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   اسفناج و Petunia × hybrida)( عملكرد دو پپتيد نشانه از گياهان اطلسي ارزيابي
)Spinacia oleracea( اندامك كلروپلاست بهنوتركيب  هاي ينپروتئ انتقال بمنظور  

  هاتف سلمانيان علي  و *گوزلي بهروز، امير موسويمرجان آدي
  فناوري كشاورزيپژوهشكده زيستفناوري، تهران، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست ،ايران

  18/03/1401: تاريخ پذيرش  20/04/1400: تاريخ دريافت

  چكيده

توان از  اندامك، ميهاي نوتركيب به كلروپلاست در جهت عملكرد مناسب و يا ذخيره سازي آنها در اين  بمنظور انتقال پروتئين
 هدف باي و سپس آزمايشگاهي كيوانفورماتيب يزهايآنال مرحلهدو  در ،مطالعه نيادر . هاي پپتيد نشانه مناسب بهره جست توالي

 از نشانه ديپپت 160 ابتدا منظور نيبد. گرفت انجام مختلف هاي يتوالروي ارزيابي  ي،كلروپلاست مناسب نشانه هايديپپت انتخاب
 زيآنال مورد ها آن گريزي آببررسي  و كلروپلاست به انتقال احتمال برش، گاهيجا يبررس جهت مختلف هاي يزبانم و ها ژن

 .ساختارهاي ثانويه مربوط به رونوشت هاي آنها در حالت اتصال به ژن گزارشگر نيز پيش بيني شدند. گرفتند قراربيوانفورماتيكي 
  اسفناج اهيگ از pcaD ژن ز پپتيد نشانهيو ن )Petunia × hybrid(از گياه اطلسي  epspsنشانه ژن  ديپپت ،بعد مرحله در

 (Spinacia oleracea)انجام و ياختصاص يآغازگرها يطراح اب PCR  گر گزارش و به توالي ژن جداسازياز ژنوم گياهان gus 
. گرفت صورت )Nicotiana tabacum( توتونمدل  اهيگ يختيترار براي نسيشتومفا وميگروباكترآ به ها سازه انتقال .متصل شدند

از  جداشده يها كلروپلاست يرو بر β-glucuronidaseم يآنز يكم و كيفي سنجشباززايي گياهان تراريخت،  پس از تراريختي و
ست و پپتيد نشانه ژن ا شده هدفمند اهيگ يها كلروپلاست بهبا موفقيت  gus ژن محصول كه داد نشانسبز و جوان  يها برگ

epsps تواند يمتوالي مذكور . داشته است ها كلروپلاستب به ين نوتركيبالاتري را در انتقال پروتئ ييكارا از گياه اطلسي جداشده 
تاً يدي و نهايني در ساختارهاي پلاستيدر راستاي هدفمندي محصول پروتئ يتجار ختهيترار در گياهاندي براي استفاده يكاند
  .باشدمحصولات پروتئيني بهتر  يساز خالصو  سازي يرهذخا يو  موردنظرش بروز صفت يافزا

 gus ،SOEing PCR ارزيابي كمي و كيفي ژن، انتقال نشانه، ديپپت كلروپلاست، :يكليدواژه هاي 

  m-amir@nigeb.ac.ir: ، پست الكترونيكي 44787305: تلفننويسنده مسئول، * 

  مقدمه
 ازمندين ،اهيگ در بينوترك نيپروتئ كي كارآمد انيب

 نيا. است مراحلاين  سازي ينهبه يژهو بهمختلف  يندهايفرا
 آن، كننده كنترل يساختارها و ژن انتخاب شامل موارد

 يبرا قبول قابل يداريپا ،كارآمد و مناسب برنده يشپ
mRNA در و ترجمه هنگام در مناسب يياكار ،ژن هدف 
 تجمع نيهمچن و ترجمه از پس راتييتغ از،ين صورت
 كلروپلاست ازجمله اهيگ ژهيو يها اندامك در نيپروتئ
  ).7،9( است

  به   سيتوپلاسم   سطح    از   نيپروتئ   هدايت   تيمسئول

پپتيد  يتوال در اي اسيدآمينهترادف  بهوابسته  كلروپلاست
 يدهايپپت نشانه يدهايپپت .است )Signal Peptides( نشانه
 دراغلب  كه هستند اسيدآمينه 30- 25 يدارا معمولاًو  كوتاه

