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نشر نور با  Lampyris turkestanicusتاب گونه ايراني  انتقال ژن لوسيفراز حشره شب
  )Saintpaulia ionantha(قرمز به گياه بنفشه آفريقايي 

  2و سامان حسينخاني *،1، مختار جلالي جواران1آرش رزمي

  كشاورزي تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده كشاورزي، گروه اصلاح نباتات و بيوتكنولوژي 1
  تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه بيوشيمي 2

  22/1/91: تاريخ پذيرش  23/3/89: تاريخ دريافت
  چكيده

هاي مختلف پزشكي،  در زمينه يمهاي صنعتي است كه به طور وسيعترين آنز يكي از مهم )luc( تاب آنزيم لوسيفراز حشره شب
چون حساسيت بالا،  ليل داشتن خصوصياتي همده ب ،آنزيماين   .و مولكولي كاربرد دارد بيوتكنولوژي و بيولوژي سلولي
شرايط طبيعي  مناسبي در زمينه تصويربرداريهاي بيولومينسانس دربسيار ، كانديداي نگيري كمي آ تكرارپذير بودن و قابليت اندازه

 .Lتاب گونه ايراني  و انتقال ژن لوسيفراز حشره شبكلونينگ  تحقيق حاضر جهت ساب  .باشد ميو در سيستمهاي گزارشگر 

turkestanicus با نشر نور قرمز در گياه بنفشه آفريقايي )Saintpaulia ionantha( ژن لوسيفراز بدين منظور  . انجام گرفت
)luc (اي پليمراز  با استفاده از واكنش زنجيره)PCR (از ناقل  با آغازگرهاي اختصاصيpET 28a در ناقل بياني  و جداسازي

pCAMBIA1304 ناقل نوتركيب جديد   .اتصال گرديد)pCAMLUC ( با استفاده از بررسيهايColony PCR،PCR  هضم ،
ژن هدف به كمك  . يد قرار گرفتأي، مورد ت)GenBank(سازي آن در بانك اطلاعاتي  رديف يابي و هم آنزيمي، توالي

كشت انتخابي حاوي  هايفريقايي منتقل گرديد و گياهان تراريخت بر روي محيطبه گياه بنفشه آ LBA4404آگروباكتريوم سويه 
برداري از  حضور ژن در ژنوم گياه و نسخه RT-PCRو  PCRآناليزهاي   .رومايسين و سفوتاكسيم باززا شدندبيوتيكهاي هيگ آنتي

راز را در بافتهاي برگي بعضي از گياهان نشان همچنين نتايج حاصل از سنجش لومينومتري، فعاليت آنزيم لوسيف . كرد تأييدآن را 
  .بود در حالي كه در گياهان شاهد نشر نوري سنجيده نشد RLU/sec 20000در اين سنجش حداكثر نور نشر شده  . داد

  كلونينگ، انتقال ژن، بنفشه آفريقايي ساب تاب، وسيفراز حشره شبل :واژهاي كليدي 
   m_jalali@modares.ac.ir :پست الكترونيكي ،021-48292104: نويسنده مسئول، تلفن*

  مقدمه
يا واكنش شيميايي نشر نور توسط  پديده بيولومينسانس

هاي زيستي  ترين پديده موجودات زنده، يكي از جالب
در طيف وسيعي از موجودات زنده از قبيل است كه 

تنان و جانوران آبي ديده  باكتريها، حشرات، بسياري از نرم
كلي  نام با فرآيند اين در گيري درمهاآنزي .شده است
 لوسيفراز فراوان به دليل كاربرد .اند  شده نامگذاري لوسيفراز

 بر مطالعات بيشتر ،)Firefly luciferase( تاب شب حشره
اين آنزيم در  .صورت گرفته است آنزيم اين روي

Photinus pyralis  ،در طي واكنش با لوسيفرينATP  و
كه در  كند نشر ميرا  nm562موج  با طول ينور ،اكسيژن

لوسيفراز حشره  ).4( است) زرد - سبز( محدوده نور مرئي
هاي  زمينهيي است كه در آنزيمهاترين  تاب از مهم شب

از طريق  ATPمقدار  مختلف به ويژه در سنجش
گيري  تشخيص آلودگيهاي ميكروبي، اندازه درلومينومتري 

سرطان و  شخيصميزان حيات سلولي، تهيه كيتهاي ت
روابط   ري داروها، بررسيغربالگحسگرها،  زيست
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به  DNAيابي  و تاخوردگي پروتئينها، توالي برهمكنش
تصويربرداريهاي بيولومينسانس و ، Pyrosequencingروش 

 ،9 ،8، 5( كاربرد فراوان دارد سيستمهاي گزارشگردر 
  ).29و  18،28

 Photinus(شمالي  گونه آمريكاي) luc(ژن لوسيفراز 

pyralis ( ون كل 1985در سال)به 1986در سال و ) 11 
با  ). 26( گياه توتون منتقل شدبه  عنوان ژن گزارشگر

طبيعي  اسپري كردن لوسيفرين به بافتهاي گياهي در شرايط
-در اثر واكنش آنزيمآن به فيلم عكاسي،  و مجاورت
و امروزه  نمودرديابي را فعاليت لوسيفراز توان  مي سوبسترا،

 ترين نورها از طريق لومينومتري و امكان رديابي خفيف
   .وجود دارد CCDدوربينهاي 

 به نامهاي تاب حشره شب در شمال ايران دو گونه
Lampyris turkestanicus  نادر گونهو Lampyroidea 

maculata و تعيين  سازي همسانه .شناسايي شده است
سال  در Lampyris turkestanicusتوالي ژن لوسيفراز 

