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زاي گیاهی به هاي بیماريدر گیاهان، جانوران و بیشتر ویروسRNA Silencingهاي مهارکننده
اند و نیز شیوه شناسایی فعالیت مهارکنندگی خاموشی ژن یک پروتئین در خوبی توصیف شده

GFLV(Grapevine fanleaf(ویروس برگ بادبزنی مو . سیستم گیاهی راه اندازي شده است

virusدرصد 80ي شناخته شده مو در سراسر دنیا است که تا هاترین ویروسیکی از شایع
و Nepovirusاي در جنس تک رشتهRNAاي با ژنوم این ویروس دوپیکره. زندخسارت می

ها هنوز شناسایی نشده خاموشی در نپوویروسژن مهارکننده. قرار داردSecoviridaeخانواده 
هاي این جنس هاي خاموشی ویروسنندههاي علایم و مهارکاست و دانش ما از تعیین کننده

تراریخته Nicotiana benthamianaدر گیاهان GFPدر این پژوهش ژن . خیلی محدود است
در مهار GFLVو حرکتی ) RdRp(هاي پلیمراز خاموش شد و سپس توانایی پروتئینGFPبا 

مثبت و منفی به عملکرد این دو پروتئین با شاهدهاي . ارزیابی شدRNA Silencingسازوکار 
کاربرده شده مقایسه شد و نتایج نشان داد که اگرچه این دو پروتئین در بروز علایم و سیستمیک 

این پژوهش . شدن بیماري نقش دارند اما کارایی لازم را جهت مهارکنندگی خاموشی ندارند
.نمایدرا بیان میRNA Silencingمدل بررسی فعالیت ممانعت کنندگی از 

هاي کلیديواژه
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مقدمه

روشی گیاهیهايبافتدربیگانههايژنموقتسیستم بیان
تجزیه و تحلیلبرايواستگیاهیبیوتکنولوژيدرارزشمند

روشاین.باشدمیکارآمديروشکوتاهزماندرعملکرد ژن
باشد، میزیادکارمستلزموبرزمانکهدایمبیانروشبرخلاف

درکشت بافت وبهنیازبیساده،یر،سریع، انعطاف پذروشی
اجراها قابلبرگمانندتمایز یافتهکاملبه طوزهاي گیاهیبافت

تولید اثباتوتراریختیتأییدبرايبیشترموقتبیاناز.باشدمی
استفادهگیاهیبرهايپیشتجزیه و تحلیلنوترکیب وپروتئین

کروموزومدرنژاستقرارموقعیتمستقل ازروشاین. شودمی
در سطحکه در آن پروتئین موردنظر) et al.,Fischer(1999است

Yang)شودمیتولیدزمان ممکنترینکوتاهدروبالایی بیان et al.

2000; Goodin et al. پایهبرموقتروش بیان. (2002
مستقیم انتقالهايروشمناسبی برايجایگزینگروباکتریومآ

DNAبراي مطالعات اولیه هاپروتوپلاستالقاءژنی وانبمبارمانند
هاسلولازکمیتعداددررانظرموردژنکههاآنخلافبروبوده
-بافتداخلبهگروباکتریومآ)اینفیلتراسیون(کنند، تلقیحمیبیان
شودمیگیاهیهايسلولبیشتردرژنبیانگیاهی، باعثهاي

)Kapila et al. تعدادمکانیکیاینفیلتراسیوندروهبه علا). 1997
ویافتهشوند، افزایشمطالعه میهمزمانطوره بکههایینمونه
بماند،باقیمتصلگیاهبهفعالبصورتتواندمیمطالعهموردبافت

هاي گیاهی، بریشپتجزیه و تحلیلمانندموارديدرنتیجهدر
Cazzonelli(دشومیاعمالگیاهبهمتصلبافترويبرتیمارها

and Velten, به کارگیاهیگونهدر چندینموقتبیان).2006
توتونگیاهدرهاگزارشآنها بیشترینبینازولیشده استگرفته

N. benthamianaاست بوده)Chakrabarty et al. 2007;

Mokrzycki-.Issartel et al. .Nازاستفادههايمزیت). ,2003

benthamianaاستزیرمواردشاملپروتئینموقتبیانبراي:
هايتمام آزمایشگاهدرمعمولاًوبودهمدلگیاهیکاینکهاول

راحتیپروتئین بهاینکهدومورودمیبه کارگیاهیهايپژوهش
بیانگیاههاي اینبرگدراگرواینفیلتراسیونطریقازبالاسطحدر
Voinnet(شودمی et al. 2003; Ma et al. 2008.(

