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  چكيده پايان نامه

  8936701 :شماره دانشجويي  مرضيه :نام                            خيرانديش:     نام خانوادگي

دائم آن  يانجهت انتقال و ب ياهيگ يانيگامبورو در وكتور ب يروسژن و يآنت سازي همسانه :عنوان پايان نامه

  cv.Xanthi)  (Nicotiana tabacumتوتون ياهبه گ

  تي احمدي، دكتر حميد رجبي معماريدكتر داريوش نبا :اساتيد راهنما

  آباد شاپوري دكتر مسعود رضا صيفي :استاد مشاور

  اصلاح نباتات :گرايش  مهندسي كشاورزي :رشته                                                                                           كارشناسي ارشد: درجه تحصيلي

  زراعت و اصلاح نباتات :گروه  كشاورزي :دانشكده                                                                                                 ان اهواز شهيد چمر: دانشگاه

  128 :تعداد صفحات                                             28/03/1392 :تاريخ فارغ التحصيلي

 ياه، گ pCAMBIA 1304 يد، پلاسمVPX ينپروتئ ي،بورس عفون يماريب يروسو :ها ه كليد واژ

  )Nicotiana tabacum( توتون

باشد و  كه در صنعت مرغداري شايع مي ي،و به شدت عفون يمسر يروسيو يماريب ي،بورس عفون يماريب

اين  گسترده  انتشار. ددگر يمها  در آن يمنيا يموجب سركوب پاسخ ها را آلوده كرده وجوان  يها جوجه

ويروس و قدرت آن در تضعيف سيستم ايمني پرنده، باعث شده است كه به طور وسيع به كنترل آن توجه 

هايي كه به  واكسنولي  د،آي حساب مي به يماريروش كنترل ب ترين ياصول يناسيونواكستا به امروز . شود

حاوي هايي كه  واكسن زا هستند در حالي كه بيماري هاي اراي آلودگيندرت د شوند، به توليد ميطور معمول 

توليد . باشند زا مي هاي بيماري عاري از آلودگي، سيستم گياهي هستند هاي نوتركيب ژن ماده فعال آنتي

، علاوه بر قابليت تحريك سيستم و صرفه اقتصادي، فوائد ديگري از جمله پايداري، از طريق گياهان  واكسن

 يدارابورس عفوني  يروسو. هاي رايج دارند سازگاري بهتري نسبت به واكسن و بيشتردرجه تأثير  ،ايمني

، كه حداقل است يروسو يدكپس يساختار ينپروتئ ينتر ، مهمVP2ها  آن يناست، كه در ب ينپنج پروتئ

 VPX. باشد ي عامل ايجاد ايمني مي هاي خنثي كننده بادي توپ مهم براي برانگيختگي آنتي شامل سه اپي

هاي حياتي است كه در ايجاد  هاي خنثي كننده و احتمالاً پروتئين همه دمين داراي، VP2ساز  به عنوان پيش

 مناسب با توجه به يپژوهش آغازگرها يندر ا .نقش مهمي داردپاسخ ايمني عليه بيماري بورس عفوني 

و ژن  يمناسب طراحبرش  يها و محل VPXدو طرف ژن  يها يتوال توالي افزايش دهنده بيان گياهي،

به  به روش شوك حرارتي بدست آمده ي هساز. شد سازي همسانه pCAMBIA 1304در ناقل  موردنظر

 50 يسينكاناماگزينشگر  محيط يبر رو ها يمنتقل شد و كلون DH5α يةسو ياكولاياشرش يباكتر
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 يو توال يميهضم آنز ،colony PCRمختلف  يكهايبا استفاده از تكن. رشد كردند يترل يليدر م يكروگرمم

سپس سازه مورد نظر با  .شد ييدتأ pCAMBIA1304در ناقل  VPXژن  سازي همسانهصحت ،  يابي

به منتقل شده و  LBA4404 يهسو اگروباكتريوم تومي فشنس يروش استاندارد انجماد و ذوب به باكتر

با  يزن يهپس از ما. داستفاده ش يبرگ يسكبه روش د، Xanthiتوتون رقم  ياهگاز  يختيترار منظور

 يطمح يدرجه بر رو 28 يو دما يكيساعت در تار 48ها به مدت  يزنمونهر ،اگروباكتريوم تومي فشنس

 يطكه شامل مح يكشت انتخاب يطشده به مح يحتلق هاي برگي قطعه يتدر نها. تندكشت قرار گرف هم

 يترگرم در ل يليم 15 يگرومايسينو ه يترگرم در ل يليم 500 يمسفوتاكس يها يوتيكب يبه همراه آنت يكشت  هم

