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اولین عامل کاهش شوري  جمله خشکی و زیستی ازهاي غیرتنش

در این تحقیق ژن بتائین آلدهید دهیدروژناز  .محصول در دنیا است

)badh( بیوتیکی و هم به عنوان یکی از آنتیهم به عنوان یک نشانگر غیر

زیستی به همراه ژن فلاودکسین هاي غیرهاي کاندید در تحمل به تنشژن

)fldد استفاده قرار ) در ساخت ناقل کلروپلاستی براي گیاه برنج مور

گیري گرفت. بدین منظور ابتدا دو قسمت از یک ناحیه اختصاصی هدف

) با افزودن جایگاه آنزیمی مناسب جهت ورود FRکننده به پلاستوم برنج (

از  PCRاي با استفاده از هاي ژنی به مرکز آن، در دو مرحله به گونهکاست

ل مجدد آنها ضمن سازي شد که امکان اتصاژنوم کلروپلاستی برنج جدا

 و fldسازي ایجاد گردد. سپس طراحی کاست ژنی براي ژن هاي کلون

badh که ژن تحت نواحی تنظیمی کلروپلاستی انجام شد، به طوريfld  

به  T7gene10 5'UTRهمراه با  badhو ژن  rbcl 5'UTR  همراه با

 rbclو پایانبر  Prrnسیسترونی تحت پیشبر قوي کلروپلاستی صورت پلی

3'UTR سازي شدند. سرانجام کاست کامل دو ژنی کلونfld/badh   به

جدا و در  pBFهمراه نواحی تنظیمی از ناقل نوترکیب حاصل موسوم به 

سازي گیري کننده به کلروپلاست برنج در دو جهت کلون مرکز ناحیه هدف

و  (-)pFrFBگردید. دو ناقل مختص کلروپلاست حاصل موسوم به 

pFrFB(+) هاي مقاومت به شوري و خشکی را سیل الحاق هدفدار ژنپتان

گیري مختلف نسبت به نواحی داخلی ژنوم کلروپلاستی گیاه با دو جهت

برنج دارا بوده و قادرند با هدف ایجاد مقاومت بالا به شوري، خشکی و 

سرما در انتقال ژن به کلروپلاست گیاه برنج با استفاده از تفنگ ژنی مورد 

  ر گیرند.استفاده قرا
  

زنده، هاي غیربتائین آلدهید دهیدروژناز، تنش هاي کلیدي:واژه

  سازي، ناقل کلروپلاستی فلاودکسین، کلون
  

Abiotic stresses such as drought and salinity are the 

first factor of YIELD decrease in the world. In this 

study, betaine aldehyde dehydrogenase gene (badh) is 

used as both an abiotic stress marker gene and one of 

the abiotic stress tolerance candidate genes along with 

Flavodoxin (fld) in construction of chloroplast vector 

for rice. Thereby, adding the appropriate enzyme role 

to let gene cassette enter to the center. The first two 

parts of a specific target areaof Plastom rice (FR) the 

rice genome using PCR that they can be re-attached in 

cloning. Then, the gene cassetes were designed for fld 

and badh genes in regulatory regions of the chloroplast. 

So that the fld genes and with rbcl 5'UTR and badh 

genes with T7gene10 5'UTR were cloned the strong 

chloroplastsic promoter Prrn and the terminator rbcl 

3'UTR. Finally, The complete two-gene cassettes 

fld/badh with the regulatory regions is separated from 

targeting chloroplast metabolism of rice in two sides 

cloned. The two specific chloroplast vector called 

pFrFB(-) and pFrFB(+) are potential to be attached to 

gene that are resistant to drought and salinity targeted 

with two different orientations relative to the inner 

regions of the chloroplast genome of rice plants and are 

able to be the goal of creating high resistance to 

salinity, drought and chill in transferring genes to use 

the chloroplast of rice plant via gene gun. 
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 مقدمه

