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 چکیده

روش  یک  RNAخاموشیواسطه به مقاومتباشد. القاء استفاده از ارقام مقاوم گیاهی بهترین راه برای کنترل عوامل ویروسی می 

عامل یکی از ( GFLV Grapevine fanleaf virus)مو  بادبزنی برگ ویروسباشد. ها میخوب برای ایجاد ارقام مقاوم به ویروس

مو با استفاده از سیستم القاء  GFLVمنظور بررسی امکان ایجاد مقاومت به های ویروسی مو در سراسر دنیا است. بهترین بیماریمخرب

ای از هر ژن سری استفاده شد که در آن قطعهسنجاق ، از توالی نوکلئوتیدی دو ژن این ویروس برای ساخت سازهRNAواسطه مقاومت به

قرار گرفت.  pGA482Gدر پلاسمید  35SCaMVطور جداگانه در جهت سنس و آنتی سنس در دو طرف یک ناحیه اینترونی و در مقابل به

استفاده شد. پس از تأیید انتقال ژن،   Agrobacterium tumefaciensاز سیستم  Nicotiana benthamianaگیاهان  جهت تراریختی

زنی ویروس سه نوع واکنش روز پس از مایه 10زنی مکانیکی شدند. ، مایهGFLVمنظور ارزیابی مقاومت نسبت به گیاهان تراریخت به

را در گیاهان مقاوم زنی شده مشاهده شد. آزمون الایزا نیز عدم حضور ویروس مقاومت، حساسیت و تأخیر در بروز علایم در گیاهان مایه

که گیاهان تراریختی که گونه علایم ویروسی مشاهده نشد. درحالیزنی، هیچتراریخت تأیید کرد. در این گیاهان حتی یک ماه پس از مایه

زنی شده هزنی و مشابه تیپ وحشی گیاهان مایها با آزمون الایزا ردیابی شد، علایم موزاییک را یک هفته پس از مایهحضور ویروس در آن

توان از آن برای ایجاد کار رفته برای القاء مقاومت کارایی بالایی داشته و مینشان دادند. نتایج این تحقیق نشان داد که سازه به GFLVبا 

 استفاده کرد. GFLVمقاومت در ارقام مختلف مو نسبت به 

   سر، ویروس برگ بادبزنی موتراریخت، خاموشی ژن، سنجاق کلمات کلیدی:
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 مقدمه
ها ژنوم کوچک و تعداد محدودی ژن که ویروسجاییآن از       

ها این پاتوژنیابد، می تظاهر همانندسازی ویروس طولدارند که در

 ,Pathogen Derived Resistance) بیمارگر از گرفته منشأ مقاومت برای

PDR)  مناسب( هستندBaulcombe ،1996 .)واسطه مقاومت به

 ،در رپلیکاز ویروس، بیان یک منطقه کدکننده پوششی پروتئین

 ایهای ماهوارهRNAو استفاده از  RNAسنس استفاده از آنتی

(Satellite RNA) روش  موفق براساس هایاستفاده مواردی ازPDR 

 PDRر یک مکانیسم مهم د(. Hilf ،1992 و  Dawson) باشدمی

ژن  خاموشیشود. نامیده می ( RNA Silencing) RNAخاموشی

که قبلاً بیان  شودمی گفتهبه پدیده کاهش یا توقف بیان یک ژن 

خاموشی  خاموشی ژن بیان خواهد شد. غیاب پدیده و یا در شدهمی

های زنده علیه و تدبیر دفاعی سلول ژنیک مکانیسم تنظیم بیان 

ها رتروترانسپوزون ها،قبیل ترانسپوزون پارازیت از DNAهای توالی

و همکاران،  Kimباشد )ها میاز ویروس  RNAو DNA هایو توالی

تواند روی ژن انتقال ( که اگر مبتنی بر مشابهت باشد می2011

و همکاران،  Koteerیافته و ژن درونی مشابه آن اثر بگذارد )

