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  چکیده
برترین روش انتقال ژن به هنوز هم،  .گسترش یافته استسرعت به  انتقال ژن به گیاهان  تکنولوژي گیري ازبهرهدر سال هاي اخیر، 

. می باشد pGreenناقل  هاي مناسب براي اگروباکتریوم یکی از ناقل .باشدمی اگروباکتریوم بویژه گیاهان دولپه، با واسطه گیاهان ،
به هر دو ناقل ي مختلفی جهت انتقال اروش ه .دارد  pSoupاین ناقل جهت همانند سازي در اگروباکتریوم نیاز به پلاسمید کمکی 

در  .و انجماد و ذوب هاي الکتروپوریشنبا روشناقل ها  این انتقال همزمان و انتقال پی در پی ند ، ماناگروباکتریوم وجود دارد
مهندسی شده حامل ژن هاي  pGreen0029 و pSoup پلاسمیدهاي  انتقال پی در پی و همزمانکارایی روش هاي   ،حاضر پژوهش

bphAEG، ریوم سویه ي موثر در تجزیه بی فنیل هاي پلی کلرینه ، به اگروباکتLBA4404، مورد بررسی  به روش انجماد و ذوب
در این آزمایش . آمیز بودموفیت انجماد و ذوب روشانتقال پی در پی این دو ناقل با  فقط ،نتایج بدست آمدهبر اساس .  قرار گرفت

سلول هاي به  bphAEGحاوي   pGreen0029 ناقل و سپسانتقال یافت به سلول هاي مستعد اگروباکتریوم  pSoup پلاسمیدابتدا 
با آزمون  LBA4404وجود هر دو پلاسمید در اگروباکتریوم سویه ي  ،پایاندر  .منتقل شد  pSoupحامل اگروباکتریوم مستعد 

PCR  هیچ کلونی نوترکیبی بر روي محیط انتخابی به روش انجماد و ذوب  در انتفال همزمان این دو ناقلاز طرف دیگر،  .تایید شد
سمید ها در در نتیجه براي انتقال چندین پلاسمید به اگروباکتریوم با استفاده از روش انجماد و ذوب، بهتر است که پلا. ه نشدمشاهد

  .دو مرحله و به صورت پی در پی انتقال یابند
  هاآگروباکتریوم، پلاسمید، انتفال همزمان نافل: هاي کلیديواژه

  :مقدمه
عدم محدودیت در اندازه ي قطعات دلیل ب. استتراریختی موفق در گیاهان باکتریوم ، اولین سیستم سیستم انتقال ژن به واسطه اگرو 

DNA  نوترکیب، تلفیق دقیقDNA  ،کارامدترین یکی از  بعنوانهنوز هم استفاده از اگروباکتریوم، ، سادگی و کم هزینه بودن
 به آگروباکتریوم واسطه به گیاه به ژن انتقال هاي دوگانه که براي یکی از این ناقل.شودمی شناختهروش هاي انتقال ژن در گیاهان 

چندین مکان کلون کردن ژن به عنوان داشتن میباشد که با ویژگی هایی نظیر کاهش سایز پلاسمید و  pGreenناقل ، رود می کار
جهت ( pColiEl که ناحیه ي بوده pBluescriptطراحی این وکتور بر اساس ناقل عمومی . یک حامل مناسب انتخاب شده است

رمز کننده ي مقاومت ( Npt1و ژن ) جهت همانندسازي در اگروباکتریوم(   pSa، لوکوس همانندسازي )  Ecoliهمانندسازي در 
و همکاران Afolabi در پژوهش. تاکنون از این ناقل استفاده هاي گوناگونی شده است  .در آن تعبیه شده است) به کانامایسین

همچنین در . مورد بررسی قرار گرفت pG/pS  تمال تولید برنج تراریخته بدون مارکر با استفاده از سیستم ناقلین دوگانهاح )2005(
 یز جهت انتقال ژنهاي بیفنیل کلرو بیفنیل دي اکسیژنز به گیاه توتون از ناقل دوگانه ن)2007(محمدي و همکارانپژوهش 

pGreen0029به همراهpSoup  ر تحقیقی دیگر نیز جهت افزایش کارایی ترانسفورماسیون مرکبات و گیاهان چوبی د. استفاده شده
هم چنین جهت بهینه سازي انتقال  ).2007(و همکاران Chen استفاده گردیدGFP به همراه کاست ژن گزارشگر  pGreenاز ناقل 

