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Abstract 
 

The objective of this study was the investigation of efficiency of Tobacco rattle 

virus to express recombinant proteins in N. benthamianaa. In the first step we 

produced a shorter version of the main vector. After addition of promotor and 

coding sequence for GFP protein to both vectors, they were introduced into two 

strains of Agrobacterium including LBA4404 and GV3101 and were inoculated 

leaves of 4 to 6 weeks tobacco by them. At different times after inoculation, 

inoculated plants were photographed to determine the expression of GFP protein 

under UV irradiation. The parameters of the effect of type and size of vector, 

bacterial type and time effect on the percentage of green fluorescent areas resulting 

from the expression of GFP protein were investigated. In 6-week-old plants that 

were injected with GPSpTRV2 (shortened) using LBA4404 strain was observed the 

maximum amount of green leaf area GFP, which is approximately 1.6 times the area 

of the green section was treated with the vector GPpTRV2 (not shortened) on the 

twentieth day after injection. In the 4-week-old plants fed with LBA4404 strain, the 

maximum number of green areas in GPSpTRV2-containing plants was obtained on 

the 15th day, which is 1.4 times the maximum green area in GPpTRV2-containing 

plants in the same day. In 6-week-old plants, average area of green parts in the 

plants injected with both LBA4404 and GV3101 strains was approximately equal. 

Also, the level of plant leaf greens, which could indicate the expression of GFP, was 

time dependent and fluctuated in the days after inoculation. 

Key words: Transient expression, recombinant protein, Tobacco, Reporter gene, 

Tobacco Rattle virus (TRV) 
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  خلاصه

تنباکو   ای  جغجغه  ویروس  کارایی  بررسی  هدف  با  پژوهش  بیان پروتئیناین  نوترکیب درگیاه تنباکو  برای  ابتدا یک نسخه انجام شد.  های 

 GV3101و  LBA4404سویه به هر دو ناقل، آنها به دو  GFPکوتاهتر از ناقل اصلی تولید شد. پس از افزودن پیشبر و توالی کد کننده پروتئین 

برگ گیاهان   به  اگروباکتریوم وارد شده و سپس   GFPهای مختلف پس از تلقیح، بیان پروتئین ای تنباکو تلقیح شدند. در زمانهفته  6یا    4از 

اثر زمان روی درصد    UVتحت تابش  سبز برگ ناشی از سطح در گیاهان تلقیح شده بررسی شد. پارامترهای نوع و اندازه ناقل، نوع باکتری و 

پروتئین   ناقل  هفته  6بررسی شد. در گیاهان    GFPبیان  دارای  با سویه  GPSpTRV2ای  میزان مساحت   LBA4404ی  )کوتاه شده(  بیشترین 

میزان    GFPهای سبز  بخش این  مشاهده شد که  )کوتاه نشده( در روز بیستم  GPpTRV2با ناقل  برابر مساحت بخش سبز در تیمار  6/1برگ 

ا بود. در گیاهان  پس  با  سویه هفته  4ز تزریق  ، GPSpTRV2های سبز در تیمارهای دارای ناقل ، حداکثر میزان مساحت بخشLBA4404ای 

ناقل  برابر مساحت بخش  4/1روز پانزدهم بدست آمد که   دارای  در تیمارهای  بود. در گیاهان   GPpTRV2های سبز  این روز  ای، هفته 6در 

با هر دو سویه  میزان متوسط مساحت بخش تزریق شده بودند تقریبا برابر بود. نتایج نشان داد  GV3101و    LBA4404های سبز در گیاهانی که 

بوده و در روز  GFP  انیب  زانیم که   به زمان  تواند راه را می شود. نتایج بدست امده از این پژوهش می نوسان دچار حیتلق  از  پس  یهاوابسته 

 های نوترکیب هموار سازدبه عنوان وکتور بیانی پروتئینبرای استفاده از این ویروس 

 (.TRVتنباکو ) ایجغجغه بیان موقت، پروتئین نوترکیب، تنباکو، ژن گزارشگر، ویروس  واژهای کلیدی:

 

 Introduction مقدمه

 

سال بهدر  گیاهان  اخیر،  تنباکوهای  سامانهبه   Nicotiana benthamianaaویژه  برای تولید پروتئینعنوان  زیستی کارآمد  نوترکیب های  های 

مطرح شده امکان کشت در مقیاس بالا، ایمنی زیستی مناسب و هزینه تولید نسبتاً پایین را فراهم میدارویی و صنعتی   .N . گیاهکننداند، زیرا 

benthamianaa بهبه بالا به عفونت ویروسی، کارایی بالای تراریختی موقت و در دسترس بودن ابزارهای ژنتیکی طور خاص  دلیل حساسیت 

یک به  پلتفرممتنوع،  از  اصلیی  مولکولی های  است  کشاورزی  شده  ویروس  .(Rybicki, 2019; Peyret & Lomonossoff, 2015)  تبدیل 

تنباکوجغجغه گروه     (Tobacco rattle virus; TRV) ای  از  عضو  خانواده    Tobravirusیک  میله  Virgaviridaeو  این   باشد.میای شکل  و 

گسترش  N. benthamianaa صورت سیستمیک درتواند بهبا دامنه میزبانی نسبتاً وسیع است که می  RNA دو بخشی دارای یک ژنومویروس،  

انتقال کارای کاست برای  به  TRV. ناقل (Senthil-Kumar & Mysore, 2011) سازدهای بیانی نوترکیب مناسب مییابد و همین ویژگی آن را 

برای خاموش ابزار قدرتمند  به رعنوان یک  باشد و نسبت می (Virus Induced Gene Silencing :VIGS) وش القایی توسط ویروسسازی ژن 

در ایجاد علائم خاموشبه دیگر ناقل های خارجی برای بیان موقت ژن(. این ویروس همچنین  Tian et al., 2013سازی موفق تر بوده است )ها 

بهو تولید پروتئین نوترکیب  میزبانBurch-Smith et al., 2004; Liu et al., 2002است )  کار گرفته شدههای  کنندگی، میزان آلوده ی،(. طیف 

میزان حرکت یک ناقل در گیاه از عوامل کلیدی در ارزیابی آن به شمار می از این نظر دارای  TRVرود. ناقلین ساخته شده بر اساس نحوه و 

های گیاهی مانند: آرابیدوبسیس، جام خاموش سازی در تعداد زیادی از گونهها به طور وسیع در اناین ناقل  ای هستند.مزیت های قابل ملاحظه

دلمهگوجه فلفل  استفاده شدهفرنگی،   ,.Wang et al., 2006; Liu et al., 2002; Hileman et al., 2005; Chung et alاند )ای و خشخاش 

امکان (.2004 گیاهان تراریخته  تولید  با  ژن  پایدار  میزبان    وپذیر است  بیان  به ژنوم هسته یا پلاستیدهای گیاه  انجام در آن ورود ژن هدف 

استفاده از روش  ،های جایگزین. یکی از راه وجود دارد زیحذف تراژن از ژنوم ن ای یامکان خاموشو  بر بودهزمانشود که کاری دشوار و می
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است. بیان موقت   ب ستا  گیاهی  فناوریزیستدر    شمندارز شیروبیان موقت   میباشد. یمدرآکاروش  هکوتا نماژن در ز دعملکر نالیزآ  ایرکه 

ناقل بلکه  نیست،  این روش، هدف تولید لاین تراریخته پایدار  ناقلدر  استفاده میهای ژن )مانند  بتوانند ژن پروتئین های ویروسی(  شود که 

نظر را تنها در سیتوزول بیان نمایند ) این امکان را فراهم N. benthamiana بر مبتنی  TRV هایاستفاده از سامانه (.Pogue et al., 2010مورد 

ایجاد لاینکند که پروتئینمی به  نیاز  بدون  نوترکیب در کل گیاه و در مدت زمان کوتاه،  ویژه برای های تراریخت پایدار تولید شوند؛ بههای 

 ,.Tian et al., 2014; Pogue et al) .کاندید اهمیت داردهای واکسنهای مونوکلونال و پروتئینبادیهای ژنی، تولید آنتیغربالگری سریع سازه

اخیر برای مهندسی ژنومتلاش (2010 بهینه TRV های  زمان  توان پایداری درج ژن خارجی، بیان همسازی پاسخ میزبان نشان داده است که میو 

 .(Zhang et al., 2022اد )طور چشمگیری بهبود دچند پروتئین و نیز بازده تولید پروتئین نوترکیب را در این سامانه به

این پژوهش از  نوترکیب   ساخت و هدف  ناقل ویروسی   GFP: Green Flurescent) اضافه کردن ژن پروتئین فلورسنت سبز با  TRVاصلاح 

Protein )    ویروسی ناقل  کارایی  بررسی  آن،  پروتئین    TRVبه  بیان  برگ  GFPو  بود. همچنیدر  تنباکو  گیاه  این تحقیق دو نوع های  در  ن 

متفاوت ساخته شد  TRVناقل اندازه  مقایسه شده  هبا  باهم  از سویه  و  استفاده  این تحقیق  در  برای است. همچنین  مختلف آگروباکتریوم  های 

 برای بیان پروتیئن و رصد مقدماتی زمان با بیشترین بیان بررسی شد.  TRVها در حمل ناقلین سنجش کارایی استفاده از آن

 

 Materials and Methods ها روش و مواد

 

کوتاه ناقل  فرآیند  ناقل نوترکیب    YL156 (TRV2)سازی  از  این    در:  SpTRV2و ساخت  ناقل  پژوهش، کوتاهبخش  نام   TRV2سازی  )با 

میزبان گیاهی  YL156اصلی   انتقال در  افزایش کارایی  منظور  به  ناقل  انجام شد(   .YL156  نوکلئوتید است که توالی آن از  ۹663دارای طول

NCBI  نرمدریا از  استفاده  با  نوکلئوتیدی از ناقل خارج  241۵ای انجام شد که یک قطعه ، طراحی به گونهGenome Compilerافزار  فت شد. 

