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  چكيده
 يضروراهان يگ يكيژنت يدستورز ياستفاده از آن در برنامه ها جهتمختلف  يطيمح يطدر شرا يپروموتر مصنوع يك الگوي بيان ارزيابي
 يمصنوع سازهمنظور  بدينقرار گرفت.  يمورد بررس مختلف محيطي شرايط در SP-DD مصنوعي پروموتر عمكرد يق،تحق ينا دراست. 
 به نسبت آن يتو حساس يدمنتقل گرد Nicotiana benthamianaتوتون  يبه برگها اگرواينجكشنروش  طريق ازپروموتر  ينا  حامل

فوق نشان داد كه پروموتر استفاده شده در پاسخ به  يققرار گرفت. تحق يابيگرما، سرما و اشعه ماورا بنفش مورد ارز يطيمح تنشهاي
 پروموترهاي حساسيت عدم. است اثر بي آن القاتنش اشعه ماورا بنفش بر  يدهد ول ينشان م اندكي حساسيت سرما و گرما تنشهاي
 عامل به نسبت را پروموترها اين حساسيت اختصاصا و شده ارزيابي مثبت امتياز يك عنوان به محيطي، تنشهاي به نسبت پاتوژن با القاپذير

  كند.  ي) محدود م(پاتوژنها آنها كننده القا
  پاتوژن با القاپذير پروموتر ، Nicotiana benthamiana اگرواينجكشن، مصنوعي، پروموتر: كليدي كلمات

  
  مقدمه

 يك توسعه خاص مراحل در تواند مي آنها كنترل تحت ژنهاي بيان و بوده ژنتيك مهندسي در مهمي بسيار ابزار القايي پروموترهاي
با  ،با پاتوژن القاپذير پروموترهاي به دهنده پاسخ ژنهاي رونويسي. )1( شود تنظيم و بررسي مشخص القايي ايطشر تحت يا بافت ارگانيزم،

 يپيدل يد،پپت ين،شوند شامل قطعات پروتئ يم شناخته )inducer( پاتوژن كه به عنوان محرك يژهو يشود. مولكولها يانجام م پاتوژن يكتحر
از  يا يرهزنج پروموتر، القا با و باشند ميپاتوژن  يپروسه ترشح يكحاصل  ياو  يغشا خارج ي،لولس يوارهاز د يناش يدساكار يپل يا

از  بسياري. )2( شود ينسبت به حمله پاتوژن منجر م ياهاندازند كه به مقاومت گ يبه راه م ياهرا در گ يدفاع يرسان يامپ يپاسخها
 باسازد.  ينامناسب م يوتكنولوژيكاهداف ب يدهند كه آنها را برا يرا نشان م يهپا انياز ب يسطوح يج،با پاتوژن را يرالقاپذ  يپروموترها

 يتنشها يطدر شرا يانو عدم ب يمارياز ب يعار يطدر شرا ياناز جمله عدم ب پاتوژن با پذير القا آل ايده پروموتر يك ويژگيهاي به توجه
 يها يتوال چون ياجزائ از پروموترها نيا ساختار در. )3( شود مي فادهاست مصنوعي پروموترهاي از مطالعات، از بسياري در يطي،مح

 ياننسبت به عامل القا كننده و كاهش ب ژن قدرت و بيان افزايش آن هدف كه شود يم استفاده سيس يميتنظ عناصر و يپروموتر حداقل
   ).1( باشد مي پروموتر يهپا
 يمصنوع يپروموترها يانب يزآنال ،)اگرواينجكشن( ياهگ يبه برگها يمصنوع ژني هاي سازه يحاو يوماگروباكتر تزريقروش  از استفاده با

 استفادههنگام  يپاتوژن يآلودگ يا يمياييمواد ش يطي،مح تنشهايمانند  يخارج يقابل انجام شدن است. بعلاوه اثر محركها يدر مدت كوتاه
 اساس اين بر. )4( شود ارزيابي تواند مي كامل گياه در اگرواينجكشن زا پس زنده غير و زنده تيمارهاي اعمال با اگرواينجكشن روش از
 محيطي، تنشهاي به نسبت SP-DD پاتوژن به القاپذير و مصنوعي پروموتر پاسخدهي قدرت in vivo آناليزهدف  هب ،انجام شده تحقيق در
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 ماورا اشعه(سرما، گرما،  يطيمح تنشهاي برخياثر  و شد نجاما بنتاميانا توتون گياه برگهاي در اگروباكتريوم پايه بر موقت بيان بررسي يك
به  SP-DD ييالقا پروموترچند اندك  هر پاسخدهي. گرفت قرار ارزيابي مورد گياهآن به  اگرواينجكشنپس از  پروموتر، اين) بر القا بنفش

