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در تکثیر زایشی و رویشی   G3پایداری هموپلاسمی و توارث سیتوپلاسمی داربست پروتئینی دارپین 

 گیاهان ترانسپلاستوم توتون

 * ، 2روز بهرام باغبان کهنه و 1وطنمریم احساسات

 تبریزدانشگاه تبریز، دانشکده کشاورزی، گیاهی، نژادی و بیوتکنولوژی گروه به دکتری تخصصی،  -1

 تبریزدانشکده کشاورزی، دانشگاه تبریز، گیاهی، نژادی و بیوتکنولوژی گروه به دانشیار،  -2

 (08/10/1401 :تاریخ پذیرش - 25/07/1401 )تاریخ دریافت:

 چکیده 
بی  مزایای  پلاستید  تراریختمهندسی  فناوری  بعدی  برای نسل  را  گیاهیشماری  ارمغان می   ی  انباشت  به  که شامل تسهیل  آورد 

های  ها( پروتئین های تکرار آنکرینی طراحی شده )دارپین پروتئین   باشد. های نوترکیب می ها و تولید سطوح بیان بالای پروتئین تراژن 

یک نوع دارپین    G3د.  شونداربست غیرایمونوگلوبولینی نسبتاً کوچکی هستند که با تمایل بالا به اهداف اختصاصی خود متصل می 

فاکتور رشد اپیدرمی انسان( است. در مطالعه قبلی    2)گیرنده    HER2کیناز  طراحی شده برای اتصال به پروتئین گیرنده تیروزین 

دارپین   تولید  برای  زیستی  فرآیند  سرطان   عنوان به   G3یک  در  تصویربرداری  بالای  عامل  بیان  با  بیان    HER2های  سیستم  در 

  T1گیاهان  در نسل رویشی و زایشی    G3بیان ژن دارپین  پایداری هموپلاسمی و    ، در این مطالعه  . تولید شدتون  کلروپلاستی تو 

آنالیز   انجام شد. PCR  واکنشدر گیاهان ترانسپلاستوم با استفاده از    G3حضور ژن دارپین تأیید  . شد ترانسپلاستوم توتون مطالعه  

ترانسپلاستوم  لکه  گیاهان  هموپلاسمی  لکه   .کردتأیید  را  گذاری سادرن وضعیت  دارپین  آنالیز  تجمع  در  را    G3گذاری وسترن 

تولید شده در کلروپلاست گیاهان ترانسپلاستوم با    G3کلروپلاست نسل بعدی گیاهان ترانسپلاستوم تأیید کرد. محتوی دارپین  

  G3دارپین  ید کرد که ژن  أیت این مطالعه  نتایج    برآورد شد.  درصد  33حدود    استفاده از الایزا برای پروتئین محلول کل کلروپلاست 

 . شودمی بیان  در سطوح بالا پایدار و   صورت به ترانسپلاستوم توتون گیاهان  T1نسل   زایشی رویشی و گیاهان  در 

 هموپلاسمی، G3دارپین  توتون، کلروپلاستی، ترانسپلاستوم، تراریختی کلیدی: واژگان
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 مقدمه

پروتئ امروزه   در به  ب ینوترک   یی دارو  هاینیبازار  سرعت 

ها  پروتئیناین  های اخیر، تولید  و در سال  حال رشد است 

سیستم هترولوگ  در  یافته  معنی  طوربههای  افزایش  داری 

. (Felberbaum, 2015; Gharelo et al., 2016)  است 

در   در    و   نوترکیب   DNA  های ی فنّاور پیشرفت  موفقیت 

  عنوان به عمده استفاده از گیاهان    یکی از دلایل گیاهی    تراریختی 

بیان   پروتئینسیستم  تولید  نوترکیب  برای   باشد میهای 

(Sahshorpour et al., 2014; Zakerghoran et al., 2014) .

پروتئین پایدار  تجاری  میزبانهای  تولید  در  های  نوترکیب 

باروری و پایداری  گیاهی نیازمند تحقیق درباره صفات مهم

ژن انتقالی و در نهایت تولید فرآورده پروتئینی در مقیاس  

کلروپلاست   باشد.اقتصادی می ژنتیک    ان یب  برای  مهندسی 

  ی مناسب برا   ی روش  اندامک  این  در  نوترکیب   یهانیپروتئ

ها و  یبادیآنت  ،ی زیستیداروها از    یاری و انباشت بس  دیتول

  نیپروتئ  درصد  70تا  حتی    ،با ارزش  یخوراک   یهاواکسن

ژنوم    .(Oey et al., 2009)  ست ا  محلولکل   مهندسی 

برای بیان    تنهانه ارزشمند    رهیافت یک    عنوانبهکلروپلاستی  

های طراحی  ژن  بلکه برایهای متنوع از منابع گوناگون  ژن

کاملاً و  فرآورده  شده  تولید  جهت  با  نوین  های  ساختگی 

بالا   اقتصادی  گیاهی    عنوانبهارزش  حال بیوراکتور  در 

این روش    صنعتی  توسعه در  تصادفی درج    یجابهاست. 

در  معین  درج هدایت شده در مکان    ،ژنوم هسته  در  هاژن

کلروپلاست  شده  ژنوم  غشای  وجود    دلیلبهو    انجام 

  کلروپلاست  در اندامکفرآورده ژنی  ،  مضاعف کلروپلاستی

 .یابدتجمع می

)دارپینتکرار    هایپروتئین شده  طراحی  ها(  آنکرین 

از  مولکول شده  مشتق  غیرایمونوگلوبولینی  ساختگی  های 

  20تکرار آنکرین طبیعی، با وزن مولکولی کمتر از  پروتئین

بهو  ده  و ب  یلودالتونک  توجه  به  ویژگی  با  نسبت  برتر  های 

منوکلونالبادیآنتی جایگزین مولکول  عنوان به  های  های 

 ,Boersma and Plückthun, 2011; Bork)  اندمعرفی شده

1993; Li et al., 2006) ژن  ها قادر به اتصال به آنتی. دارپین

بوده  بالا  اختصاصیت  و  تمایل  با   برخلافو    هدف 

برای   عدم وجود سیستئین و پایداری بالا  دلیلبه  هابادیآنتی

پروتئینهدف  هستند   نیز  یسلولدرونهای  گیری   مناسب 

(Kummer et al., 2012; Parizek et al., 2012) . 

  ستم یس  کی  ( HER2)انسانی  فاکتور رشد اپیدرمی    گیرنده

بس و  مهم  برا  اریمدل  شده  مطالعه  تعیینخوب  نقش    ی 

بیان بیش از   .است  ایجاد سرطاندر  ینازی ک نیروزیتگیرنده 

بسیاری از تومورهای بدخیم مانند سرطان    در  HER2حد  

با  که    گزارش شده است ، سرطان ریه و سرطان معده  سینه

اندازه   است  و  افزایش  همراه  تومور  تهاجمی  وضعیت 

(Yarden, 2001).    نقش بیولوژیکی مهمHER2    در شبکه

دهی، همراه با قابلیت دسترسی خارج سلولی آن و سیگنال

برخی از تومورهای انسانی باعث  بیان بیش از حد آن در  

های  یک هدف مناسب برای درمان  عنوانبه  که  شده است 

 اختصاصی تومور در نظر گرفته شود.

