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   فناوري گياهان زراعيزيست علمي ـ پژوهشي مجله

 )35-48( 1390اول، پاييز شماره  سال اول،

  E-mail: mthrhm@yahoo.com    مطهره محسن پور :نويسنده مسئول *

  اي گياه براي اختصاصي كردن بيان  مهندسي ژنتيك ژنوم هسته

  با طراحي و تراريزش سيگما فاكتور هيبريد ژن در كلروپلاست
  

  2مسعود توحيدفر و *1پور مطهره محسن

  دكتري اصلاح نباتات، پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايران، 1
  استاديار و عضو هيأت علمي پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايران ،2

  )28/9/90: تاريخ تصويب -11/8/90: تاريخ دريافت(

  

  چكيده

  
پلاستيدي   در ناقل )E. coli )groEسيستمي با قراردادن پيشبر شوك حرارتي 

باكتري تحت يك پيشبر مختص بافت  -و ساخت سيگما فاكتور هيبريد گياه
يد تا بتوان بر مشكل كاهش رشد و يا باروري گياه در انتقال ژن به طراحي گرد

گردد، غلبه  پلاستيد كه اغلب به دليل اثرات توليد دائمي محصول تراژن ايجاد مي
سيگما فاكتور  شبه انتهاي آمينهاي قسمت  تركيب موتيفكه با  طوري به.  نمود

و موتيف برهمكنش با  توتون كه داراي توالي نشانه براي ورود به كلروپلاست
ترمينال فاكتور سيگما -Cهاي قسمت  باشد با موتيف پليمراز كلروپلاستي مي

را دارد، يك فاكتور  groEكه قدرت تشخيص و اتصال به پيشبر  E. coliي 32
طي  HSigاين ژن هيبريد موسوم به . طراحي گرديد E. coliسيگماي هيبريد گياه 

از . سازي شد مراحلي با افزودن نواحي تنظيمي در وكتور آگروباكتريومي كلون
وكتور نوتركيب حاصل براي انتقال ژن به رقم ايراني توتون استفاده گرديد و 

، سادرن بلات و رونويسي PCRرديابي گياهان تراريخته حاصل توسط آناليز 
 pFNGiا استفاده از ناقل حاصل ب HSigگياهان تراريخته . معكوس اثبات گرديد

به روش تفنگ ژني مورد تراريختي مجدد پلاستيد قرار گرفتند و بيان پروتئين 
در بافت  HSigدر كلروپلاست، بيان  groEتحت پيشبر ) GFP(فلورسنت سبز 

گيري آن به پلاستيد با استفاده از پپتيد نشانه را اثبات  سبز گياه تراريخته و هدف
در ژنوم كلروپلاستي طراحي و ساخته شد،  GFPي بيان سيستمي كه برا. نمود

اين قابليت را خواهد داشت كه با  جايگزيني هر ژن دلخواه ديگري به جاي 
GFP  كردن بيان ژن در كلروپلاست در كشاورزي   براي اختصاصياستفاده و

  .ملكولي مورد استفاده قرار گيرد
  

  ون، سيگما فاكتور هيبريد،انتقال ژن، بيان اختصاصي، توت :هاي كليدي واژه
  پلاستوم مهندسي ژنتيك                         
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  مقدمه

مهندسي ژنتيك كلروپلاست نسبت به هسته 
دهد كه  چندين مزيت منحصر به فرد را ارائه مي

، )Daniell et al. 2002(بيان بالاي تراژن : شامل
 Daniell)مهندسي چندژني در يك رويداد انتقال ژن 

et al. 2002, De Cosa et al. 2001, Ruiz et 

al. 2003) ،داشتن تراژن از طريق وراثت  محدود نگه
 De)، فقدان خاموشي ژن )Daniell 2002( 1مادري

Cosa et al. 2001, Lee et al. 2003) فقدان ،
 و پليوتروپيك )Daniell et al. 2002(اثرات مكاني 

)Lee et al. 2003(  و فقدانDNA  خارجي
استفاده از تكنولوژي انتقال ژن به  .باشد ناخواسته مي

بودن  پلاستيد به خاطر مشكلاتي نظير مشكل
ها محدود  و انتخابي تراژن دستيابي به بيان تنظيمي 

توسط نور آبي  كهpsbD به استثناي پيشبر. شده است
پيشبر داخلي كه بتواند به طور  شود، ديگر هيچ القا مي

. باشد اختصاصي در پلاستيد القا شود، در دسترس نمي
ها به صورت دائمي در تمامي مراحل  بنابراين تراژن

در نتيجه رشد گياه . شوند رشد و نموي گياه بيان مي
اغلب به خاطر اثرات مضر توليد محصول تراژن 

  .)Buhot et al. 2006(گردد  مختل مي
 Lossl etتلاش براي حل اين مشكل  به منظور

al. (2005) يك ژن ،RNA  پليمراز فاژT7  كه در
شد را به  گيري مي هسته كد و به پلاستيد هدف

توتون وارد كردند و ژن مورد نظر را تحت كنترل 
اما در اين . اي قابل القا قرار داده دادند پيشبر هسته

ي تراژن در سطوح mRNAسيستم با وجود تجمع 
شود و گياهان  يابي نمي زياد، پروتئين مربوط به آن رد

زدن سريع از بين  به كندي رشدكرده و پس از جوانه
 Muhlbauer andدر تحقيق ديگري . روند مي

Koop (2005) ها  براي كنترل بيان در كلروپلاست
باكتريايي استفاده كردند كه از  Lacاز پيشبر 

                                                                     
1. Transgene containment 

بازدارندگي اين . كند رونويسي تراژن جلوگيري مي
تيو -كردن گياه با ايزوپروپيل بتا تنها پس از اسپري
به دليل . شود رفع مي IPTG(2(گالاكتوپيرانوزيد  

استفاده از اسپري، اين تكنيك محدود به گياهان 
هاي هوايي  و نيز تنظيم تظاهر در بافت اي گلخانه

 .Buhot et alدر تحقيق ديگري . باشد گياه مي
س اصلاح يك فاكتور روشي بر اسا (2006)

