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mosaic virus (اهیدر گ يمرتبط با اتوفاژ يها ان ژنیزان بیبر مNicotiana benthamiana 

16c  
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  دهیچک
در مقاومت به  ریمس نیا. است نا خواسته ای دهید بیآس یسلول ياجزاحذف  يبراها  وتیوکاریمحافظت شده در  ندیافر کی ياتوفاژ

و  نییفسفوپروتP:(سرکوبگر  نییپروتدو  ریتاثمطالعه  نیدر ا. ستیمشخص ن قایدق آن مزیباشد اما مکان یم لیدخ زین یاهیگ يها يماریب
:P3ک زرد راه راه جویموزائ روسیمتعلق به و )3 یفرع نییپروت (BYSMV) شامل يل در اتوفاژیان چهار ژن مهم دخیبر ب ATG2 ،ATG6 ،

ATG7  وAGO1 اه یدر گN. benthamiana يها ژن. قرار گرفت یبررس مورد P  وP3 BYSMV ناقل  درpCAMBIA-1302  تحت پروموتور
2×35S و برچسبHemagglutinin وم یاگروباکتربا استفاده از هر ژن   سازه. شدند يساز همسانهها،   نییپروت یابیبه منظور رد ینیآم يدر انتها

زمان  آر در یس یاستفاده از پ با ها ژنن یان ایب زانیم ق،یتزر پنج روز پس از .دیق گردیتزر N. benthamianaاهان یدر سطح پشت برگ گ
ن یا .دندیگرد ATG7و  ATG2 ،ATG6 يها ان ژنیب شیمنجر به افزا )P, P3, P+P3(ماریسه ت که هرنشان داد  جینتا. شد يریگ اندازه یواقع
 ماریتسه  هرکه  یحال در. بود P/P3/GFP و P/GFP  ،P3/GFPيها ماریبرابر در ت 26/5 و 15/6، 57/5ب یبه ترت ATG2در ژن  انیب شیافزا
 نقشاز  یج حاکینتان یا. دادندکاهش  مار کنترل،ی، نسبت به تبرابر 5/1 بایان آن را تقریکه ب يداشتند بنحو یاثر منف AGO1 ژنان یببر 
تواند به درك  یباشد که م یم BYSMV در مقابل سرکوبگر N. benthamianaاه یگ یدر پاسخ دفاع ATG2و  AGO1 ،ATG6،ATG7 يها ژن

  .دیکمک نما یاهیگ يها روسید کنترل ویجد يها به روش یابیدست  و یروسیو يها مارگریاه در مقابل بیده گیچیپ یدفاع يها م زیبهتر مکان

  ا آران یخاموش ن ، سرکوبگریی، فسفوپروتياتوفاژ :کلیدواژه

  afshari@shirazu.ac.ir :یکیالکترون پست مکاتبات، مسئول *
  .رازیدانشگاه ش ي،دانشکده کشاورزیاهیگ یروس شناسیقات وی، مرکز تحقيدکتر يدانشجو .1
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Abstract 
Autophagy is a degradation process in eukaryotes through which damaged or unwanted intracellular 
components are degraded. This process is also involved in plant disease resistance, although its mechanisms 
are not precisely known. Autophagy is regulated by multiple autophagy-related proteins (ATGs).In this 
study, we investigated the possible impact of two Barley yellow striate mosaic virus (BYSMV) proteins, i.e., 
phosphoprotein (P) and ancillary protein 3 (P3), on four important genes involved in autophagy (ATG2, 
ATG6, ATG7, and AGO1) in N. benthamiana. P and P3 genes were cloned in pCAMBIA-1302 vector under 
the control of the 2 × 35S promoter and Hemagglutinin tag. Constructs of each gene were agroinfiltrated in 
the abaxial side of the N. benthamiana leaves. Five days after agroinfiltration, the expression level of these 
genes was measured using RT- qPCR. The results showed that expression of ATG2, ATG6 and ATG7 genes 
increased in all treatments (P, P3, P+P3).The level of ATG2 expression was 5.57, 15.6 and 5.6 fold, in 
P/GFP, P3/GFP and P/P3/GFP treatments, respectively, while a 1.5-fold reduction was obtained in 
expression of AGO1 in all treatments. These results implied that P and P3 proteins of BYSMV can modify 
the expression of autophagy related genes in N. benthamiana plant. These findings suggest the involvement 
of AGO1, ATG6, ATG7 and ATG2 in immune responses of N. benthamiana against BYSMV, which 
provide a better understanding of plant host defense mechanisms against virus infections and might be an 
opportunity to exploit a novel antivirus approach. 
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  مقدمه
 مبـارزه بـا   يرا بـرا  یمختلف دفـاع   يها زمیمکان اهانیگ

بدسـت  تکامـل   یدر ط ـها  روسیاز جمله و زایماریعوامل ب
 اهـان یگ یروس ـیضـد و  یدفاع یزم اصلیمکان دو. اند آورده
ــامل ــ ش  Ding and) (RNA silencing)ا آران یخاموش

Voinnet. 2007)  تم ـمقاو يهـا  نبـر ژ  یو مقاومـت مبتن ـ 
(resistance gene-mediated resistance) (Mandadi & 

Scholthof 2013) نسـت  یاز ا یر حـاک ید اخاهشو. دباش یم
مختلـف در   يدی ـکل يهـا  علاوه بر نقش ياتوفاژند یکه فرا
ــحفــظ پا يراســتا ــا نقــش يســلول، دارا يداری ضــد  يه

 يا اتوفــاژیــ يخودخــوار. باشــند یمــز یــن یروســیو
(autophagy) ند یک فرآیMetabolic ار حفاظت شـده  یبس

 ـاست کـه از طر   ـر تجزیق مس ـی منجـر بـه    یزوزوم ـیلا ي هی
ب یآس ـ یافت مواد سـلول یکهنه و باز يها نییپروت يپاکساز

 ـط اسـترس  یاز در شرایر قابل نیغ یا مواد سلولی  دهید ا در ی
 Liu & Bassham)شود  یاه میخاص نمو گ يندهایفرا یط

2012).  
خــود را در  یتوپلاســمینــد ســلول مــواد سین فرایــدر ا

ــلیوز ــا کـ ــا يهـ ــلادو  ییغشـ ــاگوزوم  ه یـ ــام اتوفـ بنـ
(autophagosomes) ـکرده، سپس ا يبند بسته  ن مجموعـه  ی

در پستانداران  زوزومیل(افت سلول یباز  يها اندامکل یتحو
اسـتفاده   يتـا بـرا  شوند  یم )اهانیا واکوئول در مخمر و گی

 ـ، تخرزوزومی ـل يهـا  میآنزمجدد سلول، توسط   .ب شـوند ی
ر شـکل قابـل توجـه    ییبر تغ یمتک ين مراحل اتوفاژیهمچن
و انتقــال  ينــدهایآفر ،یدرون ســلول يهــا انــدامک يغشــا
مـرتبط بـا    يهـا  نییژن کدکننـده پـروت   36مشـترك  ت یفعال

ن یا. باشد یم autophagy-related genes (ATGs)ياتوفاژ
اهان یقرار داده شده اند و در گ یها در چهار کلاس اصل ژن

ار حفاظـت  یس، برنج و ذرت بس ـیدوپسیمختلف شامل آراب
 ,Mizushima et al. 2011, Lamb et al. 2013( انـد  شـده 

Yang & Klionsky 2010( .يدر اصـل بـرا   ينقش اتوفاژ 
homeostasis ـپا طیحفـظ شـرا  ا ی   طیو ثابـت در مح ـ  داری

باعـث   یتواند به طور قابل تـوجه  یاما مسلول است  داخل
شـامل   مختلـف  يهـا  تـنش ط یشـرا در  یسـلول  يبقابهبود 