مانند خشکی، شوري، دماي بالا،  هاي غیرزنده  تنش

سمیت شیمیایی و تنش اکسیداتیو تهدیدات جدي 

شود و اثرات نامطلوبی براي کشاورزي محسوب می

د. گذارن  بر رشد و باروري گیاهان زراعی بر جاي می

ها دلیل اصلی و عمده کاهش گونه تنشاین

به  محصولات زراعی در سراسر دنیا بوده و منجر

کاهش عملکرد اکثر گیاهان مهم زراعی تا بیش از 

 ,Bray et al. 2000; Boyer( شود درصد می 50

 زیستی باعث کاهش انتقالهاي غیرتنش). 1982

ها شوند، فرودکسینالکترون در مسیر فتوسیستم می

)Fd(  که در انتقال الکترون دخالت دارند در پاسخ به

 Sing and( یابندهاي محیطی کاهش میمحرك

Sherman, 2004.( باکترها نسبت به نتایج سیانو

هاي الکترونی نامطلوب کاهش فرودکسین، بیان ناقل

) با عملکرد مشابه Fld( همانند فلاودکسین

 ). Falk et al. 1995( کنندفرودکسین را القا می

Fldهاي کوچک (تقریباً پروتئین هاkDa 19 حاوي (

کننده الکترون در زنجیره فلاوین مونونوکلئوتید حمل

الکترون فتوسنتز هستند که باعث رد و بدل انتقال 

ها و اي از گیرندهها در بین مجموعهشدن الکترون

). Zubriggen et al. 2007( شوندها میپذیرنده

در کلروپلاست گیاه توتون،  Fldها بیان  طبق گزارش

هاي تراریخت نسبت به موجب افزایش تحمل لاین

 ).Tognetti et al. 2006( هاي غیر زیستی شدتنش

هاي دیگري که بسیاري از گیاهان و از جمله راه

برخی موجودات زنده در صورت مواجه شدن با تنش 

 تجمع ترکیباتی است دهند سنتز واسمزي انجام می

شوند. هاي اسمزي نامیده میکننده که حفاظت

هاي سازگار بتائین از جمله این اسمولیت گلایسین

اي توسط آنزیم است که طی یک واکنش دو مرحله

 شود) تولید میBADHبتائین آلدهید دهیدروژناز (

)Chen et al. 2008; Kumar et al. 2004 .(

نشان  In vitroهاي متعددي در محیط آزمایش

سازي اند که گلایسین بتائین از طریق پایدار داده

ها و ساختمان بسیار منظم ساختمان چهارم پروتئین

غشا در برابر اثرات مضر شوري و دماهاي بسیار کم و 

کند کننده اسمزي عمل میزیاد به عنوان حفاظت

)Gorham et al. 1997 در تحقیق دیگري انتقال .(

ویچ، گیاهانی تولید کرد به کلروپلاست ه badhژن 

کردند که تنها هایی از نمک را تحمل میکه غلظت

 Daniell andها قادر به تحمل آن بودند (هالوفیت

Muthukumar. 2001 مهندسی ژنتیک .(

کلروپلاست نسبت به هسته چندین مزیت منحصر به 

دهد که شامل: بیان بالاي تراژن  فرد را ارائه می

)Daniell. 2002سی چند ژنی در یک رویداد )، مهند

 Daniell et al. 2001; De Cosa etانتقال ژن (

al. 2001; Ruiz et al. 2003داشتن  ) محدود نگه

) Daniell.2002تراژن از طریق وراثت مادري (

 De Cosa et al.2001; Leeفقدان خاموشی ژن (

et al.2003 فقدان اثرات مکانی و پلیوتروپیک (

)Daniell, 2002 و فقدان (DNA خارجی ناخواسته 

  ). Grevich and Daniell, 2005باشد (می

مهندسی ژنتیک کلروپلاست، نوید بزرگی براي 

هاي اخیر انتقال بیوتکنولوژي گیاهی است. پیشرفت

آوري مهندسی پلاستید را به  ژن به پلاستید، فن

اي  اي جایگزین براي تراریزش هسته عنوان گزینه

اي توان از آن به عنوان زمینه می کند، که مطرح می

محیطی، براي ایجاد  کارا و سازگار با مسائل زیست

صفات با ارزش زراعی استفاده نمود. مطالعات گذشته 

هاي انتخابی اند که همولوژي بالاي توالی نشان داده

همولوگ و براي انجام نوترکیبی  مجاور براي 

و گیري ژن خارجی مورد نظر به محل خاص هدف

 مناسبی از ژنوم کلروپلاستی از عوامل مهم موفقیت

شود  در انتقال ژن به ژنوم کلروپلاستی محسوب می

)Dufourmantel et al. 2004; Kumar et al. 

2004a; Kumar et al. 2004b .( براساس

تحقیقات انجام شده، ورود ژن نشانگر هیچ تداخلی 

ژنی  ناحیه بین 14هاي پلاستیدي مجاور  با بیان ژن

ي پلاستیدي که DNAدر پلاستوم نداشت. قطعات 
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مکان ورود بین ژنی خنثی  14حاوي هر یک از این 