كردن آن براي پيشبر  رونويسي داخلي و اختصاصي
خارجي كه روي ژنوم پلاستيدي وجود ندارد، به كار 

ها  بودن تشخيص پيشبر در باكتري اختصاصي. بردند
هاي  كننده رونويسي كه فاكتور هاي آغاز توسط فاكتور

. گيرد شوند، صورت مي سيگما ناميده مي
پيشبر توسط فاكتورهاي بودن تشخيص  اختصاصي

سيگما  شش فاكتور شبه. شود سيگما نيز ايجاد مي شبه
وجود دارند و  3در ژنوم هسته آرابيدوپسيس تاليانا

  باكتري 70هاي خانواده سيگما  ها ويژگي آن تمامي
E. coli ها همچنين از يك دامين  آن. باشد را دارا مي

دهد و  را تشخيص مي DNAانتهاي كربوكسيل كه 
كنش  هم پليمراز برRNA دامين انتهاي آمين كه با

هاي انتهاي  قسمت. اند كند، تشكيل شده مي
سيگماي گياهي كه  هاي شبه كربوكسيل پروتئين

خوبي حفاظت  دهند، به نواحي پيشبر را تشخيص مي
براساس اين نتيجه . (Buhot et al. 2006)اند  شده
  - گياه(سي هيبريد توان يك سيستم رونوي مي

E. coli ( ايجاد نمود و تراژن پلاستيدي را تحت
يعني پيشبر  E. coliكنترل پيشبر شوك حرارتي 

groE  قرار داد و رونويسي از تراژن را با استفاده از
كه تركيبي از قسمت  يك فاكتور رونويسي شيمري 

و ) SLG1(گياهي  1انتهاي آمين فاكتور سيگما
 32ل فاكتور رونويسي سيگما قسمت انتهاي كربوكسي

زيرا . دست آورد باشد، به مي E. coliشوك حرارتي 

                                                                     
2. Isopropyl-β-D-thio-galactoside (IPTG) 

3. Arabidopsis thaliana 
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قسمت انتهاي كربوكسيل فاكتور رونويسي 
بايد فقط ژن تحت  32سيگما /SLG1هيبريدشده 

را روي ژنوم پلاستيدي  groEكنترل پيشبر 
تشخيص دهد و قسمت انتهاي آمين آن بايد قادر 

) PEP(پلاستيد باشد تا با پليمراز كدشده در 
 E. coliهاي شوك حرارتي  پيشبر. كنش نمايد هم بر

دارند  70هاي سيگما هاي بسيار متفاوتي از پيشبر توالي
كند تا  پليمراز را قادر مي RNA، 32و فاكتور سيگما

هاي شوك حرارتي آغاز  رونويسي را منحصراً در ژن
، قادر به تشخيص 32هولوآنزيم سيگما. كند

 70كه توسط هولوآنزيم سيگما پيشبرهايي نيست
نيز قادر  70شوند و هولوآنزيم سيگما رونويسي مي

. نيست پيشبرهاي شوك حرارتي را تشخيص دهد
در ژنوم كلروپلاستي  32مهم اينكه پيشبرهاي سيگما

وجود ندارد يعني واردكردن تراژن تحت كنترل پيشبر 
، بيان بسيار اختصاصي آن را در پي خواهد 32سيگما
  . داشت

هدف از اين تحقيق مهندسي ژنتيك گياه براي 
  ايجاد سيستمي با استفاده از پيشبر شوك حرارتي 

E. coli  و ساخت سيگما فاكتور هيبريد براي بيان
اختصاصي و يا قابل القاي ژن خارجي در ژنوم 
كلروپلاستي بود تا مشكل كاهش رشد احتمالي در اثر 
بيان دائمي و بالاي تراژن در گياهان 

  .پلاستومي، برطرف گردد انستر
  

  ها مواد و روش

آناليزهاي بيوانفورماتيكي به منظور ساخت 

  باكتري -فاكتور سيگماي هيبريد گياه

باكتري  32ي سيگما فاكتور  توالي ژن كدكننده
E. coli )rpoH (ي دسترسي  با شمارهAY616608 

ي سيگما فاكتور گياه  ي كدكنندهmRNAو نيز توالي 
ي دسترسي  با شماره) NtSig1B )sigAتوتون 

AB023572 اي  از پايگاه دادهNCBI1  دريافت شد .
هاي نوكلئوتيدي مذكور به توالي  سپس توالي

هاي داده پروتئين  اسيدآمينه ترجمه گرديد و در پايگاه
هاي فعال  ي موتيف نمودن محدوده براي مشخص

  .پروتئيني مورد آناليز قرار گرفت
  باكتري /بريد گياهساخت فاكتور سيگماي هي

و قسمت  Sig32از  انتهاي كربوكسيلقسمت 
به ترتيب با استفاده از  NtSig1Bانتهاي آمين از 

و توتون، با استفاده  E. coliي ژنومي DNAالگوي 
كنندگي  از آنزيم پليمراز داراي خاصيت تصحيح

و با استفاده از پرايمرهاي ) Fermentasشركت (
فاده از نرم افزار با است(شده  اختصاصي طراحي

Vector NTI(پرايمرهاي اختصاصي . ، تكثير شدند
پوشان بايكديگر  با افزودن دنباله آزاد به صورت هم

طوري طراحي شدند كه امكان اتصال دو قسمت، 
اصلي فراهم   ORFبا حفظ  2SOEing PCRتوسط 

  ).1جدول (شود 
و  sig32-Fباند حاصل از تكثير با پرايمرهاي 

sig32-R  و نيز باند حاصل از تكثير با پرايمرهاي
sigA-F  وsigA-R از روي ژل آگارز جدا و ،

ي اين دو  محصول خالص شده. سازي گرديد خالص
قطعه با هم به نسبت مولي مساوي مخلوط شدند و 

ها و ساخت سيگما  به عنوان الگو براي اتصال آن
با  SOEing PCRباكتري در /فاكتور هيبريد گياه

، مورد sig32-Rو  sigA-Fاز پرايمرهاي  استفاده
ي مربوط به سيگما  استفاده قرار گرفتند و قطعه

