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در انتقال اي که هنوز به طور گسترده pBI121ناقلین دوتایی مرسوم مثل 

 يتعداد محدودعمدتاً د، نشواستفاده میژن به گیاه به واسطه آگروباکتریوم 

 سازيهاي برشی در جایگاه همسانهمنحصر به فرد شناسایی آنزیم جایگاه

 هاي مفیدو توالیعناصر  ازفاقد بسیاري  ها ناقلخود دارند. همچنین این 

هستند. در  سازي پروتئین نوترکیبخالصمورد استفاده در هاي مثل توالی

یافته سازي توسعهجایگاه همسانه بابیانی جدید گیاهی ناقل این مقاله یک 

رمز کننده  آنزیم برشی، توالی 13منحصر به فرد توالی شناسایی  شامل

His-Tag  سازي براي خالصهیستیدین با تکرار هشت اسید آمینه

معرفی ، M13توالی مورد شناسایی آغازگر عمومی  و پروتئین نوترکیب

هاي روش با آنصحت ساخت پس از طراحی و ساخت این ناقل، . شودمی

بررسی الگوي هضم آنزیمی و تعیین توالی تایید  ،PCRمولکولی مانند 

 galactosidase β-زارشگر ـبراي بررسی کارآیی ناقل جدید، ژن گشد. 

به  pBI121و همچنین ناقل سازي شده و سازه حاصل همسانهآن در 

منتقل و  LBA4404سویه  آگروباکتریوم تومی فاشینسکنترل، به عنوان 

. پس از انجام مراحل ندشد منتقلرقم سامسون ، به گیاه توتون در نهایت

 روش ابهاي توتون این ناقل به گیاهچه T-DNAباززایی، انتقال ناحیه 

PCR  بررسی و تایید شد. سنجش فعالیتGUS  در گیاهان تراریخت

جدید در تراریختی ناقل این ژن گزارشگر و کارآیی  مؤثرحاکی از بیان 

  باشد.میگیاه 

  

ناقل بیانی گیاهی، انتقال ژن به واسطه آگروباکتریوم،  هاي کلیدي:واژه

  .pBI105، تراریختی گیاه

  

  

Binary vectors such as pBI121 are widely used for 

introducing genes of interest into plants via 

Agrobacteriun-mediated transformation method. These 

vectors usually have low number of unique recognition 

sites of restriction enzymes in their multiple cloning 

sites. They also lack elements such as sequences 

necessary for protein purification. In this article, a new 

plant expression vector with a developed multiple 

cloning site including recognition sites of 13 restriction 

enzymes, a sequence for coding 8xHis-Tag to purify 

recombinant proteins and the sequence of M13 reverse 

sequencing primer, is introduced. Construction of new 

vector was confirmed by PCR, digestion pattern 

analysis, and sequencing. The T-DNA regions of the 

new vector and pBI121 as a control sample were 

transformed to Nicotiana tabbacum L. cv. Samsun by 

using Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404. 

Integration of T-DNA of the vector to the genome of 

plantlets, which were regenerated on selective culture, 

was analyzed by PCR. GUS assay also confirmed 

expression of the transgene in transgenic seedlings. 

These evidences indicated that the new plant expression 

vector, pBI105, is efficient for plant transformation.  
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  قدمهم

اي در انتقال ژن به به طور گسترده 1دوتایی ناقلین

روند گیاه به واسطه آگروباکتریوم به کار می

(Gelvin, 2003). ورزي ژنتیکی با سهولت دست

استفاده از ناقلین دوتایی، باعث فراگیري آنها در 

 Lee and( ه استهاي زیست مولکولی شدآزمایشگاه

Gelvin, 2008.(  طراحی این نکته کلیدي در

کشف این موضوع بود که امکان جدا ساختن  ناقلین

) و عوامل T-DNAناحیه منتقل شونده به ژنوم گیاه (

) و قرار دادن vir genesل این انتقال (ئوژنتیکی مس

هاي مجزا وجود دارد. این کشف آنها بر روي رپلیکون

که توسط شد  ناقلینیتر شدن  به کوچکمنجر 

گرفت و کار را رزي قرار میو د دستدانشمندان مور

 Lee and( تسهیل نمودنیز براي انتقال ژن به گیاه 

Gelvin 2008; Komori et al., 2007(.  

