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ها و يا تست فعاليت يك پروتئين نوتركيب پيش از در نظر  ها اغلب به منظور ارزيابي بيان سازه بيان موقت ژن
بيان موقت به واسطه اگروباكتريوم . رود ريخته به كار ميگرفتن اهداف بلند مدت براي گياهان ترا

اندازها و  هاي بياني و راه با ارزش براي مطالعه بيان ژن خارجي، بررسي عملكرد سيستم يابزار) اگرواينفيلتريشن(
 هاي ژن هدف به هاي اگروباكتريوم حامل سازه با نفوذ سلول. باشد هاي با ارزش در گياهان مي توليد پروتئين
هاي سالم لوبيا كه هنوز به گياه مادر متصل هستند، بيان موقت طي سه روز و بدون نياز به وسايل گران  داخل برگ

در اين مطالعه سه سيستم مختلف . كند شود و پروتئين مورد نظر را توليد مي هاي پيچيده انجام مي قيمت و يا روش
بيان ژن از طريق تزريق سوسپانسيون اگروباكتريوم، حامل بيان ژن شامل تركيباتي از عناصر مختلف تنظيم كننده 

بعد از سه روز ميزان . هاي گياه لوبيا انتقال داده شد هاي مورد نظر، به داخل برگ تركيبات پلاسميدي سيستم
اين تحقيق به منظور ارزيابي . ها انجام شد آزمون مقايسه ميانگين ،گيري شده پروتئين محلول در برگ اندازه

هاي بياني پيشنهادي در گياه لوبيا با استفاده از تكنيك اگرواينفيلتريشن براي انتخاب بهترين سيستم جهت  سيستم
كه بيشترين ميزان توليد پروتئين از بين  دادنتايج نشان . انتقال ژن نوتركيب به گياه لوبيا مورد بررسي قرار گرفت

شوند مربوط به  ست، سيتوپلاسم و شبكه آندوپلاسمي ميترشح پروتئين در منطقه آپوپلا سببسه سيستم بياني كه 
همچنين كارايي تراريختي با  .انتقال و تجمع پروتئين در شبكه آندوپلاسمي شده است سببسيستمي است كه 

  .درصد محاسبه شد 24-50استفاده از اين روش، 
 

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
 وعملكرد  بهبودتوليد گياهان تراريخته با اهداف مختلفي مانند 

صورت  غيرهها و  كيفيت، ايجاد مقاومت به آفات و بيماري
مناسب ژن  بياناز مشكلات توليد گياهان تراريخته عدم . گيرد مي

از آنجا كه . آن دارد بيانهاي  در گياه است كه بستگي به سيستم
د، بنابراين شوهاي گوناگوني بيان  واند در سيستمت يك ژن مي

تعيين سيستمي با بيشترين بازده توليد پروتئين امري ضروري 
اي ه بيان پروتئين در وسعه سيستمي با كارايي بالاجهت ت .است

ژن نياز  بيانعناصر تنظيم كننده به تراريخته نوتركيب در گياهان 
، جايگاه ساخت و ترجمه علاوه بر كنترل رونويسياست كه 

هاي كنترل  استراتژي .دشوكنترل  پروتئين نوتركيب در سلول نيز
بيان ژن و ترجمه پروتئين در گياهان نقش مهمي را در تعيين 

كنند اما در عين حال  هاي نوتركيب ايفا مي عملكرد كلي پروتئين
روي مباحثي مانند ايمني زيستي و صحت فرآورده  برتاكيد زيادي 
اين رو براي دستيابي به عملكرد بالا، تمامي مراحل  وجود دارد از

، mRNA، فرآوري mRNAبيان ژن، از جمله رونويسي، پايداري 
سنتز پروتئين، تغييرات پروتئين، تجمع پروتئين و پايداري پروتئين 

هاي بياني به صورت  از آنجا كه سازه. سازي شوند بايد بهينه
به  تواند تراريخته مي ها ژن ري هستند كه در آنساختارهاي شيم

د، انتخاب صحيح اين شوكنترل وسيله عناصر تنظيمي مختلفي 
. باشد عناصر تنظيمي از مباحث مهم در توليد گياهان تراريخته مي

مورد استفاده براي  اندازراهمهمترين جنبه طراحي يك سازه بياني، 
 35S انداز راه،  اي در گياهان دولپه. استتحريك بيان ژن تراريخته 

از آنجا كه قوي و عمومي ) CaMV(ويروس موزاييك گل كلم 
هاي مربوطه تحريك  بوده و بيان زياد ژن تراريخته را در اندام

عامل مهم ديگر در بيان بالاي . استترين انتخاب  رايجنمايد،  مي
پايداري  باشد كه جهت آدنيلاسيون مي ژن، سيگنال قوي پلي

دهنده  و خاتمه CaMV 35S دازان راههاي رونويسي شده با  نسخه
 Sunil Kumar et al. 2003; Fischer) باشد مناسب مي ،NOS  ژن

et al. 2004) . يكي ديگر از ملاحظات مهم براي بهبود عملكرد
ها به داخل اجزاي سلولي مناسب  پروتئين، هدايت نمودن پروتئين

پپتيدهاي راهنماي متعددي براي هدايت است، از اين رو 
  .شود ها به سمت مسير ترشحي مورد نظر، استفاده مي پروتئين

