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:Potato X Potexvirus)زمینی سیبXس ویرو. زمینی ویروسها هستندیکی از عوامل اصلی کاهش محصول سیب

PVX)در این . ترین روش مبارزه با آن استفاده از ارقام مقاوم استباشد و عمدهاز مهمترین ویروسهاي این گیاه می
براي . مقاوم به این ویروس تولید شودزمینیگیاهان سیبRNA silencingگیري از تکنیک تحقیق سعی شد با بهره

ناقلدر PVXویروس P25ي ژن نتهابراي اسريسازي متوالی یک سازه سنجاقبا دو همسانهکار ابتدااین
pFGC5941 یشبرپتحتCaMV 35Sپروتئین . ساخته شدP25 نقش ممانعت ازRNA Silencing را در میزبان

و میانگره ت برگ نوترکیب حاصل پس از تایید، به آگروباکتریوم منتقل شده و قطعاناقل. ویروس به عهده دارد
زنی و زایی، جوانهپس از کالوس. شدندریزشتراLBA4404وسیله آگروباکتریوم سویه زمینی رقم آگریا بهسیب
روي RT-PCRگیاهان، با DNAروي PCRبررسی مولکولی با . زایی، گیاهان تراریخته انتخاب و تکثیر شدندریشه

RNAگیاهان تراریخته تکثیر شده و در گلخانه به روش مکانیکی با . د کردآنها وجود تراژن و بیان شدن آن را تایی
PVXنتایج . تلقیح شدندELISAبادي اختصاصی پروتئین پوششی با آنتیPVX مقاومت دو لاین تراریخته را نشان

ي کمک آغازگرهاگیاهان بهRNAروي RT-PCRبا PVXتایید مولکولی این دو لاین مقاوم سیب زمینی به . داد
PVXزمینی مقاوم به نتیجه این تحقیق منجر به تولید دو لاین مستقل سیب. ژن پروتئین پوششی ویروس انجام شد

آنها در شرایط مزرعه بایستی انجام پذیرد و مینی تیوبرهاي آنها جهت تکثیر و این همانیگردید که بررسی مقاومت
.تولید شود

هاي کلیديواژه
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مقدمه
Potato X Potexvirus)زمینیسیبXویروس  :PVX) از

باشد که باعث کاهش قابل گیاه میاینهاي ویروسمهمترین 
توسط 1931این ویروس در سال . شودمیآنتوجه عملکرد 

و ازFlexiviridaeخانواده ازاین ویروس. اسمیت توصیف شد
با پذیر،مشخلشکنخیپیکرهباPotexvirusجنس
میزان . تنانومتر اس550×12و اندازه ذرات حدود ssRNA+ژنوم

50تا 10زمینی بین خسارت این ویروس بسته به نژاد و رقم سیب
-آلودگی توام این ویروس با ویروس. درصد گزارش شده است

این .شودباعث ایجاد خسارت بیشتر میPVAو PVYهاي 
شود ی، پیوند و غده منتقل میآسانی از طریق مکانیکویروس به

& Beemster)ولی انتقال از طریق بذر و شته گزارش نشده است

de Bokx, 1987; Salazar, 1996; Verchot-Lubicz et al.,

هاي هگروودر ایران این ویروس از اکثر مناطق کشور .(2007
هاي خراسان و اردبیل گزارش شده از استانآنسهو یک نژادي 
Foroutani)است  et al., باعث کاهش عملکرد هایروسو.(2004
-زمینی از سالی به سال دیگر بخاطر تکثیر رویشی آن میسیب

اهمیت بسزایی داشته و این گیاهزايبیماریعوامل د و در بین نشو
از این رو تنها راه . روش درمان موثري براي آنها وجود ندارد

بذر عاري از مقاوم، ارقام رهایی از خسارت آنها استفاده از 
ی مثل مقاومتي ژنها. باشدویروس و کنترل ناقلین در مزرعه می

Rxها شناسایی شده استزمینی در مقابل ویروسدر سیب
)Kohm et al., 1993; Verchot-Lubicz et al., ، تاکنون )2007

ه کمک منجر به گزارش گیاهان مقاوم به ویروس بچندین مطالعه 
در تحقیقی نشان دادند که .اندسی به میزبان شدهانتقال ژنهاي ویرو

در سیب زمینی باعث ایجاد مقاومت PVXبیان پروتئین پوششی 
Bai)به این ویروس گردید  et al., و یا در تحقیقی دیگر (2009

زمینی مقاومت در سیبPVXنشان دادند که بیان ژن رپلیکاز 
Longstaff(نتیجه داد PVXخوبی به  et al., همچنین در . )1993

در توتون بیان شد و مقاومت PVXویروس P25تحقیقی مشابه 
در . و سایر توباموویروسها ایجاد نمودPVX ،TMVخوبی به 

گیاهان توتون تراریخت دو ویروس مذکور هیچ علایمی نشان 
Ares)نداده و نتوانستند تکثیر شوند  et al., 1998).

که ویروسمت به جدید ایجاد مقاوهاي یکی از مکانیسم
Duan(باشدمیRNA Silencingامروزه کاربرد فراوانی دارد  et

al., 2012 .(RNA Silencing درقدرتمنديدفاعیفرایند
و ممانعت از ویروس RNAتجزیه سببیوکاریوتهاست که
توانند اینمیهاویروسازبسیارياما. شودمیهمانند سازي آن 

اي سرکوب کنندههايین ویروسها پروتئینا.کنندمختلرافرایند
کهکنندبیان میراSilencing Suppressors Protein (SSP)بنام

RNA Silencing شودمیویروسباعث تکثیر را سرکوب و
(Pazhouhandeh, با بدون هومولوژي توالیهااین پروتئین. (2009

در مورد .تداخل دارندRNA Silencingمسیر در یمختلفءاجزا
RNAبه عنوان ممانعت کننده P25پروتئین PVXویروس 

Silencingکه با چسبیدن به پروتئین آرگونات شناخته شده است
و با تجزیه کردن آن از طریق پروتئازوم باعث RISCدر کمپلکس 

شود تا ویروس به راحتی در سلول میRNA Silencingسرکوب 
Chiu)تکثیر پیدا کند  et al., 2010).

