
 

 
 

 و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 
 1393بهار و تابستان ، 1، شماره سومدوره 

 9-18 صفحه

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 اگرواینفیلتریشن
  اگروباکتریوم

 امباد
 بیان موقت

 سیستم تظاهر
 

 چکیده
 

 

 در بادام به واسطه آگروباکتریومسازي بیان موقت ژن  بهینه

 Optimization of transient expression by Agrobacterium in 
almond  

 4سعداالله هوشمندو  3هروز شیرانب  ،2افسانه حیدري ریحانی،*1ندا میرآخورلی
Neda Mirakhorli1*, Afsane Heydari Reyhani2, Behrooz Shiran3 and Sa'dollah 

Hooshmand4 
 

 شهرکرد دانشگاه کشاورزي، دانشکده ،بیوتکنولوژي و نباتات اصلاح گروه استادیار-1

 شهرکرد دانشگاه کشاورزي، دانشکده ژي کشاورزي، بیوتکنولو ارشد کارشناسی -2
 شهرکرد دانشگاه اورزي،کش دانشکده ،بیوتکنولوژي و نباتات اصلاح گروه استاد -3
 شهرکرد دانشگاه کشاورزي، دانشکده ،بیوتکنولوژي و نباتات اصلاح گروه دانشیار -4

1- Assistant Professor, Department of Plant Breeding and Biotechnology, Faculty of 
Agriculture, Shahrekord University. 

 2- MS.c of Agriculture Biotechnology, Faculty of Agriculture, Shahrekord 
University. 

3- Professor, Department of Plant Breeding and Biotechnology, Faculty of 
Agriculture, Shahrekord University. 

4- Associate Professor, Department of Plant Breeding and Biotechnology, Faculty 
of Agriculture, Shahrekord University. 

  nedamirakhorli@yahoo.com :الکترونیکی پست مکاتبات، مسئول نویسنده* 

 )15/9/93 :پذیرش تاریخ - 25/10/92 :دریافت تاریخ(

 
 
 

ي  لازمه ساله مانند بادامدر گیاهان چند ویژه م ژن و تولید گیاه تراریخته بهال دایاز آنجاکه انتق
گیاهان، مورد توجه  تراریزشگذار در اثر سازي عوامل مختلف  صرف وقت و هزینه است، بهینه

ریشن) یک راهکار مفید براي یرد. بیان موقت ژن با استفاده از اگروباکتریوم (اگرواینفیلتگقرار می
ثر در کردن فاکتورهاي مؤهینهکه بهاي بیانی متفاوت است. از آنجا رسی عملکرد ژن در سیستمبر

م با هدف توسعه یک سیست هاي انتقال ژن است، این پژوهش لازمه برنامه تراریزشهاي  روش
بینی سریع عملکرد  هاي بادام، جهت پیش واسطه اگروباکتریوم در برگ مد براي بیان موقت بهکارآ

هاي تظاهر و پروتئین نوترکیب در بادام انجام شد. ژن گزارشگر لیکیناز براي ارزیابی  سیستم
شد. مزیت اصلی استفاده از بردهکار هدهند، ببیان موقت را تحت تأثیر قرار می عواملی که سطح

مختلف حامل ژن این ژن، سادگی کار، حساسیت بالا و ایمنی زیستی آن است. سه سیستم تظاهر 
واسطه دو سویه اگروباکتریوم  ثیر عناصر تنظیمی متفاوت قرار داشتند بهز، که تحت تألیکینا

LBA4404  وGV3501 ی و شاهرود هاي مامای هاي رقم ستفاده از سرنگ بدون سوزن به برگبا ا
آماري  هاي آزمون .گیري شد ه روز میزان پروتئین فعال اندازهشد. بعد از سبادام انتقال داده 12

هاي رقم مامایی با استفاده از سیستم تظاهري  ترین میزان تولید پروتئین در برگد که بیشنشان دا
-دست می هب LBA4404شود، با کاربرد سویه  ع پروتئین در شبکه آندوپلاسمی میکه موجب تجم

و رقم مامایی بادام جهت دستیابی  LBA4404رو سیستم تظاهر مربوطه و سویه باکتري  آید. از این
 د.شو ام تراریخته پیشنهاد میبه باد
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 و همکاران ندا میر آخورلی  در بادام کتریومبه واسطه آگروباسازي بیان موقت ژن  بهینه
 

 

  مقدمه

متعلق بـه تیـره گلسـرخیان و جـنس      )Prunus dulcisبادام (گیاه 
Prunus  و زیــر جــنسamygdalus ،ــا هــاي  هــا و شــیب ندر بیاب

. )Jalilimarandi., 2009( کند مرکزي و جنوب غربی آسیا رشد می
یک گیاه با ارزش در  عنوان لیان درازي است که درخت بادام بهاس

ي رشد، که از  مهمترین عوامل محدود کننده .استشدهدنیا شناخته
شود عبارتند از: حساسـیت   میاهداف اصلاحی این گیاه محسوب 

بـاروري   خـود ا و ه ـ توسـعه زود هنگـام میـوه    ،هـا  در گلبه سرما 
)Imani and MahammadKhani, 2011.( بهبود ژنتیکی در گونه-

