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  دهيچك

 اسـتفاده  .كننـد   مهاركننده خاموشي ژن پس از ترانويسي از خود محافظت مي     يها ني پروتئ يهاي گياهي و جانوري با رمزگذار      اغلب ويروس 

در تحقيق حاضر امکان    . شود ها محسوب مي   روسثر مهندسي ژنتيك در ايجاد مقاومت به وي       ؤهاي م   يكي از روش   RNAواسطه   از مقاومت به  

 اين ويـروس كـه پـروتئين        2bبا استفاده از ترادفي از چارچوب خوانش ژن         ) CMV( مقاومت نسبت به ويروس موزائيک خيار        يالقا

اده بـا اسـتف   ) S2(بدين منظور يک سازه سنجاق سـري واجـد اينتـرون            . كند بررسي شد   كننده خاموشي ژن را رمزگذاري مي      سركوب

هـا در    ابتـدا سـازه   . نيز به عنوان شاهد استفاده شد     ) S1(چنين از سازه فاقد ترادف ويروس        هم. ازترادفي از ژن مورد اشاره ساخته شد      

ــل ــان گ   pHANIBALL حام ــل بي ــه حام ــپس ب ــاخته و س ــس ــدند pART27 ياهي ــل ش ــو.  منتق ــاکتر GV3101ه ياز س   ومياگروب

(Agrobacterium tumefaciens)خت واجد سازه ياه تراري گ۴۰تعداد . خت استفاده شدي توتون ترار براي توليدS2 و بـه خـاک   يي بـاززا 

 ـنتايج آزمون اليزا و ن    .  شدند يزن هيروس ما ين و ي، با ا  CMV مقاومت آنها نسبت به      يابيمنتقل شدند و سپس به منظور ارز        ـز علا ي م ظـاهري   ي

  .خير داشتندأم و آلودگي تيا در بروز علايخت نسبت به ويروس مقاوم بوده و ير درصد از گياهان ترا۳۰ و ۳۳ب يترت گياهان نشان داد كه به
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  ول، ارايه شده به دانشکده کشاورزي، دانشگاه شيرازارشد نگارنده ا نامه کارشناسي پايان از يبخش :*

 niazi@shirazu.ac.ir:يكي مسئول مكاتبات، پست الكترون:**
  رازي دانشگاه ش،دانشيار پژوهشکده بيوتکنولوژيارشد و  يکارشناسسابق  يب دانشجويترت به .١

  اه شيراز دانشگ ،کشاورزي دانشکده شناسي گياهي بيماري دانشيار به ترتيب استاد و. ۲

  فارس يعيطب منابع و کشاورزي قاتيتحق ار پژوهش مرکزياستاد. ۳
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  مقدمه

