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 های مقاومت در گیاهان تراریخته اکوسیستم دریایینشانگرها از  نگرانی
  غلامرضا شریفی سیرچی 

 ، بندرعباس، دانشگاه هرمزگانو منابع طبیعی گروه باغبانی، دانشکده کشاورزی

 مقاله: نوع

 مروری
 کیدهچ

مین امنیت غذا، کاربرد علم مهندسی ژنتیک و أروند افزایش جمعیت جهان و نیاز روز افزون دنیا به ت

استفاده از ارگانیسم های تراریخت را پر اهمیت تر نموده است. بهره گیری از این علم بدون در نظر گرفتن 

 ،تراریخت موجوداتتولید ی های . یکی از نگرانشدطبیعت خواهد  خطرات احتمالی موجب آثار زیانبار بر

های کد کننده . ژنگرددهای تراریخت می که منجر به رشد انتخابی سلولمی باشد سیستم انتخاب 

های مقاوم به انتشار ژن علتبه های تراریخت بسیار کارآمد هستند. بیوتیک در شناسایی سریع سلول آنتی

های وحشی، دانشمندان به دنبال به گونهموم شیمیایی سهای مقاوم به بیوتیک در طبیعت یا فرار ژن آنتی

یا دارای ژن های نشانگر مناسب برای  نشانگر عاری ازتراریخت  های ارگانیسمهایی برای تولید حل راه

 سموم شیمیاییبیوتیک و  به آنتی تدر ابتدا بر مبنای مقاوم های نوع اول ارگانیسم .هستند محیط زیست

. در حالت برداشته خواهد شد گزینشگردر مراحل بعدی دستورزی و رشد، نشانگر  ولی می گردند.انتخاب 

های مختلفی برای دوم از ژن های نشانگر ایمن برای محیط زیست استفاده می گردد. در این تحقیق روش

های مارکر گزینشگر مناسب برای  های تراریخت اولیه و تعدادی از ژن حذف نشانگر گزینشگر از ارگانیسم

 حیط زیست پیشنهاد شده است که می توان از آنها برای تولید ارگانیسم های تراریخت استفاده نمود.م

 مقاله: تاریخچه

 81/18/93دریافت: 

 01/13/93اصلاح: 

 02/13/93پذیرش: 

 : کلمات کلیدی

  ایمنی زیستی

  ژن نشانگر

 کوترانسفورماسیون

 تراریخت

 نوترکیبی
 

 مقدمه

 0121میلیارد نفر در سال  9مبنی بر افزایش جمعیت جهان به بیش از  0183در سال  8ازمان خواربار جهانیبا توجه به اعلام س

وضعیت کنونی، استفاده از علم مهندسی ژنتیک حائز اهمیت بیشتری می گردد. این علم در  871و نیاز به محصولات غذایی %

 های مختلف ایجاد نماید که از آن جمله می توان به کمک به ایجاد زرگی در زمینهچهار دهه توانسته است تحولات ب طی تقریباً

ها، حیوانات و گیاهان تراریخت، تولید محصولات  ، تولید دارو با استفاده از جلبکهای غذایی امنیت غذایی با افزایش فراورده

اریخت به منظور پالایش محیط و تولید غذایی حاوی مواد مغذی و ویتامین ها، تولید گیاهان مقاوم به آفات، تولید ارگانیسم تر

های  ها، گیاهان، حیواناتی نظیر ماهی کو غیره در جلب 3،  کانتاکسانتین2رنگدانه های خاص مثل بتاکارتن، لوتین، آستاکسانتین

 ,.Hawkins and Nakamura, 1999; Chaogang et al., 2010; Carstens et al., 2012; Enzing et al) آکواریومی اشاره نمود

بر سلامت  خطرات احتمالی موجب آثار زیانبار و در بعضی موارد جبران ناپذیر (. بهره گیری از این علم بدون در نظر گرفتن2012
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های گزینشگر مقاوم به آنتی بیوتیک ها، ژن های  توان به خطر انتقال افقی ژن ها میانسان و طبیعت خواهد گردید که از جمله آن

 در مبارزه با آفات و پروموتورهای ویروسی اشاره نمود.شده کار گرفته  هپروتئین های سمی ب

پروتئین های نوترکیب  ،گیاهان تراریخت و اجزای آنها به چندین طریق می توانند به اکوسیستم دریایی وارد شوند. در مسیر اول

ول در آب در خاک قرار گیرند )مسیر صورت محله ممکن است در طول فصل رشد با مولکول های خاک پیوند دهند و یا اینکه ب

A  و آن تجزیه می شوند  (.  اما آنچه که مشخص است پروتئین های نوترکیب جذب شده توسط ذرات خاک سریعا8ً، شکل

