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مانند بيان بالاي ژن خارجي و عدم آلودگي زيست محيطي  انتقال ژن به كلروپلاست گياهان داراي مزاياي زيادي

توان از قطعات همولوگ زيادي براي طراحي يك ناقل مختص يابي ژنوم پلاستيد كاهو ميبا توجه به توالي .باشدمي
- ، راه)برگرفته از ژنوم كلروپلاست كاهو( accDو  rbcLولوگ ما در اين تحقيق از قطعات هم. گونه استفاده كرد

بيوتيك هاي استرپتومايسين و اسپكتينومايسين براي و كاست ژني مقاومت به آنتي  psbA، خاتمه دهنده prrnانداز
پلاسميد (pCL96-39 يابي، ناقل ساخته شده به نام و پس از توالي ساخت يك ناقل مختص گونه استفاده نموديم

سازي انتقال ژن به كلروپلاست جهت بهينه. نامگذاري شد) ايراني TN-96-39رقم  (Lactuca sativa)لروپلاستي ك
- با استفاده از تفنگ pCL96-39سازي در ناقل پس از همسانه) جفت باز 1800( كاهوي ايراني ژن بتاگلوكورونيداز

يد شد و يتا PCRيداز در ژنوم پلاستيد با استفاده از وجود ژن بتاگلوكورون. ژني به كلروپلاست گياه كاهو منتقل شد
. هاي تراريخته انجام شدها و ساقهبرروي كالوس) GUS( بتاگلوكورونيدازيد بيان ژن، آزمون هيستوشيميايي يجهت تا

اين  نتايج. دشيد ينيز تا SDS-PAGEتوليد پروتئين بتاگلوكورونيداز در گياهان تراريخته به وسيله روش الكتروفروز 
بادي هاي آنتي و هاها، فاكتورهاي رشد، واكسنهاي پلاسما، آنزيمتوليد وسيع پروتئينراه را براي  تواندپژوهش مي

 .در گياه كاهوي ايراني هموار كندنوتركيب 

 

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
توانند جانشيني ارزشمند براي كشت سلولي پستانداران گياهان مي

هاي تخميري ميكروبي در توليد تجاري و همچنين سيستم
-استفاده از گياهان براي توليد پروتئين. داروهاي پروتئيني باشند

باشد، به عنوان هاي مفيد و با ارزش داراي مزاياي بسيار زيادي مي
هاي دارويي و مفيد در گياهان نسبت به نه توليد پروتئينمثال هزي

باشد، گياهان عاري از عوامل ها بسيار كمتر ميساير سيستم
باشند و امكان كاشت آنها در مقياس وسيع وجود مي زابيماري
هاي مفيد در از سوي ديگر توليد پروتئين). Koya  2005(دارد 

در هسته داراي مزاياي  كلروپلاست گياهان نسبت به توليد آنها
هاي با ارزش در از مزاياي توليد پروتئين. باشدبيشتري هم مي

  :توان به مواردزير اشاره نمودكلروپلاست گياهان مي
افشاني گياهان تراريخته با گياهان كاهش خطر دگرگرده 

غيرتراريخته و گياهان وحشي خويشاوند به دليل ويژگي توارث 
، امكان )  ;Ruiz  2005 Daniell  2002(مادري ژنوم كلروپلاست 

هاي خارجي در سطح بالا در پلاستيدها به واسطه توليد پروتئين
نسخه از ژنوم پلاستيدي در هر سلول  10000وجود بيش از 

هاي پلاستيدي به ميزان زيادي ژنوم). De Cosa  2001(گياهي 
تا  10 تواند به طور متوسطباشند و هر پلاستيد ميپلوئيد ميپلي
از سوي ديگر تعداد پلاستيدهاي . نسخه ژنومي داشته باشد 100

عنوان توجهي با هم متفاوت مي باشد، بهطور قابلهر سلول هم به
- طور اختصاصي مسئول انجام  فتوسنتز ميهايي كه بهمثال سلول

تراريختي پايدار . توانند تا صد كلروپلاست داشته باشندباشند، مي
باشد و ژن به ژنوم همه كلروپلاست ها مي نيازمند انتقال

وسيله انتخاب حذف شوند كلروپلاست هاي  غيرتراريخته بايد به
)Molina  2004(ژن خارجي در 1تراريخته -، در گياهان پلاستيد ،

اين امر از ايجاد .  مكان مشخصي از ژنوم پلاستيد الحاق مي گردد
، بنابراين به )Daniell  2005(اثرات حاشيه اي جلوگيري مي كند 

- رسد پديده سكوت ژني تاكنون در گياهان پلاستيدنظر مي
، كلروپلاست )Dhingra  2004(تراريخته مشاهده نشده است 