 ـیم يها یو آلودگ ی، گرسنگيریپ  Boya et)گـردد   یکروب

al. 2013, Klionsky & Codogno 2013) . ــات مطالع
، يریپرا در پاسخ به  ATG يها ژن یمختلف نقش محافظت

ــترس ــا اس ــف يه ــل بمختل ــاری، عوام ــه  يم زا و از جمل
 Liu & Bassham)نشـان داده اسـت    یانسـان  يها روسیو

هورمـون   نگیگنالیس ـم یبا تنظ ـ ياهان، اتوفاژیدر گ. (2012
از عوامل  یمرتبط است و برخزبان یم مرگ سلولو  یدفاع
 نـد یفرآ يبـه دسـتکار   ییزایمـار یب شیافـزا  يزا برا يماریب

 Kabbage et al., 2013, Dagdas)کننـد   یاقدام م ياتوفاژ

et al. 2016).   
 ـو یآلـودگ در  ينقـش اتوفـاژ   یبه تازگ  یاهی ـگ روسی
نشـان داده   یق ـیدر تحق .مطرح شدن نموده اسـت شروع به 

ــه تخر ــشــد ک ــاژی ــروت یانتخــاب يب اتوف ن پوشــش و ییپ
 واسـطه ب )CaMV(کلـم گـل    کی ـموزائ روسیو يها کرهیپ

Neighbor of BRCA1 Gene 1 (NBR1)  بنام  يندیفرآدر
ن یهمچن .ردیگ یصورت م (Harfen el al. 2017) يزنوفاژ

 ـو ینیجمدر برابر اه یگ یمنیادر  يدخالت اتوفاژ  هـا  روسی
گـر  ید یق ـیدر تحق ).Haxim et al. 2017(ده شـد  نشان دا

ه ی ـبـر عل  ياتوفـاژ  یروس ـیر ضـد و ینشان داده شد که مس ـ
کند به  یمعمل  یک کلم گل بصورت انتخابییروس موزایو

ــروت ينحــو ــاز طر NBR1ن ییکــه پ ــرار دادن ی ق هــدف ق
از تجمـع   يری، باعـث جلـوگ  HC-pro یسرکوبگر خاموش ـ

 ـرسد کـه و  یبنظر م. شود یم یروسیو يها کرهیپ روس در ی
 يهـا  نییاز پـروت  یق بعض ـی، از طريستم اتوفاژیمقابله با س

 NBR1بـر   یمبتن ـ يخود باعث محدود شدن نقش اتوفـاژ 
ممکن  نیها همچن روسیو. )Hafrén et al. 2017( شود یم
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 لیاز تشـک  ،ياتوفـاژ  سـتم یاخـتلال در س  جادیا ياست برا
 ری ـتکث يبـرا لازم  طیشـرا تـا   کننـد  يریاتوفاگوزوم جلـوگ 

 یعمر سـلول  شیافزاو  یزبانیم يها پاسخ بیتخر روس،یو
 Dong & Levine 2013, Deretic 2012(فـراهم آورنـد   

Hafrén et al. 2017, Levine et al. 2011, Shoji-   
Kawata & Levine 2009 .(يت نقش اتوفاژیاهم نیبنابرا 

ممکن اسـت بـه    اهانیدر گ زبانیم -روسیو دربر همکنش
   .باشد واناتیدر حزان مشاهده شده یم

در  ATG7و  ATG6 ،ATG2ژن  سـه  دخالـت  یبه تازگ
ــخ ــاع  پاس ــاي دف ــگ یه ــل در  N .benthamiana اهی مقاب

 ـو HC-Pro یسرکوبگر خاموش ـ  ین ـیزم بیاي س ـه ـ روسی
 نیــا جینتــا ).Tahmasebi et al. 2017(نشــان داده شــد 

 سـتم ضـد  یبـر س  ياز آن است که اتوفـاژ  یز حاکین قیتحق
ج حاصـل از  یکه نتا گذارد، یر میا تاث  ان  آر یخاموش یروسیو

 .Shelly et al. 2009, Berryman et al(گر یچند مطالعه د

2012, Judith et al. 2013( باشد یم.  
در  یروس ـیضـد و  یزم اصـل یبعنوان مکانا آران یخاموش

ترادف  کی يوابسته به همولوژشود و  یاهان محسوب میگ
را  اهانیگ ،یروسیاو هدف قرار دادن آرانبا است که خاص 

در ). Ding 2010( کنـد  یمحافظـت م ـ  هـا  روسیدر برابر و
 دیبر ژن مقاومت باعث کل یمقابل، فعال شدن مقاومت مبتن

 گاغلب شامل مر که شود یم عیپاسخ دفاع سر کیخوردن 
واکنش فوق ( یو بروز لکه موضع یشده سلول يزیبرنامه ر
از  توانـد  یم ـ تیش فـوق حساس ـ واکن. شود یم) تیحساس

 يکنـد و باعـث القـا    يریجلـوگ  یروسیو یعفونت موضع
 یخاموش نیماش. گردد اهیدر گ کیستمیس یمقاومت اکتساب

 يهـا  در سـلول ) dsRNA(دو لا  يهـا   يا ان ژن با تجمـع آر 
 )DCL( سـر یشـبه دا  يخورد و با نوکلئازها یم دیکل زبانیم

بنـام   دی ـنوکلئوت 24تـا   21 ي دو لا بـا انـدازه   يهـا  ا ان به آر
 viral small interfering(گـر کوچـک    مداخلـه  يها ا ران آ

RNAs, vsiRNAs (ـو سپس از طر لیتبد   دنش ـ لـه یمتق ی
 ـ. گردند یم داریپا HUA enhancer 1 (HEN1)ه لیبوس  کی

 مـپلکس کشـده در   تی ـکوچـک تثب  يها ا ران آ نیرشته از ا
کـه  RNA-induced silencing complex (RISC(سـک  یر

) ARGONAUTE ,AGO(آرگونـات   يهـا   نییپروت يحاو
 ـتخر يکـه بـرا   شـود  یاست، بکار گرفته م ـ  يهـا  ا ان آر بی

 ,Fang & Qi 2016( کند یشده، عمل م ییشناسا یروسیو

Bologna & Voinnet 2014 .(يطـور  یاهیگ يها روسیو 
 یدفـاع  سـتم یمقابله بـا س  يها برا که اکثر آن اند افتهیتکامل 
را بنـــام  ییهـــا نییپـــروت زبـــانیم اهیـــگ ا آران یخاموشـــ
 viral suppressors of( ا آران یخاموش ـ يهـا  گـر  سرکوب

RNA silencing, VSRS (شـواهد متعـدد   . کننـد  یم دیتول
 يها زمیبا مکانسرکوبگرها قادرند که که ن است یاز ا یحاک

ا،  ان آر یر خاموشــیبــا در هــر مرحلــه از مســیتقر یمختلفــ
 یک ـی ).Incarbone & Dunoyer 2013( کنندجاد یاختلال ا

  هـا  شـامل اخـتلال در عملکـرد آرگونـات     ها زمیمکان نیاز ا
ا   آر ان یخاموش ـ یروس ـیضـد و  سـتم یکه در سکه  باشد یم

 ـاز ا یشـواهد مختلـف حـاک   . دخالت دارنـد  اسـت کـه    نی
مختلــف بــر  يبــا ســاز و کارهــا یروســیو يســرکوبگرها
 ـتخر يقـا کـه از جملـه بـه ال    گذارند یها اثر م آرگونات  بی
ــروت ــا نییپ ــات  يه ، )Baumberger et al. 2007(آرگون

سـک  یبـه کمـپلکس ر   هـا  آرگونات شدن ملحقاز  ممانعت
(Schott et al. 2012)، ــ  زانیــم میمســتق ریــکــاهش غ ای