 .تكثير گرديد HSigفاكتور هيبريد موسوم به 
سازي سيگما فاكتور هيبريد در وكتور  كلون

  آگروباكتريومي 

سازي از روي ژل  ، پس از خالصHSigباند مربوط به 
 High Pure PCR Productبا استفاده از (آگارز 

                                                                     
1. http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
2. Splicing by Overlap Extension 
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Purification Kit  شركتRoche( در حامل ،
) Fermentasشركت ( pTZ57R/T ي اوليه
-XLIسويه  E. coliهاي  كلوني. سازي شد كلون

Blue  كه پلاسميد نوتركيب را به همراه سيگما
دريافت كرده بودند، روي ) HSig(فاكتور هيبريد 

 دند،  كلونيسيلين رشد كر محيط انتخابي حاوي آمپي
PCR  به طور اوليه حضور قطعه موردنظر را تأييد كرد

هاي مثبت،  و پس از استخراج پلاسميد از كلوني
. آناليزهاي هضم آنزيمي صحت قطعات را اثبات نمود

ي بعد با استفاده از  در مرحله HSigي  قطعه
جداسازي و در ناقل  SacIو  BamHIهاي  آنزيم

pCIB4421 )Ghareyazie et al. 1997 ( تحت
و  PEPCسبز  پيشبر اختصاصي بيان در بافت

ي  در مرحله HSigكاست . قرار گرفت 35Sترميناتور 
   EcoRIهاي  آنزيم بعد با هضم آنزيمي ناقص توسط 

خارج و در  pCIB-Hsig، از وكتور HindIIIو 
كه  pBI(-k)ي  ي ناقل دوگانهT-DNAي  ناحيه
سازي  ود، كلونتوسط نويسندگان ساخته شده ب قبلاً

مجدد گرديد و در نهايت وكتور حاصل موسوم به 
pBI(-k)-Hsig اين پلاسميد به روش . دست آمد به

An et al. (1986)  به آگروباكتريوم سويه
LBA4404 سازي و  كليه مراحل كلون. منتقل گرديد

هاي  آناليزهاي مولكولي با استفاده از دستورالعمل
Sambrook and Russel (2001) انجام گرفت.  

  مواد گياهي

در اين تحقيق از بذر توتون رقم ايراني جعفرآبادي 
دريافتي از مركز تحقيقات توتون تيرتاش استفاده 

بذرها پس از ضدعفوني روي محيط . گرديد
Murashige and Skoog (1962) )MS ( حاوي

     .، كشت شدندMSهاي  ويتامين
  

  شده در اين تحقيق توالي پرايمرهاي طراحي -1جدول 
  پرايمر توالي

5'- CCGTGTAGTAGTCTTGGCTTTTAG -3' sigA-F 

3'- TTTTTCTCTAGGGTGAGACATCGCAAG -5' sigA-R 

3'- TGCGGCTTGCGATGTCTCACC -5' sig32-F 

5'- CTCATCTAGGGTTCTCTGCTTAATAG -3' sig32-R 

  .هاي مكمل همپوشان است هايي از توالي كه زير آن خط كشيده شده نشان دهندة قسمت قسمت                                    

  
  همكشتي با آگروباكتريوم و باززايي گياهان  

ي  يك كلوني از باكتري آگروباكتريوم سويه
LBA4404  ليتر ازميلي 5در LB  مايع همراه با

mgl(هاي لازم  بيوتيك آنتي
كانامايسين و  50 1-

mgl
درجه  28در دماي ) سين آمپي ريف 75 1-

پس از . قرار داده شد rpm 200گراد و با دور  سانتي
 50ليتر از كشت باكتري در  رشد، يك ميلي

ساعت  3سازي شد و پس از مايع رقيق  LBليتر، ميلي
مذكور، استوسرينگون به  قراردادن در دور و دماي

ها اضافه  ميكرومولار به كشت باكتري 100غلظت 
ها  ، باكتري6/0به   OD600nmگرديد و تا رسيدن

هاي  برگ. دوباره در دور و دماي مذكور قرار گرفتند

بالغ توتون به صورت قطعات مربعي شكل به اندازة 
cm

بريده شدند و با آگروباكتريوم با  5/0- 1 2
OD600nm سپس به .  سازي شدند ، آلوده6/0ر با  براب

گراد،  درجه سانتي 28روز، در تاريكي و دماي  3مدت 
 1/0و  MSهاي  به همراه ويتامين MSروي محيط 

، BAPگرم در ليتر  ميلي NAA ،1گرم در ليتر  ميلي
درصد ژلرايت كه  2/0و  pH 7/5درصد سوكروز، با  3

وسرينگون ميكرومولار است 100پس از اتوكلاو به آن 
پس از همكشتي، . شده بود، قرار گرفتند اضافه

زايي كه تركيبات آن مانند  ها به محيط شاخه ريزنمونه
محيط ذكر شده در بالا بود، با اين تفاوت كه به جاي 

گرم در ليتر  ميلي 250استوسرينگون حاوي 
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 28ها در دماي  نمونه. بود، منتقل شدند 1سفوتاكسيم
 8ساعت نور و  18فتوپريود  گراد و با درجه سانتي

روز  10واكشت هر . ساعت تاريكي پرورش داده شدند
   .يك بار، انجام گرفت

  آناليز گياهان باززا شده از لحاظ تراريختي

از گياهان توتون باززاشده در  DNAاستخراج 
 .Ahmed et alمراحل اوليه رشد با استفاده از روش 

در اين روش . با اعمال تغييراتي انجام گرفت (2009)
كردن بافت گياهي با استفاده از هاون  كه به خرد

ي كوچكي از  باشد، مستقيماً از تكه چيني نياز نمي
متر مربع براي  بافت گياه در حدود يك سانتي

براي  PCRواكنش . استفاده شد DNAاستخراج 
انجام  رديابي حضور ژن مورد نظر در گياهان باززاشده

و  sigA-Fدر اين واكنش از پرايمرهاي . گرفت
sig32-R  براي رديابي گياهاني كهHSig   

)bp 2300( را دريافت كرده بودند، استفاده گرديد .
تر گياهان تراريخته از  علاوه بر اين براي آناليز آسان

