
 128-115: 1394 سال / 2شماره /  51جلد  / هاي گیاهیبیماري

مقاومت به  يبراي القا 2bژن ترادف از با استفاده طراحی و ساخت سازه سنجاق سري 
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  چکیده
ت سبب افت کمی و کیفی محصولا بیش از هزار وسیصد گونه گیاهی را آلوده و (Cucumber mosaic virus, CMV)ویروس موزائیک خیار 

 CMV با استفاده از سازه سنجاق سري براي بدست آوردن گیاهان مقـاوم بـه  خاموشی پس از نسخه برداري در این تحقیق کاربرد . شود می
ایـن  . شده ویروسی از ژن بازدارنده سیستم خاموشی گیـاه میزبـان انتخـاب شـد     جفت بازي حفاظت 145به این منظور ترادف . بررسی شد

همسانه سازي و حامـل نوترکیـب    pFGC5941شوند در حامل دوگانه  س که توسط اینترون از هم جدا میسن یترادف بصورت سنس و آنت
pFGC-2b-h شده به اگروباکتریوم سویه  حامل ساخته. نامیده شدGV3101 گیاهان توتون . منتقل گردید(Nicotiana benthamiana)   و لوبیـا

(Phaseolus vulgaris)  15کـارائی سـازه   . روز بعد با ویروس موزائیک خیار مایه زنی شـدند  ششد و ش تیماربصورت موقت به این سازه 
سازه کارائی بـالاي در کـاهش علایـم و غلظـت     این نتایج این پژوهش نشان داد . ویروس مورد ارزیابی قرار گرفت اب زنیمایهروز بعد از 

  .استفاده کرد CMVدر تولید گیاهان تراریخت مقاوم به توان میو از این سازه  ردهاي بالائی نسبت به گیاه شاهد داویروس در برگ

  خاموشی پس از رونویسی، CMV ،Nicotiana benthamiana: کلیدواژه
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Abstract 
Cucumber mosaic virus (CMV) infects more than 1300 plant species that causes reduction in yield and 
quality of crops. In this research, the application of the hairpin-mediated RNA silencing technology was 
investigated for obtaining resistance to CMV. Therefore, a fragment of 145 nt from the silencing suppressor 
gene of CMV was selected. The CMV sequences from NCBI were aligned and the consensus sequence was 
selected and synthesized. This gene sequence was cloned as sense and antisense in pFGC5941 binary vector 
and the recombinant vector named pFGC-2b-h. The obtained plasmid was transferred to GV3101 
agrobacterium strain. Transient assay on bean (Phaseolus vulgaris) and Nicotiana benthamiana was 
performed by the agrobacterium containing pFGC-2b-h and six days later plants were mechanically 
inoculated by CMV. Fifteen days postinoculation, plants were assessed using symptoms appearance and 
ELISA test. Results showed that the construct can effectively reduce the symptoms and virus accumulation 
level. Furthermore, the results suggested that the pFGC-2b-h construct can be used to obtain transgenic 
plants resistance to CMV. 
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  مقدمه

 ,Cucumber mosaic virus) ویـروس موزائیـک خیـار   

CMV)   گونه تیپ جـنسCucumovirus     متعلـق بـه تیـره
Bromoviridae  1300دامنه میزبانی وسیعی دارد و بیش از 

ــی   ــوده م ــاهی را آل ــه گی ــد  گون  & García-Arenal)کن

Palukaitis 2008 ) .       ایـن ویـروس قـادر بـه آلـوده کـردن
محصولات زراعی مهمی بوده و به سبب خسـارت فـراوان   

-آن، تبدیل به یکی از مهمترین و اقتصادي تـرین ویـروس  

این ویـروس  . (Yang et al. 1997)هاي گیاهی شده است 
 ,Nault 1997(شود شته برد بوده و بصورت ناپایا منتقل می

Gildow et al. 2008) .هـا  در بعضـی از میزبـان   مچنـین ه
هـاي  جدایـه . (Yang et al. 1997)باشـد  بـذربرد نیـز مـی   

ویروس موزائیک خیار براساس تفـاوت در دامنـه میزبـانی،    
ت سـرولوژیکی و  علائم بیماري، گونه شته ناقل، خصوصیا
دسـته بنـدي    IIو  Iترادف نوکلئوتیدي در دو گروه اصـلی  

 . (Anderson et al. 1995, Hong et al. 2007)شـوند مـی 
کـایزر و  ویروس موزائیک خیار اولین بار از ایـران توسـط   

کنتـرل  . (Kaiser & Danesh 1971)گـزارش شـد    دانـش 
وسـیع   بیماري ویروس موزائیک خیار به دلیل دامنه میزبانی

گونه شته بسیار مشکل  60ش از یو انتقال بصورت ناپایا با ب
از این رو . (García-Arenal & Palukaitis 2008)باشد می

بهترین راه مدیریت بیماري ناشـی از ایـن ویـروس کشـت     
 CMVتعدادي ژن مقاومت طبیعی بـه  . باشدارقام مقاوم می
 ,RT4-4 (Seo et al. 2006انـد از جملـه   شناسـایی شـده  

Wang et al. 1999)   در لوبیـا(Phaseolus vulgaris)  و
RCY1 در Arabidopsis thaliana (Takahashi et al. 