به كار  يسدر تكرار عنصر س ييرپروموتر (تغ ينادر  يساختار ييراتو اعمال تغ يشترب يسرما و گرما، لزوم بررس يطيمح ياعمال تنشها
 را) گرما و سرما تنشهاي با پذيري تحريك كامل حذف هدف بهدر ساختار پروموتر  يسعناصر س يرعنصر با سا ينا يقتلف يارفته و 
  .سازد يم يضرور

  
  روشها و مواد
 Agrobacterium يمورد استفاده قرار گرفت. از باكتر يفتگه 8استاندارد گلخانه در سن  يطشرا در Nicotiana benthamianaتوتون  گياه

tumefaciens يهسو GV3101 ييالقا سازه يكه حاو pSP-DD )5( يهسو يي،پروموتر القا يزآنال يهايبررس يبرا بود GV3101 سازه  يحاو
pGCGi )6( يهبه عنوان كنترل مثبت و از سو GV3101 شگاهيآزمااز  يوماگروباكتر يها يهشد. سواستفاده  يفاقد سازه به عنوان كنترل منف 

  شدند.  يهمشهد ته يدانشگاه فردوس ياهيعلوم گ دهكپژوهش ينولوژكوتيب
و با  PCR يلنكخت با روش يترار يها يلنكد ييتا ).7( شد انجام يبه روش انجماد آن  GV3101 هيسو يختيترار و مستعد يها سلول

 سلولهاي. )4(اران انجام شد كانگ و هميق بر اساس روش يسلول ها جهت تزر ي. آماده سازانجام شد PSh4-F/R ياستفاده از آغازگرها
  .شدند آماده شده ذكر روش به تزريق جهت جداگانه صورت به نيز سازه فاقد و pGCGi سازه حاوي GV3101 سويه اگروباكتريوم

 سوزن بدون ليتر ميلي 1 سرنگ با) گياه هر از بالايي برگ چهار( بنتاميانا توتون گياهان يافته توسعه كاملا برگهاي در اگرواينجكشن عمل
. به سه نقطه از پشت هر شدند تزريق گياه به متصل برگهايقسمت پشتي  سلولي بين فضاي به باكتريايي سوسپانسيونهاي. گرفت انجام

و به  pGCGiسازه  يحاو يهايكترسوم سمت چپ با يكفاقد سازه، به  GV3101برگ  يسوم فوقان يكصورت گرفت (به  يقبرگ تزر
 پوشش با گياهان روي سپس. شد تزريق برگ هر در تكرار دو سازه هر از). pSP-DDسازه  يحاو يهايسوم سمت راست باكتر يك

شدند.  ينگهدار يكي،ساعت تار 8و  ييساعت روشنا 16 يطتحت شرا يگرادسانت درجه 22 دماي ژرميناتور در و شد پوشانده پلاستيكي
 ،اگرواينجكشنساعت پس از  48ماندند.  يباق يطبه مدت حداقل دو روز در همان مح ياهانروز بعد حذف شده و گ يكيپلاست پوشش

 اشعه وساعت)  3به مدت  يگرادسانت درجه 37 ي(دما گرماساعت)،  3به مدت  يگراددرجه سانت 4 يشامل سرما (دما يطيمح يمارهايت
  قرار گرفتند.  GUSژن  سنجش بافر در برگي ديسكهاي سپسساعت) اعمال شدند و  يمت نبه مد يممستق UVBبنفش (اشعه  ماورا

 محلول در تيمار از پس برگي هاي ديسكاز  يبردار تصوير. )8(شد  ارزيابي هيستوشيميايي سنجش روش به بتاگلوكرونيداز ژن فعاليت
  . شد نجام) ايوانساخت كشور تا Am-313 T Plusمدل  Dino-Lite( تاليجيد وپكروسيكماستفاده از  بال يلروفكامل ك حذفو  سنجش

