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  چکیده

فمند  بافت میوه،  براي دستورزي و بیان هدو بررسی خصوصیات پیشبرهاي اختصاصیجداسازي 
 بافت میوه اختصاصی یک پیشبر E8پیشبر . هاي نوترکیب در گیاهان از اهمیت زیادي برخوردار استپروتئین

 kbاي این پیشبر به طول در این پژوهش بخش هسته. باشد میkb 2/2 بوده که طول کامل آن فرنگیگیاه گوجه
قطعه مورد نظر از روي ،  پلیمرازpfuآنزیم  و با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی.  مورد استفاده قرار گرفت1/1

DNA پیشبر ،پس از تعیین توالی و تایید نهایی. سازي شدهمسانه استخراج شده گوجه فرنگی تکثیر و E8 
 شوك حرارتی به پلاسمید نوترکیب با کمک.  گردیدpBI121 در ناقل دوگانه CaMV35Sجایگزین پیشبر دایمی 

Agrobacterium tumefaciens  سویهLBA4404با استفاده از روش اگرواینفیلتریشن بیان . د منتقل ش
اگروباکتریوم حاوي ناقل دوگانه . فرنگی مورد بررسی قرار گرفتهاي گیاه گوجه در بافتgusاختصاصی ژن 

pBI121نشان داد که ژن نتایج حاصل .  به عنوان کنترل مورد استفاده قرار گرفتgusهاي گوجه فرنگی  در میوه
- هاي نوترکیب در میوهتوان براي بیان اختصاصی پروتئیناز این پیشبر فعال می. شود اختصاصی بیان میبه طور

  .هاي گیاه گوجه فرنگی استفاده نمود
  

  .gus، گوجه فرنگی، E8اگرواینفیلتریشن ، بیان موقت، پیشبر  :کلمات کلیدي
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  مقدمه
هاي نوترکیب در گیاهان تولید پروتئین

هاي یکی از جنبه) کشاورزي مولکولی (تراریخته
. شودکاربردي جدید مهندسی ژنتیک محسوب می

هاي تولید شده توسط گیاهان برخلاف پروتئین
 به ،هاي جانوريهاي تولید مبتنی بر سلولسیستم

علت عدم وجود عوامل بیماریزاي مشترك انسان و 
 ,Larrick & Thomas(دام، بسیار ایمن هستند 

-  مختلفی در افزایش تولید پروتئینعوامل) 2001

هاي نوترکیب در گیاهان تراریخته نقش دارند که از 
 بیان کافی و سازي کدونی،توان به بهینهآن جمله می

با این وجود، . اشاره نمود... پایدار ژن خارجی و 
بوسیله در گیاهان روش، زمان و محل بیان ژن 

 .گردداي از عوامل کنترلی تنظیم میمجموعه
 به عنوان یکی از عوامل اصلی رونویسی 1پیشبرها

  .نقش مهمی در بیان ژن دارند
ویروس موزائیک گل  (CaMV35Sپیشبر 

هایی که تحت طور موثري سبب بیان ژنه ب) کلم
شود و به همین دلیل در کنترل آن قرار دارند می

 Jani et(مهندسی ژنتیک گیاهی کاربرد زیادي دارد 

al., 2002( . وجود، این پیشبر یک پیشبر با این
دایمی بوده و هیچ گونه بیان اختصاصی در یک 

- مرحله نموي یا در یک بافت خاص را سبب نمی

هاي به همین دلیل بیان هدفمند پروتئین. شود
. نوترکیب در گیاهان تراریخته اهمیت زیادي دارد

هاي خارجی در یکی از مزایاي بیان هدفمند پروتئین

                                                             
1 - Promoters 

-  را میي خوراکیهاکه این بخشها این است میوه

 حداقل فراوري مصرف توان بدون پختن و یا با
- ها به عنوان یکی از محلبه همین علت، میوه. نمود

هاي نوترکیب محسوب هاي هدف تولید واکسن
- چندین پیشبر اختصاصی میوه در گوجه. شوندمی

توان فرنگی شناسایی شده است که از آن جمله می
 & Coupe ( اشاره نمود2A11 و E4 ،E8 ،PGبه 

Deikman, 1997; Deikman et al, 1998 .( این
پیشبرها اغلب براي بررسی نفش اتیلن در رسیدگی 

 یکی از E8پیشبر . اندمیوه مورد استفاده قرار گرفته
 وابسته به رسیدگی میوه ترین پیشبرهايشناخته شده

 یکی از E8 ژن. شودحسوب میگوجه فرنگی م
ته به بیوسنتز اتیلن است که اولین بار هاي وابسژن