 طولي معادل اين توالي داراي). 6(شده است  انجام 2004
 كند اسيد آمينه را كد مي 547است كه جفت باز  1644

نشر نور آن تنها . )GenBank :AY742225 شماره دستيابي(
ر در محدوده سبز قرا، nm 555با يك پيك، با طول موج 

منظور توليد آنزيم ه ب 1388ژن در سال اين . گرفته است
وسيفراز در قالب كشاورزي مولكولي به گياه توتون انتقال ل

با واكنش  DNAو آناليز گياهان تراريخت در سطح 
  ). 2( اي پليمراز انجام گرفته است زنجيره

نزيم در دماي پايداري پايين آمانند؛ به طور كلي عواملي 
مناسب بودن طول موج ساطع شده از فيزيولوژيك بدن، نا

و  بافتهاتوسط  كوتاه امواجب به دليل جذ( آنزيم
كروموفورها براي استفاده در محيط طبيعي و حسگرهاي 

و غير فعال شدن برگشت  pHحساسيت به  ،)بيولوژيك
توانند كاربرد  ، ميشدن) دفريز(پذير آنزيم موقع ذوب نا

تلاشهاي زيادي  بنابراين .)34(لوسيفراز را محدود نمايند 
در جهت ايجاد  و هدفمند زايي تصادفي با استفاده از جهش

را نداشته باشند كه محدوديتهاي فوق  يلوسيفرازهاي
 از جمله جايگزيني اسيدهاي آمينه ؛صورت گرفته است

S284T, H245N وH431Y  كه باعث تغيير پيك به 

nm615 ،نور قرمز ). 33( در محدوده نور قرمز شده است
انرژي كمتري نسبت به نور سبز دارد و جذب آن توسط 

اين ژن پتانسيل خوبي  به همين دليل .كمتر است افتهاب
  .براي استفاده در علوم مختلف را دارد

گياهي چند ساله با نام ) African violet(بنفشه آفريقايي 
 Gesneriaceaeاز خانواده  Saintpaulia ionanthaعلمي 
خصوصياتي همچون داشتن رنگ و شكل متنوع،  .است

دهي تحت نور  گل ي، توانايقابليت رشد در شرايط اتاق
و تكثير رويشي آسان در تمام فصول سال باعث  مصنوعي

با  ).17(محبوبيت اين گل از ميان گلهاي زينتي شده است 
هر ساله  ،گيري از روشهاي متداول اصلاح نباتات بهره

و ) 15( شود آزاد مي از اين گياه واريته جديد چندين
عنوان يك ابزار مهندسي ژنتيك به  نوين آوردهاي دست

 در ،ي سنتي اصلاح نباتاتروشهاقدرتمند و تكميل كننده 
اين در  .ثر استؤبسيار م انايش صفات مطلوب در گياهافز
بر روي  برگي و دمبرگيمختلف اي هاز قسمتتوان   مي گياه
هاي  ساقه هاي اكسين و سيتوكنيناي حاوي هورمونهمحيط

وان جهت ت نايي مياز اين توا و )31و 7( كرد جا ايجاده ناب
بررسيهاي صورت  . تراريختي با آگروباكتريوم استفاده نمود

ن توسط دهد كه امكان انتقال ژ گرفته نشان مي
و ) 20( دمبرگ هاي نمونهآگروباكتريوم از طريق ريز

به گياه بنفشه آفريقايي امكان  )22(سوسپانسيون سلولي 
  .است پذير

ه حاوي ژن هدف از انجام اين تحقيق، تهيه يك ساز
و ) با نشر نور قرمز(تاب  يافته لوسيفراز حشره شب جهش

گياهان . انتقال آن به گل زينتي بنفشه آفريقايي است
تراريخت در حضور لوسيفرين نور مرئي از خود ساطع 

قابل رديابي  ي گوناگونروشهاخواهند كرد كه با استفاده از 
 برداري مناسب از ژن و همچنين در صورت نسخه. است
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تغييرات صحيح بعد از ترجمه امكان مشاهده چشمي نور 
با توجه به محبوبيت  . ساطع شده در تاريكي وجود دارد

گياه بنفشه آفريقايي در ميان گلهاي زينتي، در صورت 
يابي به اهداف فوق، گياه زينتي مورد نظر  موفقيت و دست

همچنين در  . از لحاظ تجاري بسيار با ارزش خواهد بود
ثير عوامل مختلف بر رشد و نمو و أت پايه مرتبط با تمطالعا

ساير خصوصيات اين گياه امكان استفاده از اين سازه ژني 
  .  گزارشگر فراهم خواهد بود

  روشهامواد و 
تاب پس از تكثير  در اين پژوهش ژن لوسيفراز حشره شب

با آغازگرهاي ) PCR(اي پليمراز  واكنش زنجيره از طريق
مابين پيشبرنده  ،pCAMBIA1304ل اختصاصي، در ناق

CaMV35S دهنده  و خاتمهNOS  ي آنزيمهابا استفاده از
گرديد و به باكتري سازي  همسانه BstEIIو  NcoIبرشي 

Escherichia coli  سازه ژني تهيه شده با   .انتقال يافت
، واكنش هضم Colony PCR ،PCRمونهاي استفاده از آز

سازي آن در  رديف يابي و هم آنزيمي و در نهايت توالي
سپس سازه ژني . رار گرفتييد قأبانكهاي اطلاعاتي مورد ت

 Agrobacterium tumefaciensگروباكتريوم حاصل به آ
منظور تلقيح ه ه و در نهايت از آگروباكتريوم بمنتقل شد

 بنفشه آفريقاييگياهان . استفاده شد ن بنفشه آفريقاييگياها
حاوي ژن لوسيفراز با استفاده از محيطهاي كشت انتخابي، 

، PCRباززايي شده و بر روي گياهان تراريخت، آزمون 
RT-PCR انجام گرفت و سنجش لومينومتري.  