,Martelli(گونه ویروسی آلوده کننده مو 64بین در  2014( ،
GFLV(Grapevine fanleaf virus(برگ بادبزنی مو ویروس

هاي شناخته شده مو در سراسر دنیا ترین ویروسیکی از شایع
زند و کیفیت و طول عمر مو را درصد خسارت می80است که تا 
Andret-Link(دهد ها کاهش میدر تاکستان et al. 2004 .(

اي با ژنوم دو قسمتی از زیر یک عضو دو پیکرهGFLVویروس 
استSecoviridaeو در خانواده Nepovirusجنس Aگروه 

)Sanfacon et al. هاي این ویروس ایزومتریک ویریون). 2009
ژنوم ویروس از دو قطعه . نانومتر قطر دارند30بوده و حدود 

RNAا قطبیت مثبت تشکیل شده است اي بتک رشته)+ssRNA (
Viral(داراي پروتئین متصل به ژنوم ویروسی 5'که در انتهاي 

Protein genome-linked, VPg( به صورت پلی3'و در انتهاي
هر قطعه محتوي یک چارچوب . هستند) Poly A(آدنینی 

). P2و P1(کند پروتئین را رمز میخواندنی باز است که یک پلی
شود، رمز میRNA1پروتئین توسط پروتئینازي که توسط پلیهر

Pinck(شود هاي کوچکتري شکسته میبه پروتئین et al. 1988 .(
پروتئین پنج، به )RNA1)P1پروتئین رمزشونده توسط پلی

شود که اجزاء تکثیر ویروس هستند و از انتهاي آمینی شکسته می
یناز فرضی، هلیکاز به کربوکسیلی شامل یک کوفاکتور پروتئ

فرضی، پروتئین متصل به ژنوم ویروس، پروتئیناز سیستئین و 
RNA پلیمراز وابسته بهRNA)RNA dependent RNA

Polymerase, RdRp (است)Naraghi- Arani et al. 2001;

Andret-Link et al. را رمز P2پروتئین پلیRNA2قطعه).2004
ربوکسیلی با فعالیت پروتئولیتیکی کند که از انتهاي آمینی به کمی

RNA2که براي تکثیر ) HP)2Aبه ترتیب به سه پروتئین شامل 

تواند به عنوان پروتئین خانگی عمل کند مورد نیاز است و می
)Gaire et al. که پروتئین اصلی ) 2B(MP، پروتئین حرکتی )1999

Ritzenthaler(مشاهده شده در پلاسمودسماتاست  et al. 1995 (
CP)2c) (Serghiniو پروتئین پوششی  et al. - شکسته می) 1990

ژنومی براي آلودگی سیستمیک گیاه ضروري RNAهر دو . شود
Viry(هستند  et al. 1993.(

اي در هاي قابل ملاحظهاگرچه در چندین ویروس گیاهی پیشرفت
-هاي بیان علایم به دنبال اثر متقابل گیاهسازوکارشناسایی 

هنوز به طور سازوکارهات آمده است، اما این ویروس به دس
Culver(اندناچیزي شناخته شده and Padmanabhan, 2007.(

Lewsey(چندین پروتئین ویروسی مثل پروتئین حرکتی  et al.
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Shibolet(، پروتئین جزء کمکی پروتئیناز )2009 et al. 2007( ،
RNA پلیمراز وابسته بهRNA)RdRp) (Kagiwada et al.

Heaton(، پروتئین پوششی )2005 et al. و پروتئین ) 1991
.et al(زایی بیماري 1992Jupin (هاي علایم به عنوان تعیین کننده

هاي ویروسی درگیر در بیان تعدادي از پروتئین. اندشناسایی شده
در 2b، ژن Potyvirusدر جنس HC-Proشبیه علایم 

Cucumovirus ،P19 درTombusvirus ،P0 درPolerovirus ،
و پروتئین پوششی جنس Tobamovirusدر K130پروتئین 

Carmovirus،هاي ویروسی خاموشی کنندهمهارRNA)Viral

suppressors of RNA silencing, VSRs (هستند)Voinnet et

al. هاي هاي علایم و مهارکنندهاما دانش ما از تعیین کننده،)2005
Secoviridaeنپوویروس از خانواده هاي جنس خاموشی ویروس

در ) VSRs(هاي خاموشی خیلی محدود است و با اینکه مهارکننده
اند، اما در هاي گیاهی به خوبی توصیف شدهبیشتر ویروس

