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

 انتقال ژن به کلروپلاست 
Chloroplast transformation 

 کلروپلاست 

وجود  ه  ب  ی اجداد  یوتیوکاریو سلول    کننده   فتوسنتز  ی انوباکتریس  کی  ن ی ب  ک یوتیمبیاندوس  داد یرو  ک یکه کلروپلاست از    دانشمندان معتقدند 

ژنوم    نی. بنابرااندشده به هسته منتقل    ایرفته    نیاز ب  وزیمبیشده توسط کلروپلاست پس از اندوس  رمز گذاری  یهااز ژن   یاریبس.  آمده است

  های ژن  ان شرکت دارند. بی  ندها یفرا  ریو سا  د یپی ل  سم یژن، متابول  ان یدارد که در فتوسنتز، ب  ن یپروتئ   رمزگذارژن    50فقط    اهانیکلروپلاست گ

هایی که توسط کلروپلاست  بنابراین ژن  شودیم  م یتنظ  یترده ی چیپ  هایمکانیسم توسط    ی،وتیساده پروکار  ستمیبا س  سه یکلروپلاست در مقا

بیان ژن کلروپلاست شامل اجزای تنظیمی   سیستم های کلروپلاست، کافی نیستند و در نتیجه  شوند، برای تنظیم کردن بیان پیچیده ژنکد می

به   د توانیم را یز دارد بالایی یساختار ی ریانعطاف پذ ت یقابل ( پلاستوم )  دی ژنوم پلاستشوند. ایی کد میمتعددی است که توسط ژن های هسته

. اندازه ژنوم کلروپلاست در میان  ندباش  وجود داشته  ی(باکتر  ی دهایمشابه نوکلئوئ)  رممولتی  ای، به صورت مونومر  یخط  ا ی  یاره یاشکال دا

توان چهار ند سازی مستقل بوده که میدارای ناحیه همان  ،کیلوباز متغیر است. این ژنوم  218کیلوباز تا    107متفاوت و از    ،های مختلفگونه 

ایی بزرگ باشد که نواحی تک نسخهمی  (IR)ها شامل دو نسخه یکسان از یک تکرار معکوس  قسمت برای آن در نظر گرفت. این قسمت

(LSC) ایی کوچک و تک نسخه(SSC)  دهد، هر  یرا در خود جا دیها پلاستتواند ده یم یاهیسلول گ کی .(1کند )شکل  را از هم جدا می  

. شوند   یبسته بند  دوئینوکلئ  کیدر    ندتوان یمهای مشابه  پلاستوم   علاوه برآن تعداد زیادی کپی ازو    است  د ینوکلئوئ  ن یچند  یدارا   پلاستید

تا  1000، این تعداد به و نوع بافت متفاوت است  اه یپلاستوم با رشد گ یها یدارند و تعداد کپ ی دیپلوئ یاز پل ییدرجه بالا  هاپلاستوم  ، نیبنابرا

کمک جهش که مشخصه پلاستوم است،    نییحفظ نرخ پا  می تواند به  د یپلاست  پلوئیدی   یرسد پلیه نظر مب   .رسدژنوم در هر سلول می  10000

 پروتئین محلول نیز گزارش شده است.   کل %75شود به طوریکه بازدهی آن تا این موارد منجر به بیان بالای پروتئین در پلاستیدها می. کند

 
 تصویر شماتیک از ژنوم کلروپلاست - 1شکل 

 مزایای انتقال ژن به ژنوم کلروپلاست نسبت به ژنوم هسته ای

- PEGگیاه به واسطه اگروباکتریوم و یا انتقال مستقیم شامل روش بیولیستیک و یا    یاهسته اغلب گیاهان تراریخت، از انتقال ژن هدف به ژنوم  

و پروتئین نوترکیب   ژن انتقال یافته میزان بیان، پایداری    یسازنه یبههای متعددی مانند  اند. در این روش نگرانیلکتروپوریشین حاصل شده ا

انتخاب    یبرا  نیگزینشانگر جا  یهاژن  ییشناسا،  زبانیدر ژنوم م  انتقال یافته  ترانس ژن 1زیو تم  قیادغام دق  جهت  ییهاتوسعه روشحاصل،  

تغو    تراریخت   ی هاسلول از ترجمه    راتییامکان  ژنوم    تغییر   جایگزینروش  ، وجود دارد.  بینوترک   ی هانی( در پروتئ PTMs) 2ح یصحپس 