از گوجه ) Lincoln et al. ) 1987, 1988توسط
 بوسیله E8رونویسی ژن . سازي شدفرنگی همسانه

اتیلن القا شده و در مراحل آغازي رسیدگی میوه 
 از E8بیان ژن . )Zhao et al., 2009(گردد فعال می

هاي رسیده گوجه نظر زمانی و مکانی در میوه
 ,Deikman & Fischer (شودمینگی تنظیم فر

-  عضوي از خانواده ديE8پروتئین . )1988

اکسیژنازها است که در گیاهان وجود داشته و 
 کربوکسیلیک -1آمینوسیکلوپروپان -1وابسته به 

مسیر  پایانی هحلاست که مر) ACO(اکسیداز 
 Penarrubia et(کند  را کاتالیز میي اتیلنبیوسنتز

al., 1992; Prescott et al., 1993(. E8 و ACO 
 آمینو توالیي که به طور ،وژي بالایی دارندهمول
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)  باقیمانده آمینواسیدي295معادل (% 34 اسیدي آنها
  . )Deikman et al., 1992 (شباهت دارد با هم

رسیدگی میوه گوجه فرنگی با افزایش میزان تولید 
با . )Penarrubia et al., 1992(شود اتیلن کنترل می

 به عنوان پروتئین وابسته به E8توجه به نقش 
تواند رسیدگی میوه گوجه فرنگی، این پروتئین می

مستقیم فرایند نمو میوه گوجه یر مستقیم یا غبه طور
فرنگی را از طریق دخالت در مسیر بیوسنتز اتیلن 

  . )Deikman et al., 1992(تحت تاثیر قرار دهد 
-  گستردهبه طور E8هاي اخیر، پیشبر در سال

اي براي اصلاح و بهبود کیفی میوه هاي گوجه 
هاي نوترکیب فرنگی و همچنین بیان پروتئین

هاي تراریخته مورد استفاده دارویی در گوجه فرنگی
 ;Giovannoni et al., 1989 (قرار گرفته است

Good et al, 1994; Lewinsohn et al., 2001; 
Mehta et al., 2002; Garza et al., 2004; Jiang 
et al., 2007; He et al., 2007; Ramirez et al., 

2007 .(  
سازي پیشبر پس از همسانهدر مطالعه حاضر، 

E8 از گیاه گوجه فرنگی، بیان اختصاصی آن در 
هاي میوه گوجه فرنگی در مقایسه با پیشبر بافت

CaMV35s با استفاده از روش بیان موقت 
   .سی قرار گرفته استاگرواینفیلتریشن مورد برر

  
  واد و روشهام

 فرنگی از گیاه گوجهپژوهشدر این 
Lycopersicon esculentum Mill  متعلق به

بذور این گیاه .  استفاده گردیدSolanaceaeخانواده 

هاي پلاستیکی در گلخانه پس از شستشو در گلدان
هاي جوان این گیاه در مرحله برگ. کشت گردید

 ژنومی به روش DNAخراج  برگی براي است8-10
Dellaporta et al. )1983 ( مورد استفاده قرار

 استخراج شده بعنوان الگو جهت DNAاز . گرفت
 بوسیله واکنش زنجیري پلیمراز E8جداسازي پیشبر 

)PCR ( و با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی
 براي C°94 از دماي PCR براي انجام .استفاده شد

 دقیقه استفاده 4 مدت سازي اولیه بهواسرشت
با شرایط زیر انتخاب  چرخه 35  در ادامه.گردید

 ؛ C°94سازي یک دقیقه در دماي واسرشت: شد
 و بسط یک دقیقه C°59اتصال یک دقیقه در دماي 

 دقیقه اضافه براي بسط 4؛ در پایان   C°72در دماي 
توالی آغازگر .  در نظر گرفته شدC°72نهایی در 

و توالی  aagcttctagaaatttcacgaaat-3′ -′5پیشرو
-ggatccttcttttgcactgtgaatgat -′5آغازگر برگشتی 

این آغازگرها بر اساس توالی ژنی موجود .  بود3′
 و AF515784 دسترسی  با شمارهNCBIدر سایت 

  . طراحی گردیدOligo با استفاده از نرم افزار
  

  E8سازي پیشبر همسانه
در  E8شبر سازي پیبه منظور تکثیر و همسانه

 PCR ، ابتدا محصول pBI121ناقل دوگانه نهایی 
) pTZ57R/Tناقل  (T/Aمستقیماً در ناقل 

)InsTAcloneTM PCR Cloning Kit# K1214, 

Fermentas (انتقال پلاسمید به . کلون گردید
با استفاده از  E. coliهاي مستعد باکتري سلول
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هاي تراریخت سلول. شوك حرارتی انجام گرفت
 مایع و LBي پلاسمیدهاي نوترکیب در محیط حاو

