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ــاه روش  ــرگ گی ــوم در ب ــق اگروباكتري ــر تزري ــی ب ــت مبتن ــان موق بی
نســبتاً ســريع و قابــل اعتمــادی بــرای آنالیــز توالی های تنظیمی اســت. 
بــه منظــور بهره گیــری از مزايــای ايــن تکنیــك يــك ناقــل بیانی مناســب 
بــرای انجــام آزمــون بیــان موقــت عناصــر تنظیمــی مبتنــی بــر تزريق 
اگروباكتريــوم مــورد نیــاز اســت. در ايــن مطالعــه بمنظــور ســاخت يك 
ناقــل بیانــی گیاهــی، جايگاه هــای آنزيمــی مناســب از وكتــور pBGi به 
عنــوان قطعــه در نظــر گرفتــه شــد و وكتــور pCAMBIA3301 حامــل 
ــوان  ــه عن ــر 35S CaMV  ب ــذف پرموت ــس از ح ــگر GUS پ ژن گزارش
توالــی پايــه اســتفاده شــد. وكتــور جديــد بــه نــام pCaBGi از طريــق 
وارد نمــودن قطعــه BamHI/SnaBI از وكتــور pBGi بــه جــای قطعــه 
ــد  ــد. تايی ــاخته ش ــور pCAMBIA3301 س BamHI/SnaBI در وكت
ناقــل جديــد بــا اســتفاده از روش كلنــی PCR و توالــی يابــی بوســیله 
ــگر در  ــان ژن گزارش ــدم بی ــد. ع ــام ش ــای R/F2-PSh4 انج آغازگره
میزبــان پروكاريوتــی بــا ســنجش فعالیــت آنزيــم بتاگلوكورونیــداز در 
ســويه GV3101 اگروباكتريــوم بــه عنــوان يــك سیســتم پروكاريوتــی 
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مقدمه
آناليز توالي هاي تنظيمي با قرار د ادن آنها در سازه هاي مناسب در سيستم هاي بياني قابل انجام 
است. انتقال اين سازه ها به گياه و توليد گياهان تراريخت حامل مجموعه توالي تنظيمي متصل 
شد ه به ژن گزارشگر در مطالعات متعدد ي جهت آناليز توالي هاي تنظيمي بکار گرفته شد ه است 
اين روش در  )Shokouhifar et al., 2011a; Shokouhifar et al., 2011b(. مزايا و معايب 
 Gurr and Rushton 2005; Cazzonelli and(  مقالات مروري مورد بررسي قرار گرفته است
Velten 2008; Gupta et al., 2011; Blazeck and Alper, 2013(.از جمله معايب اين روش 

گياه  توليد  دليل  به  هرچند  نمود.  اشاره  آن  بالای  هزينه  و  كار  مراحل  بودن  زمانبر  به  می توان 
تراريخت امکان تکرار آزمايش با كشت مجدد گياه تراريخت ممکن خواهد بود. ولي از آنجا كه وارد 
شدن مجموعه ژني در ژنوم گياه می توانند به دليل موقعيت ورود آن در ژنوم و تعد اد نسخه وارد 
شد ه تحت تاثير قرار گيرد بيان موقت با توجه به ديگر مزاياي آن مي تواند جايگزين مناسبي جهت 

.)Liu et al., 2011; Bahrabadi et al., 2014( توليد گياهان تراريخت باشد
بمنظور انجام آناليز توالي هاي تنظيمي با استفاد ه از روش اگرواينجکشن به عنوان يکي از ساد ه ترين 
ابد اع  از زمان  نياز است.  با ويژگي هاي خاص مورد  به يک وكتور جفتي  بيان موقت  روش هاي 
روش استفاد ه از وكتورهاي جفتي )Hoekema et al., 1983( در سال 1983 تا كنون وكتورها 
 Chen et al., 2003; Gynheung 1987; Hellens et al.,( جفتي مفيد زياد ي ساخته شد ه است
 2005; Hellens et al., 2000; Hoekema et al., 1983; Lee and Gelvin 2008; PCAMBIA

Sainsbury et al., 2009; Xiang et al., 1999 ;( كه هريک با مهيا نمودن امکانات جديد شرايط 

انتقال ژن را به گياه تسهيل نمود ه اند. در اين بين وكتورهايي به منظور استفاد ه در آزمايشات بيان 
 Hellens et( و آناليز توالي هاي تنظيمي )Hellens et al. 2005; Sainsbury et al., 2009( موقت
al., 2005; PCAMBIA ; Sprenger Haussels and Weisshaar 2001( بطور جد اگانه طراحي 

و معرفي شد ه  اند. ولي با توجه به ويژگي هاي مورد انتظار از يک وكتور جهت آناليز توالي هاي 

 pCaBGi تايیــد شــد. تزريــق ســلول های اگروباكتريــوم حامــل وكتــور
در بــرگ توتــون بیــان پايــه بســیار جزئــی ناشــی از فعالیــت توالــی 
حداقــل پروموتــری مشــاهده شــد. توالــی وكتــور pCaBGi با اســتفاده 
از برنامــه SequIn بــا شــماره بازيابــی MG719235 در بانــك ژن ثبــت 

شــد.