با یک قطعه   با نام  آغازگر رفتمشخصات د. رسینوکلئوتید  ۹3۵۷نوکلئوتیدی جایگزین شود. در نهایت طول ناقل کوتاه شده به  21۰۹شده و 

FPsht2    اتصال  و افزارهای با استفاده از نرم گراددرجه سانتی 6۹دمای اتصال و  RPsht2با نام  گر برگشتزآغاو گراد  درجه سانتی  ۷۰دمای 

PrimerQuest    وOligoAnalyzer  های برش آنزیمی  ارزیابی شد. جایگاهHindIII    برای آغازگر رفت( و(EcoRI  به )برای آغازگر برگشت(

اضافه  توالی ناقل    برای تکثیرشد.  ها  از روی  نظر  مورد  از  PCRدر واکنش  ( استفاده شد.PCRای پلیمراز )، از واکنش زنجیرهpTRV2قطعه 

دارای خاصیت اصلاح  Pfu DNA Polymeraseآنزیم   یابی جلوگیری ( است تا از بروز خطا در توالیProofreadingکنندگی )استفاده شد که 

بافر   سازی اولیه شامل یک مرحله واسرشت PCR. واکنش بودالگو  DNA، آغازگرها و Pfu  ،dNTP mix  ،MgCl2شود. مخلوط واکنش شامل 

مدت سانتی  درجه  ۹4) به  )واسرشت  3۰دقیقه(،    3  گراد  اصلی  مدت  سانتی  درجه  ۹4سازی:  چرخه  به  اتصال:    4۵گراد   درجه  62ثانیه؛ 

 گراد به مدت سانتی درجه ۷2شدن نهایی )دقیقه( و یک مرحله طویل 2گراد به مدت سانتی  درجه ۷2شدن: ثانیه؛ طویل 3۰گراد به مدت سانتی

محصول    ۷ بود.  آگارز    PCRدقیقه(  ژل  از رنگ  یکروی  و پس  شد  الکتروفورز  با  درصد  باند  Green Viewerآمیزی  نوکلئوتیدی   21۰۹، 

 .شدمشاهده 

آماده تهیه جهت  د.شسازی خالص Vivantis (GF-1)با استفاده از کیت  ونوکلئوتیدی از روی ژل جدا  21۰۹قطعه : سازی قطعاتتخلیص و 

مستعدسلول باکتری    DH5aسویه  ،    E.coliباکتری    های  محیط  این  از رسیدن به تراکم نوری )  LBدر  داده شد. پس  ( مطلوب 600ODکشت 

ها در نهایت نفوذپذیر شود. سلول DNA مولار( تیمار شد تا دیواره سلولی برای پذیرش 1/۰سرد ) CaCl2، با استفاده از محلول (6/۰  تا  4/۰)

ا استفاده ب نوکلئوتیدی( 21۰۹شده )خالص PCR( و قطعه pTRV2هر دو پلاسمید اصلی ) گراد ذخیره شدند.درجه سانتی 2۰ منهای  در دمای

( تحت هضم آنزیمی قرار گرفتند تا انتهای چسبنده برای اتصال ایجاد شود. واکنش در بافر Takara)شرکت  EcoRIو  HindIIIاز دو آنزیم  
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(10X  مدت به  دمای    2(  در  سانتی  3۷ساعت  نمونهدرجه  واکنش،  توقف  برای  سپس  و  شد  انجام  درجه   ۷۰دقیقه در دمای    1۵ها  گراد 

یدی نوکلئوت 21۰۹نوکلئوتید( و قطعه  ۷24۸)به طول  pTRV2گراد قرار گرفتند. پس از الکتروفورز محصولات هضم، باند بزرگتر ناقل سانتی

 سازی شدند.خالص GF-1از ژل بریده و دوباره با کیت 

پس استفاده شد.  T4 DNA Ligaseنوکلئوتیدی به بدنه اصلی ناقل هضم شده، از آنزیم  21۰۹برای اتصال قطعه : (Ligationواکنش اتصال )

بررسی   بهترین بازده اتصال، سه نسبت مولی مختلف از قطعه به ناقل )از  به  مقادیر مورد نیاز با استفاده از فرمول ، (1۰:1و  1:1، 1:2دستیابی 

اتصال،  د.شمحاسبه   انجام  به مدت    جهت   ۵گراد حرارت دید و سپس درجه سانتی 6۵دقیقه در دمای   3ابتدا مخلوط واکنش )بدون آنزیم( 

نمونه افزودن آنزیم لیگاز،  از  ثانویه(. پس  باز شدن ساختارهای  به مدت  دقیقه روی یخ قرار گرفت )برای  درجه  16ساعت در دمای   1۵ها 

 شدند. نگهداریگراد سانتی

غربالگری به سلول:  نوترکیب  و استخراج پلاسمید  ترانسفورماسیون و  به روش شوک حرارتی  اتصال  مستعد  محصول واکنش   E.coliهای 

(DH5aباکتری منتقل شد.  میلی  ۵۰  دارایجامد    LBها روی محیط  (  داده شدند. تنها باکتریمیکروگرم در  های دارای لیتر کانامایسین کشت 

بودند. به رشد  به کانامایسین( قادر  ابتدا    پلاسمید )مقاوم  انجام غربالگری  به عنوان الگو برای از کلونیجهت  با همان  PCRهای رشد کرده 

نوترکیب را تایید ک مورد نظر روی ژل، حضور پلاسمید  باند  مشاهده  استفاده شد.  اختصاصی  از کلونی  رد.آغازگرهای  مثبت پلاسمید  های 

های ها، باکتریپس از تایید نهایی کلونی د تا صحت اندازه قطعات تایید شود.شهضم  EcoRIو  HindIIIهای استخراج شد و دوباره با آنزیم

داده شدند. پلاسمید نوترکیب با استفاده از کیت  LBمنتخب در محیط مایع  ( استخراج شد. RBC)شرکت  HiYield Plasmid Mini Kitکشت 

 گذاری شد و آماده استفاده برای مراحل بعدی پژوهش شد.نام SpTRV2شده، این ناقل جدید و کوتاه

ناقل نوترکیبساخت  پیشبر PSpTRV2 و PpTRV2 های  پیشبر:  Pebv   دارای  ژن  اتصال  پژوهش،  از  مرحله  این  دو    Pebvهدف  به 

و   pTRV2ناقل اصلی(  مرحله قبل(  اه)نسخه کوت   SpTRV2)نسخه  از گرفته شده    Pcap2_GFPپلاسمید    از  این پیشبر بود.شده در  بود که 

آغازگرهای لازم ، Genome Compilerافزارنرمبا استفاده از ،  Pebv جداسازی و تکثیر پیشبر. ابتدا جهت شد تهیه دانشگاه آرهاوس دانمارک

اصلی  pTRV2و    SpTRV2ناقل    طراحی شد. بدنه  الحاقی   Pebvو توالی پیشبر (Backbone) به عنوان   .در نظر گرفته شدند به عنوان قطعه 

جایگاه آنزیمی،  برش  آنزیم  جهت  دو  برش  شدند   XbaIو   EcoRIهای  طراحی  .انتخاب  با  آغازگرهای    PrimerQuestزارهایافنرمشده 

شدند   OligoAnalyzerو به   .ارزیابی  آغازگرها  رفت  صورت مشخصات  باFPEV)  آغازگر  ذوب    و  نوکلئوتید  32طول   (  درجه   ۷۰دمای 

 تعیین شد.  گراددرجه سانتی 6۸دمای ذوب  و نوکلئوتید 3۵طول  ( باRPEV) آغازگر برگشتو  گرادسانتی

از آنزیم   1۸2برای تکثیر قطعه   (PCR) ای پلیمرازواکنش زنجیره  استفاده  با  ترکیبات  .انجام شد  Pfu DNA Polymeraseنوکلئوتیدی پیشبر 

بافر واکنش منیزیمdNTP ، مخلوطPfu شامل  برگشت و(MgCl2) ، کلرید  برنامه دمایی به      .بود (Pcap-fp) الگو DNA ، آغازگرهای رفت و 

اولیهواسرشت  :زیر تنظیم شد  صورت  به  گراددرجه سانتی ۹4 ،تکرار( 4۰های اصلی )چرخه، دقیقه 3به مدت گراد  درجه سانتی  ۹4  ،سازی 

درجه  ۷2 هم در شدن نهاییطویل .دقیقه 2به مدت گراد سانتی درجه ۷2ثانیه برای اتصال،  3۰به مدت  گراددرجه سانتی  62ثانیه،    4۵مدت  

باند    یکروی ژل آگارز   PCR محصول  .در نظر گرفته شد  دقیقه  ۷به مدت  گراد  سانتی از تایید حضور  الکتروفورز شد و پس   1۸2درصد 

میکرولیتر  ۵سازی با الکتروفورز مجدد صحت خالص .دشاز روی ژل تخلیص   Vivantis (GF-1)نوکلئوتیدی، کل محصول با استفاده از کیت

نمونه تایید شد به پیشبر  1۸2قطعه    .از  مربوط  بازی   شرکت GF-1 از روی ژل آگارز با استفاده از اسکالپل جدا و سپس با کیت  Pebvجفت 

Vivantis   السازی شد. صحت خالصخالص با   خورده های برششده و همچنین ناقلکتروفورز مجدد تأیید شد. غلظت قطعه خالصسازی 

pTRV2   وSpTRV2     در مربوطه  باندهای  شدت  مقایسه  این غلظت λ DNA/EcoRI+HindIII مارکرسایز    مقابلبا  اساس  بر  ها، تعیین شد. 

