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ازاستفادهبامیزبانگیاهدر(effector)زایی اثرگذار در بیماريژنیکموقتبیان
مطالعهایندر. استزاییبیماريدرژننقشبررسیبرايقبولقابلروشیکاگرواینجکشن،

موقتبیانبررسیخربزه درمحلیرقمدوواستانداردرقمچهاربراگروباکتریومسویهدوتاثیر
سلولهايتزریقوسیلهبه GV3101و LBA4404هايسویهسازگاري. گرفتقرارارزیابیمورد

شده در بافت یقتزریوماگروباکترهايسلولمانیزنده. شدتعیینخربزهارقامبرگبهباکتري
یهسو. شدیینتعیقساعت پس از تزرGUS24ژن پروکاریوتیبیان یابیارزیلهبه وسبرگ 

LBA4404 ناقل پس از انتقالpCAMBIA3301ژن يداراGUSبه عنوان کنترل دارینترونا
وpBI121هايناقلانتقال . استفاده شدیاهگهايژن در سلولاین موقت یانبییدتايبرامثبت 

pCAMBIA3301 یهسوبهLBA4404یبا روش کلنPCRهايبا آغازگرPSh3-F/Rییدتا
یهسوینجکشنساعت پس از اگروا48، خربزهارقام هايموقت در برگبیان راندمان . شد

LBA4404 حامل ناقلpCAMBIA3301ژن یستوشیمیاییسنجش هیلهوسبهGUS مشخص
را نشان GUSژن یتفعالpBI121ناقل يراداLBA4404یهشده با سویقتزرهايبرگ. شد

تمام ارقام . بودخربزهدر برگ ارقام یوماگروباکترهايکننده زنده بودن سلولییددادند که تا
. کردندیانبساعت 24پس از گذشت ینجکشنرا به صورت موقت با استفاده از اگرواGUSژن 

دراثرگذار منتخبهايعملکرد ژنیسبه منظور برریندهدر مطالعات آمی تواند یجنتاینا
.قرار گیردمورد استفادهخربزهاستانداردارقامبابرهمکنش

هاي کلیديواژه
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مقدمه

گیاههايبافتدرزایییک ژن اثرگذار در بیماريموقتبیان
میزبان روش مفیدي در بررسی نقش آن در فعال سازي سیستم 

Van der Hoorn(دفاعی گیاه است  et al. ي هاروشدر . )2000
هاي گیاه و بیان موقت یک تراژن پس از انتقال به درون سلول

هاي گیاه راي مدت زمان کوتاه درون سلولانتقال به درون هسته ب
شدن تراژن درون ژنوم جهت تلفیق در این روش . شودبیان می

Shokouhifar(بیان آن ضروري نیست و توارث نیز نخواهد یافت

et al. هاي بیان موقت ژن نسبت به بیان دائمی سیستم. )2014
له این از جم. ها داردفراوانی براي ارزیابی بیان ژنهايیتمز
توان به عدم نیاز به باززایی گیاه از سلول تراریخته و میهایتمز

روش بیان .کاهش زمان رسیدن به نتیجه بیان ژن اشاره نمود
دائم در موقت در جهت رفع مشکلات مربوط به تراریختی 

مورد فعالیت  پیشبر تجزیه و تحلیلمطالعات مختلفی از جمله 
Wroblewski(ه استقرار گرفتتوجه et al. 2005 Yang Y

تجزیه و تحلیلمانندبیان موقت در موارديعلاوه بر این .)2000
Kapila(بیان ژن خارجی  et al. ، خاموشی ژن پس از )1997

Voinnet(رونویسی  et al. هاي روابط متقابل بین ژن)2003
Van der Hoorn(مقاومت گیاهی و بیماریزایی پاتوژن  et al.

Andrews and Curtis(د پروتئین ، تولی)2000 - به کار می)2005

.  رود
هاي گیاه و هاي مختلفی جهت انتقال تراژن به داخل سلولروش

-از جمله این روش. بیان موقت آن مورد استفاده قرار گرفته است
ویروسی هاي ناقلاگرواینفیلتراسیون، ریزپرتابی و توان به ها می

. یا زیستی استشیمیایی، فیزیکیها اساس این روش. اشاره کرد
مانند استفاده از ذرات بسیار است فیزیکی در روش ریزپرتابی مبنا 

Higo(ریز طلا یا تنگستن  et al. هاي شیمیائی روشدر . )2005
جهت انتقال سازه به )PEG(پلی اتیلن گلایکول به عنوان مثال از 

Nugent(شوددرون سلول میزبان استفاده می et al. در .)2006
Kapila(روش زیستی از سلول اگروباکتریوم  et al. 1997; Yang

Y Shokouhifar(و یا ناقل ویروسی .)2000 et al. جهت )2014
. شودانتفال ژن هدف به درون سلول میزبان و بیان آن استفاده می

در این بین روش بیان موقت مبتنی بر اگروباکتریوم به دلیل عدم 
پیشرفته، در دسترس بودن و سادگی روش، عدم نیاز به امکانات 

محدودیت اندازه پروتئین مورد نظر در مطالعات مختلف مورد 
Shokouhifar(توجه قرار گرفته است et al. 2014(.