. نيز استفاده گرديد sig32-Rو  sig32-Fپرايمرهاي 
د انتظار با اين پرايمرها از آنجايي كه طول باند مور

تواند توسط آنزيم  تر است، لذا به راحتي مي كوتاه
جفت پرايمرهاي ديگري . تكثير گردد Taqپليمراز 

كه براي تأييد صحت تراريختي مورد استفاده قرار 
بودند كه باند مورد  sig32-Fو  M13-Fگرفتند 
  .بود bp1061ها  انتظار آن

  زايي انتقال به محيط ريشه

جواب مثبت دادند،  PCRگياهاني كه به واكنش 
تركيبات محيط . زايي منتقل شدند به محيط ريشه

به همراه ويتامين  MSزايي شامل محيط كشت  ريشه
درصد سوكروز، با  NAA ،3گرم در ليتر  ميلي 1/0و 
7/5 pH  درصد ژلرايت بود كه پس از اتوكلاو  2/0و

  ..اضافه شد گرم در ليتر سفوتاكسيم ميلي 250به آن 

                                                                     
1. Cefotaxime 

  2آناليز سادرن بلات

آناليز سادرن بلات غير راديواكتيو بر اساس 
 Dig، (DIGدستورالعمل راهنماي استفاده از 

Application Manual (Roche Diagnostics 

GmbH)) يك پروب اختصاصي براي . انجام شد
از سيگما فاكتور هيبريد نوتركيب  Sig32قسمت 

)HSig ( نشاندارشده باDig  توسطPCR  و با
و با الگو  sig32-Rو  sig32-Fاستفاده از پرايمرهاي 

، تهيه HSigشده  ي خالصDNAقراردادن قطعه 
ي ژنومي توتون با استفاده از DNAكل . شد

DNeasy Plant Mini Kit  )Qiagen ( استخراج
 BamHIتوسط دو آنزيم  DNAميكروگرم  10شد و 

مل براي لاين توليدشده توسط حا EcoRIو 
مورد هضم آنزيمي قرار  pBI(-k)HSigنوتركيب 

 8/0ي هضم شده روي ژل آگارز DNA. گرفت
درصد الكتروفورز گرديد و پس از انجام مراحل انتقال 

شده  با پروب تهيه) Blotting(به كاغذ نيتروسلولزي 
هيبريد شد و سرانجام  Dig-dUTPنشاندار با 

انجام  واكنش رنگي براي مشاهده نتايج سادرن بلات
  .گرفت

  ي تراژنcDNAو آناليز  RNAاستخراج 

RNA ي كل از گياه تراريختهHSig  و گياه
 RNeasy Plant Mini Kitشاهد با استفاده از 

)Qiagen ( استخراج شد و به عنوان الگو براي سنتز
cDNA با استفاده از cDNA Synthesis Kit 

)Bio-Rad ( و بر اساس دستورالعمل شركت سازنده
نيز علاوه بر  sigAقسمت . مورد استفاده قرار گرفت

HSig  در گياه شاهد و تراريخته براي اثبات رونويسي
  .مورد آناليز قرار گرفت 3و اسپيلايسينگ

 GFPتراريزش پلاستيد و بيان 

شده توسط  ساخته pFNGiحامل پلاستيدي 

                                                                     
2. Southern blot analysis 

3. Splising 
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ستيد گياهان تراريخته براي تراريزش پلا نويسندگان
HSig  به روش با استفاده از تفنگ ژنيVerma et 

al. (2008) ذرات طلا با . مورد استفاده قرار گرفت
پوشيده شدند و براي بمباران  pFNGiپلاسميد 

هاي برگي با استفاده از دستگاه بيوليستيك  ريزنمونه
PDS-1000/He  ساخت شركتBio-Rad  مورد

گياهان تراپلاستي احتمالي در . استفاده قرار گرفتند
رشد  1گرم در ليتر كانامايسين ميلي 50محيط محتوي 

. تركيبات محيط باززايي همانند قبل بود. داده شدند
قطعات بافت روي لام  GFPبراي رديابي بيان 

اي قرار داده شدند، آب به سطح رويي بافت  شيشه
پوشيده شد و زير  اضافه شد و سپس با لامل

 Menandبراساس روش  2فلورسنت ميكروسكوپ اپي

et al. (1998) علاوه بر گياهان . مشاهده گرديد
، گياه شاهد بمباران نشده نيز زير GFPشده با  بمباران

عنوان كنترل منفي مورد مشاهده قرار  ميكروسكوپ به
  .گرفت
  

  نتايج و بحث

ت آناليزهاي بيوانفورماتيكي به منظور ساخ

  باكتري-فاكتور سيگماي هيبريد گياه

در اين تحقيق براي ساخت سيگما فاكتور هيبريد، 
اسيدآمينه از انتهاي آمين  265ي  ناحيه كدكننده

ي  به ناحيه كدكننده) SigA(سيگما فاكتور گياهي 
اسيدآمينه از انتهاي كربوكسيل سيگما فاكتور  230
ب با بنابراين به ترتي. باكتريايي متصل گرديد 32

از سيگما فاكتور  265تا  1هاي  قرارگرفتن اسيدآمينه
 284تا  54ي  گياهي و سپس اسيدهاي آمينه

باكتري ساخته  /باكتريايي، سيگمافاكتور هيبريد گياه
اي سيگما فاكتور هيبريد  آناليز توالي اسيدآمينه. شد

هاي  شده در اين تحقيق از نظر حضور دامين ساخته

                                                                     
1. Kanamycin  
2. Epifluorescence  

هم  333تا  180ي  دهاي آمينهفعال نشان داد كه اسي
به عنوان دامين  HSigو هم در آناليز  SigAدر آناليز 

r2سيگما فاكتور 
 - 1شكل (اند  تشخيص داده شده 3

هاي بخش  اين در حالي است كه اسيدآمينه). ب
مربوط به گياه بوده   265الي 180از  HSigمذكور در 

از باكتري منشأ  332تا  265هاي  و  اسيدآمينه
از سيگما  r2) دامين(بنابراين نيمي از بخش . اند تهگرف

فاكتور گياهي و نيمي از آن از سيگما فاكتور 
خوبي نشان  اين آناليز به. باكتريايي ساخته شده است

