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 دار اینترون GUS شن حاوی pGCGi بیانی ناقل ساخت

 تسریق اگروباکتریوم و ریسپرتابی های روش با آن تأیید و
 

 *2 صهبًي هحوذسضب ٍ 2 هغلجي هلغفي ،1 فش ؿكَّي فشّبد
 ايشاى هـْذ، هـْذ، فشدٍػي داًـگبُ ،گيبّي علَم پظٍّـكذُ 1

 ايشاى تْشاى، فٌبٍسي، صيؼت ٍ طًتيك هٌْذػي هلي پظٍّـگبُ ،يکـبٍسص يٌبٍسف يؼتپظٍّـكذُ ص، گشٍُ صيؼت فٌبٍسي هَلكَلي گيبّي 2

 
 چکیده

 طًوَم  دس تشاطى ٍسٍد هَقعيت تأثيش تحت سٍؽ ايي .ثيبى هَقت يك سٍؽ ػشيع ٍ آػبى دس آًبليض ثيبى پشٍهَتش اػت

 ّوبي  ساُ اص هَقت ثيبى .دّذ قشاس شتأثي تحت وييدا اًتقبل سٍؽ دس سا تشاطى ثيبى تَاًذ هي ًكتِ ايي صيشا ؿَد، ًوي ٍاقع

 اگشٍثبکتشيَم ثش هجتٌي هَقت ثيبى .اػت اًدبم قبثل ٍيشٍػي ٍکتَسّبي ٍ سيضپشتبثي اگشٍايٌفيلتشاػيَى، :ًظيش هختلف

 يّب تَالي ،ّب پشٍتئيي-پشٍتئيي هيضثبى،-پبتَطى ثشّوكٌؾ طى، خبهَؿي تشاطى، ثيبى آًبليض دس قجَل قبثل ٍ ثبلا کبسآيي

 گضاسؿگش طى يك ،حبهل ٍکتَس يك تٌظيوي عٌبكش آًبليض هٌظَس ثِ .اػت ؿذُ اػتفبدُ ثشداسي ًؼخِ عَاهل-تٌظيوي

 پوظٍّؾ  .گيوشد  قشاس اػتفبدُ هَسد ثيبى ػغح ًوَدى اػتبًذاسد ثشاي تب اػت ًيبص هَسد سايح پشٍهَتش يك کٌتشل تحت

 pGPTV ٍ pCAMBIA3301 ّوبي  ًبم ثِ يٍالذ ٍکتَس دٍ تَالي اػبع ثش ؿبّذ ٍکتَس يك ػبخت ّذف ثب ،حبضش

ِ  اػوت  داس ايٌتوشٍى  GUS گضاسؿوگش  طى يوك  داساي pGCGi ًبم ثِ ؿذُ ػبختِ ٍکتَس .اػت ُؿذ اًدبم ٍ عشاحي  کو

 يّووب ػوولَل دس گلَکَسًٍيووذاصثتب آًووضين فعبليووت ػووٌدؾ .اػووت گشفتووِ قووشاس CaMV 35S پشٍهووَتش کٌتووشل تحووت

ُ  ثوب  pGCGi ٍکتوَس  عولكوشد  آًبليض .ًوَد تأييذ سا سؿگشگضا طى پشٍکبسيَتي ثيبى عذم اگشٍثبکتشيَم  سٍؽ اص اػوتفبد

 GUS ييؼتَؿويويب يّ ػوٌدؾ  ًتوبيح  .ؿوذ  اًدبم پيبص اپيذسم ثبفت ٍ تَتَى ثشگ دس سيضپشتبثي ٍتضسيق اگشٍثبکتشيَم 

 عٌوَاى  ِثو  آى اص توَاى  هوي  ٍ ًوبيوذ  ثيبى گيبّي يّب ػلَل دس سا گضاسؿگش طى اػت قبدس pGCGi ٍکتَس کِ داد ًـبى

 .ًوَد اػتفبدُ هَقت ثيبى ّبي آصهبيؾ دس ؿبّذ

 GUS فعبليت ػٌدؾ سيضپشتبثي، سٍؽ ،تضسيق اگشٍثبکتشيَم هَقت، طى ثيبى خفتي، ٍکتَسّبي :کلیدی های واشه

 
 مقدمه

 ؿوشايظ  ػبصي ثْيٌِ خْت هٌبػت ػبصُ ثَدى اختيبس دس

 ّوبي  تكٌيوك  دس .اػت ضشٍسي هَقت ٍ وييدا طى اًتقبل

 يووك (transient expression analysis) هَقووت ثيووبى

ُ  يّوب  ػلَل دسٍى ثِ اًتقبل اص پغ تشاطى ِ  اًتقوبل  ٍ گيوب  ثو

ّ  صهوبى  هذت ثشاي ّؼتِ دسٍى  يّوب  ػولَل  دسٍىي کَتوب
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ِ  ّوب  سٍؽ ايوي  دس .ؿَد هي ثيبى گيبُ  توشاطى  ؿوذى  ضوويو

