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 چکیده

 عشاحی ٚ تٟیٝ سبصٜ ط٘ی ٔٙبست ٚ ا٘تمبَ آٖ ثٝ ٌیبٜ تٛتٖٛ ٚ ثشسسی ٌیبٞبٖ تشاسیخت حبصّٝ ثٛدٜ است. هذف:

عشاحی ٚ  pBI121دس پلاسٕیذ  SARٚ تٛاِی  GUS، طٖ  Ω، تٛاِی Napinسبصٜ اختصبصی ثزس حبٚی پیطجش٘ذٜ  هب: مواد و روش

سٚش استب٘ذاسد تّمیح ضذ٘ذ.  ثٝ LBA4404ٞبی ثشٌی تٛتٖٛ ثب آٌشٚثبوتشیْٛ سٛیٝ  تىثیش ضذ. سیضٕ٘ٛ٘ٝ E. coliتٟیٝ ٚ دس ثبوتشی 

 mg/Lوب٘بٔبیسیٗ،  MS، mg/l  1/0 NAA ، mg/l3 BAP ،mg/L 25ضبُٔ ٞبی ثبصصایی ضذٜ دس ٔحیظ ا٘تخبثی ) ٌضیٙص خٛا٘ٝ

       ٚ آصٖٔٛ ٞیستٛضیٕیبیی ا٘دبْ ضذ. PCR ،RT-PCRسفٛتبوسیٓ( ا٘دبْ ضذ. آ٘بِیض ٌیبٞبٖ تشاسیخت ثب  200

ٞب ثٝ  دٞٙذٜ ا٘تمبَ ایٗ طٖ ٘طبٖ nptII  ٚGUSٞبی  ٚ آغبصٌشٞبی اختصبصی طٖ PCRثشسسی ِٔٛىِٛی ٌیبٞبٖ ثبصصایی ضذٜ ثب  وتبیج:

ٌیشد دس  دس ٞش دٚ ثبفت ثشي ٚ ثزس صٛست ٔی nptIIثشداسی اص طٖ  ٘طبٖ داد وٝ ٘سخٝ RT-PCRٞبی ثبصصایی ضذٜ ثٛد. ٘تبیح  چٝ ٌیبٜ

( ػٕٛٔی ٚ nptIIوٙٙذٜ طٖ  )وٙتشَ NOSٌیشد. ثب تٛخٝ ثٝ ایٙىٝ پیطجش٘ذٜ  تٟٙب دس ثزس صٛست ٔی GUSثشداسی اص طٖ  حبِیىٝ ٘سخٝ

Napin َوٙتش(  ٖوٙٙذٜ طGUSیه پیطجش٘ذٜ اختصبصی ثزس ٔی )  ثبضذ، ایٗ ٘تیدٝ ٔٛسد ا٘تظبس ثٛد. دس ٟ٘بیت ثب استفبدٜ اصSDS-

PAGE ٌّٛوٛسٚ٘یذاص دس ثزس ٌیبٞبٖ تشاسیخت تبئیذ ضذ.-ٚ آصٖٔٛ ٞیستٛضیٕیبیی، تِٛیذ ٚ فؼبِیت آ٘ضیٓ ثتب       

ثٝ خٛثی ٔٛخت ثیبٖ اختصبصی طٖ  Napinسبصٜ ط٘ی عشاحی ضذٜ سا ٘طبٖ داد، چشا وٝ پیطجش٘ذٜ ٘تبیح ٔٙبست ثٛدٖ  گیری: وتیجه

GUS ٞبی اسصضٕٙذ  تٛاٖ ایٗ سبصٜ سا ثب خبیٍضیٙی طٖ دس ثزس ضذٜ ٚ تٛاِی أٍب ٘یض دس افضایص ثیبٖ تشاطٖ ٔٛثش ثٛدٜ است. دس ادأٝ وبس ٔی

 دٜ ٕ٘ٛد.ثشای تِٛیذ پشٚتئیٟٙبی ٘ٛتشویت استفبGUS ثب طٖ 

 ، تٛتGUSٖٛ، طٖ Napin، پیطجش٘ذٜ  SAR)أٍب( ،  Ω: تٛاِی کلیذی: واژگبن
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 مقدمه

ٞبی ٘ٛتشویت دس ثزسٞبی تشاسیختٝ یه  تِٛیذ پشٚتئیٗ

خبیٍضیٗ خزاة ٚ اص ِحبػ التصبدی ثٝ صشفٝ ثشای 

ثبوتشیبیی ٚ ٞبی  ٞبی سٙتی است وٝ ثش پبیٝ سَّٛ سیستٓ

ثبضذ. تدٕغ پبیذاس پشٚتئیٗ ٘ٛتشویت دس یه  خب٘ٛسی ٔی

غّظت ٘سجتب ثبلا دس یه ثیٛٔبس فطشدٜ ثشای استخشاج ٚ 

(. ٔٛفمیت دس تِٛیذ 1) یٙذٞبی ثؼذی ثسیبس ٔفیذ استآفش

ی فبوتٛسٞبی  ٚسیّٝٝ ٞبی ٘ٛتشویت دسٖٚ ثزس ث پشٚتئیٗ

تصبصی اخ ٔتؼذدی اص خّٕٝ استفبدٜ اص پیطجش٘ذٜ ٔٙبست

ثزس، افضایص ثیبٖ طٖ، پبیذاسی ثیبٖ طٖ ٚ ... تؼییٗ 

آٔیض تشاطٖ دس ٌیبٜ،  ضٛد. اص عشف دیٍش ثیبٖ ٔٛفمیت ٔی

٘یبصٔٙذ آٔبدٜ وشدٖ سبصٜ ط٘ی ٔٙبست لجُ اص ا٘تمبَ ثٝ 

دس ایٗ تحمیك سبصٜ ط٘ی حبٚی پیطجش٘ذٜ  ٌیبٜ است.

Napin  تٛاِی ،Ω  ٖأٍب( دس ثبلادست ط(GUS ٖط ،

GUS ٛاِی ٚ تSAR ( Scaffold attachment region) 

