
مهندسی ژنتیک و ایمنی زیستی
95باییز و زمستان ، 2، شماره پنجمدوره 

67-75صفحه 

پلیمراز، T7RNAآنزیم 
سازي، همسانه

انتقال ژن، 
توتون، 

کشاورزي مولکولی

چکیده

به توتونT7پلیمراز باکتریوفاژ T7RNAسازي و انتقال آنزیم همسانه

Cloning and Transformation of Bacteriophage T7 RNA

Polymerase to Tobacco

4، غلام خداکرمیان3،  لیلا خدایی2*، اصغر میرزایی اصل1کبري نعلبندي

Kobra Nalbandi1, Asghar Mirzaie Asl2*, Leila Khodaei3, Gholam Khodakaramian4

، ي کشاورزياستادیار گروه بیوتکنولوژ-2و شجوي دکتري بیوتکنولوژي کشاورزيدان-1
دانشکده کشاورزي، دانشگاه بوعلی سینا همدان

دانشگاه پیام نور همدان،دانشکده کشاورزي استادیار -3
دانشکده کشاورزي، دانشگاه بوعلی سینا همدان، استادیار گروه گیاهپزشکی-4

1,2Department of Biotechnology, 4 Plant Protection Dept.
College of Agriculture, Bu-Ali Sina University, Hamadan, Iran

3Department of Agriculture, Payam Noor University, Hamedan, Iran

a.mirzaie@basu.ac.ir:الکترونیکیپستمکاتبات،مسئولنویسنده* 

)24/9/95:پذیرشیختار- 21/8/95:دریافتتاریخ(

هاي صنعتی توسط گیاهان از طریق هاي دارویی و آنزیمکشاورزي مولکولی به تولید پروتئین
هاست که به طور پلیمراز یکی از مهمترین آنزیمT7RNAآنزیم . شودمهندسی ژنتیک اطلاق می

قبیل سنتز و مطالعه شناسی سلولی و مولکولی، ازهاي مختلف بیوتکنولوژي و زیستوسیعی در زمینه
هاي سنتز شده در RNA. شودمیها در شرایط آزمایشگاهی استفاده RNAساختار و عملکرد 

سنس کاربرد نتیآRNAو RNAiزمایشاتآآرایه، ریز،در هیبریداسیونشرایط آزمایشگاهی
برد فراوان کارT7هاي بیانی وابسته به پیشبر و خاتمه دهنده این آنزیم همچنین در سیستم.دارد
-پلیمراز یک آنزیم باکتریوفاژي بوده و فعالیت اصلی آن در سیتوپلاسم میT7RNAآنزیم . دارد
سلولهاي پلیمراز به هستهT7RNAسازي، انتقال ژن آنزیم تحقیق حاضر جهت همسانه. باشد

آغازگرهاي مناسب از روي توالی ژن . یوکاریوتی و تولید آن در گیاه توتون انجام گرفت
T7RNAهاي برشی، طراحی و ژن هاي مناسب براي آنزیمپلیمراز به همراه توالیT7RNA

به منظور . سازي شدهمسانهpCAMBIA1304پلیمراز مورد نظر پس از جداسازي در ناقل بیانی
یابی بررسی ، هضم آنزیمی و توالیPCRسازي، سازه تهیه شده با استفاده از اطمینان از همسانه

سپس، سازه نوترکیب به . فی آن در بانک اطلاعاتی اسیدهاي نوکلئیک تأیید گردیدشده و همردی
- آگروباکتریوم به گیاهان توتون منتقل و گیاهان تراریخته بر روي محیطLB4404کمک سویه 

حضور و بیان . هاي هیگرومایسین و سفوتاکسیم، باززا شدندبیوتیکهاي کشت انتخابی حاوي آنتی
-RTوPCRدر گیاهان تراریخته با روشهاي پلیمرازT7RNAژن  PCRتأیید شد.

هاي کلیديواژه
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مقدمه

هاي صنعتی از طریق گیاهان را آنزیمتولید زیست داروها و
هاي نوترکیب تولید پروتئین. اصطلاحاً کشاورزي مولکولی گویند

ي بیشماري از هامزیتتم بیانی گیاهی داراي سها در سیو آنزیم
هاي صنعتی، بیان تر بودن تولید نسبت به سیستماقتصادي: جمله

هاي نوترکیب، پایداري ینتولید در مقیاس زیاد پروتئن و ژبالاي 
باشدبیشتر، حفظ ساختار اصلی پروتئین و عدم آلودگی می