ها را بدون سيسترونها قادر است پليمانند ساير پروكاريوت
-پردازش در يك مرحله ترجمه نمايد، اين امر  امكان توليد هم

                                                            
1 Transplastomic 

آورد يك مرحله تراريختي فراهم مي زمان چندين پروتئين را در
)Quesada-Vargas  2005(اي ، بعضي از تغييرات پس از ترجمه

هاي صحيح در سولفيدي و تاخوردگيمانند تشكيل پيوندهاي دي
كلروپلاست ها  .)Staub  2000(كلروپلاست ها انجام مي شود 

توانايي انجام گليكوزيلاسيون ندارند بنابراين امكان توليد 
هاي دارويي غيرگليكوزيله در پلاستيد وجود دارد تئينپرو

)Dheeraj  2008.(  
انتقال ژن به پلاستيدها براي اولين بار در جلبك سبز 

Chlamydomonas  گزارش شد)Boynton  1988 ( و سپس اين
نيز ) Svab  1993(وري به ساير گياهان عالي مانند توتون افن

لاي نيكوتين و ساير ولي به علت غلظت با. گسترش پيدا كرد
هاي دارويي در آلكالوئيدهاي سمي در گياه توتون توليد پروتئين

). Kanamoto  2005(اين گياه همواره با مشكل روبرو بوده است 
فرنگي و زميني، گوجهانتقال ژن به پلاستيد گياهاني مانند سيب

 .وسيله ناقل مورد استفاده براي گياه توتون انجام شداطلسي نيز به
ولي ميزان توليد پروتئين خارجي در اين گياهان به دليل عدم 
همولوژي كامل نواحي هدف با ژنوم پلاستيد گياهان مذكور بسيار 
كمتر از توتون بود و در برخي از گياهان مشكلاتي مانند عقيمي 

انتقال ژن به پلاستيد گياه ). Kanamoto  2005(نيز رخ داد 
Arabidopsis thaliana توسط et al. (1998)  Sikdar  انجام شد

ولي ميزان تراريختي بسيار پائين بود و گياهان تراريخته عقيم 
موفق شدند    Sikdar  1998.(et al. (2003)  Skarjinskaia(بودند 

با استفاده از يك ناقل شيمريك ساخته شده از ناقل پلاستيدي 
اريخته را تر fendleri Lesquerellaآرابيدوپسيس و توتون، گياه 

نمايند ولي درصد كمي از گياهان تراريخته بارور بودند 
)Skarjinskaia  2003 .( هاي توانستند با استفاده از ناقلمحققين

مختص گونه گياهان تراريخته بارور پنبه و سويا به دست بياورند 
)Lelivelt  2005 Kumar  2004; Dufourmantel  2005;.(et al. 

(2003)  Hoe  ده از يك ناقل اختصاصي براي گياهبا استفا napus 
Brassica هاي كلزا را تراريخته نمايند، موفق شدند كلروپلاست

از ). Hou  2003(دست آمده هتروپلاسميك بودند ولي گياهان به
تواند يك گزينه مي Lactuca Sativaميان گياهان مختلف، كاهو 

  گياه   هايبرگ  .هاي مفيد باشدبسيار مناسب جهت توليد پروتئين
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شوند و مدت زمان انسان استفاده ميكاهو به صورت تازه توسط 
هاي برگ(لازم براي توليد بيوماس مورد استفاده در گياه كاهو 

زميني فرنگي و سيب نسبت به محصولاتي مانند گوجه) كاهو
هايي مبني بر گزارش). Lelivelt  2005(باشد تر ميبسيار كوتاه

هاي با استفاده از ناقل تراريخت-هوي پلاستيدكا ارقامتوليد 
با   et al. (2005)   Leliveltبه عنوان مثال. مختلف وجود دارد

ژنوم  trnI/trnAساخت يك سازه مناسب براساس مناطق 
تراريخت پايدار به دست -كلروپلاست كاهو، گياهان پلاستيد

  et al. (2005)در گزارشي ديگر). Lelivelt  2005(آوردند 
Hirosuke    با استفاده از مناطقrbcL و accD  ژنوم كلروپلاست

را به كلروپلاست  GFPساخته و ژن   pRL200كاهو، ناقلي به نام 
تراريختي پلاستيد در ). Kanamoto  2005(كاهو منتقل كردند 

) الف: پذيردگياهان مختلف معمولا در سه مرحله انجام مي
توجه به وجود تنوع در ساخت ناقل مناسب و مختص گونه، با 

ها در ژنوم پلاستيد گياهان مختلف و انجام عمل دهي ژنسازمان
هاي خارجي در ژنوم پلاستيدها به كمك فرآيند الحاق ژن