اخیرا تحقیقاتی براي ایجاد مقاومت به ویروس از طریق 
RNA silencingهاي کمک طراحی سازهانجام شده است که یا به

هاي تولید کننده کمک سازهسنجاق سري تکرار معکوس و یا به
microRNA بوده است)Duan et al., در این تحقیق .)2012

تراریزشو RNA silencingگیري از تکنیک سعی شده با بهره
طراحی شده براي سنجاق سري بوسیله سازه زمینیسیبگیاهان 

.شودایجادگیاهان مقاوم به این ویروس P25ي ژن نتهاا

واد و روشهام

از RNAو استخراج PVXتهیه گیاه آلوده به ویروس 
جداسازي (سیب زمینی گیاه آلودهاز :زمینی آلودهبرگهاي سیب

PVXو آنتی بادي اختصاصی ELISAکه با ) شده از اطراف تبریز

به روش Trizolبا بافر RNAاستخراجشناسایی شده بود، 
Chomczynski)توصیف شده انجام شد  & Sacchi, 1987).

با :PVXویروس P25ژناي از و تکثیر قطعهcDNAسنتز 
کیت از استفادهاستخراج شده با RNAمیکروگرم از 4

SuperscriptIII(Invitrogen)سنتزcDNA انجام و به کمک
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P25Fintهاي برشیآغازگرهاي اختصاصی داراي سایت

(AAtctagactcgagATACCAGGCACTTTTTGCTGAC)به-
P25Rو رو به جلوآغازگرعنوان

(AAggatccccatggCTATGTCCCTGCGCGGACATA)به-
جفت بازي 400قطعه PCRبا واکنش برگشتیآغازگرعنوان 
.تکثیر شدP25انتهاي 

:pFGC5941وکتور در P25قطعه ژن همسانه سازي
:P25)Gene Bankنوکلئوتیدي400ژنقطعه GQ863228.1 (

ابتدا در بالادست اینترون)PVX(زمینی سیبXویروس 
Chalcone Synthase (CHSA) وکتورpFGC5941 (11407 bp)

(Pazhouhandeh et al., و NcoIبه کمک آنزیمهاي برشی (2006
XhoI و واکنش الحاق باT4 DNA Ligase(Fermentase) در

از تایید براي قرار داده شد و وکتور حاصل پسsenseجهت 
در این بار قطعه فوق). ھ1شکل (همسانه سازي دوم بکار رفت 

و XbaIو BamHIبه کمک آنزیمهاي برشی دست اینترون پائین
تهیه منظوربهantisenseدر جهت لیگاسیون  قطعات برش یافته 

هاي ایجاد تایید کلون.همسانه سازي شدP25سازه سنجاق سري
pFGC5941به کمک آغازگرهاي اختصاصی وکتور PCRشده با 

Fext)(AATCCCACTACCTTCGCAAGACCعنوانبه
pFGC5941 Rintو رو به جلوآغازگر

)CTTTCTACCTTCCCACAATTCG (آغازگرعنوان به
با استفاده از و senseاول در جهت همسانه سازيبرايبرگشتی

FintpFGC5941آغازگرهاي اختصاصی 

)CAGACAGATGTTTCCCAGCGAA (رو آغازگرعنوانبه
RextpFGC5941وبه جلو

)AAACCGGCGGTAAGGATCTGAG ( آغازگربه عنوان
antisenseدوم در جهت همسانه سازيجهت تایید برگشتی

.شدانجام

نوترکیب و انتقال آن به pFGC5941ر تکثیر وکتو
براي Top10نژاد Escherichia coliز باکتري ا:آگروباکتریوم
بعد از .استفاده شدP25ژنقطعه همسانه سازيانجام مراحل 

باکتري تراریزش باکتري به روش شایستههاي تهیه سلول
با Multiporator (Eppendorf)الکتروپوراسیون توسط دستگاه 

براي گزینش . ثانیه انجام شدمیلیپنجکیلوولت به مدت 5/2ژ ولتا
هاي مثبت بعد از تراریزش، با توجه به ساختار وکتور و کلنی

روي وکتور، از کانامایسینبیوتیکوجود ژن مقاومت به آنتی
استخراج . استفاده شدµg/ml50کانامایسینحاوي LBمحیط 

mini prep(Sambrookروشپلاسمید به et al., انجام(1989
چهار وکتور ي نوترکیب،وکتورها،منظور تائید بیشتربه. گردید

IBMP-CNRSمرکز توالی یابییابی بهبراي توالینوترکیب 

یکی از وکتورهاي تایید شده به روش .گردیدفرانسه ارسال 
نژاد Agrobacterium tumefaciensباکتري الکتروپوراسیون به 

LBA4404روي محیط هاي مثبتکلنی،براي گزینش.دمنتقل ش
LB جامد حاوي کانامایسین و ریفامپیسینµg/ml100 تبه مد

هاي سلول. شدندکشتC28°دو شب در انکوباتور 
LBدر محیط pFGC5941حامل وکتور نوترکیب یومباکترآگرو

آن به OD600تا یافتند مایع داراي کانامایسین و ریفامپیسین تکثیر 
هاي نشست سلولبعد از حذف محیط کشت، ته. رسید1تا 7/0