سیلین بیوتیک آمپیمحیط انتخابی حاوي آنتی
جهت استخراج پلاسمید به روش  انتخاب و
Miniprepمورد استفاده قرار گرفتند  ) Sambrook 

& Russell, 2001( . پس از تائید حضور ژن در
 با استفاده از هضم آنزیمی با ،سازيسازه همسانه

، پیشبر مورد نظر از HindIII و BamHIي هاآنزیم
روي ژل آگارز جدا شده و با استفاده از کیت 

تخلیص )  Rocheشرکت (DNAسازي خالص
 به منظور تایید صحت توالی قطعه مربوط به .گردید

پیشبر، پلاسمیدهاي نوترکیب پس از استخراج براي 
 Millegeneیابی قطعه ورودي، به شرکت توالی

 براي M13 از پرایمرهاي عمومی .فرستاده شدند
یابی در برنامه نتیجه توالی. یابی استفاده گردیدتوالی
Blastنوکلئوتیدي ، مورد جستجو قرار گرفت  .  

در پلاسمید  E8به منظور کلون کردن پیشبر 
pBI121هاي برشی ، ابتدا با استفاده از آنزیم
BamHI و HindIII پیشبر CaMV35S از پلاسمید 
pBI121رج شده و پلاسمید خطی فاقد پیشبر  خا

CaMV35Sسازي  با استفاده از کیت خالصDNA 
در مرحله . جهت انجام واکنش اتصال آماده گردید

جدا شده با روش فوق توسط آنزیم  E8بعد، پیشبر 
DNA -T4  لیگاز به پلاسمیدpBI121 خطی شده 

با استفاده از  E.coliهاي تراریختی سلول. الحاق شد
 شیمیایی انجام -  نوترکیب به روش فیزیکیپلاسمید
هاي کلون. )Sambrook & Russell, 2001(گردید 

- تراریخت باکتریایی در محیط انتخابی حاوي آنتی

جهت تایید . بیوتیک کانامایسین انتخاب گردیدند
 با PCRآزمونهاي pBI121 الحاق پیشبر در پلاسمید
و هضم آنزیمی توسط  E8آغازگرهاي اختصاصی 

.  انجام گردید HindIII وBamHIهاي برشی یمآنز
-pBIپس از تایید نهایی سازه نوترکیب حاصل که 

E8-GUS  انتقال این )1شکل (نامگذاري شد ،
 Agrobacterium tumefaciensپلاسمید به باکتري 

 LBA4404هاي مستعد سویه سلول. انجام گرفت
  1به روش ذوب و انجماد A. tumefaciensباکتري 

 ,Sambrook & Russell(خت گردیدند تراری

و در محیط کشت جامد حاوي کانامایسین ) 2001
)50 mg/l ( و ریفامپسین)75 mg/l ( در دمايC°28  

تایید . ها ظاهر شدند روز کلنی3 تا 2به مدت 
 PCRتراریختی اگروباکتریوم با استفاده از آزمونهاي 

از . انجام گردید E8با آغازگرهاي اختصاصی 
 به عنوان pBI121اکتریوم حاوي پلاسمید اگروب

 .کنترل در تراریختی استفاده شد

  
- در گیاهان گوجهgusبررسی بیان موقت ژن 

  فرنگی
منظور بررسی و ارزیابی عملکرد سازه به

pBI-E8-GUS  در گیاهان و بررسی بیان ژن
- که آنزیم بتاگلوکورونیداز را کد می (gusباکتریایی 

 در میوه CaMV35Sو  E8تحت پیشبرهاي ) کند
فرنگی، آزمایش بیان موقت طراحی و اجرا گوجه

                                                             
1 Freeze – Thaw 
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هاي حاوي بدین منظور ابتدا اگروباکتریوم. گردید
 pBI121 یا pBI-E8-GUS نوترکیب هايپلاسمید

گرم میلی 50 مایع حاوي LBلیتر محیط  میلی5 در
گرم در لیتر ریفامپسین  میلی75 در لیتر کانامایسین و

 و بر روي شیکر، C°28در دماي به صورت شبانه 
از اگروباکتریوم فاقد پلاسمیدهاي . کشت گردید

. فوق به عنوان کنترل در مورد استفاده قرار گرفت
-  میلی50لیتر از این کشت به  میلی2صبح روز بعد 

