،

Escherichia coli وجود داشتنیز عنوان میزبان حدواسط به 

انتقال ژن به  های اولیه برایتلاشاز بعد  (.2008) گلوین ولی 

 و همكاران مبریسكیزا با استفاده از نوترکیبی Tiپلاسمید 

(Zambryski et al., 1983)، کماهو معرفی شدند ناقلین دوتایی 

-Tکه با جداسازی بخش  (Hoekema et al., 1983) و همكاران

DNA  از ناحیه ژن هایvir ورزی کوچكتر دست، ناقل مورد

همواره سعی  تاکنوناز آن پس  تر بود.راحتشده و کار با آن 

ها ورزی آندستبود که  اییوتایمحققین تولید ناقلین د

 Multiple Cloning Site) سازیهمسانه جایگاه، ترساده

(MCS)) های نسخهتر، تعداد متنوعهای آنزیمشامل  هاآن

تری متنوعهای گزینشگر ژنتر و گستردهبیشتر، طیف میزبانان 

سازی قطعات بزرگتر و نرخ همسانهبوده و در عین حال قابلیت 

 .(2007) و همكاران کوماری ن بالاتری را داشته باشندانتقال ژ

 در متعدد فرد به منحصر برشی هایجایگاه وجوددر این بین 

 و داشته ایویژه اهمیت این ناقلین، همواره سازیهمسانهناحیه 

 کندمی تسهیل را نظر مورد ژن سازیهمسانه ها،آن تعدد

 ها،ندازه بزرگ آنبه دلیل ا متداول دوتایی ناقلین کهحالیدر

 شناسایی منحصر به فرد جایگاه اندکی تعداد دارای عمدتاً 

. باشندمیشناخته شده و موجود در بازار  برشی هایآنزیم

 pBin19 بر مبتنی ناقلین سری از pBI121 ناقلمثال، طور به

های انتقال ژن به گیاهان در جهان پروژهدرصد  40که بیش از 

 ،در ایراناین و بسیار بیش از  (2007) و همكاران کوماری

دارای جایگاه شناسایی تنها چهار  شود،میآن انجام واسطه به

از این بین  .باشدمیدهنده خود خاتمهآنزیم برشی بین پیشبر و 

این  که قرار دارد gus ژن از پس SacI برشی جایگاه فقط یک

 در SacI برشی سایت هایی که دارایژن سازیهمسانه موضوع

برای رفع این  .کندمیوالی خود هستند را با مشكل روبرو ت

ناقلین دوتایی متعددی ساخته و معرفی  ،مشكل، در این گروه

 gus ژن حذف با که بود ناقلیاولین  GUS121pBI- ناقل .اندشده

 دو شناسایی جایگاه دارای تنها و شد ساخته ،pBI121 ناقل از

و  CaMV 35Sبین پیشبر  BamHI و XbaI برشی آنزیم

در  نظر مورد هایژن سازیهمسانه برای NOSدهنده خاتمه

 ,.Esfahani et al)و همكاران  اصفهانی بودخود  T-DNAناحیه 

 دو این جای بهکه  GUS121pBI-6 ناقل در مرحله بعد،. (2012

 برشی هایآنزیم شناسایی توالی بیشتری تعداد دارای جایگاه،

ادامه و  در .(2018) همكاران و محمدحسن ، معرفی شدباشدمی

-آنزیمبا چهار جایگاه شناسایی  4121pBI+3ناقل  ،در این مقاله

که  معرفی شد ساخته و gusهای برشی در پایین دست ژن 

در این  SacIوجود تنها یک جایگاه شناسایی آنزیم مشكل 

ناقل  چنینهم .مایدنمیرا حل  pBI121ناقل  بخش از
9-GUS121pBI جایگاه منحصر به فرد شناسایی آنزیم، دارای نه

سازی برای همسـانهمعمول، ارزان و موجود در بازار  های برشی
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 NOSدهنده خاتمهو  CaMV 35Sهای مورد نظر بین پیشبر ژن