، پرزحمتعالي  و باززايي بيشتر گياهان ژن     از آنجا كه انتقال 
همچنين سطح  (Trieu et al. 2000) بر و گران قيمت است  زمان

بيان ژن در گياهان تراريخته از يك گياه به گياه ديگر تفاوت دارد 
اثر مكاني ژن انتقال داده شده  و اغلب پديده خاموشي ژن به علت

، (Wroblewski et al. 2005) افتد در گياهان تراريخته اتفاق مي
تراريختي  در تجزيههاي موقت به عنوان يك چاره مناسب  آزمون

و عملكرد برخي از  بيانرود و امكان بررسي  پايدار به كار مي
ها  از جمله اين آزمون. نمايد ها را طي چند روز فراهم مي ژن

بيان موقت به واسطه اگروباكتريوم است كه  روش
و سوسپانسيون اگروباكتريوم به  شود اگرواينفيلتريشن ناميده مي

اين روش به عنوان  .دشوهاي متصل به گياه تزريق مي داخل برگ
هاي مختلف بيولوژي مولكولي  مطالعه جنبه دريك ابزار با ارزش 

  ، خاموشي ژنet al. 1997) (Kapila گياه، شامل بيان ژن خارجي
et al. 2003) (Voinnet،  عواملهاي گياهي و اندازراهويژگي 

هاي  ، اثر متقابل ژن براي ژن بين ژن(Liu et al. 2003)ي رونويس
 ،(Scofield et al. 1996) زاي پاتوژن مقاومت ميزبان و بيماري
و بيان  (Palanichelvam et al. 2000) واكنش فوق حساسيت

مورد استفاده قرار  (Vaquero et al. 1999)  ها بادي يموقت آنت
بيان موقت به واسطه اگروباكتريوم در مقايسه با ديگر  .گيرد مي

هاي ارزيابي بيان در گياهان تراريخت داراي چندين مزيت  سيستم
هاي ويروسي به وسيله  است، از جمله اين كه بر عكس ناقل

و سريع است، نياز به  شود، ساده هاي كوچك محدود نمي پروتئين
مقدار بيان موقت . هاي پيچيده و تجهيزات گران قيمت ندارد روش

همچنين براي توليد پروتئين  RNAيك ژن براي آناليز پروتئين و 
  .(Vaquero et al. 1999) باشد در مقياس كم كافي مي

هاي بيان موقت به واسطه اگروباكتريوم در گياهان مختلف  آزمون
 عواملفرنگي و آرابيدوپسيس انجام شده و  گوجه از جمله كاهو،

هاي موقت در اين گياهان مورد  افزايش كارايي آزمون درموثر 
در اين   (Wroblewski et al. 2005). بررسي قرار گرفته است

تحقيق به منظور انتخاب بهترين سيستم تظاهر ژن جهت بالا بردن 
گزارشگر  ژن ،سطح توليد پروتئين نوتركيب در گياه لوبيا

LicBM2 )آنزيم متحمل  ژن توليد كننده اين گزارشگر بر اساس
باكتري گرمادوست ) β -1,3 -1,4-glucanase(يناز گبه حرارت لي

Clostridium thermocellum دست آمده است، كه پيوندهاي  به
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 در اثر. كندها تجزيه مي گلوكان را در پلي β-1,4و   β-1,3مجاور
ينان، قندهاي ساده احيا شونده گيدي مثل ليساكار تجزيه مواد پلي

توان به طور كمي و كيفي  ها را مي شوند، كه ميزان آن آزاد مي
تحت سه  (Komakhin et al. 2005) دگيري و مشخص نمو اندازه

 از طريق اگرواينفيلتريشنسيستم تظاهر مختلف 
)Agroinfiltration( در اين . شود گياه لوبيا منتقل ميهاي  به برگ

 (pBISN1-IN et al. 2008داخل ناقل LicBM2 سه سيستم ژن
(Abdeeva اين . تحت كنترل عناصر تنظيم كننده متفاوت قرار دارد

 اولين. شوند سه سيستم باعث تجمع پروتئين در مناطق مختلف مي
و  KDEL (Munro et al. 1987)به دليل داشتن توالي   سيستم

به دست آمده از گياه  LeB4  (Baumlein et al. 1986)توالي رهبر 
شود همچنين  تجمع پروتئين در شبكه آندوپلاسمي مي لوبيا باعث

در سيستم ديگر به دليل وجود توالي رهبري كه از گياه هويج 
پروتئين به آپوپلاست  (Abdeev et al. 2003) گرفته شده است

شود و اما در سيستم سوم از هيچ توالي رهبري استفاده  ترشح مي
با بررسي عملكرد . ماند لذا پروتئين در سيتوزول باقي ميده، شن

توان بهترين سيستم را جهت انتقال ژن  ها در گياه مي اين سيستم
  . انتخاب كرد نوتركيب به گياه به منظور توليد گياهان تراريخته

  
   هامواد و روش

  مواد گياهي و شرايط كشت  
بذر لوبيا قرمز ناز . دشده در اين مطالعه از گياه لوبيا قرمز ناز استفا

ها در  بعد از ضد عفوني اوليه توسط قارچ كش، داخل گلدان
د و سه تا چهار هفته بعد از كاشت كه ششرايط گلخانه كشت 