بیان تجزیه و تحلیلبمنظور بهره گیري از این روش در مطالعات 
تراژن ضروري است ابتدا شرایط بیان موقت در گیاه هدف تعیین 

D’Aoust(مثل یونجه این روش در گیاهان مختلفی تاکنون . ودش

et al. Wroblewski(، کاهو، گوجه فرنگی و آرابیدوپسیس )2004

et al. همچنین براي روشاین .بهینه سازي شده است)2005
عملکرد ژن در میوه گوجه فرنگی نیز انجام شد و تجزیه و تحلیل

نگ منجر رم از طریق نوك سنشان داده شد که تزریق اگروباکتریو
در برگ .شودبه نفوذ آن و بیان موقت پروتئین در میوه گیاه می

لوبیا نیز با توجه به نفوذپذیري بسیار اندك از روش بیان موقت 
باکتریوم جهت بیان پروتئین خارجی استفاده شده ومبتنی بر اگر

Mozafari(است  et al. تراریختی دستورالعملبا توسعه .)2013
موقت به واسطه اگروباکتریوم در برنج مشخص شد که این روش 

البته کارایی . هاي تک لپه اي نیز به کار بردبراي گونهتوان میرا 
از میزبانی به میزبان دیگر متفاوت است و در اگرواینجکشن

Song and Yamaguchi(باشد ها قابل اجرا نمیتعدادي از گونه

گونه بنتامیانا توتونها در زارشبیشترین گبا این حال . )2003
(Nicotiana benthamiana) بوده است)Wroblewski et al.

ی هاییتبراي بیان موقت پروتئین داراي مزگونه بنتامیانا.)2005
توان به کشت و داشت ساده، سازگاري با است که از جمله می

هاي معمول اگروباکتریوم، بافت مزوفیل نفوذ پذیر مناسبسویه
هاي اگروباکتریوم، راندمان تراریختی بالا و جهت تزریق سلول

Kapila(توان بیان بالاي پروتئین خارجی اشاره کرد et al. 1997( .
در راندمان بیان موقت عوامل زیادي موثرند نظیر ساختار برگ، 
. سویه باکتري، غلظت استفاده شده از سوسپانسیون باکتري و غیره

سویه باکتري و گیاه میزبان بر راندمان بیان در این بین، سازگاري
هاي اگروباکتریوم قدرت بعضی از سویه. سزایی داردموقت تاثیر به

هاي گیاهی تهاجمی متفاوتی برروي یک گونه گیاهی دارند و گونه
نسبت به سویه خاصی از اگروباکتریوم سطوح مختلفی از 
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Anderson and Moore(دهند حساسیت را نشان می در . )1979
آزمایشی که بر روي تعداد زیادي سویه اگروباکتریوم بر روي گیاه 

ي از دفرنگی و داتوره انجام گرفت، مشخص شد که تعداگوجه
فرنگی بیماري زا هستند در حالیکه بعضی از ها برروي گوجهسویه
Anderson and(ها تنها روي داتوره علائم نشان دادند سویه

Moore 1979(  .
برهمکنشبررسیبراياگروباکتریومبرمبتنیموقتبیانروشاز

متعدديمطالعاتدرپاتوژنزايبیماريوگیاهمقاومتهايژن
Jones and Dangl(استشدهاستفاده دیگريمطالعهدر. )2006

ازاستفادهباAvr/Cfهايژنمتقابلرابطهبررسیبا
سیگنالیهدایتيهامسیرکهشددادهنشاناگرواینفیلتراسیون

-گونهدرپاتوژنزايبیماريوگیاهمقاومتهايژنالقايتحت

Van der Hoorn(استشدهحفاظتسولاناسهخانوادههاي et

al. این روش و نقش تاثیر گذار آن برتري هايرغم علی.)2000
هاي بیماریزایی و مقاومت، تاکنون در مطالعه برهمکنش ژن

ارائه نشده خربزهتزریق اگروباکتریوم در گزارشی از استفاده از
خربزهدرموقتبیانآزمایشاتازگیريبهرهضرورت.است
ازاستفادهمانندموقتبیاندیگرهايروشتااستشدهسبب
Mizuno(مختلفیمطالعاتدرریزپرتابیروش et al. 2006; Tan

et al. 1995; Yamagata et al. در .گیردرقرااستفادهمورد)2002
رمزهاينقش بیماریزایی پروتئینبا هدف بررسیمطالعه اي 

از روش ) MNSV(خربزهنکروزيلکهویروستوسطشونده
Genoves(تفاده شده است اسخربزهیروس و تلقیح آن در گیاه و

et al. ها بر بودن این روشو هزینهبا توجه به زمانبر بودن ). 2006
ن موقت مبتنی بر اگروباکتریوم یادر صورت بهینه شدن روش ب

توان مسیر مطالعات برهمکنش ژن هاي بیماري زایی را تسهیل می
.دوو تسریع نم

هاي منظور مهیا شدن شرایط جهت مطالعه برهمکنش ژنبه
Fusarium oxysporum(Fom)قارچبیماریزایی f. sp. melonis

روش بهینه سازيخربزههاي مقاومت مربوط در ارقام ژنو
در مطالعه حاضر عوامل بنابراین. اگرواینجکشن ضروري است

تزریقبرمبتنیروشازاستفادهباتراژنتاثیر گذار در بیان موقت 
Chikh-Rouhou(استانداردارقامبرگبافتدراگروباکتریوم et

al. Fusariumبهمقاومتهايژنحاملمحلیو)2008

oxysporum f. sp. melonis)Fom(،گرفتقراربررسیمورد.

