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  چكيده

اما مشكل مهم اين  ،تداراي مزاياي بسياري اس Agrobacterium tumefaciensگياهان با استفاده از انتقال ژن به 
است كه  virزايي يا هاي بيمارييي، افزايش فعاليت ژنآهاي بهبود كاريي پايين آن است. بر اين اساس، يكي از راهآسيستم كار

 virهاي هاي فنلي و قندها القاگر ژنكنند. برخي متابوليتنقش اصلي را در انتقال تراژن به داخل ژنوم گياه ميزبان ايفا مي
زا از دو هاي بيماريكنند. در اين تحقيق جهت بررسي شرايط بهينه بيان پروموتر ژنطور سينرژيك عمل ميد كه بههستن
 سويه موتانت استفاده شد كه در A348 (MX311)و   MX243(A348( هايبه نام A. tumefaciensموتانت  سويه

MX243  فاقد پروموتر ژن گزارشگرlacZ كننده آنزيم كدβ-2هاي توزيداز با پروموتر ژنگالاكvirB امتزاج يافته 
)::lacZ2virB(  موتانت سويهو در MX311  2پروموترvirD  فاقد پروموتر گزارشگر با ژنlacZ يافته امتزاج )::lacZ2virD( 

تيمار قندي سه تحت گالاكتوزيداز -βزا با ميزان فعاليت آنزيم بيماري است. بر اين اساس، فعاليت پروموترهاي اين دو ژن
مانوز در تركيب با تيمار فنلي استوسيرينگون در سطوح مختلف در دو تكرار بيولوژيكي و سه تكرار گلوكز، مانوز و داكسي

شامل مرحله اول رشد  A. tumefaciensروزه كشت سه ،در اين خصوص گيري شد. ملاك ارزيابي و مقايسهاندازهتكنيكي 
استفاده از  نشان داد كه . نتايج اين آزمايشبودالقاء  عنوان پروتكل استانداردزا بهريبيماهاي ژن يرويشي و مرحله دوم القا

و تيمار قندي مانوز در  2virBبهينه پروموتر ژن  يميكرومولار استوسيرينگون براي القا 50تيمار قندي مانوز در تركيب با 
گالاكتوزيداز را به - βبالاترين فعاليت آنزيم  2virDموتر ژن بهينه پرو يميكرومولار استوسيرينگون براي القا 100تركيب با 

قدرت القا و مانوز تيمار قندي گلوكز نسبت به مانوز و داكسي ،شرايط عدم حضور استوسيرينگون تحتهمراه داشت. همچنين 
از  پس 2virDو  2virB يزابيماريهاي منظور بهبود القا و بيان ژنبهبنابراين، زا را داشت. هاي بيماريبيان بالاتر پروموتر ژن

عنوان منبع كربن از تيمار قندي مانوز بهشود پيشنهاد ميهاي گياهي، نمونه وكشتي باكتري مرحله تكثير رويشي تا زمان هم
  ميكرومولار استوسيرينگون در محيط كشت استفاده شود. 50جايگزين گلوكز در تركيب با غلظت 
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  مقدمه

شده براي تلفيق هاي تراريزش استفادهاز ميان روش
زبان، روش تراريزش ژن خارجي به داخل ژنوم گياهان مي

 Agrobacterium tumefaciensواسطه ژنتيكي به
كارآمدترين روش براي توليد گياهان تراريخت است 

)Ziemienowicz, 2001; Gelvin, 2003 .(A. 

tumefaciens طور زي گرم منفي است كه بهباكتري خاك
طبيعي بيماري غده/گال طوقه را در بسياري از گياهان 

 .كندلپه ايجاد ميهاي تكبعضي گونه دولپه و همچنين
كننده القا"عامل ايجاد غده در سلول ميزبان، پلاسميد 

موجود در باكتري است. بخشي از اين  )Ti( "تومور
طور به )T-DNA( "انتقالي DNA"پلاسميد به نام 

شود. تماسي به سلول ميزبان وارد و در ژنوم تلفيق مي
علاوه بر گياه  T-DNAتحقيقات نشان داده است كه 

)Gelvin, 2003ها (هاي قارچ)، به ژنوم سلولDe Groot 

et al., 1998هاي پستانداران ()، سلولBulgakov et 

al., 2006هاي انساني () و سلولKunik et al., 2001 (
يابد. لذا باكتري به ابزاري مهم در مهندسي نيز انتقال مي

تبديل شده  هاي مختلفژنتيك و انتقال ژن به ميزبان
به  A. tumefaciensيند تراريزش يا انتقال ژن از آاست. فر

هاي ميزبان در گياهان مطالعه شده و شامل پنج سلول
) 2زايي باكتري، ) القا سيستم بيماري1مرحله مهم است: 
 .Aاز  T-DNA) انتقال T-DNA ،3توليد كمپلكس 

tumefaciens  ،تلفيق 4به هسته سلول ميزبان (T-

DNA هاي ) بيان ژن5ه داخل ژنوم ميزبان و بT-DNA 
 Ziemienowicz, 2001; Tzfira andميزبان ( در سلول