سويه  E. coliاز دو باكتري  تحقيقدر اين  :ها باكتري
DH5 و A. tumefaciens سويه LBA4404 ز ا. استفاده شد
عنوان ميزبان براي نگهداري و تكثير ه ب  E. coliباكتري

جهت انتقال  A. tumefaciensو از باكتري  تهيه شده  زهسا
  .استفاده شد بنفشه آفريقاييبه گياه هدف ژن 

آغازگرهاي مناسب ژن لوسيفراز با توجه به  :آغازگرها
در ناقل  BstEIIو  NcoI يآنزيمهاتوالي جايگاههاي برشي 

pCAMBIA1304 احي تواليهاي كناري ژن لوسيفراز طر و
  :عبارتند از توالي اين آغازگرها. گرديدند

  :آغازگر پيشرو
AA GAT GCA AAA AAT G ATGC^C C -5′Lux1F: 

ATT ATG -3′  
  :آغازگر معكوس
C AAT TTG T CAT TAG^G TCA CCG -5'Lux1R: 

GAT TTT TTT CC -3' 

 pETناقل . ر از دو ناقل استفاده شداضدر مطالعه ح: ها ناقل

28a  حاويcDNA و  حسينخاني ژن لوسيفراز كه از
و ناقل دريافت گرديد  از دانشگاه تربيت مدرس همكاران

ي معماري و ياهدا( pCAMBIA1304بياني گياهي 
براي  كه داراي ژن مقاومت به كانامايسين) همكاران

جهت  B-گزينش باكتريايي، ژن مقاومت به هيگرومايسين
پيشبرنده  ،BstEII و NcoIبرشي انتخاب در گياه، محلهاي 

CaMV35S دهنده  و توالي خاتمهNOS است.  

گياه  قطعات برگي و دمبرگ در اين تحقيق از :مواد گياهي
حاصل از  )Sainpaulia ionantha Wendl(بنفشه آفريقايي 

 mm ا به قطعاتهبرگ. استفاده گرديد )31( كشت بافت
عنوان  تقسيم شدند و به  mm 10 -3گها و دمبر 5×5

    . ريزنمونه جهت تلقيح مورد استفاده قرار گرفتند

آن در ناقل  كلونينگ سابو  PCRتكثير ژن لوسيفراز با 
pCAMBIA1304: قطعه  تكثيرDNA  با استفاده از دستگاه

ترموسايكلر و با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي 
در ( PCRدهنده در  شمواد واكن. دششده انجام  طراحي
از هر كدام از  Mµ 200: عبارت بودند از) µl 25حجم 
dNTP ،هاMgCl2 mM 2 ،pmol 10  از هر كدام از

به عنوان الگو و  )pET 28a ناقل( ng 100 DNAآغازگرها، 
 PCRشرايط . Taq DNA Polymerase يك واحد از آنزيم

درجه  94براي تكثير ژن لوسيفراز شامل دماي واسرشت 
درجه سانتي  57ثانيه، دماي اتصال  30به مدت سانتي گراد 

درجه  72شدن  ثانيه و دماي طويل 45براي  گراد
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جهت . دور بود 27ثانيه، به تعداد  100 به مدت گراد سانتي
استفاده  QIAGEN از كيت تخليص PCRتخليص محصول 

شده و همچنين ناقل  تخليص PCR سپس محصول. گرديد
pCAMBIA1304 يزيمهاآن با NcoI  وBstEII  هضم

ژن در نهايت . دشدن سازي خالص و مجدداً هگرديد
 pCAMBIA1304 گياهي در ناقل بياني لوسيفراز
 pCAMLUCدست آمده ه سازه ب شد و سازي همسانه

  .نامگذاري گرديد

 :با سازه تهيه شده  A. tumefaciens و E. coliتراريختي 
شوك حرارتي  از روش E. coliبراي تراريختي باكتري 

 بر روي يخت شدهمحلول باكتري ترا). 30(استفاده شد 
 50(كانامايسين   بيوتيك حاوي آنتي جامد LBمحيط كشت 

همچنين براي تراريختي . كشت گرديد) گرم در ليتر ميلي
ليتر از محيط كشت  ميلي 5كلوني آگروباكتريوم كه در تك 
LB گرم  ميلي 100(استرپتومايسين   بيوتيك مايع حاوي آنتي

استاندارد انجماد و ذوب با  روشرشد كرده بود از  )در ليتر
محلول حاصل ). 30( شد استفادهكلريدكلسيم استفاده از 

 هايبيوتيك حاوي آنتيجامد   LBروي محيط كشت بر
 50(و كانامايسين  )گرم در ليتر ميلي 100(استرپتومايسين 

  .شد كشت) گرم در ليتر ميلي

هاي بنفشه آفريقايي به  مونهريزن تعيين آستانه تحمل
از آنجا كه كارآيي توليد گياهان : بيوتيك هيگرومايسن آنتي