هاي اخیر ناقلین دوتایی فراوانی جهت در سال

 Karimi etاند (سازي شدهانتقال ژن به گیاهان بهینه

al., 2013; Sripriya et al., 2011; Tanaka et 
al., 2011; Lin et al., 2011; Nakamura et 

al., 2010 (  :مقالات مروري)Lee & Gelvin, 

2008; Hellens et al., 2000 از جمله .(

هاي خصوصیات و مزایاي ناقلین جدید، وجود جایگاه

هاي برشی متعدد و متنوع خصوصاً تشخیصی آنزیم

هاي نادر را هایی که توالیجایگاه تشخیصی آنزیم

هاي دهند، تعداد نسخهبرش می شناسایی کرده و

، E. coli ) درHigh copy numberتکثیرشده بالا (

با طول زیاد در آنها،  یسازي قطعات امکان همسانه

هاي مختلف آگروباکتریوم، سازگاري بهتر با سویه

داشتن نشانگرهاي انتخابی متنوع و کارآیی و فراوانی 

 فناوري باشد.بالاتر جهت تراریختی گیاه می

GATEWAY شده توسط شرکت  ارایه

Invitrogen  و ناقلین مبتنی بر آن، تحولی در

ها در ناقلین بیانی گیاهی بر اساس سازي ژنهمسانه

                                                          
1. Binary Vectors 

 ,.Karimi et al(نوترکیبی ایجاد نموده است 

. آخرین سري ناقلین معرفی شده از این )2002

استفاده انتقال ژن به گیاهان تک لپه مجموعه در 

  ).Karimi et al., 2013( شوند می

در زمینه معرفی هاي مختلفی گزارشدر ایران نیز 

در مهندسی ژنتیک جدید که ناقلین دوتایی  ساخت و

است. طراحی و  شده ارایه شوند،استفاده می گیاهی

ي بیانی گیاهی با نشانگر مقاومت به ها ناقلساخت 

 ، ناقلین)Akbarzade et al., 2010گلایفوسیت (

، سایر )pBI121GUS- )Esfahani, 2012aمجموعه 

 ;pBI121 )Esfahani, 2012bناقلین مبتنی بر 

Esfahani & Salmanian, 2013)( ،ي ها ناقل

براي تولید و  pAM194بیانی مبتنی بر ناقل دوتایی 

 ,.Zamani et alهاي نوترکیب ( تخلیص پروتئین

بیوتیکی ژن  هاي با نشانگر غیرآنتی و سازه )2008

) گیاه اسفناج BADHید دهیدروژناز (آلده بتائین

)Tohidfar et al., 2014 (ناقلین هایی از نمونه

  هستند. معرفی شده

زنده در ساخت و تولید رغم دستاوردهاي ارعلی

سازي شده و تنوع آنها براي بهینهانواع ناقلین 

ي چند ها ناقلکاربردهاي متفاوت و گاه معرفی 

ی مورد توجه ي قدیمها ناقلمنظوره، هنوز معدود 

ي ها ناقلباشند. یکی از این ویژه محققان می

است که مشتق از یکی از اولین  pBI121کلاسیک، 

باشد. این ناقل می pBin19ي دوتایی یعنی ها ناقل

شناسی  له پس از معرفی، بین محققان زیستبلافاص

انجام شده  مولکولی محبوبیت یافت. بر اساس مطالعه

مهندسی ژنتیک و انتقال  مقاله مرتبط به 180روي 

ژن به گیاهان مختلف به واسطه آگروباکتریوم، حدود 

هاي انتقال ژن به گیاهان با از پروژه درصد 40

ي مشتق از ها ناقلو سایر  pBI121استفاده از ناقل 

pBin19 ) انجام پذیرفته بودKomori et al., 

2007 .(  

محبوبیت و گستردگی استفاده از  با وجود

pBI121 ،کمبود . باشدمیمعایبی نیز ین ناقل داراي ا
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بر پایین دست پیشسازي هاي همسانهتعداد جایگاه

CaMV 35S )هاي برشی سه جایگاه شناسایی آنزیم

XbaI ،BamHI  وSmaI جایگاه یک تنها ) و وجود

دهنده  خاتمهدر بالادست  SacIشناسایی آنزیم برشی 

NOSترین مشکل این پلاسمید است ، مهم .  

هاي و با استفاده از روش اي رفع این مشکلبر

 13که داراي  ، در این مقاله ناقلیدقیق مولکولی

، XbaI ،BamHI(هاي برشی جایگاه شناسایی آنزیم

Bsp1407I ،KpnI ،SalI ،XhoI ،BcuI ،PacI ،

Alw44I،AsiSI ،Bsu15I ،SgsI  وSacI (باشد، می

 His-Tagرمز کننده  شود. همچنین توالیمعرفی می

در انتهاي با تکرار هشت اسید آمینه هیستیدین 

و  آنسازي نوترکیب براي خالصکربوکسیل پروتئین 

، به عنوان M13توالی مورد شناسایی آغازگر عمومی 

جدید  MSCیابی، در انتهاي آغازگر معکوس توالی

ضمن تایید در این مطالعه، این ناقل افزوده شد. 

