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چكيده
توسط  كه آنزيم اين واحد كوچك زير كلروپلاست اسـت. اسـتروماي د ر فتوسـنتز تاريكي واكنشهاي كليد ي آنزيم روبيسـكو،
به كلروپلاسـت هدفمند ميگردد. به اختصاصي نشـانه پپتيد توسـط سيتوپلاسـم در بيان از پس ميشـود، كنترل ژنوم هسـته
بـرگ گياه از ژنومي DNA ابتدا كلروپلاسـت، داخل به د يگر محصولات هدفمند كردن در نشـانه ترادف اين كارگيري بـه منظـور
از استفاده با و پليمراز زنجيرهاي از واكنش استفاد ه با ترادف نشـانه مورد نظر تكثير گرديد. اسـتخراج (Brassica napus L.)كلزا
18 درپلاسميد عمومي 170bp طول به تكثير شـده قطعه شـد . انجام پپتيد نشـانه كننده كد ژن به مربوط اختصاصي آغازگرهاي
Agrobacterium از استفاده توتون با گياه به انتقال ژن بعد مرحله در شـد. pBIكلون 121 گياه بياني پلاسـميد در سـپس و pUC

كانامايسـين حاوي محيط روي بر توتون گياه تراريخت سـلولهاي اوليه انتخاب گرفت. انجام LBA 4404 سـوية tumefaciens
GUS محلول بـا برگها آميزي رنگ نيـز و اختصاصي آغازگر هاي از اسـتفاده مـراز با پلي زنجيرهاي واكنش پذيرفـت. صـورت
و تراريخت گياهان از كلروپلاستهاي جدا شد ه روي بر GUS آميزي رنگ حال، عين در كرد. اثبات را احتمالي گياهان تراريختي
است. نتايج شده هدفمند كلروپلاستها به خوبي به GUS ژن محصول كه د اد شاهد نشان گياهان كلروپلاسـتهاي با آن مقايسـه
(نظير هترولوگ پروتئين هاي انتقال را براي كلزا از گياه روبيسـكو زيرواحد كوچك نشـانه ترادف عملكرد عمومي اين بررسـي

ميد هد. نشان توتون) (نظير هترولوگ ميزبان در و (GUS

GUSژن توتون، كلزا، روبيسكو، كليدي: پپتيد نشانه، كلروپلاست، كلمات
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مقدمه
سيتوپلاسم د ر ساختهشدن از پس پروتئينها يوكاريوت ــلولهاي س د ر
خود هدفمند عملكرد جايگاه ــمت س به ــيار اختصاصي، بس ــم مكانيس طي
اندامك سمت به پروتئين۱ هدفمندشد ن براي لازم ميشوند(۱۵). اطلاعات
در طور معمول به كه ميگردد مهيا پپتيد ي توالي از ــط بخشي توس هد ف،
آن علاوه بر دارد(۱۲). نام و پپتيد نشانه۲ د اشته قرار پروتئين آميني انتهاي
اندامك، سطحي ليپيدهاي گاه و نظيرپروتئينها ديگري كمكي مكانيسمهاي