Vigne(اند ها هنوز ناشناخته ماندهنپوویروس et al. پدیده ). 2013
اي هبهبود که به موجب آن تضعیف یا عدم بروز علایم در برگ

87نوظهور به دنبال آلودگی و ظهور علایم بیماري اتفاق می افتد، 
سال پیش براي اولین بار در یک نپوویروس توصیف شد 

)Wingard, دفاعی طبیعی واکنشو خاموشی ژن که یک ) 1928
Jovel(گیاه است با این پدیده همراه است  et al. 2007 .(

Secoviridaeهایی که تاکنون در مورد اعضاءکنندهتعیین

هاي درگیر شدند، پروتئینشناسایی شده و سبب بروز علایم می
و پروتئیناز IIIپروتئین بالغ مثل هلیکاز نوع در تکثیر و پلی

Fan(بودند 3Cسیستئین شبه  et al. 2011; Gu and Ghabrial,

ویروس GHuنژاد مجارستانی ) 1E(Polپروتئین کامل . )2005
GFLV با درصد84- 39بینRdRp چندین ویروس در خانواده

Secoviridaeهفت موتیف حفاظت شده در . شباهت داردRdRp

هاي گیاهی توصیف شده است به طور معمول براي ویروس
)Chisholm et al. اسیدآمینه انتهایی 136که در بالادست ) 2007

گیرد قرار میGFLVویروس GHuنژاد ) Pol)1Eپروتئین 
)Letunic et al. هاي اختصاصی نژاد، روي مینوجود دو. )2012

تأیید GFLVویروس ) RNA)RdRpپلیمراز وابسته به RNAژن 
-ها وظیفه تنظیم عوامل تعیینو مشخص شده است که این دومین

این ویروس روي F13و GHuهر دو نژاد . کننده علایم را دارند

N. benthamiana وN. clevelandiiد آلودگی سیستمیک ایجا
هاي تلقیح نشده کنند، به طوري که حضور ویروس در برگمی

-Double Antibody Sandwichالایزابالایی توسط آزمون 

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA)

.Nزنی روي شش روز بعد از مایهGHuنژاد . ردیابی شده است

benthamianaزردي خفیف رگبرگ و به دنبال آن زردي نسبی
-اي شدن را نشان داد، همچنین شش روز بعد از مایهبرگ و پیسه

هاي کلروز مشاهده شد که حداقل لکهN. clevelandiiزنی در
گونه هیچF13در مقایسه، نژاد . بیش از بیست روز پایدار بودند

. ایجاد نکردN. clevelandiiو N. benthamianaعلایمی روي 
اي در گونه تمایز قابل ملاحظهچکمی، هیهاي نیمهتجزیه و تحلیل

هاي مختلف که غلظت ویروس بین گیاهان آلوده شده با نوترکیب
علایم ایجاد کردند و گیاهانی که فاقد علایم بودند، نشان ندادند 

)Vigne et al. اندازي ضمن معرفی و راهپژوهشدر این ). 2013
RNAیک سیستم جهت بررسی فعالیت ممانعت کنندگی از 

Silencing به بررسی این فعالیت در دو پروتئین از ،GFLV

.شودپرداخته می

هاروشومواد

مواد گیاهی، باکتریایی و وکتورها
.Nهگیاهان تراریخت16cدر پژوهش حاضر، از لاین 

benthamianaکه بیان کننده پروتئین فلورسنت سبز)(Green

Florescent Protein, GFPهمچنین از .هستند، استفاده شد
,Tobacco Rattle Virus(اي توتون ویروس جغجغه TRV ( که به

RNA2آن(Enhanced-GFP, EGFP) افزوده شده است، به
Ratcliff(استفاده شد GFPخاموشی ژن عنوان القاءکننده et al.

2001.(RNA1 وRNA2 این ویروس به طور جداگانه به ناقل
منتقل شده و pGA482Gان ناقل بیو سپس pEPT8سازي همسانه
AgrobacteriumباکتريGV3101هاي مستعد سویه سلول

tumefaciensتراریخت شدند این ناقل نوترکیب ا ب)Larsen and

Curtis, و ) 2B(MPهاي پروتئین حرکتی همچنین ژن). 2012
Grapevine)ازp24و نیز ژن GFLVویروس )Pol)1Eپلیمراز 

leafroll- associated Virus 2, GLRaV-2))Chiba et al.

