
٢١٨  

  "علوم زراعي ايران مجله"

  1391 پاييز 3شماره چهاردهم، لدج

 

  هاي پلاسميدي مختص انتقال هدفمند ژن به ژنوم كلروپلاستي طراحي و ساخت سازه

Designing and construction of specific plasmid constructs for targeted plastome 

transformation 

 
 3نادعلي بابائيان جلودار و 2، مسعود توحيدفر1پور مطهره محسن

 
  چكيده

تـي    طراحي و ساخت سازه.1391 .بابائيان جلودار. ع. توحيدفر و ن. ، م.محسن پور، م مجلـه علـوم زراعـي    . هاي پلاسميدي مختص انتقال هدفمند ژن بـه ژنـوم كلروپلاس

  .218-234 ):3(14. ايران

  

هـاي كلروپلاسـتي، رخ    هاي مجاور آن ژن در حامل بين توالي ژنوم كلروپلاستي از طريق نوتركيبي همتا درالحاق ژن خارجي 

كننده كارايي تراريختـي پلاسـتوم را بـه طـور چشـمگيري افـزايش        گيري از آنجايي كه شباهت صد در صدي توالي هدف. دهد مي

 ـ         امي خواهد داد، يك جفت پرايمر براي جداسازي اين ناحيـه طـوري طراحـي گرديـد كـه داراي شـباهت صـد در صـدي در تم

گيـري كننـده، از    تـوالي هـدف  . هـاي مختلـف متفـاوت بـود     هاي گياهي باشد، ولي طول و توالي ناحية تكثيري در ژنـوم  پلاستوم

يـابي نشـده اسـت،     فرنگي، هويج و حتي كلزا و ليموترش كه پلاستوم آنها هنوز تـوالي  هاي توتون، پنبه، ذرت، كاهو، گوجه پلاستوم

هـاي   سازي، توسط آنـزيم  ضور و جهت ناحيه جداشده از پلاستوم گياهان مختلف و صحت كلونح. سازي گرديد جداسازي و كلون

سپس با افزودن نواحي تنظيمي مختلف شامل پيشبرها و پايانبرهـاي  . مورد تاييد قرار گرفت BamHIو  HindIIIمختلف و از جمله 

هـاي آنزيمـي    حي اتصـال ريبـوزوم پلاسـتيدي، جايگـاه    هاي مناسب، نواUTRدائمي كلروپلاستي و القايي، نواحي بدون ترجمه يا 

بيـوتيكي و   بيوتيكي و غيرآنتي هاي نشانگر انتخابي آنتي هاي گزارشگر، ژن سيستروني، ژن مناسبِ ورود ژن براي بيان انفرادي و يا پلي

لاستي ساخته شوند تا بتوان بيـان  هاي كلروپ تا انواع مختلفي از حاملهايي براي حذف ژن نشانگر پس از انتقال ژن، تلاش شد  توالي

هـاي   پـذير نمـود كـه سـازه     مـد امكـان  ستيدي گياهان مختلـف بـه صـورت كارآ   هاي پلا هر ژن خارجي را به طور دلخواه در ژنوم

هـاي پلاسـتيدي عمـومي و     توانند به عنـوان حامـل   اين پلاسميدهاي نوتركيب مي. از جمله آنها بود pFNGi ،pFNGكلروپلاستي 

بلكـه بـراي هـر گونـة گيـاهي       حقيق نه تنها براي گياهان مذكور،در اين ت. اي انتقال ژن به كلروپلاست استفاده  شونداختصاصي بر

  . ديگري كه توالي پلاستومي آن در دسترس نيست نيز حامل پلاستيدي اختصاصي و داراي كارايي بالا تهيه شد

  

  .  لاستيحامل اختصاصي كلروپ و تراريزشپلاستوم،  :هاي كليديواژه

 

 

 

  4/8/1390: تاريخ پذيرش  3/3/1390:دريافت تاريخ
  )mthrhm@yahoo.com:پست الكترونيك) (مكاتبه كننده(  پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ،دكتري اصلاح نباتات -1
  استاديار پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي   -2

  بيعي ساريدانشكاه علوم كشاورزي و منابع ط دانشكده كشاورزياستاد  -3
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  مقدمه

گياهــــان داراي  )پلاســــتوم(ي ژنــــوم كلروپلاســــت
ايـن ژنـوم يـك     .اي است شدهسازماندهي بسيار حفاظت

 وداراي همانندسـازي مسـتقل   حلقـوي  كروموزوم منفرد 
ــي  ــه م ــوده ك ــار   ب ــوان چه ــمتت ــر   قس ــراي آن در نظ ب

از يـك  يكسـان  دو نسـخه   هـا شـامل  اين قسـمت .گرفت
كــه   باشــدمــي) Inverted repeat, IR(تكــرار معكــوس 

اي  تــك نســخهو  )LSC( اي بــزرگنــواحي تــك نســخه
فقـدان اطلاعـات    .كندرا از هم جدا مي )SSC(كوچك 

ــاربرد تكنولــوژي      ــته ك ــتي در گذش ــومي كلروپلاس ژن
تراريزش پلاستيد را در بسـياري از محصـولات محـدود    

 ;Daniell et a.l, 2006; Ruhlman 2010(بــود  كـرده 

Clarke and Daniell 2011 .(هاي اخير با افزايش  در سال
 انـد يابي شـده كه به طور كامل توالي  هايي پلاستومتعداد 

ــاه    ــق پايگـ ــا از طريـ ــودن آنهـ ــترس بـ ــاي  و در دسـ هـ
دانـــش مـــا از ســـازماندهي و تكامـــل بيوانفورماتيـــك، 

ــا  ــتوم هــــ ــت  پلاســــ ــترش اســــ ــال گســــ   در حــــ
)Maliga, 2004; Maliga, 2005.(  

نسبت به هسته چنـدين   مهندسي ژنتيك كلروپلاست
 Daniell et(بيـان بـالاي ترانسـژن    : كه شامل داردمزيت 

al, 2002(  مهندسي چند ژني در يك رويداد انتقـال ژن ،
)De Cosa et al, 2001; Daniell et al, 2002; Ruiz et 

al, 2003( ،داشتن ترانسژن از طريـق وراثـت    محدود نگه
 De Cosa( ، فقدان خاموشـي ژن )Daniell, 2002(مادري

et al, 2001; Lee et al, 2003(    فقـدان اثـرات مكـاني ،
)Daniell et al, 2002 (و پليوتروپيك )Lee et al, 2003( 

بـراي اصـلاح    .باشد خارجي ناخواسته مي DNAو فقدان 
ــتيدها  ــدار پلاس ــه پاي ــت ك ــا DNAلازم اس ــالي، ب ي انتق

هـاي همولـوگ بـه مكـان مشخصـي از       استفاده از تـوالي 
ــوم پ ــدف ژن ــتيد ه ــود  لاس ــري ش ــالاي   .گي ــوژي ب همول
ــوالي ــابي   ت ــاي انتخ ــراي  ه ــاور ب ــوتركيبي   مج ــام ن انج

گيري ژن خارجي مورد نظـر بـه   همولوگ و براي هدف
از عوامـل   ،محل خاص و مناسـبي از ژنـوم كلروپلاسـتي   

ــت ــم موفقيـ ــال ژن  مهـ ــيدر انتقـ ــوب مـ ــو محسـ د نشـ

)Dufourmantelet al, 2004; Kumar et al, 2004a; 

kumar et al, 2004b(.   هـايي كـه بـراي تراريـزش      ناقـل
هـاي مجـاور   شوند، داراي تواليكلروپلاست استفاده مي

ــه      ــتند ك ــيس هس ــا آرابيدوپس ــون ي ــده از توت ــه ش گرفت
تواند يكي از دلايل پايين بودن كارايي تراريـزش در  مي

هـاي   در حـالي كـه سـاخت ناقـل    . محصولات باشدساير 
ي هـا  ي كـه در آنهـا از تـوالي   اختصاصي هر گونـه گيـاه  

ــي   ــتفاده  م ــه اس ــان گون ــي هم ــود، اختصاص ــور  ش ــه ط ب
 دهد افزايش ميچشمگيري كارايي تراريزش پلاستيد را 

)Verma and Daniell, 2007.(  دفرمانتـــــــل
(Dufourmantel,2004) و كومــار (Kumar, 2004a,b)  بــا

اختصاصي به ترتيب براي سويا، هـويج   هاي ساخت ناقل
فــزايش كــارايي انتقــال ژن بــه پلاســتيد گياهــان و پنبــه، ا

  .مذكور را گزارش دادند
 هـــاي هـــاي انتقـــال ژن بـــه پلاســـتيد از ناقـــل ناقـــل

E. coli هــاي  انــد كــه در آنهــا تــوالي مشــتق شــدهDNA 
كلروپلاستي با طول يك تا دو كيلوباز در هر دو طـرف  

شــود و  ســازي مــي  يــك ژن نشــانگر انتخــابي كلــون   
كـردن ژن مـورد نظـر در آنهـا      كلون هايي نيز براي محل

) ptDNA(هاي ژنوم كلروپلاسـتي  توالي. تعبيه خواهد شد
ــواحي مجــاور   ــوان ن ــه عن ــا ) FR, Flanking region(ب ي

براي الحاق مستقيم قطعات  كننده گيري هاي هدف توالي
ــي    ــل م ــتيد عم ــوم پلاس ــل ژن ــه داخ ــر ب ــورد نظ ــد  م   كنن

)Maliga, 2005 (   ن گــزارش شــده اســت كــه ورود ژ
 14هاي پلاستيدي مجاور  نشانگر هيچ تداخلي با بيان ژن

ي DNAقطعــات . ناحيــه بــين ژنــي در پلاســتوم نداشــت 
مكـان ورود بـين    14پلاستيدي كه حاوي هر يك از اين 

باشــند، ايــن قابليــت را دارنــد كــه بــراي  ژنــي خنثــي مــي
هاي انتقال ژن به پلاسـتيد از آنهـا اسـتفاده     طراحي حامل

هـاي كلروپلاسـت در    اغلـب ژن ). Maliga, 2005( شـود 
ايـن موضـوع اجـازه    . شـوند  رونويسي مي هاي ژني گروه

، بـه  )ORF(دهـد دو يـا چنـد چـارچوب بازخوانـدن       مي
وارد  هايي تحـت يـك پيشـبر    درون يك ناقل، در توالي