). Rivas et al. 2005(اشـاره نمـود    تـوان  یآرگونـات، م ـ 
 یدر خاموش ـ يدی ـکل يهـا  گریباز یوتیوکاری يها آرگونات

 از یک ـیبـه عنـوان    AGO1ها  آن انیم که از باشند یم ا آران
 برخـوردار  يادیت زیاز اهممهم  یروسیضد و يها نییپروت
 Alvarado & Scholthof 2012, Scholthof et( باشـد  یم

al. 2011.( از آن است  یشواهد متعدد حاک، گرید از طرف
 در HC-proماننـــد  ییهـــا ســـرکوبگر يکـــه اتوفـــاژ 
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ــوت ــو یپ ــا،  روسی ــوو در 2bه ــا و  روسیکوکوم  در bC1ه
 Nakahara et( دهد یمورد هدف قرار مها  روسیو ینیجم

al. 2012, Tadamura et al. 2012, Haxim et al 2017). 
 ـنکته جالب ا  ـن کـه و ی ر یقادرنـد مس ـ  یاهی ـگ يهـا  روسی

زبان را به خدمت یا م آران یزم خاموشیه مکانیبر عل ياتوفاژ
هـــا  روسیبـــه پـــولروو متعلـــق P0 کوبگرســـر. رنـــدیبگ

(Poleroviruses) بیــتخرموجــب  ياتوفــاژ قیــاز طر 
AGO1 د  شو یم)Derrien et al. 2012.(   ،ـادر مجمـوع  ن ی

 یروس ـیر ضـد و یدر مس ـ ينقش اتوفـاژ  یها به روشن افتهی
  . دهد یماهان را نشان یادر گ آران یخاموش

 نیپـروتئ  ییرا در خصـوص شناسـا  یکه اخ یدر پژوهش
ــســرکوبگر و ــروس موزائی  Barley(ک زرد راه راه جــو ی

yellow striate mosaic virus; BYSMV(  ،صورت گرفت
بـه عنـوان دو   ) P3( 3 ین فرع ـییو پـروت ) P(ن ییفسفوپروت

ج در ینتا(شدند  ییشناسا BYSMV يف برایسرکوبگر ضع
نـد  یفرآ یدگی ـچینظـر بـه پ   ).و همکاران یعیرب حال انتشار
ــاژ ــ ياتوف ــر   و اطلاع ــوه اث ــدود در خصــوص نح ات مح
مـرتبط بـا    يهـا  ان ژنیبر ب یروسیسرکوبگر و يها  نییپروت
اثـر   یهـا، در مطالعـه کنـون    روسیژه در رابدووی، بوياتوفاژ
 ـو P3 و P نییدو پـروت  یب ـیو ترک يانفـراد  یاحتمال  روسی
،  ATG6،ATG2ان چهـار ژن  یبر ب جوراه راه زرد  کیموزائ

AGO1 و ATG7 قرار گرفت یمورد بررس .BYSMV  متعلق
 Rhabdoviridae ي از خانواده Cytorhabdovirusبه جنس 
ان یگنـدم  ي خـانواده  ي کننـده  مهم آلوده يها روسیو جزء و

)Poaceae ( است)Milne & Conti 1986 .(ـا   ـن وی روس ی
فـارس و   يهـا  زا در اسـتان  خسـارت  يهـا  روسیاز و یکی

 و گنـدم اسـت  اهان ارزن، جو یدر گ ياریچهارمحال و بخت

)Izadpanah et al. 1991(.   ـهـا   روسیژنـوم رابـدوو  ک ی
 ـ شـامل   یمجموعه اصل  نییپـروت ( يسـاختار  نیتئروپـنج پ

Nucleoprotein (N)نیی، فسفوپروتPhosphoprotein (P)  ،
 نییتکــــوپروی، گلMatrix (M) کسین مــــاترییپــــروت

Glycoprotein (G), ــروت )  Polymerase (L)نییو پـ
بـه صـورت حفاظـت    ک آنها یا پ که آران کند یم يرمزگذار
 (3ꞌ– N – P – M – G – L –5ꞌ) 5´به  3´در جهت  يا شده

ژنـوم   یا منف ـ رشته آران يب از رویو بترت دهش یده سازمان
 308 يا هســته نییپــروت کیــ Pژن  .شــوند یمــ یســیترانو
 یس ـیو ترانو يدر همانندسـاز  یکه نقش مهم ـ يدینواسیآم

دو  يحـداقل بـرا   نییپـروت ن یا .کند یم يرا رمز گذار دارد
و  یک ـیزیاتصـال ف  يبرقـرار ) 1: (است ينقش مهم ضرور

) 2(و  N-RNA يالگو يبر رو Lن ییت پروتیاصلاح موقع
 ـاز طر Nن سنتز یدر ح بعنـوان   N-Pل کمـپلکس  یق تشـک ی
ــ ــاپرون ی ــود تجمعـ ـ  ک چ ــرده و از خ ــل ک -self) یعم

aggregation) کنـد  یم يریجلوگ یا سلول و اتصال به آران .
ــ ــتکث یدر ط ــت اطم ی ــوم، جه ــته یر ژن ــان از بس ــد ن  يبن

(encapsidation) ــ ــیا و آران یاختصاص ــل   یروس ــه داخ ب
ــپلکس ر ــوپروتیکمـ ــروت (RNP) ن،ییبونوکلئـ از  N نییپـ

در حــال ســاخت منتقــل  ا بــه رشــته آران N-Pکمــپلکس 
 نییفسـفوپروت  ،روسیرابـدو  نیدر چنـد ن یهمچن. شود یم

 زبـان یم یروس ـیاز پاسخ ضـد و  يریدر جلوگ ینقش اساس
 یعلاوه بر پنج ژن اصل. (Walker et al. 2018)کند  یفا میا

 یا چند ژن اضـاف یک ی یاهیگ يها روسی، رابدوويساختار
(accessory genes) يهـا  ان ژنی ـرا م N-P ،P-M ـ   G-Lا ی

هـا در   نیین پروتیاز ا یکنند که دخالت بعض یم يرمز گذار
ا، نشـان   آران یب خاموش ـحرکت سلول به سلول و سـرکو 

مربوط  P3ن ییپروت. (Walker et al. 2011)داده شده است 
روس اسـت کـه   ین ویا یفرع يها از ژن یکی BYSMVبه 

  .قرار دارد Mو  P يها ان ژنیه میدر ناح

  ها مواد و روش
  اهیکاشت گ

در  Nicotiana benthamiana Domin-16cاه ی ـبـذر گ 
 ي دوره گراد، یسانت ي درجه 24 ±2 يط گلخانه در دمایشرا
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، و رطوبـت  یکیتـار ساعت  8و  ییروشناساعت  16 ينور
بـه   هفتـه   8تـا   6پس از حدود  ها اهچهیگوکشت شد % 80
 .ندمنتقل شد ناتوریژرم

 ـیین و پروتییفسفوپروتي ها ر ژنیتکث ، سـاخت  3 ین فرع
  ییایباکتر يها دیو پلاسم یژن يها سازه

 Platinum PCR super Mix تین مرحله ابتد از کیدر ا

High Fidelityشـرکت   ساختInvitrogen  قطعـات  يبـرا 
 يبا اسـتفاده از آغازگرهـا   3 ین فرعیین و پروتییفسفوپروت
ثبت  يرس شمارها یاساس توال شده بر یطراح یاختصاص

بـا رس شـمار    زنجـان  هیجدا BYSMV(شده در بانک ژن 
KP163566 بــا رس  ینــیه چیــن و جداییفســفوپروتي بــرا

). 1 جــدول(شـدند   ریــتکث) P3 يبـرا  KM213865شـمار  
) بیبه ترت(برگشت علاوه بر دارا بودن  و رفت يآغازگرها