ھاروشومواد

هاناقلوباکتریاییگیاهی،مواد
ارقام خربزه، و Nicotiana benthamianaبذور گیاه توتون 

Fom2-Charentais،Fom2-Charentais،BG5384 ،M8 وM10

از بانک بذر پژوهشکده علوم گیاهی دانشگاه فردوسی مشهد تهیه 
هاي اگروباکتریوم با ارقام کنش سویهجهت بررسی برهم.شد

هايسویهAgrobacterium tumefaciensاز باکتري خربزه
GV3101 وLBA4404 و جهت بررسی بیان موقت از باکتري

Agrobacterium tumefaciens سویهLBA4404استفاده شد.
pBI121و )، استرالیاpCAMBIA3301)CAMBIAهاي ناقل

)Chen et al. هیه شده از آزمایشگاه بیوتکنولوژي ت)2003
به ترتیب حاوي ) پژوهشکده علوم گیاهی دانشگاه فردوسی مشهد

دار و فاقد اینترون در رونیداز اینترونوژن گزارشگر بتاگلوک
.)1شکل (بیان موقت به کارگرفته شدهايآزمایش

یاهیگارقاميسازآماده
Chenarani(همکارانوچنارانیروشاساسبربذورضدعفونی

et al. حذف و بذوراساس ابتدا پوست ینبر ا. شدانجام)2012
درصد یکسدیم تدقیقه در محلول هیپوکلری15به مدت سپس

دقیقه 15ها سه بار جمعاً به مدت شی بذرآبک. شدندیضدعفون
با آب مقطر استریل و تحت شرایط استریل در زیر هود لامینار فلو 

ستریل در زیر هود داخل پتري دیش داراي سپس بذور ا. انجام شد
کاغذ صافی مرطوب استریل قرار داده شد و به مدت سه روز در 

بذور جوانه دار شده به درون گلدان . دماي اتاق نگهداري شدند
کمپوست و مخلوط ورمی کولیت، پیت ماس و یکود ورميحاو

ییدمایطبا شراینور مصنوعها درگلدان. انتقال یافتیتکوکوپ
و رطوبت مناسب قرار ییساعت روشنا16یوددرجه و فتوپر22

.داده شدند
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با استفاده الکتروفورز و تصویر الگوي باندي تکثیر شده از نمونه
.از دستگاه ژل داك تهیه شد

باکتريسویهدوGUSژنپروکاریوتیبیانسنجش
هاي سویهGUSسنجش بیان پروکاریوتی ژن به منظور
ي حاوي  ناقلین هایوم، ابتدا از تک کلنی سویهآگروباکتر

pCAMBIA3301 وpBI121 محیط بر رويLB میلی30حاوي
به کانامایسین گرم در لیتر میلی50و گرم در لیتر ریفامپیسین

میلی 3در از تک کلنی حاصل. صورت زیکزاکی کشت داده شد
میلی50و گرم در لیتر ریفامپیسینمیلی30مایع حاوي LBلیتر 

در انکوباتور شیکردار با شرایط حل شد وکانامایسینگرم در لیتر 
ساعت 16درجه سانتیگراد به مدت 28و دماي در دقیقه دور 150

2500هاي باکتري با سانتریفیوژ در سلولسپس . نگهداري شدند
دور در دقیقه رسوب داده شدند و پس از حذف محیط کشت، 

سنجش فعالیت آنزیم لولدر محهاي باکتري رسوب
مولار تهیه شده از دو 1بافر فسفات بتاگلوکورونیدازي شامل 

مولار، نیمX-100 ،EDTA، تریتون NaH2PO4و Na2HPO4نمک 
K3Fe(CN)65،میلی مولارK4Fe(CN)65میلی مولار،

50با غلظتX-Gluc، میکرولیتر در میلی لیتر78/0مرکاپتواتانول
ساعت 16درجه به مدت 37یتر  و در دماي میلی گرم در میلی ل

.تیمار شدند

تصویربرداري
Dino-Lite(برداري از میکروسکوپ دیجیتال جهت تصویر

به منظور .استفاده شد4با بزرگنمایی ) Am-313 T Plusمدل 
تصویر برداري  از برنامه نرم افزاري اختصاصی دوربین 

)Dinocapture استفاده شد) 2.0

دوواستانداردرقمسهوسویهدوکنشبرهمبررسی
خربزهمحلیرقم

ها یهابتدا از سویوم،آگروباکتريهایهسويبه منظور آماده ساز
میلی گرم در لیتر 30حاوي LBمحیط يبر رویکشت تک کلن

حاصل، یتک کلن. کشت داده شدیکزاکیریفامپیسین به صورت ز
سطح برگ در پنج حل شد ویلمقطر استرآبیکرولیترم100در 