با نسبت الحاق  مولی  واکنش  انجام و سازه  1:1و    2:1های  الحاقی(  به قطعه  به باکتری )ناقل  نوترکیب  یافته های رشدشدند. کلونی منتقلهای 

محیط دارای  روی  از  شده  گذاریکانامایسین شماره  کشت  استفاده  با  آغازگرهای اختصاصی حضور قطعه الحاقی تأیید شد.   با کمک PCR و 
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از تایید   PpTRV2به نام های نهایی حاصل از این فرآیند، به ترتیب هایناقل با استفاده از الکتروفورز،به هر دو ناقل   Pebvالحاق پیشبر  پس 

 .گذاری شدندنام  PSpTRV2و

ژنهمسانه ناقل GFP سازی  ساخت  نهاییو  این    GPSpTRV2 :و GPpTRV2 های   GFPژن گزارشگر    انتقالپژوهش، هدف  قسمت  در 

)ناقل  PSpTRV2)ناقل بومی دارای پیشبر( و  PpTRV2)پروتئین فلورسنت سبز( به درون دو ناقل نوترکیب ساخته شده در مراحل قبل، یعنی 

تامینکوتاه منبع  است.  پیشبر(  دارای  ژن  شده  پلاسمید    GFPکننده  آزمایش،  این  نرم  بود.  Pcap2_GFPدر  از  استفاده   Genomeافزار  با 

Compilerناقل  ، شبیه انجام Takaraرکت  )محصول ش  KpnIو    XbaIهای  توسط آنزیم  PSpTRV2و    PpTRV2سازی برش دو  . سپس شد( 

، آغازگرهای رفت و برگشت طراحی شدند. GFPافزار انتخاب شد. جهت تکثیر اختصاصی ناحیه بود، در نرم  GFPقطعه الحاقی که همان ژن  

نهایی به شرح زیر است: درصد  43گراد و درجه سانتی 6۷ نوکلئوتید، دمای ذوب  32با طول   ،(FPEGVآغازگر رفت )  مشخصات آغازگرهای 

GC    و( برگشت  طول    ،(RPEGVآغازگر  ذوب    33با  دمای  سانتی  ۷1نوکلئوتید،  قطعه    .GCدرصد    ۵1  گراد ودرجه  تکثیر   ۷۰6برای 

از واکنش زنجیرهGFPنوکلئوتیدی ژن    2۵استفاده شد. مخلوط واکنش با حجم نهایی  Pfu DNA Polymeraseای پلیمراز با استفاده از آنزیم ، 

مولار( میلی ۵۰) MgCl2، میکرولیتر 1مولار( میلی 1۰) dNTPمخلوط ، میکرولیتر ۵/2به میزان  PFU 10Xبافر  موارد زیر بود: میکرولیتر شامل

برگشت،  میکرولیتر  1 و  رفت   2/۰(  میکرولیتر 1۰۰واحد در    ۵)  DNA Pplymerase Pfuآنزیم  ،  میکرولیتر  1  پیکومول(  1۰)  آغازگرهای 

( BIO RADواکنش در دستگاه ترموسایکلر )تهیه شد.  میکرولیتر3/1۷آب مقطر استریل و  میکرولیتر GFP-pCap2)  )1الگو  DNA،  میکرولیتر

 ۹4 در سازیواسرشتشامل  تکرار( 3۵های اصلی )چرخه، دقیقه 3گراد به مدت درجه سانتی ۹4 در سازی اولیهبندی واسرشتبا برنامه زمان

 2 به مدت  گراددرجه سانتی ۷2 در شدنطویل، ثانیه 3۰ به مدت  گراددرجه سانتی 6۰ درال آغازگرها اتص، ثانیه 4۵ به مدت  گراددرجه سانتی

نهاییطویلو    دقیقه ، برای اطمینان از تکثیر صحیح قطعه PCRپس از اتمام واکنش  اجرا شد. دقیقه ۷گراد به مدت درجه سانتی ۷2 در  شدن 

مقدار  GFPنوکلئوتیدی    ۷۰6 از محصول واکنش روی ژل آگارز    ۵،  از رنگ  1میکرولیتر  الکتروفورز شد. پس  باند درصد  مشاهده  آمیزی و 

با اسکالپل استریل از روی ژل بریده  GFPسپس باند مربوط به ژن  نیز الکتروفورز شد. PCRمورد نظر با دستگاه ژل داک، باقیمانده محصول 

( ویوانتیس  شرکت  ژل  از  استخراج  کیت  از  استفاده  با  و  خالصGF-1شد  نهایی کیفیت خالصشدسازی  (  تایید  جهت   ۵سازی، دوباره  . 

گراد درجه سانتی 2۰ منهای ها در دماینوکلئوتیدی، نمونه ۷۰6شده روی ژل برده شد و پس از تایید حضور باند  میکرولیتر از محصول خالص

شدند. پلاسمید    ذخیره  جزء  سه  هر  اتصال،  جهت  چسبنده  انتهای  ایجاد  برای  مرحله،  این  پلاسمید  PpTRV2در   ،PSpTRV2   قطعه و 

استفاده    GFPشده  خالص آنزیم  با  دو  گرفتند.  KpnIو    XbaIاز  قرار  آنزیمی  هضم  واکنش  تحت  برای پلاسمیدترکیبات  هضم   هایهای 

PpTRV2   وPSpTRV2    2۵)حجم نهایی   مقطر  آب میکرولیتر   ۵/۸میکرولیتر بافر و  ۵/2میکرولیتر از هر آنزیم،   2میکروگرم پلاسمید،    1شامل  

از هر آنزیم،   2شده،  میکروگرم قطعه خالص  GFP  ،1برای قطعه  و    میکرولیتر( )حجم  مقطر میکرولیتر آب  21میکرولیتر بافر و  ۵میکرولیتر 

تیوب   .بود  میکرولیتر(  ۵۰نهایی   محتویات  کل  هضم،  واکنش  انجام  از  آگارز  پس  ژل  روی  و  شده  مخلوط  بارگذاری  بافر  با  درصد   1ها 

با استفاده از ژل  DNAاستخراج  هضم شده با اسکالپل جدا شدند. GFPخورده )خطی شده( و باند باند پلاسمیدهای برش  الکتروفورز شدند.

الکتروفورز صحت خالص  شد.  انجام)ویوانتیس(    GF-1کیت    از با   2۰ منهای و محصولات در فریزر .ها تایید شدمیکرولیتر از نمونه ۵سازی 

( با استفاده GFPها و قطعه سازی شده )ناقلبرای انجام واکنش اتصال، ابتدا غلظت دقیق محصولات خالص  نگهداری شدند.  گرادسانتی  درجه

نانوگرم از  2۵برای اتصال به مقدار ثابت  GFP، مقدار مورد نیاز از قطعه زیر از لدر وزنی روی ژل تخمین زده شد. سپس با استفاده از معادله

 .شدهر ناقل محاسبه 
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محاسباندازه ژنوم  دارمق برای   ۵/۹حدود    ،PSpTRV2ناقل  ،  (kbکیلوباز)  ۸/۹حدود    ،PpTRV2ناقل    .به شرح زیر در نظر گرفته شد  هاهها 

شامل  "قطعه به ناقل"برای دستیابی به حداکثر کارایی اتصال، سه نسبت مولی مختلف از  (.kbکیلوباز)  ۷/۰حدود   GFPقطعه  ، و (kbکیلوباز )

اتصالبررسی شد.    1۰:1نسبت  ،  1:1نسبت  ،  3:1نسبت   انجام واکنش  استفاده شد. مراحل انجام واکنش به  T4 DNA Ligaseاز آنزیم  ،برای 

بود   به مدت  .  شرح زیر   ۵سپس بلافاصله به مدت   گراد قرار گرفت.درجه سانتی  6۵دقیقه در دمای    3مخلوط واکنش )بدون آنزیم لیگاز( 

داده شد. اضافه شد.به تیوب   T4 DNA Ligaseآنزیم    دقیقه روی یخ قرار  به مدت    ها  گراد در درجه سانتی  16ساعت در دمای    1۵واکنش 

ترموسایکلر   دارای ژن  ناقل  .شد  نگهداریدستگاه  این فرآیند  از  نهایی حاصل  گذاری نام  GPSpTRV2و    GPpTRV2به ترتیب  ،  GFPهای 

 شدند.

به باکتری، غربالگر  DH5aسویه  E. coliهای مستعد های نوترکیب حاصل از واکنش اتصال، به باکتریناقل: و تایید نهایی کلونی ها  یانتقال 

این کار    منتقل شدند. انجام  از محصول لیگاسیون به   ۵جهت  های تیمار شده روی باکتری میکرولیتر سلول مستعد اضافه شد. 1۵۰میکرولیتر 

دارای آنتی  LBمحیط کشت   گراد نگهداری درجه سانتی 3۷ساعت در دمای  24به مدت ه و شد کشت( ml/ μg۵۰بیوتیک کانامایسین )جامد 

بدون    شدند. مستعد  باکتری  مثبت و  به عنوان کنترل  بسته )بدون برش(  ناقل  دارای  پس از  به عنوان کنترل منفی استفاده شد. DNAباکتری 

داشتن پلاسمید نوترکیب شمارهکلونی  بیوتیک،آنتی  دارای  کشت  ها روی محیطکلونی  ظاهر شدن به  گذاری شدند. برای تایید های مشکوک 

قطعه   شد  GFPحضور  استفاده  روش  دو  اول،  از  روش  در   .PCR    اختصاصی آغازگرهای  از  استفاده  با  توالی  FPEGVکلونی   با 

5  ́CTAGTCTAGAATGGCTAGCAAAGGAGAAGAAC3 آغازگر    ́  و  رفت  آغازگر  عنوان  با   RPEGVبه 

5توالی  ́CGCGGTACCTTATTTGTAGAGGCTCATCCATGCC 3 شد.  ́  انجام  برگشت  آغازگر  عنوان  بخش   PCRواکنش    به  روی 

از کلونی   با  کوچکی  مشابه  باکتری  دمایی  مراحل قبلیبرنامه  این قطعه در  باند  روش تکثیر  مشاهده  انجام شد.  نوکلئوتیدی روی ژل   ۷۰6، 

کلونی کرد.آگارز،  مشخص  را  مثبت  این روش  هضم آنزیمی تاییدیوش دوم  ر  های  در  از کلونی  بود.  استخراج شد و پلاسمید  مثبت  های 