 یابیــ، بــه منظــور رد BamHIو  NcoI یبرشــ يهــا تیســا
 Hemagglutinin یتـوال  يدارا ین ـیآم يها در انتها  نییپروت

(HA) –tag بودند).N-terminal (بـا   ین آغازگرها قطعاتیا
 يب بـرا ی ـجفـت بـاز را بـه ترت    515و  880 یبیاندازه تقر
 25هـر  . کننـد  یر م ـی ـتکث 3 ین فرع ـییو پروت نییفسفوپروت

مراز شـامل مـواد   یپل يا رهیتر از مخلوط واکنش زنجیکرولیم
 ـ يت مخلوط اجزایک از تریکرولیم 72/22 :ر بودیز  یس ـ یپ
 ـ ، (Platinum PCR super Mix High Fidelity) آر ک ی
و ) reverse )200nMو  forward يهــا آغــازگر تــریکرولیم
 ـبرنامـه   . RT-PCRاز محصول  تریکرولیم 7/0 آر  یس ـ یپ

 يبـرا  قهیبه مدت دو دق گرادیدرجه سانت 94: عبارت بود از
شـامل  چرخـه   30برنامه  کیا،  ان يد هیواسرشت نمودن اول

 ،يواسرشـته سـاز   يبرا قهیدق کیدرجه به مدت  94 يدما
ــ 60 بــه منظــور اتصــال  هیــثان 30تــا  15ه مــدت درجــه ب

 ـبه مدت  درجه 68وآغازگرها،  و  ،ری ـتکث يبـرا  قـه یدق کی
 دهدرجه بـه مـدت    68در یینها ریچرخه به منظور تکث کی

 Gene کریآر از دستگاه ترموسـا  یس یانجام پ يبرا. قهیدق

Amp Applied Biosystems، FTGENE2D  ــاخت سـ
شده در  ریمحصولات تکث. استفاده شد Eppendorf شرکت
 دسـتگاه  از و با استفاده. شدند الکتروفورز2/1 % زوژل آگار

 بــرداري  عکـس  (GEL LOGIC, 200) خـوان کـداك   ژل
 100bp مـارکر  از هـدف اندازه قطعات  نییتع يبرا. شـدند

)Promega G3161 (ـگرد استفاده  در ادامـه بـه منظـور    . دی
ابتدا درون ناقـل  ر شده یقطعات تکث، یژن يها ساخت سازه

-pCK يدیو ســپس در ناقــل پلاســم pGemT يدیپلاسـم 

GFP-S65C ــاز ــدیگرد يهمســانه س ــل دوم ژن  .دن در ناق
GFP  35 ×2تحت پروموتورS ک کلـم گـل   یروس موزائیو

)2× 35S cauliflower mosaic virus (يها کننده تیو تقو 
ــد  ــرار داده ش ــه ق ــم. ترجم ــا  pCK-GFP-S65Cد یپلاس ب

حـذف   GFPو شـد  برش داده  BamHIو  NcoI يها میآنز
کل . ن گرددیگزید تا با قطعات هدف مورد مطالعه جایگرد

به ناقـل   pCK-δ-GFP-S65Cب از ینوترک يها کاست سازه
ــب  pCAMBIA )pCAMBIA expression binaryان ی

vector 1302( نان از انتقال، بـا  یاطم يدند و برایمنتقل گرد
بـه   يدهایبراي انتقـال پلاسـم  . شدندبرش داده  PstIم یآنز

ــاکتر  ــه آگروب ــده ب ــاد و ذوب یدســت آم وم از روش انجم
)freeze-thaw (ــاکتر و از ــژاد  ومیآگروب اســتفاده  C58C1ن

  ).Weigel & Glazebrook 2006(د یگرد
هـدف بـا اسـتفاده از     يهـا   نییان موقت پـروت یسنجش ب

Agroinfiltration 
تـک   مورد نظر، ابتدا يها نییپروت انیبه منظور سنجش ب

 يهـا  دیحامـل پلاسـم   A. tumefaciens C58C1 يها یکلن
 ـهـدف و  يهـا  ژن يهـا  منتقل شـده و شـامل سـازه    روس ی

BYSMV  گرم در  یلیم 50 يط حاویاز مح تریل  یلیم 5در
ــیل ــر آنت ــوتیب یت ــیکاناما  کی ــیم 5ن و یس ــرم در ل یل ــریگ  ت

  28 يدمـا  کردار بایو در انکوباتور ش یه زنین مایکلیتتراسا
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 ـما يگـراد کشـت شـده و بـرا     یسانت ي درجه  ـ هی  50بـا  یزن
سـاعت   24ط کشت تازه مخلـوط و سـپس   یاز مح تریل یلیم
ــرا ید ــداریگــر تحــت ش ــابه نگه ــوب. شــدند يط مش  رس

دور در  4000در  کردن فوژیسانتر پس ازهاي باکتري  سلول
 ـزید منیکلر مولار یلیبا محلول ده مقه یدق وم شستشـو داده  ی

 10mM MgCl2, 10mM)شنیلترینفیشده و سپس در بافر ا

MES and 0.2mM acetosyringone)    مجددا بـه صـورت
پس  يباکتر يها ونیسوسپانس. ون درآورده شدندیسوسپانس

 ياتاق رو يساعت در دما 4 یال 3به مدت  ياز نرمال ساز
تکـان داده   OD600= 0.15، تـا حصـول   یسیهم زن مغناط

ــدند ــه روش ا. شـ ــان  یلترینفیدر ادامـ ــن همزمـ -Co(شـ

infiltration assays (حامـل  وم یگروباکترا يبا مقدار مساو
 ـب با هر ینوترک pCAMBIA يها دیپلاسم  يهـا  ک از ژنی

-pCK-GFPد یبـه همـراه پلاسـم    BYSMVمورد مطالعـه  

S65C ـون هر یتر از سوسپانسیل  یلیک می. انجام شد  ک از ی
 ـو يهـا  ژن حـاوي  ومیهـاي اگروبـاکتر   کشت روس مـورد  ی

در  تـري یل  یل ـیم کی یکیپلاستمطالعه با استفاده از سرنگ 
شـش   N. benthamiana اهـان یگ يهـا  بـرگ  یسطح پشـت 

 ـدر ا. ق شـدند یتزر يا هفته -mGFP/emptyاز  ین بررس ـی

vector (RS control)  وHC-Pro   متعلق بـهPVYC-to   بـه
ژن  یو مثبت مهار خاموش یمنف يها ب به عنوان کنترلیترت
کنتـرل  ق نشده به عنـوان  یتزر N. benthamianaاهان یو گ
 ـسـطح پا ( ياتوفاژ يبرا  ـ .اسـتفاده شـد   )هی ش از انجـام  یپ

شدند و به مدت دو ساعت  ياریاهان آبیشن گیلترینفیاگروا
اهــان در یق، گیــپــس از تزر. قــرار داده شــدند یکیدر تــار

 ي درجــه 24±2ییط دمــاینــاتور تحــت شــرایدســتگاه ژرم
سـاعت   8و  ییروشـنا ساعت  16 ينور ي دورهگراد  یسانت
 .قرار داده شدند% 80 ینسب ، و رطوبتیکیتار

ــ اســـتخراج آران ــ یا و پـ ــ یسـ ــان واقعـ  یآر در زمـ
)Quantitative real time PCR, RT-qPCR( 

 يب تجـار ی ـها با استفاده از ترک ا از نمونه  آران استخراج
ــترا  (TRI Reagent; TRIZOL® REAGENT)زول یـ

مطابق دستور العمل شرکت سازنده  Sigmaساخت شرکت 
 50تـا   30شـن و بـا اسـتفاده از    یلترینفیروز پس از اگروا 5
در  يری ـگ پـس از عصـاره  . انجام شد یاهیبافت گ گرم یلیم
 ـتـر محلـول ترا  یل  یلیک می ا کـل بـا اسـتفاده از     زول، آرانی

