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استریکتوسیدین سینتاز یک آنزیم کلیدي مسییر بیوسنتز ایندول الکالوئیدهاي 

باشد. آرابیدوپسیس قادر به تولید ترکیبات آلکالوئیدي نیست اما، مونوترپنی می

از  SSL6هایی مشابه استریکتوسیدین سینتاز در آن شناسایی شده است. ژن ژن

باشد که در این یکتوسیدین سینتاز آرابیدوپسیس میاعضاء خانواده ژنی شبه استر

تحقیق پاسخ ژن آن به تیمار شوري بصورت کمی بررسی و سپس در گیاه 

کل  SSL6 RNAآرابیدوپسیس فرابیان شد. بمنظور تولید موتانت فرابیان ژن 

با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی ژن ساخته  cDNAاستخراج و رشته اول 

انجام و متعاقبا به سازه فرابیانی گیاهی  pJETتدایی در ناقل شد. کلون سازي اب

)pPZPY:SSL6 منتقل شد. در ترانسفورماسیون آرابیدوپسیس از (

آذین استفاده وري گلو تکنیک غوطه GV3101(PMP90)اگروباکتریوم نژاد 

شد. آنالیز گیاهان تراریخت احتمالی در ابتدا با کشت بذرهاي حاصل از گیاهان 

شده بر روي محیط گزینشی حاوي آنتی بیوتیک جنتامایسین و گزینش  تلقیح

هاي مقاوم انجام شد. در ادامه گیاهان تراریخت احتمالی در طی واکنش گیاهچه

PCR  با پرایمرهاي اختصاصی ژنSSL6  با تولید الگوهاي باندي متفاوت در

اصی ژن الکتروفورز در مقایسه با گیاهان وحشی و همچنین پرایمرهاي اختص

مارکر جنتامایسین جداسازي شدند. میزان افزایش بیان ژن انتقال یافته نسبت به 

انجام و  T2بر روي گیاهان نسل  Real-Time PCRگیاه مادري با واکنش 

در گیاهان تراریخته به طور قابل  SSL6نتایج نشان داد افزایش بیان ژن 

لاین تراریخت حاوي یک  گیاه مادري بوده است. تعدادي اي بالاتر ازملاحظه

بیوتیک جنتامایسین در محیط نسخه تراژن از طریق تفرق صفت مقاومت به آنتی

در  SSL6انتخاب شدند. بررسی کمی بیان ژن  T3و  T2کشت انتخابی در نسل 

دار  نیز نشان داد که تنش شوري موجب افزایش معنی Col-0گیاهان وحشی 

  شد.بیان ژن، شش ساعت پس از اعمال تیمار 

  

وري بیان ژن، غوطهفرا، In Plantaترانسفورماسیون  کلیدي:هاي هواژ

  .، جنتامایسینگل آذین
  

The monoterpenoids comprise a family of structurally 

and pharmaceutically diverse alkaloids. Strictosidine 
synthase is a key enzyme in monoterpenoid indole 

alkaloid biosynthesis pathway. In spite of the apparent 

lack of complex alkaloids in Arabidopsis, a gene family 

called Strictosidine synthase like (SSL) has been found 

in the genome. SSL6, a member of SSL family, has been 

induced significantly by various stresses and signaling 

molecules. An overexpressed mutant is a powerful tool 

for functional characterization of an unknown gene. In 
view of that, SSL6 overexpressed mutant have been 

generated in order to study the possible role of the gene 

in Arabidopsis defense against biotic and abiotic 

stresses. The open reading frame from SSL6 was 

amplified and cloned into intermediate pJET vector 

before subcloning into pPZPY122 plant vector. Plant 

transformation was made by floral dip method using 
Agrobacterium tumefaciens strain GV3101 (PMP90). 

The putative transgenic plants were isolated on 

selective MS medium containing gentamycin. 

Transgene integration was further analyzed by PCR 

using SSL6 and gentamycin resistance gene specific 

primers. The transcription level of SSL6 in the T2 plants 

was measured using q-PCR and indicated an 

overexpression in transgenic compared to wild type 

Col-0 plants. Segregation ratio of plants in T2 and T3 

generation on selection medium proved that some of 

the genotypes contain single T-DNA insert. The SSL6 

Expression level in response to salt stress was 

measured in Col-0 and indicated an up-regulation of the 

gene 3, 6 and 12 hrs after treatment.  

 

Keywords: in planta Transformation, Floral Dip, 
Gentamycin assay.  
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  مقدمه

مسییر بیوسنتز ایندول الکالوئیدهاي مونوترپنی یکی 

از مهمترین مسیرهاي متابولیکی در گیاهان است که 

ترکیب آلکالوئیدي  2000موجب تولید بیش از 

شود. بسیاري از این ترکیبات مختلف در گیاهان می

باشند. براي انسان میداراي خواص درمانی 

 سه عضو 3امپوتسینو ک 2کریستین، وین1بلاستین وین

باشند که معروف ایندول الکالوئیدهاي مونوترپنی می

داراي خاصیت ضد سرطانی هستند. مسیر بیوسنتز 

ایندول الکالوئیدهاي منوترپنی با تولید 

 ,.Stockigt et al(شود استریکتوسیدین آغاز می

. این ماده شیمیایی از ترکیب سوبستراهاي )2008

 و فعالیت آنزیمی 5و سکلوگانین 4تریپتامین

) تولید EC 4.3.3.2) (Strاستریکتوسیدین سینتاز (

د. آنزیم مذکور اولین بار از گیاه پریوش شومی

)Catharanthus roseus جداسازي شده است و (

لذا بیشترین مطالعات مربوط به همین گیاه است. 

