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Abstractچکیده
هاي گیاهی براي آنالیز عملکرد ژن در هاي بیگانه در بافتبیان موقت ژن

پذیر، ساده و این روش سریع، انعطاف. باشدزمان کوتاه روش کارآمدي می
ویژه بافت هايپیشبراز 2A11پیشبر.هاي تمایز یافته قابل اجرا استدر بافت

.شودمیدر میوه 2A11ژناست که باعث بیان بالاي فرنگی میوه گیاه گوجه
پس .و بررسی بیان آن است2A11سازي پیشبر ف از این تحقیق همسانههد

با استفاده از 2A11پیشبر ، فرنگیگوجهژنومی از گیاهDNAاز استخراج 
قطعه . سازي شدهمسانهPTZ57R/Tدر ناقل تکثیر وپرایمر اختصاصی

جایگزین پیشبر جدا وHindIIIو BamHIموردنظر با دو آنزیم برشی 
پلاسمیدهاي . گردیدpBI121در ناقل دوگانه CaMV35Sدایمی 

Agrobacterium tumefaciensروش شوك حرارتی به نوترکیب به

با استفاده از روش اگرواینفیلتریشن بیان ژن . دشدنمنتقل LBA4404سویه 
GUSنتایج . فرنگی مورد بررسی قرار گرفتگیاهان گوجهمیوهدر بافت

نیز با کارایی CaMV35S ،2A11حاصل نشان داد که در مقایسه با پیشبر 
بنابراین، از این .شودفرنگی میگوجهدر میوهGUSژن بالایی باعث بیان

استفاده فرنگیهاي نوترکیب در میوه گوجهتوان براي بیان پروتئینپیشبر می
.کرد

، GUS، ژن 2A11اگرواینفیلتریشن، بیان موقت، پیشبر :کلیديهايواژه
سازيهمسانه

Transient expression of foreign genes in plant
tissues is a valuable tool for plant biotechnology and to
shorten the time for gene functional analysis. Transient
expression is a fast, flexible, simple and easy method
that could be used in fully differentiated plant tissues.
2A11 promoter is a tomato fruit specific promoter
whose expression occurs in fruit significantly. Cloning
of fruit-specific promoter (2A11) is the main purpose of
this study. 2A11 promoters were amplified from
genomic DNA of tomato by PCR using specific
primers. The promoter fragments were cloned into
cloning vector PTZ57R/T. Recombinant plasmids were
transferred into E. coli XLI-blue strain. Fragments of
the interest were digested using restriction enzymes
BamH1 and HindIII and were then purified and
substituted in CaMV35S promoter in binary pBI121.
Binary pBI121 was selected for cloning of 2A11
promoters as it is an ideal vector for agroinfiltration due
to the presence of the CaMV35S promoter and the GUS
reporter gene within its T-DNA region. Recombinant
plasmids were transformed into Agrobacterium
tumefaciens LBA4404 strain with freeze and thawing
method. The expression of GUS gene was analyzed in
tomato with agroinfiltration method. The results
showed that, 2A11 promoter was found as efficient as
CaMV35S promoter in expression of GUS gene
specifically in tomato fruit. Then, we can use this
promoter for tissue specific expression of recombinant
proteins in tomato fruits.

Keywords: 2A11, Agroinfiltration, Promoter, Tomato,
Transient expression
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مقدمه 
تراریختی ژنتیکی گیاه ابزاري قدرتمند براي مطالعه بیان و 

فرایندهاي بیوشیمیایی کاري و آنالیز ژن، نمو گیاه، دستتنظیم
این ابزار همچنین پتانسیل افزایش ایمنی . ها استو ادغام ژن

غذایی در کشورهاي در حال توسعه و ایجاد محصولات 
با . دارویی را براي بهبود سلامت انسان در سراسر جهان دارد

محیطی مربوط به وجود مزایاي اجتماعی، اقتصادي و زیست
ژنتیک گیاهی یکی از موضوعات آینده این فناوري، مهندسی

هاي قانونی در مورد چالش. انداز در کشاورزي استتفرقه
کننده و هم ایمنی گیاهان مهندسی شده هم براي مصرف

:Nelson. 2001)محیط زیست وجود دارد Eaglesham

et al., براي به حداقل رساندن اثرات ناسازگار بالقوه . (2001
غیرهدف، در برخی موارد گیاهان تراریخته روي موجودات