.مایع مخلوط شدMSباکتري با محیط 
- اي سیبگیاهان درون شیشه:زمینیتراریزش گیاه سیب

زمینی رقم آگریا براي اطمینان کامل از عاري بودن از ویروس 
PVX با آزمون ،DAS-ELISA وRT-PCR مورد بررسی قرار

MS)1962Murashige andاده از محیط با استفسپس. گرفتند

skoog (قطعات نیم تا یک . هاي کشت تکثیر شدنددرون شیشه
براي تکثیر یافتهزمینیگیاهان سیبمتري میانگره ساقهسانتی

سلولکشت همزمان قطعات گیاه با . استفاده شدندانجام تراریزش 
عت، به مدت یک ساC20°در دماي آگروباکتریوم شایستههاي

لیتر میلی20درونتاریکی در و rpm50روي شیکر با سرعت
. انجام شدبیوتیک بدون آنتیبا نصف غلظت مایع MSمحیط 

mg/l(غنی شده با MSهاي گیاهی سپس به محیط ریزنمونه

02/0(GA3 ،)mg/l2/0 (NAA و)mg/l3/0TDZ ( ساکارز ،
Cefotaximeبیوتیک حاوي آنتی% 8و آگار % 5/2 (350 mg/l)

ساعت نور و 16در وشدهانتقال دادهبراي حذف آگروباکتریوم 
زایی تا کالوسنگهداري شدنددو هفتهبه مدت ساعت تاریکی8

تراریزش برايریزنمونه120در این تحقیق از .صورت گیرد
در ادامه کالوس هاي ایجاد شده به محیط کشت .گردیداستفاده
Phosphinothricinو Cefotaximeحاويجدید (PPT: 10
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mg/l)کالوس .هاي تراریخت منتقل شدندبراي گزینش نمونه
بافقط گیاهان تراریخت. زنی آغاز شدزایی ادامه یافت و جوانه

T-DNA ژن مقاومت به که مورد نظرPPT ،را دریافت کرده بودند
از کالوسهاي گزینش شده پس.در این مرحله به رشد ادامه دادند

mg/l02/0(GA3 ،)mg/l(ریشه زایی به محیط جدید حاوي  

02/0 (NAA و)mg/l3/0(TDZ منتقل شدند تا جوانه زنی
دست آمده به صورت مستقل کامل بهگیاهان. صورت گیرد

هفتهدوبه مدت مجددا بودنبراي تائید تراریختنامگذاري و
.شدندکشتواگزینشدیگر در شرایط

گیاهان و بررسی بودنلکولی تائید تراریختوهاي مروش
سه گیاه از ژنومی DNAاستخراج : نویسی ژن هدفانتقال و رو
,Doyle & Doyle)صورت گرفتCTABبه روش تراریخت 

در داخل ژنوم این گیاهان، از T-DNAد وجود ییبراي تا. (1987
PCR مختلف قطعه کلون شدهآغازگرهايباP25 و همچنین

پس از تکثیر گیاهان . وکتور استفاده شداي مربوط به آغازگره
انجام شد Trizolبه روش RNAتراریخت، استخراج 

(Chomczynski & Sacchi, با کیت cDNAسپس . (1987
SuperscriptIII(Invitrogen) سنتز و واکنشPCR با آغازگرهاي

انجام mRNAجهت بررسی وجود P25اختصاصی قطعه ژن 
.گردید

هاي گیاهچه: PVXمقاومت گیاهان تراریخت به بررسی
همراه گیاهان غیرتراریخت اي تراریخت تکثیر یافته بهدرون شیشه

% 60و خاك % 20، کوکوپیت %20به بستر کشت حاوي پرلیت 
نصف غلظت به MSمنتقل و پس از دو هفته آبیاري با  محلول 

گیاه پس از تکثیر در PVXویروس . محیط خاك سازگاري یافتند
-باديبه کمک آنتیELISAتوتون و تایید آلودگی از طریق آزمون 

ویروس، براي تلقیح به روش پروتئین پوششیهاي اختصاصی 
دو . مکانیکی روي گیاهان تراریخت و غیرتراریخت استفاده گردید

گیاهان از برگهاي جدید تلقیح نشده RNAهفته پس از تلقیح، 
با استفاده از . جام گرفتانcDNAبالایی استخراج و سنتز 

PVXویروس پروتئین پوششیآغازگرهاي اختصاصی ژن 

)PVXCPF: aaGGATCCatgtcagcaccagctagcaca آغازگر رو به
:PVXCPRجلو و  aaGAATTCttatggtggtgggagagtgac آغازگر

براي بررسی تکثیر یا عدم تکثیر ویروس PCRواکنش )برگشتی
.انجام شد

نتایج

در وکتـور  PVXویـروس  P25زي قطعـه ژن  همسانه سا
pFGC5941 :   ــه ــت ب ــراي ایجــاد مقاوم ــق ب ــن تحقی ، PVXدر ای

بـدین  . باشـد مورد نظر مـی PVXاز ژنوم P25خاموش کردن ژن 
P25منظور سازه سنجاق سري تکرار معکوس قطعـه انتهـایی ژن   

طراحـی و سـاخته   ) الف-1(مطابق شکل pFGC5941در وکتور 
پـس از بدسـت آوردن   . زمینـی منتقـل شـود   بشد تا به گیـاه سـی  

و سـنتز  RNAزمینی و استخراج ویروس از روي نمونه هاي سیب
cDNA ــنش ــاي    PCRواک ــا آغازگره ــه ژن ب ــر قطع ــراي تکثی ب

,P25Fint)اختصاصی  P25R)هاي برشی انجـام شـد   حاوي سایت
PCRجفـت بـازي   400پـس از تاییـد محصـول    ).ب-1شکل (