ــردی. (2002 ــه  کــی دیگــر از راهب هــاي ایجــاد مقاومــت ب
ها از طریق مهندسی ژنتیک و با استفاده از قطعـاتی  ویروس

باشـد کـه مقاومـت ناشـی از بیمـارگر       از ژنوم ویروس می

(Pathogen derived resistance, PDR)   شـود  نامیـده مـی
(Sanford & Johnston 1985) . بیشــتر مطالعــات انجــام

گرفته با استفاده از مقاومت ناشی از بیمارگر بـا اسـتفاده از   
 Lehmann et)بیان ژن پوشش پروتئینی ویروس بوده است 

al. 2003, Lomonossoff 1995, Malpica et al. 1998) .
ها با استفاده از هاي ایجاد مقاومت به ویروساز دیگر روش

اســتفاده از خاموشــی ژن پــس از رونویســی  PDRراهبــرد 
(Post transcriptional gene silencing, PTGS) مــی-

این راهبرد سبب تحریـک  .  (Lennefors et al. 2006)باشد
هـاي   شود و یکی از مکانیسـم مکانیسم خاموشی آر ان ا می

 ,Fire et al. 1998)باشد ها میویروسدفاعی گیاهان علیه 

Waterhouse et al. 2001) .هاي تکراري هنگامی که توالی
 cDNA (inverted repeat of partialمعکوس از بخشی از 

cDNA)    ویروس گیاهی به گیاه میزبان منتقـل شـود، آر ان
خاموشـی آر ان ا   و هاي دولاي ویروسی رونویسـی شـده   ا

جه گیاه تراریخت بـه ویـروس متنـاظر    نتی در ،دوشمیالقاء 
 Wang et al. 2000, Frizzi & Huang)شـود  مقـاوم مـی  

مقاومــت ناشــی از بیمــارگر بــا اســتفاده از راهبــرد . (2010
هـاي گیـاهی   هاي تکـراري معکـوس بـراي ویـروس    توالی

مختلــف اســتفاده شــده اســت و بــا اســتفاده از ایــن روش 
 ,Hu et al. 2011)مقاومـت بـالائی بدسـت آمـده اسـت      

Nicola-Negri et al. 2005, Sun et al. 2010)  . تحقیقات
بـا اسـتفاده از ایـن     CMVمتعددي براي ایجاد مقاومت بـه  

 Hu et al. 2011, Kalantidis et)روش انجام گرفته است 

al. 2002, Kavosipour et al. 2012).    همچنـین از میکـرو
 ـ  آر ان ا ن ویـروس  هاي مصنوعی براي ایجاد مقاومت بـه ای

هـا  نتـایج پـژوهش  . (Qu et al. 2007)استفاده شـده اسـت   
هـاي ویروسـی   کـه اسـتفاده از تـوالی ژن   اسـت  نشان داده 

بازدارنده خاموشی از کارائی بیشتري براي ایجـاد مقاومـت   
 .Qu et al. 2007, Kalantidis et al)برخـوردار اسـت   
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2002, Li et al. 1999).   2ژنb  ویروسCMV   بازدارنـده
ویروسی خاموشی آر ان ا بوده و از مکانیسم مقاومت ذاتی 

 .Zhang et al)کنـد  جلـوگیري مـی   CMVگیاه در مقابـل  

2006, Brigneti et al. 1998) . بعلاوه این ژن از رونویسی
هاي واکنش دهنده به جاسمونیک اسـید نیـز جلـوگیري    ژن

شـود  کرده و درنتیجـه سـبب حساسـیت بـه حشـرات مـی      
(Lewsey et al. 2010, Ziebell et al. 2011) .  گیاهـان

 2bجفـت بـازي از ژن    400تراریخت توتون با یک قطعـه  
درصـد مقاومـت بـه     30ویروس موزائیک خیار در حـدود  

CMV دهند نشان می(Kavosipour et al. 2012) . پروتئین
2b مربوط به CMV  باعث کاهش تجمعsiRNA   21هـاي ،
بعلاوه مشـخص شـده کـه    . شودمینوکلئوتیدي  24، و 22

هـاي ثانویـه    siRNAو تولیـد   RDRاز فعالیت  این پروتئین
ــیر     ــت مس ــده فعالی ــین بازدارن ــرده و همچن ــوگیري ک جل

جلـوگیري   2bهـاي   از دیگر نقش. باشدمی سالسیلیک اسید
از پیشرفت علائم بیماري در مراحـل اولیـه آلـودگی اسـت     

(Diaz-Pendon et al. 2007) .2میــت ژن بــدلیل اهb  در
، در تحقیـق حاضـر ژن   CMV در برابـر  ایجاد آلودگی گیاه

2b  اي در پـژوهش حاضـر قطعـه    .مورد هدف قرار گرفـت
انتخـاب   2bجفت بـازي از ژن   145شده به اندازه  حفاظت

شد و کارایی سازه بدسـت آمـده در ایجـاد مقاومـت علیـه      
  .ویروس موزائیک خیار بررسی شد

 ي بررسیها مواد و روش
  و روش تیمار گیاهان جدایه ویروس ،مواد گیاهی

ــان   ــذر گیاهـ ــاي  benthamiana Nicotianaبـ و لوبیـ
آلـودگی موقـت   . کشت شد Phaseolus vulgarisمعمولی 
هاي لوبیا به اگروباکتریوم در مرحله اي کـه جفـت    گیاهچه

درصـد رشـد کـرده بودنـد      80-70برگ تک برگچه اي تا 

ن اگروبـاکتریوم بـه زیـر    انجام گرفت و تزریق سوسپانسـیو 
در مرحلـه اي کـه دومـین     N. benthamiana برگ گیاهان

. جفت برگ گیاهچه رشد کامل کرده بودنـد انجـام گرفـت   
 M 0.1]براي آلـوده سـازي بـه ویـروس از بـافر فسـفات       