این عمل .آغشته شد=8/0OD600ي باباکتریونرقم به سوسپانس
هاي باکتري دو مرتبه انجام در دو تکرار و براي هر کدام از سویه

.شديمختلف از نمونه عکس برداریدر فواصل زمانسپس  . شد

آنتاییدوباکتريسویهبههاسازهانتقال
با روش LBA4404ختی سویه هاي مستعد و تراریسلولتهیه 

Weigel and Glazebrook(انجماد آنی انجام شد - کلنی.)2005

PCR)Sambrookهاي انتخاب شده با استفاده از تکنیک کلنی 

and Russell -PSh3هاي اختصاصی و با استفاده از پرایمر)2001

F5توالی با'- GCA AGA CCC TTC CTC TAT ATA AGG

A AGG ATT CGA TAA-'5با توالی PSh3-Rو پرایمر '3-

CGT GCT GAT GG-3')Shokouhifar et al. 2013a( تایید
Taqمحتویات واکنش شامل یک واحد آنزیم . شدند DNA

polymerase)Ginet Bio( 10، یک میکرولیترX PCR buffer ،
dNTPs)Genet Bio. Co, Southمیکرو مولار از مخلوط 200

Korea( ،1.5ولار میلی مMgCl2 پیکومول از جفت پرایمر 5و
PSh3-F/R میکرولیتر تهیه شد و با استفاده از نوك 10در حجم

هاي انتخاب شده بعنوان الگو در سمپلر استریل هریک از کلنی
حاوي LBروي محیط همزمان واکنش اضافه شدند و بصورت 

واکنش در دستگاه ترموسایکلر . کانامایسین کشت شدند
)Personal Thermocycler, MWG Co. Germany ( دقیقه در 5با

چرخه با برنامه 35و ) واسرشته سازي اولیه(درجه سانتیگراد 93
درجه سانتیگراد ، 60ثانیه در 40درجه سانتیگراد، 92ثانیه در 45

دقیقه در دماي 5درجه سانتیگراد و در نهایت 72یک دقیقه در 
ول واکنش در ژل آگارز یک محص.درجه سانتیگراد انجام شد72

)Green viewer)Ginet Bioرنگ درصد 10درصد حاوي 
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برگدرتزریقوباکتريسوسپانسیونسازيآماده
ارقام

Yang(ها جهت تزریقبه منظور آماده سازي سلول -، کلنی)2000

گرم در لیتر میلی30مایع حاوي LBهاي تایید شده در محیط 
کانامایسین کشت داده شد و در م در لیتر گرمیلی50ریفامپسین و 

درجه سانتیگراد 28دور و دماي 150انکوباتور شیکردار با شرایط 
هاي باکتري با سلول. ساعت نگهداري شدند72به مدت 

دور در دقیقه رسوب داده شدند و پس از 2500سانتریفیوژ در 
، NH4Clیک گرم بر لیتر (حذف محیط کشت، در محیط القاء 

KCl ،01/0گرم بر لیتر MgSO4-7H2O ،015/0گرم بر لیتر 3/0
FeSO4-7H2O ،2میلی گرم بر لیتر CaCl2 ،2 /5گرم بر لیتر 

ساکارز یک درصد، MESمیلی مولار 20میلی مولار بافر فسفات، 
درجه سانتیگراد 28به مدت یک شب و در دماي ) 5.5با اسیدیته 
. معلق شدند

دور در دقیقه و زمان 2500یفیوژ مجدد در ها سپس با سانترسلول
دقیقه رسوب داده شدند و سپس در محلول تزریق شامل 15

MgSO4 وMES 8/0تا حصول 5/5با اسیدیتهOD600= رقیق
میکرولیتر از سوسپانسیون باکتري درون فضاي 100حدود . شدند

هاي سالم و متصل به گیاه با استفاده از سرنگ میان سلولی برگ
ها بعد از تزریق گیاهچه. میلی لیتري تزریق شد1ستیکی پلا

22±2هاي پلاستیکی پوشانده شدند و در دماي بوسیله پوشش
هاي ساعت پوشش24بعد از . درجه سانتیگراد نگهداري شدند
روز 3هاي تزریق شده بعد از پلاستیکی حذف شدند و برگ

ه قرار مورد استفادGUSجهت سنجش هیستوشیمیایی فعالیت ژن 
.گرفتند 

GUSژنعملکردهیستوشیمیاییسنجش

هاي برگی به دیسک، GUSفعالیت جهت سنجش هیستوشیمیایی
ساعت پس از آلودگی از محل تزریق تهیه 48متر سانتی1قطر 

رونیدازویک شب در محلول سنجش فعالیت آنزیم بتاگلوکو شد
درصد 70الکل با استفاده از هاي برگی کلروفیل دیسک. تیمار شد

شدحذفمرحلهچنددردرجه سانتیگراد 50و در دماي
)Cervera 2004(.