از دو تکرار ، کیلودالتون  14- 15با وزن مولکولی   G3 دارپین 

ترکیبی  و    شده است   ل ی تشک  ی داخل  pmol/l) بیشترین میل 

 ,.Epa et al., 2013; Zahnd et al)   دارد   HER2با  را  (  90

2010; Zahnd et al., 2007 ) . تاکنون، دارپینG3  سیستم در

 Pichiaو    Escherichia coli   (Zahnd et al., 2007 )میزبان  

pastoris  (Goldstein et al., 2015; Livanos, 2019 )   با

ا ب  برای اولین بار   G3دارپین    راً ی اخ موفقیت تولید شده است.  

 مولکولاین    رمزگردان   ترانسپلاستوم   گیاهان تولید  

 HER2  یها در سرطان   HER2  گیریهدف   یبرا   نمای بادآنتی 

 جی. نتا ( Ehsasatvatan et al., 2022a)   است شده    تولید مثبت  

 می متصل به آنز   مونوسوربنت ی مطالعه با استفاده از روش ا  این 

 (ELISA  نشان م ساخت - گیاه  G3  دارپین   که   داد (  با   ل ی ، 

شده  ان یب  G3 دارپین  ی برا  قبلًا چه آن با مشابه  ی و عال  ی ب یترک 

متصل    HER2به    شده است،   گزارش   P. Pastoris  ا ی   E. coliدر  

گزارش   . شود ی م  همین  دارپین اتصال    ، طبق    G3  اختصاصی 

های سرطانی  سطح سلول   در   HER2  ساخت به گیرنده - گیاه 

فلوس  م   ی تومتر ی ا توسط  نیز    نت مونوفلورس ی ا   کروسکوپ ی و 

 . ه است شد   تأیید 

پتانسیل برتر سیستم کلروپلاستی در تولید انبوه، ایمن    بر  علاوه 

دستی  وری پایین آ فر   ، G3  مای دارپین ن بادی صرفه آنتی ه و مقرون ب 
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در  ترانسپلاستوم    اهان ی در گ ورده زیستی  آ فر   این   تولید   ی دار ی پا و  

در    ترانسپلاستوم  اهان ی گ   که   چرا   است، مهم   ار ی بس  چرخه تولید 

می  هموپلاسمی  و  باروری  از  برخورداری  در  توانند  صورت 

  ، شوند کشت   ب ی نوترک   ن ی پروتئ  این  د ی تول  ی برا  ی بعد  های نسل 

گیاهان ترانسپلاستوم    ی بعد   های در نسل   تراریختی   چنانچه   لی و 

  فاقد ارزش بوده کشت    ی ترانسپلاستوم برا   اهان ی نباشد، گ   دار ی پا 

کلروپلاست  کننده    ی ها و  با    سرعت به نیز    G3  دارپین تولید 

  ی نوع وحش   های کلروپلاست   کم بازده و نهایتاً   ی ها لاست کلروپ 

لازم است    دستیابی به این اطلاعات برای  شوند.  ی م   ن ی گز ی جا 

هموپلاسمی   به  مربوط  کیفی  کمّ  صورت به مطالعات  و  در  ی 

دارپین    نوترکیب ورده  آ فر   پایداری   کلروپلاستی و   DNAسطح  

G3    سؤالات انجام و  ترانسپلاستوم    اهان ی گ   بعدی   های نسل در  

 . مربوطه پاسخ داده شوند 

  همانی، باروری و این   به   مربوط تحقیقات  نتایج    ، مقاله   ن ی ا   در 

تراژن  سیتوپلاسمی  و توارث  هموپلاسمی  کلروپلاستی،    های 

  اولین  عنوان به ساخت - گیاه  G3 ی دارپین دار ی و پا  ان ی ب  ی اب ی ارز 

با استفاده    DNAدر سطح    در گیاهان،   ی تولید شده نما ی باد ی آنت 

از   فاده با است  ن ی رن و در سطح پروتئ د سا گذاری لکه و  PCRاز 

حاصل    T1نسل  گیاهان زایشی  در    زا ی وسترن و الا   گذاری لکه 

رویشی    همچنین گیاهان و    ترانسپلاستوم گیاهان    T0نسل  از  

  T0گیاهان ترانسپلاستوم    ساقه جانبی    های جوانه از  تکثیر یافته  

 . گردد می گزارش  

 ها مواد و روش

  از تکثیر زایشی   مورد استفاده در این تحقیق گیاهان  :  مواد گیاهی 

  مربوط به تکثیر رویشی  همچنین از  از طریق بذر و  کنترل شده  

جوانه ادامه   پس رشد  جانبی  گیاهان    سربرداری   از   های 

ترانسپلاستوم مورد    بذور   . تولید شدند   T0ترانسپلاستوم توتون  

گیاهان ترانسپلاستوم توتون    از   T1نسل  نیاز برای تولید گیاهان  

 (Nicotiana tabacum cv. Perega  دارپین ژن  حاوی   )G3  

. برای تولید گیاهان  ( Ehsasatvatan et al., 2022a)   تولید شدند 

سازه کلروپلاستی حاوی  از  ،  G3ترانسپلاستوم بیان کننده دارپین  

سازی شده بر اساس رمزهای  بهینه   G3دارپین    رمزکننده توالی  

  rrnانداز  ( تحت راه N. tabacumترجیحی کلروپلاست توتون ) 

  T7فاژ    10سازی شده ژن  بهینه   UTR ˊ5( و توالی  Prrnتوتون ) 

 (T7g10 و همچنین توالی پایان )  دهنده اپرونrrnB    باکتریE. 

coli   ناقل کلروپلاستی    درpPRV111A    با  استفاده شد. انتقال ژن

و بر اساس پارامترهای بهینه انتقال ژن به  استفاده از تفنگ ژنی  

  . ( Ehsasatvatan et al., 2022b) کلروپلاست توتون انجام شد  

محیط  دوره باززایی و گزینش در    سه پس از   هموپلاسم   گیاهان 

به    استرپتومایسین  اسپکتینومایسین/   mg/l  500حاوی  گزینش  

در نظر    T0گیاهان    عنوان به ه و  شرایط محیط طبیعی سازگار شد 

سرزنی  انتخاب و  T0گیاه ترانسپلاستوم نسل  سه  . گرفته شدند 

  صورت به   آوری بذور، پس از گلدهی و جمع   های توتون بوته 

از بین رفتن    دلیل به دستی انجام شد. پس از عملیات سرزنی  

جوانه غالبیت   انتهایی،  اتصال  مریستم  محل  در  جانبی  های 

  گیاهچه   سه .  ( A1)شکل    نمودند دمبرگ به ساقه شروع به رشد  

تا    چهار در مرحله    T0از هر گیاه ترانسپلاستوم نسل    ی رویش 

طوقه    ور کردن غوطه پس از    برگی از گیاه مادری جدا و   شش 

به  دقیقه،    20  مدت به   NAA   (mg/l  100 )  در محلول ها  گیاهچه 

پیت گلدان  حاوی  ) های  پرلیت  در  3:1ماس:  و  شده  منتقل   )