K2HPO4, 0.15 % 2-β- mercapto ethanol, pH 8.5] 
 ،خیـار ی گیاهان به ویروس موزائیک نزمایه. استفاده گردید
  . روز بعد از تزریق باکتري انجام گرفت ششجدایه فارس، 

  تهیه سازه پلاسمیدي

 ,CMV (HQ916353در چنــــد جدایــــه   2bژن 

AF150731, S72187, Y16925, AM183118, 
AB368497, AF033667)     همردیف سـازي شـد و ناحیـه

بـا   K در جدایـه  2586تـا   2442شده آنها از توالی  حفاظت
ایـن قطعـه    5ʹانتخاب شد و در ناحیه  S72187 رس شمار

 BamHIو  XhoIهاي آنزیم جایگاه برشینوکلئوتیدي  145
ــزیم جایگــاه برشــی آن 3ʹو در انتهــاي  و  EcoRIهــاي آن

HindIII پایگــاه تــرادف بدســت آمــده در . قــرار داده شــد
 RNAi scan  )http://bioinfo2.noble.org/RNAiاینترنتی

Scan/RNAiScan.htm ( هاي بررسی خاموشی ترادفبراي
غیر هدف در گیاه و همچنین از نظـر تشـکیل سـاختارهاي    

مورد تجزیـه   RNA structureثانویه با استفاده از نرم افزار 
وتحلیل قرار گرفـت و ناحیـه بـا کمتـرین سـاختار ثانویـه       

  . انتخاب گردید
ــوالی مــورد نظــر توســط شــرکت    Generayســپس ت

Biotech company  در طراحـی  . ته شـد کشور چین سـاخ
و  XhoIهـاي محــدودگر  آنـزیم جایگــاه قطعـه مـورد نظـر    

EcoRI  هـاي  جهت همسانه سازي بصورت سنس و آنـزیم
براي همسـانه سـازي آنتـی     HindIIIو  BamHIمحدودگر 

حامـل  . در نظر گرفتـه شـد   pKANNIBALسنس در حامل 
سـویه   Escherichia coliنوترکیب جهت تکثیر به بـاکتري  
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DH5α ش شوك حرارتی منتقل گردید به رو(Green and 

Sambrook, 2012) .    کشت بـاکتري در محـیط کشـتLB 
بـراي  . میلی گرم بر لیتر کانامایسین انجام گرفت 50حاوي 

 PCRتائید نوترکیبی و همسانه سازي صـحیح در حامـل از   
-حامل نوترکیب توسط آنـزیم . و هضم آنزیمی استفاده شد

هـاي سـنس و   تا توالی برش خورده BamHIو  XhoIهاي 
سـپس  . از آن جـدا شـود   Pdkآنتی سنس به همراه اینترون 

هـاي محـدودگر   نیـز بـا آنـزیم    pFGC5941حامل دوگانه 
از آن خارج شود، و  CHSAمشابه برش داده شد تا اینترون 

بـه   2bسپس قطعه داراي تـوالی سـنس و آنتـی سـنس ژن     
ــرون   ــراه اینت ــرش داده   Pdkهم ــل ب ــه حام ــه بدن ــده  ب ش

pFGC5941 جهت تائید انتقال ژن مورد نظر . منتقل گردید
از هضـم آنزیمـی بـا آنـزیم      pFGC5941به حامل دوگانـه  

و  Pdkکه یک جایگاه برشـی در اینتـرون    KpnIمحدودگر 
یک جایگاه روي بدنه حامل دارد و همچنین تعیـین تـوالی   

حامـل دوگانـه نوترکیـب    . ناحیه مـورد نظـر، اسـتفاده شـد    
pFGC-2b-h نام گرفت.  

 T4واحـد   10(میکرولیتـر   10واکنش اتصال در حجـم  

Ligase ،ــک ــر  یـ  Ligase buffer 10× ،5/0میکرولیتـ
 ng 5/0پلاسـمید بـرش خـورده،     PEG ،ng 3/0میکرولیتر 
بـه  ) درجـه سلسـیوس   چهـار (در دماي یخچال ) قطعه ژن

  .ساعت انجام گرفت 16مدت 

  زه به آنتهیه سلول مستعد اگروباکتریوم و انتقال سا

انتقال سازه بـه اگروبـاکتریوم از روش شـوك     به منظور
هـاي مسـتعد   جهـت تهیـه سـلول   . الکتریکی استفاده گردید
میلی لیتر محیط  200در  GV3101اگروباکتریوم ابتدا سویه 

 OD=0.6به غلظت آن کشت شد و زمانی که  YEBکشت 
دقیقـه روي یـخ    15رسید، سوسپانسیون باکتري بـه مـدت   

ــرار  ــدداق ــتفاده از    ده ش ــا اس ــاکتري ب ــلول ب ــپس س و س

دقیقـه رسـوب    10به مـدت   xg4000سانتریفیوژ با نیروي 
میلـی   100سپس فاز رویی حـذف و رسـوب در   . داده شد

دقیقه روي یـخ قـرار    15سرد حل و  سترونلیتر آب مقطر 
در مرحله بعد سوسپانسیون در سانتریفیوژ با شرایط . گرفت
میلی لیتر آب مقطر  50پس در ادشده رسوب داده شد و سی

تکــرار شستشــو و . ســرد حــل و روي یــخ نگهــداري شــد
در مرحلـه بعـد رسـوب در    . رسوب چهار بار انجام گرفت