بحثوجینتا

شرایط بیان موقت با استفاده از روشدر این مطالعه
با دو سویه خربزهاگرواینجکشن در ارقام استاندارد و محلی 

تهاجمیقدرتلحاظکه ازLBA4404و GV3101اگروباکتریوم 
Wroblewski(هستندمتفاوتگریکدیبا et al. به همراه )2005

.مورد بررسی قرار گرفتpCAMBIA3301وpBI121دو ناقل 
ارقامبرگسطحآگروباکتریوم رويسلولهايمنظوربدین

هايزماندرارقامواکنش.شدندتلقیحخربزهمحلیواستاندارد
و ثبت مشاهدهتلقیحازپسساعت48تاساعت2ازمختلف

متفاوتبه طور کاملسویهدوبهارقامواکنشدادنشاننتایج. شد
).2شکل(است
شدت. شدنکروزبروزسببرقمهر دودرGV3101سویه

در. یافتافزایشزمانگذشتباGV3101سویهبهارقامواکنش
وندادنشانارقامروينکروزهعلائمLBA4404سویهمقابل
تفاوتیکنترلباظاهرينظرازهانمونهتساع72گذشتباحتی
اثرگذار هايبا هدف بررسی سنجش برهمکنش ژن.ندادندنشان

هاي مشابه بررسی هاي حقیقی، سازگاري سویه با برگروي برگ
رويLBA4404سویهکهنمودتاییدآمدهبدستنتایج.شد

تا برگبافتنکروزعلائمواستسازگارنیزحقیقیهايبرگ
هاي بیانآزمایشدرژنانتقالراندمان. نشدمشاهدهساعت48

گونهوباکتريسویهبرهمکنشچگونگیبهزیاديحدتاموقت
Van der Hoorn(دارد بستگیگیاهی et al. 2000; Wroblewski

et al. 2005; Zottini et al. 2008(.

یهسویکباآلودگیبهپاسخدرگیاهدفاعیسیستمصورتیکهدر
شده ونکروزهتزریقمحلمجاورهايسلولشود،فعالباکتري

داشتنخواهدوجودتراژنبیانوژنانتقالامکاننتیجهدر
)Van der Hoorn et al. براساس این نتایج سویه . )2000

LBA4404 مورد مطالعه نشان داد، خربزهواکنش سازگار با ارقام
.استفاده قرار گرفتجهت بررسی بیان موقت مورد بنابراین
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- و اندازه باندیاختصاصيهااتصال آغازگریتموقعونشان دهنده مجموعه ژن گزارشگرpCAMBIA3301و pBI121هاي سازهT-DNAنماي شماتیک منطقه -1شکل 

یرقابل تکثيها
LB : ،مرز چپNos-T :سنتاز، یننوپالرونویسیدهنده یانپاNptII :فوترانسفراز، فسیسیننئوماNos-P :سنتاز، یننوپالیشبرپp 35S :یشبرپCaMV 35S ،p 2X 35S :یشبرپ

2X CaMV35S،Int :ینترون،اGUS :یداز،ژن بتا گلوکرونPoly A :یلاسیون،آدنیدنباله پلRB :مرز راست.
Fig. 1. Schematic diagrams of T-DNA region of the pBI121 and pCAMBIA3301 vectors showing the reporter gene: promoter cassettes, primer match sites
and the expected size of the amplicons.
LB: left border, Nos-T: nopaline synthase terminator, NptII - neomycin phosphotransferase II, Nos-P - nopaline synthase promoter,P 35S: CaMV 35S
promoter, P2X35S: two repeat of  CaMV 35S promoter, Poly A: Polyadenylation terminator, RB - right border. pGMP contains CaMV 35S minimal promoter
used as negative control.

.ساعت پس از آلودگی6خربزههاي اگروباکتریوم بر روي ارقام برهمکنش سویه-2شکل
اگروباکتریومLBA4404و GV3101هاي آلوده شده به سویهM10و C-F1 ،C-F2 ،BG ،M8لدونی ارقام به ترتیب برگ کوتی5و 4، 3، 2، 1

Fig. 2: Interaction between Agrobacterium strains and melon varieties 6 hours post infection.
1, 2 and 3: Cucumis melo var.  C-F1, C-F2 and BG, respectively. 4 and 5: Iranian melon cultivars Daragazi and Khatooni.
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هاي باکتري حامل ناقل در روش اگرواینجکشن سلول
هرچند . شوندبیانی در فضاي آپوپلاستی برگ گیاه تزریق می

با ارقام در مرحله قبل تایید شد، با LBA4404سازگاري سویه 
هاي تزریق شده در بافت این حال ضروري است زنده مانی سلول

به سویه pBI121بدین منظور ناقل . برگ ارقام مختلف تایید شود
LBA4404 این ناقل داراي ژن گزارشگر . شدمنتقلGUS فاقد

رود در سلول باکتري انتظار میبنابراین. )1شکل (اینترون است
در نتیجه در صورت زنده بودن . بیان شودGUSژن گزارشگر 

-بهGUSها در ناحیه تزریق بیان پروکاریوتی ژن گزارشگر سلول

هاي اگروباکتریوم سلول. شودید میصورت تظاهر رنگ آبی تای
و به وسیله PCRبا استفاده از کلنی pBI121با ناقل حامل 
PCRنتایج کلنی . تایید شدندPsh3-FRهاي اختصاصی آغازگر

