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ق و ثیر عواملی مثل ساختار کاست بیانی، الگوي تلفین و پایداري آن تحت تأمیزان بیان تراژ
گیرد. ساختار جایگاه تراژن در سازوکارهاي بیان آن اهمیت دارد. ساختار جایگاه تراژن قرار می

در برنج  cry1Abدر این بررسی سعی شده است با جداسازي ردیف مجاور محل تلفیق تراژن 
اریخته طارم مولایی، ساختار جایگاه آن مشخص شود. برنج تراریخته طارم مولایی که از تر

تولید شده داراي الگوي تلفیق ساده  pChitIHygIIو  pCIB4421تراریزش همزمان دو پلاسمید 
ابتدا با استفاده از با بیان پایدار طی چندین نسل است. جهت بررسی ساختار جایگاه تراژن،  

و  cry1Abژن  3´، انتهاي سیلین امپیژن مقاومت به  5´و  3´طراحی شده از انتهاي آغازگرهاي 
و انجام پی.سی.آر، حدود محل شکست  pCIB4421بر روي پلاسمید  PEPCپیشبر  5´انتهاي 

پلاسمید تعیین شد. سپس با توجه به محل احتمالی شکست براي جداسازي نواحی مجاور آن از دو 
یابی  استفاده شد. ردیف Splinkerette PCRو  TAIL-PCRفه شامل راهبرد پی.سی.آر یکطر

 148ي کامل  هاي بیوانفورماتیک نشان داد که محل شکست در نسخه قطعات تکثیر شده و بررسی
نوکلئوتید از نواحی پایین  1496سیلین است و  ژن مقاومت به امپی 3´نوکلئوتید بعد از انتهاي 

از نواحی بالا دست جداسازي شد. نتایج همردیف سازي این نوکلئوتید  311دست محل شکست و 
نشان  NCBIو ژنوم برنج در پایگاه  pChitIHygIIو  pCIB4421ها با توالی پلاسمیدهاي  توالی

داد که توالی پایین دست مخلوطی از قطعات پلاسمید و ژنوم برنج و توالی بالا دست نیز قطعات 
 تقل شده است.اي از توالی پلاسمیدهاي من ناپیوسته
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  مقدمه

کاربرد موفق مهندسـی ژنتیـک در اصـلاح      بیان پایدار تراژن لازمه
یـزان و  هـا نشـان داده اسـت کـه م     گیاهان زراعی است. پـژوهش 

 ثیر عــواملی مثــل ســاختار  پایــداري بیــان تــراژن تحــت تــأ    
)configuration (   ،کاست بیانی، تعداد نسخه تلفیق شده از تـراژن

 ;Day et al.2000گیـرد (  تراژن قـرار مـی  موقعیت و الگوي تلفیق 

Zhong 2001; Kohli et al.2003; Li et al.2008 اخــتلاف .(
سطوح بیان تراژن در یک جمعیت از گیاهان تراریختـه حاصـل از   
یک آزمایش مشابه در هر دو سیستم متـداول انتقـال ژن (بمبـاران    

اي و انتقال به کمـک اگروبـاکتریوم) رخـدادي معمـول اسـت       ذره
)Day et al.2000    پژوهشگران باید جمعیـت بزرگـی از گیاهـان .(

را به دقت غربال کنند تا یک یا تعداد کمی گیاه که تنهـا    تراریخته
کند انتخاب کنند.  صفت مورد نظر را در سطحی قابل قبول بیان می

ثیر هاي بعدي و یا تحـت تـأ   است طی نسل همچنین تراژن ممکن
). بنابراین شناسایی و Zhong 2001شرایط محیطی خاموش شود (

  اي ضـروري در پـروژه   هایی با بیان ناپایدار مرحله حذف تراریخته
ژنومی  ) خصوصیات دي.ان.ايKohli et al.2003انتقال ژن است (
بـر روي   ها بررسی .تواند روي بیان آن اثر بگذارد مجاور تراژن می

وکـاریوتی،  هـاي پر  پتونیا و توتون تراریخته نشان داد وجود توالی
هـاي   ، بقایـاي رتروالمنـت و تـوالی   GAهـاي غنـی از    ریزماهواره

در تـوالی ژنـومی    ) tandem repeat array( تکراري پشت سر هم
 Pröls and Meyerمجاور، عناصر اولیه در خاموشی تراژن هستند (

1992; Iglesias 1997در مقابــل حضــور .( MARهــا )Matrix 

attachment regions ( رت جایگـاه تـراژن  در مجاو )Transgene 

locus ( با برخی تلفیق ) هاي داراي بیان پایدار مرتبط بودIglesias 

et al.1997   هـاي   ) تجزیه مولکولی ساختار محـل تلفیـق در بـرنج
 biolistic( تراریخته تولید شده به روش زیست پرتابی (بیولیستیک

یـک در  و تکراهـاي تلومر  ATهاي غنـی از   ) نشان داد که توالی)
 Takano etهاي داراي بیان پایـدار وجـود دارد (   مجاورت جایگاه

al.1997هاي ژنومی مجاور محل تلفیق، سـاختار   ). علاوه بر توالی
نیز در کمیت و پایداري بیـان آن  جایگاه تراژن و الگوي تلفیق آن 

هم در انتقال مستقیم ژن و هـم   .)Kohli et al.2003ثر هستند (مؤ
هـاي تـراژن تولیـد شـده در      گروباکتریوم، جایگاهانتقال به کمک ا

هـاي حاصـل از یـک آزمـایش مشـابه، از نظـر انـدازه و         تراریخته

ویژه در انتقال مستقیم  متفاوت هستند. ساختار جایگاه به پیچیدگی
اي شامل چنـدین نسـخه    ي کامل تا الگوهاي پیچیده از یک نسخه

هاي کوتاه شده  کامل، تکرارهاي پشت سر هم و یا معکوس، توالی
و یا بازآرایی شده و قطعات ژنومی میزبان پراکنـده، متغیـر اسـت    

)Pawlowski et al.1998    معمـول طـور ). مشـاهده شـده اسـت بـه 
هــایی بــا ســاختار ســاده بیــان پایــداري دارنــد، هــر چــه  جایگــاه