 ،)FAO STAT, 2006( براساس گزارش سازمان خواربار جهـاني 

 يو عملکـرد   هـزار هکتـار      ۲۶۰ر کـشت    يسطح ز با  ران  يا

رتبه سـوم    ون و هفتصد و هشتاد هزار تن،      يليمعادل چهار م  

ک ي ـروس موزائ يو. باشد ي را در جهان دارا م     انيکدوئد  يتول

 خـانواده   يهـا    روسي ـن و يتـر   از مهـم   يکي) CMV (اريخ

 حائز اهميت بسيار بوده،     يكدوئيان است که از نظر اقتصاد     

 ـ   يزبانين دامنه م  يتر بزرگ  ياهي ـ گ يهـا  روسي ـن و ي را در ب

ــتدارا  Palukaitis et al. 1992, Palukaitis (س

Garcia-Arenal 2003 .(روس ي ـاهان آلـوده بـه ايـن و   يگ

در .  نـابود شـوند    يف شده و به کل    يممکن است بسيار ضع   

ابـد بلکـه از     ي يزان توليـد كـاهش م ـ     ي ـاين گياهان نه تنها م    

 يهـا   از ژن  يتعداد اندک . شود يز کاسته م  يكيفيت محصول ن  

، RT4-4مقاومــت بــه ويــروس موزائيــك خيــار از جملــه 

RCY1 ،At-eIF4E1و  At-eIF4Gــد  شناســايي شــده  ان

)Seo et al. 2006 Takahashi et al. 2001, Yoshii 

et al. 2004.(  

گسترش وسيع ويروس موزائيك خيـار، دامنـه ميزبـاني          

، محـدويت در تعـداد   )Francki et al. 1979(وسـيع آن  

هاي سنتي اصلاح     روش ييز عدم کارآ  ي مقاومت و ن   يها ژن

 بـه  ي، منجر به انجام مطالعـات )(Watterson 1993نباتات 

ق ي ـطراز  اومـت نـسبت بـه ايـن ويـروس           جاد مق يمنظور ا 

  مـــشتق از بيمـــارگر مهندســـي ژنتيـــك و مقاومـــت   

)Pathogen Derived Resistance, PDR(ــ گرد ده ي

ي يهـا  ها يا تـرادف    اين راهبرد براساس استفاده از ژن     . است

  باشـد  مـي  ويروس و انتقـال آنهـا بـه گيـاه ميزبـان              أبا منش 

)Fulton 1986.( در PDRم ف ژنــو  از نــواحي مختلـ ـ

ــز كن   ــرادف رم ــد ت ــروس مانن ــشي وي ــروتئين پوش ــده پ   ن

)coat protein mediated resistance, CPMR (

ن روش براي ايجاد مقاومت نسبت      يا  از .استفاده شده است  

 از مقاومـت در توتـون       ي به درجات  يابي دست ي برا CMVبه  

 Cuozzo et al. 1988, Jacqumond(استفاده شده است 

et al. 2001 .(خت واجـد  ياهان کدوي تراري گن کهيچن هم

انـد   ن ژن نيـز مقاومـت خـوبي را در مزرعـه نـشان داده              يا

)Tricoli et al. 1995(.اهـان تراريخـت   ي علاوه بر اين گ

 با استفاده از ايـن روش       CMVفرنگي و خيار مقاوم به        گوجه

. )Gielen et al. 1996, Saito et al. 1991(انـد   توليد شده

 Hellwald and Palukaitis (ويـروس اسـتفاده از ژن رپليكـاز   

هاي ديگـر    نمونه) sat-RNA(ي ستلايت   ن اِ  و نيز آر اِ    )1995

 .)McGarvey et al. 1990 (مقاومت مشتق از بيمارگر هـستند 

. جاد شده است  يز ا ي ن CMVکاز عليه   يله رپل يوس مقاومت به 

کـاز از ژن کامـل،      يجاد مقاومت به واسـطه ژن رپل      يجهت ا 

. افته آن استفاده شـده اسـت  يا ژن جهش ي از ژن و    يا قطعه

 نــسبت بــه ي کمتــريلــي خين نــوع مقاومــت گــستردگيــا

هر چند مقاومت به واسطه ژن      .  دارد CPمقاومت به واسطه    

.  داشــته اســتييکــاز ســخت اســت امــا كــارآيي بــالايرپل

  هــايي از ختــي کــه نــسخهياهــان تنبــاکو ترارين گيچنــ هــم

sat-RNA CMV  زنـي بـا      مايـه  کردند، پـس از    يان م ي را ب

CMVــ، علا ــعيـ ــر فيم ضـ ــيتـ ــشان مـ ــد ي را نـ   دادنـ

)Dasgupta et al. 2003.(  

ــياز ره ــت خاموشــ ــس از ترانويافــ ــ ژن پــ   يسيــ

)post transcriptional gene silencing, PTGS (  نيـز

هـاي گيـاهي    گياهان نسبت به بيمـارگر  جاد مقاومتي ايبرا

 يهـا  سازه). Lennefors et al. 2006(استفاده شده است 

مختلف به منظـور افـزايش کـارآيي ايـن سـازوکار و ايجـاد               

هـاي سـنجاق سـري        اند کـه سـازه     مقاومت مؤثر معرفي شده   

 از عملکـرد  )intron hair pin-loop, ihp-loop(داراي اينترون 

 2bژن . )Smith et al. 2000(مناسبي برخوردار بوده است 

ام ي ـبـا دخالـت در پ  ) CMV 2b(ار ي ـک خيروس موزائيو

م يصـورت مـستق     ژن بـه   ي باعث سركوبي خاموش   يوشخام
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لـه  يام با کاهش قابـل توجـه مت       ين پ يت ا يعدم فعال . شود يم

 يهـا  امي ـپ. خت همـراه خواهـد بـود      ي ترار ين اِ شدن دي اِ  

 را در هسته ين اِله شدن دي اِي که متيتوپلاسمي سيخاموش

. باشـند  ين ژن م ـي ـ هـدف ا يدي ـکننـد نقـاط کل    يت م يهدا

 ژن  ي خاموش ـ ياز گـسترش درون سـلول     ن ژن   ي ـن ا يچن هم

 Guo and Ding 2002 .(CMV 2b(کنـد   ي م ـيريجلوگ

کننـده   سيليك اسـيد، مهـار  ير ساليدخالت در مس تواند با يم

سيليك اسـيد مقاومـت بـه       ي ـسال. روس باشد يمقاومت به و  

  ين اِزم مداخلــــــه آر اِيروس را بــــــا مکــــــانيــــــو

)RNA interference, RNAi ( له يوس ـ که بـهCMV 2b 

. )Ji and Ding 2001 (کنـد  گيرد ايجاد مي ورد هدف قرار ميم

)  ژن يواسطه خاموش ـ  هب(جاد شده   يبر اين اساس مقاومت ا    

 ي آلـودگ  يدر پ ) PVY (ينيزم بي س يروس وا ينسبت به و  

). Mitter et al. 2003( شکـسته شـده اسـت    CMVبـه  

ــرادف ــ 2bژن  ت ــروتئي ــستهيک پ ــراي  يا ن ه ــه ب  را ك

باشـد را رمــز   ضــروري مـي  PTGS و مهـار  يـي زا يمـار يب

  .نمايد گرداني مي

 ـي غنيا گنال هستهيک سي ين دارا ياين پروتئ  ن ي از آرژن

کـه  ) KRRRRRRن  ي آرژن ۵ن به همراه    يزيک ل ي(باشد   يم

 ييتوانـا . كنـد   را در هسته سلول مهـار مـي        PTGS احتمالاً

  يا گنال هــــستهي بــــه حــــضور ســــ2b يمهارکننــــدگ

)nuclear localization signal, NLS (   وابـسته اسـت

)Lucy et al. 2000 .(ـيناحيه غن ـ  کـي  ين در نزدي از آرژن

NLSــرا ــه آر اِي ب ــصال ب ــم ) dsRNA( دو لا ين اِ ات مه

ان شـده  ي ـب2b ن يپروتئ). Mayers et al. 2000(باشد  مي

متـصل  ) siRNA( کوچـک  يي هـا ن اِ بـه آر اِ E. coliدر 

 يوش ـخام) AGO1)Argonaute اما با اتصال به  شود ينم

 است ين در حاليا). Zhang et al. 2006(کند  يرا مهار م

 بـا هـدف قـرار دادن        ي بر مهـار خاموش ـ    ي مبن يکه گزارش 

siRNA 2 توسطb است در دست) Goto et al. 2007(. در 

تحقيق حاضر امکان ايجاد مقاومت بـه ويـروس موزائيـك           

، سـطوح مقاومـت     2bخيار بـه كمـك تـرادف چـارچوب          

وس مزبور کـه توسـط سـازه سـنجاق          توتون نسبت به وير   

نتـرون القـاء شـده بـود مـورد بررسـي قـرار         ي ا يسري دارا 

  .گرفت

  