-آنزیم این ارزانی ، نیز در این تحقیق معرفی شده است.باشدمی

 بانتخا دلایل تنها هاآن داشتن قرار دسترس در همچنین و ها

جایگاه شناسایی  گرفتن قرار نبوده است و ترتیب هاآنزیم این

این ناقلین  که است ای گونه به MCS ناحیه در هاآنزیماین 

 گسترش برایطور مثال به باشند. داشته را ییآکار بیشترین

جایگاه  ترادف انتخاب جدید، ناقلین سازیهمسانه جایگاه

 که هاییآنزیم تا شد یطراح ایگونه به هاآنزیم این شناسایی

مناسب  ژن بالادست ها برای قرارگیری درآن شناسایی جایگاه

 شروع کدون شناسایی برای مناسب زمینه ایجادکننده و بوده

( GGTACC شناسایی جایگاه با KpnI مثل) باشند نیز ترجمه

 آنزیم از استفاده صورت در. گیرند قرار MCS اول نیمه در

KpnI رمز بالادست در نظر، مورد ژن یسازهمسانه برای ATG 

 برای مناسبی زمینه هاژن اکثر در که ACC جایگاه ،ژن این

. شود می ایجاد( Kozak, 1991) کوزاك ،باشدمی آغاز کدون

 بر سعی MCS اول نیمه هایآنزیم تمامی انتخاب در کلیطوربه

 که زیرا گیرد قرار -3 جایگاه در G یا A نوکلئوتید که بود این

 ها،ایدولپه خصوصاً گیاهان، هایژن از بسیاری بالادست در

و  سوجیو دارد قرار مكان این در نوکلئوتید دو این از یكی

 که هاییآنزیمدر عین حال،  (.Sugio et al., 2010) همكاران

 خاتمه کدون از پس گرفتن قرار مناسب هاآن شناسایی جایگاه

 دوم نیمه در ،(ACTAGT شناسایی جایگاه با BcuI مثل) بوده

MCS نوکلئوتید حضور هاآنزیم این در. گرفتند قرار A در 

 این حضور زیرا است، کلیدی آنزیم شناسایی توالی ابتدای

 افزایش به اختتام، کدون سه هر از بعد بلافاصله نوکلئوتید

 نمایدمی کمک ترجمه پایان در اختتام هایکدون ییآکار

 (.Angenon et al., 1990)و همكاران  آنگنون

 ناقل همانند جدید ناقلینبراساس نتایج این تحقیق،     

اشته دکارآیی انتقال و بیان ژن مورد نظر را  pBI121 استاندارد

 جدید ناقل دو در گرفته صورت تغییرات دیگر، عبارت بهو 

 شتهندا منفی ثیرأت ینناقل این عملكرد بر ،MCS توسعه ازجمله

 سازی قطعه مورد نظر،همسانهسهولت این ناقلین ضمن  .است

شان ندر انتقال ژن  ییی مناسبتوتون رقم سامسون کارآدر گیاه 

ت دسبههای گیاهچهدر  نتیجه سنجش بیان ژن گزارشگرو  داده

ازی سهمسانهحاصل از  هایسازههای برگی با ریزنمونهآمده از 

 ژنترا مناسب بیانگر بیان ،ژن گزارشگر در ناقلین معرفی شده

gus  بیان وکننده توانایی انتقال اثباتدر این گیاهان بوده و 

رغم علی – گیاه ا استفاده از این دو ناقل جدید درژن ب موثر

 محققان براساس نیاز تحقیقاتی .است -دستورزی صورت گرفته

برای انتقال توانند یكی از دو ناقل معرفی شده را میخود 

یک ف ازجمله گیاهان استراتژمورد نظر به گیاهان مختلهای ژن

 کنند. استفاده 

 

 سپاسگزاری

و با حمایت مالی  I-950615-579این پژوهش در قالب طرح 

انجام شده  پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری

کارشناسان محترم پژوهشگاه ملی مهندسی  و از مسئولین است.

هیچ تحقیق از  اجرای این ژنتیک و زیست فناوری که در طول

  شود.میی ، سپاسگزارنكردندتی دریغ گونه کمک و مساعد

 

 

 منابع

 متن انگلیسی مراجعه شود. 19-18 هایصفحهجهت مطالعه منابع به 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 