 و ها يوتپروكار در قرار داشته و ها ينپروتئ نييآم انهيپا
در  چندقسمتيپپتيد نشانه  .نيز وجود دارند ها يوكاريوت

متوالي عمل  بطوراست كه  ييها نشانهحاوي  ها كلروپلاست
، پروتئين را از پپتيد نشانه قسمت اول معمولبطور. كنند يم
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آن  دهي جهتو قسمت دوم براي  برد يمبه اندامك هدف 
  .)21- 19(به نواحي غير از استروما لازم است 

 يبرا مختلف نيپروتئ هزار سه تا دو كه شود يم تصور
ي دهايپپت و شده يگذار هدف ستپلاوكلرانتقال به 

 عمل لروپلاستك هدفمند هاي يتوال بعنوان كه يا نشانه
 هاي يتوال از دسته ترين بزرگ احتمالاً ،كنند يم

اين  بيترك در بالا تنوع. هستند اهانيگ در سازيهدفمند
 يبرا ها آن يبالا تيظرف توانايي و دهنده نشان ،دهايپپت

  .)6( است به اندامك هدف ها ينپروتئ انتقال

 مختلف هاي ينهزم در اي يژهو تياهم از نشانه يدهايپپت
 توجه بينوترك هاي ينپروتئ ديتولدر زمينه  برخوردارند و

موارد متعددي از  .)19( اند كرده جلب خود به را ياديز
د يدهاي نشانه كلروپلاستي در تولينه از پپتياستفاده به

در . )22، 19، 14، 13(ب وجود دارد ينوترك هاي ينپروتئ
لات اكسي گلي يها ژنمحصول  تلاش شد كه ،يا مطالعه

لدهايد ردوكتاز آ ميتارترونيك س و (EcGCL) كربوليگاز
(EcTSR) نشانهپپتيد يك را با  اشريشياي كلايباكتري  از 
برنج گياه سكو به كلروپلاست روبياز پروتئين  بهبوديافته

 بطورپپتيد نشانه را اين توانستند اثربخشي  و دهند انتقال
از  ،ات ديگريمطالع در ).21( افزايش دهند يريگ چشم

 و 1فيلامين  ،Zتيوردوكسين  يها ژنپپتيدهاي نشانه 
در بررسي و  )13(ند كرد استفاده 1آلبومين سرم انساني 

 نيا كه ندداد نشان ،پپتيدهاي نشانه در گياه برنجاين كارايي 
 را يكلروپلاست ريغ نيپروتئ كي توانند يم پپتيدهاي نشانه

  .)14( انتقال دهندگياه  كلروپلاست بهنيز 

ي كيوانفورماتيب يزهايآنال ،مرحلهدو  در ،حاضر مطالعه در
 نشانه هايديپپت انتخاب باهدفو سپس آزمايشگاهي 

ب به يوتركن هاي يمآنزو  ها ينپروتئبراي انتقال  مناسب
مختلف  يها گونهاز  مختلف هاي يتوالروي  ،كلروپلاست

  .گرفت انجاماهي يگ

 

  روشهامواد و 
در مرحله اول  ،اين مطالعه در: نشانه هاي يتوال انتخاب
ناليزهاي آ ،مناسب كلروپلاستي نشانه انتخاب پپتيد باهدف

 براساس مطالعات پيشين ابتدا. بيوانفورماتيكي انجام گرفت
پپتيدهاي نشانه كلروپلاستي  هاي يتوالكه بر روي شناسايي 
 هاي يزبانم و ها ژنپپتيد نشانه از  160، صورت گرفته است

بين پپتيد نشانه و  جايگاه برش بررسي برايمختلف 
 گريزي آباحتمال انتقال به كلروپلاست و  ،GUSپروتئين 
 ،Targetp، Tppred يكيوانفورماتيب يها برنامه توسط

PredSL، Predator و Protoscale  ند و قرار گرفت آناليزمورد
و پس از  ساختار دوم ازنظر شده انتخاب هاي يتوال
با ، gus گر گزارشبه ژن نشانه  يدهايپپتاتصال  سازي يهشب

 هاي يتوالاز بين  .نيز بررسي شدند RNAfold برنامه
قابل  يساختارهابهترين ا توجه به داشتن ب، موردمطالعه

، دو پپتيد نشانه از گياه اطلسي و اسفناج انتخاب بيني يشپ
  .شدند

 Petunia(اهان اطلسي يي گبذرها ابتدا: هدفكشت گياهان 

× hybrida ( و اسفناج)Spinacia oleracea( استريل آب با 
 70 درصد، الكل 5/0 سديم هيپوكلريت محلول با و شسته

