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 (19/12/1402 ش:تاریخ پذیر - 08/07/1402)تاریخ دریافت:  

دار پتانسيل بيوراکتور عنوان يکبه Chlamydomonas reinhardtiiی جلبک سبز تک سلولريز

 یهايمآنز يا یدرمان یهاينپروتئ يستی،ز یهامانند سوخت یصنعت یهامولکول يدتول جهت

مقايسه با در  C. reinhardtiiهسته  های هترولوگ در ژنومبيان پروتئين. شودی معرفی میصنعت

ها و تخليص آن های ترشحی وکلروپلاست آن دارای چندين مزيت از جمله امکان بيان پروتئين

اما درج  .باشدمی يکوزيلاسيونها مانند گلينپس از ترجمه پروتئ يچيدهپ ييراتتغهمچنين اعمال 

معايب بيان ژن ترين سازه در ژنوم يکی از مهم درج يتیاثرات موقعژنی در ژنوم و  تصادفی سازه

دليل درج تصادفی سازه بيانی در مناطق هتروکروماتينی که از لحاظ بيان در هسته است. چراکه به

شود. در اين پژوهش، روش کننده ژن خاموش و غير فعال میژن غيرفعال هستند، سيستم بيان

 C. reinhardtii یاهستههای تراريخت و گزينش ريزجلبک يریگغربال کارآمدی برای يکیژنت

مبتنی بر فعاليت YFP کننده ژن اين روش ژنتيکی بر اساس سيستم بيان .سازی شدطراحی و بهينه

سازی اين سيستم به سازه کلروپلاستی حاوی مراز طراحی شد. جهت پيادهپلی T7 RNAپروتئين 

ياز بود. مراز نپلیT7 RNAای دربردارنده ژن و سازه هسته T7انداز تحت کنترل راه YFPژن 

پلاستوميک هموپلاسم ايجاد شد و های ترانسهای بيانی مذکور، ابتدا لاينسازی سازهبعد از همسانه

 RNAبرداری از اين واسطه رونوشتای سوپرترنسفرم شدند. بهها با سازه هستهسپس اين لاين

تحت  YFPژن مراز رمزشونده در هسته و انتقال پروتئين آن به کلروپلاست، رونويسی از پلی

درج شده در ژنوم کلروپلاستی انجام گرفت و در نتيجه تحت تابش ماوراء  T7انداز کنترل راه

های تراريخت ساطع شد. از لاين YFPبنفش، طيف وسيعی از سيگنال فلورسنت حاصل از پروتئين 

راريخت های تنتايج حاصل از اين پژوهش نشان داد که اين روش غربال ژنتيکی برای گزينش لاين

خوبی تر رونويسی است، بهای در قسمت يوکروماتين و فعالهسته کلاميدوموناس که حاوی سازه

های اين روش ژنتيکی نه تنها درج ژن در قسمت برداری قرار گيرد. در واقع،تواند مورد بهرهمی

جهت بيان ژن تر های با قابليت بيشييد کرد، بلکه لاينأيوکروماتينی و فعال رونويسی ژنوم را ت

کند. اين روش ژنتيکی قابليت تعميم به گياهان عالی که دارای خارجی را نيز شناسايی می

 باشند را نيز داراست.کلروپلاست می
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سبب شده  یبنوترک هایینمصرف پروتئ یروزافزون برا یتقاضا

مجاب به استفاده از  یستیز یهاو شرکت اناست که پژوهشگر

شوند. در حال  های مذکورینپروتئ یدجهت تول یستیز یهاراکتور

 یدتول یهترولوگ برا هایینپروتئ بیان یستمس ینحاضر، چند

از نظر  هایستمس یناز ا یکوجود دارد که هر  یدرمان هایینپروتئ

 ینو عملکرد پروتئ یدتول ینههز یکی،ژنت یسهولت در دستکار

 León-Bañares et)برخوردار هستند  یمتفاوت یایمزااز شده یدتول

al. 2004; Mayfield and Franklin 2005). 

 هایینپروتئ یدها از لحاظ تولجلبکریز یر،چند دهه اخ در

مورد  ی،و تجار یقاتیبه اهداف تحق یابیهترولوگ، جهت دست

اند و قرار گرفته ینهزم ینمرتبط در ا یهاو شرکت ینتوجه محقق

در  یبنوترک هایینپروتئ زآمییتموفق یداز تول یادیز یهاگزارش

ی جلبک سبز تک سلولریز، یانم ینها ارائه شده است. در اآن

Chlamydomonas reinhardtii از جمله  هایییژگیبا دارا بودن و

هر  یتوال ییبالا، شناسا یاسکشت در مق یینپا ینهسهولت و هز

 یتقابل یتوکندری،و م یکلروپلاست ی،اسه ژنوم هسته

قابل  یربه مقاد یدنشدن، کوتاه بودن مدت زمان رستراسفورم

نسبتاً کوتاه  یفاصله زمان یخته،ترار هاییندر لا یناستفاده پروتئ

عنوان بالا، به یاسدر مق یدو تول یدارپا هایینبه لا یدنجهت رس

 یو صنعت یجهت اهداف پژوهش یدمناسب و جد یوراکتورب یک

 Mayfield and Franklin 2005; Mayfield et) شده است یمعرف

al. 2007; Scranton et al. 2015; Doron et al. 2016)یزجلبک. ر 

در  یطولان ایسابقه ینهمچن C. Reinhardtiiسبز  یتک سلول

رو، در درک  ینه مدل داشته است. از اعنوان موجود زنداستفاده به

 یی،وساز، فتوسنتز، نورگراسلول مانند سوخت یهپا یندهایفرا

 یو چرخه سلول یروزشبانه یتمکلروپلاست، ر شناسییستز

 ;Ramos‐Martinez et al. 2017)کرده است  یفارا ا ینقش مهم

Salomé and Merchant 2019) از  یکیعنوان به ین،بر ا. علاوه

 یوراکتورب یکعنوان نقش به یفایجلبک جهت ا یهاگونه ینبهتر

. در شودیشناخته م یزن یبوترکن هایینپروتئ یدتول یبالقوه برا

 یانب یتقابل یدوموناسکلام یوتی،پروکار هاییزبانبا م یسهمقا

 ینهسته دارد و ا یا تکلروپلاس یقرا از طر یبنوترک هایینپروتئ

در همین  کرده است. یلمطلوب تبد یزبانم یکموضوع آن را به 

 شدنترنسفرم قابل  یبه آسان یدوموناسکلامژنوم هسته راستا، 

 کندهای هترولوگ هموارتر میبوده و راه را برای بیان ژن

(Schroda 2019). 

