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Abstract 

Objective 

The aim of this study is to optimize tomato as a suitable plant system for transient gene 

transformation for the production of pharmaceutical and industrial compounds. 

Materials and methods 

In order to investigate transient gene expression, three concentrations of Agrobacterium in OD600 

(0.4, 0.6 and 0.8), three times after inoculation (4, 7 and 10 days) and two conditions with the 

presence of p19 gene and without p19 were selected as factors affecting the gene expression. The 

vectors used in this research pXK2FS7 and pCAMBIA1304 contained GFP and P19 genes, 

respectively. For transient GFP transformation, leaves of seedlings were inoculated using 

agroinfiltration method. In this way, different concentrations of Agrobacterium containing 

pXK2FS7 vector and P19 vector were mixed together and the expression of GFP gene was 

mailto:Msnr88827@yahoo.com
mailto:M_jalali@modares.ac.ir
https://orcid.org/0009-0006-6564-2436
https://orcid.org/0000-0002-1118-439X
https://orcid.org/0000-0002-4668-0764


2 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

investigated. All the leaves of tomato plants at the appropriate stage were injected by insulin 

syringe without needle on the lower surface of the leaf. In order to confirm the transfection of the 

GFP and its expression, RNA extraction, cDNA synthesis and the analysis of expression by Real-

Time PCR were performed and the expression of the GFP protein with a fluorescence microscope 

was finally detected. 

Results 

The results showed that the concentration of Agrobacteria, the number of days after inoculation, 

and the expression of the p19 had significant effects on the GFP expression. The expression of 

p19 as a suppressor of gene silencing mechanism led to higher GFP expression in comparison 

with the absence of p19. Additionally, it was found that dilution of 0.6OD600 Agrobacterium was 

the most suitable concentration for high expression of GFP agroinfiltration. Furthermore, the 

highest level of GFP expression was obtained 7 days after leaf inoculation. The best combination 

for maximum GFP expression at transcript level obtained at 0.6 OD600, 7 days after inoculation 

and expression of p19.  

Conclusions 

The results of this research can be used in preliminary studies or optimization of recombinant 

protein production in tomato leaves. 
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 چکیده

به عنوان یک گیاه مدل برای انتقال موقت جهت تولید  جیی رقم کالگوجه فرنگ اهیگگیری از هدف از این تحقیق بهرههدف: 

 ترکیبات دارویی و صنعتی است.

(، سه زمان پس از 8/0و  4/0 ،6/0) 600ODسه غلظت اگرو باکترویوم در به منظور بررسی انتقال موقت ژن،  ها:مواد و روش 

به عنوان فاکتورهای مؤثر بر بیان موقت ژن انتخاب شدند. ناقلین  p19و بدون  p19روز( و دو حالت با حضور ژن  10و  7، 4تلقیح )

موقت برای انتقال  .بودند P19و  GFPهای به ترتیب حاوی ژن pCAMBIA1304و  pXK2FS7مورد استفاده در این تحقیق 

های مختلف از تلقیح شدند. بدین صورت که غلظت شنیلترینفیاگروابرگی با استفاده از روش  6های گیاهچه برگ ،GFPژن 

های گیاهان بررسی گردید. همه برگ GFPبا یکدیگر مخلوط شدند و بیان ژن  P19و ناقل  pXK2FS7اگروباکتریوم حاوی ناقل 
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بدون سوزن در سطح زیرین برگ تزریق شدند. به منظور تایید تراریختی  انسولین توسط سرنگ مناسب رشدیگوجه فرنگی در مرحله 

انجام شد و نهایتا  Realtime PCRبا استفاده از روش  GFPو میزان بیان ژن  cDNA، ساخت RNAو انتقال ژن استخراج 

 با میکروسکوپ فلورئوسانس صورت گرفت. GFP نیپروتئ انیمشاهده ب

کننده خاموشی ژن( بر بیان )پروتئین سرکوب p19ژن که غلظت باکتری، تعداد روزهای پس از تلقیح و بیان  نتایج نشان داد نتایج:

به عنوان سرکوبگر سیستم خاموشی ژن در مقایسه با عدم حضور  p19داری دارند. به طوری که حضور ژن اثرات معنی GFP ژن

ترین غلظت اگروباکتریوم مناسب 600OD 6/0گردید. همچنین مشخص شد که رقت  GFPدر همه حالات باعث بیان بیشتر ژن 

بدست آمد. بهترین ترکیب  GFPروز پس از تلقیح، بالاترین میزان رونویسی ژن  7است. به علاوه در  GFPبرای اگرواینفیلتریشن 

و جمع آوری نمونه های روباکتریوم اگ 600OD 6/0، غلظت 19pژن حضور ، GFPبه منظور حصول حداکثر میزان رونویسی ژن 

 روز بعد از تلقیح می باشد.7برگی 

های های نوترکیب در برگسازی تولید پروتئینتواند در مطالعات مقدماتی و یا بهینهنتایج حاصل از این تحقیق می گیری:نتیجه

 گوجه فرنگی مورد استفاده قرار گیرد. 

 GFP ،p19 بینوترک نیپروتئ ،اگرواینفیلتریشن: کلید واژه

 پژوهشی.: نوع مقاله

سازی بیان موقت ژن در گیاه گوجه ( بهینه1402نصیری مقدم معصومه، معروفی اسعد، شرفی یوسف، جلالی جواران مختار ) استناد:

 .22-1(، 4)15، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی(. Solanum lycopersicumفرنگی )
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 مقدمه

 یو مهندس نیپروتئ یبر مهندس هیبا تک ییداروو  یکشاورز ،یمیآنز عیصنا در ی نوترکیبهانیپروتئ یتجار دیامروزه تول

طرف را بر بشری جوامع یازهایاز ن یمهم بخش ،عیصنا نیشده در ا دیمحصولات تول کهی به طور باشدمی گسترشدر حال  کیژنت

. باشندیم یستیز یداروها عیدر صنا یدیتول محصولات کلاس نیبزرگتر یکی از ،یدرمان اصوخ با ییدارو یهانی. پروتئکنندمی

شده است.  آنها بالا تیفیبا ک دیتول یبرا ییهایمنجر به توسعه تکنولوژ ،یدرمان خاصیت ی نوترکیب باهانیپروتئ یبرارشد تقاضا 