مقطر استريل  آب شده و سپس دو بار با يضدعفوندرصد 
 2/1 طيمحاز ضدعفوني، بذور در  پس. شسته شدند

 ;MS (Murashige and Skoog medium(و اسكوگ  گيموراش
 درجه 25 دمايدر  شده كنترلشرايط  و در گرفته قرار

. ندشد نگهداري لوكس 1000 نوري و شرايط گراد سانتي
 از بعد و شد شروع يزن جوانه روز 15- 10 حدود از بعد
  ).4( ندشد منتقل MS كامل محيط به گياهان روز 30

 از يژنوم DNA استخراج: استحصال پپتيدهاي نشانه
 اسفناج و اطلسي روزه )60-45 حدود(كامل  گياهان
روش  به نشانه پپتيدهاي هاي يتوال آوردن بدست بمنظور

Doyle and Doyle )8 (براي تكثير و  .ديگرد انجام
از  شده استخراج DNAجداسازي قطعه پپتيد نشانه از 

شرو براي يپ ياختصاص آغازگراستفاده از  با PCR ،گياهان
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آغازگر معكوس بر اساس ترادف  و نشانه پپتيد ابتداي
همپوشان با توالي  كردن ترادف و اضافهانتهاي پپتيد نشانه 

 PCR محصول. انجام شد )1جدول ( gus ژن گزارشگر
 ,pJET1.2( اوليه پلاسميدي ناقل يك در يساز همسانه براي

Thermo scientific( در ناقل گياه به انتقال براي و سپس 

(Clontech) pBI121-gus يها ناقل، نهايت در .گرفت قرار 
 ييدتأنشانه پس از  يدهايپپتبه  متصل gus يتوال حاوي

 به انتقال براي يابي يتوال از حاصل نتايج وژل  يرو
  .قرار گرفت مورداستفاده ومآگروباكتري

  

  *مطالعهن يادر  مورداستفاده يآغازگرهامشخصات  -1جدول 

  )nt(طول  Tm (C)  توالي  نام آغازگر

SP.P.FW 5'-CCCGGGAATGGCACAAATTAAC-3' 55 22  

SP.P.RV 5'-CTACAGGACGTAACATAGGCTGTAGCCACTG-3' 63 31  

GUS.P.FW 5'-CAGTGGCTACAGCCTATGTTACGTCCTGTAG-3' 63  31  

SP.S.FW 5'-TCTAGAATGGCCATGGCAACTCAAGC-3' 64 26 

SP.S.RV 5'-CTACAGGACGTAACATTGCCGGGATAGAGTGG-3' 65 32  

GUS.S.FW 5'-CCACTCTATCCCGGCAATGTTACGTCCTGTAG-3' 65 32  

GUS.RV 5'-GAGCTCTCATTGTTTGCCTCCCTG-3' 59  24  

CaMV35S F 5'-CCCAAGCTTACAACGATAACACAAAACTT-3' 55 29 

Actin F  5'-GCTATTCAGGCCGTTCTTTCTC-3' 3/60 22  

Actin R 5'-AGTACTTCAGGGCAACGGAATC-3' 3/60 22  

VirG F 5'-GGTCGCTATGCGGCATC-3' 6/57 17  

VirG R 5'-CCTGAGATTAAGTGTCCAGTCAG-3' 6/60 23  

  است شده ارائه متن در ترادف هر كارگيري به جزئيات*    

  
 يباكتر براي انتقال سازه به: به گياهژني  يها سازه انتقال

Agrobacterium tumefaciens هيسو LBA4404 روش مطابق 
 استريل محلول از استفاده با و ذوب و انجماد استاندارد
عمل  عيما ازت و )مولار ميلي CaCl2 20( كلرايد كلسيم
 صحت تراريختي، كنترل براي ،مرحله اين در. )15( گرديد

 سازه و pBI121+GUS سازه از نشانه پپتيدهاي مقايسه و

pBI121+170 )از  سكويروبد نشانه كلروپلاستي يحاوي پپت
 استفاده) gus) (2متصل به توالي گياه آرابيدوپسيس تاليانا 

 داده انتقال A. tumefaciens به مذكور روش مشابه و گرديد
 يها برگ باكتري، به نوتركيب يها ناقل انتقال از پس .شدند
مجاورت در  )Nicotiana tabacum cv. Samsun( توتون گياه
 دقيقه قرار گرفت 10تا  5 بمدتنوتركيب  يباكتر اين