فورز، خالص سازي آن و برش آنزیمی ابتدا روي ژل آگارز الکترو
بـرش آنزیمـی همزمـان    . گردیدانجامNcoIو XhoIبا آنزیمهاي

پـس از بـرش آنزیمـی،    . روي وکتور خـالی نیـز صـورت گرفـت    
(LMP)ژل آگارز با دمـاي ذوب پـایین   قطعات مورد نیاز از روي 

با توجه بـه اینکـه در آغازگرهـاي    . جداسازي و خالص سازي شد
P25Fint وP25Rهاي ، به ترتیب مکان آنزیمXhoI وNcoI  تعبیـه

bp400بانـد  PCRشده است، از واکنش برش آنزیمی محصـول  
از برش آنزیمـی وکتـور خـالی بخـاطر     ). ج-1شکل(آمد بدست 

وکتـور بـه   bp80نزدیک بودن دو سایت برشی با حـذف تقریبـاً   
).د-1شکل (شکل خطی درآمد 

و وکتـور  PCRلیگاسیون بین محصـول  بعد از انجام واکنش 
.Eسازي آن، محصول لیگاسیون بـه بـاکتري   برش یافته و خالص

coliهایی که بر روي محـیط حـاوي کانامایسـین    منتقل و از کلنی
رشد کـرده بودنـد، واکـنش    ) pFGC5941ژن مقاومت در وکتور (

PCR هـاي اختصاصـی وکتـور    با آغـازگرpFGC5941  در جهـت
sense)Fext وRint ( انجام شد) الف-2شکل .(
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ھ
از . antisenseو senseدر جهت P25اي از ژن نقشه خلاصه شده وکتور و استراتژي همسانه سازي قطعه) الف: pFGC5941در وکتور P25همسانه سازي -1شکل 

، محل CaMV-35S، پروموتور T-DNAت ژن مقاومت به بستا داخل ، کاس(LB)، حاشیه چپ T-DNAچپ به راست شامل کاست ژن مقاومت به کانامایسین خارج از 
- می(RB)و حاشیه راست Octopine Synthase، ترمیناتور ژن antisenseمحل ورود ژن در جهت Chalcone Synthase A، اینترون ژن senseورود ژن در جهت 

روي P25Rو P25Fintبا آغازگرهاي اختصاصی PVXویروس cDNAروي P25قطعه ژن PCRمحصول) ها مشخص شده است بمحل سایت برشی آنزیم.باشد
روي ژل آگارز با NcoIو XhoIپس از برش آنزیمی با PCRنتیجه الکتروفورز محصول) ج. جفت بازي می باشند400هر دو لاین داراي باند . ژل آگارز الکتروفورز

) ھ. روي ژل آگارز با نقطه ذوب پایینNcoIو XhoIجفت باز پس از برش آنزیمی با 11407با اندازه pFGC5941نتیجه الکتروفورز وکتور خالی ) د. نقطه ذوب پایین
pFGC5941وکتورنقشه

Fig1. Cloning of PVX P25 in pFGC5941 plasmid (sense).
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و روي پلاسمیدهاي استخراج شده از باکتري ) الف(هاي باکتري روي کلنیRint)و Fext(هاي اختصاصی وکتور با آغازگرPCRنتیجه الکتروفورز محصول -2شکل 
در . شودجفت بازي دیده می620باند1-7در هفت ستون ) الف. senseدر جهت P25سازي اول قطعه ژن محصول همسانهpFGC5941حاوي وکتور نوترکیب ) ب(

در ستون اول ) ب. جفت باز است300باشد که در آن فاصله این دو آغازگر به عنوان کنترل میروي وکتور خالیPCRجفت بازي نتیجه 300باند تقریبا (-C)ستون آخر 
(C-) بخاطر مشکل در 3در ستون . (جفت بازي قابل مشاهده است620ها باندو در بقیه ستون) وکتور خالی(جفت بازي مربوط به کنترل منفی 300باندPCR باندي

)مشاهده نمی شود
Fig2. The Electrophoresis of PCR products on bacterial (a) and Plasmid DNA (b) with plasmid primers

-bp620)80وکتور نوترکیب جدید بایستی بانـدي معـادل   
انـدازه  bp400. باشـد داد که در شکل مشخص میمی) 300+400

فاصله پرایمرهـا روي وکتـور   bp300وارد شده و P25قطعه ژن 
. باشـد قطعه افتاده از وکتور در بـرش آنزیمـی مـی   bp80و خالی 

هایی که روي محیط انتخابی رشـد کـرده بودنـد،    تقریباً تمام کلنی
روي PCRنتیجه) الف-2(باند درستی را نشان دادند که در شکل 

هـاي مثبـت،   جهت تائید نهایی کلنی. آورده شده استهفت کلنی
بـا شـرایط فـوق    PCRها نیـز  آنها استخراج و از هاي آنپلاسمید

هـا بـراي شـروع همسـانه     از یکـی از آن ). ب-2شکل (انجام شد 
.استفاده شدantisenseسازي دوم در جهت 

در antisenseدر جهــت P25گیــري قطعــه بــه منظــور قــرار
ــور  ــنش  pFGC5941وکت ــر واک ــار دیگ ــازگرPCRب ــا آغ ــاي ب ه

bpو قطعـه  انجـام ) P25Rو P25)P25Fintاختصاصی قطعه ژن 

پس از تایید نتیجه، بقیه محصـول  ). الف-3شکل (تکثیر شد 400
PCRسازي و براي برش آنزیمی، ایـن بـار از دو   مانند قبل خالص

وکتـور محصـول همســانه   . اسـتفاده شـد  BamHIو XbaIآنـزیم   
). ب-3شکل (سازي اول نیز همزمان با این دو آنزیم برش یافت 

