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معدنی   مواد  از  استفاده  بیشتر  قابلیت  با  زراعی  گیاهان  در اصلاح  موجود 

های مهندسی  روش   فناوری است.خاک از اهداف پژوهشگران حوزه زیست 

پیشرفت  باژنتیک  زراعی  گیاهان  اصلاح  در  را  چشمگیری  و    انتقال  های 

ایجاد صفات مفید جهت تولید بیشتر در شرایط عادی و یا تحت تنش را  

می سازه  آورند.فراهم  با  طراحی  پروموترهایی  دارای  کارآمد  ژن  های 

بهع مناسب  ژنملکرد  اختصاصی  بیان  بافت منظور  در  نظر  مورد  های های 

به   تحمل  مانند  مطلوب  صفات  ایجاد  جهت  مناسب  زمان  در  و  هدف 

ای برخوردار  های زیستی و غیر زیستی یا اهداف دیگر از اهمیت ویژهتنش

بیان اختصاصی ژن با تنش است.  القای آنها  ناقل فسفات در ریشه و  های 

جهت   را  ژن  خانواده  این  اعضای  پروموترهای  قابلیت  فسفات،  کمبود 

ببهره تراریخت  گیاهان  در  خاک ه برداری  از  فسفات  جذب  برای  ویژه 

قطعه  می نشان یک  پژوهش  این  در  به    1826دهد.  مربوط  بازی  جفت 

ژن   تالیانا  AtPHT1;1پروموتر  آرابیدوپسیس   Arabidopsis)   گیاه 

thaliana L.)  ی بیوانفورماتیکی قرارگرفت و نتایج نشان داد  مورد بررس

بیان اختصاصی در ریشه های متعدد مربوط بهکه این پروموتر دارای موتیف

عنوان یک ژن گزارشگر  به   AtPAP17از ترشحی    است. بیان اسید فسفات 

در گیاهان تراریخت کلزا نشان داد که    AtPHT1;1تحت کنترل پروموتر  

طور  گیاه کلزا حفظ کرده و به  ن بافتی خود را در پروموتر مذکور ویژگی بیا

کننده عنوان یک ناحیه تنظیم تواند بهشود و میاختصاصی در ریشه بیان می

های مطلوب در ریشه گیاهان تراریخت کلزا مورد  برای بیان اختصاصی ژن 

  استفاده قرار گیرد.

 

تنش   ،AtPHT1;1پروموتراز ارغوانی،    اسید فسفات   های کلیدی:واژه

 فسفات، ریشه، کلزا  

 

Breeding crops with a higher ability in using soil 

minerals is one of the biotechnology researchers’ goals. 

Genetic engineering methods provide considerable 

advances in crop breeding by transferring and creating 

desired traits for further production under normal or 

stress conditions. In these procedures, Design of 

efficient gene constructs is of particular importance and 

requires promoters with proper function to specifically 

express the gene of interest in the target tissue and at 

the appropriate time to develop desired traits such as 

tolerance to biotic and abiotic stresses or other aims. 

Specific expression of phosphate-transporter genes in 

the roots and their induced levels in phosphate 

deficiency shows the potential of this gene-family 

promoters utilization in transgenic plants, particularly 

for the use in phosphate absorption from soil. 

Bioinformatics analysis showed that the 1826-bp 

promoter fragment of AtPHT1;1 gene carries several 

motifs leading to root-specific expression in 

Arabidopsis thaliana. The expression of a secretory 

acid phosphatase gene, AtPAP17, as a reporter gene in 

rapeseed transgenic plants indicated that the AtPHT1;1 

promoter retains its root-specific criteria in rapeseed 

such that it could be used as a regulatory region for the 

specific expression of desired genes in transgenic 

rapeseed plant roots. 
   

Keywords: AtPHT1;1 promoter, canola, Purple acid 

phosphatase, Phosphate stress, root 
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   مقدمه

زراعی  (  .Brassica napus L)   کلزا  گیاه  دومین 
است امین ت  جهان  در  روغن  فسفات  و    کننده  از  کمبود 
است.  در این گیاه    عملکرد کننده    امل اصلی محدود و ع 

جذب ریشه گیاه    صورت یون آزاد فسفات، قابل فسفر به 
یی افزودن کودهای شیمیایی  ا است. بنابراین، درعمل کار 

  80ای از آن )بیش از  فسفات پایین بوده و بخش عمده 
ترکیبات فسفر در خاک تثبیت  صورت  درصد( به  ذخیره 

به می  گیاهان  برای  که  قابل شود  و   سختی    دسترس 
اصلاح گیاهان   (. Sharpley et al., 2005جذب است ) 

معدنی   مواد  از  استفاده  جهت  بیشتر  کارایی  با  زراعی 
زیست  پژوهشگران  اهداف  از  خاک  در  فناوری  موجود 

روش  بیوتکنولوژی  است.  و  ژنتیک  مهندسی  های 
های چشمگیری را در اصلاح گیاهان زراعی با  شرفت پی 

انتقال و ایجاد صفات مفید جهت تولید بیشتر در شرایط  
می  فراهم  را  تنش  تحت  یا  و  این  عادی  در  آورند. 

ای  های ژن کارآمد از اهمیت ویژه ها طراحی سازه روش 
برخوردار است و نیازمند داشتن پروموترهایی با عملکرد  

تصاصی ژن در بافت هدف و در  مناسب جهت بیان اخ 
برای   را  نظر  مورد  صفات  ایجاد  تا  است  مناسب  زمان 

های زیستی و غیر زیستی یا اهداف دیگر  غلبه بر تنش 
 پذیر سازند.  امکان 

تنظیم مهم  عامل  ژن ترین  بیان  پروموترها  کننده  ها، 
ناحیه   بالادست  تنظیمی  مناطق  پروموترها  هستند. 

عو  توسط  که  هستند  رونویسی  رمزکننده  امل 
نسخه شناسایی  میزان  و  را  شده  ژن  یک  از  برداری 

می  ژن تضمین  بیان  نحوه  اساس  بر  و  دو  کنند  به  ها 
شوند.  شونده تقسیم می دسته با بیان دائمی و بیان تنظیم 

ژن ژن  یا  دائمی  بیان  با  خانه های  همه    در   1دار های 
می بافت  بیان  گیاه  زندگی  سراسر  در  و  ولی  ها  شوند 
تنظیم ژن  بیان  که  تحت هایی  دارند  یک  أ ت شونده  ثیر 

های  محرک محیطی بیان آنها تا چند هزار برابر در بافت 

 
1. House-keeping genes 

تکوینی   مراحل  و  متفاوت  محیطی  شرایط  مختلف، 
ها خود به دو دسته ویژه  کند. لذا این ژن خاص تغییر می 

می  بیان  خاص  بافت  یک  )در  بافتی  یا  بیان  شوند( 
آ ژن  بیان  )که  القایی  تنش های  زخم،  اثر  در  های  نها 

غیر  و  هورمون   زیستی  و زیستی،  می   ها  القا  شود(  ... 
ریشه    . ( de Melo et al., 2021شوند ) بندی می تقسیم 

اندام اصلی برای جذب مواد معدنی توسط گیاه است و  
شناخته  ژن  ریشه  در  اختصاصی  بیان  با  متعددی  های 

می شده  جمله  آن  از  که  ناق اند  خانواده  به  های  ل توان 
این    2( PHT1)   فسفات  نمود.  اشاره  آرابیدوپسیس  در 

آرابیدوپسیس   در  بین    9خانواده  در  که  دارد  عضو 
اند. وظیفه اصلی آنها  های مختلف گیاهی حفظ شده گونه 

جایی فسفات  جذب فسفات از ریزوسفر و همچنین جابه 
بافت  است در  مختلف  این    .های  اعضای  از  تعدادی 

ویژه در شرایط تنش کمبود  خانواده در اپیدرم ریشه و به 
می  بیان  ) فسفات   ;Nussaume et al., 2011شوند 

Mudge et al., 2002 ) .    بنابراین اعضای این خانواده
پروموترهای    ی ژن  جداسازی  جهت  مناسبی  کاندیداهای 

  القاشونده با تنش فسفات و همچنین با بیان اختصاصی 
پروژه  در  استفاده  ریشه جهت  ژنتیک  در  های مهندسی 

  توالی تحلیل    در این پژوهش، پس از تجزیه و هستند. 