دوگانه  ناقل هايجهت انتقال .)1391(ارانهنري و همک(استفاده شد  GUSحامل ژن گزارشگر pBI121ژن به کاهو از ناقل دوگانه 
با استفاده از روش هاي ذوب و انجماد و به اگروباکتریوم، میتوان از دو روش انتقال همزمان و انتقال پی در پی ناقل ها 

کاربرد در الکتروپوریشن علاوه بر قابلیت . هر یک از این روش ها داراي مزایا و معایبی می باشند . استفاده کردالکتروپوریشن 
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ون سرعت و راندمان بالا، قابلیت استفاده در گونه هاي مختلف گیاهی  و سمیت کم چ]گیاهان تک لپه و دولپه داراي مزایایی هم
از طرفی دیگر نیاز داشتن به دستگاهاي مجهز وتهیه ي کووت با توجه به تحریم بودن، از معایب این روش می .  براي سلول است

نیز علی رغم کارایی کمتر، به دلیل کم هزینه بودن و عدم نیاز به دستگاهاي مجهزکاربرد فراوانی  جمادروش ذوب و ان.  باشد
ثر در تجزیه بی فنیل هاي وکه این ژن ها مbphAEGمهندسی شده حامل ژن هاي pGreen0029 هدف پژوهش حاظر انتقال .دارد

در این .با استفاده از روش ذوب و انجماد می باشد LBA4404گروباکتریوم سویه ي ا، به )pGAEG( پلی کلرینه شده هستند
  . پژوهش کارایی روش هاي انتقال پی در پی و همزمان ناقل ها به این سویه مورد بررسی قرار میگیرد

  :مواد وروش ها
 bphEه ژن شامل سکه  bphAEGسازه حاوي ژن . این تحقیق در دانشگاه کشاورزي و منابع طبیعی ساري انجام شد:تهیه پلاسمید

. ،کلون گردید 35Sبا پیشبرنده  pGreen0029توسط محمدي و همکاران در ناقل دوگانه  2006در سال میباشد،   Gbph A, bphو
 pGreen0029پلاسمید  همچنین  .به عنوان میزبان براي نگهداري و تکثیرناقل استفاده گردید DH5αبا نژاد  Esherichiaاز باکتري 

استخراج و پس از  DH5α  سویه ي Ecoli، از باکتري )1989(بر اساس دستورالعمل سمبرگ و همکاران bphAEG حامل ژن هاي 
  .مشاهده باند پلاسمید بر روي ژل آگارز یک درصد، جهت انتقال به اگروباکتریوم استفاده شد

جهت انتقال ژن به گیاه  LBA4404سویه ي  Agrobacterium tumefacienceاز باکتري از  : تهیه سلول هاي مستعد اگروباکتریوم
مایع حاوي آنتی بیوتیک  LBمیلی لیتر از محیط کشت10در  LBA4404تک کلونی اگروباکتریوم سویه  .استفاده گردید

وقتی تراکم  .شیکر شد180درجه سانتی گراد با دور   28شبانه روز در دماي  2میلی گرم در لیتر، به مدت  50ریفامپیسین با غلظت 
دقیقه  10به مدت درجه 4و دماي   3500محیط محتوي اگروباکتریوم در دور  ،رسید 0/ 5 - 4/0بین )  600OD ( باکتري ها

سپس درانتهاي کار . میلی مولار شستشو داده شد 20رسوب حاصله طی دو مرحله با کلرید کلسیم سرد و استریل. سانتریفیوژ شد
میکرولیتر گلیسرول استریل حل گردید و بالافاصله در  500ل به همراه میلی لیتر کلرید کلسیم سرد و استری2رسوب مجددا در 

  .نیتروژن مایع منجمد شد 
انتقال با استفاده از روش ذوب و انجماد طی دو مرحله آزمایش شامل : شده به اگروباکتریومخالص انتقال سازه هاي پلاسمیدي 

 به همراه پلاسمید  pSoup که به صورت انتقال همزمان بوده، در آزمایش اول. انتقال همزمان وانتقال پی در پی صورت گرفت

pGAEGدقیقه ابتدا درون نیتروژن مایع و سپس  5سپس به مدت . به سلول هاي مستعد اگروباکتریوم سویه نامبرده اضافه گرید
درجه  28ساعت در دماي  2مدت مایع به آنها اضافه گردید و به  LBیک میلی لیتر محیط . درجه قرار گرفتند 37بالافاصله در دماي 