 ,272mM Sucrose)گلیسرول -میلی لیتر بافر سوکروز 25

15% Glycerol) دقیقـه روي یـخ قـرار     10مـدت  حل و به
ر د. ادشـده رسـوب داده شـد   یسپس مطابق شرایط  ،گرفت

-میلی لیتر بـافر سـوکروز   دومرحله بعد رسوب باکتري در 
هـاي   لولـه میکرولیتـر در   80گلیسرول حل شد و به میـزان  

 بـراي . تقسیم و در فریزر نگهداري گردیـد  يمیلی لیتر 5/1
میکرولیتـر از   80در  نه نانوگرم از پلاسمید ،انتقال پلاسمید
ــه  ــلول تهی ــوط   س ــده مخل ــور  و ش ــتگاه الکتروپورت از دس

electroporator eppendorf 2510   طبــق دسـتور شــرکت
 . ستفاده شدا )Ω 200و  kV ،25 μF 2.0(سازنده 

  زیست سنجی مقاومت به ویروس

براي تزریق اگروباکتریوم به زیر برگ گیاهان جهت بیان 
ــت ژن،  ــیمانااز روش موقــــ ــاران  موکشــــ و همکــــ

)Mukeshimana et al. 2013 (    با کمـی تغییـرات اسـتفاده
در محـیط   GV3101اگروباکتریوم سویه راي این کار ب. شد

ــک   50داراي  YEBکشــت  ــی بیوتی ــرم آنت ــی گ ــاي  میل ه
کانامایسین و ریفامپیسـین کشـت داده شـد و دو روز بعـد     

دقیقـه رسـوب    پنجبه مدت  g4000×باکتري با سانتریفیوژ 
 سـترون سپس رسوب بدست آمده در آب مقطـر  . داده شد
سوسپانسیون  غلظت حل و استوسیرینگون µM 100داراي 

 27رسانده شد سـپس یـک سـاعت در دمـاي      OD=0.2به 
جهـت  . تکان داده شد rpm150درجه سلسیوس و سرعت 
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ها بهینه کردن فاصله زمانی بین تزریق اگروباکتریوم به برگ
و آلوده سازي گیاه به ویروس به فاصـله زمـانی دو روز از   

ویـروس جدایـه    روز آلوده سازي گیاهان لوبیا به 10تا  دو
  .فارس انجام گرفت

جهت آزمون زیست سنجی و بررسی مقاومـت گیاهـان   
روز بعد از مایه زنی به ویروس از نظر غلظت ویـروس   15

در گیاه و همچنین علائم رشدي گیاه مـورد ارزیـابی قـرار    
 N. benthamianaآزمون زیست سنجی در گیاهان . گرفتند

وش الایـزاي غیـر   ارزیابی سـرولوژیکی بـه ر  . انجام گرفت
بــراي هــر کــدام از  آزمــایشایــن . مســتقیم انجــام گرفــت

. انجـام گرفـت  ) تکـرار (مورد نظر در چهار بوته  تیمارهاي
هـاي  همچنین اندازه رشد بوته و علائـم بیمـاري در زمـان   

مختلف بعد از آلوده سـازي بـه ویـروس، بـا بوتـه شـاهد       
هـا  هفته وزن تر و خشک بوتـه  سهمقایسه گردید و بعد از 

آزمایش در قالب طرح کاملا تصـادفی و بـا    .مقایسه گردید
  .ها با آزمون تی انجام شدچهار تکرار و مقایسه میانگین

  Direct antigen coating (DAC)-ELISAالیزا آزمون 

-DACارزیابی کارایی سازه از روش سرولوژیکی  براي

ELISA   اسـتفاده گردیـد (Khetarpal et al. 1994) .  آنتـی
از مرکز تحقیقـات ویـروس شناسـی دانشـگاه      CMVسرم 

گرم بافت برگ انتهایی گیاه در  2/0ابتدا . شیراز تهیه گردید
بـافر  % 75(بافر پوششـی  -میلی لیتر از بافر عصاره گیري دو

خـرد شـد و از عصـاره    ) بافر پوششـی % 25عصاره گیري، 
. هاي الیزا ریخته شدمیکرولیتر در چاهک 100بدست آمده 
شب نگهداري تشتک الیزا شستشو شد و سپس پس از یک 

 350بـه   یـک میکرولیتر آنتی سرم ویـروس بـه رقـت     100
نگهداري در یخچال، شستشو شب اضافه شد و بعد از یک 

شرکت از شده  تهیه Goat-Anti-Rabbitو آنتی بادي ثانویه 
سـاعت در   دواضافه گردید و  7500به  یکپرومگا با رقت 

بعد از حذف و . هداري گردیددرجه سلسیوس نگ 37دماي 
حـــاوي  يمیکرولیتـــر سوبســـترا 100 تشـــتکشستشـــو 

گـرم در میلـی لیتـر     001/0پارانیتروفنل فسفات بـه نسـبت   
دقیقه بعد شـدت جـذب نـوري در طـول      45ریخته شد و 

 Anthos 2020 نـانومتر بـا دسـتگاه الیـزا خـوان      405موج 

  . گیري شدساخت کشور اتریش اندازه

  نتایج 
  ي بیوانفورماتیکیها بررسی

ــازه در   ــوالی سـ ــاهتـ ــی  پایگـ  RNAi scanاینترنتـ
)http://bioinfo2.noble.org/RNAiScan/RNAiScan.ht 

m (   هـاي موجـود از   بررسی و نشان داده شد کـه بـا تـوالی
هـاي   small RNAخوانی ندارد و هـیچ کـدام از   گیاهان هم