شده  ززاييبا ياهاناز گ. در اتاق رشد قرار گرفتند يكيساعت تار 8ساعت نور و  16 يطمنتقل شدند و در شرا

صورت  DNAاستخراج  CTABبا استفاده از روش  يختترار ياهانگ يزو شاهد به منظور آنال يختترار

و عدم حضور  يختترار ياهدر گ VPXن حضور ژ. استفاده شد PCRگرفت و از آن به عنوان الگو در واكنش 

به منظور بررسي توليد پروتئين مورد نظر در گياهان تراريخت، از . قرار گرفت ييدشاهد مورد تاً ياهآن در گ

توليد پروتئين مورد اي  و شاهد استخراج پروتئين صورت گرفت و با آزمون بلات نقطه هاي تراريخت نمونه

   .ليد آن در گياه شاهد به اثبات رسيدنظر در گياهان تراريخت و عدم تو
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  مقدمه 1-1

  بيماري ويروسي بورس عفوني 1-1-1

 ـ يو مسـر  يبه شـدت عفـون   يروسيو يماريب 2يا گامبورو )IBD( 1يبورس عفون يماريب  يندر ب

ه بـودن دوره  كوتـا  ي،كـه بـا شـروع ناگهـان     ؛)2007 حسيني و همكاران،( جوان است يها جوجه

ظـاهر   يمنـي ا يسـتم س يفدر عضلات و تضع يزير خون يسيوس،در بورس فابر ييراتتغ يماري،ب

شده توسط بافـت   يدتول B هاي يتلنفوس يروس،و ينهدف ا يها سلول ).1386 مياحي،( گردد يم

 سـركوب  يوانح يمنيا يستمس ،ها سلول ينرفتن ا ينو با از ب؛ باشند يم يسيوسبورس فابر يلنفاو

. گسـترش دارنـد   يعيگامبورو در سراسر جهان به طور وس ـ هاي يروسو. )2005 وايپ،( گردد يم

شـد، مـرگ و    شناسايي 1981ويروس بيماري بورس عفوني، كه براي اولين بار در ايران در سال 

شـده،    ؛ اما بعد از آن، ويروس بورس عفوني جداسـازي )1994 آقاخان،( مير وسيعي دربرنداشت

گذار جـوان،   تخمهاي  و مرغ گوشتيهاي  در بين جوجه% 75و % 25مير  و  مرگ جبمو به ترتيب

، در ايـن ويـروس   3يزا بسـيار بيمـاري   هاي سويهدر گزارشات اخير، حضور ). 1996آقاخان،( شد

و بوقلمـون   يانماك). 2006 آرا، شمس، 2004 ، حسيني،2003 قريشي،( ايران نشان داده شده است

 يعـي است كه از نظر ابتلا بـه عفونـت طب   يا تنها گونه يانماك يهستند؛ ول يروسو يعيطب يزبانانم

 ينو بـالاتر  يمارياز محققان شدت ب ياريبس يول شوند يهمه نژادها مبتلا م. باشند يمورد توجه م

 يـن ا. است يهفتگ 6تا  3سن ابتلا  ينتر حساس. اند گزارش كرده يدتلفات را در نژاد لگهورن سف

 اهميـت  ،ياز نظر اقتصـاد  ؛ و به همين دليلكند يم يفتضع يداًپرنده را شد نييما يستمس يروسو

                                                 

1 - Infectious bursal disease 

2 - Gumboro disease 

3 - very virulent Infectious bursal disease (vvIBDV) 
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و علـت   شـود  يم ـ يهـا طـولان   امبورو، زمـان انعقـاد خـون در جوجـه    گ ـ يماريدر ب. دارد ياديز

 يـروس اسـت و و  يرواگ يارگامبورو بس يماريب. است يانعقاد يصنقا ،يماريب يندر ا ،يزير خون

 ارمنـابع انتش ـ  ينتـر  از مهـم  يكي اين، و ؛شود يهمراه مدفوع دفع م ،تآن تا دو هفته بعد از عفون

از  1بيرنـاويروس متعلق به جنس  يعفون رسبو  يماريب يروسو .)1386 مياحي،( باشد يم يروسو

2يرناويردهب ي خانواده
 Aاسـت؛ قطعـه    يا دو رشـته  RNAدو قطعه  خانواده شامل يناست؛ ژنوم ا 

. )1995 مونت و مولر،، 1985 آزاد و همكاران،( است kbp 8/2 حدود Bو قطعه  kbp 2/3د حدو