ل ياستر ياغذ صافك يبر رو سپس .)روش ديسك برگي(
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ط يمح يبلافاصله بر رو ها نمونه. شوند كقرار داده تا خش
MS  به سپس ؛شدندمنتقل  بيوتيك آنتيهورمون دار بدون 
 يتربر ل گرم ميلي 200 يحاو هك انتخـابي ـطيمح

 انتقال است كانامايسين بر ليتر گرم ميلي 8 و ميسكسفوتا
 حداقل(در نور مناسب  يپتر يها ظرف پس ازاين. يافتند
 ينور دورهو  گراد سانتيدرجه  25 يو دما) سكلو 1000

 تا شدند ينگهدار) يكيساعت تار 8ساعت نور و  16(
 بوجود قطعات برگي از يبعض روي يمتعدد يها نوساقه

 نشگر،يگز طيمح يرو شده ييباززا سبز يها نوسـاقه .آمد
 يحاو هك ســـاقه نو شدن ليطو ـطيمح به و جداشده

  .دنديگرد منتقـل است، ميسكسفـوتا بر ليتر گرم ميلي 200

 از يژنوم DNA استخراج يبرا: از گياه DNAاستخراج 

 و منجمد عيما تروژنيكمك ن به برگ بافت گرم يليم 30 گياه،
و  دوئلروش طبق  سپس و پودرهاون چيني  با استفاده از

 تيكم و تيفيك كنترل يبرا .انجام شداستخراج  )8( دوئل
DNA يك درصد  آگارز ژل روش الكتروفورز از ،شده خالص

نانومتر  280 و 260 هاي موج طول در ( ياسپكتروفوتومتر و
 ييدتأبراي  ،از گياه DNAبعد از استخراج . شد استفاده(

با  PCRواكنش ابتدا استخراجي،  DNA و صحت كيفيت
 شرويپ يآغازگرهاواكنش با  يتاًنها ژن اكتين و يآغازگرها

CaMV 35S  انتهاي  معكوسوGUS  1جدول (انجام شد( .
 به شده استخراج يژنوم DNA آلودگي عدم از اطمينان براي
 آغازگرهاي با مجدداً ،مثبت يها نمونه از باكتري، ژنوم

 انجام PCR واكنش ،(VirG) ومآگروباكتري ژن اختصاصي
  .گرفت

ت يوضع يبررس بمنظور: از برگ لروپلاستكاستخراج 
ن يپروتئ يهدفمندسازپپتيدهاي نشانه در توانايي رد كعمل

GUS  ها كلروپلاستدر درون  بررسي تجمع اين پروتئينو، 
-SPS و SPP-GUSقطعه ژني وجود  كه ياهانياز نمونه گ

GUS ) گياه اطلسي و يها نشانهحاوي پپتيد بترتيب 
ه د شدييتأ PCRبا  ها آنو پپتيد نشانه روبيسكو در  )اسفناج
استخراج  ،)غير تراريخت( و نمونه گياه شاهد است

 يها دادهكمي سازي  بمنظور .انجام گرفت )8( لروپلاستك
 روش باها  نمونه نيپروتئ غلظت يريگ اندازهآزمايش، 

  .انجام گرفت )5(بردفورد 

  
  )×100( شده استخراجهاي كلروپلاست -1شكل 

: ها كلروپلاستدر  GUSسنجش كمي فعاليت آنزيم 
 از تام پروتئين ابتدا بايد ،GUSفعاليت  ميزان تعيين بمنظور

 انجام جهت .گردد استخراج شده خالص يها كلروپلاست
 ينيپروتئ محلول از يمساو ريمقاد سنجش،اين 

 تريكروليم 50 (سوبسترا و كلروپلاست از شده استخراج
- يسوبسترا تريكروليم 50 و GUS يحاو ينيپروتئ محلول

MUG 4 (900 زانيم با افزودن سپس .شد تركيب 
اين  ،مولار 2/0 كربنات ميسد ةكنندمتوقف بافر تريكروليم

 يها سنجش. ديگرد متوقف و افتهي خاتمه واكنش
 وفوتومتراسپكت فلورسنت دستگاه از استفاده با ،يمتريفلور

)Varian Carry Eclipse Fluorescence Spectrophotometer (
از دستگاه، براي محاسبه  آمده بدستاعداد  .ديرس انجام به

