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  چكيده

 ي انتخابگر انجام م ـيها  است كه توسط ژنري ناپذيي شده جزء جداي دستورز انتخاب سلولهاي ، انتقال ژن  يتهاي فعال يدر تمام 

 منظـور   ني ـ ا يبـرا  بـصورت متـداول    كه   هستند يي ژنها جزء  و علف كشها    ها كيوتي ب ينتآمقاومت به    كننده   جادي ا يژنها. رديگ

ش بـه   يه گـرا  ك ـ باعث شده اسـت      ييژن ها چنين   يستي ز يمنيل ا ي سوالات در مورد مسا    يمطرح شدن برخ   . مي شوند  استفاده

 از آن در    اي ـ نامزد است كه در دن     ي از ژنها  يكي زومرازيا ژن فسفومانوز . شتر شود ي ب يكي انتخابگر متابول  يسمت استفاده از ژن ها    

هـدف از ايـن تحقيـق جداسـازي ژن فـسفومانوز            .  شود ي استفاده م  يكي بعنوان ژن انتخابگر متابول    اهاني انتقال ژن به گ    يكارها

 مقايسه كـارايي  ،ي نهايهدف . آن از شكل پروكاريوتي به يوكاريوتي مي باشدcodon usage و تغييرايزومراز و همسانه سازي آن 

رونـد كـار     . ژن اصلي جـدا شـده از بـاكتري اسـت           مقايسه با  ردژن دستكاري شده     توسط   ،سلول هاي گياهي تراريخته   انتخاب  

بـا توجـه بـه     طراحي و انتخاب آغازگرهـاي مناسـب     ،ژن فسفومانوزايزومراز   هاي تواليو مقايسه    شامل مطالعه    ،بصورت خلاصه 

 codonي طراح ـهمچنـين   .  جداسازي و همسانه سازي آن در ناقل مناسب براي انتقال ژن به گياه است جهت،پلاسميد هدف

usage  سـنتز   از شكل پروكاريوتي به يوكاريوتي است كـه توسـط روشـهاي بيوانفورمـاتيكي و طراحـي و        ، ژن فسفومانوزايزومراز 

و كارايي ژن سـنتز شـده       آزمون عملكرد   در نهايت    . و همسانه سازي آن در ناقل مناسب است         سرهم بندي قطعات   ، ژني قطعات

   .انجام خواهد شدكتري در مقايسه با ژن اصلي جدا شده از با

  

  codon usage ،زومراز، ژن انتخابگر، ايمني زيستييا فسفومانوزجداسازي و سنتز  :يديلكهاي واژه
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  مقدمه

 ينت ـآ بـه     مقاومـت   بخـصوص  ، كننـده مقاومـت    جـاد ي ا ي شود كه ژنها   ي انتخابگر مشخص م   يها  ژن خچهي گذرا به تار   يبا نگاه 

 و  ي ا هي ـ پا قاتي ژنها هنوز هم در تحق     نيا. شدندسلول هاي تراريخته بكار برده       انتخاب   يبرا بودند كه    يي ژنها ن اولي ، ها كيوتيب

بنـابراين رويكـرد بـه ژن هـاي          . ولـي داراي مـشكلات ايمنـي زيـستي مـي باشـند             . شوند ي استفاده م  ي موارد كاربرد  يدر برخ 

از بهتـرين نامزدهـا بـراي ايـن منظـور ژن            يكـي   . بر پايه روشهاي متـابوليكي سـلول اسـت روبـه افـزايش اسـت              انتخابگري كه   

قند مانوز را تبديل به گلوكز كرده و وارد چرخه هاي طبيعـي              اهي شده در گ   دي تول ميآنزفسفومانوزايزومراز است بدين صورت كه      

 بـه   كـه مي شـود  يي بالااري بسي باعث مصرف انرژياهي قند مانوز در سلول گانباشته شدنلازم به ذكر است كه  . سلول مي كند  

 يع ـي از رشـد طب   اهي ـ كـه گ   ي گردد بطـور   ي شدن سلول م   في و ضع  ي انرژ لي تحل اعث ب ي روند ني و چن  گردد ي م ليسلول تحم 