. مسیر بعدی است. لذا، خطرات زیست محیطی از این مسیر بسیار کم کنندرسوب می  یابند می ههای آزاد را دسته که به آب

نیز دلیل فاصله مزارع با دریاها، مقدار ورود این گروه ه طور کلی به ذرات معلق در هوا و دانه گرده آنها می باشد. بانتقال هوایی 

و قسمتی از مواد تشکیل  شدهپس از مدت زمان کوتاهی تخریب  شوندکم می باشد. آن دسته ای هم که وارد آب دریاها می 

نیز غیر آبی های آزاد شده در محیط  پروتئین ماندن پایدار باقی (. البتهEیر منتقل می شود )مس اطرافدهنده آنها به محیط 

ممکن است پروتئین های دانه گرده یا ذرات  ،نمایش داده شده 8از شکل  B. اما همانگونه که در مسیر احتمالی محتمل است

طور بالقوه موجودات دریایی ه صورت بصورت ذرات آلی خاص در محیط دریایی باقی بمانند. در این ه گیاهی معلق در هوا، ب

 (. 8، شکل Cتغذیه کننده از آن ها در معرض قرار می گیرند )مسیر 

حوادثی نظیر غرق  اثردر ها دیگر آلودگی اکوسیستم دریایی، انتقال و ریخته شدن تصادفی محصولات تراریخت و اجزای آن مسیر

دریایی تغذیه کننده از محصولات تراریخت بلکه موجودات دریایی شدن کشتی ها می باشد. در این صورت نه تنها موجودات 

 (.Carstens et al., 2012) (8، شکل Gشکارچی در چرخه دوم نیز در معرض قرار می گیرند )مسیر

 

 
مسیر های احتمالی را  . مدل پیشنهادی برای ورود احتمالی محصولات تراریخت و پروتئین های ترانسژن آنها به اکوسیستم آبی. فلش های ممتد8شکل 

 نشان می دهند. فلش های منقطع، مسیرهای احتمالی تجزیه پروتئین های ترانسژن ها را نشان می دهد.
 

علاوه بر خطرات موجودات تراریخته خشکی، نگرانی های زیادی نیز در مورد موجودات دریایی تراریخته و رهاسازی بعدی آنها 

طبیعی نظیر  ا به منظور بهبود ظرفیت فتوسنتزی، بهبود تولید محصولات با منشاه جلبک امروزه، در محیط وجود دارد.

در ماهی ها نیز  . تکنیک های مهندسی ژنتیک(Enzing et al., 2012)گردند  تراریخته می ،ها و تولید محصولات جدید رنگدانه

به را ورمون رشد شدند که وزن این ماهی استفاده شده اند و در اولین قدم سبب تولید ماهی های سالمون دارای ترانسژن ه

 سالمون دارای ژن مقاومهای  ماهیهای تراریخت می توان به  . از دیگر ماهی(Hallerman et al., 2007) رساندبیش از دو برابر 

اریومی با آکوهای  ماهیبه بیماری ها، زبرا ماهی دارای ژن موثر در متابولیسم فسفر و سرما، گربه ماهی دارای ژن مقاوم به 
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ه دلیل نگرانی های زیاد (. محصولات موجودات آبزی تراریخت بEenenaan and Olin, 2006رنگدانه های خاص اشاره نمود )

 تجاری نشده اند.      پیرامونی

کارگیری علم مهندسی ژنتیک ضروری می باشد. در ه )ایمنی زیستی( در تمام زمینه های ب محتاطانه ه کارگیری نگرشب

با مهندسی ژنتیک و سازوارهای دست ورزی شده ژنتیکی و بهره گیری قطعی از محصولات آنها، ایمنی زیستی، شامل  ارتباط

یک سری تدابیر، معیارها، سیاست ها و روش هایی است که خطرات احتمالی ناشی از انتقال ژن را به حداقل مقدار برساند. 

، وجود ژن های نشانگر گزینشگر می باشد که همراه با ژن مورد نظر وارد ژنوم یکی از نگرانی ها در ارتباط با موجودات تراریخته

پیرامون ژن های گزارشگر مقاومت به آنتی بیوتیک ها می توان به احتمال انتقال آن ها به  زبان می گردد. از دیگر نگرانی هامی

از ژن های  6که حداقل % شدپیش بینی  گرفتام طوریکه در یک مطالعه که در هلند انجه اشاره نمود. ب ی بیماریزاباکتری ها

در  که بیفتندتوسط باکتری ها به دام  شده و در آنجاروده بزرگ ه فرنگی بتوانند سالم باقی مانده، وارد محصول تراریخته گوج

 van der Vossen etبیماریزا منتقل و سبب مقاومت آن ها به آنتی بیوتیک ها گردد ) یژن از باکتری به باکتری ها آن نتیجه

al., 1998.)  