میکرولیتر از فاز رویی حل گردید و 100، رسوب باکتري در 5000در انتهاي کارپس از سانتریفیوژ با دور . شیکر شدند180با دور 
م میلی گر 5با غلظت (و تتراسایکلین ) میلی گرم در لیتر 50با غلظت ( بر روي محیط کشت جامد حاوي انتی بیوتیکهاي ریفامپیسین

روز قرار داده  3- 2درجه به مدت  28پخش گردید ودر انکوباتور در دماي ) میلی گرم در لیتر 50با غلظت ( و کانامایسین)در لیتر
  .شدند

، با روشی مشابه با روش مرحله ي pSoupمیکرولیترپلاسمید 5در آزمایش دوم که بصورت انتقال پی در پی ناقل ها بوده، ابتدا 
 50حاوي  LBاضافه گردید و سپس روي محیط  ،LBA4404  به سلول هاي مستعد اگروباکتریوم سویه ي ) ذوب و انجماد(اول

پس از جذب سلول هاي باکتري در  .میلی گرم در لیتر تتراسایکلین بطور یکنواخت پخش گردید 5میلی گرم در لیتر ریفامپیسین و 
تراریخته درستی روز، ،جهت تایید  3بعد از . ه نگهداري شدنددرج 28روز در انکوباتور با دماي  3- 2، به مدت دیشپتريسطح 

 این انجام شد و سپس از  PCRبودن کلونی هاي نوترکیب که بر روي محیط انتخابی رشد کرده بودند، آزمون کلونی 
هاي مستعد حامل  در مرحله ي بعد، به سلول .سلول هاي مستعد مشابه با روش قبلی، تهییه گردید، pSoupهاي حاوي اگروباکتریوم
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pSoupبا روش ذوب و انجماد، پلاسمید  ،  pGAEG اضافه گردید و بر روي محیطLB  میلی گرم در لیتر  50جامد حاوي
 2- 3سپس به مدت . میلی گرم در لیتر کانامایسین بطور یکنواخت پخش شدند 50میلی گرم در لیتر تتراسایکلین و  5ریفامپیسین، 

  . درجه قرار داده شدند 28روزدر انکوباتور با دماي 
از شرکت  mgcl2و  Taq polymerase ,dntpاعم ازآنزیم PCR  مواد مورد نیاز براي انجام واکنش : PCRتهیه آغازگرها وآزمون 

و توسط شرکت ژن فن آوران تهیه  oligoبوسیله نرم افزار  bphAآغازگر مورد استفاده براي تکثیر قطعه ژنی . فرمنتاس تهیه گردید
 ;                                                                              'ATG AGT TCA GCA ATG AAA  3 '5گردیدکه عبارت بودنداز

 bph A- Forward   
   3'GGG CTC GGA CAT CAT GCG 5' :Backward  -  

Abph     
  

سپس واسرشته .دقیقه انجام شد 5درجه سانتی گراد به مدت  94تدا واسرشته سازي اولیه در دماي اب bphAبراي تکثیر قطه ژنی 
در نهایت . سیکل انجام شد 35و در  1درجه و هر کدام به مدت  72و  94،51سازي ، اتصال و طویل شدن به ترتیب در دماهاي 

  .صورت گرفت72 دقیقه در دماي  10طویل شدن نهایی به مدت 
 :بحث نتایج و

موفقیت آمیز  به سلول هاي مستعد اگروباکتریوم pGreenAEG و pSoup ناقل  دوپی درپیکه انتقال  ندنشان داد بدست آمده نتایج 
ها در تراریخته بودن و وجود پلاسمید PCRکه با آزمون  ،مشاهده شدندبر روي محیط انتخابی نوترکیب  هايکلونی بود و

به سلول هاي مستعد اگروباکتریوم، کلونی هاي نوترکیب در سطح پلیت  pSoupبعد از انتقال پلاسمید  .اگروباکتریوم  اثبات شد
  M     C     1      2    M       ). 1شکل (تراریخته بودن آنها اثبات شد PCRمشاهده شد که با آزمون کلونی 

                                                                     
                             

                                                           
                                    1050 bp  

                  
  

یوم در اگرباکتر bp 1050تایید حضور قطعه : 2و1شماره هاي   - )pSoupپلاسمید(کنترل مثبت : +bp10000 -Cمارکر:  :1Mشکل 
  Colony PCRبا 

، بر روي محیط انتخابی کلونی هاي نوترکیب   pSoupبه سلول هاي مستعد حامل  pGAEGدر ادامه نیز، پس از انتقال ناقل 
  ).2شکل (تراریخته بودن همه ي کلونی ها اثبات گردید  ،PCRظاهرشد که با انجام آزمون کلونی 