یـک   سنتیهاي اصلاح  وسیله روش ههاي درختی و درختان میوه ب
گیر است که در طی فرآینـد تولیـد و زایـش     فرآیند سخت و وقت

 ,Miguel and Olivera( شود طولانی مدت این گیاهان حاصل می

اصـلاح نباتـات،    هـاي سـنتی   روش با توجه به مشـکلات  ).1997
سازي  گیرد و براي بهینه مورد توجه قرار می هتراریخت گیاهانتولید 

 د.شــو موقــت پیشــنهاد مــی هــاي بیــان روش ،شــرایط انتقــال ژن
ــون ــاکتریوم،    آزم ــا اگروب ــودگی ب ــتفاده از آل ــا اس ــت ب ــاي موق ه

بیان موقـت اسـت    روشیک اگرواینفیلتریشن نام دارد. این روش 
سـریع اسـت و بـراي     و سـاده  یتوسعه یافته و روش ـ تازگی بهکه 

هاي فـوق حساسـیت،    هاي بیگانه، واکنش بیان ژن تجزیه و تحلیل
هـاي   ررسی فعالیت پرومـوتر و شناسـایی ژن  سازي ژن، ب خاموش

 ,Wu gong and Xue Bao( رود مقاومت به بیمـاري بـه کـار مـی    

قـدار  ها به م کارآمد براي گونه انتقال ژن روشتوسعه یک ). 2002
 بسـتگی دارد  ژن بیـان  ثر بـر مـؤ  هـاي رکـردن فاکتو زیادي به بهینه

)Canli and Tian, 2009(     سـازي   که با بیـان موقـت امکـان بهینـه
تري میسر  در مدت زمان کوتاه مثر در انتقال دایمؤ بعضی از عوامل

نـوع پلاسـمید، سـویه     تـوان بـه  ازجمله این عوامـل مـی   .دشومی
 هاي محیطـی مدت زمان تلقیح و فاکتور رقم گیاهی، اگروباکتریوم،

 Urtibia et al., 2008; Tian et al., 2008, Song and(اشاره کرد 

Sink, 2005باعث  ال دارداحتم عواملاین  سازي و بهینه سی). برر
هـاي مـورد علاقـه     گونه در ي رایجهادستورالعملیی آافزایش کار

 .)Gill et al., 2004( شود
هـاي گونـاگونی بیـان شـود،      سیستمتواند در  آنجاکه یک ژن میاز

بنابراین تعیین سیستمی با بیشـترین بـازده تولیـد پـروتئین امـري      
یی بـالا در بیـان   آسـعه سیسـتمی بـا کـار    ضروري است. جهت تو

نوترکیب در گیاهان تراریخته به عناصر تنظـیم کننـده   هاي  پروتئین
است که علاوه بر کنترل رونویسی و ترجمه، جایگـاه  نیاز بیان ژن 

 Mozafari et(ساخت پروتئین نوترکیب در سلول نیز، کنترل شود 

al., 2013 .(هـاي هـدف، بـه    ژن حامـل زة سازي سا بهینهرو  از این 
محصـول انجـام    آوري جمـع افـزایش سـطح رونویسـی و    منظور 

ثر دیگـر سـویه باکتریـایی    عامل مؤ  . )Sheludko, 2008د (شو می
 پیونـد باعث تفاوت در توانـایی   بسیاريمتغیرهاي که آنجاازاست. 

اثر  T-DNAانتقال  کارسازوشوند یا بر باکتري به سلول گیاهی می
 هـا  سویه هاي اگروباکتریوم نسبت به سایر بعضی سویه، گذارندمی

 متفاوت هسـتند  که بسته به گونه گیاهی زایی بیشتري دارند بیماري
) Yanofsky et al., 1985;.(Nam etهـاي   رو کـاربرد سـویه   از این

مختلف نتایج متفاوتی را در میزان بیان ایجـاد خواهـد کـرد. بـین     
لـت اخـتلاف در   ارقام گیاهی مورد استفاده نیز ممکن اسـت بـه ع  
روش در که نجاآازتلفیق پایدار تفاوت در میزان بیان مشاهده شود. 

به  تراریـزش یی آرکا، نددارشرکت زنـده   دو موجـود  بیان موقـت 
ــهبستگی ي باکتره و ین گیابري گازسا ــی   دارد. ب ــه برخ ــوري ک ط

ي باکترص خاهـاي   به سـویه گیاهی نسبت  يهاها یا ژنوتیپ گونه
 ). Sheludko, 2008( هنددمین نشاي رحساسیت کمتر یا بیشت

ي انتقال موقـت   در این پژوهش، به منظور دستیابی به شرایط بهینه
 ن نوترکیب در برگ این گیـاه، اثـر  ژن در گیاه بادام و تولید پروتئی

تحت سه سیستم تظـاهر   licBM2عوامل مختلف بر میزان بیان ژن 
 شگرهاراگزي از نسل جدیدعنــوان  بــه licBM2بررســی شــد. ژن 

نزیم س آسااشگر بر ارین گزا قــرار گرفتــه اســت.اســتفاده مــورد 
ي کتربـــــا )gluconase -4,1 -3,1-β(ز لیکیناارت متحمل به حر

که  سته امدآست د بــه Clostridium thermocellum ستدوگرما
ها تجزیه نپلیگلوکارا در  β– 1،4و  β - 1،3ور مجا يپیوندها