باشند، این قابلیت را دارند که براي طراحی  می

هاي انتقال ژن پلاستیدي از آنها استفاده شوند  ناقل

)Maliga, 2004 16). توالی بین ژنیS/23SrRNA 

اختصاصی ژنوم کلروپلاستی که در ناحیه تکرار 

شود در هر   معکوس کلروپلاستی قرار دارد و باعث می

ptDNA  دو نسخه از ژن موردنظر الحاق شود در

انتقال ژن به کلروپلاست مورد توجه بوده است 

)Grevich and Daniell, 2005.(  

برنج گیاهی نسبتاً حساس به شوري است که در 

سایر غلات حساسیت بیشتري را نسبت به مقایسه با 

 Akbar andدهد ( شوري از خود نشان می

Ponnamperuma, 1982 برنج). با توجه به اینکه 

، از نظر مصرفی در ایران استغذایی مادة  دومین

تغذیه از اهمیت بالایی برخوردار است. با این وجود، 

افزایش سطح آب دریاي خزر و نفوذ آب دریا در 

آورد  حلی همواره این نگرانی را به وجود میاراضی سا

رنج در دو استان شمالی کشور یعنی   که زراعت

% برنج 64مازندران و گیلان که در مجموع در حدود 

کنند، تحت تأثیر قرار گرفته و  کشور را تولید می

 ,Kavusi( کاهش تولید در آنها را موجب شود

نظر ). با در نظر گرفتن مسائل ذکر شده به 1994

نژادي این گیاه براي مقاومت به شوري  رسد که به می

در این شرایط اجتناب ناپذیر است. هدف از این 

طور  به fld و  badhسازي ژن تحقیق همسانه

هاي کلروپلاستی است که همزمان در طراحی ناقل

رود انتقال آن به گیاه در افزایش تحمل به  انتظار می

  را ایفا کند. زیستی نقش بسزاییهاي غیر تنش
  

  هامواد و روش

  سویه هاي باکتري و پلاسمیدهاي بکار رفته 

-XLI(سویه  E.coliدر این تحقیق از باکتري 

Blue Cinna Gen B76-50cده شد.ا) استف 

 هاي مورد استفاده در این تحقیق شاملپلاسمید

 ،سیانوباکتریایی fldحامل ژن  p6-ubiپلاسمیدهاي 

مایسین، مقاومت به استرپتوبا نشانگر انتخابی 

نشانگر انتخابی  با badhحامل ژن  pBپلاسمید 

 pTZ57T/A (Fermentase)سیلین، پلاسمید آمپی

هاي مورد بود. آنزیم pJET(Roche)و پلاسمید 

 ) وRocheاستفاده در این تحقیق از شرکت (

)Fermentase(  تهیه شد. استخراج پلاسمید، تهیه

زدایی و واکنش اتصال، فسفرهاي مستعد، باکتري

هاي استفاده از آنزیم کلنو، طبق دستورالعمل

Sambrook and Russl )2000 شد.) انجام 

  هاماتیکی و طراحی آغازگرانفورهاي بیوبررسی

سایت توالی کامل ژنوم کلرو پلاستی گیاه برنج از  
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes) 

) و FR1هاي احاطه کننده چپ (دریافت شد. توالی .

انتخاب  bp2200) هر کدام به طول FR2راست (

 Oligo techها با استفاده از نرم افزار گردید و آغازگر

در  SphIطوري طراحی شدند که یک سایت برشی 

جاد شدند ایسمتی که این دو قطعه به هم وصل می

 شود.

هاي حاوي ژن  pBFساخت پلاسمید نوترکیب

badh  وfld   

قرار داشت با  p6-ubiکه درون ناقل  fldابتدا ژن   

از  bp510هضم و قطعه  SalI و SacIدو آنزیم 

 p6-ubi سازي شد در ناقل روي ژل آگارز خالص

در ابتداي ژن  SacI در انتها و SalIآنزیمی   جایگاه

fld  این در حالی است که به منظور کلونقرار دارد و

تحت نواحی تنظیمی کلروپلاستی،   fldسازي ژن 

  SacI در ابتدا و SalIهاي آنزیمی نیاز بود جایگاه

) بنابراین قطعه 1درانتهاي ژن اضافه شود (شکل 

پس از تیمار با آنزیم کلنو و افزودن   fldخالص شده 

 یک نوکلئوتید آدنین به انتهاي آن در ناقل

pTZ57T/A سازي از سازي شد. چون کلونکلون 

بوده و امکان ورود قطعه در دو جهت وجود  T/Aنوع 

هاي حاوي ژن مورد ) انتخاب کلونی1داشت (شکل 

با  PCRنظر با جهت ورود مناسب به روش کلونی 

و رو به عقب  M13گر رو به جلوي استفاده از آغاز
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انجام  و نیز توسط هضم آنزیمی،  fldاختصاصی ژن 

که با ورود به پلاسمید نوترکیب حاصل   fldشد. ژن 

دو جایگاه آنزیمی مورد نظر  pTZ-fldموسوم به 

را با جهت صحیح دریافت نموده  SalI و SacIیعنی 

هاي مذکور برش و از روي ژل بود، توسط آنزیم

 pBناقل  ).2سازي شد (شکلخالص

)Mohsenpour et al. 2012b داراي ژن (badh 

 bpنیز توسط این دو آنزیم برش داده شد و قطعه 

با  سازي و واکنش اتصالاز روي ژل خالص 4913

انجام و مخلوط  T4-DNA ligaseاستفاده از آنزیم 

سویه  E.coliهاي مستعد اتصال به درون باکتري

XLI-Blue  .به روش شوك حرارتی تراریزش شد

سب هاي حاوي ژن مورد نظر با جهت ورود مناکلونی

با پرایمرهاي اختصاصی  PCRابتدا به روش کلونی 

fld  و سپس توسط هضم پلاسمید 1(جدول (

  SalI و SacIنوترکیب حاصل توسط دو آنزیم 

  بررسی شد.