 يها آزموننتايج حاصل از . )10(شد  استفاده  MUمقدار
 طرح براساس IBMSPSS افزار نرمكمي با استفاده از 

كاملاً تصادفي و مقايسه ميانگين با آزمون چند  شييآزما
  .گرديد وتحليل تجزيه دانكن يا دامنه

  نتايج
مناسب  نشانه انتخاب پپتيد باهدف ،اين مطالعه در

 و ها ژناز   پپتيد نشانه 160 از ميان ابتدا ،كلروپلاستي
جايگاه برش، احتمال انتقال به  براساس مختلف هاي يزبانم
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توالي نشانه از گياهان اطلسي دو  ،گريزي آبكلروپلاست و 
و ساختار دوم اين ) 2جدول ( نداسفناج انتخاب گرديد و

 موردبررسي GUSپروتئين  اتصال بهپس از پپتيدهاي نشانه 
 بمنظورهمچنين،  .)ارائه نشده است ها داده( قرار گرفت

ژني  يها سازهساخت اطمينان از صحت طراحي و  ييدتأ
پپتيد توالي ( موردنظرپپتيدهاي نشانه، قطعات  حاوي اين

  ).1شكل (قرار گرفتند  يابي يتوال مورد gus) ژن+ نشانه 

 

  انتخابي نشانه پپتيدهاي به مربوط اطلاعات -2 جدول

 طول و شناسايي شماره ،توالي منبع پروتئين ژن

psaD  
مركز  2زير واحد 

  1واكنش فتوسيستم 
  اسفناج

(Spinacia oleracea)  

>sp|P12353|1-50 

MAMATQATLFSPSSLSSAKPIDTRLTTSFKQ 

PSAVTFASKPASRHHSIRA  

epeps  آنزيم EPEPS  
  اطلسي

(Petunia hybrida) 

>US20100022762A|1_73 

MAQINNMAQGIQTLNPNSNFHK 

PQVPKSSSFLVFGSKKLKNSANS 

MLVLKKDSIFMQKFCSFRISASVATACM  

  

 

 

توالي ( pJET1.2در ناقل  ها سازهصحت طراحي و ساخت  ييدتأ بمنظور gusدر محل اتصال پپتيد نشانه و ژن  يابي يتوالنتايج حاصل از  -2 شكل
  SPS+GUS) ، بSPP+GUS) ؛ الف)مشخص شده استبا خطوط قرمز شكل  يرو gusپپتيد نشانه و ژن محل اتصال 

  

سپس به ابتداي توالي ژن  موردبررسيدهاي نشانه يپپت
يب حاصل از نوترك يها سازهمتصل شده و  gus گر گزارش

اه مدل توتون يبه گ ومآگروباكتري واسطهبختي يق تراريطر
ن يدر هدفمند كردن پروتئ ها يتوالجهت مطالعه عملكرد 

 بمنظور. افتنديبه درون كلروپلاست، انتقال  موردبررسي
استفاده  با يژنوم DNAخت، ياهان تراريگ يمولكول بررسي

 يبرا. دياستخراج گرد ،اهانيجوان و سبز گ يها برگاز 

 با PCR واكنش اهيگ از ياستخراج DNA تيفيك دييتأ
 انجام دار خانه يها ژن از يكي بعنوان نياكت ژن يآغازگرها

 در يژن يها سازه حضور اثبات بمنظور). 2شكل ( شد
 كارگيريببا  PCR از آزمون ،شده تراريخت گياهان

شكل ( عمل آمداستفاده ب ها تراژن يآغازگرهاي اختصاص
3(.  

 ب

  الف
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 ،M؛ درصد 1روي ژل آگارز ژن اكتين  يبا آغازگرها PCR روش هبخت شده توتون يان ترارز گياها شده استخراج DNAصحت  دييتأآزمون  -3شكل 

غير لاين  PCR محصول 2 چاهك ؛)الگو فاقد نمونه(كنترل منفي واكنش  1 چاهك؛ DNA (Mix 100bp, Fermentas)نشانگر وزن مولكولي 
، pBI121-SPP+GUS ،pBI121-SPS+GUS يها سازهبا  بترتيبتراريخت شده  يها نيلا PCR محصول 6-3 يها چاهكتراريخت؛ 

pBI121+GUS ،pBI121+170باشند يمنوكلئوتيد  500به طول  ياختصاص يا قطعهحاوي  ها چاهكتمامي  ؛.  