.(۵ اندامك ميشوند(۱، ۲، به محصولات ورود باعث علائمي مانند
كد هسته د ر كه ــكو روبيس آنزيم ــاز زيرواحدكوچك س پيش پروتئين
اين ميشود . هدايت كلروپلاست به خود آميني انتهاي پپتيد توسط ميشود
پس ميآيد، حساب به گياه در ــده ش توليد پروتئين ــترين بيش پروتئين كه
توسط پپتيدهاي سيتوپلاسم، در محصول توليد و هسته در ژن رونويسي از
ــود، ميش ــوب محس اين پپتيدها و قوي ترين از اختصاصيترين كه ترابري۳
مي گردد. ــت هداي ــت كلروپلاس ــمت س به (ATP) انرژي مصرف ــراه با هم
و خارجي كننده پوشش جابجا پروتئينهاي ــط توس ــاء غش عرض انتقال از
ابتدا مسير اين در ميگيرد. صورت (TIC، TOC)ــاء كلروپلاست غش د اخلي
از وسپس شده وارد كلروپلاست ــا غش دو بين فضاي به ــاز پيش س پروتئين
.(۱۸ ــود (۷، ۱۷، ميش وارد ــترومائي اس فضاي به TOCو TIC اتصال محل
به اختصاصي صورت به را پروتئين ها ميتواند اندامك هر ــانه نش پپتيد هاي
نمايند. در هدفمند ميتوكند ري و زوم پراكسي واكوئل، آندوپلاسمي، شبكه
منظور به تواليهاي نشانه اين تراريخت گياهان ويژه و به ژنتيك ــي مهندس
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Isolation of transit peptide from small subunit of rubisco enzyme from rapeseed and its analysis in Ttransgenic 

tobacco plants
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Rubisco is the key enzyme in photosynthesis reactions in chloroplast stroma. The small subunit of this enzyme which 

is encoded by the nuclear genome is targeted into the chloroplast by the activity of its signal peptide. In order to utilize 

the efficiency of this transit peptides in specific targeting of foreign proteins to chloroplast, the genomic DNA from 

rapeseed (Brassica napus L.) leaves was isolated. By using the specific primers and PCR methods, the signal sequance 

(170bp) was isolated and cloned into pUC18 as a cloning and pBI121 as a plant expression vectors. The constract 

was transfered into tobaccosterile explants via Agrobacterium tumefaciens (strain LBA4404) mediated transformation 

procedure.The selection of transformed cells were done on kanamycine containing media. PCR with specific primers 

on the DNA isolated from transgenic plant and GUS staining on leaves of the same samples confirm the presence of the 

recombinant construct and its activity.Further more, the GUS staining on isolated chloroplast from putative transgenic 

and control plants show that the product of gus gene targeted to chloroplast succesfully. These results show the general 

ability of rubisco small subunit transit peptide from Brassica napus in targeting of the heterologus protein (GUS 

reporter gene) to chloroplast of a heterologus host (tobacco). 
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قرار ــتفاده اس مورد اندامكهاي خاص ــه ب پروتئينهاي نوتركيب ــت هداي
انتقال و با ميلادي ۸۰ اواخر دهه زمينه در در اين اوليه كارهاي ــد. ميگيرن
كلروپلاست د اخل به (nptII) ــين كانامايس به مقاومت ژن پروتئين محصول
گزارشگر ژن به مربوط پروتئين انتقال ديگر مطالعه اي در .(۶) پذيرفت انجام
آميني پروتئينهاي توالي انتهاي ــتفاده از اس با كلروپلاست داخل به GFP

پروتئين هد فمندكرد ن (۱۴). نمونهاي كاربردي از است ــده گزارش ش FtsZ

اكسيداز كلسترول ژن نشانه، انتقال از پپتيدهاي استفاده با ــت كلروپلاس به
است باكتريايي آنزيم يك اكسيداز، كلسترول است. كلروپلاست به (ChoM)
اين نتايج پنبه دارد. خوار غوزه كرم مقابل در ــي قوي حشرهكش كه فعاليت
به (ChoM)اكسيداز كلسترول كه ژن درگياهان توتون كه داد نشان بررسي
ضخيم برگها نكرده، رشد گلدار جوانههاي بود، نشده هد فمند كلروپلاست
آنها در كه گياهاني اما ــد. ش متوقف گياهان ــد رش و خورده بودند چروك و
و نظر رشد از بود ، ــده ش هدفمند كلروپلاست د اخل به اكسيداز ــترول كلس
كه زماني ژن بيان اين ميزان بودند. همچنين گلدار ــي و طبيع مورفولوژي،
هدفمند ChoM از بيشتر برابر بود تقريباً ۴ ــده ش هد فمند ــت به كلروپلاس

