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عناصر کنشی نقش کلیدي را . فراهم اورده است ظهور و توسعه استراتژي ساخت پروموترهاي مصنوعی دورنماي امیدبخشی را براي تنظیم هدفمند بیان تراژن

بعنوان یک توالی  GTCAتوالی . در پروموترهاي القائی ایفا می نمایند و انتخاب آنها یکی از مراحل مهم در ساخت پروموترهاي مصنوعی القائی بشمار می رود

بمنظور ساخت یک پروموتر مصنوعی  GTCAین مطالعه توالی هسته اي در ا.  هسته اي در ساختار چند پروموتر پاسخده سریع به پاتوژن مشاهده شده است

در بالادست قطعه حامل توالی حداقل پروموتري و  GTCAبدین منظور یا استفاده از تکنیک پرایمر دنباله دار توالی هسته . پاسخده به پاتوژن بکار گرفته شد

قطعه تکثیر شده پس از . استفاده شد PSh40-F/Rکثیر قطعه مورد نظر بوسیله پرایمرها بعنوان الگو جهت ت pBFGiوکتور . کلون گردید GUSژن گزارشگر 

ساخته  pBFGiطی مراحل کلونینگ بجاي قطعه معادل خود در وکتور جایگزین و سازه  SnaBIو  SpeIبا استفاده از جایگاه آنزیم هاي  PCRهضم محصول 

. و موقعیت صحیح آن با توالی یابی مشخص گردید GTCAدر نهایت صحت توالی . تایید شد PSh4-Rو  PSh40-Fکلنی هاي نوترکیب با پرایمرهاي . شد

  .نامگذاري شد و در مطالعات آتی عملکرد آن مورد بررسی قرار خواهد گرفت SP-Fپروموتر ساخته شده بنام 

  

  ، پروموتر القائیGTCAپروموتر مصنوعی، عناصر کنشی، هسته  :واژگان کلیدي

  

  مقدمه

بروز و توسعه تکنولوژي ساخت پروموترهاي  .چگونگی تنظیم بیان تراژن یکی از مراحل مهم و تاثیر گذار در موفقیت برنامه هاي انتقال ژن بشمار می رود

  . مصنوعی امکان مدیریت هدفمند بیان تراژن را مهیا نموده است

همچنین در ساخت . شناسائی و بررسی عملکرد عناصر کنشی پاسخده به پاتوژن ها بعنوان اجزاء سازنده اولیه جهت ساخت پروموترهاي مصنوعی ضروري است

 TATA Boxز جمله استفاده از توالی حداقل پروموتري مناسب، قراردادن توالی هاي کنشی در فاصله مناسب نسبت به توالی پروموترهاي مصنوعی مواردي ا

  .اشاره شده است ضروري است )11-10، 8(که در مقالات مروري متعددي 

ک اسید، پاتوژن هاي نکروتروف، بیوتروف شناسائی و طی سال هاي گذشته عناصر کنشی پاسخده به عواملی مانند کیتین، زخم، سالیسیلیک اسید، جاسمونی

 Fدر این بین عناصر پاسخده به پاتوژن ها که قادرند بصورت فوق العاده سریع در محل تندش اسپورهاي قارچ فعال شوند بنام عناصر  ).9، 7-5( گزارش شده اند

هسته اي در این عناصر منتج شده است که از نظر تعداد و موقعیت قرار گفتن با  مطالعات انجام شده به شناسائی توالی هاي. )5و  1( گزارش شده اند E17و 

  .  )6و  1(یکدیگر شباهت ها و تفاوت هائی دارند 

ند و قرار دارد که دو هسته تنها با دو نوکلئوتید از یکدیگر مجزا شده ا GTCAسه هسته با توالی  Fنتایج این مطالعات نشان داده است در توالی عنصر کنشی 

در نحوه عملکرد پروموتر تاثیر  Fمطالعات گذشته نشان داده است که حضور هسته هاي . هسته سوم در فاصله بیست نوکلئوتیدي از هسته دوم قرار گرفته است

قابل مقایسه  GTCAاز نظر حضور توالی هاي هسته اي  E17با عنصر کنشی دیگري بنام  Fبررسی ها نشان داده است توالی عنصر کنشی . )1(گذار است 

است که در فاصله سه  GTCAنشان داده است که این عنصر داراي دو نسخه از توالی هسته  E17گزارش هاي ارائه شده در خصوص توالی عنصر . هستند

توالی ها در گیاه آرابیدوبسیس و کلزا در دو مطالعه مجزا نشان داده شده است پروموترهاي مصنوعی در برگیرنده این . )5( نوکلئوتیدي از یکدیگر قرار گرفته اند