ي تراريخته بافتهاتراريخته وابسته به انتخاب دقيق سلولها و 
مشخص  هاثير آنتي بيوتيكأاست، لازم است كه آستانه ت

بيوتيك  جهت تعيين غلظت مناسب آنتي. شود
 20، 0،10(لف آنتي بيوتيك غلظت مخت 4از  هيگرومايسين

 4در قالب طرح كاملاً تصادفي با ) گرم در ليتر ميلي 30و 
  .  استفاده شد) پتري ديش(نمونه داخل هر تكرار  4تكرار و 

با استفاده از  گياهان بنفشه آفريقاييتراريخت نمودن 
آگروباكتريوم حاوي ناقل نوتركيب در  سويه :آگروباكتريوم

 هايبيوتيك حاوي آنتي مايع LB محلول ليتر ميلي 10
 50(و كانامايسين  )گرم در ليتر ميلي 100(استرپتومايسين 

به مدت  درجه سانتي گراد 28دماي در ) گرم در ليتر ميلي
سوسپانسيون بعد  .رشد داده شدند rpm 200ساعت با 24

با محيط تلقيح با تراكم  )OD600nm= 0.8(آگروباكتريوم 
ميكرو  100وسرينگان با غلظت رقيق گرديده و اسيت 1:10

 قطعات برگ و دمبرگ). 20(مولار به آن اضافه گرديد 
با سوسپانسيون حاصل به مدت  )از هر يك ريزنمونه 150(

تكان آرام تلقيح گرديد و بر روي كاغذ خشك دقيقه با  30
-Co( يكشت همقطعات برگي بر روي محيط  .گرديدند

cultivation( )محيط پايه  شاملMS )23(  1حاوي 
و  )BAP گرم در ليتر ميلي 3وNAA  گرم در ليتر ميلي

محيط پايه  شامل( يكشت همبرگي بر روي محيط  دمقطعات 
MS گرم در ليتر ميلي 1/0 حاوي NAA گرم  ميلي 01/0 و

درجه سانتي  24 ± 1 در دمايمنتقل شده و ) BAP در ليتر
از بعد  .داده شدندقرار مدت دو روز  بهدر تاريكي  گراد
محيطهاي كشت ذكر شده  ها بر روي كشتي، ريز نمونه هم

سفوتاكسيم براي بيوتيك  آنتيگرم در ليتر  ميلي 250 حاوي
 - گرم در ليتر هيگرومايسين ميلي 20كشتن آگروباكتريوم و 

B  ساعت  8ساعت روشنايي و  16يك دوره نوري با
منتقل گرديدند و هر دو هفته يكبار  زايي براي ساقه تاريكي

بدون تلقيح با  شاهد كشتهاي. واكشت گرديدند
سازه  آگروباكتريوم و تلقيح با آگروباكتريوم بدون

pCAMLUC  حاوي ه محيط كشتهاي ياد شدروي در
مراه هيگرومايسين نيز همزمان هه سفوتاكسيم ببيوتيك  آنتي

  ها به محيط گياهچه ،زايي بعد از ساقه. كشت گرديدند
)MS  ليتر  گرم بر ميلي 2حاويIAA گرم بر  ميلي 08/0 و

شرايط ياد شده براي رشد بيشتر قرار داده با ) BAPليتر 
) B5 )13در روي محيط كشت  ها نمونه زايي ريشه .شدند

 صورت گرم بر ليتر زغال فعال 3با  و بدون هورمون
به گلدانهاي  دار شدن گياهان پس از ريشه در نهايت .گرفت

  .حاوي ورميكولايت منتقل شدند

برگهاي جوان گياهان : PCRو آناليز  DNAاستخراج 
براي استخراج  بر روي محيط كشت انتخابي شده باززايي
DNA و استخراج مورد استفاده قرار گرفتند DNA  به روش
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CTAB آناليز  .)24( انجام شدPCR  با استفاده از
 35شرايط ذكر شده با ( آغازگرهاي اختصاصي انجام شد

شناسايي و انتخاب  لوسيفراز ژن يحاو و گياهان )چرخه
   .شدند

گياهان   برگ از :RT-PCRو آناليز  RNAاستخراج 
 cDNAو براي ساخت  )9( استخراج كل RNA  تراريخت

ي كل RNAاز  lµ2براي اين منظور مقدار . استفاده شد
از آغازگر معكوس  pmol 20همراه ه استخراج شده ب

)Lux1R ( درجه  70اي دقيقه در دم 5مخلوط و به مدت
بلافاصله . گراد در دستگاه ترموسايكلر قرار داده شد سانتي

تيوبها بر روي يخ انتقال داده شدند و به هر كدام مخلوطي 
 ,RT x 5 )250 mM Tris-HCl (pH 8.3 at 25°C), 250 mM KClبافر  lµ 4شامل 

20 mM MgCl2, 50 mM DTT( ،Mµ 200  از هركدام ازdNT،200 ها 
 M-MuLV Reverse Transcriptaseيمواحد از آنز

(Fermentas, Lithuania)  واحد  20 وRNAsin  اضافه
 درجه سانتي 37ر دماي دقيقه د 5تيوبها ابتدا به مدت . شد

درجه  42مدت يك ساعت در دماي  بهگراد و سپس 
در نهايت براي غيرفعال كردن . گراد قرار گرفتند سانتي

درجه به  70حله آنزيم ترانس كريپتاز معكوس يك مر
براي . هاي دمايي فوق اضافه شد دقيقه به چرخه 10مدت 

