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بررسی بیان موقت ژن VP2 ویروس بسیار حاد بیماری بورس 
عفونی در برگ توتون، یونجه و کاهو به روش آگرواینفیلتراسیون

چکيد‌ه 
پروتئی�ن VP2 ايمون�وژن اصلي محافظت‌کننده جوجه‌ها در برابر ویروس بیماری بورس عفونی اس�ت و ب�ا توجه به اهمیت و مقبولیت 
فناوری جدید تولید پروتئین‌های نوترکیب ش�امل واکس�ن‌ها، پادتن‌ها و داروها درگیاهان، تولید پروتئین نوترکیب VP2 بس�یار مورد 
توجه قرار دارد. در این تحقیق از بیان موقت ژن VP2 به روش آگرواینفیلتراسیون یا انتقال ژن تحت خلاء توسط آگروباكتریوم، برای 
 pBI121 تولید این پروتئین نوترکیب درگیاهان توتون، یونجه وکاهو اس�تفاده ش�ده اس�ت. بدین منظورآگروباكتریوم حاوی پلاسمید
ح�اوی ژن VP2 ب�ه طول 1356 جفت باز تح�ت پروموتر CaMV35S به باف�ت برگ‌هاي تازه این گیاهان منتق�ل گردید. بیان موقت 
پروتئین در برگ‌های تراریخت، با استفاده از پلیت الایزا و لکه‌گذاري پروتئين اندازه‌گیری شد. با استفاده از روش آگرواینفیلتراسیون 
و انتقال س�ازه بیانی VP2، بیش�ترین بيان ای�ن پروتئین به ترتیب در برگ‌های ترآریخت یونجه و توت�ون و کمترین بیان در برگ‌های 

ترآریخت کاهو بدست آمد.
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Transient expression of VP2 gene of very virulent IBDV in tobacco, Alfalfa and lettuce leaves by agroinfil-
tration By: Shahram Pourseyedi,Scientific Member of Shahid Bahonar Kerman Unibersity (Corrospording Author 
Tel: +983413220041), Haleh Hashemi Sohi, Genetic Research Center, Mansour Omidi, Seied Ali Ghoreshi, Scientific 
Members of Tehran University, A. A. Shah Nejat Boushehri, Jourabshi, E. Genetic Research Center. 
VP2 protein is the major host protective immunogen of infectious bursal disease virus (IBDV) of chickens. Plants are now gaining 
widespread acceptance as a general platform for the large scale production of recombinant proteins including vaccine, antibodies 
and pharmaceuticals. In present study VP2 gene of an Iranian isolate of IBDV was cloned under strong plant expression promoter 
CaMV35S and introduced to Agrobacterium tumefaciens. Using agro-infiltration method, VP2 protein was expressed in Tobacco 
(Nicotiana tobacum), Alfalfa (Medicago sativa) and Lettuce (Lactuca sativa) leaves. The expression of VP2 was detected in leaves 
extracts by western blot and ELISA methods. The highest expression was detected in alfalfa and tobacco leaves and lowest expression 
was found in lettuce. 

Key words: Recombinant protein, Agro-infiltration, Tobacco, Alfalfa, Lettuce, VP2, 
Infectious bursal disease virus (IBDV), Gumboro, Plant.

مقد‌مه
  بیم��اری ب��ورس عفونی ی��ا گامبورو یک��ی از مهم‌ترین و ش��ايع‌ترين 
بيماري‌ه��ای جوج��ه و فوق العاده واگيردار در نقاط مختلف دنيا اس��ت 
وتوس��ط ويروس��ي از جنس بیرناوی��روس و خان��واده بيرناويریده ایجاد 
می‌شود. این بيماري بسیار حاد ويروسي با تخريب سلول‌هاي لمفوسيت 
ب��ورس فابریس��يوس و اندام‌هاي لمفوئيدي دیگر س��بب می‌ش��ود که 
جوجه‌هاي جوان مبتلا، پاس��خ ايمني ضعيفی نس��بت به واکسيناسيون 
نشان داده و به عفونت‌هاي ثانويه و بیماری‌های دیگر نیز بسيار حساس 
گردند )25(. ژنوم این ویروس از دو قطعهRNA دو رشته‌ای 2/8 و3/2 
کیلو بازی تش��کیل شده اس��ت. ژنوم کوچک‌تر پروتئين بزرگ VP1 را 
ک��د مي‌کند در حالی که ژنوم بزرگتر، پل��ی پروتئینی را کد می‌کند که 
 VP4، VP3 با قابلیت پروتئولیزی خودبخودی به س��ه پروتئین کامل
VP2 تقس��یم می ش��ود )2(. تنها اپي توپ‌هاي فضايي سطح پروتئین 
VP2 ب��ا وزن مولکولی41 کیلو دالت��ون قابلیت تحريك آنتي ‌بادي‌هاي 