GV3101سازي و سپس به سویه برده همسانهدر ناقل نام) 2006
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هاي مربوط به جدایه. شدندانتقال داده A. tumefaciensباکتري
- توسط آزمایشگاه ویروسGLRaV-2و GFLVهاي ویروس

.شناسی دانشگاه کرنل امریکا در اختیار این پژوهش قرار گرفت

گروباکتریومتفاده از روش تزریق آوقت با اسبیان م

جهت انتقال سازه القاءکننده خاموشی ژن پروتئین فلورسنت سبز 
روش ، از آزمایش بیان موقت به 16cلاینبه گیاهان تراریخت

Vaghchhipawala(گروباکتریوم استفاده شدتزریق آ et al.

ید گروباکتریوم حاوي پلاسمهاي آبدین منظور سلول). 2010
)LB(لیتر از محیط میلی5در pGA482G-TRVRNA1نوترکیب 

Luria Bertaniگرم میلی50(هاي کانامایسین بیوتیکحاوي آنتی
-و سلول) لیترگرم در میلیمیلی5/12(و ریفامپیسین ) لیتردر میلی

-pGA482Gگروباکتریوم حاوي پلاسمید نوترکیب هاي آ

TRVRNA2.EGFP یط لیتر از محمیلی5درLBبیوتیک حاوي آنتی
48کشت شدند و به مدت ) لیترگرم در میلیمیلی50(جنتامایسین 

دور در دقیقه در 225گراد و با درجه سانتی28ساعت در دماي 
جهت افزایش حجم . شیکر انکوباتور رشد داده شدند

-Nلیتر سوسپانسیون باکتري، از محیط القاء حاوي یک میلی

morpholino Ethane Sulfonic Acid (MES)غلظت (مولارنیم
. تازه استفاده شدLBلیتر محیط میلی44و ) مولارمیلی10نهایی 

هاي مناسب افزوده و ها با غلظتبیوتیکهمچنین آنتی
-سانتیدرجه 28سوسپانسیون به مدت یک شبانه روز در دماي 

دهرشد دادور در دقیقه در شیکر انکوباتور 225و با نیروي گراد
دور در دقیقه 4000هاي باکتري با سانتریفیوژ در سپس سلول. شد

دقیقه در دماي اتاق رسوب داده شدند و پس از 12به مدت 
- میلی100حذف محیط کشت، رسوب صورتی رنگ باکتري در 

MgCl210مولار و میلیMES10لیتر محیط اینفیلتراسیون حاوي 
درجه 28در دماي ساعت2-3مولار معلق شد و به مدت میلی

رشد دادهدور در دقیقه در شیکر انکوباتور 225گراد و با سانتی
تا سوسپانسیون باکتري با استفاده از محیط اینفیلتراسیون. شد

8/0Optical Density-1غلظت  هاي سپس سلول. رقیق شد:600
با حجم یکسان TRVRNA2.EGFPو TRVRNA1گروباکتریوم حاوي آ

سوسپانسیون باکتري با استفاده از سرنگ . دندبا هم مخلوط ش
هاي سالم لیتري درون فضاي میان سلولی برگپلاستیکی سه میلی

تزریق . تزریق شدN. benthamianaهتراریختانو متصل به گیاه

در زمانی انجام شد که این گیاهان در مرحله چهار برگی بودند و 
اهان پس از تزریق گی. ها گذشته بودهفته از نشاء آنحداقل یک 

8ساعت نور و 16گراد و درجه سانتی28در اتاقک رشد با دماي 
. رطوبت نگهداري شدند% 70ساعت تاریکی و 

در مهار ) GFLV(بررسی تأثیر ویروس برگ بادبزنی مو 
خاموشی ژن

، گیاهان از روز سوم پس GFPجهت مشاهده روند مهار بیان ژن 
.بررسی شدندنور ماوراء بنفش زیردر از تزریق به طور روزانه

از رنگ هپس از مشاهده تغییر رنگ سیستمیک گیاهان تراریخت
سبز به قرمز و اطمینان از وقوع خاموشی ژن پروتئین فلورسنت 
سبز، گیاهان تیمار شده در روز هفتم پس از تزریق، به سه گروه 

آلوده Chenopodium quinoaهاي یک گروه با برگ. تقسیم شدند
به طور GFLV-GHuو یک گروه با نژاد GFLV-F13نژاد به 

انجام GFLVزنی با در گروه سوم مایه. زنی شدندمکانیکی مایه
- از روز سوم پس از مایه. نشد و به عنوان کنترل در نظر گرفته شد

جهت تأیید . زنی، همه گیاهان زیر نور ماوراء بنفش بررسی شدند
از RNAی استخراج زن، یک هفته پس از مایهGFLVحضور 