روش   ،AtPHT1;1  پروموتر  از  استفاده  های  با 
آرابیدوپسیس  گیاه    بیوانفورماتیکی، قطعه مورد نظر از

یک ژن رمز    یان ب  یمتنظ  یبراسازی و  تالیانا همسانه 
بهکننده   شد   AtPAP17نام  اسیدفسفاتاز  و    استفاده 

شد.   بررسی  کلزا  تراریخت  گیاهان  در  آن  عملکرد 
بیان   نحوه  بررسی  پژوهش،  این  انجام  از  هدف 

ناحیه    در  PHT1;1پروموتر   گیاه کلزا و معرفی یک 
های مطلوب در  کننده جهت بیان اختصاصی ژن تنظیم

به کلزا  تراریخت  بهگیاهان  تحمل  افزایش    منظور 
بهتنش  مغذی  مواد  کمبود  فسفات  های  کمبود  ویژه 
 است.بوده 

 

 
2. Phosphate transporter 



 19 هترولوگ کلزا  ستمیدر س AtPHT1;1عملکرد پروموتر   یبررسفتحی و همکاران:  

 

 

 ها مواد و روش 

  AtPHT1;1پروموتر  توالی  بیوانفورماتیکی  بررسی

   از گیاه آرابیدوپسیس تالیانا

توالی بیوانفورماتیکی  استفاده    با  AtPHT1;1  بررسی 
نرم    ،PLACE  (Higo et al., 1999)  یافزارهااز 

PlantCARE (Lescot et al., 2002)  با   ینهمچنو
انجام شد.  منابع  در  اطلاعات    جستجو  موارد  کلیه  در 

توالی  به  مور مربوط  پایگاه  دهای  از   NCBIنظر 
و.  شد  دریافت ژنتیک  در    مهندسی  توالی  کلونینگ 

نرم  SeqBuilderافزار  نرم مجموعه  افزارهای  از 
Lasergene    شرکت(DNASTAR  ،Madison  )

ا با بررسی  با    نی انجام شد.  نقشه آغازگرهای مناسب 
 (. 1طراحی شد )جدول  Oligo7افزار استفاده از نرم 

 
ژن   AtPHT1;1 ژن  پروموتر  سازیهمسانه  و 

AtPAP17 بیانی سازه  ساخت و 

ترمیناتور و  پروموتر  قطعات  تکثیر    DNA  ، جهت 
 .Dellaporta et al  روش  از   استفاده  با یژنوم

گ1983) از  و    یاناتال  یدوپسیسآراب  یاه(  شد  جدا 
نظر  توالی  مورد  از    و  PCR  روشبا  های  استفاده  با 

شرکت    Expand High Fidelity  یمآنز
Thermofisher  ناقل    و  یرتکث   pTZ57R/Tدر 

  سازه   یابی،توالی   با   تایید  از   پس   و  شدند   سازیهمسانه 
ژن    پروموتر آغازگرهای.  شد   ساخته  نهایی

AtPHT1;1  (PHT1;1F/R)  توالی  براساس  DNA  
آغازگرهای(GeneID:834353)  یژنوم   ترمیناتور  ، 

  توالی   براساس  AtHSP18  (HSP18F/R)ژن  
DNA  ی ژنوم  (GeneID:836093)    آغازگرهای و 

مربوط    mRNAسازی طول کامل  مربوط به همسانه
ژن     ی توال   طبق  بر  AtPAP17  (PAP17F/R)به 

 .mRNA  (Accession Noرفرنس  

NM_112660)  سازه    برای  .شدند   طراحی ساخت 
وکتور    یینها   یه کل  کهشد    استفاده  pAPCUFiاز 

  دارد   گیاهی  أ آن منش  T-DNA  یه قطعات سازنده ناح

(P-DNA  )(Zare et al., 2019)  . فاقد  ناقل    این
آنتی  به  مقاومت  گیاهان  ژن  انتخاب  جهت  بیوتیک 

تراریخت است. از این رو یک کاست بیانی دارای ژن  
اکسیدوردوکتاز باکتری    1(ptxD)  فسفیت  از 

Pseudomonas stutzeri   دسترسی شماره    با 
(AF061070)    گیاهان انتخاب  برای  و  طراحی 

شد   استفاده   & López-Arredondo)تراریخت 

Herrera-Estrella, 2013.)    از پس  ژن  این  توالی 
 فرانسه ProteoGenix شرکتاصلاح کدونی توسط 

انجماد  و  ذوب  با روش  نهایی  وارد    ساخته شد. سازه 
تومه  سویه  اگروباکتریوم  و    GV3101فاشنس  شد 

 کلزا مورد استفاده قرارگرفت.  ی برای تراریخت
 

 کلزا ی ختیترارو  یاهیگ مواد

سال   پروژه  نی ا  در در    طور به  1397-1400های  که 
مشترک در پژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزی ایران و  

زیست  و  ژنتیک  مهندسی  ملی  فناوری  پژوهشگاه 
است،  انجام   شد   استفاده   ماین  رقم  کلزا،   اه یگ  از شده 

سسه تحقیقات،  ؤهای روغنی، م)دریافتی از بخش دانه
بذر(  و  نهال  تهیه  و  برگ    ی هاجداکشت.  اصلاح 

مدت  به  و  جدا  روزه  7  تا  5  یهارستدانه   از  ی لدونیکوت
بر رو  4تا    2 شدند.    کشتش ی پ  یی باززا   ط یمح  ی روز 

  ی هان ی تامیو  MS  یهانمک دارای    ییباززا  طیمح
B5،    درصد   3ساکارز  ،BA  mg/L  1،  NAA  mg/L  
از    یاشبانه   کشت .است  درصد   0/ 7  آگار   و   04/0

 Agrobacterium)   فاشنستومه   ومیآگروباکتر 

tumefaciens)  هیسو  GV3101  مورد    یحاو سازه 
ته رس  هینظر  از  پس  -0/ 8  مناسب  OD  به  دنیشد 

3/0=600OD    هم    طیدر مح  و  رسوب داده شدباکتری
ا  هیپا   MSشامل    یکشت مرحله عناصر ماکرو    ن ی)در 
تنها شامل    طیمح   ساکارز   (،باشدی م  4MgSOکشت 
استوسردرصد  5  گلوکز ،  درصد  3 ،  µM  200  نگون ی، 

 
1. Phosphite oxidoreductase 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/834353
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/836093
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  ی ال 3مدت شد و به قی تعل pH=5/ 6فاقد هورمون و با 
گراد  درجه سانتی  28    ی و دما  rpm  180ساعت در    4