صورت هدفمند در زمان یا مکان ها بهضروري است که ژن
یکی از این راهکارها استفاده از . خاصی از گیاه بیان شوند

انتخاب درست . پیشبرهاي مناسب براي ژن هدف است
هاي پیشبرها براي موفقیت انتقال و بیان هدفمند پروتئین

Dale(خارجی بسیار حایز اهمیت است  et al.,2002 .( میوه
عنوان گیاهی مدل براي توسعه بیان موقت فرنگی بهگوجه

، E4فرنگی پیشبرهاي مختلفی مانند درگوجه. شوداستفاده می
E8 ،PG 2وA11 شناسایی شده است که موجب بیان تراژن

از این پیشبرها براي بیان اختصاصی و . شوددر میوه می
فرنگی استفاده در میوه گوجههاي نوترکیبهدفمند پروتئین

Orzaez)شده است  et al., گونه که اشاره همان.(2006
بیان . یکی از پیشبرهاي ویژه بافتی است2A11شد، پیشبر 

هاي دیگر گیرد و در بافتتنها در میوه صورت می2A11ژن 
mRNA. گیاه و یا مرحله نموي دیگر مشاهده نشده است

اولین بار در تخمدان در مرحله شکفتگی 2A11مربوط به ژن 
یافته در تجمعmRNAاز کل %1کامل گل کشف شد و تا 

Fillatti(دهند طی رسیدگی میوه را تشکیل می et

al.,1987( . 2ژنA11 داراي یکی از بلندترین پیشبرهاي
هاي وابسته به ژن5΄در مقایسه با نواحی . گیاهی است

یلن، توالی پیشبري محافظت رسیدگی و ژن القاکننده ات
مشاهده نشده است که براي بیان ویژه 2A11اي در شده

. میوه موردنیاز باشد
هاي گیاهی روشی هاي بیگانه در بافتبیان موقت ژن

ارزشمند در بیوتکنولوژي گیاهی است و براي آنالیز عملکرد 
این روش سریع، . باشدژن در زمان کوتاه روش کارآمدي می

هاي بافت و در بافتنیاز به کشتذیر، ساده، بیپانعطاف
.تمایزیافته قابل اجرا بوده و همچنین تحت تأثیر محیط نیست

از بیان موقت بیشتر براي تایید تراریختی و اثبات تولید 

در این روش پروتئین در . شودپروتئین نوترکیب استفاده می
توجه به با . شودترین زمان تولید میسطح بالا و در کوتاه

که ارزیابی عملکرد گیاهان تراریخته پایدار فرایندي این
تواند جایگزین باشد، بیان موقت ژن بیگانه میطولانی می

Goodin)حساب آید مناسبی به et al., 2002; Yang et

al., 2000; Kapila et al., بیان موقت در . (1997
ها کار گرفته شده ولی از بین آنچندین گونه گیاهی به

Nicotianaها در گیاه توتونبیشترین گزارش

benthamiana بوده است(Chakrabarty et al.,

2007; Wroblewski et al., 2005; Mokrzycki-
Issartel et al., .Nهاي استفاده از مزیت.(2003

benthamiana براي بیان موقت پروتئین شامل موارد زیر
که معمولاً در تمام اول اینکه یک گیاه مدل بوده: است

رود و دوم اینکه پروتئین کار میهاي تحقیق گیاه بهآزمایشگاه
هاي به راحتی در سطح بالا از طریق اگرواینفیلتریشن در برگ

Kapila)باشدشود، میاین گیاه بیان می et al., 1997;

Johansen and Carrington. 2001; Voinnet et
al., 2003; Ma et al., این تکنیک براي . (2008

Medicago sativumهاي دیگر مثل یونجه گونه

(D΄Aoust et al., Lactuca sativa، کاهو (2004

آرابیدوپسیس وSolanum lycopersicumفرنگیگوجه
Arabidopsis thaliana،(Wroblewski et al.,

توان بنابراین، از این سیستم می. کار رفته استنیز به،(2005
اي استفاده هاي دولپهتراریختی طیف وسیعی از گونهبراي 

Orzaez. نمود et al.,(2006)نام روشی موقت به
براي آنالیز عملکرد ژن در ) Agroinjection(اگرواینجکشن 

ها نشان دادند که تزریق آن. فرنگی را ارائه کردندمیوه گوجه
از طریق نوك سرنگ منجر به نفوذ آن و اگروباکتریومکشت