الگوي رسی بر، PCRروش  مولکولی این سازه با

هضم آنزیمی و تعیین توالی، کارآیی این ناقل در 

و انتقال آن ) gus(ژن گزارشگر یک سازي همسانه

نیز بررسی شد. براي این منظور پس از مدل به گیاه 

، انتقال هاي تراریختگیاهچه انجام مراحل باززایی

  با توتون  هاي این ناقل به گیاهچه T-DNAناحیه 

  

در  GUSو بیان ژن گزارشگر PCR روش مولکولی 

  . گیاهان تراریخت با روش شیمیایی ارزیابی شد

  

  هامواد و روش

  طراحی قطعه جایگاه همسانه سازي

افزار براي ساخت ناقل جدید، با استفاده از نرم

MapDraw افزارهاي از مجموعه نرمDNASTAR 

(به نشانی  NEBcutter V2.0اینترنتی افزار و نرم

http://tools.neb.com/NEBcutter2هاي )، آنزیم

پایه که جایگاه شناسایی آنها در ناقل  برشی

)pBI121 ( وجود نداشت، شناسایی شدند. بر اساس

از بین مجموعه آنزیم  13 و سهولت دسترسی، قیمت

کردند، ناقل را هضم نمیبدنه توالی  هایی که آنزیم

بر اساس توالی جایگاه   انتخاب شدند. توالی قطعه

 آنزیم و دو توالی دیگر یعنی توالی 13سایی این شنا

با تکرار هشت اسید آمینه   His-Tagرمزکننده

سازي پروتئین نوترکیب و توالی هیستیدین براي خالص

 M13 )M13/pUCمورد شناسایی آغازگر عمومی 

reverse sequencing primer (-26) به عنوان ،(

طعه، یابی در بخش انتهایی ق آغازگر معکوس توالی

طراحی شد. شکل شماتیک و چگونگی قرارگیري این 

  ه شده است.یارا 1ها نسبت به یکدیگر در شکل ترادف

  
در قطعه طراحی شده  M13و توالی آغازگر معکوس  His-Tagهاي برشی، توالی رمز کننده هاي شناسایی آنزیمجایگاه - 1شکل 

  اند.مشخص شده
  

  ساخت ناقل

 ی آن براي ساخت به شرکتپس از طراحی قطعه، توال

)ShineGene http://www.synthesisgene.com (

 هضم توسط پس ازشد. قطعه مذکور  سفارش داده

  جایگزین ژن، SacIو  XbaIهاي  آنزیم

 β- galactosidase  ناقل درpBI121 مراحل شد .

 1مستعدهاي سازي و تراریختی سلولمختلف همسانه

E. coli  سویهDH5α استانداردهاي با روش 

)Sambrook and Russell, 2001( انجام شد .

رشد کرده بر روي محیط واجد  E. coliهاي باکتري

ناقل)  آنتی بیوتیکی موجود رويکانامایسین (نشانگر 

ند. بررسی شد Colony PCR با استفاده از روش

                                                          
1. Competent Cells 
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هاي مثبت، کشت براي تکمیل اطلاعات از کلنی

کیت (لاسمید شده و پس از استخراج پشبانه تهیه 

High Pure Plasmid Isolation  شرکت

Roche(روش ، صحت ساخت ناقل جدید با PCR ،

هضم آنزیمی و تعیین توالی تایید شد. بررسی الگوي 

  .نام گذاري شد pBI105این ناقل 

سازي براي بررسی امکان همسانه  در مرحله بعد،

 pBI121از ناقل  gusژن خارجی در ناقل جدید، ژن 

خارج شده و ضمن هضم  SacIو  XbaIهاي یمبا آنز

ناقل هاي مذکور، این ژن در هر دو ناقل با آنزیم

  سازي شد.همسانه )pBI105جدید (

  مستعد آگروباکتریومسلول هاي انتقال ناقل به 

 A. tumefaciensهاي مورد نظر از انتقال سازهبراي 

کلرید روش انجماد و ذوب با و  LBA4404سویه 

استفاده شد و ازت مایع  مولار یلیم 20کلسیم 

)Holsters et al., 1978(. ها بر  پس از رشد باکتري

گر حاوي کانامایسین، حضور  روي محیط گزینش

پلاسمید نوترکیب در اگروباکتریوم توسط آزمون 

Colony-PCR  با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی

-’35SF )5(ناقل 

GGCGAACAGTTCATACAGAGTCT و (

gusR )5’-

CCGGCATAGTTAAAGAAATCATG(( 

  بررسی گردید.