 
1 Clean 

2 Post Translational Modifications 

 بیوتکنولوژی 
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با   ژن هدف، یستیکولیروش ب ای و PEGبواسطه   یاهیگی ها پروتوپلاست به ژن انتقال. به دنبال باشدمیبه پلاستوم  انتقال ژن هدف ی،اهسته 

ژن . پس از ادغام  (2)شکل    شودیادغام م   ، همولوگ در پلاستوم  یو توال وکتور    در 3ی کنار  ی هایتوال  ن یمضاعف ب  یبیترک نو  ی دادهایرو

با   سهیاست. در مقا  ازیها نشاخه  اییو بازز  یسلول  میمکرر تقس  یهامعمولاً به چرخه  یبه هوموپلاسم  دنیرس  ی ، برایددر ژنوم پلاست  هدف

.  دهد یذکر شده پاسخ م  ی هایبه نگران  ی تا حد  قابل توجهی است و   دارای مزایای  پلاستوم   ک یژنت  ی، مهندسیاژنوم هسته ماسیون  ورترنسف

مشخص در ژنوم پلاستید و در نهایت ممانعت از خاموشی احتمالی    در مکانژن    وارد شدن،  زیاد  اننوترکیب به میز  نیپروتئ   انیب  این مزایا شامل

)یا امکان ایجاد باندهای دی سولفید و فولدینگ  اپرون،  به صورتژن    نی چند  انی، امکان انتقال و ب در اثر وارد شدن ژن هدف  ایهای هسته ژن

ژن مارکر و مهار   های پروکاریوتی به دلیل داشتن جد باکتریایی )سیانوباکتری(، حذف بیان مناسب ژن  پروتئین نوترکیب،  صحیح   تاشدگی( 

باشد. علاوه بر این از آنجاییکه پلاستیدها از  می  ،زراعی  در اکثر محصولات  دها ی پلاست  وراثت مادری  لی به دلبودن گیاهان حاصل    ختهیترار

های ترایخت  های گسترش ژنامکان انتقال ژن تراریخت توسط دانه گرده در حین گرده افشانی و خطرات و نگرانیرسند،  مادر به ارث می

 در طبیعت نیز وجود ندارد. 

 

 تصویر شماتیک نحوه انتقال ژن به کلروپلاست  گیاهی  - 2شکل 

 نحوه انتقال ژن به کلروپلاست

در روش   ( است.PEG) کول یگل لنیات یواسطه پل هب  انتقال و    روش بیولیستیکها، به کلروپلاست یخارج DNAورود   یدو روش متداول برا

 ی اهیگ   یهابه سلول  ،انتقال ذرات  ستمیس  کی  ای  یتفنگ ژن  کی  قیرا با بمباران سرعت بالا از طر  DNAذرات پوشش داده شده با    بیولیستیک

 DNAنسبت اندازه ذرات و    و   ، فشار محفظه خلابمباران مانند فاصله تا بافت هدف  یپارامترها  م یتوان با تنظیروش را م  نی. اکندیممنتقل  

  یاهیگ  ی هاسلول   ی بر رو  ، PEGواسطه    ه ب   د یپلاستانتقال ژن به  د. روش  نده   ی را در خود جا  قطعه هدف مختلف اعمال کرد تا    اهان یگ   یبرا

د )پروتوپلاستها(    واره یکه  است  برداشته شده  آنها  از  میسلول  پروتوپلاستشودانجام  مشترک  کشت  وز.  در حضور   PEG  یها کولیها 

  . شود یم  یددر ژنوم پلاست  یخارج  DNAادغام  در نهایت  ها و  توسط پروتوپلاست  DNAجذب    منجر به  ،دیپلاسم  DNA  باشده    یبارگذار

 انتقال   ستمیبه س  رایتر است زیاقتصاد  ی دارد، اما روش  اجیها احتبافت   یمیها به هضم آنزلاست پروتوپ  یساز  اد آز  ی برا  PEGاگرچه روش  

   .ستین  یمتک قیمت و گران  یتخصص

  ی به ابزارها  ازیبدون ندهد  این امکان را می  DNA  بهروش    نیاست. اذرات نانو ارائه شده   قیاز طر  دیپلاستانتقال    یبرا  یدیجد  یاستراتژاخیراً  

سادگییایمیش  یهامعرف  حضور  ای پروتوپلاست    یجداسازی،  اضاف به  طر  ی،  جداره   یکربن  ی هالوله  نانو  ق یاز  به SWNTs) 4تک   )