  

  
 توتون انگياه از استخراجي DNA در SPP+GUS، SPS+GUS، +GUS، +170 حاويبترتيب  pBI121نوتركيب  يها سازه حضور دييتأ -4شكل 
 وزن نشانگر ،M ستون ؛جفت باز 2000تا  1800با قطعات تكثيري بين  درصد 1 آگارز ژل روي ها سازه اختصاصي يآغازگرها با PCR روشبه 

 ؛SP-P-RVو  SP-P-FW آغازگرهاي با SPP+GUS- با هتراريختلاين  PCR محصول ،2و  1 يهاچاهك  ؛1kb plus (Fermentas) مولكولي
 محصول 4 چاهك؛ GUS+170  با راريختهتلاين  PCR محصول 3؛ چاهك GUS-RVو  BRT1 يآغازگرها با تكثيرشدهمحصول  8-3 يها چاهك

PCR  با هتراريختلاين SPP+GUSمحصول  5 چاهك ؛PCR  با هتراريخت توتونلاين SPS+GUSمحصول  6 چاهك ؛PCR با هراريختلاين ت 
pBI121 +GUSواكنش مثبت كنترل 7 چاهك ؛ )DNA واكنش ( منفي كنترل 8 چاهك ؛)دييپلاسمDNA يآغازگرهاتراريخت با  غير لاين 

SP.P.FW  وSP.P.RV(.  

6      5        4        3        2       1         M  

8    7     6     5    4     3    M       2       1  

500bp 

٢۴٠ bp 

bp1970 

 bp2040 

bp1956 

bp1800 
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 يها سازهاز ميان تمامي گياهان تراريخت مثبت كه اين 
 آزمونبا  ها آنبياني را دريافت كرده بودند و تراريختي 

PCR هر سازهآناليز عملكرد براي يد شده بود، سه گياه ئتا 
قرار  مورداستفادهبعدي  يها سنجشانتخاب و براي 

 يها سنجشجهت حصول اطمينان از صحت . گرفتند
آناليز آماري . سه تكرار گذاشته شد ،، از هر نمونهشده انجام
نتايج . شد انجام IBMSPSS افزار نرماز با استفاده  ها داده

در جهت  GUSتجزيه واريانس براي مقايسه فعاليت 
درصد نشان  95با سطح اطمينان  پپتيد نشانهبررسي كارايي 

وجود  دار يمعناختلاف  ها سازهداد كه به لحاظ آماري بين 

در يك كلاس مجزا قرار  عملكرد ازنظر داشته و هر سازه
  ).4، شكل 3جدول ( گرفته است

بين گياهان تراريخته  GUS فعاليت مقايسه واريانس تجزيه -3جدول 
  .ي مختلف ژنيها سازهحاوي 

  Fعدد 
 ميانگين
  مربعات

 درجه
  آزادي

 مجموع
  مربعات

  

*435/253  561/1  4  244/6  
بين 
  ها سازه

  خطا  062/0  10  006/0 
  كل  305/6  14   
*05/0 <   P 

  

  
از گياهان تراريخت توتون  جداشده يها كلروپلاستدر  GUSمقايسه ميانگين ميزان فعاليت آنزيم مقايسه كارايي پپتيدهاي نشانه با استفاده از  -5شكل 

  ).است درصد 5در سطح  داري معنييسي بيانگر تفاوت هر يك از حروف انگل(

  بحث
 در را يخارج يها ژن انيب انكام يكژنت يمهندس يفناور
 يها روش به توجه با .است ردهك جاديا زبانيم اهانيگ انواع
 ستمييس بعنوان اهانيگ نيز توان يم ،كارا و عيسر ختييترار
). 18(نمود  استفاده بينوترك يها نيپروتئ ديتول براي

 ديتول جهت راحت، و ارزان ستميس كي اهانيگ
 و ييدارو يها نيپروتئ چون يارزشمند يها ماكرومولكول

 ستيز و ها ميآنز ها، واكسن ،ها بادي آنتي ،يصيتشخ

بيان در  يايمزا از .اند آورده فراهم را تجزيه قابل يمرهايپل
 به توان يم دي،يتول يها ستميس ريسا با سهيمقا در اهانيگ

 عدم د،يتول اسيمق عيسر رييتغ امكان ،ها نهيهز كاهش
كرد  اشاره يانسان يها پاتوژن و ها نياندوتوكس حضور

)17(. 