Citovsky, 2006; Pitzschke and Hirt, 2010; 
Gelvin, 2012.( 

آل براي انتقال ژن هاستفاده از اگروباكتريوم رهيافت ايد
يند طبيعي بيولوژيكي است و نتيجه آن آاست زيرا، يك فر

 DNAاني بالاي تلفيق تك لوكوسي بدون بازآرايي فراو
ديگر، عبارتبه ).Gheysen et al., 1998انتقالي است (

DNA يي آهاي مشخص، كارتواند با پايانهخارجي مي
بالاتر، تعداد نسخه پايين و تلفيق مناسب به داخل ژنوم 

تراريزش در  ).Ishida et al., 2007ميزبان انتقال يابد (
 kb200قطعات خيلي بزرگ ( A. tumefaciensواسطه به
تواند به داخل ژنوم ميزبان منتقل شود ) مي150-
)Hamilton et al., 1996(كه در تعداد زيادي . ضمن اين

با  in plantaاز گياهان با استفاده از روش نسبتاَ ساده 
توان تراژن را به گياه حداقل هزينه، امكانات و زمان مي

يي آكار ،اما). Allahi et al., 2014زنده وارد كرد (
در گياهان اغلب  A. tumefaciensواسطه تراريزش به

بسيار پايين است. علاوه بر اين، در گياهاني مانند مركبات 
كشت بافت ضروري و  in vitroهاي استفاده از تكنيك

شود تا زمان طولاني و است كه همين امر سبب مي
يي آريزش صرف شود و كارهاي بالايي براي انجام تراهزينه

. بر )Sohani et al., 2015همچنان بسيار پايين است (
غير  -وابسته و  - روش تراريزشِاين اساس، در هر دو 

يي انتقال را ارتقاء آوابسته به كشت بافت هر عاملي كه كار
  ارزش خواهد بود.  دهد بسيار با

نيازمند  A. tumefaciensواسطه انتقال ژن به
دو گروه ژن در اين باكتري است كه شامل  سازيفعال

زا هاي بيماري) و ژنchvهاي با منشاُ كروموزومي (ژن
)vir با منشا پلاسميدي است. گروه اول در درك و عدم (

هاي اپيدرمي گياه ها بر روي سطح سلولتحرك باكتري
 vir هاي ). ژنDouglas et al., 1982نقش دارند (

با قطعه  cisصورت و به Tiسميد طور طبيعي بر روي پلابه
T-DNA قرار دارند. منطقه ،vir  پلاسميدTi  شامل هشت

و  virA ،virB ،virC ،virD ،virE ،virF ،virGاپرون 
virH هاي درگير در تنظيم پردازش و است كه پروتئين

 McCullen andكنند (را رمز مي T-DNAانتقال 

Binns, 2006 .(  
را سه دسته  A. tumefaciensدر  virهاي بيان ژن

كنند كه طور سينرژيك القا ميها بهمختلف از محرك
اسيدي است  pHشامل تركيبات فنلي، قندها و شرايط 

)Winans et al., 1994 .(گياهان  درهاي زخمي سلول
زمان و هم هستندراه ورود باكتري به گياه  ،ديدهآسيب

محيط رها مواد فنلي مختلفي نظير استوسيرينگون را در 
اين تركيبات فنلي عامل پيش سازهاي بيوسنتز كنند. مي

 Dixon andليگنين براي بهبود زخم در گياه هستند (

Paiva, 1995; Douglas, 1996 تركيبات فنلي نقش .(
دارند و  A. tumefaciens در virمهمي در القا بيان ژن 

گردند به درون سلول ميزبان مي T-DNAمنجر به انتقال 
)Stachel et al., 1985; Joubert et al., 1995 ،اما .(

طور گسترده استوسيرينگون تنها تركيب فنلي است كه به
هاي مطالعه شده است و در تراريزش تقريباً همه گونه

استفاده شده است  A. tumefaciensواسطه گياهي به
)Baker et al., 2005; Opabode, 2006; Harighi, 

، كه يك كيناز است و در VirAي به ). تركيبات فنل2009
يابد، متصل و باعث غشاء داخلي باكتري گسترش مي
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) آن His474اتوفسفريلاسيون در اسيدآمينه هيستيدين (
و  virGهاي شود. ژنفعال مي virGشود و متعاقباً، مي

virA شوند. پروتئين طور دائم در سطح پايين بيان ميبه
نوكلئوتيدي  12توالي ه بهتوليدشد VirGفاكتور رونويسي 

وسيله ) متصل و بدينvir )vir boxهاي درروي اپرون
  شود. القا مي virهاي رونويسي ژن
، T-و سنتز رشته DNA-Tدر برش  2VirDپروتئين 

-Tو تشكيل كمپلكس  T-در رشته 5′اتصال به انتهاي 

DNA  2نقش دارد. پروتئينVirB  در سنتز سيستم
-Tد كه براي انتقال كمپلكس نقش دار IVترشحي نوع 