 شده گیـاهی در  هاي ثبتتواند توالیبدست آمده از آن نمی
هـا بـا نـرم    همچنین تجزیه و تحلیل. سامانه را خاموش کند

نشان داد که ساختار ثانویه بـا طـول    RNA structureافزار 
  . این قطعه وجود ندارد cDNAبلند در 

  سنجاق سريتهیه و ساخت سازه 

شــده توســط شــرکت  جفــت بــازي ســاخته 145قطعــه 
Generay Biotech محـدودگر   یبرش يها میبا آنزXhoI  و

EcoRI  برش داده شد و این قطعه در حاملpKANNIBAL 
هاي محدودگر مشابه به صـورت  برش خورده توسط آنزیم

کیب شد و با هضم آنزیمی حامل نوتر يسنس همسانه ساز
جفت بازي  145هاي برشی مشابه، همان قطعه توسط آنزیم
بــا ره اي پلیمــراز یــهمچنــین در واکــنش زنج. خــارج شــد

 K-F: (5’-agt tca ttt cat ttg gagاسـتفاده از آغازگرهـاي   

agg-3’) وK-R: (5'- tat ctc att aaa gca gga ctc-3')   که ،
 ـردد گی ـصـحت آن تائ انجـام شـد،    باکتریایی هاکلنیاز   .دی

  در. نـام گرفـت   pKannibal-sب بدست آمده یحامل نوترک
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 . pFGC4941و pKANNIBALهاي حاملبا استفاده از  pFGC-2b-hشکل شماتیکی از نحوه طراحی و همسانه سازي سازه  )1شکل 

Figure 1) Schematic drawing design and cloning of the pFGC-2b-h construct using pKANNIBAL and pFGC4941. 
  

 145و قطعـه   pKannibal-sمرحله بعـد حامـل نوترکیـب    
بـرش   HindIIIو  BamHIهاي میتوسط آنز 2bجفت بازي 
ســـنس در ســـپس تـــوالی بصـــورت آنتـــی داده شـــد و

pKannibal-s ره ی ـهمسانه سازي شد و توسط واکنش زنج
هاي مشابه که منجـر بـه   می با آنزیمیمراز و هضم آنزیپل يا

شود، تائید گردید و  جفت بازي می 145خروج همان قطعه 
سازه بدسـت   .نام گرفت pKannibal-hاین سازه نوترکیب 

بصـورت هضـم    BamHIو  XhoIهـاي  میآمده توسط آنـز 
ز یــن pFGC5941نــاقص بــرش داده شــد و حامــل دوگانــه

 از CHSAنترون ین دو آنزیم برش کامل خورده و ایتوسط ا
جفـت   1760 سـنجاق سـري  سـپس سـازه   . دیآن جدا گرد

ــنس  ــازي س ــرون یا-ب ــ-pdkنت ــده از   یآنت ــنس جداش س
pKannibal-h      طی واکنش اتصـال در داخـل بدنـه حامـل

pFGC5941       قرار داده شـد و سـازه بدسـت آمـده توسـط
بـرش خـورد و بـا     KpnIمی با آنزیم محـدودگر  یهضم آنز

ــازي از حامــل نوترک 2417خــروج قطعــه  یــب و جفــت ب
 ينامگـذار  pFGC-2b-hو  ، تائید شدین توالیین تعیهمچن
بـا   pFGC5941همچنین اینترون حامـل  ). 1 شکل(د یگرد

 pFGC-Kجایگزین شد و سازه بدسـت آمـده    pdkاینترون 
نام گرفته و به عنوان حامل شـاهد در ایـن پـژوهش مـورد     

  .  استفاده قرار گرفت

هـاي  ارزیـابی هاي سرولوژیکی و  زیست سنجی، بررسی
 ايگلخانه

در آلوده سازي گیاه لوبیـاي معمـولی بـه اگروبـاکتریوم     
و ویـــروس  pFGC-2b-h ســـنجاق ســـريداراي ســـازه 

موزائیک خیار، نتایج بااستفاده از الیزاي غیر مسـتقیم نشـان   
داد که بهترین فاصله زمانی لازم بین تزریق اگروباکتریوم و 

  باشد و ایـن زمـان بـراي   روز می ششزنی به ویروس مایه 
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سه هفتـه بعـد از    N. benthamianaبر روي وضعیت رشدي و علائم در گیاهان  pFGC-2b-hو سازه موزائیک خیاراثر ویروس ) 2شکل

گیاه آلوده شده به ویـروس  ) C بصورت موقت pFGC-Kتوسط سازه خالی  تیمار شده گیاه سالم آلوده نشده به ویروس اما) H.  مایه زنی
 . pFGC-2b-h سنجاق سريویروس و حامل داراي سازه  توسط مایه کوبی شدهگیاه ) C.hو حامل بدون سازه 

Figure 2) Reaction of N. benthamiana plants to Cucumber mosaic virus three weeks after inoculation (H) 
Healthy plants that not inoculated with CMV but with pFGC-K construct, (C) Plants inoculated with CMV and 
pFGC-K, (C.h) plants inoculated transiently by pFGC-2b-h construct and CMV.  