هـاي دلخـواه بـين پيشـبر و      نشـانگر انتخـابي و ژن  . شوند
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٢٢٠ 

و  UTRَ  (5(پايانبر، در مجاورت نواحي بدون رونويسي 
استفاده از نواحي ). Maliga, 2005(شوند  قرار داده مي  3َ

ــل   ــاخت ناق ــب در س ــي مناس ــتي   تنظيم ــاي كلروپلاس ه
تواند نقش بسزايي در بيان مناسب ژن خارجي مـورد   مي

هاي پلاسـتيدي معمـولاً از    براي بيان تراژن .نظر ايفا كند
و يك كاسـت  ) PL )Promoter&Leader’5يك كاست 

T )Terminator(كاســت . شــود ، اســتفاده مــيPL  شــامل
. باشـد  كننـدة ترجمـه مـي    هاي كنتـرل  يك پيشبر و توالي

كنندة ترجمه ممكن است نواحي بـدون   هاي كنترل توالي
ترجمـة    و يا ناحية كنترل) mRNA )5’UTRاز  5‘ترجمة 

‘5 )TCR, Translation Control Region (  ــه ــند ك باش
از ناحية كدكننـده را   N و يك قطعة پايانة UTR’5شامل 

معمـولاً شـامل    mRNAاز  UTR’5ناحيـة  . شـود  شامل مي
اسـت كـه بـراي    ) Stem-Loop(حلقـه  -يك ساختار ساقه

باشـد و تـوالي هـايي دارد     مورد نياز مي mRNAپايداري 
. كننـد  ها را روي ريبوزوم تسهيل ميmRNAكه حركت 

را ) mRNA )3’UTRاز  3‘، ناحية بدون ترجمة Tكاست 
حلقـه   -كند كه اين قسمت نيز يك ساختار ساقه  مي كد

بـه عنـوان يـك     3‘ناحية بدون ترجمـة  . شود ميرا شامل 
 mRNAكنـد و بـراي پايـداري     پايانبر رونويسي عمل مي

  ).Monde et al., 2000(موردنياز است 
هـاي انتخـابي  تواليبالاي همولوژي  با توجه به اينكه

ــراي  ــاور بـ ــوتركيبي مجـ ــام نـ ــانجـ ــراي  وگهمولـ و بـ
گيري ژن خـارجي مـورد نظـر بـه محـل خـاص و       هدف

در  از عوامل مهم موفقيـت  ،مناسبي از ژنوم كلروپلاستي
ــتوم  ــك پلاسـ ــه يـ ــال ژن بـ ــي انتقـ ــوب مـ ــود محسـ  شـ

)Dufourmantel et al., 2004; Kumar et al., 2004a; 

Kumar et al., 2004b(،      هـدف از ايـن تحقيـق آنـاليز و
ي پلاستيدي گياهـان مختلـف بـه    ها شناسايي توالي ژنوم

ــراي    ــوم پلاســتومي ب ــة مناســبي از ژن ــافتن ناحي منظــور ي
گيـــري و الحـــاق ژن خـــارجي و جداســـازي و  هـــدف

كردن آنها جهت انتقـال ژن كـارا بـه كلروپلاسـت      كلون
  .ه استاي از گياهان بود دامنة گسترده

  

  ها مواد و روش

  هاي بيوانفورماتيكي  بررسي

 ژنــوم بــه ژن الحــاق لمحــ بهتــرين يــافتن بــراي
هاي كلروپلاستي چنـدين   توالي كامل ژنوم،كلروپلاستي

مقايسـة نـواحي بـين    . دريافت شد NCBIگونة گياهي از 
  گيــري ژن مــورد نظـــر،    ژنــي پلاســتوم بــراي هــدف    

رهـاي لازم بـراي جداسـازي ناحيـة     آغازگ. انجام گرفت
كننده به پلاستوم گياهان مختلـف، از محلـي    گيري هدف

درصد توالي در  100ند كه داراي همولوژي طراحي شد
هاي كلروپلاستي تمامي گياهاني باشـند كـه تـوالي     ژنوم

ــوم پلاســتيدي آنهــا از طريــق بانــك ژن در دســترس   ژن
 OligoTechافـزار   طراحي پرايمر با اسـتفاده از نـرم  . است

ــرم ــزار  انجــام و در ن ــرار   Vector NTIاف ــاليز ق ــورد آن م
كننـده ژن   گيري احية هدفاز آنجايي كه طول ن .گرفت

به پلاستوم، در افزايش كـارايي انتقـال ژن از طريـق بـالا     
 آغـازگر بردن امكان نوتركيبي همتا موثر است، طراحي 

اي در حدود  از قسمتي از توالي صورت گرفت كه ناحيه
كـه   چهار كيلوبازاز پلاستيد گياهان مختلف تكثير نمايد

  .يمي باشدو جايگاه منحصر به فرد آنز oriشامل 
  كننده گيري جداسازي ناحية هدف

ــل  ــتخراج كــ ــه DNAاســ ــلولي كــ ي DNAي ســ
نيــز دربــردارد از گياهــان توتــون، پنبــه،  كلروپلاســتي را

فرنگي، هويج و كاهو و ذرت و ليمـوترش،   كلزا، گوجه
انجـام  ) DNeasy Plant Mini Kit)Qiagenبـا اسـتفاده از   

اسـتفاده از  بـا  ) PCR(اي پليمـراز    واكنش زنجيره. گرفت
شـده و بـا اسـتفاده از آنـزيم پليمـراز       پرايمرهاي طراحـي 

 فـراورده . كنندگي انجام گرفـت  داراي خاصيت تصحيح
PCR  پـس از الكتروفـورز از روي ژل   حاصل از هر گياه

 High Pure PCR Productآگــارز بــا اســتفاده از    

Purification Kit )Roche (سازي گرديد خالص.  
كننده و ساخت حامـل   گيري كلون كردن ناحية هدف

  نوتركيب

ــة     ــه ناحيــ ــوط بــ ــة مربــ ــال قطعــ ــنش اتصــ واكــ
كننده اختصاصي ژنوم كلروپلاستي توتـون،   گيري هدف
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٢٢١  

فرنگــي، هــويج، كــاهو،  ذرت و    پنبــه، كلــزا، گوجــه  
، بـه  )Fermentasشـركت  ( pJET1.2ليموترش بـا حامـل   

اثبـات  . كردن انتهاي صاف انجـام گرفـت   صورت كلون
ــس از ــي پ ــوني  تراريخت ــميد از كل ــتخراج پلاس ــاي  اس ه

 .انجـام شـد   PCRحاصل، با استفاده از هضـم آنزيمـي و   
پلاســميدهاي نوتركيـــب حاصـــل كــه ناحيـــة مجـــاور   

موسـوم   pJET-FRرا دربرداشتند، بـه  ) FR(كلروپلاستي 
سازي و آناليزهـاي مولكـولي    كليه مراحل همسانه. شدند

ــتورالعمل   ــتفاده از دس ــا اس ــل    ب ــمبروك و راس ــاي س ه
)Sambrook and Russel, 2001 (انجام گرفت.  

 ـ  تنظيمي و ژن طراحي نواحي گر هاي نشـانگر و گزارش

  هاي پلاستيدي براي حامل

ــواحي تنظيمــي كلروپلاســتي،    ــوالي شــامل ن يــك ت
هــاي مناســب آنزيمــي بــراي  هــاي نشــانگر و جايگــاه  ژن

هـاي   هاي خارجي مـوردنظر و دسـتكاري   واردكردن ژن
ايـن تـوالي   . طراحـي گرديـد   زيـر ژنتيكي لازم به شـرح  

  سـاختگي طـوري طراحـي شــد كـه بتـوان چنـدين ناقــل      
هـــاي تنظيمـــي و  كلروپلاســـتي مختلـــف را بـــا تـــوالي
براي طراحي اين . نشانگرهاي موردنياز از آن مشتق نمود

 NCBIهـاي نوكلئوتيـدي زيـر از     توالي ساختگي، رديف
ــدند  ــت شـ ــبرهاي ) 1:دريافـ ؛ groEو  Prrn ،PpsbAپيشـ

ــو)2 ــة  ن ــدون ترجم  Un-Translated Regionاحي ب

(UTR) ‘5 )5’UTR ( شـــــــاملrbcl ،T7gene10  و
atpB3( 3‘نواحي بدون ترجمة )3؛’UTR (   يـا پايانبرهـاي

Trbcl ،TpsbA  وThr attenatorتوالي) 4؛  loxPناحية  )5؛
هـاي نشـانگر    ژن) 6كلروپلاستي؛) RBS(اتصال ريبوزوم 

badh ،neo گرو ژن گزارشgfp. ي نشانگر به منظور ها ژن
هـاي برشـي موجـود در داخـل      هاي آنزيم حذف جايگاه

سـازي كـدوني بـا     ايـن بهينـه  . توالي ژن تغيير داده شـدند 
عـلاوه   .تغيير نوكلئوتيد بدون تغيير اسيدآمينه انجـام شـد  

ــر پيشــبرهاي كلروپلاســتي هميشــگي   ) Constitutive(ب
)Prrn  وPpsbA(،     پيشبر القـايي شـوك حرارتـيE. coli 

هاي پلاستيدي در نظر  در اين تحقيق براي طراحي حامل
ايـن تـوالي سـاختگي پـس از طراحي،بـراي      . گرفته شـد 

سفارش داده شد و پـس از   MilleGenبه شركت  ساخت
ــراي  دريافــت قطعــه از شــركت، دســتكاري  هــاي لازم ب

ــور     ــه منظ ــوردنظر ب ــات م ــردن قطع ــافه ك ــذف و اض ح
لـف از آن انجـام   كاربردي مخت  نمودن چندين ناقل مشتق

 pJET1.2شـــده در ناقـــل هـــاي مشـــتق تـــوالي. گرديـــد
ــانه ــوالي     همسـ ــز تـ ــپس در مركـ ــدند و سـ ــازي شـ سـ

-pJETنوتركيـب    كننده بـه پلاسـتيددر ناقـل    گيري هدف

FR    سـازي   كلـون  ،كه مراحل ساخت آن قـبلاّ ذكـر شـد
شـده در ايـن    هـاي سـاخته   تعـدادي از ناقـل  . شدندمجدد 