DNA  2وVirE ) به سلول گياهي ضروري استStachel 

., 1987et al .(2VirD بنام  نشانه داراي زير واحدNLS 
را به هسته سلول ميزبان انتقال  T-رشته توانداست كه مي

به سلول ميزبان  T-DNAبراي انتقال  ،دهد. بنابراين
d Vogel, Christie an(است  ضروري 2VirDحضور 

  گردد. ) و احتمالاً باعث افزايش كارايي تراريزش مي2000
pH زا مهم است. هاي بيمارياسيدي نيز براي القا ژن

تنها در محيط اسيدي با محدوده  virسازي بيان ژن فعال
pH ،7/5-2/5 دهد (رخ ميStachel and Zambryski, 

d Beattie an( ). بر اساس مشاهدات بيتي و ليندو1986

Lindow, 1995( يك منبع كربن براي سطوح حداكثر ،
لازم است. علاوه بر ساختار قند، نوع قند نيز  virالقا ژن 

 chvE مهم بوده و توانايي اتصال (پروتئين متصل به قند)
بعضي از قندهاي  به تركيبات قندي متنوع، متفاوت است.

را افزايش  2virBالقاگر در غياب استوسيرينگون بيان ژن 
   ).Cangelosi et al., 1990(دهند مي

اين تحقيق بر مبناي دستورالعمل كشت گلوين 
)Gelvin, 2006 انجام شد كه از تكثير رويشي تا زمان (

هاي گياهي را شامل با نمونه A. tumefaciensكشتي هم
منظور افزايش كارايي تراريزش از سطوح شود. بهمي

قند مختلف مختلف استوسيرينگون در تركيب با سه 
استفاده شده  virهاي منظور القا پروموتر ژنيكديگر به

-βگيري فعاليت آنزيم است. كارايي القا با اندازه

انجام  A. tumefaciens گالاكتوزيداز در دو سويه موتانت
شد كه فعاليت آنزيم در هر سويه تحت كنترل پروموتر 

  بوده است. 2virDو  2virBهاي ژن
  

  هاروش و مواد

در اين : استفاده مورد A. tumefaciensهاي سويه
 هايبه نام A. tumefaciensاز دو سويه تحقيق 

)MX243(  A348 و )MX311( A348   استفاده شد
)Narasimhulu et al., 1996 هاي ها ناقلسويهاين ). در

حاوي ژن -  Tn3حامل ترانسپوزون  pCM110دوگانه 
 امتزاج يافته virهاي با پروموتر ژن - lacZ بدون پروموتر

 حامل  MX243 (A348( است. بر اين اساس، سويه
virB2::lacZ  و سويه )MX311(A348   حامل
virD2::lacZ  ها اهدايي پروفسور ). باكتري3است (شكل

   باشند.گلوين از دانشگاه پوردو، آمريكا مي

  

منظور رشد به زا:هاي بيماريها و القا ژنرشد باكتري
زا طبق هاي بيماريا و القا پروموتر ژنهباكتري

) عمل شد. ابتدا Gelvin, 2006دستورالعمل گلوين (
 g/lit10 [شامل  YEPهاي باكتري، در محيط كشت سويه

سديم كلرايد و  g/lit5 عصاره مخمر،  g/lit10 تريپتون، 
8/6pH=بيوتيك ريفامپسين (] حاوي آنتيg/mlµ100 و (

 28طول شب در دماي ) در g/mlµ100كربنسيلين (
دور در دقيقه كشت  225-250و لرزش  سلسيوسدرجه 

ها به محيط شدند. در روز دوم مقدار مشخصي از آن
و  ABنمك  AB ، ml/lit50بافر  AB ]ml/lit50حداقل 
ml/lit900  درصد]  5/0محلول ساكارز با غلظت نهايي

بيوتيك ريفامپسين و كربنسيلين، منتقل حاوي آنتي
دور  225- 250و با لرزش  سلسيوسدرجه  28در گرديد و 

رشد داده شدند. در روز سوم،  600OD=8/0-1در دقيقه تا 
دقيقه  5دور در دقيقه به مدت  6000ها در شرايط باكتري

سانتريفيوژ شدند و رسوب در حجم دو برابر محيط حداقل 
AB] در محيط القا ،AB-Salts بافر فسفات ،mM2 ،

mM MES (2-0-Morpholino-ethan sulfonil 
acid)50  6/5وpH= بنا به نوع تيمار كه حاوي هر يك [

 10از قندهاي گلوكز، مانوز و داكسي مانوز (غلظت نهايي 
هاي مختلف مولار) در تركيب با غلظتميلي

ميكرومولار) كشت  100و  50، 10استوسيرينگون (صفر، 
درجه  22-25ساعت در دماي  12-24و به مدت 

  دور در دقيقه قرار داده شدند.  50ور و د سلسيوس

  

 منظوربهگالاكتوزيداز: -βسنجش فعاليت آنزيم 
 1، زابيماريهاي از رشد و القاي ژن سنجش آنزيمي، پس

به القاشده هاي باكتريليتر محيط كشت حاوي ميلي
دقيقه در  2ليتري منتقل و به مدت ميلي دوهاي بتيو

