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 ی روغن یها دانه کشت توسعه  شرکت بذر، د یتول  و یکاربرد قاتیتحق مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی کارشناس

 جهت تولید محصول تراریخته )بخش دوم(  موردنیازعناصر ژنتیکی و مولکولی 

Genetic and molecular elements for transgenic crop development (Part 2) 

به اختصار    خته یمحصولات ترار  د یجهت تول  ازیمورد ن  یمولکول  و  یکیژنت  عناصر  ریسا  به  شماره   ن یا  در   ن، یشیپ  مباحث   ی ادامه  در

 اشاره خواهد شد:

  4های تقویت کنندهو توالی 3های اینترونتقویت بیان ژن بواسطه -4

  ، ها()اگزون   کننده کد  یترجمه توالقبل از  ولیکن  وجود دارند    ه یاول  ی هارونوشت هستند که در    یاکدکننده ریغ  ی هایها توالنترونیا

  کیژنت   یدر مهندس  دیمف  یاضاف  یعملکردها  ی دارا  نترونیا   یها یاز توال  ی، برخحالبااین .  (1)شکل    شوند یحذف مویرایش و  

مختص به یک    دائمی  ی و قو  ان یتوانند با بیها منترونیاز ا  ی، برخ نیعلاوه بر ا.  ترجمه هستند  ییو بهبود کارا  ی سیرونو  ت یمانند تقو

و   رشدیا  بافت  ژن  خاص    ی مرحله  باشند.یک  حاونترونیا  ن یا  مرتبط  مثال    یخاص  هایموتیف  یها  عنوان  )به  هستند 

TTNGATYTG5 درون ناحیه  ،حیدر جهت صح د ی( و با'-UTR های. اینتروناستفاده شوند Adh1 ، Sh1  ،Bz1 ،Hsp82  وGapA1  

اینترون  لپه و  برنج موجب بهبود رونویسی در گیاهان تک  از    PAT1و    rbcS  ،ST-LS1  ،Ubq3  ،Ubq10های  از گیاهان ذرت و 

بهبود رونویسی در گیاهان دولپه می آلوروپوس موجب  و  اشود.  گیاهان سیب زمینی  مثال،  عنوان    520طول  با  )  Ubi1  نترونی به 

تک لپه    گیاهان   در  Ubi1  پیشبرنده از    یسیرونو  شیافزا  یبرا  یاذرت( به طور گسترده   Ubiquitin 1و جدا شده از ژن    نوکلئوتید

م  ختهیترار ایاستفاده  بر  علاوه  شده   64طول  با  )   Ubq10  نترون ای،  نیشود.  جدا  ژن    نوکلئوتید،  گیاه    polyubiquitin 10از 

Arabidopsis thaliana ) رونویسی از پیشبرنده موجب افزایش Ubq10  خواهد شد.  دولپه گیاهان تراریختهدر 

 
 

 گذار پروتئینساختار ژن رمز -1شکل 

اب تقوهانترون یرخلاف  خاتمه    بالادست و در    پیشبرنده   یتوال  ون هستند که معمولاً در  ی اکدکننده ریغ  DNA  یتوال  ،ها کننده تی، 

واقع    یهاژن   انیب  و  شده متصل    فاکتور رونویسی  نیچندبه  توانند  ی شوند. آنها میم  افتی  UTR-'3و    UTR-'5منطقه در    ای  دهنده و

بالا   ا  دستن ییپا  ا یدر  بر  کنند. علاوه  فعال  تقونیرا  موتیف  هاکننده   تی ،  فاکتورهای  های محافظت شده دارای  اتصال  ای جهت 

کننده  تیو تقو  نترونیا  یها ی، توالطورکلیبه د.  ندهرا کاهش می  DNAرا تقویت کرده و متیلاسیون    RNAرونویسی بوده، بیان  

با    بیها را در ترک یتوال  نی استفاده از ا  معتبر،مطالعات    محدودتعداد    ولیکن دارند،   کیژنت  یاستفاده در مهندس  ی برا  بالایی لیپتانس

 در محصولات خاص، محدود و نامطمئن کرده است.  ای یمعمول یپروموترها

 
3 Intron 
4 Enhancer 
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 نشانگرهای انتخابی -5

انتخاب    نیآن است. ا  باززاییو    تراریختسلول و سپس انتخاب سلول    ایدر ژنوم هسته  موردنظر  DNAقرار دادن    انتقال ژن،چالش  

انتخاب  قیاز طر -ناتی، گلوفوسفوساتی، گل نیسی، کانامانیسیگرومای)به عنوان مثال، ه  in vitroکشت    طیبه مح  یافزودن عوامل 

  ک یپس از  معمولا  انتخاب  . این  افتدیها اتفاق مو استفاده از هورمون  کشت   وامرحله    نی( و به دنبال آن چندریمازاپیو ا  وم یمونآ

  ن یربهت  یبرا  یاشده   نییتع  ش یاز پ  یهاه یها توص پ یژنوت  ای  یاهیگ  ی ها. اکثر گونه دشوینور کم آغاز م  ا ی  یکیدر تارکشتی  همدوره  