استفاده  PCRاز واكنش  cDNAساخت رشته دوم و تكثير 
 RTميكروليتر از محصول واكنش  5/2 به اين منظور. گرديد

 كدام هر از Mµ 200شامل  PCRميكروليتر مخلوط  10با 

 از كدام هر از mM MgCl2 2، pmol 10ها، dNTP از

 Taq DNA polymeraseاز آنزيم واحد  1 آغازگرها و

 35شرايط ذكر شده با (مخلوط و در دستگاه ترموسايكلر 
   . قرار داده شد )چرخه

گيري كمي  اندازه :با دستگاه لومينومترآناليز گياهان 
 Orion(با استفاده از دستگاه لومينومتري  فعاليت لوسيفراز

microplate luminometer, Berthold Detection 

System (انجام گرفت )صورت كه قطعات    به اين). 18
 ml 5/0كوچك برگي در اپندورف قرار گرفت و روي آنها 

 M potassium phosphate buffer 0.1(بافر استخراج سرد 

pH 7, 1 mM Dithiothreitol(  و بافت برگي كاملاً اضافه
جه رد 4دقيقه در  5سپس به مدت . له گرديددر آن 
اي بر سريعاً و مايع رو شناورگراد سانتريفيوژ،  سانتي

براي تهيه تيوب  .سنجش مورد استفاده قرار گرفت
 mM gly-gly buffer 14(از بافر سنجش  μl 360لومينومتر 

pH 7.8, 14 mM MgCl2, 1 mg. ml-1 BSA (و μl 40  از
جهت سنجش فعاليت  .شداستفاده  mM ATP 60محلول 

از  μl 100همراه ه از عصاره برگي ب μl 40لوسيفراز 
  .استفاده گرديد mM 1لوسيفرين 

  ايجنت
 استفاده از با PCRتكثير ژن لوسيفراز از طريق 

با   pET28a ناقللوسيفراز از  ژن :آغازگرهاي اختصاصي
غازگرهاي اختصاصي كه بر اساس تواليهاي  استفاده از آ

در ( NcoI و محلهاي برشي لوسيفرازژن  5و َ 3انتهاي َ
طراحي  )در آغازگر معكوس( BstEIIو ) روپيش آغازگر
  .تكثير گرديد  PCR، از طريقشده بود

  

  
 CaMV35Sندهپيشبر ، BstEIIو  NcoI، محلهاي برشي )hptII(به هيگرومايسن  داراي ژن مقاومت اين سازه. pCAMLUCطرح شماتيك سازه  -1شكل 

  .باشد مي  lucژن و) RB(و راست ) LB(، تواليهاي مرزي چپ (Kozak sequence)دهنده بياني  توالي افزايش ،(NOS) برداري دهنده نسخه خاتمه  توالي، 
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ژن لوسيفراز در ناقل بياني گياهي  كلونينگ ساب
)pCAMBIA1304:(  محصولPCR  ژن لوسيفراز و

 NcoI يآنزيمهابا  pCAMBIA1304همچنين ناقل 
 صورت پذيرفت بين آنهاواكنش اتصال و  ،برش  BstEIIو

 pCAMBIA1304ي در ناقل گياه و در نهايت ژن لوسيفراز
) 1شكل ( )pCAMLUC(ايجاد شده   سازه. شدكلون  ساب

 DH5نژاد   E. coliباكتري روش شوك حرارتي به به
 PCRسازي از واكنشهاي  ييد همسانهأجهت ت. منتقل گرديد

 BstEII و NcoI يآنزيمها هضم آنزيمي با ،)2شكل (
سازه انتقال  .استفاده شدتعيين توالي و  )3شكل(

pCAMLUC  به آگروباكتريوم با استفاده از روش ذوب و
ژن لوسيفراز آگروباكتريوم حاوي . انجام گرفت انجماد
استرپتومايسين  بيوتيكهاي آنتي داراي LBمحيط كشت  روي

با  Colony PCRآناليز . كانامايسين رشد داده شد و
 راجفت بازي  1650حضور قطعه  ،غازگرهاي اختصاصي آ

  ).4شكل ( يد كردأيتدر آگروباكتريوم 

1      2       3      4      5       6      7      8      9     1o      11      12

  
كلونينگ با استفاده از  ساب تأييدو  مثبت  هاي انتخاب كلني -2شكل 

: 1چاهك  .lucبا آغازگرهاي اختصاصي ژن  Colony PCRتكنيك 
 pETناقل (كنترل مثبت : 2، چاهك1Kbنشانگر مولكولي تعيين اندازه 

28a  حاوي ژنluc(كنترل منفي: 3، چاهك) بدونDNA .( تا  4چاهك
ناقل غيرنوتركيب : 12، چاهك Colony PCR نتايج حاصل از  11

pCAMBIA1304 )فاقد ژن  luc(  
:  بيوتيك هاي تراريخت به آنتي تعيين آستانه تحمل سلول

بيوتيك  بر اساس نتايج آزمايش تعيين غلظت آنتي
تر به طور كامل از گرم در لي ميلي 20هيگرومايسين ميزان 

هاي بنفشه آفريقايي جلوگيري كرد در  باززايي ريزنمونه
درصد  100گرم در ليتر  حالي كه در سطح صفر ميلي

 به طور كاملاًگرم در ليتر  ميلي 10باززايي و در سطح 
  .ها جلوگيري نشد ثري از باززايي نوساقهؤم

