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 .داس اػزافضا٤ؾ و٥ف٥ز ا٥ِبف آٖ اص ا٥ٕٞز فشاٚا٣٘ دس كٙب٤ـ ٘ؼبخ٣ ثشخٛس ٚ ػزا صساف٣ د٥٘ب ٟٔٓ اص ٔحلٛلار (L.) Gossypium hirsutum جٝدٙ .چکیذه

ا٢ عشاح٣ ٌشد٤ذ سب ثب ث٥بٖ ٤ٚظٜ دشٚسئ٥ٗ سبس فٙىجٛر دس ا٥ِبف سش٤ٗ ا٥ِبف ؿٙبخشٝ ؿذٜ دس عج٥قز اػز. ثذ٤ٗ خٟز ػبصٜسش٤ٗ ٚ وـؼبٖٞب٢ سبس فٙىجٛر ٔحىٓسؿشٝ

سٛا٣ِ وٛصان ٔب٘ٙذ دس  ، RD22-like1ٖ دس ف٥جش دٙجٝث٥ب ٠٘ؾش وٝ سشو٥ج٣ اص دشٚٔٛسش ٤ٚظٔٛسد ٠دغ اص ػٙشض ػبص دٙجٝ ٔٙدش ثٝ افضا٤ؾ و٥ف٥ز آٖ خٟز س٤ؼٙذ٣ٌ ؿٛد.

ثشؽ دٌٚب٘ٝ  EcoRI  ٚNheI دلاػ٥ٕذ ٔٛسد ٘ؾش سٛػظ دٚ آ٘ض٤ٓ ،ثٛد Lh Major ampullate Spidroin1 (MaSp1)  طٖاػبع ٥ٌبٞبٖ ٚ سٛا٣ِ ٔلٙٛف٣ ثش

 E.coliؿذ. دغ اص سشاس٤خش٣  ػبص٢ٕٞؼب٘ٝ pCAMBIA1304ثب٤ٙش٢  دسٚوشٛس EcoRI  ٚNheIٞب٢ ثشؽ ٘ؾش ث٥ٗ خب٤ٍبٜٔٛسد ١دادٜ ؿذ ٚ دغ اص اػشخشاج لغق

DH5 α دلاػ٥ٕذ خذ٤ذ  آٖ، ٚ اػشخشاج سٛػظ ا٤ٗ دلاػ٥ٕذpCSP ْا٢ د٥ّٕشاص سٛػظ دشا٤ٕش اخشلبك٣ طٖ ٔٛسد ٘ؾش ٚ طٖ ٔمبٚٔز ثب ٚاوٙؾ ص٘د٥شٜ .ٌزاس٢ ؿذ٘ب

سٛػظ  Agrobacterium tumefaciens LBA4404دغ اص سشاس٤خش٣ ٥٤ذ سػ٥ذ.أثٝ سثٝ ٥ٍٞشٚٔب٤ؼ٥ٗ ٚ ٕٞچ٥ٙٗ ثشؽ آ٘ض٣ٕ٤ دٌٚب٘ٝ كحز ٚاوٙؾ اسلبَ 

pCSPٜ٥٤ذ ٌشد٤ذ. ػذغ سخٕه دٙجٝ سلٓ ٚسا٥ٔٗ سٛػظ آٖ سشا٤خشٝ ؿذ ٚ ثب اثجبر ث٥بٖ طٖ أا٢ د٥ّٕشاص س، كحز سشاس٤خش٣ ثب ٚاوٙؾ ص٘د٥شMaSp1  ٚ دس سخٕه

ٔٛسد ٘ؾش دس ا٥ِبف دٙجٝ سا داسد ٚ خٛث٣ سٛاٖ وٙششَ ث٥بٖ طٖ ثٝ دٙجٝ اػز اص د٤ٍش٢ ١ٝ ٌٛ٘ثوٝ ٔشقّك  GaRDL1ؿذ دشٚٔٛسش ا٥ِبف دٙجٝ دس ٔح٥ظ دس ؿ٥ـٝ ٔـخق

  ثبؿذ.ػبص٢ وذٖٚ دس ا٥ِبف دٙجٝ لبثُ ث٥بٖ ٣ٔسٛا٣ِ طٖ ػٙشض٢ ثذٖٚ ث٥ٟٙٝ

 ، دشٚٔٛسشثشؽ دٌٚب٘ٝ ،سشاس٤خش٣ ،سخٕه ،اػذب٤ذس٥٤ٚٗ های کلیذی.واصه

 

Designing and cloning a MaSp1-based synthetic gene in binary vector for tran-

sient expression in cotton fiber 
Maryam Behnam

1
, Seyed Javad Davarpanah

2*
 & Ramin Karimian

2 

Received 08.11.2015/ Accepted 12.06.2016/ Published 20.12.2016 

1
Department of Biotechnology, Faculty of Agricultural Sciences, Payam Nour University, Tehran, Iran 

2
Applied Biotechnology Research Center, Baqiyatallah University of Medical Sciences, Tehran, Iran 

*
Correspondent author: davarpanah@bmsu.ac.ir 

 

Abstract. Cotton (Gossypium hirsutum L.) is an important crop in the world and increasing its fiber quality is very cr-

ucial for textile industries. Spider silk is the strongest and most elastic fiber ever known in the nature. Cotton is one of 

the main crops in the world and increasing its fiber quality is very important for textile industries. In this regard, a synt-

hetic construct has been designed to offer spider silk quality to cotton fibers by fiber-specific expression of Major am-

pullate spidroin1 (MaSp1) gene under control of core sequence of GaRD22-like1 promoter. The synthetic construct was 

double digested by the EcoRI and NheI and sub-cloned in pCAMBIA1304 binary vector. E.coli DH5α was transformed 

using new plasmid namely pCSP. Ligation and intact backbone of plasmid was conformed using MaSp1 and hygrom-

ycin re-sistance genes specific primers and finally with EcoRI/NheI double digestion. Agrobacterium tumefaciens 

LBA4404 was transformed with pCSP to transform cotton ovules of Varamin cultivar. The expression of MaSp1 in co-

tton ovules and fibers showed that this synthetic sequence had been successfully expressed under control of GaRDL1 

core promoter and this construct without codon optimization could be used for cotton transformation and its fiber qual-

ity manipulation. 
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 هقذهه
سش٤ٗ ٔحلٛلار صساف٣ اص L.  Gossypium hirsutumٟٓٔدٙجٝ   

ٞب٢ دٙجٝ سؿشٝ .(Memon et al., 2010) ف٥جش٢ دس خٟبٖ اػز

ِحبػ الشلبد٢ ا٥ٕٞز داس٘ذ ثّىٝ ٤ه ٔذَ سدشث٣ خٛة سٟٙب اص٘ٝ

٤بخشٝ ٠ٞب٢ ٥ٌب٣ٞ ٚ ث٥ٛػٙشض د٤ٛاسؿذٖ ٤بخشٝثشا٢ ثشسػ٣ ع٤ُٛ
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 Behnam et al. Expression of MaSp1 gene in cotton fibers                                                                  دس ا٥ِبف دٙجٝ MaSp1ث٥بٖ طٖ ٚ ٕٞىبساٖ.  ثٟٙبْ

 
 