عشاحی ٚ تٟیٝ ضذ. پیطجش٘ذٜ  GUSدست طٖ  دس پبییٗ

اص ٌیبٜ وّضا خذاسبصی ضذٜ Napin لٛی ٚ اختصبصی  ثزس

ضٛد. ثب  ٚ ٔٛخت ثیبٖ طٖ تحت وٙتشَ خٛد دس ثزس ٔی

ثیش دٚ بتٛخٝ ثٝ ایٙىٝ ثیبٖ ٟ٘بئی پشٚتئیٗ ٘ٛتشویت تحت ت

ٌیشد، ثٙبثشایٗ  ٚ تشخٕٝ لشاس ٔی ی اسبسی سٚ٘ٛیسیٔشحّٝ

ی ٞب دس ٔشحّٝاستفبدٜ اص ػٙبصشی وٝ اثش افضایٙذٌی آٖ

تٛا٘ذ ثشای وبسی است وٝ ٔی یبثذ، ساٜتشخٕٝ ٕ٘ٛد ٔی

اص  Ω٘ظش لشاس ٌیشد. تٛاِی ثٟجٛد ثیبٖ پشٚتئیٗ ٘ٛتشویت ٔذ

RNA عٛس   دست آٔذٜ وٝ ثٝٝ ٚیشٚس ٔٛصائیه تٛتٖٛ ث

وٙذ  وٙٙذٜ تشخٕٝ ػُٕ ٔی تٙظیٓ ػٙٛاٖ یه اختصبصی ثٝ

ٞب ٚ ٞٓ دس  ٚ ٔیضاٖ تشخٕٝ سا ٞٓ دس پشٚوبسیٛت

 دس وٝ ٔطىلاتی اص (. یىی2) .دٞذ ٞب افضایص ٔی یٛوبسیٛت

 ٞبی دس٘سُ ٘بپبیذاسی تشاطٖ داسد، ٚخٛد طٖ ا٘تمبَ ی صٔیٙٝ

 اعلاق طٖ خبٔٛضی آٖ ثٝ وّی عٛس وٝ ثٝ است ٔتٛاِی

ضٛد. تٛاِی دیٍشی وٝ دس عشاحی سبصٜ ط٘ی ٔٛسد ٘ظش،  ٔی

ضٛد ٚ حذالُ اص  ٌفتٝ ٔی SARاستفبدٜ ضذ، ثٝ اختصبس 

ٞب دس  دٚ عشیك ٘مص خٛد سا دس خٌّٛیشی اص خبٔٛضی طٖ

ٞبی  اص آ٘دب وٝ تشاطٖ -1وٙٙذ:  ثشداسی ایفب ٔی ٔشحّٝ ٘سخٝ

ٞبی  ای ٕٔىٗ است ا٘ٛاع ٔتفبٚتی اص ثشٕٞىٙص چٙذ ٘سخٝ

تٛا٘ذ ٔٙدش ثٝ  ضذٌی سا ٔتحُٕ ضٛ٘ذ وٝ ٔی خفت

ثب اتصبَ ثٝ ٔبتشیىس  SARخبٔٛضی طٖ ضٛد، ػٙبصش 

ٞبی تشاطٖ ٕٔب٘ؼت  ٌی ثیٗ ٘سخٝضذ ٞستٝ اص خفت

صٔب٘ی وٝ چٙذیٗ ٘سخٝ اص تشاطٖ  -2.  (3آٚس٘ذ ) ػُٕ ٔی ثٝ

ٞب  SARضٛد  ثٝ حبِت سیس دس یه ِٛوٛس ٚاسد ٔی

وشدٜ ٚ اص تٛسؼٝ  دٞٙذٜ سٚ٘ٛیسی ػُٕ ػٙٛاٖ خبتٕٝ ثٝ

سٚ٘ٛیسی اص یه تشاطٖ ثٝ تشاطٖ دیٍش خٌّٛیشی وشدٜ ٚ 

دٞٙذ  ٞبی تىشاسی ٔؼىٛس سا وبٞص ٔی پتب٘سیُ سٚ٘ٛضت

سٙتضی سا دس  SARیه  (5)(. ٘ٛان ٚ ٕٞىبساٖ 4)

ثٝ وبس ثشد٘ذ ٚ  35Sتحت پیطجش٘ذٜ  GUSٔدبٚست طٖ 

ٌیبٞبٖ تٛتٖٛ سا تٛسظ اٌشٚثبوتشیْٛ تشاسیخت وشد٘ذ وٝ 

ای وٝ دس ٔغبِؼٝثشاثش ثٛد.  3/2تب  8/3شش ثش سغح ثیبٖ اث

ٞبی ثش٘ح ثب ا٘دبْ ضذ، ثشي (6) تٛسظ ٚسٔب ٚ ٕٞىبساٖ

دس  35S-GUSاستفبدٜ اص تفًٙ ط٘ی تحت تشاسیختی ثب 

 77( لشاس ٌشفتٙذ ٚ SAR)٘ٛػی تٛاِی  RB7ٔدبٚست 

ثشاثش افضایص دس ثیبٖ طٖ خبسخی ٌضاسش ضذ.  دس ایٗ 

ایٗ ثٛدٜ وٝ سبصٜ ط٘ی تٟیٝ ضذٜ ضٕٗ تحمیك فشض ثش 

ٔٛخت افضایص ثیبٖ ٚ ٘یض  دس ثزس ٌیبٜ، GUSثیبٖ طٖ 

پبیذاسی آٖ خٛاٞذ ضذ ثشای ثشسسی ایٗ ٔٛضٛع سبصٜ 

 بٖیدس ث ٔذ٘ظش ثٝ تٛتٖٛ ٔٙتمُ ضذ وٝ یه ٌیبٜ سایح

                                                                                      ثبضذ. ٔی تی٘ٛتشو یٞبٗ یپشٚتئ

 

 ها  مواد و روش

دس  هبی مورد استفبده: هبی ببکتری و پلاسمیذ سویه

)ٔمبْٚ ثٝ  TOP10F´سٛیٝ E. coliایٗ تحمیك اص ثبوتشی 

، پلاسٕیذ LBA4404تتشاسبیىّیٗ(، اٌشٚثبوتشیْٛ سٛیٝ 

 nptIIٚ طٖ  Napinحبٚی پیطجش٘ذٜ  pBI121دٌٚب٘ٝ 

 pTZ57R/Tسبصی  ػٙٛاٖ ٘طبٍ٘ش ا٘تخبثی، ٘بلُ ٕٞسب٘ٝ ثٝ

سیّیٗ )ضشوت  ٚ طٖ ٔمبٚٔت ثٝ آٔپی laczحبٚی طٖ 

Fermentase .استفبدٜ ضذ )     

 2ٚ 1اص آغبصٌشٞبی اختصبصی ضٕبسٜ  هب: طراحی آغبزگر 

ی أٍب ٚ آغبصٌشٞبی  ثٝ ٕٞشاٜ لغؼٝ GUSثشای تىثیش طٖ 

ْٛ تٛتٖٛ )خذَٚ اص ط٘ SARثشای خذاسبصی لغؼٝ  4ٚ  3

( استفبدٜ ضذ. لبثُ روش است وٝ آغبصٌشٞبی لغؼٝ 1
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SAR  ثب استفبدٜ اص تٛاِیpS206-1  ٜثب ضٕبس

اص  1عشاحی ضذ. آغبصٌش ضٕبسٜ   AF065883.1دستشسی

، تٛاِی أٍب، وذ XbaIضبُٔ خبیٍبٜ آ٘ضیٓ ثشضی  5'سٕت 

است.  GUS٘ٛوّئٛتیذ اثتذایی طٖ  13آغبص تشخٕٝ ٚ 

٘ٛوّئٛتیذ اثتذایی  20ضبُٔ  5'اص سٕت  2ٜ آغبصٌش ضٕبس

SARٕٝ٘ٛوّئٛتیذ ا٘تٟبیی  18ٚ  ، وذ پبیبٖ تشخGUS 

٘ٛوّئٛتیذ  18ضبُٔ  5'اص سٕت  3ثبضذ. آغبصٌش ضٕبسٜ  ٔی

 SAR ٘ٛوّئٛتیذ اثتذایی 20، وذ پبیبٖ ٚ GUSا٘تٟبیی

ضبُٔ خبیٍبٜ آ٘ضیٓ  5'اص سٕت  4است. آغبصٌش ضٕبسٜ 

 ثبضذ. ٔی SARتٛاِیٚ ا٘تٟبی  SacIثشضی 

 

 

 Ω-GUS ٚSAR ضذٜ ثشای خذاسبصی ٚ تىثیش لغؼبت  آغبصٌشٞبی عشاحی :1خذَٚ

 

 

ٔٙظٛس  ثٝ :SARو جذاسبزی  GUSΩ-ی  تکثیر قطعه

، دس ٍٞٙبْ GUSی أٍب دس اثتذای طٖ  لشاس دادٖ لغؼٝ

٘ٛوّئٛتیذ( دس  55عشاحی آغبصٌشٞب تٛاِی ایٗ افضایٙذٜ )