بود(۴). نشده
با  كه Arabidopsis thaliana L. ــاه گي EPSPS ژن ــال همچنين انتق
ژن مورد كه محصول داد نشان بود شده تركيب اطلسي۴ از گياه پپتيد نشانه
مقاومت در گياه ايجاد و شده منتقل به كلروپلاست خوبي به ــته توانس نظر
و استفاد ه جداسازي شناسايي، بنابراين .(۸) نمايد گلايفوسيت كش علف به
موجود روي مكانيسمهاي بيشتر كنترل منظور به پپتيدهاي نشانه تراد ف از

... نشانه ترادف جداسازي
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ــم سيتوپلاس ــطح س از نوتركيب پروتئينهاي آوري ــع ــا، جم اند امكه در
ــهيل تس در نهايت خاص و ــكان م يك در ــع آنها وتجم ــود تراريخت موج
بر كار مزاياي از ــب نوتركي پروتئين ــتخراج اس و ــت۲ دس پايين فرآيند هاي
نوتركيب پروتئينهاي نمودن ــحي ترش ميرود. ــمار ش به پپتيدها اين روي
ــها، كش علف به تحمل ايجاد ميتوكندري، و ــتيدها پلاس به هدايت آنها ــا ي
د اروئي توليد فرآوردههاي و ــتي زيس تنشهاي ــاير ياس ــرات حش مقاومت به
نشانه پپتيدهاي تراد ف از ــتفاده عملي اس كاربرد هاي نمونهاي از درگياهان

.(۴) است
به  ــكو روبيس آنزيم كوچك واحد زير ــانه۵ ترادف نش تحقيق ــن اي  در
Brassica napus.) گياه كلزا از اختصاصي و ترابري قوي پپتيد يك عنوان
آگروباكتريوم طريق از ژن گزارشگر (GUS) و همراه يك به و شده جدا (L
GUS ــگر گزارش ژن محصول ــدن هدفمندش منتقل گرديد. توتون گياه به
مدل (توتون) گياه ــت كلروپلاس داخل به پروتيين عمومي يك ــوان عن به
گياهان در را آن ــي عموم وعملكرد كلزا ــاه ازگي ــد ه ش جد ا ترادف صحت

مي كند. اثبات ديگر

روشها و مواد
مورد استفاده Xanti رقم توتون گياه و (Westar (رقم پاييزه كلزاي گياه
انجام CTAB روش به و توتون كلزا گياه از برگ DNAاستخراج گرفت. قرار
مورد در اطلاعاتي بانكهاي از آمده ــت بدس اطلاعات اساس بر .(۱۹) ــد ش
Accession No:) كلزا گياه روبيسكو از كوچك آنزيم واحد زير نشانه پپتيد

BRT رفت ۱ اختصاصي X۰۷۳۶۷) آغازگرهاي
BRT۲ برگشت و (۵-GAAGGATCCATGGCTTACTCTATGC)