تر باشد احتمال بیان مطلوب آن  سازماندهی ساختار جایگاه پیچیده
). Svitashev et al.2002یابـد (  هش مـی هـاي آینـده کـا    طی نسل

ساختار جایگاه تراژن ممکن است از طرق مختلف مانند خاموشی 
وابسته به همولوژي، تحریک متیلاسـیون خـود بخـودي و تولیـد     

منجر بـه   ) Aberrant RNA( آر.ان.اي همسو و غیرهمسوي ناقص
هــاي  خاموشــی تــراژن شــود. تجزیــه ســاختار جایگــاه در لایــن 

سیس و برنج تراریخته تولید شده به روش زیست پرتـابی  آرابیدوپ
هـایی شـامل سـاختارهاي داخلـی      به وضوح نشان داد کـه مکـان  

پیچیــده مســتعد خاموشــی مبتنــی بــر متیلاســیون در اثــر وجــود  
 Assaad et al.1993; Kumpatlaهاي تکراري مشابه هستند ( توالی

and Hall 1999ماندهی آن سـاز  ). بررسی ساختار جایگاه تراژن و
 Kohli etتلفیق تراژن کمک خواهد کرد ( به درك ساز و کارهاي

al.2003 دانــش لازم جهــت  درك کامــل ایــن ســاز و کارهــا،) و
هاي تراژن ساده و  مدیریت ساختار جایگاه تراژن براي تولید مکان

کامل و سرانجام تلفیق مستقیم تراژن در مکان مورد نظر را فـراهم  
ــی  Somers and Makarevitch 2004 Svitashev etآورد ( م

al.2002;  در این بررسی سعی شده است تا با جداسازي ردیـف .(
ارم مولایی، در برنج تراریخته ط cry1Abمجاور محل تلفیق تراژن 

عنوان یک جایگاه داراي الگوي تلفیـق سـاده    ساختار جایگاه آن به
این با بیان پایدار و عملکرد عالی طی چندین نسل مشخص شود. 

برنج تراریخته به روش زیسـت پرتـابی و بـا انتقـال همزمـان دو      
 pChitIHygIIو پلاسـمید   cry1Abناقل ژن  pCIB4421پلاسمید 

 ومایسین فسفوترانسفراز تولید شد.ناقل ژن نشانگر هیگر
تجزیه سادرن این گیاه نشان دهنده الگوي تلفیق سـاده و بررسـی   

بیانگر وجود تنها یک  T2و T1در نسل cry1Abي توارث ژن  نحوه
).همچنین Ghareyazie et al.1997جایگاه از این ژن در آن است (

ــاي ــر روي ژن  اثره ــراژن ب ــق ت ــی از   تلفی ــز یک ــان نی ــاي میزب ه
 ده در مورد گیاهان تراریخته است.هاي مطرح ش ملاحظه
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هاي میزبـان اثـر منفـی داشـته      تراژن وارد شده نباید روي بیان ژن

هـاي رایـج امـروزي     لفیـق تـراژن در روش  چون جایگـاه ت  باشد،
هـاي پایـدار و    تواند از قبل تعیین شـود و از آنجـا کـه تلفیـق     نمی

دهند این ملاحظه ابراز شـده   مطلوب در نواحی غنی از ژن رخ می
هاي داخلی میزبان  ورود تراژن برخی ژن  که ممکن است در نتیجه

 ـ  تخریب شده باشند. بنابراین تعیـین جایگـاه   ق، امکـان  دقیـق تلفی
هـاي میزبـان را    ناشی از ورود تراژن بـر روي ژن  شناسایی اثرهاي

 آورد.  نیز فراهم می
 

  ها واد و روشم

استخراج دي.ان.ا و تعیین حدود محـل وقـوع نـوترکیبی بـین     
 با ژنوم برنج pCIB4421پلاسمید 

دي.ان.اي ژنومی از بافت برگ گیاهان تراریخته و شاهد بـه روش  
) استخراج شد و به منظور تعیین محل 1983مکاران (دلاپورتا و ه

شکســت پلاســمید از پی.ســی.آر اســتاندارد بــا الگــوي دي.ان.اي 
ریخته و مقایسـه الگوهـاي بانـدي    و گیاه ترا pCIB4421پلاسمید 

دست آمده استفاده شد. براي انجـام پی.سـی.آر آغازگرهـایی از     به
ــاي  ــاي cry1Ab (Bt)ژن  3´انته ــه  ژ 5´و  3´، انته ــت ب ن مقاوم

طراحی شـد (شـکل    PEPCپیشبر  5´) و انتهاي ampسیلین ( امپی
 آورده شده است. یکازگرها در جدول ). توالی آغ1

دقیقه در  پنجبرنامه پی.سی.آر شامل واسرشته سازي اولیه به مدت 
چرخه شـامل واسرشـته سـازي بـه      35درجه (یک چرخه) و  94

ت یک دقیقه در دمـاي  درجه، اتصال به مد 94مدت یک دقیقه در 
مناسب بسته به دماي ذوب دو آغازگر مـورد اسـتفاده و بسـط در    

درجه به مدت یک دقیقه بازاي هر یک کیلو جفت باز از  72دماي 
درجـه بـه    72اندازه محصول مورد نظر و در ادامه بسط نهایی در 