خنثيك‌ننده ويروس را دارند )23،17(.
 به دليل وجود مش��کلات فراوان برای ريش��ه‌کني اين ويروس و عمدتاً 
غیر قابل تش��خیص بودن به موقع بیم��اری در حالت تحت باليني )3(، 
کنترل بیماری با رعایت اصول بهداش��تی و واکسيناس��يون گله مادری 
انجام می ش��ود. با توجه به اثرات بیماری‌زائی جدیدترین واکس��ن‌هاي 
موجود، احتمالً برگش��ت بیماری پس از چند بار واکسیناس��یون و عدم 
صرفه اقتصادی، تولید واکس��ن در گیاهان به ویژه واکسن‌های خوراکی 
با توجه به مزایای اس��تفاده سیس��تم‌های یوکاریوتی، چند س��الی است 
که مورد توجه پژوهش��گران قرار گرفته اس��ت به ط��وری که هم اکنون 
تعداد زی��ادی از آنتی ژن‌های عوامل بیماری‌زا درگیاهان بیان ش��ده‌اند 
)11،10،1(. ای��ن واکس��ن‌ها علاوه بر قابلیت تحریک سیس��تم ایمنی و 
صرف��ه اقتص��ادی، فوائد دیگری از جمله پای��داری، ایمنی و درجه تاثیر 
بیش��تر، سازگاری بهتری نسبت به واکسن‌های رایج دارند )23(. با توجه 

به اهمیت پروتئين VP2 نوترکيب براي واکسيناس��يون طيور )19،16( 
تولی��د این پروتئین با روش مهندس��ی ژنتیک اخی��را در یوکاریوت‌ها از 
جمل��ه مخم��ر )29،16( و گیاهان آرابید و پس��یس )28( و برنج )12( 
انجام ش��ده و توانائی آن نیز به عنوان واکس��ن ن��و ترکیب نیز به اثبات 

رسیده است.
دو روش ب��رای انتقال ژن ب��ه درون ژنوم گیاه و بیان پروتئین نوترکیب، 
بیان ش��ده است )8(. در روش اول ژن مورد نظر به داخل ژنوم هسته یا 
ژنوم اندامک‌های سیتوپلاس��می منتقل شده و گیاه تراریخت دائم تولید 
می گردد. در روش دوم که بيان موقت ژن مورد نظر اس��ت، ژن توس��ط 
ی��ک ویروس گیاهی یا انتقال بدون پوش��ش و يا با اس��تفاده از باکتری 
آگروباکتریوم به گیاه میزب��ان منتقل می‌گردد )27(. در حالت آخر، که 
آگروباكتري��وم حاوي ژن م��ورد نظر تحت مکش خ�لأ بتدريج به بافت 
برگ تازه گیاه نفوذ می‌کند آگرواينفيلتراس��یون نامیده ش��ده اس��ت. با 
ورود باكتري به سلول برگ، پروتئين‌هاي باكتريايي فرآیند انتقال ژن به 
سلول‌هاي ميزبان را تسهیل کرده و بيان پروتئين مورد نظر سه تا چهار 
روز پس از نفوذ، قابل تشخيص می‌گردد )14(. بررسی چگونگی بیان ژن 
و میزان آن، آزمون درستی سازه‌های مورد استفاده در مهندسی ژنتیک 
ب��دون نیاز به تولید گي��اه تراريخت پایدار، بررس��ی تولید پروتئين‌هاي 
پيچي��ده مولتي مر )20(، بیان كمپلكس‌ه��اي پروتئيني چند واحدي و 
تعویض یا جایگزینی بخش‌هائ��ی از زیرواحدهای پروتئینی )7( از دیگر 
توانائی‌ه��ای این روش اس��ت. قابلی��ت ویژه ای��ن روش تولید چند صد 
ميلي‌گرم پروتئین نوترکیب با س��رعت و س��هولت قابل توجه است )9(. 
تولید پروتئین VP2 نوترکیب در برگ‌های گیاهانی مانند یونجه که به 
صورت مس��تقیم در جیره غذائی طیور مصرف می‌گردند بسیار ارزشمند 
اس��ت، اگرچه می‌‌توان این پروتئین را با استفاده از برچسب هیستیدین 
یا برچسب‌های دیگر برروی س��تون کروماتوگرافی میل ترکیبی خالص 