در تنوع  یمیعظ تحولموجب  د،یآیدر موجودات مختلف به دست م DNA راتییو تغ یکیژنت یورزکه با دست بینوترک نیپروتئ

 بازار از یسهم ییایمیش یداروهادر کنار  ییدارو بینوترک یهافرآورده مصرفکه امروزه ی شده است به طور ییدارو یهافرآورده



 1402و همکاران، نصیری مقدم 

5 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 یدرمان یهانیپروتئ گذشته، هایدر دهه که است نیا قتیحق. دارد ادامه همچنان روند نیا و است داده اختصاص خود به را مصرف

 ،ییدارو بینوترک یهانیپروتئ. استداده  رییانسان را تغ هایبیماری و درمان پیشگیریچشم انداز  ،یانیب یهاستمیشده از س دیتول

. (Cheng et al. 2019) گذارندنمی یاثر سوئ ک،یولوژیب یندهایفرآ ریسا یبر رو نیبوده و بنابرا یاختصاص اریبسعملکرد  یدارا

 نیبدن دارند و از ا کیولوژیب ستمیبا س یو بهتر شتریب یسازگار نیبنابرا باشند،یمها از خود بدن مولکول نیا تیچون ماه نیهمچن

فشار خون استفاده  و سرطان ،یکیاختلالات ژنت رینظ ها،یماریاز ب یاریبس یبرااز داروها  گروه نی. ادارند یکمتر یجانب عوارضنظر 

های مختلف به طور وسیع استفاده در زمینه هانیپروتئامروزه از این نداشت. وجود آنها  یبرا یثرترؤمدرمان  تاکنونکه  شوندیم

های فرمانتاسیون یا . سیستم(Shanmugaraj et al. 2020) باشدبر مینهها از منابع طبیعی مشکل و هزیشود، اما تولید آنمی

ها های بالاتری هستند، بنابراین در کاربرد این سیستمو سلول پستانداران در مقیاس بزرگ دارای هزینه اییتخمیر باکتری

نوترکیب ای ههای بیان جدید برای تولید پروتئینتوسعه سیستمهایی وجود دارد. با توجه به مشکلات مطرح شده، کشف و محدودیت

اند. ابداع و توسعه داده شدهای نوترکیب هگیاهان برای تولید انبوه پروتئین یبیانهای سیستمباشد که بر این اساس امری ضروری می

کند. یی فراهم میدارو بینوترک یهانیپروتئنظیر برای تولید ی بیمنبععنوان را به گیاهان تراریختهمولکولی امکان استفاده از  زراعت

 عدم وجود دلیل به حاصل هایفرآورده بودن یاری از جمله؛ بی خطرهای بسهای نوترکیب در گیاهان دارای مزیتتولید پروتئین

 هایپروتئین و هابادیآنتی درست به هم پیوستگی نوترکیب، هایپروتئین ترجمه از پس انسان، پردازش با مشترک بیماریزای عوامل

 شامل انگیاهدستورزی ژنتیکی  هایروشبه طور کلی   باشند.های نوترکیب میو تولید فراوان و اقتصادی پروتئین ایزنجیره چند

 ترینرایجای پایدار به عنوان باشد. تا به امروز، تراریختی هستهموقت می یای و پلاستیدی و تراریختپایدار هستهسازی تهتراریخ

از مشکلات گیاهان تراریخته که  .(Imani & Kogel 2020) های نوترکیب مورد استفاده قرار گرفته استروش در تولید پروتئین

توان به زمان طولانی لازم برای رسیدن از مرحله ژن به محصول پروتئین مورد نظر، اشاره ها منتقل شده است، میژن به هسته آن

باشد که شامل خطرات ناشی از فرار ژن و خطر انتشار ژن منتقل شده از طریق ایمنی زیستی میهای کرد. مشکل دیگر، نگرانی

 اهیبه گ اهیگ کی از ختهیترار اهانیژن در گ انیسطح ب . علاوه بر این،(Wani & Aftab 2022)تلاقی با گیاهان غیر هدف است 

 Kusnadi) افتداتفاق می ختهیترار اهانیدر گیافته ژن انتقال یِاثر مکان علتژن به  یخاموش دهیپد بیشتر اوقاتو  متفاوت است گرید

et al. 1997)د نسخه و سطح ای دارای مزایایی از قبیل تعدا. انتقال ژن به ژنوم کلروپلاست در مقایسه با انتقال ژن به ژنوم هسته

افتد و دوم اینکه ها اتفاق نمیشدن در این پروتئینباشد. اما در اینجا نیز دو مشکل عمده وجود دارد اول، گلیکوزیلهبیان بیشتر می

 گوجه فرنگی. (Bogorad 2000)کند های مربوط به ایمنی زیستی در مورد انتقال ژن به کلروپلاست نیز صدق مینگرانی

(Solanum lycopersicum) ای استگیاهان دولپه در بین اصلاح مهندسی ژنتیک و یکی از مهمترین گیاهان مدل جهت 

(Wing et al. 1994) بوده له با ژنوم کوچک این گیاه مرتبط ئکه این مس(Rick & Yoder 1988)  اهیگ نیانقشه ژنتیکی و 

اولین مورد تراریختی  (McCormick et al. 1986)مک کورمیک و همکاران  .(Tanksley et al. 1992)است  مشخص شده

. به گوجه فرنگی تا به حال با استفاده از اگروباکتریوم گزارش شده است بهترین روش انتقال ژن و دنردکگزارش را گوجه فرنگی 
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آن است. با این حال روش تراریختی سازی روش تراریختی های نوترکیب، مستلزم بهینهجهت تولید پروتئین گوجه فرنگیکاربرد 

. فقدان روش تراریختی و باززایی (Hiei et al. 1997) گوجه فرنگی هنوز یک روش معمول و قابل تکرار برای همه ارقام آن نیست

 یطولانمراحل امروزه با توجه به باشد. با کارایی بالا مهمترین مانع در کاربرد فناوری انتقال ژن در ارقام اقتصادی گوجه فرنگی می

موقت  انیب. دیآیحساب م به بینوترک یهانئیپروت دیتولی برا یمناسب نیگزیموقت جا انیب دار،یپا ختیترار اهانیملکرد گع بررسی

 یوتکنولوژیب زمان کوتاه درمدت ملکرد ژن در ع تحلیل و بررسی یبرا مؤثر ارزشمند و یروش یاهیگ یهادر بافت خارجی یهاژن