واژه هــای كلیــدي: وكتورهــاي جفتــي، ســاخت وكتــور، بیــان موقــت، 
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تنظيمي در آزمايشات بيان موقت ضرورت د ارد تا ويژگي هاي مورد نياز از هر دو هدف در يک 
وكتور وجود د اشته باشد. از جمله اين ويژگي ها به حضور يک ژن گزارشگر اينترون د ار می توان 
 Yang et( اشاره كرد كه امکان تمايز بيان پروكاريوتي و يوكاريوتي ژن گزارشگر را مهيا نمايد
al., 2000(. از سوي ديگر بايد در بالا دست اين ژن گزارشگر يک توالي حد اقل پروموتري قرار 

گرفته باشد و در فاصله اي مناسب از آن جايگاه هاي آنزيمي جهت كلونينگ توالي هاي تنظيمي 
وجود د اشته باشد) Gurr and Rushton 2005; Rushton et al., 2002(. همچنين حضور يک 
ژن پائين دست يک پروموتر با بيان ثابت بعنوان كنترل می تواند در نرمال كردن بيان ژن گزارشگر 

 .)Hollon and Yoshimura, 1989( در آزمون كمي سنجي فعاليت ژن گزارشگر مفيد باشد
از بين وكتورهاي مختلفي كه تا كنون بمنظور آناليز بيان توالي هاي تنظيمي طراحي و مورد استفاد ه قرار 
گرفته اند، وكتور            (Thompson et al., 1987( به دليل د ارا بودن جايگاه كلونينگ مناسب 
 Heise et al., 2002; Kirsch et( جهت قرار گرفتن توالي هاي تنظيمي كاربرد زياد ي د اشته است
 al., 2001; Mazarei et al., 2008; Rushton et al., 2002; Shokouhifar et al., 2011a;

Shokouhifar et al., 2011b(. با اين حال ژن گزارشگر اين وكتور فاقد اينترون است و به همين 

دليل استفاد ه آن در روش اگرواينجکشن می تواند سبب تد اخل بيان پروكاريوتي ژن گزارشگر با 
بيان يوكاريوتي شود و در نتيجه نتايج را غير قابل اعتماد نمايد. از سوي ديگر تعد اد نسخه اين 
وكتور در E. coli بسيار كم است )Sprenger Haussels and Weisshaar 2001(. اين موضوع 
مراحل كلونينگ اين وكتور را با مشکل می سازد. لذا رفع اين نواقص می تواند كارايي اين وكتور را 
در مطالعات آناليز بيان افزايش د هد. نسل جديد وكتورهاي جفتي د اراي دو منشاء همانندسازي 
می باشند كه يکي مسئول تکثير وكتور در سلول E. Coli است و ديگري به سلول اگروباكتريوم 
اد نسخه بالائي  ColE1 می تواند تعد  )An et al., 1985(. منشاء همانند سازي  مربوط می شود 
از وكتور را در E. coli تکثير نمايد. همچنين منشاء هاي همانند سازي در پلاسميد های pVS1 و  
pRi به ترتيب با تعد اد 7 تا 10 و 10 تا 15 نسخه در سلول اگروباكتريوم در مقايسه با منشا ءهاي 

همانندسازي ديگر مانند منشاء همانندسازی در پلاسميد pSa با دو تا چهار نسخه اختلاف قابل 
منشاء   pCAMBIA گروه  به  مربوط  وكتورهاي  در   .)Lee and Gelvin, 2008( د ارند  توجهي 
 .)PCAMBIA( است  pVS1  و ColE1 و اگروباكتريوم به ترتيب E. coli همانند سازي مربوط به
اين دو منشاء سبب می شود تا اين دسته از وكتورها در E. coli به تعد اد زياد تکثير شد ه و در 

اگروباكترويوم در تعد اد 7 تا 10 نسخه بطور پايد ار حضور د اشته باشند.
ترتيب مجموعه هاي ژني روي منطقه T-DNA از نکات مهم ديگری به شمار می رود كه در يک 
انتقال  هنگام  در  كه  د ارد  اهيمت  از آن جهت  اين مسئله  گيرد.  قرار  توجه  بايد مورد  بيانی  ناقل 
بازوي  برش خورد ه  ناحيه  ابتد ا  د ار  بطور جهت  گياه  به  اگروباكتريوم  توسط سلول   T-DNA

pGPTV
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راست به درون سلول گياه تزريق می شود. در نتيجه در صورتيکه ژن گزينشگر كه جهت غربالگري 
سلول هاي تراريخت استفاد ه می شود در سمت بازوي راست باشد تعد اد زياد ي از سلول ها كه 
تنها اين بخش از T-DNA را دريافت نمود ه  اند قابليت رشد روي محيط حاوي ماد ه گزينشي 
مانند آنتي بيوتيک و يا علف كش خواهند د اشت بدون اينکه ژن گزارشگر را كه هدف تراريختي 
است را دريافت نمود ه باشند. اين نکته سبب می شود تا تعد اد زيادي از نمونه هاي گزينش شد 
 pBI121 در بسياري از وكتورهاي جفتي مانند T-DNA ه مثبت كاذب باشند. اين آرايش منطقه

.)Chen et al., 2003( قابل مشاهد ه است
در صورتيکه بتوان ويژگي هاي مناسبي از جمله حضور ژن گزارشگر اينترون د ار، توالي پروموتر 
E. coli جهت  در  بالا  با نسخه  تنظيمي، منشاء همانندسازي  توالي هاي  كلونينگ  حد اقل، جايگاه 
تسهيل مراحل كلونينگ و منشاء همانند سازي با ثبات در سلول هاي اگروباكتريوم را در يک وكتور 
تجميع نمود می توان وكتور مناسبي را جهت آناليز توالي هاي تنظيمي در سيستم بيان موفقت در 
اختيار داشت. لذا مطالعه حاضر با هدف ساخت وكتوری بر پايه وكتورهای pCAMBIA با ويژگی 
هايی از جمله حضور ژن گزارشگر واجد اينترون و حامل جايگاه های كلونينگ در فاصله مناسب 
از جايگاه شروع نسخه برد اری، انجام شد. اين وكتور در آزمايش های آناليز توالی های تنظيمی 
و الگوی بيان آنها در شرايط مختلف و در پاسخ به عوامل القائی متفاوت كاربرد خواهد د اشت. 