های مقاومت از واکنش بسیاریمشخص شده است که (. 1999

 دنشومی انجام RNA واسطهو به نیاز به سنتز پروتئین ندارند

(Dasgupta  ،2003و همکاران.) به ویروس پژمردگی  مقاومت ایجاد

 و (Tomato spotted wilt virus, TSWV) فرنگیگوجه ایلکه

نشان داد که بین  (Potato virus Y, PVY) زمینیسیب Yویروس 

وجود ارتباط مستقیمی  ایجاد شدهبیان ژن منتقل شده و مقاومت 

 RNAواسطه به مقاومت(. 1991و همکاران، Kawchuke ) ندارد

 Post) برداری نسخه پس ازدر سطح یک حالت از خاموشی ژن 

Transcriptional Gene Silencing, PTGS) باشدمی (Vazquez  و

وسیله است که به  RNAتجزیه مکانیسم که نوعی (2002همکاران، 

 PTGS ها هم هدف و القاگرویروس .شود ءتواند القاویروس می

ند. این مسئله باعث نکرا تولید می PTGSه مهارکنند و هم هستند

 RNA واسطهخاموشی به بازیکنان اصلی عنوانبه هاکه ویروس شده

 ژن خاموشی تکنیک (. ازRovere ،2002و  Delvas) معرفی شوند

 به نسبت گیاهان مقاومت ایجاد برداری براینسخه از پس

و همکاران،  Lenneforsاست ) شده گیاهی استفاده بیمارگرهای

 سازوکار این کارایی افزایش منظورهای مختلفی به(. سازه2006

 هایسازه که از این میان اندشده معرفی مؤثر ایجاد مقاومت و

اند هبود برخوردار عملکرد مناسبی سری دارای اینترون از سنجاق

(Smith  ،مزیت2000و همکاران .) سری جهت سازه سنجاق کاربرد

  RNAفرم به معکوس تکراری مهار ویروس این است که توالی

 سبب dsRNA و این گرددمی بیان تراریخت سیستم ای دررشتهدو

(. 2004و همکاران، Kerschen شود )می هدف ژن شدن خاموش

 تربیش یا باز جفت 50 به طول ایقطعه توان حتیمی طریق این از

 نمودن خاموش برای را باشد مشابه هدف ژن با ژنتیکی لحاظ از که

 کننده های بیانناقل از اکنون هم نمود. گیاه بیان در مورد نظر ژن

طور به معکوس توالی تکرار همان حلقه یا -ساقه ژنتیکی ساختارهای

 از استفاده با تراریخت شده محصولات منظور ایجادوسیعی به

شود استفاده می هدف ژن نمودن خاموش و RNA خاموشی مکانیسم

(Palukaitis  وCarr ،2008.) کننده آلوده ویروسی عامل 64 تاکنون

 هاآن ترینمخرب از یکی که اندشده شناسایی مو در سراسر دنیا

( Grapevine fanleaf virus, GFLVمو ) بادبزنی برگ ویروس

ای با ژنوم یک عضو دو پیکره GFLV(. Martelli ،2014باشد )می

، Comovirinae زیرتیره ،Nepovirus جنس در A زیرگروه از قسمتی دو

 Sanfaconباشد )می Picornaviralesو راسته  Secoviridaeتیره 

های این ویروس ایزومتریک بوده و (. ویریون2009و همکاران، 

تک  RNAنانومتر قطر دارند. ژنوم ویروس از دو قطعه  30حدود 

قطبیت  با Single-stranded Ribonucleic Acid, ssRNA)) ایرشته

دارای پروتئین متصل  5'مثبت تشکیل شده است که در انتهای 

 به 3'و در انتهای  (Viral Protein genome-linked, VPg) ژنوم به

 چارچوب یک محتوی قطعه هر باشند.می (Poly A) آدنینیپلی صورت

و  P1پروتئین )پلی یک و است  (Open Reading Frame) باز خوانش

P2کمک پروتئینازی که توسط پروتئین بهکند. هر پلی( را رمز می

RNA1 وظیفه دارای یک هر که ترکوچک هایپروتئین به شودمی رمز 

همکاران،  وLai-Kee-Him ) شودمی شکسته هستند، مشخصی

پروتئین  5( به P1) RNA1پروتئین رمزشونده توسط (. پلی2013

هستند و از انتهای آمینی  ویروس تکثیری اجزاءکه  شودشکسته می

(، هلیکاز 1Aبه کربوکسیلی شامل یک کوفاکتور پروتئیناز فرضی )

 پروتئیناز (،1C) ویروس ژنوم به متصل پروتئین (،1B) فرضی

 -RNA (EPol= RNAپلیمراز وابسته به  RNA( و 1Dسیستئین )

dependent RNA polymerase, RdRp) باشد.می RNA2 پروتئین پلی

P2 کند که از انتهای آمینی به کربوکسیلی با فعالیت را رمز می

که برای تکثیر  2AHP پروتئین شامل ترتیب به سهبه پروتئولیتیکی

RNA2 عنوان پروتئین خانگیتواند بهمورد نیاز است و می 

(Homing Protein) 2 حرکتی پروتئین کند، عملBMP  که پروتئین

 2CCPو پروتئین پوششی  پلاسمودسماتاست در شده مشاهده اصلی

ژنومی برای آلودگی سیستمیک  RNAشود. هر دو شکسته می

در  (.2001و همکاران،  Naraghi-Araniگیاه ضروری هستند )

برگ بادبزنی مو  ویروس به مقاومت ایجاد امکان پژوهش حاضر

(GFLV) نوکلئوتیدی بخشی از دو ژن  ترادف کمکبه
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مقاومت گیاه  نیز ارزیابی سطوح و (GFLV) بادبزنی موویروس برگ 

Nicotiana benthamiana سازه توسط که ویروس به این نسبت 

 .قرار گرفت بررسی مورد بود شده القاء تکرار معکوس حاوی اینترون

 

 هاشمواد و رو
 مربوط به RNA1 نوکلئوتیدی کامل توالی آغازگر: طراحی        

موجود است، با استفاده از  NCBIکه در  GFLVنه جدایه از 

سازی و سپس یک ناحیه حفاظت شده ردیفهم BioEditافزار نرم

( برای ساخت سازه انتخاب شد. 1Bو  1Aنوکلئوتیدی از هر ژن )

 سنسآنتی و سنس جهت دو در معکوس و مستقیم هایآغازگر طراحی

مناسب و مطابق های برشی چنین جایگاه آنزیمانجام پذیرفت. هم

( 2014و همکاران، (pEPT8MCS2  Gottulaژنتیکی ناقل  با نقشه

چنین آغازگرهای مستقیم و در آغازگرها درنظر گرفته شد. هم

های برشی مناسب از توالی نوکلئوتیدی معکوس با جایگاه آنزیم

-pBin19-Gus ( که در ناقلIV2اینترون دوم گیاه سیب زمینی )

Intron شده بود و توسط آزمایشگاه ویروس شناسی سازی همسانه

 Vancanneytدر اختیار این پژوهش قرار گرفت ) Cornellدانشگاه 

 (. 1عنوان جداکننده طراحی شد )جدول ( به1999و همکاران، 

سنس های سنس و آنتیبرای تکثیر رشته ها:تکثیر قطعه       

های گیاه های طراحی شده و نیز  برگاز آغازگر 1Bو  1Aقطعات 

Chenopodium quinoa  آلوده بهGFLV  نژاد(GHu استفاده شد )

ای شرکت کیاژن با استفاده کیت یک مرحله RT-PCRو آزمون 

چنین برای تکثیر اینترون از طبق دستورالعمل انجام شد. هم

DNA  حاصل از استخراج پلاسمید ناقلpBin19-Gus-Intron  و

با استفاده از  PCR)آزمون آغازگرهای طراحی شده استفاده شد 

شرکت  Q5 Hot start High-Fidelity DNA polymeraseکیت 

New England Biolabs و محصولات تکثیر یافته روی ژل آگارز )

 درصد الکتروفورز شدند. 5/1

 

هاهای برشی آنسر و جایگاههای مورد نیاز جهت ساخت سازه سنجاقتوالی نوکلئوتیدی آغازگر :1 جدول

تکرار معکوس،  سازه جهت ساخت ها:سازی قطعههمسانه       

 سازی که دارای جایگاه چندگانه همسانه pEPT8MCS2از ناقل 

(Multiple Cloning Site) باشد استفاده شد. این ناقل با دارا می

سازی چند ژن بودن جایگاه چندین آنریم برشی، امکان همسانه

کند و در نتیجه برای ساخت سازه تکرار را در کنار هم فراهم می

تکثیر  باشد. جهت ساخت سازه، ابتدا محصولمعکوس مناسب می

 هایزیمآن از استفاده باpEPT8MCS2  پلاسمید نیز و یافته اینترون

KpnI و SalI  سازی شدند. اینترون برش یافته پس از خالص هضم

Enzyme Clean Up (Omega )سازی خالص کیت با استفاده از

شده متصل  هضم ناقل به T4DNA Ligase (BioLabs) توسط آنزیم

 DH5αسویه  Ecsherichia coli سپس این همسانه به باکتری شد.