در مطالعه دیگري نشان داده شده است که دو توالی کامل . )6و  3(الگوي بیانی متفاوتی را در پاسخ به تنش ها و عوامل محرك سیستم دفاعی نشان می دهند 

اسکلروتینیا در بافت هاي مختلف گیاه کلزا از جمله گل، ساقه در پشت سر هم قادرند ضمن بروز واکنش اختصاصی در مقابل بیمارگر نکروتروف  Fعنصر کنشی 

  . )2( را بیان نماید GUSو برگ، ژن گزارشگر 

می تواند دلیلی بر واکنش متفاوت توالی هاي پروموتري حامل آنها در پاسخ به عوامل محرك بشمار آید ولی  GTCAهرچند تعداد نسخه از توالی هسته اي 

ولی تا کنون  )1(این نکته توسط محققان دیگر نیز مورد توجه قرار گرفته است . متفاوت نیز میتواند در بروز این تفاوت ها مؤثر باشد وجود توالی هاي حد واسط

را بطور مجزا در ساختار یک پروموتر مصنوعی  GTCAدر صورتیکه بتوان واکنش توالی هسته اي . آزمایشی جهت پاسخگوئی به این سئوال انجام نشده است

از آنجا که واکنش اختصاصی این عنصر در پاسخ به پاتوژن هاي نکروتروف قبلا گزارش شده است انتظار می رود . قرار داد امکان بررسی اثر آن مهیا خواهد شد

ر حبوبات بشمار می که یکی از عوامل مخرب د Ascochyta rabieiپروموتر مصنوعی حاوي این عنصر در پاسخ به دیگر پاتوژن هاي نکروتروف مانند قارچ 

  .رود نیز کاربرد داشته باشد



انجام شد تا در مراحل بعدي عملکرد این توالی تنظیمی در واکنش به  GTCAلذا این مطالعه بمنظور ساخت پروموتر مصنوعی حامل یک نسخه از توالی  

  .محرك هاي مختلف مورد بررسی قرار گیرد

  

  ها روش و مواد

با استفاده از نرم افزار  GUSدر بالادست قطعه حامل توالی حداقل پروموتري و ژن گزارشگر  GTCAپرایمرهاي مناسب جهت تکثیر توالی هسته 

VectorNTI,11 طراحی گردید.   

، یک 10x PCR Bufferمیلی مولار، dNTPS 10 میلی مولار، MgCl2 25 ژنومی به همراه DNAنانوگرم  50میکرولیتري و شامل 10در حجم PCR واکنش 

سنتز شده توسط ( PSh40f/rپیکومول از آغازگرهاي  5و ) PrimeTM Taq DNA polymerase, GeNetBio, South Korea(پلیمراز  Taqواحد از آنزیم 

SBS Genetech Co., Beijing's, China ( استفاده از دستگاه ترموسایکلر با)Eppendorf mastercycler gradiant, germany ( 4و با برنامه حرارتی 

درجه  72درجه سانتیگراد ، یک دقیقه در  60ثانیه در دماي اتصال  30درجه سانتیگراد،  92ثانیه در  45(چرخه با  35درجه سانتیگراد و  93دقیقه در 

 cloningبا استفاده از کیت  pTG19 قطعه تکثیر شده ي هدف ابتدا در وکتور .درجه سانتیگراد اعمال شد 72یی با پنج دقیقه در و مرحله تکثیر نها) سانتیگراد

vector pTG19-T )Vivantis, Malaysia (کلون گردید و روش کار بر اساس دستورالعمل کیت انجام شد.  

 هضم آنزیمی.  صورت گرفت  (Plasmid exteraction kit, BIONEER, South Korea)استخراج پلاسمید از کلنی هاي نوترکیب بوسیله کیت 

قطعات هضم شده با استفاده از . انجام شد )XbaI )Fermentas Life Sciences, Canadaو  SpeIبا استفاده از آنزیم هاي  pBFGiو وکتور   pTFGiسازه

  . ترنسفورم شد DH5αمستعد  و پس از انجام لاگیشن به سلول هاي ازي شدخالص س (gel purification kit, BIONEER, South Korea)کیت 

به کار  PCRروش کلنی از استفاده با  PSh40f/4rپرایمرهاي اختصاصی  pBFGiو جهت تائید سازه  M13پرایمرهاي یونیورسال   pTFGiبه منظور تائید سازه

 .موردآنالیز قرار گرفت DNA Starدر بسته نرم افزاري  SegManمه داده هاي حاصل از توالی یابی با استفاده از برنا: .شدبرده 