از چندین مزیت هسته  های هترولوگ در ژنومتئینبیان پرو

ها اشاره نمود. الف( ترین آنتوان به مهمبرخوردار است که می

 یمختلف درون سلول یهابه مکان توانیرا م شدهیانب هایینپروتئ

مشخص  یریگهدف یدهایبا استفاده از پپت . ب(کرد یتهدا

 یسازخالص وترشح توان پروتئین را به خارج از سلول می

پس از  یچیدهپ ییراتتغرا انجام داد. ج(  شدهیانب هایینپروتئ

 است پذیرامکان یکوزیلاسیونها مانند گلینترجمه پروتئ

(Neupert et al. 2009; Schroda 2019; Zhang et al. 2021). 

ترین معایب بیان ژن در هسته کلامیدوموناس، از مهمیکی 

درج تصادفی برخلاف سازوکار انتقال ژن در ژنوم کلروپلاست، 

سازه در ژنوم است.  درج یتیموقعاثرات ژنی در ژنوم و  سازه

کند که سازه در مناطق تصادفی این امکان را ایجاد میدرج 

هتروکروماتینی که از لحاظ بیان ژن غیرفعال هستند نیز درج شود. 

شود. این این رخداد سبب عدم کارآیی سیستم بیان کننده ژن می

 موضوع در کلامیدوموناس اهمیت بیشتری دارد چرا که حتی بیان

باشد  یدارناپاتواند های بلند میهای خارجی با طول رونوشتژن

 یکژنت یاپ تغییرات .شودبیان ژن متوقف  ،با گذشت زمان و

دلایل خاموش العاده فشرده فوق ینساختار کرومات ومتعارف یرغ

ها در ریزجلبک های خارجی و بیان ناپایدار این ژنشدن ژن

 ;Neupert et al. 2009)کلامیدوموناس گزارش شده است 

Scranton et al. 2015).  ،غربال و گزینش کارآمد بنابراین

ای نقش کلیدی و شده حاوی سازه هستههای تراریخت ریزجلبک

ای در های بیان ژن هستهگیری از سیستمبسزایی جهت بهره

 کلامیدوموناس دارد.

سازی روشی هدف از پژوهش حاضر، استفاده و بهینه ،رواز این

ای های تراریخت هستهکارآمد برای غربال و گزینش لاین

یان و فعالیت کلامیدوموناس بود. این روش ژنتیکی مبتنی بر ب

طراحی شد. در واقع، طراحی این   T7مراز فاژپلی RNAآنزیم 

1روش به نحوی انجام گرفت که ابتدا ژن گزارشگر 
YFP  تحت

                                                           
1 Yellow Fluorescent Protein; YFP 
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)از این پس، راه انداز   T7مراز فاژپلی RNAانداز آنزیم کنترل راه

T7گیرد. ژن( در ژنوم کلروپلاست قرار می YFP  قرار گرفته در

 ژنومچراکه  شود.بیان نمیکلروپلاست در  ،سازه ذکرشده

مراز کلروپلاستی رمزشونده در پلی RNAفاقد  یدوموناسکلام

. از طرفی، ژن ( 2002Smith and Purton) ( است1NEPهسته )

YFP انداز تحت کنترل راهT7 توسط ،RNA مراز رمزشونده پلی

 Magee and) شود( رونویسی و بیان نمی2PEPدر کلروپلاست )

Kavanagh 2002)های ترانسپلاستومیک که سلول. لذا در صورتی

مراز پلیT7 RNAژن ای دربردارنده ایجاد شده، با سازه هسته

مراز مذکور با استفاده از پلیRNAسوپرترنسفرم شوند، پروتئین 

کلروپلاست پپتید راهنمای کلروپلاستی طراحی شده در سازه، به 

ای مذکور در شود. در صورت درج سازه هستهانتقال داده می

نهایت ترجمه و انتقال این  قسمت فعال رونویسی ژنوم و در

NEP  اختصاصی به کلروپلاست، رونویسی از ژنYFP  تحت

گیرد و سیگنال فلورسنت حاصل از انجام می T7انداز کنترل راه

این روش ژنتیکی نه تنها ، ساطع خواهد شد. YFPتجمع پروتئین 

های یوکروماتینی و فعال رونویسی درج ژن در قسمتتواند می

ژنوم را تایید نماید، بلکه این امکان را میسر خواهد کرد که 

های ژن خارجی تر جهت بیان رونوشتهای با قابلیت بیشلاین

 نیز شناسایی گردند.

 

 ریزجلبک یرکشت و تکث

 Chlamydomonasبرای انجام این پژوهش، از سویه ریزجلبک 

reinhardtii  125تیپ وحشی-CC (+mt c137 استفاده شد. این )

–TAP (Tris–Acetateدر محیط کشت جامد و مایع  سویه

Phosphate و شرایط مناسب رشد در )pH~7 دمای ،C° 23  و

داری شدند های فلورسنت( کشت و نگهروشنایی مداوم )با لامپ

(Kropat et al. 2011). 

 ECC T7- G10 ی کلروپلاستی سازی سازههمسانه

-Inبرای کلون کردن قطعات مورد نظر در این پروژه از کیت 

Fusion® Advantage PCR Cloning Kit  
                                                           
1 Nuclear Encoded RNA Polymerase; NEP 
2 Plastid Encoded RNA Polymerase; PEP 

استفاده شد. بر اساس  Takaraاز شرکت   Clontechهایآزمایشگاه

که قطعه یا قطعات  بودسازی این کیت، ابتدا لازم مبانی همسانه

سازی با استفاده از آغازگرهای همپوشان مورد نظر جهت همسانه

تکثیر شوند و سپس داخل وکتور حدواسط  (1 پیوست )جدول

 خطی شده کلون شوند.

لف ژنی سازه کلروپلاستی تکثیر و جداسازی قطعات مخت
ECC T7- G10 

طراحی بر اساس پلاسمیدهای حاوی قطعات ژنی مورد نیاز، 

سازی این سازه به نحوی انجام شد که نیاز به تکثیر و همسانه

بایست با استفاده از این قطعات میجداسازی دو قطعه ژنی بود. 