 ًيوض  توَاس   ٍ ًيؼوت  ضوشٍسي  آى ثيوبى ثوشاي   طًَم دسٍى

 هـوكتت  سفوع  خْت دس قتهَ ثيبى سٍؽ .يبفت ًخَاّذ

 طى::پشٍهَتش هدوَعِ اًتقبل ٍ گيبّبى تشاسيختي ثِ هشثَط

 قوشاس  تَخِ هَسدّبي هتعذد  پظٍّؾ دس گيبُ ثِ گضاسؿگش

؛ Yang et al., 2000؛ (Kapila et al., 1997 گشفوت 

Wroblewski et al., 2005). هَقووت ثيووبى سٍؽ دس ،

ثوب   هٌبػوت  تٌظيووي  توَالي  کٌتوشل  تحوت  ّذف طى تَالي

ِ  ايوي  ثوذٍى  ٍ ؿوَد  هوي  ػلَلٍاسد  هختلفي ّبي سٍؽ  کو

ِ  اهكوبى  ؿَد ٍاسد ػلَل طًَم دس ضشٍستبً  ٍثوشداسي   ًؼوخ

ِ  كوَستي  دس .ًوبيذ هي هْيب سا ّذف طى ثيبى  ثخوَاّين  کو

 قوشاس  ثشسػوي  هوَسد  سا تٌظيووي  توَالي  يوك دس ايي سٍؽ 

 گضاسؿوگش  طى توَالي  ثبلادػوت  دس آى دادى قشاس ثب ،دّين

ُ  هٌتقل ػلَل دسٍى ثِ سا ػبصُ تَاًين هي داس ايٌتشٍى ، ًووَد

 سا تٌظيوي تَالي فعبليت گضاسؿگش طى ثيبى هيضاى اػبع ثش

ِ  ًظوش  هوَسد  ّوبي  ػلَل دس  ايوي  هضايوبي  اص .ًووبيين  هقبيؼو

 هعبيت اص ٍ اػت صهبى دس خَيي كشفِػبدُ ثَدى ٍ  سٍؽ

ِ  توَاى  هي آى ُ  دايون  اًتقوبل  عوذم  ٍ ثيوبى  ثوَدى  ثو ِ  ػوبص  ثو

ُ  عوذي ث ّبي ًؼل  خبلوت . (Liu et al., 2011) کوشد  اؿوبس

 صيؼوت  ًظوش  اص تَاًوذ  هوي  خَد هعبيت ايي کِاػت  تَخِ

 .آيذ ؿوبسِ ث هضيت يك هحيغي

 ثووب ّووذف يّووب ػوولَل دس تووشاطى يووك هَقووت ثيووبى

 ايوي  دسثِ عَس کلي  .اػت اًدبم قبثل هختلف ّبي سٍؽ

ِ  توشاطى  اًتقوبل  ثوشاي  سٍؽ دٍ ّب تكٌيك ُ  ػولَل  ثو  گيوب

ُ  دس .اػت ُؿذ اػتفبدُ  فيضيكوي  يّوب  سٍؽ اص اٍل گوشٍ

 ,.Helenius et al) تٌگؼتي يب عت سيض ثؼيبس رسات هبًٌذ

 Higo et al., 2005)؛ Nehlin et al., 2000؛ 2000

 (PEG) گتيكوَل  اتويلي  پلوي  هبًٌوذ  ييؿويويب  تشکيت يب

 ُ  Kirsch et؛ (Gandhi et al., 1999 ؿوَد  هوي  اػوتفبد

al., 2001 ؛Heise et al., 2002 ؛Baur et al., 2005 ؛

Nugent et al., 2006) ،حووبلي دس  ِ  دٍم گووشٍُ دس کو

 ؿوًَذ  هوي  گشفتِ سِ کبث اگشٍثبکتشيَم يّب ػلَل هعوَلاً

Van der Hoorn et al., 2000) ؛Yang et al., 2000 ؛

Wroblewski et al., 2005) .اص هوَاسد،  اص ثعضوي  دس 

 توشاطى  تهَقو  ثيبى ثشاي تَاى هي ًيض ٍيشٍػي ٍکتَسّبي

 .(Hoffmeisterova et al., 2008) کشد اػتفبدًُيض 

ِ  سيضپشتوبثي  ٍ الكتشٍپَسيـوي  ًظيوش  ّبيي سٍؽ دس  ثو

 ّوبي  گًَِ دس آًْب اص اػتفبدُ اهكبى فيضيكي هبّيت دليل

 آًْوب  دس تشاسيختي فشاٍاًي ٍ داسد ٍخَد گيبّي هختلف

 ايووي اص ًيووض ايووشاى دس پظٍّـووگشاى چٌووذ ّووش .اػووت ثووبلا

 هَقووت ٍ وووييدا كووَستِ ثوو طى اًتقووبل شايثوو ّووب سٍؽ

 ,.Goleyjani Moghaddaam et al) اًوذ  ًوَدُ اػتفبدُ

 هعوبيجي  علوت  ثِ، اهب Taghavian et al., 2014)؛ 2012

 اهكبًوبت  ثوَدى  اختيوبس  دس ضشٍست ٍ ثبلا ّضيٌِ ّوچَى

 .ؿوَد  هي هحذٍد هدْض ّبي آصهبيـگبُ ثِ آى اًدبم لاصم

 ًؼووخِ تعووذاد ثووَدى يووشهتغ دليوول ثووِ ،ديگووش ػووَي اص

 ٍ ّوذف  ّوبي  ػلَل دسٍى ثِ ًظش هَسد طى اص يبفتِ اًتقبل

 ايوي  هختلوف  ّوبي  ػولَل  ثويي  تعوذاد  ايوي  ثَدى ًبّوگي

ّؼووتٌذ  هَاخووِ ّووبيي هحووذٍديت ثووب عووول دس ّووب سٍؽ

(Yang et al., 2000). 

 ٍکتوَس  ثوَدى  اختيوبس  دس ،پشٍهوَتش  آًبليض هغبلعبت دس

 پشٍهوَتش  هبًٌوذ  ووي يدا ثيوبى  ثب کبهل پشٍهَتش تَالي حبهل

CaMV 35S اهكوبى  هثجوت  ؿبّذ ثِ عٌَاى  ِ  ػوغح  هقبيؼو

ِ  يوك  ثب سا پشٍهَتشّب ثيبى  .ػوبصد  هوي  هوكوي  ؿوبّذ  ًوًَو

ُ  تٌظيووي،  توَالي  اثوش  ثشسػي هٌظَسِ ث ،ّوچٌيي  اص اػوتفبد

ِ  کوبهتً  ياخضا ثب ٍکتَسي  ثشسػوي  هوَسد  ٍکتوَس  ثوب  هـوبث
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 گضاسؿگش ىط اص اػتفبدُ ،ّوچٌيي .اػت تَخِ هَسد ثؼيبس

 ٍ يَکووبسيَتي ثيووبى ًوووَدى هتووبيض  اهكووبى ايٌتووشٍى ٍاخوذ 

 ييثبکتشيب ثيبى هذاخلِ اص ٍ ًوبيذ هي فشاّن سا پشٍکبسيَتي

 .ًوبيذ هي خلَگيشي آهذُ ثِ دػت ًتبيح دس

 هغبلعبت دس اػتفبدُ ثشاي هٌبػت ٍکتَسّبي اص يكي

 pGPTV ٍکتووووووَس پشٍهووووووَتش تووووووَالي آًووووووبليض

(Sprenger-Haussels and Weisshaar, 2001). 

ُ  ايوي  .اػت  آسايوؾ  ثوب  T-DNA توَالي  داؿوتي  ثوب  ػوبص

ِ  ِ ًحوَي ث هٌبػت ِ  اػوت  ؿوذُ  ػوبخت طى گضاسؿوگش   کو

تحووت کٌتووشل يووك تووَالي حووذاقل پشٍهووَتش ٍاخووذ      

ِ  خبيگووبُ ايووي . ػووبصي قووشاس داسد  ّووبي آًضيوووي ّوؼووبً

هدوَعووِ دس ثبلادػووت تووَالي هووشص ساػووت قووشاس گشفتووِ 

 غشثووبگشي طى ًيووض ِهدوَعوو ايووي ثبلادػووت دس .اػووت

ِ كوَستي  ثو  هعكوَع  خْوت  دس کبًبهبيؼويي  ثِ هقبٍهت

اص خْوت   T-DNAثب تَخِ ثِ اًتقبل  کِ اػت گشفتِ قشاس

سٍد دس گيبّووبى تشاسيخووت    اًتظووبس هووي   ،هووشص ساػووت  

ؿووذُ سٍي هحوويظ حووبٍي کبًبهبيؼوويي، تووَالي دس  غشثووبل

تووَالي تٌظيوووي ًيووض ::ثشگيشًووذُ هدوَعووِ طى گضاسؿووگش

 هحويظ  سٍي ؿوذُ  گضيٌؾ گيبّبى ،لزا .ؿذاًتقبل يبفتِ ثب

 ًيووض سا ّووذف طى صيووبد احتوووبل ثووِ کبًبهبيؼوويي حووبٍي

 ثوب  هتعذد هثجت ّبي ٍيظگي ثِ تَخِ ثب .اًذ ًوَدُ دسيبفت

ُ  دليل ثِ ٍکتَس ايي ٍخَد، ايي  گضاسؿوگش  طى اص اػوتفبد

GUS ثيبى آًبليض هغبلعبت دس اػتفبدُ خْت ايٌتشٍى فبقذ 

َ  دس .ًيؼوت  هفيذ هَقت ُ  ستكو  ٍکتوَس  ايوي  اص اػوتفبد

 ًوبيٌذ، ثيبى سا GUS طى قبدسًذ اگشٍثبکتشيَم يّب ػلَل

 اًتقووبل اص ًبؿووي ثيووبى اص GUS طى ييثبکتشيووب ثيووبى ،لووزا

T-DNA ِآًدوب  اص .ًيؼت توبيض قبثل گيبّي ػلَل ث  ِ  کو

 تعييي ِ ٍيظُث ٍ ثيبى آًبليض دس طى ثيبى أهٌـ ًوَدى هتوبيض

 لووزا اػووت، اّويووت ضيبحوو تٌظيوووي ّووبي تووَالي عولكووشد

ِ  ٍکتَسي ػبخت ِ  هـوبث  ٍاخوذ  گضاسؿوگش  طى داساي کو

 کوبسآيي  پشٍهوَتش  ثيوبى  آًوبليض  هغبلعبت دس ثبؿذ ايٌتشٍى

 ّوذف  ثوب  پوظٍّؾ حبضوش   ،اػبع ايي ثش .داؿت خَاّذ

 قوشاس  ٍ داس ايٌتوشٍى  GUS طى تَالي حبهل ٍکتَس ػبخت

 CaMV 35S کبهوول پشٍهووَتش کٌتووشل تحووت آى دادى

 سٍؽ ثووب ؿووذُ ػووبختِ ٍکتووَس لكووشدعو .ؿووذ اًدووبم

 هَسد( اگشٍايٌدكـي)تضسيق اگشٍثبکتشيَم  ٍ سيضپشتبثي

 .گشفت قشاس تأييذ

 
 ها روش و مواد

صاًتي ٍاسيتِ  :مواد گیاهی، باکتریایی و وکتورها.