  روش بررسي

  ساخت سازه

 يسازه شاهد بدون ورود ترادف     (S1در اين تحقيق دو سازه      

ــروس ) 2bســازه ســنجاق ســري ژن  (S2و ســازه ) از وي

  و pHANNIBAL يهـا  از ناقـل  . طراحي و سـاخته شـد     

pART27 ــا رس شــمارترتيــب  بــه در  (AJ311872هــاي  ب

 )۱شـکل () EMBL( در سامانه  AJ31187و  ) NCBIسامانه  

سـازي   ب بـراي همـسانه    يترت ن دو ناقل به   ياز ا . استفاده شد 

ــرون و    ــرف اينت ــنس در دو ط ــي س ــنس و آنت ــات س قطع

. سازي توتون توسـط اگروبـاكتريوم اسـتفاده شـد          تراريخت

ــل  ــي داراpHANNIBALناق ــر ي پ  و CaMV35Sش ب

ک ناقـل   ي ـ pART27ناقـل   . باشـد  ي م OCSدهنده   اتمهخ

 چـپ و راسـت بـه        ي مـرز  ي نـواح  يدوگانه است که دارا   

 ياهي ـوم بـه سـلول گ     ي از اگروباکتر  T-DNAمنظور انتقال   

جهت ساخت سازه سـنجاق سـري، ابتـدا جفـت           . باشد يم

هايي بـا جايگـاه       که داراي دنباله   CMV53F/61Rآغازگر  

س و آنتـي سـنس بـه        برشي خاص جهت ورود قطعات سن     

ــل  ــرادف ژن  pHANIBALLناقـ ــاس تـ ــد، براسـ   بودنـ

CMV 2b ) رس شمارAY512659 در پايگاه NCBI(  و

 طراحـي شـدند   vector NTI 9افـزار   بـا اسـتفاده از نـرم   

ــنش زنج). ۱، شــكل ۱جــدول ( ــواک ــي پليا رهي ــراز ط  يم

 درجـه   ۹۴ دقيقه واسرشته سازي اوليه در       ۳ شامل   يا برنامه

وس ي درجه سلس  ۷۲ و   ۵۴،  ۹۴ه دمايي    چرخ ۳۰وس،  يسلس

   ۷۲ک به مدت يك دقيقه و گسترش نهـايي در دمـاي             يهر  
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pH+S+A
65 29 bp

amp

2b-sense

pdk 2b-antisense
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Terminator 1

Bam HI (3 63 )

Cla I (65 26)

Hin dIII (2)

Xba I (3 7 5 )

Eco R I (8)

Eco R I (5 7 20)

Not I (1 1 5 3)

Not I (401 7 )

Xho I (35 8)

Xho I (5 37 0)

pART+S+A
1 5 327  bp

nptII

spec

2b sense

pdk

T-DNA right border

T-DNA left border

2b-antisense

Promoter P 1

Promoter P 1

Terminator 1

Terminator 1

Hin dIII (1 41 82)

Bam HI (492)

Bam HI (1 45 43)

Eco R I (1 337 1 )

Eco R I (1 41 88) Not I (1 )

Not I (1 1 668)

Xho I (1 3021 )

Xho I (1 45 38)

 
 
 

  
  
  

  

  
  
  

  

  

  

جهت ورود قطعات سنس ( HindIII و  BamHI ،XhoI،EcoRIهاي  جايگاه برشي آنزيم. pHANNIBAL+S+Aناقل  ساختار: a .۱شكل

 ـ  )pART27حـاق در    ن ناقل و ال   يجهت خروج سازه از ا     (NotIو  )  سنس يو آنت   ـ و 35Sش بـر    ي، پ  ـروس موزائ ي ک کلـم گـل و      ي

، NotIجايگاه بـرش آنـزيم      . pART27+S+Aساختار ناقل دوگانه    : b.  نشان داده شده است    pdkز اينترون   ي و ن  OCSدهنده   خاتمه

 ـ        2bژن  . ش بر نشان داده شده است     يمرز چپ و راست و پ       ـ  ي سـنس در دو طـرف ا       ي بـه صـورت سـنس و آنت  ـ ينتـرون، پ ر و  ش ب

  .دهنده مشخص شده است خاتمه

Fig. 1. a: Schematic map of pHANNIBAL+S+A. Restriction sites of BamHI, XhoI, EcoRI and HindIII (for sense 
and antisense insertions) and NotI (for cassette excision from this vector and ligation into pART27), 35S 
promoter of CaMV, OCS terminator and pdk intron are shown. b: structure of binary pART+S+A vector. 
Restriction site of NotI, left and right borders and promoter are shown. 

  

  ترادف آغازگرهاي مورد استفاده در اين پژوهش. ۱جدول 

Table 1. Primers used in this research 

  ازگرترادف آغ

Primer sequence (5’- -3’) 

 دماي اتصال

Ta (۰c)
 

  هاي برشي آنزيم

Restriction enzyme 

  نام آغازگر

Primer name 

       

GTTTTGTATATCTGAGTTCGGATCCTCGAGA
CGGGT  

60 BamHI, XhoI  CMV53F  

ATCAGCTAGCAAACGACAAGCTTGAATTCC
CCTTCGGCCCA  

60  HindIII, EcoRI  CMV61R  

AGA TCC CGT GGG CGA AGA ACT CCAGC  55  -  F1NPT  

GG ATC GTT TCG CAT GAT TGA ACA AGA 
TGG  

55  -  R1NPT  

Underlined nucleotides show restriction sites 
Ta:  Annealing temperature 

a b 
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با انجام ايـن    .  دقيقه انجام شد   ۱۵وس به مدت    يدرجه سلس 