  
هـا لازم   siRNAاستقرار سازه در گیاه و سیسـتمیک شـدن   

اگروبـاکتریوم  ). نشـده اسـت  هـا نشـان داده   داده(باشـد   می
در مرحله دو برگی  N. benthamianaشده به گیاهان  کشت

. روز بعد بـا ویـروس مایـه زنـی شـدند      ششتزریق شد و 
 مایه زنی بر اساس میـزان  هفته بعد از پنجو  سه، دوگیاهان 

نتـایج نشـان داد کـه    . شـدند  ارزیابیرشد و علائم بیماري 
تـا  ، pFGC-2b-h سـري سـنجاق  شده با سازه تیمارگیاهان 
هفته بعد از مایه زنی با ویروس علائم بیماري را نشـان   سه

ندادند و رشد گیاهان تیمارشده مشابه با شـاهد مایـه زنـی    
هفته علائم موزائیـک و پیچیـدگی    پنجاما بعد از . نشده بود

درحالی که گیاهان شاهد تیمارشده با حامل . برگ ظاهر شد
pFGC- K داشته و بدشکلی و موزائیک را در  تريرشد کم

هفتـه نیـز از نظـر     سـه هفته اول نشان دادنـد و پـس از    دو
 شـکل (رشدي اختلاف قابل توجهی با شاهد سالم داشـتند  

% 1در سـطح   LSDاز نظـر آمـاري بـا آزمـون     بطوریکه ) 2
  .معنی دار بود

هفته پس از مایه زنی، نتـایج   دودر بررسی سرولوژیکی 

 .Nاز گیاهــان  (DAC-ELISA)الیــزاي غیــر مســتقیم   

benthamiana   ــی دار جــذب ــده اخــتلاف معن نشــان دهن
بـا   pFGC-2b-h سـنجاق سـري   شده با سازه گیاهان تزریق
سـنجاق سـري    سـازه  بـدون  پلاسمیدشده با  گیاهان تزریق

pFGC-K  نانومتر بود، بصـورتی کـه در    405در طول موج
ن گیاهـان سـالم و گیاهـان    اختلاف معنی داري بی% 1سطح 
ــی  تیمار ــه ســازه ژن وجــود  CMVو  pFGC-2b-hشــده ب
-ري وزن خشک و تـر بوتـه  ین در اندازه گیهمچن. شتندا

 یج نشان دهنده اخـتلاف معن ـ یسازه و شاهد نتا يدارا يها
و  pFGC-Kک درصد بین شاهد بدون سازه یدار در سطح 

 . بود pFGC-2b-hهاي داراي سازه  بوته

  بحث
کنترل خسارت بیماري ناشـی از ویـروس   به رغم اینکه 

موزائیک خیار با کشت گیاهان مقاوم قابل دسـتیابی اسـت،   
زراعـی معرفـی    يهـا در بسیاري از گونهتجاري رقم مقاوم 

مقـاوم   CMVهـاي  نشده و رقم مقاومی که به همه جدایـه 
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هـا بـراي کنتـرل    کـش استفاده از حشره. باشد، وجود ندارد
بر دارد، زیرا ویروس بصـورت   در اندکیفقیت ناقل هم مو

-کش از بین مـی ناپایا منتقل شده و وقتی شته توسط حشره

 & Garcia-Arenal)رود که ویروس را منتقل کرده اسـت  

Palukaitis 2009) .هـاي مقاومـت بـه ایـن بیمـاري در      ژن
در  RCY1انـد از جملـه ژن    گیاهان مختلف شناسایی شـده 

یدوپسـیس کـه باعـث مقاومـت بـه      گیـاه آراب  C24اکوتیپ 
شود و این مقاومـت بصـورت   می CMV (Y)جدایه زردي 
کنـد  ت در ناحیـه شـروع آلـودگی بـروز مـی     یفوق حساس ـ

(Takahashi et al. 2002) ها تنها باعث مقاومت اما این ژن
به جدایه خاصی شده و انتقال آن به گیاهان دیگر نیز داراي 

  .باشدهایی میچالش
هاي مقاومت طبیعی گیاهـان در مقابـل    سمکی از مکانیی

هــاي ویروســی، خاموشــی ژن بعــد از رونویســی آلــودگی
 یاین مکانیسم بعنوان روش. (Covey et al. 1997)باشد  می

موفقیت آمیـز بـراي تولیـد گیاهـان مقـاوم بـه تعـدادي از        
 .Hu et al)هاي گیـاهی بکـار گرفتـه شـده اسـت      ویروس

سیار قـوي و اختصاصـی   ب RNAواسطه مقاومت به. (2011
-درحالی که مقاومـت بـه   (Mueller et al. 1995)باشد می

-تـر مـی  واسطه پروتئین اغلب وسیع الطیف بوده و ضعیف

با توجه به اهمیـت بـالاي   . (Lehmann et al. 2003)باشد 
ایجاد مقاومت به روش خاموشـی آر ان ا، در ایـن تحقیـق    

روس بــراي ایجــاد مقاومــت بــه ویــ ســنجاق ســري ســازه
موزائیک خیار برپایـه خاموشـی آر ان ا طراحـی و سـاخته     

هاي گیاهی با راهبرد خاموشـی آر  مقاومت به ویروس. شد
بیـان آر ان ا دولا  . دشـو هاي مختلفی ایجاد میان ا به روش

کارائی مناسبی براي مهندسـی مقاومـت در گیاهـان دارد و    
هـاي ایجـاد مقاومـت    همچنین این راهبرد نسبت بـه روش 

زیست سالم تـر بـوده، خطـر    محیط بتنی بر پروتئین براي م
ــوترکیبی و ــاخودي نـ ــی نـ  heterologous( کپسیدپوشـ

encapsidation(  را ندارد(Hu et al. 2011) . 