ــی ــد مـ ي قندهان، مثل لیکیناي یدرکاپلیسااد ثر تجزیه مو. در اکنـ
ــی  ان آنمیشوند که میزه آزاد حیا شوندده اسا ــا را م ر طوبهان توه

ــی اکیفی به کمک موو کمی  ــرد  مشخصي و گیرازهنداد رنگـ کـ
)Komakhin et al., 2005.(   ن در ایـن پـژوهش ژlicBM2   داخـل

 accession number EU886197 (pBISN1-IN )Abdeevet( ناقل

al., 2008 ( تحت کنترل عناصر تنظیم کننده مختلف قرار داردکه، 
اگروبـاکتریوم از   LBA4404و  GV3501دو سـویه  اسـتفاده از  با 

 12دو رقم مامایی و شـاهرود   هاي برگ طریق اگرواینفیلتریشن به

 10 1393بهار و تابستان / 1/ شماره سوم/ دوره و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 
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 و همکاران ندا میر آخورلی  در بادام به واسطه آگروباکتریومسازي بیان موقت ژن  بهینه
 
عال حاصل از بیان موقـت  و میزان پروتئین ف یاه بادام انتقال یافتگ

اب بهتـرین تیمـار بـراي    عنـوان معیـار انتخ ـ   گیري و بـه  ژن اندازه
 دستیابی به بیشترین میزان بیان ژن در بادام تراریخته استفاده شد.

 

  ها واد و روشم

 مواد گیاهی
و 12رقم شـاهرود   Prunus dulcis (Mill)تعدادي نهال بادام گونه 

نطقه هستند و از نظر ژنتیکی که از ارقام متداول کشت در ممامایی 
از مرکـز تحقیقـات   و ثبت شـده بودنـد،   یکسان، سالم  کاملطوربه

کیلوگرمی حاوي نسبت مساوي خـاك،   دههاي  شهرکرد در گلدان
شن کشت و در گلخانه نگهداري شدند. به منظور تزریـق از   کود،
شد و براي هـر تیمـار   اي استفاده هفتهسه هاي جوان در حدود برگ

فته تکرار در نظر گر هفترقم گیاه، سویه باکتري، سیستم تظاهر)(
 شد.

 ديترکیبات پلاسمی
ــهتحــت  LicBM2ژن  ــمید  سیســتم س ــف در پلاس ــاهر مختل  تظ

pBISN1-IN )Abdeevet al., 2008( تقـل شـد. وجـود    به بادام من
 باعـث مختلف تظاهر ژن در این سـه سیسـتم    عناصر کنترل کنندة

 به اولین سیستم. شوند میسلولی  مختلف مناطق در پروتئینتجمع 
) و توالی KDEL)Munro and Pelham, 1987  توالی داشتن دلیل

 لوبیـا گیاه  از آمده دست ) بهLeB4 )Baumlein et al., 1986رهبر 
 سیسـتم  در. شـود  یم ـ آندوپلاسمی شبکه در پروتئینتجمع  باعث

 شـده گرفته هویج گیاه از که رهبري توالی وجود دلیلهب دوشماره 
 ترشــح تآپوپلاســ بــه پــروتئین) Abdeev et al., 2003( اســت

 نشـده، اسـتفاده  رهبريوالی ت هیچ از سوم سیستم در اما و شود یم
 ).1(شکل  ماند یم باقی رسیتوزول د پروتئین بنابراین

 هاي مورد استفاده باکتري
 مـورد اسـتفاده   Agrobacterium tumefaciens بـاکتري هاي  سویه

ــرگ  ــه ب ــال ژن هــدف ب ــق روش  جهــت انتق ــادام از طری ــاي ب ه
) LBA4404 )Hoekema et al., 1983هاي  ویه، ساگرواینفیلتریشن

 ) بودند.GV3501 )Koncz and Schell, 1986و 
بـر  باکتریوم به روش الکتروپوریشـن  اگروهاي  سویه سلول مستعد

و بــا ســه  شــد) تهیــه 2002( روش ویجــل و گلازبــروك اســاس
چهـار   –سـه  پـس از  .ساختار پلاسمیدي مختلف تراریخته شـدند 

ــونی روز ــاي کل ــب،نوت ه ــنش   رکی ــق واک ــی.آر از طری ــا پی.س ب
 مورد باند اندازهیید قرار گرفتند. مورد تأ LicBM2 ژن آغازگرهاي

 ).2شکل بود ( بازجفت  700انتظار

 اگرواینفیلتریشن
ــن در ــیونی روش ای ــاکتریوم از سوسپانس ــه اگروب ــد تهی از  و ش

 ایجـاد  بـا  تنهـا  سوزن، بدون سرنگ توسط برگ پشت هاي روزنه
به  بافتی میان مایع طریق از اگروباکتریوم هاي سلول ارانتش و فشار
ي  ). جهت تهیهWroblewski et al., 2005شد ( تزریق برگ درون

 ــ ــاکتري، کشــت ش ــراه  سوسپانســیون ب ــه هم ــاکتریوم ب بانه اگروب
در لیتـر) و ریفامپیسـن    گـرم  میلی 50هاي کانامایسن ( بیوتیک آنتی