 محیط در همسانه این حامل هایباکتری شد. داده انتقال

یافتن کلونی  منظورشدند. به انتخاب سیلینحاوی آمپیLB جامد 

 قطعه وجود پلاسمید استخراج از حاوی پلاسمید نوترکیب، پس

های نامبرده تأیید شد. آنزیم با آنزیمی هضم از با استفاده نظر مورد

شدند، که برای دریافت اینترون مثبت ارزیابی  هاییکلونی پلاسمید

 سنس جهت در جداگانه طوربه 1Bو  1A دریافت قطعات جهت

انتخاب شدند. این پلاسمید و نیز قطعات سنس تکثیر یافته از دو 

سازی خالص از پس شدند. هضم KpnIو  NcoI برشی هایبا آنزیم ژن

مشابه قطعه  E. coliانتقال به میزبان  و سازیهمسانه برش، محصول

برای تأیید حضور قطعه سنس پس از استخراج انجام شد و  اینترون

انجام  KpnIو  NcoIهای پلاسمید، واکنش هضم آنزیمی با آنزیم

هایی که علاوه بر اینترون، قطعه سنس را نیز شد. پلاسمید کلونی

سنس آنتی جهت کرده بودند، این بار برای دریافت قطعه در دریافت

 آغازگر نام جهت توالی آغازگر جایگاه برشی bpاندازه قطعه 

135 
NcoI 5' TACCACCATGGATGTGGCAGGTGCCYGAGGGCTCCC 3' 

Sense 
1A.For 

KpnI 5' GCT GTG GTA CCA CAA GAC GYG TGC TCA TMY AAC3' 1A.Rev 

135 
BamHI 5' AGTGAGGATCCATGTGGCAGGTGCCYGAGGGCTCCC 3' 

Anti sense 
1A.For 

SalI 5' AAT GCG TCG ACA CAA GAC GYG TGC TCA TMY AAC3' 1A.Rev 

141 
NcoI 5' TAC CAC CAT GGA TGG YTG RTG ARG GRG AAT CYC 3' 

Sense 
1B.For 

KpnI 5' GATGTGGTACCTATGAAAARCTCCCCAGYTTRA AGC 3' 1B.Rev 

141 
BamHI 5' AGT GAG GAT CCA TGG YTG RTG ARG GRG AAT CYC 3' 

Anti sense 
1B.For 

SalI 5' AATGCGTCGACTATGAAAARCTCCCCAGYTTRA AGC 3' 1B.Rev 

211 
KpnI 5' GCT GTG GTA CCG TTT GTT TCT GCT TCT ACC TTT G 3' - Int.For 

SalI 5'AAT GCG TCG ACC TAA ACA TCA CCA TGT TTT GGTC 3' - Int.Rev 
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مشابه قطعات  سازی قطعات آنتی سنساستفاده شدند. همسانه

انجام و تأیید  BamHIو  SalI های برشیسنس و با استفاده از آنزیم

سنس هایی که قطعات اینترون، سنس و آنتیشد. پلاسمید کلونی

 BamHIو  NcoIرا دریافت کرده بودند، جهت اطمینان با دو آنزیم 

 ترتیب در آغازگر مستقیم رشته سنس و آنتیها بهکه جایگاه آن

رود با انجام این دارد برش داده شدند که انتظار می سنس قرار

 430سری یا تکرار معکوسی به طول حدود واکنش، توالی سنجاق

جفت باز از پلاسمید جدا شود. این پلاسمیدها بار دیگر با آنزیم 

HindIII ژنتیکی پلاسمید برش داده شدند. با انجام  با نقشه منطبق

کرار معکوس به همراه ناحیه ت سازه روداین واکنش انتظار می

 از پلاسمید جدا شود.  35SCaMVبرنده و خاتمه دهنده پیش

های ژنی حاوی سازه تکرار معکوس به انتقال کاست       

جهت انتقال سازه مورد نظر به گیاه از ناقل  :pGA482Gناقل 

گر استفاده شد که دارای ژن گزینش pGA482Gدوگانه 

های باشد. تکثیر کاست( میnptII) IIنئومایسین فسفوترانسفراز 

 35SCaMVبر ژنی حاوی توالی تکرار معکوس تحت پیش

35SPro.1ASense.Int.1AAntisense.35STer  و

35SPro.1BSense.Int.1BAntisense.35STer  ازDNA  پلاسمید

ترتیب با استفاده ها و بهحامل این سازه pEPT8MSC2نوترکیب 

 35SCaMVبر از پیش 35S-4و  35S-از آغازگرهای طراحی شده 

(. سپس واکنش برش آنزیمی با استفاده از 2انجام شد )جدول 

شده روی محصولات  تکثیر هر کاست ژنی به مربوط برشی هایآنزیم

PCR  صورت گرفت و قطعات برش یافته پس از الکتروفورز و با

از ژل جداسازی  Omegaسازی از ژل استفاده از کیت خالص

های مربوطه روی ناقل چنین واکنش برش با آنزیمشدند. هم

pGA482G زدایی، واکنش انجام شد و پس از واکنش فسفات

، ابتدا 1Bو 1Aسری اتصال انجام شد. جهت ساخت سازه سنجاق

صورت گرفت.  pGA482Gدر ناقل  1Aسازی کاست ژنی همسانه

د یافته مورد بررسی قرار گرفتند و پس از های رشسپس کلونی

، یک نمونه که کاست HpaIو  HindIIIهای واکنش برش با آنزیم

سازی کاست را دریافت کرده بود تأیید و جهت همسانه 1Aژنی 

در  1Bاستفاده شد. جهت اطمینان از حضور کاست ژنی  1Bژنی 

های آنزیم با برش واکنش پلاسمید از استخراج ، پسpGA482G ناقل

HpaI  وBglII .انجام شد 
 

 هاو خصوصیات آن 35SCaMVبر توالی نوکلئوتیدی آغازگرهای پیش :2 جدول

 به ژنی هایکاست حامل pGA482G ناقل انتقال       

در  1Bو   1Aهایی که حضور کاست ژنینمونهآگروباکتریوم: 

ها تأیید شده بود جهت انتقال به آگروباکتریوم انتخاب شدند. آن

 Agrobacteriumباکتری  C58Z707سویه  تراریختی

tumefaciens های مستعد از طریق شوک الکتریکی روی سلول

های باکتری در شد و سپس سلولحاوی پلاسمید نوترکیب انجام 

جامد حاوی غلظت مناسبی از  LBمحیط کشت 

های جنتامایسین و کانامایسن کشت داده شدند.  بیوتیک آنتی

با  شده استخراج هایهای ژنی در پلاسمیدسپس حضور کاست

های اختصاصی مربوط به هر و آغازگر PCRواکنش  استفاده از

 کاست ژنی بررسی شد.  

 :Nicotiana benthamiana (Transformation) تراریزش       

استفاده  N. benthamianaگیاه تیپ وحشی جهت تراریختی از 

 جامد حاوی ها در شرایط استریل بر روی محیط کشتشد. بذر

،  Skoogو (Murashige تکمیل شده  MSهاینصف غلظت نمک

رشد های برگی سترون از گیاهان نمونهکشت شدند و ریز (1962

 در دقیقه 15 مدتها بهنمونه ریز یافته از این بذور تهیه شدند.

 A. tumefaciens حاوی سوسپانسیون MSمحیط تهیه شده از 

 ( حامل سازه مورد نظر فرو 8/0- 6/ 0:600OD) 707Z58Cسویه 

 .شد گرفته هاآن اضافی آب صافی کاغذ روی سپس و برده شدند

 BAPهای حاوی هورمون  MSجامد ها به محیط کشتریز نمونه

(6-Benzyl Amino Purine) و لیتر در گرمدو میلی با غلظتNAA  

(Naphthalene Acetic Acid -α 4 )لیتر  در گرممیلی 1/0 با غلظت

ها روی محیط کشت قرار بگیرد، طوری که سطح فوقانی نمونهبه

-درجه سانتی 25ها در شرایط تاریکی و در دمای منتقل و نمونه

کشتی، ساعت پس از طی دوره هم 48گراد قرار داده شدند. 