نمود )26(.
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امروزه آگرواینفیلتراس��یون به عنوان راه��کاری جدید و جایگزین برای 
روش انتق��ال دائم ژن، برای تولید پروتئین‌های ن��و ترکیب خصوصاً در 
گیاهان��ی که قابلی��ت تولید برگ فراوان دارند مطرح اس��ت، بطوریکه با 
اس��تفاده از این روش درگیاه یونجه با ظرفیت تولید 7500 برگ در هر 
هفت��ه می‌توان چندی��ن میلی گرم پروتئین نوترکی��ب را تولید و عرضه 

نمود )9(. 
در این تحقیق که بخش��ی از برنامه تولی��د پروتئین نوترکیب VP2 در 
گیاه سیب زمینی است، از آگرواینفیلتراسیون برای بررسي امکان تولید 
 این پروتئین در برگ‌های توتون ).Nicotiana tobacum L(، یونجه 
).Medicago sativa L( وکاه��و ).Lactuca sativa L( اس��تفاده 
ش��ده اس��ت تا علاوه بر تولید آن عملکرد ناقل بیان��ی این ژن نیز برای 

انتقال دائم به گیاه سیب زمینی بررسی گردد. 

مواد و روش‌ها
  VP2 سازه های حاوی ژن کدکننده پروتئین

در این بررس��ی از پلاس��مید pTZ57R حاوی ژن کد کننده پروتئین 
VP2 ب��ا طول 1356 جفت باز که توس��ط Shamsara و همکاران از 
س��ویه ایرانی این ویروس جدا ش��ده و با شماره AY704912 در بانک 
ژن ثبت ش��ده است اس��تفاده گردید )23(. ابتدا دو پرایمر VP2-F و

VP2-R به ترتیب به صورت زیر طراحی شد. 
                          )3΄- CGGGATCCAATCGCAGCGATGACAAAC-5΄(
TAGAGCTCTTAATGGTGATGGTGATGGT-5΄(

)3΄ -GCCTTATGGCCCGGATTAT
در پرایمر اول جای��گاه برش آنزیمBamHI و در پرایمر دوم یک توالی 
ک��د کننده برچس��ب هیس��تیدینی )6xHis( در انته��ای΄5 ژن و پس 
از آن جای��گاه ب��رش آنزیم SacІ در نظر گرفته ش��د. جايگاه آنزيم‌هاي 
انتخاب شده در توالی ژن VP2 وجود نداشتند. سپس با استفاده از این 
پرایمرها، PCR با انجام واسرش��ت اولیه با 4 دقیقه در دمای 94 درجه 
س��انتي‌گراد آغاز شد. سپس30 سیکل شامل 45 ثانیه واسرشت در 94 
درجه س��انتي‌گراد، 45 ثانیه اتصال پرایمرها در 58 درجه س��انتي‌گراد 
و1 دقیقه س��نتز DNA در 72 درجه سانتي‌گراد انجام شد و پس از10 
دقیقه دمای اتصال نهائی درoC72، ژن VP2 به طول 1356 جفت باز 