  .ده استتحقيق در ادامه شرح داده ش
ادغام شـده بـا    neoطراحي و ساخت كاست ژن نشانگر 

 loxPهاي  بين توالي atpBزيرواحد بزرگ 

 IIدر اين تحقيـق از ژن نئومايسـين فسـفو ترانسـفراز     
) APH(3’)-II; NPTII  ( موسوم بهneo    در سـاخت حامـل

 ها نشان داده نتايج آزمايش. كلروپلاستي استفاده گرديد
بـه   atpBاز  Nهاي پايانة  اسيدآمينهدن است كه اضافه كر 

در پلاسـتيدها   neoافزايش بيـان ژن   باعث UTR’5عنوان 
، لذا پس از حذف دو جايگـاه  )Maliga,  2003(شود  مي

جفـت   90از ژن مـذكور،   SphIو  PvuIIآنزيمي داخلي 
 neoبه ابتـداي ژن   atpB 5’UTRباز از ناحية بدون ترجمه

نوكلئوتيـد ايجادكننـدة    8اضافه شد و پس از قـرار دادن  
 14بــاز كدكننــدة   جفــت 42، يــك جايگــاه آنزيمــي  

سـينتاز   ATPزيرواحـد بتـاي پـروتئين     Nاسيدآمينة پايانة 
را دربرداشت به صورت  ATGتوتون كه كدون آغازين 

تـوالي بـه دسـت آمـده     . قـرار داده شـد   neoهمجوش با 
كلروپلاسـتي و در ميـان دو    psbAتحت پيشـبر و پايـانبر   

و در   loxPبــازي  جفــت 34ي تكــرار شــدة مســتقيم تــوال
سازي اوليـه   كلون) Fermentasشركت ( pJET1.2 حامل

يك جايگاه اتصال به ريبوزوم كلروپلاستي نيـز   .گرديد
سـازي   براي كلون TpsbAو قبل از پايانبر  neoپس از ژن 

در ايـن   neoسيستروني بـا   هاي دلخواه به صورت پلي ژن
صـحت مراحـل   . نظر گرفتـه شـد  حامل كلروپلاستي در 

ــون ــازي  كل ــلس ــم   حام ــط هض ــل توس ــب حاص نوتركي
بــه منظــور .مــورد بررســي قــرار گرفــت PCRآنزيمــي و 
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  ".....هاي طراحي و ساخت سازه "

٢٢٢ 

ي تغييريافته، كلوني neoبيان ژن بودن  بررسي عملكردي
هاي نوتركيبي كه تحت تراريزش بـا ايـن حامـل     باكتري

روي محــيط حــاوي تركيبــي از دو  ،قــرار گرفتــه بودنــد
ــي ــ آنت ــيبيوتي ــي 75(ســيلين  ك آمپ ــر درگــرم  ميل و ) ليت

  . رشد داده شدند)ليتر درگرم  ميلي 50(كانامايسين 
ــل بيــاني     ــي و ســاخت حام  Expression vectorطراح

  groEپيشبر باكتريايي كلروپلاستي داراي 

ــاكتري groEپيشــبر  ــاه   E. coliي ب ــراه جايگ ــه هم ب
نزيمـي  هاي آ اتصال به ريبوزوم، پايانبر ترئونين و جايگاه

ــون pJET1.2مناســب در پلاســميد  ــد و  كل ســازي گردي
نوتركيـب حاصـل بـا      حامـل سازي  صحت مراحل كلون

بــه منظــور اثبــات . تأييــد گرديــد PCRهضــم آنزيمــي و 
 حاملدر اين  groEپيشبر بودن بيان ژن، تحت  عملكردي

نوتركيب، ژن مربوط به پروتئين فلورسـنت سـبز پـس از    
توالي نوكلئوتيدي براي حـذف  تغيير در چهار جايگاه از 

، PvuIIو  NdeI ،AflII ،ClaIهاي آنزيمي داخلـي   جايگاه
. تحت پيشبر مذكور قرار داده شد بدون تغيير اسيدآمينه،

نوتركيـب پـس از    E.coliدر بـاكتري   gfpالقاي بيـان ژن  
گـراد و مشـاهدة    درجه سـانتي  42اعمال شوك حرارتي 

 Tombolini(نت فلورس ـ ها زير ميكروسكوپ اپي باكتري

and Jansson, 1998(به اثبات رسيد .  
طراحــي و ســاخت حامــل بيــاني كلروپلاســتي داراي 

 gfpو كاست ژني القايي  neoكاست ژني كلروپلاستي

قـرار  پايانبر ترئـونين  و  groEكه تحت پيشبر  gfpژن 
تحت پيشـبر   neoداده شده بود، در فرودست كاست ژني

. ســــازي شــــد ونكلــــ psbAو پايــــانبر كلروپلاســــتي 
 E. coliهايي كه پس از تراريزش بـاكتري مسـتعد    كلوني
ــوية  ــر دو    XLI-Blueس ــاوي ه ــابي ح ــيط انتخ روي مح
ــي ــي آنت ــي 75(ســيلين  بيوتيــك آمپ ــر ميل و ) گــرم در ليت

رشـد كـرده بودنـد،    ) ليتـر  درگـرم   ميلي 50(كانامايسين 
و هضـم   PCRپس از استخراج پلاسميد تحت آناليزهاي 

پلاسميد نوتركيب حاصـل كـه    .داده شدند آنزيمي قرار
در  .ناميـده شـد   pNGiجفت باز طـول داشـت، بـه     5543

ــا اســتفاده از gfpو  neoمرحلــة بعد،كاســت هــر دو ژن   ب

بانـدهاي  . تحت هضم آنزيمـي قـرار گرفـت    SphIآنزيم 
كـه   )a4شـكل  (بودنـد   bp2555و  bp2988انتظـار   مورد
از روي  neogfpiبازي مربـوط بـه قطعـة     جفت 2555باند 

در مركــز تــوالي  . ســازي گرديــد  ژل آگــارز خــالص 
كننده به ژنوم كلروپلاسـتي بـا طـول حـدود      گيري هدف

Kb4   ــل ــرش    pJET-FRاز ناق ــذكور ب ــزيم م ــا آن ــه ب ك
تيمـار بـا آنـزيم آلكـالين فسـفاتاز        با استفاده ازخورده و 

براي جلوگيري از خوداتصـالي پلاسـميدي فسـفرزدايي    
پلاســميدهاي . زي مجــدد گرديــدســا شــده بــود، كلــون

محيط انتخابي حـاوي هـر    نوتركيب حاصل با رشد روي
. سيلين و كانامايسين انتخاب شدند بيوتيك آمپي دو آنتي

و  هضم آنزيمي به منظور اثبات صـحت   PCRآناليزهاي 
هــاي ژنــي در  ســازي و تعيــين جهــت ورود تــوالي كلــون

ــوالي هــدف ــري مركــز ت ــدة كلروپلاســتي انجــام  گي  كنن
ــد ــل  . گردي ــب حاص ــميدي نوتركي ــل پلاس  pFNGiحام

  .جفت باز طول دارد 9396ناميده شد و 

سيســتروني پــروتئين فلورســنت ســبز تحــت  بيــان پلــي

 پروموتر كلروپلاستي در باكتري نوتركيب

ــه    ــودن جايگــاه اتصــال ب ــات عملكــردي ب ــراي اثب ب
و قبل از  neoكلروپلاست كه بعد از ژن ) RBS(ريبوزوم 

درنظــر گرفتــه شــده بــود و اثبــات بيــان ژن  psbAپايــانبر 
سيسـتروني بعـد از ژن نشـانگر     موردنظر به صـورت پلـي  

neo      بــدين ترتيــب عمــل شــد كــه حامــل ،pNGi  بــا
تحت هضم آنزيمي ناقص قـرار   XbaIو  XhoIهاي  آنزيم

ــت ــول   . گرفـ ــا طـ ــة موردنظربـ ــس از  bp5102قطعـ پـ
اين . سازي گرديد الكتروفورز از روي ژل آگارز خالص

ايجـاد   groEو پيشبر  psbAقطعه كه در اثر خروج پايانبر 
تيمار شد تـا  )  Roche(آنزيم كلنو  با ستفاده ازشده بود، 

. هاي صـاف تبـديل شـوند    هاي چسبندة آن به پايانه پايانه
كــردن مجــدد قطعــة مــذكور بــا انجــام واكــنش  حلقــوي

ــرفتن ژن   ــه قرارگـ ــر بـ ــال، منجـ ــورت  gfpاتصـ ــه صـ بـ
گرديـد، بـه طـوري كـه      neoز ژن سيسـتروني پـس ا   پلي
بيان  psbAهر دو تحت پيشبر مشترك  gfpو  neoهاي  ژن

. اي داشـــته باشـــند جداگانـــه RBSشـــوند و هـــر يـــك 
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٢٢٣  

سيستروني و  عملكردي بودن بيان پروتئين به صورت پلي
كلروپلاستي در اين حامل نوتركيب موسـوم   RBSتحت 

، بــا مشــاهدة پــروتئين فلورســنت ســبز زيــر      pNGبــه 
ــيروســكوپ ميك ــد  اپ ــنت بررســي گردي ــپس . فلورس س

 بـا اسـتفاده از  سيسـتروني   پلـي  neogfpكاست مربـوط بـه  
تحت هضم آنزيمـي قـرار گرفـت و پـس از      SphIآنزيم 

جفــت بــازي از روي ژل   2118ســازي قطعــة   خــالص
كننـده بـه    گيـري  آگارز، اين قطعه در مركز توالي هـدف 

از  پـس  pJET-FRنوتركيب  حاملژنوم كلروپلاستي در 
حامـل  . سـازي مجـدد گرديـد    هضم و فسفرزدايي كلون

بـه منظـور اثبـات     pFNGبـه  پلاسميدي حاصـل موسـوم   
ــون و  هضــم  PCRســازي تحــت آناليزهــاي  صــحت كل

  .آنزيمي قرار داده شد
آلدهيـد   بيـوتيكي بتـائين   استفاده از ژن نشانگر غير آنتي

  دهيدروژناز در طراحي حامل پلاستيدي

از منشـأ  ) badh(هيد دهيـدروژناز  آلد توالي ژن بتائين
بـا  . دريافت شـد  NCBIاز ) Spinacia aleracea(اسفناج 