 ـ  ختهي ترار ي انتخاب سلولها  ي را برا  ي فرصت خوب  امدي نوع پ  نيا.  شود ي م يبازمانده و به اصطلاح دچار گرسنگ       ي سـلولها  ني از ب

 حـاوي ايـن ژن   ختـه ي سـلول ترار نيبنـابرا .  دهديقرار مدر اختيار  ،مانوزقند  موجود در محيط كشت بافت حاوي        ختهيرتراريغ

 حاصل كرده   زي مناسب تما  يمارهاي كشت بافت استفاده كرده و با كمك ت        طي بصورت نرمال از قند مانوز موجود در مح        ،انتخابگر

 شده  يكي و متابول  ي انرژ ستميتلال در س   دچار اخ  ختهيرتراري غ يدر عوض سلولها  .  گردد ي كامل م  ختهي ترار اهي گ كي به   ليدو تب 

  . ستندي اياز مبو از رشد 

اران ك ـپنـا و هم (ش اسـت  ي اسـتفاده از آنهـا روبـه افـزا    ، انتخـابگر ي به عنوان ژنهايكي متابولي ژن هاياي با توجه به مزا   ،امروزه

. اسـت  E. coli يترك گردد از باياده م انتقال ژن استفيارهاك يزومراز از آن جدا شده و برايه ژن فسفومانوز اك يمنبع). 2002

اران ك ـتـود و هم (س يدوپـس ي، آراب)2000اران ك ـنگروتـو و هم ( به عنوان ژن انتخـابگر در ذرت    ،اهاني گ ن ژن در انتقال ژن به     يا

اسـتفاده  ... و ) 2003اران  ك ـوسـل و هم   ير(، انگـور    )2004 يندكا (يدي، ارزن مروار  )2002اران  كپنا و هم  (، گندم و جو     )2002

  . شده است

در اين تحقيق نيز با جداسازي ژن فسفومانوزايزمراز و همسانه سازي آن در ناقل هاي مناسب انتقـال ژن بـه گيـاه و همچنـين                          

 مـي تـوان   ، آن براي بيان بهتر در سلول گياهي و بطبع آن بالا بردن كارايي انتخاب سلول هاي تراريختـه codon usageتغيير  

  .ي زيستي ژنهاي مقاومت به آنتي بيوتيك ها و علف كش ها را مرتفع ساختنگراني هاي مربوط به ايمن

  

  مواد و روش ها

 ، آنهـا  يسه تـوال  ي ـ باشـند و مقا    يزومراز م ـ ي مختلف ژن فسفومانوزا   ي ها ي توال يه دارا ك ي اطلاعات ي ها كدر قدم اول با مرور بان     

ه ك ـ) pCAMBIA3301(د هـدف  ينقـشه پلاسـم  . شـد ن ژن انتخـاب  ي ايبه عنوان منبع جداساز K12 استرين E. coli يتركبا

 ي بررس ـVector NTI Viewerرد توسط نرم افزار يزومراز قرار گيا  آن ژن فسفومانوزي ژن انتخابگر آن حذف شود و بجايستيبا

 NCBIت يه از سـا ك ،زومرازيا  ژن فسفومانوزين تواليهمچن. معين گرديد ي همسانه سازين براك مم يمي آنز يگاههايشده و جا  

دون شـروع تـا   كامل از كه بتوان ژن را بطور ك يطورب. يد گردي بررس DNASTARهاي خانواده    توسط نرم افزار   بودبدست آمده   

د و ون ش ـمـي د هدف استفاده ي در پلاسمي همسانه ساز يه برا ك يمي برش آنز  يگاههاين خاطر جا  يرد به هم  كر  يثكدون انتها ت  ك

ر شـده  يثك قطعه مانوز تيي شناساي توانند براي مي قرار دارند و در مراحل بعدينه درون قطعه ژ ك يمي آنز يگاههاين جا يهمچن

 و رشته الگـو در نـرم افـزار    يمي آنزيگاههاين اساس و با توجه به جايهم ز بريجفت آغازگرها ن. ددني گردمشخصاستفاده شوند   