ــرش آ  ــس از ب LMPنزیمــی روي ژل آگــارز قطعــات مطلــوب پ

جداسازي و خـالص سـازي شـد و واکـنش لیگاسـیون بـین آنهـا        
هـا،  پس از انتقـال بـه بـاکتري و گـزینش کلنـی     . صورت پذیرفت

) Rextو Fint(بــا آغازگرهــاي اختصاصــی وکتــور PCRواکــنش 
هـاي مثبـت حـاوي قطعـه ژن، بانـد      ها انجام و از کلنیروي کلنی

از Rextآغـازگر  ). ج-3شـکل (مـد  بـه دسـت آ  bp1172تقریبـاً  
ــد  ــازگر 4291نوکلئوتیـ ــد Fintو آغـ ــه 3505از نوکلئوتیـ بـ

کننـد، لـذا بانـد حاصـله روي     اتصال پیدا مـی pFGC5941وکتور
، و در صـورت  )ج-3شکل (باشد bp786وکتور خالی باید داراي 

هنگام برش bp14سنس با افتادن در جهت آنتیP25داشتن قطعه 
ســه کلنــی . بدسـت آیــد ) bp1172)14-400+786بایسـتی بانــد  

از ایـن سـه   ) ج-3شـکل (گزینش شده چنین باندي را نشان دادند 
ها واکنش کلنی، استخراج پلاسمید صورت گرفت و براي تائید آن

PCR   ــت ــام یاف ــاره انج ــکل(دوب ــتر   ). د-3ش ــد بیش ــراي تائی ب
-پلاسمیدهاي نوترکیب حاصل، این سه وکتور نهائی بـراي تـوالی  

توالی یکی از ایـن وکتورهـا بـراي هـر چهـار      . ی ارسال گردیدیاب
چـاپ شـده در   P25بـا تـوالی   pFGC5941آغازگر روي وکتور 

NCBIشماره بهGQ863228شـکل  (خوبی تایید شـد  بررسی و به
.استفاده گردیدکه از آن براي ادامه کار) ه-3
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جفت باز پس از برش P25400قطعه ژن PCRمحصول نتیجه الکتروفورز ) الف: pFGC5941وکتور سنس در در جهت آنتیP25همسانه سازي  قطعه ژن -3شکل 
سازي اول پس از برش آنزیمی با آنزیمهاي محصول همسانهpFGC5941-P25وکتور نوترکیب نتیجه الکتروفورز ) ب. LMPروي ژل آگارز XbaIو BamHIآنزیمی با 

سنس روي کلنی هاي گزینش شده در محیط انتخابی با آغازگرهاي در جهت آنتیP25سازي دوم قطعه ژن براي تائید همسانهPCRنتیجه الکتروفورز محصول ) ج. فوق
روي وکتور PCRجفت بازي نتیجه 786باند 6ستون . هستندP25جفت بازي و بقیه فاقد 1172داراي باند 9و 8، 5هاي در ستون. )Rextو Fint(اختصاصی وکتور 

سنس روي سه پلاسمید استخراج شده از در جهت آنتیP25سازي دوم قطعه ژن براي تائید مجدد همسانهPCRالکتروفورز محصول نتیجه) د. عنوان کنترل استبهخالی
- همردیفی نتیجه توالی)ه.DNAاندازه رکرما: M. عنوان کنترل استروي وکتور خالی بهPCRجفت باز دارند و ستون اول نتیجه 1172با اندازه هاي مثبت که باندکلنی

جهت آنتی سنس P25سنس با چهار آغازگر وکتور و مقایسه قطعه ژن در هر دو جهت سنس و آنتیP25داراي قطعه ژن pFGC5941یابی یکی از سه پلاسمید مثبت
.APE، به کمک نرم افزار NCBIدر P25موجود در آن با توالی ثبت شده

Fig3. Cloning of PVX P25 in pFGC5941 plasmid (antisense).

pFGC5941ترکیب نووکتور زمینی باتراریزش گیاه سیب

به کمک PVXویروس P25سري تولید کننده سازه سنجاق
بعد از اینکه در هر دو pFGC5941نوترکیب ناقل:آگروباکتریوم

اي هیابی تائید شد، به سلولسنس توسط توالیجهت سنس و آنتی

تایید PCRها با آگروباکتریوم منتقل و وجود این پلاسمید در آن
زمینی در ادامه این کلنی تکثیر و براي تراریزش گیاهان سیب. شد

زمینی رقم اي سیبهاي درون شیشهگیاهچه.کار استفاده شد
تکثیر شده و قبل از شروع از جهت وجود MSآگریا در محیط 
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هاي آنها سپس، میانگره.شدندتستELISAچند ویروس مهم با 
متر تهیه و جهت همکشتی با به طول نیم تا یک سانتی

. استفاده شدpFGC5941اگروباکتریوم حاوي پلاسمید نوترکیب 
زایینمونه ها بعد از یک ساعت هم کشتی در محیط کالوس

براي حذف اگروباکتریوم قرار Cefotaximeحاوي آنتی بیوتیک 
سپس . ها تشکیل یافتندروز کالوس14بعد از داده شدند و تقریباً

-زنی حاوي عامل انتخابهفته در محیط جوانه4گیاهان به مدت 

براي Cefotaximeو همچنین PPT، یعنی T-DNAگر روي 
هاي باقیمانده برده شدند و اطمینان از عدم رشد آگروباکتریوم

در هر .شدمقاوم بودند آغاز PPTجوانه زنی گیاهانی که در برابر 

ظرف کشت تنها یک گیاه حاصل از تراریزش قرار گرفت و 
این گیاهان در سن چهار . نامگذاري مستقل شده و تکثیر یافت