جفت بازي معادل 1021هاي مثبت، تک باند نشان داد در کلنی
).الف-3شکل (وزنی تکثیر شده است نشانگر1Kbباند 

در سویه GUSبیان ژن گزارشگر قدرت و صحت 
با سنجش فعالیت آنزیم بتاpBI121شده با ناقل هتراریخت

LBمحیط هاي کشت شده در در رسوب سلولگلوکورونیداز

نتایج، فعالیت شدید آنزیم بتا. مورد بررسی قرار گرفت
- 4شکل (ها نشان داد را با بروز رنگ آبی در سلولگلوکورونیداز

در . ن این ژن در سویه تراریخته شده تایید شدو قدرت بیا) الف
GUSقدرت بیان ژن pBI121فاقد ناقل LBA4404حالیکه سویه 

حامل LBA4404هاي سویه سلول).ب- 4شکل (را نشان نداد 
ها پس از تزریق در ، جهت بررسی زنده مانی آنpBI121ناقل 

. بافت برگ ارقام مورد مطالعه، مورد استفاده قرار گرفت
پس از آماده سازي در محلول LBA4404سپانسیون سلولی سو

همچنین به . تزریق شدخربزهبافت برگ ارقام القاء و تلقیح، در 
منظور اطمینان از مرحله تزریق از گیاه توتون رقم بنتامیانا نیز به 

نتایج نشان داد فعالیت آنزیم بتا.عنوان کنترل استفاده شد
سپانسیون باکتري قابل مشاهده در محل تزریق سوگلوکورونیداز

هاي تهیه شده از برگ ، در حالیکه در نمونه)الف- 5شکل (است 
گلوکورونیدازگیاهان بدون تزریق فعالیت درونزاد آنزیم بتا

).ج-5شکل (مشاهده نشد 

هاي تزریق شده در نمونهگلوکورونیدازفعالیت آنزیم بتا
دي با یکدیگر ، تا حpBI121حامل ناقل LBA4404با سویه 

باکتري تزریق شده در فضاي بین سلولی ارقام . تفاوت نشان داد
در حالیکه شدت بالاي . توان علت این تفاوت دانسترا میخربزه

فعالیت آنزیمی در ناحیه تزریق در برگ گیاه توتون رقم بنتامیانا 
هاي اگروباکتریوم در فضاي ناشی از حضور بالاي سلول

به خوبی خربزهمقایسه بافت برگ توتون و .  آپوپلاستی است
-نتایج این آزمایش نشان داد سلول. تایید کننده این تفاوت است
، در pBI121حامل ناقل LBA4404هاي زنده مربوط به سویه 

ساعت پس از تزریق در فضاي بین سلولی بافت برگ 48مدت 
با فراوانی متفاوتی حضور دارند و ژن هخربزتمامی ارقام 

را حداقل به صورت پروکاریوتی در این فضا بیان GUSگزارشگر 
.اندکرده

بیان موقت، هدف، بیان تجزیه و تحلیلدر آزمایش 
- با توجه به یوکاریوتی بودن سلول. هاي گیاه استتراژن در سلول

ژن در نسخه برداري شده از تراRNAهاي گیاهی امکان پردازش 
هاي پروکاریوتی فاقد این در حالیکه سلول. ها وجود داردآن

هاي به منظور بررسی امکان انتقال تراژن به سلول. باشندقابلیت می
آزمایشی با استفاده از ،و بیان آن در گیاهخربزهبافت برگ ارقام 

ژن گزارشگر این ناقل داراي  . طراحی شدpCAMBIA3301ناقل
GUSتنها در صورت بنابراین). ب-1شکل (استن واجد اینترو

انتقال ژن گزارشگر به سلول گیاه و بیان یوکاریوتی گیاهی امکان 
بدین منظور .شودنسخه برداري شده فراهم میRNAپردازش 

-منتقل شد و کلنیLBA4404به سویه pCAMBIA3301ناقل
د قرار مورد تاییPsh3-FRهاي هاي نوترکیب با استفاده از آغازگر

اختصاصی با اندازه مورد قطعاتتکثیر PCRنتایج کلنی . گرفتند
).ب- 3شکل (جفت باز را تایید نمود 1213انتظار 

به منظور تایید عدم بیان پروکاریوتی، کشت شبانه 
حامل ناقلLBA4404سویهاگروباکتریومهاي سلول

pCAMBIA3301 مورد گلوکورونیدازآنزیم بتااز نظر فعالیت
. بررسی قرار گرفتند
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).C(GUSو فاقد ناقل حامل ژن )pBI121)A(،pCAMBIA3301)Bهاي اگروباکتریوم حامل ناقلLBA4404سنجش فعالیت آنزیم بتاگلوکرونیداز در سویه -4شکل 

A : ژن فعالیت آنزیم بتاگلوکرونیداز ناشی از بیان پروکاریوتیGUS ،B : به دلیل وجود اینترون در توالی ژن عدم فعالیت آنزیم بتاگلوکرونیداز در سلول پروکاروتیGUS ،
C :یهسوLBA4404فاقد وکتور بیانی.