  10  مدت به  ها جداکشت  مرحله   ن ی ا  در .  شد   داده   قرار
  کاغذ   یرو  بر  سپس  و   شدند   آغشته  یباکتر   با  قهیدق

  و حذف    یباکتر  ون یسوسپانس  ی اضاف  قطرات   یصاف
منتقل شدند و    یکشتهم طی ها به محجداکشت  یتمام

تار  3تا    2مدت  به در  دما  یک یروز  در  درجه    25  ی و 
  بهها  جداکشت  سپسشدند.    ی دارنگه گراد  سانتی 

دارای اصلاح   یی باززا  ط ی مح  انتخاب   ط یمح   شده 
غلظت    mM  05/0  غلظت  با  ت افسف با  فسفات  و 

mM 25/0 ) هر   شدهتلقیح  هاییزنمونه. ر شدند  منتقل
  از   پس  و  شدندواکشت    دیجد   طی در مح  بارک یروز    7

از    10حدود    گذشت    ی متعدد  ی هاجوانه  ح،ی تلقروز 
  ی هابه وجود آمد که جوانه   هاجداکشت از    یبعض   یرو

مح  جدا سبز   به  .  شدند  منتقل   هورمونفاقد    ط یو 
  ط یمح  به  داشتند   مناسب  رشد که    ی سبز  اهان یگ
  ،B5  یهان ی تامیو  MS  یهانمک   شامل  ییزاشه یر

  7/0  آگار  و  NAA  mg/L  5/0،  درصد  3  ساکارز
 منتقل شدند.  درصد
 

 PCR یهابا استفاده از آزمون ه ختیترار دیی تا

  CTABروش  از برگ کلزا به   یژنوم   DNA  استخراج

(Keb-llanes et al., 2002)  کیفیت  .  شد  انجام
DNA  ژن  شده  استخراج  یژنوم تکثیر   یدرونبا 

ده  -3  دی آلده  سر یگل   از   استفاده   با و    دروژنازیفسفات 
بررسی  F/R-GAPDH1ی  آغازگرها   قرار  مورد 

برنامه  گرفت  .PCR،   در    یایقه دق  10چرخه    یک
  ی،اچرخه سه مرحله   40و  گراد  درجه سانتی   94  یدما
سانتی   94  دقیقه  1 درجه    60  دقیقه  1،  گراد  درجه 

سانتی   72  دقیقه  1  وگراد  سانتی  یک    و گراد  درجه 
سانتی   72  یایقه قد  10 چرخه  است بوده گراد  درجه 

  ی ژنوم   DNA  ی مرحله بعد عدم آلودگ   در  (. 1)جدول  
اگروباکتر  یاه گ جلوگ   ی با  بررس  یریو  با  خطا    ی از 

 
1. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

آغازگرها  با  و   VirB6ژن    یرتکث از    ی استفاده 
VirB6-F/R    جدول( شد  برنامه  1انجام   .)PCR ،  

گراد  درجه سانتی  94 یدر دما  یایقه دق 10چرخه  یک
مرحله   40و   سه  درجه    94  یقهقد  1  ی،اچرخه 

  یقه قد  1و  گراد  درجه سانتی   62  یقهقد  1،  گرادسانتی 
سانتی   72 چرخهگراد  درجه  یک    72  یایقه قد  10 و 

سانتی    حضور   مرحله   آخرین   در است.  بوده گراد  درجه 
از    یافتهانتقال   ژن استفاده  آغازگر با  ژن    دو  درون 

ژن    مربوط و    UniPAP17-Rنام  به   AtPAP17به 
AP29-F  (. برنامه  1)جدول   شد  بررسیPCR،  یک  

دما  یایقه دق  10چرخه   سانتی   94  یدر  و  گراد  درجه 
مرحله   40 سه  درجه    94  یقهقد  1  ی،اچرخه 

  یقه قد  1و  گراد  درجه سانتی   62  یقهقد  1،  گرادسانتی 
سانتی   72 چرخهگراد  درجه  یک    72  یایقه قد  10 و 

 است.  بودهگراد سانتی  درجه
 

خت با استفاده  یاهان تراریگ  بافتی ریشه   یزیآم رنگ

سوبسترا -Bromo-4-chloro-3-5  یاز 

indolyl phosphate (BCIP)  
( Colorimetric Assay)  یسنجرنگ   آزمون   در 
  مثبت   آنها  PCR  جی نتا  که  ختیترار   اهانیگ  شهیر

  شرکت  BCIP  یسوبسترا  از   استفاده  با  بود، شده
 BCIP  یسوبسترا   از  یمحلول .  شدند  ی بررس  سیگما

  ی رو  بر  سپس  و  شد  ه یته  مولاری ل یم  100  غلظت  در
  ی سوبسترااز    تریلی لی م  1  ،خت یترار  اهیگ  هر  شهیر

  قه یدق  5  زمان مدت   از   بعد  و  شد   ختهی ر  نظر   مورد
 . شد  انجام یبردارعکس 

 
  با   شه یر  و  برگ   در  AtPAP17ژن    انی ب  یبررس

   RT-PCR روش

نمونه  RNA استخراج از  برگ    شه یر  یها کل  سه  و 
از   منتخب  از    ختیترار   اهان یگنمونه  استفاده  با 

 RNX-Plus Solution for total RNAبافر

isolation    حذف    جهتانجام شد.    کلون  سیناشرکت
  کلون  نایس  شرکت  DNase I  مار ی از ت  یژنوم   یآلودگ 
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(DNase I.Rnase-free500U. 1u/µl  ) استفاده  
در دما  1مدت  به   هانمونه   ید.گرد  درجه    37 یساعت 

آنزیم    ی سازغیرفعال و سپس    گرفتندقرار  گراد  سانتی 
اضافه  قرارگیری    EDTA  (mM25 )کردن  با  و 

دمای  نمونه در  سانتی   65ها  به درجه    15مدت  گراد 
کمیت   ارزیابی  جهت  همچنین  شد.  انجام  دقیقه 

RNA    رقت آنها  از    01/0از  استفاده  با  و  شد  تهیه 
غلظت   اسپکتروفتومتر،  میزان    ( ng/µl)دستگاه  و 

موج  طول  در  پروتئینی  و  فنولی  مواد    آلودگی 
nm280/260  آمد.  به رونویسی  دست  واکنش 

آنزیمریکارگبه با   معکوس شرکت  M-MuLV ی 
ساختانجام شد   فرمنتاز  . cDNA    از ترکیبی  توسط 

  Random Hexamerو    Oligo dTآغازگرهای  
  ثانویه  از تشکیل ساختارهای  ممانعت انجام شد. جهت  

  65 دقیقه در دمایی  5های مورد نظر  نمونه   RNAدر
سانتی  ادامه  درجه  در  دمای    5گراد،  درجه    25دقیقه 

سپس  گراد  سانتی  درجه    45دمای    دقیقه  60و 
فعالسانتی  غیر  گرفتند.  قرار  در  گراد  آنزیم  سازی 
شد.    دقیقه انجام  5مدت  گراد به درجه سانتی  70دمای 

میزان  صحتسنجش     واکنشبا    cDNAسنتز    و 
PCR   داخل  آغازگر  با   و تایید    GAPDH  ی کنترل 
به AtPAP17 ژن  انیب  بررسی آغازگر    یریکارگبا 

)AtPAP17  (pap17-F/R  ی اختصاص   (1  جدول ( 

   .انجام شد
 

 نتایج و بحث 

  ژن   پروموتر یتوال  یکی وانفورماتی ب  یبررس
AtPHT1;1    

  bp  2390طول    به  س ی دوپسیآراب  AtPHT1;1  ژن
  ی قالب خواندن   کیبا    نترون،یسه اگزون و دو ا  یدارا
ناحاست  bp 2012 باز که  پروتئ  ه ی.  از    نیرمزکننده 

  ی ابتدا  و . اگزون اول  شودی اگزون دوم آغاز م   یابتدا
دوم   نم  bp  289طول    بهاگزون    که   شودی ترجمه 

اول،    UTR51همان   اگزون  از  بعد    ک یاست. 
طول    نترونیا گرفته   bp  216به  اقرار  ژن    نیاست. 

  bp  149به طول    3UTR  هیناح  ک ی  یدارا  نی همچن
  ژن بالادست رمز شروع ترجمه    bp1986  ی توالاست.  