 دقیقه (یک چرخه) بود.پنج مدت 

 
 در پژوهش حاضرتوالی آغازگرهاي مورد استفاده  -1جدول 

Table 1- sequences of primers used in this study 

شماره آغازگر در 

 1شکل 
Primer number 

in figure 1 

 توالی
sequence 

 1شماره آغازگر در شکل 
Primer number in 

figure 1 

 توالی
Sequence 

1 GGCGGCGAGAGGATCGAGAC 
Forward 13 CCGCTGTTGAGATCCAGTTC 

Reverse 
2 ACCCCCTTCAACTTCAGCAAC 

Forward 14 CACCCAACTGATCTTCAGCA 
Reverse 

3 GCAACGAGGTGTACATCGAC 
Forward 15 GAAGAGAGAGGTGGATTTGG 

Reverse 
4 AAACCAGCAACTCACTGCAC 

Reverse 16 CCTATCCACTCTGCTATGTGTTC 
Reverse 

5 TGGTTCCTGATCGATGACTG 
Reverse 17 GTTCTTGCAGTTGATCTATTCCAG 

Reverse 
6 GCCTTCCTGTTTTTGCTCAC 

Forward 18 GGTCTGTTTGTTCTGTTTTCCTG 
Reverse 

7 GCTTTTTTGCACAACATGGGGG 
Forward 19 GTTTACAGTGGATAACTCACAACAG 

Reverse 
8 TGAATGAAGCCATACCAAACGAC 

Forward 20 CTCACAACAGTTTGAACTAAACGAC 
Reverse 

9 CAATTAATAGACTGGATGGAGGC 
Forward - (A/T/ C/G)TCGA(C/G)T(A/T)T(C/G)G(A/T)GTT 

AD1 
10 GATAAATCTGGAGCCGGTGAG 

Forward - (A/T/C/G)GTCGA(C/G)(A/T)GA(A/T/C/G)A(A/T)GAA 
AD2 

11 ATGGTAAGCCCTCCCGTATC 
Forward - (A/T)GTG(A/T/C/G)AG(A/T)A(A/T/C/G)CA(A/T/C/G)GA 

AD3 
12 ATACGGGAGGGCTTACCATC 

Reverse   
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 pCIB4421موقعیت تقریبی آغازگرهاي مورد استفاده در پژوهش حاضر بر روي پلاسمید -1شکل 

Figure 1– relative position of primers used in this study on plasmid pCIB4421 

 تکثیر نواحی مجاور محل تلفیق
براي جداسازي ردیف مجاور محل تلفیق از دو روش پی.سـی.آر  

 (پی.سی.آر ترکیبـی نامتقـارن دمـایی    TAIL-PCRطرفه شامل  یک
)Thermal Asymmetric Interlaced PCR (و ( Splinkerette 

PCR .استفاده شد 

 TAIL-PCRروش انجام 
ام از دو طرف ناحیه احتمـالی محـل ادغ ـ   TAIL-PCR براي انجام

صورت داخلی طراحی شد، این  پلاسمید سه آغازگر اختصاصی به
 17، 16) و (9و  8، 7هـاي (  شماره با یکبر روي شکل آغازگرها 

ــاري  18و  ــاي تصــادفی اختی  ) نشــان داده شــده اســت. آغازگره

)AD1 and AD2 ،AD3اساس مقاله لیو و همکـاران ( ) برLiu et 

al.1995هـا در جـدول یـک آورده شـده      ) انتخاب شد و توالی آن
طی سه مرحلـه انجـام شـد. مخلـوط      TAIL-PCRاست. واکنش 

 1x ،5/1مل بافر پی.سی.آر با غلظت نهـایی  واکنش مرحله اول شا
 dNTP ،2/0مـــولار مخلـــوط  میلـــی MgCl2 ،2/0مـــولار  میلـــی

 5/2)، 1در شکل  19یا  7میکرومولار آغازگر اختصاصی خارجی (
 ، یک واحد آنـزیم دي.ان.اAD ِمیکرومولار از یکی از آغازگرهاي 

حجـم   نـانوگرم دي.ان.اي ژنـومی در   20(سیناژن) و  Taqِپلیمراز 
میکرولیتر بود. اجزاي واکنش مرحله دوم و سـوم ماننـد    20نهایی 

مرحله اول بود به جز آغازگر اختصاصی و الگوي واکـنش، کـه از   
به ترتیب در  1) در شکل 18و  17) یا (8و  7آغازگرهاي داخلی (

کـه   استفاده شد و محصول مرحله اول پس از این سهو دو مرحله 
ان الگـو در واکـنش مرحلـه دوم مـورد     عنـو  برابر رقیق شد بـه  50

عنوان  بهدو ه استفاده قرار گرفت و به همین ترتیب محصول مرحل
ی مورد اسـتفاده  استفاده شد. برنامه زمان سهالگو در واکنش مرحله 

) Liu et al.1995اساس مقاله لیو و همکـاران ( مرحله بر سهدر هر 
درصـد   5/1بود. براي تفکیک محصـول پی.سـی.آر از ژل آگـارز    

استفاده شد و محصول مرحله دوم و سوم در کنار هـم بارگـذاري   
 شد. 

 Splinkerette PCRروش انجام 
 مراحل انجام این روش شامل اتصال الیگونوکلئوتیـدهاي سـازگار  
ســاز، هضــم آنزیمــی، اتصــال سازگارســاز بــه قطعــات دي.ان.اي 

د. حله دوم بـو ژنومی، واکنش تکثیر مرحله اول و واکنش تکثیر مر
 Potterاساس دستورالعمل مقاله پـاتر و لـو (  تمامی این مراحل بر

and Lou 2010سـاز و   هـاي سـازگار   . تـوالی رشـته  نجـام شـد  ) ا
ساز نیز از همین منبع انتخاب شد (شکل  آغازگرهاي ویژه سازگار

و  Bgl II ،Hind IIIهـاي برشـی مـورد اسـتفاده شـامل       ). آنزیمدو
EcoR I ها داراي یک جایگاه شناسایی  نزیمبود که هر یک از این آ

6593, Bsm I 
6421, Swa I 

6389, Aur II 

6027, EcoR V 

4844, Mun I 
4797, Hind III 

4560, Sap I 

Eam1105, 3545 

Xmn 1, 2946 

BTK-syn 

PEP-C 
intron 
#9 

35 S terminator 

amp 

PEP-C’ 

Bam H I, 1 
Nae I, 170 
NgoM I, 170 

EcoN I, 385 
SexA I, 468 

Bal I, 975 
Acc I, 1113 
Sal I, 1113 

Apa I, 1480 
Bsp 1201, 1480 

SgrA I, 1492 

Bbu II, 1918 

EcM36, 1958 
Sac I, 1958 
Bgl II, 1965 

Asp 718, 2156 
Kpn 1, 2156 
EcoR 1, 2162 

1 

2 

3 

4 
5 

6 

7 
8 9 10 

11 

12 
14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

pCIB4421 
7121 bps 

13 
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 و همکاران پور هاجر یحیائی  در برنج تراریخته ... cry1Abبررسی ساختار جایگاه تراژن 