 ۴۰۰، قطعه اي به طول      CMVواكنش و با استفاده از قالب       

  .جفت باز تكثير شد

ســازي  ت همــسانهيــمحـصول واكــنش بــا اسـتفاده از ک  

)InsTAclone PCR Cloning kit, Fermentas ( در

 سـويه  E. coli و سـپس بـه   يساز  همسانهpTZ57Rناقل 

DH5α   ن همـسانه در    ي حامل ا  يها يباکتر.  انتقال داده شد

ــmg/L۵۰. ي حــاوLBط جامــد يمحــ ن و در يلي ســي آمپ

نـان  يبه منظور اطم. انتخاب شدندX-gal  و IPTGحضور 

 اسـتفاده  colony PCR از وجود قطعه مورد نظـر از روش 

وجود قطعه مورد نظر پس از استخراج پلاسـميد و بـا            . شد

د يي ـأ ت EcoRI و   XhoI يها مي با آنز  يمياستفاه از هضم آنز   

 نگهداري  -۷۰ده و در دماي     ي نام pTZ2bن همسانه   يا. شد

 pTZ2bسنجاق سري ابتدا همسانه      ساخت سازه    ي برا .شد

و  EcoRIم يبا اسـتفاده از جفـت آنـز   pHANNIBAL و 

XhoIمحصول هضم همسانه .  هضم شدند pTZ2b) قطعه

ــاز۴۰۰ ــا اســتفاده از ک) ي جفــت ب ــب ت اســتخراج از ژل ي

)Qiagen (د و سپس با استفاده از آنزيم       ي گرد يساز خالص

T4 ــاز ــل خطــ ـ ) Metabion( ليگـ ــه حامـ ــده يبـ  شـ

pHANNIBAL ن همسانه به يا. متصل شدE. coli  سويه

DH5α    منتقل و pH+S حامل همـسانه    يباکتر. ده شد ي نام 

 انتخـاب   mg/L ۵۰زان  ي ـن به م  يلي س ي آمپ يط حاو يدر مح 

 و هضم آنزيمـي  PCRوجود قطعه سنس با استفاده از  . شد

  .د شدأيي تXhoI و EcoRI يها ميبا آنز

ابتــدا  2bبــه منظــور الحــاق قطعــه آنتــي ســنس ژن 

هـضم و   HindIII و  BamHI با آنزيمpTZ2bهمسانه 

تفکيـک و  % ۱ محصول هضم آنزيمـي روي ژل آگـاروز  

 ۴۰۰قطعـه   .  تأييـد شـد      DNAاندازه قطعات با نشانگر     

کـه بـا     pH+Sجفت بازي از ژل استخراج و بـه حامـل           

ايـن همـسانه    . همين دو آنزيم خطي شده بود الحاق شد       

. ان داده شـده اسـت      نـش  ۱در شـكل     pH+S+A تحت نام 

وجود قطعات سـنس و آنتـي سـنس بـا اسـتفاده از هـضم                

به اين ترتيـب ژن     . ييد شد أت IXhoا  يو   EcoRI با   يآنزيم

2b صورت سنس و آنتي سنس در دو طرف اينترون قرار           ه ب

 ميدر مرحله بعد، سـازه فـوق بـا اسـتفاده از آنـز              .داده شد 

NotI يمــيگــاه آنزي و در جايجداســاز NotI در موجــود 

 همـسانه فـوق بـه نـام         . شد يساز  همسانه pART27ناقل  

pART+S+A    صـحت  .  نشان داده شده اسـت     ۱ در شکل

 با  يمي و هضم آنز   PCRهاي   آزمون  استفاده از  همسانهن  يا

 بـه عنـوان     pARTS1 سـازه    .ييد شـد  أ ت NotI آنزيم برشي 

ن سازه که واجـد هـيچ      ي ا .شاهد در اين تحقيق طراحي شد     

بـا   pHANNIBAL بـا بـرش ناقـل         نبود يروسيترادف و 

 و الحـاق قطعـه خـارج شـده در           NotIاستفاده از آنـزيم     

 ـ  pART27ناقل   . دسـت آمـد   هخطي شده با آنزيم فوق ب

 يـخ و ذوب در      روشهاي ساخته شده با استفاده از        سازه

سـازي   همـسانه ) GV3101سـويه (اگروباكتريوم مستعد   

ــد ــضور . Sambrook and Russel 2001) (شـ حـ

 PCR مورد نظر در اگروباكتريوم با اسـتفاده از          يها همسانه

همسانه يـاد   . ييد شد أهاي مناسب ت    و هضم آنزيمي با آنزيم    

سـازي    درجه سلسيوس و به منظور تراريخت      -۷۰شده در   

  .نگهداري شد

  

  مواد گياهي

محلـول    در دقيقـه ۱۰به مدت    Xanthiبذرهاي توتون رقم    

  تريتـون µL۶  ،%۵م ي سـد   هيپوكلريـت µL ۳۰۰ (شـوينده 

بار پنج سپس ور و  غوطه)  آب مقطرµL۷۰۰ و ۱۰۰ايكس 

دار بـر   صـورت فاصـله   بـذرها بـه  . شسته شدند ب مقطر   آبا  

 بـا   MS (Murashige and Skoog 1962) روي محـيط 

 لـوكس و    ۱۰۰۰و در شرايط نوري      داده    قرار نصف غلظت 

 ينگهـدار گـراد در گلخانـه        درجه سـانتي   ۲۸ الي   ۲۵دماي  
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برگي سترون از گياهان رشد يافته از اين بذور          نمونه   .شدند

  .تهيه شد

  