 شد که فرایند کلونینگتکثیر می (bp 16آغازگرهای همپوشان )

صورت گیرد. ابتدا قطعه  In-Fusionمبتنی بر دستورالعمل کیت 

همراه با  YFPی ژن کدونشده  سازیینهبه CDSژنی حاوی توالی 

و  oRMB450با استفاده از آغازگرهای  C.r.rbcLدهنده ژن خاتمه

oRMB451  تکثیر شد(PCR  1شماره#) این قطعه ژنی به طول .

bp 1186 داخل وکتور ،pRMB152  داده چاپ نشده( وجود(

 5´غیرقابل ترجمه همراه با توالی  T7انداز راه توالیداشت. 

(5′UTR ژن )G10 عنوان قطعه دوم، مورد نیاز نیز به باکتریوفاژ

توالی این قطعه ژنی به صورت دو رشته مکمل یکدیگر  بود.

: 2 پیوست )جدولهمراه با ناحیه همپوشان ابتدا سنتز شد 

oRMB560  وoRMB561)سپس مقدار برابری از دو توالی . 

 C° 95 ریخته و تحت تیمار دمایی ml  5/0مکمل را در یک ویال

در مرحله بعد با کاهش تدریجی قرار گرفت.  min 5به مدت 

دمای واکنش تا رسیدن به دمای محیط، امکان اتصال این دو رشته 

ین به یکدیگر فراهم شد. به این ترتیب، قطعه مورد نظر به ا

 صورت تهیه و مورد استفاده قرار گرفت.

کننده قطعات ژنی مربوط به سازه ید دریافتکردن پلاسم یخط

 ECC T7- G10کلروپلاستی 

عنوان ناقل به pRMB151 وکتورپلاستیدی از  برای ساخت سازه

پایه این  ناقل .چاپ نشده( حدواسط و انتقالی استفاده شد )داده

 3های کناریتوالیکه است  یتجار ،یک ناقل19UCpوکتور 

                                                           
3 Flank 
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tRNE و توالیpsbH   منطبق بر توالی کلروپلاستی کلامیدوموناس

هدف در آن  یهاژن همولوگ جهت رخ دادن فرایند نوترکیبی

عنوان ژن به aadAاین سازه همچنین دارای ژن  ه بود.قرار داده شد

های تراریخت برای گزینش لاین ینومایسیناسپکتمقاومت به 

سازی این قطعات از ژل است. بعد از تکثیر و خالص ریزجلبک

های های ذکر شده باید به نحوی در فاصله بین توالیآگارز، توالی

شد. از گرفت که سازه بیانی کلروپلاستی ایجاد میقرار می کناری

به حالت  MluIبرشی  کننده با آنزیمرو، ناقل حدواسط دریافتاین

 خطی ایجاد شد.

طعات ژنی سازه کلروپلاستی با استفاده از کیت سازی قهمسانه

In-Fusion® Advantage PCR Cloning Kit 
طبق دستورالعمل کیت  کلروپلاستیی سازه سازهمسانهمنظور به

In-Fusionی شده همراه با ناقل دریافت کننده، دو قطعه ژنی تهیه

خطی شده، در یک واکنش مورد استفاده قرار گرفتند و مخلوط 

 قرار گرفت. C 50°در دمای  min 15به مدت  واکنش

 سازیهمسانهجهت تایید اولیه  آنزیمی انجام واکنش برش

 کلروپلاستی صحیح سازه

بندی، به در مرحله بعد، محصول حاصل از اتصال و سرهم

سازی همسانه انتقال داده شد تا E. coliهای مستعد باکتری سلول

کشت جامد  روی محیط حاوی هر سازههای د. کلونیوانجام ش

LB بیوتیکحاوی آنتی (1-µg ml 100) Ampicillin  انتخاب

ات مثبت دارای قطع هاییکلون صیمنظور تشخبه. سپس شدند

پلاسمیدی ناقل مورد  DNAمربوط به این سازه، ابتدا استخراج 

های باکتری رشدیافته روی محیط از سینگل کلونی نظر از تعدادی

شدن  همسانه ییدمنظور تأسپس بهگر انجام شد. کشت انتخاب

با  1، واکنش برشکلروپلاستی مذکوردر سازه  یقطعات ژنصحیح 

انجام  XhoIو  MfeIمحدودگر  یبرش هاییماستفاده از آنز

 یبرشهای از آنزیم یمی،برش آنز منظور انجام واکنش. بهیرفتپذ

 Thermo Fisherشرکت  2یعبرش سر یتمحدودگر، با خاص

 استفاده شد.

 ECC psaAی کلروپلاستی سازه

                                                           
1 Digestion 
2 FastDigest Restriction Enzymes 

عنوان سازه کنترل مثبت در این به ECC psaA یکلروپلاست سازه

تحت کنترل   YFPپژوهش استفاده شد. سازه مذکور حاوی ژن

 psaA( ژن UTR´5غیرقابل ترجمه ) 5ʹانداز و قسمت راه

تحت کنترل  YFPگر در واقع، ژن گزارش کلامیدوناس بود.

عنوان ناقل )به pRMB151ذکرشده در وکتور  یمیتنظ هاییتوال

سازه، ژن  یندر ا ینشده است. بنابرا یسازحدواسط( همسانه

 یندر فاصله ب aadA گرینشگر مذکور همراه با ژن گزگزارش

 یمنطبق بر توال psbHی و توال tRNE یکنار هاییتوال

این سازه در پروژه قرار گرفته است.  یدوموناسکلام تیکلروپلاس

های چاپ قبلی توسط اعضای تیم تحقیقاتی ساخته شد )داده

نشده( و با توجه به بیان بالای ژن خارجی در آن، در این پژوهش 

 نیز به عنوان سازه کنترل مثبت مورد استفاده قرار گرفت.

 ایی هستهسازی سازههمسانه

-T7ی توالی ژن کدون سازیینهبهای، ابتدا برای ساخت سازه هسته

RNAای کلامیدوموناس با استفاده از برای ژنوم هسته مرازپلی

صورت گرفت و سپس این توالی  CodonWorkbench افزارنرم

سازی به طراحی همسانهبلند سنتز و مورد استفاده قرار گرفت. 

نحوی صورت گرفت که نیاز به تکثیر دو قطعه ژنی جهت ساخت 

-C.r.N.T7 ی ژنتوالابتدا قطعه ژنی حاوی سازه مذکور بود. 