 Wood) شودیاستفاده م بینوترک یهانیئپروت دیو امکان تول یختیترار دییتأ یبرا اوقات اغلبموقت  انیب روشاست. از  یاهیگ

et al. 1986) .شودیم دیتول کوتاهمدت زمان بالا و  حدر سط نئیپروت ،روش نیدر ا (Pogue et al. 2010)ع،یروش سر نی. ا 

 یعیطب طیمح طیشرا ریتحت تأث نیاجرا بوده و همچن قابل های تراریختهسلول زیبافت و تما کشت دون نیاز بهساده، ب ر،یپذانعطاف

 .Pröls et al. 1988; Töpfer et al) کنترل شده رشد داد طیشرا و گلخانه طیشرارا در  ختیترار اهانیگ توانیو م یستن

 ،روش نیدر ا .است ومیاگروباکتر سیلهبه واست که انتقال موقت ژن  شنیلترینفیاگرواهای بیان موقت ژن، روش ملهز ج. ا(1988

مختلف  یهادر مطالعه جنبه ارزشمندابزار  کیعنوان به روش نی. اشودیم قیتزر اهیگ یهابه داخل برگ ومیاگروباکتر ونیسوسپانس

مورد ی و... سیرونو فاکتورهایو  یاهیگی اندازهاراهخصوصیات ژن،  یخاموش اه،یگدر  یژن خارج انیشامل ب یمولکول یولوژیب

 است شده کار گرفته به یاهیگونه گ نیچند موقت در انی. ب(Kaur et al. 2021; Nosaki et al. 2021) ردیگیاستفاده قرار م

در  کیتکن نیا. است Nicotiana benthamiana توتون اهیگبرای ها گزارش نیشتریبهای گیاهی، همه این گونه نیاز ب یول

در ایران  .(van den Burg et al. 2008; Kaur et al. 2021) کار رفته است به زینیونجه، کاهو، گوجه فرنگی و آرابیدوپسیس 

به گیاه توتون،  tPAها مربوط به انتقال موقت ژن نیز تحقیقات ارزشمندی در زمینه انتقال موقت ژن انجام گرفته که بیشتر گزارش

و همچنین اثر سیستم  (Amiri et al. 2016)ان پروتئین تولید شده بر میز P19و ارزیابی اثر سیستم خاموشی ژن  tPA موقت بیان

تولید شده در گیاه  tPA (tissue Plasminogen Activator)و میزان پروتئین  tPAان رونویسی ژن بر میز P19خاموشی 

 گیاهی هایاز گونه یعیوس فیط ی موقتختیبرای ترار توانیم ین روشاز ا ن،یبنابرا .(Sharafi et al. 2020)توتون اشاره کرد 

 ژن پس از یخاموش .دهندیقرار م ریتحت تأث را اهانیدر گ بینوترک نئیپروت دیتول زیادی وامل محدودکنندهنمود. ع ای استفادهدولپه

 Vaucheret et) گزارش شده است ومیشده با اگروباکتر یحتلق اهانیگ یهااست که در برگ یواملعاز جمله  (PTGS) یسیرونو

al. 2001; de Felippes et al. 2020) .ندیفرآ PTGS روسیکننده و سرکوب یراختصاصیغ یمنیا ستمینوان سع به اهانیدر گ

هر سه  وجود دارد. اهانیژن در گ یخاموش ریحداقل سه مس دهدیمطالعات نشان م .کندیم ملع عیدفا روش کینوان ع و به ها

 ریهر سه مس میان نیدر ا که (Tang et al. 2008)است  اهانیها و گدر جانوران، قارچ کسانیمنشأ  یدارا RNAی خاموش ریمس

 ستمیدر س. (Baulcombe 2004; Eamens et al. 2008; Kalantidis et al. 2008)در گیاهان وجود دارد  RNA یخاموش

 سرکوبسیستم  در حضور تواندیم خارجی نئیپروت انیب ،یسیژن پس از رونو یبر مشکل خاموشفائق آمدن منظور  موقت به انیب
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است.  تیحائز اهم اریبس ،یسیژن پس از رونو یخاموش یهاسرکوب کننده ییرو شناسا نیاز ا .ابدی شیژن افزاخاموشی  کننده

 نئیژن پروت را سرکوب کنند. اهیگی خاموش ستمیکه بتوانند س دهندیم رییرا تغ هانئیپروت یاگونه به یاهیگ یهاروسیاز و یاریبس

P19  شناخته ژن یخاموش ستمیس ینوان ژن مؤثر در سرکوبع به شده است، یجداسازی فرنگ بوته گوجه یکوتولگ روسیاز وکه 

 و قادر هم در هسته قرار دارد و توزولیفعال هم در س مرید کینوان ع چندمنظوره است که به نئیپروت کی P19 نئیپروت. است شده

مشتق شده از  siRNA حسط کهیی آنجا از. (Voinnet et al. 2004)متصل شود  miRNAو  siRNA یهابه مولکول است

 یراختصاصیاتصال غ قیآزاد را از طر یارشته دو siRNA زانیم P19یابد، پروتئینمی شیافزا یدر پاسخ به آلودگ یاهیگ روسیو

 Berry) کندیسرکوب م RISCه عبه مجمو siRNAاتصال  در تداخلبا ایجاد را  یخاموشپاسخ و از این طریق  دهدیکاهش م

et al. 2009) .یابیدست ی. براکنندیم فایا بینوترک یهانیعملکرد پروتئ نییدر تع ینقش مهم اهانیدر گ نیژن و ترجمه پروتئ انیب 

 راتییتغ ن،یسنتز پروتئآن،  یداریپاو  mRNAی سیمراحل از جمله رونو یتمام ،ی تولید یک پروتئین هترولوگبالا به عملکرد

به  ادییز ها به مقدارروش انتقال ژن کارآمد برای گونه کیتوسعه به همین منظور  شوند. یسازنهیبه دیبا نیو تجمع پروتئ نیپروتئ

مدت  ،یاهیرقم گ وم،یاگروباکتر هیسو د،یتوان به نوع پلاسمیعوامل م نیجمله ا از. دارد یژن بستگ انیعوامل مؤثر بر ب کردن نهیبه

عوامل احتمال دارد  نیسازی انهیو به یبررس. با اشاره کردی طیحو عوامل مگر سیستم خاموشی ژن های سرکوب، ژنحیزمان تلق