هاي مطالعات نشان داده است که بسیاري از محرك

 هاي رشدیز تنظیم کنندهزیستی و غیر زیستی و ن

کنند و در نتیجه مقدار القاء می را ژنبیان این 

یابد. در افزایش میدر گیاه هاي ثانوي متابولیت

مطالعه تاثیر سرما، شوري و نیتریک اکسید بر روي 

این آنزیم معلوم شد که بیان این ژن بوسیله  فعالیت

شود آبشار کینازي و با میانجیگري کلسیم تنظیم می

)Dutta et al., 2013( . اگرچه عموماً آرابیدوپسیس

به گیاهی معروف است که توانایی تولید ترکیبات 

آلکالوئیدي پیچیده را ندارد اما، پس از کامل شدن 

 شبیههایی ژناین گیاه یابی ژنوم پروژه توالی

یافت شده است  ) در آنSSLاستریکتوسیدین سینتاز (

)Facchini et al., 2004(بر اساس  نون. تاک

                                                                  
1. Vinblastine 
2. Vincristine 
3. Camptothecin 
4. Tryptamine  
5. Secologanin 

ژن داراي دومین  15مطالعات انجام گرفته 

شناسایی  آرابیدوپسیساستریکتوسیدین سینتاز در 

ها و نوع شده است که نقش بسیاري از آن

ها و نیز در مراحل نموي شان در پاسخ به تنش فعالیت

به طور کاربردي مشخص نشده است. در آزمایشی که 

 آرابیدوپسیسري در پی کاندیدهاي براي شناسایی ژن

 ،انجام گرفته RNAبا استفاده از لکه گذاري 

 SSLاز خانواده ژنی  YLS2٦پروتئینی تحت عنوان 

القا و داراي  ABAکه بوسیله اتیلن و شناسایی شد. 

بیان اختصاصی در مراحل پیري گیاه در گل بوده و 

 Yoshida et( در ریشه و ساقه قابل شناسایی نیست 

al., 2001.( ژن  همچنینLAP3که از همین  ٧

باشد نقش مهمی در نمو دانه گرده داشته خانواده می

فاقد هاي گرده دانهتولید سبب و خاموشی این ژن 

 Dobritsa et( نر عقیمی گردیدو در نهایت اگزین 

al., 2009(.    

 ژنی روابط فیلوژنتیکی برخی از اعضاء این خانواده

داراي رابطه ها که این ژننتایج نشان داد بررسی و 

تکاملی با پروتئین همومیوسین مگس سرکه 

پروتئین همومیوسین یک پذیرنده لکتین  .باشند می

 و در سیستم ایمنی مگس سرکه نقش دارد است

)Fabbri et al. 2000( یک کلاس خاص از .

که بیشترین شباهت را به  آرابیدوپسیس SSLخانواده 

ارند همومیوسین مگس سرکه در درخت فیلوژنتیکی د

سرهم پشتباشند که می AtSSL4-AtSSL7هاي ژن

بر روي کرموزوم شماره سه  در یک کلاستر

 .)Sohani et al., 2008(دارند  آرابیدوپسیس

 SSL6 مطالعاتی که بر روي القاء بیان ژن

 انجام گرفت مشخص کرد که این ژن آرابیدوپسیس

و قارچ  CMVدر اثر زخم، تیمار با ویروس 

Alternaria brassicicola  و نیز تیمار با ترکیبات

فعال کننده پیام دفاعی نظیر سالسیلیک اسید، 

                                                                  
6. Yellow Leaf Specific Gene 2 
7. Less adherent pollen 
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داري افزایش جازمونات و اتیلن به صورت معنی

