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با استفاده از  زمينيگياه سيب pat1پيشبر  و بررسي بيان موقت سازيهمسانه

  سيستم اگرواينفيلتريشن

  

 
  3تباركاظمي. ك. سو   2رهنما .ح، 1احمدي .ن

  

  

  

  

  

 چكيده

به منظور  .شوندها محسوب ميپيشبرها يكي از عناصر كليدي مهندسي ژنتيك براي هدفمندي بيان ژن     

ين پاتات. است  Patatinترين پيشبر مورد استفاده پيشبرزميني عموميهاي سيبغده ژن در بيان اختصاصي

بيش  هااين پروتئين. دنشوميرمزسازي ژني كه به وسيله يك خانواده چند هستند هااز گليكوپروتئين يروهگ

به طور عمده  Iكلاس پيشبرهاي . دندهزميني را به خود اختصاص ميدر غده سيب محلولهاي پروتئين %40از 

در بخش بافت  شته وغده دا براي الگوي بيان اختصاصيو بنابراين  بودههاي غده پاتاتينبيان مسئول 

 زمينيسيب اختصاصي غده پيشبرسازي هدف از اين تحقيق همسانه .دنمقدار زياد وجود دار به آنپارانشيمي 

  ژنومي از گياه  DNAپس از استخراج  .باشدو بررسي بيان اختصاصي آن مي ))I )pat1پاتاتين كلاس (

قطعه مورد نظر با دو آنزيم . سازي شدبا استفاده از پرايمرهاي اختصاصي همسانه Pat1پيشبر  ي،زمينسيب

 pBI121در ناقل دوگانه  CaMV35Sجايگزين پيشبر دايمي  و شدهسازي جدا و خالص HindIII و BamHIبرشي 

منتقل  LBA4404سويه  Agrobacterium tumefaciensوش شوك حرارتي به پلاسميد نوتركيب به ر. گرديد

زميني مورد بررسي هاي گياه سيبدر بافت gusبا استفاده از روش اگرواينفيلتريشن بيان اختصاصي ژن . گرديد

اعث نيز با كارايي بالايي ب PatI، پيشبر CaMV35Sنتايج حاصل نشان داد كه در مقايسه با پيشبر . قرار گرفت

  . شودها ميدر غده gusبيان ژن 

  

  سازي، همسانهpatatinاگرواينفيلتريشن، بيان موقت، پيشبر : كليدي واژه هاي

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري و دانشيارجوي كارشناسي ارشد دانش -3و  1

  پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايراناستاديار   -2

12/11/90: تاريخ پذيرش         15/8/90: تاريخ دريافت   

 دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري
 پژوهشنامه اصلاح گياهان زراعي
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 مقدمه

پيشبرها يكي از عناصر كليدي در بيان      

  محسوب در مهندسي ژنتيك  هاهدفمند ژن

در بالادست  اين عناصر كه بلافاصله. شوندمي

كوتاه نوكلئوتيدي  هايليتوا ها قرار دارند،ژن

پليمراز بعنوان  RNAهستند كه بوسيله آنزيم 

شناسايي و به آن  DNAنقطه شروع رونويسي 

براساس بطور كلي پيشبرها  .شوندمتصل مي

 :شوندبندي ميبه چند دسته طبقهفعاليتشان 

پيشبرهايي كه فعاليت  :1پيشبرهاي ساختاري) 1

ي نبوده و آنها وابسته به محيط يا مرحله نمو

ها در همه بافت معمولاهاي تحت كنترل آنها ژن

ويروس   CaMV35Sپيشبر . شوندمي بيان

  اي از اين پيشبرها نمونه موزائيك گل كلم 

بطور گسترده براي دستيابي به  باشد كهمي

و  12(روند بكار مي هاژنح بالايي از بيان وسط

اين پيشبرها : 2پيشبرهاي ويژه بافتي) 2 ).28

بيان ژن را در بافت يا مرحله خاص نموي كنترل 

گيري توليد اين پيشبرها براي هدف. كنندمي

 معين مثل هايا يا بافتهمواد نوتركيب در اندام

پيشبرهاي . هستند مدآها بسيار كارها يا ميوهدانه

  مختلفي براي هدف قرار دادن بيان 

ار هاي ويژه گياه بكبيگانه در اندام هايبيومولكول

زميني پيشبر پاتاتين ويژه غده سيب. اندرفته

مانند  )18(هايي براي بيان هدفمند مولكول

CTB 3، LTB4 ،HBsAg5، موتان يا 6دكستران ،

 زميني استفاده هاي سيبدر غده 7الترنانسوكراز

 