ــگاه  جاي ــا ب (۵-CACGGATCCCGAGTTAACTCTTCCT)
طراحي است) شده ــخص مش ترادف (در BamHI آنزيم براي ــي برش
نهايي ــم حج در ــراز پليم ــي ــره اي زنجي ــش واكن ــد ند. ش ــاخته و س
ــر ميكروليت  ۱ ــو، الگ DNA ــرم نانوگ ۱۰۰ ــاوي ح ــر ميكروليت ۵۰
۲۰۰MgCl۲ مولار ۲ ميلي ــر، پرايم هر از مولار ــو پيك ۱۰ ــت ازغلظ
۲ /۵ و dNTP (deoxy nucleotide tri-phosphate) ــولار ميكروم
گرفت. ــام انج DNA polymerase (Fermentas) pfu ــم ــد آنزي واح
مورد ژني ــاختار س حضور اثبات براي مولكولي ــاي آناليزه منظور ــه ب
GUS با ژن  براي ــتي برگش پرايمر احتمالي ــت تراريخ در گياه ــر نظ
طراحي نيز GUSR (۵’-CCGGCATAGTTAAAGAAATCATG ) نام
عنوان پرايمر به BRT۱پرايمر همراه به پرايمر اين از ــد. ش ــاخته س و
GUSژن و ــتي كلروپلاس ــانه نش توام ترادف ــور حض ميتوان ــت، رف
با ــن تراد ف۶ تعيي منظور به ــرد . اثبات ك تراريخت ــاه گي ــوم ژن در را
مورد قطعه كردن، كلون مراحل در ــهولت ــتاندارد وس اس پرايمرهاي
صحت ــد. ش وارد BamHI ــل و در مح pUC ۱۸ ــميد پلاس د ر ــر نظ
آناليزهاي آنزيمي و PCR ــا روش ب pUC ۱۸ ــميد  پلاس در كلونينگ
به ــد. ش ــال ارس يابي نوتركيب براي توالي ــميد وپلاس ــده ش ــد تأيي
ــانه نش حاوي ترادف pUC ۱۸ ــميد پلاس گياه، به ژن انتقال ــور منظ
برش داده قطعه و ــد ش بريد ه XbaI و Cfr۹I آنزيم دو ــا ب ــكو روبيس
خورده ــرش ب آنزيمها ــان هم با كه pBI ۱۲۱ ــميد پلاس درون ــده ش
pBI ۱۲۱ ــوان۱۷۰+ عن تحت حاصله ــميد پلاس ــد. كلون گرد ي ــود ب

ــد. ــذاريگردي نامگ

آگروباكتريوم از استفاده با توتون گياه به ژن انتقال
(۱۹) ذوب۷ و ــاد انجم روش از ــتفاده اس با pBI ۱۲۱+ ــميد۱۷۰ پلاس
منتقل LBA ۴۴۰۴ ــويه س ،Agrobacterium tumefaciens ــري باكت ــه ب
قطعات استاندارد توسط روش آگروباكتريوم با گياه توتون تراريختي گرديد .
ماهه ۲ الي ــك ي گياهان ــتفاده ازبرگهاي جوان اس ــي(Leaf disk) وبا برگ
آگروباكتريوم ــا ب آلودگي از ــس برگي پ ــت. قطعات گرف ــتريل صورت اس
(NAA) ــيد اس ــتيك اس نفتالن هورمون حاوي (۱۶) MS محيط روي بر
mg/L با غلظت (BAP) ــون بنزيل آمينو پورين وهورم ۰ /۱ mg/L ــا غلظت ب
دماي و شرايط تاريكي در باززايي، محيط روي بر ــدند. نمونه ها ش منتقل ۳
بافتهاي ساعت، ۴۸ از پس گرفتند. قرار رشد اتاق گراد ــانتي س ۲۵ درجه
ــيم سفوتاكس بيوتيك ــي ــاوي آنت ح ــگر محيط گزينش ــه ــده ب ش تلقيح
شرايط مراحل تمام در يافتند. انتقال (۲۵mg/l) كانامايسين و (۲۰۰mg/l)
۲۵ ودماي تاريكي ساعت ۸ روشنايي و ۱۶ ساعت نوري دوره با ــد رش اتاق
بافت اوليه جدا از شده ــاقههاي باززايي س گرديد. اعمال گراد ــانتي س درجه
انتقال براي فوق روش ــدند. ش د اده انتقال جديد انتخابي محيط هاي ــه ب و
به عنوان نظر) مورد قطعه (فاقد ــتاندارد اس pBI ــميدي۱۲۱ پلاس ساختار

شد. شاهد منفي نيز انجام
 

آنها ريشهزايي جوانههاي تراريخت و انتخاب
جد يد  ــگر گزينش به محيط يكبار هفته دو فاصله زماني به نمونهها ريز
چهار مرحله د ر شده ــدند. گياهچههاي باززايي ش ــت واكش تركيب همان با
ــدند. ش منتقل ۵۰mgL ــين كانامايس غلظت با ــگر گزينش محيط به برگي
يافت. بـه افزايش ۱۰۰mg/L به ــد بعدي رش در مرحله ــين غلظت كانامايس
به MS محيط به محيط رشديافته، و سبز زايي، گياهچههاي ــه منظور ريش
و ( ۱۰۰mg/L كانامايسين و ۲۰۰mg/L ــيم (سفوتاكس بيوتيك آنتي همراه