گرم در میلی 50گر حاوی ها به محیط کشت گزینشریزنمونه

گرم در لیتر میلی 250بیوتیک کانامایسین و لیتر آنتی

با در اتاقک رشد هفته  4-6مدت منتقل شدند و بهسفوتاکسیم 

 )نور: 8:16 نوری و شرایط گراددرجه سانتی 25 دمای

 نام آغازگر توالی آغازگر آنزیم برشی

HindIII 5' CGT GCG AGC TCT GAG ACT TTT CAA CAA AGG G 3' 3-35S-Pro 

HpaI 5' GCA CCG TTA ACG ATT TTG GTT TTA GGA ATT AG 3' 3-35S-Ter 

HpaI 5' CGT GCG TTA ACT GAG ACT TTT CAA CAA AGG G 3' 4-35S-Pro 

BglII 5' GCA CCA GAT CTG ATT TTG GTT TTA GGA ATT AG 3' 4-35S-Ter 
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در طول این  شدند. داریو القاء جوانه نگه باززایی جهت تاریکی(

 تجدید تازه محیط بار در ای یکهای باززا شده هفتهمدت نمونه

های تراریخت احتمالی، از گیاهچه شدند. جهت انتخاب کشت

گرم میلی 100و  75های حاوی کانامایسین با غلظت MSمحیط 

 تراریخت هایروند فرصتی را به نوساقهدر لیتر استفاده شد. این 

 و شوند سازگار کانامایسین بالاتر هایغلظت با آرامیبه تا دهدمی

 نهایی کانامایسین سفید غلظت تراریخت در های غیرنوساقه

زایی یافته به محیط کشت ریشه رشد هاینوساقه شد. خواهند

-IBA (Indoleهورمونافزودن زایی با محیط ریشه منتقل شدند.

3-Butyric Acid) و کانامایسین هایبیوتیک آنتی همراهبه 

حاوی یک درصد ساکاروز  MSمحیط کشت پایه سفوتاکسیم به 

ظروف دار در ریشه هایگیاهچه آمد.دست هب درصد آگار 7/0و 

پرلایت  وپیت  ،حاوی ورمیکولایتاستریل خاک  محتوی مخصوص

مایع نصف غلظت  MSغذایی و با محلول  کشت( 2:2:1)به نسبت 

ها جهت سازگاری با دما و رطوبت پاشی شدند. گیاهچهمحلول

مدت دو هفته در شرایط اتاقک رشد و پس از آن در محیط به

 داری شدند.گلخانه نگه
 جهت تأیید: بررسی مولکولی گیاهان تراریخته احتمالی       

های جوان برگاز  DNAاستخراج گیاهان،  و تراریختیسازه  حضور

ج با استفاده از کیت استخرا 0Tنسل  تراریخته احتمالیگیاهان 

DNA  گیاهی Omega.ای سپس واکنش زنجیره صورت گرفت

 Hot start High-Fidelity ( Biolabsکیت )پلیمراز با استفاده از 

DNA polymerase  گر آغازگرهای ژن گزینشوnptII  ناقل

pGA482G ها تأیید ور سازه در آنکه حض انجام شد. گیاهانی

 زنی با ویروس انتخاب شدند.شد، برای مایه

زنی گیاهان تراریخته و ارزیابی میزان مقاومت: مایه       
با استفاده از بافر فسفات  GFLVآلوده به  C. quinoaهای برگ

زنی مکانیکی گیری شدند. سپس مایه( عصاره :4/7pHمولار ) 1/0

کمک کمی پودر گیاهی حاوی ویروس و بهبا استفاده از عصاره 

های تراریخت گیاه مستقل از لاین 70های کاربوراندوم روی برگ

ها تأیید شده بود و در که تراریختی آن B1+A1( با سازه 0Tشده )

گیاه از تیپ  5چنین برگی بودند صورت گرفت. هم 4-5مرحله 

عنوان کنترل نیز به N. benthamianaوحشی و غیرتراریخت گیاه 

ها انجام شد. روی آن GFLVزنی با منفی درنظر گرفته شد و مایه

زنی، علایم تظاهر یافته احتمالی در گیاهان هفت روز پس از مایه

چنین داشت. هم ادامه زنیمایه بررسی و تا روز دهم پس از تراریخت

 گیری غلظت ویروس، آزمون سرولوژیکی الایزاجهت اندازه

(Double Antibody Sandwich Enzyme-linked Immunosorbent 

assay, DAS–ELISA) اختصاصی و کلونالپلی بادیآنتی از استفاده با 

( و نیز بافرهای Bioreba)کیت شرکت  GFLVپروتئین پوششی 

زنی این کیت انجام شد. این آزمون در روز نهم پس از مایه

نشده گیاهان تراریخت زنی های نوظهور و مایهمکانیکی روی برگ

انجام گرفت. در مرحله آخر آزمون پس از افزودن ماده زمینه، 

نانومتر با استفاده  405ها در طول موج میزان تغییر رنگ چاهک

شرکت ) (Synergy2 Microplate Reader) از دستگاه الایزا خوان

Biotekافزار ( و نرم Gen5گیری شد.اندازه 
               

   نتایج

 bp  141و 1Aاز ژن  bp 135 طول به هاییقطعه پژوهش در این       

سنس این قطعات از برای هر دو رشته سنس و آنتی 1Bاز ژن 

چنین با استفاده هم الف و ب(. -1 )شکل تکثیر شد GFLV ویروس

با کمک آزمون  IV2از آغازگرهای طراحی شده مربوط به اینترون 

PCR جفت باز از  211ای به طول قطعهDNA  حاصل از پلاسمید

 ج(.  -1تکثیر شد )شکل  pBin19-Gus-Intronناقل 
 

 
 (ج)و اینترون سنس )ب( الکتروفورز محصول تکثیر یافته قطعات سنس )الف( و آنتی :1شکل 

 PCRشاهد منفی واکنش   -5جفت باز1B (141  .)ژن  -4جفت باز1A (135  .)ژن  -3و  2جفت بازی.  100نشانگر مولکولی  -1الف و ب: 



  ....ویروسسری القاءکننده خاموشی ژن و بررسی مقاومت ناشی از آن در برابر سنجاق RNAساخت سازه                  پاکباز
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سنس و اینترون در ناقل سازی قطعات سنس، آنتیهمسانه

2MSC8pEPT های مربوط به هر با استفاده از واکنش برش و آنزیم

چنین، واکنش برش آنزیمی روی هم (.2یک تأیید شد )شکل 

تکرار معکوس  هایسازه حامل 2MSC8pEPTنوترکیب  پلاسمیدهای

ای توانست قطعه BamHIو  NcoIهای هر ژن با استفاده از آنزیم

دهنده طول کامل هر جفت باز ایجاد کند که نشان 430حدود 

الف(. واکنش برش جهت تأیید  -3سازه تکرار معکوس بود )شکل 

ها انجام شد که بر روی سازه HindIIIمجدد توسط آنزیم برشی 

ای حدود توانست قطعه 2MSC8pEPTاساس نقشه ژنتیکی ناقل 

جفت باز که همان کاست ژنی حامل سازه تکرار معکوس  1320

با استفاده از آغازگرهای  ب(. -3 )شکل نداست را از پلاسمید جدا ک

3-35S  1کاست ژنیA  از پلاسمید نوترکیب ناقلpEPT8MSC2 

سازی این کاست توسط (. پس از تأیید همسانه4تکثیر شد )شکل 

آغازگرهای  از استفاده با 1B ژنی کاست (،5)شکل آنزیمی برش واکنش

4-35S ناقل  تکثیر و پس از برش، بهpGA482G  حامل کاست ژنی

1A  1انتقال یافت و تأیید حضور کاست ژنیB  در این ناقل توسط

(. در 6انجام شد )شکل  BglIIو  HpaIهای  واکنش برش با آنزیم

ساخته  1Bو  1A ژنی هایکاست حامل سرییک سازه سنجاق نتیجه

های مورد نظر که حضور کاست هاییپلاسمید نوترکیب کلونیشد. 