 ).37و  32، 25 ،22 ،21، 20 ،14( ندادهش

هايي هستند كه براي ها هم از جمله بافتميوه

ها و ساير مواد نوتركيب مورد هدف ژنيان آنتيب

پيشبر . كه به پردازش كمتري نياز دارند هستند،

E8 ژنهاي فرنگي براي بيان آنتيويژه ميوه گوجه

و  31، 19، 5(شود مختلف در ميوه استفاده مي

را  ژنبيان  8پيشبرها مانند اركلينبرخي از). 36

يشبرهاي پ ).24( كنندها محدود ميفقط در دانه

ويژه كلروپلاست هم براي بيان پروتئين خارجي 

از . گيرندها مورد استفاده قرار ميدر كلروپلاست

ريبوزومي  RNAپيشبر اين جمله مي توان به 

16S )Prrn ( يا پيشبر ژنpsbA  اشاره نمود كه

. رودمعمولا براي تراريختي كلروپلاست بكار مي

راي همچنين ب) ويژه برگ( rbcSپيشبر ژن 

يا   E1 9توليد واكسن زيرواحد آبله، اندوگلوكاناز

 شده استهاي گياه استفاده در برگ 10اكسيلاناز

 سيستم) 40(و همكاران  واكاسا). 16و  10، 4(

هاي ويژه كالوس را براي توليد مولكول پيشبري

 )3 .خارجي در گياهان تراريخته توصيف كردند

دو گروه  اين پيشبرها در: 11پيشبرهاي القاپذير

پيشبرهاي تنظيمي ) 1: شوندبندي ميطبقه

شيميايي كه توسط تركيبات شيميايي مثل 

استروئيدها و غيره تنظيم الكل، تتراسايكلين، 

پيشبر تنظيمي فيزيكي كه ) 2و  شوندمي

شان بستگي به عوامل محيطي مانند فعاليت

اما . خشكي، تنش نمكي، دما، نور و غيره دارند

 ر شيميايي، القاپذيري و ويژگي سيستم القاپذي

 1- Constitutive promoters                         2- Tissue-specific promoters                        3- Cholera toxin B       
4- Heat labile enterotoxin B                     5- Hepatitis B surface antigen                      6- Dextran                                   
7- Alternansucrase                                    8- Arcelin                                                     9- E1-endoglucanas                    
10- Xylanase                                             11- Inducible promoters 
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حتي  .كندبالاتري را براي بيان ژن ايجاد مي