Primer 3پس از تكثير و همسانه سـازي  . شدنداستفاده امل ژن كر يثك تين جفت آغازگرها انتخاب و براي و بهترشدند ي طراح

 تعدادي از آنها انتخاب و پلاسميد از آنها استخراج شـد و بـراي تـوالي يـابي          ، ظهور كلوني ها    با ،باكتري ها ژن و انتقال سازه به      

  .ارسال گرديد
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هضم پلاسميد : 1شكل 

pCAMBIA3301زيم ن با آXhoI براي 

 تاييد كلون ژن فسفومانوز ايزومراز

ــكل  ــميد  : 2شـ ــضم پلاسـ هـ

pCambia3301      با آنـزيم هـاي 

EcoRI و Bsp119I بــــــــراي 

 سـنس و آنتـي      شناسايي جهت 

جهت سنس ژن   

فـــــــسفومانوز 

  نتايج و بحث

گـاه  ي جايه داراك ـ Bsp119Iم ي از آنـز   ،يدمات آزمون مق ـ  يبرا .شدر  يثك ت PCR توسط ژن    شده، ي طراح يبا استفاده از آغازگرها   

 يبا مـشاهده الگـو    . م برش داده شد   ين آنز ي توسط ا  PCRن منظور محصول    ي است استفاده شد به هم     ي در داخل قطعه ژن    يبرش

   .همسانه سازي شد  T-vector  مورد نظر در ژل آگاروز،  قطعه تكثير شده در يباند

 شد نتايج نشان داد كه ژن مربوطه   BLAST با بقيه توالي ها      NCBI توالي در سايت      كل ،پس از مشخص شدن نتايج توالي يابي      

  .است ژن اصلي كه براي انتقال ژن استفاده مي شود برابر  توالياز لحاظ اسيد آمينه كاملا با

بـا  ) pCAMBIA3301د  يد و پلاسـم   يپلاسـم -T(د  يهر دو پلاسـم    pCAMBIA3301د  ي پلاسم در ژن فوق  همسانه سازي  ي برا

 يه بر رو  ك يامل ژن انتخابگر قبل   كن باعث حذف    ين عمل همچن  يشد ا  برش داده    XhoI ميتوسط آنز ،   برش يگاههايتوجه به جا  

pCAMBIA3301  گـاز دو قطعـه     يم ل يسپس با استفاده از آنز    . شدندافت  ي از ژل باز   ،د هدف ي و پلاسم  ي ژن ات قطع . شد ، قرار دارد

 E. coli يترك بـه داخـل بـا   ي حرارت ـكشوروش توسط ب، كيد نوتريپلاسم. اخته شدسب كيد نوتريبه هم متصل شده و پلاسم

ع ي مـا  LBط  ي بدست آمـده در مح ـ     ي ها يلونكدر مرحله آخر    . شدندنش  يب گز كيد نوتر ي پلاسم ي حاو  هاي يتركبا. شدمنتقل  

 XhoIم ي، بـا اسـتفاده از آنـز   بكي ـ نوتر دينان از درج ژن در پلاسـم      يبه منظور اطم  . شدد آنها استخراج    يرشد داده شده و پلاسم    

چون به ناچار بايستي از يـك آنـزيم برشـي    . )1شكل  (تا قطعه ژني مورد انتظار مشاهده شود ،ب برش داده شد   كيد نوتر يپلاسم

)XhoI (      بـراي مـشخص كـردن      . جهت قرار گيري ژن از اهميت ويژه اي برخوردار بـود          . براي همسانه سازي ژن استفاده مي شد

 كه داخل ژن قرار داشت به همـراه يـك جايگـاه         Bsp119Iدر جهت سنس يا آنتي سنس قرار گرفته است از آنزيم            اينكه آيا ژن    

 و در نهايـت انتقـال آن بـه    codon usageاين تحقيق با طراحي و تغيير  . )2شكل  ( استفاده شدEcoRIآنزيم برشي ديگر مانند 