-NH2-VPX( ينپـروتئ  يپل ـ يـك بزرگ است كـه  ) ORF(3باز خواندن قاب يك يدارا Aقطعه 

VP4-VP3-COOH (يـك  يدارا ينهمچن هقطع ينا. كند يرا كد م ORF     كـوچكتر اسـت كـه در

تنهـا   Bقطعـه  . سـازد  يرا م ـ VP5 يرساختاريغ ينپروتئ ،ياصل قاب باز خواندنمتفاوت از  يقاب

 .)1986 هودسون و همكـاران، (كند  يرا كد م VP1 يناست كه پروتئ قاب باز خواندن يك يدارا

 يسـاختار  ينپـروتئ  ينتـر  ، مهـم VP2. شود يم يلتبد VP2به VPX يروسي،بلوغ ذرات و يدر ط

 يا كننـده  يخنث هاي بادي يآنت يالقا يمهم برا توپ ياست؛ كه حداقل شامل سه اپ يروسو يدكپس

 تـرين  ياصـول  يناسـيون واكس). 2007 حسـيني و همكـاران،  ( باشند يم يمنيا يجادعامل ا ،كهاست 

كشـته شـده،    يكروارگـانيزم ها معمولا شـامل م  واكسن ).1386 مياحي،( است يماريروش كنترل ب

خـالص شـده    روبييكاجزاء م يا، )ها مثلاً سم( يكروبيم يها فرآورده زا، يربيماريغ يكروارگانيزمم

 يمـواد  ها ژن يآنت .باشد يم ژني يفعال آنت) يها ( يبترك يواكسن دارا دموار يندرتمام ا. باشد يم

 ينچن. كنند يكتحر ي،اختصاص هاي بادي يآنت يدرا به منظور تول يمنيا يستمس توانند يهستند كه م

                                                 

1 - Avibrinavirus 

2 - Birnaviridae 

3 - Open reading frame 
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كـه وارد بـدن    هـايي  يـروس و و هـا  يبـاكتر  يبتخر يبرا يمنيا يستمتا س شود يسبب م يكيتحر

معمـولاً   ،شوند يم يدكه به طور مرسوم تول ييها اگرچه واكسن .يدنما يدارا پ زملا ياند، آمادگ شده

. باشـند  زا يمـاري ب هـاي  يآلـودگ  يدارا نـدرت بـه  ها  از آن يهستند، اما ممكن است برخ ضرر يب

 ندارنـد هـم  را  يزنـاچ  خطـر  يـن هسـتند، ا  يـب نوترك هاي ژن يها آنت كه ماده فعال آن ييها واكسن

زا،  يمنيا( يبنوترك هاي ينپروتئ يدامكان تول ،يمولكول يكشاورز). 1389كدخدايي و همكاران، (

 يواناتو ح ياهاناغلب گ ي زنده يها و در موجودات و سلول ،يادز ياسرا در مق) غيرهو  ييدارو

را در سيسـتم بيـاني    VP2، ژن )1987(آزاد و همكـاران   ).2006 ،1دنيـل (فراهم كرده است  ياهل

هـاي   بـادي  و نشـان دادنـد كـه بـا گسـتره وسـيعي از آنتـي        بيان كردند، E. coliپروكاريوتي مثل 

بيـان  ) 1993(و همكـاران   3و كريسمن) 1991(و همكاران  2اوپلينگ. دهند مونوكلونال واكنش مي

بـه   VPX. دهنـد  ياي نشـان م ـ  قرار دارند كه رفتار سـازگارگونه  VP2هايي روي  توپ اپي ،داشتند

در ايجاد پاسخ ايمني عليـه   مهمهاي خنثي كننده و احتمالاً  ، شامل همه دمينVP2ساز  عنوان پيش

حسـيني و همكـاران   ). 1991، فـاهي  ،1991 بايليس، ،1990 آزاد،( باشد مي بيماري بورس عفوني

نتيجـه   ،E. coliسيسـتم پروكـاريوتي   در  VPXو  VP2هـاي نوتركيـب    ، با بيان پـروتئين )2004(

 طبيعـي هـاي   بـادي، بـه پـروتئين    هاي نوتركيب، از نظر اندازه و توليد آنتي گرفتند كه اين پروتئين

هاي اختصاصـي   بادي ها به منظور برانگيختن آنتي توان به طور اقتصادي، از آن شباهت دارند؛ و مي

يخته به عنـوان روشـي   در اين راستا، استفاده از گياهان ترار. عليه ويروس بورس عفوني بهره برد