. ها وجود داردكنندهخاموشي در غياب القا

القاپذير شيميايي در تركيب با عوامل  هايپيشبر

ن را براي ژرونويسي حساس شيميايي بيان ترا

 اندام خاص، بافت و يا هر نوع سلول محدود 

كه از پيشبر تم كنترلي در سيس ).42( كندمي

القاكننده بايد  عامل ،كننداستفاده مي القاپذير

 براي بالااختصاصي بودن خصوصياتي مثل 

 بودن پيشبر، واكنش سريع به القاء، غيرسمي

براي گياه و كاربرد آسان داشته و نبايد در گياه 

: 1پيشبرهاي مصنوعي) 4.حضور دايم داشته باشد

 TATAشامل جعبه  اي از عناصر حداقلمجموعه

در جايگاه ) IIپليمراز  RNAضروري براي (

 CCAATشروع رونويسي و توالي حفظ شده 

. از استبراي پيشبر يوكاريوت فعال مورد ني

بوسيله تركيبي از عناصر  پيشبرهاي مصنوعي

ها، ند كه شامل تقويت كنندهاهسيس ساخته شد

ها بالادست قسمت مركز ها و بازداندهفعال كننده

  .)34و  11(باشند پيشبر مي

 )Solanum tuberosum( زمينيهاي سيبغده   

ساقه زيرزميني هستند كه تحت تمايز 

شوند مورفولوژيكي با انبساط شعاعي ايجاد مي

يند تمايز با آفر ياي القاتحت شرايط مزرعه ).2(

شرايط محيطي مثل دوره نوري، دما و منبع 

يند آفر). 7(شود نيتروژني كنترل مي

سازي با تغييرات بيوشيميايي مورفولوژيكي غده

ست، مهمترين آن تجمع متفاوتي همراه ا

 ،ترين ژن ويژه غدهشناخته شده .نشاسته است

اي از پاتاتين خانواده. پاتاتين است

است كه ) كيلودالتوني 40(ها نئيگليكوپروت

اي شناخته ذخيره پروتئينعلاوه بر اينكه بعنوان 

ليت ليپيد آسيل هيدرولازي و فعا ،مي شود

از % 40بيش از ). 15و  1(ترانسفرازي هم دارند 

زميني هاي محلول در غده سيبنئيكل پروت

ها در واكوئل نئياين پروت). 29(باشد پاتاتين مي

در  ).38( باشدو گليكوزيله مي اندذخيره شده

 پاتاتين بوسيله S. tuberosum  سازغدهم ارقا

عضو در هر ژنوم  10-18ژني با  چندخانواده  يك

 احيه رمزكنندهـن. شوديـم   د رمزگذاريئيهاپلو

در  -87ن و ناحيه پيشبر بالاي موقعيت ئيپروت

). 39و  27(ي بالايي دارند ژها همولوهمه ژن

و ) Iكلاس ( عدم حضورها براساس اين ژن

وارد شده در  bp 22قطعه ) IIكلاس (حضور 

UTR 5َ  به دو كلاسI  وII در . شوندتقسيم مي

هاي بسيار حفاظت كه اين دو كلاس از ژنحالي

بسيار  5'شده هستند در بخش توالي مجاور 

 Iهاي كلاس ژن). 30و  27(باشند متفاوت مي

  و با ) 29(د ـــشونيـم  يانـده بــمدتاً در غـع

 29، 18(شوند هاي متابوليكي تنظيم ميسيگنال

هاي فتدر اوايل مرحله نمو غده در با). 41و 

هم در پارانشيم و  ،آوندي و در مراحل انتهاي نمو

). 26و  18(بافت آوندي بيان بالايي دارند  در هم

است ولي در  زمينيسيب اين كلاس ويژه غده

در حاليكه  .شوندها بوسيله سوكروز القا ميبرگ

   هاي اپيدرمي بساكدر ريشه و سلول

و  23(وجود دارد  IIپاتاتين كلاس  زمينيسيب

با سوكروز القا  II، كلاس  Iبر خلاف كلاس  ).26

فقط به بافت آبكش وابسته  IIكلاس . شودنمي
1- Artificial promoters 
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بوده و فعاليت ويژه در ساقه و دمبرگ دارد و 

 .در نوك ريشه مشاهد شده است IIبيان كلاس 

در آناليز فيزيكي و ژنتيكي نقشه نشان داده شد 

انتهاي بازوي بلند كه ژن پاتاتين نزديك به 

زميني و هم در هم در سيب VIIIكروموزوم 

در اين جايگاه اين  ).9(فرنگي وجود دارد گوجه

زميني و نسخه در سيب 15تا  10ها تقريباً ژن

جايگاه  .فرنگي دارندنسخه در گوجه 3تقريباً 

در گوجه فقط  VIIIپاتاتين روي كروموزوم 

  است ولي در  IIهاي كلاس حاوي ژن

باشد جالب توجه است مي Iزميني كلاس يبس

 Iپيشبر پاتاتين كلاس  DNAكه توالي همولوگ 

زميني و هم در ژنوم سيب IIIدر وسط كروموزوم 

  ).8(هم ژنوم گوجه فرنگي وجود دارد 

سازي پيشبر هدف از اين تحقيق همسانه     

 I، پاتاتين كلاس زمينيسيب اختصاصي غده

)pat1 (تصاصي آن با استفاده از و بررسي بيان اخ

  .باشدسيستم اگرواينفيلتريشن مي

  

 مواد و روشها

 Pat1جداسازي پيشبر 

 زمينيدر اين تحقيق از گياه سيب     

)Solanum tuberosum L. ( متعلق رقم مارفونا

 بذور. استفاده گرديد Solanaceaeبه خانواده 

هاي اين گياه پس از شستشو در گلدان ايغده

هاي برگ .در گلخانه كشت گرديدپلاستيكي 

برگي براي استخراج  8- 10 گياه در مرحله جوان

DNA  مورد استفاده ) 6(ژنومي به روش دلاپورتا

بعنوان الگو استخراج شده  DNAاز  .قرار گرفت

بوسيله واكنش  Pat1جداسازي پيشبر  جهت

با استفاده از و  )PCR( زنجيري پليمراز

  از دماي .دآغازگرهاي اختصاصي استفاده ش
°C 94 4اوليه به مدت  سازيبراي واسرشت 

 PCRچرخه براي  35 .دقيقه استفاده گرديد

سازي واسرشت: بدين صورت در نظر گرفته شد

اتصال يك دقيقه در  ،C 94°يك دقيقه در دماي 

  و بسط يك دقيقه در دماي C 60°دماي 
°C 72، دقيقه اضافه براي بسط  4 در پايان

 توالي آغازگر .ظر گرفته شددر ن C 72°نهايي در 

 ´cggaagcttgagtctagaaatcataatgtt-3-´5پيشرو

  يشتـــــرگـــر بــــازگـــــــي آغـوالــــت و
cgcggatccttttgttggtgctttgagcatataac-3 5´- 