 تراریختی گیاهان

از روش بهینه شده براي با استفاده تراریختی گیاهان 

) Gallois and Marinho )1996گیاه توتون توسط 

تغییراتی انجام شد. باکتري آگروباکتریوم اعمال با و 

) pH=7مایع ( LBمورد نظر در محیط  حامل سازه

میلی گرم در  50بیوتیک ( آنتی واجد غلظت مناسب

درجه سلسیوس کشت  28لیتر کانامایسین) در دماي 

 5/0محیط کشت به  OD600هنگامی که شدند. 

دور  3000دقیقه با  10رسید، محیط کشت به مدت 

 10در دقیقه سانتریفوژ شده و رسوب باکتري در 

 درصد MS ،5لیتر محیط تلقیح (محیط کشت  میلی

داً به صورت سوسپانسیون در ) مجدpH=5ساکارز، 

رقم سامسون گیاه توتون، هاي برش خرده  برگ آمد.

متر مربع به عنوان جداکشت،  ابعاد حدود یک سانتیبا 

به مدت حداکثر یک دقیقه در محیط تلقیح قرار 

سپس بر روي کاغذ صافی استریل خشک  گرفته و

کشتی  رده بر روي محیط هموخهاي برش شدند. برگ

گرم در  میلی 2درصد ساکارز،  MS ،3(محیط کشت 

، NAAگرم در لیتر میکرو BAP ،100لیتر 

pH=5.8روز در دماي  3بیوتیک به مدت  ) بدون آنتی

  درجه سلسیوس و تاریکی قرار گرفتند. 25

قطعات جداکشت با محلول حاوي  ،پس از این مدت

 500بیوتیک سفوتاکسیم ( و آنتی MSهاي  نمک

دقیقه و  30ار و هر بار به مدت گرم در لیتر) دو ب میلی

بیوتیک به مدت  سپس با آب مقطر با همین غلظت آنتی

دقیقه شستشو شدند. در مرحله آخر شستشو با آب  5

ها بر روي کاغذ  انجام شده و جدا کشت استریل مقطر

  صافی استریل خشک شدند. 

ایی (محیط زبر روي محیط بازقطعات برگی 

گرم در لیتر  لیمی 2ساکارز،  درصد MS ،3کشت 

BAP ،100  میکروگرم در لیترNAA، 50 گرم  میلی

 ،سفوتاکسیمگرم در لیتر  میلی 300کانامایسین،  در لیتر

8/5pH= درجه سلسیوس و دوره نوري  25) در دماي

ساعت تاریکی قرار گرفتند.  8ساعت روشنایی و  16

شده و غلظت هفته یک بار تعویض  2ها هر  محیط

در نهایت و  65مایسین به تدریج به بیوتیک کانا آنتی

زایش یافت. پس از دو ماه، گرم در لیتر اف میلی 80به 

زایی (محیط  هاي حاصل به محیط ریشه گیاهچه

گرم در لیتر میکرو 200درصد ساکارز،  MS ،3کشت 

BAP ،10 گرم در لیتر میکروNAA ،80 رم گ میلی

گرم در لیتر  میلی 300در لیتر کانامایسین، 

هاي آنها  ) منتقل شدند و برگpH=5.8، سیمسفوتاک

و سنجش  PCRآنالیز  براي DNAجهت استخراج 

  استفاده شدند.بیان ژن گزارشگر 

  آنالیز گیاهان تراریخت

هاي تراریخته،  از برگ گیاهچه DNAبراي استخراج 
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از روش استخراج سریع استفاده شد. براي این منظور 