و  GPpTRV2های برش داده شد. مشاهده قطعات با اندازه مورد انتظار روی ژل، صحت ساختار ناقل KpnIو  XbaIهای  دوباره توسط آنزیم

GPSpTRV2  .نهایی کرد از کلونی  را تایید  نهایی،  مرحله  استفاده شد. کلونیدر  مایع  برای کشت   LBها به محیط کشت مایع های تایید شده 

به مدت   منتقل شده و  استخراج پلاسمید با  انکوباتور رشد داده شدند. گراد در شیکردرجه سانتی 3۷ساعت در دمای   16دارای کانامایسین 

از کیت   ناقلشدانجام    RBCشرکت    HiYield ᵀᴹ Plasmid Mini Kitاستفاده  نهایی  .  نام  GFPپیشبر و ژن    دارایهای  و  GPpTRV2های  با 

GPSpTRV2  د.شدنگراد ذخیره درجه سانتی 2۰ منهای و در دمای هگذاری شدنام 

ناقل    از دو سویه باکتری :  به اگروباکتریوم  GPSpTRV2و    GPpTRV2های  انتقال  این پژوهش،  شامل   Agrobacterium tumefaciensدر 

GV3101    وLBA4404  ها ابتدا در محیط کشت مایعاکتری، بتهیه سلول مستعدجهت   استفاده شد LB بیوتیک ریفامپیسین کشت دارای آنتی

 ها سانتریفیوژ شده و پس از شستشو، در محلول سرد کلرید کلسیمسپس باکتری د.برس 1تا  ۵/۰ها به آن OD)600 (داده شدند تا جذب نوری

) 2(CaCl    ناقل صورت سوسپانسیون درآمدند.به  مولارمیلی  2۰با غلظت انتقال  نوترکیببرای   ، از روش ذوب و انجمادبه اگروباکتریوم های 

به سلول .استفاده شد ها مایع به باکتری LB ، محیطسپس .تحت شوک حرارتی قرار گرفتندسپس و  هزده اضافه شدهای مستعد یخپلاسمیدها 

مدت   به  و  شد  دمای    2اضافه  در  باکتری .شدند  نگهداریدرجه    2۸ساعت  بر لیترمیلی  ۵۰دارای  ها روی محیط کشت جامد  سپس   گرم 

داده شدند تا کلونی ریفامپیسینگرم بر لیتر  میلی ۵۰و  کانامایسین برای اطمینان از ورود  .ساعت ظاهر شوند 4۸های ترانسفورم شده طی  کشت 

ناقل از روش صحیح  باکتری،  به  نوترکیب  )باند  pTRV1 هایاز آغازگرهای اختصاصی برای تایید حضور ناقل .فاده شدکلونی است  PCRهای 

 .باز( استفاده شدجفت 134)باند مورد انتظار  pTRV2 باز( وجفت ۹3۸مورد انتظار 

آماده  گیاه  کشت و  یا  سازی  با اتاق کشت  درماس استایرن دارای پیتهای پلیدر سینی ی تنباکوبذرها : (N. benthamianaa)  تنباکوتوتون 

ها تا روی سینیند. ساعت تاریکی کاشته شد  ۸ساعت روشنایی و    16درصد و دوره نوری    ۷۰گراد، رطوبت  درجه سانتی  22دمای  شرایط  
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با سلفون پوشانده شدزمان جوانه  گیاهان شاملدو گروه  ..تغذیه شدند  NPKهای بزرگتر منتقل و با کودها به گلدانپس از رشد، گیاهچه. زنی 

 .برای تزریق آماده شدند ایهفته ۷تا  6 گیاهانای و  فتهه ۵تا  4

گیاهاگروباکتریوم دارای  ژن گزارشگر  تزریق   اگروباکتریومبرای آماده  :  به  از روش اصلاحسازی  برگ،  به   شده ولاسکوئزها جهت تزریق 

, 2009) et al.(Velasquez   های تایید شده در محیطکلونی شد.استفادهLB  داده شدن به محیط د.  کشت شبانه  آنتی  دارای القا کشت سپس 

باکتری فعال  زاییبیماریهای شدند تا ژنمنتقل  (mg/lit 200)استوسرینگون    و  (µg/ml 1۰۰(، ریفامپیسین )µg/ml۵۰های کانامایسین )بیوتیک

از رشد   .  شوند باکتری  24تا    2۰پس  دارایها سانتریفیوژ شده و رسوب آنساعته،  بافر  با  در نهایت، . شستشو داده شد MgCl2 و MES ها 

بافر تلقیح حل شد و جذب نوری در  باکتری  های باکتریایی سوسپانسیون. بعد از آن، دشتنظیم  3/۰ها روی عدد تمام نمونه OD)600 (رسوب 

ناقل نوترکیبدارای   (T7تا  T1) تیمار ۷در مجموع  .مخلوط شدند 1:1به نسبت   (pTRV1)با سوسپانسیون دارای ناقل کمکی  (pTRV2)های 

دارای     T1. تیمارطراحی شد باکتری)شاهد(  بدون   در دو سویه GFP بدون ژن های خالیناقل (کنترل منفی) T3 و   T2، تیمارهایبافر تلقیح 

LBA4404 وGV3101    و تیمارهایT4 تا T7 (اصلی دارایناقل(  تیمارهای  نوترکیب  بومی و کوتاه شده( در هر   GFP های  دو سویه  )نسخه 

از سرنگ بدون سوزن به سطح زیرین برگ گیاهان تنباکو تزریق شبودند.    باکتری استفاده  با  باکتریایی  برای جلوگیری از آلودگی،  . دمخلوط 

 .شدندها تعویض میپس از هر تیمار سرنگ و دستکش

از تزریق، گیاهان به اتاق کشت بازگردانده شدند:  آماری  تجزیه و تحلیلبرداری و  عکس ، از برگ گیاهان GFPبرای بررسی بیان ژن   .پس 

با دستگاه  2۰و    1۵،  12،  ۹در روزهای   از تزریق  با استفاده از  (GFP دهنده بیاننشان) های سبزمساحت بخش   .برداری شدعکس UV پس 

انجام   GraphPad Prism 6و  Excel،(1۹خه نس)  SPSSافزارهای ها با نرمهای آماری و مقایسه میانگینتحلیل. محاسبه شد  Image Jافزار  نرم

 شد.

 

 Results and Discussion و بحث نتایج

 

ناقل کوتاه ناقل نوترکیب   YL156 (TRV2)سازی   SpTRV2و ساخت 

بود که یک قطعه   این صورت  به  مولکولی  استراتژی  این پژوهش،  اصلی    241۵در  ناقل  از  با یک قطعه   pTRV2نوکلئوتیدی  حذف شده و 

به طول  کوتاه از برش آنزیمی توسط دو آنزیم   21۰۹تر  استفاده  با  این جابجایی  . در دمیسر ش HindIIIو  EcoRIنوکلئوتید جایگزین شود. 

ناقل اصلی که  این تغییرات،  باز رسید. این جفت ۹3۵۷تر شد و به اندازه نهایی باز کوتاهجفت 3۰۰باز طول داشت، حدود جفت ۹663نتیجه 

 .(1)شکل  گذاری شدنام SpTRV2ناقل جدید 

ناقل  21۰۹اتصال قطعه و   سازی قطعاتتخلیص و آماده  نوکلئوتیدی به بدنه اصلی 

به عنوان الگو  pTRV2ناقل  و)به دلیل دقت بالا(  Pfu DNA Polymeraseآنزیم  با شرایط بهینه و  PCRبرای تولید قطعه جایگزین، از واکنش 

اختصاصی توانسته(  2A)شکل  ژل آگارز روی PCRمحصولات   . نتایج الکتروفورزاستفاده شد اند قطعه مورد نظر را با  نشان داد که آغازگرهای 

پس از . نوکلئوتید و شدت مناسب، حاکی از کارآمدی واکنش و بهینه بودن شرایط بود 21۰۹باندی با طول دقیق موفقیت تکثیر کنند. مشاهده 

سازی شد . برای ( خالصGF-1و با استفاده از کیت شرکت ویوانتیس ) هنوکلئوتیدی با اسکالپل از روی ژل جدا شد 21۰۹، قطعه PCRتایید  

 (. 2Bشده دوباره الکتروفورز شد )شکل اطمینان از خلوص و سلامت قطعه، محصول خالص
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 و  EcoRIنوکلئوتید و بین دو جایگاه آنزیم برشی 241۵است و قسمت کوچکتر ناقل که دارای   pTRV2. قسمت آبی رنگ که بخش بزرگتر ناقلpTRV2نقشه ناقل   ( A -1شکل 

HindIII  .قرار داشتB )  نقشه ناقل کوتاه شده (SpTRV2)  نوکلئوتید بود با رنگ آبی در شکل نمایش داده شده است. 21۰۹قسمت اضافه شده که دارای 
Fig 1. A) Schematic representation of the pTRV2 vector. The larger portion of the pTRV2 vector is depicted in blue, while the smaller 
inserted fragment, consisting of 2,415 nucleotides and flanked by EcoRI and HindIII restriction sites, is also indicated. B) Schematic diagram 

of the shortened vector (SpTRV2). The inserted fragment, comprising 2,109 nucleotides, is highlighted in blue. 