انتخاب و    جهت  یعامل  انتخاب  افزا  باززاییبهبود  و  ژن  ییکارا  شیآنها  برا  انتقال  مثال،  عنوان  به  به   یدارند.  ژن    ، شکرین   انتقال 

برا  ریمازاپیا  ایپنبه و سو  ی برا،  ومیآمون  ناتیگلوفوس  ییکارا.  شودیم  هی توصهیگرومایسین  ،   S. Italicaو    Setaria viridis  ی و 

برنج    ubiquitin،  هادولپه  در  CaMV 35S)به عنوان مثال، پروموتر    اختصاصی هر گونه  یتوان با استفاده از پروموترهایانتخاب را م

نشانگر    های ژن  های کدون  یسازنه یبهو    کدون آغاز  از  قبل  نه یکوزاک به   یتوال  کی(، قرار دادن  هالپه تک    در  ن یاکت  ای  وذرت    ای

افزایش داد.  انتخاب برابر عوامل  میآنز/نیو پروتئ  mRNA)  یمحصول ژن  کی  بر اساس مقاومت  ختهیترار  اهانیگ  انتخابی،  ( در 

در برابر    hptIIژن    ،نیسیدر برابر کاناما  nptII، ژن  ومیآمون-نات یدر برابر گلوفوس  barشود )به عنوان مثال ، ژن  یمانجام    ی انتخاب

های ایمیدازولین و  کشدر برابر علف ahas یاals  یافتهجهشدر برابر علف کش گلایفوزیت و ژن   cpt-cp4 epspsهگرومایسین، 

 .  (ندنکیم جاد یمقاومت ااوره -سولفونیل

، به  غیرتراریخت  ی هامرگ سلول  ا ی  بی آس  جادی، بدون ایانتخاب   ی افتد که نشانگرهایاتفاق م  یانتخاب مثبت زمان  کلی  صورتبه 

ترنسفرم    یهاسلول مهار رشد و مرگ    ق یاز طر  ی که انتخاب منف  ی، در حالکننده یک مزیت انتخابی اعطا میافت ی  رییتغ  ی هاسلول

م  نشده   uidA/gus (b-glucuronidase)   ،manA (phosphomannose isomerase)   ،xylA (xylose  یهاژن  دهد.یرخ 

isomerase)   ،(phosphite oxidoreductase) PTXD    وphosphate phosphatase)-6-deoxyglucose-(2 1RDOG  جدا    ی هاژن

و    nptII  ،hptII  ی هار مقابل، ژنروند. دی به کار میاهیانتخاب مثبت در کشت بافت گ  که جهت   ها هستند سمی کروارگانیشده از م

CmR  نمونه   یبرخ منف  یمارکرها  یهااز  برابر    یانتخاب  در  که  ترت  هاکیوت یبیآنتهستند  هنیسیکاناما  بی )به  و    ن یسیگرومای، 

  ی نگرانند.  ک ی را مهار م  ن یرا مسدود کرده و سنتز پروتئ  بوزومیر  ت یفعالها  محصول این ژن  .کنندیم  جادیمقاومت ا،  (کلیکلرامفن

است    ییهاسمیارگان   یبالقوه برا تیهدف و سم ریغ  یهاسمیژن به ارگان   یانتقال افق، وقوع  یانتخاب  یمارکرها  نیاستفاده از ا  یاصل

 . کنندیرا مصرف م ختهیترار  اهانیگ نیکه ا

  ها کشعلف  منجر به مقاومت به( که  aroA  ای)  cpt-cp4 epspsو    ( als  ای)  ahas( ،  pat  ای)  bar  ی هامانند ژن  یانتخاب  یمارکرها

-تراریخته. در  گیرندمیمورد استفاده قرار    خته یترار  اهان یانتخاب گ  ی به طور گسترده برا  ، آنها  نییفرار نسبتاً پا  میزان دلیل  به    شوند،می

را    ن یسیو استرپتوما  نیسینوما یمقاومت در برابر اسپکت  که   ترانسفراز(  ل یلیدنآ  -3'  نیسی)استرپتوما  aadAژنوم کلروپلاست، ژن    سازی

به طور  یم  جادیا ترار  یبرا  یاگسترده کند،  م  خته یانتخاب کلروپلاست    ی ابیباز  ی برا  ی استراتژ  نی ، چندحالبااین شود.  یاستفاده 

  ی استراتژبه عنوان مثال در    هستند.   پایین و بازده    ت یمحدود  یشده است، اگرچه اکثر آنها دارا   جادیاز مارکر ا  ی عار  خته یترار  اهانیگ

جداگانه( و به  روی دو وکتور    یو نشانگر انتخابژن هدف  کند )یمختلف استفاده م   )حامل(  دو وکتور  از  که  است 5انتقال همزمان 

.  دارد  یکم  اریبازده بسشود، این روش  انجام می  ینشانگر انتخابژن    یحاو  گیاه تراریختحذف    یبرا  کیدنبال آن مراحل تفک