ــيدآمينه،    ــر در اس ــدون تغيي ــدي ب ــوالي نوكلئوتي ــر ت تغيي
هــاي آنزيمــي داخلــي ناحيــة كدكننــدة ايــن ژن  جايگــاه

ــد  ــذف گردي ــاه. ح ــزيم   جايگ ــايي آن ــاي شناس ــاي  ه ه
دند اندونوكلئاز نوع دوم كه از توالي مـذكور حـذف ش ـ  

كه هر كدام دو  XbaIو  PvuIIهاي  آنزيم: عبارت بود از
، EcoRVو  AflII ،EcoRI ،HindIIIهـاي   جايگاه و آنزيم

كه هر كدام يك جايگاه شناسايي در توالي مذكور دارا 
تيمــين نيــز در ايــن   -افــزايش درصــد آدنــين  . بودنــد

توالي نهـايي  . سازي كدوني مورد توجه قرار گرفت بهينه
 T7 gene10مربـوط بـه   5‘ناحية بدون ترجمة به badhژن 

 Prrnفاژي متصـل گرديـد و تحـت پيشـبر كلروپلاسـتي      
. قـرار داده شـد  ) ي ريبـوزومي rRNAپيشبر قوي اپرون (

محلي براي اتصـال بـه ريبـوزوم بـا      badhبين پيشبر و ژن 
ــوالي  ــاه  GGAGGت ــه و جايگ ــراي   تعبي ــي ب ــاي آنزيم ه

بـا  . ر گرفتـه شـد  هاي دلخواه ديگر در نظ سازي ژن كلون
ها بـه   هاي موردنظر در اين مكان، اين ژن سازي ژن كلون

بيـان خواهنـد شـد و     badhسيستروني بـا ژن   صورت پلي

بيـوتيكي   انتقال ژن به پلاستيد بدون نشانگر انتخابي آنتـي 
  .گردد پذير مي امكان
  

  نتايج و بحث

گيــري  پــس از جســتجو بــراي انتخــاب ناحيــة هــدف
ي پلاستيدي را نيز دربرداشـته  oriه كنندة كلروپلاستي ك
ــة   ــد، ناحيــــ ــلة  16SrRNA\23SrRNAباشــــ و فاصــــ

ايزولوســين و آلانــين، بــه    trnهــاي  ژن) Spacer2(دوم
ايـن  . هـاي خـارجي انتخـاب شـد     عنوان ناحية الحـاق ژن 

ناحيه در قسمت تكرار معكوس ژنوم كلروپلاسـتي قـرار   
بـه  داشته و بنابراين الحـاق قطعـات در ايـن ناحيـه منجـر      

حضور دو نسخه از ژن مورد نظر در هر پلاستوم خواهـد  
  . شد

گيـري كننـدة    ناحيـة هـدف  ايـن  ) Align(رديفـي   هم
فرنگـي،   هـاي توتـون، پنبـه، گوجـه     در ژنومكلروپلاستي 

ــرم    ــتفاده از ن ــا اس ــه ب ــويج و ذرت، ك ــاهو و ه ــزار  ك اف
VectorNTI  انجام شد، نشان داد كه ناحيةori   در حـدود

bp700 بين ژني  با ناحيةtrnI/trnA   فاصله دارد و نقاط بـا
در بين ايـن   oriناحية ) Identity positions(شباهت كامل 

بــه  Spa2ناحيــة  .درصــد محاســبه شــد 9/95شــش گيــاه 
كننده درنظر گرفته شد و  گيري عنوان مركز توالي هدف

شـده بـراي طراحـي     جستجو براي يـافتن نقـاط حفاظـت   
ين ناحيـه بـراي طراحـي    بالادست ا kb2پرايمر از حدود 

دســت ايــن  پــايين kb2و ) Forward(پرايمــر رو بــه جلــو 
بــا  )Reverse(ناحيـه بـراي طراحــي پرايمـر رو بــه عقـب     

پرايمرهـاي  . انجـام شـد   Vector NTIافزار  استفاده از نرم
طراحي شده، در شش گياه مذكور داراي شـباهت صـد   

ر درصدي بودند و علاوه بر اين توالي پرايمرهاي مـذكو 
هاي كلروپلاستي موجود در بانك  روي توالي ساير ژنوم

ژن نيز مورد آناليز قرار گرفت و شباهت صـد در صـدي   
  .نشان داد

ــا  ــاتي ب ــار  قطع ــورد انتظ ــول م ــويج،  bp4184ط از ه
bp4227  ،از پنبـــــــهbp4205  ،از كـــــــاهوbp3985  از

ــه ــي،  گوج ــون  bp3867از ذرت و  bp4208فرنگ از توت
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لروپلاسـتي كلـزا و ليمـوترش در    توالي ژنوم ك. شدجدا 
بانك ژن موجود نبود و استفاده از آغازگرهـاي مـذكور   

كننده به ژنوم كلروپلاستي  گيري براي تكثير ناحية هدف
تمـامي  . را ظاهر نمـود  kb4از اين گياهان نيز باند حدود 

سازي بـه صـورت    قطعات حاصل پس از تكثير و خالص
بـا توجـه   . شـدند سازي  كلون pJET1.2جداگانه در ناقل 

. سازي به صورت انتهاي صاف انجـام شـد   كلون به اينكه
امكان ورود قطعات در دو جهت در ناقل مذكور وجـود  

رديفـي ناحيةجداشـده از    با وجود اينكه آناليز هم .داشت
پلاســتوم گياهــان مختلــف نشــان داد كــه ايــن ناحيــه در  

هاي كلروپلاسـتي گياهـان مختلـف داراي شـباهت      ژنوم
هـا ايـن    ، ولي در بعضي از قسـمت )1شكل ( است بالايي

بـــه عنـــوان مثـــال . تفـــاوت تـــوالي قابـــل توجـــه بـــود
ــدود   ــدهاي حــ ــا  1600نوكلئوتيــ ــوالي  1860تــ از تــ

در پلاسـتوم توتـون    )Consensus( نوكلئوتيدي مشـترك 
  .وجود ندارد

 

 

 

 

  
  

 

 

 
هاي پلاستيدي هويج، كاهو، پنبه،  داشده از ژنومگيري كننده به ژنوم كلروپلاستي ج آناليز شباهت ناحيه هدف) a( -1شكل 

  Vector NTIفرنگي، توتون و ذرت در نرم افزار  گوجه
Fig. 1. (a) Similarity analysis of flanking regions that isolated from chloroplast genomes of carrot, lettuce, 

cotton, tomato, tobacco and maize in Vector NTI software.  
. دهـد  هـا را نشـان مـي    جفـت بـاز هسـتند و خـط عمـودي ميـزان شـباهت تـوالي         4000دهد كه بيش از  هاي گياهان مذكور را نشان مي خط افقي طول توالي جداشده از پلاستوم

تكثيرناحيـه   :)b.(سبت بـه يكـديگر كـم شـده اسـت     هاي مذكور ن كه ميزان شباهت در اين قسمت از توالي دهد نشان مي ،هايي كه خطوط داخل نمودار پايين آمده است قسمت
؛ )C=Carrot(هويج . 1. رايمرهاي طراحي شده در اين آزمايشاز پلاستوم گياهان مختلف با پ) Flanking region(يا ناحيه مجاور  گيري كننده به ژنوم كلروپلاستي هدف

ــه . 2 ــون . 3؛ )G=Gossypium(پنبــ ــي . 4؛ )T=Tobacco(توتــ ــه فرنگــ ــاهو . 6؛ )Z=Zea(ذرت . 5؛ )S=Solanum(گوجــ ــوترش . 7؛ )Lu=Luctoca(كــ ليمــ
)Le=Lemon( كلزا . 8؛)B=Brassica(.  

Horizontal lineindicates thesequences length thatisolatedfromabove plant plastoms that are about 4000 bp. Theverticallineindicates the 
similarity of sequences.Lines that come down in the chart meanthatthe similarity of this partofsequencesislowrelative to each other.  
(b): Amplification of plastom flanking regions of different plants using primers designed in this research. 1. Carrot (C); 2. Cotton 
(G=Gossypium); 3. Tobacco (T); 4. Tomato (S=Solanum); 5. Corn (Z=Zea); Luctoca (Lu); 7. Lemon (Le); 8. Canola (B=Brasica) 

 

  شده كنندة كلون گيري آناليزهاي ناحية هدف

ناحيـة بـين ژنـي    ) Spacer2(بررسي تـوالي فاصـلة دوم  
trnI/trnA   بـــا طـــولbp64  گيـــاه توتـــون، پنبـــه،    5در

 1/83فرنگي، هويج و كاهو نشان داد كه اين ناحيـه   گوجه
درصد از توالي نوكلئوتيدي كاملاً يكسان در اين گياهـان  

هـاي   مذكور از نظـر جايگـاه   سپس ناحية. برخوردار است
نتـايج  . آنزيمي محدودكننده مـورد بررسـي قـرار گرفـت    

در تمــامي  PvuIIنشــان داد كــه جايگــاه شناســايي آنــزيم 
گياهان مورد بررسي در اين ناحيـه وجـود دارد و در كـل    

ــة هــدف ــري ناحي ــرد مــي  گي ــه ف ــده، منحصــر ب . باشــد كنن
ور و نوكلئوتيـدي، حض ـ  Blastهاي بيشتر از طريـق   بررسي

هـاي   منحصر به فـرد بـودن ايـن جايگـاه را در سـاير ژنـوم      
لـذا  . كلروپلاستي موجود در بانك ژن نيز به اثبات رسـاند 

PvuII   به عنوان محل مناسبي براي الحاق توالي مورد نظـر
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از آنجـايي  . كننده شناخته شـد  گيري در مركز ناحية هدف
كـردن ژن آن   بـر بـوده و كلـون    كه آنزيم مـذكور صـاف  

هـاي آنزيمـي    باشد، جستجو براي ساير جايگـاه  كل ميمش
را در  SphIدر ايــن ناحيــه، حضــور جايگــاه برشــي آنــزيم 

ــان داد   ــاهو نشــ ــويج و كــ ــه، هــ ــون، پنبــ ــن . توتــ   ايــ
جايگاه در گياهان مـذكور در فاصـلة بـين محـل طراحـي      

