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مقاومت باشد. مي PLRVزميني پس از ويروس دومين ويروس مهم سيب زمينيسيب Yويروس 
مسير  باشد.ها ميدر برابر ويروس مقاومگياهان نوين جهت ايجاد  ي) رويكردPDRاز پاتوژن ( شدهبرگرفته

. ) راهكاري جهت مقابله با ويروس استPTGSخاموشي ژن پس از رونويسي ( يا همان RNAخاموشي 
باشد. در اين مي Potyvirusاز جنس  وزميني هاي سيبترين ويروسمهمزميني يكي از سيب Yويروس 

سازه  اييكارارزيابي اوليه  منظوربهده شده است. ) استفاFCFP( چندژنيسري تحقيق از يك سازه سنجاق
. شدبيان  گياه توتوندر كتريوم موقت با استفاده از اگروبا صورتبهاين سازه ويروسي،  RNAدر خاموشي 

روز شش  زميني انجام گرديد.سيب Yبا ويروس زني ، مايهFCFPي از تزريق سازه پس از گذشت چهار روز
يه واريانس حاصل از تجز صورت گرفت. نتايج جهت آناليز مقاومت بردارينمونه زني با ويروساز مايه پس
ر تحت تيماآلوده به ويروس  انتكثير ويروس در گياهدار حضور و معنيحاكي از كاهش  هاي بياني،داده

  بود. شاهدگياهان نسبت به  FCFPسازه 

 و زميني، سازه كايمري، بيان موقتسيب Y، ويروس PTGSمقاومت مشتق شده از پاتوژن،  كليدي: واژگان
  توتون

  
 مقدمه

زميني دومين ويروس مهم در سيب Potyviridaeو خانواده  Potyvirusمتعلق به جنس  1زمينيسيب Yويروس 
گزارش شد  1931در سال  Smithاست. اين ويروس براي اولين بار توسط  % 70با خسارتي معادل و  PLRV پس از

)2015 et al.,Petrov  ويروس .(Y زميني با سيبRNA  2تك رشته مثبت)+ssRNAي ) همانند همهRNA 
هاي مختلفي ). سويهMissiou et al.,2004( گردد) تكثير ميdsRNAاي (دورشته RNAهاي گياهي از طريق ويروس

).  2002al.,et Glais( باشدمي WNPVYو  OPVY ،NPVY ،NTNPVYاز اين ويروس شناسايي شده است كه شامل 
RNA باشد كه نوكلئوتيد تشكيل شده است و داراي يك چارچوب قرائت بزرگ مي 9704از  اي اين ويروستك رشته
  ).Urcuqui-Inchima et al., 2001(كند پروتئين عملكردي توليد مي 10پروتئيني با پلي

) رويكرد جديدي براي توليد گياهان مقاوم به ويروس حاصل آورده است PDR(3مقاومت مشتق شده از پاتوژن 
ي پاتوژن سبب ايجاد مقاومت در گياهان كه با استفاده از عناصر ژنتيكي نظير عناصر رمز شونده و غير رمز شونده

گياهان از آن در جهت حفظ خود در برابر  مؤثريكي از راهكارهاي ). Gottula and Fuchs, 2009شود (حساس مي
) است. در PTGS(4باشد كه نوعي خاموشي ژن پس از رونويسي مي RNAحملات ويروسي استفاده از مسير خاموشي 

                                                           
1 Potato Virus Y; PVY 
2 Positive Single strand RNA; ssRNA 
3 Pathogen-Derived Resistance; PDR 
4 Post Transcrtiptional Gene Silencing; PTGS 
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ژنوم ويروس و برخي از اجزاي ماشين  NIb RdRPحاصل از بيان ژن  RdRPهنگام تكثير ويروس با استفاده از آنزيم 
اي ويروس را شناسايي كرده و سبب دو رشته RNA)، سيستم خاموشي گياه Anonymous, 2008رونويسي ميزبان (

اند ماند. پژوهشگران بيوتكنولوژي بر پايه اين مكانيسم توانستهشود و گياه از آلودگي ويروس در امان ميتجزيه آن مي
هايي با توالي هاي متعدد حاكي از آن است كه سازها در محصولات كشاورزي ايجاد كنند. گزارشمقاومت به ويروس ر

القا  مؤثر طوربهرا  RNAكند قادرند مسير خاموشي سنجاق سري) را رمز مي RNAمكمل خود ( RNAمعكوس كه 
ري بر فرآيند رونويسي باشد كه اثاختصاصي در گياهان مي mRNAيك مكانيسم تخريب توالي  PTGSكنند. مسير 

 ,Voinnetها تكامل يافته است (ها و ترانسپوزونرسد اين مسير جهت مقاومت در برابر ويروسندارد. به نظر مي

2001 .( 

ورزي در پژوهش حاضر، از سازه سنجاق سري كايمري طراحي شده در گروه اصلاح نباتات دانشكده كشا
طراحي  Yه ويروس القاي مقاومت ب منظوربه HC Proو  CI ،CP ،NIb دانشگاه تربيت مدرس كه از توالي چهار ژن

  شده است، استفاده گرديد.