داد كه سيگما فاكتور هيبريد حاصل به طور بالقوه 
داراي عملكرد بوده و دامين قسمت تركيبي از 

  .است ي دوم آن همچنان حفظ شده ناحيه
 باكتري /ساخت فاكتور سيگماي هيبريد گياه

و هضم آنزيمي صحت ساخت  PCRآناليزهاي 
سازي آن را تائيد  فاكتور سيگماي هيبريد و كلون

حاصل از  bp731ي باند مورد انتظار  مشاهده. نمودند
و باند  sig32-Rو  sig32-Fتكثير با پرايمرهاي 

 sigA-Fحاصل از تكثير با پرايمرهاي bp1500حدود 
، به ترتيب صحت قطعات انتهاي آمين sigA-Rو 

سيگما فاكتور توتون و انتهاي كربوكسيل از سيگما 
در نهايت ). د - 1شكل (فاكتور باكتري را تأييد نمود 

يابي  صحت سيگما فاكتور هيبريد حاصل توسط توالي
ي توتون پس از sigAتعيين و قسمت مربوط به 

آناليزهاي مختلف بيوانفورماتيكي از جمله بررسي 
نوكلئوتيدي و پروتئيني در بانك  Blastتوالي توسط 

  .ثبت گرديد JF738023.1ژن با شماره دسترسي 
سازي سيگما فاكتور هيبريد در وكتور  كلون

  آگروباكتريومي 

و  pTZ-Hsigصحت پلاسميدهاي نوتركيب 
pCIB-HSig هضم . مي اثبات شدبا هضم آنزي

هاي  با آنزيم pTZ-HSigآنزيمي پلاسميد نوتركيب 
BamHI  وSacI  2800و  2200باند مورد انتظار 

                                                                     
3. Sigma factor  r2  
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 pCIB-HSigهضم آنزيمي . جفت باز را نشان داد
جفت باز  5142و  2200هاي مذكور باند  نيز با آنزيم

از هضم ناقص آنزيمي ). ره - 1شكل (را ظاهر نمود 
HindIII  وEcoRI راي جداسازي قطعة حدود ب

bp4600  كاستHSig  از پلاسميد نوتركيبpCIB-

HSig كاست . استفاده گرديدHSig  در جايگاه

سازي  كلون pBI(-k)متناظر در پلاسميد نوتركيب 
 pBI(-k)-Hsigوكتور حاصل موسوم به . گرديد

ي گياه از  براي انتقال ژن به هسته) الف - 2شكل (
گيري فاكتور سيگماي  هدفطريق آگروباكتريوم براي 

باكتري به پلاستيدها مورد استفاده قرار /هيبريد گياه
  . داده شد

  

  
  .سازي سيگما فاكتور هيبريد ها و آناليز ملكولي تكثير و كلون نماي شماتيك ساخت، آناليز دامين -1شكل 

  
نماي ) ج(ها براي ساخت سيگما فاكتور هيبريد؛  نماي گرافيكي آناليز دامين) ب(هيبريد؛ نماي شماتيك ساخت سيگما فاكتور ) الف(

ي sig32هاي  جداسازي ژن) د(؛ SOEing PCRبا استفاده از  شماتيك محل اتصال پرايمرها براي ساخت سيگما فاكتور هيبريد
، يك ميكروليتر از )2(توليد سيگما فاكتور هيبريد براي  SOEing PCRها توسط  و اتصال آن) 3(ي گياهي sigAو ) 1(باكتريايي 
 pCIB-HSigهضم آنزيمي پلاسميدهاي نوتركيب ) ره(روي ژل برده شده است؛ ) 3و  2، 1(خالص شده از هر كدام  PCRمحصول 

، EcoRIو  HindIIIهاي  با آنزيم 2و  1، چاهك هاي HSigبه منظور اثبات صحت ورود ژن هيبريد ) 4و  2( pTZ-HSigو ) 3و  1(
  .SacIو  BamHI هاي  با آنزيم 4و  3چاهك هاي 

M .ي وزن ملكولي  نشانگر اندازهDNA )1kb ladder  شركتFermentas(  

  
 آناليز گياهان تراريخته

با استفاده از پرايمرهاي مختلف  PCRواكنش 
انيد را به گياهان به اثبات رس HSigورود ژن هيبريد 

با استفاده از پرايمرهاي مختلف ورود  PCRواكنش 
را به گياهان به اثبات رسانيد  HSigژن هيبريد 

را با استفاده از  PCRب واكنش -2شكل (
در ). دهد نشان مي sig32-Rو  sigA-Fپرايمرهاي 

ها به  گياهان باززاشده، تعداد زيادي از آن PCRآناليز 
اين در حالي بود كه . جواب مثبت دادند PCRواكنش 

از . ي شاهد هيچ باندي مشاهده نگرديد در نمونه
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ي مجزا بسيار  آنجايي كه تشخيص گياهان باززاشده
مشكل بود، اين احتمال وجود دارد كه اين ميزان 

ي  هاي تراريخته بالاي تراريختي مربوط به كلون
اليزهاي اثبات اين قضيه نياز به آن. يكسان بوده باشد

ملكولي بيشتري خواهد داشت كه به تحقيقات بعدي 
موكول شد و نياز اين تحقيق كه دستيابي به گياه 

بود با دستيابي به حتي يك گياه نيز  HSigتراريخته 
لذا يكي از گياهان تراريخته حاصل . گرديد تأمين مي

براي ساير آناليزهاي ملكولي نظير ) و - 2شكل (
و ) ج - 2شكل (بلات  سادرناثبات الحاق ژن توسط 

د،  - 2شكل ( cDNAاثبات رونويسي توسط ساخت 
  . مورد آناليز قرار گرفت) ره -2شكل 

  
  

  
  

و مراحل ) رب، ج، د، ه( HSig، آناليز ملكولي گياهان تراريخته )الف( pBI(-k)Hsigنماي شماتيك پلاسميد نوتركيب  -2شكل 
  ).و(گياه تراريخته حاوي سيگما فاكتورهيبريد توليد 