ها تأیید شده بود، از طریق شوک الکتریکی به سویه در آن

C58Z707  .آگروباکتریوم منتقل شدند 

 
حامل  2MSC8pEPTالکتروفورز محصول واکنش برش آنزیمی پلاسمید نوترکیب  :Error! No text of specified style in document. شکل

 1A+1Bسازه تکرار معکوس 
1A (bp200 .)قطعه اینترون در سازه تکرار معکوس  -KpnI .3و  NcoIهای (. برش پلاسمید با آنزیمbp123 ) 1Aقطعه سنس  -2نشانگر مولکولی یک کیلوبازی.  -1

(. برش پلاسمید bp129 ) 1Bقطعه سنس  -BamHI .5و  SalIهای آنزیم(. برش پلاسمید با bp123 ) 1Aسنس قطعه آنتی -SalI .4و  KpnI هایبرش پلاسمید با آنزیم

(. برش bp129 ) 1Bسنس قطعه آنتی -SalI .7و  KpnI های(. برش پلاسمید با آنزیمbp200) 1B قطعه اینترون در سازه تکرار معکوس  -KpnI .6و  NcoIهای با آنزیم

  جفت بازی. 100نشانگر مولکولی  -9ل. نتربه عنوان ک BamHIو  NcoIهای بدون قطعه و برش یافته با آنزیمپلاسمید  -BamHI .8و  SalIهای پلاسمید با آنزیم
 

 
 حامل سازه تکرار معکوس 2MSC8pEPTالکتروفورز محصول واکنش برش آنزیمی پلاسمید نوترکیب  :3 شکل

1B (bp 441 .)سازه تکرار معکوس  -1A (bp 429  .)4سازه تکرار معکوس  -3و  2نشانگر مولکولی یک کیلوبازی.  -.BamHI .1و  NcoIهای  با استفاده از آنزیم :الف

کاست  -3و  2نشانگر مولکولی یک کیلوبازی.  -HindIII .1با استفاده از آنزیم برشی  جفت بازی. ب: 100 نشانگر مولکولی -6پلاسمید بدون قطعه به عنوان کنترل. -5

 جفت بازی. 100نشانگر مولکولی  -6پلاسمید بدون قطعه به عنوان کنترل.  -1B (bp 1329 .)5کاست ژنی  -1A (bp 1317 .)4 ژنی
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با استفاده از  1Aالکتروفورز محصول تکثیر یافته کاست ژنی : 4 شکل

 35S-3و آغازگرهای  PCRروش 
جفت باز. پلاسمید  1327به طول  1Aکاست ژنی  -5-2 نشانگر مولکولی یک کیلوبازی. -1

2MSC8pEPT  حامل کاست ژنیA1  3973که جهت الگوی واکنش استفاده شد به طول 

 .PCRل منفی واکنش نترک -6جفت باز قابل مشاهده است. 
 

 
الکتروفورز محصول واکنش برش آنزیمی پلاسمید نوترکیب  :5 شکل

pGA482G 1سازی کاست ژنی جهت تأیید همسانهA 
با استفاده از  1Aبرش ناقل حاوی کاست ژنی  -7-2نشانگر مولکولی یک کیلوبازی.  -1

 اند.مثبت بوده و سازه را دریافت کرده 7و  4، 3های که نمونه HindIII/ HpaIهای آنزیم

 برش ناقل بدون قطعه به عنوان کنترل منفی -8
 

 
الکتروفورز محصول واکنش برش آنزیمی پلاسمید نوترکیب  :6 شکل

pGA482G 1های های ژنی سازهسازی کاستهمسانه تأیید جهتA+1B 
با  1A+1Bسری ش ناقل حاوی سازه سنجاقبر -3و 2کیلوبازی.  نشانگر مولکولی یک -1 

 سنجاق سازه حاوی ناقل برش -1A (bp 1317 .)6-4ژنی  . کاستHindIII /HpaIهای آنزیم

ون قطعه برش ناقل بد -1B (bp 1329.) 7 ژنی کاست .HpaI/BglII  هایبا آنزیم 1A+1B سری

 عنوان کنترل منفیبه

از آغازگرهای اختصاصی توالی تکرار  با استفاده PCR واکنش سپس

سنس هر ژن( هر ژن )آغازگر مستقیم رشته سنس و آنتی معکوس

های انجام و حضور سازه شده نوترکیب استخراج روی پلاسمیدهای

 (.7های آگروباکتریوم تأیید شد )شکل سری در سلولسنجاق

توالی تکرار معکوس  دو شامل تحقیق شده در این سازه ساخته       

1A  1وB  در حد فاصل نواحی مرزیRB  وLB  ناقلpGA482G 

قرار گرفت. هر دو توالی تکرار  nptIIگر بود و در جلوی ژن گزینش

برنده و خاتمه دهنده طور جداگانه توسط ناحیه پیشمعکوس به

35SCaMV یابی سازه از (. با توالی8اند )شکل در برگرفته شده

های تکرار قرارگیری صحیح قطعات اطمینان حاصل شد. سازه

هایی با ساختار mRNAگیاه تولید  در برداریمعکوس پس از نسخه

کنند که این ساختار سبب القاء خاموشی ژن و سری میسنجاق

در ایجاد  سازه کارایی ارزیابی منظوربه شود.می گیاه در دفاعی سیستم

 N. benthamianaاز روش تراریختی پایدار گیاه  GFLV به مقاومت

با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن  PCRاستفاده شد. آزمون 

جفت باز را از  1105ای به طول توانست قطعه nptIIگر گزینش

DNA  ژنومی استخراج شده از گیاهان تراریخت تکثیر کند و در

(. پس 10و  9نتیجه حضور سازه در این گیاهان تأیید شد )شکل 

های تراریخت گیاه مستقل از لاین 70از تأیید تراریختی گیاهان، 

انتخاب و جهت آزمایشات  B1+A1سری ( با سازه سنجاق0Tشده )

نظور بررسی میزان مقاومت مبه ارزیابی مقاومت استفاده شدند.