وٙذ، % اسصؽ دٙجٝ سا فشاٞٓ 90٣ٔاص آ٘دبوٝ ف٥جش ث٥ؾا٢ ٞؼشٙذ ٚ اص

ط٘ش٥ى٣ ثبصدٜ ف٥جش، ٞذف ٣ٕٟٔ دس  ١و٥ف٥ز ف٥جش ٚ سٛػق

ٞب٢ . وشن(Kim et al., 2002) ثبؿٙذف٥جش ٣ٔ ث٥ٛسىِٙٛٛط٢

 Wang) ث٥ـشش٤ٗ ف٥جشٞب٢ ٔٛسد اػشفبدٜ دس عج٥قز ٞؼشٙذدٙجٝ ٥ٌبٜ 

et al., 2004)ا٢ ٤بخشٝٞب٢ ٥ٌب٣ٞ چٙذوشن ٠. ثخؾ فٕذ

وٝ داسا٢ ا٥ٕٞز الشلبد٢  ا٤٢بخشٝٞب٢ سهدٙجٝ وشن أب ٞؼشٙذ

ا٢ ثشا٢ فٙٛاٖ ٚػ٥ّٝوٙذ. ثٟجٛد ف٥جشٞب٢ دٙجٝ ثٝسا س٥ِٛذ ٣ٔٞؼشٙذ 

سٛا٘ذ ثب٤ٛ٘ٝ ٣ٔ ٥ٌ٠ش٢ ث٥ٛػٙشض ػِّٛض دس عَٛ اكلاح د٤ٛاسا٘ذاصٜ

ٞب٢ د٥ـشفز .(Arpat et al., 2004) ٔٛسد اػشفبدٜ لشاس ٥ٌشد

اخ٥ش دس ث٥ٛسىِٙٛٛط٢، دظٚٞـٍشاٖ سا لبدس ثٝ سشاس٤خش٣ ط٘ش٥ى٣ 

 (Umbeck et al., 1987) اػزٞب٢ ص٤بد٢ اص ٥ٌبٞبٖ وشدٌٜٛ٘ٝ

آ٥ٔض٢ ثشا٢ س٥ِٛذ ٔحلٛلار عٛس ٔٛفم٥ز٥بٞبٖ ٌٛ٘ب٣ٌ٘ٛ ثٌٝ ٚ

فٙٛاٖ ػ٥ؼشٓ اسصاٖ ٚ ٔؤثش ثشا٢ س٥ِٛذ ٔخشّف ٚ ثٝ ١سشاس٤خش

ولاطٖ، الاػش٥ٗ ٚ دشٚسئ٥ٗ سبس فٙىجٛر  ا٢ چٖٛسؿشٝ ٞب٢دشٚسئ٥ٗ

 ,Gutiérrez et al., 2013; Foo & Kaplan)ا٘ذ اػشفبدٜ ؿذٜ

2002; Scheller et al., 2001)ػش٤ـ  ١س ا٤ٗ ساػشب سٛػق. د

ٞب٢ سٟٙب سٚؽ اسصؿٕٙذ٢ ثشا٢ ا٘شمبَ طٖفٙبٚس٢ سشاس٤خش٣ دٙجٝ ٘ٝ

-اٞذاف آٌش٥ٔٛ٘ٚه ٟٔٓ سا فشاٞٓ ٣ٔ ١ٔف٥ذ ثٝ دٙجٝ ثشا٢ سٛػق

 وٙذآٚسد، ثّىٝ وٕه ؿب٤ب٣٘ دس ثشسػ٣ فُٕ ٚ سٙؾ٥ٓ ط٣٘ ٣ٔ

(Keshamma et al., 2008) . 

خبْ ثشا٢ س٥ِٛذ  ٤٠ه ٔبدفٙٛاٖ ٞب٢ سبس فٙىجٛر ثٝدشٚسئ٥ٗ   

ٞب ٚ دس سىِٙٛٛط٢ دضؿى٣ ٚ كٙقش٣ ٔٛسد اػشفبدٜ ف٥جشٞب ٚ سشاؿٝ

دس كٙب٤ـ ٘ؼبخ٣ لبث٥ّز ا٘قغبف ٚ ٚصٖ وٓ  ٚ ٥ٌش٘ذلشاس ٣ٔ

 Scheller et) ؿٛدٗ حبكُ ٥٣ٔاػشفبدٜ اص ا٤ٗ دشٚسئٞب ثبدبسچٝ

al., 2001)ٗٞب٢ ف٥جش٢ . سبس فٙىجٛر ٤ه ٔذَ فب٣ِ اص دشٚسئ٥

ضق٥ف  ٚ ثب د٥ٛ٘ذٞب٣٢ اػز وٝ ػبخشبس ػّؼّٝ ٔشاسج٣ داسد ص٤ؼش

دس سٙؾ٥ٓ سفشبس سؿشٝ دس دبػخ ثٝ سغ٥٥شار ع٣ِٛ  ٥ٞذسٚط٣٘ دس ٔشوض

 ،(Tarakanova & Buehler, 2012) سبس فٙىجٛر ٘مؾ داسد

ٞب٢ ثؼ٥بس ٔشفبٚر اػز وٝ داسا٢ سٟٙب ػٝ ٕٞچ٥ٙٗ حب٢ٚ دشٚسئ٥ٗ

ؿٛ٘ذ ٚ سٛػظ سٞب سىشاس ٣ٔكٛسر ٔـبثٝ ثبثبؿٙذ وٝ ثٝٔٛس٥ف ٣ٔ

٥ٌش٢ ٤ه ؿٛ٘ذ وٝ ٔٛخت ؿىُفشْ سشؿح ٥٣ٔٞب٢ فلاطِغذٜ

فٙىجٛس٣  ١ٞب٢ ؿجىٞب٢ الاػش٥ى٣ اص ٔبسد٥چخضء فٕذٜ اص سؿشٝ

. سبس فٙىجٛر حب٢ٚ (Vollrath & Knight, 2001) ؿٛد٣ٔ

-Schel) آ٥ٔٙٝ آلا٥٘ٗ ٚ ٌلا٤ؼ٥ٗ اػزٔمبد٤ش ص٤بد٢ اص اػ٥ذٞب٢

ler et al., 2001). سبس  ١ٞب٢ دشٚسئ٣ٙ٥ سؿشسش٤ٗ ٔٛس٥فثضسي

سٛا٘ٙذ اػز وٝ ٣ٔ n(Gly-Pro - Gly - Gly- x)فٙىجٛر 

قذاد ص٤بد٢ اص كفحبر س٥ٌش٢ ٔبسد٥چ٣ ؿٛد وٝ دس ٔٛخت ؿىُ

 ,Vollrath & Knight) ا٘ذكٛسر ا٘شٟب ثٝ ا٘شٟب ٔٙؾٓ ؿذٜثٝثشب 

ٞب٢ خـز٤بدآٚس  (MaSp1)دشٚسئ٥ٗ آٔذ٣ِٛ ثضسي . (2001

ٞب ثب  (GGx)ٛد٥ّٕش٢ اػز وٝ اص وـؾ د٣ّ آلا٥٘ٗ ٚ د٤ٍش و

(GPGxx) ٞب ( x ثٝ كٛسر س٥ذ٥ه ؿبُٔ دش٥ِٚٗ، سش٤ذشٛفبٖ ٤ب

 ٠اػز وٝ ثب دٚ ثخؾ ثؼ٥بس حفؼ ؿذثبؿذ( سـى٥ُ ؿذِٜٛػ٥ٗ ٣ٔ

 Motriuk-Smith et) ؿٛدسش٥ٔٙبَ احبعٝ ٣ٔ C  ٚNسىشاس٢ غ٥ش

al., 2005; Rising et al., 2006). 
طٖ اػذب٤ذس٥٤ٚٗ دس٥ٌبٞب٣٘ چٖٛ ا٘ٛاؿ سٛسٖٛ ٚ ػ٥ت وٖٙٛ سب   

ٖ دشٚسئ٥ٗ سبس فٙىجٛر ص٣ٙ٥ٔ ث٥بٖ ؿذٜ اػز ٚ و٥ف٥ز ٚ و٥ٕز ث٥ب

 Hauptmann et) اػزثشسػ٣ لشاس ٌشفشٝ ٔٛسدٚ خٛاف آٖ 

al., 2013; Menassa et al., 2004; Piruzian et al., 

2003; Scheller et al., 2001)  .دٙجٝ ثب و٥ف٥ز ثٟشش  س٥ِٛذ ا٥ِبف

سٛا٘ذ عشح٣ ٣ٔ اػشفبدٜ اص خٛاف سبس فٙىجٛرثب خٟز س٤ؼٙذ٣ٌ

سٚد ا٥ِبف، خٛاف سبس ا٘شؾبس ٣ٔ .ثبؿذ ٌـب دس كٙب٤ـ ٘ؼبخ٣ساٜ

خّٕٝ وـؼب٣٘ ٚ سحُٕ سٙؾ وــ٣ سا داؿشٝ ثبؿٙذ، دساص رفٙىجٛ

ساحش٣ ا٥ِبف دٙجٝ سشاس٤خز سا دس س٤ؼٙذ٣ٌ سٛاٖ ثٝكٛسر ٣ٔا٤ٗ

فشد٘ذ ٞب٢ ف٥جش ٔٙحلش ثٝثشخ٣ دشٚسئ٥ٗوبس ثشد. ب٤ـ ٚاثؼشٝ ثٝٚ كٙ

-ٞب٢ دٙجٝ ٘مؾ داس٘ذ. ؿشٚؿ ف٥جش٤ٚظ٣ٌ ١عٛس ٔـبثٝ دس سٛػقٚ ثٝ

ؿذٖ ٥٘بصٔٙذ سشخٕٝ اػز ٚ ثٙبثشا٤ٗ فبوشٛسٞب٢ سشخٕٝ دس آغبص 

. دٚ فبُٔ (John & Crow, 1992) ؿذٖ ٘مؾ ٣ٕٟٔ داس٘ذف٥جش٢

 ٚ  GaMYB2/fiber factor (F/F1)ٞب٢ سشخٕٝ دس دٙجٝ ثٝ ٘بْ

GHHOX3 َٕ٘ٛدٖ دشٚٔٛسش ٤ٚظٜ لبدس ثٝ فقبRD22-like1 

(RDL1) ثبؿٙذ ٣ٔ (Wang et al. 2004) خٟز ثٟجٛد و٥ف٥ز .