پـذيري توليـد و    هاي نوتركيب، از پتانسـيل خاصـي بـراي بهبـود مقيـاس      براي توليد اين پروتئين

                                                 

1 - Daniell 

2 - Oppeling 

3 - Crisman 
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 يكـاربرد  يايمدل، مزا ياهگ يكتوتون به عنوان . ها برخوردار است عملكرد و نهايتاً كاهش هزينه

به علاوه روش انتقال  ايد؛نم يانبوه فراهم م ياسدر مق يبنوترك هاي ينپروتئ يدتول يرا برا ياديز

 ينـه تـراژن در آن بـه صـورت به    يانكنترل ب يمناسب برا ياربس يانيب يها و كاست ييژن و باززا

توده در هر هكتار  يستتن ز 1000تا (آن  يادست توده زيز ياه،گ ينا ياياز جمله مزا. وجود دارد

 يـك موضوع كه توتون نـه   ينا. باشد يفراوان و مناسب م يانيب هاي يستمو وجود س) در هر سال

بـه مـواد    ييغـذا  هـاي  يـره زنج ياست، باعث كـاهش احتمـال آلـودگ    يو نه علوفه ا ييغذا ياهگ

  ).1389كدخدايي و همكاران، ( گردد يم يختهترار

  اهداف تحقيق 1-2

هـاي توليـد واكسـن بـورس عفـوني و       نسبت به ساير سيستم گياهي هاي سيستم با توجه به مزيت

، توليد اين واكسـن نوتركيـب،   و طيور دامپروري، اين واكسن در صنايع كشاورزياهميت فراوان 

جـا   از آن. توتون يك گياه مدل در دستورزي ژنتيكي است. در منابع دائمي و ارزان ضروري است

در گياه توتون دريافت نشده است؛ لذا اين تحقيق  VPXكه تاكنون گزارشي مبني بر بيان دائم ژن 

.توليـــــــــد آن را در گيـــــــــاه فـــــــــراهم آورد توانـــــــــد زمينـــــــــه مـــــــــي
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  پروتئين نوتركيب 2-1

شوند، اما با وجود  ياستفاده مزيستي  يقاتصنعت و تحق ي،ها به طور گسترده در داروساز ينپروتئ

سخت، گران  يگاه  يعيطب ها از منابع يئنپروت يجداساز ،مختلف يها ينهها در زم كاربرد فراوان آن

 ريافـت بـا د  ،زا يمـاري ها به عوامل ب از انسان يتعداد ياز آن، آلودگ ييا نمونه. است ينخطرآفر و

هـا همچـون قطعـات     يناز پـروتئ  يبرخ يو از طرف ؛است آلوده يها وهورمون يمحصولات خون

 يـد به مفهوم تول يولمولك يكشاورز. شوند ينم يافت يعيبه طور طب ي،باد يآنت FV يتك ي يرهزنج

ودر موجـودات   يـاد ز يـاس در مق) غيـره  هـا و  يموآنـز  يصـنعت  يـي، دارو( يـب نوترك هاي ينپروتئ

 ).2003و همكاران،  1ما يس كا( است ياهل يواناتوح ياهانشامل گ دهزن يها وسلول

  هاي نوتركيب هاي توليد پروتئين سيستم 2-1-1

سـتم توليـدي سـاده و ارزان، بـراي توليـد ايـن       گذشته از نوع پروتئين نوتركيب، دسترسي بـه سي 

  :ها عبارتند از برخي از انواع اين سيستم. اي برخوردار است ها از اهميت ويژه پروتئين

هاي پروكـاريوتي اسـت    هاي نوتركيب، استفاده از سيستم ترين سيستم بياني براي پروتئين رايج -1

سهولت دستكاري، به صرفه بـودن   ين به دليل؛ و اباشد يستم غالب ميس ،E. coli ها آن بين كه در

 سـت اامـا ممكـن    .اسـت ) Splicingفقـدان فراينـد   (نسبي اقتصادي و سادگي ذاتي بيان پروتئين 

دشـوار   محيطـي را در شـرايط   باشد كه استفاده از آنهمراه با اندوتوكسين  ،توليدات نوتركيب آن

مهمترين اشـكال  . وجود دارد يزبيگانه ن كه امكان تخريب پروتئوليتيك پروتئين ضمن آن. سازد مي

 هـاي توليـد   نها در انجام تغييرات پس از ترجمه روي پـروتئي  هاي پروكاريوتي، ناتواني آن سيستم

                                                 

1 - K-C. Ma  
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  .)2003 و همكاران، 1جوستن( است شده

نوتركيب به كار  يها يند در توليد پروتئنتوان هاي ساده يوكاريوتي مانند مخمرها نيز مي سيستم -2