  
  هامواد و روش

 Nicotianaاز گياه توتون ( 5FCFPميزان مقاومت القايي توسط سازه خاموشي  و ارزيابي بررسي منظوربه

Benthamianaگسترده در  طوربهپاتوژن بوده و -ي پاسخ گياه) استفاده شد. اين رقم ميزبان مناسبي جهت مطالعه
هاي ديگر گياهي حساس هاي ويروس شناسي مورد استفاده قرار گرفته است. اين رقم به بسياري از پاتوژنپژوهش

  ).Goodin et al., 2015بوده و قابليت تراريختي بالايي دارد (
ه اتاق رشد با ب C 4°توتون درون خاك با بافت نرم كشت شد و پس از سه روز قرار دادن در دماي  بذور گياه

  تاريكي قرار داده شد. h 8روشنايي و  h 16و دوره نوري  C 24°دماي 
 Agrobacteriumو باكتري  Agroinfilterationاز روش  FCFPبيان موقت سازه خاموشي  منظوربه

tumefaciens  سويهGV3101 ي خاموشي استفاده گرديد. سازهFCFP  در ناقلpART27 انداز تحت راهCaMV 35S 
از گروه اصلاح نباتات دانشكده كشاورزي دانشگاه  nptIIگر مقاومت به كانامايسين و ژن گزينش OCSدهنده و خاتمه

  استفاده گرديد. pART27تربيت مدرس دريافت شد. براي كنترل نيز از ناقل خالي 
و  FCFP داراي سازه pART27حاوي ناقل  گياهان توتون، كشت شبانه اگتروباكتريوم Agroinfilterationجهت 

 ريفامپيسين و  mg l 100-1حاوي  6YEBدر محيط  FCFPبدون سازه  27pARTهم چنين اگروباكتريوم حاوي ناقل 

1-mg l50  600 = 2/0كانامايسين باOD  همراه با 1فر تزريق (جدول از با حجمهمرسوب داده شد. مقدار (
  قرار گرفت.  rpm 180و دور  C 28°در دماي  h 2به رسوب اضافه گرديد و به مدت  mM 20استوسيرينگون 

  تركيبات بافر تزريق  -1جدول 
  تركيبات  غلظت

mM 10  2MgCl  
mM 10  7MES  
ml 30  حجم كل  

 

                                                           
5 Full Chimeric Fragment of PVY; FCFP 
6 Yeast Extract Broth; YEB 
7 2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid hydrate 
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مورد  pART27+FCFPكامل رسيده بودند جهت تيمار با ناقل  برگيپنجگياه توتون كه به سن  نهتعداد 
تيمار شدند.  pART27گياه توسط اگروباكتريوم حاوي ناقل  پنجاستفاده قرار گرفت. جهت بررسي اثر ناقل تعداد 

ر كنترل در نظ عنوانبهق تيمار گرديدند و يك گياه بدون تزري تنهاييبهگياه توسط بافر تزريق  دوچنين تعداد هم
وقه طتوسط سرنگ انسولين بدون سوزن در پشت دومين برگ كامل از  Agroinfilterationچنين گرفته شد. هم

  گياهان انجام گرفت. 
از بافر فسفات و پودر  به برگ تيمار شده با استفاده PVYبا ويروس  زنيمايهپس از گذشت چهار روز از تيمار، 

ر تمامي با موقعيت يكسان د از برگ بالايي بردارينمونه زنيمايهاز كاربراندوم انجام شد. پس از گذشت شش روز 
  ها انجام گرفت. نمونه

يمار تاستخراجي  RNAانجام شد. بر روي  Topazهاي برگي و با استفاده از كيت از نمونه RNAاستخراج 
DNase I  انجام شد و سپس سنتزcDNA تصادفي  با استفاده از آنزيم شركت سيناكلون و آغازگرهايHexamer 
  انجام شد.

با استفاده از جفت آغازگرهاي اختصاصي  8نيمه كمي PCR-RTجهت بررسي ميزان حضور ويروس از واكنش 
 Total Labافزار ژن رفرنس انجام شد و نتايج با استفاده از نرم عنوانبه 18Sو آغازگرهاي ژن  PVYويروس 

 18Sريبوزومي  RNAها نسبت به ژن در نمونه PVYژنومي  RNAسنجش ميزان حضور و تكثير سازي شدند. كمي
 و در قالب طرح كاملاً تصادفي SPSS16 افزارنرمها با استفاده از ) دادهANOVAتجزيه واريانس (صورت گرفت. 