  
  بحث و نتايج
 مورد بنتاميانااه توتون يان موقت در گيبا استفاده از روش ب يطيمح يدر پاسخ به تنش ها SP-DDپروموتر  يين مطالعه قدرت القايا در

 يه در بالادست توالك است D Box ياعف از عنصر القائمض يتوال حاملقرار داشته و  pSP-DDناقل  درن پروموتر يقرار گرفت. ا يبررس
ن يهمچن است. شده ادغام مزبور پروموتري سيستم دست پايين در ينتروندارا GUS گزارشگر قرار دارد. ژن  CaMV 35Sحداقل پرومتر 

 عه مورد استفاده قرار گرفتنترل مثبت در مطالكنتروندار بعنوان يا GUSو ژن گزارشگر  CaMV 35Sامل كحامل پروموتر  pGCGi ناقل
 استفاده شد. يبه عنوان كنترل منف يزفاقد سازه ن GV3101 يه. سو)1(شكل 
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pSP-DD 

 pGCGi  

اتصال يتموقع ينشگر،گز گزارشگر، ژن مجموعهدهنده نشان pGCGiوpSP-DDيسازه هاT-DNAمنطقه  يكشمات ينما-1شكل
  يربل تكثقا يو اندازه باندها ياختصاص يآغازگرها

سنتاز، ين: پروموتر نوپالNos-Pفسفوترانسفراز،  يسين: نئوماNptII سنتاز،  يندهنده نوپال يان: پاNos-Tچپ،  مرز: LBاز چپ به راست؛  يبترت به
SP-DD :با پاتوژن،  يرالقاپذ پروموترCaMV 35S 35: پروموترS كلم، گل موزاييك ويروس Intينترون،: ا GUS :از،گلوكرونيد بتا ژن Poly A:

 راست مرز: RB آدنيلاسيون، پليدنباله
  يتركه بايسو مولكولي ييدتا و يختيترار
ترانسفورم شده با  يهاي. انتخاب باكتريدمنتقل گرد GV3101 سويه pGCGiو سازه  pSP-DDسازه  يشده حاو ييدتا يژن يدپلاسم دو

 به مذكور پلاسميدهاي انتقال ،PSh4-F/R ياختصاص يمرهايبا پرا PCR يمطالعه الگو يزو ن يسينكاناما يحاو يطاستفاده از مح
 اگرواينجكشنبه روش  يق،القا و تزر يطهايپس از كشت و قرار گرفتن در مح يوماگروباكتر رسوب). 2 شكل( نمود تاييد را اگروباكتريوم

  . يافتانتقال  ياهبه گ
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   pGCGiو pSP-DDيبا سازه هايوماگروباكترGV3101يهسو يها يلنك ييختترار ييدتا-2شكل
) و سازه pSP-DD )bp 514حامل سازه  يختترار باكتريبه  مربوط PSh4-F/R ياختصاص يبا آغازگرها PCRمحصول  يباند الگوي يببه ترت 2و  1

pGCGi )bp 1094(، Mيوزن : نشانگر kb 1   
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 اه جهت بيان موقتيه و گينش سوكبرهمبررسي 

 48نترل استفاده شد. كبعنوان  pGCGi ناقلحامل  GV3101ه يسو موقت يانب براي بررسي Nicotiana benthamianaاه بنتاميانا ياز گ
ه و يسو يداز صحت سازگاريرونكتاگلوم بيت آنزيفعال يائيميبا سنجش هستوش گياه برگهايون سلول به يق سوسپانسيساعت پس از تزر

ه فاقد ناقل بعنوان يق شده سا سويتزر يدر برگ هابتاگلوكرونيداز  ژن دروني بيانن عدم يالف). علاوه بر ا-3ل كد شد (شييانا تايگونه بنام
  ب). - 3ل كد قرار گرفت (شييو تا يمورد بررس ينترل منفك
  

B                                                                                             A                          

  
   Nicotiana benthamianaبه گياه توتون pGCGiناقلحاويGV3101بيان موقت اگروباكتريوم سويه -3شكل 

A : گزارشگربيان موقت ژن نمونه برگي نشان دهندهGUS در pGCGi  ،B : بيان داخلي ژن نشان دهنده عدم نمونه برگيGUS در گياه 