AtPHT1;1  ی اطلاعات  یهاگاه یپا  ازاستفاده    با  
PlantCARE   وPLACE  جستجو در اطلاعات   ا یو

تأک با  و  منابع  تنظ  د یموجود در  مربوط    ی م یبر عناصر 
ر  انیببه بررس  شه یدر  مورد  فسفات  تنش  قرار    یو 

)جدول   همان 2گرفت  مگونه (.  انتظار    ن یا  رفتی که 
دارا ز  یپروموتر  عناصر    ی ادی تعداد    TATA-boxاز 

. در  دهدی م  لیتشکپروموتر را    یکه هسته اصل  است
ناح  TATA-boxمعمولاً    ها وت ی وکاری تا    10  ه یدر 

جا   40 بالادست  باز  رونو   گاهیجفت  قرار    ی سیشروع 
  73حضور    PlantCAREافزار  نرم .  ردیگیم

TATA-box    23که    دهد ی منشان   رشته  دو  هررا در  
رو بر  و    یعدد  مثبت  بر    50رشته    رشته   یروعدد 

  -57  تیاز آنها در موقع  ی ک یو تنها    دارند   قرار   ی منف
  ی توال   مکان   ن یهم  در در رشته مثبت قرارگرفته است.

TATAAAAT  پستانداران    قرار در  گرفته است که 
مطلوب  مخمر  لحاظ  به  TATAعنصر    ن یترو 

 ,Wobbe & Struhl) شده است  شناخته   یعملکرد

جالب (1990   یی هاTATA-box  اغلب  نکهیا  توجه. 
تا    -900رشته مثبت قرار دارند در فاصله    ی بر رو  که

نشان    PLACEافزار  بررسی با نرم   . دارند  قرار   -913
آغازکننده    یتوال   چهار  ی دارا  ن یپروموتر همچن  نی ا داد

Inr2،  YTCANTYY    که در    معمولاً است 
دارد.    box-TATA  فاقد  3ی پروموترها   یتاسه وجود 

 Inrهای این توالی از  ی کها در رشته منفی و تنها یآن 
 اگزون قرار دارد.   نی نخسترشته مثبت و در در  
 
 

 

 
1. Un-Translated Region 

2. Initiator element 

3. Core promoter 
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 .ختیترار  اهانیگ صیتشخ و pAPCUFi-PHT1-PAP17 سازه ساخت در استفاده مورد یآغازگرها .1 جدول

آغازگر  نام آغازگر  یتوال   

UBQF2* 5-GAGCTCTTTCGTATACATAAAAATAAGGAT-3 

UBQR2 5-GGTACCTTGAGGATTTGTTGAGA-3 

Pht1,1F 5-GTCGACCTATGAACATA\GTGTAAA-3 

Pht1,1R 5-CTCGAGTTCCTAGAGCTATATAAT-3 

PAP17 F 5-CTCGAGCCTACCTAATTCATC-3 

PAP17 R 5-CTCGAGTCAAACAGGAATGAAG-3 

HSPF 5-AGGTACCATATGAAGATGAAGATGAA-3 

HSPR 5-AGAGCTCGAGGAAGGGAGTTTA-3 

VirB6F 5-CGTTTACGGCCATTCATACGATC-3 

VirB6R 5-GACTCCGAAGGCAGACCAGAG-3 

GAPDH-F 5-TATGTTTGTTGTTGGTGTCAACGAGCACGAATACAAG-3 

GAPDH-R 5-ATGTTAAATGATGCAGCCCTTCCACCTCTC-3 

AP29F 5-CGAGTCTGAGTTTGCTGTTGT-3 

UniPAP17R 5-AGAGCTTTGACATAAGAGTTGCGAGAT-3 

pap17F 5-ATTCTGGTCGTCGATCGTTAATG-3 

pap17R 5- CCATCTGATAAGCAACGAGAGAC-3 

  اند.شده های محدودگر اضافهدار برای ایجاد جایگاه آنزیمخط های زیر* توالی 

 
  ، Placeی افزارهانرم   از استفاده با که سیدوپسیآراب AtPHT1;1 موجود در پروموتر ژن یهاف یاز موت یبخش .2 جدول

PlantCARE  است. دست آمدهبا جستجو در منابع به  ایو 

 
 معنای عدم حضور موتیف مذکور در توالی پروموتر است. عدد صفر به  0      

 
 



 23 هترولوگ کلزا  ستمیدر س AtPHT1;1عملکرد پروموتر   یبررسفتحی و همکاران:  

 

 

 
  CAAT-box  فی موت  ATPHT1;1   27پروموتر

عدد آنها در رشته مثبت    14 ف یموت  27 ن یاز ا  که   دارد 
فراوان   ی توال  نیا  .استگرفته   یجا از    ن یترکه 
  جهت   دو  هر   در  است،  یپروموتر   ینواح   در  هاف یموت
  جهش،   به   آن   تیحساس  ل یدلبه   و   است  ت یفعال  ی دارا
  نظر   در  پروموتر   یی ا کار  کنندهن ییتعتوالی    عنوان به

  پروموتر   .(Porto et al., 2014)  است  شده گرفته
AtPHT1;1  ف یموت  کی   ی دارا  نی همچن  CCCAT  

موقع تشک  است  -150  تیدر  عناصر  از  دهنده  ل ی که 
پروموترها در  پروموتر  جلبک    ی مصنوع   ی هسته  در 

ا  دوموناس یکلام موقع  شتر یب  فی موت  ن یاست.    ت یدر 
شده  مشاهده  ی سیرونو  شروع گاهیجابالادست  در  -65

در  می   و  (Scranton et al., 2016)است   تواند 
 Transcriptionپایداری کمپلکس آغازی رونویسی )

initiation complexدنبال آن بیان پایه بالاتر  ( و به
داشته موت   ن ی همچن   ی توال   ن ی ا   در   باشد.نقش    ف ی دو 

CGATT   و    نترون ی خارج از ا   ها وجود دارد که هر دو آن
اگزون   بالادست  گرفته   اول در  ا اند قرار  در    ی توال   ن ی . 