با توسعه پروتکل . شودبیان موقت پروتئین در میوه گیاه می
در برنج مشخص شد اگروباکتریومواسطه تراریختی موقت به

کار توان بهاي نیز میلپههاي تککه این روش را براي گونه
یگر البته کارایی اگرواینفیلتریشن از میزبانی به میزبان د. برد

باشد ها قابل اجرا نمیمتفاوت است و در تعدادي از گونه
(Song and Yamaguchi. 2003) . دلایل تفاوت کارایی

خوبی مشخص نشده اما عوامل توپولوژیکی تا این روش به
.هستندثرؤمحدي در این امر 

زمان طور همتوان چند ژن را بهبا سیستم بیان موقت می
Johansen and)بیان نمود  Carrington. 2001) ؛ از

هاي نسبتاً بزرگ طرف دیگر این روش براي بیان ژن
Porta and)هم مناسب است ) 2kbتر از بزرگ(

Lomonossoff. 1996). از بیان موقت بیشتر براي تأیید
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. شودتراریختی و اثبات تولید پروتئین نوترکیب استفاده می
نوترکیب منجر به تراریختی موقت اگروباکتریومنفوذ در خلأ با 
پروتئین در سطح بالا و در زمان . شودها میبعضی از سلول

از گیاه 2A11در این تحقیق پیشبر .آیددست میکوتاه به
-pBI-2A11فرنگی جداسازي شد و پلاسمید نوترکیب گوجه

GUSدر ادامه به منظور بررسی کارایی آن از ژن . ساخته شد
فرنگی گوجه-سیستم اگرواینفیلتریشندر GUSگزارشگر 

.استفاده گردید

هامواد و روش
Lycopersiconفرنگی در این تحقیق از گیاه گوجه

esculentum Mill متعلق به خانوادهSolanaceae

هاي بذرهاي گیاه پس از شستشو در گلدان. استفاده شد
هاي جوان این گیاه در برگ. پلاستیکی در گلخانه کشت شد

ژنومی به روش DNAبرگی براي استخراج 8- 10مرحله
Dellaporta et al.,(1983)از . مورد استفاده قرار گرفت

DNAعنوان الگو جهت جداسازي پیشبر شده بهاستخراج
2A11اي پلیمراز وسیله واکنش زنجیرهبه)PCR ( و با

C°94از دماي . استفاده از آغازگرهاي اختصاصی استفاده شد
35. دقیقه استفاده گردید4مدت سازي اولیه بهاسرشتبراي و

واسرشت: صورت در نظر گرفته شدبدینPCRچرخه براي 
دقیقه در دماي 1؛ اتصال C°94سازي یک دقیقه در دماي 

C°63 دقیقه در دماي 1و بسطC°72 دقیقه 4؛ در پایان
توالی . در نظر گرفته شدC°72اضافه براي بسط نهایی در 

-′5آغازگر پیشرو 
CAAGCTTTAAAAAGTATAGTCAATATT

TAC-3 5و توالی آغازگر برگشتی′-
GGATCCGGTTTTGGATTAATTGCTAAT

TGATG-3′این آغازگرها براساس توالی ژنی موجود . بود
و با X13743.1با شماره دسترسی NCBI1در سایت 

.یدطراحی گردOligoاستفاده از نرم افزار
2A11سازي پیشبر همسانه

ها و همچنین نشانگرهاي در طول تحقیق از مواد و آنزیم
. آلمان استفاده شدRocheوزن مولکولی مربوط به شرکت 

در ناقل دوگانه 2A11سازي پیشبر منظور تکثیر و همسانهبه
T/Aمستقیماً در ناقل PCR، ابتدا محصول pBI121نهایی 

pTZ57R/T) (InsTAcloneناقل ( TM PCR Cloning

Kit # K1214, Fermentas (انتقال . کلون گردید

1 . National Center for Biotechnology Information

با استفاده از E. coliهاي مستعد باکتريپلاسمید به سلول
هاي تراریخت حاوي سلول. شوك حرارتی انجام گرفت

مایع و محیط انتخابی LBپلاسمیدهاي نوترکیب در محیط 
جهت استخراج سیلین انتخاب وبیوتیک آمپیحاوي آنتی

Miniprep،(Sambrook andروش پلاسمید به

Russell. 2001)پس از تأیید . مورد استفاده قرار گرفتند
سازي با استفاده از هضم آنزیمی با حضور ژن در سازه همسانه