 ديتول جهت يژن سازهك ي يطراح در مهم املوع يكي از
 ديتول زانيم شيافزا باعث كه بينوترك يها نيپروتئ
 از استفاده ،گردد يم نيز اهانيگ در بينوترك نيپروتئ
 موجب دهايپپت نيا از يبرخ). 16( ي نشانه استدهايپپت
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 به توپلاسميس در توليدشده بينوترك نيپروتئ انتقال
 شدن هدفمند يبرا لازم اطلاعات. شوند يم كلروپلاست

 يتوال از يبخش توسط ،موردنظر كاندام سمت به نيپروتئ
 است گرفته قرار نيپروتئ ينيآم يانتها در معمولاً هك يديپپت
 انيم در .)20(گردد  يم ايمه دارد، نام نشانه ديپپت و

 از ها كلروپلاست اهي،يگ يها سلول درون يها اندامك
 از ارييبس محل اندامك نيا. برخوردارند يا ژهيو گاهيجا

  نزيمآ، مثال بعنوان. گردد يم محسوب سلول اتييح اعمال
epspsرمزگذاري يا هستهژنوم  موجود در يها ژن توسط 

 ،سيتوپلاسمي يها بوزومير در شدن از ساختهشده و پس 
ر بيوسنتز يشده تا در مسهدايت  ها كلروپلاستبه درون 

ا توجه ب. )3( ديفاي نقش بنمايك ايتانه آروميدهاي آمياس
از مسير شيكيمات در كلروپلاست گياهان، وقوع به جايگاه 

ن يابراي هدايت اهي يگ يها ژن كارآمدنشانه  يها يتوال
ز يت نيفوسيگلا كش علفگاه هدف يكه جا(دي يم كليآنز

 كييژنت ورزيدست يطبه درون كلروپلاست  )است
 كش علفجاد صفت مقاومت به يبراي ا اهان زراعييگ
  .)2( .استفاده كرد توان يم

 را ياديز يايمزا كلروپلاست به ژن انتقالاز طرف ديگر، 
 اديز يانتقال ژن يها نسخه تعداد نكهيا ازجمله دارد همراهب

 شود ينم دهيد كلروپلاست در ژن يخاموش اثرات و است
 .است بالا اريبس يافته انتقال يها ژن انيب سطح ليدل نيهم به

مختلف  يها اندامهمچنين تعداد بسيار زياد كروپلاست در 
 .منجر شود موردنظربه بيان فزاينده ژن  تواند يمگياهي 
 را ها آن سميت كلروپلاست، در ها نيپروتئ تجمع همچنين
 تا خوردن كه است در حالي اين. )3( سازد يم محدودتر
 وجود عدم ،DNA ژني فرار گرده، دانه در عملكردي
 تشكيل و قندي يها مولكول شدن اضافه پروتئين،
. رديگ ينم صورت كلروپلاست در يديسولف يد پيوندهاي

 محدود كلروپلاست در ها نيكوپروتئيگل توليد اساس اين بر
 مورد در هايي گزارش كلروپلاست بر علاوه. شود يم

 هويج، در گياهي يها پلاست ساير نمودن تراريخت
  ).6(دارد  وجود جات وهيم برخي و فرنگي گوجه

گياه  epspsژن آماري نشان داد كه پپتيد نشانه  هايآناليز
 از اسفناج و پپتيد pcaDاطلسي نسبت به پپتيد نشانه ژن 

طور بسيار معناداري بس يدوپسيآراببيسكو نشانه رو
 هم تيرهعلت د بتوان بيشااين كارآمدي را . ستاكارآمدتر 

ن يزبان در اياه ميگ بعنوان( بودن گياه اطلسي و توتون
) Solanaceae( زميني سيبره يكه هر دو از ت دانست )مطالعه

طبق مطالعات صورت گرفته توسط چن و  .باشند يم
 ميزبان نقش مهمي در كارايي پپتيد نشانه دارد ،همكاران

تر پپتيد كارايي چشمگير در خصوص احتمال ديگر. )6(
از گياه اسفناج  كاررفتهب نسبت به پپتيد نشانهي اطلسنشانه 

 تجمع ازناشي  تواند يم، )شاهد( بيسكوو پپتيد نشانه رو
 يداخل و يرونيب يغشاهدف در  نيپروتئ شتريب

 وارد ميمستق بطور بتواند نكهياباشد تا  ها كلروپلاست
 هدفمند نيپروتئ احتمالاًب، ين ترتيبد و دشو كلروپلاست