 هـاي ژن  ز کانسـترکت گرم در لیتر) حـاوي هـر کـدام ا    میلی 100(
 28ر دمـاي  سـاعت د  20مـدت  صورت جداگانـه، بـه   مورد نظر به

هاي حاوي کشت شبانه پس از این مدت  درجه انجام شد. فالکون
ــول   ــل در محل ــاکتریوم حاص ــوب اگروب ــدند. رس ــانتریفیوژ ش  س

Infiltration medium )10 mM MES 10 mM MgSO4 ,pH 
ــاوي  )6/5معــــادل  ــرینگون و میکرومــــولار استو 100حــ ســ

 شـش  -پـنج هاي کانامایسین و ریفامپیسین بـه مـدت    بیوتیک آنتی
 15مدت بهدور در دقیقه  3000در ساعت کشت مجدد شد. سپس 

 Induction دقیقه سانتریفیوژ شـد و رسـوب حاصـل در محلـول    

medium: (10.5 g/L K2HPO4, 4.5g/L KH2PO4, 1 g/L 

(NH4)2SO4, 0.5 g/L NaCitrate, 1g/L glucose, 1 g/L 

fructose, 4 g/L glycerol, 10 mMMgSO4, 10 mM MES pH) 
میکرومـولار استوسـرینگون حـل شـد تـا       200حاوي  6/5معادل 

 Lee M.W. and yang etدسـت آمـد (   هب OD600=0.4زمانی که 

al., 2006 کـه   حـالی اي گیاه بـادام در  هفتهسه) و در نهایت به برگ
بعد از سه روز که گیاهـان   .شد به گیاه مادري متصل بودند تزریق

د، اسـتخراج پـروتئین از   گراد قرار گرفتن درجه سانتی 23در دماي 
 شد. برگ انجام
 ژنیید رونویسی آر.ان.ا و تأ استخراج

رقـم   هـاي تزریـق شـده    بـرگ ي آر.ان.امنظور ارزیابی بیان ژن، به
استخراج شـد  شده بودند  تراریخته LBA4404که با سویه مامایی 

کدام هربرگ براي  هشت نظر کیفی مورد ارزیابی قرار گرفت. و از
ساختار پلاسمیدي به این منظور مورد استفاده قرار گرفتنـد.   سهاز 

گـراد قـرار    درجه سانتی 23ساعت که گیاهان در دماي  24بعد از 
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 و همکاران ندا میر آخورلی  در بادام کتریومبه واسطه آگروباسازي بیان موقت ژن  بهینه
 

گرم بافت برگی منجمـد شـده بـه کمـک      میلی 200گرفتند، حدود
ه پـودر نـرم و یکنـواختی    و ب نیتروژن مایع در هاون چینی ساییده

) 2011با روش روبیوپینا و زاپاتـاپرزا (  آر.ان.ا د. استخراجتبدیل ش
سنتز ). Rubio-Piña J.A and Zapata-Pérez O, 2011( انجام شد

cDNA   با استفاده از کیت شـرکت(Produced code: RTPL12) 

vivantis که سایز رشـته اول این-انجام گرفت. با توجه به cDNA 
م بـزرگ اسـت، لاز   پی.سی.آربراي تکثیر در واکنش  LicBM2ژن 

طراحی آغازگر  LicBM2اي کوچک از توالی ژن  بود تا براي قطعه

و با اسـتفاده   پی.سی.آرد تا با تکثیر این قطعه در واکنش انجام شو
ژن  صاصی طراحی شـده امکـان تاییـد حضـور    از آغازگرهاي اخت

LicBM2  حی آغازگر از سایت د. به منظور طراشو فراهمPrimer 

 ). 1 (جدولاستفاده شد  http://primer3.wi.mit.eduبا آدرس  3
 40و  RT-PCRاده از جفت بازي با اسـتف  146حضور قطعه  ییدتأ

گـراد انجـام شـد و از     درجه سـانتی  72و  57،  94حرارتی  سیکل
جفــت بــازي  146بــراي تکثیــر قطعــه  LicBM2آغازگرهــاي ژن 

 استفاده شد.
 

 RB PA KDEL LicBM2 LeB4 P35s nos nptII pnos LB  1ساختار پلاسمیدي 

 RB PA  LicBM2 LS P35s nos nptII pnos LB 2یدي ساختار پلاسم 

 RB PA  LicBM2  P35s nos nptII pnos LB  3ساختار پلاسمیدي 

پپتیـد رهبـر ژن    LeB4:)؛ CaMV35sکلـم (  ویـروس موزاییـک گـل    s 35 پیشـبر   P35 s:در سه ترکیب پلاسمیدي T-DNA شکل شماتیک ناحیه -1 شکل
: توالی کـد کننـده   LS گر پروتئین به شبکه آندوپلاسمی؛ : توالی هدایتKDELشود؛  گیاه لوبیا که باعث تجمع پروتئین در شبکه آندوپلاسمی می B لگومین

: ژن مقاومـت بـه   nptII ؛nosژن پیشـبر  :Pnos آدنیلاسـیون؛  : سـیگنال پلـی  PA شـود؛  که باعث ترشح پروتئین در منطقه آپوپلاستی میهویج پپتید رهبر گیاه 
تجمـع  : باعـث  2ترکیـب پلاسـمیدي    شود؛ : باعث تجمع پروتئین در شبکه آندوپلاسمی می1ي ؛ ترکیب پلاسمیدnosمربوط به ژن  پایانبر: nosکانامایسین؛ 