، پیشبر موردنظر از روي ژل HindIIIو BamHIهاي آنزیم
DNAسازي آگارز جدا شده و با استفاده از کیت خالص

)Roch (تخلیص گردید.
اي در تراریختی استفاده گستردهpBI121ناقل بیانی 

است که ناحیه bp81475اندازه این ناقل . گیاهان دارد
T-DNA)6193 bp (هاي سرحد راست، آن شامل قسمت

به) II)nptIIکاست بیانی براي نئومایسین فسفو ترانسفراز 
، ژن گزارشگر CaMV35Sعنوان نشانگر انتخابی، پیشبر 

با . و سرحد چپ استnosو پایانبر ) GUS(2بتاگلوکورونیداز
با استفاده از CaMV35Sتوجه به نقشه پلاسمید، پیشبر 

افزار توسط نرمNCBIتوالی و مشخصات دریافت شده در 
طراحی نقشه . طراحی شدVector NTIکامپیوتري 

pBI121ي برشی مفید و هااین امکان را فراهم آورد تا محل
CaMV35Sکردن پیشبر موردنیاز در جهت هدف ما که خارج

.بود، شناسایی شود2A11و ورود پیشبر 
در پلاسمید 2A11کردن پیشبر منظور کلونبه

pBI121هاي برشی ، ابتدا با استفاده از آنزیمBamHI و
HindIII پیشبرCaMV35S از پلاسمیدpBI121 خارج

با استفاده از CaMV35Sشده و پلاسمید خطی فاقد پیشبر 
جهت انجام واکنش اتصال آماده DNAسازي کیت خالص

جداشده با روش فوق 2A11در مرحله بعد، پیشبر . گردید
خطیpBI121لیگاز به پلاسمید DNAT4توسط آنزیم 

با استفاده از E.coliهاي تراریختی سلول. شده الحاق شد
شیمیایی انجام گردید -روش فیزیکیید نوترکیب بهپلاسم

(Sambrook and Russell. 2001) .هاي تراریخت کلون
بیوتیک کانامایسین باکتریایی در محیط انتخابی حاوي آنتی

pBI121جهت تأیید الحاق پیشبر در پلاسمید. انتخاب شدند

و هضم 2A11با آغازگرهاي اختصاصی PCRهاي آزمون
انجام HindIIIوBamHIهاي برشی ط آنزیمآنزیمی توس

منظور تأیید صحت توالی قطعه مربوط به پیشبر، به. گردید
یابی قطعه پلاسمیدهاي نوترکیب پس از استخراج براي توالی

از پرایمرهاي . فرستاده شدندMillegeneورودي، به شرکت 

2. β- Glucoronidase
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یابی نتیجه توالی. یابی استفاده گردیدبراي توالیM13عمومی 
پس . نوکلئوتیدي، مورد جستجو قرار گرفتBlast1در برنامه 

-pBI-2A11از تأیید نهایی، سازه نوترکیب حاصل که 

GUSبه باکتري و ) 1شکل(گذاري شد نام
Agrobacterium tumefacience گردیدمنتقل .

باکتريLBA4404هاي مستعد سویه سلول

1. Basic Local Alignment Search Tool

A. tumefaciensد اریخت تر2به روش ذوب و انجما
و در محیط (Sambrook and Russell. 2001)گردیدند 

50(کشت جامد حاوي کانامایسین  mg/l ( و ریفامپسین)75
mg/l ( در دمايC°28ها ظاهر روز کلنی3تا 2مدت به
هاي تأیید تراریختی اگروباکتریوم با استفاده از آزمون. شدند

PCR2با آغازگرهاي اختصاصیA11از . انجام گردید
عنوان کنترل در بهpBI121اگروباکتریوم حاوي پلاسمید 

.تراریختی استفاده شد

2. Freeze – Thaw

.دهدنشان میpBI121در ناقل دوگانه CaMV35Sجاي را به2A11جایگزینی پیشبر pBI-2A11-GUSسازه نوترکیب -1شکل

فرنگیدر گیاهان گوجهGUSبررسی بیان موقت ژن 
-pBI-2A11منظور بررسی و ارزیابی عملکرد سازه به

GUS در گیاهان و بررسی بیان ژن باکتریاییGUS) که
و 2A11تحت پیشبرهاي ) کندآنزیم بتاگلوکورونیداز را کد می