ساعت    16و    C  2 ± 24˚، دمای  درصد   96نسبی  شرایط رطوبت  

حاصل   ر و از بذ ساعت تاریکی نگهداری شدند.    8روشنایی و  

  ایجاد گیاهان   برای   T0  ترانسپلاستوم نسل   گیاهان از خودگشنی  

  آزمایش   منظور به استفاده شد.    T1  نسل   زایشی   ترانسپلاستوم 

از  بذور  تعدادی از    بذور در محیط گزینش، هموپلاسمی  اولیه  

پس از    ، T0  ترانسپلاستوم نسل انتخاب شده    گیاه   سه هر یک از  

  MS محیط کشت شامل  ضدعفونی سطحی در محیط گزینش 

 (Murashige and Skoog, 1962 )   ویتامین با  ،  B5های  همراه 

mg/l  100   ساکارز   درصد   3و  آگار    درصد   0/ 7  ، یواینوزیتول م  

  اسپکتینومایسین   های بیوتیک آنتی   از هر یک از   mg/l  500حاوی  

های سبز  . گیاهچه ( B1)شکل    کشت شدند   و استرپتومایسین 

(  3:1ماس: پرلیت ) های حاوی پیت پس از سه هفته به گلدان 

 C  2˚، دمای  درصد   96منتقل شده و در شرایط رطوبت نسبی  

  ساعت تاریکی نگهداری شدند   8ساعت روشنایی و    16و    24 ±

گیاه    سه از هر یک از  تعدادی از بذور    ، همچنین .  ( D1)شکل  

بدون در نظر گرفتن فشار    T0انتخاب شده ترانسپلاستوم نسل  

پرلیت ) های حاوی پیت گلدان در  گزینشی   ( کاشته  3:1ماس: 

 . ( C1)شکل    شده و در شرایط مذکور نگهداری شدند 
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های جانبی بعد از  های رویشی حاصل از رشد جوانه ( گیاهچه G3  .Aتولید کننده دارپین    T1گیاهان توتون ترانسپلاستوم نسل    - 1شکل  

گزینشی در محیط کشت    فشار   تحت   T0زده نسل  های حاصل از بذور جوانه ( گیاهچه T0 ،  Bسرزنی گیاهان توتون ترانسپلاستوم نسل  

های  بدون فشار گزینشی در گلدان   T0زده نسل  های حاصل از بذور جوانه ( گیاهچه Cاسپکتینومایسین/استرپتومایسین،    mg/l  500حاوی  

(  E  ، های جانبی پس از انتقال به گلدان، مقایسه فنوتیپی های رویشی حاصل از رشد جوانه ( گیاهچه D(،  3:1ماس: پرلیت ) حاوی پیت 

 T1( گیاه ترانسپلاستوم نسل  Fیاه نوع وحشی و  گ 
Figure 1. T1 generation of DARPin G3 transplastomic tobacco plants. A) Vegetative plants resulting from lateral bud 

growth in T0 generation of transplastomic plants after decapitation, B) T1 generation from germinated seeds of T0 

transplastomic plants in selection medium containing 500 mg/l spectinomycin/streptomycin, C) T1 generation from 

germinated seeds of T0 transplastomic plants in soil, D) Potted vegetative plants resulting from lateral bud growth. 

Phenotypic comparison of E) wild-type and F) T1 generation of transplastomic tobacco plants 

 

:  PCR  هموپلاسمی با روش   آنالیز کل و    DNAاستخراج  

افشانی  گرده   حاصل از خود اولیه هموپلاسمی بذور    تأیید برای  

کل    DNAبا استفاده از    PCRآنالیز    ، T0ترانسپلاستوم  گیاهان  

های سبز  بالک از مجموعه گیاهچه   صورت به استخراج شده  

زده در  بذور جوانه   همچنین از   زده در محیط گزینش و جوانه 

  PCRآنالیز    ، ولی تر مولک برای آنالیزهای دقیق   خاک انجام شد. 

از  استفاده  از   کل   DNA  با  شده  گیاهان  برگ    استخراج 

جوانه  رشد  از  رویشی حاصل  در  ترانسپلاستوم  جانبی  های 

زایشی  گیاهان ترانسپلاستوم    و   T0گیاهان ترانسپلاستوم نسل  

شد.    T1نسل   نمونه   DNAانجام  تمام  از  روش    ها کل  به 

CTAB    شد   DNA.  ( Doyle and Doyle, 1987) استخراج 

پس از بررسی کیفیت نمونه روی ژل آگارز    شده   استخراج 

برای واکنش    عنوان به   ، درصد   0/ 8 استفاده    PCRالگو  مورد 

اختصاصی    با استفاده از آغازگرهای   PCRقرار گرفت. واکنش  

دارپین   جدول  G3   (P1/P2ژن  دمایی  (  1،  برنامه  طبق 

   چرخه   35دقیقه،    5  مدت به   C  94°سازی اولیه در دمای  واسرشته 

ثانیه    50  مدت به   C  52°دقیقه،   1  مدت به   C  94°شامل دمای  

دمای    دقیقه   1  مدت به   C  72°و   در  نهایی  بسط    C  72°و 

ای  منجر به تولید قطعه بایست  که می   انجام شد دقیقه    7  مدت به 

برای تشخیص هر نوع هتروپلاسمی  شود.   bp  215به اندازه  

از    از   احتمالی  شده  طراحی  کلروپلاست  آغازگرهای  ژنوم 

بق  ط   ( 1، جدول  P3/P4)   کاست ژنی   نزدیک به نواحی درج 

  5  مدت به   C  94°سازی اولیه در دمای  برنامه دمایی واسرشته 

  C  58°دقیقه،    1  مدت به   C  94°چرخه شامل دمای    35دقیقه،  

و بسط نهایی در    دقیقه   3  مدت به   C  72°دقیقه و    1  مدت به 

  با ای  استفاده شد. تکثیر قطعه دقیقه    10  مدت به   C  72°دمای  

گیاهان ترانسپلاستوم  نشانه هموپلاسمی    kb  4  ی اندازه تقریب 

ب قطعه   تکثیر   و  تقریب   ا ای  ژنوم    نشان   kb  2  ی اندازه  دهنده 

فاقد   انتقالی ژن کلروپلاستی  یا    های  وحشی  و  نوع  گیاهان 

کل گیاهان ترانسپلاستوم    DNAدر این آزمون از    . خواهد بود 

مثبت  به   T0نسل   شاهد  به عنوان  وحشی  نوع  گیاه  عنوان  و 

 استفاده شد. شاهد منفی  
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 هموپلاسمی وضعیت  واولیه درج ژن   توالی آغازگرهای مورد استفاده برای تأیید -1جدول 
Table 1. Sequences of primers used for primary confirmation of gene integration and homoplasmy 

 (˚C)Tm 

 

 5′-3′توالی 

Sequence (5'-3') 

 نام آغازگر
Primer name 

56.5 GCTGCTAGAGCTGGACAAGA P1 

53.8 TGTCCAATAAAAGCAGCTAAATGT P2 

53 AACTAAACACGAGGGTTGC P3 

51.3 AGTATTAGTTAGTGATCCCGAC P4 

 

