
تکنولوژياهواز                                   مقالات شفاهی بیو-1394بهمن 8تا 5نهمین کنگره علوم باغبانی                                       

1

در گیاه تنباکوي زینتیVIGSبه روش PDSژنيسازخاموشبررسی امکان 

4، سید علیرضا سلامی3، محسن کافی2، عزیزاله خندان میرکوهی*1آیت طاهري دهکردي

ر گروه علوم استادیا-4و 2.بیوتکنولوژي و ژنتیک مولکولی محصولات باغبانی، پردیس کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه تهران، کرجکارشناسی ارشد-1
پردیس کشاورزي و منابع طبیعی استاد گروه علوم باغبانی و فضاي سبز،-3پردیس کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه تهران، کرج. باغبانی و فضاي سبز،

نشگاه تهران، کرج. دا

ayat.taheri@ut.ac.ir: نویسنده مسئول*

چکیده

) است و به عنوان PTGSژن پس از رونویسی (يسازخاموش)، یک روش VIGSشده توسط ویروس (القاءژن يسازخاموش
روشی يتوسعهمهاجم حفاظت کند. این راهبرد دفاعی گیاه، براي هايیروسواز گیاهان در برابر تواندیمیک مکانیسم دفاعی، 

یک ژن خاص، یک قطعه از يسازخاموشقرار گرفته است. جهت يبرداربهرههدف درونزاد مورد يهاژنيسازخاموشجهت 
)، یک PDS(سچوریزيد. ژن فایتوئین شودیمشده و به گیاه منتقل يسازهمسانهژن هدف درون یک حامل ویروسی تغییریافته، 

این ژن، سطح بیان را کاهش يسازخاموش. بنابراین کندیمسرعت در مسیر بیوسنتز کاروتنوئیدها را کد يمحدودکنندهآنزیم 
در این . شودیمو در نهایت منجر به فنوتیپ ظاهري سفیدشدگی نوري گذاردیمو روي محتواي کاروتنوئیدي سلول اثر دهدیم

.همولوگ استفاده شديسازخـاموش، از فناوري PDSژن نشانگر يسازخاموشبراي VIGSپژوهش به منظور بررسی امکان انجام 
روز، علائم سفید شدگی نوري را بروز دادند. نتایج 12تا 10خاموشی به آنها تزریق شده بود، پس از حدود يسازهگیاهانی که 

و کاروتنوئیدها در برگ گیاهان تیمار شده نسبت به گیاه شاهد و هایلکلروفمقدار ،PDSزان بیان ژن بیانگر کاهش میآمدهبدست
ابزار تواندیمو باشدیمدر گیاه تنباکوي زینتی VIGSروش بهژن يسازخاموشکنترل منفی بود. این اولین گزارش در مورد 

گیاه باشد.هدف براي مهندسی اینيهاژنمفیدي براي بررسی عملکرد 

Real-Time PCR، بیان نسبی ژن، يسازهمسانه، اگروباکتریوم، TRVناقل ویروسی کلمات کلیدي: 

مقدمه

) است که به عنوان PTGS(2پس از رونویسیيسازخاموش)، یک روش VIGS(1ژن القا شده توسط ویروسيسازخاموش
). طی همانندسازي Waterhouse et al., 2001(شودیمگیاه استفاده يیلهبوس،مهاجمهايیروسویک مکانیسم دفاعی در برابر 

ياندازراه، تولید شده و باعث )RdRp(RNA4وابسته به  مرازیپلRNAیک يیلهبوس) dsRNA(3يادورشتهRNAویروسی، 
PTGSده است یا باعث تغییر شکل براي جنین، کشنهاآنکه جهش ییهاژنبراي مطالعه عملکرد توانیماز این روش . شودیم

یک ژن گزارشگر واردکردنيیلهوسبهسازي، یند خاموشآفر). Senthil-Kumar et al., 2008، استفاده کرد (شودیمشدید گیاه 
، VIGSي گزارشگر در هاژنین پرکاربردترگردد. از یمبررسی ،شودیمدر ناقل ویروسی که منجر به یک فنوتیپ دیداري 

1Virus-induced gene silencing
2 Post-transcriptional gene silencing
3 Double-strand RNA
4 RNA-dependant RNA polymerase
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در گیاه 6ی نوريشدگیدسفیدها و فنوتیپ کاروتنوئکه خاموشی آن منجر به کاهش بیوسنتز است) PDS(5سچوریزيدفایتوئین 
شود.یم

& Goodspeed(استسالهیکو گیاهی Solanaceaeبه خانواده متعلقNicotiana alataی علمبا نام 7گیاه تنباکوي زینتی

Thompson, 1945 و نیز به دلیل اهمیت جنس در فضاي سبز ). به دلیل اهمیت این گیاه به لحاظ تجاريNicotianaدارا يبواسطه
حاضر يمطالعهبودن مواد موثره دارویی بخصوص آلکالوئیدها، این گیاه در مطالعات مختلفی مورد بررسی قرار گرفته است. 