 درا ین مقاله روش های به حداقل رساندن نگرانی ها در ارتباط با ژن های نشانگر مورد بررسی قرار می گیرند. 

 های نشانگر های ناشی از ژن های برطرف نمودن نگرانی روش

د. گردهای تراریخت میشد انتخابی سلولشود که منجر به رانتخاب استفاده می یاز سیستم تراریخت ارگانیسم هایبرای تولید 

)شریفی سیرچی و کاظمی پور،   های تراریخت بسیار کارآمد هستندهای کد کننده آنتی بیوتیک در شناسایی سریع سلولژن

های نشانگر انتخابی می توانند زنده بمانند های تراریخت دارای ژن. در فرآیند انتخاب در محیط کشت فقط سلول(8311

بین تعداد بسیار در تراریخت  گیاهانهای غربالگری برای شناسایی روش روند.از بین میهای غیر تراریخت ی که سلولدرحال

آیی گیاه تا زدر عدم حضور نشانگر انتخابی، میزان باز چرا که می باشند،غیر تراریخت وقت گیر ارگانیسم های باززایی شده زیاد 

ی هایی دربارهشوند نگرانیمی میزبانوارد ژنوم  گزینشگر. از آنجا که نشانگر (De Vetten et al., 2003) یابدده برابر افزایش می

تولید محصولات تراریخت بدون نشانگر آنتی بیوتیک  .تراریخت در اکوسیستم وجود داردرهاسازی آن توسط ارگانیسم های 

طور کلی چهار راه برای جلوگیری و یا برطرف نمودن ه ب(. Kay et al., 2002) شودباعث حذف خطر انتقال عمودی و افقی می

 کارگیری ژن های نشانگر وجود دارد.ه خطرات ناشی از ب

ین مفهوم که فقط ژن مورد نظر به ارگانیسم منتقل گردد و برای اطمینان از به ا :نشانگر های ژن از استفاده عدم( الف

و غیره استفاده نمود. هرچند که این  واکنش زنجیره ای پلیمرازکولی نظیر تراریخته گردیدن ارگانیسم مورد نظر از آنالیزهای مل

امر از نظر تئوری مناسب به نظر می آید اما در عمل بسیار وقت گیر، پر هزینه و در مواردی که نیاز به کشت و بررسی فنوتیپی 

د روش های ساده و ارزان برای تشخیص داشته باشد، به مزارع بزرگ نیاز است. اما در حال حاضر دانشمندان سعی بر ایجا

 .(Aziz and Machray, 2003)ارگانیسم های تراریخت دارند و انتظار می رود در سال های آتی این روش ها کاربردی گردند 
 

دست آمده از میکروارگانیسم ها که ه ژن های نشانگر ب .باشند نداشته زیستی مضر اثرات که نشانگر های ژن از استفادهب( 

سبب مقاومت به آنتی بیوتیک ها و سموم شیمیایی می شوند از نظر مقبولیت عمومی دچار مشکل می باشند و لذا  مولاًمع

ها مرحله تجاری سازی بسیار سختی را طی خواهند کرد بنابراین دانشمندان با کشف یکسری  موجودات تراریخت حاوی این ژن

در صدد رفع این مشکل برآمده اند. استراتژی های انتخاب  باشندی مثبتی های مارکری که دارای جنبه های زیست محیط از ژن

 این نوع از نشانگرها به چهار گروه: انتخاب مثبت، انتخاب بصری، انتخاب منفی و انتخاب بر اساس پاتوژن طبقه بندی می شوند

(Wei et al., 2012) .  

اریخته شده را بدون اثر کشندگی بر روی سلول های غیر ژن های مارکر گزینشگر مثبت، سلول های تر مثبت. انتخاب -1

متابولیکی همچون بیوسنتز هورمون، متابولیسم ساکارید و  یندهایآهایی در فر تراریخت مشخص می نمایند. چنین ژن
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های  ولگاز ذرت و  هم kn1متابولیسم اسید آمینه مشارکت دارند. از ژن های مارکر مسیر بیوسنتز هورمون ها می توان به ژن 

طور نرمال در مریستم شاخه بیان می شوند. استفاده از این ژن، فراوانی ه آن در سایر گونه های گیاهی اشاره نمود. این ژن ها ب

 . (Luo et al., 2006)افزایش داد  nptIIتراریخت ها را تا چهار برابر استفاده از ژن مارکر 