زوپروپـانول سـرد   یکلروفرم جدا، و سـپس بـا اسـتفاده از ا   
، % 75در ادامه پس از شستشو بـا اتـانول   . رسوب داده شد

م نوکلئـاز حـل   یاز آنـز  يتر آب عاریکرولیم 50رسوب در 
 Ambion (Applied Biosystems)ت یــاز ک. دیــگرد

TURBO Dnase   ساخت شـرکتInvitrogen    بـه منظـور
ا طبــق دســتور العمــل ســرکت  ان يا و حــذف د مــار آرانیت

معکـوس   یسیانجام واکنش ترانو يابر. سازنده استفاده شد
 High-Capacity cDNA Reverse Transcriptionت یاز ک

with RNase Kit Inhibitor    سـاخت شـرکتBio-Rad 
تر شـامل  یکرولیم 20 ییها در حجم نها واکنش. استفاده شد

 dNTP mixاز  تـر یکرولیم/. buffer ، 8 ×10تر یکرولیم دو

(100mM)10تـر یکرولیم ، دو× RT Randome primers  ،
 ـ  MultiScribe TM reverse transcriptaseتـر یکرولیک می

Enzyme ،ــ ــریکرولیم کیــ /. 7 و RNase inhibitor تــ
 10بـه مـدت   ه شـد و  یته Nuclease-free H2O تریکرولیم
 37 يساعت در دمـا  2و سپس به مدت  25 يقه در دمایدق

 ـگراد در حمام آب گرم و در نهایدرجه سانت ر ی ـغ يت بـرا ی
گــراد  یســانت ي درجــه 85قــه در یدق 5م یفعــال کــردن آنــز
مـرتبط بـا    يهـا  ژن يهـا  از آغازگردر ادامه . قرارداده شدند

 elangationو هـا   ن ژنیان ایسنجش سطح ب يبراي اتوفاژ

factor -1alpha (ElF-1α)  اسـتفاده   یداخلبه عنوان کنترل
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 ـ). 1جدول(شدند  بـا   یآر در زمـان واقع ـ  یس ـ یواکنش پ
 StepOne Plus Real Time systemسـتم  یاسـتفاده از س 

(Applied Bio systems) آر  یس یهر واکنش پ. انجام شد
 Fast SYBR Green ×2تـر مخلـوط   یکرولیم 5/7 يحـاو 

master mix ،2 تر مخلوط واکـنش  یکرولیمcDNA  200و 
. تـر بـود  یکرولیم 15 یینانومول از هر آغازگر در حجم نهـا 

 Sybr Green PCR تین واکنش با استفاده از کیمحصول ا

master mix  يری ـگ انـدازه طبق دستوالعمل شرکت سازنده 
 ي جـه رد 95 يدمـا در ه ی ـثان 20بـا  . آر.یس.یپ واکنش. شد
 به دنبالد و یشروع گرد ا ان يد یواسرشتگ يگراد برا یسانت
گراد  یسانت ي درجه 95 يدما دره یثان 3 شاملکل یس 40 آن
 يهـا  تیدر پلگراد  یسانت ي درجه 60 يدر دماه یثان 30 ، و
 ـ  . انجام شد يخانه ا 96 آر در زمـان   یس ـ یهـر واکـنش پ
اه ی ـسـه گ  يبـر رو ) یک ـیتکـرار تکن (سه تکـرار  در  یواقع

ش ین اساس افـزا یبر ا.  صورت گرفت) یکیولوژیبتکرار (
 Ct∆∆ -2 هـدف بـا اسـتفاده از فرمـول     يهـا  ژن mRNAان یب

(Livak & Schmittgen 2001) يهـا   داده .دیگردحاسبه م 
سـپس  و ) ANOVA(انس یل واریتحل استفاده از باش یآزما

 Tukey's multiple)( یسـات چنـد گانـه تـوک    یآزمون مقا

comparisons test) ينرم افزار آمـار  از استفاده با PAST  ،
 ).Hammer et al. 2001( ندقرار گرفت یمورد بررس

  ها نییز پروتیآنال

زول یــت ترایــن طبــق دســتورالعمل کییاســتخراج پــروت
)TRIzol™ Plus RNA Purification Kit; Invitrogen (

ا بـه کاررفـت، انجـام     اسـتخراج آران  يکه برا ییها از نمونه
ان ید بییهدف به منظور تا يها نییپروت یابیرد يبرا. گرفت

 ـلا N. benthamianaاه ی ـهـا در گ  موقـت آن  از ژل  16cن ی
 ـن ژل آکریو همچن ـ% 12د نرمال یل آمیاکر  %10د ی ـل آمی

Tricine-SDS-PAGE ،)بـا انـدازه    3 ین فرع ـییپروت يبرا

-TGX™ and TGX Stain طبـق دسـتورالعمل  ) کوچـک 

Free™ FastCast™ Acrylamide Kit  متعلق به شـرکت 

Life Science ن اسـتخراج  ییپـروت  يهـا  نمونه. استفاده شد
کروگرم یم 7 هدف، به مقدار يها نییپروت یابیرد يشده برا

-Loading Buffer; 0.3 M Tris(به همراه بافر مخصـوص  

HCl, 0.6 M DTT, 10% SDS, 0.06% Bromophenol 
blue, 30% Glycerol.( ــا و ــم نه ــا  10 ییدر حج  15ت

. شدند ختهیدر ژل ر موجود يها تر به درون چاهکیکرولیم
 Precision Plusینــیین مرحلــه از مــارکر پروت یــدر ا

ProteinTM KaleidoscopeTM Standaeds 10-250 kDa 
بـا   ین ـییپروت يها ن، باندییپروت یابیرد يبرا. دیاستفاده گرد

 C.N; 170-4155(Trans- Blot Turbo(اســـتفاده از 

Blotting System یلونینا يغشا يبر رو )PVDF(   منتقـل
ه ی ـثان 30تر متانول به مدت یل یلیم 20غشاها ابتدا در  .شدند
 20ل، در یشستشـو بـا آب اسـتر    ور شـدند و بعـد از   غوطه

 TBS )Tris 1M pH 7.5, NaCl andتــر بــافر یل یلــیم

Tween-20 (تـر  یل یل ـیپـانزده م . همزن قرار گرفتند يبر رو
TBS-Tween +2% milk ها اضافه شد  نگ به آنیبلاک يبرا

 ـو بعد از  مجـدد،   يو شستشـو  ک سـاعت بهـم خـوردن   ی
-1:20000( هی ـاول  يبـاد  یبا استفاده از آنت ها نییپروت یابیرد

5µl TBS-Tween +2% milk mouse anti-HA(  و
در  1:3000 بـا غلظـت  ) goat anti mouse(دوم  يبـاد  یآنت

 ییشناسـا  BIO-RAD( western ECL substrate(حضور 
  .دندیلم ثبت گردیبر ف یر مبتنیت تصاویشده و در نها

  ج و بحثینتا
 ـبـه و  N. benthamianaاه ی ـگ  ـلا ژه ی در  16cن تـراژن  ی

ن یا. از مطالعات به کار رفته است ياریبس در سراسر جهان
 Aequorea victoria green(فلورسنت سبز  نیین، پروتیلا

fluorescent protein (GFP  کنـد  یم ـ انیب ادیز زانیم بهرا .
ت یــدن حرکــت و فعالیر کشــیبــه تصــو ين بــرایــن لایــا



  ...Barley yellow striate(ک زرد راه راه جو يروس موزائيو يخاموش يها اثر سرکوبگر :و همكارانربيعي 
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–د ی ـروئیاه، وی ـگ –روس یکوچک، همکنش و يها يا آران
، ن ییپروت-ن ییتعامل پروت، نییو عملکرد پروت ساختاراه، یگ
 یخاموش ـ يانسان و پرنـدگان و سـرکوبگرها   يها روسیو