( لشاس ٌشفت ٚ ٚاوٙص 1اثتذای آغبصٌش ٔستمیٓ )ضٕبسٜ 

PCR ٜا٘دبْ ضذ.  2ٚ  1ی  ثب استفبدٜ اص آغبصٌشٞبی ضٕبس

ٞبی استب٘ذاسد ٚ ثش٘بٔٝ  ٔغبثك ثب غّظت PCRٔٛاد ٚاوٙص 

ٚاوٙص، دٔبی سیىُ  25ٚاوٙص ٘یض ثش٘بٔٝ استب٘ذاسد ثشای 

ٚ صٔبٖ یه دلیمٝ  ٌشاد دسخٝ سب٘تی 58اتصبَ آغبصٌشٞب 

  حبٚی طٖ  pBI121دس ٘ظش ٌشفتٝ ضذ. اص پلاسٕیذ 

GUS ٝػٙٛاٖ اٍِٛ دس ٚاوٙص  ثPCR  .استفبدٜ ضذ                 

ثشٌی(  4تب  3ی  ٞبی تٛتٖٛ )دس ٔشحّٝ چٝ اص ثشي ٌیبٜ

(  ا٘دبْ ضذ. 7ط٘ٛٔی ثٝ سٚش دلاپٛستب ) DNAاستخشاج 

ٚ  3ثب استفبدٜ اص آغبصٌشٞبی ضٕبسٜ  SARی  سپس لغؼٝ

ذ. ٔٛاد ٚاوٙص ض، اص طْ٘ٛ تٛتٖٛ خذاسبصی ٚ تىثیش 4

PCR  ثٝ استثٙبءMgCl2 (mM75/2 ٔغبثك ثب )PCR     

 

 7/55استب٘ذاسد ٚ دٔبی اتصبَ آغبصٌشٞب دس ایٗ ٚاوٙص، 

ٔٙظٛس استفبدٜ اص ٔحصٛلات  . ثٝثبضذ ٔی ٌشاد دسخٝ سبتی

PCR ٞب اص سٚی طَ  سبصی آٖ دس ٔشاحُ ثؼذی، خبِص             

 

ثب استفبدٜ اص ویت استخشاج اص طَ )ضشوت دسصذ  1آٌبسص 

Qiagene.ٔغبثك ثب دستٛساِؼُٕ ویت ا٘دبْ ضذ ٚ ) 

ثب استفبدٜ اص  Ω-GUS  ٚSARاتصبَ لغؼبت 

SOEingPCR ثشای ا٘دبْ ٚاوٙص :SOEingPCR اثتذا ،

ی دٚ لغؼٝ  سبصی ضذٜ ٔمبدیش ٔٙبسجی اص ٔحصٛلات خبِص

Ω-GUS  ٚSAR  حبصُ اصPCR  ْٚصٛست  ثٝ  اَٚ ٚ د

)ثذٖٚ  Taq polymeraseٔخّٛط، تحت تیٕبس ثب آ٘ضیٓ 

چشخٝ لشاس ٌشفتٙذ؛ سپس  5استفبدٜ اص آغبصٌشٞب( ثٝ تؼذاد 

-Ω) ی ٟ٘بیی ، لغؼ4ٝٚ  1ثب افضٚدٖ آغبصٌشٞبی ضٕبسٜ 

GUS-SAR ٗتىثیش ضذ. ٔشاحُ ٚ ضشایظ ا٘دبْ ای )

  آٚسدٜ ضذٜ است. 2ٚاوٙص دس خذَٚ 

 

 

 

 

1) F:5'ATTCTAGAGTATTTTTACAACAATTACCAACAACAACAAACAACAAACAACAACAAACAACAA 

ATGTTACGTCCTGTAG-3' 

2) R: 5' CTATAATAATAGCTGGATCTTTACTGTTTACCTCCCTGCTG-3' 

3) F: 5'CAGCAGGGAGGTAAACAGTAAAGATCCAGCTATTATTATAG-3' 

4) R: 5'  TGAGCTCGAGCTTCTATTGCTTGCTTAATAAAACTACTAATTATAAG-3' 
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 SOEing PCRصٔب٘ی -ضشایظ چشخٝ دٔبیی :2خذَٚ

 

 

سبصی ٚ  ٞبی ٕٞسب٘ٝ دس ٘بلُ GUS-SARΩ-تٟیٝ لغؼٝ 

( ثشای GUS-SARΩ-ی ٟ٘بیی ) ثؼذ اص تٟیٝ لغؼٝ ثیب٘ی

، pBI121تؼییٗ تٛاِی ٚ ٘یض تسٟیُ وّٛ٘یًٙ آٖ دس ٘بلُ 

اثتذا ایٗ لغؼٝ ٔغبثك ثب پشٚتٛوُ ویت دس 

ٞبی سفیذ  وّٖٛ ٚ ا٘تخبة اِٚیٝ وّٛ٘ی  pTZ57R/T٘بلُ

صٛست ٌشفت ضذ. ٘بلُ  X-Gal  ٚIPTGدس ٔحیظ حبٚی 

pTZ57R/T ٝیبثی ثٝ  ی ٔٛسد٘ظش، خٟت تٛاِی حبٚی لغؼ

س وشٜ اسسبَ ضذ. ثشای ا٘تمبَ وطٛ Macrogenضشوت 

اثتذا ٞش  pBI121ثٝ ٘بلُ ثیب٘ی  GUS-SARΩ-ی  لغؼٝ

 pBI121)حبٚی لغؼٝ ٔٛسد٘ظش( ٚ  pTZ57R/Tدٚ ٘بلُ

ثشش دادٜ ضذ ٚ پس اص  SacI  ٚXbaIٞبی  ثب آ٘ضیٓ

ٚ پلاسٕیذ  Ω-GUS-SARی  سبصی لغؼٝ خبِص

pBI121  فبلذGUS  ثب تٛخٝ دسصذ 1اِٚیٝ اص طَ آٌبسٚص ،

ٞب  ضذٜ، ٚاوٙص اتصبَ ثیٗ آٖ غّظت ثب٘ذٞبی ٔطبٞذٜثٝ 

-pBI121-N-Ω-GUSا٘دبْ ٌشفت ٚ پلاسٕیذ ٘ٛتشویت 

SAR َّٛٞبی ٔستؼذ ثبوتشی  ثٝ س E.coli  ٝسٛی

′TOP10F ٝٔٙظٛس اعٕیٙبٖ اص  ا٘تمبَ دادٜ ضذ. ث

ٞبی  ثش سٚی وّٛ٘ی PCRی ٔٛسد٘ظش،  ضذٖ لغؼٝ وّٖٛ

ىّیٗ ٚ سضذ وشدٜ دس ٔحیظ وطت حبٚی تتشاسبی

 وب٘بٔبیسیٗ ا٘دبْ ضذ ٚ خٟت اعٕیٙبٖ اص صحت عَٛ 

ٞبی ثشضی  ضذٜ، ٞضٓ آ٘ضیٕی تٛسظ آ٘ضیٓ ی وّٖٛ لغؼٝ

XbaI  ٚSacI  ا٘دبْ ضذ. دس ادأٝ پلاسٕیذpBI121-N-

Ω-GUS-SAR   ْٛثب سٚش ا٘دٕبد ٚ رٚة ثٝ اٌشٚثبوتشی             

 

 

 (.8ا٘تمبَ دادٜ ضذ ) LBA4404سٛیٝ 

ٞبی ثشٌی تٛتٖٛ ٚ ثبصصایی  ط٘ی ثٝ سیضٕ٘ٛ٘ٝا٘تمبَ سبصٜ 

ثب  Xanthiتٛتٖٛ سلٓ  ضذػفٛ٘ی ثزسٞبی ٌیبٞبٖ تشاسیخت

دلیمٝ ٚ  10ٔذت  دسصذ ثٝ 5 سذیٓ استفبدٜ اص ٞیپٛوّشیت

 10ٔذت  ثبس ضستطٛ ثب آة ٔمغش استشیُ ٞش ثبس ثٝ 5

 دس MS ٔحیظ اص ٚسثز ٘یص ٘ٝاخٛ ایثشدلیمٝ ا٘دبْ ضذ. 