 
ــمید   ــر روي پلاس ــکل   pCIB4421ب ــد (ش ــاز ).1بودن گر دو آغ

صورت داخلی از دو سـمت ناحیـه احتمـالی ادغـام      اختصاصی به
سـازي   ) در جـدا 11و  10پلاسمید طراحی شد. از آغازگرهـاي ( 

ــوالی مجــاور  ــه 20و  19و از آغازگرهــاي ( 3´ت ــر ناحی ) در تکثی
و  13استفاده شد. از آغازگرهـاي (  cry1Abنی کاست ژ 5´مجاور 

در هضم بـا   )20و  19(، آغازگرهاي Bgl II) در هضم با آنزیم 14
) در هضـم بـا   14و  13) و (3و  2و آغازگرهاي ( Hind IIIآنزیم 
اطمینـان از صـحت    عنوان کنتـرل داخلـی جهـت    به EcoR Iآنزیم 

حـل شناسـایی   آغازگرها تا م جام واکنش استفاده شد. فاصله اینان
 هاي برشی مورد استفاده مشخص بود. آنزیم

 

 

 

 

 )Potter and Lou 2010و آغازگرهاي ویژه آن ( Splinkeretteساختار و توالی واحد  -2شکل 
Figure 2- structure and sequence of Splinkerette unit and sequense of its specific primes 

 

 

) P) گیاه تراریخته، (PEPC) ،Tسیلین و پیشبر  سیلین و ناحیه بین ژن مقاومت به امپی و مقاوت به امپی cry1Abهاي  بین ژن الگوي تکثیر ناحیه -3شکل 
دهد.  ، اعداد داخل پرانتز ترکیب آغازگري مورد استفاده را نشان میFermentasاز شرکت  M (ladder mix) گیاه غیر تراریخته، (pCIB4421) ،Nپلاسمید 

 است. 1آغازگرها مطابق شکل شماره 
Figure 3- amplification pattern of the region between the cry1Ab and ampR genes and between the ampR and PEPC , (T) 
transgenic plant, (P) pCIB4421 plasmid, (N) non-transgenic plant, (M) ladder mix (Fermentas). Numbers. in parentheses 
indicate the primer combinations. primers are numbered according to Figure 1. 

 رشته بالایی سازگار
5-GATCCCACTAGTGTCGACACCAGTCTC 
3-GGTGATCACAGCTGTGGTCAGAGTAAGTCGGTGCCAGAGGATCGTTGCCAATGAGAAGC-5 
 CCAGAGAGGATCGTTGCCAATGAGAAGC-5-3                                                      رشته پایینی سازگارساز

                   3-CAGCTGTGGTCAGAGTAAGTCGGTG-5 

2آغازگر                                                                  1آغازگر   
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 )Inverse PCR(I-PCR(( روش انجام پی.سی.آر معکوس

براي این قسمت انتخاب شد و با توجـه بـه جایگـاه     Bgl IIآنزیم 
ی ) و ناحیـه احتمـال  1شناسایی این آنزیم بر روي پلاسمید (شکل 

ــمید ــام پلاس ــاي ( ادغ ) و 3و  2)، (11و  10)، (5و  4از آغازگره
 5هاي تکثیر اول و دوم استفاده شد. مقـدار   )، در واکنش20 و 19(

واحد آنزیم برشـی در حجـم    30میکروگرم از دي.ان.اي ژنومی با 
 37سـاعت در   16میکرولیتر مخلوط شـده و بـه مـدت     50نهایی 

درون مولکولی گراد نگهداري شد. سپس براي اتصال  درجه سانتی
 T4واحـد آنـزیم    5نانوگرم از دي.ان.اي هضم شـده بـا    50مقدار 

میکرولیتر مخلوط  50) در حجم نهایی Fermentasدي.ان.ا لیگاز (
درجه نگهداري شد و واکـنش در   22دقیقه در  دهشده و به مدت 

دقیقه متوقف شد. در پی.سی.آر مرحله اول  پنجدرجه به مدت  70
) براي تکثیر نواحی مجـاور  4-10هاي خارجی (از ترکیب آغازگر

اسـتفاده   5´) براي تکثیر نواحی مجاور انتهاي 2-19و ( 3´انتهاي 
 1x ،5/1شد. مخلوط واکنش شامل بافر پی.سی.آر با غلظت نهایی 

 dNTP ،2/0مــولار مخلــوط   میلــی MgCl2 ،2/0میلــی مــولار  
ن.ا پلیمراز واحد آنزیم دي.ا 1میکرومولار از هر یک از آغازگرها، 

Taq  ي حلقوي شـده در حجـم    20(سیناژن) ونانوگرم از دي.ان.ا
 94دقیقـه در  پـنج  میکرولیتر بود. پی.سی.آر طبق برنامه  25نهایی 

 94چرخه شامل یک دقیقـه در   35درجه (یک چرخه) و در ادامه 
درجه (براي هـر دو ترکیـب آغازگرهـا) و     56ثانیه در  30درجه، 
درجـه   72دقیقه در دماي  5درجه و در نهایت  72دقیقه در چهار 

عنـوان   میکرولیتر از محصول مرحله اول بـه (یک چرخه) بود. یک 
ر ي زمانی پی.سـی.آ  الگو در واکنش مرحله دوم استفاده شد. برنامه

جز آغازگرها ماننـد مرحلـه اول    و اجزاي واکنش در این مرحله به
در این مرحلـه   )5-11) و (3-20بود. ترکیب آغازگرهاي داخلی (

) مورد اسـتفاده در  4-10) و (2-19به ترتیب جایگزین ترکیبات (
 مرحله اول شدند.