دور در دقيقه  4000و سرعت  سلسيوسدرجه  4دماي 
 دور ريخته شد و فيوژ شدند. سپس محلول رويييسانتر
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 [شامل  Z-buffer ليتر  كرويم 500رسوب باكتري در 

g/lit1/16 دي سديم مونوهيدروژن فسفات يك آب 
)O2.H4HPO2Na(،g/lit  5/5  سديم دي هيدروژن

پتاسيم  O2.H4PO2NaH(  ،g/lit 75/0(فسفات يك آبِ 
 آب 7منيزيم سولفات  KCl( ،itg/l 246/0(كلرايد 

)O2.7H4MgSO( ،ml/lit 7/2  بتا مركاپتواتانول و تنظيم
pH  ميزان  شد.حل با استفاده از اسيد فسفريك]  7روي

. سپس شدتنظيم  600OD=1/0-25/0در باكتري غلظت 
 SDS 1/0يك قطره كلروفرم و دو قطره  تيوببه هر 
ام آب گرم دقيقه در حم 10اضافه و به مدت ) w/v( درصد

قرار داده شد. در مرحله بعد  سلسيوس درجه 50با دماي 
  3Ca2Na ميكرو ليتر 500 ) وONPG  )mg/ml 4محلول

)M1 ( به حمام آب گرم با  مجدداًاضافه و  تيوببه هر
زمان اولين . دشمنتقل  سلسيوسدرجه  50-60دماي 

يادداشت شد. براي ثبت ميزان  تيوبتغيير رنگ در هر 
گيري (اندازه نانومتر 420 موجها در طولهنمون جذب

 550 موجطول و ميزان فعاليت آنزيم بتا گالاكتوزيداز)
نيز از ، گيري ميزان بقاياي سلولي)(اندازه نانومتر

 )Eppendorf Photometer Plusاسپكتروفتومتر (
(واحد گالاكتوزيداز - βفعاليت ژن  ميزان. استفاده شد

  : آمددستبه) Miller, 1972(ميلر  از رابطهميلر) 

)1  (
A600(min)Time

nmA5501.75nm(A4201000
Miller

×
×−

=  

  تجزيه آماري

با دو فاكتور قند و صورت فاكتوريل ها بهكليه آزمايش 
دو تكرار  باكاملاُ تصادفي  پايه در قالب طرحفنل 

تجزيه واريانس بيولوژيكي و سه تكرار تكنيكي انجام شد. 
با  تيمارهاميانگين مقايسه و  حاصل از آزمايشهاي داده

با استفاده از آزمون توكي در سطح احتمال يك درصد 
   شد. انجام SAS 9.0افزار نرم
 

  بحث و نتايج

تاثير منبع كربن و مقادير مختلف استوسيرينگون بر 

   2virB فعاليت پروموتر ژن

) در تركيب با mM10نتايج تيمار قندي گلوكز (
ر ميكرومولا 100و  50، 10هاي مختلف صفر، غلظت

نشان داد كه بيشترين  MX243استوسيرينگون در سويه 
ژن كد كننده (كه گالاكتوزيداز -βميزان فعاليت آنزيم 

 ژن فاقد پروموتر آن در اين سويه تحت كنترل پروموتر

2virB ميكرومولار  100در غلظت ) قرار دارد
دست (واحد ميلر) به 35/2477استوسيرينگون به ميزان 

  ). 1آمد (شكل 
 هايقند تاثير يانسوار يهجدول تجز نتايج اساس بر

 در گالاكتوزيداز-β آنزيم فعاليت مقداربر  يشمورد آزما
 ).1است (جدول  دار نبودهياختلاف معن MX243 سويه

ها هاي مختلف استوسيرينگون تفاوتاما، بين غلظت
) بوده است. در تيمار شاهد (فقدان  P≥01/0دار (معني

كدام از قندهاي مورد آزمايش هيچاستوسيرينگون) بين 
-βفعاليت آنزيم داري در خصوص اختلاف معني

). اما، اثرات متقابل قند 1مشاهده نشد (شكل  گالاكتوزيداز
دار شد (جدول درصد معني 1و استوسيرينگون در سطح 

گالاكتوزيداز به ميزان -βفعاليت آنزيم ). بيشترين مقدار 1
ميكرومولار  50واحد ميلر در تيمار  8/3184

ترين مقدار استوسيرينگون در حضور قند مانوز و كم
واحد ميلر) در تيمار شاهد (فقدان  9/1791(فعاليت آنزيم 

استوسيرينگون) مانوز بدست آمد. در تيمار گلوكز بين 
هاي شرايط شاهد (فقدان استوسيرينگون) و همه غلظت

داري مشاهده نشد و غلظت استوسيرينگون تفاوت معني
فعاليت ترين مقدار ميكرومولار استوسيرينگون بيش 100

). 1را در اين قند به همراه داشته است (شكل آنزيم 
همچنين در قند مانوز بين شرايط شاهد (فقدان 