سبس فٙىجٛر ثٝ ٥ٌبٜ دٙجٝ، ثقذ اص ػٙشض  ١ٚ ا٘شمبَ كفبر ٔؤثش سؿش

وٝ ٔؼؤَٚ وـؼب٣٘ ٚ ٔمبٚٔز  MaSp1 ٘ؾش اص سٛا٣ِدشٚسئ٥ٗ ٔٛسد

 Latrodectusػ٥بٜ ث٥ٜٛ  ٞب٢ سبس فٙىجٛربلا٢ سؿشٝسٙـ٣ ث

hesperus دشٚٔٛسش  ،ثبؿذ٣ٔRDL1 دس  وٝ ث٥بٖ ٤ٚظٜ دس ا٥ِبف سا

ٌٝ٘ٛ Gossypium arboreum ٝٞب٢ ف٥جش دس حبَ ٕ٘ٛدس ٤بخش 

ثٝ اثشذا٢ طٖ ٔٛسد ٘ؾش  (Wang et al., 2004) وٙذز ٤٣ٔٞذا

اػز وٝ ا٤ٗ سٛا٣ِ  ثبسدا٥٘ٓ ثشا٢ ٘خؼش٥ٗسب آ٘دب وٝ ٣ٔ افضٚدٜ ؿذ.

اػز ٚ سٟٙب دس ػٙشض٢ خٟز سشاس٤خش٣ دٙجٝ ٔٛسد اػشفبدٜ لشاس ٌشفشٝ

٤ه ٔٛسد دشٚسئ٥ٗ سبسوشْ اثش٤ـٓ خٟز سغ٥٥ش و٥ف٥ز ا٥ِبف، دس 
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اػبع دس ا٤ٗثش. (Li et al., 2009)اػز ا٥ِبف دٙجٝ ث٥بٖ ٤ٚظٜ ؿذٜ

ذس٥٤ٚٗ ٤ٚظٜ اػذب٤-ا٢ عشاح٣ ؿذ سب ثب ث٥بٖ ف٥جشا٤ٗ دظٚٞؾ ػبصٜ

 دس ا٥ِبف دٙجٝ ثشٛا٘ذ و٥ف٥ز ا٥ِبف دٙجٝ سا ثٟجٛد ثخـذ.

 

 هاهواد و روش

 طزاحی هجووعه صنی و سنتش آى

ٞب٣٤ ٘ٛوّئٛس٥ذ عشاح٣ ؿذ وٝ داسا٢ ثخؾ 722ا٢ ثٝ عَٛ ػبصٜ   

دشٚٔٛسش  ،5'دس اثشذا٢  EcoRIخب٤ٍبٜ ثشؽ  :ثبؿذ٣ٔثٝ ا٤ٗ ؿشح 

 ا٢ آٖ ثٝ عَٛٔٛسش ٞؼشٝوٝ دشٚ GaRDL1 ث٥بٖ دس ف٥جش دٙجٝ ٤ٚ٠ظ

خٟز وٙششَ ث٥بٖ ف٥جش ٤ٚظ٠ دشٚسئ٥ٗ سبس فٙىجٛر  ٘ٛوّئٛس٥ذ 302

، HindIIIخب٤ٍبٜ ثشؽ ، (Wang et al., 2004)ؿذ ثشٌض٤ذٜ

سٛا٣ِ ثشٌض٤ذٜ اص طٖ ، ٔب٘ٙذ دس ٥ٌبٞبٖوٛصان ٠ؿذٛا٣ِ حفبؽزس

اػبع وٝ ثش ٘ٛوّئٛس٥ذ 390ثٝ عَٛ MaSp1 Lhدشٚسئ٥ٗ  ٠وٙٙذوذ

 ,.Ayoub et al)عشاح٣ ؿذ  Lh masp1بُٔ طٖ سٛا٣ِ و

 3 'دس ا٘شٟب٢ NcoIخب٤ٍبٜ ثشؽ ٚ  NheIخب٤ٍبٜ ثشؽ، (2007

 ٠ثٝ ؿٕبس  NCBIعشاح٣ ؿذٜ دس ثب٘ه طٖ  ٠سٛا٣ِ ػبص(. 1)ؿىُ 

ػبص٢ آٖ دس ٚ ػٙشض ٚ ٕٞؼب٘ٝ رخ٥شٜ ؿذ KP026918دػششػ٣ 

 ShineGene Molecularسٛػظ ؿشوز  pUC57ٚوشٛس 

Biotech,Inc. ٗا٘دبْ ؿذ. وـٛس چ٥ 

ٚ طٖ ٔمبٚٔز ثٝ  MaSp1دشا٤ٕشٞب٢ اخشلبك٣ لغقٝ ط٣٘    

ٚ  Oligo7، BioEdit 7.0.5.3ثٝ وٕه ٘شْ افضاس ٥ٍٞشٚٔب٤ؼ٥ٗ 

ؿشوز ػ٥ٙبوّٖٛ، ا٤شاٖ عشاح٣ ؿذ ٚ ػذغ سٛػظ   NCBIػب٤ز

 ػٙشض ؿذ.

صنی اس وکتور  ۀساسی هجووعبیانی با باسهوسانه ۀساخت ساس

pUC57 فتی به وکتور جpCAMBIA1304 

 ٠سٛػظ دلاػ٥ٕذ حب٢ٚ ػبصα E.coli DH5دغ اص سشاس٤خش٣    

 Bio-Rad, Gene Pulserٚػ١ّ٥ دػشٍبٜ اِىششٚدٛساسٛسثٝ ػٙشض٢

Xcell
TM

 modular electroporation systems,  ٌض٤ٙؾ

 Lysogeny Brothس٢ٚ ٔح٥ظ خبٔذ ٞب٢ سشاس٤خز ثشو٣ّٙ

(LB) حب٢ٚ mgL
ْ ٌشفز. دغ اص وـز وب٘بٔب٤ؼ٥ٗ ا٘دب 50 1-

حب٢ٚ  LBٔح٥ظ ٔب٤ـ ٥ِشش ٣ّ٥ٔ 3و٣ّٙ دس عَٛ ؿت دس سه

mgL
سٚؽ ٥ِض ل٥ّب٣٤ ا٘دبْ اػشخشاج دلاػ٥ٕذ ثٝ ،وب٘بٔب٤ؼ٥ٗ 50 1-

ٕٞؼب٘ٝثشا٢ ا٘دبْ فشآ٤ٙذ  .(Maniatis et al., 1984)ٌشفز 

  NheI  ٚEcoRIثب دٚ آ٘ض٤ٓ  ؿذٜدلاػ٥ٕذ اػشخشاجاثشذا  ػبص٢

-pUC57 ٠ؿذوبس دلاػ٥ٕذ سخ٥ّق شا٢ ا٤ٗؿذ. ثثشؽ دادٜ

+MaSp1  5/3ثب;OD  ٝٔمغش دٚثبس سمغ٥ش  آة٥ِشش٥ٔىشٚ 41ث

 ٥ٔىش٥ِٚشش 1ٞش وذاْ   EcoRI   ٚNheIٞب٢آ٘ض٤ٓاضبفٝ ٌشد٤ذ. 

دس٘ؾش  ٥ٔىش٥ِٚشش 50 ٚاوٙؾٟ٘ب٣٤ ٥٘ض ثٝ ٤ٚبَ اضبفٝ ؿذٜ، حدٓ 

Cدسػبفز  5ٔذر ػذغ ثٝ ٌشفشٝ ؿذ.
ذغ ػ ا٘ىٛثٝ ٌشد٤ذ. °37

دسكذ دس ثبفش  2/1آٌبسٚص آ٘ض٣ٕ٤ دس طَ  ١ٔحلَٛ ٞضٓ دٌٚب٘

TAE 1X دغ اص اسٕبْ فشآ٤ٙذ ػبفز( 1ِٚز،  50ذ )ساٖ ؿ .

 bp715 ٠ا٘ذاصثٝ  ثشؽ خٛسدٜ ؿذٜ ١اِىششٚفٛسص ٚ خذاػبص٢ لغق

 سخ٥ّق ؿذ. (Bioneer)ػبص٢ طَ اص طَ، سٛػظ و٥ز خبِق

، Sp1 ؿذٜسخ٥ّق ١لغق اسلبَا٢ ٚوشٛس خغ٣ ثش ١خٟز س٥ٟ

 EcoRIٞب٢ سٛػظ آ٘ض٤ٓ OD;3ثب  pCAMBIA 1304ٚوشٛس 
 ٚNheI ٜثٝ ٥ٔضاٖ ؿذ.ثشؽ دادngµl-1 10-9  اص دلاػ٥ٕذ