 

 
. PCRرز محصول خالص شده از ژل آگارز از محصول الکتروفو (pTRV2 ،Bناقل از نوکلئوتیدی 21۰۹ باند 3و 2چاهک شماره  PCR.الکتروفورز ژل آگارز محصول  (A -2شکل 

 pTRV2نشان دهنده برش ناقل  2و  1چاهک  نوکلئوتیدی. 21۰۹و بخش  pTRV2الکتروفورز محصول هضم آنزیمی ناقل  (Cخالص شده.  نوکلئوتیدی 21۰۹دارای قطعه  2و  1چاهک 

 نوکلئوتیدی از ژل. 21۰۹و بخش pTRV2 تر پلاسمید جداسازی قسمت بزرگ (D. نوکلئوتیدی 21۰۹محصول برش آنزیمی بخش  ۵و  4به دو بخش بزرگتر و کوچکتر است و چاهک 

باند  1در چاهک  ،تایید اندازه باندهای خالص شده (E .نوکلئوتیدی است 21۰۹ قطعهمحصول هضم آنزیمی  ۵و  4و چاهک  PTRV2محصول برش هضم آنزیمی ناقل  2و  1چاهک 

 نوکلئوتیدی. 21۰۹ باند خالص شده بخش 2و در چاهک  pTRV2اقل خالص شده قسمت بزرگتر ن
Fig 2. A) Agarose gel electrophoresis of PCR products. Lanes 2 and 3 band 2,109-nucleotide fragment derived from the pTRV2 vector. B) 

Agarose gel electrophoresis of gel-purified PCR products. Lanes 1 and 2 show the purified 2,109-nucleotide fragment. C) Restriction 

enzyme digestion analysis of the pTRV2 vector and the 2,109-nucleotide insert. Lanes 1 and 2 demonstrate the cleavage of pTRV2 into two 
fragments (a larger and a smaller segment) while lanes 4 and 5 display the restriction digest of the 2,109-nucleotide insert. D) Gel extraction 

of the larger pTRV2 fragment and the 2,109-nucleotide insert. The upper band in lanes 1 and 2 and the bands in lanes 4 and 5 corresponding 

to the digested 2,109-nucleotide insert. E) Verification of the sizes of the purified fragments using a DNA sizing kit: lane 1 contains the 

purified larger fragment of pTRV2, and lane 2 contains the purified 2,109-nucleotide insert.   
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و هم  pTRV2، هم ناقل اصلی بعد در مرحله نتایج نشان داد که قطعه در جایگاه صحیح قرار گرفته و کیفیت مناسبی برای مراحل بعدی دارد .

با    21۰۹قطعه   ناقل    قرار گرفتند.  HindIIIو    EcoRIنوکلئوتیدی تحت هضم آنزیمی  به   pTRV2هضم  یک قطعه  ،تولید دو قطعه شدمنجر 

ناقل( و یک قطعه کوچکتر )بخش حذف شونده   نوکلئوتید روی ژل  ۷24۸قطعه بزرگتر ناقل با طول  نوکلئوتیدی( .  241۵بزرگتر )اسکلت 

با دقت برش داده شد(  2C)شکل    شناسایی شد نوکلئوتیدی هضم شده  21۰۹قطعه  تا برای اتصال به قطعه جدید آماده شود. ( 2D)شکل  و 

از روی ژل خالص به طور جداگانه  نهایت، صحت خالصنیز  در  سازی هر دو بخش )ناقل بزرگ و قطعه ورودی( با الکتروفورز سازی شد. 

 .(2E)شکل  تایید شد مجدد

ناقل خطی شده و قط اتصال، غلظت  انجام واکنش  از   Lambdaها نسبت به مارکر وزنی )نوکلئوتیدی با مقایسه شدت باند آن 21۰۹عه پیش 

DNA Marker  شد زده  تخمین  ژل  روی  معادله    و(  از  استفاده  الحاق در 1با  محاسبه شد. واکنش  اتصال  برای واکنش  نیاز  مورد  مقادیر   ،

مختلف )مانند نسبت  انجام گرفت .( 1:1و  2:1های مولی 

 نوترکیب و استخراج پلاسمید ترانسفورماسیون و غربالگری

اتصال به باکتری منتقل  بیوتیک کانامایسین ظاهر ها روی محیط کشت دارای آنتیکلونی ا کشت داده شدند.هشده و باکتریمحصولات واکنش 

نوترکیب )  دارایهایی  برای شناسایی کلونی.  شدند از روش SpTRV2ناقل   ،)PCR ه از آغازگرهای اختصاصی، کلونی استفاده شد. با استفاد

 جهت نوکلئوتیدی را در ناقل تایید کرد . 21۰۹ها غربالگری شدند. مشاهده باند مورد نظر روی ژل الکتروفورز حضور قطعه تعدادی از کلونی

 EcoRIهای زمان با آنزیم( به طور همpTRV2( و پلاسمید اصلی )SpTRV2های نوترکیب )تایید نهایی، پلاسمیدهای استخراج شده از باکتری

به ناقل اصلی )  (.3د )شکل  شدنمقایسه    آگارز  و روی ژل  ههضم شد  HindIIIو   مربوط  (، پس از هضم دو باند مشاهده pTRV2در چاهک 

باند پایینی قطعه جدا شده    ،شد ، (SpTRV2در چاهک مربوط به ناقل نوترکیب )  .(3نوکلئوتیدی بود )شکل   241۵باند بالایی )اسکلت ناقل( و 

مشاهده شد باند  تفاوت اندازه در باند  .(3)شکل  نوکلئوتیدی بود 21۰۹باند بالایی )اسکلت ناقل( و باند پایینی قطعه جایگزین شده  ،نیز دو 

در   باند  بودن  )کوچکتر  به    SpTRV2پایینی  موفقیتpTRV2نسبت  اثبات (،  به  ناقل کوتاه شده را  بودن عملیات جایگزینی و ساخت  آمیز 

 رساند.

 
، pTRV2ناقل بسته  1در چاهک . HindIIIو   EcoRIبا دو آنزیم برشی SpTRV2و pTRV2 های واکنش هضم آنزیمی ناقل محصولالکتروفورز ژل آگارز  -3شکل 

 نمایش داده شده است.  SpTRV2ناقل برش خورده  3در چاهک  وpTRV2 ناقل برش خورده  2چاهک 
Fig 3. Agarose gel electrophoresis of restriction digests of the pTRV2 and SpTRV2 vectors using the restriction enzymes EcoRI and HindIII. 

Lane 1 contains undigested (supercoiled) pTRV2 plasmid; lane 2 shows EcoRI/HindIII-digested pTRV2; and lane 3 displays EcoRI/HindIII-

digested SpTRV2. 
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پیشبر PSpTRV2 و PpTRV2 های نوترکیبساخت ناقل  Pebv دارای 

و مشخصات آنها با کمک  (4Aطراحی شده )شکل  Genome Compiler نرم افزاراز  آغازگرهای لازم با استفاده    ،Pebvجداسازی پیشبر   جهت

افزار  نر برشی آنزیم  بررسی شد.  OligoAnalyzerم  این بخش دو سایت   ۵'به ترتیب به سمت   XbaIو   EcoRIای  هدر طراحی آغازگرهای 

برگشت اضافه شد.   Pfu DNAبه عنوان الگو و آنزیم  Pcap2-GFPبا استفاده از پلاسمید  (PCR) ای پلیمرازواکنش زنجیرهآغازگرهای رفت و 

Polymerase     به تکثیر قطعهانجام شد و  (.4Cدهد)شکل جداکردن قطعه را نشان می  4C(. شکل  4Bکل  )ششد    ینوکلئوتید  1۸2ی  منجر 

پس از  .(4Dخلوص و کیفیت بالای قطعه بازیابی شده را نشان داد )شکل   ،Pebv  پیشبر یا همانقطعه جداسازی شده از ژل   الکتروفورز مجدد

الحاقی توسط   این قسمت  با دو آنزیم   PCRتکثیر  غلظت پس از تعیین های اصلی متصل شد. این قسمت به ناقل XbaIو  EcoRIو برش آن 

ناقلقطعه خالص از مارکر وزنی، واکنش اتصال انجام ش SpTRV2 و TRV2 های خطیسازی شده و  استفاده  نوکلئوتیدی به  1۸2قطعه  د. با 

الحاق  های برشناقل پس (. 4Eشکل ( شده( ایجاد شوند)نسخه کوتاه  PSpTRV2)نسخه کامل( و   PpTRV2های نوترکیب د تا ناقلشخورده 

باکتری محیطاز ترانسفورماسیون و رشد  نتایج . انجام شدکلونی   PCR ها با روشکانامایسین، غربالگری کلونی دارایانتخابی   کشت  ها روی 

آمیز هر دهنده ساخت موفقیتهای منتخب تایید کرد که نشاننوکلئوتیدی را در کلونی 1۸2کلونی، حضور قطعه  PCR الکتروفورز محصولات 

بود نوترکیب  ناقل  از نسبت  .(4Fشکل  )  دو  ناقل  این دو  به  الحاق پیشبر  انجام  استفاده شد. ناقل   1:1و    2:1های  برای  الحاقی(  )ناقل: قطعه 

pTRV2    نام با  دارای قطعه پیشبر  ناقل    PpTRV2اصلی  نامگذاری شدند. ناقلین  PSpTRV2کوتاه شده دارای قطعه پیشبر با نام   pTRV2و 

منتقل باکتری  به  باکتری نوترکیب  و  کلونشده  شدند.  حضور ها کشت  شد.  مشاهده  کانامایسین  دارای  پلیت  روی  نسبت  دو  هر  از  هایی 

و الکتروفورز محصولات تایید شد ) شکل  PCRها با استفاده از تکنیک غربالگری توسط پلاسمیدهای نوترکیب دارای پیشبر الحاقی در کلونی

4F.) 