های  وارد شدن ژن  ی راست/چپ برا 6با دو مرز  DNA-T  کی   ای  DNA-Tدو    یحاو  وکتور  کی ، از انتقال همزمان با  نیعلاوه بر ا

 استفاده شده است.  جداگانه در ژنوم نیز  صورتبه هدف   نشانگر

 
5 Cotransformation 
6 Border 
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 9زاددرونو   8د برون زا 7گزارشگر  یهاژن -6

مهندس  یها نیپروتئ در  م   یمولکول  یشناسستیزمطالعات    لیتسه   جهت  کیژنت  یگزارشگر  ایند.  نشویاستفاده  ،  یاستراتژ  در 

های  ژن  یمهم هستند. کاربردها  تیموفق  یبرا  ،ادیز  گنالیسلول، قدرت و س  برای  کم  تیمانند سهولت استفاده، سم  ییهایژگیو

،  بیان موقت  ی، غربالگرختهیترارریاز غ  خته یترار  ص یتشخ  جهت  زاییدر حال باز  اهانیگ   ایها  سلول  هیاول   یشامل غربالگر  گزارشگر

قرارگ  نییتع مثال    در   یریمحل  عنوان  )به  شدن سلول  تشخ  ن یپروتئ  به   موردنظر   نی روتئپ  فیوز  و  از    ص یگزارشگر  استفاده  با 

ب  یبررس  و   (پکروسکویم ارز  انی سطح  مثال  عنوان  )به  شدن   ایپروموتر    یتوال  یابیژن  میمورد  ن یپروتئ  با   فیوز  باشد.  نظر( 

(،  LUC)  فرازی(، لوسuidA/GUS) داز ی(، بتاگلوکورون eGFP  ای) GFPرند شامل کاربرد را دا نیشتر یکه ب دی برون زا یگزارشگرها

 phytoene desaturaseکه  ی( هستند در حالDsRed2  ای  RFP  ،mCherryفلورسنت قرمز )  ن ی( و پروتئYFPفلورسنت زرد )  نیپروتئ

(PDS) روش  یابیارز  جهت اهانیدر گ شتریکه ب  دی استژن گزارشگر درون زاRNAi د.شویاستفاده م 

GFP  10تغییریافته (eGFP)   ییایاز چتر در  جداشده  Aequorea victoria    یافتهجهش نسخه  GFP  متفاوت    نه یآم  د یدر چند اس  که   است

  از   کند که ی( را کد مGUS)  داز یگلوکورون   - ازیدرولیه  میآنز  uidAطور مشابه، ژن    به .  شودیمنجر به فلورسانس بالاتر م   و است  

X-Gluc  ساختمانی یا موقت  انی. بکندسوبسترا استفاده میبه عنوانGUS بیمنجر به تخر X-Gluc ی ب  کیگلوکورون د یاس دی ول، ت  

   شود.یم ی رنگ و رسوب قابل مشاهده و به شدت آب

 خاص یهااندامک  درها ن یهدف قرار دادن پروتئ منظوربه( SP) گنالیس یدهایپپت -7

رونو از  برش  mRNA  ابتدا  ،DNA  یسیبعد  از  استفاده  م   ،با  س  سپس  شودیپردازش  نهایت  وشده  منتقل    توپلاسمیبه  توسط    در 

توانند توسط  ی، متوپلاسمیها پس از سنتز در سن ی. پروتئدشوی ( ترجمه مER)  یشبکه آندوپلاسم  متصل به   ا یآزاد و  ی  هابوزومیر

SPمانند هسته    انتقال به   یهاال گنیس  ی مربوط به عملکردشان )برای مثال هامکان به    ها  (NLS   ی هانی . در مقابل، پروتئمنتقل شوند  

س  شه یهم  یبرا  SPبدون   م  توپلاسمیدر  )حدود  SP  شوند. یحفظ  کوتاه  توالی  دارای  دارای    7-36ها  و  آبگریز  اسیدآمینه(، 

پروتئین قرار دارند و با توجه به اینکه پروتئین    Nها اغلب در انتهای  SPهستند.    Cهای آمینواسیدی با بار مثبت در انتهای  باقیمانده 

بیشتری  فرستاده می  اندامک  هدف به کدام  های درون  دستگاه ها توسط    SP  ن یاداشته باشد.    SPشود ممکن است دو و یا تعداد 

توسط  ها  SP،  استقرار نهایی پروتئین هدفپس از  اغلب    کنند.میمنتقل    ی هدف هاا به اندامکها رن یپروتئشده و    شناسایی  سلولی

گیرد و مانع از ترشح آن  پروتیئن قرار می C،  در انتهای SP KDELبه عنوان مثال   ،دنشویجدا م  بدنه پروتئیناز   های پپتیداز،آنزیم

ها در شبکه آندوپلاسمی گیاهان  های هترولوگ یا آنتی بادی گذاری پروتئین شود، این راهکار برای هدف  شبکه آندوپلاسمی می  در

انتهای    (VHLPPP)8با توالی غنی از پرولین    zein-ɣگیرد. علاوه بر آن، استفاده از  مورد استفاده قرار می پروتئین، موجب    Nدر 

 شود. تجمع پروتئین در دانه می
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