هاي  آنتی بیوتیک مایع حاويLBلیتر در محیط 
 افزوده شد و مجددا در همان شرایط رشد ذکر فوق

، 5/0 به OD600پس از رسیدن . ر گرفتشده قرا
به فرنگی میوه گوجههاي برش یافته نمونه

سوسپانسیون باکتري اضافه شد و در دسیکاتور 
با حذف .  دقیقه قرار گرفتند15تحت خلاء به مدت 

ها سریع سیستم خلا، ورود باکتري به داخل غده
هاي حاوي کاغذ ها به پترينمونه. تسهیل گردید
 روز در تاریکی 3 شدند و به مدت صافی منتقل
بعد از پایان این مدت آزمایش . قرار گرفتند

 امکان X-Gluc با استفاده از gusهیستوشیمایی ژن 
سنجش بیان ژن را به طور اختصاصی در سلول و 

هاي حاوي ها در لولهنمونه. بافت میوه فراهم آورد
 ساعت در 36-8 براي X-Glucآمیزي محلول رنگ

 % 70 قرار داده گرفته و سپس در الکل C° 37دماي

  .)Jefferson et al., 1987(  شستشو گردیدند
     
  
  

  
  .مورد استفاده در تراریختی موقت گیاه گوجه فرنگی pBI-E8-GUS سازه نوترکیب -1شکل 

Figure1- T-DNA region of pBI-E8-GUS vector used for transient transformation of tomato 
plant. 

  
 نتایج و بحث

هاي اخیر، گیاهان به عنوان یک در سال
مکانیسم جایگزین مناسب، ایمن و اقتصادي براي 

ها، هاي نوترکیب مانند آنتی باديتولید انواع پروتئین
هاي صنعتی، پلیمرهاي زیستی و ها، آنزیمواکسن

. )Schillberg et al., 2005(اند معرفی شدهره غی
 بودن و لیل خوش خوراكگوجه فرنگی هم به د

ارزش غذایی بالا و همچنین تازه خوري به عنوان 

هاي گیاهی یک گیاه میزبان براي تولید واکسن
  . شناخته شده است

ها در تولید کافی و بیان مناسب این پروتئین
گیاهان نیازمند شرایط و عوامل کنترلی مختلفی در 

پیشبرها یکی از . هاي مهندسی ژنتیک استروش
هاي داخلی و ترین عناصر تنظیمی براي بیان ژنمهم

 Zhao(شوند ها محسوب میخارجی در یوکاریوت

et al., 2009( . به همین دلیل فعالیت و اختصاصی

RB 

HindIII 

E8-Pro P- nos nptII T- nos 

LB 

BamHI EcoRI 

Gus T-nos 
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تواند میزان بیان ژن را در گیاهان بودن یک پیشبر می
گیاه گوجه فرنگی  E8پیشبر . تحت تاثیر قرار دهد

 در ترکیبهاي نو پروتئین اختصاصیباعث بیان
براي  پیشبراین از زمانی که  .شودبافت میوه می

سازي شد اولین بار در گوجه فرنگی چري همسانه
)Deikman et al., 1988(ي در ، مطالعات زیاد

هاي بیان ژناستفاده از  با زمینه نحوه عملکرد آن
 Jiang (خارجی در گوجه فرنگی انجام شده است

et al., 2007; Ramirez et al., 2007; Zhao et 
al., 2009.(  بجاي استفاده از کل پژوهشدر این 

اي  از قطعه هستهE8 کیلو بازي پیشبر 2/2قطعه 
)Core (1/1این پیشبر با .  کیلو بازي آن استفاده شد

 PCRاستفاده از آغازگرهاي اختصاصی و با روش 
الحاق ). 2شکل (فرنگی کلون گردید از ژنوم گوجه

 با استفاده از روش T/Aد پیشبر بداخل پلاسمی
PCRهمچنین با استفاده از واکنش هضم .  ثابت شد

هاي برشی آنزیمی پلاسمید نوترکیب توسط آنزیم
BamHIو HindIII و خروج قطعات DNA با 
سازي پیشبر مورد بازي، همسانه جفت1100اندازه 

تعیین توالی و ).  ب-2شکل (تائید قرار گرفت 
 با توالی موجود در  شدهيسازمقایسه پیشبر همسانه

