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 جهت القاء مقاومت عليه اين بيماري در (CTV)يروس تريستزاي مركبات كلونينگ توالي سنتتيك و

 مركبات
  

، )4(، محمدرضا ميرزايي )3(، عليرضا افشاري فر )2(، عبداالله حاتم زاده )2(، محمد مهدي سوهاني )1(امير حسين زماني 
  )1(، گيتا ناصري )1(انديشه پورمساله گو 

 عضو -3 عضو هيئت علمي گروه بيوتكنولوژي دانشكده علوم كشاورزي دانشگاه گيلان،  به ترتيب دانشجوي كارشناسي ارشد و-2و1
 دانشجوي كارشناسي ارشد اصلاح نباتات دانشكده علوم -4هيئت علمي گروه گياهپزشكي دانشكده علوم كشاورزي دانشگاه شيراز، 

 كشاورزي دانشگاه گيلان

  
 ميليون اصله 85ويروسي مركبات است كه سبب نابودي بيش از بيماري تريستزا از لحاظ اقتصادي مهمترين بيماري 

امروزه مهمترين و كاربردي ترين راهبرد ايجاد مقاومت عليه ويروس ها بر اساس . درخت در سراسر جهان شده است
 ويروسي پايه گذاري RNA جهت تخريب PTGSو مكانيسم اپي ژنتيك ) PDR ("مقاومت حاصل از پاتوژن"سيستم 

در اين شيوه، انتقال بخشي از ژن ويروسي موجب اختلال در چرخه زيستي ويروس مرتبط يا خويشاوند در . شده است
 سنتتيك، توالي هاي هدف dsRNA از طريق ورود يك رشته PTGSبا القا موثر مكانيسم طبيعي . گياه ميزبان مي شود

بر اين اساس، مطالعه حاضر با هدف . شوندويروس شناسايي و تحت برش اندونوكلئوليتيكي قرار گرفته و سركوب مي 
 به صورت توالي هاي سنس و آنتي سنس و CTVساخت يك بخش بسيار حفاظت شده از ژن كپسيد پروتئيني ويروس 

 در PDR و امكان القا مقاومت dsRNA جهت توليد pFGC5941 (ABRC)كلونينگ آن در وكتور القاء خاموشي ژن 
عه كلون شده به صورت موزاييك بوده و در دو مرحله در وكتور مذكور و در دو طرف قط. گياه مركبات انجام شده است

 و هضم دوگانه آنزيمي انجام شد و نشان دهنده PCRبررسي نهايي پلاسميد نوتركيب توسط . شد وارد CHSA اينترون
رود با انتقال سازه  انتظار مي .تكثير صحيح و صحت درج و حضور قطعات مذكور در پلاسميد خاموشي موردنظر بود

 CTV عليه طيف گسترده اي از نژادهاي ويروس PTGS، مكانيسم dsRNAخاموشي حاصل به گياه مركبات و توليد 
  .فعال شود

  

  PFGC5941 ، CTV ، dsRNA، PDR  ، PTGSوكتور خاموشي  كلونينگ ،: واژه هاي كليدي

  

 مقدمه

 ميليون اصله 85وسي مركبات است كه سبب نابودي بيش از بيماري تريستزا از لحاظ اقتصادي مهمترين بيماري وير
- تكRNAزاد از جنس كلسترو ويروس و با ژنوم عامل بيماري، يك ويروس شته. درخت در سراسر جهان شده است

 .]1[باشد  مي27P و 25P (CP)اين ويروس داراي دو كپسيد پروتئيني . باشد ميnm 12-10 × 2000اي به ابعاد رشته
 "مقاومت حاصل از پاتوژن"ها بر اساس سيستم ترين راهبردهاي ايجاد مقاومت عليه ويروس مهمترين و كاربردييكي از

)PDR (ژنتيك و مكانيسم اپيPTGS جهت تخريب RNAثر مكانيسم طبيعي  . ويروسي استبا القا موPTGS از 
هاي هدف ويروس شناسايي و تحت ، تواليbp 26-21 هاي siRNA سنتتيك و توليد dsRNAطريق ورود يك رشته 

 .]2[شوند برش اندونوكلئوليتيكي قرار گرفته و سركوب مي

 مواد و روش ها

 ٥٠
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 از CTV نژادهاي مختلف ويروس p25، چندين توالي ژن كپسيد پروتئيني PTGSبه منظور افزايش كارايي سيستم 
ي، دو توالي كه كمترين همپوشاني با يكديگر هاي اطلاعاتشناسي شيراز دريافت و طي بلاست با بانكقطب علمي ويروس

هاي مذكور جهت هايي از تواليبخش. هاي موجود در بانك ژن داشتند انتخاب شدندو بيشترين همپوشاني را با توالي
 دو پلاسميد كلونينگ PCRطي واكنش  .هاي ويروس استفاده شدندسنتز يك قطعه موزائيك كاملاً همولوگ با ساير نژاد