اي ید شیشهبافت کوچکی از برگ گیاه بین دو اسلا

 100لیتر بافر استخراج (میکرو 500ساییده شده و با 

لیتر میکرو 25مولار،  2کلرید لیتیم  لیترمیکرو

EDTA 500 8مولار ( میلی=pH ،(100 لیتر  میکرو

Tris-HCl ) 8یک مولار=pH لیتر  میکرو 50) و

SDS 10  بافت تر آب مقطرلی میکرو 225درصد با ،(

. شدلیتري منتقل  یلیم 5/1شده شسته و به ویال  له

دور در دقیقه  13000دقیقه با  5به مدت  این مخلوط

لیتر از میکرو 350اتاق سانتریفوژ شده و  در دماي

لیتر میکرو 350یی به ویال جدیدي حاوي محلول رو

. محلول به خوبی مخلوط شده شدایزوپروپانول منتقل 

دور در دقیقه در دماي اتاق  13000 دردقیقه  10و 

. محلول رویی دور ریخته شده و گردیدتریفوژ سان

یا  TEمیکرو لیتر بافر  100 شده دررسوب خشک 

  . شدآب مقطر با تکان دادن ملایم حل 

با  PCRآنالیز ، T-DNAانتقال ناحیه  تاییدبراي 

-’gus )gusF )5ژن آغازگرهاي 

GGTGGTCAGTCCCTTATGTTACG و (

gusR )5’-

CCGGCATAGTTAAAGAAATCATG( (

م شد. با توجه به احتمال تکثیر باندهاي مورد نظر انجا

به دلیل آلودگی باقیمانده از آگروباکتریوم، آنالیز 

PCR  محصول استخراجDNA  ژنومی با آغازگرهاي

مربوط به آگروباکتریوم انجام شد. براي این منظور از 

-’VirGF )5آغازگرهاي 

ATGATTGTACATCCTTCACG و (

VirGR )5’-

TGCTGTTTTTATCAGTTGAG استفاده (

که در صورت آلودگی احتمالی گیاهان تراریخته  شد

جفت بازي مربوط به  737اي  به آگروباکتریوم، قطعه

  را تکثیر خواهند کرد. VirGژن 

 GUS فعالیت سنجش

با استفاده از روش  GUSسنجش فعالیت 

) Jefferson )1987شده توسط  ارایههیستوشیمیایی 

ظور، بخشی از بدین من با برخی تغییرات انجام شد.

 24 مورد بررسی به مدتهاي  برگ یا ساقه گیاهچه

 50(بافر فسفات (ساعت در محلول واکنش 

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

Triton X-100 ،Na2EDTA )1  ،(میلی مولار

میکرو لیتر در یک لیتر) و سه  78/0بتامرکاپتواتانول (

-bromo-4-chloro-3-5در هزار وزنی/حجمی 

indolyl-β-D-glucuronic acid عنوان  به

سپس . ندنگهداري شد )سوبستراي اختصاصی آنزیم

درجه  60بار با اتانول  5 ،ساعت 48 طولدر ها  نمونه

و  GUSزدایی گردیدند. براي بررسی فعالیت  کلروفیل

میکروسکپ مشاهده و ها زیر  رنگ آبی حاصل، نمونه

  برداري صورت گرفت. عکس

  

  یج نتا

  ساخت ناقلین

) به جاي ژن 1پس از جایگزینی قطعه مورد نظر (شکل 

-galactosidase β  در ناقلpBI121 نتیجه ،

Colony-PCR  با آغازگر انتهاي پیشبرCaMV 35S 

سازي شده  موجود در قطعه همسانه M13-Reverseو 

 pBI105مشخص کرد که چندین کلونی ناقل 

  ).3 اند (شکل ) را دریافت کرده2(شکل

کشت شده و پس از هاي مثبت، مجدداً نمونه

، صحت ساخت ناقل جدید با استخراج پلاسمید

جایگاه هاي آنزیمتمامی بررسی الگوي هضم 

) و تعیین توالی 4(شکل ناقل جدید  سازيهمسانه

  تایید شد.

سازي ژن خارجی در  براي بررسی امکان همسانه

م هاي با آنزی pBI121از ناقل  gusناقل جدید، ژن 

XbaI  وSacI  در ناقل جدید جدا سازي شده و

سازي شد. این ناقل جدید که براي انتقال ژن  همسانه

  ن مورد استفاده قرار گرفت،توتو به گیاه

pBI105+GUS گذاري شد. نتیجه  نامPCR  با

و هضم آنزیمی صحت  gusآغازگرهاي مرتبط با ژن 

  ).5ساخت این سازه را تایید کرد (شکل
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  pBI105شکل شماتیک ناقل  - 2شکل 

  

  

  
نوکلئوتیدي مورد  200؛ تکثیر قطعه حدوداً M13-Reverse) و CaMV 35S(انتهاي پیشبر  35S(-55)با آغازگر  PCRنتایج  - 3شکل 

  ).Ladder Mix )Fermentas: نشانگر وزن مولکولی C- :pBI121 ،Mانتظار. در این حالت نمونه کنترل مثبت فراهم نیست. 