ها ناتواني از انجام بعضي از تغييـرات پـس از ترجمـه     ترين اشكال اين سيستم عمده. وندگرفته ش

ــوده و در مخمــر مــي   ــه بســيار مهــم ب ــد متفــاوت از  بخصــوص گليكوزيلاســيون اســت ك توان

به علاوه مقادير توليد پروتئين نوتركيب در مخمـر محـدود اسـت و    . تر باشد عالي هاي يوكاريوت

  . ع مقرون به صرفه نيستتوليد آن در مقياس وسي

خوبي انجام شده است امـا توليـد   ه ب يزهاي پستانداران ن در سلول يبنوترك يها ينتوليد پروتئ -3

ر آلـودگي بـه عوامـل    كه استفاده از ايـن روش خط ـ  ضمن آن. گير است گران و وقت ،گسترده آن

ته و از نظـر قـانوني و   پي داش ـ  هاي انكوژن را در هاي مختلف واگيردار و توالي عفوني و ويروس

 ،هـاي جـانوري   همچنين طي كشـت سـلول  . باشد هايي براي آن مطرح مي محدوديت نيزاخلاقي 

هـا   كه اين سلول كنترل دقيق حالات كشت براي اطمينان از خلوص محصولات الزامي است، چرا

 2پيترز(شوند، نسبت به تغييرات محيطي بسيار حساسند  ويژه وقتي در مقياس صنعتي كشت ميه ب

  ). 2001 و همكاران،

توانند به آسـاني   باشند كه مي يم يبنوترك يها ينپروتئ يدتول يها يستماز س يگرد يكي ياهانگ -4

هـاي حاصـل از گياهـان، عـاري از      پـروتئين . زنده  قابل توجهي توليد كننـد  ي رشد كرده و توده

ي انكوژن و  DNAقوه انساني و هاي بال هاي مضر، عوامل بيماريزاي جانوري، پاتوژن اندوتوكسين

هـاي جـانوري و پروكـاريوتي     هاي بياني رايج مانند كشت سلول كه در سيستمباشند  مي ويروسي

                                                 

1 - joosten 

2 - Peeters 
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ل بـراي بيـان   آ ايـده  بـه عنـوان سيسـتمي   احتمال حضورشـان وجـود دارد و از ايـن جهـت نيـز      

هـاي   وتئينپـر ). 2000 و همكـاران،  1اسـتوگر (انـد   مطـرح شـده  هاي درماني و تشخيصي  پروتئين

تـوان   ميبه همين دليل كنند،  ساختار اصلي خود را حفظ مي شوند مياي كه در گياهان بيان  بيگانه

 ،2دنيـل (ي بـا ارزش دارويـي اسـتفاده كـرد     ها و پپتيـدها  براي توليد پروتئيناز گياهان تراريخت 

تر  اهان مناسبهاي تخليص و گي هاي مورد استفاده، روش در ناقل پي در پي هاي پيشرفت). 2003

از  سـتفاده ا ،بيشـتر  يهـا  ينتوليد پروتئ براي دسترسي بهسبب شده است كه ) تر براي مثال ارزان(

آن و  الحاقي بـه  DNAبا توجه به پايداري گياه تراريخت و  ينبنابرا. گياهان مورد نظر قرار گيرد

يمـت، گياهـان،   هـاي كشـاورزي بـراي توليـد نامحـدود و ارزان ق      امكان افزايش توليـد بـا روش  
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در ) غيـره  ها و يموآنز يصنعت يي،دارو( يبنوترك هاي ينپروتئ يدبه مفهوم تول يمولكول يكشاورز

 ـاه يوانـات وح ياهانشامل گ دهزن يها ودر موجودات وسلول يادز ياسمق و  3مـا  يكاس ـ(اسـت  يل

دنيا تلاش پرشتابي جهت توليد زيست داروها از منابع  ي در كشورهاي پيشرفته ).2003، همكاران

توليـد داروهـاي ضـد     هـاي  اكنون در آمريكا گياهان توتون بـه كارخانـه   هم. گيرد گياهي انجام مي

تن تا مـزارع نيشـكر در   از مزارع جو در ايالت واشنگ ،دانشمندان آمريكايي. اند سرطان تبديل شده

هـاي     هتـر و را  كننـد كـه محصـولات ارزان    اي را توليد مـي  هاوايي، محصولات كشاورزي پيشرفته

اين به مدت بيش از يك دهه است كه  و كنند با اين غذاها فراهم  ،موثرتري را براي درمان بيماران
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