شدند. د اده انتقال هورمون فاقد

شيميايي هيستو ملكولي و آناليزهاي
(گلدان)  خاك درون به شدن، د ار ريشه از پس تراريخت،  گياهچههاي
تراريخت توتونهاي سبز جوان و برگهاي از DNA ــتخراج اس يافتند. انتقال
در ،GUS ژن ــار كن د ر (۱۷۰bp ) ــانه نش ــه ترادف ــد. وجود قطع ش انجام
(پرايمر BRT۱ ــاي پرايمره از ــتفاد ه PCR با اس با انجام تراريخت ــان گياه
د اخل در كه GUS ژن ــتي برگش (پرايمر GUSR ۱۷۰) و قطعه براي رفتي
ــيميايي هيستوش آزمون انجام منظور به ــد. ش تاييد بود ) ــده ش آن طراحي
رنگ مورد ــتاندارد اس با روش و برگي انتخاب ۶ حدود ــاي گياهچهه GUS

۱۷۰ قطعه ــب مناس ــي عملكرد بررس منظور به ــد(۹). قرار گرفتن ــزي آمي
ــتخراج اس ــت، كلروپلاس به درون GUS ژن محصول انتقال در جفت بازي
با تراريخت غير و توتونهاي تراريخت و جوان ــبز برگهاي س از ــت كلروپلاس
بر آميزي GUS بلافاصله رنگ گرفت(۳). صورت از روش استاندارد استفاده

شد. انجام شده جد ا روي كلروپلاستهاي

بحث نتايج و
آنزيم از ــتفاد ه اس با و كلزا گياه ژنوم روي نظراز مورد تكثير قطعه نتيجه
اوليه از اطمينان منظور به است. مشاهده قابل ۱ شماره شكل در pfu پليمراز
داراي HaeIII، كه آنزيم با نشانه تراد ف قطعه آنزيمي آناليز تكثير شده، قطعه
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۵۷ و ــد ازه ۱۱۳ ان با قطعاتي (توليد ــت اس قطعه داخل جايگاه برش در ــك ي
PCR كه محصول روي آنزيمي بر ــز آنالي اين نتيجه گرفت. انجام باز) ــت جف
بعد مراحل در است. شد ه ارائه ۲ ــكل ش در ــوب ميشود محس كار اوليه تاييد
pUC ۱۸ نظير عمومي سازي همسانه ناقل يك داخل در ــده ش تكثير قطعه
از هضم pUC پلاسميد۱۸ در ژن ــانه سازي همس تاييد منظور به گرفت. قرار
صورت بازي جفت ۱۷۰ قطعه ساختارpUC ۱۸ حاوي روي بر PCR و آنزيمي
پلاسميد ۱۸ د ر همسانه سازي است. شده ارايه ــكل ۳ نتيجه درش گرفت كه
پرايمرهاي از ــتفاده اس اول هدف ميكند؛ ــال دنب ــي را اساس هدف دو pUC