pCAMBIA 1304 ٓٞب٢اضبفٝ ؿذ ٚ آ٘ض٤EcoRI  ٚNheI  

 ٥ٔىش٥ِٚشش 50ثب حدٓ ٟ٘ب٣٤ ٚاوٙؾ  ثٝ ٤ٚبَ ٥ٔىش٥ِٚشش 1 ٞشوذاْ

Cػبفز دس  5ٔذر ذ ٚ ػذغ ثٌٝشد٤اضبفٝ
 ٍٟ٘ذاس٢ ؿذ. °37

دغ اص  ساٖ ؿذ. %8/0ٔحلَٛ ثشؽ دس طَ آٌبسص اِىششٚفٛسص 

ٚ اص طَ ثشؽ دادٜ ؿذ  ١bp 6379 ا٘دبْ فشآ٤ٙذ اِىششٚفٛسص لغق

 ػبص٢ ٌشد٤ذ.خبِق

  واکنص اتصال ینذافز

ٚوشٛس  اسلبَ٘ؾش، فشآ٤ٙذدغ اص ثشؽ ٚ سخ٥ّق لغقبر ٔٛسد   

ؿشح ص٤ش ثٝ Sp1 داسا٢ ٠ػبصٚ  pCAMBIA1304خغ٣ ؿذٜ 

 bp 715 ١ثٝ لغق bp 6379 ٠٘ؼجز ٚوشٛس خغ٣ ؿذ .ا٘دبْ ؿذ

Sp1، 9/8 ٘ؾش اص طَ ثشا٢ اسدبْ ٔٛسد ١. دغ اص سخ٥ّق دٚ لغقثٛد

 دػشٍبٜ ٘ب٘ٛدساحؿذٜ ثب سخ٥ّق ١غّؾز دٚ لغق ،فشآ٤ٙذ چؼجب٘ذٖ

((Thermo Scientific .غّغز ٚوشٛس خغ٣ ؿذٜ سق٥٥ٗ ؿذ، 

ngµl
وٝ  ثٛدٔٛسد ٥٘بص  ٥ٔng 30ضاٖ  اسلبَثٛد. ثشا٢ فشآ٤ٙذ  12-

ؿذٜ اص ا٤ٗ ٚوشٛس خغ٥ٔ٣ىش٥ِٚشش  15ؿذٜ سٛخٝ ثٝ غّؾز روشثب

سخ٥ّق ؿذٜ  ١لغق غّؾز. ثٛد٥٘بص ٔٛسد اسلبَثشا٢ ا٘دبْ فشآ٤ٙذ 

Sp1ثب دػشٍبٜ ٘ب٘ٛ دساح ، ngµl
ثب سٛخٝ ثٝ ٘ؼجز  .سق٥٥ٗ ؿذ 15-

 Sp1 7/0ٔٛسد ٥٘بص  حدٓثٛد،  9/8 ش ثبثوٝ ثشا ٚوشٛس ثٝ ا٤ٙضسر

 ٥ٔىش٥ِٚشش 5/5ٔمبد٤ش ٔحبػجٝ ؿذٜ ثٝ  .ٔحبػجٝ ٌشد٤ذ ٥ٔىش٥ِٚشش

Cدل٥مٝ دس دٔب٢  5ٔذر ؿذ ٚ ثٝآة ٔمغش دٚثبس سمغ٥ش اضبفٝ
°45 

ٚ ثبفش  ٥ٔىش٥ِٚشش ٥ٔ5/0ضاٖ ٥ٍِبص ثٝ T4ا٘ىٛثٝ ؿذ. ػذغ آ٘ض٤ٓ 

حدٓ ٟ٘ب٣٤ ٔحَّٛ  ىش٥ِٚشش٥ٔ 25حب٢ٚ  ٤ٚبَ ثٝ x10اسلبَ 

Cدل٥مٝ دس  10ٔذر افضٚدٜ ؿذ ٚ ثٝٚاوٙؾ 
 داس٢ ؿذ.ٍ٘ٝ °22

Cدٔب٢  دس ؿت٤ه ٚاوٙؾ اسلبَ ،ثشا٢ ا٘دبْ فشآ٤ٙذ ٟ٘ب٣٤
°9- 
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 :GaRDL1 ،Hدس ف٥جش دٙجٝدشٚٔٛسش ٤ٚظٜ ث٥بٖ  :RDL1، 5'دس اثشذا٢  EcoRIخب٤ٍبٜ ثشؽ  :Eػٙشض٢ داسا٢ طٖ ٔلٙٛف٣ اػذب٤ذس٥٤ٚٗ. ) ٠ػبخشبس ػبص -1ضکل 

 :NheI ،C خب٤ٍبٜ ثشؽ :MaSp1 Lh،Nدشٚسئ٥ٗ  ٠وٙٙذسٛا٣ِ ثشٌض٤ذٜ اص طٖ وذ :Sp1 ،ٔب٘ٙذ دس ٥ٌبٞبٖ-ٛا٣ِ حفبؽز ؿذٜ وٛصانس : HindIII،Kخب٤ٍبٜ ثشؽ 

 (.3' دس ا٘شٟب٢ NcoIخب٤ٍبٜ ثشؽ 

Fig. 1. Structure of synthetic construct containing spidroin sequence. (E: EcoRI restriction site, RDL1: fiber- specific 

core promoter of GaRDL1, H: HindIII restriction site, K: conserved kozak–like sequence in plants, Sp1: selected se-

quence of Lh MaSp1 gene, N: NheI restriction site, C: NcoI restriction site). 
 

 ادٜ ؿذ.لشاس د

روش به واکنص اتصال با هحصول  E.coliتزاریختی باکتزی

 گزهایی ۀتکان
 ١αDH5 ػ٤ٛ  E.coliدس ثبوشش٢ ٚاوٙؾ اسلبَ ٔحلَٛ   

 ؿذٜاص ثبوشش٢ روش دز٤شا ٤١بخش ١دغ اص س٥ٟ .سشاس٤خز ؿذ

س٢ٚ ٤خ لشاس  ٥ِشش٣ّ٥ٔ 5/1 دز٤شا دس ٤ٚبَ ١اص ٤بخش ٥ٔىش٥ِٚشش100

٤شا زد ١ثٝ ٤بخش فشا٤ٙذ اسلبَٔحلَٛ  اص ٌشْٛ٘ب٘ 80 ٥ٔضاٖ دادٜ ؿذ.

ػشفز ٤ٚبَ داؿشٝ ؿذ. ػذغ ثٝدل٥مٝ س٢ٚ ٤خ ٍ٘ٝ 10اضبفٝ ؿذ ٚ 

Cثب٥٘ٝ ثٝ دٔب٢  90ٔذر ثٝ
دل٥مٝ  5ٔذر ثٝ ا٘شمبَ دادٜ ٚ ػشثقبً °42

ٔب٤ـ ثٝ  LBٔح٥ظ  ٥ٔىش٥ِٚشش 400ثٝ س٢ٚ ٤خ ٔٙشمُ ٌشد٤ذ. ػذغ 

C ٔذر دٚػبفز دسٚ ثٝ ؿذ٤ٜٚبَ اضبفٝ 
 ا٤ٙىٛثٝ rpm 150ثب  °37

 ثش ٜؿذٔح٥ظ ػب٘شش٤ف٥ٛط اص  ٥ٔىش٥ِٚشش 100اص دٚ ػبفز ؿذ. دغ

mgLوب٘بٔب٤ؼ٥ٗ  حب٢ٚ خبٔذ LBس٢ٚ ٔح٥ظ 
 ٚوـز دادٜ  120-

Cدس دٔب٢  دس ع٣ ؿت
-ٞب٢ سؿذؿذ. ػذغ اص و٣ّٙ ا٤ٙىٛثٝ °37

mgLوب٘بٔب٤ؼ٥ٗ  داسا٢ ٔب٤ـ LBوشدٜ وـز ٔب٤ـ دس ٔح٥ظ 
-1 50 

 .ؿذ سؿذ دادٜ

 های نوتزکیبلکولی کلنیوییذ هأت 

ا٢ ٚاوٙؾ ص٘د٥شٜ، ٚاوٙؾ اسلبَفشآ٤ٙذ  كحز٥٤ذ أثشا٢ س   

 MaSp1خفز ثبص٢  400 ١ثب ؿشا٤ظ ص٤ش وٝ ثشا٢ لغق د٥ّٕشاص

 ٚاوٙؾ دس دػشٍبٜ سشٔٛػب٤ىّش ، ا٘دبْ ؿذ.ثٛدعشاح٣ ؿذٜ ػٙشض٢

( (Eppendorf5  ٌشاد )ٚاػشؿشٝ ػبص٢ ػب٘ش٣ ١دسخ 94دل٥مٝ دس

ٌشاد )ٚاػشؿشٝ ػب٘ش٣ ١دسخ 94ثب٥٘ٝ  30 ١چشخٝ ثب ثش٘بٔ ٥ِٚ32ٝ( ٚ ا

 30ٌشاد )دٔب٢ اسلبَ(، ػب٘ش٣ ١دسخ 65ثب٥٘ٝ دس دٔب٢  30ػبص٢(، 

آ٘ض٤ٓ د٥ّٕشاص( ٚ دس  ١ٌشاد )دٔب٢ ثؼظ ث٥ٟٙػب٘ش٣ ١دسخ 72ثب٥٘ٝ 

ٌشاد )ثؼظ ٟ٘ب٣٤( ا٘دبْ ػب٘ش٣ ١دسخ 72دل٥مٝ دس دٔب٢  5ٟ٘ب٤ز 

 x ثبفش ٚاوٙؾ ،٥ٔىش٥ِٚشش 25 ثب حدٓ ٟ٘ب٣٤ PCRْ ثشا٢ ا٘دب ؿذ.