PTZ57R/T حاوي دو ژن كپسيدي C1 و C3 با آغازگرهاي اختصاصي و در شرايط استاندارد، به ترتيب قطعات Ca1 
 Ca3 و Ca1 و تأييد تكثير صحيح، دو  قطعه UVپس از آشكارسازي باندها زير نور .  جداسازي و تكثير شدندCa3و 

از قطعه موزائيك .  يكديگر متصل شدند هضم آنزيمي شده و دو قطعه مذكور طي واكنش لايگيشين بهXhoIبا آنزيم 
 تحت تاثير P1 جداسازي و تكثير شد، سپس قطعه P2 و P1حاصله با پرايمرهاي اختصاصي، قطعات سنس و آنتي سنس

هاي مرتبط در  هضم آنزيمي شده و در جايگاهBamHI و XbaIهاي  با آنزيمP2 و قطعه SmiI و AscIدو آنزيم 
جهت تكثير سازه نوتركيب، ترانسفورماسيون .  هاي مشابه برش خورده بودند درج شدند كه با آنزيمpFGC5941وكتور 

 و هضم PCRهاي  صورت گرفت و سپس واكنشDH5α سويه  E.coliهاي مستعدمحصول واكنش الحاق در باكتري
  .آنزيمي روي پلاسميدهاي نوتركيب جهت بررسي حضور قطعات تراژن انجام شد

  
 P2 و P1 حاوي قطعات PFGC5941ساختار سازه . 1شكل 

 
 

 

  P2 و P1هاي  پلاسميدهاي نوتركيب و تاييد حضور تراژنPCRواكنش  . 2شكل 
  

  نتايج و بحث

، هضم آنزيمي bp250 با وزن مولكولي Ca3 و Ca1 جهت جداسازي و تكثير قطعات اوليه PCRهاي به دنبال واكنش
طعه موزائيك كه داراي بالاترين سطح تشابه در بين نژادهاي ويروسي ها به يكديگر، قها صورت گرفته و با الحاق آنآن

 استفاده شد تا قطعات PCR در واكنش DNAقطعه موزائيك به عنوان الگوي ). اطلاعات منتشر نشده(است، حاصل شد 
هاي  و جايگاهP2 و P1پس از آن هضم دوگانه دو قطعه .  سنتز شودbp328  به اندازه P2  وP1سنس و آنتي سنس 

 CHSA صورت گرفته و به صورت مكمل و معكوس يكديگر در دو طرف توالي اينترون pFGC5941مرتبط در وكتور 
هاي تشابه با بخش %98 ساخته شده، داراي بيش از P2 و P1 نشان داد كه دو قطعه MSAآناليز ). 1شكل (درج شدند 

هاي رفته روي پلاسميدهاي نوتركيب، حضور تراژن صورت گPCRواكنش . هاي ويروسي بودندحفاظت شده ساير توالي
P2 و P1 كارايي سازه ). 2شكل ( را تأييد كردpFGC5941 حاوي قطعات سنس و آنتي سنس در توليد dsRNA و القا 
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 گوجه فرنگي با موفقيت به ثبت رسيده است TYLCزميني و توتون و ويروس  سيبPVX-Eg2خاموشي عليه ويروس 
، مابين دو pFGC5941 در سازه CHSA به علت وجود اينترون dsRNAدر توالي  سرير سنجاق تشكيل ساختا].2و3[

، همچنين وجود ]3[موارد شده است % 90-100درج شده، سبب افزايش كارايي بيش از پيش فرآيند خاموشي در  قطعه
رود با انتظار مي. كندمين ميهاي باكتريايي و گياهي تض ها را در سلولdsRNAاينترون، ثبات و پايداري ساختارهاي 

اي از نژادهاي  عليه طيف گستردهPTGS، مكانيسم dsRNAانتقال سازه خاموشي حاصل به گياه مركبات و توليد 
 . فعال شودCTVويروس 
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Abstract 
The most important viral economicaly disease in Citrus is a Tristeza Virus have been destroyed 
over than 85 million trees in the world. the main transgenic strategy to obtain virus resistant 
plants is based on PDR system by which transforming host plants with partial viral gene cause to 
block a same virus multiplication and PTGS mechanism enables plants to specifically degrade 
invasive RNAs in a sequence-specific manner. This study was aimed to synthesis of conserved 
sense and antisense fragments of CTV P25 coat protein and their cloning into 
PFGC5941(ABRC) silencing binary vector to potent PDR resistance induction in citrus. Final 
evaluation of recombinant plasmid using PCR amplification and double digestion by restriction 
enzyme demonstrated the integrity of fragments insertion into PFGC5941 silencing vector. To be 
expected after dsRNA synthesis by said silencing construct-mediated citrus transformation cause 
to activate PTGS mechanism against abroad range of CTV strain. 
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