ها به آزمايشگاه منتقل  هاي لوبيا كاملاً گسترده شد، گلدان برگ
ها  هاي مورد استفاده طوري انتخاب شد كه تمام برگ برگ. گرديد
  . اندازه و سن و مكان قرار گرفتن در گياه مشابه باشند از نظر
  ها و تركيبات پلاسميدي مورد استفاده باكتري

جهت  LBA4404سويه  Agrobacterium tumefaciensباكتري 
انتقال ژن هدف به گياه لوبيا به روش اگرواينفيلتريشن استفاده 

  .دش
داخل  LicBM2در تركيبات پلاسميدي مورد استفاده ژن گزارشگر 

تحت كنترل )  :pBISN1–IN EU886197) GenBankناقل 

سه تركيب پلاسميدي  عناصر تنظيم كننده متفاوت قرار دارد و
  ).1شكل(آورد  مختلف را به وجود مي) دستواره(

باعث تجمع پروتئين در مناطق مختلف  تركيب پلاسميدياين سه 
الي به دليل داشتن تو يكتركيب پلاسميدي شماره . شوند يم

KDEL و توالي رهبرLeB4   باعث تجمع گرفته شده از گياه لوبيا
تركيب شود همچنين در  پروتئين در شبكه آندوپلاسمي مي

 به دليل وجود توالي رهبري كه از گياه هويج دوپلاسميدي شماره 
شود و در  گرفته شده است، پروتئين به آپوپلاست ترشح مي

ده، شي رهبري استفاده ناز هيچ توال 3تركيب پلاسميدي شماره 
  .ماند باقي مي زوللذا پروتئين در سيتو
هاي تراريخته اگروباكتريوم از روش  براي تهيه سلول

. شداستفاده با كمي تغيير  et al. 2002) (Weigelالكتروپوريشن 
كشت شبانه  ليتر از ميليهاي مستعد باكتري يك  جهت تهيه سلول

     مايع LBليتر  ميلي 100اگروباكتريوم داخل يك ارلن، حاوي 
)g/l 7 NaCl ،g/l 5yeast extract  ،g/l 10Bactotrypton  ( ريخته

گراد درون انكوباتور شيكردار قرار  درجه سانتي 28در دماي شد و 
دور در دقيقه هم زده شد تا زماني  150 گرفت و با سرعت

سپس كشت باكتري ). ساعت 4تقريباً (بدست آمد   OD600=1كه
 50  فالكون 4و داخل . دقيقه در يخ قرار گرفت 20 به مدت

 4دقيقه، در دماي  10به مدت د و شتوزيع ليتري استريل  ميلي
. شدسانتريفيوژ دور در دقيقه  4000گراد و با سرعت  درجه سانتي

 500و بعد از اضافه كردن د شخالي  روييمحلول در مرحله بعد 
كون، رسوب ته فالكون ميكروليتر آب مقطر استريل سرد به هر فال

 40به آرامي با آب مخلوط شد و سپس حجم هر فالكون به 
 500در نهايت . اين مراحل دو بار تكرار شد. ليتر رسانده شد ميلي

درصد استريل و سرد به هر فالكون اضافه  10ميكروليتر گليسرول 
شد و به آرامي در رسوب ته فالكون حل شد و درون 

پس از انجماد ليتري استريل توزيع و  ميلي 5/1هاي  ميكروتيوب
 .دشگراد نگهداري  درجه سانتي - 80در دماي سريع در ازت مايع، 

پلاسميد  DNAبراي ترانسفورماسيون باكتري، يك ميكروليتر از 
. داخل ميكروتيوب سلول مستعد ريخته شد و با هم مخلوط شد

در مرحله بعد مخلوط با پيپت كشيده شد و داخل كووت 
پوريشن سرد منتقل شد و كووت در دستگاه الكتروپوريشن الكترو

)Multiporatoreppendorf(   5زمان  و  كيلو ولت   4/2  ولتاژ با   
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  -LicBM2-KDEL-polyA-RB LB-Pnos-nptII-nos-35S CaMV-LeB4ناقل  -1تركيب پلاسميدي

  
  

  LicBM2-polyA-RB -LB-Pnos-nptII-nos-35S CaMV-leaderناقل -2تركيب پلاسميدي
RBPALicBM2LSP35s nosnptII Pnos LB 

  
  -LicBM2-polyA-RB  LB-Pnos-nptII-nos-35S CaMVناقل -3تركيب پلاسميدي

RBPALicBM2P35s nosnptIIPnosLB
  

دهنده  خاتمه )nos ؛ژن مقاومت به كانامايسين: nptII ؛nosانداز راه) Pnos ؛اشيه سمت چپح  LB).در سه تركيب پلاسميدي T-DNAشكل شماتيك ناحيه  -1شكل
nos،P35s( 35 انداز راهS  ويروس موزاييك گل كلم)CaMV 35S(؛ LeB4( ؛پپتيد رهبر گياه لوبيا براي شبكه آندوپلاسمي KDEL(  توالي چهار پپتيدي هدايتگر پروتئين به

  .(Abdeev et al.  2003)  حاشيه سمت راست RB) ؛آدنيلاسيون سيگنال پلي )PA ؛ الي كد كننده پپتيد رهبر هويجتو )LS ؛شبكه آندوپلاسمي
  

سپس محتوي كووت توسط پيپت پاستور . ميكروثانيه قرار گرفت
يك . خارج گرديد و به ميكروتيوب سلول مستعد انتقال داده شد