هاي مورد آزمایش انجام و سپس آزمون هاي نوظهور نمونهبرگ
RT-PCR جفت آغازگر مربوط به با استفاده از یکRNA1 با

:Forwardهاي توالی 5' ARA GCC TCA AGA GTA AAG

CTA G :Reverseو) 1744-1765نوکلئوتیدهاي ('3 5' GCC

CTC CTG TTA TAA AAT GAC G -2944وتیدهاي نوکلئ('3
.صورت گرفت) 2923

ویروس برگ پلیمرازبررسی تأثیر ژن پروتئین حرکتی و 
در مهار خاموشی ژن) GFLV(بادبزنی مو 

بر اساس نتایج آزمایش قبل، آزمایش دیگري جهت بررسی میزان 
و پروتئین حرکتی ) Pol)1Eعملکرد پروتئین دو ژن پلیمراز 

MP)2B ( ویروسGFLV در این . ژن انجام شددر مهار خاموشی
یک هفته پس از نشاء و در گیاهان تراریخت16cلاینپژوهش 
هاي برگی مشابه آزمایش قبل توسط سلول4-5مرحله 

. تیمار شدندTRVگروباکتریوم حاوي سازه القاءکننده خاموشی آ
، یک گروه از این TRVهشت روز پس از اگرواینفیلتراسیون با 

و -Pol)1E(pGA482Gاکتریوم حاويگروبهاي آگیاهان با سلول
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. اگرواینفیلتراسیون شدند-MP)2B(pGA482Gگروه دیگر با
گروباکتریوم حاوي هاي آهمچنین یک گروه از گیاهان با سلول

-pGA482Gپلاسمید نوترکیب  p24 تیمار و به عنوان شاهد ،
روي تعدادي از گیاهان تراریخت و تیمار . مثبت استفاده شدند

، تیمار دیگري انجام نشد و از این گیاهان به عنوان pTRVشده با 
.Nهمچنین از رقم وحشی گیاهان . کنترل منفی استفاده شد

benthamianaگونه تیماري، به عنوان کنترل منفی بدون انجام هیچ
از روز سوم تا هشتم پس از اگرواینفیلتراسیون دوم، . استفاده شد

علاوه بر این در . رسی شدندهمه گیاهان زیر نور ماوراء بنفش بر
-روزهاي سوم و چهارم جهت تعیین میزان سطح فلورسنت، نمونه

ها از نواحی نمونه. آوري شدهاي برگی یک سانتیمتر مربعی جمع
اگرواینفیلتر شده و ترجیحاً از ناحیه سالم و خسارت ندیده در اثر 

با هاگیري نمونهعصاره. انجام اگرواینفیلتراسیون انتخاب شدند
100سپس . انجام شد20استفاده از بافر استخراج حاوي توئین 

هاي میکرولیتر از عصاره هر نمونه همراه با تکرار به چاهک
سطح فلورسنت با استفاده از دستگاه . میکروپلیت اضافه شد

)BioTek (Synergy2 Microplate Reader 508و نشر در
ي به دست آمده براي هر هامیانگین داده. گیري شدنانومتر اندازه

مقایسه SPSSدر نرم افزار ANOVAتیمار توسط روش آماري
P(شد  <0.05.(

بحثوجینتا

16cلایـن بـه GFPجهت انتقـال سـازه القاءکننـده خاموشـی ژن     

ــین بررســی فعالیــت مهارکننــدگی از گیاهــان تراریخــت و همچن
گروباکتریوم تزریق آآزمایش بیان موقت به روشازخاموشی ژن، 

ویـروس  بـا  16cپـس از تیمـار گیاهـان تراریخـت     .استفاده شـد 
حـاوي سـازه القاءکننـده خاموشـی ژن     )TRV(توتونايجغجغه

GFP        تغییر رنگ ایـن گیاهـان زیـر نـور مـاوراء بـنفش هـر روز ،
هـا بـه طـور    به طوري که پس از یک هفته، برگ. شدتر میمشهود

شدند و رنـگ سـبز تنهـا محـدود بـه      یبه رنگ قرمز دیده مکامل
-شـکل  (ها بود ساقه c1 .(       ایـن تغییـر رنـگ نشـان دهنـده وقـوع

که در اثـر مشـابهت در   استخاموشی ژن پروتئین فلورسنت سبز 
و ژن بیگانه که به طور ) GFP(ههاي ژن داخلی گیاه تراریختتوالی

در نتیجــه رنــگ ســبز وحاصــل شــده اســتشــده، موقــت بیــان 
در . دهدس از چند روز جاي خود را به رنگ قرمز میفلورسنت پ