شده و نقش  شناخته   س ی دوپس ی آراب   UBQ10ژن   نترون ی ا 
افزا   ی مهم   ی م ی تنظ  ا   ان ی ب   ش ی در  واسطه    نترون ی با 

IME1  دارد (., 2016et alRose  ) .  ف ی موت   ن ی ا  ت ی اهم  
  نترون ی ا   ک ی   ی ش ی آزما   ی ورز دست   با   که   است   ی ا اندازه به 
بیان    توان ی م   آن   در   عنصر   ن ی ا   تعداد   ش ی افزا   و  میزان 
 . ( Parra et al., 2011) داد    ش ی افزا   را پروموتر    ک ی 

قابل   از    د عناصر  ا   ی گر ی توجه  در  پروموتر    ن ی که 
شد،   توال   DOFCORZEMشناخته    AAAG  ی با 

  ف ی موت   ن ی . از ا شود ی م   ی س ی رونو   ش ی است که سبب افزا 
رو   7 بر  و    ی عدد  مثبت  رو   14رشته  بر  رشته    ی عدد 

که در    ی گر ی د   ف ی موت   GATA-boxوجود دارد.    ی منف 
ب شناخته   CaMV35Sپروموتر   و  است  بالا،    ان ی شده 

  ی ها ی ژگ ی بافت از و   ی اختصاص   ان ی با نور و ب   ان ی ب   م ی تنظ 

 
1. Intron-Mediated Enhancement 

  از .  ( Reyes et al., 2004) است  گر  تنظیم عنصر    ن ی ا 
  بر   عدد   16  و   مثبت   رشته   ی رو   بر   عدد   7  ز ی ن   ف ی موت   ن ی ا 

محل    ف ی موت   ک ی  ن ی . همچن دارد  وجود  ی منف   رشته  ی رو 
پروموتر   HD‐ZIPIII  اتصال    ATPHT1;1  در 
تنظیم پروتئین   س ی دوپس ی آراب   در .  شد   یی شناسا    گر های 

HD‐ZIPIII   ی س ی رونو  ی فاکتورها  خانواده   ن ی تر کوچک  
  و   شه ی ر   ، یی هوا   اندام   ن، ی جن   ی ر ی گ شکل   در   که   هستند 
  ی رها ی مس   از   جزئی   و   دارند   دخالت   ی آوند   بافت 

 Brandt) رشد هستند    ی انداز راه   و   ی هورمون   ی رسان ام ی پ 

et al., 2014 )  . 
  افتن ی   جهت   AtPHT1;1  پروموتر بیشتر    ی بررس 

  دهد ی م   نشان   شه ی ر   در   ی اختصاص   ان ی ب به   مربوط   عناصر 
ا    عناصر   ی دارا پروموتر    ن ی که 

ROOTMOTIFTAPOX1 ،  OSE1ROOTNODULE  
  آنها   سه   هر   که است    OSE2ROOTNODULEو  

. حضور  شوند ی م   سبب   را   شه ی ر   بافت   در   ی اختصاص   ان ی ب 
موت   چهار  از    ROOTMOTIFTAPOX1  ف ی نسخه 

س   ک ی   در  ب   ک ی نتت ی پروموتر  ژن    ی اختصاص   ان ی موجب 
GUS   شد    خت ی ترار   اهان ی گ   ی ها شه ی ر   در توتون 

 (Mohan et al., 2017 )  . داد   نشان پیشین    قات ی تحق  
ی   که    ف ی موت   4شامل    DNAقطعه    ک اتصال 

SP8BFIBSP8AIB ،ROOTMOTIFTAPOX1  ،  
OSE1ROOTNODULE    و
OSE2ROOTNODULE   حداقل پروموتر    ی به 

CaMV35S   ب ر   ی اختصاص   ان ی سبب    ی ها شه ی در 
شده   خت ی ترار   اهان ی گ   ,.Cui et al)   است توتون 

که  جالب .  ( 2020 است    AtPHT1;1  پروموتر توجه 
که    ROOTMOTIFTAPOX1  14  ی دارا  است 
.  است   شه ی ر   در   ی اختصاص   ان ی ب   عنصر   ن ی تر ی اصل 

و دو   OSE1ROOTNODULE  ک ی   ی دارا   ن ی همچن 
OSE2ROOTNODULE    است که در رشته مثبت 

اختصاص  ر   ن ی ا   ی عملکرد  بافت  در  را    شه ی پروموتر 
 Expansin  ی ها ژن پروموتر    ی بررس .  کنند ی م   ن ی تضم 
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  یین مو  شه ی در ر  ی اختصاص  ان ی ب   که مختلف  اهان ی گ  از  7
  در   ی اختصاص   ان ی ب   با   ی ها ژن   گر ی د همچنین    و دارند  

  3تا    ک ی   حضور   س ی دوپس ی آراب   اه ی گ   از   یین مو   ی ها شه ی ر 
ناح   در   RHERPATEXPA7  عنصر    ه ی بالادست 

5`UTR   نشان را    -800تا    -30فاصله    ی عن ی  
  پروموتر .  ( Kim et al., 2006)   است شده داده 

AtPHT1;1   عدد سه    ی دارا   ز ی ن  
RHERPATEXPA7   رشته در  آنها  تا  دو  که    است 

و   ا   ی ک ی مثبت  ناح   ن ی از  در  اگزون    UTR`5  ه ی دو  در 
ا  از  که  دارد  قرار  بق   ن ی نخست  با  دارد   ه ی جهت    تفاوت 

 . بالا(   1)شکل  

  مرتبط با   عناصر   حضور   ی برا   AtPHT1;1  پروموتر 
  )شکل   گرفت   قرار   ی بررس   مورد   ز ی ن   فسفات کمبود    تنش 

  است   ی د ی کل   ی س ی رونو   فاکتور   ک ی   PHR11.  پایین(   1
می   فسفات کمبود    تنش   به   پاسخ   در   که    شود فعال 

 (Rubio et al., 2001 )   ی و متعلق به خانواده فاکتورها  
  نقش .  دارد   عضو   15  که   است   MYB-CC  ی س ی رونو 
  ، PHL1  مانند   خانواده   ن ی ا   گر ی د   ی اعضا   ی م ی تنظ 

PHL2 ، PHL 3  و  PHL4   تنش   به   پاسخ   در   ز ی ن  
پاسخ    ی ها ژن   اغلب   پروموتر .  است   شده شناخته   فسفات 

دارا  فسفات  کمبود  تنش    ی ندروم ی پال   ی توال   ی به 
 (GNATATNC )   اتصال   گاه ی جا   که   است  PHR1  

جا    است   کسان ی   PHR1  با   PHL1اتصال    گاه ی است. 

 (Bustos et al., 2010 )   پروموتر    در   وAtPHT1;1  
از    ی ک ی که    است ه شد   یی شناسا   PHR1اتصال   گاه ی جا   سه 

 .  دارد نخست قرار    نترون ی آنها در ا 
  مربوط  ی ها ژن  ی س ی رونو  ، PHL1 و   PHR1 برخلاف 

  ش ی افزا   فسفات کمبود    تنش   با   PHL3  و   PHL2  به 
  PHL3و    AAATATCC  ف ی موت   به  PHL 2 . ابد ی ی م 
 Sun et)   شود ی م   متصل   ACATATTC  ف ی موت   به 

al., 2016 )  . پروموتر   در  AtPHT1;1   گاه ی جا   ک ی  
  در   PHL4  و   PHL3.  شد   یی شناسا   PHL2اتصال  

 
1. Phosphate starvation response 1 

با   ی ها ژن   ان ی ب   م ی تنظ  از  کمبود  تنش    مرتبط  فسفات 
.  ( Wang et al., 2018)   برخوردارند   ی کمتر   ت ی اهم 