دشا٤ٕشٞب٢ اخشلبك٣  ،٥ِشش٥ٔىشdNTP 75/0ٚ، ٥ِشش٥ٔىشٚ 5/2 10

 ’spF:5’-ctatccatgggaggtg-caggtcaa-3ػٙشض٢ ثب سٛا٣ِ 

ٚspR:5’- atatgctagcggctgctgctgctg-3’ وذاْٞش  pmol10 

 َاسلب ٚاوٙؾؿذٜ ثب ٔحلَٛ ٞب٢ سشاس٤خزاص وـز ٔب٤ـ و٣ّٙ 

 PrimeTaq د٥ّٕشاص ٚ دس آخش آ٘ض٥ٔٓ٤ىش٥ِٚشش  5/0 ٥ٔضاٖثٝ

(GeNetBio)ٝثٝ ٤ٚبَ اضبفٝ ٌشد٤ذ. ٥ٔىش٥ِٚشش 25/0 ٥ٔضاٖث 

-Tٚ ا٘شمبَ وُ ا٢ سأ٥٤ذ كحز ا٘دبْ ٚاوٙؾ اسلبَ ٕٞچ٥ٙٗ ثش

DNA ٜا٢ د٥ّٕشاص سٛػظ دشا٤ٕشٞب٢ ٚوشٛس ٚاوٙؾ ص٘د٥ش

-HygFطٖ ٔمبٚٔز ثٝ ٥ٍٞشٚٔب٤ؼ٥ٗ  اخشلبك٣ ثشا٢

ctcggagggcgaagaatctc  ٚHygR-catatacgcccggagtcg-

tg ػبص٢ )ٚاػشؿشٌٝشاد ػب٘ش٣ ١دسخ 94دل٥مٝ دس  5 ٌشفز.كٛسر

ٚاػشؿشٝ) ٌشادػب٘ش١٣دسخ 94ثب٥٘ٝ  30 ١چشخٝ ثب ثش٘بٔ 30( ٚ ا٥ِٚٝ

 30 ٌشاد )دٔب٢ اسلبَ(،ػب٘ش٣ ١دسخ 60ثب٥٘ٝ دس دٔب٢  30(، ػبص٢

-آ٘ض٤ٓ د٥ّٕشاص( ٚ دس ١ٌشاد )دٔب٢ ثؼظ ث٥ٟٙػب٘ش٣ ١دسخ 72ثب٥٘ٝ 

ٌشاد )ثؼظ ٟ٘ب٣٤( ا٘دبْ ػب٘ش٣ ١دسخ 72دل٥مٝ دس دٔب٢  5ٟ٘ب٤ز 

ذ. حدٓ ٚ ٥ٔضاٖ ٔٛاد ٚاوٙؾ ٔغبثك ٚاوٙؾ ثبلا ثب دشا٤ٕشٞب٢ ؿ

دغ اص  ٌشفز.كٛسراخشلبك٣ طٖ ٔمبٚٔز ثٝ ٥ٍٞشٚٔب٤ؼ٥ٗ 

دس طَ آٌبسص  PCRاص ٔحلَٛ  ٥ِشش٥ٔىشٚ PCR ،5ا٘دبْ فشآ٤ٙذ 

 ؿذ. اِىششٚفٛسص ِٚز 90 دل٥مٝ ثب ِٚشبط 30ٔذر % ث8/0ٝ

  pCSP پلاسویذ هضن آنشیوی

خٟز ٌزاس٢ ؿذ. ٘بْ pCSPاص اػشخشاج دلاػ٥ٕذ خذ٤ذ، دغ   

دلاػ٥ٕذ خبِق ٞضٓ آ٘ض٣ٕ٤  ا٘دبْ ٚاوٙؾ اسلبَ،٥٤ذ ٟ٘ب٣٤ أس

ٞب٢ اص آ٘ض٤ٓ ٥ِٚشش٥ٔىش 1ب ث pCSPاص دلاػ٥ٕذ ٌشْ ٘ب٘ٛ 4ؿذ. 

NheI   ٚEcoRI ٚ 2 اص  ٥ٔىش٥ِٚششGreen 10x buffer fast 

(Thermo Scientific)  ٚ6 ش اػشش٤ُ ٔخّٛط غٔمآة ٥ٔىش٥ِٚشش

ؿذ  داس٢ػبفز ٍ٘ٝ 5ٔذر ٌشاد ثٝػب٘ش٣ ١دسخ 37ؿذ ٚ دس دٔب٢ 

H
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دل٥مٝ ثب  30ٔذر % ث8/0ٝدس طَ آٌبسص  ٞضٓ آ٘ض٣ٕ٤ٚ ٔحلَٛ 

  ساٖ ؿذ. 90ِٚشبط 

 pCSPتزاریختی آگزوباکتزیوم توسط پلاسویذ 

 Agrobacterium tumefaciensدز٤شا٢  ٤١بخش ٥ٔىش٥ِٚششكذ   

LBA4404 ٌشْ دلاػ٥ٕذ ٥ٔىشٚ 1 سٛػظpCSP ٝ١سٚؽ سىب٘ث 

س٢ٚ ٔح٥ظ خبٔذ ٞب ثشٌشٔب٣٤ سشاس٤خشٝ ؿذ. دغ اص سؿذ و٣ّٙ

YEP داسا٢ mgL
C سٚص دس دٔب٢ دٚوب٘بٔب٤ؼ٥ٗ دغ اص  150-

°28 

mgL داسا٢ YEPٔب٤ـ ٔح٥ظ  ٥ِشش٣ّ٥ٔ 1 ٞب دسو٣ّٙسه 
-150 

C دٔب٢وب٘بٔب٤ؼ٥ٗ، 
دٚس دس دل٥مٝ دس ع٣ ؿت ا٤ٙىٛثٝ  190، °28

ا٢ د٥ّٕشاص عجك ؿشا٤غ٣ سشاس٤خش٣ ٚاوٙؾ ص٘د٥شٜ ٥ذؿذ. خٟز سأ٤

 ؿذ ا٘دبْ ٌشفز.وٝ د٥ـشش ٌفشٝ

 تزاریختی تخوک

ٜ سحم٥مبر دٙجٝ ٚسا٥ٔٗ ثزس دٙجٝ صساف٣ سلٓ ٚسا٥ٔٗ وٝ اص ا٤ؼشٍب   

ػِٛفٛس٤ه غ٥ّؼ د٥ِٙشٝ ؿذ ٚ خش٤ذاس٢ ؿذٜ ثٛد ثب اػشفبدٜ اص اػ٥ذ

د٥ز ٚ ؿ٢ٛ فشاٚاٖ ثب آة دس ٔخّٛع٣ اص وٛوٛٚدغ اص ؿؼز

سحم٥مبس٣ ٔشوض ث٥ٛسىِٙٛٛط٢  ١خب٘ٔبع دس ٌّذاٖ دس ٌُد٥ز

الله وـز ؿذ سب ٥ٌبٞبٖ دٙجٝ ثٝ دضؿى٣ ثم٥ٝوبسثشد٢، دا٘ـٍبٜ فّْٛ

ٞب ٌُ (1DPA)د٣ٞ د٣ٞ ثشػٙذ. ٤ه سٚص دغ اص ٌٌُُ ١ٔشحّ

ؿذٖ دس اسبَ٘ٛ ٚ فجٛس اص ٞب دغ اص اػشش٤ُخذا ؿذ٘ذ ٚ سخٕذاٖ

ٞب خذا ؿذٜ، ٞب ؿىبفشٝ ؿذ٘ذ ٚ سخٕهس٢ٚ ؿقّٝ، اص ٔحُ ثشچٝ

 & Murashige) اػىٛي-ٞب٢ دب٤ٝ ٔٛساؿ٥ًدس ٔح٥ظ ٕ٘ه

Skoog, 1962) ػبوبسٚص ،gL
gL، ٌّٛوض 16-

شبِٗ ، ٘ف114-

 (GA3)ط٤جش٥ِه ٥ٔىشٚٔٛلاس، اػ٥ذ 5 (NAA)اػ٥ذ اػش٥ه

 C°30سٚص دس سبس٤ى٣ ٚ  5ٔذر آٌبس ث٥ٔ4/0ٝىشٚٔٛلاس، 5/0%

 (9DPA)د٣ٞ سٚص دغ اص ٌُ 9ٞب وـز ؿذ٘ذ. ٕٞچ٥ٙٗ سخٕه

 ٔؼشم٥ٕبً ثشا٢ سشاس٤خش٣ ٔٛسد اػشفبدٜ لشاس ٌشفشٙذ.

 Agrobacteriu tumefaciensخٟز سشاس٤خش٣ اثشذا ثبوشش٢    

LBA4404  داسا٢ دلاػ٥ٕذpCSP  ٤بpCAMBIA 1304 دس ٚ

mgL داسا٢ YEPٔب٤ـ عَٛ ؿت دس ٔح٥ظ 
وـز  وب٘بٔب٤ؼ٥ٗ 150-

ثشػذ ٚ دغ اص ػب٘شش٤فٛط دس ٔح٥ظ =OD600 1ؿذ٘ذ سب ثٝ 

ثذٞذ. ٔح٥ظ ا٤ٙف٥ّششاػ٥ٖٛ  =3/0OD600ؿذ سب ا٤ٙف٥ّششاػ٥ٖٛ ٔقّك

ٞب٢ ٔح٥ظ ب٥ٔٗاػىٛي، ٤ٚش-ٞب٢ دب٤ٝ ٔٛساؿ٥ًحب٢ٚ ٕ٘ه

gLاػىٛي، ػبوبسٚص -ٔٛساؿ٥ً
gL، ٌّٛوض 15-

-18/1 ،

٥ٔIGEPALىشٚٔٛلاس،  100اػشٛػ٥ش٤ٍٖٙٛ 
ثبؿذ. ٣ٔ %001/0 ®

-ثٝ mmHg 200 ءٞب دس ٔح٥ظ ا٤ٙف٥ّششاػ٥ٖٛ سحز خلاسخٕه

ٞب دس دل٥مٝ سشاس٤خشٝ ؿذ٘ذ. دغ اص سشاس٤خش٣ سخٕه 10ٔذر 

mgLوـز لج٣ّ داسا٢ٔح٥ظ
ثذٖٚ  ػفٛسبوؼ٥ٓ ٚ 70 1-

 آٌبسوـز ؿذ٘ذ.