فسفات سنتاز را به رمز در می آورد از ژن های مارکر مسیر متابولیسمی  -6-از گیاه آرابیدوپسیس، آنزیم ترهالوز AtTPS1ژن 

ساکارید می باشد. سلول های گیاهی تراریخته حاوی این ژن قادر به رشد و جوانه زنی نرمال در محیط های با فشار اسمزی بالا 

 .(Gómez et al., 2010) می باشند. اما سلول های غیر تراریخته گیاهچه های آلبینو و کوچک تشکیل می دهند

را به  8از آرابیدوپسیس اشاره نمود که تریپتوفان سنتاز بتا  TSB1از ژن های مارکر مسیر متابولیکی اسید آمینه می توان به ژن 

بیشتری علاوه تحمل ه رمز در می آورد. گیاه گوجه فرنگی تراریخته حاوی این ژن مارکر، تجمع بیشتری از تریپتوفان داشتند. ب

  .(Sanjaya et al., 2008)به کادمیم نشان داد ا ر

یا به طور مستقیم نور فلورسنت ساطع  در اینجا ژن های مارکر، پروتئین هایی را به رمز در می آورند که .4بصری انتخاب -2

ز می کنند که این می نمایند مثل پروتئین فلورسنت سبز یا آنزیم هایی را به رمز در می آورند که سوبستراهای خاصی را کاتالی

   lac Zو یا واکنش های رنگی را کاتالیز می کنند مثل  lucواکنش سبب ساطع شدن نور فلورسنت می شود مثل 

(Wei et al., 2012). 

در اینجا ژن مارکر گزینشگر اثر کشندگی بر روی سلول ها و بافت های غیر تراریخته دارد. که از این گروه  .منفی انتخاب -3

این آنزیم ماده شیمیایی سمی بتائین  .را به رمز در می آورد  2را نام برد که آنزیم بتائین آلدهید دهیدروژناز badhن می توان ژ

ه آلدهید را به گلیسین بتائین غیر سمی تبدیل می نماید. بعد از واکنش ترانسفورماسیون و استفاده از ماده بتائین آلدهید ب

 .(Chen and Murata, 2011)راریخته از بین می روند عنوان معرف گزینش، سلول های غیر ت

عنوان معرف ه پاتوژن ها باز مقاوم به پاتوژن به عنوان مارکر گزینشگر و  یدر اینجا از ژن ها .پاتوژن پایه بر انتخاب -4

 گزینش استفاده می شود. در سالیان اخیر دانشمندان در تلاش هستند تا ژن های مقاومت را شناسی نموده

(Baharlouei et al., 2010; Koch et al., 2006) .از این گروه می توان به ژنی که  تا از آن ها برای گزینش استفاده نمایند

PFLPپروتئین شبه فردوکسین گیاهی
 Erwiniaرا در فلفل شیرین تولید می نماید، اشاره نمود که سبب مقاومت به باکتری  6

carotovora ی شود عامل بیماری پوسیدگی نرم م(Yip et al., 2007) . 

)یکی ژن مربوط به صفت مورد نظر و دومی ژن مربوط به مارکر گزینشگر( که در ادامه  7ترانسژن دو ج( کوترانسفورماسیون

 در نتیجه تفرق از یکدیگر جدا می گردند.

خت با استفاده از نوترکیبی ، بعد از انتخاب موفق ارگانیسم ترارینظر مورد ژن از گزینشگر مارکر ژن برش و جداسازی د(

 جایگاه ویژه، ترانسپوزیشن و نوترکیبی همولوگ ژن مارکر گزینشگر برداشته می شود.    

 

 های موثر در حذف مارکرهای گزینشگر فرآیند

و  تیک مولکولی ارگانیسم هاژنهر کدام از روش های فوق الذکر برای حذف ژن های مارکر گزینشگر نیازمند به اطلاع دقیق از 

یندهایی همچون کوترانسفورماسیون، نوترکیبی همولگ، نوترکیبی جایگاه ویژه و تراسپوزیشن دارد که در ذیل به نقش فرآ

، معایب، مزایای و مثال هایی از استفاده از آنها در روش های مختلف حذف ژن های مارکر گزینشگر یندهافرآکاربردی این 

 پردازیم. می

  

                                                           
4.
 Visual selection 

5.
 BADH 

6.
 Plant fredoxin like protein 

7.
 Co-transformation of two transgenes 
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 الف( کوترانسفورماسیون

مارکر گروباکتریوم یا بیولیستیک می باشد که در آن آهای بدون نشانگر است که بر پایه های تولید تراریختکی از روشی

  ژن مورد نظر در ساختارهای جدا هستند. سه روش برای کوترانسفورماسیون استفاده می شود.  و گزینشگر 