  ).Philips et al. 2017(مورد استفاده قرار گرفته است 
ان موقـت  ی ـدر کاهش ب یزمیژن به عنوان مکان یخاموش

وم دخالت دارد یق اگروباکتریاه از طریواردشده به گ يها ژن
)Johansen & Carrington 2001.( ق همزمـــان یـ ـتزر

بـه   یخاموش ـ يهـا  کننـده  مربوط به مهـار  يها ژن يها سازه
 N. benthamianaاه ی ـگ يهـا  بـرگ در  GFP ي همراه سازه

را  هـا  نییا پروتین ییپروت يت سرکوبگریسنجش فعالامکان 
 ين مطالعه بـرا یدر ا .)Chiera et al. 2007(کند  یفرآهم م
 بـا اسـتفاده از روش   BYSMVبیان موقـت دو ژن  سنجش 

ــان دو یلترینفیا ــن همزمـ ــت باکترشـ ــکشـ ــامل ییایـ  :شـ
pCAMBIA   ــگر ــا ژن گزارش ــری، و دmGFPب ــل  يگ ناق

 ـب ایو ترک) P3ا ی BYSMV )P يها ژن يحاو ییدوتا ن ی
 ـن به عنوان سـرکوبگر، فـرآهم گرد  ییدو پروت  ـتجز. دی ه و ی

نشان ) (5dpi یروز پس از آلودگ 5ها در زمان  نمونه  لیتحل
هسـتند   یفیضـع  يسرکوبگرها P3و  P يها نییداد که پروت

را در صـورت  ی، ز)و همکاران یعیج در حال انتشار ربینتا(
ان ی ـ، بیمـورد بررس ـ  يها نییپروت يت سرکوبگریعدم فعال

GFP  اه ی ـگ یستم خاموشیتوسط س یک ژن خارجیبعنوان
قرمـز کـه نشـان     يها ق لکهیشود و در محل تزر یشناخته م
ر ی ـدر غ. شـود  یاست مشاهده م یخاموش ي دهیپد ي دهنده

 ـتوان رنگ سـبز را در محـل تزر   یصورت منیا ق مشـاهده  ی
 GFPان ی ـک طـرف ب یمورد مطالعه از  يها نییدر پروت. کرد

ار کمتـر و از  یبس ـ) (PVA HC-Proنسبت به کنترل مثبـت  
شـتر  یب یها نسبت بـه کنتـرل منف ـ   ان آنیزان بیگر مید يسو
 ـشـد ا  یم ـ ینیش بیل همانطور که پین دلیبه هم. بود ن دو ی
هـا، بعنـوان    روسیر رابـدوو یماننـد سـرکوبگر سـا   ن ییپروت

ــرکوبگر ــا س ــع   ییه ــرد ض ــا عملک ــدند  یب ــناخته ش ف ش

(Bejerman et al. 2016, Mann et al. 2016, Jackson et 
al. 2005) .یروس ـیو یخاموش ـ ي مهارکننـده  نییچند پروت 

)RNA silencing suppressors, RSS (  شـاملP14 ،P1 ،
) cysteine-rich protein :CRP( نیسـتئ یاز س یغن نییپروت

 ،Beet necrotic yellow vein virusمتعلـق بـه    بی ـبـه ترت 
Rice yellow mottle virus، Chinese wheat mosaic 

virus 12( نیستئیاز س یغن یلودالتونیک 12ن ییو پروتkDa 

CRP (روسیدر دو و Potato virus X  وPotato virus M 
 ـبه آنچـه در ا را مشا یفیضع يت سرکوبگریفعال ن مطالعـه  ی
ح داده شــد یتوضــ P3 BYSMVو  P يهــا نییپــروت يبــرا

 Andika et al. 2012; Fusaro et(، نشان دادنـد  )1 شکل(

al. 2012; Senshu et al. 2009; Senshu et al. 2011; 
Sun et al. 2012.(  

 .Nاهی ـدر گ 3 یفرع نییو پروت نییان موقت فسفوپروتیب

benthamiana 16c  5وسترن بلات در  آزمونبا استفاده از 
 6/18 یب ـیتقر با انـدازه  يد شد و باندییتا حیروز پس از تلق

بـه   نییفسـفوپروت  يبرااما . بدست آمد P3 يلودالتون برایک
بـا  یکـه تقر  يبزرگتـر باند  یلو دالتونیک 33با یباند تقر يجا
 ي شد که احتمـالا نشـان دهنـده    یابیلو دالتون بود ردیک 66
 ـا. گومر شدن استیبه اول نییل فسفوپروتیتما ج بـا  ین نتـا ی
مطابقت داشت  )Mann et al. 2015( ج مان و همکارانینتا
  ).2 شکل(

 ییسـرکوبگر شناسـا   يهـا  نییر پروتینشان دادن تاث يبرا
، از ياتوفـاژ  یزم دفاعیر در مکانیان چهار ژن درگیشده بر ب

 CaMV2x35Sتحت پروموتور  P3 و P يها ان موقت ژنیب
روز پـس از   N. benthamiana 16c 5اه ی ـگ يهـا  در بـرگ 

، ATG2 ،ATG6 ان چهـار ژن ی ـاستفاده شد و سطح بق یتزر
ATG7  وAGO1 ــوان ژن ــه عن ــا ب ــدرگ يه ــانی زم یر در مک
 سـطح . ده شـد یسـنج  یآر کم  یس  یبا استفاده از پ ياتوفاژ

ــب ــا ان ژنی ــان یدر گ ATG7 و ATG2 ،ATG6 يه  .Nاه

benthamiana 16c 75/5 ،65/5 بیترتبه  هت شدیلترینفیا،
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 ـو (P3) 3 فرعی پروتیین و  (P) فسفوپروتیین اثر انفرادي و ترکیبی  -1شکل  ـموزائ روسی ژن بـر بیـان   ) BYSMV(جـو   زرد راه راه کی

گیاهان تیمار شده با ژن پروتیین   .روز پس از آلودگی 5 در  N. benthamiana گیاهان تراژن  16cلایندر  (GFP) فلورسنت سبز  پروتیین 
بـه ترتیـب بـه عنـوان     ، کـه   PVYC-to)متعلق به ( HC-Proیا  ،(mGFP/empty-vector ;EV)فلوروسنت سبزهمراه با پلاسمید خالی 

 .P3و  Pدو پروتیین  و یا همراه هر  P ،P3همراه با پروتیین   به کار رفتند، یاهاي مثبت و منفی مهار خاموشی ژن  کنترل
Fig 1- Effects of BYSMV phosphoprotein (P), ancillary gene 3 (P3), and their combination on GFP expression in 
N. benthamiana 16c plants at 5 dpi. The leaves were co-infiltrated with mixtures of constructs carrying GFP and 
BYSMV-P, BYSMV-P3 or P+P3. mGFP /empty-vector (EV) and HC-Pro from PVYC-to ( as negative and 
positive controls of RSS), respectively. 