بخصوص در زمانی كه از روش بيان موقت مبتنی بر تزريق باكتری بخواهيم استفاد ه نمائيم.
مواد و روش

مواد باكتريائی و وكتورها: در اين تحقيق از سويه DH5α از باكتري E. coli جهت انجام مراحل 
 PCAMBIA)، pGPTV)Sprenger Haussels)pCAMBIA3301 كلونينگ استفاد ه شد. وكتورهای
جديد  وكتور  تاييد  و  ساخت  جهت   pBGi)Shokouhifar 2009) و   )2001  and Weisshaar

  Agrobacterium باكتریGV3101 توتون و سويه Xantin مورد استفاد ه قرار گرفت. از واريته
 Chen et al.,)pBI121 تهيه شد ه از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتيک و وكتورهای tumefaciens

2003(، جهت آناليز بيان موقت استفاد ه شد.

 Vector با استفاد ه از نرم افزار pCaBGi مراحل ساخت وكتور :pCaBGi مراحل ساخت وكتور
Nti, V11 بطور كامل شبيه سازي شد. بمنظور جد اسازي قطعه حامل جايگاه كلونينگ توالي هاي هاي 

تنظيمي- توالي پروموتر از وكتور pBGi با استفاد ه از آنزيم هاي BamHI/SnaBI بطور مضاعف 
 3-SnaBI و 2 واحد آنزيم BamHI در شرايط واكنش حاوي يک ميگروگرم وكتور، 2 واحد آنزيم
 20 درحجم   )Tango(Thermo Fisher Scientific Inc بافر  از  برابر  يک  غلظت  حضور  در 
تا قطعه  pCAMBIA3301 در واكنش مشابهي هضم شد  ميکروليتر هضم شد. همچنين وكتور 
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در برگيرند ه توالي كامل وكتور جفتي به استثناي توالي پروموتر بالادست ژن گزارشگر از آن 
جد اسازي گردد. محصول واكنش هضم هر دو وكتور در ژل آگاروز يک درصد الکتروفورز شد. 
باند هاي مربوط به قطعه BamHI:::SnaBI-'5-3' به اند ازه 720 جفت باز از الگوي الکتروفورزي 
وكتور pBGi و باند مربوط به قطعه SnaBI:::BamHI-'5-3' به ترتيب 9927 جفت باز مربوط به 
از ژل  از كيت خالص سازي  با استفاد ه  از روي ژل جد اسازي شد و   pCAMBIA3301 وكتور 
)AccuPrep Gel Purification Kit, Bioneer, Korea( بر اساس دستورالعمل شركت سازند ه 
قطعات خالص سازي شدند. غلظت قطعات خالص شد ه پس از الکتروفورز روي ژل يک درصد با 
 DNA استفاد ه از روش تخمين غلظت باند ها در مقايسه با غلظت نزديکترين باند در اند ازه ماركر
تعيين شد و مقادير مورد نياز از هر قطعه جهت تهيه واكنش اتصال با استفاد ه از برنامه تحت 
 ligation calculator )http://www.insilico.uni-duesseldorf.de/Lig_Input.html( شبکه
محاسبه شد. واكنش اتصال شامل 15 نانوگرم از قطعه BamHI:::SnaBI-'5-3'، 50 نانوگرم از 
قطعه SnaBI:::BamHI-'5-3'، 1 واحد آنزيم T4 ليگاز )Thermo Fisher Scientific Inc( و 2 
ميکروليتر از بافر T4 10 برابر غلظت )Thermo Fisher Scientific Inc( در حجم 20 ميکروليتر 
سلول هاي  تراريختي  مرحله  شد.  نگهد اري  درجه   16 دماي  در  ساعت   12 مدت  به  و  شد  تهيه 
Dh5α با اضافه نمودن 2 ميکروليتر از محصول واكنش اتصال به تيوب حاوي 100 ميکروليتر 

سلول مستعد و بر اساس روش شوک حرارتي )Sambrook and Russel, 2001( انجام شد. 
Bacto- 10گرم بر ليتر (  LBسلول هاي تراريخت شد ه جهت انتخاب كلني هاي نوتركيب روي محيط
tryptone، 5گرم بر ليتر Bacto-yeast extract، 10 گرم بر ليتر NaCl و 15 گرم بر ليتر آگار 

(Microbiology Agar, Sigma( حاوي 50 ميلي گرم بر ليتر كانامايسين پخش شدند. با توجه 

pBGi و ژن مقاومت به كانامايسين  انتخابگر مقاومت به آمپي سيلين در وكتور  به حضور ژن 
در وكتور pCAMBIA3301 لذا انتظار مي رفت تنها كلني هاي نوتركيب حاوي توالي پايه وكتور 

pCAMBIA3301 روي محيط انتخابي قادر به رشد باشند.

 PCR)Sambrook تاييد مولکولی كلنی های  نوتركيب: كلني هاي انتخاب شد ه با استفاد ه از تکنيک كلني
با استفاد ه  پرايمرها  تاييد شدند.  پرايمرهاي اختصاصي  از  با استفاد ه  (and Russel, 2001 و 

 Macrogene )South Korea) توسط شركت  و  طراحي   Primer premier V5 افزار  نرم  از 
سنتز  شدند. محتويات واكنش شامل يک واحد آنزيم Taq DNA polymerase )شركت پارس 
 ،dNTPs)Genet Bio. Co, South Korea)1، 200 ميکرومولارازمخلوطX PCR buffer ،)توس
 CAC CAT GTT GGC-'52 باتواليF-PSh4 و 5 پيکومولار پرايمرهاي MgCl2 1/5 ميلي مولار
 CGA TCC AGA CTG AAT GCC CAC-'5باتواليR-PSh4 وپرايمر  '3-AAG CTG CTC TA
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A-3'در حجم 10 ميکروليتر تهيه شد و با استفاد ه از نوک سمپلر استريل هريک از كلني هاي انتخاب شد ه 

بعنوان الگو در واكنش اضافه شدند و بصورت موازي روي محيط LB حاوي كانامايسين كشت 
شدند. واكنش دردستگاه ترموسايکلر (Personal Thermocycler, MWG Co. Germany( با 5 
دقيقه در 94 درجه سانتيگراد )واسرشته سازي اوليه( و 35 چرخه بابرنامه 45 ثانيه در 92 درجه 
سانتيگراد )واسرشته سازي(، 30 ثانيه در 60 درجه سانتيگراد )دماي اتصال(،يک دقيقه در 68 
درجه سانتيگراد )دماي بسط بهينه آنزيم پليمرازبراساس توصيه شركت پارس توس( ودرنهايت 5 
دقيقه دردماي 72 درجه سانتيگراد)بسط نهايي( انجام شد. محصول واكنش در ژل آگاروز 1 درصد 
حاوي 1 هزارم غلظت از رنگ green viewer )شركت پارس توس( جهت رنگ آميزي استفاد ه شد. 