. هستند (  CS-SWNTs)  توزانیک   از جنس  ،ده یچیتک جداره پ  یکربن  یهالوله   شامل نانو   ی انتقالهاحامل  شود. نانوداده    لیها تحوکلروپلاست

 
3 flanking sequences 

4 single-walled carbon nanotubes 
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حمل کنند.    کیفعل و انفعالات الکترواستات  قیرا از طر  ی با بار منف  دیپلاسم  DNAتوانند  یم  نیبار مثبت هستند و بنابرا  ی ها دارالوله  نانو  نیا

DNA-SWNT    انتقال   یاستراتژ  نی. قدرت انفوذ کندبرگ    لیمزوف  یها منافذ روزنه سلول  به  یبا استفاده از سرنگ به راحت  تواندمیحاصل  

ی  د یاس  توزولیدر کلروپلاست آزاد شود. س  یدرون سلول، به طور انتخاب  pHتفاوت در    لیتواند به دلیم  DNAنهفته است که    تیواقع  نیدر ا

(pH:5.5)  DNA  هی به تخل  لیها تماکند. در مقابل، حاملیمتصل م  توزانیبه ک   یرا به سخت  DNA  محیط    رایدارند ز  تدر داخل کلروپلاس

 .کندرها میمحل مورد نظر خود به طور انتخابی در را  DNA،  یحیترج رها سازی نی(. اpH: 8.0است ) ییایقلکلروپلاست کمی 

کند. یم  نیی را تع  ترنسفورماسیون  یبعد  ت یبه کلروپلاست است که موفق  DNA  ل یپس از تحو  مهم مرحله    ک ی  (HR) 5همولوگ   یبینوترک 

مشابه با ناحیه هدف در کلروپلاست باشد  جفت باز    121حداقل  با    یتوال   حامل  ،یخارج  DNAاست که    یزمان  HR  وقوع   ی فراوان  نیشتریب

در    یریمحل قرارگ  ن یو همچن  نواحی تنظیمیبه انتخاب پروموتر و    دی ، باترنسفورماسیون  ت ی لبه حداکثر رساندن قاب  ی برابنابراین  .  (2)شکل  

است. این پروتئین متعلق به دستگاه    D1  نیپروتئ  متعلق به ژن کد کننده   ،psbAپروموتر  (. برای مثال  1)جدول    شود   یاژه یوتوجه    یدپلاستدر    ژن

مورد استفاده    Chlamydomonasدر    شیسال پ  30از    شیبار ب  نیاول  psbAپروموتر    شود.بوده و توسط ژنوم پلاستیدی کد می  IIفتوسیستم  

-بیشترین بیان را در میان پروتئین  psbAمحصول ژن    رایقرار دادن ژن هدف باشد ز  یبرا   تیموقع  ن یترهنوز هم به  رسدی مقرار گرفت و به نظر  

 .  دارد ای پلاستیده
 گیردها و نواحی وارد شدن ژن هدف که به طور معمول برای انتقال ژن به پلاستید مورد استفاده قرار می UTRپروموترها،  -1جدول  

Insertion Sites 3'-UTRs 5'-UTRs Promoters 

trnl/trnA psbA ggagg psbA 

rbcL/accD rps16 T7g10 rrn 
trnfM-trnG rbcL rbcL rbcL 

trnV/rps12 petD psbA psaA 

trnN-trnR  atpB atpl 

ycf3-trnS  Cry2a  

rbcL-accD    

 

 انتقال ژن به کلروپلاست  یهاتی محدود 

تر انتقال ژن  هایی همچون کارایی پایینروش انتقال ژن به کلروپلاست، این تکینیک با محدودیت علی رغم موارد مثبت فراوان ذکر شده در 

های سبز گیاه )در مواردی که هدف بیان ژن در  و بافت   هااندامکبه کلروپلاست نسبت به انتقال ژن به ژنوم، تجمع محصول نهایی تنها در  

های انتقال ژن به کلروپلاست، هزینه بالا و یا نیاز به باززایی گیاه تراریخت  شود(، محدود بودن روشی مثبت تلقی میدانه و یا ریشه است، نکته

و بنابراین   پروتئین گلیکوزیلاسیون انجام ها درتر بودن مراحل باززایی گیاهان تراریخت، عدم توانایی کلروپلاستاز پروتوپلاست، طولانی

 همراه است. پلاستید،  در له شده گلیکوزی هایتولید پروتئین امکان عدم
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