  

 
 pBFنماي شماتیک ساخت ناقل نوترکیب  -1شکل 

 
 

  
 مولکولی نشانگر اندازه وزن )fld )1سازي ژن براي جدا  SalI و  SacIهاي با آنزیم p6-ubiهضم آنزیمی ناقل  -2شکل 

(1Kb DNA ladder, Fermentase) DNA. )2( نمونه هضم شده ناقل p6-ubi با آنزیم هاي SacI  وSalI. )3هضم نشده  ) نمونه

  .p6-ubi ناقل
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  pJETکننده در ناقل گیريکردن قطعات هدفکلون

از برگ گیاه برنج رقم هاشمی  با  ژنومی DNAکل 

شرکت  )DNeasy plant Mini(استفاده از کیت 

Qiagene کننده چپ  هاي احاطهاستخراج شد. توالی

 Long PCR Enzymeو راست با استفاده از آنزیم 

توسط کیت تخلیص  PCRتکثیر شدند. محصول 

DNA )Roche دستورالعمل از روي ژل ) طبق

با استفاده از آنزیم لیگاز قطعه اول  سازي شد.خالص

)FR1 در ناقل (pJET ورود  .کلون شدFR1  به

داخل ناقل کلروپلاستی، با آغازگرهاي رو به عقب 

pJET و1 (جدول ( FR1  .مورد بررسی قرار گرفت

هاي  ) با آنزیمpJET-FR1سپس ناقل حاصل (

PvuII و SphI عه هضم و قطbp 4552  از روي ژل

) FR2قطعه دوم ( PCRمحصول  .سازي شدخالص

از روي ژل آگاروز  ،SphIپس از هضم با آنزیم 

متصل شد  pJET-FR1به  سازي شد و سپس خالص

)pJET-FR براي بررسی ورود دو قطعه ابتدا .(

و  FR1هاي رو به جلوي هاي حاصل با آغازگرکلونی

قرار گرفتند و  PCRتحت کلونی  FR2رو به عقب 

هاي نوترکیب پس از استخراج پلاسمید از کلونی

براي بررسی تشکیل  SphIحاصل، از هضم آنزیمی 

استفاده  FRسایت برشی این آنزیم در مرکز ناحیه 

  شد.

   pJET-FRوارد کردن قطعه هدف به ناقل 

هضم و  SphIبا آنزیم  pB(fld/badh)ابتدا ناقل 

وي ژل از ر bp2492قطعه هدف به طول 

نیز با  pJET-FRسازي شد و همچنین ناقل  خالص

برش و بلافاصله با آنزیم آلکالین فسفاتاز  SphIآنزیم 

) Self-ligationدفسفریله شد تا از خود اتصالی (

انجام قطعه هدف (کاست گیري گردد. سرناقل جلو

گیري  هاي هدف) در وسط توالیfld/badhژنی 

که  سازي شد. از آنجاییکننده چپ و راست همسانه

 SphIهر دو با آنزیم  pJET-FRقطعه هدف و ناقل 

برش خورده بودند امکان ورود قطعه به ناقل در دو 

هاي نوترکیب پس از جهت وجود داشت لذا کلونی

(براي  SphIهايپلاسمید با استفاده از آنزیم استخراج

 SalI/NotI و SacIو آنزیم  تایید حضور قطعه)

  ن جهت قطعه) مورد هضم قرا گرفتند.(براي تعیی

  

 توالی آغازگرهاي مورد استفاده در این تحقیق - 1جدول 

  نام آغازگر  نوع آغازگر توالی آغازگر
5’-CTACGGTACTCAAACTGG -3’ رو به جلو  

  fld  آغازگرهاي اختصاصی ژن
5’-GCGATCGTCTGTTAAGTC -3’ رو به عقب  
5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC -3’ رو به جلو  

  pJETآغازگرهاي اختصاصی وکتور 
5’- AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG -3’ رو به عقب  
5’- GTAAAACGACGGCCAG -3’ رو به جلو  

M13   
5’- CAGGAAACAGCTATGAC -3’ رو به عقب  

  

 نتایج

هاي حاوي ژن pBFساخت پلاسمید نوترکیب 

badh  و fld  

با مشاهده  p6-ubiاز ناقل  fldسازي ژن صحت جدا

مورد تأیید قرار گرفت   bp510باند مورد انتظار  

تحت نواحی   fldسازي ژن به منظور کلون ).1(شکل

هاي آنزیمی تنظیمی کلروپلاستی، نیاز بود جایگاه

SalI در ابتدا و SacI  درانتهاي ژن اضافه شود. این

-p6 در حالی بود که این دو جایگاه آنزیمی در ناقل 

ubi عکس این حالت قرار داشت. بنابراین قطعهfld  

سازي، توسط آنزیم کلنو تیمار شد و پس پس از جدا

به  Aاز تشکیل دو انتهاي صاف، یک نوکلئوتید 

در سازي  قطعه اضافه گردید تا قابلیت کلون '3انتهاي 

را پیدا کند. جهت صحیح ژن پس از  pTZ57ناقل 
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  bp 553با مشاهده باند  pTZ57انتقال به ناقل 

و رو به  M13گر رو به جلوي حاصل از تکثیر با آغاز

الف). -3به اثبات رسید (شکل fldعقب اختصاصی ژن 

همچنین پس از استخراج پلاسمید و هضم آن با 

درج قطعه مورد نظر در   SalI و  SacIهايآنزیم

ب). بدین ترتیب پلاسمید  -3شد (شکل ناقل تایید

  ساخته شد. pTZ-fldنوترکیب 

 