  سازي توتون تراريخت

 مـورد   يهـا   حاوي سازه  GV3101 نوتركيب    اگروباكتريوم

 حاوي آنتي بيوتيك ريفامپيسين و      LB كشت   در محيط نظر  

 rpm ۱۵۰ و   سلسيوسدرجه   ۲۸ در دماي    اسپكتينومايسين

رگـي  هـاي ب    نمونـه  ريـز . ندشـد به مدت يك شب كـشت       

ه اگروباكتريوم  ي دقيقه در ما   ۱۰سترون شده توتون به مدت      

(OD600=1)  فــرو بــرده و ســپس روي كاغــذ صــافي آب

جامـد   MSمحـيط   ها بـه      نمونه ريز.  آنها گرفته شد   ياضاف

 )BAP) 6-benzyl amino purine يهـا  هورمـون  يحاو

 بـا  (naphthalene acetic acid-1) وmg/L ۲ با غلظـت 

هـاي   اي كه سطح فوقاني بـرگ   گونهبه mg/L۱/۰ غلظت 

هـا     و نمونـه   منتقلرد،  ي قرار گ  بريده شده روي محيط كشت    

 درجه سلـسيوس در اتاقـك       ۲۸در شرايط تاريكي و دماي      

 از هـم كـشتي،       سـاعت بعـد    ۴۸  در .رشد قرار داده شـدند    

 mg/L هاي  روي محيط گزينشگر حاوي غلظت     ها  ريزنمونه

در  (شدنديم منتقل    سفوتاكس mg/L ۲۰۰و  کانامايسين   ۵۰

هـا در    نمونـه  ريز آگروباكتريوم   بهصورت مشاهده آلودگي    

ــول  ــشو داده mg/L ۵۰۰محل ــسيم شست ــدند  سفوتاك و ش

  در ها  نمونه  ريز ). شدند  روي محيط گزينشگر منتقل    دوباره

 ۲۵ دمـاي    ،) لـوكس  ۱۰۰۰حـداقل   ( مناسـب    ينورشرايط  

 ۸  ساعت روشـنايي و    ۱۶  نوري دورهگراد و    درجه سانتي 

 .شـدند نگهـداري     جوانـه  دن تا پديدار ش   ساعت تاريکي 

 روز  ۸-۷هـر   ،  زايـي و رشـد     ها پـس از جوانـه      نمونهريز  

 ۶-۴ مرحلـه    در.  شدند  منتقل کشت تازه  محيط   هبار ب  يك

ــه ــه محــيط ، انتقــال آنهــاهــا برگــي جوان  حــاوي MS ب

 انجـام  mg/L ۲۰۰ و سفوتاكـسيم     mg/L ۷۵كانامايسين  

 بـرگ بيـشتري      تعـداد   داراي هـا  هكه جوان  پس از اين  . شد

 بـه   انتقـال متـر رسـيد       سانتي ۴-۳ها به    و رشد نوساقه  ه  شد

سفوتاكـسيم  و   mg/L ۱۰۰کشت حاوي كانامايسين    محيط  

mg/L ۲۰۰  هاي رشديافته به محيط     نوساقه. صورت پذيرفت

 حـاوي   MSايـن محـيط بـا پايـه         . زايـي منتقـل شـدند      ريشه

 mg/Lا غلظت  ب)IBA )indole-3-butyric acid هورمون

.  بـود  سفوتاكسيمهاي كانامايسين و     همراه آنتي بيوتيك   به   ۲

 تركيبـي از ماسـه،      هاي حاوي  هاي ريشه دار به گلدان      گياهچه

و % ۵،  %۴۰،  %۴۰هـاي    پرليت، پيت و ورميكوليت بـه نـسبت       

غلظـت  نـصف  پس از آبيـاري مناسـب بـا         . منتقل شدند % ۱۵

MS  ،اي  ر شـرايط گلخانـه    و د  با پلاستيك پوشـانده      ها  گلدان

در شـرايط نـور و        روز گياهان  ۱۴ الي   ۷طي  . قرار داده شدند  

  .سازگار شدنددماي مناسب گلخانه 

  

  ها ييد تراريختي بوتهأت

 خـت از آزمـون    ياهـان ترار  يها درگ   ييد حضور سازه  أبراي ت 

PCRــ  ــا ب ــارگ ه ب ــا يريک ــت آغازگره ــصاصي ي جف  اخت

CMV53F/61R ــز ــور   (F1NPT/R1NPT و ني ــه منظ ب

 .شـد استفاده  ) ۱جدول) ( در سازه  NPTIIد حضور ژن    أييت

 به عنوان شـاهد در ايـن تحقيـق طراحـي            pARTS1سازه  

 نبود با بـرش     يروسين سازه که واجد هيچ ترادف و      ي ا .شد

 و الحـاق    NotIم  يبا استفاده از آنـز     pHANNIBALناقل  

م ي شده بـا آنـز     يخط pART27قطعه خارج شده در ناقل      

 نـانو   ۵۰-۱۰۰ اسـتفاده از    با PCRمون  آز. دست آمد  هفوق ب 

خت ي ترار يها ي ژنومي استخراج شده از بوته     ن اِ  اِ يگرم د 

. دي ـ شـرح داده شـد، انجـام گرد         کـه قـبلاً    يا و طبق برنامه  

  معروف و همکـاران    يساق براساس روش    DNAاستخراج  

)Saghai-Maroof et al. 1984 (انجام شد.  

  

  سازي گياهان به ويروس آلوده

قات ي موجود در مرکز تحق    CMVه  يق از زادما  يقن تح يدر ا 
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زا اسـتفاده   ي ـد با آزمون ال   أيي پس از ت   ياهي گ يشناس روسيو

روس ي ـ توتـون آلـوده بـه و       يهـا  سه برابـر وزن بـرگ     . شد

CMV) مـولار،   ۱/۰در بافر فسفات    ) رازيه کفترک ش  يجدا 

۷pH توتـون   يها  شد و عصاره بر روي بوته      يريگ ، عصاره 

اهان در دو   يگ. دي گرد يزن هي ما ي برگ ۴خت در مرحله    يترار

به منظور  .  شدند يزن هيروس ما ي روز با و   ۱۵نوبت به فاصله    

ــدازه ــت ويريــگ ان ــ غلظ م يرمــستقي غيزايــروس از الي

)Indirect-ELISA(  ه شـده در مرکـز      ي ته يها يباد ي با آنت

کـانورس و  مطـابق روش    ياهي ـ گ يشناس روسيقات و يتحق

  .استفاده شد) Converse and Martin 1990 (نيمارت

  

  نتايج و بحث

اي پليمـراز بـا      صحت سازه سنجاق سري با واكنش زنجيره      

 با ساخت قطعه مورد CMV 53F/61Rاستفاده از آغازگر 

و هـضم آنزيمـي توسـط     )۲شـكل  ( ) جفت باز۴۰۰(نظر 

د أيي ـ به ت  )۳شكل  ( ها   تركيب آنزيمي موجود بر روي سازه     

  .ديرس

  

  ها آزمون تعيين تراريختي بوته

   مرازي پليا رهيواکنش زنج

اهـان  ي گ ين اِ  اِ ي مراز با استفاده از د     ي پل يا رهيواکنش زنج 

 ۱۰۰۰ و   ۴۰۰ يهـا   با اندازه  ي، قطعات S2خت با سازه    يترار

 ي جفــت آغازگرهــا يب بــرايــترت جفــت بــاز را بــه  

CMV53F/CMV61R و F1NPT/R1NPT تكثيــر نمــود. 