NCBI با توالی% 98 نشان داد که پیشبر جدا شده -

). 3 شکل(هاي مورد جستجو شباهت دارد 
 در CaMV35Sبا پیشبر دایمی  E8جایگزینی پیشبر 

 و ساخت سازه نوترکیب pBI121ناقل دوگانه 
pBI-E8-GUS) هاي با استفاده از آزمون) 1شکل

د تائید قرار مور)  و هضم آنزیمیPCR(مختلف 

-  سازه نوترکیب جدید نشانPCRنتایج . گرفت

 جفت بازي با استفاده از 1100دهنده تکثیر قطعه 
و همچنین هضم آنزیمی  E8آغازگرهاي اختصاصی 

 HindIII وBamHIهاي برشی آن توسط آنزیم
 در سازه gusرا در بالادست ژن  E8حضور پیشبر 

). 4 لشک(به اثبات رساند  pBI-E8-GUSنوترکیب 
 LBA4404هاي مستعد سویه تراریختی سلول

باکتري اگروباکتریوم تومفسینس با سازه نوترکیب 
pBI-E8-GUSز روش فیزیکی با استفاده ا- 

هاي باکتریایی حاوي سازه کلنی. دشیمیایی انجام ش
 و آغازگرهاي PCRنوترکیب با استفاده از روش 

الکتروفورز . تائید شدند E8اخنصاصی پیشبر 
 نشان داد که مطابق انتظار قطعه PCRصول مح

براي  ).5شکل ( جفت بازي تکثیر یافته است 1100
هاي گیاه  در میوهE8ارزیابی بیان اختصاصی پیشبر 

گوجه فرنگی، از روش تراریختی موقت با استفاده 
بیان موقت ژن یک . از اگروباکتریوم استفاده شد

 روش سریع، قابل انعطاف و تکرار پذیر براي
هاي مرسوم، در روش. بررسی سطح بیان آن است

هاي تنظیمی نیازمند یک پروتوکل ارزیابی توالی
بنابراین، در . کارآمد براي تراریختی گیاه است

- هایی که تراریختی آنها مشکل و زمان بر میگونه

باشد، یک عامل محدود کننده براي ارزیابی سریع 
  . پیشبرها خواهد بود
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 PCR آزمون -الف. pTZ57R/Tسازي  در ناقل همسانهE8سازي پیشبر  تایید مولکولی همسانه-2شکل 
 و E8 به منظور بررسی ورود پیشبر E8 و پیشبر pTZ57R/Tهاي حاصل از واکنش اتصال ناقل کلنی

 سازي با استفاده از دو آنزیم هضم آنزیمی پلاسمیدهاي حاصل از همسانه-ب. bp1100 مشاهده باند 
HindIII و BamHI .W ( کنترل منفی)؛)آب M( 1 مولکولی وزننشانگر اندازه kb ladder .1 2و( 

  . E8 و پیشبر pTZ57R/T کلنی حاصل از واکنش اتصال 2پلاسمیدهاي استخراج شده از 
Figure 2- Molecular analysis of E8 promoter in pTZ57R/T cloning vector. A: PCR analysis 
of bacterial colony containing the product of pTZ57R/T+ E8 ligation for the presence of 
1100 bp E8 promoter. B: Enzymatic digestion of the recombinant plasmid using HindIII 
and BamHI. W- Negative control (water); M- DNA molecular weight marker 1 kb ladder; 
1, 2- Two sample plasmids from two bacterial colony. 

  
هاي بیان موقت ژن سیستمبه همین دلیل، 
د یاي فراوانی هستنمزاداراي نسبت به بیان دایمی 

 به عدم نیاز به باززایی گیاه توان میجملهآن از که 
هاي تراریخته و کاهش زمان رسیدن به از سلول

 بیان  هاي سیستمبنابراین،. نتیجه بیان ژن اشاره نمود
 و ي بررسی ابزاري سریع و کارا برا ژنموقت

 و ي مختلف در گیاهان بودهفعالیت پیشبرهامقایسه 
اي در زیست شناسی مولکولی و ردهکاربرد گست

 ;Agius et al., 2005 (بیوتکنولوژي گیاهی دارند

Orzaez et al., 2006; Zhao & Zhao, 2009.( 

نتایج حاصل از آزمایش بیان موقت پیشبر در میوه 
 نشان X-Glucي فرنگی در محلول رنگ آمیزگوجه

 باعث CaMV35Sهمانند پیشبر  E8داد که پیشبر 
این . فرنگی شده است در میوه گوجهgusبیان ژن 

را نشان  E8امر ضمن اینکه کارایی و فعالیت پیشبر 
دهد حاکی از موفقیت روش اگرواینفیلتریشن می

ها رنگ آبی بافت. باشدفرنگی میبراي میوه گوجه
. اند شدهgusاعث بیان ژن نشان داد که پیشبرها ب