)Shinmyo and Kato. 2010; Tekoah et al. بنابراین ). 2015
هاي هاي نوترکیب و آنزیمنیبراي تولید پروتئهگیاهان تراریخت

یاهی زیادي در هاي گگونه.دنباشمیصنعتی جایگزین مناسبی
محصولات برگی، بذر . کشاورزي مولکولی استفاده شده است

هاي روغنی، میوه و سبزیجات، گیاهان مدل غیر خشک، دانه
توتون از جمله آنها از قبیلزراعی مانند آرابیدوپسیس و زراعی

یک به عنوان)Nicotiana tabacum(توتون زراعی.باشدمی
اي، محصول برگی است که علوفهر محصول غیر غذایی و غی

هاي نوترکیب بیشتر استفاده گردیده نیپروتئتاکنون براي تولید
است و محصول بیشتري بعلت چند بار برداشت در سال تولید 

پذیري بیشتري نسبت به دستورزي توتون داراي انعطاف. کندمی
100تا 50(باشد و همچنین تولید کننده وزن تر عالی ژنتیکی می

تولید ،)کتار در عملکرد برگ تازه در یک فصل کاشتتن در ه
- می) بیش از یک میلیون بذر در یک گیاه(کننده بذر زیاد 

.Daniell et al(باشد 2003; Ganaphathi et al. 2004; Dhingra

et al. 2008; Leslie et al. 2004; Twyman et al. بدلیل ).  2013
دن خویشاوندان زراعی خود گرده افشان بودن گیاه توتون و کم بو

علاوه . باشدو وحشی براي آن، فرار ژنها از این گیاه بسیار کم می
نر عقیمی و عقیمی بذر قبلاً در توتون ایجاد روشبر این هر دو 

اي براي جلوگیري از انتقال و فرار اند و تکنولوژي پیشرفتهشده
ژن از طریق گرده یا بذر به گیاهان دیگر به آسانی در دسترس

.Ma et al(است بر خلاف بسیاري از نبنابرای).2003
بیوراکتورهاي گیاهی، توتون از نظر مسائل ایمنی زیستی و اخلاق 

هاي گیاهی و جانوري زیستی و کمترین احتمال آلودگی زنجیره
.ردابهترین شرایط را د

آنزیم تک زیرواحدي یک T7پلیمراز باکتریوفاژT7RNAآنزیم 
آنزیم به سرعت و بسیار اختصاصی این ی توسط رونویس.باشدمی

بر سریعتر از ابر5کند و اتصال پیدا میT7انداز بوده و فقط به راه
RNA رونویسی با اتصال .گیردمیپلیمراز باکتري انجام

برداري نیاز خاتمه نسخهانداز شروع شده و اختصاصی آنزیم به راه
د این آنزیم قادر به شوبه سیگنالهاي بخصوصی دارد که باعث می

T7رونویسی را دراین آنزیم . اي نباشدDNAرونویسی از هر 

DNAاندازهاي داراي راهژنوT7 و خاتمه دهندهT7انجام می -
,.Studier and Moffattدهد  1986; Carter et al., 1981;

Borkotoky et al. پپتیدي این آنزیم داراي زنجیره پلی). (2016
آنزیم .باشددالتون می98092د با وزن مولکولی آمینواسی883

T7RNAاولین بار از باکتریوفاژ پلیمرازT7اي کننده باکتريآلوده
Chamberlin et(جداسازي گردیده است 1969در سال کولاي 

al., تعیین گردید و 1980ساختار اولیه این آنزیم در سال ). 1970
تجزیه و تحلیلایکسبوسیله اشعهآنساختار کریستالی

,.Sousa et al(گردید 1993; Cheetham and Steitz., 1999;

Basu et al. T7RNAتولیدي توسط آنزیم mRNAغلظت . )2014

هاي ریبوزمی قابل مقایسه هست و RNAپلیمراز با غلظت 
کل پروتئنیها در % 50بنابراین تولید پروتئین توسط این آنزیم 

,Studier and Moffatt(عرض چند ساعت خواهد بود  1986( .
In vivoنه تنها در محیط RNAپلیمراز براي سنتز T7RNAآنزیم 

نیز (In vitro)در شرایط آزمایشگاهی RNAبلکه براي سنتز
در شرایط آزمایشگاهی بوسیله RNAسنتز . باشدمناسب می

T7RNAهاي اي در انواع دستورالعملپلیمراز به طور گسترده
و دستورالعمل اسمارت ) Eberwine(ه روش ابروین تکثیر از جمل

)SMART(شود ، استفاده می)Liang. 2007Pamela et al.