 .)Mirakhorli et al,2010( شود پروتئین در سیتوپلاسم میتجمع : باعث 3ترکیب پلاسمیدي  شود؛ پروتئین در آپوپلاست می
Figure 1- schematic figure of T-DNA region in three plasmid construct; P35 s: The constitutive Cauliflower Mosaic Virus 35S 
promoter,LeB4: leader peptide from bean that caused protein accumulation in endoplasmic reticulum, KDEL: leader sequence that leads 
protein into endoplasmic reticulum, LS: leader peptide coding sequence from carrot that caused protein discharge into apoplestic region, PA: 
polyadenylation signal, Pnos: nos gene promoter, nptII: kanamysin resistance gene, nos: nos gene terminator; plasmid 1: construct causes 
accumulation protein in endoplasmic reticulum, plasmid 2: construct causes accumulation protein in apoplast, plasmid 3: construct causes 
accumulation protein in cytoplasm. 

 

 

، 1 ؛نشـانگر : سایز L ؛ سمت چپ:PCR colonyبه روش  GV3501و  LBA4404 سویه Agrobacterium tumefaciens هاي نوترکیب تایید کلونی -2 شکل
و  2، 1 به ترتیب پلاسـمید  3و  2، 1 ؛نشانگر: سایز L سمت راست: .: کنترل منفی-؛LBA4404انتقال داده شده به سویه  3و  2، 1 به ترتیب پلاسمید 3و  2
 : کنترل منفی-؛ GV3501 انتقال داده شده به سویه 3

Figure 2- PCR colony gel of recombinant Agrobacterium tumefaciens LBA4404 and GV3501 strains; left side: L: size marker, 1, 2, And 3: 
LBA4404 strain transformed by plasmid 1, 2, And 3,-: negative control. Right side: L: size marker 1, 2, And 3: GV3501 strain transformed 
by plasmid 1, 2, And 3,-: negative control. 

700 bp 
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 و همکاران ندا میر آخورلی  در بادام به واسطه آگروباکتریومسازي بیان موقت ژن  بهینه
 

 LicBM2 جفت بازي از ژن 146زگرهاي طراحی شده براي قطعه آغا -1جدول 
Table 2- designed Primers forthe146bp gene fragment of LicBM2 

 (جفت باز)پی.سی.آر اندازه محصول  آغازگر رفت آغازگر برگشت

ACAGGACCTTCGGACAACAA TCCTGGGAAGCATCGAATCC 146 جفت باز 
 

 استخراج پروتئین
هاي تزریق شده، پس از سه روز هاي حاوي برگلدانز گهرکدام ا

شدند  اهاي تزریق شده از گیاه جدبه آزمایشگاه منتقل شدند، برگ
و براي استخراج پروتئین با کمک ازت مایع در هاون چینی پـودر  

مولار بـا   میلی Tris-HCl 150میکرولیتر بافر استخراج  250شدند. 
pH هـاي حـاوي    یکروتیـوب صورت جداگانه در م هب هشت معادل

شـد و سـپس ورتکـس شـد     ر شده ریختههاي پود هرکدام از برگ
ها بـه   نمونه ها بود). حجم هرکدام از برگ2/1(میزان بافر استخراج 

دقیقـه بـا    20دقیقه روي یخ قرار گرفت سپس به مـدت   30مدت 
ــال  13000دور  ــانتریفیوژ یخچ ــرم در س ــد.  گ ــانتریفیوژ ش دار، س

حاوي شیره گیـاه اسـت بـه میکروتیـوب      رویی رسوب کهمحلول
یره هاي حـاوي ش ـ  ال داده شد و در نهایت میکروتیوبدیگري انتق

 ,.Fido et al( گـراد منتقـل شـد    درجـه سـانتی   -20گیاه به فریـزر 

2004.( 
 ارزیابی پروتئین

میـزان پـروتئین    LicBM2 ژن تظـاهر  دقیق میزان بررسی منظور به
  گیري شد. ) اندازهMiller, 1959( گلوکز کاهش روش به فعال

ــزیم ــازکلی آن دارد و  آنزیمــی خاصــیت LicBM2 ژن محصــول ین

را  هـا  بتا گلوکـان  4 و 1 ،3 و 1ساکاریدهاي حاوي پیوندهاي  پلی
کنـد کـه میـزان آن را بـا      کننـده آزاد مـی  و قندهاي احیـا  شکند می

توان اندازه گرفت و به ایـن  می (دي.ان.اس) استفاده از مواد رنگی
فعـال   پروتئین مقدار و زد تخمین را ژن بیان سطح توانیم ترتیب

 پروتئینـی هاي  نمونه از استفاده با پژوهش این رد .دست آورد هرا ب
 انجـام  گلوکز کاهش آزمون ،هاي تزریق شده  دست آمده از برگ هب

 در گیـاه  خـود  گلـوکز  اثر آزمایش مراحل طی آنجاکه از و گرفت
 در تولیدي گلوکز بنابراین بود، شده صفر شاهد ي نمونه با مقایسه