ها در یابد که نشان دهنده نقش احتمالی این ژن می

 Sohani et(باشد مکانیسم دفاعی القائی در گیاه می

al., 2008( مقدار بیان ژن .SSL6  در تمامی

مارهاي ذکر شده چندین برابر افزایش یافته است. تی

میزان بیان هاي ریزآرایه بر اساس دادهضمن اینکه 

هاي شوري، نور ماوراء این ژن در پاسخ به تنش

بنفش و سالسیلیک اسید چند برابر بیان در شرایط 

در پاسخ به  SSL6. افزایش بیان ژن بوده استشاهد 

نقش لت بر دلاهاي زیستی و غیر زیستی، محرك

مذکور در  هايتنشمقاومت به این ژن در  احتمالی

   .)Kibble et al., 2009( گیاهان است

هاي گیاه آرابیدوپسیس که استفاده از جهش یافته

هاي مهندسی ژنتیک ژن هدف از طریق روش

خاموش یا فرابیان شده باشد براي بررسی دقیق نقش 

ول است. هر ژن در فرایندهاي بیولوژیکی امري متدا

و یا  T-DNAزایی با استفاده از درج جهش

شود نسپوزون عموماً باعث تولید فنوتیپ مغلوب میاتر

هاي که براي آنالیزهاي کارکردي در مورد خانواده

 ,.Pelaz et al( تواند با اشکالاتی همراه باشدمیژنی 

ژنوم آرابیدوپسیس حاصل  3/2 ). علاوه بر این،2000

 The Arabidopsisد (باشمضاعف شدگی می

Genome Initiative, 2000(. در  ؛عبارتیبه

هاي ژنی خاموشی یک ژن با فعالیت سایر خانواده

شود. بنابراین، داده می ١هاي خانواده پوششژن

هاي جهش یافته که با رغم تولید بسیاري از لاین علی

اند؛ بدون یا ترانسپوزان تولید شده T-DNAتلفیق 

کمیلی بررسی کامل و صحیح نقش هاي تتکنولوژي

امکان پذیر  زایی تلفیقیژن تنها بر اساس جهش

هاي بسیار ژن در نسخهیک رونوشت برداري نیست. 

بالاتر از مقدار  mRNAبالا که در نتیجه آن فراوانی 

 اینشود. نامیده می 2آن در شرایط نرمال باشد فرابیان

                                                                  
1. Functional Redundancy 
2. Overexpression 

ه شود کهاي گیاهانی مشاهده میوضعیت در سلول

سازي حامل ژن هدف و  همسانهمعمولا با وکتور 

شوند. مزیت مهم این یک پروموتر قوي تراریخت می

رهیافت اثر غالب آن است که می تواند در موجودات 

و یک ارتباط کارکردي  یابد تظاهردیپلوئید به آسانی 

به دست آورد  يضوع چندهاي خانوادهحتی براي را 

(Prelich, 2012).  ژنSSL6 لحاظ کاربردي  از

تاکنون مطالعه نشده است لذا لازم است بدین منظور 

 T-DNAهاي مرتبط با کارکرد مانند موتانت موتانت

و یا موتانت فرابیان آن تولید و همزمان واکنش 

هاي نامبرده در مقایسه با گیاه مادري مطالعه ژنوتیپ

  شود. 

به منظور مطالعه الگوي بیانی ژن  تحقیقدر این 

SSL6  در گیاه آرابیدوپسیس در پاسخ به تنش شوري

آزمایشی طراحی و اجرا و تغییرات بیانی با استفاده از 

گیري شد. جهت اندازه Real Time-PCRتکنیک 

این  cDNAدر آرابیدوپسیس نسخه  SSL6فرابیان 

-همسانه 35S CaMVژن تحت کنترل پروموتر 

آذین و به  ور کردن گلسازي شده و از طریق غوطه

 منتقل شد.به گیاه آرابیدوپسیس  in plantaوش ر

آنالیزهاي مختلفی بر روي گیاهان تراریخته فرضی 

  تا انتقال تراژن به گیاه تایید شود. انجام شد

  

 هامواد و روش

  در پاسخ به تنش شوري SSL6بررسی بیان ژن 

در این تحقیق از گیاه آرابیدوپسیس اکوتیپ کلمبیا 

)Col-0هاي ژنوتیپ ) استفاده شد. بذرCol-0 

حاوي یک درصد  MSضدعفونی و در محیط کشت 

زنی و ساکارز کشت شدند. به منظور یکدستی در جوانه

روز در  3هاي کشت شده به مدت ورنالیزاسیون  پتري

گراد قرار داده شدند و به مدت دماي چهار درجه سانتی

گراد و درجه سانتی 22دو هفته در اتاقک رشد با دماي 

نگهداري شدند. بمنظور  16/8وشنایی/ تاریکی دوره ر

اعمال تیمار شوري، ابتدا کاغذهاي واتمن در محیط 

MS  مولار میلی 150حاوي یک درصد ساکارز و غلظت
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NaCl گی با ها در دو هفتهاشباع شده پتري گیاهچه

دقت از محیط کشت جدا شده و به محیط تیمار انتقال 

هاي ي کامل در زمانهایافتند. نمونه برداري گیاهچه

ساعت بعد از اعمال تیمار انجام  24و  12، 6، 3صفر، 

ها براي انجام آنالیزهاي بعدي در فریزر گرفت. نمونه

از کیت  RNAانتقال یافتند. جهت استخراج  - 70

RNXPlus  (سیناکلون) و بر اساس دستورالعمل شرکت

استخراج  RNAسازنده استفاده شد. کیفیت و کمیت 

 ترتیب بوسیله الکتروفورز و اسپکتروفتومترشده به 

ژنومی  DNAبررسی شد. به منظور حذف آلودگی 

 DNaseI )Thermoهاي استخراج شده با نمونه

Fisher تیمار شدند.  ساخت (cDNA  با استفاده از

Oligo dT  و کیت سنتزcDNA )Thermo Fisher (

 Real Time-PCRانجام گرفت. براي انجام واکنش 

با  Actin-2و ژن مرجع  SSL6هاي براي ژنپرایمر 

  ). 1طراحی شد (جدول  Primer3افزار استفاده از نرم

  