ٞفشٝ ثباػشفبدٜ اص اص ٤هخٟز سأ٥٤ذ كحز سٚؽ سشاس٤خش٣ دغ   

دس ف٥جش ٚ سخٕه ٔٛسد ثشسػ٣  gfpلأخ فشاثٙفؾ ث٥بٖ ٌزسا٢ طٖ 

 ٞب ٚ، سخٕهوـز دس ؿشا٤ظ ٔب٤ـ اصٔبٜ دغلشاس ٌشفز. ٤ه

آٖ  RNAاػشفبدٜ اص ٥٘ششٚطٖ ٔب٤ـ ٚ ٞبٖٚ آػ٥بة ؿذ٘ذ ٚ ف٥جشٞب ثب

وّشا٤ذ اػشخشاج ؿذ. و٥ف٥ز ٚ و٥ٕز بدٜ اص سٚؽ ٥ِش٥ٓاػشفثب

RNA  اػشخشاخ٣ ثب اِىششٚفٛسص دس ثبفشX5/0 TBE  ٘ب٘ٛدساح ٚ

-cDNA (DNAثب اػشفبدٜ اص و٥ز ػٙشض  cDNA سق٥٥ٗ ؿذ.

Technology )ٝاػشفبدٜ اص دشا٤ٕشٞب٢ اخشلبك٣ طٖ ؿذ ٚ ثبػبخش

masp1 ػٙشض٢ PCR 10دٜ اص بثب اػشفx PCR buffer 5/2 

، ٥ٔىش٥ِٚشش DMSO 1 ،٥ٔىش٥ِٚشش dNTP mixture2 ، ٥ٔىش٥ِٚشش

 Taq DNA ،٥ٔىش٥ِٚشش pmol 10، cDNA 2 ٞش دشا٤ٕش ٞش وذاْ

polymerase  5/0  عجك ٥ٔىش٥ِٚشش  25ثب حدٓ ٟ٘ب٣٤ ٥ٔىش٥ِٚشش ٚ

 ؿشا٤غ٣ وٝ د٥ـششٌفشٝ ؿذ ا٘دبْ ٌشفز.

 

 نتایج و بحث

 bpثٝ عَٛ  GaRDL-1 دشٚٔٛسش ١ؿذٜ سشو٥ج٣ اص ٞؼشػٙشض ٠ػبص 

سٚص دغ اص ٌشدٜ  12-3سا  ٤ٚRDL-1ظٜ  ف٥جش اػز وٝ ث٥بٖ 302

 ,.Wang et al)افـب٣٘ دس ؿشا٤ظ دس ص٤ٜٛ سحز وٙششَ خٛد داسد 

 bpثٝ عَٛ  MaSp1 اػبع طٖٚ ٕٞچ٥ٙٗ سٛا٣ِ ػٙشض٢ ثش (2004

 Ayoub et)وٝ دس ػبخشبس سبس فٙىجٛر ٘مـ٣ اػبػ٣ داسد  390

al., 2007) ٚٞب٢ ا٘شٟب سٛػظ خب٤ٍبٜ ثشؽ آ٘ض٤ٓ وٝ دس دEcoRI 

  ٚNheI  ُا٤ٗ ثشؽ آ٘ض٣ٕ٤ دٌٚب٘ٝ  (. اص1احبعٝ ؿذٜ اػز )ؿى

آٔذ )ؿىُ دػزثٝ  bp715ا٢ حذٚد ػبص٢ آٖ لغقٝػبصٜ ٚ خبِق

سٛػظ ا٤ٗ دٚ آ٘ض٤ٓ  pCAMBIA1304(. دغ اص ثشؽ ٚوشٛس 2

اك٣ّ ٚوشٛس  ٠وٝ ؿبُٔ ػبص bp6379دػز آٔذٜ ثٝ عَٛ ثٝ ١لغق

ٚ طٖ ٔمبٚٔز ثٝ وب٘بٔب٤ؼ٥ٗ سٛػظ ثبوشش٢  T-DNAداسا٢ ثخؾ 

( سٛػظ فشا٤ٙذ اسلبَ ثٝ ػبصٜ ٔٛسد ٘ؾش ٔشلُ 3حبُٔ ثٛد )ؿىُ 

داسا٢ ٞش دٚ طٖ  pCSPٚوشٛس خذ٤ذ ثب ٘بْ  ٠وٝ ػبصآ٘دباص ؿذ.

 ٞب٢ سشاس٤خش١اػذب٤ذس٥٤ٚٗ ٚ طٖ ٔمبٚٔز ثٝ ٥ٍٞشٚٔب٤ؼ٥ٗ ثٛد و٣ّٙ

E.coli  سٛػظpCSP ثٛد٘ذ دس ٔح٥ظ حب٢ٚ ٝوٝ سٛا٘ؼش

 ا٤ٗ دٚ طٖ، ٞب٢ اخشلبك٣دشا٤ٕشوب٘بٔب٤ؼ٥ٗ سؿذ وٙٙذ سٛػظ 

 ٘شب٤حاػبع ٌشفز ٚ ثشا٢ د٥ّٕشاص س٢ٚ آٟ٘ب كٛسرٚاوٙؾ ص٘د٥شٜ
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 لغق١ :EcoRI/NheI (M:  kb1 DNA ladder, BioBiz ،Sp1سٛػظ ثشؽ آ٘ض٣ٕ٤ دٚسب٣٤  pUC57ؿذٜ اص دلاػ٥ٕذ خذا  bp715MaSp1لغق١  -2ضکل 

bp 715 MaSp1). 

Fig. 2. 715bp sized MaSp1 fragment cut from double digested pUC57 plasmid with EcoRI/NheI. (M: 1 kb DNA ladder, 

BioBiz, Sp1: 715bp sized MaSp1 fragment). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 .EcoRI/NheIسٛػظ ثشؽ آ٘ض٣ٕ٤ دٚسب٣٤  pCAMBIA 1304ؿذٜ اص ٚوشٛس ثشؽ دادٜ bp 6379لغق١  -3ضکل 

Fig. 3. 6379bp backbone of pCAMBIA1304 double digested with EcoRI/NheI.  
 

 