Fig4: analysis of Beta-glucronidase activity in Agrobacterium strain LBA4404 harboring pBI121 (A), pCAMBIA3301 (B) and LBA4404
lacking GUS gene.
A: showing GUS activity due to prokaryotic GUS expression, B: no recordable GUS activity in prokaryotic cells due to intron-containing
GUS, C: Empty LBA4404 strain.

PCRبا استفاده از کلنی pBI121و pCAMBIA3301هاي ناقلحاملهاي اگروباکتریوم کلنیتایید -3شکل 

هاي کلنی6و 5، 4هاي فاقد باند منطبق؛ کلنی3، 2کنترل منفی؛ : PSh3FR)1هاي آغازگربا استفاده از pBI121هاي نوترکیب حامل سازه تائید کلنی: الف
کنترل منفی؛ : 1(PSh3FRهاي آغازگربا استفاده از pCAMBIA3301هاي نوترکیب حامل سازه تائید کلنی: ب؛ )DNA1Kbنشانگر وزنی : Mنوترکیب، 

.)1Kbنشانگر وزن مولکولی : Mهاي نوترکیب، کلنی5و4هاي فاقد باند منطبق؛  کلنی3، 2

Fig3: Colony PCR analysis of transformed Agrobacterium colonies by the pBI121 and pCAMBIA3301 vectors using specific
primers (PSh3FR).
A: Lane 1- negative control; 2, 3- false positive colonies; 4, 5, 6- confirmed colonies harboring pBI121showing a specific
band in expected size.
B: Lane 1- negative control; 2, 3- false positive colonies; 4, 5- confirmed colonies harboring pCAMBIA3301showing a
specific band in expected size.
M: 1 Kb DNA ladder (Fermentas, Canada)
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- در این سلولGUSنتایج سنجش فعالیت ژن گزارشگر 
نشان داد سازهاین نتایج). ب-4شکل (ها منفی بود 

pCAMBIA3301هايسلولدررفتمیانتظارکههمانگونه
دربنابراین. نیستوکورونیدازگلبتاآنزیمتولیدبهقادرباکتري
آنزیمیفعالیتبروزوبرگبافتبههاسلولاینتزریقصورت

.استشدهانجامگیاهسلولبهگزارشگرژنبیانوانتقال

حامل سازه LBA4404هاي سویهسلول
pCAMBIA3301در یقدر محلول القاء و تزريپس از آماده ساز

شد تا صحت سازه و یقتزرایانتوتون رقم بنتامیاهبافت برگ گ
یناشینشان داد رنگ آبیبه خوبیجنتا. شودییدآن تایانقدرت ب

پس از ساعت 48از زمان GUSموقت ژن گزارشگر یاناز ب
. استمشاهدهقابلبنتامیانارقمتوتونگیاهدر بافت برگ تزریق 

یهنمود که سوییدتایهاولهايآزمایشنتایج).ب- 5شکل (
LBA4404 کردهبه صورت زنده نفوذ خربزهدر بافت برگ ارقام
ياز سو. باشدیمGUSگزارشگرژن یوتیپروکاریانو قادر به ب

قادر است در pCAMBIA3301حامل یهنشان داده شد سویگرد
را پس از GUSگزارشگرژنیانابنتامگونه توتونیاهبافت برگ گ

موقت ناقلیانبامکانیینهایشدر آزما. یدنمایانانتقال ب
pCAMBIA3301قرار یسهمورد مقاخربزهارقام يهادر سلول

حامل سازهLBA4404هايسلولمنظور ینبد. گرفت
pCAMBIA3301در یقدر محلول القاء و تزريپس از آماده ساز

نتایج. شدیقتزرخربزهیبافت برگ ارقام استاندارد و محل
-یسکدر دیدازلوکورونگبتاآنزیمفعالیتهیستوشیمیاییسنجش

یهرا در حاشیرنگ آبیق،شده از محل تزریهتهیبرگيها
یاهدر بافت برگ گیکهدر حال). ب- 5شکل (ها نشان داد رگبرگ

- 5شکل (مشاهده نشد GUSدرونزاد ژن گزارشگر یتسالم فعال
بیشترین. در ارقام مختلف متفاوت بودیرنگ آبشدت بروز). ج

BG5384و رقم M8در رقم یببه ترتانیبیزانمینو کمتر

این تفاوت در دو تکرار مربوط به هر تیمار مشابه .مشاهده شد
هاي تزریق شده با رسد تفاوت میزان بیان در نمونهنظر میبه. بود

این تفاوت. یري متفاوت ارقام باشدنفوذپذبه دلیلpBI121ناقل 

نیز pBI121حاملLBA4404یهشده با سویقتزريهادر نمونه
LBA4404یهمطالعه نشان داد سوینانتایج.قابل مشاهده بود

مورد خربزهارقام يهابه سلولT-DNAقادر است با انتقال منطقه 
یانها به طور موقت بسلولینرا در اGUSمطالعه، ژن گزارشگر 

یلبه دليتا حدخربزهدر ارقام مختلف یانتفاوت شدت ب. یدنما
یجهتفاوت در نتیناچون. باشدیها مفاوت برگمتیرينفوذپذ