  
؛ )2و  1(براي دو نمونه گياه توتون تراريخته ) sig32-Rو  sigA-F(با پرايمرهاي اختصاصي سيگما فاكتور هيبريد  PCRواكنش ) ب(

آناليز سادرن ) ج(). 5( بدون الگو يا كنترل منفي PCRو واكنش ) 4(؛ گياه شاهد )3(به عنوان كنترل مثبت  pBI(-K) HSigپلاسميد 
-)pBI؛ پلاسميد )2(؛ گياه شاهد غير تراريخته )HSig )1ي  توتون تراريختهبراي تست الحاق تراژن براي  HSigبلات گياه تراريخته 

k)HSig )3) .(رد و ه(  اثبات رونويسي و اسپيلايسينگ ناحيهsigA )د ( و ژنHSig )با استفاده از ) رهcDNA ي كل به عنوان الگو؛
). بدون استفاده از الگو PCRواكنش (كنترل منفي ) 5(؛ pBI(-k)HSigپلاسميد ) 4(گياه شاهد؛ ) 3(گياه تراريخته؛ ) 2(و) 1): (د(
 1Kb plus DNA ladder( DNAنشانگر اندازه وزن ملكولي . pBI(-k)HSig .Mپلاسميد ) 3(شاهد و ) 2(تراريخته، ) 1) (ره(

(Invitrogen) .()شده با  هاي برگي تلقيح مراحل توليد گياهان توتون تراريخته با سيگما فاكتور هيبريد؛ از چپ به راست ريزنمونه) و
زايي، انتقال به گلدان و نگهداري در  زايي، گياه توتون باززاشده در محيط ريشه ي برگي در محيط شاخه آگروباكتريوم، باززايي نمونه

  .دهد تراريخته و در نهايت گلدهي توتون تراريخته را نشان مي شرايط گلخانه
هاي برگي تلقيح شده با اگروباكتريوم، باززايي نمونة برگي در  مراحل توليد گياهان توتون تراريخته با سيگما فاكتور هيبريد؛ ريزنمونه) و(

ن و نگهداري در شرايط گلخانه تراريخته و در نهايت گلدهي زايي، انتقال به گلدا زايي، گياه توتون باززاشده در محيط ريشه محيط شاخه
  .دهد توتون تراريخته را نشان مي
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cDNA ي كل براي گياهان تراريخته و شاهد به
منظور آناليز رونويسي و اسپيلايسينگ ژن سيگما 

انتظار بر اين بود . ساخته شد) HSig(فاكتور هيبريد 
 .ي يك اينترون باشد دربردارنده sigAي  ه ناحيهك

توسط پرايمرهاي  bp793ظهور قطعه تكثيري 
sigA حذف اينترون و صحت اسپيلايسينگ آن را ،

از آنجايي كه گياه نوع وحشي نيز ژن . تاييد نمود
sigA  را دارا بود لذا باندbp793  هم در گياه شاهد و

اين در حالي بود كه . هم در تراريخت مشاهده گرديد
كه توسط  bp2319به جاي باند  bp1642ظهور باند 

در گياه تراريخته  sig32-Rو  sigA-Fپرايمرهاي 
مشاهده شد و در گياه شاهد حضور نداشت، حضور 

را فقط در گياه تراريخته به اثبات  HSigتراژن 
از سويي ديگر ). ـه-2د، شكل- 2شكل (رسانيد 

امكان رديابي وجود پروتئين حاصل از بيان پروتئين 
HSig بلات به علت وجود  با استفاده از آناليز وسترن

. رسيد هاي داخلي مشابه، منطقي به نظر نمي پروتئين
، پس از انتقال HSigلذا اثبات بيان پروتئين هيبريد 

يسر به پلاستوم گياه، م groEژن تحت پيشبر 
بهترين راه براي اثبات عملگرا بودن اين . شد مي

و نيز اثبات انتقال پروتئين  HSigسيستم القاييِ بيان 
آن به كلروپلاست، فرستادن يك ژن گزارشگر تحت 

بيان ژن گزارشگر . به كلروپلاست بود groEپيشبر 
هاي سبز، عملگرا  به صورت مختص بافت در بافت

ال ژن به كلروپلاست را بودن اين سيستم القايي انتق
بيان پروتئين فلورسنت سبز با استفاده . نمود اثبات مي

  فلورسنت- از يك ميكروسكوپ اپي
(Nikon Eclipse E1000)  بررسي گرديد

شده با پلاسميد نوتركيب  هاي بمباران برگ). 3شكل(
pFNGi  بيانGFP  را با مشاهده فلورسنت سبز

   ).ب - 3شكل (نشان دادند 
هاي قسمت انتهاي آمين  موتيفبا تركيب 

سيگما فاكتور توتون كه علاوه بر توالي نشانه  شبه
) Kosuke et al. 2000(براي ورود به كلروپلاست 

پليمراز پلاستيدي  RNAداراي موتيف برهمكنش با 
)PEP (هاي قسمت انتهاي  باشد با بخش مي

كه قدرت  E. coliي 32كربوكسيل فاكتور سيگما 
را دارد، فاكتور  groEه پيشبر تشخيص و اتصال ب

محل . طراحي شد E. coli-سيگماي هيبريد گياه
اتصال قسمت انتهاي آمين گياهي و انتهاي 

ساخته شده در اين  HSigكربوكسيل باكتريايي در 
قرار گرفته است،  r2تحقيق، در حدود مركز ناحية 

از سيگما فاكتور  r2) دامين(بنابراين نيمي از بخش 
ي از آن از سيگما فاكتور باكتريايي گياهي و نيم

  .تشكيل شده است
ترين  شده حفاظت 70از سيگما فاكتور  2ي  ناحيه

تمامي اعضاي اين . ي پروتئين كامل است ناحيه
. شوند را شامل مي 2ي  كلاس از سيگما فاكتور، ناحيه

شدگي بالاي اين ناحيه به اين علت است كه  حفاظت
ي ناحية  دهنده تشخيص 1هم داراي مارپيچ 2ي  ناحيه

شونده به مركز  پيشبر و هم داراي مارپيچ متصل -10
RNA شونده به مركز  مارپيچ متصل. باشد پليمراز مي
بزرگترين زيرواحد پليمراز  3مانند ، با دامين گيره2آنزيم