تکثیر و از روی ژل آگارز خالص و جدا گردید. 
از س��وی دیگر ناقل دوتائ��ی pBI121 حاوي پروموتر CaMV35S و 
خاتم��ه دهن��ده NOS نیز در همان دو جای��گاه آنزیمی بریده و پس از 
حذف توالی GUS، توالی کد کننده پروتئین VP2 بین پروموتر و توالی 
خاتمه دهنده قرار گرفت و با استفاده از روش Sambrook و همکاران 
)22( به باکتری E.coli منتقل شد. به منظور کسب اطمینان از صحیح 
قرار گرفتن قطعه درجلوي پروموتر، پس از برش پلاس��مید با آنزيم‌هاي 
BamHІ و SacІ قطع��ه‌اي ب��ه طول1400 جفت ب��از بر روی ژل جدا 
گردید. برای اطمینان از حضور ژن، با استفاده ازجفت پرایمر اختصاصی 
مربوط به قطعه کامل VP2 به اندازه 1356 جفت باز و همچنین قطعه 
740 جفت باز دردرون ژن، از روش PCR با ش��رایط قبل استفاده شد. 
سرانجام سازه نهائی pBI121 حاوی ژن VP2 پس از خالص سازی با 
روش Bevan )5( به آگرو باکتریوم س��ویه PGV3850 منتقل گردید 

و تائی��د نهائ��ی آن با انجام PCR با همان ش��رایط قبل ب��ا پرایمرهای 
VP2-F و VP2-R انجام شد. 

آماده کردن آگرو باکتریوم 
آگروباكتریوم حاوي س��ازه مورد نظر در محیط لوریا برتانی )ال. بی( به 
مدت 18 س��اعت كش��ت ش��د. پس از اینكه چگالي نوري محیط كشت 
)OD( در ط��ول م��وج 600 نانومتر به حدود 0/6 رس��ید، نمونه‌ها 20 
دقیقه در دمای 4 درجه س��انتی‌گراد با 3500 دور در دقيقه س��انتریفوژ 
شدند. سپس در محيط مخصوص انتقال حاوی نمک های MS، بافر ام. 
ای. اس. 10میلی مولار و استوس��رینگون 200 میکرو مولار با pH برابر 
5، تعلیق و برای تهیه سوسپانسیون یکنواخت 1/5 تا 2 ساعت در دمای 

28 درجه سانتی‌گراد كشت شدند. 

انتقال ژن به برگ گیاه با واسطه آگروباکتریوم در خلاء 
)آگرو اینفیلترآسیون(

0/5 گرم برگ کاملًا س��بز و تازه هرگیاه که به طور طبیعی کش��ت شده 
بودند پس از شستشو با آب مقطر استریل در بشرحاوی 100 میلی لیتر 
سوسپانس��یون باکتری غوطه ور شده و به مدت30 دقیقه در دسیکاتور 
تح��ت مکش 1 ميلي بار قرار داده و با قطع ناگهانی خلاء، ش��رایط لازم 
ب��رای نفوذ باکتری‌ها به بخش‌های میان بافتی برگ که هوای آن تخلیه 
ش��ده بود فراهم گردید. س��پس برگ‌های هر گیاه به ص��ورت وارونه بر 
روی کاغ��ذ صافی داخل پلیت قرار داده و در ش��رایط نوری 8 س��اعت 
تاریکی و 16 ساعت روشنائی 6000 تا 8000 لوکس در دمای 25 درجه 
س��انتی‌گراد قرارداده شدند. پس از 3 شبانه روز برگ‌های تراریخت برای 

استخراج پروتئین تام در 70- درجه سانتی‌گراد نگهداری شدند.

تولید سرم پادتن 
ب��ا توجه ب��ه اینکه آنتی بادی پروتئين VP2 ب��ه صورت تجارتی عرضه 
نمی‌ش��ود، به منظ��ور تولید س��رم پادتن علي��ه این پروتئی��ن، حيوان 
آزمايش��گاهی )خرگوش( بوس��يله واکس��ن D78 که در اي��ران به طور 
گس��ترده برای واكسيناس��يون جوجه‌ه��ا علیه بیماری گامب��ورو به کار 

می‌رود، ايمن شد. 
ب��رای اين منظور س��ه نوبت با فاصل��ه دو هفته، هر نوب��ت 1 میلی‌لیتر 
واکسن D78 تازه رقیق شده حاوی حدود 800 دز به صورت زير جلدي 
به ناحیه پشت خرگوش تزريق گردید. تزریق اول واکسن به نسبت 1:1 
ب��ا آدجوانت فرون��د كامل، تزریق دوم به نس��بت 1:1 با آدجوانت فروند 
ناقص و تزریق آخر بدون آدجوانت فروند انجام ش��د. هش��ت روز بعد از 
آخرین تزريق، پس از تائید ایمن ش��دن حی��وان )29( با آزمایش الایزا، 
خون گيري نهائی از قلب حیوان انجام و سرم جدا شده تا زمان استفاده 

در70- درجه سانتی‌گراد نگهداري شد. 