RNAP  با طولbp 2688  با استفاده از آغازگرهای اختصاصی

oRMB533 و oRMB504  تکثیر شد(PCR  2شماره#) قطعه .

انداز، ناحیه غیرقابل ی راهتوالکه حاوی  bp 926دوم با طول 

بود، با استفاده  C.r.psaD( و پپتید راهنمای ژن UTR′5) 5′ترجمه 

از وکتور  oRMB534 و oRMB501از آغازگرهای اختصاصی 

pRM0-070 (Mehrshahi et al. 2020)  تکثیر شد(PCR  شماره

% الکتروفورز  8/0بر روی ژل اگارز ها PCRکل محصول . (3#

طور جداگانه از ژل شد و قطعات تکثیر شده مورد نظر به

 جداسازی و طبق دستورالعمل کیت مورد استفاده، تخلیص شدند.

کننده قطعات ژنی مربوط به سازه ید دریافتکردن پلاسم یخط

 ایهسته

های تنظمی در مرحله بعد توالی سنتزشده همراه با سایر توالی

)داده چاپ  pKpco16ای مورد نیاز، در وکتور حدواسط هسته

د. ناقل حدواسط مورد نظر داری شسازی نشده( همسانه
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 یگرغربال یبرا به هیگرومایسینمربوط به مقاومت   "aph7ژن

های برشی مناسب برای و همچنین سایت یختترار یهایباکتر

ناقل حدواسط خطی جهت ایجاد  .سازی قطعات ژنی بودهمسانه

 خطی شد. SpeIو  EcoRIهای برشی با آنزیمشده، ناقل ذکرشده 

-Inای با استفاده از کیت سازی قطعات ژنی سازه هستههمسانه

Fusion® Advantage PCR Cloning Kit 
ای ذکر شده طبق دستورالعمل سازی سازه هستهمنظور همسانهبه

، ابتدا قطعات تکثیرشده مورد نیاز همراه با ناقل In-Fusionکیت 

کننده سازه مورد نظر در یک واکنش مجاور هم قرار دریافت

گرفتند. سپس مخلوط واکنش تهیه شده طبق دستورالعمل کیت 

قرار گرفت. بعد  C50°در دمای  min 15مورد استفاده، به مدت 

ستعد های ماتصال، محصول واکنش به سلول از انجام واکنش

سپس د. وسازی انجام شهمسانه انتقال داده شد تا E. coliباکتری 

 LBکشت جامد  روی محیطظاهرشده بر های کلونیتعدادی از 

و انتخاب ها آمپی سیلین برای هرکدام از سازه بیوتیکحاوی آنتی

 برای آنالیزهای بعدی مورد استفاده قرار گرفتند.

سازی اولیه همسانهیید أجهت ت آنزیمی انجام واکنش برش

 ایهسته صحیح سازه

ات مربوط به این مثبت دارای قطع هاییکلون صیمنظور تشخبه

 پلاسمیدی ناقل مورد نظر از تعدادی DNAها، ابتدا استخراج سازه

های باکتری رشدیافته روی محیط کشت از سینگل کلونی

شدن قطعات  همسانه ییدمنظور تأسپس بهگر انجام شد. انتخاب

 یبرش هاییم، واکنش برش با استفاده از آنزمذکوردر سازه  یژن

 .یرفتانجام پذای روی سازه هسته SfiIو  ZraIمحدودگر 

 هایابی سازهتوالی هایدادهآنالیز 

های ساخته شده همراه با آغازگرهای ناقل DNAدر مرحله بعد، 

 شهر برلین LGC Genomicsیابی به شرکت مناسب جهت توالی

افزار یابی با استفاده از نرمتوالی از حاصل آلمان ارسال شدند. فایل

FinchTV1.4 و بررسی نوکلئوتید خوانش هر هایآنالیز و پیک 

 Multalinافزار آنلاین نرم از استفاده با سپس

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/ )اصلی توالی با 

 داده شدند. مطابقت

ساخته شده و تایید شده به ژنوم ریزجلبک  هایساز انتقال

 کلامیدوموناس

یابی، انتقال های ایجاد شده، توسط توالییید توالی سازهأبعد از ت

 یهاانتقال سازهها به ژنوم انجام شد. به این صورت که سازه

به پلاستوم  ( psaAECCو  10G-7T 1ECC) یپلاستکلرو

)بیولیستیک( ی تفنگ ژن دستگاهوسیله به CC-125های یزجلبکر

ای نیز به روش . سازه هسته(Neupert et al. 2012)انجام گرفت 

الکتروپوریشن به ژنوم هسته کلامیدوموناس انتقال داده شد. پس 

مقاوم به  یزجلبکر یهاول هایینلا ینشگزاز دو هفته، 

های کلروپلاستی( و هیگرومایسین )برای انتقال ینومایسیناسپکت

 یجامد حاو TAPیط مح یبر روای( های هسته)برای انتقال

های لاین های مذکور انجام شد. گزینشبیوتیکیآنت

پس از چند دوره کشت در حضور آنتی  پلاستوم ریزجلبکترانس

های کاملاً هموپلاسم ایجاد شدند. یافت تا لاین ادامه بیوتیک

 ییدتاو  ی کلروپلاستیهادرج سازه یهاولسپس جهت تأیید 

 یاختصاص یو آغازگرها PCRپلاستوم از روش ترانس هایینلا

ها درج ژن و اطمینان از نهاییتأیید  منظوربه .شد مربوطه استفاده

به روش  2سازی، از دورگهکلروپلاست کلامیدوموناسدر ژنوم 

 استفاده شد. 3گذاری سادرنلکه

با استفاد از دستگاه  YFPسیگنال فلورسنس پروتئین  سنجش

 میکروپلیت خوان

مایع رشد داده  TAPهای کلامیدوموناس در محیط ابتدا سلول

از کشت حاصل، داخل  μl 1000شدند. در اواخر فاز نمایی رشد، 

خانه انتقال داده شد. میزان سیگنال  24های های پلیتچاهک

با استفاده از  YFPعنوان معیاری از میزان بیان پروتئین فلورسنت به

 CLARIOstar Plus Microplate) 4دستگاه میکروپلیت خوان

reader ,BMG LABTECH, Germany )قرائت شد. قرائت 

 nmبا فیلترهای ) YFPسانت برای تشخیص های فلورسیگنال

538 /nm 494 )excitation/emission  انجام گرفت. قرائت محیط

TAP دست آوردن هانجام شد. بعد از ب 5عنوان نمونه خالی کنترلبه

                                                           
1 Expression cassette controlled by T7RNA Polymerase 

promoter and phage G10 5'UTR 
2 Hybridization 
3 Southern Blotting 
4 Microplate reader 
5 Blank 
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ها های فلورسانس، نیاز بود که این دادههای مربوط به سیگنالداده