  SSL6و همسانه سازي ژن  Real Time-PCRپرایمرهاي مورد استفاده در واکنش  ویژگی .1جدول 

  نام پرایمر  توالی پرایمر  (oC) دماي اتصال  )bpطول قطعه تکثیر شده (

176 bp  56.9  5'-GCGGCTAAGTACGGCTATGA-3'  SSL6-For  
5'-CGGAGAATGTGTGAATGCCA-3'  SSL6-Rev  

149 bp  56.9  5'-CTTGTTCCAGCCCTCGTTTG-3'  Act2-For  
5'-CGATACCTGAGAACATAGTGG-3'  Act2-Rev  

1100 bp  60  3'-ATGCCTGTATTCCTCTCTTCGGATCC-5' F-SSL6-For 
3'-TCAAAGCTTCTTGTTTTGTGGTCGAC-5' F-SSL6-Rev  

392 bp  58  3'-ACTTCTTCCCGTATGCCCAA-5' GenR-For 
3'-CAAGTCAAATCCATGCGGGC-5' GenR-Rev 

  

 1شامل  Real Time-PCRهر واکنش 

 3/0)، 10به  1رقیق شده (نسبت  cDNAمیکرولیتر 

میکرومول،  3/0میکرولیتر از هر پرایمر با غلظت 

) Master Mix )Thermo Fisherمیکرولیتر  25/6

 Realمیکرولیتر آب بود. براي انجام واکنش  65/4و 

Time-PCR  از دستگاهBio-Rad CFX96  

  ΔΔCT−2از فرمول ها اي آنالیز دادهبراستفاده شد. 

  ).Livak and Schmittgen, 2001( شداستفاده 

  

 pPZPY:SSL6تهیه سازه بیانی گیاهی 

مطابق روش ارائه شده در  cDNAاستخراج و سنتز 

در پاسخ به تنش  SSL6بررسی بیان ژن بخش 

جهت طراحی پرایمرهاي  انجام گرفت. شوري

از  cDNAسخه براي تکثیر ن SSL6اختصاصی ژن 

سازي . جهت همسانهاستفاده شد Primer3افزار نرم

و  BamHIهاي برشی جایگاهاز ژن در وکتور بیانی 

SalI  پیشرو و  پرایمرهايبراي به ترتیب  '5در پایانه

تکثیر ). شرایط 1استفاده شد (جدول  SSL6معکوس 

درجه  95در دماي  سازيواسرشته؛ دماي شاملژن 

 سیکل 35دقیقه و بدنبال آن  5ت گراد به مدسانتی

 درجه 60ثانیه،  50 گراد به مدتسانتی درجه 95 در

گراد به سانتی درجه 72ثانیه،  50 گراد به مدتسانتی

درجه  72یک دقیقه و بسط نهایی در دماي  مدت

دقیقه انجام شده است. تکثیر  10 گراد به مدتسانتی

) و pfu )Thermo Fisherژن با استفاده از آنزیم 

cDNA 10 با رقتX  انجام شد. محصول واکنش

PCR سازي در وکتور کلونینگ با جهت همسانه

) Thermo Fisherاستفاده از کیت استخراج از ژل (

سازي از ید. براي همسانهدسازي گرخالص

CloneJET PCR Cloning Kit  حاوي وکتور

) استفاده شد. pJET )Thermo Fisherحدواسط 

 لیگاز انجام شد. T4استفاده از آنزیم  واکنش الحاق با

براي الکتروپوریشن  E. coliهاي مستعد سلول

تهیه شده بود.  Bio Radمطابق توصیه شرکت 

با  DH5αسویه  E. coliترانسفورماسیون باکتري 

) در Bio Rad, MicroPluserروش الکتروپوریشن (

ثانیه انجام میلی 5کیلووات و در مدت  8/1شرایط 

رانسفورماسیون با استفاده از روش کلنی گرفت. ت
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PCR هاي مثبت استخراج پلاسمید تایید و از کلنی

انجام شد. تایید نهایی کلونینگ با استفاده از هضم 

 SalIو  BamHIهاي برشی با آنزیم پلاسمیدآنزیمی 

انجام شد پلاسمیدهاي نوترکیب  یابیو توالی

(Bioneer, Korea) .  

کلون شده در وکتور بیانی سازي ژن براي همسانه

به شماره دسترسی  pPZPY122گیاهی از وکتور 

U10459.1 از موسسه  (اهداییABRCاستفاده  )١

ژن مقاومت به کلرامفنیکل براي غربالگري  .شد

و ژن مقاومت به جنتامایسین شده باکتري ترانسفورم 

در وکتور مذکور براي غربالگري گیاهان تراریخته 

 35Sر موجود در این وکتور از نوع . پروموتوجود دارد

CaMV  و ترمیناتور آن از نوع نوپالین سینتاز

)NOS1(شکل  باشد) می( .  