سازي و خالص سازي قطعات انتخـاب شـده از روي ژل بـا     جدا
ــالص  ــت خ ــتفاده از کی ــازي اس  high pure PCR productس

purification (Roche Applied Science, Germany)  ــق و طب
ده انجام شد و پس از همسانه سازي در دستورالعمل شرکت سازن

یـابی بـه     بـراي تـوالی   pGEM-T Easy Vector (Promega)ناقـل  
کالیفرنیا فرستاده شدند و بررسی مشابهت این  sequetechشرکت 

  و توالی pCIB4421 ،pChitIHygIIها با توالی پلاسمیدهاي  توالی
ــه    ــتفاده از برنام ــا اس ــرنج ب ــوم ب ــاه BLASTژن  NCBIدر پایگ

)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.انجام شد ( 
 

  بحث و جینتا

سـیلین روي پلاسـمید و    و امپـی  cry1Abهاي  بین ژن  تکثیر ناحیه
گیاه تراریخته با استفاده از پنج ترکیب آغازگري انجـام شـد و در   

وي پلاسـمید و گیـاه   ي موارد انـدازه قطعـات تکثیـر شـده ر     همه
کسان و مطابق با فاصـله بـین دو آغـازگر    ی تراریخته به طور کامل

). 3پیشرو و برگشتی مورد استفاده بر روي پلاسـمید بـود (شـکل    
این مشاهده بیانگر آن بود کـه حـداقل یـک نسـخه سـالم از ایـن       

  بـین ژن   قسمت از پلاسمید به گیاه منتقل شده است. تکثیر ناحیـه 
ترکیـب   26بـا اسـتفاده از    PEPCسیلین و پیشـبر   مقاومت به امپی

آغازگري انجام شـد. در ده مـورد طـول قطعـه تکثیـر شـده روي       
پلاسمید و گیاه یکسان بود، در هشت مورد اندازه قطعـات تکثیـر   

تر از اندازه مـورد نظـر بـود و در     شده روي گیاه تراریخته کوچک
تراریختـه تکثیـر نشـد     هشت مورد دیگر این ناحیه بر روي گیـاه 

تکثیر بـر روي پلاسـمید و گیـاه    اساس تفاوت الگوي ). بر3(شکل
گیري شـد کـه محـل وقـوع نـوترکیبی بـین        در ناحیه اخیر، نتیجه
اي در این ناحیه یعنی بین ناحیـه رمـز کننـده     پلاسمید و گیاه نقطه
 باشد. PEPCسیلین و پیشبر  ژن مقاومت به امپی

محـل شکسـت پلاسـمید دو     3هـاي مجـاور َ   سازي توالی در جدا
) بــا AD3-9) و (AD1-9آغازگرهــاي (تکثیــر صــحیح حاصــل از 

در  IIو  Iجفت بـاز (بـه ترتیـب شـماره      1000و  700هاي  اندازه
ردیـف   یابی شد و هـم  دست آمد. این قعات ردیف ) بهچهارشکل 

هاي منتقل شده و ژنوم بـرنج انجـام    ها با توالی پلاسمید سازي آن
) و AD3-9شد. با طراحـی آغـازگر از انتهـاي تـوالی حاصـل از (     

ــفت ــر مجــدد ردی ــا روش  کثی ــاري ب ــاي کن  TAIL-PCR ،900ه
 یابی شد. نوکلئوتید در ادامه توالی قبلی ردیف

، از ترکیـب  cry1Abکاست ژنـی   5´سازي نواحی مجاور  در جدا
تکثیري حاصل نشـد کـه علـت آن     ADبا آغازگرهاي  18آغازگز 

مـورد اسـتفاده    ADتواند این باشد که هیچ یک از آغازگرهاي  می
 با آغازگر اختصاصی قرار نگرفتند.اصله قابل تکثیر در ف

 60 1393بهار و تابستان / 1/ شماره ومس/ دوره و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 
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دهنده  ، دو شماره مشابه در کنار هم نشان3') تکثیر ناحیه مجاور انتهاي B، (5') تکثیر ناحیه مجاور انتهاي TAIL-PCR) ،Aنتایج حاصل از  -4شکل 

 Fermentasاز شرکت  M (ladder mixمحصول مرحله دوم و سوم است. (
Figure 4- The results of TAIL-PCR. (A) amplification of 5´flanking sequence, (B) amplification of 3´flanking sequence, tow 
similar numbers indicate products of secondary and tertiary reactions. (M) ladder mix (Fermentas) 

 5´عد از انتهاي نوکلئوتید ب Splinkerette PCR ،1032اما با روش 
ردیف سازي  ). نتایج هم5جداسازي شد (شکل  20آغازگر شماره 

 و pCIB4421بــا پلاســمیدهاي   5´و  3´هــاي مجــاور   تــوالی
pChitIHygII آورده شده است.شش وم برنج در شکل و ژن 

هـاي مجـاور    دست آمده ردیـف  هاي به که آیا توالی براي اثبات این
 شی دیگر از جایگاه تراژن اسـت خنسخه کامل است یا مربوط به ب

 ت.استفاده شده اس I-PCRاز روش 
ها بلافاصله در مجاورت نسـخه کامـل قـرار گرفتـه      اگر این توالی

و انجـام پی.سـی.آر    Bgl IIباشند پس از هضـم بـا آنـزیم برشـی     
بایـد   20و  3معکوس، اندازه محصول حاصل از بسط آغازگرهاي 

 11و  5از آغازگرهـاي  جفت باز و اندازه محصول حاصـل   1267
یـن فرضـیات   ا I-PCRجفت باز باشد. نتایج  1700باید بزرگتر از 

هـاي   ها با توالی ردیف سازي این توالی هم). 7را تایید کرد (شکل 
ــاي   TAIL-PCRحاصــل از  ــب آغازگره ــه حاصــل از ترکی (قطع

AD3-9 و (Splinkerette PCR ها بـا   کامل آن دهنده انطباق نشان
جفـت بـاز دیگـر از     97یابی  ست و منجر به ردیفیکدیگر بوده ا

حاصـل از    شـد. بنـابراین قطعـه    cry1Abکاست بیـانی   3´انتهاي 
) مربوط به بخشی دیگر از سـاختار جایگـاه   AD1-9آغازگرهاي (