بر اساس تعداد سلول استفاده شده برای هر نمونه، نرمال شوند. از 

 nm 750ها در طول موج این رو، میزان جذب همین نمونه

 دست آمد. به

 

ای دارای های تراریخت هستهمنظور غربال و گزیش لاینبه

ژن  کنندهپتانسیل بالا جهت رونویسی ژن خارجی، از سیستم بیان

YFP  مبتنی بر فعالیتT7 RNAشد. این ژن استفاده مراز پلی

است که توانایی تولید  GFP 1گر در واقع واریانتی از ژن گزارش

نور فلورسنت را داشته و به طبع آن امکان مشاهده رنگ زرد 

درخشان حاصل از تولید این پروتئین در زیر تابش ماوراء بنفش 

گیری از جهت بهره .(Barahimipour et al. 2015) شودفراهم می

های گیری ژنتیکی، ابتدا لازم بود که لاینچنین روش غربال

 -ECC T7هموپلاسم کلامیدوموناس دربردارنده سازه کلروپلاستی

 10G ای سازه هسته 2کنندهان لاین دریافتعنوایجاد شده و به

های ترانسپلاستومیک ایجاد شده با سپس این لایناستفاده شوند. 

مراز سوپرترنسفرم شدند. پلیT7 RNAژن ای حاوی سازه هسته

                                                           
1 Green Fluorescent Protein 
2 Recipient line 

های ذکرشده و انتقال سازی سازهیید همسانهأبنابراین ابتدا به ت

 شود.ها به ژنوم کلامیدوموناس پرداخته میآن

و  ECC T7- G10 کلروپلاستی یسازه سازیهمسانه تایید

 پلیمرازRNA یمآنز توالی یحاو ایسازه هسته 

% الکتروفورز  8/0بر روی ژل اگارز  #1شماره  PCRکل محصول 

و قطعه تکثیر شده مورد نظر از ژل جداسازی و طبق شده 

 .(الف -1 )شکل دستوالعمل کیت مورد استفاده، تخلیص شد

بندی قطعات تکثیرشده و انجام واکنش اتصال و سرهمبعد از 

 سنتزشده در ناقل حدواسط، محصول حاصل از اتصال برای سازه

انتقال داده  ´TOP10Fمستعد سویه E. coli هایمورد نظر به سلول

و تکثیر صورت پذیرد. سپس تعدادی از  سازیشد تا همسانه

 LBط کشت های مذکور که بر روی محیهای حاوی سازهکلونی

سیلین ظاهر شدند، انتخاب و بعد از بیوتیک آمپیحاوی آنتی

یید همسانه أها، تپلاسمیدی از این تک کلونی DNAاستخراج 

شدن صحیح قطعات مورد نظر با استفاده از آزمون برش آنزیمی 

ها مورد آنالیز آنهای برشی اختصاصی انجام و توسط آنزیم

ر اساس قطعات ایجادشده در ب .(ب -1 )شکلبررسی قرار گرفت 

سازی شده طور صحیح همسانههای مذکور بهسازهآزمون برش، 

دهنده نشانیابی سازه کلروپلاستی نیز نتیجه حاصل از توالی بودند.

  سازی صحیح کل سازه موردنظر بود.همسانه

 

 

 

 

 

 

 

 

 
، ( #1شماره  PCR .%8/0روی ژل آگارز  Phusionمراز پلی DNA یمبا استفاده از آنزاصلی  هقطع ریتکث -. الفECC T7-G10کلروپلاستی  سازی سازههمسانه -1شکل 

نتایج حاصل از واکنش  -ب شد.بامی M ،Ladder Mix 1 kbو  C.r.rbcL (bp 1186)دهنده ژن همراه با خاتمه YFPژن  CDSتکثیر قطعه ژنی اصلی حاوی توالی 

%. قطعات برشی مورد  1روی ژل آگارز   MfeI/XhoIمحدودگر یبرش هاییماستفاده از آنز (، با#1-3استخراج شده از سه کلونی مختلف )ECC T7-G10 برش سازه 

 باشد.می M ،Ladder Mix 1 kb بودند. bp 1146و  bp6277 انتظار و مشاهده شده 

  نتایج و بحث

 ب الف

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
6-

10
 ]

 

                             6 / 13

https://mg.genetics.ir/article-1-1840-fa.html


 پور و همکارانمعصومه عماد  ...هایگيری ژنتيکی برای ريزجلبکروش غربال

 

 1403 بهار /1شماره  /نوزدهمژنتیک نوین/ دوره  41

 

 

بعد از ساخت و انتقال این سازه به ژنوم کلروپلاست و تایید 

ها، قطعات ژنی درج شونده حاوی توالی هموپلاسمی لاین

طبق ( #3و  #2شماره  PCRای )هستهسازه تنظیمی برای ساخت 

به طور جداگانه  %8/0دستورالعمل کیت استفاده شده از ژل آگارز 

 .الف( -2 سازی استفاده شدند )شکلسپس در همسانهخالص و 

سازی و بعد از تعیین کمیت، قطعات تکثیرشده در فرایند همسانه

منظور تایید درج صحیح ساخت سازه موردنظر استفاده شدند. به

قطعه مورد نظر در ناقل حدواسط و ساخت سازه مذکور، پلاسمید 

محیط کشت  های رشد کرده بر رویاستخراج شده از کلونی

های محدودگر مناسب برش داده شد و آنالیز انتخابی با آنزیم

. نتایج (ب -2قطعات حاصل از برش صورت گرفت )شکل 

سازی این یابی نشان داد که همسانهآزمون برش و همچنین توالی

 سازه نیز با موفقیت انجام شده است.