  

  
 ـ  Pو  P3 يها  نییپروت یابیرد -2 شکل  يبـاد یبا اسـتفاده از آنت

anti-HA-flag tagged ـب دادن نشان يبرا  هـا در  آنموقـت   انی
 نییپروت: . شنیلترینفیا از پس )ب( روز پنج و)الف( دوتیمارهاي 

  شـن یلترینفیاروز پـس از   5و  2 يها در نمونهکیلودالتونی ; 6/18
)A (یدالتون لویک 66 و 33 يباندها  و (B)  5و  2 يهـا  نمونه در 

: P3 .Mو  P يهـا  نییپروت يبرا بیترت به شنیلترینفیاروز پس از 
-KaleidoscopeTM Standaeds 10Kd) ینـــییپروت مـــارکر

250kD). 
Fig 2- Immunoblot analysis of BYSMV P and P3 
proteins using anti-HA-flag tagged antibody for 
detection of their transient expression at 2 and 5dpi 
treatments. A in both pictures 18.6 kDa protein at 2 
and 5 dpi samples (A).and 33 and 66 kDa proteins at 
2 and 5 dpi samples for P3 and P respectively, at 2 
and 5dpi. M: protein marker precision plus 
proteinTMKaleidoscopeTM Standaeds 10Kd-250kD  

  

 ـپا حالت به نسبت برابر 15/3 و 87/2 ،9/2 و 6/2  اهی ـگ( هی
در  داشـتند  انی ـب شیافزا ،کنترل عنوان به) 16c نیلا توتون

ب ی ـت شده بـا ترک یلترینفیا N. benthamiana 16cاهان یگ
ب ی ـبه ترت ATG7و  ATG2، ATG6در  )P/P3( نییدو پروت

 و داشــتان وجــود یــش بیبرابــر افــزا 65/1و  34/2، 26/5
در حالـت تنهـا و    یمـورد بررس ـ  يها  نییداد که پروت شانن

زم یگـر هـم در سـرکوب مکـان    ین دییب با پـروت یبدون ترک
 يهـا  ان ژنی ـر بیی ـبـر تغ  ياو هم در اثر گذار آران یخاموش
در  AGO1ان ی ـدر مقابل سطح ب. کنند یبهتر عمل م ياتوفاژ

 برابـر نسـبت بـه    5/1بـا  یتقر P/P3 و P  ،P3مـار، یهر سه ت
مـورد   يسرکوبگرها). 3 شکل(ان نشان داد یکنترل کاهش ب

 ATG2 ،ATG يهـا  ان ژنیر قرار دادن بیبا تحت تاث یبررس
مـار  یسـه بـا ت  یهـا در مقا  ان آنی ـش بیموجب افزا ATG7و 

مـار مربـوط بـه    یش در هر سه تین افزایشتریب. کنترل شدند
ATG2 ان یزان بیدر مقابل م. بودAGO1 سه با کنترل یدر مقا
 نیشیانجام شده پ يکارهاق با ین تحقیج اینتا. افتیکاهش 

 يهـا  ان همزمان سـرکوبگر یبا ب یکه نشان دادند اثر خاموش
.Voinnet et al(کنـد، مطابقـت دارد    یدا میکاهش پ یاهیگ



  ...Barley yellow striate(ک زرد راه راه جو يروس موزائ

298 

  

  

بـا   N. benthamiana 16cتـراژن   در گیاهـان 
 جـو  راه راه زرد  کیموزائ روسیوهاي   پروتیین

 EIF-1αهـا از ژن   عنـوان کنتـرل و در نرمـال سـازي داده    
کنتـرل  = 16c/GFP: ها کوتاهه.بر اساس حداقل سه تکرار بیولوژیکی است

Figure 3- Relative quantification of 
benthamiana 16c agro-infiltrated with 
EIF-1α transcript level of N. benthamiana
from at least three biological replicates
Abbreviations: 16C/GFP= RSS negative control; 16C=negative control; GFP= Green fluorescent protein; P= 
Phosphoprotein, P3=Protein3.  

 زبـان یم اهیمقاومت گ شینکروتروف باعث افزا
 (Kabbage et al کـه در مقابـل    یدر حـال

روس موزائيو يخاموش يها اثر سرکوبگر :و همكارانربيعي 

  

  
در گیاهـان )  AGO1و  ATG2، ATG6 ،ATG7 (دخیل در اتوفـاژي  

پروتیینهاي  سازه حاوي ومیآگروباکتر )شنیلترینفیا( تزریقروز پس از 
N. benthamiana 16c  عنـوان کنتـرل و در نرمـال سـازي داده    بدون هیچ گونه تزریقی به

بر اساس حداقل سه تکرار بیولوژیکی است استاندارد خطايي  دهنده نشان عمودي
GFP = ،پروتیین فلورسنت سبزP = ، فسفوپروتیینP3? 

of ATG2, ATG6, ATG7 and AGO1, accumulation levels in 
with BYSMV constructs P, P3 and P/P3, measured by 

N. benthamiana was used as an internal control. Error bars denote standard errors 
gical replicates. 

Abbreviations: 16C/GFP= RSS negative control; 16C=negative control; GFP= Green fluorescent protein; P= 

2003, Chiera et al. 2008, Tahmasebei (. 

در برابـر   ياست که اتوفاژ نیاز ا
نکروتروف باعث افزا يمارگرهایب
 (et al. 2013شـود  یم
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 ژنسنجش کمی چهار  -3شکل
روز پس از پنج  RT-qPCRاستفاده از 

 )P ،P3  وP/P3(.  16گیاه ازc

عمودي هاي میله. ستفاده گردیدا
GFPکنترل منفی، = 16cمنفی، 

accumulation levels in leaf discs of N. 
measured by RT-qPCR at 5 dpi. The 

as an internal control. Error bars denote standard errors 

Abbreviations: 16C/GFP= RSS negative control; 16C=negative control; GFP= Green fluorescent protein; P= 

  
. 2008, Tahmasebei et al. 2017

از ا یمطالعات متعدد حاک
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 يبـر رو  یاثر منف يدارا ،يپودر دكیسف وتروفیب مارگریب
نحـو  ه ب (Wang et al. 2011) باشد یم زبانیم اهیمقاومت گ

 ـ یآسـان باعـث   بسته بـه مـورد   تواند یم ياتوفاژ یمشابه  ای
پسـتانداران   يهـا  در سـلول  یروس ـیو يها یسرکوب آلودگ

). Paul and Münz, 2016; Wang et al. 2016b(شـود  
ها در  روسیو یبر آلودگ ياتوفاژ ریدر مورد نحوه تاث معهذا

 .Haxim et al) وجـود دارد  ياطلاعـات محـدود   اهـان یگ

بـه   متعلق P0 اساس اطلاعات موجود سرکوبگر بر.  (2017
 ـمنجر بـه تخر  ها روسیپولروو  ـ، AGO1 ياتوفـاژ  بی  کی

 شود یم RNAi بر یمبتن یروسیدفاع ضد و ستمیجزء از س

(Derrien et al., 2012) . ن سـرکوبگر،  ییپـروت  نیمچن ـه
VPg شـلغم  کییموزا روسیمتعلق به و (Turnip mosaic 

virus) ـگزارش شده است کـه باعـث تخر   زین  از  یک ـی بی
 (SGS3) یسلول RNAi بر یمبتن یروسیدفاع ضد و ياجزا

.  (Cheng and Wang, 2016) شـود  یم ياتوفاژ قی، از طر
 یممانعت کنندگ ماریبه ت مربوطمطالعه  کی جیر اساس نتاب

 ATG gene Beclin) يژن اتوفاژ کی یو خاموش ياتوفاژ

متعلـق بـه    2bسـرکوبگر  ن ییپـروت  رسد کـه  ی، به نظر م (1
 ـاز طر اری ـخ کی ـموزائ روسیو مـورد هـدف    ياتوفـاژ  قی

ق یدر تحق. (Nakahara et al. 2012) ردیگ یمقرار  بیتخر
 ین فرعییو پروت) P(ن یینشان داده شد که فسفوپروت یکنون

3 )P3 (باعـث بـروز دو   زرد راه راه جـو   کیموزائ روسیو
ضـد   ي پروسـه در  لی ـمهـم دخ  ژنچهار انیب ر دریینوع تغ

ــیو ــاژ یروس  (AGO1, ATG2, ATG6, ATG7) ياتوف
هـا   آن يرا نقـش سـرکوبگر  یها که اخ نیین پروتیا .دنشو یم

) و همکاران در دسـت انتشـار   یعیرب(نشان داده شده است 
گـر  ید ییو از سـو  AGO1ان ی ـک طرف باعث کاهش بیاز 

ــزا  ــث اف ــش بیباع ــه ژن ی  ,ATG2, ATG7 ,ATG6ان س
. مطابقـت دارد ر مطالعات یج سایبا نتا ها افتهین یا. شوند یم

 ـاز ا یقات انجام شـده حـاک  یتحق   ن اسـت کـه سـرکوبگر   ی

 Turnip crinkleدر  ین پوشش ـییمانند پـروت  ییها روسیو

virus، Cucumber mosaic virus 2b ،Tomato bushy 

stunt virus P19، (Potato virus X P25 ،P1 Sweet 

potato mild mottle P1  وP0 Beet western yellows 

virus ،عملکرد  يبر روAGO1 دارند  یر منفیتاث)Derrien 

 et al. 2012, Azevedo et al. 2010, Giner et al. 2010, 

Zhang et al. 2006, Chiu et al. 2010, Varallyay et al.  