طرفـه مشـخص    تراژن است. با توجه به نتایج پی.سی.آرهاي یـک 
د نوکلئوتید بع 148شد که محل شکست پلاسمید در نسخه کامل 

سه قطعـه  ). 6سیلین است (شکل  اومت به امپیژن مق 5'از انتهاي 
نقطـه   3´نوکلئوتید از توالی مجـاور   40و  181، 221هاي  با اندازه

 ، با ژنوم برنج همولوژي نشان دادند.cry1Abشکست کاست ژنی 
نوکلئوتیدي با دو قسـمت مجـزا از ژنـوم میتوکنـدري      221قطعه 

-NC_011033: 1422900-423121, 341813هاي:  برنج (موقعیت

است همچنین ایـن   ) Identity( درصد تطابق 98) داراي 342034
 9درصد تطابق بـا بخشـی از کرومـوزوم شـماره      97قطعه داراي 
) اســت. قطعــه NC_008402.2: 5271486-5271707(موقعیــت: 

ــت: درصــد ت 99داراي  181 ــدري (موقعی ــوم میتوکن ــا ژن ــابق ب  ط
NC_011033.1: 336174-335993 نوکلئوتید  74) است، همچنین

درصد تطابق با بخشی از کرومـوزوم   96ابتداي همین قطعه داراي 
) NC_008397.2: 34148722-34148799(موقعیت:  چهارشماره 

نوکلئوتیدي نیـز مشـابه تـوالی ژنـوم میتوکنـدري       40است. قطعه 
: حضـور ژن  3( 3:1با نسبت  cry1Abکه ژن  است. با توجه به این

) Ghareyazie et al.1997رسد ( : عدم حضور آن) به ارث می1به 
ــد روي کرو  ــق آن بای ــاه تلفی ــته جایگ ــوزوم هس ــه   م ــد ن اي باش

 از دي.ان.اي kb131اسـت کـه حـدود    مشخص شده  میتوکندري.
عنـوان   اي بـرنج پراکنـده اسـت کـه بـه      هسـته  میتوکندري در ژنوم

 NUclear MiTochondrial(اي ( هـاي میتوکنـدریایی هسـته    توالی

sequences(NUMTs)( NUMTs( هاي شوند، پژوهش خوانده می 
دهد کـه انتقـال دي.ان.اي    آزمایشگاهی و بیوانفورماتیکی نشان می

هاي سیتوپلاسمی به هسته فرآیندي مـداوم اسـت و هنـوز     اندامک
). اغلـب   Huang et al.2004; Kleine et al.2009ادامـه دارد ( 

 Open( ندامک در نواحی کروماتینی بازهاي ا هاي پایدار توالی درج
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chromatin region(   افتـد،   که نواحی فعال ژنوم هستند اتفـاق مـی

که داراي بیان بـالا  هایی  است که جایگاه تلفیق تراژن مشاهده شده
و پایداري هستند نیز اغلب در نواحی غنی از ژن اسـت. بنـابراین   

است و قطعـه   نهکروموزوم شماره  221به احتمال زیاد منشا قطعه 
اي از یـک   پیوستهز ممکن است حاصل ترکیب قطعات غیر نی 181

هـاي    هاي مختلـف همـراه بـا بـازآرایی     کروموزوم و یا کروموزوم
توجـه بـه حضـور    گونه مشـاهدات بـا   متعدد باشد. البته تفسیر این

هـایی کـه    اي و بـازآرایی  هاي میتوکندریایی هستهتعداد زیاد توالی
دهد و همچنین آرایش فضایی کرومـاتین   ق رخ میطی فرآیند تلفی

هـاي دور از   درون هسته در لحظه تراریزش که ممکن است بخش
هـاي مختلـف در    هایی از کروموزوم هم یک کروموزوم و یا بخش

 )، مشـکل اسـت.  Morikawa et al.2002کنـار هـم قـرار گیرنـد (    
هـاي   عنوان مثال در یک لاین تراریخته گندم با مقایسـه سـیگنال   به

FISH  وfiber-FISH هاي متافاز در مرحله  مشاهده شد که سیگنال
اینترفاز به یکدیگر نزدیک و حتی گاهی بـه یـک سـیگنال تبـدیل     

). حضور تـوالی انـدامک درون   Abranches et al.2000شوند ( می
جایگاه تـراژن در برخـی گیاهـان تراریختـه تجـاري ماننـد ذرت       

نیز  SUNUPتراریخته واریته و خربزه درختی  Mon863تراریخته 
ــه   ــت. در ذرت تراریختـ ــده اسـ ــزارش شـ ــوالی  Mon863گـ تـ

جایگاه تراژن وجـود دارد   3´و  5´میتوکندریایی در هر دو انتهاي 
ها از قبل در محل تلفیق وجـود   و مشخص نشده که آیا این توالی

 Europeanکه حضور آن نتیجـه تراریـزش اسـت (    داشته و یا این

Food Safety Authority 2010.(   ــه ــی واریت ــزه درخت در خرب
SUNUP  جایگـاه تـراژن)    3توالی مجاور (مربوط بـه   ششنیز از

 اي مــورد حــاوي قطعــاتی از دي.ان.اي کلروپلاســت هســته  پــنج
)NUclear Plastid DNA (NUPTs)( ) بودندMing et al.2008 .(

هـاي   حضور توالی میتوکندري و کلروپلاست به ترتیـب در لایـن  
ــرنج ( تراری ــه بـ ــیس Takano et al.1997ختـ ) و آرابیدوپسـ

)Morikawa et al.2002  نیز گزارش شده است. بنابراین حضـور (
توالی اندامک درون جایگاه تـراژن یـک پدیـده معمـول اسـت و      

 Council ofکند ( هاي ایمنی زیستی ایجاد نمی مشکلی در ارزیابی

the European communities 2004.( 
هاي مختلف پلاسمید و سـه قطعـه    ه از قسمتقطع 17در مجموع 