        M   C   C   1    2   3  4   5    6   7   8    9                                                                           
                                                                                                                                                     

                                    1380 bp  
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در اگروباکتریوم bp 1380تایید حضور قطعه:  9الی1شماره هاي  - )pGAEGپلاسمید (کنترل مثبت: +bp 10000-Cمارکر: 2شکل 
  Colony PCRبا 

  
ی بر کلونی نوترکیبهیچ به سلول هاي مستعد اگروباکتریوم،  pGreenAEG و pSoup انتقال همزمان دو ناقل پژوهش با در این 

بطور همزمان با استفاده از  pGreenAEG و pSoup در حالیکه گزارش شده است که دو ناقل .   .رشد نکرد روي محیط انتخابی
و همکاران Afolabi  توسط جهت تولید برنج تراریخته بدون مارکر AGL1روش ذوب و انجماد به اگروباکتریوم سویه ي 

به . دی در مورد استفاده از روش الکتروپوریشن براي انتقال همزمان دو ناقل وجود دارهاي فراوانگزارش. ندیافتانتقال ،)2005(
، جهت انتقال ژنهاي کلرو بیفنیل کلرو دي اکسیژنز به باکتري سویه )2007(در پژوهش محمدي و همکارانعنوان مثال، 

جهت افزایش  ،همچنین. استفاده کردند pSoup و pGreenهمزمان دو وکتور ال قروش الکتروپوریشن  براي انتاز  LBA4404ي
با استفاده از روش ناقلین مرکبات و گیاهان چوبی ، از انتقال همزمان  به اگروباکتریوم براي انتقال ژن به  دانتفال پلاسمیکارایی 
تقال پلاسمید بطور کلی، روش الکتروپوریشن کارایی بهتري براي ان .)2007(و همکاران  (Chenاستفاده شده است وریشن الکتروپ

دارد و با درصد بالاتري از موفقیت همراه است و در صورت داشتن مواد و تجهیزات لازم بهتر است از این روش براي انتقال 
ده از ااي به جز استفدر صورت نبودن وسایل و امکانات براي روش الکتروپوریشن، چاره. سمید به اگروباکتریوم استفاده شودپلا

  .نیستروش ذوب و انجماد 
ارتباط داد، چرا  pGreenدر همانندسازي پلاسمید pSoupپلاسمید کمکی مهم میتوان یافته هاي بدست آمده را به نقش همچنین 

از انجایی که  .بدون پلاسمید کمکی خود قادر به همانند سازي در سویه هاي مختلف اگروباکتریوم نمی باشد pGreenکه پلاسمید 
pGreen یاز به عملکرد ژن براي همانند سازي ن RepA از لوکوس همانندسازيpSa  دارد، ابتدا  بایدpSoup  در سویه ي

 تا در نهایت ژن  تولید شود pSa،کپی هاي زیادي از لوکوس همانند سازي  pSoup اگروباکتریوم مورد نظر مستقر شود و با تکثیر

RepA پی وکتورها میتوان کارایی بالاتري در ترانسفورماسیون انتظار بنابراین با انتقال پی در . قادر به انجام عملکرد خود باشد
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Abstract: 
In recent years, taking advantage of plant gene transformation technology has been increased rapidly. Still, the 
best method for plant gene transformation, especially for dicotyledon plants, is Agrobacterium mediated. One of 
the compatible Ti vectors for Agrobacterium, is pGreen vector. For multiplication in Agrobacterium, this vector 
needs a helper plasmid, pSoup. There are different methods for transformation of two vectors into 
Agrobacterium, like co-transformation or successive transformation by using  either electroporation or 
freeze.thaw methods. In present study, the efficiency of successive transformation and co-transformation of 
plasmids pSoup and an engineered pGreen0029 carrying bphAEG genes), involved in catabolic pathway of 
polychlorinated biphenyls (PCBs), into Agrobacterium strain LBA4404 by freeze.thaw method was investigated. 
According to obtain results, only successive transformation of these two vectors with freeze.thaw method was 
successful. In this experiment, first pSoup plasmid was transformed. At the end, the existence of both plasmids 
was confirmed by PCR analysis. On the other hand, in  co-transformation of these two vectors with freeze.thaw 
methods no recombinant colony was observed on selection medium. Therefore, for multiple plasmid 
transformation into Agrobacterium by freeze.thaw methods, two steps and successive transformation are 
prefered.  
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