 سبػت 16 سی٘ٛ دٚسٜ ثب ٌشاد سب٘تیدسخٝ  26ی ٔبد

 2 تمشیجب اص ثؼذضذ.  دٜستفبا یىیستب سبػت 8 ٚ ضٙبییسٚ

عَٛ  ٞب ثب ثشي تشیٗ خٛاٖ ٚ وشدٜ سضذ ٌیبٞبٖ ٞفتٝ، 

ا٘تخبة )وٝ  ٕ٘ٛدٖ تشاسیخت ٔتش ثشای سب٘تی 4 تمشیجب

 ضذ٘ذ( ٚ خٟت تمسیٓ لغؼٝ 10 تب 8 ٞب ثٝ ٞشوذاْ اص آٖ

 ته ،ٌیدِٛآ ْ٘دبا اص لجُ سٚص یه .ضذ٘ذ آٔبدٜ تّمیح

    ٔحیظ دس ٘ظش سدٔٛ صٜسب ٚیحب ْثبوتشیٌٛٚشا یوّٙیٞب

(g/ml + LBµ 50ٗوب٘بٔبیسی ) دسخٝ  28ی ٔبد دس

 OD وٝ لتیٚ ،ضذ دادٜ وطت یىیستبٚ  ٌشاد سب٘تی

دسخٝ  4ی ٔبد دس ،سیذس 1تب  5/0 ثٝ دٜوش ضذس یثبوتش

 لیمٝد 8تب  5 تٔذ ثٝ g 3500× دٚس ٚ ٌشاد سب٘تی

 یثبوتش وطت ٔحیظ دٖٕ٘ٛ سجخب اص پس. ضذ طسب٘تشیفٛ

(LB) ،تّمیح ٔحیظ (MS ٖٛٔٞبی  ٔبیغ ٚ ٞٛسBAP ثب 

 ثٝ، mg/l1/0   ٔمذاس ثٝ mg/l3  ٚNAA غّظت 

 حُ آٖ دس وبٔلا ٞبَ سّٛ ٚ ضبفٝی اثبوتش ٞبی سَّٛ

 ٞب یضٕ٘ٛ٘ٝس ی،ثبوتش ٖسٛسپب٘سیٛ دٖوش دٜٔباصآ ثؼذ. ضذ٘ذ

 ٖسٛسپب٘سیٛ ثب ستٕب دس ثب٘یٝ 30تب  20 تٔذ ثٝ

  1ٔشحّٝ  2ٔشحّٝ

 ٘بْ ٔشحّٝ دٔب صٔبٖ
تؼذاد 

 ٞب چشخٝ
 ٘بْ ٔشحّٝ دٔب صٔبٖ

تؼذاد 

 ٞب چشخٝ

2 ´ 95 0C Initial denaturation 1x 2 ´ 95 0C Initial denaturation 1x 

1 ´ 95 0C Denaturation  1 ´ 95 0C Denaturation  

1 ´ 57 0C Annealing (overlapping parts) 25 x 1 ´ 58 0C Annealing (overlapping parts) 5x 

1´:30´´ 72 0C Extension (overlapping parts)  1 ´ 72 0C Extension (overlapping parts)  

2´ 72 0C Final Extension  2´ 72 0C Extension (overlapping parts)  

    Pause  Add primers  
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وبُٔ  MS) وطتی ٞٓ ٔحیظ دس ٚ ٌشفتٝ اسلش ْثبوتشیٌٛٚشا

 mg/l3  ٚNAA غّظت  ثب BAPٞبی  ٚ ٞٛسٖٔٛ

ی ٔبد دس سبػت 72 ِیا 48ت ٔذ ثٝ( mg/l 1/0ٔمذاس ثٝ

 ٔشحّٝ دس. ضذ٘ذ دادٜ اسلش یىیستب دس ٌشاد دسخٝ سب٘تی 26

)ضبُٔ  ٘تخبثیا وطت ٔحیظ دس ٞب یضٕ٘ٛ٘ٝس یٗا یثؼذ

 ٞبی وب٘بٔبیسیٗ ثب غّظت  ثیٛتیه ٚ آ٘تی وطتی ٔحیظ ٞٓ

µg/ml100-25  سفٛتبوسیٓ ثب غّظت ٚ µg/ml200) دس 

 ٞفتٝ 4 تٔذ ثٝ لجُ ٔشحّٝ ٔطبثٝ سی٘ٛ دٚسٜ ٚ ٔبد

 سٚص 15 ٞش فبصّٝ ثٝ ٞب ٕ٘ٛ٘ٝ وطتٚا. ضذ٘ذ اسیٍٟ٘ذ

 ٔحیظ اص ٞب سبلٝ٘ٛ ٖضذ عٛیُ ایثش. ضذ ْ٘دبا سیهثب

 µg/ml100 ٕٞشاٜ  وبُٔ ثٝ MS) سبلٝعٛیُ ضذٖ 

 اص ٞب ٌیبٞچٝ صایی یطٝای سثش ٚ ثیٛتیه وب٘بٔبیسیٗ( آ٘تی

 µg/ml1/0 ٕٞشاٜ  وبُٔ ثٝ MS) سیطٝ صایی ٔحیظ

 اثتذا ٜضذ داس یطٝس ٌٖیبٞب. ضذ دٜستفبا (NAAٞٛسٖٔٛ 

 ٔشحّٝ ٔطبثٝ س٘ٛ ٚ ٔبد دس) پشِیت ٚیحب یٞب اٌّٖذ ثٝ

آٚسی  تب صٔبٖ خٕغ ٚ ٜضذ ٔٙتمُ نخب ثٝ سپس( لجُ

                                                       (.9ضذ٘ذ ) داسی ٍ٘ٝ ٌّخب٘ٝ یظاضش ثزٚس دس

 سغح ثشسسی دس: بررسی مولکولی گیبهبن تراریخت

:DNA وشدٜ دس   سضذ ٞبی ٞچٌٝیب اٖخٛ یٞب يثش اص

 ،(یختاسغیشتش ٌٜیب) ضبٞذٌیبٞبٖ  ٚ ٔحیظ ا٘تخبثی

DNA ثب سپس. ضذ اجستخشسٚش دلاپٛستب ا ثٝ ٘ٛٔیط 

 :nptII F طٖ ختصبصیا یٌشٞبصغباص آ دٜستفبا

5'ATGATTGAACAAGATGGATTGCACGC

AG -3')  ٚ R: 5'-

TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATA

G-3'ٚ ) ٖآغبصٌشٞبی ط GUS (F: 5'-

GTAATTATGCGGGCAACGTCTGGTATC 

-3'  ٚR: 5'-

(TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGAT

AG-3' وٙص ٚاPCR .ا٘دبْ ضذ    

 سغح دس طٖ ٖثیب سیسثش ایثش :RNA سغح ثشسسی دس

RNA سٚش اص RT-PCR استخشاج  .ضذ دٜستفباRNA 

اص ثبفتٟبی ثزسی ٚ ثشٌی ثب استفبدٜ اص ٔحَّٛ استخشاج 

RNA (RNX-Plus - 25ml RN7713C تٟیٝ ضذٜ اص )