       
. BstEو  Nco ناقل نوتركيب با دو آنزيم هضم آنزيمي  - 3شكل 
ناقل نوتركيب : 2چاهك . 1Kbنشانگر مولكولي تعيين اندازه : 1چاهك

  .شده هضم
1       2         3       4        5        6       7        8        9   

  
  تكنيك  استفاده از با آگروباكتريومدر  luc ور ژنضح تاييد -4شكل

Colony PCRنشانگر مولكولي : 1چاهك. و آغازگرهاي اختصاصي
بر  Colony PCRنتايج حاصل از : 6تا  2 هاي ، چاهك1Kbتعيين اندازه 

 بدون ناقل آگروباكتريوم: 7روي آگروباكتريوم، چاهك
pCAMBIA1304 )و بدون luc( كنترل مثبت :8، چاهك ) باكتريE. 

coli  حاوي سازه pCAMLUC(كنترل منفي : 9ك ، چاه) آب مقطر
  ، )DNAبدون 

عمل  :انتقال ژن لوسيفراز به گياه بنفشه آفريقايي
با استفاده از تلقيح  ريقاييبنفشه آف ن گياهاننمودتراريخت 

ات قطع. صورت گرفت  LBA4404با آگروباكتريوم نژاد
سازه حاوي (كه با آگروباكتريوم  برگي و دمبرگ

pCAMLUC (انتخابي  كشت بر روي محيط ،تلقيح شدند
) گرم در ليتر ميلي 20(مايسين هيگرو هايبيوتيك حاوي آنتي

پس . داده شدندقرار ) گرم در ليتر ميلي 250(تاكسيم وو سف
 دمبرگي هاي ريزنمونه بعضي از در انتهاياز چند هفته 

همراه ه ب كالوسهاي كوچك سفيد رنگ ،شده تلقيح
 5 شكل( هاي سبز رنگ شروع به باززايي نمودند جوانه
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هاي باززا شده بر روي محيط كشت  تعداد نمونه .)الف
ريزنمونه 150تا از  10حاوي آنتي بيوتيك هيگرومايسن 

 برگي و هاي ريزنمونه كه بر روي در حاليگ بود دمبر
بدون تلقيح با آگروباكتريوم و تلقيح با آگروباكتريوم (شاهد 
 .گونه باززايي مشاهده نشد هيچ) pCAMLUCسازه  بدون

هاي باززا شده بر روي  جوانه با انتقال هاي بعديدر واكشت

تيره شده و از بين  ،كالوسهاي كوچك سفيد،  محيط
 رشد كردندهاي سبز رنگ شروع به  جوانهولي رفتند 

  B5ها در روي محيط كشت  نمونه زايي ريشه .)ب 5 شكل(
 گرفت صورت گرم بر ليتر زغال فعال 3بدون هورمون و با 

  .)ج 5شكل (

  

الف ب ج

  
) بتلقيح شده با آگروباكتريوم،  هاي دمبرگ باززايي ريزنمونه) الف. بيوتيك باززايي گياهان تراريخت بر روي محيط حاوي هورمون و آنتي -5شكل 

  گرم بر ليتر زغال فعال 3زايي گياهان بر روي محيط بدون هورمون و با  ريشه) ، جهاي باززا شده بر روي محيط  رشد ريزنمونه
يا ( گياهان باززايي شده :بررسي گياهان تراريخت

از محيطهاي كشت انتخابي حاوي  )تراريخت احتمالي
بعد از اينكه به حد   ي محيط كشتدر روهيگرومايسين، 

. مورد ارزيابي قرار گرفتند PCRاز طريق كافي رشد كردند 
ژنومي از برگهاي جوان گياهان باززايي  DNAاستخراج 

ژنومي اين  DNAبر روي  PCRآناليز . شدشده انجام 
وجود قطعه  ،آغازگرهاي اختصاصياستفاده از گياهان با 

كه در گياهان  در حالي ؛را نشان داد جفت بازي 1650
-RT آناليز ).6شكل ( گونه باندي مشاهده نشد شاهد هيچ

PCR  از رويRNA  استخراج شده از گياهان تراريخت با
وجود در بعضي از گياهان استفاده از آغازگر معكوس، 

چون ژن . )7شكل( را نشان داد جفت بازي 1650قطعه 
نومي در ژ DNAمورد نظر فاقد اينترون است، آلودگي با 

تواند باعث جواب مثبت كاذب شود، لذا با  اين مرحله مي
در  RT-PCR ، يعني واكنشواكنش كنترل منفياستفاده از 

مشخص شد كه  Reverse Transcriptaseغياب آنزيم 
RNA  استخراجي فاقد آلودگي باDNA  است همچنين

 18Sبراي واكنش كنترل مثبت از آغازگرهاي اختصاصي 

RNA رديد و با مشاهده قطعه استفاده گbp 700  ،مورد نظر
 .قرار گرفت تأييدمورد  RT- PCRو واكنش  RNAكيفيت 

در نهايت از گياهان كه در هر دو آزمون فوق مثبت بودند 
 شدت گيري اندازه با آنزيم فعاليتنمونه برگي تهيه شد و 

در   .شد سنجيده لومينومتر دستگاه وسيله به شده نشر نور
 اوليه سرعت عنوان به شده نشر نور اكثراين سنجش حد

بيان ) RLU(نور  نسبي واحد برحسب و گيري اندازه
نتايج حاصل از سنجش لومينومتري، ترجمه . شود مي

ي برگي بعضي از گياهان بافتهاصحيح ژن لوسيفراز را در 
 در اين سنجش حداكثر نور نشر شده. داد نشان مي
RLU/sec 20000 اهان شاهد نشر حالي كه در گي بود در