ٍ  (Nicotiana tabacum L. var Xanthi) تَتَى

تدبسي ) (.Allium cepa L)ّبي پيبص خَساکي  فلغ

ثشاي آًبليض ثيبى هَقت اػتفبدُ ( فشٍؿگبُؿذُ اص  تْيِ 

ثبکتشي  LBA4404دس پظٍّؾ حبضش، اص ػَيِ . ؿذ

Agrobacterium tumefaciens  ُتْيِ ؿذُ اص پظٍّـگب

 pBI121ٍکتَسّبي . هلي هٌْذػي طًتيك اػتفبدُ ؿذ

(Chen et al., 2003) ،pCAMBIA3301 

(CAMBIA, Australia)  ٍpGPTV (Sprenger-

Haussels and Weisshaar, 2001) ػبخت  ثشاي

 .ٍکتَس خذيذ هَسد اػتفبدُ قشاس گشفت

ػوبصي هشاحول    ثِ هٌظَس ؿجيِ: pGC وکتور ساخت.

 Vector NTi, V11افضاس  ، اص ًشمpGCGiػبخت ٍکتَس 

 1هشاحل ػبخت ثِ عَس ؿوبتيك دس ؿكل . اػتفبدُ ؿذ

اص  pGCGiدس ػوبخت ٍکتوَس   . ًوبيؾ دادُ ؿوذُ اػوت  

 pGPTV  ٍpCAMBIA3301ٍکتَسّووووبي ٍالوووووذي  

قغعوِ دس ثشگيشًوذُ توَالي پشٍهوَتش کبهول      . اػتفبدُ ؿوذ 
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CaMV 35S   ثخووؾ اثتووذايي طى ٍGUS   کووِ حبهوول

اص  HindIII/BstBIّبي  ايٌتشٍى اػت ثب اػتفبدُ اص آًضين

ٍاکٌؾ ّضن . خذاػبصي ؿذ pCAMBIA3301ٍکتَس 

 ياثووووب هحتووووَ pCAMBIA3301هضووووبعف ٍکتووووَس 

ٍاحوذ   HindIII ،1ذ آًوضين  ٍاح 1هيكشٍگشم ٍکتَس،  1

 Tango 10Xهيكشٍليتوووش اص ثوووبفش   BstBI ،2آًوووضين 

(Thermo Fisher Scientific Inc) 20حدووون  دس 

ًيوض دس   pGPTVّوچٌويي، ٍکتوَس   . هيكشٍليتش اًدبم ؿذ

ؿشايظ هـبثْي ّضن ؿذ تب قغعِ دس ثشگيشًذُ تَالي پبيِ 

ٍکتَس خفتي ثِ اػتثٌبي تَالي پشٍهوَتش حوذاقل ٍ قغعوِ    

هحلوَل ٍاکوٌؾ   . اص آى خبسج گشدد GUSثتذايي طى ا

دسكذ الكتشٍفَسص  1ّضن ّش دٍ ٍکتَس دس طل آگبسٍص 

    ُ  9248ٍ  1221ّوبي   ؿذ ٍ ثِ تشتيوت ثبًوذّبيي ثوب اًوذاص

ٍ  pCAMBIA3301خفت ثبص اص ٍاکٌؾ ّضن ٍکتوَس  

قغعبت خذاػبصي ؿوذُ  . خذاػبصي ؿذ pGPTVٍکتَس 

 AccuPrep Gel)ػبصي اص طل  ثب اػتفبدُ اص کيت خبلق

Purification Kit, Bioneer, Korea)  ثووش اػووبع ٍ

ثووِ . ػوبصي ؿوذًذ   دػوتَسالعول ؿوشکت ػوبصًذُ خوبلق    

هٌظَس تعييي غلظت، قغعوبت خوبلق ؿوذُ الكتشٍفوَسص     

ؿذًذ ٍ پغ اص تخويي غلظوت هقوبديش هوَسد ًيوبص اص ّوش      

قغعِ خْت تْيِ ٍاکٌؾ اتلبل ثب اػتفبدُ اص ثشًبهِ تحت 

 ,ligation calculator (Krauss and Eggertؿوجكِ  

ًوبًَگشم اص   15ٍاکٌؾ اتلبل ؿبهل . هحبػجِ ؿذ (2014

ِ  HindIII:::BstBI-3'، 50-'5قغعوووِ   ًوووبًَگشم اص قغعووو

5'- BstBI::: HindIII -3' ،1  ٍاحووذ آًووضينT4 ليگووبص 

(Thermo Fisher Scientific Inc)  ٍ2   هيكشٍليتوش اص

 Thermo Fisher Scientific)ثشاثش غلظت  T4 10ثبفش 

Inc)  12هيكشٍليتووش تْيووِ ؿووذ ٍ ثووِ هووذت  20دس حدوون 

. ًگْووذاسي ؿووذػووبًتيگشاد دسخووِ  16ػووبعت دس دهووبي 

 2ثوب اضوبفِ ًووَدى     DH5αّوبي   هشحلِ تشاسيختي ػلَل

هيكشٍليتش اص هحلَل ٍاکوٌؾ اتلوبل ثوِ تيوَة حوبٍي      

هيكشٍليتش ػلَل هؼوتعذ ٍ ثوش اػوبع سٍؽ ؿوَ       100

. اًدبم ؿوذ  (Sambrook and Russell, 2001)حشاستي 

ّوبي   ّبي تشاًؼفَسم ؿوذُ خْوت اًتخوبة کلوًَي     ػلَل

-Bactoگووشم ثووش ليتووش  LB (10 ًَتشکيووت سٍي هحوويظ 

tryptone ،5  گووشم ثووش ليتووشBacto-yeast extract ،10 

گوووشم ثوووش ليتوووش آگوووبس    NaCl  ٍ15گوووشم ثوووش ليتوووش   

(Microbiology Agar, Sigma)  گوشم   هيلوي  50حبٍي

 .يي پخؾ ؿذًذثش ليتش کبًبهبيؼ

 :نوترکیدد  هددای  کلددونی مولکددولی تأییددد.