 
 

 
توسط  pTZ-fldبررسی ساخت پلاسمید نوترکیب  - 3شکل 

با  PCRو هضم آنزیمی. (الف) واکنش کلونی  PCRکلونی 

) نشانگر fld) .1و رو به عقب  M13آغازگرهاي رو به جلوي 

 Fermentase) DNA  (1Kb DNA,وزن مولکولیاندازه 

ladder) ،2 کنترل منفی، واکنش (PCR  بدونDNA  ،الگو

را با جهت fld هایی که قطعه ) کلونی20تا  15و  13تا  3(

را با جهت  fld) کلونی که قطعه 14عکس دریافت کرده اند، (

شده ناقل صحیح دریافت کرده است. (ب) نمونه هضم

) نشانگر SalI) ،1 و  SacIهاي با آنزیم pTZ-fldنوترکیب 

 Fermentase) DNA  (1Kb DNA,اندازه وزن مولکولی

ladder) ،2 نمونه هضم شده ناقل نوترکیب (pTZ-fld  با

-pTZ نمونه هضم نشده ناقل )SalI) ،3 و  SacIهاي آنزیم

fld.  

این  ،pBدر ناقل  fldسازي ژن براي همسانه

 مورد هضم SalI و  SacIهايناقل نیز با آنزیم

و  کلون آنزیمی قرار گرفت و قطعه هدف در این ناقل

پلاسمید  ساخته شد. pBFپلاسمید نوترکیب 

تراریزش  E.coliنوترکیب حاصل به داخل باکتري 

هاي حاوي پلاسمید نوترکیب گزینش شد. باکتري

شدند و پس از استخراج پلاسمید به منظور اطمینان 

کیب حاصل  با استفاده از از درج ژن، پلاسمید نوتر

  .)4(شکل برش داده شد SalIو  SacIهاي آنزیم

  

  
 SalI و SacIهاي با آنزیم pBFهضم آنزیمی ناقل  - 4 شکل

و  badhبه منظور تایید پلاسمید نوترکیب حاوي هر دو ژن 

fld  .)1نشانگر اندازه وزن مولکولی (,Fermentase) DNA  

(1Kb DNA ladder) ،2شده ناقل نوترکیب) نمونه هضم 

pBF هاي آنزیمSacI  و SalI) ،3نشده ناقل) نمونه هضم 

pBF. 

 
  pJETکننده در ناقل گیريکردن قطعات هدفکلون

ژنومی استخراج شده با استفاده از  DNAکیفیت  

 ) باDNeasy plant Mini; Qiageneکیت (

 قرار گرفت. تایید مشاهده روي ژل آگاروز مورد

تکثیر صحیح   bp2200الف) ظهور باند -5(شکل

 ب) یک-5تایید کرد (شکل راFR2  و FR1 قطعات

براي اضافه کردن جایگاه  FRicenterجفت آغازگر 

تنها با تغییر یک نوکلئوتید در مرکز  SphI آنزیمی

 FR1کننده و در تکثیر اولیه قطعات گیري ناحیه هدف

مورد استفاده قرار گرفت. این آغازگرها،  FR2و 
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و به  FR1جایگاه آنزیمی مذکور را به انتهاي قطعه 

  ).5 کنند (شکلاضافه می FR2ابتداي قطعه 

  

  
کننده ژنوم کلروپلاستی  گیري جداسازي ناحیه هدف -5شکل 

ژنومی استخراج شده از برنج   DNAبرنج در دو مرحله. (الف) 

  FR2و بطور جداگانه  FR1رقم هاشمی. (ب) تکثیر قطعات 

) نشانگر 1با آنزیم پلیمراز داراي خاصیت تصحیح کنندگی، (

 Fermentase) DNA  (1Kb DNA,اندازه وزن مولکولی

ladder ) ،2 قطعه (FR1 هاي رو به تکثیر شده با آغازگر

تکثیر  FR2) قطعه FRicenter) ،3و رو به عقب  FR1جلوي 

و رو به عقب  FR2هاي رو به جلوي شده با آغازگر

FRicenter.  

  

 توسط واکنش pJET به ناقل FR1 ورود قطعه

PCR هاي رو به عقببا استفاده از آغازگر pJET  و

- 6قرار گرفت (شکل مورد تایید FR1 به جلوي رو

 و PvuII هايبا آنزیم  pJET-FR هضم ناقل الف).