هاي کنترل تاکیدي بر عدم رنگ آمیزي نمونه

1100bp 

W     1      2      M   

 A الف

2000bp 

 1100bp 

    1       2        M 

 Bب 
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  ).6شکل (باشد محیطی و جانبی میصحت بیان ژن و عدم تاثیرپذیري نتایج از عوامل 
> emb|X13437.1|  Tomato ethylene-responsive fruit ripening gene E8 
Length=3042;Score = 1766 bits (956),  Expect = 0.0;Identities = 977/998 (98%), Gaps = 0/998 
(0%;Strand=Plus/Plus 
 
Query  38    AATTTCACGAAATCGGCCCTTATTCaaaaataacttttaaataatgaattttaaatttta  97 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  9     
AATTTCACGAAATCGGCCCTTATTCAAAAATAACTTTTAAATAATGAATTTTAAATTTTA  68 
Query  98    agaaataatatccaatgaataaatGACANGTAGCATTTTACCTAAATATTTCAACTATTT  157 
             |||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  69    
AGAAATAATATCCAATGAATAAATGACATGTAGCATTTTACCTAAATATTTCAACTATTT  128 
Query  158   
TAATCCAATATTAATTTGTTTTATTCCCAACAATAGAAAGTCTTGTGCAGACATTTAATC  217 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  129   
TAATCCAATATTAATTTGTTTTATTCCCAACAATAGAAAGTCTTGTGCAGACATTTAATC  188 
Query  218   
TGACTTTTCCAGTACTAAATATTAATTTTCTGAAGATTTTCGGGTTTAGTCCACAAGTTT  277 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  189   
TGACTTTTCCAGTACTAAATATTAATTTTCTGAAGATTTTCGGGTTTAGTCCACAAGTTT  248 
Query  278   
TAGTGAGAAGTTTTGCTCAAAATTTTAGGTGAGAAGGTTTGATATTTATCTTTTGTTAAA  337 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  249   
TAGTGAGAAGTTTTGCTCAAAATTTTAGGTGAGAAGGTTTGATATTTATCTTTTGTTAAA  308 
Query  338   
TTAATTTATCTAGGTGACTATTATTTATTTAAGTAGAAATTCATATCATTACTTTTGCCA  397 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  309   
TTAATTTATCTAGGTGACTATTATTTATTTAAGTAGAAATTCATATCATTACTTTTGCCA  368 
Query  398   
ACTTGTAGTCATAATAGGAGTAGGTGTATATGATGAAGGAATAAACAAGTTCAGTGAAGT  
457 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  369   
ACTTGTAGTCATAATAGGAGTAGGTGTATATGATGAAGGAATAAACAAGTTCAGTGAAGT  
428 
Query  458   
GATTAAAATAAAATATAATTTAGGTGTACATCAAATAAAAACCTTAAAGTTTAGAAAGGC  
517 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  429   
GATTAAAATAAAATATAATTTAGGTGTACATCAAATAAAAACCTTAAAGTTTAGAAAGGC  
488 
Query  518   
ACCGAATAATTTTGCATAGAAGATATTAGTAAATTTATAAAAATAAAAGAAATGTAGTTG  
577 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  489   
ACCGAATAATTTTGCATAGAAGATATTAGTAAATTTATAAAAATAAAAGAAATGTAGTTG  
548 
Query  578   TCAAGTTGTCTTCttttttttGGATAAAAATAGCAGTTGGCTTATGTCATTCTTTTACAA  
637 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  549   
TCAAGTTGTCTTCTTTTTTTTGGATAAAAATAGCAGTTGGCTTATGTCATTCTTTTACAA  608 
Query  638   
CCTCCATGCCACTTGTCCAATTGTTGACACTTAACTAATTAGTTTGATTCATGTATGAAT  697 



  )1390 پاییز و زمستان، 2، شماره 3دوره (مجله بیوتکنولوژي کشاورزي 

 
 