  ّبي اًتخبة ؿوذُ ثوب اػوتفبدُ اص تكٌيوك کلوًَي      کلًَي

PCR (Sambrook and Russell, 2001)    ُثوب اػوتفبد ٍ

 توووووَالي ثوووووب PSh4-Fاص پشايوشّوووووبي اختلبكوووووي 

5'- TCC TTT AGC AGC CCT TGC GC -3' ٍ 

 CGA TCC AGA CTG -'5 تَالي ثب PSh4-R پشايوش

AAT GCC CAC A -3'.(Shokouhifar et al., 

ٍاحوذ   1هحتَيوبت ٍاکوٌؾ ؿوبهل    . تأييذ ؿوذًذ  (2013

، (ؿشکت پبسع تَع) Taq DNA polymeraseآًضين 

 اص هيكشٍهووَلاس 10X PCR buffer، 200هيكشٍليتووش  1

 ،dNTPs (Genet Bio. Co, South Korea) هخلوَط 

پشايووش  خفوت   اص پيكَهوَل  MgCl2 ٍ 5 هوَلاس  هيلي 5/1

PSh4-F/R  ؿذ ٍ ثب اػتفبدُ  هيكشٍليتش تْيِ 10دس حدن

ّوبي اًتخوبة    يوك اص کلوًَي   اص ًَ  ػوپلش اػتشيل ّش

كووَست ِ ؿووذُ ثووِ عٌووَاى الگووَ دس ٍاکووٌؾ اضووبفِ ٍ ثوو

. حبٍي کبًبهبيؼيي کـت ؿوذًذ  LBهَاصي سٍي هحيظ 

 Personal) تشهَػووووبيكلش دػووووتگبُ دس ٍاکووووٌؾ
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Thermocycler, MWG Co. Germany)  5 ثوب  ِ  دقيقو

 35 ٍ( اٍليووِ ػووبصي ٍاػشؿووتِ) ػووبًتيگشاد دسخووِ 94 دس

 ػوووبًتيگشاد دسخوووِ 92 دس ثبًيوووِ 45 ثشًبهوووِ ثوووب چشخوووِ

 دهبي) ػبًتيگشاد دسخِ 58 دس ثبًيِ 30 ،(ػبصي ٍاػشؿتِ)

 ثؼوظ  دهوبي ) ػبًتيگشاد دسخِ 68 دس دقيقِ يك ،(اتلبل

( تَع پبسع ؿشکت تَكيِ اػبع ثش پليوشاص آًضين ثْيٌِ

 ثؼظ) ػبًتيگشاد دسخِ 72 دهبي دس دقيقِ 5 ،ًْبيت دس ٍ

 1هحلوَل ٍاکوٌؾ دس طل آگوبسٍص     .ؿوذ  اًدوبم ( ًْبيي

 green viewerّضاسم غلظوت اص سًو     1دسكذ حبٍي 

ّوب ثوب    تلَيش طل. آهيضي ؿذ سً ( ؿشکت پبسع تَع)

 .تْيِ ؿذ Geldocاػتفبدُ اص دػتگبُ 

 اص پتػوووويذ اػوووتخشاج هدوووذد تأييوووذ هٌظوووَسِ ثووو

 کيوووت اص اػوووتفبدُ ثوووب ؿوووذُ گوووضيٌؾ ّوووبي  ًَيکلووو

(AccuPrep®Plasmid Extraction, Bioneers Co.,. 

South Korea) ٍ اًدبم ػبصًذُ ؿشکت دػتَس اػبع ثش 

 الكتشٍفوَسصي  الگَي ثب آًْب الكتشٍفَسصي الگَي ٍ ؿذ

 پشايوشّوووبي خفوووت اص اػوووتفبدُ ثوووب pGPTV ٍکتوووَس

PSh4-F/R ٍ PSh4-F/3R (Shokouhifar et al., 

 ثشسػوي  PCR  کلًَي ٍاکٌؾ ثب هـبثِ ؿشايظ دس (2013

 .ؿذ

 سدددلو  در pGCGi سدددازه بیدددان ارزیدددابی.

 LBA4404تْيِ ػلَل هؼوتعذ اص ػوَيِ    :اگروباکتریوم

ثِ آى ثوب اػوتفبدُ    pGCGiاگشٍثبکتشيَم ٍ اًتقبل ٍکتَس 

 Hofgen and)اص سٍؽ اًدووووبد آًوووي اًدوووبم ؿوووذ 

Willmitzer, 1988) . ّوبي  ٍکتَس ،ّوچٌوييpGPTV ،

pBI121  ٍpCAMBIA3301  ثوووِ  ؿوووبّذثوووِ عٌوووَاى

فبقذ  GUSّبي اگشٍثبکتشيَم هٌتقل ؿذ تب ثيبى طى  ػلَل

ٍ ٍاخذ ايٌتوشٍى دس ػولَل اگشٍثوبکتشيَم هوَسد هقبيؼوِ      

ّووبي تشاسيخووت ؿووذُ ثووب اػووتفبدُ اص  ػوولَل. گيووشد قووشاس

 ٍ ثوووب اػوووتفبدُ اص پشايوشّوووبي  PCR  تكٌيوووك کلوووًَي

PSh3-F/R (Shokouhifar et al., 2013)   تأييوذ ؿوذ. 

ّبي حوبٍي ٍکتَسّوبي    ليتش اص کـت هبيع کلًَي هيلي 1

pGC ،pGPTV ،pBI121  ٍpCAMBIA3301  ثوووووووب

 ,Sigma)دٍس دس دقيقوووِ ػوووبًتشيفيَط   3000 ًيوووشٍي

Germany) پغ اص حوزف هحويظ کـوت خْوت      ؿذ ٍ

 .گشفتِ ؿذ کبسِ ث GUSػٌدؾ فعبليت آًضين 

تسریدددق  وشر از اسدددتهاده بدددا موقدددت بیدددان.

ِ  ثشاي اًتقبل هَقت ػبصُ :اگروباکترویوم ّوبي   ّب ثِ ًوًَو

اػتفبدُ ؿذ  تضسيق اگشٍثبکتشٍيَمهَسد آصهبيؾ اص سٍؽ 

(Yang et al., 2000) .ّوووبي  ثوووذيي هٌظوووَس ػووولَل

ليتوش اص   هيلوي  10دس  pGCGiاگشٍثبکتشيَم حبٍي ٍکتوَس  

 50گشم دس ليتوش سيفمهپيؼويي ٍ    هيلي 30حبٍي  LBهحيظ 

 72گشم دس ليتوش کبًبهبيؼويي کـوت ؿوذ ٍ ثوِ هوذت        هيلي

دٍس  150دسخِ ػبًتيگشاد ٍ ثب ًيوشٍي   28ػبعت دس دهبي 

ّوبي   ػولَل . دس دقيقِ دس ؿيكش اًكَثبتَس ًگْذاسي ؿوذًذ 

سػوَة دادُ   دٍس دس دقيقِ 2500ثبکتشي ثب ػبًتشيفيَط دس 

ليتووش   هيلووي 20ؿووذًذ ٍ پووغ اص حووزف هحوويظ کـووت دس 

گووشم ثووش ليتووش  NH4Cl ،3/0ليتووش  گووشم ثووش 1) القووبهحوويظ 

MgSO4-7H2O ،015/0  گشم ثش ليتشKCl ،01/0   گشم ثوش

 FeSO4-7H2O ،2 گووشم ثووش ليتووش   هيلووي CaCl2 ،5/2ليتووش 

 دسكوذ  MES ،1هوَلاس    هيلوي  20هَلاس ثبفش فؼفبت،   هيلي

هعلق ؿذًذ ٍ خْت القب ثِ هوذت  ( 5/5ػَکشٍص ثب اػيذيتِ 

. تيوووبس ؿووذًذ دػووبًتيگشادسخووِ  28يووك ؿووت دس دهووبي 

دقيقووِ  15دٍس دس دقيقووِ ثووِ هووذت    2500ّووب ثووب  ػوولَل

سػَة دادُ ؿذًذ ٍ ػپغ دس هحلَل تضسيق  ٍَط يػبًتشيف

ثووب  MESهووَلاس   هيلووي MgSO4  ٍ10هووَلاس   هيلووي 10)
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حوذٍد  . سقيق ؿوذًذ  OD600;8/0تب غلظت ( 5/5اػيذيتِ 