انكوباتور  مايع به ميكروتيوب اضافه شد و در LBليتر  ميلي
ساعت قرار داده  4گراد به مدت  درجه سانتي 28شيكردار با دماي 

 100رسوب ته ميكروتيوب در بعد از سانتريفيوژ مختصر . شد
 ميكروليتر محلول حل و توسط لوپ بر روي سطح محيط كشت

و ريفامپيسين ) mg/l50(بيوتيك كانامايسين  حاوي آنتي
)mg/l100(  ه صورت وارونه به ب هاي كشت محيطشد و پخش

گراد  درجه سانتي 28روز درون انكوباتور در دماي  3-4مدت 
هاي تراريخت بر روي محيط  روز كلوني 3-4بعد از . قرار گرفت

  . كشت تشكيل شد
  هاي نوتركيب تاييد كلوني

، 94با سيكل حرارتي   PCRنوتركيب به روش  هاي كلوني تاييد
و از آغازگرهاي ژن گراد انجام گرفت  درجه سانتي 72و  65

LicBM2 700اندازه باند مورد انتظار . براي تكثير استفاده شد 
 .باشد جفت باز مي

  اگرواينفيلتريشن
در اين روش سوسپانسيوني از اگروباكتريوم تهيه شد و از 

هاي پشت برگ توسط سرنگ بدون سوزن، صرفـاً با ايجاد  روزنه
ريق مايع ميان بافتي، به هاي اگروباكتريوم از ط فشار و انتشار سلول

براي تهيه . )Wroblewski et al. 2005(درون برگ تزريق شد 
سوسپانسيون اگروباكتريوم، كشت شبانه اگروباكتريوم تراريخت 

و ريفامپيسين ) mg/l50 (بيوتيك كانامايسين  حاوي آنتي
)mg/l100 ( درجه انجام شد 28ساعت در دماي  20به مدت .

رسوب . ع در ميكروتيوب، سانتريفيوژ شدكشت شبانه بعد از توزي
 Infiltration medium   (Lee et al.2008)باكتري در محلول

بيوتيك كانامايسين  و آنتي ميكرو مولار استوسيرينگون 100حاوي 
)mg/l50 ( و ريفامپيسين)mg/l100 ( 5- 6د و به مدت شحل 

سپس . گراد مجدداً كشت شد درجه سانتي 28ساعت در دماي 
 Induction mediumيفيوژ شد و رسوب حاصل در محلول سانتر

(Lee et al. 2008)  حل  ميكرو مولار استوسيرينگون 200حاوي
و در نهايت  (Lee et al. 2008). به دست آمدOD600 =4/0د تا ش

). 2شكل(تزريق شد ) متصل به بوته(اي گياه لوبيا  هفته 4به برگ 
درجه  23ا دماي دماي ها، بعد از تزريق به اتاقك كشت ب گلدان
  .دشگراد منتقل  سانتي

 
به وسيله سرنگ بدون سوزن و  تزريق سوسپانسيون اگروباكتريوم -2شكل

و پخش شدن سوسپانسيون  پشت برگ ناحيه به صرفاً با ايجاد فشار
 در گياه لوبيا بافتي اگروباكتريوم داخل آب ميان

RB PA KDEL LicBM2LeB4 P35s nos nptII Pnos LB 
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  استخراج پروتئين
هاي  ، برگنددشگاه منتقل از سه روز به آزمايش پسها  گلدان

براي  و ناحيه تزريق شده برگ دشتزريق شده از گياه جدا 
 .et al. 2004) (Fido استخراج پروتئين مورد استفاده قرار گرفت

 mMTris-HClميكروليتر بافر استخراج  250به اين صورت كه 
مواد گياهي پودر شده ريخته شد  گرم 23/0داخل  =8pHبا  150

حجم مواد گياهي  2/1يزان بافر استخراج م( شدو ورتكس 
به  سپس دقيقه روي يخ قرار گرفت 30ها به مدت  نمونه .)باشد مي

 g 13000دار با  دقيقه داخل سانتريفيوژ يخچال 20مدت 
محلول روي رسوب كه حاوي شيره گياه است به . شد سانتريفيوژ

 هاي در نهايت ميكروتيوب و ميكروتيوب ديگري انتقال داده شد
  .دشگراد منتقل  درجه سانتي -20حاوي شيره گياه به فريزر 

  ارزيابي پروتئين
 Bradford )(1976 از روشكل   پروتئين ارزيابي كميتمنظور  به 

ترين شيوه در مقايسه كيفي  متداولهمچنين  .دشاستفاده 
جهت . رود شمار مي مطالعه نوارهاي الكتروفورزي به  ،ها پروتئين

كيفي بر روي نوارهاي الكتروفورزي  هاي انجام مقايسه
 ليملي به روش SDS-PAGEهاي محلول برگي از تكنيك  پروتئين

1970) (Laemmli  دشاستفاده .  
ميزان پروتئين  LicBM2به منظور بررسي ميزان دقيق تظاهر ژن 

. گيري شد اندازه (Miller  1959) فعال به روش كاهش گلوكز
اصيت آنزيمي دارد كه با خ licBM2يناز محصول ژن گآنزيم لي

توان سطح بيان ژن را تخمين زد و مقدار پروتئين  استفاده از آن مي
   .گيري كرد را اندازه