 سازه سنجاق سـري ایجاد گیاهان تراریخته با استفاده از 
درصد کارائی خاموشی ژن را بالا ببـرد   90توانسته است تا 

(Smith et al. 2000) .هــاي موفــق ایجــاد یکــی از روش
ــوالی هــاي دولاي آر ان ا ویروســی در  مقاومــت معرفــی ت

 يهاها و میزبانتوان در لاین گیاهان بوده و با این روش می
هـاي متفـاوت مقاومـت ایجـاد کـرد      مختلف و به ویـروس 

(Nicola-Negri et al. 2005, Pandolfini et al. 2003, 
Tyagi et al. 2008, Hu et al. 2011)  .  در این تحقیق نیـز

کــه بــراي   pFGC5941 و pKANNIBALهــاي از حامــل
ساختن سازه سـنجاق سـري و معرفـی آن بـه ژنـوم گیـاه       

 سنجاق سريدر طراحی سازه . دشاند، استفاده طراحی شده
نیـز جهـت    pKANNIBALمربوط به حامل  pdkاز اینترون 

لودگی موقـت  در آ. افزایش کارائی خاموشی استفاده گردید
بــه اگروبــاکتریوم داراي ســازه  N. benthamianaگیاهــان 

به عنـوان شـاهد،    سنجاق سريو بدون سازه  سنجاق سري
نتایج نشاندهنده کارائی بالاي این روش بود، بصـورتی کـه   
در سازه سنجاق سري علائم ظاهري گیاه مشابه گیاه سـالم  

بـا ناقـل    شـده  در مقایسه با گیاه آلودهبود و جذب الیزا هم 
تحقیقات نشـان داد  . بدون سازه سنجاق سري معنی دار بود

 .Nدر  RdRpبـه جـاي    SDE 1-likeکه به علـت وجـود   

benthamiana تولید ،siRNA  ازRNA   هاي نابالغ افـزایش
تواند باعث افزایش خاموشی ژن شـود   یافته و این خود می
(Yang et al. 2004)     به همین سـبب کـارائی سـازه درN. 

benthamiana  ــد ــی گردی ــازه . بررس ــري س ــنجاق س  س
 .Nو  N. benthamianaشده در تیمار موقت گیاهان  ساخته

tabacum  داراي کارائی بسیار خوبی در کنترلCMV   ،بـود
هـا و حتـی ارقـام    اما با توجه به زمینه ژنتیکی متفاوت گونه

مختلف گیاهی که باعث اختلاف در کارائی یک سازه براي 
، در ایجـاد  (Tan et al. 2012)شـود  وس میکنترل یک ویر
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گیاهان تراریخت مقاوم به ویروس موزائیـک خیـار قبـل از    
نیاز اسـت بـا اسـتفاده از سـامانه بیـان      استفاده از این سازه 

  .  کارائی آن در گیاه مورد نظر ارزیابی نمود موقت
دولا بـا   يهـا، بـا آر ان ا   siRNAعلاوه بـر   2bپروتئین 

شود درحالی کـه نسـبت بـه دیگـر     طول بلند هم متصل می
بصورت ضعیف تري  P19هاي خاموشی از جمله  بازدارنده

به همین دلیل اثرات تخریبـی  . شود ها متصل می miRNAبا 
مناسـب تـري    ايسازه روي خود گیاه کمتر بوده و کاندیـد 

هـاي  همچنـین در جدایـه  . باشـند براي ایجاد گیاه مقاوم می
تغییـر   2bضعیف این ویروس یک اسید آمینـه در پـروتئین   

پیـدا   تريها اتصال ضعیف siRNAکرده و به همین علت با 
از  حاضــر در پــژوهش (Goto et al. 2007). کنــد  مــی

ــویه  ــاکتریوم س ــرا در   GV3101 اگروب ــد، زی ــتفاده ش اس
باعـث  GV3101 ه یتحقیقات قبلی گـزارش شـده کـه سـو    

ژن بصـورت پشـت سـر هـم در      انتقال بیش از یک کپی از
یک لوکوس از سلول گیاهی شده و در نتیجه خاموشـی ژن  

 Tan et al. 2012, Gelvin) ابـد  یو مقاومت افـزایش مـی  

هرچند که در بعضی مطالعات بین میزان مقاومت و  (2003
 Hu et)ژن ارتباطی مشاهده نشـده اسـت    هاينسخهتعداد 

al. 2011, Chuang & Meyerowitz 2000, Hily et al. 
2007).  

دولا مربـوط بـه تـرادف ژن پـروتئین      ياز سازه آر ان ا
 .Nبـراي مقاومـت بـه ویـروس در گیـاه       CMV یپوشش ـ

tabacum درنتیجـه مقاومـت بسـته بـه     . استفاده شده است
 (2002 ه اسـت درصد افزایش یافت ـ 35تا  25 پروموتر بیانی

(Kalantidis et al . 2همچنین سازه سنجاق سري ژنb ر د
درصد مقاومـت   30و  33گیاهان تراریخت توتون منجر به 

به ترتیب براساس علائم بیماري و نتایج الیزا، بدست آمـده  
اما از آنجا که تفاوت در ). Kavosipour et al. 2012(است 

، سیســـتم (Chen et al. 2004)طـــول قطعـــه ژنـــی 

، و با هـدف قـرار   (Tan et al. 2012)اگروبا کتریوم /حامل
نــواحی مختلــف پــروتئین ویروســی ســطح مقاومــت دادن 

، تحقیـق  (Jiang et al. 2011)باشـد   ایجادشده متفاوت مـی 
تواند کمک شـایانی در پیـداکردن طـول قطعـه و     حاضر می