زنی با ویـروس بـرگ   بررسی این گیاهان در روز سوم پس از مایه
زیر نور ماوراء بنفش، تغییـر رنـگ بـه طـور     ) GFLV(بادبزنی مو 

از روز چهـارم تـا   . زنی شده دیـده شـد  هاي مایهموضعی در برگ
هـاي  میک در برگهشتم، تغییر رنگ از قرمز به سبز به طور سیست

انتهایی گیاهان تراریخت نمایان شد و تا روز هشـتم، هـر روز بـه    
ایـن  . هاي تغییر رنگ یافته در این گیاهـان افـزوده شـد   تعداد برگ

هاي نوظهور که نشان دهنده تغییر رنگ مجدد گیاه به سبز در برگ
در گیاه و نیز مهار خاموشی ژن بود، در GFLVحضور سیستمیک 

ویـروس نمایـان   GHuو F13زنی شده با هر دو نـژاد  هگیاهان مای
این تغییر رنگ حاکی از عملکرد یک یا چند ). a, b-1شکل (شد 

ژن از ویروس برگ بـادبزنی مـو اسـت کـه بـه عنـوان مهارکننـده        
اند خاموشـی  کنند و توانستهخاموشی ژن در این ویروس عمل می

نتـایج آزمـون   همچنـین . ژن پروتئین فلورسنت سبز را مهار کننـد 
RT-PCR حضور ،GFLV  زنـی در ایـن   را یک هفته پـس از مایـه

1200انـدازه اي بـه  گیاهان تأیید کرد و آغازگرها توانسـتند قطعـه  
).2شکل (این ویروس تکثیر کنند RNA1از جفت باز 
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- مایهGFLV-F13 .(bزنی با نژاد مایهTRV .((a(اي توتون ویروس جغجغهو تیمار شده باN. benthamianaروي گیاهان تراریخته GFLVزنی مایه-1شکل

.به عنوان کنترلGFLVزنی با بدون مایه pTRVو تیمار شده با N. benthamianaگیاه تراریخته GFLV-GHu .(cزنی با نژاد 

Figure 1- GFLV inoculation on transgenic N. benthamiana and treated with pTRV. a) GFLV-F13 inoculation. b) GFLV-GHu

inoculation. c) Transgenic N. benthamiana and treated with pTRV without GFLV inoculation as control.

-GFLV .1ا استفاده از آغازگرهاي اختصاصی زنی شده با ویروس برگ بادبزنی مو بو مایهpTRVگیاهان تراریخته تیمار شده با RT-PCRتجزیه و تحلیل - 2شکل 
جفت بازي در گیاهان 1200قطعه تکثیر شده -F13 .4-5زنی شده با نژاد جفت بازي در گیاهان مایه1200قطعه تکثیر شده -3-2.نشانگر مولکولی یک کیلوبازي 

.به عنوان کنترل منفیGFLVزنی با و بدون مایهTRVگیاه تیمار شده با -GHu .6زنی شده با نژاد مایه

Figure 2- RT-PCR analysis of treated transgenic plants with pTRV and inoculated by GFLV specific primers. 1-1kb DNA

ladder. 2- 3- GFLV-F13 Inoculation. 4- 5- GFLV-GHu Inoculation. 6- Treated plant with TRV and without GFLV inoculation

as negative control.
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اگرواینفیلتر شده با سازه القاءکننده 16cدر بررسی گیاهان 
)2B(MPو) Pol)1Eهايهاي حامل ژنخاموشی و متعاقباً با سازه

گونه تغییر رنگی در ناحیه زیر نور ماوراءبنفش، هیچ
اگرواینفیلتراسیون شده در گیاهان مورد مطالعه مشاهده نشد 

که در گیاهان اگرواینفیلتراسیون شده با در حالی). c, d -3شکل (
اي نمایان شد و همه نواحی ، تغییر رنگ قابل ملاحظهp24ژن 

تیمار شده به طور واضح از رنگ قرمز به سبز تغییر رنگ دادند 
گونه تغییر رنگی هم از رقم واضح است که هیچ). b-3شکل (

.Nه و نیز گیاه تراریخت) f-3شکل (وحشی  benthamiana که با
pTRV شکل (اگرواینفیلتر شده بودندa-3 (رفتانتظار نمی .