 ٚوشٛس ٘ؾش دسا٢ د٥ّٕشاص سأ٥٤ذ ؿذ وٝ طٖ ٔٛسدٚاوٙؾ ص٘د٥شٜ

عشف٣ ٔحلَٛ ٚاوٙؾ اص .(4ٚخٛد داسد )ؿىُ pCSP خذ٤ذ 

وشد ثٝ ٥ٍٞشٚٔب٤ؼ٥ٗ سأ٥٤ذ ا٢ د٥ّٕشاص ثب دشا٤ٕش طٖ ٔمبٚٔزص٘د٥شٜ

اػز ٚ ٌض٤ٙؾ ا٢ ػبص٠ خذ٤ذ ػبِٓ ٔشلُ ؿذٜوٝ ثخؾ دب٤ٝ

دب١٤ ٔمبٚٔز ثٝ ٥ٍٞشٚٔب٤ؼ٥ٗ ٥ٌبٞبٖ سشاس٤خشٝ دس ٔشاحُ ثقذ٢ ثش

 pCSPسٚد (. ثٙبثشا٤ٗ ا٘شؾبس 5٣ٔثبؿذ )ؿىُ افشٕبد ٣ٔلبثُ

دشٚسئ٥ٗ  ٚ ث٥بٖ ف٥جش ٤ٚظٜ دلاػ٥ٕذ٢ وبسا خٟز سشاس٤خش٣ ٥ٌبٜ

 ىجٛر دس ا٥ِبف ٥ٌب٣ٞ ثٝ ٤ٚظٜ ا٥ِبف دٙجٝ ثبؿذ.سبسفٙ

د٘ؾش ٔٛس ٠خٟز اع٥ٕٙبٖ ث٥ـشش اص دسػش٣ خب٤ٍبٜ اسلبَ ػبص    

ٔٛسد ٞضٓ آ٘ض٣ٕ٤ لشاس ٌشفز وٝ ثب٘ذٞب٢  pCSPدلاػ٥ٕذ 

دسػش٣  bp715  ٚ bp6379 ٞب٢ ٔٛسد ٘ؾش ٔـبٞذٜ ؿذٜ دس ا٘ذاصٜ

ؾش دس خب٤ٍبٜ ٘فشا٤ٙذ اسلبَ ٚ اع٥ٕٙبٖ اص لشاس٥ٌش٢ ػبص٠ ٔٛسد

 (. 6دِخٛاٜ سا ٔٛسد سأ٥٤ذ لشاس ٣ٔ دٞذ )ؿىُ 

سٛا٘ب٣٤ سشاس٤خش٣ ٥ٌبٜ سا ٘ذاسد  E.coliآ٘دب وٝ ثبوشش٢ اص   

سٛػظ  Agrobacterium tumefaciens LBA4404 ثبوشش٢

pCSP ٞب٢ سشاس٤خشٝ ؿذ ٚ خٟز اع٥ٕٙبٖ اص سشاس٤خش٣ ثبوشش٢

ا٢ ٚاوٙؾ ص٘د٥شٌٜض٤ٙؾ ؿذٜ ثش س٢ٚ آ٘ش٣ ث٥ٛس٥ه وب٘بٔب٤ؼ٥ٗ، 

 ا٘دبْ ؿذ وٝ ٘شب٤ح MaSp1د٥ّٕشاص سٛػظ دشا٤ٕش اخشلبك٣ طٖ 

 pCSP  دلاػ٥ٕذ ا٤ٗ ثبوشش٢ حبُٔ وٙذ٥٤ذ ٣ٔأدػز آٔذٜ سثٝ

-دس (.7٘ؾش ثٝ ثبفز ٥ٌبٜ ٣ٔ ثبؿذ )ؿىُ خٟز ا٘شمبَ طٖ ٔٛسد

 سٛاٖ ٌفز اوٖٙٛ سشاس٤خش٣ ٥ٌبٜ ثٝسٛخٝ ثٝ ٘شب٤ح ثبلا ٣ٔٔدٕٛؿ ثب

 أىبٖ دز٤ش ٣ٔ ثبؿذ. pCSPدلاػ٥ٕذ  دائ٣ٕ سٛػظكٛر ٌزسا ٚ 
 

M    Sp1 
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6379 bp 
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M           1304 
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MaSp1. (M:kb DNA ladder 1، cا٢ د٥ّٕشاص ثب دشا٤ٕش اخشلبك٣ طٖ ػٙشض٢سأ٥٤ذ فشا٤ٙذ اسلبَ سٛػظ ٚاوٙؾ ص٘د٥شٜ -4ضکل 
+

 :pCSPوٙششَ ٔثجز،  :

 وشدٜ س٢ٚ ٔح٥ظ ٌض٤ٙؾ(.سؿذ  E.coliٞب٢و٣ّٙ

Fig. 4. Conformation of ligation using PCR with MaSp1 specific primers. (M: 1kb DNA ladder, c
+
: positive control, 

pCSP: selected E.coli colony on selection medium). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

M:kb DNA ladder 1، c. )ٚٔب٤ؼ٥ٗا٢ د٥ّٕشاص ثب دشا٤ٕش اخشلبك٣ طٖ ٔمبٚٔز ثٝ ٥ٍٞشسأ٥٤ذ فشا٤ٙذ اسلبَ سٛػظ ٚاوٙؾ ص٘د٥شٜ -5ضکل 
+

وٙششَ ٔثجز،  :

pCSP: ٞب٢و٣ّٙE.coli  وشدٜ س٢ٚ ٔح٥ظ ٌض٤ٙؾ(.سؿذ 

Fig. 5. Conformation of ligation using PCR with specific primers of hygromycin resistance gene. (M: 1kb DNA ladder, 

c
+
: positive control, pCSP: selected E.coli colony on selection medium). 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 EcoR/NheI. (M: kb1 DNA سٛػظ سشاس٤خشٝ E.coliاػشخشاج ؿذٜ اص ثبوشش٢ pCSPسأ٥٤ذ فشا٤ٙذ اسلبَ سٛػظ ثشؽ آ٘ض٣ٕ٤ دٚسب٣٤ دلاػ٥ٕذ  -6ضکل 

ladder ، pCSP:  دلاػ٥ٕذ اػشخشاج ؿذٜ اصE.coli.) 
Fig. 6. Conformation of ligation using enzymatic double digestion with EcoRI/NheI. (M: 1kb DNA ladder, pCSP: 

isolated plasmid from transformed E.coli culture). 
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. MaSp1ا٢ د٥ّٕشاص ثب دشا٤ٕش اخشلبك٣ طٖ ػٙشض٢سٛػظ ٚاوٙؾ ص٘د٥شٜ pCSP ثب Agrobacterium tumefaciens LBA4404سشاس٤خش٣ سأ٥٤ذ  -7ضکل 

(M:kb DNA ladder 1، c
+

 وشدٜ س٢ٚ ٔح٥ظ ٌض٤ٙؾ(.سؿذ  Agrobacterium tumefaciensٞب٢و٣ّٙ :Atوٙششَ ٔثجز،  :

Fig. 7. Conformation of Agrobacterium tumefaciens LBA4404 transformation using PCR with MaSp1 specific primers. 

(M: 1kb DNA ladder, c
+
: positive control, At: selected Agrobacterium tumefaciens colony on selection medium). 

 

 

ا٢ ثٟشش اػز لجُ اص ٚسٚد ثٝ خٟز اع٥ٕٙبٖ اص وبسا٣٤ ٞش ػبصٜ

 فشا٤ٙذ سشاس٤خش٣ دائ٣ٕ ٥ٌبٜ ٚ سأ٥٤ذ آٖ، ث٥بٖ ٌزسا٢ آٖ طٖ ٚ

وبسا٣٤  ػبص٢ ٚ اع٥ٕٙبٖ اصخٟز ث٥ٌٝٙ٥ٟشد. ػبصٜ ٔٛسد ثشسػ٣ لشاس

ثشٌض٤ذٜ خٟز سشاس٤خش٣ سخٕه ٚ ف٥جش دٙجٝ اثشذا سشاس٤خش٣ سٚؽ 

داسا٢  pCAMBIA1304سٛػظ آٌشٚثبوشش٤ْٛ حب٢ٚ دلاػ٥ٕذ 

ثب لأخ فشاثٙفؾ  GFP ٞفشٝ ث٥بٌٖشفز. دغ اص ٤هgfpطٖ 

 GFPػبص ٔٛسد ثشسػ٣ لشاس ٌشفز. فّئٛسػب٘غ ٔشثٛط ثٝ دػز

وشدٜ ٤ٚظٜ دس ف٥جشٞب٢ سبصٜ سؿذدس ٘ٛاح٣ ٔخشّف اص سخٕه ثٝ

(. ثٙبثشا٤ٗ ثب اػشفبدٜ اص ا٤ٗ سٚؽ، سشاس٤خش٣ 8ؿذ )ؿىُ ٔـبٞذٜ

دز٤ش ٣ٔ ثبؿذ. سخٕه ٚ ث٥بٖ طٖ دس ا٥ِبف ٚ سخٕه أىبٖ

( ٚ 9)ؿىُ  pCSP ٞب٢ سشاس٤خشٝ سٛػظ دلاػ٥ٕذثشداؿز سخٕه

ا٢ ( ٚ ػذغ ا٘دبْ ٚاوٙؾ ص٘د٥ش10ٜ)ؿىُ  RNAاػشخشاج 

اػذب٤ذس٥٤ٚٗ ٘ـبٖ  ٚ دشا٤ٕش اخشلبك٣ طٖ cDNAد٥ّٕشاص سٛػظ 

اػز داد وٝ سشاس٤خش٣ سخٕه ٚ ا٥ِبف دٙجٝ ثب ٔٛفم٥ز ا٘دبْ ٌشفشٝ

دس  GaRDL-1وٙششَ دشٚٔٛسش سحز MaSp1ٚ طٖ ٔٛسد ٘ؾش 

 (.11خٛث٣ ث٥بٖ ؿذٜ اػز )ؿىُ ا٥ِبف دٙجٝ صساف٣ سلٓ ٚسا٥ٔٗ ثٝ

-ٞب٣٤ خبف سحز٤ٚظٜ طٖ-ٞب٣٤ خٟز ث٥بٖ ف٥جشوٖٙٛ سلاؽسب   

ؿٙبػ٣/ ٔٙؾٛس ثشسػ٣ ص٤ؼز٤ٚظٜ ثٝ-ب٢ ف٥جشوٙششَ دشٚٔٛسشٞ

ٔٙؾٛس ثذ٤ٗ ف٥ض٤ِٛٛط٢ ٚ ٤ب ثٟجٛد و٥ف٥ز ا٥ِبف ا٘دبْ ٌشفشٝ اػز.