اص سٚی  cDNAضشوت سیٙبطٖ ا٘دبْ ضذ. سبخت 

RNA،ٜای  ٚسیّٝ ویت دٚٔشحّٝٝ ث ی استخشاج ضذRT-

PCR (vivantis,RTPL12 ا٘دبْ ٌشفت. ثشای استخشاج )

RNA ،ثشداضت ثزٚس ٘بسس اص ٌیبٞبٖ  اص ثزسPCR  ،ٔثجت

دٞی ا٘دبْ ضذ. لبثُ روش است وٝ صٔبٖ  سٚص پس اص ٌُ 20

سٚص  20، حذٚد Napinٔٙبست ثشای فؼبِیت پیطجش٘ذٜ 

ایٗ صٔبٖ ثشای ٕٞیٗ دِیُ  ( ث10ٝدٞی است ) پس اص ٌُ

ٞبی  ٕٞچٙیٗ ثشي ثشداسی ا٘تخبة ضذٜ است. ٕ٘ٛ٘ٝ

ٔثجت ا٘تخبة ضذ٘ذ. ثشای  PCRٔٙبست ٘یض اص ٌیبٞبٖ 

اص آغبصٌشٞبی ٔشحّٝ لجُ  RT-PCRا٘دبْ ٚاوٙص 

             استفبدٜ ضذ.

پروتئیه: سطح  در یختهارتر نگیبهب مولکولی سیربر

، ثش GUSآصٖٔٛ ٞیستٛضیٕیبیی خٟت تبییذ ثیبٖ طٖ 

سٚی ثشي ٚ ثزٚس ٌیبٞبٖ ضبٞذ ٚ تشاسیخت تٛتٖٛ، ثب سٚش 

صٛست ٌشفت. سٛثستشای ٔٛسد  (11) خفشسٖٛ ٚ ٕٞىبساٖ

 Fermentas))ضشوت  X-glucاستفبدٜ ثشای ایٗ آ٘ضیٓ 

ٞب اص اتبَ٘ٛ  ثٛد. ثشای اص ثیٗ ثشدٖ سً٘ وّشٚفیُ ثشي

ٞبی ثزسی، اثتذا ثزٚس ثب  استفبدٜ ضذ. دس ٔٛسد ٕ٘ٛ٘ٝ

تفبدٜ اص اصت ٔبیغ خشد ٚ سپس آصٖٔٛ ٞیستٛضیٕیبیی اس

پشٚتئیٗ، اثتذا  سغح دس طٖ ٖثیب سیسثش ایثشا٘دبْ ضذ. 

ٌیبٞبٖ تشاسیخت ٚ ضبٞذ  ٞبیاستخشاج پشٚتئیٗ وُ اص ثزس

-SDS تىٙیه )غیش تشاسیخت( ا٘دبْ ٌشفت ٚ سپس اص

PAGE ٝسٚش  ثLaemmli (12ا )ضذ.  دٜستفب         

 

 

 نتایج

ي  GUS-SARΩ-ي  GUSΩ ،SAR-تهیه قطعبت 

 کلًویىگ در پلاسمیذهب

 1895عَٛ  ای ثٝ ، لغؼPCRٝٔحصَٛ اِٚیٗ ٚاوٙص 

، )Ω (bp 63ی  خفت ثبص است وٝ ایٗ لغؼٝ ضبُٔ لغؼٝ

ی  ٘ٛوّئٛتیذ اثتذایی لغؼٝ GUS  (bp1812 ٚ )20طٖ 

SAR ضىُ  ٔی( ثبضذA1ٝتؼجی .)  ٖ٘ٛوّئٛتیذ  20وشد

ٔٙدش ثٝ  2آغبصٌش ضٕبسٜ  5'دس سٕت  SARاثتذایی 

 GUS٘ٛوّئٛتیذ دس ا٘تٟبی طٖ  20ایٗ  ٌشفتٗ لشاس

 41عَٛ ضٛد. ٞذف اص ایٗ وبس ایدبد ٕٞپٛضب٘ی لاصْ )ثٝ ٔی
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ثَد کِ دس  اَٚ ٚ دْٚ PCR٘ٛوّئٛتیذ( ثیٗ ٔحصٛلات 

ّن ٍغل  اص لسوت ّوپَضبى ثِ SOEing PCRٍاکٌص 

است، کِ  bp333عَل  ثِ PCRهحػَل ٍاکٌص دٍم  ضًَذ.

ٍ  GUSًَکلئَتیذ اًتْبیی طى  12ضبهل  5'تشتیت اص سوت  ثِ

(. دس صهبى عشاحی B2)ضكل  bp303ثِ عَل  SARی  لغعِ

 دس اثتذای آغبصگش GUSًَکلئَتیذ اًتْبیی طى  12آغبصگشّب، 

تشتیت ّوپَضبًی لاصم ثیي  لشاس گشفت تب ثذیي 3ضوبسُ 

 SOEingPCRاٍل ٍ دٍم دس ٌّگبم  PCRهحػَلات 

  3'ثشلشاس ضَد. ثب تَخِ ثِ ٍخَد تَالیْبی ّوپَضبى دساًتْبی 

 

ایي دٍ لغعِ دس  ،SARلغعِ  5'ٍ اًتْبی  Ω-GUSی  لغعِ

ّن ٍغل ضذُ ٍ  دهبی اتػبل هٌبست اص ًبحیِ ّوپَضبى ثِ

ی دیگش عول کشدُ ٍ ثذیي  عٌَاى آغبصگش ثشای سضتِ ّشیك ثِ

لغعِ کبهل  ًظش، یك سدی هَ تشتیت ضوي ٍغل ضذى دٍ لغعِ

ی  ًیض تَلیذ ضذ. دس هشحلِ )GUS-SARΩ-)ای  دٍ سضتِ

 ی هَسد ، لغع2ٍ3ِثعذی ٍاکٌص ٍ پس اص افضٍدى آغبصگشّبی 

عٌَاى الگَی ایي آغبصگشّب لشاس گشفت ٍ ثذیي تشتیت  ًظش ثِ

ثبص، دس حدن ثبلا تكثیش ضذ  خفت 1222لغعِ ًْبیی ثب عَل 

                      (. C2)ضكل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

تىثیشیبفتٝ  Ω-GUS: لغؼٝ PCR  .A )2،1  ٚ3( ثب C) Ω-GUS (A ، )SAR (B ٚ )Ω-GUS-SARتىثیش لغؼبت : 1ضىُ 

:  bp 100 ،3،2  ٚ4: ٘طبٍ٘ش C 1): وٙتشَ ٔٙفی SAR 5: لغؼبت تىثیشیبفتٝ  bp 100  ،3،2  ٚ4: ٘طبٍ٘شkb1 .B )1: ٘طبٍ٘ش 4

  لغؼبت تىثیشیبفتٝ

، ٍاکٌص اتػبل ایي لغعِ ثب GUS-SARΩ-ثعذ اص تْیِ 

اًدبم ٍ هحػَل ٍاکٌص اتػبل ثِ  pTZ57R/Tًبلل 

ثش  PCRهٌتمل ضذ. کلًَی  E.coliّبی هستعذ ثبکتشی  سلَل

ّبیی کِ هحػَل  اًدبم ضذ. کلًَی ّبی سفیذ کلًَیسٍی 

PCR ِضكل خفت 1222ای ثِ اًذاصُ  آًْب لغع( ثبص ثَدA1 ،) 

 

 