 ه شده استيبرابر ته 4 يبا بزرگنمائ Dino-Liteتال يجيوپ دكروسيكبا استفاده از م ريتصاو
  

    بنفش ماوراشامل گرما، سرما و اشعه  يطيمح يتنش ها اعمال
 يطتنها در هنگام حمله پاتوژنها فعال بوده و در شرا يستيابا پاتوژن ب يرپروموتر مناسب القا پذ يك ينكهتوجه به ا باپس از انتخاب گياه، 

 يبر رو UVمانند سرما، گرما و اشعه  يطيمح يتنشها يبرخ اثر ،)1،9(باشد فعال  ير)، غيطيمح يتنشها يط(مانند شرا يمارياز ب يعار
 يتو سپس فعال گرفت قرار تنش تحت ها نمونه تزريق محل از برگي هاي ديسك منظور بدينمورد استفاده اعمال شد.  يپروموتر مصنوع

  .گرفت ارقر يمورد بررس يدازژن گزارشگر بتاگلوكرون يتپروموتر با سنجش فعال
 قابل بتاگلكرونيداز آنزيممحدود  فعاليتگرما و سرما  يماردر اثر ت pSP-DD سازهكننده  يافتدر يها نمونهبدست آمده نشان داد در  نتايج

به عنوان  يزن pGCGi). سازه 4نكرد (شكل  ياناز تكرارها ب يك يچرا در ه GUSژن  ،UV يمارازه در اثر القا تس ينا ين. همچناست مشاهده
 به كار رفتند. يبدون سازه به عنوان شاهد منف GV3101شاهد مثبت و 

 
-C  +C UV درجه 37( گرما  درجه) 4( سرما(  

 منفي و مثبت كنترلهاي با مقايسهدرpSP-DDقا سازهدر الUVسرما و اشعه،گرمايماراثر ت -4 شكل

  باشد يسرما و گرما م يدر اثر تنشها GUSاندك ژن  ياننشان دهنده ب يرنگ آب ايجاد
  ه شده استيبرابر ته 4 يبا بزرگنمائ Dino-Liteتال يجيوپ دكروسيكبا استفاده از م ريتصاو
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 باشد ها تنش ايندر پاسخ به  ياهگ يدفاع يستمشدن س فعالاز  يتواند ناش يو گرما، م سرما يمارهايبا ت pSP-DD يياندك سازه القا بيان
با  را پاتوژنها به پذير القا مصنوعي پروموتر همزمان حساسيت امر اين. يندرا القاء نما SP-DDپروموتر  يانب حدي تا است شده سبب كه

  .)10(شود  ميسبب  يطيمتناقض مح يعوامل متنوع و گاه
كار  به  Dكم عناصر  يتنشان دهنده حساس يبررس ينمورد مطالعه در ا ييپروموتر القا يرو يطيمح تنشهاي اندك يياثر القا حال ناي با

 يرادغام آنها با سا يابه كار رفته  يسدر تعداد عناصر س ييرهر چند با تغ باشد مي گرما و سرما تيمارهاي به پروموتر ينرفته در ساختار ا
سازه نسبت  ينا يتعدم حساس طرفي از. داد تغيير چشمگيري نحو به رابا پاتوژن  يرالقا پذ يمصنوع يپروموترها كارايين توا يعناصر م

 شود.    يسازه محسوب م ينا يمناسب برا يژگيو يك UVاشعه  يماربه ت

  
  يسپاسگزار
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Abstract: 
evaluate expression pattern of a synthetic promoter in response to different environmental conditions is an important step in 
application of the promoter in a plant genetic manipulation program. In this study, the performance of SP-DD synthetic 
promoter was considered in different environmental situations. For this purpose, the artificial construct carrying this 
promoter was transfered through Agroinjection to the leaves of Nicotiana benthamiana and its sensitivity was evaluated to 
the heat, cold and UV radiation treatments. The results revealed that the promoter used has little sensitivity in response to 
heat and cold stresses but the ultraviolet light has no effect on the promoter induciblity. Pathogen inducible promoter 
insensitivity towards environmental stresses evaluates as a positive score, and limits these promoter sensitivities only to 
their inducible cause (pathogens). 
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