 VP2 استخراج پروتئین
استخراج پروتئین با روش Lameli )16( با کمی تغییر انجام شد. برای 
این کار ح��دود 500 میلی گرم از برگ‌های تراریخت را با قرار دادن در 
هاون حاوی نیتروژن مایع، کاملا پودر کرده، 0/5میلی لیتر بافر استخراج 

بررسي بيان موقت ژن ...
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)کلرید س��دیم 0/5 م��ولار، ای. دی. تی. ا 5 میلی مولار، تریس-اس��ید 
کلریدری��ک 10 میلی مولار )pH=8(، دی. تی. تی 5 میلی مولار و پی. 
ام. اس. اف 2 میلی مولار( به ویال حاوی هر نمونه اضافه و 3 تا 4 ساعت 
بر روی یخ در 4 درجه سانتی‌گراد با سرعت 120 دور در دقیقه هم زده 
شدند. سپس برای جدا کردن پروتئین تام، نمونه‌ها 15 دقیقه با سرعت 
12000 دور در دقيقه در4 درجه س��انتی گراد سانتریفوژ شده و محلول 

رویی هر ویال جداگانه در20- درجه سانتی گراد نگهداری شد.

آنالیزکیفی میزان بیان پروتئین با استفاده از پلت الایزا
30 میکرولیتر پروتئین تام استخراج شده از برگ‌های تراریخت و برگ‌های 
غیر تراریخت )کنترل منفي( با 80 میکرولیتر بافر پوشش‌دهنده )حاوی 
10/6 گرم کربنات سدیم، 8/4 گرم بی کربنات سدیم و 0/2 گرم سدیم 
آزاید در یک لیترآب مقطر با pH=9/6( به چاهک‌های پلت الایزا افزوده 
و پل��ت به مدت 18 س��اعت در 4 درجه س��انتی‌گراد نگهداری ش��د. از 
واکس��ن D78 به عنوان کنترل مثبت اس��تفاده گردید. س��رم ايمن به 
نسبت 1 به 500 با بافر 1X از توئین کازئین 10X )حاوی 60/55 گرم 
تریس، 3/7 گرم ای. دی. تی. ا، 87/7 گرم کلرید سدیم، 20 گرم کازئین 
و 4/4 میلی لیتر توئین20 دریک لیتر آب مقطر با PH=8( رقيق گردید 
و50 میکرولیت��ر از محل��ول حاص��ل، به عنوان آنتی ب��ادی اولیه، به هر 
چاهک اضافه و 2-1 س��اعت در دماي 37 درجه سانتی‌گراد قرار گرفت. 
پس از 3 بار شستشو با بافر توئین کازئین 1X هر بار به مدت 5 دقیقه، 
آنتي س��رم خرگوش کونژوگه به HRP باتوجه به دس��تورالعمل شرکت 
سازنده )Roche Apl. Science(، به نسبت 1 به 1000 با بافر توئین 
کازئین 1X رقيق و50 میکرولیتربه هر چاهک اضافه و 1/5 س��اعت در 
دماي 37 درجه س��انتی گراد قرار گرفت. س��پس سه بار شستشو با بافر 
توئین کازئین 1X مشابه مرحله قبل انجام شد. در پايان پس از افزودن 
محلول کروموژن/سوبسترا )ABTS/H2O2( جذب نوری در طول موج 

405 نانومتر ثبت گردید.

لکه‌گذاري پروتئين با وسترن بلات
پروتئين اس��تخراج ش��ده از گياه��ان تراریخت و گیاه��ان غیرتراریخت 
)کنترل منفی( بر روي ژل 12 درصد پلی آکريل آميد با ش��دت جريان 
ثابت 30 میلی آمپر به مدت 4-3 ساعت الکتروفورز گرديد )15(. انتقال 
نمونه‌هاي پروتئين از روي ژل به غشاء پلی وینیلیدن دی فلوراید انجام 