 غير تراريخـت    ها در گياهان     است كه اين قطعه    ين درحال يا

 جفت  ۸۰۰ک قطعه   يها   نين لا ي از ا  يتكثير نشدند در بعض   

ر شـد   ي ـ سـازه تکث   يز به علت ساختار سنجاق سـر      ي ن يباز

 جفــت بــازي در گياهــان ۱۰۰۰ قطعــه ريــتکث. )۴شــكل (

 از تراريختي اين گياهـان      ي حاک S1تراريخت شده با سازه     

  .بود ن سازهيبا ا

  يسنج ستيآزمون ز

، CMVه ي ـ شـده بـا زادما  يياه بـاززا ي گ۴۰ يزن هيپس از ما 

اهـان بـه منظـور      ي از گ  يبـردار  م، نمونـه  ي علا يضمن بررس 

 انجـام   CMV بـه    ين آلـودگ  يـي زا جهت تع  يانجام آزمون ال  

 يت آلـودگ ين آزمـون بـه همـراه وضـع       ي ـج ا ينتـا . رفتيپذ

م بيمـاري در گياهـان      ي ـعلا. ه شـده اسـت    ي ارا ۲جدول  در

هـان غيرتراريخـت   ز گياي ـن  وS1تراريخت شـده بـا سـازه    

 روز پس از آلوده شدن به ويروس قابل مـشاهده           ۱۰حدود  

گياهان تراريخت شده بـا سـازه       ). ۲ و جدول    ۵شكل  (بود  

S2           سه نوع واکنش متفاوت در برابر ويروس را نشان دادند 

ــوع اول علا). ۵شــكل ( ــدر ن ــاري ي ــد از ۱۰م بيم  روز بع

ن اليزا نيز بـه      با آزمو  ين آلودگ يا. زني قابل مشاهده بود    مايه

 ۴۰ تـا  ۳۰در نوع دوم، گياهان بعد از گذشـت         . ديييد رس أت

 ـ      ي ـزني علا  روز از مايه   ر نـشان دادنـد     يخأم بيمـاري را بـا ت

مـي را نـشان     يدر نوع سـوم، گياهـان هـيچ علا        ). ۵شكل  (

ييـد  أنداده، آزمون اليزا نيز عـدم آلـودگي بـه ويـروس را ت             

اريخت بـراي    براي هر سه گروه گياه تر      PCRآزمون  . نمود

طوركـه   همـان .  مثبت بود  NPTII و   2bهاي   ترادف حضور

 درصد  ۳۳ يشناس ميشود، براساس علا   ي م ديده ۲در جدول 

 را يم ـيگونـه علا  چيه ـ(گياهان تراريخت مقاوم به ويروس     

خير أم آلودگي را همراه با ت     ي درصد علا  ۳۰و  ) نشان ندادند 

 يماريف ب يم خف يعلا(و درآخرين مراحل رشد بروز دادند       

  .)ح نشان دادندي روز پس از تلق۴۰ تا ۳۰

 CPله يوس ـ  بهCMVاهان مقاوم به  يگ ديت در تول  يموفق

گــزارش شــده اســت ۱۹۸۸بــار در ســال  نيدر توتــون اولــ

)Cuozzo et al.,1988 .(ج يدست آمـدن نتـا    بهيطورکل به

جاد مقاومـت  يخت جهت اياهان ترار يمتفاوت در رابطه با گ    

 ـ   ده بـو  ي ـچيدهنـده پ  نشان روس ي ـاه و و  ي ـن گ يدن واکـنش ب

با استفاده از سـازه  ). Jacqumond et al. 2001( باشد يم

  د ي ـت تول ياهان مقاوم با موفق   ين مورد گ  ي در چند  CP يحاو
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).  سنس ي قطعات سنس و آنت    يحاو pART+S+A سازه   ي دارا يها ي مراز کلون  ي پل يا رهي محصول واکنش زنج   ينقوش الکتروفورز . ۲شكل  

  ي جفت باز۱۰۰ ي نشانگر مولکول۵ سنس و راهك ي قطعات سنس و آنتي حاوي کلون۴ تا ۲يها ، راهكي، شاهد منف۱راهك 

Fig. 2. Electrophoresis pattern of colony PCR of pART+S+A. Lane 1, negative control; lanes 2-4, colonies 
containing sense and antisense fragments and lane5, 100 bp DNA ladder 

  

  
.  سـازه موجـود اسـت      يهاي که محل اثر آنها بـر رو         با آنزيم  pART+S+Aد  ي پلاسم يمي حاصل از هضم آنز    ي نقوش الکتروفورز  .۳شکل  

 نـشانگر  ۴، ناقل هضم نشده و راهـک  ۳، راهکXhoIم ي، ناقل هضم شده با آنز۲، راهک  EcoRIم  ي، ناقل هضم شده با آنز     ۱راهک  

  ي جفت باز۱۰۰ يمولکول

Fig. 3. Electrophoresis pattern of digested pART+S+A construct using appropriate restriction enzymes. Lane 1, 
digested construct using EcoRI; lane 2, digested construct using XhoI; lane 3, undigested construct and 
lane 4, 100 bp DNA ladder 