با استفاده  در پلاستوم ی کلروپلاستیهاحضور سازه یهاول ییدأت

 PCRاز 

های انتقال داده شده در ییدهای اولیه درج سازهأمنظور انجام تبه

و با استفاده از آغازگرهای  PCR ژنوم کلروپلاست، از آزمون

های حاوی این استخراج شده از لاین DNAاختصاصی بر روی 

ها انجام شد. طراحی آغازگرهای شده به این صورت بود که سازه

قیم بر روی ژنوم کلروپلاست و آغازگر معکوس بر مست آغازگر

نشان داد  PCRهای انتقال داده شده قرار داشتند. نتایج روی سازه

ها در محل از پیش تعیین شده از ژنوم کلروپلاست که درج سازه

 (.3با موفقیت انجام شده است )شکل 

سازه در پلاستوم  یحدرج صح ییدأبلات جهت ت سادرن یزآنال

 ترانسپلاستومیک هایینلا یو هموپلاسم یدوموناسکلام

تایید تراریخته بودن و درج صحیح کاست در درون ژنوم 

 Southernکلامیدوموناس با استفاده از آنالیز سادرن بلاتینگ )

blottingایج حاصل از نتی صورت گرفت. پروب اختصاص ( و

دو ز آمیموفقیت دهنده درجنشانطور واضح به سادرن بلاتآزمون 

در ژنوم  ECC psaAو  ECC T7-G10سازه کلروپلاستی 

این نتایج همچنین نشان دادند که  .بودکلروپلاست کلامیدوموناس 

)شکل طور کامل هموپلاسم بودند پلاستومیک بههای ترانسلاین

4). 

 

 

 

 

 

 

 

 
روی ژل آگارز  Phusionمراز پلی DNA یمبا استفاده از آنزموردنیاز قطعات  ریتکث -الفC.r.N.T7-RNAP.  ی ژنتوالحاوی  ایهسته سازی سازههمسانه -2 شکل

و  UTR′5انداز، ی راهتوال، قطعه ژنی حاوی # 3 شماره PCR، محصول C.r.N.T7-RNAP(bp 2688)  ی ژنتوال، قطعه ژنی حاوی # 2 شماره PCRمحصول  .8/0%

 یبرش هاییمبا استفاده از آنزای هستهواکنش برش سازه  نتایج حاصل از -ب باشد.می M ،Ladder Mix 1 kbو  C.r.psaD (bp 926) پپتید راهنما ژن 

 M ،Ladder Mix 1 kbبرای سازه ذکر شده بودند.  kp  4/2و  kp 4/6 %. قطعات برشی مورد انتظار و مشاهده شده  1روی ژل آگارز  ZraI/SfiIمحدودگر 
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روی ژل   PCRبا استفاده از ECC psaAو  ECC T7-G10های پلاستومیک حاوی سازههای ترانسدرج صحیح و بررسی هموپلاسمی لاین اولیه تاییدنتایج  -3 شکل

قطعه تکثیرشونده مورد ب و ت(  شده. یطراح یهاآغازگرترنسفرم شده به همراه محل  هایینلا کلروپلاستی از ژنوم یبخش یزیکیف ینقشه هاالف و پ(  .% 1آگارز 

و  oRMB472 آغازگرهای اختصاصی و ECC T7-G10های حاوی سازه برای لاین oRMB532و  oRMB558 با استفاده از آغازگرهای اختصاصی kb 9/1انتظار 

oRMB515 های حاوی سازه برای لاینECC psaA  .بر روی ژل مشاهده گردیدW) کنترل منفی اجزای  واکنش بدون نمونه الگو به عنوانPCR ،N ژنوم سویه تیپ )

 M ،Ladder Mix 1 kbپلاستومیک کلامیدوموناس مربوط به هر سازه انتقالی و های ترانس، لاین5تا  1های الگو و چاهک های شماره وحشی به عنوان کنترل منفی نمونه

باشد.می

ای در نواحی یوکروماتین با های هستهیید اولیه حضور سازهأت

 قابلیت بیان ژن بالا با استفاده از روش ژنتیکی طراحی شده

با استفاده از آغازگرهای اختصاصی  PCRامکان استفاده از آزمون 

 ای در ژنوم هستهبیانی هسته جهت تایید درج سازه

کلامیدوموناس وجود نداشت. چراکه برخلاف درج دقیق 

ای در ژنوم هسته هسته های کلروپلاستی در ژنوم، درج سازهسازه

دهد. از طرفی، از آنجا که اثرات مکانی صورت تصادفی رخ میبه

های یوکروماتینی و هتروکروماتینی و امکان درج سازه در قسمت

 تایید درج ژنوم در ژنوم هسته ژنوم نیز وجود دارد، بنابراین صرفاً

باشد. به عبارتی با استفاده از آزمون سادرن بلاتینگ کافی نمی

دیگر نیاز است که درج ژن در مناطق یوکروماتینی ژنوم و فعال از 

د. از طرفی، باید توجه شود که انجام شویید أنظر رونویسی ت

ریخت های تراآزمون سادرن بلات برای گزینش تعداد زیاد لاین

لاین برای هر سازه( عملاً از لحاظ وقت و هزینه،  200)تقریباً 

از این رو، در پژوهش حاضر، روشی  صرفه نبود.پذیر و بهامکان

های تراریخت استفاده شد که معایب ژنتیکی برای گزینش لاین

های غربالگری ذکرشده در بالا را نداشت. در واقع معیار و روش

وش علاوه بر توانایی در بررسی و تایید کارگیری این رهاساس ب

ای هسته هایی است که درج سازهدرج ژن در ژنوم، تشخیص لاین

 ها رخ داده است.در قسمت فعال رونویسی ژنوم آن
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ها سازه درج صحیح کلامیدوموناس. این آزمون جهت بررسی نهایی CC-125پلاستومیک ایجاد شده در سویه های ترانسبرای لاینرن بلات دسا نتایج آزمون -4 شکل

 از ژنوم یبخش یزیکیف ینقشه هاهای برشی مناسب انجام شد. ی طراحی شده و آنزیماختصاصهای ایجاد شده با استفاده از پروب ی لاینو هموپلاسمدر ژنوم 

 ECC psaA با سازه سوپرترنسفرم شده هایینلاو پ(  ECC T7-G10با سازه  سوپرترنسفرم شده هایینلایدوموناس سوپرترنسفرم نشده، ب( الف( کلام ستیکلروپلا

 نتیجه( ت. کلروپلاست استژنوم  psbHو  trnE2 یهاژن ینب یهناحی مذکور در هاسازههای برشی مورد استفاده. محل درج ی شده و آنزیمطراحهای پروبهمراه محل 