 .Campbell et al)كند  كنش مي برهم ′βيعني 

جزء آروماتيك مارپيچي كه در انتهاي . (2006
يل از اين دامين قرار دارد، باعث جداشدن دو كربوكس

  .گردد رشته شده و باعث آغاز رونويسي مي
را  70ي سيگما فاكتورهاي نوع سيگما 2 ي ناحيه

و  3/2، 2/2، 1/2: قسمت تقسيم نمود 4توان به  مي
در اتصال به  2/2و  1/2از آنجايي كه نواحي . 4/2

 Murakami)پليمراز نقش مهمي دارند RNAآنزيم 

et al. 2002; Vassylyev et al. 2002; 

Lysenko. 2007) لذا در اين تحقيق قسمت ،
گياهي توالي سيگما فاكتور هيبريد، طوري انتخاب و 
جداسازي گرديد كه اين دو ناحيه را دربرداشته باشد، 

بايست قادر به  زيرا سيگما فاكتور هيبريد حاصل مي
  .باشد) PEP(پليمراز پلاستيدي RNAتشخيص 

  
  

  

  
  

  
  

  

  
  

  

  
  

                                                                     
1. Helix 

2. Core Enzyme 

3. Clamp 
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از سيگما فاكتور گياهي يعني  2دامين 2/2و  1/2
و  3/2و نواحي  SigAهاي انتهاي آمين از  اسيدآمينه

. ي باكتريايي گرفته شوندSig32از توالي  4/2
هاي فعال كه پس از آناليزهاي  وده دامينمحد

بيوانفورماتيكي مشخص شده بود و اتصال صحيح 
 PCRها كه از طريق طراحي پرايمر و انجام  دامين

پوشان صورت گرفته بود، پس از آناليزهاي  هم
يابي به طور  ملكولي مختلف و نيز بررسي نتيجه توالي

شده  يسيگما فاكتور هيبريد طراح. كامل تأييد گرديد
 يGFPنمودن بيان ژن  فعالدر اين تحقيق، با 

به كلروپلاست،  pFNPiگيري شده توسط  هدف
نشان داد كه داراي هر دو عملكرد مورد انتظار يعني 

پليمراز پلاستيدي و تشخيص  RNAكنش با  برهم
   .مي باشد groEپيشبر باكتريايي 

باكتريايي  32به دو دليل در اين تحقيق از سيگما 
اول : ساخت هيبريد سيگما استفاده گرديدبراي 

 32بوده كه سيگما فاكتور  groEاستفاده از پيشبر 
قادر است اختصاصاً  آن را شناسايي كند و دوم اينكه 

پليمراز پلاستيدي در  RNAتوسط  groEپيشبر 
 .Buhot et al)شود  حالت طبيعي شناسايي نمي

توان از ساير سيگما فاكتورها  در صورتي مي. (2006
در  groEاستفاده كرد كه به جاي  32به جاي سيگما 

وكتور پلاستيدي از پيشبرهايي كه به طور اختصاصي 
شوند، استفاده  تنها توسط همان فاكتورها شناسايي مي

گردد و نيز از اين موضوع اطمينان حاصل شود كه 
RNA ا در تواند آن پيشبرها ر پليمراز پلاستيدي نمي

حالت عادي شناسايي كند كه در غير اين صورت بيان 
  .اختصاصي با مشكل مواجه خواهد گرديد

در اين تحقيق بيان القايي ژن در پلاستيد با 
. استفاده از سيگما فاكتور هيبريد مدنظر قرار داده شد

بيان القايي ژن در پلاستيد به چند دليل بسيار مورد 
اگر نوعي القاء ژن،  .علاقه محققين قرار گرفته است

قبل يا بعد از برداشت ميسر شود كه اقتصادي نيز 
توان از بار متابوليكي اضافي در طول رشد و  باشد، مي

علاوه بر اين، اثرات منفي محصول . نمو اجتناب نمود

ژني يا تغييرات متابوليكي ايجادشده ) محصولات(
توسط محصولات ژني جديد، در صورتي كه بيان ژن 

ساز گردد  باشد، ممكن است مشكل 1ت دائميبه صور
(Lossl et al. 2003, Herz et al. 2005, 

Chakrabarti et al. 2006) . بنابراين اگر بتوان
بيان ژن در پلاستيد را در زمان يا بافت دلخواه، 

هاي بنيادي  روشن و خاموش نمود، در پژوهش
هاي پلاستيدي  بيان ژن. تواند بسيار با ارزش باشد مي

در سطح رونويسي و توسط پيشبرهاي تنظيمي كه 
باعث بيان متفاوت ژن در پاسخ به پارامترهاي 

شوند، كنترل  فيزيولوژيكي، نموي يا مختص بافت مي
تواند  بنابراين بيان القايي در پلاستيدها نمي. گردد نمي

زاد پلاستيدي،  با استفاده از عناصر كنترلي درون
لذا ). Clarke and Daniell. 2011(حاصل گردد 

در اين تحقيق با ساخت سيگما فاكتور هيبريد 
تلاش شد تا بر اين مشكل غلبه ) Hsig(باكتري /گياه

  .گردد
در گزارشات قبلي، اولين كنترل خارجي بيان ژن 
در پلاستيد با استفاده از قراردادن تراژن پلاستيدي 

 T7و با استفاده ازيك پليمراز  T7تحت پيشبر فاژي 
هسته گياه تراريخت رمزشده و به اندامك كه توسط 
 .McBride et al)شد، انجام گرفت  منتقل مي

شده حاصل گرديد  و تا حدودي بيان كنترل (1994
)Magee et al. 2004a .(ها  هنگامي كه همان ژن

 قابل القاء توسط اتانول، بيان شدند، T7پليمراز توسط 
ها  آنشده در هنگام بيان دائمي  اثرات منفي مشاهده
با اين . )Lossl et al. 2005(ديگر وجود نداشت 

حال اين سيستم چندان مطلوب نبود و علت آن را 
در شرايط  T7چنين بيان نمود كه پيشبر  توان اين مي

پليمراز كدشونده توسط  RNAآزمايشگاهي توسط 
و در اين صورت در شرايط  شود هسته شناخته مي