  
    نتايج و بحث

و حضور يا عدم حضور  PCRبر اساس اندازه محصول واكنش 
براي تاييد . دششناسايي  اگروباكتريوم هاي نوتركيب كلونيباند،

و  شد استفاده LicBM2رهاي ژن هاي نوتركيب از آغازگ كلوني
درصد  2/1از ژل آگارز  PCRبراي الكتروفورز محصولات 

جفت بازي در ژل، تاييد كننده  700وجود باند . استفاده شد
و تاييد حضور پلاسميد نوتركيب در  LicBM2حضور ژن 

  ).3شكل( باشد اگروباكتريوم مي
  

 
 Agrobacterium tumefacienseهاي نوتركيب در باكتري  تاييد كلوني -3شكل

ستون  ؛)cو  a ،bهاي  كلوني( 1پلاسميد شماره  )1ستون  ؛kb1ماركر  )Mستون 
 3پلاسميد شماره  )3؛ ستون)cو  a ،bهاي  كلوني( 2پلاسميد شماره )2
  )cو  a ،bهاي  كلوني(

  
هاي گياه  هاي اگروباكتريوم به داخل اندام تزريق سوسپانسيون

ي بسيار سريع و موثر است كه نياز به روش) اگرواينفيلتريشن(
بنابراين چندين پروتكل براي  .تجهيزات گران قيمت ندارد

سال اخير منتشر شده كه  15هاي گياهي مختلف در طي  گونه
فاكتورهاي موثر بر فرآيند آلودگي با اگروباكتريوم و بنابراين 

 .Kapila et al كارايي بيان موقت تحقيق و بررسي شده است

1997; Wroblewski et al. 2005; Zottini et al. 2008; Santos-
Rosa et al. 2008)(  يكي از عوامل موثر در كارايي

ما در . باشد اگرواينفيلتريشن كيفيت مواد گياهي استفاده شده مي
 3-4(هاي كاملاً گسترش يافته لوبيا  اين مطالعه از اولين برگ

از نظر سن و اندازه و  هاي مشابه استفاده كرديم و برگ) اي هفته
ها بر  انتخاب نمونه. مكان قرار گرفتن در گياه را انتخاب نموديم

به . اساس مطالعات قبلي انجام شده در اين زمينه انجام گرفت
 al. (2008) et Santos-Rosa طوري كه مطالعه انجام شده توسط

نشان داد كه بهترين و بالاترين سطح بيان موقت وقتي كه از اولين 
. آيد هاي كاملاً گسترش يافته استفاده شود به دست مي برگ

زميني را در  هاي سيب برگ et al. (2009)  Bhaskarهمچنين
مراحل رشدي مختلف گياه آزمون كردند و دريافتند وقتي كه از 

د شوزميني استفاده  اي گياه سيب هفته 5-6هاي انتهايي  برگچه
هاي جوان براي  كه برگ ها ملاحظه كردند آن. تزريق موثرتر است

- 4هاي  تر هستند اما كارايي تزريق زماني كه از برگ تزريق راحت
  . آيد اي گياه استفاده شود پايين مي هفته 3

كارايي اگرواينفيلتريشن چگالي سوسپانسيون  عامل موثر ديگر در
در اين مطالعه از سوسپانسيون سلولي با . باشد اگروباكتريوم مي

4/0=OD600 طبق مطالعات. شده استفادet al. (2005) 

700 bp 
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Wroblewski 1/0 سوسپانسيون سلولي با چگالي كمتر از OD600= 
شود همچنين چگالي سلولي  باعث ايجاد سطح تراريختي پايين مي

شود و  باعث زردي بافت و يا پژمرده شدن آن مي =1OD600بالاي 
يا كمتر باشد سطح بيان  =3/0OD600در صورتي كه چگالي سلولي

  . آيد وقت پاييني بدست ميم
عامل ديگر موثر در كارايي اگرواينفيلتريشن دماي نگهداري 

ما در اين مطالعه گياهان را بعد از . باشد گياهان بعد از تزريق مي
گراد نگهداري  درجه سانتي 23تزريق در اتاقك كشت در دماي 

دما به عنوان يك عامل موثر براي انتقال ژن توسط  .كرديم
از طريق  T-DNAتنظيم انتقال و  باشد مي تريوم به گياهاگروباك

در . et al. 2005) (Dillen  باشد وابسته به دما مي virهاي  ژن
به  et al. 2010)  (Yasminاي كه در گياه رز صورت گرفت مطالعه

هاي رز  منظور بررسي اثر دما در كارايي اگرواينفيلتريشن، گلبرگ
 4قرار گرفتند و بعد از  28و 19،22،25بعد از تزريق در دماهاي 

 GUS ژن بالاترين سطح بيان وروز سطح بيان موقت ارزيابي شد 

  .بدست آمدگراد  درجه سانتي 22در 
در كارايي اگرواينفيلتريشن استفاده از تركيبات دخيل   عامل ديگر

استوسيرينگون القاكننده اپرون . باشد فنولي مثل استوسيرينگون مي
vir باشد م تومفاسينس مياگروباكتريوet al. 1994)  (Hiei . اهميت

زايي  هاي بيماري استوسيرينگون به خاطر توانايي آن در القاي ژن
 .et alلازم است T-DNAباشد كه براي انتقال  اگروباكتريوم مي