توالي ژني موجود در اساس رب آغازگرها اين .بود

و با استفاده  A08215.1با شماره  NCBIسايت 

  .طراحي گرديد Oligo اراز نرم افز
  

  Pat1 سازي پيشبرهمسانه

 Pat1پيشبر  سازيهمسانه كثير وبه منظور ت     

، ابتدا محصول pBI121 در ناقل دوگانه نهايي

PCR  مستقيماً در ناقلT/A )ناقل pTZ57R/T (

)InsTAcloneTM PCR Cloning Kit#K1214, 

Fermentas (انتقال پلاسميد به  .گرديد كلون

با استفاده از  E. coliهاي مستعد باكتري سلول

هاي تراريخت سلول. شوك حرارتي انجام گرفت

مايع  LBحاوي پلاسميدهاي نوتركيب در محيط 

سيلين بيوتيك آمپيآنتيو محيط انتخابي حاوي 

جهت استخراج پلاسميد به روش  انتخاب و

Miniprep  35( مورد استفاده قرار گرفتند(. 

   ازهــژن در سور ـــضـد حـائيــس از تـــــپ
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هضم آنزيمي با سازي با استفاده از همسانه

پيشبر مورد نظر  ،HindIIIو  BamHIهاي آنزيم

با استفاده از كيت جدا شده و ژل آگارز از روي 

 .تخليص گرديد) .DNA )Roch Coسازي خالص

به منظور تاييد صحت توالي قطعه مربوط به 

پيشبر، پلاسميدهاي نوتركيب پس از استخراج 

يابي قطعه ورودي، به شركت راي تواليب

Millegene از پرايمرهاي . فرستاده شدند

. يابي استفاده گرديدبراي توالي M13عمومي 

نوكلئوتيدي  Blastيابي در برنامه نتيجه توالي

قسمتي از  4شكل . مورد جستجو قرار گرفت

  .دهدنوكلئوتيدي را نشان مي Blastنتيجه 

در  Pat1پيشبر كردن به منظور كلون     

هاي ابتدا با استفاده از آنزيم ،pBI121پلاسميد 

از  CaMV35Sپيشبر  HindIIIو  BamHIبرشي 

شده و پلاسميد خطي  خارج pBI121پلاسميد 

  با استفاده از كيت  CaMV35Sفاقد پيشبر 

  

جهت انجام واكنش اتصال  DNAسازي خالص

جدا  Pat1در مرحله بعد، پيشبر . آماده گرديد

به ليگاز  DNA T4توسط آنزيم  با روش فوق شده

. الحاق شدخطي شده  pBI121پلاسميد 

با استفاده از  E.coliهاي تراريختي سلول

شيميايي  -پلاسميد نوتركيب به روش فيزيكي

هاي تراريخت باكتريايي كلون. )35( انجام گرديد

بيوتيك در محيط انتخابي حاوي آنتي

هت تاييد الحاق ج. كانامايسين انتخاب گرديدند

با  PCRآزمونهاي  pBI121 پيشبر در پلاسميد 

و هضم آنزيمي  pat1آغازگرهاي اختصاصي 

  HindIIIو BamHIهاي برشي توسط آنزيم

 سازه نوتركيب ،پس از تاييد نهايي .انجام گرديد

نامگذاري شد  pBI-Pat1-GUS حاصل كه

ل اين پلاسميد به باكتري انتقا، )1شكل (

Agrobacterium tumefacience  گرفتانجام .  