تعیین وضعیت هموپلاسمی  برای  :  گذاری سادرنلکه  آنالیز 

جوانهترانسپلاستوم  گیاهان   رشد  از  حاصل  های  رویشی 

و همچنین    T1نسل    زایشی  گیاهان ترانسپلاستومجانبی و  

یکپارچگی کاست درجی در ژنوم کلروپلاست این گیاهان  

گیاه   2به این منظور    گذاری سادرن استفاده شد.لکه   آنالیزاز  

و رشد یافته تحت فشار   زدهجوانهگیاه از بذور    2رویشی،  

از بذور    2گزینشی و   گزینشی    زدهجوانهگیاه  بدون فشار 

 3تا    2  مثبت انتخاب شدند.  PCRتصادفی از گیاهان    طوربه

نوع    کل  DNAاز    میکروگرم گیاه  ترانسپلاستوم و  گیاهان 

جهت   هضم شد.  BglIIآنزیم برشی    از  با استفاده  وحشی

ابتدا  ءروی غشا  DNAانتقال    ،DNA    یله وسبههضم شده  

ولتاژ   با  آگارز ساعت    6  مدتبه  50الکتروفورز  روی ژل 

انتقال از ژل به غشاء نایلونی با بار  تفکیک شد.  درصد 0/ 8

کاوشگر مورد استفاده    .گردیدمثبت به روش کاپیلاری انجام  

  دار نشانژنوم کلروپلاست تهیه شد. برای    16S rRNAاز ژن  

غیررادیواکتیو   سیستم  از  کاوشگر  با    DIGکردن  مطابق 

)شرکت    PCR DIG probe synthesis kitدستورالعمل کیت  

Roche  )سازی، مراحل شستشو  دورگه  استفاده شد.، آلمان

تشخی کیت  سیگنال  صو  دستورالعمل  اساس  بر   DIGها 

DNA Labeling and Detection    شرکت(Roche )آلمان ،

 C  65°با دمای هیبریداسیون  در دستگاه آون هیبریداسیون  

مورد انتظار در گیاهان ترانسپلاستوم    قطعهاندازه    انجام شد.

  است.   kb  5 /4و در گیاهان نوع وحشی تقریباً    kb  5 /6تقریباً  

نسل    DNAاز   ترانسپلاستوم  گیاهان  نوع    T0کل  گیاه  و 

در این و شاهد منفی  شاهد مثبت    عنوانبه  ترتیب،وحشی به

 آنالیز استفاده شد. 

کلروپلاست  :  یهای برگ جداسازی کلروپلاست از سلول 

رویشی،های  سلول  از ترانسپلاستوم  گیاهان  گیاهان   برگ 

وحشی    T1  و   T0  نسل  زایشی  ترانسپلاستوم نوع  گیاه  و 

شد. آنجا  استخراج  کاهش ی یاز  باعث  نشاسته  حضور  که 

شود، گیاهان قبل  های سالم میاستخراج کلروپلاست   بازده

یک یا دو روز در تاریکی    مدتبهاز جداسازی کلروپلاست  

گرفتند. قرار  گیاهان  برگ  مطلق  از  سبز  و  سالم  های 

گیاهان   و  وحشیترانسپلاستوم  و  نوع  شده  رگبرگ    جدا 

تر تقسیم ها به قطعات کوچکها حذف شد. برگمیانی آن

شده و سه برابر وزن بافت برگی بافر استخراج کلروپلاست  

(mM Tris-HCl 50    ،M  35 /0  مانیتول،  mM  5  EDTA ، 

(w/v)  1 /0  درصد  BSA    وmM  1/0  2-سرد مرکاپتواتانول )

سلول و  شد  شدند. اضافه  متلاشی  برقی  خردکن  در    ها 

عبور داده شد.   Miraclothلایه    3هموژن گیاهی حاصل از  

  C  4°و دمای    g   ×  200دقیقه در    20  مدتبهعصاره حاصل  

جدید منتقل شده و    ml  50رویی به لوله  مایع  وسانتریفیوژ  

سانتریفیوژ    C  4°و دمای    g   ×  1000دقیقه در    20  مدتبه

استخراج   بافر  در  حاصل  رسوب  شستشوی  از  پس  شد. 

  ×   g  در  دقیقه  20  مدتبهکلروپلاست، سوسپانسیون حاصل  

از رسوب    سانتریفیوژ شد.  C  4°و دمای    1000 بلافاصله 

 حاصل جهت استخراج پروتئین استفاده شد. 

 کل  پروتئین:  گذاری وسترن لکه  آنالیز استخراج پروتئین و  

رویشی،  کلروپلاست از  محلول   ترانسپلاستوم   گیاهان 

ترانسپلاستوم و گیاه نوع وحشی    T1نسل    زایشی  گیاهان 

گذاری وسترن و الایزا استخراج لکه  آنالیزبرای استفاده در  

از کلروپلاست استخراج شده    mg  100  به این منظور  شد.
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،  :pH  7/ 4با    X1  PBS)  از بافر استخراج پروتئین  µl  500  با

mM  150  NaCl    و مهارکننده پروتئازX1 )    مدت بهو  ترکیب  

دمای    10 در  شد.  C  4°دقیقه  حاصل    ورتکس  مخلوط 

دور در دقیقه   12000و    C  4˚دقیقه در دمای    15  مدتبه

شد. محلول مایع  سانتریفیوژ  کل  پروتئین  حاوی  رویی 

  - C  20° کلروپلاست جهت استفاده در آنالیزهای بعدی در

شد.نگه روش    داری  به  شده،  استخراج  پروتئین  غلظت 

 . (Bradford, 1976)  گردیدبرادفورد تعیین 

، پروتئین استخراج شده  گذاری وسترنبرای انجام آنالیز لکه

و مطابق با روش لاملی   درصد  12اکریلامید  روی ژل پلی 

شد غشاء (Laemmli, 1979)  تفکیک  به  ژل  از  انتقال   .

  دستگاه   وسیله هبو    BioRadطبق دستورالعمل    نیتروسلولز

Mini transblot  (Bio-Rad  )ساعت و در دمای    1  مدتبه

˚C  4  شد.  100  ولتاژ  با   ایمونولوژیکی   تشخیص  انجام 

متصل به برچسب هیستیدینی با استفاده    G3دارپین    پروتئین

هیستیدینی  آنتی   از برچسب  علیه  خرگوشی    عنوان بهبادی 

وآنتی اولیه  به  آنتی  بادی  متصل  خرگوش  ضد  بزی  بادی 

HRP  دستورالعمل  آنتی  عنوانبه از  استفاده  با  ثانویه  بادی 

Bio-Rad  .گرفت کل    صورت  محلول  پروتئین  از 

شاهد    عنوان به  T0وم نسل  کلروپلاست گیاهان ترانسپلاست 

و از پروتئین محلول کل کلروپلاست گیاه نوع وحشی    مثبت 

 استفاده شد.  عنوان شاهد منفیبه

بررسی کمّی و  :  آزمون الایزابا    G3ی دارپین  بررسی کمّ

گیاهان  تولید شده در کلروپلاست    G3تعیین محتوی دارپین  

نسل    زایشی  ترانسپلاستومگیاهان  و    ترانسپلاستوم رویشی

T1  .50  به این منظور،  با استفاده از آزمون الایزا انجام شد  

)  نانوگرم کلروپلاست  کل  محلول  پروتئین  از  chTSPاز   )

  گیاه نوع وحشی و  رویشی و زایشی  گیاهان ترانسپلاستوم  

خانه الایزا در سه تکرار ریخته    96در هر چاهک از پلیت  

  نگهداری شد.   C  4˚در دمای    شب یک   مدتبهشد و پلیت  

  μl  200های اتصال غیراختصاصی  جهت مسدود کردن مکان

( BSA  درصد  1حاوی    PBS-Tمحلول بلوکه کننده )محلول  

 C˚ساعت در دمای    2  مدتبهبه هر چاهک اضافه شد و  

  شده یقرقبادی اولیه  از محلول آنتی  μl  100  قرار گرفت.   37

( به هر چاهک اضافه شد و 1:1000در بافر بلوکه کننده )