یابد. هدف اصلی از انجام این تحقیق، به دست آوردن شرایط بهینه  شیافزا های مورد علاقهدر گونهتولید پروتئین نوترکیب  ییکارآ

 بود. GFPانتقال موقت ژن به گوجه فرنگی به منظور تولید حداکثری پروتئین نوترکیب 

 

 هامواد و روش

استتتفاده شتتد. به  GFPموقت ژن  انیجهت ب (KAL G)جی کال رقم گوجه فرنگی اهیاز گ قیتحق نیدر ا: مواد گیاهی

به  وانی( فراهم شتتد. ستتپس بذور در داخل ل1:2)نستتبت  تیو پرل ماستیبا مخلوط پ یطی، محگوجه فرنگی یمنظور کشتتت بذرها

سطح شرا یصورت  شدند و با  شنا ساعت 16 طیکشت  شدند. در گلخانه  oC 2±23یدمادر  یکیتار ساعت 8 و ییرو پرورش داده 

شد گیاهچهزنجوانهپس از  سبت  تیو پرل ماستیگلدان )مخلوط پ ها، آنها بهی و ر شرا افتندی( انتقال 1:2)ن در  الذکرفوق طیو تحت 

شکده شاورز گلخانه دان ستان  یک شگاه کرد شدند پرورشدان به  ویژه برگی بهشیاندام رو دیاز نظر تول اهانیهفته، گ 4پس از  ،داده 

 بودند. قیکه قابل تزر دندیرس یحد

ستفاده  یانیب وکتور: سازه های ژنی شکل T-DNAدر ناحیه  GFPکه ژن  بود pXK2FS7مورد ا شت )  -1آن قرار دا

 پایان یو توالگیاه در  انیجهت ب nptII نیستتتیکانامامقاومت به  ژن یدارا T-DNAدر ناحیه  kb 12 با اندازهناقل  نی. االف(

بود.  35S CaMVبر شی( با پGFPفلورستتتنت ستتتبز ) نی( و پروتئGUS) دازیبتاگلوکورن هایژن نیو همچن NOS رونویستتتی

 kbبه طول  pCAMBIA1304 یانیناقل باستتتفاده گردید.  P19جهت بررستتی اثر  pCAMBIA1304-P19ناقل همچنین از 

ناما یدارا 5/12 به کا باکتر انی، جهت بnptII نیستتتیژن مقاومت  و ژن مقاومت به  ییایباکتر هاییکلن نشیگز یو برا یدر 
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 CaMV برشیپ در جلوی p19ژن  ،NOS رونویسی پایانو  CaMV 35S برشیپ اه،یمقاومت در گ جادیجهت ا نیسیگرومایه

35S ناقل  یآغاز همانندساز هیناحpBR322 (Ori)35شدن لهیآدنپلی گنالی، سS CaMV (pA35S CaMV)اتصال  هی، ناح

 ب(.-1)شکل است  یمیبرش آنز هایجایگاه نی( و همچنOlac(، اپرون لاکتوز )Placاپرون لاکتوز ) برشی(، پCAP) برنشیپ

 

 P19 و ب: سازه حاوی ژن GFP. الف: سازه حاوی ژن 1شکل 

Figure 1. A) Construct contains the GFP gene. B) Construct contains the P19 gene 

سازه های ژنی در باکتری  و  GFPژن  یحاو pXK2FS7 نیناقل: DH5αیه سو E. coliتکثیر ناقلین حاوی 

pCAMBIA1304-P19 ژن  یحاوP19 و ذوب  انجماد روش از استتتتفاده با و اطمینان از صتتتحت وجود آنها، ریتکث منظور به

(Holsters, De Waele, Depicker, Messens, Van Montagu & Schell 1978)  به باکتریE. coli یهسو DH5α 

های ژنی مورد نظر برای تأیید تکثیر سازه کشت داده شدند.مناسب  کیوتیبیآنت یجامد حاو LBکشت  طیمح یو رو افتندی انتقال

  استفاده شد. Colony PCRاز روش

سازه ژنی در اگروباکتریوم ضور  به  pCAMBIA1304و  pXK2FS7های  وکتورانتقال : تراریختگی و تأیید ح

 Holsters, De)انجماد  ذوب و روش با LBA4404سویه  A. tumefaciensبه باکتری  P19و  GFPهای ترتیب حاوی ژن

Waele, Depicker, Messens, Van Montagu & Schell 1978) های تراریخت در محیط کشت صورت گرفت. سلول

LB سین ) بیوتیکحاوی آنتی سین ) mg/ml50های ریفامپی سترپتومای سین ) ( و mg/ml50(، ا ( برای ناقل mg/ml 25جنتامای

pXK2FS7 بیوتیکو آنتی( های کانامایسینmg/ml 50( ریفامپیسین ،)mg/ml 100( و هیگرومایسین )mg/ml 40 برای ناقل )

pCAMBIA1304  در دمایC° 28  ها بررسی شد. تأیید تراریختی اگروباکتریوم با استفاده ساعت رشد کلونی 24کشت و پس از

 ( .1( بررسی شد )جدول GFPRو  GFPFبا آغازگرهای اختصاصی ) Colony PCRاز 
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  PCR. آغازگرهای مورد استفاده در 1 جدول

Table 1. Primers used in PCR 

 طول قطعه تکثیری )جفت باز(

amplified fragment 

length (bp) 

 طول آغازگر )باز(

Primer 

Length (bp) 

%GC آغازگرها           Primers    

300 20 60% TCGTGACCACCCTGACCTAC GFPF 

20 55% ACCTTGATGCCGTTCTTCTGC GFPR 

108 22 54% GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG GAPDHF 

22 54% ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA GAPDHR 

 در pXK2FS7 یهاناقلهای حاوی اگروباکتریوم: درگیاه گوجه فرنگی ونیلتراسینفیاگروابه روش موقت انتقال 

در محیط کشت  pCAMBIA1304 ناقل و نیسیجنتاما ن،یسیاسترپتوما ن،یسیفامپیر یهاکیوتیبیآنت یحاو LB عیکشت ما طیمح

ها با سانتریفیوژ به ند. سپس کشتشد کشت ساعت 18 مدت به C° 28 یدر دما نیسیگرومایه ن،یفامپسیر ن،یسیکانامامحتوی 