  

  

  
  هاي برشیهاي شناسایی آنزیمجهت تایید کارآیی جایگاه MCSهاي آنزیمو  HindIIIآنزیم با  pBI105نتیجه هضم توام ناقل  - 4شکل 

 1kb: نشانگر وزن مولکولی 3به تنهایی، ستون  HindIII: پلاسمید هضم شده با 2، ستون pBI105: پلاسمید هضم نشده 1ستون 

)Fermentasبه ترتیب هضم توام با  13ا ت 3هاي  ) و ستونHindIII هايآنزیم و XbaI ،BamHI ،Bsp1407I ،KpnI ،SalI ،XhoI ،

PacI ،Alw44I ،SgsI  وSacIناقل توام هضم طی شود، می مشاهدهطور که . همانpBI105 هاي موجود در  آنزیم توسطMCS  به

  ها است.این جایگاه همه دهنده کارآییده که نشانشجدا  CaMV 35Sجفت بازي پیشبر  900، قطعه حدوداً dIIIHinهمراه 
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و  XbaIبا  pBI105+GUSهضم آنزیمی ناقل نتایج  -5شکل 

SacI  (سمت راست) وPCR  (سمت چپ) با آغازگرهاي

: قطعه D ؛جفت بازي) 521(تکثیر قطعه  gusمرتبط با ژن 

: ناقل -Cنوکلئوتیدي ژن از ناقل جداسازي شده است.  1821

pBI105 ،C+ ناقل :pBI121 ،M نشانگر وزن مولکولی :

Ladder Mix )Fermentas.(  

 
  انتقال ناقل به آگروباکتریوم

  به pBI105+GUSناقل در مرحله بعد 

A. tumefaciens  سویهLBA4404 شد و  منتقل

هاي رشد کرده بر روي  کلونی Colony-PCRنتیجه 

در بیوتیک با آغازگرهاي اختصاصی ناقل  محیط آنتی

  دیده می شود.  6شکل 

  

  
با آغازگرهاي مستقیم داخل پیشبر  Colony-PCR -6شکل 

). تکثیر قطعه حدود gusRو  gus )35SFو معکوس داخل ژن 

: آگروباکتریوم -Cنوکلئوتیدي مورد انتظار در کلونی ها.  1050

: نشانگر وزن مولکولی C+ :pBI105+GUS ،Mغیر تراریخت، 

1 kb )Fermentas.(  

  
  اریختی گیاه مدلتر

جهت تهیه جدا کشت، گیاهان توتون رقم سامسون 

الف). پس - 7رشد داده شدند (شکل  MSدر محیط 

هاي مورد یوم حامل سازهاز کشت باکتري آگروباکتر

هاي برش خرده رقم سامسون توتون (جدا  نظر، برگ

کشت) در محیط تلقیح قرار گرفته و سپس به محیط 

  کشتی منتقل شدند. هم

ها با محلول واجد تروز جدا کش 3از پس 

شستشو داده شده و بر روي  سفوتاکسیمبیوتیک  آنتی

محیط باززایی حاوي عامل گزینشگر (کانامایسین) 

ایجاد  هاي هاي واجد جوانه جداکشتقرار گرفتند. 

ته یک بار به محیط جدید منتقل هف 2شده هر 

کانامایسین  بیوتیک ب). غلظت آنتی- 7شدند (شکل می

یافت. پس از حدود دو ماه، ه تدریج افزایش ب

زایی  پ) به محیط ریشه- 7هاي حاصل (شکل گیاهچه

با غلظت مناسب عامل گزینشگر منتقل شدند (شکل 

و  DNAهاي آنها جهت استخراج  ت) و برگ- 7

  استفاده شدند. GUSآزمون سنجش فعالیت 

  

        
  ب      الف

       
  ت      پ

  .و باززایی گیاه توتون کشت بافت، تراریختی - 7شکل 
هاي توتون در شرایط استریل. ب) ایجاد  الف) کشت گیاهچه

هاي واجد  ها در قطعات جداکشت. پ) انتقال جداکشت جوانه

جوانه به محیط جدید واجد غلظت بالاتر گزینشگر. ت) جدا 

  ها و انتقال آنها به محیط جدید.کردن گیاهچه

  

اج شده از ژنومی استخر DNAبر روي  PCRآنالیز 

با آغازگرهاي ژن  ،هاي مقاوم به عامل گزینشگر گیاهچه

gus  انجام شد و باند مورد نظر بر روي ژل آگارز

). همچنین این آنالیز با 8مشاهده گردید (شکل 
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مربوط به آگروباکتریوم  VirGRو  VirGFآغازگرهاي 

براي بررسی آلودگی احتمالی انجام شد که در این حالت 

مربوط به آگروباکتریوم، باندي مشاهده  غیر از کنترل

  اند). ها نمایش داده نشدهنشد (داده

 