  انجام شد.  p >0.01 داريمعنيانجام گرفت و مقايسات ميانگين با آزمون دانكن در سطح   )CRD(9 نامتعادل
  

  بحث نتايج و
ها تمامي نمونه cDNAانجام شد.  18Sبا آغازگرهاي  PCRسنتز شده واكنش  cDNAتشخيص غلظت  منظوربه

-RTواكنش  18Sژن رفرنس  سازينرمالگرديدند. بر اساس نتايج  غلظتو هم سازينرمال 18Sبر اساس شدت باند 

PCR  با آغازگرهاي اختصاصي ويروسPVY 1انجام شد (شكل.(  

 
) 18S) :Aو  PVYتصاصي ويروس با استفاده از آغازگرهاي اخ PVYنيمه كمي گياهان توتون آلوده به  RT-PCR -1شكل 

تون ) گياهان توC، (FCFPبدون سازه  pART27) گياهان توتون حاوي ناقل pART27+FCFP) ،Bگياهان توتون حاوي سازه 
  )(شاهد PVY) گياهان توتون آلوده به ويروس Dحاوي بافر تزريق، (

در  PVY حضور و تكثير ويروس بين ميزان دارمعنياختلاف  يدهندهنشانها نتايج حاصل از تجزيه واريانس داده
 ).3و شاهدهاي مختلف بود (جدول  PVYآلوده شده با ويروس  FCFPتيمارهاي گياه توتون حاوي سازه 

 
 

                                                           
8 Semi Quantitative RT PCR 
9 Completely Randomized Design; CRD 
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  و بدون سازه (شاهد) FCFPتجزيه واريانس بين تيمارهاي مختلف حاوي سازه  –3جدول 
  ميانگين مربعات  درجه آزادي  منابع تغييرات

  406/0**  3  تيمار
  008/0  4  خطا

 01/0داري در سطح معني **

  
اه تيمار گي دار بيننتايج حاصل از مقايسه ميانگين بين تيمارهاي مختلف به روشني حاكي از وجود اختلاف معني

 ). 2و ديگر گروه تيماري (شاهد) مشاهده بود (شكل  FCFPتوتون حاوي سازه 

 
به  )، آلودهPVY )Controlيزان حضور ويروس در گياهان توتون تحت تيمار: گياهان توتون آلوده به ويروس م -2شكل 

PVY  در تيمار با بافر تزريق بدون سازهFCFP )Buffer آلوده به ،(PVY  در تيمار باpART27+FCFP )pARTبه  وده) و آلPVY 
 pART27+FCFPدر تيمار با سازه 

  
داد  را نشان pART27+FCFPنتايج حاصل از مقايسه ميانگين كاهش چشمگير ميزان ويروس در تيمار حاوي 

زه در تيمار باشد. بيان ساهاي حاصل از بيان اين سازه ميsiRNAو عملكرد  FCFPكه حاكي از بيان سازه خاموشي 
FCFP تكثير ويروس  80حدود  گياهان توتون سبب كاهش %PVY  .نسبت به ميزبان گرديد  

ختلف ژن مسازه طراحي شده از مناطق  16) كه با استفاده از 2011و همكاران ( Jiangدر پژوهش حاصل از 
ها عال بودن آنفهاي با منشاً مختلف تاثًير بسزايي در siRNA) انجام شد، نشان داد كه CPپروتئين پوششي ويروس (

% القا  78ي نزديك به تممقاو CPژن  ´3از ناحيه نزديك به انتهاي  طراحي شده اين پژوهش با استفاده از سازهدارد. در 
  ). Jiang et al, 2011گرديد (

هاي ويروسي از طريق با منشاً ويروس قادر به القاي مقاومت نسبت به آلودگي ايرشتهدو  RNAاستفاده از 
) انجام گرفت با استفاده از سازه 2009و همكاران ( Baiاي كه توسط باشد. در مطالعهمي RNAمكانيسم خاموشي 

زميني گياهان سيب PVYويروس  NIbو توالي ژن  PVXخاموشي تركيبي حاصل از توالي ژن پروتئين پوششي ويروس 
 ,.Bai et alنشان دادند ( توليد شد كه مقاومت كاملي در مقابل دو ويروس از خود PVYو  PVXمقاوم به دو ويروس 

2008.( 
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Abstract 
Potato virus Y (PVY) belongs to Potyvirus genus is the most important virus in Solanacea 

family after PLRV. Pathogen derived resistant (PDR) is a new approach to generate resistant 
plants against viruses. The RNA silencing pathway, termed post-transcriptional gene silencing 
(PTGS) is the plant strategy to overcome viruses.. In this study, a hairpin construct contain multi-
gene fragments (FCFP) was used and expressed transiently in Nicotiana Benthamiana using A. 
tumefaciens to estimate construct efficiency. The plants were inoculated by PVY after 4 days of 
Agroinfiltration. The inoculated leaves were sampled after six days. Our results showed a 
significant reduction of PVY RNA in plants treated by FCFP construct versus other control plants.  
Keywords: PDR, PTGS, PVY, Chimeric Construct, Transient Expression and Tobacco 

 