ی هَسدًظش اًتخبة ضذًذ ٍ  ّبی حبٍی لغعِ عٌَاى کلًَی ثِ

 XbaI  ٍSacIّبی  ٍاکٌص ّضن آًضیوی ثب استفبدُ اص آًضین

ثبص، غحت  خفت 1222عَل  ای ثِ اًدبم ضذ. ثب خشٍج لغعِ

( ٍ B1یذ ًْبیی لشاس گشفت )ضكلبیَسد تاًدبم کلًَیٌگ ه

          ییذ کشد.بی هَسدًظش سا ت غحت تَالی لغعِیبثی،  ی تَالی ًتیدِ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  kb1: ٘طبٍ٘ش pTZ57R/T-Ω-GUS-SAR .A )1( ثب ٘بلُ ٘ٛتشویت B( ٚ ٞضٓ آ٘ضیٕی )A)PCR ٔحصَٛ وّٛ٘ی  :2 ضىُ

 تی٘ٛتشوی ٘بلُ ٕیآ٘ض ٞضٓحبصُ اص  bp 2188: لغؼٝ PCR B )1  ٚ2ثب وّٛ٘ی  Ω-GUS-SAR: لغؼٝ تىثیش ضذٜ  4ٚ  3، 2

pTZ57R/T-Ω-GUS-SAR  3 ٘طبٍ٘ش :kb1 
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دس ًبلل  GUS-SARΩ-ثشای سبة کلًَیٌگ لغعِ 

pBI121ثِ ّبی ّضن آًضیوی، اتػبل ٍ اًتمبل  ، ٍاکٌص

ثب استفبدُ اص  PCRکلًَی  هدذدا اًدبم ضذ.ّبی ثبکتشی  سلَل

ّبی سضذ کشدُ دس  ثش سٍی کلًَی 3ٍ  2آغبصگشّبی اختػبغی 

 1222هحیظ تتشاسبیكلیي ٍ کبًبهبیسیي، لغعبتی ثِ عَل 

ًظش  ی هَسد ضذى لغعِ ی کلَى ییذکٌٌذُبثبص تَلیذ ضذ کِ ت خفت

ی  ییذ ًْبیی سبصُبَس تهٌظ ثِ دست آهذُ ثَد. ّبی ثِ دس کلًَی

  XbaI  ٍSacIّبی ثشضی  ًظش، ّضن آًضیوی تَسظ آًضین هَسد

 

-pTZ57R/T-Ωّبی ًَتشکیت  صهبى ثش سٍی ًبلل عَس ّن ثِ

GUS-SAR   ٍpBI121-N-Ω-GUS-SAR ٍ  ًبلل

pBI121  اٍلیِ )حبٍی طىGUS  ثذٍى تَالیْبیΩ  ي

SARِثبص اص ًبلل  خفت2221ی  ( اًدبم ضذ. ثب آصادضذى لغع

pBI121 ِّبی  ثبص اص ًبلل خفت1222ی  اٍلیِ ٍ لغع

-pTZ57R/T-Ω-GUS-SAR   ٍpBI121-Nًَتشکیت

Ω-GUS-SARُییذ ًْبیی لشاس بی سبختِ ضذُ هَسد ت ، سبص

                       .(3گشفت )ضكل 

  

، nptII)پیطجش٘ذٜ ػٕٛٔی(، طٖ  NOS. اص چپ ثٝ ساست ثٝ تشتیت پیطجش٘ذٜ pBI121سبصٜ ٟ٘بیی تٟیٝ ضذٜ دس ٘بلُ  :3ضىُ 

 )اختصبصی ثزس(، تٛاِی  Napinپیطجش٘ذٜ 

 

 هب ي ببززایی گیبهبن تراریخت تراریسش ریسومًوه

 LBA4404ثب تَخِ ثِ ًتبیح تحمیمبت لجلی اص سَیِ 

سبعت ٍ  32اگشٍثبکتشیَم ٍ ّوچٌیي هذت صهبى ّن کطتی 

 حذالل .ّبی تَتَى استفبدُ ضذ تبسیكی ثشای تلمیح سیضًوًَِ

 T-DNA  اًتمبل ٍ Virّبی  پشٍتئیي ثشای فعبلیت لاصم صهبى

 ّبی صهبى ، ثبضذ هی سبعت 23 گیبّی، ّبی سلَل طًَم ثِ

  ٍ ضَد هی تشاسیختی کبسایی کبّص ثبعث سبعت 32 اص کوتش

 

 کِ ضَد هی ثبکتشیبیی آلَدگی افضایص ثبعث صهبى، افضایص

ّن  هشحلِ .ضَد یه ّب سیضًوًَِ اًْذام هَخت صیبد آلَدگی

 .ضذ اًدبم تبسیكی ٍ ٌشاد دسخٝ سب٘تی 13 دهبی دس کطتی

 هَخت ٍ اگشٍثبکتشیَم فعبلیت کبّص هَخت کوتش دهبی

 دس ثبلاتش دهبی .ضَد هی T-DNAاًتمبل  سًٍذ دس اختلال

 سضذ ثْیٌِ دهبی کِ ٌشاد دسخٝ سب٘تی 30تب  12حذٍد 

                                  اگشٍثبکتشیَم اًذاصُ اص سضذ ثیص علت ثِ است اگشٍثبکتشیَم

 سا ّب سلَل فعبلیت ًَس حضَس. ضَد هی ّب ًوًَِ سیض هشگ هَخت

 تمسین افضایص هَخت تبسیكی ٍ کٌذ هی ّذایت توبیض دسخْت

 ضشایظ دس کطتی ّن لزا (23) ضَد هی کبلَس تطكیل ٍ سلَلی

 عٌَاى ثِ کبًبهبیسیي خػَظ هػشف دس.ضذ اًدبم تبسیكی

تَتَى  کِ ثشای داضت تَخِ ثبیذ ّب ًَسبلِ اًتخبثگش عبهل

 ایي افضایص است ٍ هٌبست mg/lit 200 -15ثیي  ُهحذٍد

 ضَد. ًیض تشاسیخت گیبّبى حزف است هَخت هوكي حتی همذاس

هٌظَس  یبفتِ دس هحیظ اًتخبثی ثِ ّبی سجض ٍ سضذ گیبّچِ

صایی ثِ هحیظ عَیل ضذى سبلِ ٍ  ضذى سبلِ ٍ سیطِ عَیل

ّبیی کِ تشاسیخت ًطذًذ دس  صایی اًتمبل یبفتٌذ. سیضًوًَِ سیطِ

ّبیی  ًوًَِ هحیظ اًتخبثی ثِ سًگ سفیذ دس آهذًذ ّوچٌیي سیض

                         (. 3کِ ثبصصایی ًطذًذ پس اص هذتی ًكشٍصُ ضذًذ )ضكل 
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 سیض٘ىشٚصٜ ضذٖ  B : ٞبی ثشٌی سیضٕ٘ٛ٘ٝ اص اِٚیٝ ٞبی خٛا٘ٝ سضذ ٚ : پیذایصA .ٌیبٞبٖ ثبصصائی ضذٜ دس ٔشاحُ ٔختّف سضذ :4ضىُ

دٞی ٌیبٞبٖ ٔٙتمُ ضذٜ  : Dٌُ: ا٘تمبَ ٘ٛسبلٝ ثٝ ٔحیظ عٛیُ ضذٖ سبلٝ C  ٞفتٝ ثؼذ اص تّمیح 3تب  2ٞبی تشاسیخت ٘طذٜ  ٕ٘ٛ٘ٝ

       ثٝ پشلایت ٚ خبن.