.هاي مولکولی استفاده شدندهفتگی براي آنالیز

DNA: گیاهـان تراریخـت  DNAرسی وجود تراژن در بر

راج ژنومی سه گیاه از بین گیاهان حاصل از محیط انتخابگر اسـتخ 
در داخـل ژنـوم ایـن گیاهـان، از     T-DNAبراي تائید وجـود  . شد

PCRهاي مختلف قطعه کلون شـده در وکتـور اسـتفاده    با آغازگر
مختلـف بصـورت زیـر انجـام     PCRبدین منظـور سـه نـوع    . شد

.پذیرفت

. PVXویروس P25سري زمینی با سازه سنجاقهاي تراریخت سیبنمونهزنی ریززایی و جوانهکالوس) الف: زمینیتایید وجود تراژن در گیاهان تراریخت سیب-4شکل 
ژنومی DNAروي P25 Rو P25 Fintهاي با آغازگرPCRنتیجه الکتروفورز محصول) ج. زمینی تراریختزایی و بازکشت گیاهان سیبها و ریشهجداسازي جوانه) ب

زمینی غیرتراریخت انجام گیاه سیبDNAمربوط به کنترل منفی روي 1، ستون )bp400ه سه گیاه حاوي باندبمربوط6و 5، 4هاي ستون(زمینی تراریخت گیاهان سیب
با PCRنتیجه الکتروفورز محصول ) د.به عنوان کنترل مثبتpPVXنوترکیب و وکتور pFGC5941به ترتیب روي وکتور PCRمحصول 3و 2ستون . شده است

PCRجفت باز است که این باند با 620، 5و 4، 3ژنومی گیاهان تراریخت، باند موجود در ستون هايDNA، روي pFGC5941 Rintو pFGC5941 Fextآغازگرهاي 

PCRنتیجه الکتروفورز محصول ) ه. ، کنترل منفی روي گیاه غیرتراریخت1ستون . کندبرابري می) 2ستون (ترکیب انجام شده نوpFGC5941کنترل مثبت که روي وکتور 

جفت باز بوده و با باند کنترل 1172، 5تا 3هاي ژنومی گیاهان تراریخت، باند موجود در ستونDNA، روي pFGC5941 Rextو pFGC5941 Fintبا آغازگرهاي 
محصولالکتروفورزنتیجه) و.کنترل منفی روي گیاه غیرتراریختPCRنتیجه2برابر است، ستون ) 1ستون (ترکیب انجام شده نوpFGC5941مثبت که روي وکتور 

RT-PCRآغازگرهايباpFGC5941 FextوpFGC5941 Rext،رويcDNAازشدهسنتزهايRNAنشدرویتدو گیاه تراریخت باندياز. تراریختگیاهانهاي
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CHASاینترونطولبازجفت1352حذفبا،cDNAدروناینترتوالیحذفگرفتننظردربا. شودمیدیدهباندبودسومگیاهبهمربوطکهشماره چهارستوندرولی

.گرفتقرارمحدودهایندر3ستونباندکهشدخواهدحاصلجفت باز1500-2000محدودهدرباندي
Fig4. Confirmation of transgene presence in transgenic potato plants (DNA and PCR).

هاي استخراج شده از RNAهاي سنتز شده از cDNAروي pFGC5941 Rintو pFGC5941 Fextهاي با آغازگرPCRل نتیجه الکتروفورز محصو) الف-5شکل 
دو ستون آخر، نتیجه . کندنوترکیب برابري میpFGC5941، یعنی 1که با اندازه باند کنترل مثبت در ستون 4و 3، 2جفت بازي در ستون هاي 620باند . گیاهان تراریخت

PCR رويcDNAانتقال و سازگاري ) ج. زمینی در لاین هاي مستقلاي گیاهان تراریخت سیبتکثیر درون شیشه) ب. باشدگیاه غیرتراریخت به عنوان کنترل منفی می
.گیاهان تراریخت سیب زمینی به گلدان

Fig5. Confirmation of transgene expression (RNA and RT-PCR) in transgenic potato plants.

DNAروي P25 Rو P25 Fintبـا آغازگرهـاي  PCR) الف

DNAبـراي هـر سـه    PCRنتیجـه ایـن   : ژنومی گیاهان تراریخت

بـه  PVXنوترکیب و pFGC5941هاي از وکتور. ژنومی مثبت بود
از 5و 4، 3هـاي  ستون).  4شکل (عنوان کنترل مثبت استفاده شد 

. محیط انتخابگر انجام شـد سه گیاه مختلف حاصل ازDNAروي
. بدین ترتیب وجود تراژن در این گیاهان تایید گردید

pFGC5941وpFGC5941 Fextبـا آغازگرهـاي   PCR) ب

Rint :PCRهاي مربوط به وکتور در ناحیـه بالادسـت و   با آغازگر
ــه   ــل ورود قطع ــت مح ــایین دس ــی P25پ ــنس یعن ــت س در جه

pFGC5941 Fext وpFGC5941 Rint باند موجـود در  . شدانجام
ترکیـب در  نـو pFGC5941ژنوم گیاه، با نتیجه حاصـل از وکتـور   

). ب-4شکل (جهت سنس مطابقت داشت 

pFGC5941و pFGC5941 Fintهـاي  با آغـازگر PCR) ج

Rext : اینPCR   با جفت آغازگرهاي دو طرف محـل ورود قطعـه
P25 نتیجه این . سنس انجام شدجهت آنتیدرPCRکـه  نشان داد

ژنـومی هـر سـه    DNAسنس هم به آنتیدر جهت P25ژن قطعه 
بررسی بیـان تـراژن   ). ج-4شکل(گیاه تراریخت وارد شده است 

سه لایـن انتخـاب شـده از    از :RT-PCRدر گیاهان تراریخت با 
گیاهان تراریخت پـس از تکثیـر و تاییـد حضـور تـراژن در درون      