از    μl  100قرار گرفت.    C  37˚ساعت در دمای    2  مدتبه

آنتی ثانویه  محلول  کننده    شدهیقرقبادی  بلوکه  بافر  در 

ساعت در   2  مدتبه ( به هر چاهک اضافه شد و  1:10000)

گرفت.    C  37˚دمای   مرتبه  قرار  سه  مرحله  هر  از  پس 

حاوی    PBS-T  (PBSشستشوی پلیت با محلول شستشوی  

شد.  20توئین    درصد  0/ 1 انجام   )μl  100    محلول از 

)  TMBسوبسترای   با    mM  200پراکسیداز  سیترات  بافر 

95 /3  pH:  ،1  درصد  TMB    2  درصد  0/ 01وO2H  به هر )

چاهک اضافه شد و پلیت تا زمان تشکیل رنگ در دمای  

شد نگهداری  تاریکی  و  کردنمحیط  اضافه  با   .   μl100 

مولار به هر چاهک واکنش تشکیل رنگ    2  یدسولفوریکاس

گیری اندازه  nm  450  موجطول جذب نوری در  متوقف و  

از پروتئین محلول کل کلروپلاست گیاهان  در این آنالیز    شد.

از پروتئین  شاهد مثبت    عنوانبه  T0ترانسپلاستوم نسل   و 

به وحشی  نوع  گیاه  کلروپلاست  کل  شاهد محلول  عنوان 

 . منفی استفاده شد

 و بحث   نتایج

:  T1نسل    گیاهان ترانسپلاستوم در  اولیه هموپلاسمی    تأیید 

بذری چه اه ی گ  حاوی    T1  نسل   های  گزینش  محیط  در 

) بیوتیک آنتی  استرپتومایسین  و  اسپکتینومایسین    هرکدام های 

mg/l  500 )   یا نشانه   چ ی ه کاملًا سبز جوانه زدند و    صورت به  

  ی کنواخت بر ی فنوتیپی    اولیه   تأیید که    نشان ندادند اتیوله شدن  از  

گیاهان ترانسپلاستوم  کلروپلاست    ژنوم در    addA  ن ژ   ی ک ی ژنت 

آنالیز  ( B1)شکل    است   T1نسل  زایشی   همچنین   .PCR    با

از  و    استفاده  کلروپلاست  ژنوم  از  شده  طراحی  آغازگرهای 

نوترکیبی همتای دوگانه و  ناحیه  به  استخراج    DNA  نزدیک 

از بذور   زده جوانه های سبز دو برگی شده از مجموعه گیاهچه 

و همچنین بذور کشت شده در  کشت شده در محیط گزینش 

در    ، تولید کرد  kb4ای با اندازه تقریبی  DNAخاک فقط قطعه 

ای با اندازه تقریبی  DNAنوع وحشی قطعه    یاهان در گ که    حالی 

kb2   ک شد  از   تأیید اولین    ه تولید  هموپلاسمی    مولکولی 

  T0حاصل از گیاهان ترانسپلاستوم نسل    گیاهان   ی صددرصد 

 . ( D2)شکل    باشد می روش تکثیر زایشی    به 
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(، گیاهان Aبرای گیاهان ترانسپلاستوم رویشی ) G3 ن یژن دارپ یاختصاص یبا استفاده از آغازگرها PCR  ریتکث -2شکل 

کشت شده بدون  T1( و گیاهان ترانسپلاستوم زایشی نسل Bکشت شده تحت فشار گزینشی )  T1ترانسپلاستوم زایشی نسل 

ناحیه درج کاست   کناری  ینوم کلروپلاست در نواحشده از ژ  یطراح یبا استفاده از آغازگرها PCR ری تکث(. Cفشار گزینشی ) 

( و  Eکشت شده تحت فشار گزینشی ) T1(، گیاهان ترانسپلاستوم زایشی نسل Dژنی برای گیاهان ترانسپلاستوم رویشی )

  kb DNA Ladder 1  : نشانگر وزن مولکولیM(. Fکشت شده بدون فشار گزینشی ) T1گیاهان ترانسپلاستوم زایشی نسل  

(Fermentas،) P پلاسمید نوترکیب :pPRV111A-DARPin-G3   ،استفاده شده در تراریختیWT ،گیاهان توتون غیرتراریخته :

T0 گیاه ترانسپلاستوم نسل :T0  ،B1زده در محیط گزینش، های سبز جوانه: مجموعه گیاهچهB2های  : مجموعه گیاهچه

: T0 ،T1/1-T1/9های جانبی در گیاهان ترانسپلاستوم نسل : گیاهان رویشی حاصل از رشد جوانهV1-V9زده در خاک، جوانه

 عنوان شاهد منفی.به DNA: واکنش بدون ¯T1 ،Cگیاهان ترانسپلاستوم زایشی نسل  

Figure 2. PCR analysis with DARPin G3-specific primers in vegetative transplastomic plants (A), T1 generation from 

germinated seeds of T0 transplastomic plants under selection pressure (B) and T1 generation from germinated seeds of 

T0 transplastomic plants in soil (C). PCR analysis with flanking sequence primers in vegetative transplastomic plants 

(D), T1 generation from germinated seeds of T0 transplastomic plants under selection pressure (E) and T1 generation 

from germinated seeds of T0 transplastomic plants in soil (F). M: 1kb DNA sizer marker (Fermentas), WT: wild-type 

tobacco plants, T0: T0 generation of transplastomic plants, B1: Bulk DNA from seedling germinated in selection 

medium, B2: Bulk DNA from seedling germinated in soil, V1-V9: vegetative transplastomic plants, T1/1-T1/9: T1 

generation of transplastomic plants, C
-
: DNA free reaction as the negative control. 

 

و    ترانسپلاستوم  گیاهان  بررسی   برای   T1نسل  رویشی 

رویشی و  تمام گیاهان ترانسپلاستوم  :  مورفولوژیک  صفات

با    سهیدر مقا  T1نسل    ترانسپلاستوم زایشی  همچنین گیاهان

نوع وحشی تحت شرایط مشابه کشت و رشد   از گیاهان 

از جمله ارتفاع گیاه، اندازه برگ،    یپیفنوت  یهایژگ یونظر  

بذردهی و  گلدهی  هر  زمان  در  بذر  تعداد  و  گل  تعداد   ،

  E1)شکل    داشتند  یعیو رشد طب  به بودها مشکاملاً    کپسول

می.  (F1و   نشان  دارپین  این  بالای  بیان  که  در   G3دهد 

پارامترهای   بر  منفی  اثر  توتون  گیاه  کلروپلاست 

 مورفولوژیکی و رشدی این گیاهان ندارد. 