 
، بـا   CMVخـت مقـاوم بـه       ين کـدو ترار   يچن ـ هـم . اند شده

جاد و در مزرعه مورد آزمون قـرار گرفتـه          ي ا CPاستفاده از   

ــت  ــم). Tricoli et al .1995(اس ــون،   ه ــين توت چن

د ي ـن روش تول  ي ـ بـا ا   CMVار مقاوم به    ي و خ  يفرنگ گوجه

 سـنس  يان تـرادف آنت ـ يب). Gielen et al. 1996(اند  شده

. دا نکرد يف ادامه پ  يه علت عملکرد ضع    در توتون ب   CPژن  

ي يهـا  ني، لا CPگر با استفاده از سازه سنس ژن        ي د ياز سو 

 را در شرايط    يگونه آلودگ  چياز توتون به وجود آمدند که ه      

ن سـازه بـه     يبا اين حال انتقال هم    . اتاقک رشد نشان ندادند   

  اهـان  يگ.  را ايجـاد نكـرد    يچ نـوع مقـاومت    يفرنگي ه ـ  گوجه

400bp
500bp

  1  2   3  4 M 
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 بـا اسـتفاده از   2b جفت بـازي از ژن  ۴۰۰تعيين حضور قطعه : a. اهاني گيختيد ترارأيي براي تPCR محصول   يقوش الکتروفورز  ن .۴شکل  

خـت شـده بـا      ياه ترار ي گ ۶ تا   ۲ يها ، راهک )يکنترل منف  (S1خت با سازه    ي گياه ترار  ۱راهک  . CMV53F/CMV61Rآغازگرهاي  

 بـا اسـتفاده از      PCR محـصول    ينقـوش الکتروفـورز   : DNA .b ي جفت بـاز   ۱۰۰۰۰ تا   ۱۰۰ ي نشانگر مولکول  ۷، راهک   S2سازه  

، S2خت شده بـا سـازه   ياهان تراري گي برا۸ تا ۳ يها  راهک۲و  هاي  اهاني گيختيد ترارأييجهت ت F1NPT/R1NPT يآغازگرها

  .باشد ي مS1خت شده با سازه ياه تراري مربوط به گ۱۰ يها راهك  گياه غيرتراريخت وي برا۹راهک 

Fig. 4. Electrophoresis pattern of PCR products to confirm plant transformation. a: Amplification of 400 bp of 
2b gene using CMV53F/CMV61R primer pairs. Lanes 1 and 2 for non transformed plant, lanes 3-6 for S2 
construct transformants, lane 7, DNA 1Kb ladder. b: Amplification of 1000 bp of NPTII gene using 
F1NPT/R1NPT. Lanes 1-7, for S2 transformants; lane 8, for non transformed plant; and lanes 9 and 10 
for S1 transformants. 

  

  آزمون اليزاو  PCR م، آزموني براساس علاCMVخت نسبت به يرتراريخت و غي واكنش گياهان ترار.۲جدول

Table 2. Response of transgenic and nontransgenic plants to CMV based on symptomatology, PCR and ELISA 
assays. Mean of healthy plants absorbance at 405 nm was equal to 0.25 in ELISA. 

*: plants didn’t show any symptom  
•: plants showed delayed symptoms, 30-40 days after inoculation 
۰
: plants showed obvious leaf mottling, 9-11 days after inoculation 

Transformation tests 

،ype of lines  Infected/Tot
al 

Response to 
CMV 

according to 
symptoms 

Mean of 
ELISA 
value 

Established 
symptoms 
(days after 

inoculation) 
PCR using 

NPTII 
primers 

PCR using 
specific 
primers 

S2 

12/40 
(30%) 
13/40 
(33%) 
15/40 
(37%) 

Delay• 
Resistant* 

Susceptible۰ 

0.80 
0.24 
0.99 

30-40 
No 

symptom 
9-11 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

S1 5/5 Susceptible 1.18 9-11 + - 

Untransformed 1/1 Susceptible 1.20 9-11 - - 
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خت شـده بـا سـازه       ياهان مقاوم ترار  يگ: a. اريک خ يروس موزائ يخت به و  يرتراري و غ  S2 و   S1خت با دو سازه     ياهان ترار ي واکنش گ  .۵شکل  

S2  ،b :خت با سازه    ياه ترار يگS2   ـ که در بروز علا   ـي  ـگ: cر دارد، يخأم ت  ـگ: S2( ،dبـا سـازه   (خـت حـساس   ياه تراري اه حـساس  ي

 ـيخت داراياه تراريبرگ گ خت مقاوم،ياه تراريه راست برگ گاز چپ ب: e. ختيرتراريغ  ـر و بـرگ گ يخأ ت   خـت حـساس و  ياه تراري

f: خت شده با سازه ياه تراريبرگ گS1  

Fig. 6. Response of wild type and transformed tobacco plants to CMV. a: resistant S2 transformed plants; b: 
delayed transform plant, c: susceptible transformed plant, d: susceptible wild type plant, e: left to right, 
leave of resistant transformed plant by S2 construct, delayed and susceptible plants and f: leave of 
transformed plant by S1 construct 

  