DNA ژنومی آنها، استخراجRNA روش مبتنـی بـر   با اسـتفاده از
Trizol  صورت گرفت و سپس تیمـارDNase  پاسـخ  . انجـام شـد
نشان داد که DNaseها پس از تیمار RNAاولیه روي PCRمنفی 

سـنتز  cDNAها، RNAآنگاه از روي .  وجود نداردDNAآلودگی 
pFGC5941وpFGC5941 Fextآغازگرهاي استفاده ازشده و با

Rext واکنشPCRهدف از این کار، بررسی حضـور  .انجام شد
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mRNA   شـکل  (هاي حاصل از رونویسی سازه سنجاق سـري بـود
گیـاه سـوم بانـدي در    RNAسنتز شـده از  cDNAفقط در ). و-4

توانـد تائیـد حضـور    جفت باز دیـده شـد کـه مـی    2000محدوده
dsRNAP25در مورد گیاهان . هاي کل این گیاه باشدنوشتدر رو

ــان در مکانیســم  dsRNAاحتمــالا 2و 1 ــن گیاه ــاي ای RNAه

Silencingند و به اقرار گرفتهsiRNA نوکلئوتیـدي  24تـا  21هاي
بـراي اطمینـان از بیـان شـدن تـراژن در گیاهـان       . انـد تبدیل شـده 

بـه کمـک آغازگرهـاي    PCRآنها واکـنش  cDNAتراریخت روي 
pFGC5941 Fext وpFGC5941 Rint ،)   مخصوص تاییـد جهـت

جفـت بـازي   620نجام شد و در هر سه گیاه وجود بانـد  ا) سنس
همچون کنترل مثبت که روي وکتور انجـام شـد مشـاهده گردیـد     

). الف-5شکل(

با PVXبررسی مقاومت گیاهان تراریخت به ویروس 
ELISA :5شکل (اي گیاهان تراریخت پس از تکثیر درون شیشه-

وپیت، سازگار کوکوپرلیتو انتقال آنها به گلدانهاي حاوي) ب
مایع یک پنجم غلظت MSکردن آنها با آبیاري با محیط کشت 

شدهتکثیرPVXویروسعصاره). ج- 5شکل (صورت گرفت 
وتراریختگیاهاناینبهمکانیکیصورتبهآزمایشگاهدر

همچنین گیاهان غیرتراریخت به عنوان کنترل که در موازات 
تلقیح به روش مکانیکی . شدتلقیحها کشت شده بودند،تراریخت

هفتهدوگذشتازبعد. روي دو برگ میانی گیاهان انجام شد
و ELISAهاي بالایی گیاهان براي عصاره گیري تست برگ

با آنتی بادي ELISAنتایج . استفاده شدRNAاستخراج 
نشان داد که از سه لاین انتخاب PVXاختصاصی کت پروتئین 

را دریافت کرده اند PVXه شده تراریخت، دو لاین مقاومت ب
).الف-6شکل (

-RTبا PVXتایید مقاومت گیاهان تراریخت به ویروس 

PCR:RNA استخراج شده از گیاهان دو لاین تراریخت و
و اطمینان از DNaseهمچنین گیاهان غیرتراریخت پس از تیمار با 

cDNAکنترل، براي سنتز PCRبا DNAعدم وجود آلودگی 

استخراج شده و RNAاي اطمینان از کیفیت بر. استفاده شد
با آغازگرهاي PCRابتدا یک واکنش cDNAدرستی سنتز 

18SrRNA و ) ب پایین- 6شکل(مربوط به توتون انجام شد

ها در همه نمونهcDNAنتیجه الکتروفورز آنها نشان داد که سنتز 
آنگاه واکنش . تقریبا بصورت یکسان به خوبی انجام شده است

PCRآغازگرهاي اختصاصی باCP-PVXنتیجه . صورت گرفت
تراریخت لاین اول گیاهاننشان داد کهPCRالکتروفورز محصول 

محصول اندازه باند). ب-6شکل (هستند PVXبهمقاومو دوم
PCR جفت باز است که در کنترل مثبت 714پروتئین پوششیژن

لاین و گیاهان غیر تراریخت دیده شد اما در تکرارهاي دو
RT-PCRبا ELISAبدین وسیله نتیجه . تراریخت مشاهده نشد

.تایید شد

زمینی نتایج مجموعا نشان داد که دو لاین از رقم آگریا سیب
P25ژنازايسري قطعهسنجاقاند و حاوي سازهتراریخت شده

در میزبان RNA SilencingازکنندهممانعتکهPVXویروس
اند و تاکنون ین ویروس را دریافت کردهبه امقاومتوبودهاست

. تغییر ریختی ناهنجاري در گیاهان تراریخت مشاهده نشده است
در ادامه بایستی گیاهان این دو لاین تکثیر شده و ضمن کشت در 

تیوبر اقدام و میزان گلخانه و بررسی مرفولوژي آنها به تولید مینی
.تولید آنها با گیاهان غیرتراریخت مقایسه شود

ه گیريیجبحث و نت

جهتومیزباندربیماريایجادبرايهاویروس
میزبان RNA Silencingبرغلبهنیازمندخودتکثیروهمانندسازي

پروتئینهاویروسمیزبانباتکاملدروزمانطولدر. هستند
درRNA Silencingازکهکردندتعبیهخودساختاردرهایی

Suppressor ofبنام هاییپروتئینچنین.کندمیممانعتمیزبان

Silencing یا ممانعت کننده ازRNA silencingکههستندمشهور
دریااندشدهشناساییویروسیهايجنستمامدربیشوکم

,Pazhouhandeh)باشند میشناسائیحال 2009; Moissiard &

Voinnet, کدامرهمختلفهايتوالیباها،پروتئیناین. (2004
RNA Silencingمکانیسمازبخشیاختصاصی،ومستقلبطور