٩

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  609   
CCTCCATGCCACTTGTCCAATTGTTGACACTTAACTAATTAGTTTGATTCATGTATGAAT  668 
Query  698   
ACTAAATAATTTTTTAGGACTGACTCAAATATTTTTATATTATCATAGTAATATTTATCT  757 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  669   
ACTAAATAATTTTTTAGGACTGACTCAAATATTTTTATATTATCATAGTAATATTTATCT  728 
Query  758   
AATTTTTAGGACCACTTATTACTAAATAATAAATTAACTACTACTATATTATTGTTGTGA  817 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  729   
AATTTTTAGGACCACTTATTACTAAATAATAAATTAACTACTACTATATTATTGTTGTGA  788 
Query  818   
AACAACAACGTTTTGGTTGTTATGATGAAACGTACACTATATCAGTATGAAAAATTCAAA  
877 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  789   
AACAACAACGTTTTGGTTGTTATGATGAAACGTACACTATATCAGTATGAAAAATTCAAA  
848 
Query  878   
ACGATTAGTATAAATTATATTGAAAATTTGATATTTTTCTATTCTTAATCAGACGTATTG  937 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  849   
ACGATTAGTATAAATTATATTGAAAATTTGATATTTTTCTATTCTTAATCAGACGTATTG  908 
Query  938   
GGTTTCATATTTTAAAANNGGACTAAACTTanaannnnaGTTNGTTTNNAACTANTTTTG  997 
             |||||||||||||||||  |||||||||||| ||    |||| ||||  ||||| ||||| 
Sbjct  909   
GGTTTCATATTTTAAAAAGGGACTAAACTTAGAAGAGAAGTTTGTTTGAAACTACTTTTG  968 
Query  998   NCTCTTTNNNGTTCCCATTTCNNNNNTAGATTTCaaaa  1035 
              ||||||   |||||||||||     |||||||||||| 
Sbjct  969   TCTCTTTCTTGTTCCCATTTCTCTCTTAGATTTCAAAA  1006 
 

مربوط ) Query( ، توالی ردیف اول E8یابی شده   نوکلئوتیدي قطعه توالیBlast قسمتی از نتیجه -3شکل
 AF515784است و توالی دوم مربوط به توالی شماره دسترسی E8به نتیجه حاصل از تعیین توالی قطعه 

  .تاس
Figure 3- Blast on the sequenced E8 promoter. Query is the E8 promoter isolated from 
tomato plant; subject is the sequence of accession number AF515784. 

 
کش کننده آفتبیان موقت ژن تجزیه

 در گیاه E8تحت کنترل پیشبر ) opd(ارگانوفسفري 
واینفیلتریشن منجر به بیان گوجه فرنگی با روش اگر

 & Zhao( شد این گیاههاي اختصاصی آن در میوه

Zhao, 2009 .( نین  هچ محققانپژوهشدر این
 را تحت کنترل gus ژن موفق شدند با همان روش

هاي گوجه فرنگی بیان  در میوهCaMV35Sپیشبر 

 بیان) Orzaez et al.  )2006 در پژوهشی.کنند
- لکرد ژن در میوه گوجهموقت را براي آنالیز عم

مشخص کردند که تزریق ه و فرنگی توسعه داد
وزن  سبا استفاده از اگروباکتریوم سوسپانسیون

باکتري بهتر   منجر به نفوذ)اگرواینجکشن (نگسر
 تحت کنترل gusبیان دایمی ژن . شود میوه میدر

 در گیاه گوجه فرنگی نشان داد bp 2/2 E8پیشبر 
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- هاي نارس تنها در سلوله در میوgusکه بیان ژن 

گیرد در ها صورت میهاي پارانشیم آوندي میوه
 کل میوه ،هاي رسیده گوجه فرنگیحالی که در میوه

 ,Kniessl & Deikman(کند  را بیان میgusژن 

 kb 2/2در پژوهش حاضر بجاي قطعه . )1996
نتایج .  آن استفاده شدbp 1/1 از قطعه E8پیشبر 

- یشبري مورد استفاده هم میقطعه پنشان داد که 

  . هاي رسیده القا نماید را در میوهgusتواند بیان ژن 
  
  
  
  
  
  
  

  
 نشانگر - E8  .M  ورود پیشبرتایید به منظور pBI-E8-GUS نوترکیب هضم آنزیمی پلاسمید هاي -4شکل 

 آنزیم دوبا  pBI-E8-GUSپلاسمید دو نمونه هضم آنزیمی  -2 و 1 ؛kb ladder 1اندازه مولکولی 
HindIII و BamHI.  