RFLP ژنوم از C. reinhardtiiچاهک  .یک ایجادشده را تایید نمودترانس پلاستوم هایلایندر  یهموپلاسم ینهمچن ها وسازه ، درج صحیح:M  1 Kb DNA ladder ؛

باشد. دو ژل نمایش داده شده مربوط یک ایجادشده میلاستومترانس پهای بعدی مربوط به لاین ترنسفرم نشده و دو چاهکCC-125 ی نوع وحش یهسوژنوم   N:چاهک 

 هیبرید کند،یم ییرا شناسا PsbHکه ژن  پروب یکو سپس به  ههضم شد ScaI آنزیم برشی با DNA یهانمونه ها هستند.به دو لاین مستقل بررسی شده حاوی سازه

های ترانسپلاستومیک دارای ژنوم لاین یبرا Kb 6/6 حدود  و ترنسفرم نشدهCC-125 یه سووم ژن یبرا Kb 5/3 با اندازه مورد انتظار  DNAشدند. اندازه قطعات 

 مشهود بود. به غشاء ٪1ژل آگارز  یرو، پس از انتقال قطعات از ECC psaAو  ECC T7-G10های سازه

 

-ECC T7پلاستومیک حاوی های ترانسدر این روش، ریزجلبک

G10 قادر به بیان و تولید نور فلورسنت در کلروپلاست نیستند ،

مراز کلروپلاستی از نوع پلی RNAدلیل عدم حضور چراکه به

NEP  در کلامیدوموناس، رونویسی از سازه مذکور صورت

ای را های ترانسپلاستومیک، سازه هسته. چنانچه این لاینگیردنمی

مراز به وسیله پپتید پلی T7-RNAنیز دریافت کنند، پروتئین 
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شود. در نتیجه رونویسی از راهنما به کلروپلاست انتقال داده می

مراز انجام گرفته و پلی RNAتحت کنترل راه انداز این  YFPژن 

این پروتئین سنتز و سگینال فلورسنت در اثر تجمع آن در 

های توان لاینشود. بنابراین از این طریق میکلروپلاست تولید می

اند غربال و ای را نیز دریافت کردههای هستهمثبتی که این سازه

 انتخاب نمود.

ای هسته های ترانسپلاستومیک با سازهتر، وقتی لاینطور جزئیبه

ها سازه مورد نظر را شوند، تعداد زیادی از سلولسوپرترنسفرم می

کنند. بنابراین با کشت بر روی محیط کشت حاوی دریافت نمی

ای، هسته سازی سازهکار رفته در همسانهبیوتیک انتخابی بهآنتی

روند. بنابراین، ابتدا ها قادر به رشد نبوده و از بین میاین سلول

های رشد یافته بر روی محیط کشت حاوی آنتی تک کلونی

بیوتیک هیگرومایسین به محیط کشت جدید حاوی این آنتی 

ای را هایی که سازه هستهبیوتیک انتقال داده شد. در واقع سلول

اند، قادر به رشد بر روی محیط کشت حاوی آنتی دریافت ننموده

گیری حذف شدند. سپس کشت یند غربالآبیوتیک نبوده و از فر

( انجام و وقتی منحنی ml1 ها در حجم کم )مایع این تک کلونی

ها دوسوم فاز نمایی را طی کرد، سیگنال فلورسنت رشد نمونه

YFP رفت، طیف طور که انتظار میگیری شد. همانها اندازهدر آن

های و تولید نور فلورسنت در لاین YFPای از بیان ژن گسترده

 (.5 ایجاد شده مشاهده شد )شکل

 

 

 

 

 

 

 

 
-CC ی نوع وحش یهسو .C.reinhardtiهای مختلف ژنوم ای در قسمتهسته سازه درجهای ترایخت ایجادشده حاصل از شدت متفاوت سیگنال فلورسنت ساطع شده در لاین -5شکل 

عنوان کنترل مثبت و به ECC psaAیک ترانس پلاستوم ای، لاینقبل از دریافت سازه هسته ECC T7-G10یک ترانس پلاستوم ها، لاینعنوان کنترل منفی نمونهترنسفرم نشده به125

های کمی حاصل از ، دادهT. linesTای همزمان( رشد کرده بر روی محیط کشت حاوی آنتی بیوتیک. در واقع هسته شده )ترانس پلاستومیک و تراریختسوپرترنسفرم لاین 200

ها و در محور ر افقی، شماره لایندر محو های سوپرترنسفرم شده را نشان می دهد.اسکرین لاین جهت YFPحاصل از تجمع پروتئین  گیری میزان سیگنال فلورسنت ساطع شدههانداز

 عمودی شدت سیگنال ساطع شده، نمایش داده شده است.

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ی اهستههای بیانی کلروپلاستی و سازه یحاو C. reinharditiiسوپرترنسفرم شده  برتر ینلا 20در  YFP ینپروتئ سیگنال فلورسنت حاصل از تجمع یبررس -6شکل 

 ها و در محور عمودی میزان سیگنال ساطع شده، نمایش داده شده است.افقی، شماره لاینطور همزمان. در محور به
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شده  ها شدت سیگنال ساطعنتایج نشان داد که در برخی لاین

ای گر عدم دریافت سازه هستهبرابر با کنترل منفی بود که بیان

ها بارت دیگر اگرچه این سلولعباشد. بهها میکامل در این لاین

قادر به رشد بر روی محیط کشت حاوی آنتی بیوتیک بودند اما از 

بودند )احتمالاً فقط  طور کامل دریافت نکردهجا که سازه را بهآن

بخشی از سازه که حاوی ژن مقاومت است دریافت شده(، از این 

روش  رو قادر به تولید سیگنال فلورسنت نبودند. بنابراین، با

ها نیز قابل گری معرفی شده در پژوهش حاضر، این لاینغربال

هایی تمایز و حذف شدن از روند آزمایش بودند. در مورد سلول

بودند، همچنین طیف  طور کامل دریافت کردهکه سازه را به

متنوعی از تولید سیگنال فلورسنت مشاهده شد. این تنوع گسترده 

محل درج ژن از لحاظ فعال بودن و علت تواند بهدر بیان ژن می

غیرفعال بودن رونویسی در آن ناحیه باشد. در این میان، مشاهده 

ی و شدت سیگنال ساطع شده YFPهای با میزان بیان بالای لاین

(، بیانگر درج سازه ECC psaAتر از لاین کنترل مثبت )بیش

تر ژنوم جهت رونویسی ای در قسمت یوکروماتینی و فعالهسته

 بود.