تصوير ژل ها با استفاد ه از دستگاه Geldoc تهيه شد.
استخراج پلاسميد، توالي يابي و آناليزها: كلني هاي گزينش شد ه جهت استخراج پلاسميد در 3 ميلي 
 AccuPrep®) مايع بصورت شبانه كشت شد. استخراج پلاسميد با استفاد ه از كيت LB ليتر محيط
استخراج  پلاسميد هاي  شد.  انجام   )Plasmid Extraction Kit, Bioneers Co. South Korea

-PSh پرايمرهاي  از  استفاد ه  با  و  آماد ه شد   Macrogen العمل شركت  اساس دستور  بر  شد ه 
 -'5 توالي  )با   R-PSh3 (و   '3-GGTGTTCAATGCTTTTCAAGATAC )باتوالي5'-   2F

CCATCAGCACGTTATCGAATCCT-3'( به ترتيب از بالا دست و پائين دست منطقه كلونينگ 

توالي يابي شدند. نتايج توالي يابي با استفاد ه از نرم افزار Chromas, V. 2 مورد بررسي قرار 
گرفت. صحت توالي كلني ها با توالي شبيه سازي شد ه با استفاد ه از برنامه Vector Nti, V11 مورد 
 Seqbuilder وكتور ساخته شد ه از نرم افزار T-DNA بررسي قرار گرفت. جهت نمايش منطقه
از مجموعه نرم افزاري Lasergen V.7 استفاد ه شد. توالي كامل وكتور با استفاد ه از نرم افزار 

Sequin, V 12/3 در پايگاه د اد ه  هاي زيستي بانک ژن ثبت شد.

و   pGCGi،pBI121 وكتورهاي  انتقال  و  اگروباكتريوم   GV3101 سويه  از  مستعد  سلول  تهيه 
 Hofgen & Willmitzer( انجام شد  آني  انجماد  از روش  استفاد ه  با  آن  به   pCAMBIA3301
1988(. در سلول هاي تراريخت شد ه با استفاد ه از تکنيک كلني PCR و با استفاد ه از پرايمرهاي 

شد.  تاييد   R-PSh3 و   )'3-GCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGA  -'5 توالي  )با   F-PSh3

كلني هاي تاييد شد ه در محيط LB مايع حاوي 30 ميليگرم در ليتر ريفآمپيسين و 50 ميلي گرم 
در ليتر كانامايسين كشت و به مدت يک شب در 28 درجه سانتيگراد و با 150 دور در دقيقه در 
شيکر نگهد اري شد. حجم يک ميلي ليتر از كشت شبانه كلني ها با سرعت 3000 دور در دقيقه 
سانتريفيوژ شد و سلول هاي رسوب د اد ه شد ه پس از حذف محلول روئي جهت سنجش فعاليت 

بتاگلوكرونيد از مورد استفاد ه قرار گرفت. آنزيم 
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بيان پايه توالي پروموتر حد اقل تعبيه شد ه در وكتور pCaBGi مطابق با استفاد ه از روش تزريق 
سوسپانسيون اگروباكتريوم در برگ توتون مورد بررسي قرار گرفت )Yang et al., 2000(. از 
سويه هاي حامل وكتور هاي pCAMBIA3301  و pBI121 نيز بعنوان كنترل مورد استفاد ه قرار 

گرفت.
گياهچه ها بعد از تزريق بوسيله پوشش های پلاستيکی پوشاند ه شدند و در دمای 2±22 درجه 
سانتيگراد نگهد اری شدند. بعد از 24 ساعت پوشش های پلاستيکی حذف گرديد و برگ های تزريق 
شد ه بعد از 24 ساعت جهت سنجش هيستوشيميايی فعاليت ژنGUS 1 مورد استفاد ه قرار گرفتند. 
 Bahrabadi سنجش فعاليت آنزيم بتاگلوكورونيد از و تصويربرد اري از نمونه ها مطابق با روش

 .)Bahrabadi et al., 2014( و همکاران در سال 2014 انجام شد
نتايج

pCaBGi طراحي و  به منظور ساخت وكتور بياني مناسب جهت آناليز توالي هاي تنظيمي وكتور 
 pBGi)Shokouhifar, 2009) و pCAMBIA3301 ساخته شد. در ساخت اين وكتور از دو وكتور
استفاد ه شد. وكتور pCAMBIA3301 بعنوان توالي پايه د اراي منشاء تکثير با تعد اد نسخه بالا در 
سويه هاي اشرشياكلي، منشاء تکثير  با پايد اري بالا در سويه هاي اگروباكتريوم، حامل ژن مقاومت 
به كاناماسين جهت گزينش در سلول هاي پروكاريوتي و ژنbar 2 جهت مقاومت به علفکش مورد 
استفاد ه قرار گرفت. وكتور pBGi به عنوان د هند ه جايگاه كلونينگ توالي هاي تنظيمي و همچنين 
گزارشگر  ژن   pCAMBIA3301 وكتور  در  كه  آنجا  از   شد.  بگارگرفته  حد اقل  پروموتر  توالي 
GUS تحت كنترل پروموتر 35S CaMV قرار د ارد با حذف توالي اين پرومتر و قرار د ادن توالي 