2004;.(

و PCRبر اساس روش cDNAو RNAپیش از این سنتز 
گرفت ولی به دلیل تکثیر فعالیت ترانس کریپتاز معکوس انجام می

اي پلیمرازها، یک روش جدیدي برTagو خطايcDNAمتغیر 
شود ابداع گردید که روش ابروین نامیده میcDNAو RNAسنتز

انداز که اساس آن رونویسی در شرایط آزمایشگاهی بر اساس راه
T7 وT7RNAهاي سنتز اساس بسیاري از کیت. باشدپلیمراز می

RNA استفاده از این روش و آنزیمT7RNAباشد پلیمراز می
)Russel et al. 2008.(
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RNAآنزیم تز شده توسطهاي سنT7RNA پلیمراز در مطالعه
در شرایط آزمایشگاهی در آزمایشات RNAساختار و عملکرد 

گر مداخلهRNAسادرن بلات، ریزآرایه، هیبریداسیون از جمله 
)RNA interference(استفاده می... ، آزمایشات آنتی سنس و-

اي هپلیمراز ژنT7RNAبوسیله آنزیم RNAبراي سنتز . شوند
باشد، همسانه میT7انداز مورد نظر در ناقلهایی که داراي راه

.Pamela et al(شود سازي می 2004; Novak et al. 2004 ; Yang

et al. هاي سازي و جداسازي این آنزیم از سلولخالص). 2007
،نزیم به میزان کمآنیست چون مناسبژتحت تاثیر باکتریوفا

بلافاصله پس از همچنین. شودید میتولبلافاصله بعد از عفونت 
.شودانجام میسلول در مدت کوتاهی شدنلیز تولید این آنزیم، 

و ناقل مناسباین آنزیم در یک ژن با همسانه سازيبنابراین 
مقادیر زیادي از این آنزیم توان میزبان مین به داخل سلول آانتقال 

Nilson et al(نمود را تولید  . 2013; Davanloo et al. در ). 1984
هاي گذشته تولید تجاري و در مقیاس وسیع این آنزیم به دهه

پلیمراز بوجود T7RNAمنظور توسعه تکنولوژهاي مبتنی بر آنزیم 
ها در باکتریها تولید گردیده است آمده است و بیشتر این آنزیم

)Davanloo et al. T7RNAبه طور معمول تولید آنزیم ). 1984

. هاي میکروبی وابسته استکیب عمدتاً به سیستمپلیمراز نوتر
با توجه به . باشدهمچنین فرمهاي تجاري این آنزیم گران می

هاي بیوتکنولوژي و اهمیت روزافزون این آنزیم در پژوهش
تولید انبوه و کم هزینه آن در قالب کشاورزي ،ژنتیک مولکولی

ه نیاز با توجه ب. اي برخوردار استمولکولی از اهمیت ویژه
روزافزون تولید تجاري این آنزیم در شکل صحیح و مقیاس 
گسترده، در این تحقیق از گیاه توتون به عنوان یک منبع مناسب 

.براي تولید این آنزیم استفاده شده است

هاروشومواد

PCRپلیمراز پس از تکثیر از طریق T7RNAدر این پژوهش ژن 

بین pCAMBIA1304انی با آغازگرهاي اختصاصی در ناقل بی
هاي با استفاده از آنزیمNOSدهنده و خاتمهCaMV35Sانداز راه

E .coliهمسانه سازي گردید و به باکتري BstEIIو BglIIبرشی 

هاي تهیه شده با استفاده از آزمونسازه ژنی. منتقل و تکثیر شد

PCRیابی و همردیف، واکنش هضم آنزیمی و در نهایت توالی-

این سازه . هاي اطلاعاتی مورد تأیید قرار گرفتآن در بانکسازي 
سپس به آگروباکتریوم منتقل شده و در نهایت از آگروباکتریوم 

گیاهان توتون حاوي ژن . جهت تلقیح گیاهان توتون استفاده شد
T7RNAهاي کشت انتخابی باززایی پلیمراز با استفاده از محیط

استفاده RT-PCRو PCRشژن از روجهت اثبات انتقال . شدند
.گردید

باکتریها

.Eدر این پژوهش از دو باکتري  coli سویهDH5α و
Agrobacterium tumefaciens سویهLBA4404از . استفاده شد

به عنوان میزبان نگهداري و تکثیر سازه تهیه شده E. coliباکتري 
جهت انتقال ژن مورد نظر بهA. tumefaciensاستفاده شد و از 

.گیاه توتون استفاده شد

آغازگرها

اي انجام پلیمراز طراحی آغازگرها به گونهT7RNAبراي تکثیر ژن 
درج در برايBstEIIو BglIIبرشی هاي شد که حاوي جایگاه