 

 بررسی مًلکًلی گیبهبن تراریخت

طًَهی گیبّبى ًسل  DNAهٌظَس ثشسسی هَلكَلی گیبّبى،  ثِ

عٌَاى الگَ ٍ آغبصگشّبی اختػبغی طى ِ ث ( ٍ ضبّذ،T0) اٍل

nptII  طى ٍGUS  دس ٍاکٌصPCR  ِاستفبدُ ضذ ٍ لغع

bp 595  هشثَط ثِ طىnptII  ِلغع ٍbp 2521  ِهشثَط ث

کِ دس  دس گیبّبى تشاسیخت هطبّذُ ضذ دس حبلی GUSطى 

(. لاصم ثِ رکش است 5گیبّبى ضبّذ ثبًذی هطبّذُ ًطذ )ضكل

 ثبضذ ٍلی چَى دٍ  هی bp 2221ثشاثش  GUSکِ اًذاصُ طى 

 

 

 

 

آغبصگش فَق دس داخل طى عشاحی ضذُ ثَد اًذاصُ لغعِ تكثیش 

گیبّبًی کِ ًتیدِ  ثبضذ. هی bp 2521تش ٍ ثشاثش  ضذُ کَچك

PCR ّب هثجت ثَد ثشای استخشاج  آىRNA  ثزس اص ثشگ ٍ

 nptIIًطبى داد کِ ثیبى طى  RT-PCRاًتخبة ضذًذ. ًتبیح 

دس ثزس ٍ ثشگ غَست  Nosَد پیطجشًذُ عوَهی علت ٍخ ثِ   

علت ٍخَد پیطجشًذُ  ثِ GUS(، ٍلی ثیبى طى 3)ضكل  گیشد هی

تٌْب دس ثزس گیبّبى تشاسیخت هطبّذُ  Napinاختػبغی ثزسی 

               (.5ضذ ٍ دس ثشگ گیبّبى تشاسیخت هطبّذُ ًطذ )ضكل

 

 

 

 

 

 

لغؼبت  : T3, T2,T1: ٌیبٜ ضبٞذ PCR  .W( دس ٌیبٞبٖ ثبصصائی ضذٜ ثب B) GUS (A ٚ )nptIIثشسسی حضٛس طٖ  :5ضىُ

 .kb1: ٘طبٍ٘ش Lتشاسیخت ٔتفبٚت( ٌیبٞبٖ تىثیش ضذٜ )
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 وٙتشَ :C–( ٌیبٞبٖ تٛتٖٛ تشاسیخت. B( ٚ دس ثزس )Aدس ثشي )RT-PCR ثب ٚاوٙص nptII طٖ  mRNAتبییذ سٙتض  :6ضىُ 

 )ٌیبٞبٖ تشاسیخت ٔتفبٚت(.  nptII: طٖ تىثیش ضذٜ  T1  ،T2  ٚT3 ٌیبٞبٖ ضبٞذ :W ٔٙفی 

 

 

 

 

 

          

 

ٌیبٞبٖ ثبصصایی ضذٜ  RT-PCR . T1  ٚT2 :cDNA( ٌیبٞبٖ ثبصصائی ضذٜ ثب B( ٚ دس ثشي )Aدس ثزس ) GUSثشسسی ٘سخٝ ثشداسی اص طٖ  :7 ضىُ

–C: َٔٙفی وٙتش C+وٙتشَ ٔثجت : W: .ٌیبٞبٖ ضبٞذ 

 سطح پريتئیه  در تراریخت گیبهبن بررسی

ضذُ اص ثزس گیبّبى تشاسیخت ٍ گیبُ  ّبی استخشاج ًوًَِ پشٍتئیي

ضبّذ، تعییي غلظت ٍ اص ًظش غلظت ّوتشاص ضذُ ٍ ثشای آًبلیض 

 ثب SDS-PAGEپشٍتئیي هَسد استفبدُ لشاس گشفت. ًتیدِ 

یك لغعِ  ٍخَد تشاسیخت گیبّبى اص ضذُ استخشاج ّبی پشٍتئیي

دس همبیسِ ثب گیبّبى ضبّذ   kDa 30 ٍصى هطخع ثب اضبفی

هشثَط ثِ ثزس، ثش  GUSآصهَى ّیستَضیویبیی سا ًطبى داد. 

 ّبی ثزسی ضبّذ ٍ تشاسیخت غَست گشفت ٍ ثعذ اص  سٍی ًوًَِ

 

 

تشاسیخت سًگ سبعت ًتبیح هَسد ثشسسی لشاس گشفت. ثزٍس  13

آثی سا اص خَد ًطبى دادًذ ٍلی دس ثزٍس ضبّذ ّیچ گًَِ تغییش 

(. ًتیدِ ایي آصهَى ًطبى داد کِ 2)ضكل سًگی هطبّذُ ًطذ

آًضین ثتب گلَکلَسًٍیذاص تَلیذ ضذُ ثش سَثستشا اثش کشدُ ٍ فعبلیت 

ّبی ثشگی ّیچ گًَِ تغییش سًگی هطبّذُ  لاصم سا داسد. دس ًوًَِ

دس ثشگ  GUSیذ دیگشی ثش ثیبى ًطذى طى ًطذ ٍ ایي تبی

       ثبضذ. هی

 

 

 

 

 

 

 

آصٖٔٛ  :8ضىُ 

: GUS. 1ٞیستٛضیٕیبیی 

ثزس   :3ٚ 2ثزٚس ٌیبٜ ضبٞذ 

: ثشي ٌیبٜ 4ٌیبٜ تشاسیخت 

 تشاسیخت
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 بحث

ثشای اتػبل چٌذ  Soeing PCRهضیت عوذُ استفبدُ اص 

ّبی  ایي است کِ ًیبص ثِ استفبدُ هكشس اص آًضین DNAلغعِ 

ّبی ثشش ٍخَد ًذاسد. ّوچٌیي ایي سٍش ًسجت  ثشضی ٍ خبیگبُ

ّب  خَیی دس ّضیٌِ  ّب ًیض اص ًظش غشفِ ثِ سٌتض هػٌَعی تَالی

یك تكٌیك هٌبست ثشای  Soeing PCRثشتشی داسد. ثٌبثشایي

بی ّ ّبی ضیوشی است. استفبدُ اص پیطجشًذُ سبختي سبصُ

اختػبغی ثبفت هَخت خلَگیشی اص فشاس طى اص عشیك گشدُ، 

ضَد.  کبّص آلشطی ٍ همجَلیت ثیطتش گیبّبى تشاسیختِ هی

 DNAگیبُ هیضثبى ٍ  DNAّوچٌیي احتوبل ًَتشکیجی ثیي 

ّبی عوَهی کِ دس اًتمبل طى ثِ  ٍیشٍسی )اغلت پیطجشًذُ

ًخَاّذ ضَد، هٌطب ٍیشٍسی داسًذ( ًیض ٍخَد  گیبّبى استفبدُ هی

ّبی  ّبی اختػبغی هثل پیطجشًذُ کِ پیطجشًذُ داضت. ضوي ایي

ٌّذ  د عوَهی سضذ عجیعی گیبُ هیضثبى سا تحت تبثیش لشاس ًوی

هٌظَس ثیبى طى  دس ایي تحمیك ثِدلایل رکش ضذُ،  (. ثٌب ث23ِ)