 گروباکتریومآهای جدای در استرین 1دی ان ای-تی نسخهدو  وارد نمودن -8

 9توسط روش تفنگ ژنی دو پلاسمید به یک بافتوارد کردن  -0

 . حمل میشوند متفاوت در رپلیکون هایگروباکتریوم که آاسترین در یک  دی ان ای-تی نسخهدو  وارد نمودن -3

 . قرار گرفته اند در یک رپلیکوندر یک اگروباکتریوم که  دی ان ای-تی نسخهدو  وارد نمودن -4

 هنگام نوترکیبی و تفکیک در طی تولید مثل جنسی، حذف می شودمارکر گزینشگر، ها ی این روشمهدر ه

(Scutt et al., 2002کوترانسفورماسیون .) کار برد. این روش نه تنها به گیاه ه را نمی توان برای گیاهانی با تولید مثل رویشی ب

 ماسیون برای درختان با زمان تولید مثلی طولانی قابل اجرا نیستکوترانسفور بارور نیاز دارد بلکه بسیار وقت گیر است.

(Rommens et al., 2004.)  یک سیستم کوترانسفورماسیون با استفاده از دو استرین آگروباکتریوم برای تولید  0111در سال

استفاده قرار گرفت. در این  فاقد ژن های نشانگر گزینشگر مورد 81انگور تراریخت حاوی ژن تولید کننده پروتئین فلورسنت سبز

گیاه تراریخت فاقد ژن مقاومت  81سیستم از جنین های سوماتیکی انگور بدون بذر رقم تامپسون استفاده گردید. در نتیجه آن 

تحقیقات نشان می دهد کوترانسفورماسیون در یک استرین بسیار  .(Dutt et al., 2008) (0)شکل  به کانامایسن حاصل گردید

 ها هنوز مشخص نیستاز کوترانسفورماسیون در دو استرین متفاوت است، گرچه فرآیند کلی این روش کارآمدتر

(Gelvin et al., 2003) . 

 
ویروس موزاییک کلم  35S، پروموتور D35Sپلاسمیدهای دو تایی استفاده شده کوترانسفورماسیون.  دی ان ای-. نقشه فیزیکی ناحیه تی0شکل 

از ویروس موزاییک  NOSو  35Sرونوشت های  NOS-30و  CsVMV: 35S-30، پروموتور dCsVMW :قرار گرفته استکه دو دفعه در کاست 

    (Dutt et al., 2008). ، مرز های راست و چپLBو  RB  :کلم
 

ست. ی انتخاب منفی ایک مرحلهکارگیری ه بر اساس ببسیار کارآمد برای تولید تراریخت بدون نشانگر و  یک روش جایگزین

انتخابی منفی بعد از نشانگر مثبت در یک ساختار، یک روش بسیار قوی برای ایجاد گیاهان تراریخت  یاستفاده از نشانگرها

نشانگر انتخابی منفی تحت فشار انتخاب ژن نشانگر منفی و حضور ژن  فاقد ریختترانتاج است. در این روش،  بدون نشانگر

نفی به محققین اجازه می دهد تا تحقیقات خود را برای گیاهان تراریخت بدون نیاز به مورد نظر، انتخاب می شوند. انتخاب م

(. اخیراً یک ژن نشانگر جدید به نام 88واکنش زنجیره ای پلیمراز تعداد زیادی از آنالیزهای مولکولی کاهش دهند )یعنی هزاران

dao1  مشخص شده است که آنزیمD- هم برای انتخاب مثبت و هم برای انتخاب منفی  آمینواسید اکسیدآز را کد می کند که

 کار می رود. بنابراین این امکان وجود دارد که انتخاب منفی را بعد از انتخاب مثبت از طریق تغییره بسته به نوع سوبسترا ب

D-alanine  یاD-serine  بهD-isoleucine  یاD-valine کار برده ب (Erikson et al., 2004) . 

 ویژه جایگاه ب( نوترکیبی

                                                           
8
. T-DNA 

9
. Gengun 

10
. GFP 

11
. PCR 
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در باکتریوفاژهای نوترکیبی یک پدیده عمومی است که ممکن است در هر جای دو مولکول دی ان ای همولگ اتفاق افتد. 