ايــن تحقيــق منحصــر بــه فــرد بــوده ولــي در  آغازگرهــاي
 شـده  رت حفاظـت هـاي كلروپلاسـتي بـه صـو     تمامي ژنوم

 

 

 

 

  

  

  

 

 

  .BamHIشده براي هشت نوع گياه با آنزيم  هاي اختصاصي كلروپلاستي ساخته آناليز هضم آنزيمي حامل -2شكل 
Fig. 2. Enzymatic digestion analysis of plastid vectors that constructed for 8 plants using BamHI 

M .لكولي ونشانگر اندازة وزن مDNA ،1Kb Plus Ladder )Invitrogen(  
مورد تاييـد قـرار    bp6841وجود يك جايگاه و خطي شدن پلاسميد با اندازة (، ناقل اختصاصي كلروپلاستي ساخته شده براي توتون pJET-FRTپلاسميد نوتركيب ) 1
بـازي را ظـاهر    جفـت  346و  1507، 5348هـاي   مورد انتظار با اندازهسه قطعة (، ناقل اختصاصي كلروپلاستي ساخته شده براي پنبه pJET-FRGپلاسميد نوتركيب ) 2؛ )گرفت

بازي را  جفت 349و  378، 1130، 5322هاي  چهار قطعة مورد انتظار با اندازه(، ناقل اختصاصي كلروپلاستي ساخته شده براي كاهو pJET-FRLuپلاسميد نوتركيب ) 3؛ )نمود
بـازي را   جفـت  378و  1448، 5196هـاي   سه قطعة مورد انتظار با اندازه(ل اختصاصي كلروپلاستي ساخته شده براي هويج ، ناقpJET-FRCپلاسميد نوتركيب ) 4؛ )ظاهر نمود
 378و  1253، 5328هـاي   سـه قطعـة مـورد انتظـار بـا انـدازه      (فرنگـي   ، ناقل اختصاصي كلروپلاستي سـاخته شـده بـراي گوجـه    pJET-FRSپلاسميد نوتركيب ) 5؛ )ظاهر نمود

 378و  1122، 5684هـاي   سه قطعة مورد انتظـار بـا انـدازه   (، ناقل اختصاصي كلروپلاستي ساخته شده براي ذرت pJET-FRZپلاسميد نوتركيب ) 6؛ )را ظاهر نمود بازي جفت
را نشـان   500و  1500، 5000هاي تقريبـي   سه باند با اندازه(، ناقل اختصاصي كلروپلاستي ساخته شده براي كلزا pJET-FRBپلاسميد نوتركيب ) 7؛ )بازي را ظاهر نمود جفت

دهد كه اين پلاسميد نوتركيب فاقد جايگاه آنزيمي  الگوي هضم نشان مي(، ناقل اختصاصي كلروپلاستي ساخته شده براي ليموترش pJET-FRLeپلاسميد نوتركيب ) 8؛ )داد
BamHI بوده و پلاسميد برش نخورده است.( 

M. DNA molecular weight marker,  ،1Kb Plus Ladder (Invitrogen); 1. Recombinant plasmid pJET-FRT, specific chloroplast vector for 

Tobacco (appearance of one site and linearization of plasmid 6841bp was confirmed); 2. Recombinant plasmid pJET-FRG, specific 
chloroplast vector for Cotton (Three expected band, 5348bp, 1507bp and 346bp was appeared); 3. Recombinant plasmid pJET-FRL, specific 
chloroplast vector for Lettuce (Four expected band, 5322bp, 1130bp, 378bp and 349bp was appeared); 4. Recombinant plasmid pJET-FRC, 
specific chloroplast vector for Carrot (Three expected band, 5196bp, 1448bp and 378bp was appeared); 5. Recombinant plasmid pJET-FRS, 
specific chloroplast vector for Carrot (Three expected band, 5328bp, 1253bp and 378bp was appeared); 6. Recombinant plasmid pJET-FRZ, 
specific chloroplast vector for Maize (Three expected band, 5684bp, 1122bp and 378bp was appeared); 7. Recombinant plasmid pJET-FRK, 
specific chloroplast vector for Carrot (Three band by length about 5000bp, 1500bp and 500bp was appeared); 8. Recombinant plasmid pJET-
FRL, specific chloroplast vector for Lime (Digestion pattern indicates that this recombinant plasmid has no BamHI recognition site and 
plasmid has not digested) 

از آنجـايي كـه ايـن آنـزيم انتهـاي چسـبنده       . وجود ندارد
كـردن كاســت ژنـي مــوردنظر در    كنـد، كلــون  ايجـاد مــي 

گيري كننده، با اسـتفاده از ايـن جايگـاه     كز ناحية هدفمر
هايي كه بـراي آنـاليز صـحت     كي از آنزيمي .تر است ساده

كننده به ژنـوم   گيري سازي و كامل بودن قطعة هدف كلون
هاي نوتركيب حاصل پس از انجـام   كلروپلاستي در حامل

سـازي و اسـتخراج پلاسـميد مـورد اسـتفاده       مراحل كلون
ايـن آنـزيم كـه داراي    . بـود  HindIIIآنـزيم  قرار گرفـت،  

سازي روي  يك جايگاه شناسايي در فرادست محل كلون
گيـري   باشـد، روي قطعـات هـدف    مـي  pJET1.2پلاسميد 

كنندة جـدا شـده از پلاسـتوم گياهـان مختلـف نيـز داراي       
آنـاليز هضـم آنزيمـي    . هاي شناسايي مختلفي است جايگاه
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شـده در ايـن    ختههـاي اختصاصـي كلروپلاسـتي سـا     حامل
در  BamHIهشــت گيــاه مختلــف بــا آنــزيم  بــراي تحقيــق
سـازي و كامـل بـودن     كلون.نشان داده شده است 2شكل 

كننده به ژنـوم كلروپلاسـتي توتـون بـا      گيري قطعة هدف
جفت باز حاصل  از  527و  846، 5460مشاهدة باندهاي 
ــزيم  ــا آن و ) 3شــكل (بــه اثبــات رســيد  HindIIIهضــم ب
به صورت همسو در پلاسـميد   FRقطعة  مشخص شد كه

pJET سازي شده است اين در حالي است كه اگـر   كلون
 pJETقطعة مـذكور بـه صـورت غيرهمسـو در پلاسـميد      

 846و  2991، 3004گرديد، مشاهدة بانـدهاي   كلون مي
آناليز بـا آنـزيم مـذكور در    . جفت بازي مورد انتظار بود

تي ذرت نيز بـا  كننده به ژنوم كلروپلاس گيري قطعة هدف
جفت بـاز، حضـور قطعـة     525و  6656مشاهدة باندهاي 

FR در ارتباط . را به صورت همسو در پلاسميد نشان داد
ــا حامــل اختصاصــي كــاهو حضــور قطعــة   ــه  FRب هــم ب

ــو   ــورت همس ــمارة  (ص ــوني ش ــكل   ) 1كل ــه ش ــم ب و ه
در پلاسـميدهاي نوتركيـب   ) 2كلوني شمارة (غيرهمسو 

موضوع بـا مشـاهدة بانـدهاي     اين. حاصل به اثبات رسيد
و  6652و باندهاي  1جفت باز در كلوني  4188و  2991

  .تأييد گرديد 2جفت باز در كلوني شمارة  527
 ـ  تنظيمي و ژن طراحي نواحي گر هاي نشـانگر و گزارش

  هاي پلاستيدي براي حامل

هاي تنظيمي چارچوب باز خوانـدني   در اتصال توالي
)ORF (هـاي   ديگـر جايگـاه   ها حفظ شـد و از سـويي   ژن

كار رفتـه طـوري طراحـي و انتخـاب      هاي برشي به آنزيم
هــاي خــارجي مــوردنظر را بــه  شــدند كــه اولاً بتــوان ژن

سازي نمود، ثانياً  هاي تنظيمي همسانه درستي تحت توالي
هـاي كامـل ژنـي در صـورت نيـاز بـا        جداسازي كاسـت 

پـذير باشـد، ثالثـاً امكـان حـذف       هاي برشي امكان آنزيم
بيــوتيكي پــس از دســتيابي بــه گياهــان  انگرهاي آنتــينشــ

ــيش  ــه پ ــم  تراريخت ــردد و مه ــي گ ــه   بين ــه اينك ــر از هم ت
هـاي   هاي آنزيمي در نظر گرفته شـده بـا جايگـاه    جايگاه

سازي هماهنـگ باشـد تـا     هاي رايج همسانه آنزيمي ناقل
سـازي اوليـه در    هاي موردنظر را پس از همسانه بتوان ژن

 .كلروپلاستي منتقل نمود  ه ناقلب E. coliهاي  ناقل

 neoطراحي و ساخت حامل كلروپلاسـتي داراي نشـانگر   

 loxPهاي  بين توالي atpBادغام شده با زيرواحد بزرگ 

هايي كه براي انتقـال ژن بـه كلروپلاسـت     اكثر حامل
ايجادكنندة مقاومت بـه   aadAشوند داراي ژن  ساخته مي

عنــوان نشــانگر  استرپتومايســين و اسپكتينومايســين بــه   
هاي پلاستيدي  rRNAانتخابي هستند، ولي از آنجايي كه 

كـه از   دارنـد هايي  به طور طبيعي جهش برخي از گياهان
و از سـويي   كنـد  اتصال اسپكتينومايسـين جلـوگيري مـي   

هايي كه در ارتباط با مسائل ايمنـي زيسـتي    ديگر نگراني
 ،)Anonymous, 2004(اين نشـانگر انتخـابي وجـود دارد    

 IIلذا در ايـن تحقيـق از ژن نئومايسـين فسـفو ترانسـفراز      
) APH(3’)-II; NPTII  (   با نـام اختصـاريneo  در سـاخت

ــد  صــحت مراحــل . حامــل كلروپلاســتي اســتفاده گردي
ــون ــب حاصــل توســط  هضــم   حامــلســازي  كل نوتركي

بـودن   عملكردي). 4  شكل(تأييد گرديد  PCRآنزيمي و 
ــان ژن  ــا ر neoبي ــه، ب ــوني  ي تغييريافت ــكيل كل ــد و تش ش

هاي نوتركيبي كه  تحت تراريزش با ايـن حامـل    باكتري
ــي از دو    ــد روي محــيط حــاوي تركيب ــه بودن ــرار گرفت ق