هيكشٍليتش اص ػَػپبًؼيَى ثبکتشي دسٍى فضبي هيوبى   100

ّوبي ػوبلن ٍ هتلول ثوِ گيوبُ ثوب اػوتفبدُ اص         ثوشگ ػلَلي 

 پغّب  گيبّچِ. ليتشي تضسيق ؿذ  هيلي 1ػشً  پتػتيكي 

ّوبي پتػوتيكي پَؿوبًذُ ٍ دس     ٍػيلِ پَؿوؾ ِ اص تضسيق ث

 24اص  پوغ . ًگْذاسي ؿذًذ ػبًتيگشاددسخِ  22±2دهبي 

ي ّوب  ثشگّبي پتػتيكي حزف گشديذ ٍ  ػبعت پَؿؾ

خْوت ػوٌدؾ ّيؼتَؿويويبيي     سٍص ػِتضسيق ؿذُ ثعذ اص 

 .ؿذًذاػتفبدُ  GUSفعبليت طى 

 روش از اسدتهاده  بدا  pGCGi وکتور بیان آنالیس.

سٍي رسات عت پَؿوؾ دادُ   pGCGiػبصُ  :ریسپرتابی

-Biolistic PDS اص دػوووتگبُ ،دس ايوووي هغبلعوووِ. ؿوووذ

1000/He Particle Delivery System |.(BioRad, 

USA). هيكشٍهتش ثو  5/0غش ثذيي هٌظَس رسات عت ثِ ق ِ

. آغـوتِ ؿوذًذ   pGCGiٍػيلِ پتػويذ هشثَط ثوِ ػوبصُ   

 5هيكشٍگووشم پتػووويذ سٍي  10حووذٍد  ،دس ايووي سٍؽ

گوشم رسات عوت پَؿوؾ دادُ ؿوذ ٍ ثوِ دُ قؼووت         هيلي

ٍ  PSI 300فـبس گبص سٍي . ثشاي دُ ؿليك تقؼين ؿذًذ

 6عول ؿليك دس فبكولِ  . اص ديؼك هٌبػت اػتفبدُ ؿذ

پوغ اص ثوجوبساى   . ّبي پيبص اًدبم ؿذ سٍي فلغ هتش ػبًتي

سافيلن ثؼوتِ ؿوذ ٍ دس   بّوب ثوب پو    ديوؾ  ّب دسة پتشي ًوًَِ

. دس تبسيكي ًگْوذاسي ؿوذًذ   ػبًتيگشاددسخِ  22دهبي 

ّبي پيبص خذاػبصي ٍ ثيوبى   ثـشُ فلغ ،ػبعت 24پغ اص 

سٍؽ ػووٌدؾ ّيؼتَؿوويويبيي   ثووب GUSطى گضاسؿووگش 

؛ (Jefferson et al., 1987 ثتبگلَکَسًٍيووذاصآًووضين 

Cervera, 2004)  ؿذثشسػي. 

 :GUS آنسیيدی  فعالیدت  هیستوضدیيیایی  سنجص.

ػوبعت پوغ اص    48هتوش   ػبًتي 1ّبي ثشگي ثِ قغش  ديؼك

ػٌدؾ  ثشايآلَدگي اص هحل تضسيق ٍ ؿليك تْيِ ؿذ ٍ 

 هوَسد ثشسػوي قوشاس گشفوت     GUSّيؼتَؿيويبيي، فعبليت 

Jefferson et al., 1987) ؛(Cervera, 2004 . عي پغ اص

 .ّب تلَيشثشداسي ؿذ ًوًَِآهيضي اص  هشاحل سً 

 
 بحث و نتایج

 ًبقول  پشٍهَتش، آًبليض ثشاي لاصم ّبي ٍيظگي ثِ تَخِ ثب

pGPTV ِهَقوت  ثيبى دس هغلَة ًبقل يك عٌَاى ث ( ِ  کو

ُ  هوَسد  (اػت کوتشي صهبى هؼتلضم آى اًدبم  قوشاس  اػوتفبد

 pGPTV (Sprenger-Haussels and ًبقوول .گيووشد هووي

Weisshaar, 2001) ِحووذاقل تووَالي ثووَدى داسا دليوول ثوو 

 خْوووت هٌبػوووت آًضيووووي ّوووبي خبيگوووبُ ٍ پشٍهوووَتشي

 پشٍهَتشّوبي  آًوبليض  دس تٌظيووي  يّوب  تَالي ػبصي ّوؼبًِ

 ,.Kirsch et al) اػت گشفتِ قشاس اػتفبدُ هَسد هلٌَعي

؛ Rushton et al., 2002؛ Heise et al., 2002؛ 2001

Mazarei et al., 2008 ؛Shokouhifar et al., 2011 ؛

(Shokouhifar et al., 2013 .ايوووي اص تعوووذادي دس 

 ثووش هجتٌووي وووييدا اًتقووبل ثووب pGPTV ًبقوول ،هغبلعووبت

ِ  اًتقوبل  ّذف گيبُ ثِ اگشٍثبکتشيَم ُ  ٍ يبفتو  تشايخوت  گيوب

ِ  کوبس ِ ثو  پشٍهوَتش  آًبليض خْت حبكل  اػوت  ؿوذُ  گشفتو

Mazarei et al., 2008) ؛Shokouhifar et al., 2011 ؛

Shokouhifar et al., 2013) .اص ديگوووش ثشخوووي دس 

 ثووِ PEG ثووش هجتٌووي سٍؽ ثووب ًبقوول اًتقووبل اص ّووب، پووظٍّؾ

ُ  ػلَلي ػَػپبًؼيَى  پشٍهوَتش  آًوبليض  خْوت  اػوفٌبج  گيوب

 ,.Heise et al؛ (Kirsch et al., 2001 اػت ؿذُ اػتفبدُ

 ىثيب آًبليض هتعذد هضايبي. Rushton et al., 2002)؛ 2002

 ٍ صهووبى خولووِ اص سٍؽ تضسيووق آگشٍثووبکتشيَم اص هَقووت

 ؿوذُ  ػوجت  آى اًدوبم  خْوت  ًيوبص  هوَسد  اًوذ   اهكبًبت
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 تٌظيووي  يّوب  تَالي آًبليض دس سٍؽ ايي اص اػتفبدُ تب اػت

 Zahur؛ (Yang et al., 2000 گيوشد  قشاس تَخِ هَسد ًيض

et al., 2009 ؛(Dalal et al., 2010 .  ّشچٌووذ ًبقوول

pGPTV آًبليض پشٍهوَتش دس ػيؼوتن ثيوبى     ثشايى تَا سا هي

 اص اهب ،هَقت هجتٌي ثش اگشٍثبکتشيَم هَسد اػتفبدُ قشاس داد

ِ  آًدب  ايٌتوشٍى  فبقوذ  گضاسؿوگش  طى حوبٍي  ًبقول،  ايوي  کو

 لوزا  ،اػت پزيش اهكبى ًيض آگشٍثبکتشيَم دس آى ثيبى، اػت

 اص خلوَگيشي  ثوشاي  گضاسؿوگش  طى ايوي  کشدى داس ايٌتشٍى

 .سػذ هي ًظش ثِ ضشٍسي آى پشٍکبسيَتي ثيبى

دس  :آن مولکدولی  تأییدد  و pGCGi ناقل ساخت.