MES (mM10 ،)(، بافر µM200رسوب داده شدند. سپس در محیط تلقیح شامل )استوسرینگون ) g 5000دقیقه با شتاب  15مدت 

بر مورد مطالعه  یفاکتورها( رقیق شدند. 8/0و  600OD 4/0 ،6/0( با سه میزان غلظت ) mM10) 2MgClدرصد( و  5/0گلوکز )

( و سه ومیاگروباکتر با حیتلق از بعد روز 10 و 7، 4) برگ برداشت  زمان ،(P19و بدون  P19 ه همراهب حی)تلق ل اثر ژنشامبیان ژن 

هفته پس از جوانه  4های رشد یافته در شرایط مناسب در زمان از میان گیاهچه .بود (600OD 8/0و  6/0، 4/0) ومیاگروباکتر غلظت

های برگب جهت آزمایش انتخاب گردیدند. زنی، گیاهانی که از نظر تیپ ظاهری و رشدی از بقیه بهتر بودند به عنوان مواد مناس

ها انجام شد به برگی توسط سرنگ انسولین بدون سوزن تزریق شدند. تزریق در سطح زیرین برگ 6گیاهان انتخاب شده در مرحله 

ق رشد با ها، گیاهان در اتانحوی که در تمام پهنک برگ تزریق صورت بگیرد و قسمتی بدون تزریق باقی نماند. بعد از تلقیح برگ

ها برای آنالیزهای بیان برداری از برگنگهداری شدند. نمونه C° 2 ± 23ساعت تاریکی در دمای  8ساعت روشنایی و  16شرایط 

 نگهداری شدند. -80℃انجام شد و تا انجام آزمایش در  GFP نیپروتئ انیبسطح ترانسکریپت و  درGFP ژن

نمونه گیری برگی در روزهای مختلف پس از : cDNAکل از برگ گیاه گوجه فرنگی و ساخت  RNAاستخراج 

استخراج شد. کیفیت و  RNaseگیاه در شرایط عاری از  RNA)شرکت سیناژن(،  RNXplusتلقیح، بر اساس دستورالعمل کیت 

ساخت  ( مورد ارزیابی قرار گرفت.EPOCH, USAو دستگاه نانودرآپ ) 1شده با استفاده از ژل آگارز %استخراج RNAکمیت 

cDNA  با استفاده از کیت سنتزcDNA  ی احتمالی آلودگشرکت پارس طوس طبق دستور العمل انجام شد. در ابتداDNA  با

 mM 5/0 هانمونهاز  هرکدامحذف گردید. سپس به  شدهاستخراجکل  RNAاز  (Fermentasشرکت ) DNaseIاستفاده از آنزیم 

Random Hexamer  جهت افزایش بازدهی ساخت(cDNAاضافه و نمونه ) ها به مدتmin 10  در دمای اتصالºC 65  قرار
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( به هر نمونه mM10 ) dNTP( و 1-u.µL10 ) RT(، آنزیم X 5) RT، شامل بافر cDNAداده شدند. اجزای واکنش ساخت 

 قرار گرفتند. ºC 70در  min 10و  ºC 47در  ºC 25 ،min 60در  min 10گردید و به ترتیب در زمان و دمای: اضافه 

 Real Time PCRهای ، واکنشqRT-PCRبه روش  GFPگیری بیان ژن جهت اندازه: Real Time PCRواکنش 

 nuclease، آب SYBRGREEN µl 5شامل  µL 10( انجام شد. هر واکنش در حجم ABI- USAدر دستگاه ترموسایکلر )

free µl 25/3 ،cDNA µl 75/0 (ng/µl50 آغازگرها ،)µl 5/0  بود. از ژنGAPDH استفاده شد  رفرنس ژنعنوان به(Dheda, 

Huggett, Chang, Kim, Bustin, Johnson, Rook & Zumla 2005).  های دمایی ( و چرخه1پرایمرها )جدولPCR 

 شدهانتخابژن مرجع  عنوانبهکه  GAPDHژن کمک به  GFPاست. میزان بیان ژن آورده شده  2در جدول  PCRجهت انجام 

ی حاصل از بررسی هاداده. (Radonić, Thulke, Mackay, Landt, Siegert & Nitsche 2004)سازی شد بود، نرمال

مقداربیان  .(Pfaffl 2001)، به دست آمد رسدیم(، سیکلی که شدت فلورسنت به خط آستانه Ctسیکل آستانه ) برحسببیان ژن 

 GFPهای بیان ژن . و نهایتا داده( 2001Livak & Schmittgen) شدمحاسبه  هانمونهبرای همه CtΔΔ-2ژن با استفاده از روش 

، 4) برگ برداشت  زمان ،(P19و بدون  P19 ه همراه)ب P19ژن  اثر مطالعه شاملمورد  یفاکتورهامورد بحث و آنالیز قرار گرفتند. 

با استفاده از  نمودار بیان ژنبود.  (600OD 8/0و  6/0، 4/0) ومیاگروباکتر غلظت( و سه ومیاگروباکتر با حیتلق از بعد روز 10 و 7

 . (2)جدول  شد رسم Excellافزار نرم

 هابرای انجام واکنش PCRهای دمایی . چرخه2جدول 

Table 2. PCR temperature cycles 

 

   تعداد چرخه Time  زمان Temperature  (C˚دما ) Step     مرحله

Cycle  

 Primary   سازی ابتداییواسرشت

denaturation 

94 min 5 1 

  denaturation 94 s 30   سازیواسرشت

 Annealing 58 s 30   اتصال

  Elongation 72 s 30    سازیطویل

 Final elongation 72 min 7 1   سازی نهاییطویل

 

35 
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نمونه برگی از گیاهان تیمار شده ) تراریخته احتمالی( و غیر تراریخته )شاهد( جمع آوری : GFPمشاهده بیان پروتئین 

در نانومتر  490-460 کیباند بار لتریمجهز به ف Olympus BX51فلورسانس  کروسکوپیمزیر در  یبرگ یهازنمونهیرشدند. 