به منظور افزایش کارایی هضم . باشندpCAMBIA1304ناقل 
، هاي برشی، دو توالی اضافی به عنوان لنگرگاه آنزیمتوسط آنزیم

).1جدول (به دو طرف آغازگر افزوده شد 

pCAMBIA1304سازي در ناقل براي همسانهآغازگرها -1جدول

Table1. Primers for cloning in  pCAMBIA1304

توالی آغازگرنام آغازگر

GGAAGATCTGATCCGGATTTACTAACTGGAGAGآغازگر پیشرو

CCGGTCACCTCCGGAGTCGTATTGATTTGGآغازگر معکوس

هااقلن

تهیه (pAR3283ناقل از پلیمراز،T7RNAژن در مطالعه حاضر
ویلیام استودیر، آزمایشگاه ملی بروکهیون، ایالات از دکترشده 

. منتقل شدpCAMBIA1304ی گیاهی نناقل بیابه) متحده، آمریکا
اي گزینش باکتریایی، رداراي ژن مقاومت به کانامایسین باین ناقل 

اندازراهومایسین جهت گزینش در گیاه،ژن مقاومت به هیگر
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CaMV35S و توالی خاتمه دهندهNOSاست.

گیاهان توتون

Nicotiana tabacumدر این تحقیق گیاه توتون  cv. Xanthi

تهیه شده از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست (استفاده شد 
بدون هورمون و ،MS2/1بذور استریل شده و در محیط ). فناوري

3-2ساقه گیاه توتون به قطعاتی به طول. بیوتیک کشت شدندیآنت
سانتیمتر حاوي یک جوانه و یک برگ بریده شده و به ظروف 

بیوتیک بدون هورمون و آنتیMSاي حاوي محیط کشت شیشه
بعد از دو هفته گیاهان رشد کرده و جهت تلقیح .منتقل گردیدند

.آماده شدند

PCRو تخلیص محصول PCRتکثیر با 

با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی با استفاده DNAتکثیر قطعه 
در (PCRمواد واکنش دهنده . از دستگاه ترموسایکلر انجام شد

dNTP ،mMاز mM2/0: عبارت بودند از ) µl25حجم 

MgCl25/1 ،mM5/0 ،300- 100از هر یک از آغازگرها
. پلیمرازpfuزیم به عنوان الگو و نیم واحد از آنDNAنانوگرم از 

شامل دماي پلیمرازT7RNAبراي تکثیر آنزیم PCRشرایط 
ºC62، دماي اتصال ثانیه50به مدتºC94واسرشت سازي 

به تعداد دقیقه5به مدت ºC72ثانیه و دماي طویل شدن 40براي 
از کیت PCRجهت تخلیص محصول . باشدچرخه می35

محصول تخلیص شده و سپس . استفاده گردیدVivantisتخلیص 
BstEIIو BglIIهاي با آنزیمpCAMBIA1304همچنین ناقل 

در نهایت ژن . سازي گردیدندخالصدوبارههضم گردیده و 
T7RNAدر ناقل بیانی گیاهی پلیمرازpCAMBIA1304

.شدنامیده pACT7سازه بدست آمده . سازي شدهمسانه

تهیه شدههبا سازE. coliتراژن نمودن 

. باکتري از روش شوك حرارتی استفاده شدتراژن نمودنبراي
ذوب گردیده E. coliهاي مستعد شده بدین صورت که باکتري

سازي به آرامی مخلوط گردیده و به انهسه با محصول هماهمر
سپس باکتریها به مدت . دقیقه روي یخ قرار داده شدند30مدت 

دقیقه قرار داده 2در یخ به مدتدوبارهو ºC42ثانیه در دماي 90

مایع به LBمحیط میکرولیتر700د عدر مرحله ب.شدند
دقیقه در شیکر انکوباتور 45ها اضافه شده به مدت میکروتیوب

در نهایت محلول باکتري حاصل . قرار داده شدندºC37در دماي 
گرم در میلی50(بیوتیک کانامایسین روي پتري دیش حاوي آنتی

ساعت نگهداري 16به مدت ºC37ر دماي توزیع شد و د) لیتر
.گردید

توتون با استفاه از آگروباکتریومتیتراریخ

کشت داده شدند و جوانترین MSگیاهان توتون بر روي محیط 
سوسپانسیون . براي تلقیح انتخاب شدند) سانتیمتر4طول (برگها 

. حاوي سازه مورد نظر تهیه گردید) OD600=0.8(آگروباکتریوم
د و در داخل پتري نشدمعه تقسیطق10آماده شده به برگهاي