 .سيلين و كانامايسـين بـه اثبـات رسـيد     بيوتيك آمپي آنتي
 در گــرده دانــة طريــق از neo نشــانگر ژن انتشــار امكــان

 از نشـانگر  ايـن  و نداشته وجود كلروپلاست به ژن انتقال
 حـال  ايـن  بـا  ولـي  باشد مي تأييد مورد زيستي ايمني نظر

 گياهـان  توليـد  از پـس  مـذكور  نشانگر ژن حذف امكان
 هـاي  تـوالي  كـه  Cre ريكامبينـاز  آنزيم توسط تراپلاستي

loxP بود خواهد پذير امكان كند مي شناسايي را.   
بـراي بيـان القـايي يـا      groEاستفاده از پيشبر باكتريايي 

  هاي موردنظر نمختص بافت ژ

از آنجـــايي كـــه تـــاكنون هـــيچ پرومـــوتر مناســـب 
اختصاصــي بــه بافــت و يــا القــايي كــه قــادر بــه بيــان در  

در ايـن تحقيـق   كلروپلاست باشد شـناخته نشـده اسـت،    
هـاي كلروپلاسـتي طـوري طراحـي و      تلاش شد تا ناقـل 

هاي تنظيمي مناسـب   ساخته شوند كه با دربرداشتن توالي
دنظر را در يـك مرحلـه اختصاصـي از    بتوان بيان ژن مور
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نمو يا در يك بافت خاص گياهي و يا به صورت القـايي  
بـــدين منظـــور از پيشـــبر شـــوك . پـــذير نمـــود امكـــان

 RNAكـه توسـط آنـزيم     E. coliبـاكتري   groEحرارتـي 
. اسـتفاده گرديـد   شـود،  پليمراز پلاستيدي شناسايي نمـي 

ــكل ــون 4  شـ ــايج كلـ ــي  نتـ ــان مـ ــازي را نشـ ــد سـ   .دهنـ
در اين  groEبودن بيان ژن تحت پيشبر  بات عملكردياث 

ــا مشــاهده بــاكتري حامــل حــاوي ژن  هــاي نوتركيــب، ب
پــروتئين فلورسـنت ســبز زيـر ميكروســكوپ   مربـوط بـه   

فلورسنت پس از القاي بيان با اعمال شوك حرارتـي   اپي
  . به اثبات رسيد

بيــاني كلروپلاســتي داراي  طراحــي و ســاخت حامــل

 gfpو كاست ژني القايي  neoتي كاست ژني كلروپلاس

ــميد    ــم آنزيمــي پلاس  neoكــه در آن ژن  pNGiهض
تحـت   gfpو ژن  psbAتحت پيشبر و پايـانبر كلروپلاسـتي   

 BglIIنواحي تنظيمي القايي باكتريايي قرار دارد بـا آنـزيم   
جفـت بـازي را ظـاهر     2615و  2928دو باند مورد انتظـار  

بـا   neogfpi سپس كاست ژني كامـل  ).ب - 4شكل (نمود 
كـه در دو  ) الـف  - 4شكل (SphIجايگاه آنزيم استفاده از 

ــا اســتفاده از دنبالــة آغــازگري اضــافه   ســوي ايــن قطعــه ب
ــة    ــز ناحي ــدا و در مرك ــود ج ــده ب ــونFRگردي ــازي كل   س

  هضـــــم آنزيمـــــي ).6و  5 هـــــاي شـــــكل(گرديـــــد  
 BamHIپلاسميد نوتركيـب پلاسـتيدي حاصـل بـا آنـزيم      

  ). ج - 4شـــكل (د نمــود  ســازي را تأييـ ــ   صــحت كلـــون 
بـــا  PCRجفـــت بـــازي در واكـــنش  2303ظهـــور بانـــد 
ــاي  ــدم تكثيــر توســط    GFP Rو  FRi Rآغازگره و ع
بــود كــه دهنــده آن  نشــان GFP Rو  FRi Fآغازگرهــاي 

ــورت        ــه ص ــي ب ــواحي تنظيم ــراه ن ــه هم ــي ب ــواحي ژن   ن
ــدف   ــة ه ــو وارد ناحي ــري غيرهمس ــتيدي  گي ــدة پلاس كنن

  
 

 

 

 

 

  

  

  

  
هاي اختصاصي پلاستيدي  در حامل FR، به منظور آناليز حضور و صحت قطعه HindIIIضم آنزيمي با آنزيم آناليز ه -3شكل 

  فرنگي ساخته شده براي گياهان توتون، ذرت، كاهو، كلزا و گوجه
Fig. 3. Enzymatic Digestion analysis using HindIII, in order to analysis of present and accuracy of FR 
fragment in specific plastid vectors that constructed for tobacco, maize, lettuce, canola and tomato 

a :M .لكولي ونشانگر اندازة وزن مDNA ،1Kb Plus Ladder )Invitrogen( 1؛ .pJET-FRT ) قطعةFR  در جهت همسو باMCS ؛ )ناقل كلون شده استb :
M .لكوليونشانگر اندازة وزن م DNA ،1Kb Plus Ladder )Invitrogen( 1؛ .pJET-FRZ ) قطعةFR ؛ )در جهت همسو كلون شده استc :M .  نشانگر انـدازة وزن

در جهــت  FRقطعــة ( pJET-FRL2. 2). در جهــت همســو كلــون شــده اســت FRقطعــة ( pJET-FRL1. 1؛ )DNA ،1Kb Plus Ladder )Invitrogenلكــولي وم
. 2؛ )در جهت همسو كلون شده است FRقطعة ( pJET-FRS. 1؛ )Fermentas( DNA ،1Kb Ladderلكولي ونشانگر اندازة وزن م .d :M؛)غيرهمسو كلون شده است

pJET-FRK ) احتمالاً قطعةFR در جهت همسو كلون شده است(  
a. M: DNA molecular weight marker, 1Kb Plus Ladder (Invitrogen); 1.pJET-FRT (FR fragment was cloned in direct side with vector MCS); 
b. M: DNA molecular weight marker, 1Kb Plus Ladder (Invitrogen), 1: pJET-FRz (FR fragment was cloned in direct side); c: M. DNA 
molecular weight marker, 1Kb Plus Ladder (Invitrogen), 1. pJET-FRL1 (FR fragment was cloned in direct side), 2. pJET-FRL2 (FR fragment 
was cloned indirect side); d: M. DNA molecular weight marker, 1Kb Ladder (Fermentas), 1. pJET-FRS (FR fragment was cloned in direct 
side), 2. pJET-FR (FR fragment was cloned in direct side) 
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 سازي به منظور تأييد صحت كلون pFNGiو  pNGi ،pNGزهاي هضم آنزيمي پلاسميدهاي نوتركيب آنالي -4شكل 

Fig. 4. Enzymatic digestion analysis of recombinant pNGi, pNG and pFNGi in order to accuracy of cloning 

M .لكولي ونشانگر اندازة وزن مDNA ،1Kb Plus Ladder )Invitrogen(؛  
a :آنزيمي پلاسميد  هضمpNGi  داراي كاست كلروپلاستي ژنneo  و كاست القايي ژنgfp  با استفاده از آنزيمSphI . جايگاه آنزيمSphI    در دو سوي اين قطعـه بـا

و  2988قطعـات مـورد انتظـار    . ذير گرددپ امكان FRسازي آن در مركز ناحية  استفاده از دنبالة پرايمري الحاق گرديده بود تا امكان جداسازي كاست كامل اين دو ژن و كلون
و  pNGآنـاليز هضـم آنزيمـي پلاسـميدهاي نوتركيـب     : b .سـازي گرديـد   جفت بازي از روي ژل آگارز جـدا و خـالص   2555جفت بازي ظاهر شدند و در نهايت قطعة  2555

pNGi  با آنزيمBglII هاي  سيستروني ژن به منظور اثبات ايجاد حالت پليneo  وgfp ميد در پلاسpNG .1 .    هضم آنزيمـي پلاسـميد نوتركيـبpNG    بـا آنـزيمBglII .2 .
  BamHIبا آنزيم  pFNGiهضم آنزيمي پلاسميد نوتركيب پلاستيدي : c ؛.BglIIبا آنزيم  pNGiهضم آنزيمي پلاسميد نوتركيب 

M. DNA molecular weight marker, 1Kb Plus Ladder (Invitrogen); a. Enzymatic digestion of pNGi plasmid harboring chloroplast neo gene 
cassette and inducible cassette of gfpusing SphI enzyme. SphI recognition site have been added using primer tail for after isolation of whole 
cassette and its cloning in the center of FR. Expected 2988bp and 2555bp band was appeared  and finally 2555bp fragment was isolated from 
agarose gel. 
b. Enzymatic digestion analysis of pNG and pNGi recombinant plasmids using BglII in order to verify polycistronic placing of neo and gfp 
genes in pNG plasmid. 1.  Enzymatic digestion of pNG  recombinant plasmid using BglII, 2. Enzymatic digestion of pNGi recombinant 
plasmid using BglII. C. Enzymatic digestion of pFNGi recombinant plasmid using BamHI. 