 . گرفته شد وتریمتصل به کامپ تالیجید نیدورب کیبا استفاده از  رینانومتر قرار گرفتند. تصاو 400 طول موجمعرض نور فرابنفش در 

 

 نتایج و بحث

 نیناقل ریمنظور تکث به: P19ژن  یحاو pCAMBIA1304-P19و  GFPژن  یحاو pXK2FS7تکثیر ناقلین 

های تکثیر شده نتایج حاصل از باکتری 2استفاده شد که در شکل DH5αسویه  E. coliاز باکتری  ،P19و  GFP یهاژنحاوی 

 حاوی ناقلین نمایش داده شده است.

 ختهیترا دییتأ ،ومیبه اگروباکتر دهایپس از انتقال پلاسم: ومیاگروباکتر ترانسفورم شده به یژن های سازه دأییت

و  GFP-Fبا استفاده از آغازگرهای  Colony PCRواکنش  .گرفت انجام Colony PCR قیهای ظاهر شده از طریکلن بودن

GFP-R انجام گرفت. نتایج حاصل برای بررسی انتقال وکتور  آنهای ترانسفورم شده برای و انتقال وکتور و وجود و باکتری

pXK2FS7  نشان داده شده است.  3در شکل 

، GFPاولین قدم جهت اطمینان از بیان ژن : cDNAکل از برگ گیاه گوجه فرنگی و ساخت  RNAاستخراج 

با کمیت و کیفیت مناسب صورت پذیرفت. نتایج حاصل  RNAاست که جهت انجام این مهم استخراج  RT-PCRاستفاده از روش 

بود، به طوری که  RNA، مؤید کیفیت مطلوب RNaseو در شرایط عاری از  1استخراجی بر روی ژل آگارز % RNAاز الکتروفورز 

 (.4به خوبی مشخص است )شکل  )sRNA 18و  sRNA 28تفاوت باندی )

 

 ناقل یحاو DH5α یۀسو E. coli ی( باکترالف. DH5αیه سو E. coliباکتری  در نیناقل ریتکث. 2 شکل

pCAMBIA1304-P19ی. ب( باکتر E. coli یۀسو DH5α ناقل یحاو pXK2FS7 طیمح یرو افتهی رشد 

 µg mL100-1 نیسیفامپیر یجامد حاو LBکشت 

Figure 2. Replication of vectors in E. coli strain DH5α. a) E. coli strain DH5α containing 

pCAMBIA1304-P19 vector. b) E. coli strain DH5α containing pXK2FS7 vector Growth on 

solid LB medium containing 100 µg/ml rifampicin 
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 بهها  GFP، Controlژن  یحاو دیبا پلاسم افتهیرییتغ یهایباکتر Colony PCRباند حاصل از  G1 .3 شکل

 bp 100 Ladderهستند،  ومینشده با اگروباکتر ماریت یهابدون سازه و بافتوم یاگروباکتر بیترت

Figure 3. G1 obtained from Colony PCR of transformed bacteria with plasmid containing 

the GFP gene, controls, are agrobacterium without a construct and untreated tissue samples 

with agrobacterium. ladder 100 bp 

 

  Ladder 100 bp، (S1-S4) یمختلف برگ گوجه فرنگ یهااستخراج شده از نمونه RNA تیفیک .4 شکل

Figure 4. quality of RNA from different leaves is as follows: S1-S4 represent samples from 

different tomato leaves, Ladder 100bp 
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در  افتهیرشد  یهااهچهیگ انیم ازابتدا : تاثیر فاکتورهای مختلف بر بیان آن و GFP موقت ژن بیان بررسی

بهتر بودند به عنوان مواد  هیاز بق یو رشد یظاهر پیکه از نظر ت یاهانیگ ،پس از جوانه زنی رشدهفته چهارم  درمناسب  طیشرا

از دستگاه استخراج  Ctبه صورت  Real Time PCRواکنش داده های به دست آمده از . دندیانتخاب گرد شیآزما یمناسب برا

CTΔΔ-(2 ( )واکیل)روش  یت یس دلتا دلتا یمنها توان به دو روش اساس بر مختلف یمارهایت یبرا ژن انیب یکم جینتاشدند. 

=Livak method) ( محاسبه شد. تیمارهای مورد بررسی شامل حضورV1 و عدم حضور پروتئین )P19 (V2 تعداد روزبعد از ،)

 8/0و  6/0، 4/0( و غلظت اگروباکتریوم شامل سه غلظت D3و  D1 ،D2روز )به ترتیب  10و  7، 4شامل  تلقیح اگروباکتریوم

600OD  به ترتیب(1C ،2C  3وC) .19نتایج نشان داد که اثر حضور پروتئین  بودندP  بر بیان ژن کاملا مشهود و معنی دار است

بیشترین میزان بیان  600OD 6/0تاثیر متفاوتی داشت و در غلظت  GFPهای اگروباکتریوم هم بر بیان ژن (. اثر غلظت5)شکل 

( از تلقیح D2پس از هفت روز ) GFPهمچنین بیشترین میزان بیان ژن (. 5های دیگر به دست آمد )شکل نسبت به غلظت

اختلاف معنی داری مشاهده نشد. در بررسی اثرات متقابل )ترکیب  D3و  D1و همچنین  C3و  C1(. بین 5مشاهده شد )شکل 

ترکیب کل )شکل  18( از C3D2V2و  C1D2V2 ،C2D1V2 ،C2D2V2هار ترکیب تیماری )شامل فاکتورها( بر بیان ژن چ

 P19ترکیب تیماری حضور سازه حاوی ژن  4داشتند. در تمام این  GFPداری بر افزایش بیان ژن (، نسبت به بقیه اثر معنی6

روز پس از تلقیح که  7باکتری و  6/0ظت ، غل P19یعنی حضور  C2D2V2(. در نهایت ترکیب تیماری 6تاثیرگذار بود )شکل 

کاملا محسوس  GFPداشتند و به عنوان بهترین اثر متقابل شناخته شد. این افزایش بیان ژن  GFPبیشترین تأثیر را بر بیان ژن 

،  P19حضور  (. به طور کلی نتایج این مطالعه نشان داد حضور و یا عدم6برابر نسبت به شاهد اثر افزایشی داشت )شکل  5/7بود و 

 غلظت باکتری و تعداد روز پس از تلقیح می توانند فاکتورهای مهمی بر بیان موقت ژن به روش اگرواینفیلتریشن باشند.
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 غلظت: C2 ،4/0 غلظت:  C1های مختلف اگروباکتریوم )غلظت (V1)و عدم حضور  (V2)تأثیر حضور  .5شکل 