GUS  ُدس ثزس گیبُ، پیطجشًذNapin ِخبی پیطجشًذُ  ث

خبیگضیي ضذ. ایي پیطجشًذُ علاٍُ ثش  CaMV 35Sعوَهی 

داسد،  دسغذ اص پشٍتئیي کل ثزس( 30تب  10) ایٌكِ ثیبى ثبلایی

دّذ کِ اص ایي پیطجشًذُ  هی ًتبیح تحمیمبت لجلی ًیض ًطبى 

ّبی ًَتشکیت دس ثزس گیبُ استفبدُ  تَاى ثشای ثیبى پشٍتئیي هی

شًذُ . ًتبیح ایي تحمیك ًیض ًطبى داد کِ ایي پیطج(25) کشد

دس  ضَد. تَتَى هیهَخت ثیبى طى تحت کٌتشل خَد دس ثزس 

ثِ ایي ًكتِ اضبسُ ضَد کِ دس ٍکتَسّبی  Ωهَسد اّویت تَالی 

Gateway ِتَالی سسٌذ،  غَست تدبسی ثِ فشٍش هی کِ ثΩ 

ثش ًبحیِ َی ه تشخوِثبلادست طى کذضًَذُ تعجیِ ضذُ ٍ دس 

 SARتَالی ّوچٌیي اص  .(23) کٌذ سا تضویي هی ضًَذُ کذ

ّبی  ًمص تَالی .ضذ استفبدُ خْت خلَگیشی اص خبهَضی طى

SAR ّوچٌیي افضایص ثیبى  تشاطىخلَگیشی اص خبهَضی  دس ٍ

آى دس هغبلعبت هتعذد هَسد ثشسسی ٍ دس ثشخی هَاسد تبثیش آى تب 

 ًتبیح (.3) گضاسش ضذُ استثشاثش افضایص دس ثیبى تشاطى  55

 آهیض هَفمیت ثیبى ًطبًگش SDS-PAGE ثشسسی اص حبغل

 گیبّبى ٍلی ثَد تشاسیخت گیبّبى ثزس دس GUS پشٍتئیي

 ثیبى هیضاى. ثَدًذ هتفبٍت طى ثیبى هیضاى ًظش اص هختلف

 ثِ کبهل ثستگی تشاسیخت گیبّبى دس خبسخی طى یك پشٍتئیي

 طًَم دس آى لشاسگیشی خبیگبُ ٍ ضذُ هٌتمل طى ّبی ًسخِ  تعذاد

 لشاس گیبُ طًَم دسٍى طى ایي گیبّی، سلَل دس. داسد ای ّستِ

 تعذاد افضایص)طى  تكثیش اهكبى تشاسیختی، اص پس ٍ گشفتِ

 تعذاد تشاسیختی اثتذای دس ایٌكِ هگش ًذاسد، ٍخَد( ّب ًسخِ

 لشاس کشٍهَصٍم دسٍى دس هٌبست خبیگبُ دس کبفی ّبی ًسخِ

 تَاًذ هی GUS پشٍتئیي ثیبى هیضاى دس تفبٍت لزا. (25) گیشًذ

 یب ٍ گیبُ طًَم دس طى ایي لشاسگیشی خبیگبُ دس تفبٍت اص ًبضی

 اص ثشخی هَسد دس. ثبضذ ضذُ هٌتمل طى ّبی ًسخِ هتفبٍت تعذاد

 دٌّذُ ًطبى PCR ًتبیح ایٌكِ سغن علی تشاسیخت گیبّبى

 تفبٍتی SDS-PAGE ًتبیح دس ٍلی ثَد ّب آى ثَدى تشاسیخت

 تَاًذ هی هسئلِ ایي. ًطذ هطبّذُ غیشتشاسیخت ضبّذ گیبُ ثب

 دس GUS پشٍتئیي پبییي ثسیبس ثیبى خولِ اص هتعذدی دلایل

-SDS  تكٌیك تَسظ کِ ًحَی ثِ ثبضذ هزکَس گیبّبى

PAGE ًبضی طى ثیبى فمذاى ایٌكِ یب ٍ  ًجبضذ ضٌبسبیی لبثل 

 تغییش ثِ هٌدش کِ ثبضذ T-DNA ًبحیِ دس هوكي ًَتشکیجی اص

آصهَى  اص استفبدُ ثب(. 22)ثبضذ  ضذُ GUS طى سبختبس

 فعبلیت تحلیل ٍ تدضیِ ثِ تَاى هی GUSّیستَضیویبیی 

 .(22)پشداخت  تَلیذ ضذُ  پشٍتئیي ّوچٌیي فعبلیت ٍ پشٍهَتش

 دٌّذُ ًطبى ستشا،سَث ٍ تشاسیخت ثزٍس حبٍی هحلَل سًگ تغییش

                    .ثبضذ هی GUS طى ثِ هشثَط پشٍتئیي فعبلیت ٍ طى ثیبى

صُ طًی سب کِ داد ًطبى ًتبیح ٍ اًدبم ضذُ ّبی آصهَى هدوَعِ

خَثی  ثِ Napinچشا کِ پیطجشًذُ  عشاحی ضذُ، هٌبست ثَدُ

هَخت ثیبى اختػبغی طى تحت کٌتشل خَد دس ثزس ضذُ  ٍ 

تَالی اهگب ًیض دس افضایص ثیبى تشاطى هَثش ثَدُ است. دس اداهِ 

 ضوٌذ ثب طى ّبی اسص تَاى ایي سبصُ سا ثب خبیگضیٌی طى کبس هی

GUS اهكبى ٍ ّبی ًَتشکیت استفبدُ ًوَد ثشای تَلیذ پشٍتئیي 

          . فشاّن کشد یك پشٍتئیي ًَتشکیت ثباسصش سا اسصاى ٍ اًجَُ تَلیذ

 

 

 گیری نتیجه

سبصُ طًی  کِ داد ًطبى ًتبیح ٍ اًدبم ضذُ ّبی آصهَى هدوَعِ

خَثی  ثِ Napinعشاحی ضذُ، هٌبست ثَدُ چشا کِ پیطجشًذُ 

هَخت ثیبى اختػبغی طى تحت کٌتشل خَد دس ثزس ضذُ  ٍ 

تَالی اهگب ًیض دس افضایص ثیبى تشاطى هَثش ثَدُ است. دس اداهِ 

 ّبی اسصضوٌذ ثب طى  تَاى ایي سبصُ سا ثب خبیگضیٌی طى کبس هی

GUS اهكبى ٍ ّبی ًَتشکیت استفبدُ ًوَد ثشای تَلیذ پشٍتئیي 

 فشاّن کشد پشٍتئیي ًَتشکیت ثباسصش سایك  اسصاى ٍ اًجَُ تَلیذ

 منابع
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Abstract 

Aim: The purpose of this research was to design and prepare a suitable gene construct and transfer it 

to the tobacco plant and analysis of transgenic plants.  

Material and methods: Seed-specific construct that containing Napin promoter, Ω sequence, GUS 

gene, and SAR sequence was prepared in pBI121 plasmid and proliferated in E.coli.. Then tobacco 

leaf explants were inoculated with LBA4404 agrobacterium strain by standard protocol. Selection of 

regenerated shoots also were performed in a selection media (co-culture medias + 25 mg/L Kan + 200 

mg/L Cef). Transgenic plants were analyzed by PCR, RT-PCR and histochemical assay.  

Results: Analysis of regenerated plantlets by using PCR and specific primers of nptII and GUS 

indicated that transfer of these genes to plantlets was successful. RT-PCR reaction results showed that 

nptII is transcribed in both tissues while GUS is transcribed only in the seed tissue. This finding was 

expected because Nos promoter (which controls the nptII transcription) is a constitutive and Napin is a 

seed specific promoter.. Expression and activity of Beta-glucuronidase enzyme in seeds of selected 

plants was confirmed by SDS-PAGE and histochemical assay.  

Conclusion: The result of this research showed that designed gene construct was appropriate,  because 

Napin promotes the expression of GUS gene in the seeds and Omega sequences have also been 

effective in increasing of transgene expression.  In the fallowing, this construct can be used for the 

production of recombinant proteins by replacing valuable genes with GUS.. 

Key words: Ω sequence, SAR sequence, Napin promoter, GUS, Tobacco. 
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