از سوسپانسیون آگروباکتریوم به لیترمیلی30هاي حاويدیش
در این مدت هر چند . دقیقه زیر هود نگهداري شدند10مدت 

قطعات برگی بر روي .شدداده ها دقیقه یکبار شیک آرامی به پتري
NAA +2تر گرم در لیمیلیMS+1/0محیط (محیط هم کشتی 

در تاریکی به ºC26منتقل و در دماي ) BAPگرم در لیتر میلی
در مرحله بعدي این قطعات برگی . روز نگهداري شدند2مدت 

-میلی25و 15+ شامل محیط هم کشتی (MSIIIبر روي محیط 

در ) گرم در لیتر سفوتاکسیممیلی250گرم در لیتر هیگرومایسین و 
ساعت 8ساعت روشنایی و 16ي با یک دوره نورºC26دماي

بعد از ساقه زایی، . هفته منتقل شدند4تاریکی براي مدت 
محیط پایه (اي حاوي محیط ریشه زایی ها به ظروف شیشهگیاهچه

MS +25گرم در لیتر میلی200گرم در لیتر هیگرومایسین و میلی
انتقال و در دماي ) NAAگرم در لیتر میلی5/0+ سفوتاکسیم 

ºC26روز 14ساعت روشنایی به مدت 16ا دوره نوري ب
در نهایت بعد از . نگهداري شدند تا ریشه زایی صورت گرفت

یی، گیاهان توتون به گلدانهاي حاوي ورمیکولات منتقل و اریشه ز
.سپس به خاك انتقال داده شدند

PCRبررسی و DNAاستخراج 

تخابی برگهاي جوان گیاهان باززایی شده بر روي محیط کشت ان
گرفتند و استخراج ر مورد استفاده قراDNAبراي استخراج 

DNA به روشCTABبررسی .انجام شدPCRبا استفاده از
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T7RNAهان حاوي ژن اآغازگرهاي اختصاصی انجام و گی

.پلیمراز شناسایی و انتخاب شدند

)cDNA)RT-PCRو سنتز RNAاستخراج 

روي محیط کشت انتخابی برگهاي جوان گیاهان باززایی شده بر 
استخراج RNA. مورد استفاده قرار گرفتندRNAبراي استخراج 

.شده براي بررسی کمیت و کیفیت روي ژل آگارز بررسی گردید
استخراجی، RNAژنومی از DNAبه منظور حذف آلودگی 

DNaseتیمار با آنزیم  I انجام شد و جهت اطمینان از حذف
PCRخراج شده واکنش هاي استRNA، از DNAآلودگی 

، RNAاز محلول استخراج RNAبراي استخراج .صورت گرفت
RNX Plus)براي سنتز سپس .استفاده شد) سیناکلونcDNA از

قبل . استفاده گردید) Invitrogeneشرکت SuperscriptII(کیت
RNA ،5براي حذف ساختارهاي ثانویه PCRاز افزودن مخلوط 

در دستگاه ترموسایکلر قرار گرادنتیدرجه سا70دمايدقیقه در
ها به کمک آنزیم RNAرونویسی معکوس از روي . ه شدددا

و dTترانس کریپتاز معکوس در حضور آغازگرهاي تصادفی، 
انجام پلیمراز T7RNAژن همچنین آغازگر معکوس اختصاصی

ي سنتز شده توسط آب استریل رقیق سازي cDNAسپس . گرفت
سازي به براي رقیق. نگهداري گردید-c20˚شد و در دماي 

-RTمخلوط حاصل واکنش PCR آب لیتر میکرو40میزان
لیتر از آن براي انجام میکرو3اضافه شد و دیونیزه دوبار تقطیر

PCRهايواکنش. به عنوان الگو استفاده گردیدPCR به شرح
,.cDNA)(Jain et alبراي تأیید صحت سنتز .قبل انجام شدند

2006; Xiao et al. 2012; Lee et al. ، از ژنهاي دایم 2010
در این تحقیق آغازگرهاي ژن . شودبیان شونده استفاده می

با توالی(GAPDHفسفات دهیدروژناژ -3گلیسرول 
TATGTTTGTTGTTGGTGTCAACGAGCACGAATACAAGF:

به ) :ATGTTAAATGATGCAGCCCTTCCACCTCTCRو
.کنترل مثبت استفاده گردیدعنوان ژن دایم بیان شونده و