CaMV35Sفرنگی، آزمایش بیان موقت در میوه گوجه
A. tumefaciensبدین منظور ابتدا. یدطراحی و اجرا گرد

که حاوي پلاسمید نوترکیب LBA4404سویه 
pBI-2A11-GUS یاpBI121 لیتر میلی5بودند به میزان

گرم در لیتر کانامایسین میلی50مایع حاويLBدر محیط 
صورت شبانه در گرم در لیتر ریفامپسین بهمیلی75همراه با 

2صبح روز بعد . و بر روي شیکر، کشت گردیدC°28دماي 
مایع LBلیتر در محیط میلی50لیتر از این کشت به میلی

گرم میلی75گرم در لیتر کانامایسین همراه با میلی50حاوي
در لیتر ریفامپسین افزوده شد و مجدداً در همان شرایط رشد 

،5/0بهOD600پس از رسیدن . ذکرشده قرار گرفت
فرنگی به سوسپانسیون یافته میوه گوجههاي برشنمونه

دقیقه 15مدت باکتري اضافه شد و در دسیکاتور تحت خلاء به
با حذف سریع سیستم خلاء، ورود باکتري به . قرار گرفتند
هاي حاوي کاغذ ها به پترينمونه. ها تسهیل گردیدداخل میوه

بعد . فتندروز در تاریکی قرار گر3مدت صافی منتقل شدند و به
با GUSاز پایان این مدت آزمایش هیستوشیمیایی ژن 

طور ژن را بهامکان سنجش بیانX-Glucاستفاده از 
ها در  نمونه. اختصاصی در سلول و بافت میوه فراهم آورد

8- 36برايX-Glucآمیزي هاي حاوي محلول رنگلوله
% 70قرار داده گرفته و سپس در الکل C37°ساعت در دماي
Jefferson)شستشو گردیدند et al., 1987).

نتایج و بحث
با 2A11پیشبر جفت بازي1300در این تحقیق قطعه

از ژنوم PCRاستفاده از آغازگرهاي اختصاصی و با روش 
الحاق پیشبر به داخل پلاسمید . سازي شدفرنگی همسانهگوجه
T/A با استفاده از روشPCRهمچنین با . ثابت گردید

استفاده از واکنش هضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب توسط 
و خروج قطعات HindIIIوBamHIهاي برشی آنزیم

DNA سازي پیشبر مورد جفت بازي، همسانه1300با اندازه
Blastیابی در برنامه نتیجه توالی). 2شکل (تأیید قرار گرفت 

که قسمتی (3در شکل . فتنوکلئوتیدي، مورد جستجو قرار گر
توالی ردیف اول ) دهدنوکلئوتیدي را نشان میBlastاز نتیجه 

)Query ( مربوط به نتیجه حاصل از تعیین توالی قطعه
2A11سازي شده است و توالی ردیف دوم مربوط به همسانه

است که ) X13743.1)2A11توالی با شماره دسترسی 
منظور ارزیابی به. جستجو داردبیشترین تطابق را با توالی مورد

RB LB

HindII
I

EcoRI

P-2A11 gus T-nosP- nos nptII T- nos

BamH
I

1812 bp1300 bp 250 bp

pBI-2A11-GUS
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. استفاده شدpBI121از ناقل دوگانه 2A11کارایی پیشبر 
این CaMV35Sجایگزین پیشبر 2A11منظور پیشبر بدین

هاي توسط آنزیمCaMV35Sخروج پیشبر . ناقل شد
HindIII و 5'در سمتBamHI پذیر امکان3'در سمت

CaMV35Sبا پیشبر دایمی 2A11جایگزینی پیشبر . است

و ساخت سازه نوترکیب pBI121در ناقل دوگانه 
pBI-2A11-GUSهاي مختلف با استفاده از آزمون)PCR

PCRنتایج ). 4شکل(مورد تأیید قرار گرفت ) و هضم آنزیمی

جفت 1300دهنده تکثیر قطعه سازه نوترکیب جدید نشان
و همچنین 2A11بازي با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی 

و BamHIهاي برشی هضم آنزیمی آن توسط آنزیم
HindIII 2حضور پیشبرA11 را در بالادست ژنGUS در

). 1شکل(به اثبات رساند pBI-2A11-GUSسازه نوترکیب 
باکتري LBA4404هاي مستعد سویه تراریختی سلول