 & E6 (Johnوٙششَ دشٚٔٛسشث٥بٖ دشٚسئ٥ٗ اوؼشب٘ؼ٥ٗ ٤ٛٞچ سحز

Crow, 1992)، ٖط GUS ػٙشبص وٙششَ دشٚٔٛسش ػِّٛضسحزA4 

وٙششَ سحز، اوش٥ٗ دٙجٝ CaMV 35 ،(Kim et al., 2002)، دٙجٝ

سحز GhACT1 (Li et al., 2005)، GUS  ٚGFPدشٚٔٛسش 

ٔٛسد ثشسػ٣  GhSCFP (Hou et al., 2008)وٙششَ دشٚٔٛسش 

 MaSp1لشاس ٌشفشٝ اػز. دس ا٤ٗ دظٚٞؾ دشٚسئ٥ٗ اػذب٤ذس٥٤ٚٗ 

كٛسر ٤ٚظٜ دس سخٕه ٚ ا٥ِبف دٙجٝ سلٓ ٚسا٥ٔٗ ثٝ-كٛسر ف٥جشثٝ

ثشا٢ ٘خؼش٥ٗ ثبس اػز وٝ ث٥بٖ ٌزسا ث٥بٖ ؿذ. سب آ٘دب وٝ ٣ٔ دا٥٘ٓ 

اػز دس سشاس٤خش٣ ٥ٌشد. ا٥ٔذ٣ٔاػذب٤ذس٥٤ٚٗ دس ا٥ِبف دٙجٝ كٛسر

ٞب٢ ا٥ِبف دٙجٝ ثبؿ٥ٓ چشا وٝ دس ث٥بٖ دائٓ دٙجٝ ؿبٞذ ثٟجٛد ٤ٚظ٣ٌ

دس  GAE6-3Aوٙششَ دشٚٔٛسش ٤ٚظٜ ف٥جش٥٤ٚٗ اثش٤ـٓ سحز-ف٥جش

ضا٤ؾ ٤بفشٝ ا٥ِبف افصساف٣ ٔـبٞذٜ ؿذ عَٛ ٚ اػشحىبْ  ا٥ِبف دٙجٝ

اػز ٚ ٕٞچ٥ٙٗ دس سلب٤ٚش ٥ٔىشٚػىٛح اِىشش٣٘ٚ ٍ٘بسٜ 

سٛخ٣ٟ دچبس عشص لبثُثٝٔـخق ؿذ ػبخشبس ػغح٣ ف٥جش سػ٥ذٜ 

ٞب افضا٤ؾ ٤بفشٝ خٛسد٣ٌ سؿشٝاػز ٚ سقذاد سبةٚاد٥چؾ ؿذٜ

اػز. دس ٘ش٥دٝ ٔـخق ؿذ ث٥بٖ ف٥جش٥٤ٚٗ ثبفث ثٟجٛد و٥ف٥ز 

سٚد اػبع ا٘شؾبس ٣ٔا٤ٗثش. (Li et al., 2009)ا٥ِبف ؿذٜ اػز 

ٞب٢ آٖ دس سشاس٤خش٣ ا٥ِبف دٙجٝ ثب اػذب٤ذس٥٤ٚٗ ٥٘ض ثٟجٛد ٤ٚظ٣ٌ

ٔـبٞذٜ ؿٛد وٝ لاصْ اػز دس ٌبْ ثقذ٢ ثب سشاس٤خش٣ دائٓ دٙجٝ 

 ٔٛسد سأ٥٤ذ لشاس ٥ٌشد. pCSP صساف٣ سٛػظ دلاػ٥ٕذ

 نتیجه گیزی

ٚ دشٚٔٛسش ٔخلٛف ف٥جش دٙجٝ  MaSp1ػبصٜ داسا٢ طٖ ػٙشض٢   

GaRDL-1 ٓٞب٢ دس خب٤ٍبٜ ثشؽ آ٘ض٤EcoRI  ٚNheI  ٚوشٛس 

pCAMBIA1304 ٝ٘ػبص٢ ؿذ ٚ كحز دلاػ٥ٕذ خذ٤ذٕٞؼب 

سأ٥٤ذ ٔٛسد  ا٢ د٥ّٕشاص ٚ ثشؽ آ٘ض٤ٓ دٌٚب٘ٝٚاوٙؾ ص٘د٥شٜ سٛػظ

-Agrobacterium tumثبوشش٢ دغ اص سشاس٤خش٣  ٌشفز.لشاس

efaciens LBA4404 ،ٖسخٕه سٛػظ ا٤ٗ دلاػ٥ٕذ ٚ سأ٥٤ذ آ  
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 سٚص دغ اص سشاس٤خش٣. pCAMBIA1304 ،7سشاس٤خشٝ سٛػظ DPA9ٞب٢ دس سخٕه سحز دشسٛ فشاثٙفؾ GFPفّٛسػب٘غ -8ضکل 
Fig. 8. The GFP fluorescence of 9DPA ovules transformed with pCAMBIA1304, 7 days after transformation. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 
 

 

gL،ػبوبسصMSوـز س٢ٚ ٔح٥ظٞب٢ سشاس٤خشٝ ثشخٕهس٥ِٛذ ف٥جش اص س - 9ضکل 
gL ٌّٛوض و 6 1-

-114،NAA5mM، GA30.5mM ٚmgL
-170 

 ػفٛسبوؼ٥ٓ.

Fig. 9. Fiber growth of transformed ovules on MS medium containing sucrose 6gL
-1

, Glucose 14 gL
-1

, NAA 5mM, 

GA3 0.5 mM, cefotaxime 70 mgL
-1

. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 
 

 

 ؿذٜ(.سخٕه سشاس٤خشٝ :3-1٘ـذٜ، سخٕه سشاس٤خشٝ :WTوشدٜ دس ٔح٥ظ ٔب٤ـ )ٞب٢ سؿذؿذٜ اص ا٥ِبف ٚ سخٕهاػشخشاج  RNAو٥ف٥ز -11ضکل 

Fig. 10. The RNA quality of developed fibers and ovules on liquid medium. (WT: Wild Type ovule, 1-3: Transformed 

ovule). 

 

M        WT      1            2         3 

28S rRNA 

18S rRNA 

246/246 

 [
 D

O
I:

 1
0.

21
85

9/
ac

ad
pu

b.
nb

r.
3.

3.
23

8 
] 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

42
36

33
0.

13
95

.3
.3

.7
.5

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 c

4i
20

16
.k

hu
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
4-

11
 ]

 

                             9 / 11

http://dx.doi.org/10.21859/acadpub.nbr.3.3.238
https://dorl.net/dor/20.1001.1.24236330.1395.3.3.7.5
https://c4i2016.khu.ac.ir/nbr/article-1-2688-fa.html


 Behnam et al. Expression of MaSp1 gene in cotton fibers                                                                  دس ا٥ِبف دٙجٝ MaSp1ث٥بٖ طٖ ٚ ٕٞىبساٖ.  ثٟٙبْ

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

M: DNA ladder ،Cػٙشض٢ دس ا٥ِبف ٚ سخٕه دٙجٝ ) MaSp1ث٥بٖ ٌزسا٢ طٖ  -11ضکل 
ؿذٜ ثب دلاػ٥ٕذ سشاس٤خز ١ٕ٘ٛ٘ :pCSPوٙششَ ٔثجز دلاػ٥ٕذ،  :+

pCSP ،WTٕ٘ٛ٘ :٘ـذٜ(.سشاس٤خز ١ 

Fig. 11. Transient expression of MaSp1 in cotton fibers and ovules. (M: DNA ladder, C
+
: positive control plasmid, 

pCSP: pCSP transformed samples, WT: non-transformed samples). 

 

 

ٚ ا٥ِبف دٙجٝ سٛػظ آٌشٚثبوشش٤ْٛ حبُٔ دلاػ٥ٕذ ث٥ب٣٘ سشاس٤خشٝ 

وٙششَ دشٚٔٛسش سحز MaSp1طٖ ػٙشض٢ داد٘شب٤ح ٘ـبٖؿذ 

ؿٛد. ثٙبثشا٤ٗ خٛث٣ ث٥بٖ ٣ٔثٝ GaRDL-1ٔخلٛف ف٥جش دٙجٝ 

وٝ ٔشقّك ثٝ ١ٌ٘ٛ د٤ٍش  GaRDL-1ؾ ثشٌض٤ذ٠ ٞؼشٝ دشٚٔٛسش ثخ

خٛث٣ سٛاٖ وٙششَ ث٥بٖ طٖ اػز ثٝ Gossypium arboreum دٙجٝ

٘ؾش دس ا٥ِبف ٚ سخٕه دٙجٝ سا داسد ٚ سٛا٣ِ طٖ ػٙشض٢ ثذٖٚ ٔٛسد

 ػبص٢ وذٖٚ دس ا٥ِبف دٙجٝ لبثُ ث٥بٖ ٣ٔ ثبؿذ.ث٥ٟٙٝ

 

 سپاسگشاری 

ػٙد٣ س٥ِٛذ ٣ اص عشح دظٚٞـ٣ أىبٖا٤ٗ ٔمبِٝ دس لبِت ثخـ   

)ا٥ِبف دٙجٝ( دس  ٞب٢ دا٘ٝسبس فٙىجٛر دس وشن MaSp1 دشٚسئ٥ٗ

ٔشوض سحم٥مبر ث٥ٛسىِٙٛٛط٢ وبسثشد٢، دا٘ـٍبٜ فّْٛ دضؿى٣ 

 ػز.اؿذٜالله ا٘دبْ ثم٥ٝ
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