حامل ژن  pJETوکتور  سازيهمسانهبه منظور 

با استفاده  pPZPY122کلون شده و پلاسمید بیانی 

هضم شدند.  SalIو  BamHIهاي برشی از آنزیم

ژل اگارز از  pJETقطعه ژن جداشده از وکتور 

در وکتور بیانی گیاهی  سازيهمسانهاستخراج و براي 

استفاده  T4با استفاده از آنزیم  الحاقدر یک واکنش 

شد. واکنش الحاق بوسیله الکتروپوریشن در داخل 

ترانسفورم و صحت آن بوسیله  E. coliباکتري 

PCR .براي انتقال ژن به گیاهان از  تائید گردید

 GV3101ینس سویه ستومفاباکتري اگروباکتریوم 

(PMP90)  استفاده شد. این سویه داراي مقاومت به

باشد. هاي ریفامپسین و جنتامایسین میبیوتیکآنتی

 2/2وکتور نوترکیب بوسیله الکتروپوریشن در شرایط 

ثانیه به اگروباکتریوم انتقال میلی 5وات و مدت  کیلو

یافت. تهیه سلول مستعد اگروباکتریوم مطابق 

 Bio Radشرکت شده توسط تورالعمل توصیه دس

انجام شد. ابتدا تک کلونی اگروباکتریوم رشد کرده در 

لیتر محیط کشت میلی 5گراد به درجه سانتی 28دماي 

                                                                  
1. Arabidopsis Biological Resource Center  

LB  درجه  28ساعت در دماي  24افزوده شد و به مدت

دور در دقیقه تکثیر شدند.  250گراد و با سرعت سانتی

لیتر محیط  5/0اولیه به  در مرحله بعد این محیط کشت

LB  انتقال یافته و پس از رسیدنOD600  باکتري به

- درجه سانتی 4دقیقه در دماي  10به مدت  5/0حدود  

رسوب داده شد. در مراحل  g 3000گراد و با سرعت 

درصد سرد شستشو، در  10بعدي باکتري در گلیسرول 

 20لیتر سوربیتول حل و در مقادیر تا یک میلی 5/0

لیتر اپندورف توزیع میلی 5/1هاي  کرولیتر داخل تیوبمی

انتقال  - 70هاي مستعد آماده شده به فریزر شد. سلول

  یافتند.

  

تراریزش گیاه آرابیدوپسیس با استفاده از روش 

  2آذینوري گلغوطه

ترانسفورماسیون، تک زمان انجام روز قبل از دو 

اب و به کلونی اگروباکتریوم تازه حاوي سازه ژنی انتخ

مایع  LBمیلی لیتر محیط  5لوله فالکون داراي 

کلرامفنیکل، جنتامایسین و هاي حاوي آنتی بیوتیک

ساعت در  24انتقال داده شد و به مدت  ریفامپسین

دور در دقیقه  در شیکر قرار  220درجه با  28دماي 

به  LBگرفت. سوسپانسیون مذکور سپس به محیط 

و ساعت  24و پس از  میلی لیتر اضافه شد 200حجم 

رسید  2تا  5/1باکتري به حدود  OD600زمانی که 

شد. به منظور تلقیح  استفادهترانسفورماسیون براي 

دور  6000گیاهان با اگروباکتریوم، سوسپانسیون در 

دقیقه سانتریفیوژ و رسوب داده  20در دقیقه بمدت 

درصد حل و  5شد. این رسوب در ساکارز 

یی آماده ترانسفورم گیاهان شد. سوسپانسیون باکتریا

 برابر OD600غلظت باکتري در این سوسپانسیون 

وري . قبل از انجام عمل غوطهبوده است 1تا  5/0

  Silwet L-77%)05/0میکرولیتر ( 100مقدار 

. )Zhang et al., 2006( سوسپانسیون اضافه گردید

وري از روش غوطه آرابیدوپسیسبراي تراریزش 

                                                                  
2. Floral dip 
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). Zhang et al., 2006ده شد (آذین استفا گل

گیاهان به مدت یک ماه در شرایط روز بلند رشد 

هاي اولیه چیده آذینکردند. بعد از رشد گیاهان گل

ها هاي جدید رشد کند و تعداد آنآذینشدند تا گل

ور سازي با فرو بردن عمل غوطه افزایش یابد.

آذین گیاهان در سوسپانسیون باکتریایی به مدت  گل

گیاهان هاي حاوي گلدانثانیه انجام گرفت.  45تا  30

تلقیح شده در پوشش پلاستیکی و در جاي تاریک 

ساعت پوشش پلاستیکی  24قرار گرفتند. بعد از 

برداشته و گیاهان به اتاقک رشد انتقال یافتند. حدوداً 

ها آبیاري قطع با شروع زرد شدن غلاف یک ماه بعد

  د.بذر گیاهان آماده برداشت ش و

  

و ژن مقاومت  CaMV35S. ژن هدف (فلش خاکستري) تحت کنترل پروموتر قوي SSL6نماي شماتیک کاست فرابیان ژن . 1شکل 

قرار دارد. ژن مقاومت به کلرامفنیکل به منظور انتخاب باکتریایی در بدنه  T-DNAگیاه به جنتامایسین در داخل مرزهاي چپ و راست 

  .)SnapGeneبا نرم افزار (طراحی شده  وکتور قرار دارد

  

  غربالگري گیاهان تراریخته

تراریخته، بذرها ضدعفونی و  گیاهانبراي شناسایی 

 100درصد ساکارز و  1حاوي  MS ½در محیط 

میکروگرم در میلی لیتر جنتامایسین کشت شدند. 