SphI   باندهاي مورد انتظارbp4552  وbp500  دیده

 ب).-6شد (شکل

تشکیل  و pJET-FR1 به ناقل FR2 ورود قطعه

و  FR1 آغازگرهاي رو به جلوي با pJET-FR ناقل

 قرار گرفت. مورد تایید FR2 رو به عقب

حاوي کاست  bp 2492خروج قطعه هدف با طول

پس از هضم با  pBFاز ناقل  badhو  fldهاي ژن

الف). - 7مورد تایید قرار گرفت (شکل SphIآنزیم 

طوري  badhو  fldهاي کاست ژنی مذکور براي ژن

ها تحت نواحی تنطیمی طراحی شد که این ژن

همراه  fldکه ژن  کلروپلاستی قرار گیرند، به طوري

 T7gene10همراه با  badhو ژن  rbcl 5'UTRبا 

5'UTR تحت پیشبر قوي  سیسترونی به صورت پلی

 rbcl 3'UTRبر و پایان Prrnکلروپلاستی 

 ,Mohsenpour et al. 2012aسازي شدند ( کلون

b .() صحت ورود دو قطعهFRها به) و اتصال آن 

در بین آنها   SphI یکدیگر و تشکیل سایت برشی

و تشکیل باند  SphIنیز با هضم توسط آنزیم 

bp7200 ب).- 7تایید شد (شکل  

  

  
  ب                             الف               

هاي رو به با آغازگر PCR(الف) واکنش کلونی  -6شکل 

) نشانگر اندازه وزن FR1) .1 و رو به جلوي pJET عقب

) Fermentase) DNA  (1Kb DNA ladder) .2,مولکولی

) 5و4و3الگو)، ( DNAبدون  PCRکنترل منفی (واکنش 

 هستند. (ب) هضم ناقل FR1هایی که داراي قطعه کلونی

pJET- FR  هايآنزیم با PvuII  وSphI) ،1 نشانگر اندازه (

، Fermentase) DNA  (1Kb DNA ladder,وزن مولکولی

  .SphIو  PvuII هاي) پلاسمیدهاي هضم شده با آنزیم3و2(

  

 pJET-FRوارد کردن قطعه هدف به ناقل 

به همراه  fld/badhسرانجام کاست کامل ژنی 

یمی از ناقل نوترکیب حاصل موسوم به ظنواحی تن

pBF کننده به گیري جدا و در مرکز ناحیه هدف

سازي گردید.  کلروپلاست برنج در دو جهت کلون

) در بین نواحی fld/badhسازي قطعه هدف (همسانه

کننده ناقل کلروپلاستی با مشاهده گیري هدف

پس  bp7200(قطعه هدف) و باند  bp2492باندهاي 

  ).8تایید شد (شکل   SphIآنزیماز هضم با 
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سازي قطعات  به منظور خالص  SphIبه عنوان ناقل با آنزیم  pJET-FRهاي ژنی هدف و حاوي کاست pBFهضم ناقل  -7شکل 

) نشانگر اندازه وزن 1و خروج قطعه هدف. (  SphIبا آنزیم  pBFمورد نیاز از روي ژل آگاروز. (الف) هضم ناقل 

از  bp 2492باند ( SphIبا آنزیم  pBF) نمونه هضم شده وکتور نوترکیب Fermentase) DNA  (1Kb DNA ladder )،2,مولکولی

) نشانگر اندازه وزن 1. (SphIبا آنزیم  pJET-FR(ب) هضم ناقل  .نشده ناقل نوترکیبهضم ) نمونه3، (سازي شد)روي ژل جدا

از روي ژل  bp7200(باند  pJET-FR) نمونه هضم شده وکتور نوترکیب Fermentase) DNA  (1Kb DNA ladder ) ،2,مولکولی

  .) نمونه هضم نشده ناقل نوترکیب3جدا سازي شد)، (

  

  
 DNA  (1Kb (Fermentase,) نشانگر اندازه وزن مولکولیSphI ).1 با آنزیم pJET FR(fld/badh).هضم ناقل نوترکیب -8شکل 

DNA ladder) ،2  هاي استخراج شده از کلونی هاي نوترکیب با آنزیم ) هضم آنزیمی پلاسمید5تا SphI.  

  

  هايآنزیم هضم با جهت ورود قطعه هدف پس

SacI و SalI/NotI 6266مشاهده باندهاي  و ،

  SacI جفت باز در هضم با آنزیم 599 و 944، 1878

جفت باز در هضم با  2258 و 7430هاي و باند

 براي ناقل نوترکیبSalI/NotI  هاي آنزیم

pFrFB(-)  و 787، 944، 7360و باندهاي  

هاي باند وSacI جفت باز در هضم با آنزیم  599

هاي جفت باز در هضم با آنزیم 4497و  5190

SalI/NotI  براي ناقل نوترکیب pFrFB(+) تایید

  ). 9شد (شکل
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هاي کلروپلاستی نوترکیب ترتیب وکتو این به

pFrFB(+)  وpFrFB(-) هاي  در بردارنده ژن

badh  وfld  بر پیش تحتPrrn بر و پایانrbcl 

3'UTR  10ساخته شد (شکل.(  

  

  

  
  

 SphI، SacIهاي  با آنزیم (-)pFrFBتایید ساخت ناقلین جدید توسط هضم آنزیمی. (الف). هضم ناقل نوترکیب جهت مثبت  -9شکل 

) نمونه هضم شده ناقل نوترکیب با DNA  (1Kb DNA ladder) ،2 (Fermentase,) نشانگر اندازه وزن مولکولیSalI/NotI ) .1و 