  .نوري سنجيده نشد

  بحث
اصطلاحاً  يهاي زيستبه فرآيند توليد نور در سيستم

ي درگير در اين فرآيند آنزيمها. شود بيولومينسانس گفته مي
با توجه به  .اند گذاري كرده را با نام كلي لوسيفراز نام

حساسيت بالاي پروتئين لوسيفراز، كاربرد اين آنزيم در 
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) Ligh-measuring(گيري نور  پايه اندازه تكنولوژيهاي بر
از ميان لوسيفرازها، لوسيفراز حشره . در حال افزايش است

هاي  يي است كه در زمينهآنزيمهاترين  تاب يكي از مهم شب
، پزشكي و صنعت، كاربردهاي فراوان  علوم پايهمختلف 

ي روشهابا توجه به گرايش گسترده به جايگزيني . )2( دارد

الگري با تكنولوژيهاي بر پايه بيولومينسانس، قديمي غرب
براي توليد انبوه  استفاده از گياهان به عنوان يك منبع ارزان

بسيار  هزينه آنزيم فعال در قالب كشاورزي مولكولي و كم
   ).3و  1(باشد  حائز اهميت مي

1         2         3        4        5        6        7      8 

  
. ژن لوسيفرازهاي اختصاصي  آغازگر و PCRتكنيك  استفاده از باو شاهد  شده هاي باززايي ژنومي استخراج شده از گياهچه DNAبررسي  -6شكل 
 :6، چاهك PCRنتايج حاصل از : 5و  4ي ژنومي استخراج شده از گياهان، چاهك DNA 3و  2، چاهك 1Kbنشانگر مولكولي تعيين اندازه : 1چاهك

   .)تخليص شده  pCAMLUCازه س(كنترل مثبت : 8 )DNAبدون  آب مقطر(كنترل منفي : 7، چاهك)غيرتراريخت(گياه شاهد 
  

 
: 1چاهك. ژن لوسيفراز معكوس آغازگر و RT-PCRتكنيك  استفاده از باو شاهد  تراريخت هاي استخراج شده از گياهچهRNA بررسي  -7شكل 

بدون  مقطر آب( PCRكنترل منفي : 3چاهك ، )تخليص شده pCAMLUCسازه ( PCRكنترل مثبت : 2،چاهك 1Kbنشانگر مولكولي تعيين اندازه 
DNA( نتايج حاصل از : 6تا  4، چاهكRT-PCR  كنترل منفي از گياهان تراريخت بدون آنزيم : 7بر روي گياهان تراريخت، چاهكRT چاهك ،

  S 18كنترل مثبت با آغازگر : 8
تحقيق حاضر اولين گزارش انتقال ژن لوسيفراز حشره 

كه  شدبا تاب گونه ايراني با نشر نور قرمز به گياه مي شب
جهت  pCAMBIA1304از ناقل بياني دوتايي  در آن
از . به گياه استفاده شده است luc و انتقال ژن كلونينگ ساب

ها  توان به اندازه كوچك آن، تعدد نسخه مزاياي اين ناقل مي
بعد از حذف . و پايداري در آگروباكتريوم اشاره نمود

از ناقل   GFPو) GUS(گلوكورونيداز - بتا هايژن
pCAMBIA1304 ژن ،luc جاي آنها و مابين پيشبرنده  به

CaMV35S دهنده  و خاتمهNOS در  .جايگزين گرديد
يك انتخاب مناسب   CaMV35Sندهربپيشاي  گياهان دو لپه
زيرا باعث بيان قوي و دائمي ژن مورد  ،باشد و عمومي مي

ي مختلف گياه هدف و در مراحل متفاوت بافتها، در نظر
 ،عامل مهم ديگر در بيان بالاي ژن .)32( شود ميرشد گياه 

باشد كه جهت پايداري  آدنيلاسيون مي سيگنال قوي پلي
خاتمه ، CaMV35S هاي ساخته شده با پيشبرنده نسخه

   ).32و  12(باشد  مناسب و عمومي مي،  NOSژندهنده 
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اين تحقيق اولين گزارش انتقال ژن، به گياه بنفشه همچنين 
هاي برگي  ريزنمونه ازباشد كه در آن  آفريقايي در ايران مي
از ميان . شد استفادهبا آگروباكتريوم  و دمبرگ در تلقيح

واسطه  ي مختلف انتقال ژن به گياهان، انتقال ژن بهروشها
دليل برتري الگوي الحاق ژن، سادگي و ه آگروباكتريوم ب

استفاده ). 14(كم هزينه بودن آن مورد استفاده قرار گرفت 
است، اما  كتريوم اگرچه وابسته به دامنه ميزبانياز آگروبا

ها و كاربرد  پيشرفتهاي اخير در ساخت و توسعه ناقل
كند، باعث  زايي را القاء مي استوسرينگون، كه بيماري

ايها شده  لپه افزايش دامنه ميزباني حتي در بعضي از تك
اي مختلف آگروباكتريوم، ه از ميان سويه). 19و16(است 
يي خوبي براي تراريختي گياه آاز كار LBA4404 سويه

  ).20(بنفشه آفريقايي برخوردار است 

هاي برگي كشت شده بر روي  از ريزنمونهتحقيق اين در  
گونه باززايي مشاهده  هيچبيوتيك  آنتي محيط كشت حاوي