  
گیاهچه هاي مقاوم به عامل گزینشگر  PCRآنالیز  - 8شکل 

  )gusRو  gus )gusF کانامایسین با آغازگرهاي مرتبط با ژن
هاي  نوکلئوتیدي مورد انتظار در تمامی نمونه 521قطعه 

هاي  : گیاهچهP3و  P1 ،P2. انتخاب شده تکثیر شده است

: گیاهچه تیمار pBI105 ،CPتیمار شده با آگروباکتریوم واجد 

، pBI121: پلاسمید +pBI121 ،Cشده با آگروباکتریوم واجد 

C-،گیاهچه توتون غیرتراریخت :M  1: نشانگر وزن مولکولی 

kb )Fermentas.(  

  

گیاهان و ساقه در برگ  GUSسنجش فعالیت 

آنها مثبت بود،  PCRهایی که  نمونه تمامیتراریخته 

نشان داده شده  9در شکل  طور که همانانجام شد. 

ها فعالیت ژن گزارشگر و رنگ  در تمامی نمونه است

  .شودحاصل از آن با شدت مختلف مشاهده می

  

  
در برگ و ساقه  GUSنتایج آزمون هیستوشیمیایی  - 9شکل 

  هاي تراریخت.گیاهچه
L1-L3 قطعات برگ و :S1 ،ساقه گیاهچه تراریخت :C+ :

: برگ -pBI121 ،Cگیاهچه تیمار شده با آگروباکتریوم واجد 

  گیاهچه غیر تراریخت توتون.

  بحث

تشار ممکن است به خاطر ان pBI121محبوبیت ناقل 

ها و دست به دست  وسیع این ناقل در آزمایشگاه

هاي انتقال  هاي اولیه انجام پروژه گشتن آن در سال

و در نتیجه آن حجم بالاي مقالات  اناهژن به گی

منتشر شده با استفاده از این ناقل و در پی آن آشنایی 

بیشتر و اعتماد محققان به این ناقل باشد. همچنین 

و سهولت جایگزینی یک  pBI121سادگی ناقل 

و پس از آن بیان  gusاي ژن مورد نظر با ژن  مرحله

رتمند مناسب ژن منتقل شده تحت کنترل پیشبر قد

CaMV 35S محبوبیت این  از جمله دلایلتواند می

هاي  اما به دلیل تعداد محدود جایگاه ناقل باشد.

هاي برشی در این منحصر به فرد شناسایی آنزیم

هاي انتقالی، ناقل، در برخی موارد ساخت سازه

 جایگاههایی که داراي  ژن سازي همسانهخصوصاً 

-جایگاه همسانهدر موجود هاي  آنزیممعدود شناسایی 

در توالی ) SacI(از همه مهمتر  pBI121ناقل  سازي

  شود. با مشکل مواجه می ،هستندخود 

، در این تحقیق براي رفع این مشکل جهت

آنزیم  13 سازي ناقل جدید،گسترش جایگاه همسانه

را در هیچ نقطه  pBI121برشی که توالی ناقل 

نسبتاً کردند، در دسترس بوده و دیگري هضم نمی

به  هاآنزیماین  ترتیبشدند.  انتخاب، بودندارزان نیز 

هایی که جایگاه  نحوي در نظر گرفته شد که آنزیم

و ایجادکننده بوده شناسایی آنها مناسب بالادست ژن 

نیز زمینه مناسب براي شناسایی کدون شروع ترجمه 

با جایگاه شناسایی  Bsp1407I(مثل  باشند

TGTACA  وKpnI اه شناسایی با جایگ

GGTACC در نیمه اول (MCS طور ه قرار گیرند. ب

براي  Bsp1407Iمثال در صورت استفاده از آنزیم 

این ژن در بالا دست سازي ژن مورد نظر،  همسانه

ناسبی براي که در گیاهان زمینه م ACAجایگاه 

 ,.Lütcke et alباشد ( شناسایی کدون آغاز می

الادست در ب KpnIز شود. استفاده ا )، ایجاد می1987

ها زمینه  که در اکثر ژن ACC، جایگاه ردنظرژن مو
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 ,Kozakباشد ( ناسبی براي شناسایی کدون آغاز میم