- نوتركيبي همولوگوس، لازم است براي هر گونه گياهي ناقل ويژه

دست آوردن گياهان علاوه بر اين براي به. اي ساخته شود
ا كارايي بالا، بايستي توالي نوكلئوتيدي نواحي تراريخت ب- پلاستيد

الحاق كاملا شبيه مناطق هدف در ژنوم پلاستيد باشند 
)Kanamoto  2005( انتقال ناقل حاوي ژن موردنظر به ) ب ؛

  Maliga(ژني تواند به كمك تفنگپلاستيد گياهان، اين عمل مي

) ج ؛ )Koop  1996(گليكول انجام شود اتيلنو يا تيمار پلي )2004
هاي حاوي پلاستيدهاي تراريخته و باززايي آنها انتخاب سلول

تحت شرايط انتخاب سخت براي يك نشانگر آنتي بيوتيكي 
)Kanamoto  2005 .(هاي با توجه به اهميت توليد پروتئين

خارجي در پلاستيد گياهان برگي مانند كاهو و عدم وجود يك 
لف به كلروپلاست كاهوي هاي مختناقل مناسب براي انتقال ژن

،  نياز به ساخت يك )TN-96-39رقم  Lactuca sativa(ايراني 
ناقل مختص گونه و همچنين بهينه سازي انتقال ژن به 

در اين صورت . كلروپلاست كاهوي ايراني احساس مي شود
هاي مفيد در كاهوي ايراني فراهم امكان توليد اقتصادي پروتئين

  .شودمي
  

   هامواد و روش

   ساخت ناقل پلاستيدي كاهوي ايراني  
جفــت بــازي  1100بــراي ســاخت ناقــل پلاســتيدي از دو قطعــه 

هاي هـدف مـورد   به عنوان توالي   accDو  rbclبرگرفته از دو ژن
اطلاعات مورد نيـاز  . نياز جهت نوتركيبي همولوگوس استفاده شد

 Gen/(DDB)مربوط به ژنوم كلروپلاسـت گيـاه كـاهو از سـايت     

Bank/ EMBL Accession AP007232  با اسـتفاده از  . گرفته شد
اين اطلاعات آغازگرهاي مناسب جهت تكثير توالي هـاي هـدف   

از ) accDو  rbclجفـت بـازي برگرفتـه از دو ژن    1100دو قطعه (
در ابتـدا بـا   . روي ژنوم كلروپلاست كاهوي ايرانـي طراحـي شـد   

جـدول  ( rbcLRevو  rbcLForاستفاده از آغازگرهاي اختصاصـي  
جفت بازي بر گرفتـه   1100 يك قطعه دي ان اي  Pfuو آنزيم ) 1

كاهوي ايراني  تكثير شد و قطعـه بـه دسـت آمـده از       rbcLاز ژن
PCR  سـازي  طبق مكانيزم همسـانهTA  در ناقـلpGEM-T Easy 

Vector  ) ناقلA ( در مرحله بعد، براي تعيين جهـت  . دشهمسانه
بـراي انتخـاب ناقـل نوتركيـب       شده،قرارگيري صحيح ژن الحاق

 ApaIتحت عمل برش آنزيمي بـه وسـيله آنـزيم     Aمناسب، ناقل 
ژني مقاومـت  كاست، PstI و XhoIهاي وسيله آنزيمبه. قرار گرفت

طـول  بـه (هاي اسپكتينومايسـين و استرپتومايسـين   به آنتي بيوتيك
ايـن ناقـل از   ( pKZSاز داخـل ناقـل پلاسـتيدي    ) جفت باز 946

روه گياهشناسي دانشگاه ال ام يو مونيخ كشور آلمان تهيـه  طريق گ
در مرحلـه  ). Bناقـل  (همسانه شـد   A جدا سازي و در ناقل) شد

 -1: تكثيـر شـدند   Pfuبعد سه قطعه ديگر نيز با اسـتفاده از آنـزيم   
  accDجفت بـاز و برگرفتـه از ژن   1100يك قطعه ژني به اندازه 

بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي    اين قطعـه  . كلروپلاست كاهوي ايراني
و داراي د ش ـتكثير ) 1جدول ( accDRevو  accDForاختصاصي 

 -2 ؛بود NotI , SacIهاي برشي هاي برش مناسب براي آنزيممحل
جفــت بــاز كــه بــا اســتفاده از  113بــه انــدازه  16SrRNAقطعــه 

ــاي اختصاصــي  ــدول ( Pro16sRevو  Pro16sForآغازگره ) 1ج
،  PstIهاي برش مناسب براي آنزيم هـاي  تكثير شد و داراي محل