ميكرومولار  100و  10هاي استوسيرينگون) و غلظت
 50داري مشاهده نشد. اما، غلظت گونه اختلاف معنيهيچ

را فعاليت آنزيم داري مقدار يميكرومولار به شكل معن
). در رابطه با قند داكسي مانوز نيز 1افزايش داد (شكل 

هاي بين شرايط شاهد (فقدان استوسيرينگون) و غلظت
داري مشاهده نشد مختلف استوسيرينگون اختلاف معني

  ). 1(شكل 

  

تاثُير منبع كربن و مقادير مختلف استوسيرينگون بر 

   2virD فعاليت پروموتر ژن

در سويه بر اساس نتايج جدول تجزيه واريانس 
MX243 فعاليت هاي مورد آزمايش بر مقدار تاثُير قند

ژن كد كننده آن در اين سويه (كه  گالاكتوزيداز-βآنزيم 
هاي و غلظت) است 2virD ژن تحت كنترل پروموتر

)  P≥01/0دار (متفاوت استوسيرينگون تفاوت معني
فعاليت آنزيم رين مقدار ) بيشت2مشاهده شد (جدول 

ميكرومولار  50واحد ميلر) در تيمار  43/3653(
ترين ميزان استوسيرينگون در حضور قند مانوز و كم
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واحد ميلر) در تيمار شاهد  91/1087(فعاليت آنزيم 
دست آمد (شكل مانوز به (فقدان استوسيرينگون) داكسي

ن) و ). در تيمار گلوكز بين شاهد (فقدان استوسيرينگو2
ميكرومولار استوسيرينگون و  50و  10هاي غلظت

ميكرومولار  100و  50هاي همچنين بين غلظت
داري مشاهده نشد استوسيرينگون، هيچ تفاوت معني

). در تيمار مانوز بين شاهد (فقدان 2(شكل 
ميكرومولار  50و  10هاي استوسيرينگون) و غلظت

ديد (شكل داري مشاهده نگراستوسيرينگون تفاوت معني
و  50هاي ). در تيمار قندي داكسي مانوز نيز بين غلظت2

داري ميكرومولار استوسيرينگون تفاوت معني 100
  مشاهده نشد. 

 

 A348 (MX243)سويه  A. tumefaciensگالاكتوزيداز در -βتاثير قندهاي مختلف و استوسيرينگون بر فعاليت آنزيم  -2جدول 
Table 2. The effects of different sugars and acetosyringone on activity of β-galactosidase enzyme in A348 

(MX243) variant 

ns  1دار در سطح احتمال دار و معنيترتيب غيرمعني: به**و % . 
ns and ** : Not-significant and significant at 1% probability level, respectively. 

  
 

 
. A348 (MX243)سويه  Agrobacteriumگالاكتوزيداز در -βاثر متقابل منابع كربن و استوسيرينگون بر ميزان فعاليت آنزيم  - 1شكل 

)، 1b ،(10 )2bدر تركيب با سطح صفر ( mM 10ايي ) هريك در غلظت نه3a) و داكسي مانوز (2a)، مانوز (1aاثر متقابل قندهاي گلوكز (
50 )3b 4( 100) وb ميكرومولار استوسيرينگون بر ميزان فعاليت آنزيم (β- گالاكتوزيداز. در اين سويه ژن كد كننده آنزيم فاقد پروموتر و

 3300به ميزان حدود   a2b3به تيمار قرار دارد. بيشترين ميزان فعاليت آنزيم مربوط  )2virB )::lacZ2virBتحت كنترل پروموتر ژن 
  واحد ميلر بوده است.

Figure 1. The interaction effects of carbon sources and acetosyringone on β-galactosidase activity in A348 
deoxymannose ) and 2), mannose (a1. Three types of sugar including glucose (aAgrobacterium (MX243) strain of

) µM 4) and 100 (b3), 50 (b2), 10 (b1) with 10mM final concentration in combination with the 0 (b3(a
concentration of acetosyringone used to study the activity of β-galactosidase. The gene coding for the enzyme is 

). The highest enzyme activity of ~3300 ::lacZ2virBgene promoter ( 2virBof  promoterless and under control
Miller unit was achieved in a2b3 treatment. 

  منابع تغييرات
Source of variations 

  درجه آزادي
df 

 مجموع مربعات
Sum of squares 

  ميانگين مربعات
Mean squares 

   Fمقدار 
F-value 

 قند
Sugar (S) 

2 816335.593 408167.797 3.29ns 

 استوسيرينگون
Acetosyringone (A) 

3 2540547.881 846849.294 6.82**  

 استوسيرينگون ×قند 
S×A 

6 4941777.43 823629.572 6.63**  

 خطاي آزمايش
Error 

24 2980945.72 124206.07 - 
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 A348 (MX311)سويه  A. tumefaciensگالاكتوزيداز در -βتاثير قندهاي مختلف و استوسيرينگون بر فعاليت آنزيم  -2جدول 
Table 2. The effects of different sugars and acetosyringone on activity of β-galactosidase enzyme in A348 