ن ییانگر آنسـت کـه پـروت   یانجام شده ب يها یبررس .)2010
P19  متعلق بهCymbidium ring spot virus اه ی ـدر گN. 

benthamiana ــاموو و ــودهیتوب ــده چل روس آل ــپایکنن ان یی
)crucifer-infecting Tobamovirus (crTMV اه یگ درA. 

thaliana ش از حــد یز منجــر بــه تجمــع بــیــنmiR168  و
شــود   یمــ AGO1ن ییان پــروت یــبــدنبال آن، کــاهش ب 

)Varallyay et al., 2010.( یآلودگ N. benthamiana   بـه
crTMV ک مربـوط بـه  ی ـاپ ز منجر به کاهش تجمـع آران ین 
AGO1 ـگرد  گـر از  ید یک ـی). Havelda et al. 2008(د ی
ر یمس ـ يبـه القـا   AGO1ان یکاهش ب یاحتمال يها سمیمکان

miRNA در پاسخP ، P3  وP/P3  يهـا  فی ـا وجود موتیو 
GW/WG  درP3  ن در یگزیجـا  يهـا  فی ـا موتیوP  يبـرا 
کـاهش  . است AGO1ر بر عملکرد یو تاث AGO1اتصال به 

ا  آران یخاموش ـ يهـا  مهارکننـده  ي بـه واسـطه   AGO1ان یب
در برهمکنش RISC 1کاهش اثر  يزم برایک مکانیتواند  یم
 ـو يل همانندسـاز یجـه تسـه  یاه و در نتی ـگ-روسیو روس ی

 یخاموش ـ يهـا  توسـط مهارکننـده   AGO1با کنتـرل  . باشد
اه ی ـدر تعامـل گ  RISCکمپلکس  یروسیاثر ضد و یروسیو

 ـابـد و در نها ی یروس کاهش م ـیو و  ـت ای ن امـر موجـب   ی
 . شود یم یش آلودگیروس و افزایو يل همانند سازیتسه

ــزا ــا ان در ژنیـــش بیافـ  ATG7 و ATG2 ،ATG6 يهـ

                                                      
1 RNA-Induced Silencing Complex (RISC) 
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 ،Pدر پاسـخ بـه    ياتوفـاژ  ي پروسه يتواند منجر به القا یم
P3  وP/P3 ضــد  یمنــیشــود تــا نقــش مهــم خــود را در ا
اهـان توتـون   ین راسـتا، در گ یدر هم. فا کندیاه ایگ یروسیو

باعــث  ATG3و  ATG7 ،ATG6 يهـا  ژن یتـراژن خاموش ـ 
علاوه بـر  ). Liu et al. 2005(د یگرد TMV ش تجمعیافزا
متعلق به  C2در پاسخ به سرکوبگر  ين ژن اتوفاژین چندیا
 ان داشتندیش بیافزاز ین Spinach curly top virusروس یو
)Liu et al. 2014 .(يمرتبط با اتوفـاژ  يها ان ژنیب شیافزا 

در طـول   ) (autophagosomes ها اتوفاگوزوم يریگ و شکل
در  Tomato yellow leaf curl sardinia virus یآلـودگ 

 Miozzi(آلوده نشان داده شده است   یاهان گوجه فرنگیگ

et al. 2014 .( ت یاست که فعالجالبATG8  اه ی ـتنهـا در گ
 curl virus Cabbage leafس آلـوده شـده بـا    یدوپس ـیآراب

بـه  ). Ascencio-Ibanez et al. 2008(گزارش شده اسـت  
 ـاز طر ياتوفـاژ  ندیفرا یطور کل از  يارتبـاط بـا تعـداد    قی

 ـ یمن ـیمهـم ا  يرهایمس و  یشـامل مـرگ سـلول    اهی ـگ یذات
دفـاع بواسـطه    مـارگر، یاز ب یناش ـ تیواکنش فوق حساس ـ

آر  یو خاموش ـ د،یاس کیو جاسمون دیاس کیلیسیسال میتنظ
 ـییمنجـر بـه تغ   تاینها روس،یو يبر القا یمبتن يان ا در  یرات
 Zhou et(شـود   یم یده میو علا یکیمهم متابول يرهایمس

al. 2014 .(يهـــا از برنامـــه ياریکـــه بســـ ییاز آنجـــا 
ق یــاهــان از طریهــا در گ ان ژنیــنــه بیدر زم يوتکنولــوژیب

شـــوند،  یا دچـــار اخـــتلال مـــ آران یزم خاموشـــیمکـــان
 ـتواننـد جهـت پا   یمختلف م يها سرکوبگر هـا و   ژن يداری

اهـان مـورد اسـتفاده قـرار     یمختلف در گ يها نیید پروتیتول
ژن و اسـتفاده از   یزم خاموش ـین با درك مکانیبنابرا. رندیگ

تـوان از   یم یخاموش يل سرکوبگریبا پتانس) ییها ( نییپروت
 ــ یگ ــوان منبع ــراژن بعن ــان ت ــرا یاه ــتول يب ــد دارو و ی ا ی

 .Roth et al(بـا ارزش اسـتفاده کـرد     ینییمحصولات پروت

 ي بات مهارکننـده ید ترکیق تولیگر از طرید ياز سو ).2004
د ی ـو تول ییتوان در جهت شناسا یسرکوبگر، م يها  نییپروت
 ـکه ا استفاده کرد، یاهیگ يها روسیبات موثر ضد ویترک ن ی

در  ياتوفـاژ  ي دهیچیپ يها نقشح از یامر مستلزم درك صح
 ـ یمن ـیا يها پاسخ  رغمی ـعل نیبنـابرا . باشـد  یم ـاه ی ـگ یذات

 ـسوالات و ابهامات ز  يهـا  مزیمـا از مکـان   شـتر یدرك ب اد،ی
 یناش ـ يها یآلودگو  ياتوفاژ انیمحاکم بر تعامل  یمولکول

مــوثر ضــد  يهــا توانــد در ابــداع روش یهــا مــ روسیــواز 
  ).Yordy et al., 2012(، موثر باشد  یروسیو

 يبر اساس اطلاعات موجود اگر چه که دخالت اتوفـاژ 
 یروسیوا  آران یوشکننده خام سرکوب ستمیس کیبه عنوان 
 يهـا  نقش قین دقییتب حال، نیبا ا رفته شده است،یکاملا پذ

 تعــاملات دهیــچیشــبکه پ دركمســتلزم  ياتوفــاژ دهیــچیپ
ن یـی ز تعی ـنو  ان،اهیگ یمنیپاسخ ا و ياتوفاژ نیب يعملکرد

  .باشد یم یدفاع يها هیلا ریسا يها یژگیو
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