دو هفته بعد از کشت به  احتمالی گیاهان تراریخته

خاك منتقل شدند و بعد از رشد کافی استخراج 

DNA ها با روش از برگCTAB  انجام شد. براي

با استفاده از PCR تائید تراریختگی واکنش 

و ژن مقاومت  SSL6 هايپرایمرهاي اختصاصی ژن

تکثیر ژن به  انجام گرفت.) 1(جدول  جنتامایسینبه 

گراد درجه سانتی 95ماي سازي در دصورت؛ واسرشته

 درجه 95سیکل  35دقیقه و بدنبال آن  5به مدت 

گراد به سانتی درجه 58ثانیه،  40 گراد به مدتسانتی

 ثانیه 40 گراد به مدتسانتی درجه 72ثانیه،  30 مدت

 گراد به مدتسانتی درجه 72و بسط نهایی در دماي 

بررسی میزان بیان  دقیقه انجام شده است. 7بمدت 

با  T2اي نسل هفته 3 در گیاهان تراریخته SSL6ژن 

و ژن مرجع  Real Time-PCRاستفاده از واکنش 

  انجام گرفت.) Actin2( 2- اکتین

   

  هاي تراژن در گیاهان تراریختتعیین تعداد نسخه

هاي درج شده تراژن درگیاهان براي تعیین نسخه

تراریخته از آزمون کاي اسکور و صفت مقاومت به 

هاي در حال تفرق بیوتیک جنتامیسین در نسلآنتی

T2  استفاده شد. بر این اساس، بذرهاي حاصل از

حاوي  MS ½در محیط انتخابی  T2گیاهان نسل 

لیتر گرم در میلیمیلی 100یک درصد ساکارز و 

جنتامایسین کشت و پس از دو هفته تعداد گیاهان 

زنده و غیرزنده شمارش شدند. از آنجا که 

است و صفت مقاومت غالب سیس دیپلوئید آرابیدوب

گیاهان مادري که نتاج آنها بر اساس آزمون کاي  ،لذا

نشان دادند انتخاب و براي تولید  3:1اسکور نسبت 

نیز  T3در گلدان کشت شدند. بذرهاي نسل  T3بذر 

بر اساس آزمون کاي اسکور بررسی شده و در نهایت 
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لاین  گیاهان که در این نسل تفرق نشان ندادند

  اي شناخته شدند. هموزیگوس تراژن تک نسخه

  

  نتایج و بحث

  در شرایط تنش شوري SSL6بیان ژن 

در پاسخ به تنش شوري  SSL6بررسی کمی بیان ژن 

 باشد. دردهنده افزایش بیان این ژن مینشان

 SSL6هاي پس از اعمال تیمار بیان ژن  ساعت

و  دار نشان دادهنسبت به زمان صفر افزایش معنی

ساعت پس از  6بیشترین مقدار آن مربوط به زمان 

برابر افزایش  18باشد که در حدود اعمال تیمار می

دهد. در حالت کلی الگوي بیان این ژن بیان نشان می

ساعت ابتدایی و مرحله  6به دو مرحله افزایشی در 

). این 2باشد (شکل هاي بعدي میکاهشی در ساعت

در پاسخ به تنش  SSL6 دهنده نقش ژنآنالیز نشان

   باشد.شوري می
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در پاسخ به تنش شوري؛  SSL6الگوي بیان ژن  .2شکل 

طور ها نسبت به زمان صفر بهمیزان بیان ژن در تمام زمان

خطاي  ±ها به صورت میانگین(دادهداري افزایش یافت معنی

  اند).استاندارد ارائه شده

  

  تهیه سازه بیانی گیاهی

ژن  cDNAگیاه تراریخت، نسخه  منظور تولیدهب

SSL6  با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی طراحی شده

 PCRتکثیر شد. حاصل واکنش  pfuو بوسیله آنزیم 

جفت بازي بوده است که معادل  1116تکثیر یک قطعه 

  ). 3باشد (شکلمی SSL6ژن  cDNAاندازه 

 
  

 100: مارکر pfu 1بوسیله آنزیم  SSL6تکثیر ژن  .3شکل 

: 3رقیق نشده  cDNAبا  PCR: واکنش 2جفت بازي 

  برابر. 5رقیق شده به میزان  cDNAبا  PCRواکنش

  

یک آنزیم با خاصیت تصحیح کنندگی  pfuآنزیم 

 10باشد که احتمال خطا در آن حدود یک در می

میلیون نوکلئوتید بوده و لذا امکان اشتباه در محصول 

). از Cline et al., 1996یابد (تکثیر شده کاهش می

توانایی اضافه کردن نوکلئوتیدهاي  pfuآنجایی که 

A  به انتهاي قطعات تکثیر شده را ندارد لذا براي

 CloneJET PCR Cloningسازي از کیت همسانه

Kit  حاوي وکتور حد واسطpJET  .استفاده شد

 T/Aهاي بر مبناي مزیت این کیت نسبت به کیت

در انتهاي قطعات  Aد نیاز به نوکلئیک اسیوکتور بی

PCR توان قطعات با انتهاي لذا می تکثیر شده بوده و

ها از صاف را در آن کلون کرد. در این تحقیق باکتري

طریق الکتروپوریشن ترانسفورم شده و به دلیل وجود 

در محیط  pJETسیلین در وکتور ژن مقاومت به آمپی

LB  سیلین لیتر آمپیمیکروگرم در میلی 50حاوي

هاي داراي وکتور ساعت کلنی 16شت شدند. بعد از ک

شدند. تعدادي از  مشاهدهنوترکیب در محیط کشت 

 کلنیها انتخاب و براي تائید ترانسفورماسیون کلنی

PCR مشاهده باند به طول مورد استفاده قرار گرفتند .