 GUSثِ هٌظَس ػبخت ػبصُ حوبٍي طى   پظٍّؾ حبضش،

، اص CaMV 35S کبهلداس تحت کٌتشل پشٍهَتش  ايٌتشٍى

 pCAMBIA3301 (CAMBIA, Australia)ّوبي   ًبقل

 ٍpGPTV.(Sprenger-Haussels and Weisshaar, 

ثوِ عٌوَاى    pCAMBIA3301ًبقول   .اػتفبدُ ؿذ (2001

حبهل ايٌتوشٍى ٍ ّوچٌويي توَالي     GUSدٌّذُ تَالي طى 

ثِ عٌَاى  pPGPTVٍ ًبقل  CaMV 35Sپشٍهَتش کبهل 

 .کبس گشفتِ ؿذِ تَالي پبيِ دس ايي هغبلعِ ث

 ًبقول  اص داس ايٌتشٍى GUS طى اثتذاي قغعِ هٌظَس ثذيي

pCAMBIA3301 ثب  ِ  pGPTV ًبقول  دس آى هعوبدل  قغعو

 توَالي  سديفوي  ّون  .ؿَد هي خبيگضيي (ايٌتشٍى فبقذ غعِق)

 pCAMBIA3301 ٍ pGPTV ّوبي  ًبقل T-DNA هٌغقِ

ِ  کِ داد ًـبى  GUS طى اثتوذاي  دس يكؼوبًي  کوبهتً  هٌغقو

 ايوي  دس هَخَد آًضيوي ّبي خبيگبُ هقبيؼِ ثب .داسد ٍخَد

 دػوت  پبييي دس خبيگبُ داساي کِ BstBI آًضين هحذٍدُ،

 pCAMBIA3301 ًبقوول دس GUS طى ايٌتشًٍووي هٌغقووِ

 پشٍهوووووَتش ثبلادػوووووت دس HindIII آًوووووضين ٍ اػوووووت

CaMV 35S، (.1 ؿووكل) ؿووذًذ  اًتخووبة  ُ  اص اػووتفبد

 قغعوبت  ػبصي ّوؼبًِ کِ داد ًـبى Vector NTi افضاس ًشم

 خَاًوذى  چْوبسچَة  حفو   ثوب  ًبقل دٍ دس ؿذُ خبيگضيي

(ORF) طى GUS اػت پزيش اهكبى. 

 ثوووب) pCAMBIA3301 ًبقووول اص خذاؿوووذُ قغعوووِ

 َتيوذ يًَکل 1221 عوَل  ثب (BstBI ٍ HindIII ّبي آًضين

 طى اص ثخـوي  ،CaMV 35S پشٍهَتش تَالي ثش عتٍُ کِ

GUS ثوب  گيوشد  هوي  ثوش  دس ًيوض  اػت ايٌتشٍى ٍاخذ کِ سا 

 ًبقول  .ؿوذ  خوبيگضيي  pGPTV ًبقول  دس آى هعبدل قغعِ

ِ  ؿوذُ  ػٌتض خذيذ  ٍ گشديوذ  گوزاسي  ًوبم  pGCGi ًوبم  ثو

 ثجت ثِ KF240818 ؿوبسُ ثِ طى ثبًك دس ىآ اعتعبت

 .اػت سػيذُ

 الگوَي  اػوبع  ثوش  pGCGi ًبقول  ػبصي ّوؼبًِ تأييذ

PCR ؿوذ  اًدوبم  ياختلبكو  يآغبصگشّوب  اص اػتفبدُ ثب. 

 خبيگووبُ ثبلادػووت دس PSh4F ًووبم ثووِ ػووٌغ آغووبصگش

HindIII ٍ ػٌغ آًتي آغبصگش يك  ِ  دس PSh4R ًوبم  ثو

 پووبييي دس PSh3R ًووبم ثووِ ديگووشي ٍ GUS طى اثتووذاي

ُ  هوَسد  BstBI آًضين خبيگبُ دػت  گشفوت  قوشاس  اػوتفبد

 (.1 ؿكل)

 تكثيووش  ثووب PSh4F/4R آغووبصگش دٍ اص اػووتفبدُ ثووب

ِ  ثبص خفت 244 ٍ 1094 ّبي اًذاصُ ثِ ثبًذّبيي  تشتيوت  ثو

 توووبيض قبثوول يكووذيگش اص pGCGi ٍ pGPTV ًبقوول دٍ

 آغووبصگش خفووت ٍػوويلِ ثووِ ،ّوچٌوويي (.2 ؿووكل) ّؼووتٌذ

PSh4F/3R خفت 1104 ٍ 1954 ّبي اًذاصُ بث ثبًذّبيي 

 ؿوذ  تكثيش pGCGi ٍ pGPTV ّبي ًبقل اص تشتيت ثِ ثبص

 (.2 ؿكل)
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 .کٌٌذُ هتوبيض قغعبت اًذاصُ ٍ پشايوشّب اتلبل هحل دٌّذُ ًـبى ،pGC خذيذ ػبصُ ٍ pGPTV ًبقل دس T-DNA هٌغقِ ؿوبتيك ًوبي -1 ؿكل

LB: left border, NOS-ter: nopaline synthase terminator, NptII: neomycin phosphotransferase, NOS-pro: nopaline synthase 
promoter, CaMV 35S: cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S promoter, MP: minimal promoter (the sequence -46 to +8 from 
CaMV 35S promoter), GUS: β-glucuronidase gene containing an intron, NOS-ter: nopaline synthase terminator, int: intron, 
RB: right border, PSh4-F/R and PSh3-R: specific primers. 

 

 
ُ  ثوب  PCR کلوًَي  تكٌيك اص حبكل الكتشٍفَسصي الگَي -2 ؿكل ِ  هشثوَط  :PSh4F/4R ٍ PSh4F/3R .1 ٍ 3 پشايوشّوبي  اص اػوتفبد  کلوًَي  ثو

ِ  ؿوبّذ  ثِ عٌَاى pGPTV ًبقل ثِ هشثَط :PSh4F/4R ٍ PSh4F/3R، 2 ٍ 4 پشايوشّبي ثِ هشثَط تشتيت ثِ pGCGi خذيذ ًبقل حبٍي  تشتيوت  ثو

 .DNA ٍصًي ًـبًگش :PSh4F/4R ٍ PSh4F/3R، M پشايوشّبي ثِ هشثَط

 

 GUS پروکددداریوتی بیدددان عددددم بررسدددی.

ثوِ دليول داسا    pGCGiًبقول   :pGCGi ناقل دار اینترون

داس دس ػيؼووتن پشٍکووبسيَتي  ايٌتووشٍى GUS ثووَدى تووَالي

. قووبدس ثووِ تَليووذ آًووضين ثتبگلَکَسًٍيووذاص ًخَاّووذ ثووَد  

ّووبي اگشٍثووبکتشيَم  سٍد دس کلووًَي اًتظووبس هووي ثٌووبثشايي،

ثوِ دليول عوذم پيوشايؾ      pGCGiتشاًؼفَسم ؿذُ ثب ًبقول  

RNA    حووزف ايٌتووشٍى ٍ عووذم تشخوووِ آى، ٍاکووٌؾ ٍ

ُ  پويؾ آًضيوي تجوذيل ؿوذى    ًٍيوذ ٍ تَليوذ   ثتبگلَکش هوبد

ثوِ   pGCGiًبقول   ،ثوذيي هٌظوَس  . سً  آثي اًدبم ًگيشد

آگشٍثووووبکتشيَم هٌتقوووول ؿووووذ ٍ   LBA4404ػووووَيِ 
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ي تشاًؼوفَسم ؿوذُ ثوب اػوتفبدُ اص آغبصگشّوبي      ّب کلًَي