پروموتر حد اقل و جايگاه كلونينگ توالي هاي تنظيمي در بالادست ژن گزارشگر می توان وكتور 
آنزيم  د اد  نشان  وكتور  دو  توالي  مقايسه  آورد.  بدست  تنظيمي  توالي هاي  آناليز  جهت  مناسبي 
BamHI در هر دو وكتور در بالادست توالي پروموتري د اراي جايگاه برشي است. در وكتور 

pCAMBIA3301 اين جايگاه در بالادست پروموتر CaMV35S و در پائين دست پروموتر مربوط 

به ژن گزينشگر bar )به عنوان مسئول مقاومت به علف كش سيستميک گلوفوسينيت3 ( قرار د ارد. 
لذا با اين آنزيم ميتوان توالي پروموتر مربوط به ژن GUS را از وكتور pCAMBIA3301 جد ا 
نمود. در وكتور pBGi آنزيم BamHI در بالادست جايگاه كلونينگ توالي هاي تنظيمي قرار د ارد و 
با استفاد ه از آن می توان قطعه در برگيرند ه جايگاه كلونينگ توالي هاي تنظيمي و توالي پروموتر 
حد اقل را بدست آورد. مقايسه توالي هر دو وكتور در مناطق پائين دست توالي پروموتري نشان 

1-β-glucuronidase
2-Bialaphos Resistance )bar) gene
3-Glufosinate



 ...pCaBGi فرهاد شکوهی فر و همکاران ساخت و آنالیز بیان ناقل جفتی گیاهی 144

داد آنزيم SnaBI در موقعيت مشابهي درون ژن گزارشگر GUS قرار گرفته است. هضم آنزيمي 
دو وكتور  pBGi و pCAMBIA3301 با جفت آنزيم BamHI/SnaBI به ترتيب به توليد قطعات 
)720-3797( و )1392-9927( منتج شد ) نتايج هضم آنزيمی ارائه نشد ه است(. در اين بين قطعات 
BamHI:::SnaBI-'5-3' و SnaBI:::BamHI-'5-3' به ترتيب به اند ا ز ه  هاي 720 و 9927 جفت باز 

از محصول هضم آنزيمي وكتورهايpBGi  و pCAMBIA3301جد اسازي شد و با اتصال اين دو 
قطعه وكتور pCaBGi به اند ا زه 10647 جفت باز ساخته شد. 

محصول واكنش اتصال به سلول هاي مستعد منتقل و سلول هاي تراريخته با توجه به ژن گزينشگر 
پروكاريوتي )كانامايسين( موجود در توالي پايه مربوط به وكتور pCAMBIA3301 روي محيط 
حاوي كانامايسين گزينش شدند. وكتور pBGi حامل ژن مقاومت به آمپي سيلين است لذا سلول هاي 
حاوي اين وكتور و يا پلاسميد حاصل از باز اتصال آن قادر به رشد روي محيط كشت نخواهند 
بود. لذا تنها كلني هاي حاوي وكتور pCAMBIA3301 و سازه نوتركيب pCaBGi قادر به رشد 
روي محيط كشت نخواهد بود. بمنظور تمايز اين كلني ها و در نهايت انتخاب كلني هاي حامل سازه 
نوتركيب pCaBGi يک جفت پرايمر اختصاصي براي منطقه بالادست جايگاه BamHI و ديگري در 
بالادست جايگاه آنزيم SnaBI و درون قطعه جد ا شد ه از pBGi به ترتيب به نام هاي F2-PSh4 و 
R-PSh4 طراحي شد )شکل 1- الف(. به دليل اختصاصي بودن پرايمر F2-PSh4 با توالي وكتور 

pCAMBIA3301 امکان اتصال آن به وكتور pBGi وجود ند ارد، لذا انتظار می رود از كلني هاي 

باندي تکثير نشود. در مقابل هر دو پرايمر شانس اتصال به كلني هاي حاوي  اين وكتور  حاوي 
pCAMBIA3301 و سازه نوتركيب pCaBGi را د ارند ولي به دليل تفاوت اند ازه قطعه حد فاصل 

اين دو جايگاه در اين دو وكتور باند هاي حاصل از هريک كاملا متفاوت است. همانگونه كه در 
-PSh4 شکل 1 –الف( مشاهد ه می شود با استفاد ه از جفت پرايمر(pCaBGi نماي شماتيک وكتور

R/F2 انتظار مي رود باند ي به اند ازه 680 جفت باز در محصول PCR مربوط به كلني هاي حاوي 

 pCAMBIA3301 تکثير شود، در حاليکه طول قطعه قابل تکثير در وكتور pCaBGi سازه نوتركيب
به دليل حضور توالي كامل پروموتر CaMV35S در بالادست ژن گزارشگر GUS بيش از 1300 
جفت باز خواهد بود. بر اين اساس با استفاد ه از تکنيک كلني PCR كلني هاي حاوي سازه نوتركيب 
انتخاب شدند. پس از كشت شبانه  و استخراج پلاسميد از كلني هاي نوتركيب نتايج الکتروفورز 
از غلظت  بالاتر  بسيار   pCAMBIA3301 د اد غلظت پلاسميد استخراج شد ه مانند وكتور  نشان 

مشاهد ه شد ه از استخراج كلني هاي حاوي وكتور pGPTV است. 
بمنظور تاييد مجدد با استفاد ه از پرايمرهاي اختصاصي R/F2-PSh4 صحت سازه جديد تاييد 
شد. بدين منظور از پلاسميد هاي مربوط به وكتورهاي pBGi و pCAMBIA3301 بعنوان كنترل 
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 pBGi وكتور  به  مربوط  در چاهک  در شکل 1-ب مشاهد ه می شود  كه  همانگونه  استفاد ه شد. 
وكتور  به  مربوط  چاهک  در  حاليکه  در  نبود  مشاهد ه  قابل  باند ي  منفي  كنترل  نمونه  با  مشابه 
pCAMBIA3301 باند ي حد واسط باند هاي 1 و 1,5 كيلوباز مربوط به ماركر تکثير شد ه بود كه 

با اند ازه مورد انتظار انطباق د اشت. در چاهک هاي 5 تا 8 كه مربوط به كلني هاي مورد ارزيابي 
است تکثير باند ي در حدواسط باند هاي 500 و 750 جفت باز مربوط به ماركر قابل مشاهد ه است كه 
با اند ازه قطعه قابل تکثير از سازه نوتركيب pCaBGi به اند ازه 680 جفت باز انطباق د ارد. باند هاي 
سنگين كه در الگولي الکتروفورزي نمونه ها در محدود ه بالاتر از 10 كيلوباز مشاهد ه می شوند به 

پلاسميد اضافه شد ه در واكنش مربوط می شود كه بعنوان DNA  الگو استفاد ه شد ه اند. 