طور کلی در انتخاب تمامی ه کند. ب)، ایجاد می1991

سعی بر این بود که  MCSهاي نیمه اول  آنزیم

قرار گیرد زیرا که  "-3"در جایگاه  Gیا  A نوکلئوتید

هاي گیاهان، خصوصاً دو دست بسیاري از ژندر بالا

قرار در این مکان  نوکلئوتیددو این یکی از ها،  اي لپه

  ). Sugio et al., 2010د (دار

هایی که جایگاه شناسایی آنها  همچنین آنزیم

مناسب قرار گرفتن پس از کدون اختتام بوده (مثل 

BcuI  با جایگاه شناساییACTAGT  وBsu15I  با

 MCS) در نیمه دوم ATCGATاسایی جایگاه شن

در  Aها حضور نوکلئوتید  قرار گرفتند. در این آنزیم

حضور  زیراابتداي توالی شناسایی آنزیم کلیدي است، 

کدون اختتام، هر سه بعد از بلافاصله این نوکلئوتید 

در پایان ترجمه  کدون هاي اختتامبه افزایش کارآیی 

  ).Angenon et al., 1990نماید ( کمک می

در توالی جایگزین در این ناقل، یک توالی رمز 

هشت اسید آمینه با تکرار  His-Tagکننده 

در نیز سازي پروتئین نوترکیب  براي خالص هیستیدین

توالی کوتاهی شامل زیر  His-Tagنظر گرفته شد. 

طور گسترده براي  هواحدهاي هیستیدین است که ب

ی وماتوگرافکراساس  هاي نوترکیب بر تخلیص پروتئین

تثبیت شده بر  )+Zn2 (مثلگذرا بین یک یون فلزي 

هاي جانبی یک اسید آمینه  و زنجیرهبستر روي یک 

اي  شود و هیستیدین اسیدآمینه می استفادهخاص 

لزي تثبیت کنش را با یون ف است که قویترین برهم

. )Terpe 2003( دهد نشان می بسترشده روي 

از  His-Tagدنباله  همچنین پس از توالی رمز کننده

که یکی از  TGAAرمز اختتام چهار نوکلئوتیدي 

 Angenon etترین رمزهاي پایان ترجمه است ( قوي

al., 1900( ، آنزیم دو استفاده شده است. وجود

  در دو طرف توالی  PacIو  AsiSI 1ایزوکادومر

                                                          
1. Isocaudomers 

His-Tag  انتهاي چسبنده مشابهی برشکه پس از ،

لزوم امکان حذف این توالی کنند، در صورت ایجاد می

  دهد.را از ناقل می

هاي شناسایی  معرفی این ناقل و افزایش جایگاه با

  دهنده، ی مختلف بین پیشبر و خاتمههاي برش آنزیم

ورد نظر با سهولت بیشتر انجام هاي م جایگزینی ژن

ها و  و مدت زمان اجراي طرحهزینه  و شود می

اهش محسوسی ک هاي تحقیقاتی در این حوزه پروژه

تفاده خواهد داشت. این ناقل بهبودیافته غیر از اس

تواند براي ساخت  جهت انتقال ژن به گیاه، می

  .قرار گیرداستفاده  مورد ي جدید نیزها ناقل

رشده با تیماگیاهی هاي  اکثر نمونهدر 

همانند نمونه ، pBI105ي ها ناقلآگروباکتریوم واجد 

اکتریوم واجد کنترل مثبت (تیمار شده با آگروب

pBI121تایید شد. این  ،) حضور ژن منتقل شده

ناقل  T-DNAموضوع حاکی از کارآیی انتقال ناحیه 

ژن مورد نظر به  مؤثرطراحی شده و در نتیجه انتقال 

حاکی نیز  GUSسنجش فعالیت نتایج  باشد. گیاه می

ي تراریخت ها فعالیت این آنزیم در تمامی نمونهاز 

تفاوت  ها گ ایجاد شده در نمونهشدت رن البته .بود

 2اثر موضعی دلیلتواند به  این تفاوت می که داشتند

د. ایجاد رنگ آبی در تمامی باشمحل ژن وارد شده 

هاي  و مقایسه آن با گیاهچه هاي تراریخت نمونه

جدید ، نشانه کارآیی ناقل pBI121تراریخت با 

به عبارت  .است pBI121 استاندارد همانند ناقل

از  pBI105، تغییرات صورت گرفته در ناقل دیگر

هاي تکمیلی  و افزوده شدن توالی MCSجمله توسعه 

بر عملکرد این ناقل تاثیر  M13و  His-Tagمثل 

به واسطه مزایاي  pBI105ناقل منفی نداشته است. 

آن و با توجه به اثبات تر  غنی MCSبیشتر از جمله 

 pBI121اي تواند جایگزین مناسبی بر می کارآیی آن،

  باشد.در پروژه هاي انتقال ژن به گیاهان 

                                                          
2. Positional Effect 
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