های برشی خاصی در کروموزوم باکتری و فاژ رخ می دهد. سایتمعتدل نوع دومی از نوترکیبی جایگاه ویژه وجود دارد که بین 

در باکتری و فاژ سایت پیوستگی باکتری و فاژ نامیده می شود. هر سایت پیوستگی شامل سه  های نوترکیبی جایگاه ویژهمکان

 است فاژ، یک اینتگراز هایپروتئین ی ازقطعه است. قطعه مرکزی که توالی حفاظت شده دارد در آن نوترکیبی رخ می دهد. یک

آنزیم  نیازمند در جایگاه ویژه برش شود.کی دی ان ای میز می کند و منجر به مبادله فیزیلیکه نوترکیبی جایگاه ویژه را کاتا

است. سه سیستم نوترکیبی جایگاه ویژه وجود دارد که برای تولید گیاهان تراریخت بدون  excisionaseاینتگراز فاژ به نام 

 نشانگر کارآمد هستند:

 ویژه هدف خود را شناسایی می کند.جایگاه  Cre، که در آن آنزیم P1باکتریوفاژ از  Cre/loxPسیستم نوترکیبی  -8

 کند. فعالیت می FRTهای بر روی سایت FLPاز ساکارومایسز سریویزیه، که در آن ریکامبیناز  FLP/FRTسیستم نوترکیبی  -0

های نوترکیبی به ترتیب ریکامبیناز و سایت RSو  Rایسز روکسی، که در آن موراز زایگوساکا R/RTسیستم نوترکیبی  -3

  هستند.

برای عمل مناسب در گیاهان نیازمند تغییرات و فاکتورهای اختصاصی میزبان  Rو  Cre, Flpها امبینازبر خلاف سایر ریک

ای هفت تا دوازده هستند که در کنار یک توالی هسته یپالیندرم های  توالیهای شناسایی برای ریکامبیناز سایتباشند.  نمی

 های پیوند دهنده ریکامبیناز و توالی هسته صورت می گیرددر نواحی بین المنتسایت  اند. شکستنوکلئوتیدی واقع شده

(Zuo et al., 2001). 

می توان را های انتخابی نیازمند بیان ریکامبیناز در گیاهان تراریخت است. کاست ژن ریکامبیناز در این سیستم، حذف نشانگر

یک گیاه  در صورتی که. قرار داد ،شناساییدو ناحیه  اطه شده در بین اح گزینشگربه گیاهان ترانسفورم شده دارای نشانگرهای 

تفکیک گیاهان تراریخت بدون نشانگر قابل  در نسلتراریخت مورد نظر با یک گیاه بیان کننده ژن ریکامبیناز تلاقی یابد، 

ی بیان ماسیون بر پایهیک کوترانسفور اصلاحی،ی . برای حذف مرحله(Meyers et al., 2010)(3)شکل  شناسایی هستند

  استطراحی شده  codaگذرای سیستم نوترکیبی جایگاه ویژه در ترکیب با یک ژن غالب کشنده شرطی به نام 

(Dale and Owe 1993; Perera et al., 1993). 

 

 . Cre/Lox (Meyers et al., 2010). روش دو مرحله ای حذف ژن نشانگر گزینشگر از طریق نوترکیبی جایگاه ویژه 3شکل 

 

های سرطانی برای شامل ژن GST-MATو سیستم وکتور CLXهای القایی سیستم وکتور استفاده از پروموتر ،علاوه بر این 

های ریکامبیناز را بیان می کنند سودمند است. پس از استفاده از عوامل القایی، ازدیاد سلولی و باززایی گیاهان تراریخت که ژن

 شود های بین دو جایگاه نوترکیبی، بیان میی توالیو همه گزینشگرلقا شده نشانگر برش ا یارریکامبیناز ب
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(Sugita et al., 2000; Zuo et al., 2001). نشانگر گزینشگر های بدون برای تولید تراریختگیاهی  رهای ویژه بافتوپروموت

( برای بیان گذرا TMV-Cre and PVX-Cre) Creگیاهی  د. وکتورهای ویروسینالگوهای برشی مفید باشدر د نتوان می

. در این اندتراریخت بدون نشانگر انتخابی توسعه یافته تنباکو تولید گیاهان دربه عنوان یک روش جایگزین  Creریکامبیناز 

-PVXهای نوترکیب به وسیله ویروس  گزینشگر مقاومت به علف کش و نشانگر loxی هاجایگاه دارایتراریخت  روش گیاهان

Cre  وTMV-Cre اند. آلوده شدهPVX-Cre  وTMV-Cre ها را آلوده می کنند و اجازه می دهند به صورت سیستماتیک برگ

به اندام زایی و وابسته  خود های گیاهی که برای باززاییاین استراتژی برای گونه  صورت گیرد. ،که باززایی بدون فشار انتخاب

 شودگرفته کار ه می تواند ب های گیاهان چوبیگونه و سویا، سیب زمینی ویژه دره ، بهستندجنین زایی سوماتیکی 

(Kopertekh and Schiemann, 2004) . اقسیستم نوترکیبی  جایگاه ویژه است. یکی برای الحدو  استفاده از ،استراتژی دیگر 