SalI  وEcoRI دهنـده  قطعه دي ان اي خاتمـه   -3 ؛بودPsbA   بـه
جفت بـاز كـه بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي اختصاصـي        338طول 

psbATFor   و   psbATRev  ) داراي  و  شد  تكثير  )1جدول  
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 پژوهش در استفاده مورد آغازگرهاي  - 1 جدول

گرآغاز توالي    آغازگر نام                                                             

GUSFor:              5′ GTCGACGGAGGTTTATGTTACGTCCTGTAGA 3′ 
GUSRev:             5′ CCAAGCTTCATTATTGTTTGCCTCCCTGCT 3′ 
accDFor:              5′ ATGCGGCCGCCCACCCATCCTGTATATTGTCC 3′ 
accDRev:              5′ GCGCGAGCTCTTCATCCATAGGCTCCCAAG 3′ 
Pro16sFor:            5′ CTGCAGGATATTTTGATTTGCTACCC 3′ 
Pro16sRev:           5′ GAATTCGTCGACATTTCGCCCGGAGTTCGCTCC 3′ 
psbATFor:           5′ GTCGACGAATTCAAGCTTCTGGAGGAGCAGCAATGAAG 3′ 
psbATRev:           5′ GCGGCCGCTGCAAACCGCTTTTGATTTAC 3′ 
rbcLFor:              5′ ATGGGCCCAGTATGGTCGTCCCCTGTTG 3′ 
rbcLRev:             5′ CGCTCGAGCGATCCAGGGAAAATACAGG 3′ 

  
 SalI ,EcoRI ,NotIهـاي  هاي برشـي مناسـب بـراي آنـزيم    محل

,HindIII  سپس به وسيله. بود PCR Swing 338و  113 دو قطعه 
 جفـت بـازي بـه    451هم متصل شدند و يك قطعه بازي بهجفت 

و  Swing PCRوسيله مكـانيزم  در مرحله بعد دوباره به. دست آمد
و  1100، دو قطعـه  )1جـدول  (با استفاده از آغازگرهـاي مناسـب   

جفـت   1551هم متصـل شـدند و يـك قطعـه     جفت بازي به 451
 م همسـانه دست آمده بر اساس مكـانيز قطعه به. دست آمدبازي به
صورت مجـزا  به pGEM-T Easy Vectorدر يك ناقل  TAسازي 

 و  NotIهـاي وسيله آنـزيم به Cسپس ناقل ). Cناقل ( همسانه شد
SacI دسـت آمـده پـس از جداسـازي از     برش داده شد و قطعه به

دست آمده بعـد از تـوالي   ناقل به. همسانه شد Bروي ژل در ناقل 
  pCL96-39با نـام مخفـف     Seq-Labيابي توسط شركت آلماني 

-TNرقم  (Lactuca sativa)پلاسميد كلروپلاستي كاهوي ايراني (

 هـاي را به وسيله آنـزيم  pCL96-39 اگر ناقل . معرفي شد) 96-39
EcoRI،SalI   و HindIII هاي مـوردنظر توانيم ژنبرش دهيم، مي 

-pCL96در ناقـل   GUSجهت الحـاق ژن  . را در آن همسانه كنيم

تكثيـر و پـس از اضـافه     Pfuوسـيله آنـزيم   بـه   GUSبتدا ژن، ا39
  pGEM-T Easyآن، در ناقـل  3′نمودن دنباله آدنين بـه انتهاهـاي   

 و  SalIهـاي به وسيله آنـزيم  GUSدر مرحله بعد ژن . همسانه شد
HindIII  از ناقلpGEM-T Easy   جداسـازي و در ناقـل pCL96-

  .دشهمسانه  39

  اهوي ايرانيانتقال ژن به كلروپلاست ك
  ريزنمونه بذور وتهيه ضدعفوني

دقيقه درمحلـول   25 به مدت) TN-96-36رقم (بذر كاهوي ايراني 
درصـد قـرارداده    5/2 درصد و هيپوكلريت سـديم يك  ،20-تويين
سپس سه بار با آب مقطـر اسـتريل شستشـو داده شـد و بـه      . شد

 ظروف پتري حاوي كاغذ صافي مرطوب و استريل منتقل و بعد از
 MS(كشـت  ها جداسـازي و روي محـيط پـيش   ساعت لپه 4±68

 بـا  mg/l NAA 2/0 و mg/l BA 2/0 هاي هورمونيكامل با غلظت
7/5 (pH= هـا آمـاده   سـاعت لپـه   48-24پـس از   .قرار داده شدند

هـا از  براي شـليك ريزنمونـه  . ژني مي باشندوسيله تفنگشليك به
-و تفنگ psi1100 ك ميكرومتر، راپچر ديس 6/0 ذرات طلا با قطر