  

  

  

  
  .pBI-Pat1-GUS سازه نوتركيب - 1شكل 

  

  باكتري LBA4404هاي مستعد سويه سلول     

A. tumefaciens 1به روش ذوب و انجماد 

و در محيط كشت جامد  )35( تراريخت گرديدند

  و ريفامپسين ) mg/l 50(حاوي كانامايسين 

1- Freeze-Thaw 
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)75 mg/l ( در دماي°C 28   روز  3تا  2به مدت

تاييد تراريختي  .اهر شدندظها كلني

با  PCRاگروباكتريوم با استفاده از آزمونهاي 

از  .انجام گرديد pat1آغازگرهاي اختصاصي 

به عنوان  pBI121اگروباكتريوم حاوي پلاسميد 

  .كنترل در تراريختي استفاده شد

  در گياهان  gusژن بيان موقت بررسي 

 زمينيسيب

كرد سازه منظور بررسي و ارزيابي عملبه     

pBI-Pat1-GUS  ژن بيان در گياهان و بررسي

كه آنزيم بتاگلوكورونيداز را ( gusباكتريايي 

و  pat1 هايتحت پيشبر )كندمي رمزسازي

CaMV35S آزمايش بيان  زميني،در غده سيب

 بدين منظور ابتدا. موقت طراحي و اجرا گرديد

  پلاسميد نوتركيب حاوي هاياگروباكتريوم

pBI-Pat1-GUS يا pBI121 ليترميلي 5 در 

 گرم در ليترميلي 50مايع حاوي  LBمحيط 

ريفامپسين  گرم در ليترميلي 75 كانامايسين و

 روي شيكر  C 28°در دماي به صورت شبانه 

ليتر از اين ميلي 2صبح روز بعد . دكشت شدن

مايع حاوي  LBمحيط  ليترميلي 50كشت به 

گرم ميلي 75 ن وكانامايسي گرم در ليترميلي 50

و مجددا در همان  ريفامپسين افزوده شددر ليتر 

پس از رسيدن  .شرايط رشد ذكر شده قرار گرفت

OD600 ه هاي برش يافته غدنمونه ،5/0 حدود به

به سوسپانسيون باكتري اضافه شد و زميني سيب

دقيقه قرار  15خلاء به مدت تحت در دسيكاتور 

د ، وروبا حذف سريع سيستم خلا .گرفتند

ها نمونه .ديگردها تسهيل باكتري به داخل غده

منتقل شدند و  حاوي كاغذ صافي هايپتري به

بعد از  .روز در تاريكي قرار گرفتند 3به مدت 

 gusايي ژن يپايان اين مدت آزمايش هيستوشيم

امكان سنجش بيان ژن را  X-Glucبا استفاده از 

م ه فراهدبه طور اختصاصي در سلول و بافت غ

  هاي حاوي محلول ها در لولهنمونه .آورد

 ساعت در دماي 8- 36براي  X-Glucآميزي رنگ
°C 37  70و سپس در الكل گرفته قرار داده% 

  .)17( گرديدندشستشو 

  

 نتايج و بحث

بيان موقت ژن يك روش سريع، قابل انعطاف      

. بيان ژن است تكرار پذير براي بررسي سطحو 

هاي نوتركيب ز سويهتوان ادر گياهان مي

هايي كه در اگروباكتريوم براي بيان موقت ژن

اند پلاسميد باكتريايي وارد شده T-DNAناحيه 

هاي بيان موقت ژن نسبت سيستم. استفاده كرد

بيان  مزاياي فراواني براي ارزيابيبه بيان دايمي 

توان به عدم نياز از جمله اين مزايا مي. دارد هاژن

هاي تراريخته و كاهش ه از سلولبه باززايي گيا

از  .شاره نمودزمان رسيدن به نتيجه بيان ژن ا

طرف ديگر استفاده از سيستم بيان موقت ابزاري 

سريع و كارا براي بررسي فعاليت پيشبرها در 

  .گياهان است

 جفت بازي  970 قطعهدر اين تحقيق      

با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي  Pat1پيشبر 

زميني كلون گرديد از ژنوم سيب PCRش با روو 

با  T/Aپلاسميد  الحاق پيشبر در). 2شكل (

همچنين با استفاده از . ثابت شد PCR استفاده از
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واكنش هضم آنزيمي پلاسميد نوتركيب توسط 

خروج و  HindIIIو BamHIهاي برشي آنزيم

   ،بازيجفت 970با اندازه  DNAقطعات 

 قرار گرفت دتائي موردسازي پيشبر همسانه

تعيين توالي و مقايسه پيشبر  ).3شكل (

نشان  NCBIسازي با توالي موجود در همسانه

با  درصدي 99تطابق  داد كه پيشبر جدا شده

  ). 4 شكل( نظر داردهاي مورد توالي

  

  

  

  

  

  

 

  

  

به منظور  Pat1 يشبرو پ pTZ57R/Tهاي حاصل از واكنش اتصال ناقل پلاسميدهاي استخراج شده از كلني PCR - 2شكل 