 

   
 

 

 

 

 

 

 

 

  
و ورود نواحي تنظيمي و  pJETدر حامل ) FR(ستيدي كننده به ژنوم پلا گيري سازي ناحية هدف نماي شماتيك كلون -5شكل 

  هاي اختصاصي پلاستيدي و ساخت حامل pJET-FRگر به مركز پلاسميد نوتركيب ژن گزارش
Fig. 5. Schematic view of cloning of plastid flanking region (FR) in pJET vector and introduction of 

regulation regions and reporter gene into the center of recombinant pJET-FR plasmid and construction of 
specific plastid vector 
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  1391پاييز  ،3، شماره چهاردهمجلد ،"علوم زراعي ايران مجله"

٢٢٩  

بيــان پــروتئين  فلورســنت ســبز در پلاســميد . انــد گرديــده
پـس از ايجـاد شـوك     pNGiنوتركيب حاصل موسوم بـه  

ــاكتري ــي ب ــن پلاســميد    حرارت ــا اي ــوتركيبي كــه ب هــاي ن
ــد در   ــده بودن ــزش ش ــر   42تراري ــانتيگراد و زي ــه س درج

از حامــل . فلورســنت بــه اثبــات رســيد ميكروســكوپ اپــي
تـوان   مـي  pFNGiپلاسميدي نوتركيب حاصل موسـوم بـه   

هــاي دلخــواه و انتقــال ژن بــه     كــردن ژن بــراي كلــون 
هـايي كـه بـدين     بيان ژن. پلاستيدهاي گياهي استفاده نمود

ــي   ــل م ــتيدها منتق ــه پلاس ــورت ب ــال ژن   ص ــا انتق ــوند ب ش
بـاكتري تحـت پيشـبر مخـتص     /يگمافاكتورهيبريد گيـاه س ـ

  .بافت يا القايي به هستة گياه ميسر خواهد گرديد
سيســتروني پــروتئين فلورســنت ســبز تحــت  بيــان پلــي

  پروموتر كلروپلاستي در باكتري نوتركيب

توسـط هضـم    groEو پيشـبر   psbAپايـانبر  با حـذف  
ــزيم ــا آن ــاقص ب ــاز از جفــت XbaI ،437و  XhoIهــاي  ن  ب

خارج و پس از حلقـوي سـاختن مجـدد     pNGiپلاسميد 
در ايـن  . حاصل گرديـد  pNGحامل، پلاسميد نوتركيب 

 neoسيسـتروني پـس از ژن    به صورت پلي gfpحامل ژن 
بـا آنـزيم    pNGهضم آنزيمي پلاسميد  .قرار گرفته است

BglII  بـازي   جفت 2178و  2928نيز دو باند مورد انتظار
نمـود    سـازي را تأييـد مـي    نرا نشان داد كه صـحت كلـو  

عملكردي بودن بيان پروتئين به صـورت  ). ب -4شكل (
كلروپلاستي در ايـن حامـل    RBSسيستروني و تحت  پلي

ــر       ــبز زي ــنت س ــروتئين فلورس ــاهدة پ ــا مش ــب ب نوتركي
ســپس در  .فلورســنت اثبــات گرديــد ميكروسـكوپ اپــي 
صـحت  . كننـده قـرار داده شـد    گيـري  مركز توالي هدف

نوتركيــب حاصــل توســط   حامــلســازي  مراحــل كلــون
آنـاليز  ).  4  شـكل (تأييـد گرديـد    PCRهضم آنزيمـي و  

اي پليمــراز بــا  توســط واكــنش زنجيــره pFNGپلاســميد 
جفت باز  2180با ظهور قطعة . gfpRو  FRi Fپرايمرهاي 

بـه صـورت    neogfpسيسـتروني   نشان داد كـه قطعـة پلـي   
هـاي   حامـل  .شـده اسـت   pJET1.2همسو وارد پلاسـميد  

مناسـب   pFNGو  pFNGiپلاستيدي حاصـل موسـوم بـه    
ــا   بــراي انتقــال ژن بــه كلروپلاســت بــوده و بــه ترتيــب ب

تـوان   در آنها مـي  gfpهاي دلخواه به جاي  جايگزيني ژن
بر حسب نياز، پروتئين موردنظر را بـه صـورت القـايي و    

 .غيرالقايي در پلاستيدها بيان نمود

آلدهيـد   بيـوتيكي بتـائين   استفاده از ژن نشانگر غير آنتي

  دهيدروژناز در طراحي حامل پلاستيدي

بــه عنــوان ) BADH(آلدهيــد دهيــدروژناز  ژن بتــائين
هـاي   بيوتيكي براي استفاده در ناقـل  يك نشانگر غيرآنتي

شده در اين تحقيق در نظر گرفتـه شـد    پلاستيديِ طراحي
سـازي و تغييـرات    توالي حاصل پـس از بهينـه  ). 7شكل (

، PvuIIهـاي   هـاي شناسـايي آنـزيم    ف جايگاهحذ(توالي 
XbaI ،AflII،EcoRI ،HindIII  وEcoRV ( به همراه توالي

رديـف گرديدنـد و    اولية آن به اسـيدآمينه ترجمـه و هـم   
تغييـرات تـوالي پـروتئين در اثـر دسـتكاري      صحت عدم 

  .توالي نوكلئوتيدي تأييد گردد
تــوالي حفاظــت شــده بــين ژنــي     در ايــن تحقيــق  

16SrRNA\23SrRNA   ــه چنــد دليــل ــوم ب اختصاصــي ژن
ــاب شــد  ــه تكــرار معكــوس    : انتخ قرارداشــتن در ناحي

دو نسـخه  ptDNAشود در هر  كلروپلاستي كه باعث مي
  

  
  

 

 
  
  

 pFNGiنماي شماتيك حامل پلاسميدي نوتركيب  -6شكل 

Fig. 6. Schematic view of recombinant pFNGi 
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  ".....هاي طراحي و ساخت سازه "

٢٣٠ 

 

 

 

  
  )BADH(آلدهيد دهيدروژناز  بيوتيكي بتائين راحي شده براي نشانگر انتخابي غيرآنتينماي شماتيك كاست ژني ط -7شكل 

Fig. 7. Schematic view of designed cassette gene for non-antibiotic betaine aldehyde dehydrogenase (BADH) 
selectable marker gene  

  
ي oriاز ژن مـــوردنظر الحـــاق شـــود؛ در برداشـــتن 

شـود پلاسـميد حـاوي ژن تـا      ستي كه باعث مـي كلروپلا
زماني كه بتوانـد ژن مـوردنظر را در ژنـوم كلروپلاسـتي     

شـدگي زيـاد   الحاق كند در ژنوم حفـظ شـود؛ حفاظـت   
ــين گياهــان مختلــف و وجــود جايگــاه  هــاي  تــوالي در ب

آنزيمي منحصر به فـرد و حفاظـت شـده، در وسـط ايـن      
پيشـنهاد يـك    .كردن ژن موردنظر توالي، به منظور كلون

 tmA،tmIهاي  كه ژن) Universal vector(حامل همگاني 
ــة  ــوان      IRاز ناحي ــه عن ــون را ب ــتي توت ــوم كلروپلاس ژن

هاي مجاور به منظـور نـوتركيبي همولـوگ شـامل      توالي
ــوم      ــه ژنـ ــال ژن بـ ــراي انتقـ ــتفاده از آن بـ ــود و اسـ شـ

كـه تـوالي ژنـوم    (هاي گيـاهي ديگـر    كلروپلاستي گونه
چنـدين سـال پـيش    ) تعيـين نشـده اسـت   پلاستيدي آنهـا  
در ايـن تحقيـق   ). Daniell et al., 1998(پيشنهاد گرديـد  

گيـري ژن   ميزان همولوژي نواحي موردنظر براي هـدف 
به ژنوم كلروپلاستي گياهان مختلـف بـا يكـديگر مـورد     

رغـم   اين مقايسات نشان داد كه علي. مقايسه قرار گرفت
زيـادي نيـز قابـل    هـاي   شباهت بالاي اين قطعات، تفاوت

كـه وجـود شـباهت صـد در     با توجه به اين .مشاهده است
صدي توالي كلروپلاسـتي مـورد اسـتفاده در حامـل، در     

سـزايي دارد و علّـت   ه بالا رفتن كارايي انتقال ژن، تأثير ب
آن نيز بالا رفتن ايجاد نـوتركيبي همولـوگ بـراي ورود    

 ينبنـابرا باشـد،   قطعات به داخل ژنـوم كلروپلاسـتي مـي   
شـده در ايـن    ساختهپلاسميدي  هاي حاملعلاوه بر اينكه 

شـده بـين ژنـي،     به دليل دارا بودن توالي حفاظت تحقيق،
 ــ   ــت دامن ــه كلروپلاس ــال ژن ب ــراي انتق ــتفاده ب ــل اس  ةقاب

، باشـند  مـي اي از گياهان، از دو لپـه تـا تـك لپـه      گسترده

ــوالي ــوم كلروپلاســتي   جداســازي ت هــاي اختصاصــي ژن
هـا بـراي    سازي اين توالي و همسانه گياهيهاي مهم  گونه

كــه در ايــن  كلروپلاســتي خــاص گونــه   حامــلســاخت 
با افـزايش كـارايي   رود  تحقيق انجام گرفت نيزانتظار مي

 بتوانـد نوتركيبي همولوگ و الحاق تراژن همـراه بـوده و  
كارايي تراريـزش پلاسـتيدي خـاص گونـه را بـه ميـزان       

  . زيادي افزايش دهد
شـده بـراي    هـاي طراحـي    حامـل ذشته در تحقيقات گ

تراريزش ژنوم پلاستيدي توتون با موفقيـت بـراي انتقـال    
فرنگي استفاده شدند،  زميني و گوجه ژن به پلاستيد سيب

هـا   هاي مجاور همولوگ موجود در اين حامل زيرا توالي
ژنـوم پلاسـتيدي    هاي مربوط بـه  همولوژي كافي با توالي

ــي و گوجــهســيب ــازده   فرنگــي نشــان زمين ــا ب ــد، ام دادن
 Ruf et( داري از توتون كمتر بود تراريزش به طور معني

al, 2001; Sidorov et al., 1999 .(    براي مثـال فقـط يـك
فرنگـي   زميني و گوجـه  لاين تراريخته كلروپلاستي سيب

در  .پليت بمباران شده به دست آمـد  85و35به ترتيب از 
يِ توتـون،  لاين تراريخته كلروپلاسـت  15حالي كه حدود 

ــي     ــد م ــده تولي ــاران ش ــت بمب ــك پلي ــب از ي ــود اغل  ش
)Dufourmantel et al., 2004 .(  در علاوه بر ايـن مـوارد ،

شـدن كـارايي تراريـزش وقتـي      تحقيق ديگـري نيـز كـم   
كه تقريبا داراي (هاي مجاور پتونيا  مشاهده شد كه توالي

براي تراريـزش   )درصد شباهت با توالي توتون بودند 98
 ,.DeGray et al( سـتيد توتـون اسـتفاده گرديـد    ژنوم پلا

مقايسه ناحية جداگر بـين ژنـي در ميـان اعضـاي      ).2001
ناحيـه مشـابه    4خانوادة سولاناسه نشان داد كـه فقـط در   

مقايســه نــواحي بــين ژنــي    ). Daniell, 2006(هســتند 
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  1391پاييز  ،3، شماره چهاردهمجلد ،"علوم زراعي ايران مجله"