پـس  . دش ـژني دانشكده كشاورزي دانشگاه تربيت مدرس استفاده 
 ژني، عمل شـليك در فشـار  از پوشش دار كردن ذرات طلا با سازه

psi1100 در ضمن فاصله نـازل  . و تحت شرايط استريل انجام شد
). Kanamoto  2005( متر بـود سانتي 6ها پرتاب كننده و ريزنمونه

ها در صورت امكـان بـه قطعـات    نمونهشليك، ريزدو روز پس از 
-ميلي 50كشت باززايي حاوي تر تقسيم شدند و به محيطكوچك

) محـيط كشـت انتخـابي   (بيوتيك استرپتومايسين گرم در ليتر آنتي
كشـت  ها هر دو هفتـه يـك بـار بـه محـيط     ريزنمونه. منتقل شدند

ده براي توليد هاي باززا شگياهچه. انتخابي جديد انتقال داده شدند
يـك دوم بـا غلظـت     MS( زايـي كشـت ريشـه   محـيط  ريشه بـه  
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گـرم در ليتـر   ميلـي  50 و mg/l NAA 1/0،7/5=pH هورمـوني  
دار هاي ريشـه ساقه .انتقال پيدا كردند) بيوتيك استرپتومايسينآنتي

استريل منتقـل و   هاي كاغذي كوچك حاوي پرليتشده به گلدان
. گـراد نگهـداري شـدند   رجه سـانتي د 22-25 در گلخانه در دماي

 5/2 روز به گل نشستند و عمل بذرگيري تقريبا 45 گياهان بعد از
  .ها درگلدان صورت گرفتماه بعد از كاشت گياهچه

  گياهان تراريختي PCR تجزيه و تحليل 
DNA  ژنومي گياهان تراريخته T0، به روشCTAB   استخراج شد
 GUSهاي اختصاصي ژن با استفاده از جفت آغازگر  PCRو عمل

گـراد بـه مـدت يـك     درجه سـانتي  94(و تحت شرايط استاندارد 
درجـه سـانتي    72درجه سانتي گراد به مدت يك دقيقه،  52دقيقه، 

. انجـام شـد  ) PCRچرخـه   30گراد به مـدت يـك دقيقـه، بـراي     
. دشبه دست آمده به وسيله الكتروفورز جداسازي  PCRمحصول 

 .et al بـر اسـاس روش   GUS ليت ژن ارزيابي هيستوشيميايي فعا

(1987) Jefferson كــل نيپــروتئ اســتخراجبــراي  .انجــام گرفــت 
استفاده شـد  و غلظـت     et al. (1992)  Guyاز روش برگ محلول

  et al. (1976) هـاي  حاصـل بـا اسـتفاده از روش    پروتئين  نمونه
Bradford     بـا اسـتفاده از  الكتروفـورز    تعيين شـد، سـپسSDS-

PAGE  دشپروتئين كل محلول گياهان تراريخت تفكيك.  
  

    نتايج و بحث
يك ناقل مناسب براي انتقال ژن به پلاستيد بايد داراي دو بخش 

نواحي . كاست ژني گزينشگر باشد - 2منطقه الحاق  -1مهم 
مناسب جهت انجام نوتركيبي همولوگوس بر اساس مطالعات 

 ذكر شد اين نواحي طور كه قبلاانجام شده انتخاب شدند و همان
بودند،  accDو  rbclجفت بازي از ژن هاي  1100شامل دو قطعه 
و با استفاده از آغازگرهاي مناسب تكثير  PCRوسيله اين نواحي به

جفت  339با  psbAها، دو قطعه ديگر يعني علاوه بر اين. شدند
- انداز و خاتمهعنوان راهترتيب بهجفت باز به 113با  prrnباز و 

مقاومت به (كاست انتخابي . تكثير شدند PCRوسيله هنده نيز بهد
 pKZSهم از ناقل پلاستيدي ) استرپتومايسين و اسپكتينومايسين

) شودكه براي انتقال ژن به كلروپلاست توتون استفاده مي(
و با  Swing PCRوسيله تكنيك در مرحله بعد به. جداسازي شد

 psbAو  prrnدو قطعه ) 1 جدول(استفاده از آغازگرهاي مناسب 

-به. دست آمدجفت بازي به 454به هم متصل شدند و يك قطعه 

منظور تائيد حضور قطعات مختلف در ناقل ساخته شده، برش 
وسيله هاي مناسب و همچنين تكثير بهوسيله آنزيمآنزيمي به

در نهايت جهت تائيد نهايي ناقل . آغازگرهاي مناسب انجام شد
يابي با استفاده از آغازگرهاي مناسب تواليساخته شده عمل 