: T1نسل   رویشی و  آنالیز مولکولی گیاهان ترانسپلاستوم

روی محیط  سبز    صد درصدهای بذری  اگرچه رشد گیاهچه
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می  کلروپلاست  اختصاصی  اولیه   تأیید تواند  گزینش 

از طریق فعالیت ژن گزینشگر   ها عملکردی بر تراریختی آن 

aadA    ولی درج    تأیید باشد،  بیانی کامل  مولکولی  کاست 

هموپلاسمی  و  کلروپلاست  ژنوم  در  کلروپلاستی 

نسل    ی صددرصد  ترانسپلاستوم  گیاهان   T1گیاهان  و 

رویشی   آنالیز   عنوان به ترانسپلاستوم  در  اصلی  وجه  دو 

 ژن  حضور ین منظور،  ا به    مولکولی لازم و ضروری است. 

دارپین   اختصاصی   G3رمزکننده  آغازگرهای  از  استفاده  با 

 شد.  تأیید   T1نسل  رویشی و  گیاهان ترانسپلاستوم   تراژن در 

ای با قطعه   T1نسل  زایشی  رویشی و    گیاهان ترانسپلاستوم 

گیاهان   اندازه با قطعه تکثیر شده توسط هم و    bp  215اندازه  

 PRV-DARPinپلاسمید    و همچنین   T0ترانسپلاستوم نسل  

G3  تکثیر شاهد مثبت    عنوانبه   استفاده شده برای تراریختی

که در گیاه نوع وحشی تکثیری مشاهده نشد ، در حالی کردند 

 )شکل  است   ژنوم آن که دلیل بر عدم حضور ژن مذکور در  

A2  ،B   و  C ).    یکپارچه و کامل کاست   حضور  تأیید جهت

 یکنیز از  گیاهان ترانسپلاستوم  بیانی در ژنوم کلروپلاست  

آغازگر طراحی شده از ژنوم کلروپلاست در نواحی   جفت 

نتایج حاصل   .نزدیک به ناحیه درج کاست ژنی استفاده شد 

 رویشی و   در گیاهان ترانسپلاستوم   از تکثیر با این آغازگرها 

به طول   DNAیک قطعه  نشان داد که تنها    T1نسل  زایشی  

گیاهان تکثیر شده از    DNAبا قطعه    اندازه هم و    kb  4تقریبی  

در   که صورتی ، در  شد شاهد مثبت تکثیر    عنوانبه   T0نسل  

تکثیر   kb  2با اندازه تقریبی    DNAقطعه  یک    نوع وحشی گیاه  

 تأییددر گیاهان ترانسپلاستوم    kb  2و عدم وجود قطعه  شد  

بر اولیه  می   ی صددرصد   هموپلاسمی  ای  گیاهان  باشد این 

 (.F و   D2 ،E  )شکل

مولکولی    تأییدبرای   آگاهی   حضوردقیق  و  بیانی  کاست 

رویشی  کامل از وضعیت هموپلاسمی گیاهان ترانسپلاستوم  

گذاری سادرن استفاده شد.  از روش لکه   T1نسل  زایشی  و  

گیاه   و  وحشی  نوع  گیاه  پلاستید  ژنوم  فیزیکی  نقشه 

با استفاده از  نشان داده شده است.    3ترانسپلاستوم در شکل  

ژنوم کلروپلاست توتون   rrn16کاوشگر تهیه شده از ناحیه  

و  3  )شکل  )DNA    با شده  هضم  سلولی  در    BglIIکل 

یک قطعه    T1نسل  زایشی    رویشی و  گیاهان ترانسپلاستوم

ت اندازه  در   اندازههم   kb  5 /6قریبی  با  ایجاد شده  قطعه  با 

نسل   در    T0گیاهان  شد،  گیاه    کهصورتیایجاد  نوع  در 

 کهگردید مشاهده  kb 5 /4 یتقریب ای با اندازهقطعه وحشی

در ژنوم   G3نشان دهنده عدم حضور کاست بیانی دارپین  

 (.  4)شکل کلروپلاست این گیاهان است 

های  ژن   یصددرصدسیتوپلاسمی  درج پایدار ژن، توارث  

گیاهان  به    انتقالی از طریق توارث سیتوپلاسمی کلروپلاست 

انتقالی از سطح بالای بیان ژن  پایداریو  نسل جدید   های 

ژنتیک   ینترمهم مهندسی  در  کاربردی  و  حیاتی    عوامل 

مقاصد    یکلروپلاست مولکولیبرای  باشند.  می  کشاورزی 

طر  تراریختی از    همتا   یبینوترک   سمیمکان  قیکلروپلاست 

  ناحیه   کیژن هدف در    ق ی ادغام دق  ی درج ورا برا  یفرصت

پ پلاست  در  شده  نییتع  شیاز  م  دیژنوم  نتایج  کند.  ی فراهم 

ترانسپلاستوم  گیاهان  در  شده  انجام  مولکولی    آنالیزهای 

یکپارچه و   حضورنشان دهنده    T1نسل    زایشی  رویشی و

دارپین   کننده  بیان  ژنی  کاست  گیاهان   G3پایدار  در 

توتون توارث  ترانسپلاستوم  کاست    یصددرصدپذیری  و 

ژن حاوی  دارپین  بیانی  گیاهان    aadAو    G3های  این  در 

توسط    یصتشخقابلپلاستید نوع وحشی    ، همچنینباشدمی

یا   و  رویشی  ترانسپلاستوم  گیاهان  در  آنالیزها  زایشی  این 

نشد.  T1نسل   هیچعلاوه  مشاهده  این،  قطعه بر  گونه 

تواند ناشی از نوترکیبی بین توالی ای که میبینی نشدهپیش

مشاهده   باشد  پلاستید  ژنوم  و  شده  چنین    .نگردیدوارد 

کنند بیان  توتون  ترانسپلاستوم  گیاهان  در  ژن نتایجی  ه 

cry1Ia5    نسل ژن  ،  T2  (Reddy et al., 2002)و    T1در 

DPT  (Soria-Guerra et al., 2009)    و ژنtPA  (Rezaei 

et al., 2014)  .نیز گزارش شده است 

دارپین   بیان  و  ترانسپلاستوم نسل   G3تجمع  در گیاهان 

T1  :  بیان و تجمع پروتئین دارپینG3   های برگ در بافت  

ترانسپلاستوم  گیاهان و  توتون   T1نسل  زایشی    رویشی 

  SDS-PAGEگذاری وسترن تحت شرایط  توسط آنالیز لکه 

احیاء شده و آزمون الایزا با استفاده از پروتئین کل محلول  

 ( مورد بررسی قرار گرفت.  chTSPکلروپلاست )
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  BglIIهای برش آنزیمی  ( گیاه ترانسپلاستوم همراه با جایگاه B( گیاه شاهد و  Aنقشه فیزیکی ژنوم کلروپلاست توتون در    - 3شکل  

توتون،    rrnانداز ژن  راه   ی : توال S12/7  ،Nt-Prrn  ی بوزوم ی ر   ن ی پروتئ   رمزکننده   ی : توال rps7/12گذاری سادرن.  مورد استفاده برای لکه 

5ʹUTR T7g10  : فاژ   10  ژن   5' شونده    رترجمه ی غ   ه ی ناح  T7  ،DARPin G3 ن ی ژن دارپ   رمزکننده   ی : توال  G3   ه ی عل  HER2  ،rrnB  توالی :

مقاومت به  اعطا کننده    aadAژن    رمزکننده   : توالی psbA ،  aadAژن    انداز راه : توالی  E. coli  ،PpsbAباکتری    rrnBخاتمه دهنده ژن  