6/0، C3 و روزهای پس از تلقیح بر میزان بیان ژن )GFP 

Figure 5. effect of presence (V2) and absence (V1) of P19, different concentrations of 

agrobacterium (C1: 0.4, C2: 0.6, C3: 0.8) and days after inoculation on expression level of 

GFP 

به نام پروتئین فلورسنت سبز  یپروتئیناست که های گزارشگر معروف یکی از ژن GFP :GFPمشاهده بیان پروتئین 

 کروسکوپیمزیر در ها این پروتئین در صورت بیان در بافت .داردرنگی همانطور که از نامش پیداست تابش سبز  وکند را رمزگذاری می

تواند نمایش داده شود. مینانومتر  400 طول موجابنفش در معرض نور فردر نانومتر  490-460 کیباند بار لتریمجهز به ف فلورسانس

 400 طول موجفرابنفش در های تلقیح شده ژن به روش اگرواینفیلتریشن زیر نور برگ پروتئینبرای اطمینان از بیان ژن در سطح 

های س سبزی در نمونهفلورسن های تراریخته به آسانی مشاهده شد، در حالی که هیچ نورس سبز در برگفلورسنارزیابی و  نانومتر

افتد و به روش اگرواینفیلتریشن اتفاق می GFP(. این نتایج نشان داد که بیان ژن 7شاهد )غیر تراریخت( مشاهده نشد )شکل 

 کند. بنابراین نتایج بیان در سطح ترانسکریپت به روش ریل تایم را تایید می
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= نوع سازه V= تعداد روز پس از تلقیح، GFP ، D ن بیان ژن. مقایسه اثرات متقابل فاکتورها بر میزا6شکل 

 اگروباکتریوم600ODD: غلظت Cژنی و 

Figure 6.  Comparison interaction of different factor levels on GFP gene expression, D, days 

after inoculation, V, construct type, and C, agrobacterium concentration 0n OD600 

 

 بحث

کند را محدود می اگروباکتریوم کمکژن به موقت ( بیانPTGS) یسیرونو ژن پس از یخاموششده انجام مطالعات اساس بر

(Voinnet et al. 2003b) در عدم حضور ژن .P19 ،mRNA شود، احتمالاً توسط سیستم یادی بیان میمیزان زتراژن که به

 ای دارددو رشته siRNAبرای اتصال به  میل زیادیP19سرکوبگر  گیرد. پروتئینخاموشی ژن در گیاه هدف مورد تخریب قرار می

 siRNAفسفات به -از طریق پیوند قند p19سرکوبگر  کند. پروتئینجلوگیری می RISCبه مجموعه  آنها الحاق و به احتمال زیاد از

چنین مطالعات نشان داده است که در زمان اتصال دهد. همنمی قرار تأثیر را تحت نوکلئوتیدی آن ترکیب بنابراین شود ومتصل می

 siRNAآیدکه در قسمت انتهای خود به انتهای در می مریدبه شکل  P19ای، دو رشته miRNAیا  siRNAبه  P19پروتئین 

 .(Alvarez et al. 2008)گردد ای متصل میدو رشته miRNAیا 
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تلقیح+  7باکتری+ روز  6/0. ستون الف( برگ گیاهچه گوجه فرنگی که تحت تیمار ترکیب )غلظت 7شکل 

. ستون GFPو اثر فلوروسانس بیان ژن  UVهای تیمار شده در نور ( قرار گرفته، برگP19سازه حاوی ژن 

سازه حاوی ژن روز تلقیح+  7باکتری+  4/0ب( برگ گیاهچه گوجه فرنگی که تحت تیمار ترکیب )غلظت 

P19ر نوهای تیمار شده در ( قرار گرفته، برگUV  س بیان ژن فلوروسانو اثرGFP ستون ج( برگ گیاهچه .

( قرار گرفته، P19تلقیح+ سازه حاوی ژن  4باکتری+ روز  6/0گوجه فرنگی که تحت تیمار ترکیب )غلظت 

ون د( برگ گیاهچه گوجه فرنگی که . ستGFPس بیان ژن فلوروسانو اثر  UV رنوهای تیمار شده در برگ

های تیمار شده ( قرار گرفته، برگP19تلقیح+ سازه حاوی ژن  7باکتری+ روز  8/0تحت تیمار ترکیب )غلظت 

 GFPس بیان ژن و اثر فلوروسان UV رنودر 

Figure 7. a) Tomato leaf treated with the combination treatment (bacterial concentration 

0.6, day 7 inoculation, construct containing P19 gene), showing UV-treated leaves and the 

fluorescence expression of the GFP gene. b) Tomato leaf treated with the combination 

treatment (bacterial concentration 0.4, day 7 inoculation, construct containing P19 gene), 

showing UV-treated leaves and the fluorescence expression of the GFP gene. c) Tomato leaf 

treated with the combination treatment (bacterial concentration 0.6, day 4 inoculation, 

construct containing P19 gene), showing UV-treated leaves and the fluorescence expression 

of the GFP gene. d) Tomato leaf treated with the combination treatment (bacterial 

concentration 0.8, day 7 inoculation, construct containing P19 gene), showing UV-treated 

leaves and the fluorescence expression of the GFP gene 

 



 1402و همکاران، نصیری مقدم 

17 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 Dunoyer et)گردد عنوان سیگنال خاموشی میبه siRNAمانع گسترش دوپلکس  P19شده است که پروتئین مشخص

al. 2004) بدین ترتیب .P19 ای مانع از تشکیل ساختار دو رشتهsiRNA  باmRNA  ژنGFP  شده و در نتیجه باعث جلوگیری

کننده سرکوب نئیپروتکه در حضور  نداهداد مطالعات زیادی نشان. (Burgyán & Havelda 2011)شود از خاموشی آن می

 .Lindbo 2007a; Lindbo 2007b; Dhillon et al) ابدیمی یاقابل ملاحظه شیافزا GFP نیپروتئ انی، بP19 یخاموش

 .Kontra et al)ه است گزارش شد P19 نیعدم حضور پروتئ طیدر شرا یزیناچ GFPژن  انیب زانیم ،گری. در مطالعه د(2009

گزارشگر،  یهانیئپروت لیاز قب یمختلف بینوترک یهانیئپروت نایب P19که  استگزارش شده  یمتعدد قاتیتحق در .(2016