شكل يك اجزاي ناقل ساخته شده جهت انتقال . صورت گرفت
. دهدرا نشان مي) pCL96-39(ژن به كلروپلاست كاهوي ايراني 

بود نيز با استفاده از  pBI121كه از ابتدا در ناقل  GUSژن 
ي سازآغازگرهاي مناسب تكثير شد و از طريق مكانيزم همسانه

TA  در ناقلpGEM-T Easy Vector  پس از برش . دشهمسانه
داراي  GUSژن  pGEM-T Easy Vector آنزيمي ناقل نوتركيب 

به منظور تائيد . همسانه شد pCL 96-36انتهاهاي چسبان، در ناقل 
 PCRعمل تكثير  pCL96-39در ناقل نوتركيب  GUSحضور ژن 

 GUSتركيب حاوي ژن با استفاده از آغازگرهاي مناسب و ناقل نو
  .دشبه عنوان الگو، انجام 

  توليد و تجزيه و تحليل گياهان تراريخته
هاي آن براي تراريخته نمودن كلروپلاست گياه كاهوي ايراني، لپه

 psi 1100در يك محيط استريل و با استفاده از راپچر ديسك 
هاي سبز روز بعد از شليك، كالوس 35حدودا . بمباران شدند

كشت بيوتيك استرپتومايسين بر روي محيطوم به آنتيرنگ مقا
- تقريبا چند هفته بعد از پديدار شدن كالوس. انتخابي ظاهر شدند

قبل از توليد ). ج2شكل (ها، تعدادي از آنها توليد ساقه نمودند 
-هاي سبز بهدست آوردن حداكثر هموپلاستي برگريشه، جهت به

تر تقسيم و روي چكدست آمده سه بار متوالي به قطعات كو
هاي باززا شده به محيط انتخابي كشت شدند، سپس ساقه محيط

، )د2شكل (پس از ظهور ريشه . كشت ريشه زايي منتقل شدند
گياهان ). ه2شكل (ها براي بذرگيري به گلدان منتقل شدند گياهچه

شكل (ماه بعد از كاشت در گلدان بذر دادند  5/2به دست آمده 
و با  PCRنتقالي در گياهان توليدي به وسيله وجود ژن ا). و2

طول قطعه . تائيد شد GUSاستفاده از آغازگرهاي مناسب براي ژن 
شكل (بود  GUSهم اندازه با ژن و جفت باز  1800به دست آمده 

براي تائيد توليد پروتئين در گياهان تراريخته آزمون ). 3
  تراريخته  هايريزنمونه  و  هاكالوس  روي  GUS  هيستوشيميايي
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دهنده ها، نشانمشاهده لكه هاي تيره رنگ در نمونه. انجام گرفت
 محلول كل نيپروتئ استخراجپس از ). 4شكل (بود  GUSبيان ژن 

تفكيك . ، غلظت پروتئين  نمونه هاي  حاصل تخمين زده شدبرگ
 كيلودالتوني 2/68ند پروتئين كل محلول گياهان تراريخت، يك با

نشان داد كه در گياهان ) هم اندازه با پروتئين بتاگلوكورونيداز(
در ضمن براساس محاسبات انجام شده با  .شاهد وجود نداشت

ميزان پروتئين توليدي در  Quantitive 1استفاده از نرم افزار 
  .درصد كل پروتئين محلول گياه بود 3گياهان تراريخته 
هاي تواند ويژگين به كلروپلاست گياهان ميفناوري انتقال ژ

هاي مفيد را به گياهان اعطا منحصر به فردي مانند توليد پروتئين
خصوص در صورت انتقال ژن موفق به كلروپلاست به. نمايد

-ها و ساير پروتئينباديها، آنتيگياهان برگي امكان توليد واكسن

هاي خاص ستمهاي مفيد به صورت خوراكي و بدون نياز به سي
يكي از ). Kanamoto  2005(جهت تحويل آنها، فراهم مي شود 

مزاياي مهم انتقال ژن به پلاستيد گياهان، تجمع مقادير زياد 
تا كنون چندين پروتئين دارويي . پروتئين نوتركيب مي باشد

مختلف در كلروپلاست هاي گياه توتون توليد شده است و ميزان 
ولي توليد اين . ز بسيار بالا بوده استتوليد اين پروتئين ها ني

هاي نوتركيب در كاهو در مقايسه با توتون داراي مزاياي پروتئين
هاي در گياه كاهو بخش عمده گياه را برگ) 1: بيشتري مي باشد

ها داراي بيشترين ميزان گياه تشكيل مي دهند و در ضمن برگ
اهو كانديداي پلاستيد در هر سلول مي باشند و از اين نظر گياه ك