و  pat1حاوي پيشبر  PCR محصول )1Kbp، 7 -2 خط كش مولكولي )bp970 ،1 و مشاهده باند  Pat1بررسي ورود پيشبر 

  .آب PCRواكنش ) bp970، 8 مشاهده طول باند 

 
  

 
 
 
  

  

 
 
 
  

  

 به Pat1و پيشبر  pTZ57R/Tهاي حاصل از واكنش اتصال ناقل آنزيمي پلاسميدهاي استخراج شده از كلنيهضم  -3شكل 

هضم ) 6و  5، 4قطعه هضم نشده )  3 و bp، 1 ،2 970و مشاهده باند  BamHIو  HindIIIمنظور بررسي ورود پيشبر با 

  .1Kbp خط كش مولكولي)  bp970، 7 و مشاهده طول باند HindIII و  BamHI هايآنزيمي با استفاده از آنزيم

  

  

  

1        2        3     4     5        6       7 

 970 bp 

 2000 bp 

1          2         3            4            6         5     7           8     

 970 bp 
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gb|GU168944.1|  Solanum tuberosum class I patatin gene, promoter region and partial  
cds 
Length=1060 
Score = 1742 bits (943),  Expect = 0.0 
 Identities = 957/966 (99%), Gaps = 3/966 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  56    AATGTTGAATCTAGAAAAATCTCATGCAGTGTAAAATAAACCTCAAAAAAGACGTTCAGT  115 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1     AATGTTGAATCTAGAAAAATCTCATGCAGTGTAAAATAAACCTCAAAAAAGACGTTCAGT  60 
Query  116   CCATAGAGGGGGTGTATGTGACACCCCAACCTCAGCAAAAGAAAACCTCCCCTCAACAAG  175 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61    CCATAGAGGGGGTGTATGTGACACCCCAACCTCAGCAAAAGAAAACCTCCCCTCAACAAG  120 
Query  176   GACATTTGCGGTGCTAAACAATTTCAAGTCTCATCACACATATATTTATTATATAATACT  235 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121   GACATTTGCGGTGCTAAACAATTTCAAGTCTCATCACACATATATTTATTATATAATACT  180 
Query  236   AATAAAGAATAGAAAAAGGAAAGGTAAACATCATTAGATCGTCTTTGTATATTTTTAGTG  295 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181   AATAAAGAATAGAAAAAGGAAAGGTAAACATCATTAGATCGTCTTTGTATATTTTTAGTG  240 
Query  296   ACACACGTTTAGTGACAACTGATTGACGAAATCTTTTTCGTCACACAAAATTTTTAGTGA  355 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241   ACACACGTTTAGTGACAACTGATTGACGAAATCTTTTTCGTCACACAAAATTTTTAGTGA  300 
Query  356   CGAAACATGATTTATAGATGATGAAATTATTTGTTCCTCATAATCTAATTTGTTGTAGTG  415 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301   CGAAACATGATTTATAGATGATGAAATTATTTGTTCCTCATAATCTAATTTGTTGTAGTG  360 
Query  416   ATCATTACTCCTTTGTTTGTTTTATTTGTCATGTTAGTCCATTaaaaaaaaaTATCTCTC  475 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361   ATCATTACTCCTTTGTTTGTTTTATTTGTCATGTTAGTCCATTAAAAAAAAATATCTCTC  420 
Query  476   TTCTTATGTACGTGAATGGTTGGAACGGATCTATTATATAATACTAATAAAGAATAGAAA  535 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421   TTCTTATGTACGTGAATGGTTGGAACGGATCTATTATATAATACTAATAAAGAATAGAAA  480 
Query  536   AAGGAAAGTGAGTGAGGTTCGAGGGAGAGAATCTGTTTAATATCAGAGTCGATCATGTGT  595 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481   AAGGAAAGTGAGTGAGGTTCGAGGGAGAGAATCTGTTTAATATCAGAGTCGATCATGTGT  540 
Query  596   CAATTTTATCGATATGACCCTAACTTCAACTGAGTTTAACCAATTCCGATAAGGCGAGAA  655 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541   CAATTTTATCGATATGACCCTAACTTCAACTGAGTTTAACCAATTCCGATAAGGCGAGAA  600 
Query  656   ATATCATAGTATTGAGTCTAGAAAAATCTCATGTAGTGTGGGGTAAACCTCAGTAAGGAC  715 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  601   ATATCATAGTATTGAGTCTAGAAAAATCTCATGTAGTGTGGGGTAAACCTCAGTAAGGAC  660 
Query  716   GTTGAGTCCATAGAGGGGGGTGTATGTGACACCCCAACCTCAGCAAAAGAAAACCTCCCC  775 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  661   GTTGAGTCCATAGAGGGGGGTGTATGTGACACCCCAACCTCAGCAAAAGAAAACCTCCCC  720 
Query  776   TCAAGANN-ACATTTGCGGTGCTAAACAATTTCAAGTCTCATCACACatatatatattat  834 
             ||||||   ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  721   TCAAGAAGGACATTTGCGGTGCTAAACAATTTCAAGTCTCATCACACATATATATATTAT  780 
Query  835   ataatactaataaataataGaaaaaanGAAAGGTAAACATCACTAACGACAGTTGCGGTG  894 
             |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  781   ATAATACTAATAAATAATAGAAAAAAGGAAAGGTAAACATCACTAACGACAGTTGCGGTG  840 
 