PSh4-F/R ّبي حبٍي ًبقل  عولكشد کلًَي. تأييذ ؿذًذ

pGCGi    ٍ اص ًظش قبثليت تَليذ آًوضين ثتبگلَکَسًٍيوذاص

ّوبي   لًبقو اص . ؿوذ َليذ سً  آثي هقبيؼِ اًدبم ٍاکٌؾ ت

pGPTV ( داسايGUS   فبقذ ايٌتشٍى تحت کٌتشل توَالي

 GUSداساي ) pCAMBIA301، (حوووذاقل پشٍهوووَتشي

ٍ ( CaMV 35Sداس تحت کٌتشل پشٍهَتش کبهول   ايٌتشٍى

pBI121 ( داسايGUS   فبقوووذ ايٌتوووشٍى تحوووت کٌتوووشل

ثوِ عٌوَاى ؿوبّذ اػوتفبدُ     ( CaMV 35Sپشٍهَتش کبهول  

 .ديذگش

 فقوظ  داد ًـبى ّب کلًَي آهيضي سً  اص حبكل ًتبيح

 سًو   pBI121 ًبقول  حبهول  يّوب  کلًَي حبٍي ٍاکٌؾ

ِ  حبلي دس ًوَد، تَليذ آثي ِ  قوبدس  ّوب  کلوًَي  ػوبيش  کو  ثو

ِ  pBI121 ًبقول  (.3 ؿكل) ًجَدًذ ٍاکٌؾ اًدبم  دليول  ثو

 تووَالي کٌتوشل  تحوت  ايٌتووشٍى فبقوذ  GUS طى ثوَدى  داسا

 پشٍکووبسيَتي ػيؼووتن دس CaMV 35S پشٍهووَتش کبهوول

ِ  حوبلي  دس اػوت،  ثَدُ آًضين تَليذ ثِ قبدس  ديگوش  دس کو

ِ  ّوب  ًبقل  ًبقول  هبًٌوذ ) داس ايٌتوشٍى  GUS حضوَس  دليول  ثو

pCAMBIA3301) کبهووول توووَالي حضوووَس عوووذم يوووب 

 ٍخَد آًضين تَليذ اهكبى (pGPTV ًبقل هبًٌذ) پشٍهَتش

 .اػت ًذاؿتِ

Ohta ٍ دس ٌتوشٍى اي ًوَدى ٍاسد ثب( 1990) ّوكبساى 

ِ  اگشٍثوبکتشيَم  يّب ػلَل دادًذ ًـبى GUS طى  دليول  ثو

 آًووضين تَليووذ ثووِ قووبدس RNA پووشداصؽ ػيؼووتن ًجووَد

 دس آهووذُ دػووت ثووِ ًتووبيح .ًيؼووتٌذ گلَکَسًٍيووذاصثتب

 ّوبي  ًبقل دس GUS طى ثيبى خلَف دس حبضش پظٍّؾ

pGCGI ٍ pCAMBIA3301 هغبثقووت آًْووب ًتووبيح ثووب 

ِ  ًتبيح ،ديگش ػَي اص .داسد پوظٍّؾ   دس آهوذُ  دػوت  ثو

 فبقوذ  GUS طى حبٍي pBI121 ًبقل کِ داد ًـبىحبضش 

 ثيوبى  ثِ قبدس CaMV 35S پشٍهَتش کٌتشل تحت ايٌتشٍى

 فعوبل  آًوضين  ٍ اػوت  آگشٍثبکتشيَم ػلَل دس GUS طى

 ّوكوبساى  ٍ Ohta تَػوظ  هـوبثْي  ًتبيح .ًوبيذ هي تَليذ

(1990) ٍ Jefferson ٍ ثيوبى  هَسد دس (1987) ّوكبساى 

 آگشٍثووبکتشيَم ّووبي ػوولَل دس ايٌتووشٍى فبقووذ GUS ىط

 .اػت ؿذُ گضاسؽ

 طى ييثبکتشيوب  ثيوبى  عوذم  آصهوبيؾ  ايوي  دس چٌوذ  ّش

GUS، اًدوبم  ػبصي ّوؼبًِ ثِ هشثَط قجلي ًتبيح  ُ  سا ؿوذ

ِ  ايي دسٍخَد ايي،  ثب ،ًوَد تأييذ  اػوت  ضوشٍسي  هشحلو

 يَکوبسيَتي  ػيؼوتن  دس داس ايٌتوشٍى  GUS طى ثيبى اهكبى

  .گيشد قشاس تأييذ ٍ سػيثش هَسد

 
ُ  ًـوبى  آثوي  سًو   .گضاسؿوگش  طى دس ايٌتشًٍوي  توَالي  ؿذى ٍاسد دليل ثِ pGCGi ػبصُ دس GUS ييثبکتشيب ثيبى عذم تأييذ -3 ؿكل  ثيوبى  دٌّوذ

  .اػت (pBI121 ًبقل) هثجت کٌتشل ًوًَِ دس GUS طى ييثبکتشيب

 پشٍهَتش، حذاقل تَالي کٌتشل تحت ايٌتشٍى ثذٍى GUS تَالي حبهل pGPTV ًبقل :1

 ،CaMV 35S پشٍهَتش کبهل تَالي کٌتشل تحت داس ايٌتشٍى GUS تَالي حبهل pCAMBIA3301 ًبقل :2

 ،CaMV 35S پشٍهَتش کبهل تَالي کٌتشل تحت داس ايٌتشٍى GUS تَالي حبهل pGCGi ًبقل :3

 .CaMV 35S َتشپشٍه کبهل تَالي کٌتشل تحت ايٌتشٍى ثذٍى GUS تَالي حبهل pBI121 ًبقل :4
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 ناقدل  دار اینترون GUS شن یوکاریوتی بیان تأیید.