شد. 
سپس غش��اي حاوی باندهای منتقل شده، در مجاورت آنتی بادی سرم 
تولید ش��ده با غلظت 1 به 500 به مدت يك ش��ب در 4 درجه س��انتی 
گراد بر روی ش��یکر قرار گرفت و پس از س��ه بار شستش��و، 1/5 ساعت 
در مج��اورت آنتي س��رم خرگوش کونژوگه ب��ه HRP هم زده و پس از 
س��ه بار شستشو، رنگ آميزي با اس��تفاده از بافر شستشو و سوبستراي 
اختصاصي4-کل��رو1- نفت��ول انجام گردی��د. علاوه بر ای��ن آزمون لکه 
گذاری پروتئین با قرار دادن غش��اء حاوی باندهای منتقل شده، درآنتی 
بادی مونوکلونال علیه برچس��ب هیس��تیدینی با غلظت 1 به 500 طبق 
دستورالعمل شرکت سازنده )Roche Apl. Science( استفاده شد تا 

بیان پروتئین با دو آنتی بادی مختلف بررسی گردد. 

نتیجه و بحث
در این تحقیق برای بی��ان موقت ژن از روش انتقال آگروباکتریوم تحت 
خ�الء و برگ‌های گیاه��ان توتون، یونجه وکاهو به عن��وان میزبان برای 
بیان ژن VP2 استفاده شد. گیاه توتون علی رغم تولید مواد آلکالوئیدی 
ب��ه دلی��ل قابلیت بیان بالا به عنوان گیاه م��دل، و یونجه وکاهو با توجه 
به قابلیت تولید برگ فراوان در طول س��ال، و امکان اس��تفاده مستقیم 
در جی��ره غذائ��ی طیور و توانائی نس��بتا خوب تولی��د پروتئین انتخاب 
گردیدن��د )8(. به منظور بی��ان ژن VP2 ویروس بیماری بورس عفونی 
جدا ش��ده از س��ویه ایرانی در برگ این گیاهان، ژن فوق به طول حدود 
1356 جفت باز )22( در پلاسمید بیانیpBI121 تحت کنترل پروموتر 
 PCR همس��انه س��ازی گردید. نتایج حاصل از آزمایش CaMV35S
توسط جفت پرایمر طراحی شده برای ژن VP2 حاکی از حضور این ژن 

در پلاسمید pBI121 و حضورآن درآگروباکتریوم بود )شکل 1(. 
   برای بررسی حضور پروتئین نوترکیب در پروتئین تام استخراج شده از 
برگ‌های گیاهان تراریخت و شاهد، ازآنتی بادی سرم تولید شده استفاده 
ش��د. در روش لکه‌گذاری وسترن واکنش مناسبی بین پادتن سرم تولید 
شده و پروتئین استخراج شده مشاهده نگردید و نتایج Ture و همکاران 
)1993( و Dybing و Jackwood )1997( را تائید نمود. این مسئله 
می‌توان��د به دلای��ل مختلفی از جمله طبیعت آب گری��ز این پروتئین و 
تغییر س��اختار نهائی آن در ش��رایط دناتوره کنن��ده SDS-PAGE به 
دلیل تخری��ب اپی توپ‌های فضائی این پروتئین باش��د که عامل اصلی 
اتص��ال آنت��ی ژن به آنتی بادی هس��تند )25،6،5(. از طرف دیگر تولید 
میزان کم پروتئین نوترکیب در میزبان‌های گیاهی س��بب شده است که 
راه کارهائی از جمله استفاده از پروموتورهای مختلف، توالی‌های کوزاک 
و هدفمند س��ازی به اندامک‌ها به منظور افزای��ش میزان بیان پروتئین 
استفاده ش��ود )13،11(. با این حال در بس��یاری موارد سنجش میزان 
پروتئی��ن نوترکی��ب به دلیل میزان کم تولید آن ب��ا روش‌هائی از جمله 

لکه‌گذاری وسترن به خوبی میسر نمی‌گردد. 
به همین دلیل در این تحقیق برای س��هولت در امر جداسازی پروتئین، 
در مرحله همس��انه سازی با اس��تفاده از روش PCR یک قطعه 6 تائی 
کدون هیس��تیدین به انته��ای'5 ژن مورد نظر اضافه گردید. اس��تفاده 
از پادت��ن Anti-Histag توانس��ت حض��ور پروتئین ف��وق را بر روی 
غش��اء PVDF در آزمایش لکه‌گذاری وس��ترن نش��ان دهد. این نتایج 
نش��ان داد ک��ه پروتئین نوترکیب ف��وق با باند ح��دود 41 کیلو دالتون 
در ب��رگ های توتون و یونجه بیان ش��ده و نتایج بیان این ژن در مخمر 
تائید گردید )29(، در حالی که درگیاهان توتون ش��اهد، یونجه ش��اهد 
 و همچنی��ن کاه��وی تراریخ��ت، چنین بان��د پروتئینی وجود نداش��ت 