ــا دو ژن ي تراريفرنگــ گوجــه ــه ز متعلــق CPخــت ب ــب ر ي

 ويروس موزائيك خيار مقاومت بـالايي       ۲ و   ۱هاي   گروه

از سازوكار ). Kaniewski et al. 1998(را نشان دادند 

PTGS در گياهــان متفــاوت بــراي ايجــاد مقاومــت بــه 

  ت اســتفاده شــده اســتيــهــا بــا موفق روسيــ از وانــواعي

)Lennefors et al. 2006 .(مختلف بـه منظـور   يها سازه 

ــارآيي  ــزايش ك جــاد يجــه اي و در نتيســازوكار خاموشــاف

 سـنجاق   يهـا  اين بين سازه   در.  شده است  يمقاومت بررس 

 برخـوردار هـستند     ينترون از عملکـرد خـوب     ي داراي ا  يسر

)Smith et al. 2000 .(تكرار معكـوس  يها کاربرد ترادف 

)Inverted Repeat, IR (ي گرفته از دو قطعـه ژنـوم  أمنش 

 دستيابي به مقاومـت بـر       روس به عنوان روشي به منظور     يو

دهـد   يج نشان م  ينتا . در سطوح بالا بوده است     CMVعليه  

تواننـد مقاومـت     يم) hpRNA( سنجاق سري    يها که سازه 

). Welsey et al. 2001(جاد نماينـد  ي را اييدر سطح بالا

روس نيـز مقاومـت را در       ي ـ و ين پوشش ي از پروتئ  IRسازه  

  .سطح بالا نشان داده است

ــ  نــسبت siRNAا ميــزان و ســطح ســطوح مقاومــت ب

 کـه بـا   siRNAكـه سـطوح    طـوري  به. است م داشتهيمستق

افـت  ي يش م يوس افزا ي درجه سلس  ۳۲ تا   ۲۵ش دما به    يافزا

از سـازه   . با سطوح افزايش يافته مقاومت همراه بوده اسـت        

جـاد مقاومـت عليـه      ي ا ينتـرون بـرا   ي ا ي حاو يسنجاق سر 

CMV   شده آر   يح طرا يها هدف سازه .  استفاده شده است 

  اين ويروس  CPان اي ويروس موزاييک خيار و يا ترادف         
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هفتاد و پنج درصد گياهان تراريخت شده بـا         . بوده است 

اي . ان. نوکلئوتيـد از تـرادف آر     ۱۵۳۴ به طـول     IRسازه  

 مقاومت بالايي را نسبت به اين ويروس نشان         CMVدو  

چنين سي درصد از گياهان تراريخت شـده بـا           هم. دادند

 با استفاده از آر ان اي دو اين ويروس بـا طـول              IR سازه

   نوکلئوتيـــد نيـــز مقاومـــت را نـــشان دادنـــد    ۴۹۰

.(Chen et al. 2004)  
 P69 و   HC-Proپيش از اين از تـرادف ژن مهاركننـده          

ــه ــترت ب ــت اي ــت مـ ـ يب جه ــاد مقاوم ــه ؤج ــسبت ب   ثر ن

Turnip mosaic virus (TuMV)و  Turnip yellow 

mosaic virus )(TYMVن ي ـدر ا. تفاده شـده اسـت   اس ـ

 مصنوعي براي خاموش كـردن هـر   miRNAپژوهش از   

ــده  .  اســتفاده شــده اســتP69و HC-Pro دو مهارکنن

 ۱۰۰ و   ۲۴ترتيـب در      به TuMV و   TYMVمقاومت به   

 TuMV مقاومت کامل عليه     يها مشاهده القا   درصد بوته 

  نـسبت داد   TuMVتوان به تك بخشي بودن ژنوم        را مي 

)Niu et al. 2006( .  کيـوو و همکـاران )Qu et al. 2007( از 

 )short hairpin small RNA) shsR2b  جهت سـاخت 2bژن 

خـت  ياهـان ترار  ين پژوهشگران واکنش گ   يا. استفاده کردند 

بـر  .  نمودند يبند  گروه طبقه  ۴روس در   يشده را نسبت به و    

 درصد بهبود   ۶۳/۱۱اهان مقاوم،   ي درصد از گ   ۱۴ن اساس   يا

ر يم را بــا تــأخيــ درصــد علا۲/۲۳و ) Recovered(افتــه ي

 را  يم ـيح علا ي روز بعـد از تلق ـ     ۱۵اهان تـا    يگ(نشان دادند   

 بـا ). م را نشان دادنـد يح علاي روز بعد از تلق۶۰نداشته اما 

رسـد کـه     ، به نظر مي   CMVبخشي بودن ژنوم    توجه به چند    

ن اِي زيـر     به خوبي آر اِ    CMVهاي يک و سه ژنوم       ين اِ آر اِ 

در . گيرنـد  ه چهار هدف خاموشي ژن قـرار نمـي        ژنومي شمار 

  غير هدف به سـرعت در      RNA گرفته از  أ منش siRNAنتيجه  

  و RISCيافتـه، منجـر بـه اشـباع شـدن            سلول گياهي تجمـع   

 .Duan et al (شـوند   مـي CMVتضعيف اثر ضد ويروسـي  

ــا  ).2008 ــشاهده نت ــاوت در لايم ــج متف ــا ني ــ گيه  ياهي

 ـ ي را م ـ  S2خت شده با سـازه      يترار ل ي ـن دل يوان بـه چنـد    ت

توان به سطوح  ي مقاوم را ميها ني مقاومت در لا.نسبت داد

خـت  ياهـان ترار  يسه بـا گ   ي ـدر مقا  siRNAاحتمالي بالاتر   

جاد ي اsiRNAآنچه مسلم است مقدار    . رمقاوم نسبت داد  يغ

جـاد  ي را در ا   يروس نقش مهم ـ  ياه با و  يح گ يشده قبل از تلق   

انـد کـه     ن داده پژوهـشگران نـشا   . مقاومت خواهـد داشـت    

 سـطح  يروس دارا ي به و  ي که قبل از آلودگ    ياهي گ يها نيلا

 را در مقابـل     ي بودند، مقاومـت بـالاتر     siRNA از   يبالاتر

د ي ـ بـا تول   siRNAد  ي ـن تول يچن ـ روس نشان دادند و هم    يو

ــسخه ــا ن ــستگ ين اِ آر اِيه ــت همب ــداردي تراريخ ــه .  ن ب

 يدي ـل تو siRNAاهان مقـاوم    ي در گ  رسد كه احتمالاً   نظرمي

د يي ـأت. رمقـاوم دارد  ياهـان غ  ي نـسبت بـه گ     يشتريراندمان ب 

ن ي ـ در هـر لا    siRNA يازمنـد بررس ـ  يج ن ين نتـا  ي ـ ا يقطع

  .خت استي ترارياهيگ

  

  يسپاسگزار

نـگ بـو وانـگ از       ي دکتـر م   يدانند از آقا   ينگارندگان لازم م  

ار ي ـا بـه خـاطر در اخت     ي اسـترال  CSIROقـات   ي تحق ةسسؤم

 آقاي مهندس صادق صادقي و       و يدين پلاسم يگذاشتن ناقل 

 در ي بـه دليـل همکـار   يسرکار خانم مهنـدس آزاده داوود    

  .ندي مقاومت تشکر نمايابيز ارزير زادمايه ويروس و نيتکث
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