ژنمسانهه  GPSpTRV2 و GPpTRV2 های نهاییو ساخت ناقل GFP سازی 

از آنزیم   (PCR) ای پلیمرازواکنش زنجیره استفاده  از   GFPنوکلئوتیدی ژن  ۷۰6منجر به تکثیر اختصاصی قطعه   Pfu DNA Polymeraseبا 

الکتروفورز ژل آگارز، حضور تکشد  Pcap2-GFPمنبع   نتایج  موقعیت صحیح تایید کرد  ۷۰6اند  ب.  پس از .  (۵A)شکل    نوکلئوتیدی را در 

از ژل آگارز جدا نظر  مورد  اولیه، قطعه  سازی شد. الکتروفورز خالص شرکت ویوانتیس (GF-1) و با استفاده از کیت( ۵Bسازی ) شکل تایید 

بالا و عدم شکستگیمجدد محصول خالص داد )شکل   DNA سازی شده، خلوص  های نهایی، غلظت قطعه برای ساخت ناقل .(۵Cرا نشان 

GFP   ناقلخالص و  خطیشده  تعیین   (PSpTRV2 و PpTRV2) های  وزنی  مارکر  از  استفاده  اتصال(.  ۵D)شکل    دشبا  واکنش  با  سپس 

بهینهنسبت مولی  ناقلهای  به تولید  منجر  که  شد  انجام  شده  اندازه    GPpTRV2های  سازی  اندازه    GPSpTRV2باز( وجفت  1۰۵۵1)با  )با 

باکتری.  شدباز(  جفت  1۰24۵ به  انتقال  از  انتخابی   E. coliپس  محیط  حضور قطعه و انجام  PCR ها با روشغربالگری کلونی،  و رشد روی 

GFP   ناقل در  تایید  را  نوترکیب  ناقل  سپس(.  ۵E)شکل  شدهای  به سویهاین  نتقل شدند و م اگروباکتریوم   (LBA4404 و GV3101 هایها 

 .(۵F)شکل  دشتایید  PCR ها دوباره باصحت حضور آن

 GFPبررسی میزان سطح سبز برگ ناشی از بیان 

برگاز اندازه  GFPبرای سنجش میزان نسبی بیان پروتئین   های گیاهان تنباکو استفاده شد. همانطور که در گیری هاله سبز رنگ ایجاد شده روی 

می  6Dتا    6Aهای  شکل ناقل خالی  مشاهده  نشانه   pTRV2شود. گیاهان شاهد و تنباکوهایی که  بودند هیچ گونه علامت یا  را دریافت کرده 

شد تابش  سبز  تحت  را  ناقل  uvن  دارای  ندادند. در عوض گیاهان  دارای پیشبر  نشان  نقطه  GFPو ژن    Pebvهای  از حالت  ای تا درجاتی 

تا  6Aهای شکل)  بوده و با آن ارتباط مستقیم داشته باشد، نشان دادند  GFPتواند به عنوان معیاری از میزان بیان  یافته سبزی را که میگسترش 

6D .) 
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 Genome Compile افزاردر نرم  Pebvطراحی آغازگرهای اختصاصی پیشبر (A .و قطعه پیشبر SpTRV2 و pTRV2 هایلنتایج مربوط به تأیید ساختاری ناق -4شکل 

B) الکتروفورز محصول PCR  بازی از پیشبرجفت 1۸2حاصل از تکثیر قطعهPcap2-Gfp   (3–1های )چاهک ،C)  بازی از ژل آگارز جفت 1۸2جداسازی قطعه

 pTRV2 خوردههای برشتعیین غلظت نسبی ناقل (E. شده: قطعه خالص1؛ چاهک  GF-1 شده پیشبر با استفاده از کیتتأیید نهایی قطعه خالص (D  ؛(3–1های )چاهک 

دون ب 2و  1چاهک  . Pebvهای نوترکیب دارای پیشبر ( تایید حضور پلاسمیدF  (؛3)چاهک   Pebvبازی پیشبر جفت 1۸2( و قطعه 2)چاهک   SpTRV2، (1چاهک )

ر مربوط مارک ، و سایزD DNA (100 bp Plus, Vivantis) و  B،Cر مربوط به شکل های مارکجفت بازی می باشد. سایز  1۸2دارای باند  4و  3قطعه الحاقی و چاهک 

 باشد. می VC 100 bp Plus DNA Ladder (Vivantis)هم  Fمربوط به شکل  مارکرسایز  .باشد( می.Lambda DNA/EcoRI+HindIII) Eبه شکل 

Fig 4. Results of structural verification of pTRV2 and SpTRV2 vectors and promoter fragment.  A) Design of promoter-specific primers for 
Pebv using Genome Compiler software.   B) Agarose gel electrophoresis of PCR products amplifying a 182-bp fragment of the Pcap2-Gfp 

promoter (lanes 1–3).  C) Purification of the 182-bp promoter fragment from agarose gel (lanes 1–3). D) Final verification of the purified 

Pebv promoter fragment using the GF-1 PCR Purification Kit; lane 1: purified fragment.  E) Relative quantification of digested plasmid 

vectors: pTRV2 (lane 1), SpTRV2 (lane 2), and the 182-bp Pebv promoter fragment (lane 3). F) Confirmation of recombinant plasmids 

containing the Pebv promoter insert. Lanes 1 and 2 represent colonies without the insert, whereas lanes 3 and 4 show the expected 182-bp 
amplicon. DNA ladder markers: 100 bp Plus DNA Ladder (Vivantis) was used for panels B, C, and D; Lambda DNA digested with EcoRI + 

HindIII was used for panel E; and VC 100 bp Plus DNA Ladder (Vivantis) was used for panel F. 

 

  GFPنوع و اندازه ناقل روی درصد سطح سبز برگ ناشی از بیان پروتئین  اثر

می  ۷Dتا    ۷Aهای    شکلطور که در  همان ناقل خالی  شود،مشاهده  بافر یا  مختلف  میان تیمارهایی که در روزهای  دریافت کرده  pTRV2 در 

معنی اختلاف   دهنده آن است که بیان پروتئینمشاهده نشد. این یافته نشان GFP داری در میزان فلورسانس سبز ناشی از پروتئینبودند، هیچ 

GFP های دارای ژن در این تیمارها رخ نداده است. در مقابل، در تیمارهایی که ناقلGFP   را دریافت کرده بودند، درجاتی از فلورسانس سبز

احتمالاً نشان  شدشاهده  م  این پروتئین استکه  بیان  تلقیح شده بودند، بیشترین مساحت  LBA4404ه ای که با سویهفته 6در گیاهان  .دهنده 

برابر بیشینه  6/1دست آمد. این مقدار حدود در روز آخر ارزیابی به (GPSpTRV2) شدهدر تیمارهای دارای ناقل اصلاح GFP فلورسانس سبز
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مشاهده فلورسانس  ناقلمساحت  دارای  تیمارهای  در  در  GPpTRV2 شده  مساحت فلورسانس سبز  میانگین  همچنین،  بود.  روز  همان  در 

ناقل دارای  به تیمارهای  ۵/1حدود   GPSpTRV2 تیمارهای  مربوط  میانگین  ای هفته 6در گیاهان  .(۷Aگزارش شد )شکل   GPpTRV2 برابر 

با سویهتلقیح در روز دوازدهم پس از تلقیح مشاهده  GPSpTRV2 ناقل دارایمساحت فلورسانس سبز در تیمارهای ، بیشترین GV3101 شده 

ای هفته 4در گیاهان  .(۷B)شکل  در روز پانزدهم بود GPpTRV2 شده در تیمارهایبرابر بیشینه مساحت فلورسانس ثبت  ۰۷/1د که حدود ش

با سویهتلقیح برابر  4/1نیز در روز پانزدهم ثبت شد که حدود  GPSpTRV2 ، حداکثر مساحت فلورسانس سبز در تیمارهایLBA4404 شده 

  .(۷Cدر همان روز بود )شکل  GPpTRV2 شده در تیمارهایحداکثر مساحت مشاهده

 
 

از  gfpبازی جفت ۷۰6قطعه  PCR الکتروفورز ژل آگارز محصول (PSpTRV2  .Aو PpTRV2 هایدر ناقل  gfpهای بیانی دارای ژنمراحل ساخت و تأیید سازه - 5شکل 

پس از   gfpشده تأیید هویت باند خالص( C .(4تا  1های از ژل آگارز )چاهک gfpبازی جفت ۷۰6سازی قطعه جدا (  Bاست.   gfpباندمربوط به  4تا  1های . چاهک.Pcap2-gfpسازه

؛ PSpTRV2، ناقل2؛ چاهک PpTRV2، ناقل1) چاهک  سازیپس از خالص  gfpو قطعه  PpTRV2،PSpTRV2 هاییین غلظت نهایی ناقلتع D)برش از ژل و استخراج با کیت. 

 هایکلونی 4و  3های و چاهک GPpTRV2 های دارای سازهکلونی 2و  1های )چاهک  PCR با استفاده از  E. coliهای مثبت درغربالگری کلونی (gfp.) E، قطعه 3چاهک 

GPSpTRV2   ،)هستندF)  تأیید حضور قطعهgfp  های نوترکیب داخل در سازهA. tumefaciens  با استفاده از PCR  1، چاهک، GPpTRV2 ویهدر سGV3101 2؛ چاهک 

GPpTRV2 در سویهLBA4404 3؛ چاهک، GPSpTRV2  در سویهGV3101 4؛ چاهک، GPSpTRV2 در سویهLBA4404.،در تمام موارد .M  دهنده سایز نشان

 .است   Lambda DNA /EcoRI+HindIIIمارکر

 
Fig 5. Construction and molecular validation of expression constructs harboring the gfp gene in the PpTRV2 and PSpTRV2 vectors. (A) 

Agarose gel electrophoresis of the PCR-amplified 706-bp gfp fragment from the Pcap2-gfp plasmid. Lanes 1–4 show a band at the expected 

size corresponding to gfp. B) Gel extraction of the 706-bp gfp fragment (lanes 1–4). (C) Verification of the identity of the purified gfp 

fragment following gel excision and extraction using the PCR Purification Kit. (D) Quantification of purified DNA components: lane 1, 

PpTRV2 vector; lane 2, PSpTRV2 vector; lane 3, gfp insert. (E) Colony PCR screening of E. coli transformants: lanes 1 and 2 colonies 

containing the GPpTRV2 construct; lanes 3 and 4 colonies containing the GPSpTRV2 construct.  (F) Confirmation of gfp integration into 

recombinant constructs within A. tumefaciens strains by colony PCR: lane 1, GPpTRV2 in GV3101; lane 2, GPpTRV2 in LBA4404; lane 3, 

GPSpTRV2 in GV3101; lane 4, GPSpTRV2 in LBA4404. In all panels, M denotes the Lambda DNA/EcoRI + HindIII DNA size marker. 
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مختلف های پس از ترانسفورماسیون با سویه gfpهای گیاهان تنباکو دارای ژن گزارشگر از برگ (UV) تحت نور فرابنفش (GFP) تصویربرداری فلورسانس سبز -6شکل 