  که   یی ها ف ی موت   ی برا   AtPHT1;1  پروموتر   ی بررس 
ارائه Müller et al.   (2007  توسط  است حضور  (  شده 

موت  نوع  سه  بر    گر ی د   ف ی تنها    را   P1BSعلاوه 
پروموتر دهد ی م نشان   .  AtPHT1;1   ف ی موت   6  ی دارا  

NIT2 ،   موت   ف ی موت   دو   و   AGTTTT  ف ی دو 
GAATAT   موت دو  عملکرد  که  هنوز    ف ی است  آخر 

است. شناخته  رو   ی ها ن ی پروتئ   نشده    C2H2  ی انگشت 
  م ی تنظ   بر   علاوه   که   هستند   ی س ی رونو   عوامل از    ی گروه 
  ژه ی و به   ها تنش   به   پاسخ   در   ی مهم   نقش   نمو،   و   رشد 
  ن ی ا   ی احتمال   اتصال   ی توال .  دارند   ی ست ی ز   ر ی غ   ی ها تنش 
شامل    ها ن ی پروتئ  پروموتر    ، A[AG/CT]CNACدر 

TGCTANNATTG   و  TACAAT   است   (Liu et 

al., 2022 )  . 

  TACAAT  گاه ی جا   دو   AtPHT1;1  پروموتر   در 

  ی س یرونو  فاکتور   اتصال  محل  که  شد   یی شناسا
ZAT6  است.  ZAT6  ی هاشه یر   رشد   رپرسور   ک ی  

  ی هموستاز  شه، یر  رشد  کنترل   ق یطر   از   و   است  هیاول
.  ( Devaiah et al., 2007)   دی نمای م  میتنظ  را  فسفات

در    A[AG/CT]CNAC  گاه ی جا   کی  نی همچن
از    گر ی د   ی ک ی   ZFP5وجود دارد.    AtPHT1;1پروموتر  

است    ی خانواده انگشت رو   ی ها ن ی پروتئ   ی س ی عوامل رونو 
به  مثبت  که  به    ی ها ژن   ان ی ب طور    شدن   ل ی طو مربوط 

را در پاسخ به تنش کمبود فسفات و    یین مو   ی ها شه ی ر 
آراب   م ی پتاس   Huang et)   د ی نما ی م   م ی تنظ   س ی دوپس ی در 

al., 2020 ) . 
NIGT1.22  ای  HHO23  رونو   کی   ی سیفاکتور 

به و    myb  خانواده  وابسته  فسفات  جذب  که  است 
  و   نموده  لی تعد  فسفات  کمبود  تنش  یطرا در    تراتین

.  د ینمای م   حفظ  اه یگ  در   را   عنصر   دو  نی ا  نیب  تعادل 

 
2. Nitrate-Inducible, Garp-Type Transcriptional 

    Repressor1.2 

3.  Hypersensitivity to Low Phosphate-Elicited Primary 

    Root Shortening1 Homolog2 
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داده   قات یتحق که  نشان  طور به  NIGT1.2است 
  ش یرا افزا  AtPHT1;1  وAtPHT1;1   انیب  میمستق

.  دهدی م  کاهش   را   NRT1.1  ترات یژن ناقل ن  ان یو ب
آراب   رشد   ن یهمچن  NIGT1.2  س ی دوپسیدر 

  فسفات   تنش  به  پاسخ  در   را  ی جانب  و   هیاول  یهاشه یر
ژن کندی م   لی تعد پروموتر  در     AtPHT1;1یها. 

رونو   AtPHT1;4و دو   NIGT1.2  یس یفاکتور  به 
 AAACNNAACC  و   AGANNNAAA  فیموت

  AGANNNAAA  از  نسخه   کی  که  شود ی م  متصل 

 دارد.   وجود  AtPHT1;1 پروموتر در   فیموت
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بیان در ریشه )بالا( و مرتبط با تنش کمبود فسفات )پایین(. های مربوط به برای موتیف  AtPHT1;1. بررسی توالی پروموتر 1شکل 

 است. است. زیر ناحیه شروع ترجمه خط کشیده شده شدهرنگ زرد روشن نشان داده اگزون اول و بخشی از اگزون دوم به 

 
NIGT1.2    ژن پروموتر    به   NRT1.11در 

د  یهاف یموت  ، AANNAGA  یگر یمتفاوت 
TGGGA    وGAGA    متصل شده و نقش رپرسور را
بررس  ژن  یدارد.    دهد یمنشان   AtPHT1;1  پروموتر 

 
1. Nitrate Transporter 2.1 

 8و    AANNAGA  ف ی موت  4  یپروموتر دارا  نیکه ا
موت  GAGA  فیموت نوع  دو  هر  حضور    ف ی است. 

تنظ  دهدیمنشان    از   AtPHT1;1  انیب  میکه 
است    ی شتریب  یهای دگ یچیپ مثال عنوان به برخوردار 

رونو فاکتور  پروموتر    NIGT1.2  یس یاتصال  به 
AtPHT1;4  از ین  ی گرید   ی اختصاص   یهای توال   به  

.  رند یگی م  قرار   کنندهفعال   ف یموت  از   پس   کهدارد  
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در    AtPHT1;1ژن  ان یب  م یتنظ  ی چگونگ   ن یبنابرا
فاکتور   با    قات یتحق  NIGT1.2  یس یرونوارتباط 

    .(Wang et al., 2020)دارد  از ین یشتریب
 

 بیانی  سازه ساخت   طراحی و

ب  ساخت    عامل   عنوانبه   PTXD  ژن  یانی کاست 

 ناقل حدواسط یک در  انتخابگر 

دارا  یک پروموتر   AtPAP17ژن    ی سازه    با 
AtPHT1;1  طراح  شد.   طراحی   ناقل   از سازه    ی در 
pAPCUFi   قطعات سازنده آن    یهاستفاده شد که کل

  أ منش   T-DNA  ناحیهچپ و راست    ی جمله مرزها  از
نیز    P-DNAناقل    آن را  بدین لحاظ  و  دارند   گیاهی

آن .  نامندمی کاستاز  این  که  انتخابگر    جا  ژن  فاقد 
  برای ،  (Zare et al., 2019)است    بیوتیکی ی آنت

  کسیدردوکتاز ا  فسفیت ژناز  تراریخت    گیاهان  انتخاب
(PTXD)  انتخابگر  به عامل  -López)عنوان 

Arredondo & Herrera-Estrella, 2013)   تحت 
استفاده  نخود    یاهاز گ  10  کوئیتینیوبی پروموتر    کنترل

س  (.Peykari & Zamani, 2019)شد     اخت جهت 
برش    یهاگاه یجا  تی محدود   به  توجه   با   نهایی   سازه

ب  کی  ،pAPCUFiوکتور    در   یم یآنز   ی انیکاست 
حدواسط    PTXDژن    یبرا ناقل    pTZ57Rدر 

  نیتیکوئی وب ی  پروموتر  از  باز  جفت  1500ساخته شد.  
حدواسط    درنخود    اهی گ  10   با   pTZ57R/Tناقل 

(  1)جدول    UBQF2/R2  ی آغازگرها  با   PCR کمک
با    یری قرارگ  جهتشد.    یسازهمسانه  ناقل  در  قطعه 

آنز هضم  جهت    کلونو    نییتع  یمی استفاده  در  که 

نظر برا  مورد  بود  انتخاب شد.    یقرارگرفته  کار  ادامه 
  گاه یجا   نیتیکوئی وبیپروموتر    ی برا  آغازگر  یطراح   در
  5  هیناح  در    SacI  و   3  هیناح  در   KpnI  ی هام یآنز