2006)  (McCullen.  در اين تحقيق كارايي اگرواينفيلتريشن در
به حضور استوسيرينگون با  3و  2، 1انتقال تركيبات پلاسميدي 

اند  به  ها كه پروتئين فعال داشته وسيله شمارش تعدادي از نمونه
. شدمحاسبه درصد  48و  32، 23: به ترتيبنسبت كل نمونه ها 

كارايي تراريختي  گرفتانجام  به اين ترتيب اي كه قبلاً در مطالعه
  (al. 1987 بدست آمد درصد 55 -63در حضور استوسيرينگون 

et (Sheikholeslam.  
  ارزيابي پروتئين

محلول در گياه كه از انتقال سه تركيب مختلف  پروتئين كل
هاي گياه بدست آمده بود به صورت جداگانه  پلاسميدي به سلول

تجزيه ميزان پروتئين اندازه گيري شد و . مورد بررسي قرار گرفت
 ي هر تكرار برا 30ها در قالب طرح كاملاً تصادفي با  و تحليل داده

آزمون . )1جدول( گرفت انجام SASاز طريق نرم افزار تيمار 
در سطح يك درصد اختلاف  LSDها به روش  مقايسه ميانگين

با دو تركيب پلاسميدي  يكداري را بين تركيب پلاسميدي  معني
 ).4شكل(نشان داد  هاي شاهد و نمونه ديگر

  
گرم  ميلي(در برگ جدول تجزيه واريانس ميزان پروتئين كل محلول  -1جدول
  ) ليتر در ميلي

 ميانگين مربعات درجه آزادي منابع تغيير    

  تيمار
 خطا

3  
116 

**23/53  
27/0 

   يك درصددار در سطح  اختلاف معني** 
 

 
ميزان پروتئين  )نمودار مقايسه ميانگين پروتئين محلول در برگ، شاهد -4شكل

هاي  ميزان پروتئين در برگ )1هاي تزريق نشده؛ تركيب پلاسميدي در برگ
ميزان  )2؛ تركيب پلاسميدي1تزريق شده توسط تركيب پلاسميدي شماره 

؛ تركيب 2هاي تزريق شده توسط تركيب پلاسميدي شماره  پروتئين در برگ
هاي تزريق شده توسط تركيب پلاسميدي  ميزان پروتئين در برگ )3پلاسميدي

  3شماره 
 

لكتروفورز ژل پلي آكريل آميد در ابراي ارزيابي كيفي پروتئين از 
 حضور دترجنت يوني سديم دودوسيل سولفات يا لوريل سولفات

)SDS (ها براي تعيين وزن ملكولي  مدترين روشآيكي از كار كه
هاي پروتئيني استخراج شده  نمونه. باشد استفاده شد مي ها پروتئين
نمونه  هاي تراريخته و پروتئين اگروباكتريوم همراه با يك از برگ

پروتئين برگي كه تزريق اگروباكتريوم در آن انجام نشده به عنوان 
ها ريخته شد  داخل چاهك درصد 15شاهد روي ژل اكريل آميد 

 ).5شكل (
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كيلو  10 -200ماركر  )Mستون . درصد SDS-PAGE 15ژل  -5شكل

ه نمون )1؛ ستون )شاهد(نمونه پروتئين گياهي بدون تزريق  )Cدالتون ؛ ستون 
نمونه پروتئين گياهي  )2؛ ستون 1پروتئين گياهي مربوط به پلاسميد شماره

نمونه پروتئين گياهي مربوط به پلاسميد  )3؛ ستون 2مربوط به پلاسميد شماره
نمونه پروتئين اگروباكتريوم ترانسفورم شده با پلاسميد  )a؛ ستون 3شماره
  .انسفورم شدهنمونه پروتئين اگروباكتريوم غير تر )b؛ ستون 1شماره

  
كيلو دالتون نشان دهنده پروتئين  16وجود باند پروتئيني حدود 

باشد به دليل اينكه اين باند در نمونه شاهد و نمونه  نوتركيب مي
  .پروتئين مربوط به اگروباكتريوم مشاهده نشده است

طبق نتايج به دست آمده در اين تحقيق ژن تحت كنترل عناصر 
اي كه باعث انتقال و تجمع پروتئين در شبكه  تنظيم كننده

بيشترين ميزان ) 1 تركيب پلاسميدي شماره(شود  آندوپلاسمي مي
محيطي  )ER(زيرا شبكه آندوپلاسمي . پروتئين را توليد كرده است

پايين  درآن پروتئازها زانكه مي (Oxidizing)اكسيد كننده است 
شوند كه اين  هاي نوتركيب هضم نمي باشد و بنابراين پروتئين مي

در اين تحقيق . گردد امر موجب تجمع بيشتر پروتئين نوتركيب مي
 نوتركيب باعث پروتئين Cدر انتهاي KDEL  اي اسيدآمينه توالي
  . بماند باقي آندوپلاسمي درشبكه پروتئين تا شود مي

براي LeB4 و سيگنال پپتيد  KDELاي كه از توالي  هدر مطالع
در شبكه  scFvهاي نوتركيب  انتقال و نگهداري پروتئين

برابر بيان بالاتري نسبت به زماني  8-10 د،شآندوپلاسمي استفاده 
 (et al.1997مد ها استفاده نشد به دست آ كه از اين توالي

(Fiedler. همچنين et al. (1997) Schouten  بيان كردند كه نيز
 scFvباعث افزايش سطح بيان قطعات  KDELاضافه كردن پپتيد 

ايشان ماكزيمم سطح بيان را نيز اندازه گيري كردند كه . شود مي
كل پروتئين محلول بود، در حاليكه قطعات بدون  درصد 2/0

KDEL هيچ تجمعي در سيتوزول نشان ندادند .  