  . ايزومراز با منشاء باكتريايي و سنتز شده در حال انجام مي باشدگياه و مقايسه عملكرد و كارآيي دو نوع ژن فسفومانوز

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



  ششمين همايش ملي بيوتكنولوژي جمهوري اسلامي ايران

  رج ميلاد، سالن همايشهاي ب1388 مردادماه 24-22

The 6th National Biotechnology Congress of Iran  
13-15 Aug, 2009, Milad Tower Conference Hall, Tehran-Iran 

 ٤

  

  
References 
Negrotto D., Jolley M., Beer S., Wenck AR. and G. Hansen, The use of Phosphomannose-Isomerase as a 
selectable marker to recover transgenic maize plants (Zea mays L.) via Agrobacterium transformation. Plant Cell 
Reports, 19(8), 2000, 798-803 

  

Todd R. and B. W. Tague, Phosphomannose Isomerase: A versatile selectable marker for Arabidopsis thaliana 
germ-line transformation. Plant Molecular Biology Reporter, 20 (1), 2002, 307-319 
 
Penna S., Sagi L. and R. Swennen, Positive selectable marker genes for routine plant transformation. In Vitro 
Cellular and Development Biology - Plant, 38 (2), 2002, 125-128(4) 
 
Okennedy MM., Burger JT. and FC. Botha, Pearl millet transformation system using the positive selectable 
marker gene Phosphomannose Isomerase. Plant Cell Rep, 22(9), 2004, 684-90.  
 
Reustle GM., M. Wallbraun, M. Zwiebel, R. Wolf, T. Manthey, C. Burkhardt, T. Lerm, M. Vivier and G. Krczal,  
Selectable marker systems for genetic engineering of grapevine. ISHS Acta Horticulturae 603: VIII international 
conference on grape genetics and breeding, 2003. 

 
 
 
 



  ششمين همايش ملي بيوتكنولوژي جمهوري اسلامي ايران

  رج ميلاد، سالن همايشهاي ب1388 مردادماه 24-22

The 6th National Biotechnology Congress of Iran  
13-15 Aug, 2009, Milad Tower Conference Hall, Tehran-Iran 

 ٥

Isolation and cloning of phosphomannose isomerase gene and modification of its 
codon usage to use in transformation into plants as selectable marker gene 

 

Saeed Soheilivand**, Gholamreza Salehi Jozani, Abbas Kiyani, Ali Mohammad Shakib, Soraya Daneshvar 
Tekmedash, Ebrahim Karimi, Mohammad Reza Safarnejad 

Researcher in microbial biotechnology and biosafety department 
Soheili@abrii@ac.ir, vand_soheily@yahoo.com 

Agricultural Biotechnology Research Institute of Iran (ABRII), 
Seed and Plant Improvement Institutes Campus, 

Mahdasht Road, Karaj, Iran P. O. Box: 31535-1897 
 

  
Abstract 
Selection of transform cells is a very important stage in all gene transformation researches through selectable 
marker genes. The genes responsible for resistance to antibiotics and herbicides are routinely used for this 
approach. From the view of biosafety these genes come into question, therefore tendency for metabolic 
selectable gene application rises. The phosphomannose isomerase gene is one of the candidate metabolic genes 
as selectable marker for gene transformation into plants in the world. The aim of this research is to isolate and 
clone this gene and to modify its codon usage from prokaryote form to eukaryote form in order to compare its 
efficiency for selection of transformed plant cells instead of bacterial isolated gene. As a summary, the process 
of this research includes the study and aligning of phosphomannose isomerase gene sequences, designing and 
selection of proper primers according to the target plasmid used to plant transformation. Also, codon usage 
modifying of phosphomannose isomerase gene from prokaryote form to eukaryote form by bioinformatics 
methods involving designing and synthesis of gene fragments, assembling synthesis fragments and cloning them 
in the proper vector. Finally, assay for action and efficiency of synthetic gene will be carried out to compare it 
with original gene that isolated from bacteria.      
 

Key words: Isolation and synthesis of phosphomannose isomerase gene, codon usage, selectable marker, 
biosafety  

 
 
 
 
 
 