-PSh4 بــا اســتفاد ه از پرايمرهــاي PCR الــف( و نتايــج كلنــي( pCaBGi شــکل 1: نمــاي شــماتيک وكتــور
R/F2 )ب(.

ــي  ــي، توال ــاي تنظيم ــگ توالي ه ــگاه كلونين ــد ه جاي ــان د هن ــور pCaBGi نش ــه T-DNA وكت ــف: منطق ال
ــرون. ــد اينت ــگر GUS واج ــه ژن گزارش ــد ه ب ــل ش ــه CaMV35S متص ــوط ب ــل مرب ــر حداق پروموت

 2و 3- بــه ترتيــب PCR 1- كنتــرل منفــي  ،PCR ب: تاييــد كلني هــاي نوتركيــب بــا اســتفاد ه از تکنيــک كلنــي
 3301 بعنــوان كنتــرل منفــي و مثبــت؛ 4، 5 وpCAMBIA و pBGi مربــوط بــه وكتورهــاي PCR محصــول
،DNA ماركــر وزنــي -M .6- كلني هــاي نوتركيــب منتخــب

با توجه به اهميت جايگاه هاي آنزيمي XbaI و SpeI و همچنين اطمينان از عدم وجود جهش در 
 ,7 ,pCaBGi-C1 از كلني هاي نوتركيب به نام هاي محل هاي اتصال پلاسميد هاي استخراج شد ه 
25 با استفاد ه از پرايمر R-PSh4 توالي يابي شدند. مقايسه نتايج توالي يابي سازه هاي نوتركيب 
ناحيه  را در  ها  اين سازه  توالي  pCaBGi صحت  به وكتور  توالي شبيه سازي شد ه مربوط  با 

الف

ب
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 pBCaF1 و pBCaF25 ،pBCaF7 شکل 2: آناليز نتايج توالي يابي كلني هاي

الــف: نتايــج توالــي يابــي بــا پرايمــر R-PSh4 نشــان د هنــد ه صحــت توالــي كلني هــاي توالــي يابــي شــد ه 
SpeI و XbaI ــان آنزيم هــاي ــه مي د ر منطق

ب: نتيجــه توالــي يابــي كلنــي pCaBGi-C01 بــا پرايمــر R-PSh3 تاييــد كننــد ه صحــت جايــگاه كلونينــگ 
SnaBI

توالي  فاقد  ناحيه  اين  د اد  نشان  نتايج  اين  –الف(.   2 )شکل  نمود  تاييد  كاملًا   GUS بالادست ژن 
پروموتر CaMV35S است و توالي مربوط جايگاه كلونينگ توالي  هاي تنظيمي در حد فاصل جايگاه 
قرار  به پروموتر حد اقل  توالي مربوط  بالادست  بطور صحيح در   '3-SpeI:::XbaI-'5 آنزيم هاي 
گرفته است. از ميان سه كلني تاييد شد ه كلني pCaBGi-C1 انتخاب و صحت توالي آن در محل 
جايگاه آنزيم SnaBI مورد بررسي قرار گرفت. بدين منظور پرايمر R-PSh3 با فاصله حدود 200 
 pCaBGi-C1 آنزيم طراحي شد )شکل 1-الف( و پلاسميد  اين  پائين دست جايگاه  باز در  جفت 
بوسيله آن توالي يابي شد. نتايج توالي يابي نشان د اد در اين ناحيه نيز توالي كلني نوتركيب انتخاب 
شد ه با توالي مورد انتظار كاملًا انطباق د ارد )شکل 2- ب(. اين نتايج نشان د اد مراحل كلونينگ 

صحيح انجام شد ه است و سازه نوتركيب انتخاب شد ه د اراي توالي مورد انتظار است.
 

الف

ب
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عدم بيان ژن GUS اينترون د ار در سلول هاي اگروباكتريوم با سنجش فعاليت آنزيم بتاگلوكورونيد از در 
 pCAMBIA3301 در مقايسه با سلول هاي حامل سازه هاي pCaBGi سلول هاي ترايخت شد ه با وكتور
 pBI121 مورد بررسي قرار گرفت )شکل 3( . نتايج نشان د اد سلول هاي حامل وكتور pBI121 و
كه د اراي ژن GUS فاقد اينترون است بخوبي و با شدت در سيستم پروكاريوتي قادر به بيان 
می باشد. در مقابل در سلول هاي حامل وكتور pCAMBIA3301 كه د اراي ژن GUS اينترون د ار 
است فعاليت آنزيم بتاگلوكورونيد از مشاهد ه نشد. در سلول هاي حامل وكتور pCaBGi نيز مشابه 
با وكتور pCAMBIA3301 فعاليت آنزيم  بتاگلوكورونيد از مشاهد ه نشد )شکل 3(. اين نتايج نشان 
د اد حضور اينترون در ژن گزارشگر GUS مانع از بيان آنزيم  بتاگلوكورونيد از  در سيستم هاي 

پروكاريوتي می شود كه كاملا مورد انتظار بود.