با آغازگرهاي PCRبوسیلهپلیمرازT7RNAتکثیر ژن 
اختصاصی

-پلیمراز با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی و محلT7RNAژن 

در آغازگر (BstEIIو ) درآغازگر پیشرو(BglIIهاي برشی 
تیجه ن. تکثیر گردیدPCRطراحی شده بود، از طریق ) معکوس

).1شکل(باشد بیانگر تکثیر مناسب میPCRمحصول الکتروفورز

مارکر : M، پلیمرازT7RNA، تکثیر PCRمحصول واکنشالکتروفورز-1شکل
Kb1 ،1 : محصولPCR، تکثیر قطعهbp2752 ژنT7RNAواکنش : 2پلیمراز

)آب به عنوان الگو(شاهد 

Figure 1. Electrophoresis of the PCR product, amplification of T7RNA
polymerase 1: PCR product 2: control (water as template) M: 1 kb DNA
Ladder.

پلیمراز در ناقل بیانی گیاهی T7RNAسازي ژن همسانه
)pCAMBIA1304 (

وBglIIهاي برشی ناقل با آنزیمو همچنین PCRمحصول 
BstEIIها، واکنش اتصال برشپس از صحت.برش داده شدند

وکتوردرمحصول هضم آنزیمی صورت گرفت و در نهایت 
pCAMBIA1304شکل (ایجاد شده سازه. گردیدهمسانه سازي

نتایج
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منتقل DH5αاد ژنE. coliشوك حرارتی به باکتري به روش ) 2
هضم آنزیمی ،PCRسازي از واکنش یید همسانهأجهت ت. گردید

، و تعیین توالی استفاده )3شکل (BstEIIو BglIIهاي با آنزیم
اندازه ناقل نوترکیب خطی شده در اثر هضم با یک آنزیم .شد

BglII وBstEII نوکلئوتیدي صحت همسانه 15114به طول
BglIIدهد و همچنین هضم آنزیمی با دو آنزیم سازي را نشان می

2752خروج قطعه همسانه سازي شده به اندازه BstEIIو
آنالیز همردیفی این ژن ). 3شکل (را تأیید کرد نوکلئوتیدي 

شماره بهNCBIدرصدي را با توالی پایگاه 98-97شباهت 
پلیمراز T7RNAدهد که آنزیم نشان میJQ436739.1دسترسی 

به آگروباکتریوم با استفاده از pACT7بیانیسازهانتقال . است
رد نظر تریوم حاوي ژن موکآگروبا. الکتروپوراسیون انجام گرفت

هاي ریفامپیسین و بیوتیکداراي آنتیLBمحیط کشتروي
با PCRبررسی کلونی ها با روش. داده شدکانامایسین رشد 

جفت بازي را در 2752آغازگرهاي اختصاصی حضور قطعه 
.یید کردأآگروباکتریوم ت

به توتونT7RNAانتقال ژن 
قیح با نمودن گیاهان توتون با استفاده از تلهعمل تراریخت
برگهاي توتون که با . صورت گرفتLB4404اد ژآگروباکتریوم ن
تلقیح شدند بر روي محیط ) pACT7حاوي سازه (اگروباکتریوم 

-میلی25و 15(بیوتیک هیگرومایسین کشت انتخابی حاوي آنتی

. ار گرفتندرق) گرم در لیترمیلی250(و سفوتاکسیم ) در لیترگرم

این سازه داراي ژن مقاومت به هیگرومایسین، محل .pACT7سازه -2شکل 
- ، توالیNOS، توالی خاتمه دهنده CaMV35Sاندازراه، BstEIIو BglIIبرشی 

.باشدپلیمراز میT7RNAهاي مرزي چپ و مرز راست و ژن 
Figure 2. T-DNA region of pACT7. LB and RB: Left and Right Borders,
HYG(R): Hygromycin selectable marker, CaMV35S: Cauliflower Mosaic
Virus promoter and NOS: Nopaline Synthase terminator.

: 2و pACT7 ،1الکتروفورز هضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب - 3شکل 
و خطی شدن BglIIهضم پلاسمید نوترکیب با آنزیم : 3پلاسمید نوترکیب 

هضم با دو آنزیم : 5و خطی شدن پلاسمید BstEIIیم هضم با آنز: 4پلاسمید 
BglII وBstEIIو خروج قطعه 1پلاسمیدbp2752 6ژن همسانه سازي شده :

ژن bp2752و خروج قطعه 2پلاسمیدBstEIIو BglIIهضم با دو آنزیم 
Kb1مارکر: Mهمسانه سازي شده، 

Figure 3. Proof of the presence of T7RNAP gene by digestion reaction. 1
and 2: recombinant vector, 3: recombinant vector after digestion by BglII
enzyme, 4: recombinant vector after digestion by BstElII enzyme, 5:
recombinant vector 1 after digestion by BglII and BstEII enzymes, 6:
recombinant vector 2 after digestion by BglII and BstEII enzymes. M: 1
kb DNA Ladder.