دوم و سوم با هم ميزان پروتئين كل در تركيبات پلاسميدي 
داري نشان ندادند زيرا مدت زماني كه جهت بيان  اختلاف معني

باشد كه اين زمان  ساعت مي 72سيستم تظاهري در اختيار بود 
و امكان . براي ايجاد اختلاف بين اين دو سيستم كافي نبوده است

ها بيشتر است،  دائم كه مدت زمان فعاليت سيستم بياندارد در 
مقايسه  صورت به گيري هدف آزمايشات. بروز كندها  اختلاف آن

اي  زنجيره تك  Fvقطعات و كامل اندازه با هاي ايمونوگلوبولين
 مسير كه داد نيز نشانet al. 1998)  (Zimmermann توسط

ها  پروتئين بندي بسته براي سيتوزولي ذخيره نسبت به ترشحي
 بيشتري ايايمز سطح بالا در پروتئين ذخيره براي و بوده تر مناسب
هاي نوتركيب عموماً در سيتوزول  جا كه پروتئين از آن. دارد

ناپايدار هستند بنابراين وقتي كه با استفاده از سيگنال پپتيد به 
ها در گياهان  سمت مسير ترشحي هدفمند شوند، عملكرد آن

   et al. 1998)  (Conradكند افزايش پيدا مي
 كاهش آزمون پروتئيني هاي ونهنم اين از استفاده با در اين مطالعه

 گلوكز اثر آزمايش مراحل طي كه آنجا از و گرفت انجام گلوكز
 فعاليت اثر در توليدي گلوكز لذا بود دهش صفر گياه خود

LicBM2 انتظار كه طور همان شاهد تيمار در اما آمد مي بوجود 
 همچنين و تيمار اين بنابراين .نشد توليد گلوكزي هيچ رفت مي

 حذف آناليز از بود گلوكز فاقد كه ديگر تيمار سه از اييتكراره
 تصادفي كاملاً طرح ها در قالب لذا تجزيه و تحليل داده. دش

 گرفت انجام SASافزار  كمك نرم  به تيمار سه با نامتعادل
ها به روش دانكن در سطح يك  آزمون مقايسه ميانگين. )2جدول(

با دو  يكسميدي داري را بين تركيب پلا درصد اختلاف معني
نتايج حاصل از  ).6شكل(تركيب پلاسميدي ديگر نشان داد 

گيري ميزان گلوكز كه در واقع ميزان بيان ژن گزارشگر را  اندازه
ي كه باعث تجمع بيانكند نشان داد كه سيستم  گيري مي اندازه

د بيشترين ميزان گلوكز و در شو آندوپلاسمي مي پروتئين در شبكه
بين سيستم . ميزان بيان ژن گزارشگر را دارد نتيجه بالاترين

تظاهري كه باعث ترشح پروتئين به آپوپلاست شده است و 
سيستمي كه باعث باقي ماندن پروتئين در سيتوزول شده است 

داري از نظر ميزان گلوكز مشاهده نشد كه دليل اين  اختلاف معني
 ) ساعت 72(  تكنيك  اين  در ژن   تظاهر  كوتاه زمان  امر، مدت 
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باشد زيرا زمان كافي جهت مشخص شدن اختلاف بين اين دو  مي
بنابراين ميزان پروتئين نوتركيب در . سيستم وجود نداشته است
كه باعث تجمع پروتئين در شبكه  يكتركيب پلاسميدي شماره 

د بيشترين مقدار است كه دليل آن عدم وجود شو آندوپلاسمي مي
شود پروتئين  ي است كه باعث ميپروتئازها در شبكه آندوپلاسم

  .هضم نشود
  

ميكروگرم در (جدول تجزيه واريانس ميزان گلوكز محلول در برگ  -2جدول
  )ميكروليتر

 ميانگين مربعات درجه آزادي منابع تغيير

 686/0** 2 تيمار

 003/0 29 خطا

  يك درصد دار در سطح اختلاف معني** 
  

 
ميزان گلوكز در  )1تركيبگلوكز، نمودار مقايسه ميانگين ميزان  -6شكل
ميزان گلوكز  )2تركيب؛ 1هاي تزريق شده توسط تركيب پلاسميدي شماره  برگ

ميزان  )3تركيب؛ 2هاي تزريق شده توسط تركيب پلاسميدي شماره  در برگ
  3شده توسط تركيب پلاسميدي شماره هاي تزريق  گلوكز در برگ

  
ميزان گلوكز در  ضرائب همبستگي بين ميزان پروتئين محلول و

سه تركيب پلاسميدي مورد مطالعه به روش پيرسون و در سطح 
نتايج  .دشگيري  اندازه SASبا استفاده از نرم افزار  يك درصد
بين ميزان پروتئين محلول در برگ و ميزان گلوكز كه  نشان داد كه

باشد همبستگي مثبت و بسيار  نماينده ميزان پروتئين نوتركيب مي
نتايج حاصل از همبستگي بين ميزان . وجود دارد )97/0**( بالايي