(MX311) variant 

 **: ignificant at 1% probability level.S                                                                               . % 1دار در سطح احتمال معني: **
 
  
 

  

 A348سويه  Agrobacteriumگالاكتوزيداز در -βاثر متقابل منابع كربن و استوسيرينگون بر ميزان فعاليت آنزيم  - 2شكل 

(MX311)) 1. اثر متقابل قندهاي گلوكزa) 2)، مانوزa3( ) و داكسي مانوزa هركدام در غلظت نهايي (mM 10  در تركيب با سطح صفر
)1b ،(10 )2b ،(50 )3b 4( 100) وb ميكرومولار استوسيرينگون بر ميزان فعاليت آنزيم (β - گالاكتوزيداز. در اين سويه ژن كد كننده آنزيم

به ميزان  a2b4ن فعاليت آنزيم مربوط به تيمار قرار دارد. بيشتري )2virD )::lacZ2virDفاقد پروموتر است و تحت كنترل پروموتر ژن 
 واحد ميلر بوده است. 3653حدود 

Figure 2. The interaction effects of carbon sources and acetosyringone on activity of β-galactosidase enzyme in 
A348 (MX243) variant of Agrobacterium. Three types of sugar including glucose (a1), mannose (a2) and 

deoxymannose (a3) in 10mM final concentration in combination with the level of 0 (b1), 10 (b2), 50 (b3) and 100 
(b4) µM acetosyringone on β-galactosidase enzyme activity. The gene coding for the enzyme is promoterless and 

under control of virD2 gene promoter (virD2::lacZ). The highest enzyme activity of 3650 Miller unit was 
achieved in a2b3 treatment. 

 

يك  )Stachel, et al., 1985( استيكل و همكاران
-Tn3به نام  Tn3بر پايه  lacZكاست ژن گزارشگر 

HoHo1  را ساختند. اين ترانسپوزون شامل يك ژنβ-
(مقاومت به آمپيسيلين يا كربنسيلين) و يك ژن   لاكتامايز

lacZ هاي تكراري فاقد پروموتر است كه درست در توالي
قرار دارد. ترانسپوزاز آن غيرفعال و قابليت خود  Tn3مرز 

). اين ساختار براي تعيين 3ترانسپوزازي ندارد (شكل 
ها و آناليز عوامل موثر بر بيان برداري ژنشتمكان رونو

كاربرد دارد. با استفاده از اين  A. tumefaciensها در ژن
هاي تداخلي مختلفي توليد و تست شد سيستم موتاسيون

هاي فعلي و مورداستفاده در اين آزمايش ازجمله موتانت
-  Ti پلاسميد virهاي در منطقه ژن Tn3-HoHo1كه 

  منابع تغييرات
Source of variations 

  درجه آزادي
df 

 مجموع مربعات
Sum of squares 

  ميانگين مربعات
Mean squares 

   Fمقدار 
F-value 

 قند
 Sugar (S) 

2 2506668.132 1253334.066 21.18**  

 استوسيرينگون 
Acetosyringone (A) 

3 9934591.153 3311530.384 55.95**  

 استوسيرينگون  ×قند 
S×A 

6 2776199.319 462699.887 7.82**  

 خطاي آزمايش
Error 

24 1420469.63 59186.23 - 
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ترانسپوزاز شده  - pCM110هاي دوگانه لمربوط به ناق
شده در اين استفاده Agrobacteriumهاي است. سويه

 MX311( A348( و A348  )MX243( شاملتحقيق 

)Narasimhulu et al., 1996 است كه كاست (Tn3-

HoHo1 2هاي به ترتيب در اپرونvirB  2وvirD 
اقد اين كاست ف lacZآنجا كه ژن  ترانسپوزاز شده است. از

هاي گالاكتوزيداز در سويه-βتوليد  رو، از اينپروموتر است
و  2virBترتيب تحت كنترل پروموترهاي به مورد نظر

2virD به عبارت ديگر .است كه در مجاور آن قرار دارد ،
مستقيم فعاليت طور غيرگيري فعاليت آنزيم بهاندازه

دهد. در اين پروموتر ژن ترانسپوزاز شده را نشان مي
منظور تنظيم مثبت لقاگر مختلفي بهآزمايش عوامل ا

هاي برداري ژنافزايش رونوشت در نتيجهپروموترها و 
استفاده شد كه تغيير فعاليت پروموترها با  virزاي بيماري

  .گالاكتوزيداز همراه بود- βتغيير فعاليت آنزيم 

  

  

 

شامل مناطق كد كننده كه  Tn3-HoHo1تار ژنتيكي . ساخvirD2و  virB2هاي واردشده در داخل ژن Tn3-HoHo1ساختار  - 3شكل 
به سبب  tnpAكه تيپ وحشي هستند درحالي blaو  tnpRشده است. برداري با فلش نشان دادهها و جهت رونوشتنام هر ژن در زير فلش