های تراریخت حاصل با استفاده ، لاینGFLVایجاد شده نسبت به 

 زنی شدند.آلوده به این ویروس مایه C. quinoaهای از عصاره برگ

 

 

 
 جهت تأیید حضور  PCRالکترفورز محصول واکنش  :7 شکل

 های آگروباکتریومهای تکرار معکوس در سلولسازه
 1A (bp 449 .)عکوس مسازه تکرار  -5-2جفت بازی.  100 نشانگر مولکولی -1

 .1B (bp 461 .)8-9عکوس مسازه تکرار  -6-9 
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 طراحی و ساخته شده 1A+1Bسری سازه سنجاق :8 شکل

 

زنی، علایم بیماری در در روزهای هفتم تا دهم پس از مایه       

قابل مشاهده  طور واضحیبا سازه به شده تراریخت گیاهان از تعدادی

علایم بیماری مانند موزاییک در این گیاهان ج( .  -12بود )شکل 

)شکل  GFLVزنی شده با کاملاً مشابه با گیاهان غیرتراریخت مایه

عنوان کنترل مثبت در این تحقیق استفاده الف( بود که به -11

شده بودند. آلودگی در این گیاهان با آزمون الایزا نیز تأیید شد و 

ن تراریخت با نتایج آزمون های چشمی در این گیاهانتایج ارزیابی

 GFLVالایزا مطابقت داشت. این گیاهان در مجموع حساس به 

شدند. در تعدادی از گیاهان تراریخت، آزمون الایزا توانست  ارزیابی

نسبت به کنترل مثبت ردیابی  تریپایین حضور ویروس را با غلظت

طور چشمی در کند. این در حالی بود که هنوز علایم بیماری به

این گروه از گیاهان تراریخت مشاهده نشده بود. علایم بیماری در 

زنی ظاهر هفته بعد از مایه 4تا  3این گیاهان با تأخیر و حدود 

تری نسبت به گیاهان شد. علاوه بر این، علایم با شدت کم

ب(. تعدادی از  -12غیرتراریخت و حساس ایجاد شد )شکل 

یز علایمی از آلودگی به گیاهان تراریخت حتی پس از یک ماه ن

GFLV  ها مشابه الف( و واکنش آن -12نشان ندادند )شکل

ها زنی مکانیکی با ویروس در آنگیاهان غیرتراریخت بود که مایه

ب(. آزمون الایزا نیز عدم آلودگی به  -11صورت نگرفته بود )

ویروس را در این گیاهان تأیید کرد و این گیاهان در مجموع 

شناسی و نیز آزمون اساس نتایج علایمبی شدند. برمقاوم ارزیا

مقاوم   1A+1Bدرصد از گیاهان تراریخت شده با سازه 4/61الایزا، 

درصد از این گیاهان علایم آلودگی را با  7/15به ویروس بوده، 

تراریخت درصد مشابه گیاه غیر 9/22تأخیر نشان دادند و 

 (.3حساسیت نشان دادند )جدول 
 

 
 GFLVو حساس به  غیرتراریخت N. benthamianaگیاه  واکنش :11 شکل

 عنوان کنترل مثبت. ب: گیاهبه GFLVزنی شده با الف: گیاه غیرتراریخت مایه

 عنوان کنترل منفیبه GFLVزنی با غیرتراریخت بدون مایه

 
با  N. benthamianaای از تأیید تراریختی گیاهان نمونه :9 شکل

 .nptIIاستفاده از آغازگرهای ژن 

یخت شده با سازه گیاهان ترار -2-13 .انگر مولکولی یک کیلوبازینش -1

 .PCRنترل منفی آزمون ک -15یاه غیرتراریخت. گ -1A+1B .14سری  سنجاق
 

 
با  N. benthamianaای از تأیید تراریختی گیاهان نمونه :10شکل 

 استفاده از آغازگرهای اختصاصی هر سازه
جفت بازی با استفاده  135تکثیر باند  -2-9جفت بازی.  100ولی نشانگر مولک -1

-1A+1B .17سری شده با سازه سنجاق در گیاهان تراریخت 1A از آغازگرهای ژن

در گیاهان  1Bجفت بازی با استفاده از آغازگرهای ژن  141کثیر باند ت -10

 .1A+1Bسری تراریخت شده با سازه سنجاق
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 PCRبر اساس علایم، آزمون الایزا و  GFLV-GHuنسبت به  و نیز گیاهان غیرتراریخت 1A+1Bسری واکنش گیاهان تراریخت با سازه سنجاق :3 جدول

 زنی، علایم موزاییک و زردی در گیاهان حساس مشاهده شد.: یک هفته پس از مایه*
 

 

  بحث

که طول توالی کامل دو ژن دلیل ایندر پژوهش حاضر به       

1A  1وB  جفت باز بود، تلاش برای ساخت سازه  3651زیاد و

جا نتیجه بود و از آنسری حامل توالی کامل این دو ژن بیسنجاق

در توالی  خاموشی های مسئول مهارکنندگیدقیق موتیف تعیین که

تر داشت، جهت برده نیاز به آزمایشات بیشنوکلئوتیدی دو ژن نام

شده نوکلئوتیدی در این ساخت سازه القاءکننده از نواحی حفاظت

درصد بودند  90تر از ها که دارای شباهت نوکلئوتیدی بیشژن

اده شد تا سازه موردنظر با شناسایی و هدف قرار دادن این استف

های دیگر این ویروس برابر جدایه بتواند در GFLV ها در ژنومتوالی

( نیز مقاومت ایجاد کند. در نتیجه NCBIجدایه ثبت شده در  9)

درصد شباهت نوکلئوتیدی  90که حداقل در این پژوهش برای این

ای شدههای حفاظتداشته باشد، توالی شده وجود در توالی انتخاب

های مورد مطالعه در نوکلئوتید از ژن 130-120به طول حدود 

GFLV سری استفاده شد و براساس برای ساخت سازه سنجاق

 نوکلئوتیدی هایتوالی حامل که سریسنجاق سازه آمده دستبه نتایج

 های هدف و ایجادبود، جهت القاء خاموشی ژن 1Bو  1Aدو ژن 

خوبی داشت که  توتون مورد آزمایش عملکرد مقاومت در گیاهان

های تکرار سازه بالای کارایی جهت قبلی مطالعات نتایج تأییدکننده

عبارتی دیگر در این پژوهش باشد. بهدر القاء مقاومت می معکوس

بیان یک توالی نوکلئوتیدی غیرقابل ترجمه قادر به ایجاد گیاه 

چنان که تحقیقات قبلی نشان داده است مقاوم تراریخت بود. هم

های غیرقابل ترجمه نیز ههای قابل ترجمه، سازعلاوه بر سازهکه 

 (.Dougherty ،.1992و Lindbo ) قادر به ایجاد مقاومت هستند

های زیادی برای ایجاد گیاه تراریخت مقاوم به تاکنون تلاش

GFLV  صورت گرفته است. مقاومت بهGFLV  در چندین لاین

های تراریخت بیان کننده ژن پروتئین پوششی بعد از یک از پایه

طور طبیعی آلوده آزمایش سه ساله در تاکستانی در فرانسه که به

شده بود، گزارش شد. این موهای تراریخت اثر قابل ردیابی روی 

در یک دوره آزمایشی سه ساله GFLV های نوترکیب ظهور گونه

و  Fuchsطور طبیعی آلوده شدند، نداشت )یی که بههادر تاکستان

های ای گیاهچه مو با استفاده از توالی(. در مطالعه2007همکاران، 

 Arabis) ، موزائیک آرابیس GFLVهایای از ویروسحفاظت شده

mosaic virus, ArMV) و ویروس لکه حلقوی تمشک 

(Raspberry ringspot virus, RpRSV )تکرار  در قالب یک سازه

ها تراریخت منظور القاء مقاومت چندگانه به این ویروسمعکوس به

و همکاران،  Reustleشد و بار دیگر کارایی این نوع سازه تأیید شد )