 پروتئين كل و ميزان گلوكز در سه سيستم تظاهري پيشنهادي نشان 

دهنده اين است كه با افزايش ميزان پروتئين كل ميزان گلوكز، كه 
از اين رو . يابد باشد افزايش مي ناشي از بيان ژن گزارشگر مي

يزان پروتئين محلول به فعاليت بهتر گيري م توان صرفاً با اندازه مي
روش  با .شود جويي مي سيستم پي برد كه در وقت و هزينه صرفه

توان توانايي سيستم بيان ژن را قبل از انتقال دائم به  بيان موقت مي
گياه مورد ارزيابي قرار داد، زيرا توليد گياه تراريخته با تظاهر دائم 

با تعيين بهترين  ترتيب به اين. مستلزم صرف وقت و هزينه است
توان در  هايي كه كارايي كمتري دارند مي سيستم و حذف سيستم
توان  همچنين از اين روش مي. جويي كرد وقت و هزينه صرفه

  .هاي با ارزش استفاده كرد جهت توليد سريع پروتئين
در مقايسه با ) اگرواينفيلتريشن(تكنيك استفاده شده در اين مطالعه 

ي تعيين بيان تراريخت، داراي چندين مزيت ها ديگر سيستم
هاي ويروسي با محدوديت  از جمله اينكه برخلاف ناقل. باشد مي

، انجام  (Porta  et al. 1996)در اندازه ژن منتقل شده مواجه نيست
سريع . باشد تر از بمباران ذره و تراريختي پروتوپلاست مي آن ساده

ها آناليز شوند  دهد ژن ياست و برخلاف تراريختي پايدار اجازه م
مقدار بافت بيان . و اثر زيان آوري روي رشد و نمو نداشته باشند

كافي RNA شده به صورت موقت براي انجام آناليز پروتئين و 
است و پتانسيل استفاده براي توليد پروتئين در مقياس 

همچنين به وسيله  et al. 1999)  .(Vaqueroآزمايشگاهي را دارد
بدون نياز به باززايي  راها  پروتئين از برخي توان مي اين روش

كه به سختي  هاي گياهي گونه خصوصاً درگياهان تراريخت 
 et al. 1999) ;Horn et al.1999د شوند، توليد كر باززايي مي

(Fischer.  اين روش ارزان است و به تجهيزات گران قيمت نياز
لكرد عوامل هاي اخير اين روش جهت بررسي عم در سال .ندارد

تنظيم كننده فعاليت ژن در ايران نيز مورد استفاده قرار گرفته 
اي  با استفاده از روش اگرواينفيلتريشن عملكرد بخش هسته. است

كه يك پيشبر اختصاصي ميوه در گوجه فرنگي است با  E8پيشبر 
استفاده از . ) et al. 2012) Ahmadiمقايسه شد  CaMV35S پيشبر

 =٦/٠OD600كه نيز مورد بررسي قرار گرفت  اين روش در گندم

 et al. 2012) .(Irani  باكتري تشخيص داده شد بهترين غلظت

هاي بياني استفاده شد كه عناصر  همچنين در اين مطالعه از سيستم
 مختلفي را داشتند و امكان مقايسه اثر اين عناصر بر ميزان بيان ژن 
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هاي تظاهر  يدها و سيستماز آنجا كه در اين پلاسم. وجود داشت

ها  امكان جايگزيني عناصر تنظيمي مختلف و مقايسه و بررسي آن
توان بهترين عناصر تنظيمي بيان ژن را جهت  وجود دارد، مي

دستيابي به بالاترين ميزان توليد پروتئين نوتركيب در گياه را 
  .شناسايي نمود

ز تركيب توان ا هاي نوتركيب مي طبق اين تحقيق جهت انتقال ژن
همچنين طبق تحقيقات . استفاده كرد يكپلاسميدي شماره 

 (et al. 2005 باشد دائم مي بيانموقت بيانگر  بيانمختلف ميزان 
;Wroblewski et al.2008 (Zottini . از اين رو جهت توليد لوبياي
هاي  تنشهاي مختلف جهت توليد گياهان مقاوم به  تراريخته با ژن

توان از اين تركيب پلاسميدي استفاده  بيولوژيك و محيطي مي
  .نمود

در مورد  ايمني زيستي هاي مباحث و نگرانياز آنجا كه مهمترين 
ها  بيوتيك هاي مقاومت به آنتي گياهان تراريخته استفاده از ژن

هاي  محققين اخيراً به دنبال شناسايي و استفاده از ژن ،باشد مي
در . ليكي گياه نقش دارندباشند كه در فرآيندهاي متابو ماركري مي

نتايج . استفاده قرار گرفت موردLicBM2 اين مطالعه ژن ماركر 
هاي  سلولداخل  در LicBM2دهد بيان موقت ژن ماركر  نشان مي

 LicBM2استفاده از ژن ماركر لذا شد  با موفقيت انجاملوبيا  ياهگ
هاي نوتركيب  ژنروش جديدي براي بررسي ميزان بيان  تواند مي

استفاده از ژن ماركر  مزيت اصلي .باشد گياهان تراريخته در 
LicBM2  ،و قابل  دقت و حساسيت بالا، سادگي كارايمني زيستي

  .دباش اطمينان بودن آن مي
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