پرايمرها اين اتصال محل است كه تراد ف انجام تعيين براي M۱۳ ــتاندارد اس
MCS از ــرداري ب بهره ــميد قرار دارد. هدف دوم اين پلاس MCS در دوطرف
انتقال به پلاسميد براي ساختار اين انتهاي دو سازي آماده ناقل به منظور اين
مذكور نشانه ترادف سازي همسانه ميباشد. pBI ۱۲۱ يعني گياهي ژن بيان
پرايمرهاي گيري كار به و PCR ــتفاده از روش اس با pBI ــميد ۱۲۱ در پلاس
Cfr۹Iو XbaIآنزيمهاي با ــانه وهمچنين هضم نش ترادف ــر دو س اختصاصي
همسانه تاييد نتايج گرديد. تاييد د ارد، وجود شده كلون قطعه ــر س دو كه در
جايگاه از استفاده است. ۴ آمد ه شكل pBI د ر ۱۲۱ پلاسميد قطعه در سازي
سازي همسانه امكان بر علاوه نظر، مورد ترادف ابتداي د ر XbaI آنزيمي برش
روي بر (AUG) كدون آغازين ــل از قب ميگردد كه pBI موجب ــل۱۲۱ ناق در
اتصال براي بهينه توالي يوكاريوت سلولهاي داخل د ر ــده ش ساخته mRNA

گزارشات بر اساس آيد. آن بوجود عملكرد مناسب گياهي وهمچنين ريبوزوم
در A نوكليوتيد ويژه به و (R)باز پورين يك وجود (۱۳ ،۱۱ ،۱۰) ــده ش ارايه
شناسايي كدون در مهمي ــيار بس اثر (AUG ــروع ش مبناي (بر -۳ موقعيت
در مولكولهاي نوكليوتيد اين وجود دارد. ژن بيان افزايش ودر نتيجه آغازين
جايگاه گيري به كار است. شده حفاظت كاملا" و گياهان پستاند اران mRNA

از كدون قبل دقيق طور به ــايي TCTAGA كه ترادف شناس XbaI با آنزيمي
قرار (A) پورين باز -۳ موقعيت در كه ميگردد موجب است گرفته قرار آغازين

MCS موجود در آنزيمي ــاي جايگاهه ــاير س از برداري بهره حاليكه گيرد .در
نميكند. ايجاد را موقعيت اين pBI۱۲۱ پلاسميد

MS محيط د ر ريخت كه بر روي قطعات برگ ترا رشد يافته ــاقههاي نوس
مناسب وبه از رشد الف) پس - ۵ بودند (شكل حاوي كانامايسين بد ست آمده
يافتند بزرگتر انتقال ظروف زائي و درون ــه ريش محيط به ــه زايي ريش منظور
از نيز تراريخت ــلولهاي باززايي س و توتون تراريختي گياه در ب). – ۵ ــكل (ش
است قادر كانامايسين شد. استفاد ه كانامايسين غلظتهاي در افزايش استراتژي
گياه، موجود د ر پروكاريوتي ــاختارهاي س در ۳۰S ريبوزوم بخش ــا اتصال به ب
تحت اثر سلول پروتئين سازي، عملكرد د ر ايجاد اختلال وبا كلروپلاست، نظير
به كامل بستگي شد ه تراريخت گياهي سلول يك مقاومت ميزان ببرد . بين از را
ژنوم درون آن قرارگيري۸ جايگاه و كانامايسين به مقاومت ــخههايژن تعداد نس
نا تركيبات آزادشدن غير تراريخت و مرگ سلولهاي اين روش در دارد. هستهاي
تراريختي سلولهاي و ند اشته تراريخت سلولهاي حذف در تاثيري آنها از مطلوب
نباشد مناسب ژني ساختارهاي جاگيري محل يا شده وارد نسخههاي تعداد كه
از بهرهبرداري حذف ميشوند. بيوتيك آنتي ناشي از محيطي فشار بخاطر تنها
انتخاب در (۵۰ ،۷۵ ،۱۰۰mg/L) كانامايسين بيوتيك آنتي فزايند ه غلظتهاي
در كاملا پايد ار گياهچههاي موجب ميگردد كه توتون تراريخت گياه سلولهاي

گردد. انتخاب كانامايسين برابر
توسط پرايمرهاي  احتمالي تراريخت گياهان DNAروي PCR بر  نتايج
و ــانه) نش تراد ف ابتد اي اختصاصي مربوط به ــر BRT (پرايم ۱ ــي اختصاص
نشان بود) ــده ش طراحي GUS ژن د اخل د ر كه ــتي برگش GUSR (پرايمر