در گیاه تنباکوي زینتی به اجرا در آمد و به عنوان یک طرح راهنما VIGSش ژن به رويسازخاموشبا هدف  بررسی امکان انجام 
.گیردیممرتبط با صفات تجاري در این گیاه مورد استفاده قرار يهاژنبراي بررسی عملکرد سایر 

هاروشمواد و 

سپس یک ؛سنتز گردیدcDNAبایوزول از برگ گیاه استخراج شد وبا استفاده از محلول گیاه تنباکوي زینتی کل RNAابتدا 
Liuتکثیر شد (شدهگزارشبا استفاده از پرایمرهاي PDSاز ژن يبازجفت344يقطعه & Page, 2008 .( محصولPCR درون
Agrobacterium tumefaciensنوترکیب تایید شده، به روش شوك حرارتی به يهاناقلسپس شد يسازهمسانهpTRV2ناقل 

انجام)2014و همکاران (Senthil-Kumarبر اساس روش به گیاهانهايباکترو تزریق يسازآمادهمنتقل شدند. GV3101يیهسو
,Senthil-Kumar & Mysoreگرفت ( 2014(

به عنوان pTRV1:pTRV2-empty، به عنوان شاهدبدون هیچ باکتري )IB(8شامل بافر تزریقشدهگرفتهتیمارهاي در نظر 
مخلوط شده 1:1با نسبت pTRV2و pTRV1بودند که در هر تیمار، به عنوان کنترل مثبتpTRV1:pTRV2-PDSو کنترل منفی 

4يمرحلهروزه (21استریل بدون سوزن به دو برگ حقیقی گیاهان لیتريیلیمیک يهاسرنگيیلهبوسمخلوط حاصل بودند.
ساعت تاریکی در 8ساعت روشنایی و 16نوري يدورهگراد و سانتیدرجه 20-22گیاهان در دماي برگی) تزریق شدند. سپس 

شدند.يدارنگهاتاقک رشد 
روشایندر. یدگردمحاسبه∆∆ژن با روشیانبیزانمانجام گرفت و Real-Time PCRروشباPDSبررسی بیان نسبی ژن 

در تیمارهايژنبیانتغییراتمیزانسپس؛ ندشدنرمالداخلیکنترلعنوانبه) rbcL(در این مطالعه ژن 9دارخانهژنبادادهاهمه
.)2(شکل شدسنجیدهتیمار شاهدبهنسبتمختلف

نتایج و بحث

روز بعد از تزریق 12حدود بودند، شدهتیمار pTRV2داراي ناقل تراریخت هايیوماگروباکترگیاهان تنباکوي زینتی که با 
) و 1که به تازگی شروع به رشد کرده بودند نمایان ساختند ( شکل ییهابرگخاموشی، علایم سفیدشدگی نوري را در يهاسازه

مشاهده نشد PDSاین در حالی است که در مورد تیمارهاي شاهد و کنترل منفی، هیچگونه علائم ظاهري مرتبط با خاموشی ژن 
Zhang(شودیماکسیداسیون نوري ایجاد يیجهنتنوري به علت فقدان کاروتنوئیدها و تخریب کلروفیل در یدشدگیسف).2(شکل

et al., 2010.( در تیمارpTRV2-PDS بیان ژن داریمعننسبت به تیمارهاي شاهد، کاهشPDS نسبت به ژن)rbcL مشاهده شد (
يهارونوشتبرابر کاهش سطوح 5/3شدگی نوري بودند به طور متوسط ). گیاهان تنباکوي زینتی که داراي فنوتیپ سفید3شکل (

5 Phytoene desaturase
6 Photobleaching
7 Ornamental tobacco
8 Infiltration buffer
9 Housekeeping gene



بروز علائم سفید شدگی نوري در -1شکل 
در يبردارعکسگیاه تنباکوي زینتی (

.سوم پس از تزریق)يهفته

تیمارهاي مختلف اعمال شده بر گیاه تنباکوي زینتی. - 2شکل
A :Mock treatment (IB) ،B:pTRV2-empty ،C :pTRV2-

PDS.
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Abstract

Virus-indeced gene silencing (VIGS) is a PTGS method used by plants as a defense mechanism
against invading viruses. This plant defense strategy has been exploited to develop a method for
silencing endogenous target genes in plants. To silence a specific plant gene, a fragment of the target
gene is cloned into a modified virus vector and delivered into the plant. Phytoene desaturase (PDS)
gene encode an important rate-limiting enzyme in the carotenoid biosynthetic pathway. Therefore, the
silencing of PDS gene and a reduced expression level of the gene can significantly affect the
carotenoid content of the plant and finally lead to obvious photobleaching phenotype. In this research,
to study the possibility of VIGS for silencing of PDS (as a marker gene), homologous silencing
technology was used. Plants were injected by silencing constructs, started to show photobleaching
phenotype 10 to 12 days after injection. The results showed decreases in the PDS gene relative
expression levels and the amount of chlorophyll and carotenoids in the leaves of ornamental tobacco
have significantly reduced compared to those control plants. This is the first report on silencing of a
gene in ornamental tobacco using VIGS and could be used as a powerful approach for silencing and
functional analysis of the target genes.

Key words: TRV virus vector, Agrobacterium tumefaciens, gene coloning, Relative gene expression,
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