 

  بحث و نتایج

و قرار دادن آن در موقعیت مناسب در بالادست توالی حداقل  GTCAبمنظور ساخت پروموتر مصنوعی حامل توالی هسته  :طراحی پرایمر و تکثیر توالی

بگونه اي طراحی شد تا توالی هسته  PSh40-Fو پرایمر الگو استفاده شد  DNAبعنوان  pBFGiاز وکتور . پروموتري از تکنیک پرایمر دنباله دار استفاده شد

GTCA  نوکلئوتیدي از توالی  20در فاصلهTATA Box همچنین بمنظور انجام مراحل بعدي کلونینگ دو جایگاه . قرار گیردSpeI  وXbaI  به ترتیب در

عدي جهت آنالیز عملکرد پروموتر ژن گزارشگر مناسب مورد نیاز از آنجا که در مراحل ب). 1شکل (لحاظ گردید  GTCAبالادست و پائین دست توالی هسته 

  ). 1شکل (طراحی شد  SnaBIواجد اینترون و در پائین دست جایگاه آنزیمی  GUSدر داخل ژن گزارشگر  PSh40-Rخواهد بود پرایمر 

  
شکل نشان دهنده موقعیت ژن گزارشگر . الگو DNAاستفاده شده بعنوان } pBFGi }Shokouhifar, 2009 #13نماي شماتیک بخشی از وکتور : 1شکل 

و جایگاه آنزیم هاي برشی مورد استفاده در  PSh40-F/R، محل اتصال آغازگرهاي )MP(، توالی پروموتر حداقل )GUS(واجد اینترون   بتا گلوکرونیداز

  .مراحل کلونینگ

  

که با اندازه مورد ) الف-2شکل(تکثیر نمود  pBFGiکیلوباز از وکتور  1.5ه حدود تک باندي را در انداز PSh40-F/Rبا استفاده از پرایمرهاي  PCRانجام 

قطعه تکثیر شده پس از خالص سازي از ژل در وکتور  GTCAبمنظور بررسی صحت قطعه تکثیر شده و تایید توالی . انطباق داشت) جفت باز 1435(انتظار 

pTG19 اده از پرایمرهاي یونیورسال غربال کلنی هاي بدست آمده با استف. کلون گردیدM13  کیلوباز در کلنی هاي مثبت منتج  1.6به تکثیر باندي به اندازه

  ).ب -2شکل (انتخاب گردید  pTFGiکلنی هاي کاندید حامل سازه نوترکیب به نام . شد

 و  3.5kbتولید قطعات با طول هاي . فتمورد هضم آنزیمی قرار گر Spe1/SnaB1با استفاده از آنزیم هاي  pBFGiبه همراه وکتور  pTFGiسازه 

700bp در سازهpTFGi  4و قطعاتkb  700وbp در وکتورpBFGi  به منظور ساخت سازه ). ج -2شکل(تائید کننده صحت هضم آنزیمی انجام شده بود

pBFGi700 ، قطعهbp  از سازهpTFGi  و قطعه از وکتورpBFGi اي بدست آمده با پرایمر هاي غربال کلنی ه. داز روي ژل جدا و خالص سازي ش

psh40f/psh4r  380و تولید باندbp  ساخت سازهpBFGi آنالیز توالی یابی انجام شده نیز ساخت سازه جدید را تائید نمود. )د-2شکل( را تائید نمود.  

  

  

  



  
جهت تایید سازه  PCRنتیجه کلنی ) ب(، PSh40-F/Rالگوي الکتروفورزي نشان دهنده تکثیر قطعه با استفاده از پرایمرهاي دنباله دار  )الف( :2شکل 

با  PCRکلنی : د؛  Spe1/SnaB1آنزیم هاي  با pBFGi و وکتور  pTGFهضم سازه :: الف: 3شکل ) ج(، M13با استفاده از پرایمرهاي pTFGi نوترکیب 

  .pBFGiجهت تائید سازه نوترکیب  psh40f/psh4rآغازگرهاي 

 

  تقدیر و تشکر

معاونت محترم پژوهشی دانشگاه فردوسی و مدیریت محترم پژوهشکده علوم گیاهی که فضاي آزمایشگاهی لازم را جهت اجراي این تحقیق مهیا بدین وسیله از 

  .مصوب معاونت محترم پژوهشی دانشگاه فردوسی مشهد تامین شده است 15285 طرح شمارهبودجه این تحقیق از محل  .ماییمی نصمیمانه تشکر م ،نمودند
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