 35S CaMV در مقايسه با بيان پروموتر كامل pCaBGi عدم بيان پايه پروموتر حد اقل وكتور
با استفاد ه از روش تزريق اگروباكتريوم در برگ گياه توتون مورد بررسي قرار گرفت )شکل 4(. 
نمونه هاي تزريق شد ه با استفاد ه از سويه GV3101 اگروباكتريوم حامل وكتور pBI121 د اراري 
پروموتر كامل و ژن GUS فاقد اينترون به شدت فعاليت آنزيم بتاگلوكرونيد از را 24 ساعت پس از 
تزريق كاملا نشان د ادند. در حاليکه در نمونه مربوط به سازه pCAMBIA3301 شدت بيان اندکي 

كمتر بود. بيان پايه در نمونه هاي مربوط به وكتور pCaBGi بسيار اندک بود )شکل 4(.

ــاي  ــل وكتوره ــويه GV3101 حام ــلول هاي س ــد از د ر س ــم بتاگلوكوروني ــت آنزي ــنجش فعالي ــکل 3: س ش
.pBI121 و   pCaBGi، pCAMBIA3301
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بحث و نتیجه گیري
آناليز بيان موقت مبتني بر تزريق سلول هاي اگروباكتريوم روش بسيار ساد ه و در دسترسي براي 
بررسي كاركرد ژن ها و پروموترها بشمار مي رود. اين مطالعه با هدف ساخت وكتور مناسب 
جهت آناليز توالي هاي تنظيمي در روش تزريق سلول هاي اگروباكتريوم انجام شد. اجزاء مورد 
نياز براي آناليز توالي هاي تنظيمي از وكتور pBGi گرفته شد و در بالادست توالي ژن گزارشگر 
pCAMBIA3301 قرار د اد ه شد. پس از تاييد مراحل كلونينگ با استفاد ه از روش هاي مولکولي و 

صحت توالي وكتور در منطقه جايگزين شد ه با توالي يابي مورد تاييد قرار گرفت و وكتور جديد 
pCaBGi نام گذاري شد. آناليز بيان وكتور جديد با استفاد ه از روش تزريق سلول هاي  به نام 
اگروباكتريوم در برگ گياه توتون انجام شد و ميزان بيان پايه در وكتور جديد در گياه مدل توتون 

مورد بررسي قرار گرفت.
ژن  موقت  بيان  جهت  شرايط  بودن  مهيا  به  توجه  با  هد  می د  نشان  مطالعه  نتايج  بررسي 
در   pCaBGi در ساختار وكتور  ه  ه شد  بکاربرد  اقل  پروموتر حد  پايه  بيان  از،  بتاگلوكورونيد 
مقايسه با پروموتر كامل CaMV35S بسيار جزئي است. بيان پايه اندک در انتخاب وكتورهاي آناليز 
پروموتر بسيار ضروري است )Gurr and Rushton 2005; Yang et al., 2000(. جهت ساخت 
پروموترهاي مصنوعي با شرايط بيان اختصاصي از وكتورهاي د اراي بيان پايه اندک استفاد ه شد 

ــان  ــتفاد ه از روش بي ــا اس ــاي pCaBGi، pCAMBIA3301 و pBI121 ب ــرد وكتوره ــز عملک ــکل4: آنالي ش
ــق. ــون 24 ســاعت پــس از تزري ــرگ توت ــوم د ر ب ــق اگروباكتري ــر تزري ــي ب موقــت ژن GUS مبتن

 :2xP35S:GUSint ،ديســک هاي برگــي تزريــق شــد ه با ســويه فاقــد وكتور بعنــوان كنتــرل منفــي :Control

 :P35S:GUS ،اينترونــد ار GUS و ژن گزارشــگر CaMV35S مجموعــه بيــان حامــل د و نســخه پروموتــر
 :Min35S:GUSint ،ــرون ــد اينت ــگر GUS فاق ــر CaMV35S و ژن گزارش ــل پروموت ــي حام ــه بيان مجموع

مجموعــه بيانــي حامــل توالــي حــد اقــل پروموتــر CaMV35S و ژن گزارشــگر GUS اينتــرون د ار.
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ه است )Rushton et al., 2002; Shokouhifar et al., 2011a(. بر اساس نتايج بدست آمد ه 
وكتور pCaBGi ساخته شد ه در مطالعه حاضر با توجه به بيان پايه بسيار اندک قابليت بالائي 
جهت ساخت پروموترهاي مصنوعي با بيان اختصاصي خواهد د اشت. همچنين اين وكتور بخوبي 

می تواند جهت استفاد ه در مطالعات آناليز توالي هاي تنظيمي مورد استفاد ه قرار گيرد.
مشخصات وكتور pCaBGi: وكتور pCaBGi يک وكتور بياني جفتي فاقد توالي پروموتري است. 
اين وكتور 10647 جفت باز طول د ارد و توالي كامل آن  در پايگاه د اد ه  هاي زيستي NCBI با 
وكتور   T-DNA MG719235 در دسترس می باشد. اجزاء تشکيل د هند ه منطقه  شماره بازيابي 
در شکل 5 ارائه شد ه است. اين ناحيه با طول 4414 جفت باز در حدفاصل بازوي چب در انتهاي 
5' و بازوي راست در انتهاي 3' محدود شد ه است و حامل دو مجموعه ژني است. مجموعه ژن 
 poly A CaMV35S و خاتمه د هند ه  bar تحت كنترل پروموتر كامل مضاعف شد ه  گزينشگر 
روي رشته آنتي سنس و در سمت بازوي چب قرار گرفته است. مجموعه دوم شامل ژن گزارشگر 
GUS كه فاقد توالي پروموتري بود ه و در پائين دست جايگاه كلونينگ توالي هاي تنظيمي و توالي 

پروموتر حد اقل قرار گرفته است و در پائين دست آن توالي خاتمه د هند ه Nos poly A قرار گرفته 
است. ژن گزارشگر GUS واجد توالي اينتروني است. اين مجموعه روي رشته سنس و در بالادست 