ناحیه ژنی مناسـب و همچنـین ترکیـب بهتـري از سیسـتم      
  . اگروباکتریوم ارائه دهد/حامل

 RNA2از تـوالی   (Chen et al. 2004) و همکاران  چن
هایی بصورت توالی تکراري معکـوس   سازه CMVویروس 
نتایج نشان دهنده . ساختند 2bو ژن  2aژن  ʹ3هاي از بخش

ــه   ــان تراریختـ ــزان مقاومـــت گیاهـ ــاوت در میـ  .Nتفـ

benthamiana  بود و آنها این تفاوت را به تفاوت در طول
بصـورتی  . قطعه ژنی که استفاده کرده بودند مربوط دانستند

درصـد   75جفت بـازي در   1534هاي داراي قطعه  که سازه
 30جفـت بـازي فقـط در     490گیاهان و سازه داراي قطعه 

ــرد    ــاد ک ــت ایج ــان مقاوم ــد گیاه ــتم  . درص ــاثیر سیس ت
اگروباکتریوم براي ایجاد مقاومت مهم تشـخیص داده  /حامل

در تحقیـق حاضـر تـوالی    . (Tan et al. 2012)شده اسـت  
شده این ژن کـه داراي   اظتاز ناحیه حف 2bشده ژن  انتخاب

هـا بـا جدایـه فـارس      کمترین ساختار ثانویه بود و ارزیـابی 
CMV نتایج نشان دهنده کـارائی بـالاي ایـن    . انجام گرفت

سازه در ایجاد مقاومت به این جدایه بود ولـی از آنجائیکـه   
درصـد تشـابه    90در مطالعات مشخص شـده کـه حـداقل    

لازم اسـت و   RNAتوالی براي ایجاد مقاومـت بـه واسـطه    
همچنین روشن شد که نوع توالی وارد شونده به ژنوم گیـاه  
تاثیر بسیار بالائی در ایجاد گیاهـان ایمـن بـه بیمـاري دارد     

(Ritzenthaler 2005)،  بهتر است که کارائی این سازه براي
. هاي این ویـروس مـورد ارزیـابی قـرار گیـرد      دیگر جدایه

شـده ایـن ویـروس     اظـت هرچند که با استفاده از ناحیه حف
هـا نیـز مقاومـت نشـان     انتظار این است که به سایر جدایـه 

  .دهد
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در این تحقیق از روش مکانیکی براي مایه زنی گیاهـان  
و روش مایه  زادمایهاستفاده شده است اما از آنجا که میزان 

 .توانـد در میـزان مقاومـت تـاثیر داشـته باشـد       زنی نیز مـی 
ده کـه در مایـه زنـی    همچنان که در تحقیقـی مشـخص ش ـ  

درصد گیاهان ایمن بودنـد   100مکانیکی گیاهان تراریخت 
درحالی که در انتقال ویروس با پیوند مقاومت شکسته شـد  

(Abad et al. 2000, Tan et al. 2012)   ممکـن اسـت ،
هـا در طبیعـت و در    شده توسـط ایـن سـازه    مقاومت کسب

  . انتقال ویروس توسط شته بصورت متفاوتی بروز کند
آلودگی گیاه به ویروس باعث جذابیت بیشتر گیاه بـراي  

هـاي  هاي حامل شده و حساسیت گیاه بـراي جمعیـت   شته
 Macias & Mink 1969, Ziebell et)کند  شته را بیشتر می

al. 2011) .هان آلوده بـه  ها به مواد فرار آزادشده از گیاشته
بـه زنـده مانـدن و     CMVویروس جذب شـده و بنـابراین   

همچنین نشان داده شـده اسـت   . کندها کمک می تغذیه شته
شود  مقاومت به شته ایجاد می 2bکه با ایجاد جهش در ژن 

Ziebell et al. 2011) .(    در تحقیـق حاضـر خاموشـی ژن
مورد هـدف قـرار گرفـت و از اینـرو پیشـنهاد       2bپروتئین 
ختـه مقـاوم بـه    یشود که ارزیابی مقاومـت گیاهـان ترار   می

هـا نیـز انجـام     به شته pFGC-2b-h ویروس از طریق سازه
  . شود

با هدف قرار دادن نـواحی مختلـف پـروتئین ویروسـی     
. (Jiang et al. 2011)شود ایجاد می یسطح مقاومت متفاوت

 هایی که داراي ساختار ثانویه کمتر یا ضعیف همچنین توالی
تري هستند، بـراي ایجـاد مقاومـت بـه ویـروس از طریـق       

amiRNA تـــر تشـــخیص داده شـــده اســـت و مناســـب
هایی وجود دارد که نواحی قابل دسترس در تـوالی   گزارش

ــوثر بــوده و      ــیار م ــی ژن بس ــارائی خاموش ــدف در ک ه
ساختارهاي ثانویه آن ناحیه در این امر نقش بسـیار مهمـی   

در این پژوهش از ناحیه . (Duan et al. 2008)کند  بازي می
اســتفاده شــد کــه داراي کمتــرین  CMVخاصــی از ژنــوم 

ساختار ثانویه بود و همچنین این ترادف حفاظت شده بـود  
مقاوم شـود   CMVهاي  تا نسبت به طیف وسیعی از جدایه

شـده پایـداري بیشـتري از خـود      و همچنین مقاومت ایجاد
در  این سـازه هاي آلودگی موقت بروز دهد و نتایج بررسی

N. benthamiana ها را تا حدودي تائیـد   نیز این پیش بینی
  .نمود
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