)شکل 2(.
همانطور که قبلا اش��اره ش��د ازآنجا که کیت تجاری الایزا برای سنجش 
میزان آنتی ژن VP2 به صورت تجاری عرضه نمی‌گردد و یکی از اهداف 
این تحقیق در گام‌های بعدی اس��ت، برای تائی��د حضور این پروتئین و 
مقایسه بیان آن در برگ‌های تراریخت با برگ‌های گیاهان غیر تراریخت 
یا ش��اهد نظیرشان با استفاده از پادتن سرم ساخته شده فوق، آزمایشی 
با اس��تفاده از پلت الایزا انجام ش��د که در بخش مواد و روش‌ها تشریح 
گردی��د. نتایج حاک��ی از آن بود که بیان پروتئی��ن VP2 در برگ‌های 
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تراریخت یونجه، توت��ون و کاهو به ترتیب 3/8، 2/5 و 1/6 برابر گیاهان 
ش��اهد نظیرش��ان بوده اس��ت )نمودار 1( به عبارت دیگر دناتوره نشدن 
پروتئین در این روش ش��رایط مناسب‌تری نس��بت به روش لکه گذاری 
وس��ترن برای س��نجش میزان پروتئین و مقایس��ه آن در برگ گیاهان 
ترآریخت با گیاهان ش��اهد فراهم نموده اس��ت و نتایج Shamsara و 

Ghoreshi )1385( را تائید می‌کند )29(. 
ب��ه طور کلی نتایج حاصل از این تحقیق نش��انگر آن اس��ت که با توجه 
ب��ه رفتار بیانی خاص هر پروتئین در محیط س��لول، اس��تفاده از روش 
آگروباکتریوم تحت خلاء می‌تواند یکی از روش‌های مناسب برای بررسی 
س��ازه‌های بیانی و میزان بیان ژن در گیاهان باش��د )11،8(. با توجه به 
این نتایج گیاه یونجه پتانسیل خوبی برای تولید پروتئین VP2 دارد در 
حالی‌که میزان تولید در گیاه توتون کمتر و در کاهو بسیار کم است. به 
نظر می‌رس��د تولید این پروتئین با غلظت بالاتر درگیاه یونجه و پایداری 
آن در محیط س��یتوزولی، س��بب شده اس��ت که میزان بیشتری از این 
پروتئی��ن تولید گرددکه نظ��ر Schilberg و همکاران )2004( را تائید 
می‌نمای��د. تولید پروتئین VP2 نوترکیب در گیاه یونجه با قابلیت تولید 
پروتئین بالا، قابلیت کش��ت مناسب، چند چین برداشت و تولید 30 تن 
برگ در سال در هر هکتار به سهولت دست یافتنی است )9،8(. با توجه 
ب��ه خوراکی بودن ای��ن پروتئین نوترکیب برای طیور و اس��تفاده از این 
گیاهان علوفه ای به ویژه یونجه در خوراک مرغ، به نظر می‌رسد با انجام 
بررسی‌هائی بتوان برگ‌های حاوی این پروتئین نوترکیب را مستقیماً در 