در جايگيري ــگام وهن ــده ش انجام خوبي به ترادف دو اين ــال اتص ــه ك داد
يك قطعه تكثير احتمالي نشده است. نيز دچار آسيبهاي گياه داخل ژنوم
گياه د ر بايد تنها و ــد ميباش پرايمر دو فاصل اين حد كه جفت بازي ۷۱۵
ژنوم د ر ساختار اين ــب مناس حضور براي اوليه دليل ــود تكثيرش تراريخت

است. آمده ۶ شماره شكل در آناليز اين نتايج ميباشد. گياه

قطعه  تكثير شكل1) محصول
بر نشانه پپتيد به مربوط

آگارز 5/ ٪2 ژل روي
بازي ماركر 100 جفت (1

پليمراز Pfu با آنزيم تكثير (2 

پپتيد نشـانه (170 آناليز قطعه شـكل2)
ژل آگارز5/ ٪2 روي بر آنزيمي با هضم بازي) جفت

عنوان كنترل) (به بازي جفت قطعه 170 (1
بازي ماركر 100 جفت (2
HaeIII آنزيم با هضم (3

... نشانه ترادف جداسازي
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د و در نشانه ترادف قطعه حضور بررسي (3 شكل
و آنزيمي هضم با 18 پلاسميد

با محصولات 1و4)
 2 و 1  پرايمرهاي

بازي ماركر 100 جفت (3
با 18+170 آنزيمي هضـم محصولات 2و5)

BamHI آنزيم

نشـانه در ترادف قطعه وجود بررسـي شـكل4)
كمك به  121 +170 ناقـل پلاسـميد ي د رون

آنزيمي هضم و
2 و پرايمرهاي 1 محصول با (1

بازي ماركر 100 جفت (2
3)محصولهضم آنزيمي170+121 باآنزيمهاي

است) باز جفت حدود 180 Cfr9(قطعه Xbaو 

تاكسيم سفو 200 / و كانا مايسين 50  / حاوي  گزينشگر محيط د ر  121 با ساختا170+ تراريخت گياهچههاي الف: شكل5)
ماه) از يك پس هورمون بدون و 100 / باغلظت بيوتيك(كانامايسين آنتي حاوي محيط در تراريخت گياهچههاي ريشه زايي و رشد ب:
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تراريخت  گياه از شد ه رويبرگ جدا شيميايي GUSبر  نتايجآزمونهيستو
ميزان د ر تفاوت . ــكل۷- الف) (ش بود آنها در GUS بيان ژن ــانگر نش احتمالي،
ژن محصول هدفمند شد ن از ناشي ميتواند ــده ش مشاهده تجمع رنگ وبويژه
ــد باش گياهاني ــه با مقايس در مورد نظر) گياهان (در ــتها كلروپلاس به GUS

ــم آنها پراكند ه سيتوپلاس در عمومي صورت به GUSژن از حاصل ترادف ــه ك
بيان ــت) تراريخ (گياه غير ــرل نمونههاي كنت د ر ب) . -۷ ــكل است(ش ــده ش
د ر نشانه پپتيد عملكرد ــتراز بيش اطمينان منظور به نشد. ــاهد ه مش GUS ژن