 تجمع كلروپلاست در شتريباطلسي  نشانه ديپپت با شده
برخي آمينواسيدها  مطالعات ديگر نشان داده كه ).1( ابدي يم

بستگي به گياه برخي و  هستند شده حفاظت پپتيد نشانهدر 
كارايي پپتيد نشانه را تغيير متغير باشد و  تواند يمميزبان 

طول پپتيد نشانه نيز در كارايي  ،علاوه بر اين .دهد
طبق  ).2( تجمع پروتئين نقش مهمي دارد يهدفمندساز

بسيار بلند و كوتاه پپتيد  يها يتوالات صورت گرفته، مطالع
نشانه كارايي خوبي ندارند، پپتيدهاي نشانه با طول توالي 

هستند، به كلروپلاست مناسب هدفمندي پروتئين  70تا  50
كه طول توالي پپتيد  در اين مطالعه سعي بر اين شدبنابراين 

تا به نحوي تاثير طول  )7(د مناسبي قرار گير دامنهنشانه در 
 .گرفته به حداقل برسدهاي صورتتوالي در نتايج آزمون

-توان اين چنين پيشنهاد كرد كه جهت بهرهميبنابراين، 

مندي از كارايي بهتر توليد پروتئين نوتركيب در سيستم 
- گياهي، بهتر است از پپتيدهاي نشانه حاصل از گياه هم

با به حداقل رسيدن اثر ميزبان، خانواده استفاده شود تا 
  .صورت گيرد هدفمنديميزان  ينبيشتر
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  گيري نتيجه

  و  بيوانفورماتيكي   يها يبررس   از   حاصله  نتايج   طبق 

پپتيد نشانه، مشاهده گرديد كه هر  دو آزمايشگاهي اين
غير  خارجي و نشأبا م دوي اين پپتيدها قادرند پروتئين

. كارايي به كلروپلاست منتقل كنند صورتبكلروپلاستي را 
نتايج بيوانفورماتيكي توسط نتايج  دييتأعلاوه بر 

گياه  epspsآزمايشگاهي، كارايي بالاتر پپتيدهاي نشانه ژن 
د يپپتاز اسفناج نسبت به  pcaDاطلسي و پپتيد نشانه ژن 

 مؤيدنيز مشاهده گرديد كه ) 22و  19، 2(بيسكو ورنشانه 
قبل از  بيوانفورماتيكي صورت گرفته زهاييمهم آنال ريتأث

حاصل از نتايج  بر اساس. بود مورداستفادهانتخاب توالي 
براي  پپتيدهاي نشانه از اين توان يمن بررسي، يا

اهان يگكلروپلاست  بهخارجي  يها نيپروتئ هدفمندسازي
صفات مطلوب زراعي  با اهدافكي يشده ژنت دست ورزي

  .)22و  19( تب بهره گرفيد داروهاي نوتركيا توليو 
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Functional study of two signal peptides derived from Petunia 
(Petunia × hybrida) and Spinach (Spinacia oleracea) in order to 

transfer recombinant proteins to chloroplast 
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(NIGEB), Tehran, I.R. of Iran 
Abstract 

Signal peptides can be used to effectively transfer recombinant proteins into chloroplast 
for their appropriate functionality or storage. In this study, the efficiency of candidate 
signal peptides was studied using in silico and in vitro approaches. At first, the cleavage 
sites, ability to transport into chloroplast, and hydrophobicity of 16 ٠ signal peptides 
were analyzed by bioinformatic tools. The secondary structures of the transcripts of 
reporter gene fused to these signal peptides were also predicted. In the next step, signal 
peptides of epsps and pcaD genes, respectively from petunia  ) Petunia × hybrida ( and 
spinach  ) Spinacia oleracea (were cloned using specific primers .β-glucuronidase gene 
and each signal peptides coding sequences were fused together. The resulting fragments 
were then transferred by Agrobacterium tumefaciens and over-expressed in tobacco 
)Nicotiana tabacum (as a model plant. Chloroplasts were extracted from transgenic 
young and green leaves and β-glucuronidase activity was assayed qualitatively and 
quantitatively. The results showed that GUS was present and active in chloroplasts and 
the epsps signal peptide was more effective than pcaD in transferring the target protein. 
In conclusion, we can speculate that the identified signal sequences have the potential to 
transfer recombinant proteins into plastids for more effectiveness or for storage and 
extraction purposes. 

Keywords: Chloroplast, Signal Peptide, Gene Transformation, Spinacia oleracea, 
SOEing PCR 