 GFLVهای ای براساس توالیای دیگر سازه(. در مطالعه2006

را القاء  GFLVبرای ایجاد موهای تراریخت که خاموشی اختصاصی 

شد. سازه تکرار معکوس با استفاده از قطعاتی از کرد، طراحی می

از تونس  GFLVجدایه  حرکتی یک شده ژن پروتئینناحیه حفاظت

 barیا ژن  ΙΙ های محتوی نئومایسین فسفوترانسفرازهمراه با کاست

 .tumefaciens Aطراحی شد. این سازه از طریق  گرگزینش عنوانبه

زنی گیاهان منتقل شد. مدتی بعد از مایه N. benthamianaبه گیاه 

های مقاومت، بهبودی، به تعویق افتادن واکنش GFLVتراریخت با 

تفاوت در  گیاهان مشاهده شد. از طرفی این آلودگی و حساسیت در

  N. benthamianaو وحشی تیپ گیاهان در GFLV با آلودگی به واکنش

تراریخت حامل سازه تکرار معکوس، احتمال وقوع خاموشی 

را در گیاهان تراریخت افزایش و عملکرد سازه  GFLVاختصاصی 

  با PCRآزمون 

 nptIIآغازگر 
 الایزا آزمون

 ظهور علایم

 زنی()روز پس از مایه
 - )%( تعداد کل/گیاه آلوده واکنش گیاه

+ 

- 

+ 

+ 

 بدون علایم

30-25 

10-7 

 مقاومت

 تأخیر علایم

 *حساسیت

70/ 43 (4/61%) 

70/ 11 (7/15%) 

70/ 16 (9/22%) 

 1A+1Bبا سازه  گیاهان تراریخت

 گیاهان غیرتراریخت (%100) 10/10 حساسیت 10-7 + -

 
سری تراریخت شده با سازه سنجاق N. benthamiana: واکنش گیاهان 12 شکل

1A+1B زنی مکانیکی با به مایهGFLV 

که در بروز  1A+1Bب: گیاه تراریخت با سازه ..1A+1Bای از گیاه مقاوم تراریخت با سازه نمونه -الف 

   حساس بود. GFLVکه به  1A+1Bعلایم بیماری ویروسی تأخیر داشت. ج: گیاه تراریخت با سازه 
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تکرار معکوس را نشان داد که یک استراتژی مؤثر برای ایجاد 

باشد. در این آزمایش در گیاهان می GFLVگیاهان مقاوم به 

زمون الایزا در روز تراریختی که مقاومت را نشان دادند، نتایج آ

 Jardak-Jamoussiزنی منفی بود )و روز چهاردهم پس از مایه هفتم

در پژوهش حاضر گیاهان تراریخت شده با (. 2009و همکاران، 

به سه دسته  GFLVزنی مکانیکی با در برابر مایه 1A+1Bسازه 

 حساس، مقاوم و دارای تأخیر در بروز علایم تقسیم شدند. با 

شود و ویروس مکانیکی ویروس به گیاه آلودگی شروع میزنی مایه

های مجاور های اولیه همانندسازی کرده و سپس به سلولدر سلول

یابد تا به سیستم  کند و سلول به سلول گسترش میحرکت می

شود. در مقابل آوندی برسد. سپس حرکت سریع ویروس شروع می

سیگنال خاموشی  گیاه شروع به فعالیت کرده و خاموشی در سیستم

کند. بنابراین گیاه و ویروس با هم وارد یک متحرک را تولید می

شوند. اگر حرکت ویروس به حرکت سیگنال غلبه کند، مسابقه می

شود و ویروس به فواصل دورتر در گیاه آلودگی با ویروس ایجاد می

شود. اگر سیگنال خاموشی به کند و سیستمیک میحرکت می

کند، ویروس در فواصل سلولی هدف خاموشی  حرکت ویروس غلبه

 دستشود. در مجموع بهگیرد و آلودگی سیستمیک نمیقرار می

مقاومت،  ایجاد جهت تراریخت گیاهان با رابطه در متفاوت نتایج آمدن

باشد ویروس می و گیاه بین واکنش بودن پیچیده دهندهنشان

(Jacqumond ،2001 .) 

و همکاران  Jardakهای مشابه آزمایشدر پژوهش حاضر نیز        

 N. benthamiana( تفاوت در واکنش گیاهان تیپ وحشی 2009)

گر ، بیانGFLVزنی با و نیز گیاهان تراریخت شده و مقاوم به مایه

های سازه وقوع خاموشی ژن در این گیاهان تراریخت بوده و کارایی

جش سن Jardakدهد. در آزمایشات ساخته شده را نشان می

گذاری نورترن که در آن یک توالی با منشأ هیبریداسیون لکه

گر استفاده شد، عنوان کاوش( بهMP ,ویروسی )پروتئین حرکتی

زنی را در گیاهان تیپ وحشی پس از مایه siRNAغیاب 

نشان  GFLVویروس  RNAهمراه سطح بالایی از غیرتراریخت به

تراریخت مقاوم که حامل های داد. این در حالی بود که در توتون

های اختصاصی siRNA بودند، GFLV-MP ژن معکوس تکرار کاست

 پس از  N. benthamianaژن انتقال یافته به گیاه تراریخت 

های اختصاصی siRNAردیابی شدند. ردیابی  GFLVزنی با مایه

های نوظهور )سیستمیک( در برگ GFLVژن پروتئین حرکتی 

 MPکند که تراژن ن فرضیه را تأیید میگیاهان تراریخت مقاوم، ای

شود که درگیر می PTGSای در مکانیسم دورشته RNAبا ایجاد 

RNA ای به نوبه خود دورشتهsiRNAکند. این ها را تولید می

siRNA ها پس از  ملحق شدن بهRISC مسئولیت تخریب ،RNA 

عبارتی توالی ژن با توالی مشابه را دارند و به GFLVویروس 

عنوان یک توالی هدف اولیه خواهد پروتئین حرکتی ویروس به

ها قادر به شناسایی آن هستند. در این آزمایش siRNAبود که 

گونه آلودگی تا روز در تعدادی از گیاهان تراریخت اگرچه هیچ

زنی، زنی مشاهده نشد، اما دو هفته پس از مایههفتم پس از مایه

عبارت دیگر شد. بههان مشاهده طور واضحی در این گیاآلودگی به

سازه حاوی ژن پروتئین حرکتی نتوانست مقاومت کاملی در این 

گیاهان ایجاد کند و در تعداد زیادی از گیاهان تراریخت منجر به 

و همکاران،  Jardak-Jamoussiبروز واکنش تأخیر در آلودگی شد )

2009.) 