هاي مجاور جداسازي شده مشاهده شد کـه   از ژنوم برنج در توالی
) و پـنج اتصـال بـین    T/Tاتصال بین دو قطعه از تراژن ( 10شامل 

هـاي   بررسی). شش) است (شکل T/Cدي.ان.اي میزبان و تراژن (
یگـاه  گیـري جا  اولیـه در شـکل   کاردهد که سـازو  زیادي نشان می

ــا    ــوژي ی ــه واســطه میکروهمول ــاي آزاد ب ــراژن اتصــال دو انته ت
،  )Illegitimate recombination (IR(هاي غیر معمـول (  نوترکیبی

 SDSA )synthesis-dependent strandویژه از طریق مسیر ترمیمی  به

annealing (  ) اسـتGorbunova and Levy 1999; Svitashev et 

al.2002جاور کاست ژنی هاي م ). در توالیcry1Ab اتصـال   ده، از
T/T ، اتصــال  پـنج مــورد و از  سـهT/C مــورد شــامل چهـار  ، نیــز

ــات   ــد و در محــل اتصــال قطع ــوژي بودن  148و  40میکروهمول
ــکل ــوایزومراز 6 (شـــ ــق توپـــ ــورد توافـــ ــوالی مـــ  II) تـــ

)5´-GTNWAYATTNATNNG-3´, Sander and Hsieh 1985 (
سـازي   جـدا  3´هـاي مجـاور    که توالی وجود دارد. با توجه به این

اي از تراژن و دي.ان.اي میزبـان   شده مخلوطی از قطعات ناپیوسته
رسد که این  به نظر می ،اند به هم متصل شده IRاست که از طریق 
 باشد. SDSAمسیر ترمیمی   نتیجه cry1Abقسمت از جایگاه 

 pChitIHygIIدر تولید بـرنج تراریختـه طـارم مـولایی پلاسـمید      
)، تحـت پیشـبر   hptهاي هیگرومایسین فسفوترانسـفراز (  حامل ژن

CaMV35S  و پایانبرtml     و ژن کیتیناز جو تحـت پیشـبر اکتـین و
بـه گیـاه منتقـل شـد.      pCIB4421، همزمان با پلاسمید nosپایانبر 
کاسـت ژنـی    5´نوکلئوتید در تـوالی مجـاور    80اي به طول  قطعه

cry1Ab  مطابق با توالی پایانبرtml   توانـد   است، این مشـاهده مـی
 هایی از این دو پلاسمید با یکدیگر باشد. بیانگر ترکیب قسمت

نشان داد که ایـن دو ژن بـا    hptو  cry1Abبررسی توارث دو ژن 
رسند و در نتیجه بـر روي یـک کرومـوزوم تلفیـق      هم به ارث می

و  pChitIHygII). دو پلاسمید Ghareyazie et al. 1997اند ( شده
pCIB4421  داراي حدودkb6/2 .توالی مشترك هستند 

از پلاسـمید   PEPCسیلین و پیشـبر   مقاومت به امپی   توالی بین ژن
pCIB4421 مشاهده شده است بـه طـور    5´حی مجاور که در نوا

در پلاســمید  tmlهــاي مجــاور پایــانبر    مشــابه تــوالی  کامــل
pChitIHygII .است 
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، Fermentasاز شرکت  M (ladder mix) گیاه غیر تراریخته، (N، (pCIB4421) پلاسمید P) گیاه تراریخته، (Splinkerette PCR ،)Tنتایج  -5شکل 

) مربوط به آغازگرهاي اختصاصی 20و  14، 11، 3هاي ( ) آغازگر ویژه سازگارساز، شمارهAPاعداد داخل پرانتز ترکیب آغازگرهاي مورد استفاده است: (
 ).1ل ها مطابق شک هستند (شماره

Figure 5- The results of Splinkerette-PCR. (T) transgenic plant, (P) pCIB4421 plasmid, (N) non transgenic plant, (M) ladder 
mix (Fermentas), Numbers. in parentheses indicate primers used in PCR. (AP) adaptor specific primer, numbers (3, 11, 14 and 
20) are gene specific primers (numbering. according to figure 1). 

نوکلئوتیدي کـه بعـد    720نشان داد که از  5´بررسی توالی مجاور 
دست نخورده بـاقی مانـده اسـت،     20آغازگر شماره  3´از انتهاي 

سـیلین و   مقاومت بـه امپـی     نوکلئوتید متعلق به ناحیه بین ژن 478
نوکلئوتیـدي نشـان داده    48) قطعـه  6شـکل  است ( PEPCپیشبر 

تنها داراي چهار  pCIB4421بر روي پلاسمید  شششده در شکل 
جفـت بـازي در    46است و قطعـه   478نوکلئوتید فاصله با قطعه 

مشابه بخشـی   به طور کامل pCIB4421بر روي پلاسمید  6شکل 
 جفت بازي است. 478از توالی قطعه 

 42و  478نه تفسیر کرد که بین قطعات گو توان این این نتایج را می
یـک شکسـت رخ داده و دي.ان.اي    pCIB4421بر روي پلاسمید 

اي حاصل از تجزیه انتهایی به توالی همولوگـوس خـود    تک رشته
جـام  متصل شده و تـرمیم شکسـتگی ان   pChitIHygIIدر پلاسمید 

مربوط بـه   45و  42قطعات  شده است. بر این اساس احتمال دارد

عنـوان فیلـر دي.ان.ا در محـل     د که بـه باشن pChitHygIIید پلاسم
انــد. البتــه تفســیر و درك بهتــر رخــدادهاي  شکســتگی درج شــده

پـذیر   مشاهده شده تنها پس از توالی یـابی کامـل جایگـاه امکـان    
تلفیـق تـراژن را در    ) ساز و کـار Ghareyazie 1996خواهد بود. (

زمان دو پلاسمید  ش همچهار لاین تراریخته برنج حاصل از تراریز
pTRA132  وpCaI1GC      مورد بررسـی قـرار داد و بـا اسـتفاده از

یابی نشـان داد کـه دو    هاي سادرن بلات، پی.سی.آر و توالی تجزیه
شوند. بررسی جایگـاه   پلاسمید قبل از تلفیق با یکدیگر ترکیب می