 داده است شیبرابر افزا 100تا  5متفاوت  ریقادرا با م ییدارو یهانیئواکسن و پروت دیبا هدف تول ییهانیئپروت ،یبادیآنت

(Moissiard & Voinnet 2004; Chiong et al. 2021) . از سیستم سرکوب کننده پروتئینیP19 آمیزی صورت موفقیتبه

برابری  50های مختلف از جمله افزایش های نوترکیب در گونهجهت سنجش بیان موقت ژن در جهت افزایش عملکرد تولید پروتئین

 Thomas & Walmsley)در توتون  hEGFبرابری بیان ژن  4، افزایش (Voinnet et al. 2003a)در توتون  GFPبیان ژن 

در گیاه  GFPژن  انیبدرصدی  25افزایش  ،(Alvarez et al. 2008)در گوجه فرنگی  F1-Vژن برابری  3، افزایش (2014

 .(Liu & Kearney 2010) است بوده زیناچبیان ژن هدف بسیار  P19 نیپروتئی که در غیاب در حالاستفاده شده است، توتون 

 Mohammadzadeh)را گزارش کردند  P19با استفاده از سیستم  HCVcpبرابری بیان ژن  5-4محمدزاده و همکاران افزایش 

et al. 2014) امیری و همکاران با بررسی تأثیر پروتئین .P19  بر افزایش بیان ژنtPA  به این نتیجه رسیدند که بیان ژنtPA  را

کلم  کیموزائ روسیو 35S CaMVاندازموقت با استفاده از راه انیب .(Amiri et al. 2016)تا دو برابر حالت عادی افزایش داد 

 Lindbo)داد  شیبرابر افزا 25تا  P19  ،10 یکننده خاموشسرکوبدر حضور ژن را  GFP نیئپروت دیتول ،در گیاه توتونگل 

2007a) .کنندگی خاموشی توسط سیستم پروتئینی با توجه به خاصیت ذاتی سرکوبP19شیافزا لیدل کهتوان اظهار داشت ، می 

عامل دیگری که در این پژوهش . باشدمی GFPژن  یخاموش سرکوبسیستم  عملکرد زیمطالعه ن نیدر ا GFPژن  یسیرونو زانیم

 6/0 مورد بررسی قرار گرفت، تأثیر مقادیر غلظت باکتری اگروباکترویوم بر بیان موقت ژن بود. بر اساس نتایج بدست آمده غلظت

600OD  درصد( را بر افزایش بیان 60بیشترین تأثیر )حدود GFP ران نشان دادند که نسبت به شاهد از خود نشان داد. لی و همکا

. همچنین گزارش شده است (Li et al. 2017)درصدی بر بیان و انتقال ژن به گیاه سویا داشت  96اگروباکتریوم تاثیر  6/0 غلظت

 Li)های مورد تیمار باعث سوختگی شد که اگرچه مقادیر بالای غلظت اگروباکتریوم تأثیر مثبتی بر بیان ژن دارد اما در تمام برگ

2017 et al.)600 . در گزارشی دیگر بهترین نتایج در غلظتOD 6/0 برای انتقال ژن به گیاه سپیدار بدست آمد  اگروباکتریوم

(2014 et al. Movahedi) 600. بر اساس چندین مطالعه غلظتOD 6/0  یک غلظت مناسب برای انتقال ژن است که با نتایج

این تحقیق همسو است. سومین فاکتور مورد بررسی مدت زمان بعد از تلقیح بر بیان ژن در انتفال ژن به روش موقت بود که در 

 پروتئین عتجم سطح ،(N. benthamianaتوتون ) اهیگ یرو تحقیقی درچندین مطالعه اهمیت این موضوع بررسی شده است. 

GFP نشان داد یوابستگ نمو و رشد مرحله به ومیموقت توسط اگروباکتر انیب در (Sheludko et al. 2007). صورت که  نیبد
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گزارش شده است که توتون  اهیگبیشتر از دیگر مراحل رشدی گیاه بود. همچنین در  اهیگ یشیرو رشد مرحله درژن هدف  انیب سطح

 ;Marillonnet et al. 2005)ترین زمان برای تولید پروتئین نوترکیب است های جوان( قبل از گلدهی مناسبی )برگشیمرحله رو

Sheludko et al. 2007). ای گزارش شدکه بازدهی انتقال موقت ژن در مطالعهGUS مرحله زمانی  سه از به گل رز در مرحله دو

ها در چهار، . در مطالعه حاضر برداشت برگ(Yasmin & Debener 2010)است  3و  1برابر بیشتر از مراحل  10ها، حدود گلبرگ

در روز هفتم )مرحله رویشی( است  GFPهفت و ده روز پس از تزریق انجام شد و نتایج نشان داد که بیشترین میزان رونویسی ژن 

. از طرفی به احتمال مناسب است هارونویسی و همچنین سرعت سنتز پروتئینسرعت رسد در این زمان و مرحله رشدی و به نظر می

پی  را در GFPتواند افزایش بیان ژن فراوان سیستم سرکوب خاموشی ژن نیز در حال فعالیت است. بنا براین نتیجه این عوامل می

 داشته باشد.

روز پس از تلقیح گیاهان با اگروباکتریوم  P19 ،7در حضور ژن  GFPدر این مطالعه، بیشترین بیان نسبی ژن : یریگجهینت

در غلظت  ومیاگروباکتر با اهانیگ حیتلق از پس روز 10 و P19در عدم حضور ژن  GFPو کمترین بیان نسبی ژن  6/0و در غلظت 

در  GFPبه عنوان سرکوبگر خاموشی بر میزان بیان نسبی ژن  P19نتایج نشان داد که حضور ژن  .(C1D3V1) حاصل شد 4/0

تاثیر متفاوتی دارند.  GFPهم بر میزان بیان ژن  ومیاگروباکترهمه شتترایط تأثیرگذار استتت. اما مدت زمان پس از تلقیح و غلظت 

به کار  هدف یهاژن انیو ب موقت انتقال یمدل برا اهیگ کیبه عنوان  تواندیم یفرنگگوجه اهیمطالعه نشان داد که گ نیاهمچنین 

 . گرفته شود

 یپژوهش حاضر سپاسگزار یدر اجرا یهمکار و یمعنو یتحما ،یمال یتبه خاطر حما کردستاناز دانشگاه  سپاسگزاری:

  .شودیم
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