و  Jardakعلاوه بر آزمایشات حساسیت و تأخیر در آلودگی        

تراریخت بیان  N. benthamianaنین در چهم، (1994) همکاران

زنی با این ویروس پس از مایه GFLVکننده ژن پروتئین پوششی 

به (. در این پژوهش 1994و همکاران،  Bardonnet) مشاهده شد

دادند دست آمدن گیاهان تراریختی که علایم را با تأخیر نشان می

تواند مربوط به  تأیید و مطابقت با نتایج مطالعات قبل می ضمن

در این گیاهان باشد. در نتیجه جهت دستیابی  siRNA تولید میزان

در گیاهان  siRNAتر در این زمینه تعیین سطح به اطلاعات بیش

احتمالاً گیاهانی که علایم  باشد.می دست آمده ضروریتراریخت به

نسبت  siRNAتر دارای سطوح پایین دهندرا با تأخیر نشان می

های ساخته شده در این به گیاهان مقاوم تراریخت شده با سازه

خاموشی  القاء تکنیک بالای کارایی کهاین به توجه با باشند.می تحقیق

سری( ژن توسط سازه حاوی توالی تکرار معکوس )سازه سنجاق

استراتژی سازه در منابع تأیید شده است، در تحقیق حاضر نیز از 

های حاوی توالی تکرار معکوس بهره گرفته شد که در آن توالی

مکمل  GFLVسنس قطعات مورد مطالعه از ژنوم سنس و آنتی

جدا شدند. پس  هم یک اینترون از توسط حالو در عین یکدیگر بوده

برداری از از ورود این سازه به گیاه از طریق آگروباکتریوم و نسخه

سری بیان شده و از صورت یک سازه سنجاقار بهآن، این ساخت

های مکمل نوکلئوتیدی موجود در ساقه تشکیل جا که توالیآن

 عنوان القاءتواند بهدهند، این سازه میای را میدورشته RNAیک 

 کننده مکانیسم دفاعی خاموشی ژن در گیاه عمل کند. 

مطالعه شده تر گرچه خاموشی ژن در درختان چوبی کم       

های مو مقاوم به ویروس است، اما تلاش برای ایجاد درختچه

طور مثال سازه تکرار معکوس همواره مورد توجه بوده است. به

و  Jardak-Jamoussiحاوی ژن پروتئین حرکتی در مطالعات 

های جنینی به سلول A. tumefaciensاز طریق  (2009) همکاران

گذاری نورترن، و آزمون لکه منتقل شد( Vitis vinifera) مو

های مستقل مو های تکرار معکوس را در لایننسخه
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دادند، برداری را نشان میتراریخت که خاموشی ژن پس از نسخه

های مو ای دیگر، خاموشی ژن در درختچهدر مطالعه. ردیابی کرد

مشاهده شد و با  GFLVتراریخت شده با ژن پروتئین پوششی 

توانست برداری نمیخاموشی ژن در سطح نسخهکه احتمال این

برداری در پنج لاین نسخه ژن پس از کامل رد شود، خاموشی طوربه

هشت لاین تراریخت القاء شد و میزان بیان ژن پروتئین پوششی  از

GFLV گذاری نورترن لاین تراریخت مو توسط آزمون لکه هشت در

زنی با س از مایهارزیابی گردید. همه این هشت لاین تراریخت پ

GFLV  جهت سنجش مقاومت در برابر این ویروس در آزمون

را در گلخانه  GFLV که علایمزمانی حتی الایزا مثبت ارزیابی شدند،

موهای تراریخت در شرایط گلخانه  داریرشد و نگه دادند.نمی نشان

تواند دلیل عدم ظهور علایم در این گیاهان در )نه در مزرعه( می

زنی باشد. تشدید علایم بیماری دو سال اول پس از مایهحداقل 

این گیاهان ممکن است به شرایط محیط و شرایط فیزیولوژیکی  در

ای دیگر عملکرد (. در مطالعهGambino ،2009گیاه مربوط باشد )

های بیان موقت در آزمون PolE1سازه حامل ژن کامل پلیمراز 

هت مهار خاموشی ژن ندارد نشان داد که این ژن کارایی لازم را ج

نوکلئوتیدی این ژن جهت ساخت  که از بخشی از توالی و زمانی هم

سری استفاده شد، مقاومت کاملی را القاء نکرد و سازه سنجاق

و گیاهانی که  GFLVنسبت گیاهان تراریخت شده حساس به 

دادند بالاتر از گیاهان تراریخت و مقاوم علایم را با تأخیر نشان می

 (. 1397 دست آمده در این آزمایش بود )پاکباز و همکاران،به

دست آمده در این تحقیق، ضمن ایجاد در مجموع نتایج به       

که سازه سنجاق  داد نشان،  GFLVتراریخت مقاوم به توتون گیاهان

توانایی  ،1Bو  1Aتوالی دو ژن  براساس بخشی از شده ساخته سری

توان از مقاومت به این ویروس دارد و می و کارایی خوبی در ایجاد

آن برای القاء مقاومت در ارقام مختلف گیاه مو جهت کنترل این 

با توجه به کارایی بالای  ویروس مهم و اقتصادی استفاده کرد.

های تکرار معکوس حاوی اینترون در ایجاد مقاومت و نتایج سازه

نوکلئوتیدی تر توالی دست آمده در این تحقیق، بررسی بیشبه

 1Bو  1A( در ناحیه دو ژن GFLVژنوم ویروس برگ بادبزنی مو )

( در VSRجهت یافتن موتیف مسئول مهارکنندگی خاموشی ژن )

 القاءکننده سازه بتوان تا رسدمی نظربه ضروری ویروس این

ها با استفاده از این موتیف Artificial miRNAسری یا  سنجاق

نمود و میزان مقاومت را در گیاهان ساخته و به گیاه منتقل 

  تراریخت حاصل بررسی کرد.

تر، میزان دقیق نتایج آوردن دستبه برای شودمی پیشنهاد       

siRNA دست آمده تعیین شود و حضورهای تراریخت بهدر لاین 

مولکولی  هایروش با مختلف هایلاین در کننده خاموش هاینسخه

های نسل در مقاومت چنین ارزیابی سطحهم .گیرد قرار بررسی مورد

دست آمده در تکمیل نتایج ضروری های تراریخت بهبعدی لاین

دست آمده با های تراریخت بهزنی لاینو مایه رسدنظر میبه

های دیگر از جنس و نیز ویروس GFLVهای دیگری از جدایه

Nepovirus هایی که دارای رابطه سرولوژیک با ویروس و ویروس

 حال بررسی کارایی سازه القاءبرگ بادبزنی مو هستند و در عین

تر در این پژوهش کمک های کلیگیریتواند به نتیجه کننده می

 کند.

 

 تشکر و قدردانی
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تحقیقاتی کشاورزی در ایالت نیویورک( صمیمانه تشکر و قدردانی 
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