٢٣١  

نيز ثابت كـرد كـه حتـي     گندميانهاي كلروپلاستي  ژنوم
 ــ  ــرد ني ــي منف ــين ژن ــة ب ــك ناحي ــومي ــان ژن ــاي  ز در مي ه

 ,.Saski et al(يابي شده، مشابه نيست  كلروپلاستيِ توالي

ــابراين)2007 ــي     ، بن ــاني وقت ــل همگ ــك حام ــوم ي مفه
كاربردي است كه سـطح بـالايي از همولـوژي در ميـان     

ــه ــارايي    گون ــا داراي ك ــد، ام ــود باش ــاهي موج ــاي گي ه
هاي كلروپلاسـتي مخـتص گونـه     كمتري نسبت به حامل

نتــايج تحقيقـات مـذكور نشــان دادنـد كــه    . دخواهـد بـو  
تواند كارايي انتقـال ژن را بـه    فقدان همولوژي كامل مي

ميزان زيادي كاهش دهد، لذا اين تحقيـق بـا جداسـازي    
گيري كننده به كلروپلاست گياهان مختلف  ناحيه هدف

شـده   بـا جايگـاه حفاظـت    آغـازگر و تنها با يـك جفـت   
راه را بـراي سـاخت   اتصال در پلاستوم گياهان مختلـف  

هاي كلروپلاستي مختص گونه هموار نموده است    حامل
هاي عمومي را كـه بـا كـاهش     و مشكل استفاده از حامل

  .كارايي انتقال ژن همراه است را برطرف خواهد نمود
در اين تحقيق با استفاده از آناليزهاي بيوانفورماتيكي 

، هـاي اطلاعـاتي   هاي پلاسـتيدي موجـود در بانـك    ژنوم
ــت  ــك جف ــازگري ــة   آغ ــراي جداســازي ناحي طــوري ب

كننـده بـه پلاسـتوم طراحـي شـد كـه داراي        گيري هدف
هـاي گيـاهي    شباهت صد در صـدي در تمـامي پلاسـتوم   

يابي شدة موجود در بانك ژن باشد، لذا انتظـار بـر    توالي
براي  آغازگراين است كه بتوان با موفقيت از اين جفت 

ه بـه پلاسـتوم سـاير    كننـد  گيـري  جداسازي ناحيـة هـدف  
گياهــاني كــه تــوالي ژنــوم پلاســتيدي آنهــا در دســترس  
نيست نيز استفاده نمود، به طوري كـه بـا اسـتفاده از ايـن     

ناحية مذكور از كلـزا و ليمـوترش كـه تـوالي      آغازگرها
ــود،     ــود نب ــك ژن موج ــا در بان ــتي آنه ــوم كلروپلاس ژن

حتـي بـراي چنـد     آغازگرهااين . جداسازي و كلون شد
از جملـه  (ديگـر نيـز مـورد آزمـايش قـرار گرفـت        گياه

و در تمامي موارد ناحيه مـذكور بـا   ) درختچه زينتي ملچ
كـه در حـال   بـا توجـه بـه اين   موفقيت تكثير گرديد، ولي 

حاضر ساخت حامل كلروپلاستي براي آنها مدنظر نبود، 
سازي قرار نگرفته و اطلاعات آنها نيـز ارائـه    تحت كلون

  .نگرديد
در حامــل كلروپلاســتي   badhنشــانگر   اســتفاده از

طراحي شده در اين تحقيق قـادر اسـت عـلاوه بـر اينكـه      
هاي ايمني زيستي نشـانگرهاي آنتـي بيـوتيكي را     نگراني

كنند  كاهش دهد، در گياهاني كه اين ژن را دريافت مي
صفت مقاومت به شوري، خشكي و سـرما را نيـز ايجـاد    

) BA(آلدهيـد   ئينمراحل انتخاب شامل تبـديل بتـا  . نمايد
به گلايسين بتائين غيرسـمي   BADHسمي، توسط آنزيم 

كننـدة اسـمزي نيـز عمـل      است كه به عنوان يـك تنظـيم  
ــي ــد م ــل و همكــاران  .كن  )Daniell et al., 2001(داني

گزارش كرده بودند كه تكثير سـريع گياهـان حاصـل از    
و كــارايي  BAكلروپلاســت تراريخــت، تحــت انتخــاب 

برابـر بـالاتر از زمـاني بـود كـه       25كـه   بـالاي تراريـزش  
شــد، از  اسپكتينومايســين بــه عنــوان نشــانگر اســتفاده مــي

بــــه عنــــوان ژن  BADHجملــــه مزايــــاي اســــتفاده از 
 ;Daniell et al., 2001a(باشـد   گـر مـي   نشـانگرگزينش 

Daniell et al., 2001b .(  
ــواحي   از ســوي ــزودن ن ــا اف ــق ب ديگــر در ايــن تحقي

ــامل   ــف ش ــي  تنظيمــي مختل ــاي دائم ــبرها و پايانبره پيش
ــتي  ــايي ) rrn ،psbA ،rbcL(كلروپلاســ ، )groE(و القــ

هاي مناسب، نواحي اتصـال  UTRنواحي بدون ترجمه يا 
هـاي آنزيمـي مناسـبِ ورود     ريبوزوم پلاستيدي، جايگاه

ــرادي   ــان انف ــراي بي ــيژن ب ــا پل هــاي  سيســتروني، ژن و ي
كي و بيــوتي هــاي نشــانگر انتخــابي آنتــي گر و ژنگزارشــ
هـايي بـراي حـذف ژن نشـانگر      بيوتيكي و توالي غيرآنتي

ــي از       ــواع مختلف ــا ان ــد ت ــلاش ش ــال ژن، ت ــس از انتق پ
ژن هاي كلروپلاستي ساخته شوند تا بتوان بيان هـر   حامل

ــوم  ــه طــور دلخــواه در ژن هــاي پلاســتيدي  خــارجي را ب
بـدين  . پذير نمـود  گياهان مختلف به صورت كارا امكان

در ايـن تحقيـق راه بـراي تهيـة     رسد كه  به نظر ميترتيب 
هـاي پلاسـتيدي اختصاصـي و داراي كـارايي بـالا       حامل

كـه راه را بـراي    شده باشـد براي هر گونة گياهي هموار 
هـاي   حامـل . مهندسي پلاستيد گياهان بـاز خواهـد نمـود   

pFNGi   وpFNG   ســاخته شــده در ايــن تحقيــق مناســب
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ــا  بــراي انتقــال ژن بــه كلروپلاســت بــوده و بــه  ترتيــب ب
تـوان   در آنها مـي  gfpهاي دلخواه به جاي  جايگزيني ژن

بر حسب نياز، پروتئين موردنظر را بـه صـورت القـايي و    
اگر بيان مختص بافت . غيرالقايي در پلاستيدها بيان نمود

را  groEتـوان پيشـبر    پروتئين نوتركيب مدنظر باشد، مـي 
  .مودبا پيشبر مختص بافت دلخواه جايگزين ن pFNGiدر 

مهندسي ژنتيـك كلروپلاسـت، نويـد بزرگـي بـراي      
نتقـال ژن  هاي اخير اپيشرفت. بيوتكنولوژي گياهي است

ــا  ــتيد، فن ــه پلاس ــوان   ب ــه عن ــتيد را ب ــي پلاس وري مهندس
ــه  ــ گزين ــايگزين ب ــته اي ج ــزش هس ــرح  راي تراري اي مط

و  يك روش كارآمدتوان از آن به عنوان  كه مي كند مي
طي، براي ايجـاد صـفات بـا    سازگار با مسائل زيست محي

ارزش زراعـــي و نيـــز  اســـتفاده از گياهـــان بـــه عنـــوان 
براي توليـد پروتئينهـاي درمـاني،     مناسبكتورهايي بيورا

  .ها و مواد زيستي، استفاده نمود واكسن
 

  سپاسگزاري

از پژوهشــكده بيوتكنولــوژي كشــاورزي كــرج كــه  
ــات  ــه و امكانـ ــد،  هزينـ ــراهم نمودنـ ــق را فـ ــن تحقيـ ايـ

 .شود ي ميسپاسگزار
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Designing and construction of specific plasmid constructs for targeted 
plastome transformation 

 

Mohsenpour, M1., M. Tohidfar2 and N. A. Babaian-Jelodar3 

 
ABSTRACT 

Mohsenpour, M., M. Tohidfar and N. A. Babaian-Jelodar. 2012. Designing and construction of specific plasmid 

constructs for targeted plastome transformation. Iranian Journal of Crop Sciences. 14(3): 218-234. (In Persian). 

Integration of foreign genes into plastid genomes occur through homologous recombination between flanking 

sequences of gene in plastid vectors. In this study, by analysis of plastid genomes using bioinformatics 

databases, we succeed to select a region of plastome as alien gene targeting sequence including the appropriate 

length for homologous recombination and integration in plastome, specific plastid origin of replication, targeting 

gene to inverted repeat region of plastid genome and unique restriction enzymes recognition sites in the center of 

flanking region sequences for alien gene integration. Since similarity (%) of the flanking region sequences would 

increase transformation efficiency of plastome dramatically, therefore, a pair of primers was designed to isolate 

the plastome flanking regions. These primers were100% similar to all plant plastomes, but the length and 

sequence of their amplified fragments were variable in different plant plastomes. Flanking region sequence from 

tobacco, cotton, corn, lettuce, tomato, carrot, and even the canola and lemon plastomes that still their plastome 

sequences are not available in Gene Bank were isolated and cloned. The accuracy of cloning, present and 

direction of flanking regions fragment from different plant plastomes were confirmed by enzymatic digestion 

analysis using HindIII and BamHI. Then different types of chloroplastid vectors using different regulation 

elements were constructed. The regulation elements that could be used for efficient expression of any alien genes 

in different plastids were including plastid constitutive or inducing promoters and terminators, suitable 

untraslated regions, Ribosome binding sites of plastid, suitable restriction enzyme recognition sites for cloning 

and expression of desired gene in single or polycistronic status, reporter genes, antibiotic or non-antibiotic 

markers and sequences for removing of marker gene. These recombinant chloroplast plasmids including pFNGi 

and pFNG can be used as universal and specific vectors for chloroplast transformation. Thus, in this study we 

succeeded to design the high efficient and specific plastid vectors, not only for plants which their plastomes were 

completely sequenced, but also for other plant species that there is not any sequence of their plastomes 

availaable in databanks. 
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