بررسی همه گیاهان از روز سوم تا هشتم پس از اگرواینفیلتراسیون 
.اي ایجاد نشدادامه داشت ولی تغییر قابل ملاحظهUVزیر نور 

همچنین نتایج سنجش میزان فلورسنت با نتایج چشمی مطابقت 
این سنجش که در روزهاي سوم و چهارم بعد از . داشت

انجام شد، در هر دو روز GFLVهاي اگرواینفیلتراسیون با ژن
نتایج حاصل از تجزیه و . متوالی نتایج یکسانی را در برداشت

یزان جذب نشان داد که م% 5ها در سطح احتمال تحلیل داده
-، مشابه نمونهp24هاي اگرواینفیلتر شده با ژن فلورسنت در نمونه

-بود و تفاوت معنی) GFP)16cهاي گیاهان تراریخت بیان کننده 

در حالی که این . هاي این دو گروه وجود نداشتداري بین نمونه
- نمونه، )Pol)1E( ،MP)2Bهايداري با نمونهدو گروه، تفاوت معنی

، گیاهان )pTRV)16c-pTRVت و تیمار شده با هاي تراریخ
-WT(pTRVو نیز گیاهان وحشی تیمار شده با ) WT(وحشی

pTRV ( نشان دادند)شکل- a, b4.(

بنفش گرفته ها در زیر نور ماوراء عکسpTRV.و تیمار شده با) N. benthamiana)16cروي گیاهان تراریخته GFLVهاي هاي حامل ژنتیمار با سازه-3شکل
-cGFLV-(1E)Pol .(dGFLV).به عنوان کنترل مثبتp24تیمار با سازه حامل GFLV .(bهاي و بدون تیمار با ژنpTRVتیمار شده با 16cگیاه a). شده است

(2B)MP.(e 16گیاهcبدون تیمار به عنوان کنترل .(f گیاه وحشی تیمار شده باpTRV به عنوان کنترل)به با گیاه وحشی بدون تیمارکاملاً مشا.(

Figure 3- Agroinfiltration with the constructs including GFLV genes on treated transgenic N. benthamiana with pTRV.
Photographed under UV light. a) Treated 16c with pTRV and without treatment with GFLV genes. b) Treated with p24 as
positive control. c) GFLV-(1E)Pol. d) GFLV-(2B)MP. e) The 16c plant without any treatment. e) The treated wild type plant
with pTRV as control (The same with WT plant without treatment).
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- دهد که تفاوت معنیحروف یکسان در نمودار نشان می. GFLVهاي و سپس با ژنpTRVبا و تیمار شده 16cدر گیاهان تراریخته سنجش سطح فلورسنت-4شکل 

P(داري در میزان جذب فلورسنت وجود ندارد  <0.05.(a ( روز سوم پس از اگرواینفیلتراسیون باGLRaV-2 -p24هاي و سازهGFLV.b ( روز چهارم پس از
GLRaV-2اگرواینفیلتراسیون با  -p24هايو سازهGFLV.

Figure 4- The evaluation of the fluorescence level in the treated 16c plants with pTRV and subsequently GFLV genes. The
same letters within a graph represent no significant difference in fluorescence (P<0.05). a) 3 days post Agroinfiltration with
GLRaV-2 -p24 and GFIV constructs. b) 4 days post Agroinfiltration with GLRaV-2 -p24 and GFIV constructs.

نتوانستند p24برخلاف )2B(MPو )Pol)1Eهاي از آنجا که ژن
اي در سطح فلورسنت در گیاهان تراریخت افزایش قابل ملاحظه

16c که ژنGFPیجاد کنند و عملکرد ها خاموش شده بود، ادر آن
ها مشابه گیاهانی بود که به عنوان شاهد منفی در این تحقیق آن

توان گفت که ژن مهارکننده خاموشی درمیاستفاده شدند، 
ویروس برگ بادبزنی مو هنوز ناشناخته بوده و مطالعات و 

با این GFLVاي از ژنوم آزمایشات بیشتري جهت تعیین ناحیه
و همکاران در سال Vigneنتایج با نتایج نای. عملکرد نیاز است

هاي کنندهبراي شناسایی تعیینVigne. مطابقت داشت2013
نژاد RNA2و RNA1مربوط به cDNAهاي عفونی علایم، کلون

GHu وF13 ویروسGFLV را تهیه و با استفاده از رویکرد
هاي علایمکننده، تعیینGHuژنتیک معکوس نشان داد که در نژاد 

ژن پلیمراز 3'نوکلئوتید انتهاي 408خصوصاً در RNA1روي 
)RdRp (رسد این ژن به عنوان قرار دارند، اما به نظر نمی

رقم آزمایش دیگري با استفاده از. مهارکننده خاموشی عمل کند
-در هیچ)Pol)1Eانجام شد، اما پروتئین N. benthamianaوحشی 