جفت باز تائید کننده وجود وکتور  1100تقریبی 

). 4(شکل  ها بودنوترکیب در این باکتري

1100 bp 

1        2       3  
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با وکتور  E. coliتائید ترانسفورماسیون باکتري  .4شکل 

pJET:SSL6  با استفاده از کلنیPCR 1 جفت  100: مارکر

  .PCRمحصول کلونی  :4- 3: کنترل منفی 2بازي 

  

، پلاسمید در وکتور جهت تائید نهایی حضور ژن

ستخراج و هضم هاي ترانسفورم شده ااز باکتري

انجام  SalIو  BamHIهاي ها با آنزیمآنزیمی آن

جفت باز بر  3000و  1100گرفت. باندهاي حدود 

که به ترتیب مربوط به مشاهده شد روي ژل آگارز 

بوده است  pJETقطعه ژن کلون شده و بدنه وکتور 

سازي را مورد تائید که بدین وسیله صحت همسانه

  ). 5(شکل  دهدقرار می

  
  

 

  

  

 

: مارکر pJET:SSL6 1تائید هضم آنزیمی سازه ژنی  .5شکل 

 - : سازه نوترکیب بعد از هضم آنزیمی5- 2جفت بازي  100

هضم شده  SSL6ژن  Bو قطعه  pJETبدنه وکتور  Aقطعه 

  با آنزیم برشی

  

 pfuتوالی یابی ژن کلون شده نشان داد که آنزیم 

در نسخه به درستی تکثیر را انجام داده و هیچ جهشی 

cDNA  توالی ژنSSL6  ایجاد نشده است. وکتور بیانی

pPZPY122  از جمله وکتورهاي سريpPZP 

معرفی شد. مزیت این  1994باشد که در سال  می

وکتورها اندازه نسبتاً کوچک و وجود چندین جایگاه 

باشد که باعث برشی در مولتی کلونینگ سایت آن می

هاي برشی شده است. مها و آنزیتر جایگاهانتخاب راحت

 35Sاین وکتور داراي پروموتر قوي و با بیان دائمی 

CaMV  و ترمیناتورNOS باشد (میHajdukiewicz 

et al., 1994( کلون شدن ژن .SSL6  در این وکتور

  ).6تائید شد (شکل  PCRبیانی با کلنی 

  

 
با وکتور  E. coliتائید ترانسفورماسیون باکتري . 6شکل 

pPZPP:SSL6  با استفاده از تکنیک کلنیPCR 1 100: مارکر 

  PCRمحصول کلونی  :7- 4: کنترل منفی 3و  2جفت بازي 

  

سازي گیاه آرابیدوپسیس با سازه گیاهی تراریخت

  SSL6حامل ژن 

به  DNAینس ناقل طبیعی قطعات اگروباکتریوم تومفاس

 GV3101گیاهان معرفی شده است. سویه 

(PMP90) رین سویه این باکتري یکی از پرکاربردت

باشد. این سویه براي ترانسفورماسیون آرابیدوپسیس می

هاي ریفامپسین و بیوتیکداراي مقاومت ذاتی به آنتی

باشد. این سویه توانایی بیشتري در جنتامایسین می

ور سازي ترانسفورماسیون آرابیدوپسیس از روش غوطه

دارد هاي اگروباکتریوم آذین نسبت به سایر سویهگل

)Ghedira et al., 2013سازي ور). روش غوطه

1100 bp 

  1       2         3       4 

A: 3000 bp 

B: 1100 bp 

1                  2     3     4     5  

1100 bp 

1      2       3      4      5      6     7 
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آذین روش متداول در ترانسفورماسیون آرابیدوپسیس  گل

هاي آید. مزیت این روش نسبت به روشبه حساب می

 ،T-DNAدیگر انتقال ژن، قابلیت انتقال قطعات بزرگ 

عدم نیاز به تجهیزات کشت بافت و فرآیند تولید کالوس 

ا توجه به تعداد زیاد بذر که یا باززایی بوده و ب

کند کارایی انتقال در حد قابل آرابیدوپسیس تولید می

قبول است. از مزایاي دیگر این روش صرف زمان کمتر 

نیاز به نیروي متخصص براي ترانسفورماسیون و نیز عدم

تا  5/0باشد. نرخ انتقال ژن در این روش کشت بافت می

  ). Zhang et al., 2006باشد (درصد می 3

  

  آنالیز گیاهان تراریخت

به گیاه  pPZPY:SSL6پس از انتقال سازه ژنی 

آرابیدوپسیس، بذرهاي این گیاهان براي گزینش اولیه 

حاوي غلظت  MS ½گیاهان تراریخته بر روي محیط 

لیتر جنتامایسین کشت شدند. میکروگرم در میلی 100

ي هاگیاهان تراریخته دو هفته بعد از کشت داراي برگ

ها توسعه یافته بودند در سبز و طبیعی و ریشه آن

هاي سفید و فاقد  ها داراي برگکه غالب گیاهچه حالی

 ). 7ریشه بودند (شکل 

 