هضم  ) نمونه5( SacI) نمونه هضم شده ناقل نوترکیب با آنزیم 4( SalI/NotI) نمونه هضم شده ناقل نوترکیب با آنزیم SphI) ،3آنزیم 

) نشانگر اندازه SalI/NotI .)1و  SphI ، SacI هايبا آنزیم (+)pFrFB(ب). هضم ناقل نوترکیب جهت منفی  .نوترکیب نشده ناقل

شده ) نمونه هضم3، (SphIشده ناقل نوترکیب با آنزیم ) نمونه هضمFermentase) DNA  (1Kb DNA ladder،  )2 وزن مولکولی

  .نوترکیب نشده ناقلهضم ) نمونه5، (SacIشده ناقل نوترکیب با آنزیم ) نمونه هضمSalI/NotI) ،4ناقل نوترکیب با آنزیم 

  
 

 
  

. (ب) ناقل (+)pFrFB ناقل کلروپلاستی با جهت مثبت (الف) هاي نوترکیب کلروپلاستی در دو جهت.نماي شماتیکی ناقل -10شکل 

  .(-)pFrFBکلروپلاستی با جهت منفی 
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 بحث

وجود شباهت صد در صدي توالی کلروپلاستی 

مورد استفاده در حامل، در بالا رفتن کارایی انتقال 

ژن، تأثیر بسزایی دارد و علتّ آن نیز بالا رفتن ایجاد 

نوترکیبی همولوگ براي ورود قطعات به داخل ژنوم 

باشد. انتظار بر این است که استفاده  کلروپلاستی می

 16S rRNA\23Sژنی از توالی حفاظت شده بین 

rRNA  اختصاصی ژنوم برنج در این تحقیق کارایی

اختصاصی بالا  FRالحاق تراژن را به دلیل استفاده از 

هاي ساخته شده در  ببرد. همچنین استفاده از ناقل

و  badhهاي موردنظر ( گیري ژن این تحقیق، هدف

fld را در ناحیه تکرار معکوس کلروپلاستی باعث (

دو نسخه  ptDNAدر نتیجه در هر   خواهند شد که

ي oriشود؛ در برداشتن  از ژن موردنظر الحاق می

هاي این تحقیق  کلروپلاستی نیز از دیگر مزایاي ناقل

ها در  بوده که سبب خواهد شد پلاسمید حاوي تراژن

سلول حفظ گردد تا زمانی که نوترکیبی همولوگ 

الحاق هاي موردنظر را در ژنوم کلروپلاستی  بتواند ژن

   .کند

هاي این تحقیق  نکته دیگري که در ساخت سازه

 badhو  fldهاي گیري ژنحائز اهمیت است، جهت

ژنوم کلروپلاستی است. در  1نسبت به نواحی وحشی

به  (-)pFrFBو  (+)pFrFBپلاسمیدهاي نوترکیب 

هاي مذکور به صورت همسو و ناهمسو با  ترتیب ژن

اند. با توجه به  نواحی وحشی کلروپلاستی قرار گرفته

آور در بین قطعات همولوگ و  احتمال وقوع کراسینگ

هاي مختلف در مورد  هایی که در گزارش نگرانی

هاي آتی وجود دارد، لازم  ها در نسل احتمال حذف ژن

ها پس  و سازه در پایداري ژناست اثر استفاده از هر د

از انتقال ژن بررسی گردد. مطالعات انجام شده نشان 

هاي همولوگ،  دهند که در صورت وجود توالیمی

احتمال حذف یا جابجایی قطعات مذکور بسته به 

                                                                     
1. Native 

جهت قرارگیري و اندازه این قطعات وجود دارد 

)Branzei and Foiani.2010; Kohli et 

al.2003اند که در قطعات  شان دادهها ن ). بررسی

گیري مخالف تنها هاي همولوگ با جهت حاوي توالی

گیرد که خطر از دست  جابجایی قطعات صورت می

ها را منتفی خواهد کرد و در این تحقیق نیز  دادن ژن

به همین علت ساخته شد. از طرف  (-)pFrFBناقل 

هاي ژنی به  حاوي کاست (+)pFrFBدیگر در ناقل 

هاي  کلروپلاستی ژن rrnبا اپران صورت همسو 

badh  وfld  علاوه بر اینکه امکان بیان از نواحی

تنظیمی و پیشبر تعبیه شده در ناقل را خواهند داشت 

 rrnاز اپران  آنها  2بلکه امکان رونویسی سراسري

وحشی کلروپلاستی نیز وجود خواهد داشت که بدین 

اهد کرد ترتیب امکان بیان ژن را باز هم دو برابر خو

)Lutz et al. 2007; Krech et al. 2013 .(  

باید به کلروپلاست منتقل شود  fldمحصول ژن 

هایی مبنی  تا اثر مقاومت خود را اعمال نماید. گزارش

بر انتقال این ژن به هسته گیاه وجود دارد. که با 

اضافه کردن سیگنال پپتید کلروپلاستی محصول 

اند  پروتئینی آن را به کلروپلاست هدایت کرده

)Tognetti et al.2006در این تحقیق براي اولین .( 

اي حاوي کاست بیانی این ژن براي الحاق  بار سازه

مستقیم در ژنوم کلروپلاستی ساخته شده است که 