Query  895   CAAACTGAGTGAGATAATAAACATCACTAATAGACATCACTAACTTTTATTGGNN-TGTC  953 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||   |||| 
Sbjct  841   CAAACTGAGTGAGATAATAAACATCACTAATAGACATCACTAACTTTTATTGGTTATGTC  900 
Query  954   AAANTCAAAATAAAATTTCTCA-CTTGTTTACGTGCCTATATATACCATGCTTGTTATAT  1012 
             ||| |||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  901   AAACTCAAAATAAAATTTCTCAACTTGTTTACGTGCCTATATATACCATGCTTGTTATAT  960 
Query  1013  GCTCAA  1018 
             |||||| 
Sbjct  961   GCTCAA  966 

مربوط به ) Query(، توالي رديف اول Pat1يابي شده  نوكلئوتيدي قطعه توالي Blastقسمتي از نتيجه  - 4شكل   

  .است A08215.1است و توالي دوم مربوط به توالي شماره دسترسي  Pat1نتيجه حاصل از تعيين توالي قطعه 
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با پيشبر دايمي  Pat1جايگزيني پيشبر 

CaMV35S  در ناقل دوگانهpBI121  و ساخت

با ) 1 شكل( pBI-PatI-GUSسازه نوتركيب 

ها اين آزمون( هاي مختلف  آزمون استفاده از

، Pat1با پرايمر اختصاصي پيشبر  PCR: شامل

مورد .) باشدو اگرواينفيلتريشن مي هضم آنزيمي

سازه نوتركيب  PCRنتايج . ائيد قرار گرفتت

جفت بازي  970دهنده تكثير قطعه نشان جديد

و  pat1با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي 

هاي همچنين هضم آنزيمي آن توسط آنزيم

را  Pat1حضور پيشبر  HindIIIو BamHIبرشي 

  در سازه نوتركيب gusدر بالادست ژن 

pBI-PatI-GUS  5 شكل(به اثبات رساند.(  

  

  

  

  

  

  

  

  
 

هضم ) 3و  1Kbp ،2 كش مولكوليخط) E.coli، 1 استخراج شده از pBI-Pat-GUS الكتروفورز هضم آنزيمي - 5 شكل

  .bp970 و مشاهده طول باند  HindIIIو  BamH1 با آنزيمي

  

هاي مستعد سويه تراريختي سلول     

LBA4404 با  باكتري اگروباكتريوم تومفسينس

با استفاده از  pBI-PatI-GUS  سازه نوتركيب

هاي كلني .شيميايي انجام گرديد -روش فيزيكي

باكتريايي حاوي سازه نوتركيب با استفاده از 

 Pat1صاصي پيشبر تو آغازگرهاي اخ PCRروش 

 دادنشان  PCRالكتروفورز محصول . تائيد شدند

جفت بازي تكثير  970كه مطابق انتظار قطعه 

   ).6شكل (ه است يافت

ايج حاصل از آزمايش بيان موقت پيشبر در نت    

  محلول رنگ آميزي زميني درغده سيب

X-Gluc  پيشبر نشان داد كهPat1  همانند

  در  gusباعث بيان ژن  CaMV35Sپيشبر 

اين امر ضمن . هاي سيب زميني شده استغده

  را نشان Pat1اينكه كارايي و فعاليت پيشبر 

فيلتريشن دهد حاكي از موفقيت روش اگرواينمي

 رنگ آبي. باشدميزميني هاي سيببراي غده

 gusها نشان داد كه پيشبرها باعث بيان ژن بافت

هاي كنترل عدم رنگ آميزي غده. اندشده

دي بر صحت بيان ژن و عدم تاثير پذيري تايي

  باشد نتايج از عوامل محيطي و جانبي مي

  ).7شكل (
  

1            2             3 

970 bp 

13958 bp 
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 pBI-Pat1-GUS حاوي سازه نوتركيب LBA4404 سويه A. tumefaciens براي PCRاكنش الكتروفورز محصول و  -6شكل 