  
 MS ½هاي تراریخته مقاوم در محیط کشت گیاهچه .7شکل 

لیتر جنتامایسین. دو هفته بعد از میکروگرم در میلی 100حاوي 

هاي مقاوم در محیط گیاهچهخابی، تکشت بذرها در محیط ان

  هاي توسعه یافته تولید کردند.انتخابی رشد کرده و ریشه

  

گیاهان تراریخته احتمالی به گلدان انتقال داده 

شدند. این گیاهان نسبت به گیاهان تیپ وحشی هیچ 

هاي برگی تفاوت فنوتیپی نداشتند. پس از رشد از نمونه

DNA  استخراج و واکنشPCR با پرایمرهاي 

بیوتیک و ژن مقاومت به آنتی SSL6اختصاصی ژن 

از  SSL6که منشاء ژن جنتامایسین انجام شد. از آنجایی

باشد لذا در ژل آگارز دو باند خود گیاه آرابیدوپسیس می

براي گیاهان تراریخته مشاهده شد که یک باند با اندازه 

با منشاء گیاه  SSL6جفت باز مربوط به ژن  1500حدود 

پسیس شامل اگزون و اینترون و باند با اندازه آرابیدو

و فاقد  SSL6جفت باز مربوط به تراژن  1100حدود 

اینترون بوده است. در گیاهان غیرتراریخته فقط باند 

  ). 8جفت باز مشاهده شد (شکل  1500
  

  
در گیاهان تراریخته و  SSL6براي ژن  PCRواکنش  .8شکل 

: 3: کنترل منفی 2ازي جفت ب 100: مارکر 1غیر تراریخته 

DNA  6- 4ژنومی گیاه غیر تراریخته :DNA  ژنومی گیاهان

: Bحاوي اگزون و اینترون باند  SSL6: ژن Aتراریخته باند 

  cDNAحاصل از تکثیر  SSL6ژن 

  

تولید ژن مقاومت به جنتامایسین  PCRنتیجه 

جفت بر روي ژل آگارز در گیاهان  400باند یک 

   ).9(شکل  است احتمالی بودهتراریخته 
  

  
براي ژن مقاومت به جنتامایسین در گیاه  PCRواکنش  .9شکل 

  : کنترل مثبت (باکتري2جفت بازي  100: مارکر 1تراریخته 

E. coli  (باکتري اگروباکتریوم 3حاوي سازه بیانی) کنترل مثبت :

  : گیاهان تراریخته7- 5: گیاه غیر تراریخته 4حاوي سازه بیانی) 

 1   2  3  4    5   6   7 

400 bp 

1       2       3        4        5      6 

A: 1500 bp 
B: 1100 bp 
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در  SSL6زیابی میزان افزایش بیان ژن به منظور ار

استفاده  Real Time-PCRگیاهان تراریخته از روش 

 Real Time-PCRهاي حاصل از گردید. آنالیز داده

 T2در دو لاین  SSL6نشان داد که میزان بیان ژن 

به  Col-0مورد آزمایش در مقایسه با ژنوتیپ وحشی 

 ).10(شکل استبرابر افزایش یافته 25/10و  7/4ترتیب 

  

  
   Col-0در دو گیاه تراریخته مستقل نسبت به گیاه تیپ وحشی  SSL6مقایسه میزان بیان ژن  .10شکل 

 ).اندخطاي استاندارد ارائه شده ±ها به صورت میانگین(داده

   

 35Sدهنده کارآمد بودن پروموتر این نتایج نشان

CaMV در گیاهان تراریخته  راژن در افزایش بیان ت

ویروس موزائیک گل کلم  35Sباشد. پروموتر می

)CaMVترین پروموتر گیاهی مورد ) احتمالاً گسترده

 ). تفاوت درOdell et al., 1985باشد (استفاده می

تواند می T2در دو لاین تراریخته  SSL6میزان بیان 

هاي درج شده، خاموشی به دلیل تفاوت در تعداد کپی

ژن و یا تفاوت در جایگاه درج ژن در ژنوم گیاه باشد 

)Butaye et al., 2005.(  

  

 هاي تراژنتعیین تعداد نسخه

تک نسخه غالب  در گیاه دیپلوئید آرابیدوبسیس براي ژن

ها مقاومت به آنتی بیوتیک جنتامیسین برخی از ژنوتیپ

به ترتیب مرده: زنده را در  3:1نسبت تفرق صفت فنوتیپی 

 T3). در نهایت در نسل 7(شکل  نشان دادند T2 نسل

ها در محیط انتخابی تفرق صفت نشان  تعدادي از لاین

  ندادند که تک نسخه تراژن هموزیگوس شناسایی شدند.

  

  گیري نهایینتیجه

در پاسخ به  SSL6این تحقیق نشان داد که بیان ژن 

یابد. داري افزایش میصورت معنیتنش شوري به

گیاه این ژن  کارکردي نقش بررسیبراي 

تولید  SSL6فرابیان ژن  آرابیدوپسیس تراریخت با

دهنده افزایش بیان این . آنالیز این گیاهان نشانشد

این باشد. استفاده از ژن در گیاهان تراریخته می

تواند در درك گیاه آرابیدوپسیس احتمالاً میموتانت 

ی هاي غیر زیستدر برابر تنشمذکور بهتر نقش ژن 

    .گشا باشدراهنظیر شوري 
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