مواد ضد ناشي از  احتمالاً اين سطح پايين تراريختي .نشد
). 25(د برگها حضور داردر كه  استاي  باكتريايي ناشناخته

ازدياد باكتري بر روي قطعات برگي بنفشه آفريقايي كشت 
خير أكشتي در مقايسه با توتون بسيار به ت شده در محيط هم

زايي  وقتي اين قطعات در روي محيط ساقهو ) 20(افتد  مي
طور آهسته شروع به ند از ناحيه بريده شده، بفتگر مي قرار
 مشاهدهگونه باززايي  هيچو  ردندك اي شدن مي قهوه

دليل پاسخ فوق حساسيت ه تواند ب ش ميناين واك. نگرديد
مقابل استقرار آگروباكتريوم يا واكنش نكروز شدگي در 

عنوان  دليل شناسايي آگروباكتريوم بهه يا به عبارتي بباشد 
 دهد ه در مقابل آن واكنش نشان ميپاتوژن گياهي است ك

)10(.   

دهد كه در  نشان مي PCRاي پليمراز  نتايج واكنش زنجيره
باند مورد نظر مشاهده شده است، بنابراين  اكثر گياهان

 را دارند در حالي كه تعدادي از lucحداقل يك كپي از ژن 
در  lucعدم دارا بودن ژن . گياهان فاقد اين ژن بودند

باشد كه در  تواند بدليل حفاظت تقاطعي ميگياهان انتخابي 

بيوتيك را در اطراف  ريخت غلظت آنتيي ترابافتها آن
ي غير تراريخت كاهش داده و امكان رشد بافت غير بافتها

فراهم ت در روي محيط حاوي آنتي بيوتيك تراريخ
  .)27( شود مي

 RT-PCR از آزمون RNAبراي بررسي بيان ژن در سطح 
دهد كه در اكثر گياهاني كه  و نتايج آن نشان مي استفاده شد
 RT-PCR، در آزمون جواب مثبت داشتند PCRدر آزمون 

نيز مثبت بودند با اين حال در مواردي عدم بيان ژن در 
عواملي مانند اثرات مكاني . دش مشاهده سطح رونويسي 

)Positional effect( متيله شدن ،DNA و خاموشي  انتقالي
. دهند ثير قرار ميأژن، بيان ژن انتقال يافته را تحت ت

ور از عناصر  فعال اند نزديك يا دتو مي T-DNAهمچنين 
و يا در درون مناطق هتروكروماتيني الحاق كننده رونويسي 

بررسي گياهان تراريخت با دستگاه لومينومتري . )14( شود
و تغييرات بعد ترجمه را نشان  mRNAترجمه صحيح 

خاموش شدن ژن حال در بعضي از گياهان  دهد با اين مي
قايع پس از رونويسي باشد در تواند به دليل و انتقالي مي

گانه ژن انتقالي به دليل الحاق كپيهاي چنده صورت ب اين
 RNAشود ولي  درون يك سلول، ژن انتقالي رونويسي مي

  .)21( توليد شده ناپايدار است

رسد جهت حصول به اهداف كامل  در مجموع به نظر مي
 اي اين تحقيق و توليد گياهان زينتي تراريخت بايد به گونه

براي افزايش بيان در . بيان اين ژن در گياه افزايش يابد
سلولهاي پستانداران و گياهان تغييراتي از قبيل استفاده از 

و  polyAكدونهاي كاربردي، برداشتن سايتهاي اضافي 
برداري  برداشتن توالي فاكتورهاي متصل شونده در نسخه

 از طرفي با توجه به). 29( در ژن لوسيفراز ضروري است
هاي مورفولوژيك گياهان زينتي از قبيل ضخامت تفاوت

ثير آن در نور ساطع شده، بايد گياهان أديواره كوتيكول و ت
ه مختلفي را براي اين منظور انتخاب و جهت انتقال ژن ب

  .كار برد
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Transformation of iranian firefly Lampyris turkestanicus 
luciferase gene with red emitting light into african violet plant 

Razmi A.¹, Jalali Javaran M.1.and Hosseinkhani S.2. 
1 Plant Breeding Dept., Faculty of Agriculture, Tarbiat Modares University, Tehran, I.R. of Iran 
2 Biochemistry Dept., Faculty of Basic Science, Tarbiat Modares University, Tehran, I.R. of Iran 

Abstract 

Firefly luciferase (luc) is one of the most important industrial enzymes which have 
various applications in medicine, biotechnology and molecular biology. luc is also a 
suitable candidate both in in vivo bioluminescence imaging and reporter systems, due to 
having interesting features such as high sensitivity, reproducibility, and being measured 
quantitatively. In this study, Iranian firefly Lampyris turkestanicus luciferase gene with 
red emitting light was subcloned and introduced into African violet (Saintpaulia 
ionantha) plants. The luc gene was isolated by PCR, and was subcloned in 
pCAMBIA1304 vector. The construct was confirmed by several methods: colony PCR, 
PCR, digestion, sequencing and BLAST analysis. The Agrobacterium–mediated 
transformation method was used to introduce luc into African violet genome and 
putative transgenic plants were selected on the selective medium containing 
hygromycin and cefotaxim. Finally, transgenic plants were confirmed by PCR, RT-PCR 
and Luminometric analysis. The results of luminometric assay showed the activity of 

luciferase enzyme in the leaves of some plants. In this study, the maximum emitted light 
was 20000 RLU/sec, while in the control plant, the light emission was not detected.     

Keywords: Firefly luciferase, Subcloning, Gene transformation, African violet 
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