-pBI-2A11با سازه نوترکیب تومفسینساگروباکتریوم

GUSشیمیایی انجام شد-با استفاده از روش فیزیکی .
هاي باکتریایی حاوي سازه نوترکیب با استفاده از روش کلنی

PCR 2و آغازگرهاي اخنصاصی پیشبرA11تأیید شدند .
نشان داد که مطابق انتظار قطعه PCRالکتروفورز محصول 

). 5شکل (جفت بازي تکثیر یافته است 1300
ش بیان موقت پیشبر در میوه نتایج حاصل از آزمای

نشان داد که X-Glucآمیزي فرنگی در محلول رنگگوجه
ژن باعث بیانCaMV35Sهمانند پیشبر 2A11پیشبر 
GUSاین امر ضمن اینکه . شودفرنگی میدر میوه گوجه

دهد حاکی از را نشان می2A11کارایی و فعالیت پیشبر 
فرنگی گوجهموفقیت روش اگرواینفیلتریشن براي میوه 

ژن ها نشان داد که پیشبرها باعث بیانرنگ آبی بافت. باشدمی
GUSهاي کنترل تاکیدي بر آمیزي غدهعدم رنگ. اندشده

ژن و عدم تأثیرپذیري نتایج از عوامل محیطی و صحت بیان
).6شکل (جانبی می باشد 

Van Haaren and Houck(1991) بیان اختصاصی
تولیدشده در گیاه ) GUS(میوه را با فعالیت بتاگلوکورونیداز 

. ، بررسی کردند2A11فرنگی تراریخته، تحت پیشبر گوجه
تعدادي از عناصر تنظیمی قوي 5΄مطالعات حذفی روي ناحیه 
4/0نواحی . را نشان دادند2A11درگیر در بیان مناسب ژن 

kb 1/3و kb΄5 بیان بالايGUSرا در میوه باعث شدند .
1/8در حالی که ناحیه  kb΄5 فعالیتGUS را در بافت میوه
بنابراین، یک عنصر تنظیمی منفی قوي در . یا برگ تولید نکرد

1324ناحیه بین  bp 1796و bp در بالادست شروع
1/8رونویسی و یک عنصر تنظیمی مثبت ویژه میوه بعد از 

kb1/8ناحیه . بالادست جایگاه شروع رونویسی وجود دارد
kbگر وسیله قطعه بالادست توالی تقویتتوان بهپیشبر را می

CaMV35Sکرد که در این صورت پیشبر ویژه میوه فعال
3΄با ناحیه 2A11ژن 3΄جایگزینی ناحیه . نخواهد بود

بیان در3΄متفاوت اثر قابل توجهی در بیان ژن نداشت، ناحیه 
همچنین این دو . نقش جزیی دارد2A11اختصاصی میوه ژن 

حاوي هر دو 2A11نشان دادند که ژن 1993محقق در سال 
پیشبر ژن 5΄ها ناحیه آن. عنصر تنظیمی مثبت و منفی است

2A11 جفت بازي 634تا 211را به دو قطعه کوچک حدود
in vitroدر DNAهاي کوچک تقسیم کردند، این قطعه

در مطالعات . راي مطالعات اتصال به پروتئین استفاده شدندب
ها حداقل چهار ناحیه اتصال به پروتئین ویژه میوه و یک آن

بدین . ناحیه اتصال به پروتئین فعال میوه و برگ مشاهده شد
.ترسیم شد2A11وسیله نقشه عملکردي پیشبر 

Lineهمچنین  et al.,(2006) 2پیشبرA11 ویژه
تکثیر 1PCRفرنگی را با تکنیک نستد پرایمر میوه در گوجه

. کردند

1 . Nested-primers PCR technology

و مشاهده 2A11و پیشبر pTZ57R/Tهاي حاصل از واکنش اتصال ناقل شده از کلنیپلاسمیدهاي استخراجPCRهضم آنزیمی و -2شکل
با آنزیم هاي 2A11و پیشبر pTZ57R/Tکلنی حاصل از واکنش اتصال 2شده از هضم آنزیمی پلاسمیدهاي استخراج- 2وbp1300.1باند 

HindIII وBamHI)اندهر دو کلنی پیشبر را دریافت کرده(نشانگر مولکولی تعیین اندازه -3؛DNA)1 kb ladder(5و4؛-PCR