Figure 4- Enzymatic digestion of pBI-E8-GUS. M-DNA molecular weight marker 1kb 
ladder; 1,2- Plasmid digested with HidIII and BamHI 

  
و نیز ) Zhou et al. )2003در پژوهش هایی

Wang et al.  )2003(  پیشبرE8  را همسانه سازي
آنها نشان دادند که امکان  .دیابی کردنو توالی

استفاده از این پیشبر در تولید واکسن خوراکی در 
 تراریخته ي هلوهمچنینفرنگی تراریخته و گوجه

 ویژه میوه E8 پیشبر He et al. (2007).وجود دارد
ژن واکسن ارزیابی فرنگی را در بیان آنتیگوجه
 را از kb 2/2 و kb 1/1 آنها پیشبر. کردند

Lycopersicon esculentum cv. Jinfeng جدا و 
 را CaMV35S و پیشبر E8پیشبر  .یابی کردندتوالی

 Nicotiana tabacum متصل و به HBsAgبه ژن 
 تحت کنترل پیشبر HBsAgبیان ژن . منتقل نمودند

kb 1/1 ،E8 در بافتهاي برگ، گل، دانه توتون 
 CaMV35Sمشاهده نشد ولی تحت کنترل پیشبر 

بت ثا با سنجش الایزا .ریخته بیان شدنددر توتون ترا
 قادر به بیان ژن خارجی kb 1/1 ،E8 شد که پیشبر

باشد و فرنگی تراریخته میهاي رسیده گوجهدر میوه
نتایج  .شوددر برگ، گل و میوه نارس بیان نمی

نشان داد که این پیشبر نه تنها در اندام ویژه، بلکه 
مانند ه .کند عمل میخاصی همهاي در گونه

13918 bp 

1100 bp 

  2        1       M 



  )1390 پاییز و زمستان، 2، شماره 3دوره (مجله بیوتکنولوژي کشاورزي 

 
 

١١

، )Jiang et al. )2007گزارش ارائه شده توسط 
 kb 1/1نتایج این پژوهش هم نشان داد که قطعه 

تواند بیان هدفمند ژن در میوه  هم میE8پیشبر 
رسد که بقیه بنظر می. گوجه فرنگی را سبب شود

 کیلو بازي شاید براي افزایش 2/2هاي پیشبر بخش

. )Deikman et al., 1998(بیان ژن ضروري باشند 
توان براي تولید هدفمند بنابراین، از این پیشبرمی

وترکیب در گوجه فرنگی هاي نها و واکسنپروتئین
  .داستفاده کر

 
  

.  
  
  
  
  
  

با استفاده از  LBA4404 سویه A. tumefaciens به pBI-E8-GUSتایید انتقال پلاسمید نوترکیب  -5شکل 
PCR. 1 - 1 نشانگر اندازه مولکولی kb ladder، 7-2- هاي حاوي سازه نوترکیب کلونیpBI1-E8-GUS 

  .)آب(کنترل منفی  -bp1100 8 و مشاهده باند 
Figure 5- PCR analysis of A. tumefaciencs LBA4404 containing pBI-E8-GUS recombinant 
vector using E8 primers. 1- DNA Molecular weight marker 1 kb ladder; 2-7- Different 
agrobacterial colony containing pBI-E8-GUS. 8- Negative control (water).    

 
  

  
  
  
  
  

 و CaMV35S و E8 با استفاده از اگرواینفیلتریشن براي پیشبرهاي gus بیان موقت ژن -6شکل 
  ).کنترل  ( اگروباکتریوم بدون پلاسمید نوترکیب

Figure 6- Transient expression of gus gene under the control of E8 and CaMV35S promoter 
using Agroinfilteration system. Control- agroinfilteration using agrobacterium free from 
plasmids 

1100 bp 

   M    1      2      3      4      5     6      7 

E8                                                  Control                                CaMV35S 
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Abstract 
Isolation and characterization of fruit specific promoters is important for manipulation and 

targeted expression of recombinant proteins in plants. E8 is a fruit specific promoter with 2.2 kb 
length. In this study, a 1.1 kb core part of E8 promoter was used. The amplification of the E8 
promoter was conducted using specific primers and pfu polymerase by Polymerase Chain 
Reaction (PCR). After sequencing of E8 promoter for its confirmation, the CaMV35S promoter 
in pBI121 binary vector replaced by E8 promoter. The recombinant plasmid pBI-E8-GUS was 
transfered to Agrobacterium tumefaciens LBA4404 by using freeze-thaw method. The specific 
expression of gus gene in tomato tissue was evaluated using Agro-infiltration method. 
Agrobacterium harboring pBI121 was used as control. The results showed that gus gene can 
express specifically in tomato fruits under the control of E8 promoter. Therefore, E8 promoter 
can be used for tissue specific expression of recombinant protein in the fruit of tomato plants.  
 
Key words: Agro-infiltration, E8 promoter, Tissue specific, Tomato, Transient expression, 

 
 
  

                                                             
 Corresponding Author: Rahnama H.                     Tel: 026-32703536                    Email: hrahnama@abrii.ac.ir 