تراژن در یک لاین تراریخته یولاف حاصل از تراریـزش همزمـان   
ید نیز نشان داد کـه دو پلاسـمید در یـک مکـان تلفیـق      دو پلاسم

ي  کلـی تعـداد نسـخه   طور). بهMakarevitch et al.2003اند ( شده
هاي مربـوط بـه    و بازآرایی ) Intactness( تراژن، دست نخوردگی

هـا نسـبت بـه هـم از مهمتـرین       گیـري آن  ها و چگونگی جهت آن
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وانند سـطح بیـان و   ت هاي ساختار جایگاه تراژن هستند که می جنبه

 Pecinka et al.2005; Yang( ثیر قرار دهندیداري آن را تحت تأپا

et al.2005; Kohli et al.2006 .( 
برنج تراریخته طارم مولایی در تجزیه سادرن بلات الگـوي تلفیـق   

بــود  cry1Abنســخه از ژن ســه اي را نشــان داد کــه شــامل  ســاده
)Ghareyazie et al.1997در طی بیش از  لاي تراژن). حفظ بیان با

. نتیجه ساختار ساده جایگاه آن باشـد  در نسل نیز احتمال دارد 10
دهـد کـه    هاي مجاور این جایگاه نشان می بررسی بخشی از توالی

هاي میتوکنـدریایی   داراي خصوصیات مشترکی مانند حضور توالی
هاي تراژن در برخی گیاهـان تراریختـه تجـاري     اي با جایگاه هسته
محافظـت   واند تایید کننده حضور یک ساز و کارت و این میاست 

اي بیگانه درون ژنـوم  شده در سلول گیاه براي تلفیق پایدار دي.ان.

ها و مسیرهاي درگیر در کاربیشتر این سازو درك باشد. بدون شک
 ـ .ان.اي بیگانه میتلفیق دي د تـا پیچیـدگی سـاختار    تواند کمک کن
اختار محـل و س ـ  بـر نقـش اثرهـاي    ا بتوان کنترل کرد وجایگاه ر

بهتـرین   .)Huang et al.2004شـد (  جایگاه بر پایداري بیان چیـره 
، مقایسـه سـاختار و   کارها و اثرهـا ي شناسایی این سـازو روش برا

هاي تراژن در گیاهان مختلف داراي بیان بالا و  محل تلفیق جایگاه
ر گیاهانی هاي تراژن د هاي پیشرفته با جایگاه پایدار تراژن در نسل

اند، اسـت و   هاي اولیه از دست داده که بیان مطلوب ژن را در نسل
تواند منبع ارزشمندي  در این راستا برنج تراریخته طارم مولایی می

تر عوامل پایـداراي بیـان تـراژن     براي پژوهش در زمینه درك دقیق
 باشد. 

 
، رنگ بنفش مربوط به ناحیه بین pCIB4421) ساختار خطی پلاسمید cry1Ab) ،Aنی کاست ژ 5´و 3´هاي مجاور  تصویر شماتیک ساختار توالی -6شکل 

، شامل نسخه cry1Ab) ساختار جایگاه Bاست. ( 1ها مطابق شکل  دهنده آغازگرها هستند و شماره آن ها نشان است. پیکان PEPCسیلین و پیشبر  امپیژن 
هاي مشابه  هاي مشابه با پلاسمید با رنگ ایزوله شده است. قست Splinkerette PCRقسمت به روش  ، این5') توالی مجاور Cهاي مجاور آن. ( کامل و توالی

و ژنوم برنج همولوژي نداشته  pCIB4421 ،pChitIHygIIدهد که با پلاسمیدهاي  هاي خاکستري بخشی از توالی را نشان می اند و قسمت نشان داده شده
دهنده جهت درج توالی (مستقیم یا  ها نشان هاي رسم شده در داخل مستطیل  است. پیکان pChitIHygIIمید نوکلئوتیدي بخشی از پلاس 80است. قطعه 

ایزوله شده  TAIL-PCR، این قسمت به روش 3') ساختار توالی مجاور Dمعکوس) و اعداد زیر هر مستطیل بیانگر تعداد نوکلئوتیدهاي آن قطعه است. (
 است. Cها مانند شکل  گذاري نوم برنج است، سایر علامتدهنده توالی ژ است. رنگ آبی نشان

Figure 6- Schematic of the structure of 3´ and 5´ flanking sequences of cry1Ab locus. (A) Linear map of pCIB4421 plasmid, 
the violet color indicates region between ampR and PEPC, arrows represent primers (numbering. according to figure 1). (B) 
Structure of cry1Ab locus includes intact copy and its flanking regions. (C) 5´flanking sequence, this section is isolated by 
splinkerette PCR; parts which are similar to plasmid are shown with same colors. The gray boxes indicated unknown 
sequence. 80 nucleotides fragment is a part of pChitIHygII plasmid. Arrows inside the boxes indicate orientation of transgene 
insertion. Numbers below each box indicate the numbers of nucleotides that fragment. (D) 3´flanking sequence, this section is 
isolated by TAIL-PCR, the blue color represents genomic DNA of rice, and other marks are similar to figure c. 
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ه ، اعداد داخل پرانتز شمارpCIB4421) پلاسمید P) دي.ان.اي ژنومی هضم نشده، (N.D) دي.ان.اي ژنومی هضم شده، (I-PCR) ،Dنتایج  -7شکل 

 .cry1Abکاست ژنی  5´) تکثیر توالی مجاور II، (cry1Abکاست ژنی  3´) تکثیر توالی مجاور Iاست. ( 1آغازگرهاي مورد استفاده و مطابق با شکل 
Figure 7- The results of I-PCR. (D) digested genomic DNA, (N.D) undigested genomic DNA, (P) pCIB4421 plasmid, 
Numbers in parentheses indicate the primers used in PCR. Primers are numbered according to figure 1. (I) amplification of 3´ 
flanking sequences of cry1Ab cassette, (II) amplification of 5´ flanking sequences of cry1Ab cassette. 
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