قادر به افزایش CMV-2bبرخلاف GHuو F13کدام از دو نژاد 
-در قسمت)Pol)1Eاین در حالی بود که پروتئین .نبودGFPبیان 

هاي اگرواینفیلتر شده به آسانی توسط آزمون وسترن بلاتینگ 
گونه فعالیت مهارکنندگی نتایج این آزمایشات، هیچ. ردیابی شد
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GHuدو نژاد )Pol)1Eخاموشی قابل ردیابی در ارتباط با پروتئین 

Vigne(نشان نداد GFLVویروس F13و  et al. همچنین ). 2013
2009مطالعات انجام شده در سال نتایج به دست آمده با نتایج 

حاوي توالی سريیک سازه سنجاقآندر مطابقت داشت که
.Nبه گیاه مدل GFLVنوکلئوتیدي ژن پروتئین حرکتی 

benthamianaگیاهان تراریخت به دست آمده،. معرفی شد
نشان دادند که GFLVزنی ویروسی با هاي متفاوتی به مایهواکنش

. شامل مقاومت، تأخیر در آلودگی، بهبود علایم و حساسیت بود
هاي لاینزنی درگونه آلودگی تا روز هفتم پس از مایهاگرچه هیچ

زنی، آلودگی به مشاهده نشد، اما دو هفته پس از مایههتراریخت
به عبارت دیگر سازه . شدهان مشاهده میطور واضحی در این گیا

حاوي ژن پروتئین حرکتی نتوانست مقاومت کاملی در این گیاهان 
ایجاد کند و تنها سبب تأخیر در آلودگی شد که ناشی از حضور و 

خاموشی ژن را پس سازوکاراي است که دو رشتهRNAفعالیت 
-Jardak(کند برداري در گیاه القاء میاز نسخه Jamoussi et al.

کننده دهد که حضور ژن مهارنشان میاتآزمایشاین ).2009
توانسته است بر مقاومت القاء GFLVخاموشی ناشناخته در ژنوم 

ي مبتنی بر ژن پروتئین حرکتی غلبه سرشده توسط سازه سنجاق
دلیل . باشدخاموشی ژن میکند که این به معنی مهار سازوکار

که سازه القاءکننده بر اساس ژن شکسته شدن مقاومت این است 
مهار کننده خاموشی این ویروس ساخته نشده است و در نتیجه 

زنی گیاه تراریخت شده با این سازه، ژن مهار کننده پس از مایه
اي نخواهد هاي دو رشتهRNAخاموشی ویروس، هدف اصلی 

روش . بود و در نتیجه مقاومت نیز به طور کامل القاء نخواهد شد
ربرده شده در این پژوهش جهت تعیین و ارزیابی فعالیت به کا

مناسب و تواند به عنوان روشیها، میمهارکنندگی خاموشی ژن
اعضاء جنسقابل اعتماد براي یافتن ژن مهارکننده خاموشی در

Nepovirusها به کار گرفته شودو سایر ویروس.
سپاسگزاري

ر گذاشتن مواد و از آقاي دکتر مارك فیوکس به خاطر در اختیا
ام این پژوهش در آزمایشگاه امکانات مورد نیاز جهت انج

مریکا ی دانشکده کشاورزي دانشگاه کرنل آشناسی گیاهویروس
صمیمانه تشکر ) یوركایستگاه تحقیقاتی کشاورزي در ایالت نیو(
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uppressor proteins of RNA Silencing have been well described in most genera of
plant viruses. The methodogy for identifying gene silencing suppressor activity of
a protein in a plant system has proven to be an important tool. Grapevine fanleaf
virus (GFLV) is one of the most common viral diseases in grapevines worldwide

and can cause up to 80% crop losses. GFLV is a bipartite member of the Nepovirus
subgroup A in the family Secoviridae and has a single-stranded positive-sense RNA
genome. A viral suppressor of RNA silencing (VSR) in Nepoviruses has not yet been
described and our knowledge of symptom determinant genes in nepeoviruses is very
limited. In this study, a transgenic GFP gene was silenced in transgenic Nicotiana
benthamiana line 16c, and then the ability of GFLV polymerase and movement proteins
to suppress gene silencing was evaluated. The efficiency of these two proteins was
compared with positive and negative controls. The results showed that neither protein
had the ability to suppress gene silencing. However, these proteins are involved in
symptom production and systemic infection. This study demonstrates a model method
for evaluation of suppressor activity of RNA Silencing.

GFLV, RNA Silencing, Suppressor of Gene Silencing
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