 گیری میزان سیگنال فلورسنت تولید شده بهاین رو، با اندازهاز 

هایی را که توان لاینعنوان نشانه ای از تجمع پروتئین نهایی، می

ها درج شده است ای در محل فعال رونویسی آنسازه هسته

گزینش کرد. البته باید توجه شود که تعداد نسخه درج شده از 

عنوان فاکتور دیگر تاثیرگذار بر میزان واند بهتسازه در ژنوم نیز می

بیان ژن باشد. هرچند که در این صورت نیز این روش همچنان 

هایی را که دارای پتانسیل بالای بیان ژن همراه با عدم بهترین لاین

 کند.خاموشی آن هستند گزینش می

لاین با  20های تولیدکننده سیگنال در پروژه حاضر، از بین لاین

نسیل بیان بالاتر انتخاب و مجدداً میزان تولید سیگنال فلورسنت پتا

(. این نتایج نیز 6 ها مورد بررسی قرار گرفت )شکلدر بین آن

 یید کردند.أهای شکل قبل را تطور واضح، دادهبه

با  یدوموناسکلام یزجلبکر یادر ژنوم هسته یخارج DNAادغام 

و در  یرهمولوگغ یبینوترک یقاز طر یینسبتاً بالا یفراوان

اثرات  ینا یلدلوجود، به ین. با ادهدیرخ م یتصادف هاییتموقع

 یژن برا یخاموش یدهپد یو امکان رخداد بالا یمکان یتموقع

 240حداقل  یانگینطور مکه به ستا یازن ی،خارج یهاژن یانب

 یافتمورد نظر  ینتا لا یردقرار گ ینششده مورد گزترانسفرم ینلا

جهت غلبه  یمختلف یکیژنت یکردهایرو یر،در مطالعات اخشود. 

 ی. برا(Shahar et al. 2020) است یافتهتوسعه  یتمحدود ینبر ا

ای هستهدائم  های بیانطور معمول در سازهبه مثال،

های خارجی مورد نظر جهت بیان در هسته، ، ژنیدوموناسکلام

رو، بعد از انتقال و درج گیرند. از ایندر کنار ژن انتخابگر قرار می

های خارجی ژنها در قسمت فعال رونویسی ژنوم هسته، سازه

 بیان شوند. بیوتیکدر حضور آنتی توانند همراه با ژن انتخابگرمی

ر فشار آنتی بیوتیک، نیاز در این شرایط، بیان ژن خارجی درحضو

به عدم خاموش شدن ناحیه درج شونده ژن در هسته، جهت بیان 

ژن انتخابگر دارد که درنتیجه ژن خارجی همجوار آن نیز بیان 

های تراریخت طور معمول برای گزیش لایناین روش به. شودمی

فشار  نشان داده شده است که چنانچهحال،  ینبا اشود. استفاده می

تواند سازه بیانی می یبه راحت یدوموناسکلام یابد،اب کاهش انتخ

به عبارتی . (Cerutti et al. 1997; Schroda 2019) خاموش کند را

دیگر، بیان ژن خارجی و استفاده کارآمد از این روش انتخابی، 

بستگی به فشار انتخاب در محیط کشت و همچنین ژن انتخابی 

های تراریختی که صرفاً سازه ناقص در این صورت، لایندارد. 

رغم بیان ژن حاوی ژن انتخابگر را دریافت کرده باشند نیز، علی

تواند موارد ذکر شده میانتخابگر، قادر به بیان ژن خارجی نیستند. 

عنوان معایب و محدودیت روش گزینش مذکور باشد که منجر به

شدن ژن خاموش  سازوکارأسفانه . متشودبه کارآمدی پایین آن می

 Schroda) است فعالحد  ینتا ا یدوموناسدر کلامهسته  خارجی

et al. 2000; Schroda 2019)با استفاده از  یگر،. در روش د

 یدوموناساز کلام هاییه( سوUVاشعه ماوراء بنفش ) ییزاجهش

و  یاندر ب یبالاتر یی( که کاراUVM-11و  UVM-4شد ) یجادا

جهش در ژن  یداراها ینلا یننشان دادند. ا یتجمع ژن خارج

H4Ac احتمالاً ینی،کرومات ییراتنقش آن در تغ یلدلهستند که به 

ها کاهش در آن یجرژن خا یانو سرکوب ب ژتیکیت اپییراتغ

موضوع  ینبه ا توانیم یزروش ن ینا یتاست. اما از محدود یافته

محدود  یژن خارج یانبهای مدنظر و غربال لایناشاره نمود که 

 .(Neupert et al. 2020) شودیم هاینلا صرفاً همینبه استفاده از 

حال اینکه، روش استفاده و بهینه شده در پژوهش حاضر، مستقل 

 از موارد ذکر شده است.
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های ایجاد شده در لاین YFPروتئین بررسی نتایج حاصل از بیان پ

 تواند جهتخوبی میبهنشان داد که این روش غربال ژنتیکی 

ای در های کلامیدوموناس که حاوی سازه هستهگزینش لاین

تر رونویسی هستند، مورد استفاده قرار قسمت یوکروماتین و فعال

سازی این روش در پروژه حاضر، صرفاً اگرچه جهت بهینه گیرد.

واسطه فعالیت آن در مراز در هسته بیان شد و بهپلی T7 RNAژن 

در اندامک فوق بیان گردید، اما این روش  YFPکلروپلاست، ژن 

های هترولوگ قابلیت استفاده برای غربال و گزینش سایر ژن

است. به این صورت که  ای مورد استفاده را نیز برخوردارهسته

( با ژن T7ژن مربوط به پروتئین نوترکیب )تحت کنترل راه انداز 

T7 RNA ای ای ادغام و در ژنوم هستهمراز در سازه هستهپلی

 RNAجایگذاری شود. بدین وسیله بر اساس میزان بیان ژن 

توان و متعاقباً میزان سیگنال فلورسنت ساطع شده، می مرازپلی

راریختی را گزینش کرد که ژن مربوط به پروتئین های تلاین

نوترکیب در آنها در قسمت یوکروماتین و فعال ژنوم هسته درج 

 شده است.
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