 .است آمده وجود هب) licBM2( لیکیناز آنزیم فعالیت اثر
 

  بحث و جینتا

ییـد ترایختـه بـودن    کتریوم تأپس از انتقال پلاسـمیدها بـه اگروبـا   
کلـونی انجـام    پی.سـی.آر  هاي ظاهر شده از طریق واکـنش  کلونی

یختـه بـودن   جفـت بـازي ترا   700که حضور باند نحوي هگرفت. ب
گیاه نیـز  ). همچنین حضور ژن در دو ها را تایید کرد (شکل کلونی

 ).3شکلیید قرار گرفت (مورد تأ

 
 
 
 
 

 
 

 

، منفی، برگ تزریق نشده : شاهد1ستون  ؛هاي تزریق شده در برگ licBM2ژنومی: تایید حضور ژن پی.سی.آر ژل  -3 شکل
 نشانگر: 10ستون اکتریوم تراریخته شاهد مثبت، : اگروب9ستون ، برگ تزریق شدهژنوم : 8-2ستون 

Figure 3- Agarose gel electrophoresis of genomic DNA PCR reactions: 1: not transformed leafas – control, 2-8: 
transformed leaves, 9: transformed Agrobacterium as + control, 10: DNA ladder. 

750 bp 
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 افسانه حیدري ریحانی و همکاران  در بادام به واسطه آگروباکتریومسازي بیان موقت ژن  ینهبه
 

 
 یید رونویسی از ژنتأ
بـه آر.ان.اهـاي اسـتخراج شـده از نمونـه       ي مربـوط cDNA تزسن

ساعت از زمان تزریق انجـام   24هاي بادام رقم مامایی پس از  برگ
پی.سـی.آر  ، LicBM2یید رونویسـی از ژن  منظور تأد و سپس بهش

اي  شـده بـراي قطعـه   هاي اختصاصی طراحـی با استفاده از آغازگر
سـه  روي ژل آگـارز   پی.سی.آر بـر بازي انجام شد. محصول  146

هـاي   جفت بازي در نمونـه  146بارگذاري شد. وجود باند  درصد
 ).4بود (شکل  LicBM2یید کننده رونویسی از ژن برگی تأ

 استخراج و ارزیابی پروتئین فعال
 ،)Fido et al.,2004( هـا  پس از استخراج پـروتئین محلـول نمونـه   

نتقال سه ترکیب هاي هر دو رقم گیاه که از ا پروتئین فعال در برگ
بـه   GV3501و  LBA4404مختلف پلاسمیدي از طریق دو سویه 

صورت جداگانه مورد بررسـی   دست آمده بود به ههاي گیاه ب سلول

طـرح فاکتوریـل در قالـب     ها بـا  قرار گرفت. تجزیه و تحلیل داده
بـراي هـر تیمـار بـا     تکـرار  هفت تصادفی با  کاملبه طور طرحی 

نتـایج تجزیـه    ).2انجـام شـد (جـدول     SAS افـزار  استفاده از نرم
استفاده در ایـن آزمـایش در سـطح    واریانس بین فاکتورهاي مورد 

ــل متق دار نشــان داد. امــا اثرهــاي درصــد اخــتلاف معنــییــک  اب
دهـد کـه    دار نشد. این امر نشان می فاکتورهاي مورد استفاده معنی

تورهـا  ده و بر سایر فاکه طور مستقل عمل کرکدام از فاکتورها بهر
 اثري ندارد.

درصـد   یـک در سـطح   دانکـن ها به روش  آزمون مقایسه میانگین
داري را بین ترکیب پلاسـمیدي یـک بـا دو ترکیـب      اختلاف معنی

ایـن ترکیـب پلاسـمیدي     .)1(نمـودار   پلاسمیدي دیگر نشـان داد 
 شود. ن نوترکیب در شبکه آندوپلاسمی میپروتئیتجمع موجب 

   
تزریق شده با اگروبـاکتریوم   نمونه برگی: )1b و 1a( جفت بازي؛ ستون100 نشانگر: M &Lدرصد،  3روي ژل  RT-PCRمحصولات  الکتروفورز -4شکل 

تزریـق شـده بـا     نمونـه برگـی  : )3b و3a( . سـتون 2پلاسـمید   حـاوي  اگروبـاکتریوم  بـا  شده تزریق برگی): نمونه برگی 2b و 2a( ؛ ستون1حاوي پلاسمید
 : کنترل منفی.C. 3پلاسمیداگروباکتریوم حاوي 

Figure 4- Electrophoresis of RT-PCR products on 3% agarose gel, M&L: size marker, 1a, 1b: leaf sample transformed by plasmid1, 2a, 2b: 
leaf sample transformed by plasmid2, 3a, 3b: leaf sample transformed by plasmid3.C: negative control. 