بايد تراريخت، گياهان ــت كلروپلاس داخل به GUS ژن محصول هدفمندكردن
كرده ــازي را جداس ــتها كلروپلاس تراريخت وغير تراريخت گياهان از برگهاي
انجام شود. جهت استخراج اندامكها اين روي بر GUS آزمايش رنگ آميزي و
بين مقايسه شد. استفاده جداگانه) (بطور مسن و جوان برگهاي از كلروپلاست
برگهاي جوان حاصل از كلروپلاست هاي كميت و كيفيت د اد كه ــان نش نتايج
فراوردههاي وجود كه ــد ميرس ــد. به نظر ميباش ــبتر مناس ماه) يك از (كمتر
باقي كلروپلاست ها همراه به استخراج حين در كه ــته نشاس ويژه به و ذخيرهاي
GUS دارد. آميزي در رنگ به ويژه و محصول نهايي مستقيمي بر ميماند تاثير
از ــي ناش رنگ نيازمند حذف ــتها كلروپلاس روي آميزي GUS بر رنگ انجام
به باشد اين عمل مشاهده قابل GUS ازعملكرد حاصل رنگ ــت تا اس كلروفيل
اتانول مجاورت اما ميپذيرد، اتانول مطلق انجام از برداري بهره با ــول معم طور
در اين موجود آب بري، رنگ بر علاوه كه ميگردد موجب كلروپلاستها با مطلق
مجتمع توده هاي به صورت  كلروپلاستها و شده خارج سرعت به نيز ها اندامك
خواهد ــكل ــيار مش بس آميزي رنگ بعدي مراحل انجام صورت اين در آيند. در
تكرار و اتانول رقيقتر محلولهاي با بري رنگ عمل، اين از جلوگيري براي ــد. ش
نتايج گرفت. قرار ــتفاده اس مورد جايگزين، ــي روش به عنوان بري رنگ مراحل
تراريخت احتمالي گياهان از شده جدا روي كلروپلاستهاي بر GUS ــنجش س
هدفمندشدن نيز شاهد گياهان ــده از ش جدا با كلروپلاستهاي آن ــه مقايس و
در نتيجه ميدهد. اين نشان خالص درون كلروپلاستهاي به را GUS پروتئين
نشانه تراد ف كه شد مشخص با اين آزمايش است. آمده د ر نمايش به ۸ ــكل ش
است قاد ر است، ــد ه ش جدا كلزا از گياه كه ــكو روبيس آنزيم كوچك واحد زير از
اين آن بر علاوه ــت نمايد . هد اي ــت كلروپلاس داخل به را يك پروتين هترولوگ
اين آزمايش از ــت. اس داده روي تنباكو) (گياه هترولوگ ميزبان ــك ي در عمل
در از اين يافته شد. ــانه متصور نش ترادف اين براي عموميتر نقش يك مي توان
نظير نوتركيب پروتيين هاي هدفمندكردن ــراي ب ميتوان گياهي بيوتكنولوژي
زنده غير و به استرسهاي زنده ايجاد مقاومت كه در دارويي، موادي پروتينهاي
و ــت ــت اس كلروپلاس اندامك درون در عملكرد آنها محل دارند و نقش در گياه

كرد. بهرهبرداري موارد مشابه

سپاسگزاري
ــيار  بس كمكهاي براي نجفي فرزانه دكتر و جعفري محيات خانم ها از

بالف

... نشانه ترادف جداسازي

ژن محصول حضور براي تراريخت گياهان برگهاي آميزي رنگ شكل7)
                                          الف: گياه حاوي ساختار121+170  

                                                ب: گياه حاوي ساختار121 

با واكنش با تراريخت گياهان مولكولي آناليز نتايج شـكل6)
٪1 آگارز ژل روي بر 1 و ازپرايمرهاي استفاده

حاوي  سـاختار 121  با گياهان 2و4) بازي جفت 100 ماركـر (1
قطعه 170 جفت بازي

تراريخت 6)  غير گياهان (5 تنها 121 سـاختار حاوي گياه (3
(بدون الگو) كنترل منفي
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اين انجام هزينههاي كليه ــود. ميش قد رداني ــكر و تش ــگاهي مفيد آزمايش
ژنتيك مهندسي ملي پژوهشگاه ۱۷۰ شماره پروژه اعتبارات محل از تحقيق

است. شد ه تامين فناوري زيست و

پاورقيها
1- Protien Targeting

2- Signal Peptide

3- Transit Peptides

4- Petunia

5- Signal Sequence 

6- Sequencing

7- Freeze and thow

8- Positional effect 
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