نیاز به افزودن سیگنال پپتید کلروپلاستی را منتفی 

است و از سوي دیگر انتقال آن به همراه ژن   کرده

badh  به ژنوم کلروپلاستی امکان استفاده از نواحی

دو ژن و بیان تنظیمی مشترك را براي این 

سیترونی آنها فراهم آورده است. هر چند امکان  پلی

اي گیاه و هدایت آنها  ها به ژنوم هسته انتقال این ژن

با استفاده از پپتید نشانه به کلروپلاست وجود دارد 

شدند نیاز بود  ها به هسته منتقل می ولی اگر این ژن

 از پیشبر و پایانبرهاي جداگانه براي هر یک از این

                                                                     
2. Read-through transcription 
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ها استفاده گردد که علاوه بر افزودن طول سازه  ژن

شد  دهد باعث می که کارایی انتقال ژن را کاهش می

هاي تکراري (در  هایی در مورد وجود توالی نگرانی

صورت استفاده از پیشبر و پایانبر مشابه براي هر دو 

هاي بعدي وجود  ژن) و احتمال حذف ژن در نسل

ه از نواحی تنظیمی داشته باشد. به دلیل استفاد

هاي این تحقیق، انتظار بر این  کلروپلاستی در سازه

 RNAنتوانند توسط   fldو  badhهاي  است که ژن

پلیمرازهاي موجود در هسته گیاه شناسایی و 

ها به پلاستید  رونویسی شوند و تنها پس از ورود ژن

  قدرت بیان خواهند داشت.

هایی که براي انتقال ژن به  اکثر حامل

 aadAشوند داراي ژن  کلروپلاست ساخته می

ایجادکنندة مقاومت به استرپتومایسین و 

اسپکتینومایسین به عنوان نشانگر انتخابی هستند 

)Verma and Daniell.2007 ولی از آنجایی که ،(

rRNA هاي پلاستیدي برخی از گیاهان به طور

هایی دارند که از اتصال  طبیعی جهش

کند و از سویی دیگر  ري میاسپکتینومایسین جلوگی

هایی در ارتباط با مسائل ایمنی زیستی این  نگرانی

نشانگر انتخابی وجود دارد، لذا در این تحقیق از یک 

بیوتیکی در ساخت حامل  ژن نشانگر غیرآنتی

 badhاستفاده از نشانگر کلروپلاستی استفاده گردید. 

در حامل کلروپلاستی طراحی شده در این تحقیق 

هاي ایمنی زیستی  است علاوه بر اینکه نگرانیقادر 

نشانگرهاي آنتی بیوتیکی را کاهش دهد، در گیاهانی 

کنند صفت مقاومت به  که این ژن را دریافت می

مراحل شوري، خشکی و سرما را نیز ایجاد نماید. 

) سمی، BAآلدهید ( انتخاب شامل تبدیل بتائین

  غیرسمی بتائین   به گلایسین BADHتوسط آنزیم 

  

کنندة اسمزي نیز عمل  است که به عنوان یک تنظیم

کند. دنیل و همکاران گزارش کرده بودند که  می

تکثیر سریع گیاهان حاصل از کلروپلاست تراریخت، 

 25و کارایی بالاي تراریزش که  BAتحت انتخاب 

برابر بالاتر از زمانی بود که اسپکتینومایسین به عنوان 

شد، از جمله مزایاي استفاده از  نشانگر استفاده می

BADH باشد  گر می به عنوان ژن نشانگر گزینش

)Daniell and Muthukumar, 2001 .(  

از سویی دیگر در این تحقیق با افزودن نواحی 

برهاي قوي  برها و پایان تنظیمی مختلف شامل پیش

هاي UTRکلروپلاستی و نواحی بدون ترجمه یا 

وپلاستی مناسبی مناسب تلاش شد تا کاست کلر

ها را  ها طراحی شود که بیان بالاي ژن براي ژن

که در این تحقیق براي ساخت  badhتأمین کند. ژن 

ناقل پلاستیدي مورد استفاده قرار گرفت به ناحیه 

متصل  T7 10) ژن UTR’5( 5‘بدون ترجمه 

گردید. از آنجایی که نشانگر انتخابی باید قادر به بیان 

یزنمونه اعم از سبز و غیرسبز مناسب در هر نوع ر

مذکور امکان بیان قوي در  UTRباشد، استفاده از 

سطح ترجمه و قدرت انتخاب را در مراحل اولیه رشد 

از  هاي تراریخته فراهم خواهد نمود. براي ریزنمونه

توان براي بیان  هاي حاصل از این تحقیق می ناقل

هاي نوترکیب در کلروپلاست برنج و با  پروتئین

استفاده   fldهاي مورد نظر به جاي ژن  ایگزینی ژنج

  نمود.

  

  سپاسگزاري

) ABRIIاز پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي ایران (

که هزینه و امکانات این تحقیق را فراهم نمودند، 

  شود. سپاسگزاري می
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