تا    P1پلاستیدی،    16Sریبوزومی    RNA  رمزکننده   : توالی psbA  .rrn16دهنده ژن  : توالی خاتمه TpsbAاسترپتومایسین،  / اسپکتینومایسین 

P4  مکان اتصال آغازگرهای مورد استفاده و :prob   دهند. گذاری سادرن را نشان می جایگاه کاوشگر مورد استفاده در لکه 
Figure 3. Physical map of tobacco chloroplastic genome in A) wild-type and B) transplastomic plants along with BglII 

restriction site used in Southern blotting. rps7/12: ribosomal S12/7 protein encoding sequence, Nt-Prrn: ribosomal RNA 

operon promoter from tobacco; T7g10 5´ UTR: 5´ untranslated region of bacteriophage T7 gene 10; DARPin G3: coding 

sequence of DARPin G3, TrrnB: rrnB 3´ untranslated region from E. coli; PpsbA: promoter and 5´ UTR of psbA gene; 

aadA: aminoglycoside 3´- adenylytransferase gene; TpsbA: terminator of psbA gene. rrn16: plastdial 16s rRNA encoding 

sequence, P1-P4: annealing sites of used primers, prob: site of designed prob. 

 

 
 VII نشانگر وزن مولکولی: G3 ،Mتولید کننده دارپین  T1گذاری سادرن گیاهان توتون ترانسپلاستوم نسل  آنالیز لکه -4شکل 

: گیاهان رویشی حاصل  2و  T0 ،1: گیاه ترانسپلاستوم نسل T0 ،نوع وحشیگیاه توتون : DIG (Roche) ،WT شده با دارنشان

زنی بذور حاصل از جوانه T1: گیاهان ترانسپلاستوم نسل 4و  T0، 3های جانبی در گیاهان ترانسپلاستوم نسل از رشد جوانه

زنی بذور گیاهان  حاصل از جوانه T1م نسل : گیاهان ترانسپلاستو 6و  5تحت فشار گزینشی،  T0گیاهان ترانسپلاستوم نسل 

 بدون فشار گزینشی.  T0ترانسپلاستوم نسل 

Figure 4. Southern blotting of DARPin G3 transplastomic tobacco plants. M: Dig-labeled molecular marker VII, 

WT: wild type tobacco plant, T0: T0 generation of transplastomic tobacco plant, 1, 2: Vegetative plants resulting 

from lateral bud growth in T0 generation of transplastomic plants, 3, 4: T1 generation from germinated seeds of 

T0 transplastomic plants under selection pressure, 5, 6: T1 generation from germinated seeds of T0 

transplastomic plants in soil. 
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لکه  آنتی آنالیز  از  استفاده  با  وسترن  برچسب  گذاری  علیه  بادی 

اندازه  ی هیست  با  انتظار  مورد  نوار  به    یلودالتون ک   15دینی  مربوط 

های مربوط به پروتئین کل محلول  را در نمونه   G3  پروتئین دارپین 

ترانسپلاستوم   از   های جدا شده کلروپلاست  و   گیاهان    رویشی 

و همتراز با نوار مشاهده شده در گیاهان نسل    T1نسل    زایشی 

T0    نوار متناظر مشاهده نشد که    نوع وحشی نشان داد. در گیاه

است   گیاهان  این  در  هدف  پروتئین  وجود  عدم  دهنده  نشان 

 (.  A5)شکل  

در کلروپلاست توتون با استفاده    G3میزان تجمع پروتئین دارپین  

از آزمون الایزا تعیین شد. مقدار پروتئین تولید شده در گیاهان  

  T1نسل  زایشی  گیاهان ترانسپلاستوم    رویشی و   ترانسپلاستوم 

در پروتئین محلول کل در    G3درصد پروتئین دارپین   صورت به 

در گیاهان    G3سه تکرار محاسبه شد. محتوی پروتئین دارپین  

رویشی  کل    33/ 1  ترانسپلاستوم  محلول  پروتئین  از  درصد 

در گیاهان    G3. همچنین، محتوی پروتئین دارپین  کلروپلاست بود 

و رشد یافته   زده جوانه  در گیاهان  T1نسل زایشی ترانسپلاستوم 

و    33/ 8ترتیب  تحت فشار گزینشی و یا بدون فشار گزینش به 

که اختلاف    درصد از پروتئین محلول کل کلروپلاست بود   33/ 3

داری با سطح بیان این پروتئین در گیاهان ترانسپلاستوم نسل  معنی 

T0   نداد م همان (.  B5)شکل    نشان  انتظار  که  در  رفت،  ی طور 

که نشان    مشاهده نشد   سیگنالی   چ ی ه   ، نوع وحشی   اه ی گ آزمون الایزا  

آنالیز    در این گیاهان است.   G3دارپین    ن ی دهنده عدم وجود پروتئ 

ترانسپلاستوم    اهان ی گ   ترانسپلاستوم رویشی و   اهان ی در گ   ن ی پروتئ 

  G3 دارپین   کنواخت و ی   دار ی پا   ، بالا   ان ی سطوح ب   T1نسل    زایشی 

گیاهان    را در (  اه ی شده در گ   ان ی ب   نمای ی باد ی آنت   ن ی اول   عنوان به ) 

  ی بعد زایشی  نسل    تکثیر شده به روش رویشی و همچنین در 

 کرد.   تأیید   T0و همتراز با نسل    توتون   ترانسپلاستوم   اهان ی گ 

های  ها در سیستم تولید آن   دلیل به قیمت بالای داروهای پروتئینی  

سازی بسیار پرهزینه، نیاز  تخمیر، خالص   قیمت  العاده گران فوق 

کوتاه  به ذخیره  مفید  در یخچال و عمر  نقل  و  سازی و حمل 

می  نهایی   ,.Farran et al., 2010; Spök et al) باشد  محصول 

کلروپلاست پروتئین   . ( 2008 در  شده  تولید  دارویی  های  های 

و    دلیل به گیاهی   پرهزینه  تولید  فرآیندهای  چنین  به  نیاز  عدم 

سازی بدون از دست دادن کارایی قادر به  همچنین امکان ذخیره 

این چالش  بر  هستند غلبه  -Holtz et al., 2015; Rosales)   ها 

Mendoza et al., 2010 ) .    در    نوترکیب   ن ی پروتئ   د ی تول همچنین

آلودگ   دلیل به   ی اه ی گ   ی ها سلول  و   ی عدم  مواد    ا ی   ی روس ی با 

  ی ها نده ی آلا   ر ی سا   ا ی پستانداران    ی ها پاتوژن   ، ی خارج   یی ا ی باکتر 

. با توجه  است   ی سنت   ی ها از روش   تر من ی ا   ی وان ی ح   ی کشت سلول 

ها در  ن ی پروتئ این    ان ی ب   د، ی پلاست   پروتئین نوترکیب در   ی دار ی به پا 

  ت در باف   ن ی پروتئ   ان ی ب   ی برا   ی خوب   ن ی گز ی جا   تواند می   ها د ی پلاست 