بر خلاف ) 2بسيار مناسبي جهت تراريختي كلروپلاست مي باشد 
گياه توتون هيچ آلكالوئيد سمي در گياه كاهو توليد نمي شود و 

-هاي توليدي در گياه كاهو را تسهيل مياين امر تخليص پروتئين

گياه كاهو معمولا به صورت تازه و بدون نياز به پختن ) 3. نمايد
-ود كه اين امر امكان تحويل مستقيم پروتئين هاي استفاده مي ش

  Lelivelt(آورد توليدي را بدون نياز به تخليص آنها فراهم مي

بنابراين گياه كاهو مي تواند يك گزينه مناسب جهت ). 2005
هاي نوتركيب، هاي مختلف مانند واكسنتوليد و تحويل پروتئين

با توجه به اينكه تا . دهاي تجاري باشداروهاي پروتئيني و پروتئين
است، كنون انتقال ژن به كلروپلاست كاهوي ايراني انجام نشده

اين پژوهش روي دو جنبه انتقال ژن به كلروپلاست كاهوي ايراني 
يعني ساخت يك ناقل مناسب جهت انتقال ژن به كلروپلاست 

سازي انتقال ژن به كلروپلاست كاهوي كاهوي ايراني و بهينه
هاي در طراحي ناقل. استايراني به وسيله تفنگ ژني متمركز شده

هايي از پلاستيدي وجود دو جايگاه داراي همولوژي كامل با بخش
هاي دوتايي تاكنون جايگاه. ژنوم پلاستيد لازم وضروري است

 ،trnH-psbA ، trnG-trnfM، ycf3-trnS، rbcL-accDزيادي مانند 
petA-psbJ، 5ørps12-clpP، petD-rpoA، ndhB-rps7،3ørps12-   

  

در دو انتهـا    )accDو  rbcL(لروپاتست كاهودو قطعه داراي همولوژي كامل با بخش هايي از ژنوم ك-1جفت بازي شامل 4200يك قطعه -1شكل
. psbAخاتمـه دهنـده    MCS  (-5(جفت بازي به عنوان سايت برشي  600قطعه   -16SrRNA4 انداز راه  -3 نشانگر انتخابي به عنوان   aadAژن  -2

به عنوان مثال در ايـن  . نه كرد و آن را تكثير كردعنوان قسمت اصلي ناقل پلاستيدي كاهوي ايراني در ناقل هاي مختلف همسااين قطعه را مي توان به
  .به دست آمد) pCL96-39(همسانه شد و ناقل مختص گونه  pGEM-T Easy Vectorپژوهش اين قطعه در ناقل 
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روز  3ريزنمونه ها  )ب ؛)بيوتيكبدون آنتي(در محيط پيش كشت ) لپه(ريز نمونه ها  )وسيله بمباران ذره اي الفتراريخت به -گياهان كلروپلاست توليدمراحل  -2شكل 

روز  35ها در محيط كشت انتخابي زايي و باززايي ريزنمونهكالوس )ج ؛بيوتيك استرپتومايسينميلي گرم در ليتر آنتي 500اوي بعد از بمباران در محيط كشت انتخابي ح
 )و ؛گلدان هبتراريخت -گياه كلروپلاست انتقال )ه ؛بيوتيك استرپتومايسينميلي گرم در ليتر آنتي 50زايي حاوي ها در محيط كشت ريشهزايي ساقهريشه )د ؛پس از شليك

 .هاي تراريخته به گلدانروز پس از انتقال گياهچه 45تراريخت -به گل نشستن گياه كاهوي ايراني كلروپلاست

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
احتمالي با استفاده از  هاستخراج شده از گياهان تراريخت DNAاز روي ) GUS )bp1800تكثير ژن  -3 شكل

  . )احتمالي است هدر گياهان تراريخت GUSدهنده حضور ژن نشانكه (آغازگرهاي اختصاصي 

1800bp
 

شاهد
 

سا
 يز

ماركر
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trnV ، trnV-rrn16، rrn16-trnI ، trnI-trnA،trnR-trnN   و
rpl32-trnL  مورد   مختلف  گياهان  پلاستيد  به  جهت انتقال ژن

براي طراحي ناقل ). Maliga  2004(استفاده قرار گرفته است 
-trnIهاي بين دو ناحيهپلاستيدي در گياهان مختلف از جايگاه

trnA  ,)اي از ناحيهIR بيشترين استفاده شده ) ژنوم كلروپلاست
ها در گياهان مختلف ميزان يكي از علل انتخاب اين جايگاه. است