پروموتر فعال است و نخورده اما فاقد يك كامل و دست lacآن غيرفعال است. اپران توالي  ’3در انتهاي  lacداخل شدن توالي 
آغاز شود.  virD2 (P)يا  virB2هاي و در اين آزمون از پروموتر ژن lacZدر بالادست ساختار ژن  ATGتواند از هر برداري ميرونوشت

 lacاپرون  YZAlacشده است؛ تكرارهاي معكوس راست كه هر دو در مربع مشكي نشان داده RIR تكرارهاي معكوس چپ؛ LIRها: علامت
  لاكتاماز.-bla βريسولواز؛  tnpRترانسپوزاز؛  tnpA؛ E. coliز ا

Figure 3. Structure and organization of Tn3-HoHol. The coding region within the element and the transcriptional 
orientation of each gene are indicated by an arrow. tnpR and bla are wild-type, while tnpA is non-functional 
owing to the lac sequences inserted into its 3' end. The lac operon sequences are intact but lack a functional 

promoter. Translation can potentially initiate at virB2 / virD2 that occurs upstream of the lacZ structural gene. 
Symbols: IRL, left-inverted repeat; IRR, right-inverted repeat; lacZYA , E. coli lac operon; tnpA, transposase; 

tnpR, resolvase; bla, β-lactamase. 
 

آمده از اين آزمايش، در شرايط عدم دستطبق نتايج به
استفاده از استوسيرينگون تاثير القاگري تيمارهاي قندي 

 ˂مانوز  ˂صورت زير بود: گلوكز به virهاي بر پروموتر ژن
شده توسط )، كه مطابق نتايج ارائه3داكسي مانوز (جدول 

است. در شرايط حضور  )Gelvin, 2006( گلوين
هاي عنوان يك تركيب القاكننده ژناستوسيرينگون به

افزايش يافت.  گالاكتوزيداز-βفعاليت آنزيم زا، بيماري
شده در اين آزمايش، با تفادهطوركلي در محدوده اسبه

 2virBهاي افزايش غلظت استوسيرينگون بيان پروموتر ژن
 و فعاليت آنزيم اغلب روند صعودي داشت.  2virDو 

 Agrobacteriumدر  virهاي قندها براي القاء ژن
هاي فنولي الزامي نيستند اما، زماني كه سطح سيگنال
را  virاي هضروري پايين باشد حضور قندها بيان ژن

دهد. دريافت سيگنال قند به كنش شدت افزايش ميبه
پلاسمي يك پروتئين پري -  ChvEمتقابل مستقيم بين 

بستگي دارد  VirAو  -متصل شونده به گلوكز و گالاكتوز
)Wise, et al, 2005 .( با اتصال ليگاند قند، كمپلكس

كنش  VirAپري پلاسمي پروتئين با دومين  ChvE-قند
 دهي كندرا سيگنال virهاي دارد تا القاء ژنمتقابل 

)Cangelosi et al., 1990.(   
جفت شونده - هاي متعددي از رسپتورهايمثال
وجود دارد كه به قندهاي معمول  G  (GPCR)پروتئين

دهند. در مولار پاسخ ميهاي ميليدر غلظت
Saccharomyces cerevisiae فعال شدن سريع مسير 

cAMP  ساكارز نيازمند با گلوكز وGPCR Gpr1  .است
مطالعات نشان داده است كه گلوكز و ساكارز مستقيماُ 

كنش متقابل دارند. تمايل به  Gpr1عنوان ليگاند با به
تر ساكارز در مقايسه با گلوكز در اين سيستم بسيار قوي

قدرت نسبي . (Lemaire et al., 2004)است 
تمايل معادل  virهاي منوساكاريدهاي مختلف در القاء ژن

 گلوكز-متصل شونده به گالاكتوز قند به پروتئينهر اتصال 
)GBP1( Agrobacterium radiobacter  بوده است 
)Cornish et al., 1989.(  اين پروتئين معادل پروتئين

ChvE  درA. tumefaciens  است. منوساكاريدهاي متيله

             

                      P 

 RIR   bla     tnpR              tnpA     lacZYA                                                                     LIRvirD2    /  virB2               

    

375 



 1396 پاييز سوم// شماره دوره هفتمتحقيقات غلات/                                                                                و همكاران  زادهتقي

 virهاي نبوده و در القاء ژن GBP1شده قادر به اتصال به 
نيز ناتوان بودند. مشخص شد كه خصوصيت ساختماني 

براي اتصال منوساكاريدها با توانايي اين  GBP1موردنياز 
مرتبط بوده است.  virهاي منوساكاريدها در القاء ژن

داراي  E. coliاز   GBPبا پروتئين  ChvEپروتئين 
 E. coliاز  GBPو  ChvEهمولوگي بالايي است. اگرچه 

الا به گلوكز و گالاكتوز دارند اما، طيف تمايل ب
شود ها متصل ميمنوساكاريدهايي كه به اين پروتئين

ناتوان در  E. coliاز  GBPتفاوت زيادي دارند. براي مثال 
كه اين منوساكاريدها اتصال به مانوز و زايلوز است درحالي

در  ).Huang et al., 1990( دارند ChvEكنش قوي با 
يز احتمالاُ افزايش فعاليت پروموتر دو ژن مطالعه حاضر ن

vir  در حضور مانوز مربوط به تمايل بالاتر رسپتورهاي

براي اين منوساكاريد در  Agrobacteriumمربوط در 
 مقايسه با گلوكز يا داكسي مانوز بوده است. 