ها بر سطح محیط هاي اولیه از ریزنمونهپیدایش و رشد جوانه: الف-4شکل 
هفته بعد از تلقیح،4الی 3. هیگرومایسینmg.L-115انتخابی اولیه حاوي 

هیچ گونه باززایی بر روي : هاي تلقیح شده تولید گیاهچه نمودند، بریزنمونه
: ج.نشدمشاهده) لبدون ناقتلقیح با آگروباکتریوم (هاي شاهد هریزنمون

.ها در گلدانرشد گیاهچه: زایی، دها در محیط ریشهگسترش ریشه
Figure 4 A: Regeneration of plants on selection medium containing
hygromycin (15 mg/l), B: negative Control C: plants on selection
medium, D: Transgenic tobacco plants in pots.
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هاي تلقیح شده تولید گیاهچه کردند س از چند هفته ریز نمونهپ
در حالی که که هیچگونه باززایی بر روي برگهاي ) الف-4شکل(

بدون تلقیح با آگروباکتریوم و تلقیح با (توتون گیاهان شاهد 
).ب- 4شکل( مشاهده نگردید ) آگروباکتریوم بدون سازه

PCRنومی و آنالیز ژDNAاستخراج 

باززایی شده ژنومی از برگهاي جوان گیاهان DNAراج استخ
ژنومی این گیاهان با DNAبر روي PCRآنالیز . انجام گرفت

جفت باز را 2752استفاده از آغازگرهاي اختصاصی، وجود قطعه 
دهد در حالی که در گیاهان شاهد هیچ گونه باندي نشان می

).5شکل(مشاهده نشد 

با استفاده از آغازگر اختصاصی PCRمحصول الکتروفورز-5شکل 
T7RNAPجفت بازي را 2752حضور قطعه 4تا 1لاین بر روي گیاه تراریخته
مارکر : Mدهد هیچ گونه باندي را نشان نمیتوتون شاهد: Sدهدنشان می

Kb1
Figure 5 Electrophoresis of the PCR product in transgenic plant by PCR,
M: 1 kb DNA Ladder, 1-4 : transgenic plant, S: wild type plant.

)cDNA)RT-PCRو سنتز RNAاستخراج 
لایـن  (از برگهـاي جـوان گیاهـان بـاززایی شـده      RNAاستخراج 

هاي استخراجی داراي کیفیت مناسب RNA. انجام گرفت)5الی1
اسـتخراج  RNAتیمـار  ). 6شـکل  (بـود  S18و S28واحد زیرو

RNA.  انجـام گردیـد  DNAبـراي حـذف   DNaseبا آنزیم شده

، بـه عنـوان الگـو    PCRدر واکـنش  DNaseتیمار شـده بـا آنـزیم    
در . هیچ تکثیـري انجـام نشـد   DNAاستفاده شد و با حذف کامل 

انجام شد براي استخراج شدهRNAبراي cDNAاین مرحله سنتز 
میکرولیتـر  RT-PCR ،40رقیق سازي به مخلوط حاصـل واکـنش   

بـه  PCRمیکرولیتر از آن بـراي انجـام   3آب دیونیزه اضافه شد و 
آغـازگر ژن  بـا  cDNAصحت ساخت . عنوان الگو استفاده گردید

) فسفات دهیدروژناژ-3گلیسیرآلدئید (GAPDHدایم بیان شونده 
). الـف -7شـکل  (، تأیید شد GAPDHمربوط به ژن باند و تکثیر 
ــالیز  ــا اســتفPCRآن T7RNAاده از آغازگرهــاي اختصاصــی ژن ب

جفت بـاز  2752ساخته شده، وجود قطعه cDNAپلیمراز بر روي 
در حالی که در گیاهان شـاهد هـیچ گونـه بانـدي     دهدرا نشان می

).ب-7شکل(مشاهده نشد 

: 5، 4الی 1استخراج شده از گیاهان تراریخته لاین RNAالکتروفورز - 6شکل 
RNAغیر تراریخته(خراجی از توتون شاهد است (M : مارکرKb1

Figure 6. Electrophoresis of RNA extracted from transgenic plants Line
1 to 4, 5: RNA extracted from non-transgenic plant M: 1 kb DNA Ladder.