pGCGi:  قبثليووت ثيووبى طىGUS داس ًبقوول  ايٌتووشٍىpGCGi 

دس ػيؼتن يَکبسيَتي تَػظ آصهَى ثيبى هَقوت ثوب اػوتفبدُ    

ثوب  . ؿوذ ثشسػوي   تضسيق اگشٍثوبکتشيَم اص سٍؽ سيضپشتبثي ٍ 

د طى سٍ اًتظوبس هوي   CaMV 35Sتَخِ ثِ حضوَس پشٍهوَتش   

GUS ًبقول  . ّوبي گيوبّي ثيوبى ؿوَد     عَس داين دس ػلَلِ ث

سيضپشتبثي ثِ ثبفت ثـشُ فلغ پيوبص   سٍؽثب  pGCGiخبلق 

ًتووبيح ػووٌدؾ ّيؼتَؿوويويبيي فعبليووت آًووضين . هٌتقوول ؿووذ

ثتبگلَکَسًٍيذاص ًقبط آثي سً  سا دس ثبفت هوَسد ثشسػوي   

 ثوب ثوِ دليول هبّيوت اًتقوبل طى     (. A-4ؿكل )ًوبيبى ػبخت 

كوَست پشاکٌوذُ   ِ ّب ث سٍد ػلَل سيضپشتبثي اًتظبس هيسٍؽ 

ثووِ ّووويي دليول ًقووبط آثووي   کووشدُ ثبؿوٌذ، ًبقول سا دسيبفووت  

 ّوبي  ثشسػوي دس . اي دس ًتيدِ ػٌدؾ ًوبيبى گوشدد  پشاکٌذُ

تحوت کٌتوشل پشٍهوَتش     GUSقبثليت ثيبى هَقت طى  ،هـبثِ

CaMV 35S ّووبي هختلووف گيووبّي ثووب سٍؽ    دس ثبفووت

؛ (Helenius et al., 2000 اػووت ؿووذُسيضپشتووبثي تأييووذ 

Nehlin et al., 2000 ؛(Higo et al., 2005 .  ًِتوبيح ثوو

ضوي تأييذ هشاحل ػوبخت   پظٍّؾ حبضش،دػت آهذُ دس 

قووشاس  CaMV 35Sًـووبى داد کووِ پشهووَتش   pGCGiًبقوول 

قووبدس ثووِ فعبليووت  GUSگشفتووِ دس ثبلادػووت طى گضاسؿووگش 

فوت توَالي   ثب تَخِ ثوِ دس يب  GUSطى  ،اص ػَي ديگش. اػت

خَثي دس چبسچَة خَاًذى كحيح کلَى ؿوذُ  ِ ايٌتشًٍي ث

ثوِ  ٍ دس ػلَل گيبّي پغ اص اًدوبم هشاحول پوشداصؽ قوبدس     

 .اػتآًضين ثتبگلَکَسًٍيذاص تَليذ 

 ثيوبى  تووبيض  اص اعويٌوبى  هٌظوَس ِ ثو  ديگش، هغبلعِ دس

 سٍؽ اص pGCGi ًبقووول پشٍکوووبسيَتي ٍ يَکوووبسيَتي

 ،سٍؽ ايوووي دس .ؿوووذ اػوووتفبدُ تضسيوووق اگشٍثوووبکتشيَم

ُ  تشاًؼفَسم ّبي ػلَل  ًبقول  ٍاخوذ  اگشٍثوبکتشيَم  ؿوذ

pGCGi ِآثوي  سًو   تَليوذ  ٍاکوٌؾ  اًدوبم  ثِ قبدس ک 

ُ  ثوشگ  ثبفت ثِ ػشً  اص اػتفبدُ ثب ًجَدًذ  تَتوَى  گيوب

 ثشگي ّبي ديؼك تضسيق، اص پغ سٍص ػِ .ؿذًذ تضسيق

 ػوووٌدؾ ثوووب ٍ ؿوووذ تْيوووِ ؿوووذُ تضسيوووق ًبحيوووِ اص

 قبثليوت  گلَکَسًٍيوذاص ثتب ًوضين آ فعبليت ييّيؼتَؿيويب

 ّوبي  لكِ کِ داد ًـبى ًتبيح .ؿذ ثشسػي GUS طى ثيبى

ُ  تـوكيل  تضسيق هحل دس سًگي آثي  ؿوكل ) اػوت  ؿوذ

4-B.)  
 

   
ِ  (B) تَتَى ثشگ ٍ (A) پيبص فلغ ثـشُ ثبفت دس GUS طى هَقت ثيبى ييّيؼتَؿيويب ػٌدؾ ًتبيح -4 ؿكل ُ  ثوب  تشتيوت  ثو  ّوبي  سٍؽ اص اػوتفبد

ُ  دسيبفوت  سيضپشتبثي سٍؽ ثب ؿليك اص پغ سا طى کِ پيبص ثـشُ يّب ػلَل دٌّذُ ًـبى سً  آثي ًقبط A) .تضسيق اگشٍثبکتشيَم ٍ پشتبثيسيض  کوشد

 هَقوت  عَسِ ث T-DNA اًتقبل ثب اػت تَاًؼتِ کِ pGCGi ػبصُ حبهل اگشٍثبکتشيَم ػَػپبًؼيَى ًفَر هٌغقِ سً  آثي ّبلِ B) اًذ، ًوَدُ ثيبى ٍ

ُ  ًـوبى  تلوَيش  .ًوبيوذ  ثيوبى  تَتوَى  ثوشگ  ثبفت دس سا ايٌتشٍى حبهل GUS طى  ثوَدى  كوحيح  ٍ ٍ CaMV 35S پشٍهوَتش  عولكوشد  كوحت  دٌّوذ

 .اػت آى دس ؿذُ ٍاسد ايٌتشًٍي تَالي ثَدى ػبصگبس ٍ pGCGi خذيذ ٍکتَس دس GUS طى تَالي خَاًذًي چْبسچَة
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 تٌْوب  pGCGi ًبقل کِ داد ًـبى پظٍّؾ حبضش ًتبيح

ِ  قبدس گيبّي ػلَل سد  ٍاکوٌؾ  اًدوبم  ٍ آًوضين  تَليوذ  ثو

تضسيوووق سٍؽ  اص ،هـوووبثِ هغبلعوووبت دس .اػوووت ثوووَدُ

 گيبّووبى دس GUS طى هَقووت ثيووبى ثووشاياگشٍثووبکتشيَم 

ُ  هختلوف  ُ  اػوتفبد ؛ (Kapila et al., 1997 اػوت  ؿوذ

Van der Hoorn et al., 2000 ؛Yang et al., 2000 ؛

Wroblewski et al., 2005). ًبقل ًوَد تأييذ بيحًت ايي 

pGCGi ثوشگ  ثبفوت  ّوبي  ػلَل ثِ هٌبػجي کبسآهذي ثب 

 تضسيوق اگشٍثوبکتشيَم   سٍؽ دس ٍ اػت ؿذُ هٌتقل تَتَى

 .اػت اػتفبدُ قبثل

ِ  داد ًـوبى پظٍّؾ حبضش  اص آهذُ دػت ثِ ًتبيح  کو

 GUS طى ثيوووبى قبثليوووت ثوووِ تَخوووِ ثوووب pGCGi ًبقووول

 آى ثيبى عذم ٍ گيبُ ثشگ ثبفت ّبي ػلَل دس داس ايٌتشٍى

 پشٍهووَتش آًووبليض اًدووبم ثووشاي اگشٍثووبکتشيَم، ػوولَل دس

 ٍ تضسيووق اگشٍثووبکتشيَم  سٍؽ ثووب هَقووت ثيووبى تَػووظ

 .اػت اػتفبدُ قبثل اگشٍايٌفيلتشاػيَى

 

 سپاسگساری

 هلي پظٍّـگبُ پظٍّـي هحتشم هعبًٍت اص ًگبسًذگبى

ِ  فٌبٍسي صيؼت ٍ طًتيك هٌْذػي  دس هؼوبعذت  خوبعش  ثو

 .ٌووذيًوب هووي ػپبػووگضاسي تحقيووق ايووي يهووبل هٌووبثع هييأتوو

ُ  گيوبّي  علوَم  پظٍّـوكذُ  هوذيشيت  اص ،ّوچٌيي  داًـوگب

 آصهبيـگبّي اهكبًبت ًوَدى هْيب ػجت ثِ هـْذ فشدٍػي

 .ؿَد هي قذسداًي آصهبيـبت اص ثخـي اًدبم خْت لاصم
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Abstract 
Transient gene expression is fast, easy and not influenced by positional effects that potentially 
affect on gene expression levels in stable gene transformation. Transient expression can be 
applicable using agroinfilteration, biolistic and viral vectors. Agrobacterium mediated 
transient expression have been shown as an efficient and versatile method for analyzing 
transgene expression, gene scilencing, host-pathogen interactions, protein-protein interaction, 
and cis-element/transfactor interaction. A control vector consists of an interon containing 
reporter gene under control of a common promoter is often required for Cis-acting elemen 
analysis to standardize the variation. This study was carried out to construct a control vector 
based on two parental binary vectors, pGPTV and pCAMBIA3301. The constructed vector, 
pGCGi had an interon containing GUS reporter gene under control of the full sequence of 
CaMV 35S promoter. The GUS staining results revealed that the GUS intron containg gene 
cannot produce an active B- glucronidase enzyme in agrobacterial cells. The functional gene 
expression analysis of the new vector was done using agroinjection and prticle delivery 
system in tobacco and onion eoidermal cells respectively. The histochemical GUS staining 
results showed pGCGi could express the reporter gene in plant cells and culd be used as 
control vector in transient expression experiments. 
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