حامل سازه LBA4404یهشده با سویقتزريهاسنجش نمونه
pBI121گونهيکه بر رویمطالعات مشابهدر . مشاهده شدیزن
Petunia)یاطلس،(Nicotiana benthamian)توتونبنتامیانا

hybrid)،ده شده نشان داشدانجام یدوپسیسو آرابیگوجه فرنگ
موثرینفیلتراسیونبر اگروایادياست که ساختار برگ تا حد ز

Nicotiana)توتونبنتامیاناگونهصورت که در اینبه . است

benthamian)،یاطلس(Petunia hybrid)،وفرنگیگوجه
در بافت برگ پخش یبه راحتيباکتریونسوسپانسآرابیدوپسیس

و پنبه Nicotiana tabacumاما در کاهو، فلفل، شودیم
اماشودینازك برگ پخش میهدر داخل لاباکتريسوسپانسیون

Wroblewski(شود میمحدودبرگهايرگبرگتوسطآنمسیر

et al. در مطالعه دیگري که چندین رقم توتون به عنوان. )2005
ضرورتشد،استفادهاگروباکتریومپایهبرموقتبیانمیزبان

رابطهگرفتننظردربااگرواینجکشنرایطسازي شاستاندارد
نشان داده شد گیاهیرقمیاگونهباباکتريسویهمتقابل

)Bahrabadi et al. 2014فر و همکاران در سال شکوهی).2014
اصلیمقایسه بافت برگ گیاهان کلزا، توتون و لوبیا دلایل با 

بافت نیري بسیار پایینفوذپذتفاوت در راندمان بیان موقت را 
سویهمطالعهایننتایجبراساس. برگ کلزا و لوبیا دانستند

LBA4404بیانجهتوبودسازگارمطالعهموردخربزهارقامبا
راندمانبهتوجهبا. استتوصیهقابلاگروباکتریومبرمبتنیموقت

اصلیمشکلرسدمینظره بارقامبرگبافتدرموقتبیانکم
در مطالعات بنابراینباشدبرگبافتدكاننفوذپذیريدلیلبه

سوسپانسیونفیلتراسیوندیگرهايشود، روشتکمیلی توصیه می
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بایدبرگسطحرويسطحیتلقیحیاوبرگبافتدرباکتري
.گیردقرارتوجهمورد

ساعت پس از 48سنجش فعالیت آنزیم بتاگلوکرونیداز -5شکل 
حاوي سازه LBA4404تزریق سویه : الف. در برگ ارقام خربزهاگرواینجکشن

pCAMBIA3301،سویه یقتزر: بLBA4404 حاوي سازهpBI121،ج :
هادر نمونهیدازژن بتاگلوکرونیبدون تزریق سویه بیان کننده عدم بیان داخل

M10 وM8خاتونی،و رقم رقم درگزيیببه ترتF1-C،F2-C وBG

قم بنتامیانا بعنوان کنترلرتوتون : Nbارقام استاندارد خربزه، 

Fig 5: Histochemical beta glocronidase assay 48 hours post
injection in melon varieties and N. bentamiana A and B: injected
leaf disks by LBA4404 harboring pCAMBIA3301 and pBI121
respectively, C: mucked injection leaf disks; M10 and M9:
Iranian melon cultivars Daragazi and Khatooni, respectively; C-
F1, C-F2 and BG: Cucumis melo var.  Charentais-Fom1,
Charentais-Fom2 and BG5384, respectively; Nb: N. bentamiana
as control.

:سپاسگزاري
مشهدبدین وسیله از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه فردوسی

و مدیریت محترم پژوهشکده علوم به جهت تامین منابع مالی 
گیاهی که فضاي آزمایشگاهی لازم جهت اجراي این تحقیق را 
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ransient expression of a candidate effector gene in host plants following
Agroinfiltration is a useful method to investigate the role of the gene in
pathogenecity. In this study, the effects of two Agrobacterium tumefaciens strains
on four standard melon lines and two Iranian melon cultivars were investigated to

establish transient expression in melon. Compatibility of the LBA4404 and GV3101
strains was defined by injection of the bacterial suspensions into the leaves of cultivars.
Viability of the injected Agrobacterium strain cells in leaf tissues was evaluated 24 hours
after injection by prokaryotic GUS reporter gene assay. The LBA4404 strain harboring
the pCAMBIA3301 vector containing an intron-GUS reporter gene was used to confirm
eukaryotic GUS expression in the plant cells. The LBA4404 strain was transformed by
the pBI121 and pCAMBIA3301 expression vectors and transient transformation was
confirmed by colony PCR technique using the PSh3-F/R primers. The efficiency of
transient transformation of the melon leaves was evaluated 48 hours after Agroinjection
of the LBA4404 strain containing pCAMBIA3301 by the histochemical GUS assay. The
leaves that were injected by LBA4404 harboring pBI121 showed GUS activity. All the
melon cultivars transiently expressed the GUS reporter gene 24 hours after
Agroinjection. These findings could be used in the future studies to evaluate function of
candidate effector genes in interaction with standard melon lines.

Agroinjection , GUS assay, Melon, Transient expression
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