هایی و دیگری برای حذف توالی دی ان ای به جایگاه نوترکیبی درون ژنوم میزبان که به عنوان سایت هدف طراحی شده است

و سیستم  Cre/loxو  FLP/FRTی همزمان است که بعد از انتقال دی ان ای مورد نیاز نیستند. این راهکار بر پایه استفاده

. در سیستمی دیگر حذف ژن مارکر گزینشگر در دانه گرده تنباکو صورت (Srivastava and Ow, 2004) است R/Rsالقایی 

 ن سیستم از پروموتور اختصاصی میکروسپور و یک سیستم نوترکیبی جایگاه ویژه کارآمد استفاده گردیدپذیرفت. در ای

(Mlynarova et al., 2006) . 

 ترانسپوزون ج( 

ترانسپوزون ها در فاژها، باکتری ها، قارچ ها، گیاهان عالی، ویروس ها و حشرات وجود دارند. این عناصر برای اولین بار توسط 

های دی ان ای هستند که ها توالیترانسپوزوندر یوکاریوت ها )ذرت( پیدا شدند.  80مک کلینتوک و مارکوس رودس باربارا

 صدها تا هزار باز درازا دارند، حداقل یک پروتئین را کد می کنند که به آنها توانایی همانندسازی را می دهد.

 .(Ow, 2001)( 4)شکل  چند مرحله استفاده کرد طی گزینشگر  ها می توان برای حذف نشانگراز ترانسپوزون 

iوارد کردن ژن نشانگر به درون یک ترانسپوزون ) 

iiمورد نظر با ژنهمراه  ( کوترانسفورماسیون 

iii )ژن نشانگر تفکیک  

سفورم قطعات برگ تنباکو تران با استفاده از این سیستم، طراحی شده است،  ،هاالمنتAc و iptدارای ژن  MATسیستم وکتور

 های جنسی یابدون نیاز به تلاقی گزینشگر،یافته باعث تولید تنباکوی تراریخت بدون نشانگر  تغییر Acبرش  .نددو انتخاب ش

 گردید. تولید بذر

 که از آن جمله می توان به موارد ذیل اشاره نمود. استفاده از سیستم ترانسپوزون اشکالات متعددی دارداما  

 .ترانسپوزیشن متفاوتی دارند ییهای متفاوت کاراگونه -8

 است.پر هزینه و وقت گیر  این روش -0

های ترانسپوزون در جای دیگر المنت مجدد  به دلیل تمایل وارد شدن ،یی باززایی گیاهان تراریخت بدون نشانگراکار -3

 از ژنوم، پایین است. 

 برش غیر دقیق -4

 های برش و الحاقها به علت سیکلتولید موتاسیون -2

 . های هترولوگوس کارایی را کاهش می دهندزیرا حضور پیوسته ترانسپوزون ،ژنتیکی گیاهان تراریختبی ثباتی  -6

                                                           
12. 

Barbara Mc Clintock  Marcus Rhoades و 
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ومی ژن برای حذف ژن مارکی از ژنوم هسته ای گیاهان تراریخت. روش روی جایگزین مجدد درون ژن Ac/Ds. یک روش بر مبنای ترانسپوزون 4شکل 

GOI   .و تفکیک ژن نشانگر گزینشگر در نسل نتاج استوار استGOI: ژن مورد نظر .(Upadahyaya et al., 2010) 
. 

 همولگ د( نوترکیبی

لی یکسان یا تقریباً یکسانی هستند، رخ دهد سبب ایجاد اکه دارای تو دی ان ایگاه عمل تبادل قطعه بین دو قطعه هر

 )شریفی سیرچی، معمولاً چنین قطعاتی در نواحی همتراز کروموزوم های همولوگ وجود دارند نوترکیبی همولوگ می شود که

حذف توالی های قرار گرفته در بین دو توالی تکراری  هم جهت در ژنوم در فراوانی پایینی در سلول های سوماتیکی  (.8393

(.  اما در 2)شکل  دارد بیشتریو نیاز به مطالعات  است. بنابراین استفاده از چنین سیستم هایی آسان نمی باشد شدهگزارش 

در نتیجه تحقیقات گروه تحقیقاتی دکتر مایر ژن نشانگر مقاومت به کانامایسن و یک ژن نشانگر گزینشگر منفی که  0111سال 

 طول احاطه گردیده بودند با کارایی بالا در طول رشد حذف گردیدند bp320 دارای  attPتوسط دو جایگاه 

(Zubko et al., 2000) .لازم به یادآوری است که در این سیستم نیازی به بیان ژن ریکامبیناز با جایگاه ویژه نمی باشد .