هر دو کلنی پیشبر را دریافت (2A11با پرایمر 2A11و پیشبر pTZ57R/Tکلنی حاصل از واکنش اتصال 2شده از پلاسمیدهاي استخراج

654321

1300bp
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.آبPCRواکنش -6؛)اندکرده
>emb|X13743.1| Lycopersicon esculentum DNA for a fruit specific protein involved in fruit maturation
Length=4654
GENE ID: 543980 2A11 | fruit-specific protein [Solanum lycopersicum]
(10 or fewer PubMed links)
Score = 1635 bits (885),  Expect = 0.0
Identities = 889/891 (99%), Gaps = 1/891 (0%)
Strand=Plus/Plus
Query  28 CTTTAAAAAGTATAGTCAATATTTACGGTGACCGTGAATTTCTTAATTATGATATATAAT  87

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct  9    CTTTAAAAAGTATAGTCAATATTTACGGTGACCGTGAATTTCTTAATTATGATATATAAT  68

Query  88   TTAAAAGAAATCATGATCACATTCTACTGATGAGAACATGTGCTAATCAAGGGAAAACAT  147
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  69   TTAAAAGAAATCATGATCACATTCTACTGATGAGAACATGTGCTAATCAAGGGAAAACAT  128

Query  148  GGATGTGAAAAATACTTTTTGTTAAAAGTaaaaaaaaaTGTGAAATTTTGTTAGTTATTT  207
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  129  GGATGTGAAAAATACTTTTTGTTAAAAGTAAAAAAAAATGTGAAATTTTGTTAGTTATTT  188

Query  208  ACTACCTATACATTATTTGAGCATGTGCAAACTTTACAAATACCTAATAGAAGATTTTCA  267
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  189  ACTACCTATACATTATTTGAGCATGTGCAAACTTTACAAATACCTAATAGAAGATTTTCA  248

Query  268  CCTGCCTGTATATATGTAAATTAATTATAATGAACACTCTCACATAAAATAATTATCAGT  327
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  249  CCTGCCTGTATATATGTAAATTAATTATAATGAACACTCTCACATAAAATAATTATCAGT  308

Query  328  ATATACATTAATACTTGCCCTCCACAATGAATTAAATAAAATGTAGAACATGATCTACAC  387
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  309  ATATACATTAATACTTGCCCTCCACAATGAATTAAATAAAATGTAGAACATGATCTACAC  368

Query  388  TTCAATAAAACTAAGACCATAAAGAATAATTTCAAAATATACACATGTCAACAATAAATT  447
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  369  TTCAATAAAACTAAGACCATAAAGAATAATTTCAAAATATACACATGTCAACAATAAATT  428

Query  448  ATTTGCATATTATATTAACTTACTAAACAATCTTTACTTTTGAAATATAAAAATAATCAA  507
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  429  ATTTGCATATTATATTAACTTACTAAACAATCTTTACTTTTGAAATATAAAAATAATCAA  488

Query  508  GTTATAAGTCTGCTCAAAGTAAAGCACTTGTTAGACTCATCTGATTTTGAGAA-GTAAGC  566
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||

Sbjct  489  GTTATAAGTCTGCTCAAAGTAAAGCACTTGTTAGACTCATCTGATTTTGAGAAGGTAAGC  548

Query  567  AAATTGATGGTGCATAATAGTCACAAGTAAAATATAAAATAGATTTCATTAGTAAAATTG  626
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  549  AAATTGATGGTGCATAATAGTCACAAGTAAAATATAAAATAGATTTCATTAGTAAAATTG  608

Query  627  TTTTTTACTTTCTTTATATATAATTATCAATATCCTTCAATGGTAGGTTAATTATATTGT  686
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  609  TTTTTTACTTTCTTTATATATAATTATCAATATCCTTCAATGGTAGGTTAATTATATTGT  668

Query  687  TAACTTCTTGTTGAATtaaagcaataagacaagaatattaaagataaaagaacaataaaa  746
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  669  TAACTTCTTGTTGAATTAAAGCAATAAGACAAGAATATTAAAGATAAAAGAACAATAAAA  728

Query  747  atagaaagactaagagataagaGTTTTCTTATTCTTCTTTCAATAAGTATCATCAAGTGT  806
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  729  ATAGAAAGACTAAGAGATAAGAGTTTTCTTATTCTTCTTTCAATAAGTATCATCAAGTGT  788