بازوي راست قرار گرفته است. 
ترتيب ژن گزارشگر و گزينشگر در وكتور pCaBGi بگونه اي در نظر گرفته شد ه است كه ژن 
با  يا علف كش  بيوتيک و  آنتي  به  گياهان مقاوم  لذا  باشد و   T-DNA انتهاي قطعه  گزينشگر در 
مانند  وكتورهاي جفتي  در  اين ساختار  نمود ه  اند.  دريافت  نيز  را  گزارشگر  ژن  زياد ي  احتمال 
 raahssieW  dna  slessuaH  regnerpS)  VTPGp خانواد ه  به  مربوط  وكتور هاي  مجموعه 
 Hellens et al., 2005;( جديدتر  وكتورهاي  در  و  (pCAMBIA )PCAMBIAهمچنين   )1002

است.  نيز رعايت شد ه   )Xiang et al., 1999

در  تنظيمي  توالي هاي  كلونينگ  جايگاه  نمودن  لحاظ   pCaBGi وكتور  ويژگي هاي  از  ديگر  يکي 
حدفاصل آنزيم هاي SpeI::XbaI-'3-5' است. اين دو آنزيم به دليل د ار ا بودن انتهاي سازگار پس 
از برش امکان مضاعف سازي و ساخت تركيبات مختلفي از توالي هاي تنظيمي را مهيا می نمايند. 
 Mazarei et( اين اين ويژگي در ساخت پروموترهاي مصنوعي مختلفي بکار گرفته شد ه است
 al., 2008; Rushton et al., 2002; Shokouhifar 2009; Shokouhifar et al., 2011a;

Shokouhifar et al., 2011b(. اين ويژگي از وكتور )pBGi )Shokouhifar 2009 به وكتور 

pCaBGi منتقل شد ه است. جايگاه كلونينگ توالي هاي تنظيمي در فاصله حدود 20 نوكلئوتيد ي 

از توالي TATA Box موجود در توالي پروموتر حد اقل قرار گرفته است. حضور ژن گزارشگر 
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بيان  تنها  اينترون  است. حضور   pCaBGi ويژگي هاي وكتور  از  ديگر  يکي  اينترون  واجد   GUS

ژن GUS را به سلول هاي يوكاريوتي محدود می نمايد. در نتيجه تنها سلول هاي گياهاي تراريخت 
شد ه قادر به بيان اين ژن و در نتيجه توليد آنزيم بتاگلوكورونيد از خواهند بود. به همين دليل در 
هنگام سنجش فعالي اين آنزيم و بررسي عملکرد توالي هاي تنظيمي بالادست آن از تد اخل بيان 
پروكاريوتي كه ناشي از بيان ژن در سلول اگروباكتريوم است ممانعت می شود. مطالعات نشان د اد ه است 
در وكتورهاي حامل ژن GUS فاقد اينترون مانند pBI121 و pGPTV در هنگام سنجش فعاليت 
آنزيم مشکلاتي بروز می نمايد كه ناشي از بيان باكتريائي اين ژن و تد اخل آن در نتايج كمي و 

 .)Shokouhifar, 2009( است  كيفي 
قادر است   bar bar است. ژن  گزينشگر  ژن  از  pCaBGi بهره گيري  ويژگي مهم ديگر وكتور 
علف كش بيولافوس با نام تجاری گليفوسينيت را تجزيه نمايد )Thompson et al., 1987( و 
 De( اولين بار در سال 1987 جهت توليد گياهان مقاوم به علفکش مورد استفاد ه قرار گرفته است
Block et al., 1987(. استفاد ه از اين ژن علاوه بر افزايش ضريب اطمينان در گزينش گياهان 

تراريخت سبب می شود تا گياهان تراريخت توليد شد ه علاوه بر دريافت ژن هدف در برابر يک 
علف كش نيز مقاوم شوند. 

وكتور pCaBGi به دليل دريافت توالي پايه خود از وكتور pCAMBIA3301 نقاط قوت اين وكتور 
را نيز دريافت نمود ه است. از جمله اين نقاط قوت می توان به تکثير آن در تعد اد نسخه بسيار بالا 
 pBR322 در باكتري اشرشياكلي اشاره نمود كه ناشي از حضور منشاء تکثير مربوط به وكتور
برخلاف  كلونينگ  مراحل  در  وكتور  اين  با  كار  می شود  سبب  ويژگي  اين  است.  وكتور  اين  در 
وكتور هايي كم نسخه مانند pGPTV و pBI121 تسهيل گردد. از سوي ديگر به دليل وجود منشاء 
تکثير مربوط به وكتور pVS1 اي وكتور در سلول اگروباكتريوم با تعد اد نسخه كم تکثير ولي 
بطور پايد اري در مراحل تکثير در باكتري حفظ می شود و احتمال حذف شدن آن بسيار اندک 
است. توالی و اجزاء وكتور pCaBGi به شماره بازيابی MG719235 به طور كامل در شکل 5 

نمايش د اد ه شد ه است.
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pCaBGi مربوط به وكتور T-DNA شکل 5: توالي كامل منطقه
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بر اساس مجموعه ويژگي هاي فوق می توان وكتور pCaBGi را بعنوان يک وكتور بياني فاقد توالي 
پروموتري جهت استفاد ه در مراحل كلونينگ و ساخت پروموتر مصنوعي مورد استفاد ه قرار 
د اد و پس از تاييد صحت توالي پروموتري بدون دستورزي بيشتر از آن جهت انتقال به سلول 

اگروباكتريوم و در نهايت بيان موقت در گياه مورد استفاد ه قرار د اد. 
سپاسگزاري

از مديريت و پرسنل آزمايشگاه بيوتکنولوژي پژوهشکد ه علوم گياهي د انشگاه فردوسي مشهد به 
دليل مهيا نمودن فضاي انجام اين تحقيق سپاسگزاري می شود. از همکاران پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيک 
و زيست فناوري به جهت در اختيار قرار د ادن سويه هاي باكتري و وكتورهاي مورد استفاد ه تشکر 
می نمائيم. منابع مالي اين تحقيق از محل طرح شماره 15285 معاونت پژوهشي د انشگاه فردوسي 

مشهد تامين شد. 
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