وکتور    قرار که  آنجا  از  شد.  خود    pTZ57R/Tداده 
هضم    با   اضافه   ی هاگاهیجااست    گاه ی جا  دو   ن یا  ی دارا
جا   نیب  KpnI  گاهی)جا  SacIسط  تو  SacI  گاهیدو 

  (. 2 حذف شد )شکل و اتصال مجدد  ت(  قرارگرفته اس
ترم  در دوم   کیژنوماز    AtHSP18ژن    ناتوریمرحله 

DNA  ی آغازگرها   با   انا یتال  سی دوپسی آراب  اه یگ  
HSPF/R    وکتور    در و    ریتکث(  1)جدول

pTZ57R/T   شکل   شد  یسازهمسانه(  A3 .)    در
  ی هام یآنز  گاه یجا  ناتوریترم  ی برا  آغازگر   ی طراح
SacI  ه یناح  در  3  وKpnI  هیدر ناح  5    .قرار داده شد

قرارگرفته بود جهت    موردنظرکه در جهت    یاهمسانه 
جا از  در  موجو   SalI  گاهیاستفاده  برا  T/Aد    ی وکتور 

طراح در  شد.  انتخاب  کار    معکوس   آغازگر   یادامه 
جا   ناتوریترم  یبرا از    یگاه جا  یک  SacI  گاه یقبل 

XhoI  استفاده   مورد   بعدی   مراحل  در   تا  شد   داده   قرار  
 KpnI یهایگاه جا  در  یناتور. ترم( 1)جدول   گیرد  قرار

 (. B3 )شکل  شد داده   قرارکنار پروموتر  SalIو 
ژن    ینآخر  در  جا   PTXDمرحله   KpnI  یگاه در 

ترم  ینب و  )شکل   یناتورپروموتر  شد  داده  (.  C3قرار 
شده  بهینه   PTXD  های ژن سنتزحاوی کدون   کاست

بیان در گیاه، ناقل   برای  (  A4)شکل  pAPCUFiدر 
   .(B4قرار داده شد )شکل SacI جایگاه در
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با   pTZ57R/Tناقل : pTZ57R/T ،Bناقل :  pTZ57R/T،Aدر ناقل حدواسط  نخود نیتیکوئی وبی پروموتر یسازهمسانه. 2 شکل

 KpnI. یاضاف تیسا  حذف: Cکوئیتین، پروموتر یوبی 

 
  یاهاز گ HSP18ژن  یناتورترم یسازهمسانه  :pTZ57R/T، Aدر ناقل حدواسط  PTXDژن  یساخت کاست دارا . 3 شکل

ژن  یسازهمسانه:  C، (C2 کوئیتین )شکلیوبی  در کنار پروموتر یناتورقراردادن ترم: pTZ57R/T، Bیانا در ناقل تال یدوپسیسآراب
PTXD یناتورپروموتر و ترم ینب . 
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  PTXD: کاست pAPCUFi،  B ناقل: AtPHT1;1 .Aتحت کنترل پروموتر   AtPAP17ژن  یدارا ییساخت سازه نها. 4 شکل
.  AtPHT1;1 پروموتر  با  35Sپروموتر  ینیگزی: جاCقرار داده شد.  SacIدر جایگاه  35Sبالادست پروموتر  pAPCUFi ناقلکه در 

Dیساز: همسانه AtPAP17  در جایگاهXhoI ییساخت سازه نها و. 

 
ب  ساخت    AtPAP17  ژن  یدارا  گیاهی   یانیسازه 

 AtPHT1;1تحت کنترل پروموتر 

داده نشان  کنترل یک  تحقیقات  تحت  بیان ژن  است 
پروموتر دائمی اغلب سبب تغییرات فنوتیپی ناخواسته  

شود. اثر منفی این پدیده  همانند کاهش رشد گیاه می 
تجمع   از  در  مولکول ناشی  سلولی  فرایند  طی  در  ها 

غیر  سلول  یا  که    اندام  است  نامناسب  زمان  و  هدف 
انرژی گیاه می  از دست رفتن    از   شود. استفادهموجب 

  باعث   القایی  یا  و  بافتی   بیان  ویژه  پروموترهای
  نیاز   آن  به  که  محلی   در   فقط   نظر   مورد  ژن  تا  شود می

 ,Jeong & Jung)شود    بیان  مناسب  زمان  در  و  است

  یک   اینکه   بر  علاوه  AtPHT1;1  پروموتر  (.2015
فسفات    القاییپروموتر   کمبود  تنش    یژگی و  است با 

 Liao et)  شودی م   یانب  یشه ر  در دارد و    یز ن  یبافت   یانب

al., 2019.)  دیگر   هایبافت   در  آن  بیان  عدم  اگرچه  
همچن   ریشه   از  غیر   ین ا   یانیب  های یژگی و  ین و 

. بنابر  است  نشده  بررسیکلزا    یاه پروموتر تاکنون در گ
جفت باز بالادست نقطه    1986به طول    یاقطعه   ینا

ترجمه     یدوپسیس آراب  یاه از گ  AtPHT1;1  ژنشروع 

و    ر یتکث(  1  )جدول  Pht1F/R  یآغازگرها  با
پروموتر    جایگزین   تایید،  از   پس  و  شد   سازیهمسانه 

CaMv35S    ناقل .  (C4  )شکل  شد  pAPCUFiدر 
طراح  پروموتر    آغازگر   ی در    در   AtPHT1;1برای 

سمت    SalI  جایگاه   5´  سمت در    جایگاه آن    3´و 
XhoI    ناقل    ین . در اشدگذاشته   pAPCUFiمرحله 
  ابتدا   ازاز آنها    یکی است که    XhoI  جایگاهو  د  دارای

  در   کهگونه همان   یگری و د   استبوده   موجود   وکتور   در 
  که   آنجا از.  شود می   ناقلوارد    یناتور شد با ترم  ذکر  بالا

آنز   یکسانی چسبنده    یانتها   XhoI  و  SalI  یمدو 
سا   کنند،می   ایجاد  در  قرار    XhoI  یتپروموتر  وکتور 

بدشد   ه داد سمت    یب ترت  ین .  بالادست    یا   5´در 
جا   هر،  XhoI  و  SalIاتصال    با   ،پروموتر    یگاه دو 

ماند. در  ی م یباق  XhoI  یک تنهاو  شدهحذف  یمیآنز
همسانه  AtPAP17ژن    یانپا از  با    یسازپس 

در    یتوال   یید ( و تا 1)جدول    PAP17F/R  یآغازگرها
پروموتر  یین پا   جایگاه   تنها   در  و  AtPHT1;1دست 

XhoI  شکل شد  قرارداده(  D4)    و سنس  جهت  و 
 شد.   ییدتا  یمیآن با هضم آنز   سنسی آنت
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حضور   پروموتر   AtPAP17ژن  تایید  کنترل    تحت 

ATPHT1;1  در گیاهان تراریخت احتمالی 

  استخراج ه  یخت ترار   فرآیند   از   های سبز حاصل گیاهچه   از 
DNA   تایید هدف    با   ی مولکول   ی ها آزمون   ی برا   ژنومی  
  DNA  یفیت ک   یین تع   شد   استفاده ه  تراریخت 