 تجزیه واریانس میزان فعالیت آنزیم لیکیناز (میکروگرم در میکرولیتر) -2 جدول
Table 2- Variance analysis of enzyme activation (microgram per microliter) 

 (MS)میانگین مربعات  درجه آزادي منابع تغییر
 **0.91 1 رقم

 **1.41 2 پلاسمید
 **1.50 1 سویه
 ns 0.28 2 قمر× پلاسمید 

 ns 0.14 1 سویه× رقم 
 0.21ns 2 سویه× پلاسمید 

 0.09ns 2 سویه× رقم × پلاسمید 
 0.11 72 خطا

 ردا عدم معنی nsدرصد و  1و  5دار در سطوح احتمال  ترتیب معنی به **و * .١
2. *and ** respectively Significant at the 5and1percent levels, and ns not statistically significant 

146 bp 
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 ریحانی و همکارانافسانه حیدري   در بادام به واسطه آگروباکتریومسازي بیان موقت ژن  بهینه
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 پلاسمیدي مختلف هاي رم) در برگ با استفاده از ترکیبآزاد شده در اثرفعالیت آنزیم لیکیناز (میکروگ مقایسه میانگین میزان گلوکز -1 نمودار
Diagram 1- glucose level mean comparison (µg/µl) in leaves by different plasmids 

خلـیص  کننده تعنوان تسهیل وتئین بیشتر بهري پرگی اگرچه ازهدف
گیـري پـروتئین    روش هدفشود، اما هاي نوترکیب یاد می پروتئین

هاي نوترکیب هم  واند براي افزایش عملکرد پروتئینتنوترکیب می
وتئین نوترکیـب در  استفاده شود. در این روش با ذخیره شـدن پـر  

 تغییرهـاي دن و بندي، سـر هـم ش ـ   اجزاي سلولی فرآیندهاي بسته
گیرد که در نهایت همـه  ها هم تحت اثر قرار می پس از ترجمه آن

نتیجه عملکـرد را تحـت اثـر    ن و در این فاکتورها پایداري پروتئی
ا نتـایج حاصـل از   ر پژوهش م ـ). دJha et al., 2012( دهدقرار می

ن گیري میزان گلـوکز آزاد شـده کـه در واقـع میـزان بیـان ژ       اندازه
داد کـه سیسـتم بیـانی کـه باعـث       داد، نشان گزارشگر را نشان می

شـود، بیشـترین میـزان    ع پروتئین در شبکه آندوپلاسـمی مـی  تجم
گلوکز و در نتیجه بالاترین میـزان بیـان ژن گزارشـگر را دارد کـه     

شـبکه آندوپلاسـمی اسـت کـه      دلیل آن عدم وجود پروتئازهـا در 
ي  شـبکه  رسـد کـه   نظر مـی  به شود پروتئین هضم نشود.باعث می

ــل  آندوپلاســمی  ــا ایجــاد یــک محــیط حفاظــت کننــده در مقاب ب
هـا بـراي تـا خـوردگی صـحیح       اکسیداسیون و حضـور چـاپرون  

پـروتئین مکـان   تجمـع  فضاي بزرگ بـراي  دارا بودن ها و  پروتئین
 ,.Jha et al( هاي نوترکیب باشد گیري پروتئین مناسبی براي هدف

ي که باعث ترشح پروتئین به آپوپلاست بین سیستم تظاهر ).2012
شده است و سیستمی که باعث باقی ماندن پروتئین در سـیتوزول  

نشد که داري از نظر میزان گلوکز مشاهده شده است اختلاف معنی
 72در ایـن تکنیـک (   دلیل این امر، مدت زمـان کوتـاه تظـاهر ژن   

. زیرا زمان کافی جهت مشخص شدن اختلاف بـین  استساعت) 

نیـز در  ) Jha et al. 2012( دو سیسـتم وجـود نداشـته اسـت     این
-تجمع بالایی از پروتئین نوترکیـب بازدارنـده آلفـا   پژوهش خود 

پروتئیناز را در اسـتفاده از سـیگنال پپتیـد شـبکه آندوپلاسـمی در      
دست آوردند و  همقایسه با سیگنال پپتیدهاي آپوپلاست و واکوئل ب

تـري بـراي تولیـد     کان مناسـب ندوپلاسمی مآنتیجه گرفتند شبکه 
 .پروتئین نوترکیب است

پـژوهش مـورد بررسـی قـرار گرفـت      دیگـري کـه در ایـن    عامل 
نشـان  دو نمودار  ه شده درهاي ارای هاي باکتریایی بود. نتیجه سویه

دهد که میـزان گلـوکز آزاد شـده در نتیجـه اسـتفاده از سـویه        می
LBA4404  .بیشتر بوده است 

لاحظـه سـطح   طور قابل مه ب اي اگروباکتریومه زمینه ژنتیکی سویه
ویه س ـ .)Gill et al., 2004( دهـد  قرار مـی  اثربیان موقت را تحت 

LBA4404   یکـی از  که در این پژوهش مورد استفاده قرار گرفـت
 ـاست هایی  سویه هـا اسـتفاده    طـور گسـترده در آزمایشـگاه   ه که ب

یجـه داده  طور موفقیت آمیـز نت ه ب prunusهاي  در گونهو  شود می
بـراي   نیـز ) Machado, 1992( .)Bhatnagar et al., 2004( اسـت 

یی بـالاي انتقـال ژن از طریـق    آثر بـر کـار  ؤارزیابی پارامترهاي م ـ
پـس ارزیـابی بیـان موقـت حاصـل از      توت سیاه  دراگروباکتریوم 

ــ نتیجــه  GV2260و  A281 ،LBA4404 هــاي ســویه کــارگیري هب
ه هـا کارآمـدتر بـود    ر سویهنسبت به سای LBA4404سویه  گرفتند
 است.