در . هاي دارنده اين نواحي استر سازهتظاهر بالاي ژن خارجي د
ژنوم كلروپلاست نيز در  oriA ضمن محل شروع همانندسازي

عنوان قرار دارد و در صورت استفاده از اين نواحي به trnIناحيه 
نواحي همولوگ، عمل همانندسازي ژن الحاقي تسهيل شده و 
 ممكن است هموپلاستيدي با سرعت بيشتري درسلول اتفاق افتد

)Koop  1996; Newell  2003 .(هاي عمومي به ولي اين ناقل
علت عدم همولوژي كامل با ژنوم كلروپلاستي گياهان مختلف 
داراي كارآيي بالايي نبوده و موجبات بيان مناسب ژن انتقالي را 

با استفاده   et al. (2003)  Newellبه عنوان مثال .آورندفراهم نمي
ه توتون طراحي شده بود، ژن از يك ناقل عمومي كه براي گيا

GFP  را به كلروپلاست گياه كاهو منتقل نمودند ولي ميزان توليد
  در مقايسه با توليد آن در گياه توتون بسيار كمتر بود  GFPپروتئين 

)Kerry  2008 .(قطعات ژني انتقال پيشنهاد مي شود كه براي  لذا
از . داختصاصي ساخته شوناقل  به كلروپلاست گياهان مختلف،

اين رو در اين پژوهش براي طراحي يك ناقل پلاستيدي مختص 
برگرفته از ژنوم كلروپلاست كاهوي ( rbcL–accDگونه از نواحي 

انتخاب اين . عنوان نواحي همولوژيك استفاده نموديمبه) ايراني
بالا بودن ميزان ) الف: نواحي مزاياي زيادي دارد به عنوان مثال

 Kanamoto(رت استفاده از اين دو جايگاه بيان ژن انتقالي در صو

-درگياهان مختلف كاملا محافظت شده مي rbcLژن) ب). 2005 

بنابراين درصورت . دارد) درصد 98تا ( باشد و همپوشاني بالايي
به عنوان يك  pCL96-39توان از ناقل محقق بودن ساير شرايط مي

). Kanamoto  2005( ناقل عمومي در گياهان مختلف استفاده كرد
 16S rRNدر اين تحقيق نيز نشان داده شده است كه راه انداز ژن 

-مي) برگرفته از ژنوم كلروپلاست توتون(  psbAخاتمه دهنده و

بيان   خوبي به  را pCL96-39موجود در ناقل  aadAتوانند ژن 

 
  
  

  بتاگلوكورونيدازژن  بيان   )ب ؛ان شدهنمونه بمبار ريز در را بتاگلوكورونيدازژن  بيان   )الف  GUSارزيابي هيستوشيميايي فعاليت   -4 شكل
بتاگلوكورونيـداز  ژن شـيمريك   بيان )د  ؛نمونه هاي بمباران شده برخي از ريز در بتاگلوكورونيدازژن  بيان  عدم )ج ؛كالوس هاي تراريخته در
  .هاي تراريخت شدهكالوس دربتاگلوكورونيداز ژن بيان شيمريك  )و ؛نمونه تراريخت شده ريز در

 الف

 د ه و

 ب ج
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  .شوند  استرپتومايسين به   مقاومت  مناسب  القاء  باعث  كند و
et al. (2006) Sun  قوي   هاياندازراه از   استفاده رغم  علي  نيز 

و همچنين ) مشتق شده از ژنوم كلروپلاست كاهو(اختصاصي و 
براي بيان ) مشتق شده از ژنوم كلروپلاست توتون(غير اختصاصي 

اندازهاي ، تفاوت معني داري در استفاده از راهaadAژن 
 از ژن هاي معمولا. اختصاصي و غير اختصاصي مشاهده نكردند

سازي پارامترهاي گزارشگر جهت مقايسه ميزان بيان ژن، بهينه
- هاي تراريخت و تجزيه و تحليل راهاي، مقايسه روشبمباران ذره

در اين تحقيق از ژن ). Chhandak  2004(شود اندازها استفاده مي

سازي انتقال ژن به كلروپلاست كاهوي براي بهينه GUSگزارشگر 
ده شد و پروتئين توليدي توانست بيان ژن در مراحل ايراني استفا

با توجه به ساخت ناقل پلاستيدي . مختلف را بخوبي نشان دهد
به (مختص گونه و همچنين توليد بالاي پروتئين بتاگلوكورونيداز 

 18تا  15درصد كل پروتئين محلول گياه، اين ميزان معادل  3ميزان 
-در گياهان پلاستيد) باشديكيلوگرم پروتئين نوتركيب در هكتار م

هاي مختلف در كلروپلاست كاهوي توليد پروتئينتراريخت، 
 .شودايراني پيشنهاد مي
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