A. tumefaciens  .A)  شده با سویهای تلقیحهفته 6گیاهان LBA4404؛ B  شده با سویهای تلقیحهفته 6(گیاهانGV3101؛ C شده با سویهای تلقیحهفته 4هان ( گیا 

LBA4404؛ D شده با ای تلقیحهفته 4( گیاهان .GV3101دهنده بیان موفق ژن فلورسانس سبز نشانgfp  های گیاهی استدر بافت. 
Fig 6. Green fluorescent protein (GFP) fluorescence imaging under ultraviolet (UV) light in leaves of Nicotiana tabacum plants transformed 

with different A. tumefaciens strains carrying the gfp reporter gene.  (A) Six-week-old plants inoculated with strain LBA4404; (B) Six-week-

old plants inoculated with strain GV3101;  (C) Four-week-old plants inoculated with strain LBA4404;  (D) Four-week-old plants inoculated 

with strain GV3101. 
د که آم  دستدر روز دوازدهم به  GPpTRV2 ، بیشینه مساحت فلورسانس سبز در تیمارهایGV3101 شده با سویهای تلقیحهفته 4در گیاهان 

معادل  به تقریبی  در تیمارهای  ۰4/1طور  میانگین کلی  GPSpTRV2 برابر حداکثر مساحت فلورسانس  دیگر،  از سوی  بود.  در روز پانزدهم 

در تیمارهای  6در گیاهان  .(۷Dبود )شکل  GPSpTRV2 برابر میانگین مربوط به تیمارهای 4۵/1حدود  GPpTRV2 مساحت فلورسانس سبز 

با سویهای تلقیحهفته بیشترین GV3101 شده  در روز دوازدهم پس از تلقیح  GPSpTRV2 ناقل دارایمساحت فلورسانس سبز در تیمارهای ، 

 4در گیاهان  .(۷B)شکل  در روز پانزدهم بود GPpTRV2 شده در تیمارهایبرابر بیشینه مساحت فلورسانس ثبت  ۰۷/1د که حدود شمشاهده 

 4/1نیز در روز پانزدهم ثبت شد که حدود   GPSpTRV2 ، حداکثر مساحت فلورسانس سبز در تیمارهایLBA4404 شده با سویهای تلقیحهفته

، GV3101 شده با سویهای تلقیحهفته 4در گیاهان  .(۷Cدر همان روز بود )شکل  GPpTRV2 شده در تیمارهایبرابر حداکثر مساحت مشاهده

در تیمارهای برابر حداکثر مساحت  ۰4/1طور تقریبی معادل د که بهآم  دستدر روز دوازدهم به  GPpTRV2 بیشینه مساحت فلورسانس سبز 

در تیمارهای میانگین کلی مساحت فلورسانس سبز در تیمارهای GPSpTRV2 فلورسانس  دیگر،  از سوی  بود.   GPpTRV2 در روز پانزدهم 

 .(۷Dبود )شکل  GPSpTRV2 برابر میانگین مربوط به تیمارهای 4۵/1حدود 
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 اثر نوع سویه باکتری بر میزان فلورسانس سبز

داد که در گیاهان   از تحلیل آماری نشان    LBA4404 شده با سویهای، میانگین مساحت فلورسانس سبز در گیاهان تلقیحهفته  6نتایج حاصل 

میانگین مساحت فلورسانس در گیاهان تلقیح  ۰6/1حدود   با سویهبرابر  بود. همچنین، بیشینه مساحت فلورسانس در گیاهان  GV3101 شده 

دارای همان  GV3101 شده باشده در گیاهان تلقیحبرابر بیشینه مساحت مشاهده ۸/1  ، حدودGPSpTRV2 دارای ناقل LBA4404 شده باتلقیح

بود )شکل میانگین مساحت فلورسانس سبز در گیاهان تلقیحهفته  4در گیاهان  .  (۷B و  ۷Aهای  ناقل  نیز  حدود  LBA4404 شده با سویهای 

گیاهان تلقیح  41/1 به  مربوط  میانگین  با سویهبرابر  با GV3101 شده  بیشینه مساحت فلورسانس در گیاهان تیمارشده  این،  بر   بود. علاوه 

LBA4404 ناقل حدود  GPSpTRV2دارای  در گیاهان تلقیح  41/1،  معادل  مساحت  بیشینه  بابرابر  ناقل GV3101 شده   GPpTRV2 دارای 

 .(۷D و ۷Cهای گزارش شد )شکل

 

 
ای هفته 6گیاهان  (TRV .Aهای مختلفدر گیاهان تنباکو پس از تلقیح با ناقل GFP عنوان شاخصی از بیان پروتئینبهمیانگین درصد سطح سبزشده برگ   -7شکل 

شده با ای تلقیحهفته 4گیاهان  (D؛ LBA4404شده با سویهای تلقیحهفته 4گیاهان  ( C؛GV3101شده با سویهای تلقیحهفته 6گیاهان  (B؛ LBA4404شده با سویه تلقیح

 .بر اساس آزمون توکی( هستند) ۰1/۰ها در سطح دار بین میانگیندهنده عدم تفاوت آماری معنیحروف یکسان نشان. GV3101سویه
Fig 7. Mean percentage of leaf area exhibiting green fluorescence as a quantitative indicator of GFP protein expression in Nicotiana tabacum 

plants following infiltration with different TRV-based vectors. (A) Six-week-old plants infiltrated with Agrobacterium tumefaciens strain 

LBA4404; (B) Six-week-old plants infiltrated with strain GV3101; (C) Four-week-old plants infiltrated with strain LBA4404; (D) Four-

week-old plants infiltrated with strain GV3101. The same letter is not significantly different at the p < 0.01 level according to Tukey’s HSD 
post-hoc test. 
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 ن بر میزان فلورسانس سبزاثر زما 

اساس شکل  از پس زمان به وابسته شوددر نظر گرفته می GFP پروتئین بیان از شاخصی عنوانبه که ، سطح فلورسانس سبز ۷B و  ۷Aهای  بر 

، کمینه و بیشینه LBA4404 و سویه GPpTRV2 ناقل با شدهتلقیح ایهفته 4 گیاهان در. شد نوساناتی  دچار  آزمایش  دوره طول در و  بود تلقیح

به سبز  فلورسانس  مشاهده  مساحت  تلقیح  از  پس  بیستم  و  دوازدهم  روزهای  در  گیاهان  شترتیب  در  تلقیحهفته  6د.  ناقلای  با   شده 

GPSpTRV2  افزایش یافت و در روز پانزدهم به حداکثر خود رسید؛ سپس در نهم و دوازدهم  و همان سویه، سطح فلورسانس در روزهای 

بیستم   در روز  GPpTRV2 ، بیشترین مساحت فلورسانس در تیمارهایGV3101 شده با سویهای تلقیحهفته 4در گیاهان  .کاهش پیدا کردروز 

تیمارهای در  و  گیاهان   GPSpTRV2 دوازدهم  در  شد.  ثبت  پانزدهم  روز  تلقیحهفته  6در  باای  بیشینه فلورسانس در روز GV3101شده   ،

در تیمار در تیمار GPpTRV2 پانزدهم  بیستم  وابسته به  GFPبیان پروتئین  .(۷D و ۷Cهای د )شکلشمشاهده  GPSpTRV2 و سپس در روز 

 ت.زمان بود. در اکثر تیمارها، سطح بیان از روز نهم آغاز شده، در روزهای دوازدهم تا پانزدهم به اوج خود رسید و در روز بیستم کاهش یاف

تولید مدرن، امکان تولید سریع، ی کلیدی در زیستهاعنوان یکی از استراتژیهای گیاهی بهمبتنی بر ویروس های بیان موقتاستفاده از سیستم

مقیاس و  پروتئینایمن  نوترکیب  پذیر  میان، ویروس  است.  کرده  فراهم  راصنعتی    هایآنزیم  و  هابادیآنتی  ها،واکسن  جمله  ازهای  این  در 

تنباکوجغجغه میزبانبه ای  دامنه  با  یدلیل  عالی  سازگاری  و  بیماری  علائم  حداقلی  القای  سریع،  سیستمی  انتقال  توانایی   .Nگسترده، 

benthamiana   استاندارد در زیستبه است  شده مطرح ژنتیک مهندسی برای آلایده نامزد  یک  عنوانبه  و  فناوری گیاهیعنوان یک سکوی 

(Senthil-Kumar & Mysore, 2014)  .با طراحی دو نسخه نوترکیب از این پژوهش،   شدهیگری کوتاهو د (GPpTRV2) یکی بومی TRV2 در 

(GPSpTRV2)  و الحاق پیشبر Pebv    و ژن گزارشگرgfpکه  ه شد، نشان داد TRV های عنوان یک سکوی رقابتی برای بیان پروتئینتواند بهمی

 یژن مهندس ینیگزیجا یکه با استراتژ شد یمعرف TRVe به نام TRV بر یپلتفرم مبتن کی در پژوهشی2۰22در سال  .سازی شودخارجی بهینه

 یهادرج  یکیژنت یداریو پا کندیفراهم م  N. benthamiana اهیرا در گ  وژنیبدون ف  یِخارج نیدو پروتئ داریو پا  کیستمیس  انیب ییتوانا  وشده  

م   نهیآم   دیاس  ۹۰۰تا حدود    یژن ژنوم  شیرایجهت و crRNA و Cas12a نیهمزمان پروتئ لیتحو یبرا ستمیس  نیا  ن،ی. همچندینمایرا حفظ 

موفق  یهایگ  دهدیگسترش م  بینوترک نیپروتئ نیهمزمان چند دیو تول یعملکرد کیاست که کاربرد آن را در ژنوم   شده  رفتهگکار  به  تیبا 

.(Guo et al., 2022). 