ژنرهاي آغازگتوسط PCRمحصول واکنش الکتروفورز:الف-7شکل 
GAPDHروي برcDNAالکتروفورز محصول : ب) 4-1لاین (هاي سنتز شده
روي برپلیمرازT7RNAژن اختصاصیرهاي آغازگتوسط PCRواکنش 
cDNAباندگیاه تراریخته: 5-2)عدم تکثیر(گیاه شاهد: 1هاي سنتز شده ،
Kb1مارکر : Mدهدجفت بازي را نشان می2752

Figure 7. A: Electrophoresis of PCR product with GAPDH primers on
the cDNA synthesized (lane 1 -4) B: Electrophoresis of PCR product with
T7RNA-specific primers on the cDNA synthesized 1: control plant 2 -5:
Transgenic plants. M: 1 kb DNA Ladder
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همسانه هاي مختلف باکتریایی سیستمپلیمراز در T7RNAآنزیم 
و تولید آن در گیاه همسانه سازيو تولید شده است ولی سازي

در این پژوهش از ناقل بیانی .کمتر مورد توجه قرار گرفته است
pCAMBIA1304ن ژسازي و انتقال جهت همسانهT7RNAPبه

این ناقل به علت دارا بودن یک سري از . توتون استفاده گردید
گیها به میزان زیادي درانتقال ژن به گیاهان مورد استفاده قرارژوی

هت انتخاب ج(این ناقل داراي ژن مقاومت به کانامایسن . گیردمی
جهت (و ژن مقاومت به هیگرومایسین ) باکتري حاوي ناقل

اندازراههاي گزینشگر، ان ژنوبه عن) هاریخترانتخاب گیاه ت
CaMV35S خاتمه دهنده ،NOSاشدبمی)Pratheesh et al.

ها و پایداري در اندازه کوچک این ناقل، تعدد نسخه). 2013
اي در دولپه. باشدیگیهاي این ناقل مژآگروباکتریوم از سایر وی

یک انتخاب مناسب و CaMV35Sاندازراههایی مثل توتون 
شود باشد که باعث بیان قوي و دائمی ژن مورد نظر میعمومی می

)Raha et al. جهت انتقال ژن به گیاه توتون از . )2008
تراریختیاي جهت آگروباکتریوم استفاده شد که به طور گسترده

گیاه توتون به تلقیح .شودایها استفاده میدو لپهبخصوصگیاهان 
و به طور مستقیمهاگیاهچه، اد آگروباکتریوم حساس استژبا ن

هاي بریده شده ل لبهگردند و از محبدون تشکیل کالوس، باززا می

-میریزنمونه برگی تلقیح شده با آگروباکتریوم حاوي ناقل رشد 

.Gubis et al(کنند بر PCRروشهاي مولکولی با بررسی). 2007
پلیمراز T7RNAو گیاهان شاهد، انتقال ژنهوي گیاهان تراریختر

RNAدر این تحقیق تیمار .دداا شده را نشان زبه گیاهان باز

. انجام گردیدDNAبراي حذف DNaseج شده با آنزیم استخرا
هاي استخراجی RNAژنومی از DNAدر صورت عدم حذف 

cDNAسنتز شده خالص نخواهد بود و نتایجRT-PCR براي
.Bustina and Tania(تأیید تراریختی فاقد اعتبار لازم خواهد بود 

و PCRارزیابی ملکولی گیاهان تراریخته از طریقپس از ). 2004
RT- PCRهاي ، تا در نسلاین گیاهان به گلخانه منتقل شدند

.بعدي مورد آنالیز قرار گیرند

هـایی اسـت کـه در    پلیمراز یکی از مهمترین آنزیمT7RNAآنزیم 
هاي مختلف بیوتکنولوژي، علـوم پایـه، پزشـکی و صـنعت،     زمینه

نـزیم  همچنین از این آگذشتهسالهاي رد. کاربردهاي فراوانی دارد
هاي مختلف بیانی براي افزایش بیان و پایداري بیـان ژن  در سیستم

پلیمـراز داراي خصوصـیاتی   T7RNAآنـزیم . استفاده شده اسـت 
باشـد از  هـاي بیـانی مناسـب مـی    است که براي استفاده در سیستم

، بسـیار  انـداز راهعدم نیاز به فاکتور اضافی بـراي شناسـایی   جمله
انـداز راهط ژنهـاي تحـت کنتـرل    کنـد و فق ـ اختصاصی عمـل مـی  

.Tunitskaya et al(را بیان می کنداختصاصی  ا توجه بـه  ب). 2002
، تولید انبوه و کم هزینه ایـن  هاپژوهشکاربرد وسیع این آنزیم در 
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