ه دام مورد استفاده بود. نتایج ارایسومین فاکتور مورد بررسی رقم با
بیانگر این است کـه بیـان ژن در رقـم مامـایی      سه شده در نمودار
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 ).3 بیشتر بوده است (نمودار 12نسبت به رقم شاهرود 

مورد  تواند ثر بر بیان موقت مییک فاکتور مؤ عنوان نوع رقم نیز به
جـود  دو مو بیان موقـت  هاي نمودر آزنجاکه آازگیرد. ارزیابی قرار

ــد  ــرکت دارن ــده ش ــزشیی آرکا، زن ه و ین گیابري گازبه سا تراری
 يهاهـا یـا ژنوتیـپ    که برخی گونه طوري-دارد. بهبستگی ي باکتر

حساسیت کمتر یا ي باکترص خاهـــاي  بـــه ســـویهگیاهی نسبت 
ت به دلیل تفاوت ممکن اس چنین اختلافی هند.دمین نشاي بیشتر

هاي باکتري در آلوده کردن گیاه میزبان، تفـاوت  _در توانایی سویه
ــل  ــاختار ناق ــایی،  T-DNAدر س ه و ین گیابري گازسام عدباکتری

د یجال دارد انبادبهرا حساسیت ق فو هـاي  واکنش م که باکتریووگرا
شـده رقـم مامـایی    _در پژوهش انجام ).Nam et al., 1997( دشو
سطح بالاتري از بیان را نشـان داد.   12ام نسبت به رقم شاهرود باد

بـه منظـور انتخـاب     Ysasmin and Debener (2010)در پژوهش 
 روش ژنوتیــپ برتــر بــراي بیــان ژن در گــل بــا اســتفاده از      

ــن  ــد  ازاگرواینفیلتریش ــاي هیبری ــد 5-100&91 کالتیواره ، هیبری
ــد و  parisercharme ، Heck enzauber،46-124&88 دیپلوئیـ

Marvel  هـاي   . نتـایج بیـان موقـت نشـان داد گـل     نـد کرداستفاده
 یشترین میزان بیان را داشتند.ب parisercharmeو  Marvelکالتیوار 

توان نتیجـه   اي مورد استفاده در این پژوهش میبا بررسی فاکتوره
در  1گرفت در صـورت اسـتفاده از سـاختار پلاسـمیدي شـماره      

یی از توان سطح بـالا  و رقم مامایی می LBA4404ترکیب با سویه 
ده شده در ایـن  کار بر هدر مقایسه با سایر تیمارهاي ب بیان موقت را

 دست آورد.  پژوهش در بادام به
 مورد استفاده قـرار گرفـت.   LicBM2ژن گزارشگر  در این بررسی

LicBM2 عنوان یک ژن گزارشگر با حساسـیت بـالا و    هتواند ب می

و بررسی بیان ژن انتقال یافته ها _تراریختهخاب کار آسان براي انت
). مزیت ایـن  Salehijozani et al., 2007مورد استفاده قرار گیرد (

ی زیستی محصولات تراریخته است. زیرا با گزارشگر به دلیل ایمن
، بیوتیـک  مقاومت بـه آنتـی   ابراز شده در موردتوجه به ملاحظات 
هاي مقاومت بـه   دارد از ژن که امکانجاییکه تا پیشنهاد شده است

اسـتفاده نشـود و بـه جـاي آن از      نشـانگر عنـوان   ها به بیوتیک آنتی
هـاي تراریختـه    لاین گر انتخاب نشانگرعنوان  هاي متابولیکی به ژن

گیاه نقش دارند ولیکی هایی که در فرآیندهاي متاب استفاده شود. ژن
ها دارند زیرا  بیوتیک هاي مقاومت به آنتی اي با سیستم تفاوت عمده

ه پـس از ورود  شود ک هایی استفاده می در این سیستم از پیش ماده
که باعث مزیت رشـدي   شوند هایی تبدیل می به سلول، به مولکول

 آیـد  که به نظـر مـی   شوند. این روش چنان هاي تراریخته می سلول
رسـد کـه در بـین     بیشتري داشته و بـه نظـر مـی    تراریزشفراوانی 

ــه ــاهی گون ــاي گی ــترده  ه ــتفاده گس ــت اس ــد  قابلی ــته باش اي داش
)Salehijozani et al., 2010دهد بیان موقـت ژن   ). نتایح نشان می

شـد. بنـابراین   در گیاه بـادام بـا موفقیـت انجـام      LicBM2 نشانگر
توانـد روش جدیـدي بـراي     مـی  LicBM2 نشـانگر استفاده از ژن 

ي بـادام   هاي نوترکیب در گیاهـان تراریختـه   بررسی میزان بیان ژن
اي که جهت رفع مشکلات باغداري بادام از  گیاهان تراریخته باشد.

 Imani and( ها و خودنابـاروري  جمله حساسیت به سرما، بیماري

MahammadKhani, 2011 (تواننـد تولیـد شـوند و شناسـایی      می
تواند هزینه و زمان مصرفی در  سیستم تظاهر موفق در این گیاه می

ریخته را در این گیاه درختـی کـاهش بدهـد.    جهت تولید بادام ترا
ایمنی زیستی، دقت و  LicBM2 نشانگرمزیت اصلی استفاده از ژن 

 .ر و قابل اطمینان بودن آن استحساسیت بالا، سادگی کا
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