  ی اختصاص   ی شده، با استفاده از جفت آغازگرها استخراج 
  عدم   و   bp300  باند مشاهده    و   GAPDH-F/Rنام  به 

آگروباکتر   ی احتمال   یخته ترار   یاهان گ   ی آلودگ    با   یوم به 
نام  به   ی اگروباکتر   VIRB6ژن    ی اختصاص   ی آغازگرها 

VIRB6-F/R   عدم مشاهده باند    وbp450   شد.    انجام
جفت    یز ن   AtPAP17ژن    حضور  از  استفاده  با 

  553( با باند  AP29-Fو    UniPAP17-R)   ی آغازگرها 
مرحله نخست    در  رخداد گیاه کلزا  هفت  ژنوم در   باز جفت 
 شد.   تایید 

 
  بیان   بررسی  با  تراریخت  رخدادهای  غربالگری

ر   AtPAP17  اختصاصی از    یشهدر  استفاده  با 

 BCIP یسوبسترا

AtPAP17   یک اسید فسفات از با محل استقرار دوگانه
کننده، به  های لیز است که علاوه بر جایگیری در واکوئل 

 ,.O’Gallagher et al) شود  خارج سلول نیز ترشح می 

بیان  ( 2021  .AtPAP17   پروموتر کنترل    تحت 
AtPH1;1   از  به آنزیم  این  هدفمند  ترشح  منظور 

نامحل ول سل  فسفات  از  استفاده  و  ریشه  خاک  های  ول 
رو  از  یکی  شد.  اسید  ش انجام  فعالیت  بررسی  های 

رها   رایزوسفر  داخل  که  ریشه  با  مرتبط  فسفاتازهای 
است که امکان    BCIPشوند استفاده از سوبسترای  می 

به  را  فسفاتازی  اسید  فعالیت  در  بررسی  مستقیم  طور 
.  ( Wang & Liu, 2017) نماید  سطح ریشه فراهم می 

ر  روش  این  از  استفاده  میزان  با  بیشترین  با  خدادهایی 
انتخاب   آبی در سطح ریشه  بیان براساس رسوب رنگ 

رن  ریشه گ شدند.  بیشتر  تراریخت  پذیری  گیاهان  های 
نمون ،  AtPAP17  ژن   کننده بیان  به  های شاهد  ه نسبت 

یافته دارای عملکرد مناسب بوده  نشان داد که ژن انتقال 
 (. 5دارد )شکل  و همچنین قابلیت ترشح در ریزوسفر را  

می  گیاهان  بنابراین  این  که  گرفت  نتیجه  توان 
جهت   معمولی  گیاهان  با  مقایسه  در  بیشتری  قابلیت 

از  پس از آن،  استفاده از فسفات نامحلول خاک دارند.  
با بیشترین میزان    7بین   تایید شده سه رخداد  رخداد 

   بیان برای مراحل بعدی کار انتخاب شدند. 
 
 

 

 
 

 

 

 
 BCIPبا استفاده از سوبسترای  AtPAP17کننده ژن فعالیت اسید فسفاتازی در ریشه رخدادهای تراریخت بیان  بررسی. 5شکل 

WT ،پذیری کم. : گیاهان با رنگ 7و  3، 1پذیری بالا و : گیاهان تراریخت با رنگ 6و  4، 2: گیاه غیرتراریخت 

 
پروموتر    بیانتایید   در    AtPHT1;1اختصاصی 

 RT-PCRاستفاده از  با کلزا  هاییشه ر

موفقیت دست بهبود  ورزی  هدف  با  گیاه  یک  آمیز 
آن   زراعی  تنش صفات  تحمل  افزایش  همچون  ها، 

کار افزایش  و  معدنی  ا عملکرد  مواد  از  استفاده  یی 
ترا بیان  القای  به  و  بستگی  بافت  در  نظر  مورد  ژن 

بیان   ویژه  پروموترهای  بنابراین  دارد.  مناسب  زمان 
ها  ترین پروموتر برای تنظیم بیان تراژن بافتی مناسب
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انرژی   حداقل  صرف  با  تا  حاصل  هستند  گیاه  برای 
اثر  هدف   بیشترین  صفت  داشته   در  از    پس باشند.  را 

میزان  تراریخت بر اساس بیشترین    سه رخداد   انتخاب
استخراج    ریشه   و  برگ از    پذیری،رنگ    RNAآنها 

 انجام شد و اختصاصی بودن بیان در ریشه در سطح

RNA    روش با  آغازگر   RT-PCRو  های  توسط 
ژن   طور  بهAtPAP17   (pap17-F/R  )اختصاصی 

 (.  6)شکل  بررسی شد تری دقیق 
 

 

 
  رخداد یشه و برگ سه  ر های  از نمونه   RT-PCRآزمون    . 6  شکل 

  AtPHT1;1پروموتر    ی عملکرد اختصاص   یید تا   و کلزا    تراریخت 
مربوط به رخدادهای منتخب با    3تا    1گیاهان شماره  .  ریشه   در 

 هستند.   BCIPتولید بیشترین رنگ آبی در مواجه با سوبسترای  

تحت کنترل    GFPو    GUSهای  الگوی بیان ژن 
بازی    2766یک قطعه   بالادست ژن  جفت  از منطقه 

AtPHT1;1    این بودن  القایی  آرابیدوپسیس  گیاه  در 
داده  نشان  را  فسفات  تنش  با  همچنین  پروموتر  بود، 

بود  ریشه  در  پروموتر  این  اختصاصی  بیان    بیانگر 
(Mudge et al., 2002)  .  بیان دیگری  پژوهش  در 

قطعه    GUSژن   کنترل  بازی    3891تحت  جفت 

بررسی شد و نتایج نشان    AtPHT1;1بالادست ژن  
در   اختصاصی  بیان  نیز  برنج  گیاه  در  این ژن  داد که 

هایی مویین  هایی که ریشه ویژه در سلول هریشه دارد ب
  نتایج ما   .(Koyama et al., 2005)کنند  را تولید می 

داد که نیز عملکرد مشابه   bp1986   یتوال این  نشان 
های اختصاصی بیان در ریشه و در تنش  دارد و موتیف 

نشان داد    یج نتا کمبود فسفات در این ناحیه قرار دارند.  
پروموتر  ریشه   AtPHT1;1که  در  گیاه  نوع  از    مستقل 

کند و در برگ به میزان بسیار  اختصاصی عمل می   کاملًا
بیان می  این ناچیز  از  انتخاب مناس رو می   شود،  بی  تواند 

دست  هدفمند  جهت  بیان  برای  زراعی  گیاهان  ورزی 
جذب   کارایی  افزایش  جهت  ریشه  در  فسفاتازها  اسید 
در   آنزیم  این  بیان  ناخواسته  آثار  از  و  بوده  فسفات 

غیر بافت  این    های  اهمیت  نماید.  جلوگیری  هدف 
به  دستورزی موضوع  در  متابولیسمی  خصوص  های 

می  اختلال دوچندان  از  مانع  زیرا  سایر    باشد  در 
واکنش واکنش  همچون  حساس  بیوشیمیایی  های  های 

 شود. دخیل در هموستازی فسفات می 

 یسپاسگزار
ی پژوهشگگاه ملگی مهندسگی ژنتیگک و      هاحمایت  از

 یکشاورز یوتکنولوژیپژوهشگاه ب زیست فناوری و
 این پژوهش، تقدیر و تشکر یخاطر اجرا به ایران

 .گرددیم
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