Query  807  ATACAATATAAATTTTTGTATTTTTGATCTATCTATTTATAATGTTATATATAAGCATAC  866
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  789  ATACAATATAAATTTTTGTATTTTTGATCTATCTATTTATAATGTTATATATAAGCATAC  848

Query  867  AAAAGATCAGTCataaatatgactttaatcatgaaaataatgaaaganatt  917
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||

Sbjct  849  AAAAGATCAGTCATAAATATGACTTTAATCATGAAAATAATGAAAGAGATT  899
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مربوط به نتیجه حاصل از تعیین توالی قطعه ) Query(، توالی ردیف اول 2A11یابی شده نوکلئوتیدي قطعه توالیBlastقسمتی از نتیجه -3شکل
2A11 است و توالی دوم مربوط به توالی شماره دسترسیX13743.1است.

1/3در ناقل دوگانه پیشبر  kb ،2A11 را به ژنGUS

را با واسطه GUSمتصل کردند و بیان موقت ژن 
A.tumefaciensنتیجه بیان موقت ژن . بررسی کردند

GUS نشان داد که این پیشبر توانایی راندن این ژن را در
ها توانستند، با موفقیت پیشبر آن. فرنگی داردمیوه گوجه

2A11سازي کنند و نشان دادند که استفاده از آن را  همسانه
پذیر براي تولید واکسن خوراکی امکان

.باشدمی
2A11ژوهش حاضر نشان داد که پیشبر نتایج حاصل از پ

هاي گیاه را در میوهGUSسازي شده قادر است ژن همسانه
شده و براساس هاي انجامطبق بررسی. فرنگی بیان نمایدگوجه

توان گفت که قدرت ها تا حدي میشدت و میزان رنگ بافت
CaMV35Sاین پیشبر تقریباً مشابه پیشبر دایمی و قدرتمند 

شود که استفاده از این پیشبر بینی میبنابراین، پیش. است
قادر ) مانند واکسن هپاتیت(هاي نوترکیب براي بیان پروتئین

است به میزان نسبتاً بالایی از پروتئین موردنظر را در بافت 
شود که پیشبر بینی میهمین دلیل پیشبه. میوه تولید نماید

هرچند طبق . بودف موردنظر خواهدامناسبی براي اهد
بودن عملکرد این پیشبر در هاي موجود اختصاصیگزارش

فرنگی ثابت شده است ولی جهت تأیید پیشبر هاي گوجهمیوه
مورد استفاده در این تحقیق لازم است با استفاده از سایر 

.  این امر ثابت گردد) مانند برگ(هاي بافتی نمونه

و pBI121هاي حاصل از واکنش اتصال ناقل شده از کلنیهضم آنزیمی پلاسمید هاي استخراج-4شکل 
DNAنشانگر مولکولی تعیین اندازه -1.منظور بررسی ورود پیشبربه) 2A11 )pBI-2A11GUSپیشبر 

)1 kb ladder(هضم -5و 4، 3؛مشاهده نشد1300هضم آنزیمی پلاسمید غیرنوترکیب که باند -2؛
HindIIIبا دو آنزیم 2A11و پیشبر pBI121شده حاصل از واکنش اتصال ناقل آنزیمی پلاسمید استخراج

1300و مشاهده باند BamHIو  bp 2براي پیشبرA11.

حاوي سازه LBA4404سویه A. tumefaciensبراي PCRالکتروفورز محصول واکنش : 5شکل 

4321

1300bp

54321

1300bp
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نشانگر مولکول تعیین -2A11 .1با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی پیشبر .pBI-2A11GUSنوترکیب 
.آب-4؛pBI-2A11GUSهاي حاوي سازه نوترکیب کلونی-3و2؛)DNA )1 kb ladderاندازه 

حامل ناقل نوترکیب اگروباکتریومواسطهبا استفاده از اگرواینفیلتریشن بهGUSبیان موقت ژن -6شکل 
pBI-2A11GUS و غیرنوترکیبpBI-35SGUSعنوان همراه اگروباکتریوم بدون پلاسمید نوترکیب بهبه
.فرنگیکنترل در میوه گوجه

سپاسگزاري
هايحمایتازپژوهش این اجرايدرنویسندگان 

در قالب طرح پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي ایران 
.نمایندتقدیر و تشکر می7-05- 05-9008تحقیقاتی شماره 
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