 باشد.   ی ا هسته   تراریختی با    ره ی ذخ   ی ها اندام   ا ی دانه  

ها در گلیکوزیلاسیون برخی از  رغم ناتوانی پلاست امروزه علی 

نوترکیب،  پروتئین  گیاهی پلاست کلرو های  توانایی    دلیل به   های 

تغییرات پس از ترجمه از جمله فسفریلاسیون،    سایر   انجام دقیق 

سولفید و  آمیداسیون، تاخوردگی صحیح، تشکیل پیوندهای دی 

کمپلکس  تولید  مونتاژ  برای  زیرواحدی  چند  پروتئینی  های 

ارجح می پروتئین  نوترکیب  ؛  ( Adem et al., 2017) باشند  های 
م   اهان ی گ   ن ی بنابرا  پ ی ترانسپلاستوم  به  منجر    شرفت ی توانند 

ب   ی توجه ابل ق  از  ی وتکنولوژ ی در  تجار   پالایی یاه گ ،  سنتز    ی تا 

مقیاس وسیع و  ست ی ز   ی ها ها و سوخت م ی آنز  در    ی کشاورز ی 

ی زیستی  داروها ها و  ها، واکسن ک ی وت ی ب ی آنت   د ی تول   ی برا   ی مولکول 

 (Adem et al., 2017; Scotti et al., 2013; Scotti et al., 2012 )  

شو بادی آنتی   عنوان به داربست    ی ها ن ی پروتئ   راً، ی اخ و   د  ن نما 

 (Ehsasatvatan et al., 2022a )  .  داربست پروتئینی    که یی آنجا از

الذکر  از تغییرات بعد از ترجمه فوق   یک یچ ه نیازمند    G3  دارپین 

و تجمع آن در کلروپلاست گیاه توتون    سطح بالای بیان   نیست، 

 اثبات رسیده است. ه  ب 

  ان ی و ب   و توارث تراژن   دار ی پا   درج با توجه به این امر مهم که  

  ی کاربرد عمل   ی برا   اساسی عوامل  از    انتقالی   ن ی پروتئ   ی سطح بالا 

تول   ک ی ژنت   ی مهندس  پروتئ   د ی و  در    ب ی نوترک   ی ها ن ی کارآمد 

  ، این مطالعه   نتایج   و طبق   است   اه ی گ   بر ی مبتن   ی ان ی ب   ی ها ستم ی س 

اثبات رسیده  ه  ب گیاهان توتون ترانسپلاستوم    ها در این ویژگی 

و تولید    برای تحقیقات کاربردی   فنی های  توان گام می   ، است 

دهد  نشان می   دستاورد مهم   ن ی ا   . آغاز کرد ورده را  آ تجاری این فر 

  ن ی پروتئ   ، متمادی   ی ها سال   ی برا   اهان ی گ این  کشت    با   توان ی م که  

و    ب ی نوترک  انسانی  پاتوژن  هرگونه  از  در    ی ی باکتریا عاری  را 

و   بالا  سیستم   صورت به سطوح  در  یت  ر مدی   های پیوسته 

بسیار    با   و   ای گلخانه  سیستم تر  معقول هزینه  پرهزینه  از  های 

 کرد.   د ی تول   باکتریایی و تخمیری 
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(  A.  با استفاده از پروتئین محلول کل کلروپلاست   T1نسل    ترانسپلاستوم توتون   اهان ی در گ   G3  ن ی و تجمع دارپ   ان ی ب   ی بررس   - 5شکل  

گیاه  :  T0  ، ( ناکلون ی س ،  PR911654)   Prestained Protein Ladder  ی ن ی : نشانگر پروتئ M،  شده   ء ا ی اح   ط ی وسترن تحت شرا   ی گذار لکه   ز ی آنال 

: گیاهان  T0  ،2ترانسپلاستوم نسل    اهان ی در گ   ی جانب   ی ها جوانه حاصل از رشد  : گیاهان رویشی  T0  ،1توتون ترانسپلاستوم نسل  

  T1: گیاهان ترانسپلاستوم نسل  3تحت فشار گزینشی،    T0زنی بذور گیاهان ترانسپلاستوم نسل  حاصل از جوانه   T1ترانسپلاستوم نسل  

پروتئین دارپین    kDa  15نوار حدود    نوع وحشی. : گیاه توتون  WTدر خاک،    T0زنی بذور گیاهان ترانسپلاستوم نسل  حاصل از جوانه 

G3   دهد را نشان می  ،B  ) نسل    توتون ترانسپلاستوم   اهان ی گ   ی برا   زا ی آزمون الاT1   ین  ژن رمزکننده دارپ   ی حاوG3  . ها،  ستونSE  ±    میانگین

 . باشند ی م (  ˂P  % 5دار ) عداد دارای حروف غیرمشترک از نظر آماری دارای اختلاف معنی دهند. ا را نشان می 

Figure 5. Expression and accumulation analysis of DARPin G3 in T1 generation of tobacco transplastomic 

plants using chloroplastic total soluble protein. A) Western blot analysis under reduced condition, M: Prestained 

molecular mass markers (PR911654, Sinaclone), T0: T0 generation of transplastomic tobacco plant, 1: 

Vegetative plants resulting from lateral bud growth in T0 generation of transplastomic plants, 2: T1 generation 

from germinated seeds of T0 transplastomic plants under selection pressure, 3: T1 generation from germinated 

seeds of T0 transplastomic plants in soil, WT: wild type tobacco plant. The corresponding band of 15 kDa 

indicates the DARPin G3 protein, B) ELISA analysis for the DARPin G3 content expressed in T1 generation of 

transplastomic tobacco plants. Column indicate means ± SE. Treatment with different letters have a statistically 

significant difference (P˂ 5%). 

 

 سپاسگزاری 

ین پژوهش تحت حمایت مادی و معنوی آزمایشگاه مهندسی  ا 

دانشکده   گیاهی،  بیوتکنولوژی  و  بهنژادی  گروه  ژنتیک، 

پژوهشگاه  از    . دانشگاه تبریز صورت گرفته است   ، کشاورزی 

)ایران  ایران  علمی  مدارک  و  مین  أ ت   خاطر به داک(  - اطلاعات 

 گردد. امکانات لازم برای اجرای این تحقیق قدردانی می 
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Abstract 
Plastid engineering gives numerous benefits for the next generation of transgenic technology, consisting 

of the convenient use of transgene stacking and the production of high expression levels of recombinant 

proteins. Designed ankyrin repeat proteins (DARPin) are relatively small non-immunoglobulin scaffold 

proteins that bind to their specific target with high affinity. The G3 is a type of DARPin designed to 

bind to the HER2 tyrosine kinase receptor (human epidermal growth factor receptor 2). We previously 

developed a bioprocess for the production of DARPin G3 in tobacco chloroplasts as an imaging agent in 

HER2 over-expressed cancers. In this study, we analyzed the expression and homoplasmic stability of 

DARPin G3 gene in vegetative and generative T1 generation of transplastomic tobacco plants. The 

presence of DARPin G3 gene in the next generation of transplastomic plants was confirmed with specific 

primers by PCR analysis. Southern blot analysis confirmed the homoplasmic status of transplastomic 

plants. The western blot analysis confirmed the accumulation of the DARPin G3 in the chloroplasts of 

next generation of transplastomic plants. The DARPin G3 protein content was estimated around 33% by 

ELISA in chloroplast total soluble protein (TSP) of the transplastomic plants. Results confirmed that the 

DARPin G3 gene in vegetative and generative T1 generation of transplastomic tobacco plants was stably 

and highly expressed.  

Keywords: Chloroplast transformation, DARPin G3, Homoplasmy, Transplastomic, Tobacco 
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