با استفاده از  2virDو  2virBهاي برداري ژنرونوشت
مورد  LBA4404در سويه  Real Time PCR روش

و  2virBهاي برداري ژنرونوشت .قرار گرفتمطالعه 

2virD  طور ميكرومولار استوسيرينگون به 200در غلظت
برابر بيشتر از  6و  3ميزان بهترتيب بهداري معني

ها در شاهد و تيمار صفر بود. ژناين برداري رونوشت
در تنهايي بهها ژناين برداري ميزان رونوشتن يهمچن

برابر بالاتر  4درصد به ميزان  5/1ايط استفاده از گلوكز شر
هاي شاهد بوده است. هر دو آزمايش از مقدار آن در نمونه

) گالاكتوزيداز-βبا نتايج فعاليت پروموتر (و فعاليت آنزيم 
  مطابقت دارد.اين آزمايش  شده درانجام

 

ر بهاي متفاوت استوسيرينگون مختلف و غلظت سه قند برهمكنش .A. tumefaciensگالاكتوزيداز در - βفعاليت آنزيم  متوسط -3جدول 
  A348 (MX243)و  MX311 (A348)گالاكتوزيداز (واحد ميلر) در دو سويه - βفعاليت آنزيم  متوسط

Table 3. Average activity of β-galactosidase enzyme in A. tumefaciens. The interaction effect of three types of 
sugars in combination with different concentrations of acetosyringone on average activity of β-galactosidase 

enzyme in two strains of MX311 (A348) and A348 (MX243) 
  )ميكرومولار(غلظت استوسيرينگون 

Acetosyringone concentration (µM) نوع قند 
Sugar type 100  50  0  

 مانوز  1804  2982  2722
Mannose 

 گلوكز  2143  2629  2745
Glucose 

 داكسي مانوز  1340  2296  2724
Deoxymannose 

 
  گيري كلي نتيجه

فعاليت آنزيم گيري بر اساس نتايج اين تحقيق و اندازه
β- ساختارهاي گالاكتوزيداز و در::lacZ2virB  و

::lacZ2virD  قيم با القايارتباط مستترتيب بهكه 
شود پيشنهاد مي ،دارد را 2virDو  2virBهاي پروموتر ژن

از  پس A. tumefaciensزايي هاي بيماريژن يبراي القا
كشتي (باكتري با مرحله تكثير رويشي تا زمان هم

عنوان منبع هاي گياهي)، از تيمار قندي مانوز بهنمونه
رينگون ميكرومولار استوسي 50كربن در تركيب با غلظت 

در محيط كشت استفاده شود. اين تيمار سبب شد تا 
(واحد  18/2982ميزان گالاكتوزيداز به-βفعاليت آنزيم 

معمول در  طورميلر) بيشتر از تيمار گلوكز باشد كه به
و در  Agrobacteriumالقاء  هاي كشتمحيط

شود. دستورالعمل استاندارد كشت گلوين استفاده مي
منظور بهبود القا و تيمار قندي مانوز را به توانبنابراين، مي

جايگزين گلوكز  2virDو  2virB يزاهاي بيماريبيان ژن
 كرد.

 

   سپاسگزاري
وسيله از پشتيباني مالي صندوق حمايت از بدين

نويسنده  پژوهشي در اجراي طرحكشور پژوهشگران 
  شود.تشكر و قدرداني مي اين مقاله مسئول
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Abstract 
The virulence genes (vir) of Agrobacterium tumefaciens induces by many factors such as specific 

plant phenolic metabolites and sugars. A number of these factors act synergistically with 
acetosyringone and causing high expression levels of vir genes. In present research, the induction of 
virB2 and virD2 gene promoters, were investigated in A348 (MX311) and A348 (MX243) 
Agrobacterium variants, respectively. The promoter sequences from these vir genes have been fused 
with a promoterless lacZ gene in a cassettes carrying Tn3. A three-day culture of Agrobacterium was 
performed, which was included a vegetative growth followed by an induction step. Sugar treatment of 
glucose, mannose and deoxymannose were used in combination with different concentrations of 
acetosyringone in the two biological and three technical replications. According to the results, the 
highest activity of β-galactosidase enzyme attained when the mannose of sugar was used in 
combination with 50 µM acetosyringone for bacterial strain carrying virB2::lacZ construct. The 
mannose of sugar treatment in combination with 100 µM acetosyringone treatment, for bacterial strain 
carrying virD2:: lacZ, induced the highest enzyme activity. The monosaccharides in order of 
descending vir::lacZ activity in the absence of acetosyringone: glucose > mannose > deoxymannose. 
According to our observations, we suggested that the mannose of sugar treatment with 100 µM 
acetosyringone could be utilized for obtaining strong induction of Agrobacterium vir genes in an 
induction medium. 
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