  ) bp970، 8  مشاهده طول باندو  pBI-Pat1-GUS پلاسميد نوتركيب PCR) 7 و 6، 5، 4، 3، 2، آب PCRواكنش ) 1

  .1Kbp مولكولي كشخط

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 
و اگروباكتريوم بدون  CaMV35Sو  Pat1براي پيشبرهاي با استفاده از اگرواينفيلتريشن  gusبيان موقت ژن  -7شكل 

  ).كنترل(پلاسميد نوتركيب 

  

 Iپشبر ژن كلاس ) 3(و همكاران بلوندي     

متصل و ) gus(را به ژن بتا گلوكورنيداز پاتاتين 

زميني منتقل كردند و نشان دادند كه سيب به

وابسته است  mRNAفعاليت اين آنزيم با سطح 

 .كپي ژن مورد نظر مرتبط نيستولي با تعداد 

 سازه با استفاده از) 33(و همكاران  روچاسوسا

PatI-GUS بيان  هيستوشيمياييهاي در بررسي

بيشتر در پارانشيم  gusژن نشان دادند كه اين 

ها زميني فعال است و در برگبافت غده سيب

) زانند غلظت بالاي ساكارم(تحت شرايطي هم 

اين سازه را ) 41(مكاران و هونزلر  .شودبيان مي

 gusبه گياه منتقل كردند و نشان دادند ژن 

1       2          3        4       5      6        7       8  

970 bp 

PatI Control CaMV35S Control 
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هاي در غده و ساقه PatIتحت كنترل پيشبر 

شود خزنده داراي غده درحال توسعه بيان مي

  ها و در ساقه ها، ريشهها، ساقهولي در برگ

هاشمي . شوندسازي بيان نميخزنده قبل از غده

ز سيستم با استفاده ا) 13(و همكاران 

اگرواينفيلتريشن بيان موقت ژن هورمون رشد 

هاي توتون، سيب را در برگ) hGH(انساني 

 در. زميني و كاهو با موفقيت بررسي كردند

 gusبراي بررسي بيان موقت ژن حاضر، مطالعه 

از  CaMV35Sو  PatIحت كنترل پيشبرهاي ت

  هاي دهــراي غــرواينفيلتريشن بـستم اگــــسي

نتايج حاصل نشان داد  .ي استفاده شدزمينسيب

 PatI، پيشبر CaMV35Sدر مقايسه با پيشبر  كه

ها در غده gusژن  بيان باعث نيز با همان قدرت

سازي و همسانهدر اين تحقيق، بنابراين  .شودمي

زميني با از گياه سيب PatIفعال بودن پيشبر 

توان براي موفقيت انجام شده و از اين پيشبر مي

هاي خارجي در سيب صاصي بافتي ژنتاخ بيان

  .زميني بهره گرفت
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Cloning of the Potato Pat1 Promoter and Survey the Transient 
Expression Using Agro-Infiltration System 

 
 

N. Ahmadi1, H. Rahnama2 and S.K. Kazemitabar3 
 
 
 
 
 
 

Abstract 
     To achieve the high level of gene expression, promoters are key elements. Patatin 
promoter has been used as a specific gene expression in potato tubers. Patatin is a group of 
glycol protein in potato tuber which is code by a multiple family genes. This protein makes 
up more than 40% of soluble proteins of potato tubers. Class I Promoters mainly 
responsible for tuber-specific expression pattern of proteins and located high amount in 
tuber parenchyma tissues. The purpose of the present study is the cloning and expression 
assay of tuber specific promoter, patatin class I (pat1). Total DNA of the potato tissue 
samples was extracted and the pat1 promoter was amplified using specific primers and pfu 
polymerase by polymerase chain reaction (PCR). The fragment was isolated by two 
restriction enzymes (BamHI, HindIII) and was replaced with CaMV35S promoter in 
pBI121 vector. The recombinant plasmid was transferred to Agrobacterium tumefaciens 
LBA4404 strain using freez-thaw method. The specific expression of gus gene in potato 
tissue was evaluated using agro-infiltration method. The results of the this experiment 
confirmed the specific expression of the gene. 
 
Keywords: Agro-infiltration, Cloning, Pat1, Transient expression  
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