تحریک می شود. همچنین تحقیقات نشان  دی ان اینوترکیبی همولگ توسط حوادثی همچون برش تک و یا دو رشته ای 

نوترکیبی همولگ در سلول های سوماتیکی گیاهان  RuvC و  RecAیی داده است با بیان ژن های مرتبط با نوترکیبی باکتریا

دی ان . اما باستفاده از این ژن ها، بر خلاف القای برش دو رشته ای اختصاصی (Reiss et al., 1996, 2000)افزایش یافته است 

 روست.ه ز آن ها با محدودیت روب، همه توالی های همولگ ژنوم در معرض نوترکیبی قرار خواهند گرفت. بنابراین استفاده اای

 

 
، ژن GOI. نمایش شماتیک مکانیسم حذف ژن نشانگر از کلروپلاست بوسیله نوترکیبی همولگ. ژن نشانگر گزینشگر از طریق نوترکیبی. 2 شکل

 .(Upadahyaya et al., 2010) ، ژن مارکر گزینشگرSMG :، ژن مورد نظرIGT :نشانگر
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  نتیجه گیری

فاژی و پلاسمیدی در سلول های موش های آزمایشگاهی بعد از خوراندن  دی ان ایش هایی  مبنی بر حضور هر چند گزار  

گیاهی بتواند به سلول های جانوران  هیچ مدرکی وجود ندارد که ثابت کند دی ان ای مقدار زیادی از  این مواد وجود دارد ولی

ورد استفاده متحمل خطر سلامتی برای انسان یا حیوانات خانگی نشانگرهای ترانسژنیک ممنتقل و بیان شود و یا اینکه، 

های زیادی  ه طور مثال نگرانیب دلایل زیادی برای تولید گیاهان تراریخت با حداقل دی ان ای خارجی وجود دارد.. اما، شوند می

می توانند  DNAساخته شده از  در مورد انتقال ژن های مارکر از گیاهان تراریخت به باکتری های خاکزی وجود دارد. ژن های

نتی بیوتیک از گیاه تنباکو تراریخته توانست در خاک آطور مثال ژن مقاومت به ه در محیط برای مدت طولانی زنده بمانند. ب

محققین در شرایط آزمایشگاهی مشاهده نمودند که یک  8991سال  در. (Widmer et al., 1996) برای چهار ماه باقی بماند

با . (Gebhard and Smalla, 1998) دست آورده کزی ژن مقاومت به آنتی بیوتیک را از گیاه چغندر قند تراریخت بباکتری خا

حذف این ژن ها در جریان تولید موجودات های موجود بسیاری از اتحادیه ها و انجمن های بین المللی خواستار  توجه به نگرانی

ناسب جهت تولید موجودات تراریخت دارای ژن هدف و فاقد ژن های مارکر تراریخت شده اند. روش های ترانسفورماسیون م

. به گونه ارگانیسم و ژن هدف داردبستگی گزینشگر امروزه در حال توسعه سریع می باشند. انتخاب سیستم ترانسفورماسیون 

ماسیون دارد. روش های مبتنی روش کوترانسفورماسیون به درجه لینکاژ بین مناطق جایگزینی و فراوانی ترانسفورموفقیت در 

 )بیولیستیک( و غیر مستقیم )آگروباکتریوم( بر نوترکیبی جایگاه ویژه و ترانسپوزیشن در سیستم های ترانسفورماسیون مستقیم

 ها که از سیستم های آنزیمی فعال در ارگانیسم هدف استفاده می نمایند مناسب می باشند. امتیاز ویژه استفاده از ترانسپوزیشن

این است که به لحاظ قابلیت آنها در حرکت و انتقال ژن از محلی به محل دیگر، می توان پدیده اثر مکان ژن را نیز بررسی 

 نمود.   

در تحقیقات خود استفاده می کنند که سبب  ی فوق الذکرهاتولید کننده محصولات تراریخت از روش یهااز شرکت بسیاری 

چه  در مورد ماهی های تراریخت نیز، شرکت ها برای ایمنی هر د.شوبه این محصولات میهای عمومی نسبت نگرانی شدنکم 

هی های تراریخت استفاده می نمایند که منجر به جلوگیری از انتشار ژن های نوترکیب بیشتر از تکنیک عقیم سازی ما

 ,.Zbikowska, 2003; Zhong et alمی باشد ) علاوه استفاده از پروموتورهای ماهی نیز در دستور کار این شرکت هاه گردد. ب می

  مطمئن تری خواهد شد.  وسریع  ،های بیشترزمینه باعث یافتن راه تحقیقات بیشتر در این .(2012
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