جیره غذائی جوجه‌ها مصرف کرد. 
عل��ی رغم ای��ن مزیت‌ها، با توجه به اینکه تکنول��وژی انتقال ژن در این 
گیاه به خوبی توتون قابل اجرا نیس��ت، بس��یاری از پژو هشگران تلاش 
می‌کنند از سیستم‌های بیانی دیگر از جمله آگرواینفیلتراسیون برگ‌ها یا 
سوسپانسیون سلولی استفاده نمایند )8(. در برگ‌های گیاه توتون وجود 
ترکیبات آلکالوئیدی و نوع محیط س��یتوزولی می‌توانند بر این پروتئین 
تاثیر گذاشته و با توجه به ناپایداری این پروتئین و اپی توپ‌های سطحی 
آن، احتم��الاً مقادیری از پروتئین یا اپی توپ‌های آن در اثر پروتئولیز از 
بین رفته باشند. گیاه کاهو اگرچه عملکرد بیوماس بیشتری حتی نسبت 
به یونجه دارد و به حدود 30 تن در هکتار می‌رسد ولی حضور بافت‌های 
برگ��ی پر آب که حدود 98 درصد آن‌ها را آب تش��کیل می‌دهد، عاملی 
برای کاهش عملکرد پروتئین و پایداری آن اس��ت و در مقایسه با یونجه 
 Fischer و توتون قابلیت کمتری برای تولید این پروتئین دارد و نتایج
و Schilberg )2004( و Hashemi و هم��کاران )2005( را تائی��د 

می‌نماید )11،8(.
از ط��رف دیگ��ر با توجه به مش��کلات تولید پروتئین‌ه��ای نوترکیب در 
گیاه��ان تراریخت دائم از جمله خاموش��ی ژن پ��س از انتقال، تغییرات 
نامطل��وب درترکیب کربوهیدرات‌های مرکب و ب��زرگ قندی، وقت‌گیر 
ب��ودن تولید یک رده تراریخت دائم ب��ا قابلیت تولید مطلوب پروتئین و 
مهم تر از همه مش��کلات زیس��ت محیطی و احتمالً فرار ژن و خطرات 
ناش��ی از آن )24،14،13( س��بب ش��ده است که در س��ال‌های اخیر از 
روش‌ه��ای بیان موق��ت ژن در گیاه به عنوان روش‌هائی مناس��ب برای 
تولید پروتئین‌ها یا فرآورده‌های نوترکیب دیگر اس��تفاده شود )18،11(. 
هم اکنون ش��رکت مدیکاگوی کانادا پروتئین‌های نوترکیب درخواستی 

را با روش بیان موقت در برگ‌های گیاه یونجه تولید و در س��طح تجاری 
عرض��ه می‌نماید )12( بنا براین با توجه به اهمیت تولید پادتن‌ها و مزایا 
و معایب سیستم بیان ژن در گیاهان می توان با این روش پادتن‌ها مورد 

نیاز را تولید کرده و پس از خالص‌سازی استفاده نمود )11(. 
اگرچه با توجه ب��ه حضور آگروباکتریوم در خاک و میزان تلقیح آن )8( 
دور از ذهن نیس��ت که بتوان بافت س��بز تراریخت را مستقیما در جیره 
غذائ��ی طیور مصرف کرد که در حال بررس��ی اس��ت. ای��ن مقاله اولین 
گ��زارش مبنی براس��تفاده از روش آگرواینفیلتراس��یون به منظور تولید 
پروتئین نوترکیب VP2 از س��ویه‌های ایرانی و بخشی از طرح پژوهشی 

انتقال این ژن به گیاه سیب زمینی است.
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باکتریائ�ی  کلونی‌ه�ای  راس�ت:  ب�ه  از چ�پ   E.coli در  ب�از  قطع�ه ژن 1356 جف�ت  )ال�ف( حض�ور  تائی�د   -1  ش�کل 
)ش�ماره‌های 1، 2 و3(، مارک�ر یک کیلو باز )M(، کنترل مثبت )+( و کنترل منف�ی )-(، )ب( قطعه درون ژن 700 جفت باز در  
E.coli از چپ به راست: مارکر یک کیلو باز )M(، کلونی‌های باکتریائی )شماره‌های 1، 2،3،4 و5(، کنترل مثبت )+( و کنترل 

منفی )-( و )ج( قطعه ژن 1356 جفت باز در آگروباکتریوم از چپ به راس�ت: کلونی‌های باکتریائی )ش�ماره‌های 1، 2،3 و4(، 
کنترل منفی )-( مارکر یک کیلو باز و کنترل مثبت )+(

ش�کل 2- باندهای حاصل از وسترن بلاتینگ با استفاده از پادتن مونوکلونال علیه برچسب 
هیس�تیدینی از چپ به راس�ت به ترتیب: مارکر پروتئین )M(، توتون تراریخت )1(، یونجه 

تراریخت )2(، کاهوتراریخت )3(، توتون شاهد )4(، یونجه شاهد )5(.
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