بود. این تغییر، نه تنها منجر به کاهش اندازه  TRV2 بازی ژنومجفت 3۰۰توجه بیان پروتئین با کاهش های این مطالعه، بهبود قابلیکی از یافته

از   ناقل  های کمّی نشان داد ویروسی را نیز افزایش داد. داده RNA باز شد، بلکه سرعت انتشار سیستمی و پایداریجفت ۹3۵۷به   ۹663کلی 

کوتاه ناقل  گیاهان   (GPSpTRV2) شدهکه  تلقیحهفته  6در  سویه   ای  با  بیستم،  اگروباکتریوم  LBA4404 شده  روز   سطح  ،برابر 6/1در 

های ویروسی با القا کرد. این یافته با مدلی همخوانی دارد که بیان پروتئین در سیستم (GPpTRV2) را نسبت به نسخه بومی GFP فلوئورسانس

بهبود می بار ژنتیکی  و مشخص شده است نیز تأیید شده  PVX و TMV های مبتنی برقبلی در سیستم هایپژوهش دراین فرضیه .  یابدکاهش 

  (.Marillonnet et al., 2005) پروتئین شده است بیان شدن منجر به دو تا سه برابر TMV سازی ژنومکوتاه  که

متعلق به ویروس   Pebvپیشبر   این پژوهش،  در  استفاده  است. این پیشبر به دلیل فعالیت بسیار   Pepper vein banding virus (PeVBV)مورد 

بافت در  بیانقوی  القای  برگی و توانایی  استفاده از چنین پیشبرهای ویروسی در  .(Park et al., 2009)شود ژن با سطوح بالا شناخته می  های 

سیستم با  موقتترکیب  بیان  بر) های  مبتنی  به طور قابل توجهی ، کارایی تولید پروتئین(TRV مانند وکتورهای  نوترکیب را در گیاهان  های 

 .(Peyret & Lomonossoff, 2023)دهد افزایش می

امکان بیان  GPSpTRV2و GPpTRV2 هایوجود این پیشبر در سازه  که ویژگی ،را بدون نیاز به القای تقسیم سلولی فراهم کرد gfp بالای ژن، 

نشان  خالی، ناقل با شدهتلقیح یا شاهد گیاهان در فلورسانس مشاهده عدم.  است  حیاتی  بسیار  بالغ  گیاهان  در  پایدار  هایپروتئین  تولید  برای

 Nicotiana اهیژنوم گ شیرایو یسامانه کارآمد برا کنیز ی(،  2۰1۵و همکاران ) یعل  یادر مطالعه .است Pebv پیشبر القایی  ه خصوصیتدهند
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benthamianaa  ستمیبا استفاده از س CRISPR/Cas9   جغجقه روسیو شده ازوکتور مشتق کواسطه یو با( ای توتونTRV) د.توسعه داده ش 

ا  اهیگ یهاهدفمند در ژن یادو رشته یهاشکست ی، موفق به القاPebv ی  روسیتحت کنترل پیشبر و (gRNA) راهنما   RNA  پژوهش،  نیدر 

مورد  . درAli et al., 2015))    شدند مروری در   بیان شده است که ،بینوترک یهانیپروتئ دیتول یبرا  یاهیگ  یروسیو  یهاناقل  یطراح  مقاله 

به  پیشبر  هیناح  یمهندس را به  روسیو نیو ا داده  شیهدف را افزا یهانیپروتئ  انیب ییکارا تواندیم   TRV در  رکدکنندهیغ یهایتوال  یسازنهیو 

 (Abrahamian et al., 2020). کند لیتبد یاهیمختلف گ یهاموقت در گونه انیب یمناسب برا یانهیگز

اخیر نشان داده توانند با تعامل با فاکتورهای ، می P19-enhanced promotersیا   Pebv،CaMV 35S اند که پیشبرهای ویروسی مانندمطالعات 

.  (Peyret & Lomonossoff, 2023) های میزبان افزایش دهندطور اختصاصی در بافتبیان ژن را به (WRKY و TFIID مانند) رونویسی گیاهی

با این  Pebv  پیشبر  با این حال، التهابی کمتری  ،    CaMV 35Sمزیت را دارد که در مقایسه  های دفاعی و بنابراین، احتمال القای پاسخ داردالقای 

   LBA4404نشان داد که سویهاین پژوهش نتایج   .باشد  داشته  مستقیم تأثیر  پروتئین  بیان پایداری  بر تواندمی  که عاملی .دهدگیاهی را کاهش می

گیاهان   بههفته  4در  معنیای  )طور  به    41/1داری  نسبت  بالاتری  بیان  القاکننده    virGفاقد ژن     LBA4404 . سویهدارند   GV3101برابر( 

از سوی دیگر، . (Hellens et al., 2000) در گیاه شودایمنی   هایتر پاسخهای التهابی است. این ویژگی ممکن است منجر به القای ضعیفپاسخ

GV3101   پروتئینبه بودن  دارا  عنوان    P19 دلیل  سرکوب به  قوییک  برخی سیستم    RNA silencing کننده  دارددر  بهتری   ها عملکرد 

(Voinnet et al., 1999)  .این حال، در سکوی  P19 ، افزودن(16Kمانند پروتئین ) است RNAi کنندهکه خود دارای عناصر سرکوب   TRV با 

عملکرد نتیجه،  در  و  شود  اضافی  تنظیمی  بار  به  منجر  است  می   GV3101 ممکن  تأکید  موضوع  این  یابد.  سویه کاهش  انتخاب  که  کند 

اساس عملکرد عمومی آن در سایر سکوها اگرباکتریوم بر  نه  باشد،  میزبان  ناقل ویروسی و گونه  با  سیستمی  سازگاری  اساس  بر  در   .باید 

از    با  فرازیگزارشگر لوسژن    موقت  انیبشی  پژوه که داده شد    بررسی شد و نشان   GV3501 و LBA4404 ومیآگروباکتر  هیدو سواستفاده 

م برهم موفق  کنندهنییتع  ینقش  ن،یپروتئ  یریگهدف  یسلولدرون  یهاگنالیو س  ییایباکتر  هیسو  یهایژگیو  زبان،یم   پیژنوت  انیکنش   تیدر 

 (.Mirakhorli et al., 2014)کندیم  فایموقت ا انیب ندیفرآ

–12ای، اوج بیان در روزهای هفته 4کننده سن گیاه در دینامیک بیان پروتئین بود. در گیاهان های دیگر این پژوهش، نقش تعیینیکی از یافته

در سطح بیان احتمالاً ناشی از تغییرات فیزیولوژیکی گیاه شد کشیده  2۰  روز  به  اوج  این ای،هفته 6  گیاهان در  که  حالی  در  داد، رخ 1۵ . تفاوت 

تر و سطوح های سریعسلولی بالاتر و نفوذپذیری بیشتر بافت، معمولاً پاسخ ای( به دلیل نرخ تقسیمهفته 6تا  4تر )معمولاً است. گیاهان جوان

بالاتری در سیستم خاموشی های دفاعی میزبان مانند تر مکانیسمسازی سریعتر، فعالدهند. در مقابل، در گیاهان مسننشان می موقتهای بیان 

RNA   تدریجیمی کاهش  به  منجر  شود  تجمع   تواند  بیان  کمتر  پایداری  و  یافته.  (Senthil-Kumar & Mysore, 2011)ویروس  بر این  ها 

بین سن گیاه، زمان تلقیح و زمان برداشت تأکید می دقیق   پروتئین تولید صنعتی فرآیندهای طراحی در که ایویژگی ،کنندضرورت هماهنگی 

موقت،    .حیاتی است گیاهان  در نتیجه در آگرواینفیلتراسیون  بهترین  هفته استفاده  6تا  4با سن  N. benthamianaاز گیاهان  تبهتر اسبرای 

های بسیار نرم و حساسی دارند که ممکن است در حین تزریق آسیب ببینند و هنوز به بلوغ کافی برای بیان بافت هفته  3گیاهان کمتر از   .شود

نرسیده از  در گ  .اندبالای پروتئین  بیش  یابد. همچنین کاهش می آگروباکتریومشود و نفوذپذیری تر میدیواره سلولی ضخیم هم  هفته  6یاهان 

میتر فعالدر گیاهان مسن (Silencing) های دفاعی گیاهمکانیسم   (. Sparkes et al., 2006) تواند بیان ژن خارجی را سرکوب کندتر هستند که 

اخیراً   TRVعنوان مثال،. بهشوداستفاده  های گیاهیلید واکسنتواند در آینده برای تو، این سکو میGPSpTRV2 با توجه به کارایی بهبودیافته

های حیوانی های ایمنی قوی در مدلاستفاده شده و پاسخ  N. benthamianaدر(  مانند پروتئین اسپایک) SARS-CoV-2 هایژنبرای بیان آنتی

از مزیت های  هفته(، عدم نیاز به تصفیه پیچیده و امکان تزریق مستقیم 3سرعت تولید )کمتر از  .  (Phoolcharoen et al., 2023)است  القا کرده

  .کلیدی این رویکرد است
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مرتبط در آینده داد.  با توجه به نتایج این پژوهش می استفاده مثلا  جایگزینی با پیشبرهای القاشوندهتوان پیشنهاداتی به شرح زیر برای مطالعات 

کاهش دما پس از  از جمله سازی شرایط محیطیبهینه .تری بر بیان فراهم کندشدهبندیکنترل زمانتواند القایی می یا حرارت  از پیشبرهای نور

به   افزایش پایداریتواند  می گراددرجه سانتی 22  تا  2۰تلقیح  های گیاهی، راندمان و کاهش تنش RNA با کاهش سرعت تخریب پروتئین و 

می افزایش  موقت  پروتئین.  (Matsuda et al., 2012)  دهدبیان  تولید  در  درمانیاستفاده  جمله    های  با ژناز  این سکو  ماننآزمایش  د هایی 

scfv،cytokines  شده ازاین پژوهش نه تنها یک نسخه بهینه بنابراین .تواند ارزش کاربردی آن را نشان دهدمینیز های درمانی یا آنزیم TRV 

 .آوردتولید گیاهی را فراهم میآن به یک سکوی رقابتی در زیست شدن دیلهای علمی لازم برای تبکند، بلکه پایهرا معرفی می
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