اعث بيان غيرالقايي طبيعي و بيرون از آزمايشگاه نيز ب

                                                                     
1. Constitutive 
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هاي  علاوه بر اين، بيان بعضي از ژن. خواهد شد
كند حتي  تغيير مي T7پلاستيدي در حضور پليمراز 

 Magee et)نداشته باشند  T7ها پيشبر  اگر آن ژن

al. 2007) .Buhot et al. (2006)  استفاده از
را گزارش دادند كه  E. coliباكتري  groEپيشبر 

توسط تشكيلات رونويسي پلاستيدي قابل تشخيص 
كنترل بيان ژن در اين مورد توسط بيان . باشد نمي

اي براي سيگما فاكتور  يك كاست بياني هسته 1موقت
پليمراز  RNAشود كه برهمكنش  شيمر حاصل مي

و پيشبر باكتريايي را ) PEP(كدشده در پلاستيد 
  . كند گري مي واسطه
ر اين تحقيق ما از يك سيگما فاكتور هيبريد د

براي توليد يك زمينه پايدار گياهي  E. coli/ توتون 
به منظور بيان غيردائمي ژن در گياه تراريخته استفاده 

هايي كه در بالا ذكر شدند  تمامي روش. نموديم
نيازمند يك تراژن القاكننده بيان هستند كه در هسته 

در گزارشات . شود قل ميكد شده و به پلاستيد منت
هاي تراپلاستي اوليه، داراي يك ژن  قبلي لاين

غيرفعال بودند كه با تراريزش ثانويه به هسته، بيان 
در اين تحقيق يك گياه . گرديد پذير مي ها امكان آن

تراريخته پايه توليد گرديد كه عامل القاءكننده را 
دربرداشته باشد و سپس اين گياه تراريخته براي 

اريزش ژن دلخواه به پلاستيد مورد استفاده قرار تر
اين سيستم امكان بيان مختص بافت را براي . گرفت

گيري  ژن دلخواهي كه به ژنوم پلاستيدي هدف
در پلاستوم و  GFPالحاق . نمايد گردد، فراهم مي مي

رسيدن به هموپلاسمي در اين تحقيق مورد مطالعه 
به كلروپلاست  GFPقرار نگرفت زيرا هدف از انتقال 

و توسط  groEتنها اثبات بيان آن تحت پيشبر 
 groEاز آنجايي كه پيشبر . سيگما فاكتور هيبريد بود

شود، تنها  توسط پليمرازهاي گياهي شناسايي نمي
گيري شده به كلروپلاست  سيگما فاكتور هيبريد هدف

                                                                     
1. Transient 

پليمراز كلروپلاستي RNAكنش با  قادر است با برهم
  .يشبر را بيان نمايدي تحت اين پGFPژن 

كه در اين  HSigگياه تراريخته توتون حاوي 
توان براي بيان ژن دلخواه در  تحقيق توليد شد را مي

ژن دلخواه . هاي سبز مورد استفاده قرار داد بافت
در ناقل پلاستيدي  GFPبايست جايگزين ژن  مي

استفاده از پيشبرهاي مختص بافت و القايي . گردد
منتقل شده به هسته،  HSigديگري براي ژن 

تواند منجر به تنظيم دلخواه بيان ژن در ژنوم  مي
 PEPCدر اين تحقيق از پيشبر . پلاستيد گردد

هاي سبز  استفاده گرديد كه بيان ژن را تنها در بافت
گردد، علت استفاده از اين پيشبر، عدم بيان  منجر مي

 هاي زايشي و درنتيجه كاهش اثرات منفي آن در اندام
ولي در مواردي كه . بيان تراژن در باروري گياه بود

بيان تراژن اثرات منفي در مراحل تراريزش 
هاي سبز داشته باشد، استفاده از پيشبرهاي  ريزنمونه

  .گردد مختص بافت و يا القايي ديگر، توصيه مي
هر پيشبر القايي يا مختص بافت ديگري كه به جاي 

تواند بيان  رد ميدر اين سيستم قرار گي PEPCپيشبر 
القايي يا  مختص بافت ژن هدف موردنظر كه قرار 
است به ژنوم كلروپلاستي منتقل شود را تحت كنترل 

 HSigي  اميد است گياهان تراريخته. خود درآورد
هاي سبز  ي مناسبي به عنوان كارخانه ي اوليه پايه

زيستي يا بيوراكتورهايي براي بيان مواد با ارزش در 
شند، بدون اينكه بار متابوليكي اضافه در گياهان با

هاي گياه يا در تمام مدت عمر گياهي  تمام قسمت
ايجاد نمايند و بدين ترتيب روي رشد و باروري گياه 

  .اثر سويي ايجاد نگردد
  

  سپاسگزاري

از پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي كرج كه 
تشكر  ،هزينه و امكانات اين تحقيق را فراهم نمودند

  .دگرد ميداني و قدر
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ABSTRACT 

 
A system was designed using E. coli heat shock promoter (groE) in plastid vector and a 

hybrid plant/bacteria sigma factor was constructed under control of a tissue specific 

promoter. This system was designed for overcome to deleterious effects on plant growth 

and fertility that may be caused by transgene overexpression. So that hybrid sigma factors 

contained N-terminal motives of tobacco sigma factors including chloroplast signal peptide 

and RNA polymerase interaction domains, composed by C-terminal motif of E. coli 

sigma32 that able to recognition and binding to groE promoter. Then this gene, HSig, was 

cloned in Agrobacterium vector after adding regulatory elements. The result vector was 

used for transformation of an Iranian variety of tobacco. Detection of transgenic plants was 

performed by PCR, southern blot and RT-PCR analysis. The Hsig gene expression and its 

targeting to plastid was confirmed after transformation of tobacco chloroplast using gene 

gun technique for targeting of green florescent protein (GFP) under control of groE 

promoter usingpFNGi vector into transgenic HSig explants. We hope that the system that 

was designed and constructed in this study for GFP expression in chloroplast genome, be 

able to apply in molecular farmingfor expression of any other desired genes instead of 

GFPfor specific gene expression in chloroplast. 
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