,Voinent)اندازندمیکارازرا 2001).P25هاییپروتئینازیکی
وظیفه مهم مثلچنددارايشود ومیکدPVXژنومازکهاست

پروتئین حرکتی ویروس وRNA Silencingکننده ازممانعت
Chiu)باشد می et al., توسط گروه 2010سالدر. (2010
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گیاهدرAGO1برP25تاثیر،Baulcombeتحقیقاتی
دارايAGO1وP25کهدادندبررسی شده و نشانآرابیدوپسیس

P25حضوردرAGO1میزانوبودهمولکولی قويمیانکنش

AGO1. استپروتئازومفعالیتوابسته بهکهیابدمیکاهش

RNAمهمترین آرگونات در مسیر  Silencing در گیاه
-آرابیدوپسیس است که بدون وجود آن حیات گیاه به مخاطره می

Chiu)افتد  et al., 2010).

هر ستون نمایشگر . PVXویروس پروتئین پوششیبا آنتی بادي ELISAنتیجه تست ) الف: PVXبررسی و تایید مقاومت گیاهان تراریخت سیب زمینی به -6شکل 
هر . بود135/0حد آلودگی در این تست  . باشندبه ترتیب کنترل منفی فاقد عصاره گیاهی و کنترل مثبت می+Cو -C. تکرار براي هر گیاه استمیانگین سه چاهک 

) ب. وس آلوده شدویردوازده گیاه تلقیح شده و تست شده لاین یک و دو گیاهان تراریخت به ویروس مقاومت نشان دادند اما لاین سوم مثل گیاهان غیرتراریخت به 
مربوط به توتون به 18SrRNAپایین با آغازگرهاي اختصاصی . مقاومت نشان دادندELISAروي دو لاین تراریخت که در تست RT-PCRنتیجه الکتروفورز محصول 

تا DNA ،1مارکر اندازه bp714 .Mبه اندازه PVXویروس پروتئین پوششیبالا با آغازگرهاي اختصاصی ژن . هاcDNAبراي اطمینان از درستی bp1000اندازه تقریبا 
DNAکنترل مثبت روي +Cزمینی، مربوط به شش گیاه غیرتراریخت سیب20تا 15مربوط به چهار گیاه لاین دوم تراریخت، 14تا 11مربوط به ده گیاه لاین اول و 10

.cDNAکنترل منفی فاقد -Cو pPVXوکتور 

Fig6. Resistance assay of potato transgenic plants to PVX by ELISA and RT-PCR.
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بیشتر کارهاي مهندسی ژنتیک براي ایجاد مقاومت به 
ویروسهاي گیاهی که بر اساس پاتوژن طراحی شده بود و 

RNAمقاومتهاي کم و بیشی ایجاد کرده بود با کشف مکانیسم 

Silencing م تما. دهی دقیق شدمیلادي جهت2000از سال
هاي انجام یافته تا آن زمان براي ساخت گیاهان تراریخته تلاش

توسط RNA silencingمقاوم به ویروس، بخاطر متوقف شدن 
RNAهاي ویروسی ممانعت کننده از پروتئین Silencing،میزبان

.بی ثمر بوده و انتظار مقاومت کامل در این گیاهان بیهوده است
دیگر قادر در گیاه،ی القا شدهچون با حمله ویروس سیستم دفاع

اما هدف قراردادن . نیستبه حفظ گیاه از آثار مخرب ویروس 
RNAکننده ازهاي ویروسی ممانعتپروتئین Silencing در ایجاد

مهمترین برتري و تفاوت این . تواند موثرتر باشدمقاومت می
تحقیق با کارهاي مشابه قبلی هدف قراردادن و متوقف کردن بیان 

سازه سنجاق سري . در گیاه استPVXویروس P25وتئین پر
دائمی تولید، میزبان را بهP25ایجاد شده در گیاه براي 

siRNAهايP25ویروس حملهمحضبهکند تامیوادار
RNAهاي آن را از محلP25روش،اینبا. دهدقرارحملهمورد
مسیستانداختنکارازوکردنخاموشبهقادرویروسدیگر

RNA Silencingمکانیسمهمینتوسطوبودنخواهدمیزباندر
در PVXویروس P25در تحقیقی مشابه .رفتخواهدبیناز

و سایر PVX ،TMVتوتون بیان شد و مقاومت خوبی به 
ویروسدوتراریختتوتونگیاهاندر. توباموویروسها ایجاد کرد

Ares)شوند یرتکثنتوانستندوندادهنشانعلایمیهیچمذکور et

al., 1998).

توان از دو ابزار براي خاموش کردن یک ژن در گیاه می
استفاده کرد که یکی قرار دادن بخشی از آن بصورت تکرار 

سري است و دیگري هدف قرار دادن آن معکوس در سازه سنجاق
هاي آماده تولید مصنوعی و استفاده از سازهmicroRNAبا یک 
استفادهباکهشدهبه عنوان مثال گزارش. ستاmicroRNAکننده 

ArabidopsisگیاهازmiR167bوmiR159a،miR171aاز 

thalianaنوع دوطراحیوmiRNAهايتوالیتوانستندmRNA

گیاهاندرراPVYویروسHCProو ژن PVXویروسP25ژن 
ودهندقرارهدفموردویروسدواینبهآلودهتراریختتوتون
درویروسدواینبرابردربالاییبسیارمقاومتترتیببدین

Ai)کردندگزارشهدفگیاهان et al., در تحقیقی دیگر . (2011
با استفاده از قطعاتی از ویروس تریستزاي مرکبات در گیاه توتون 

ایجاد شد RNA Silencingمقاومت به این ویروس بر مبناي 
(Roy et al., ن فرایند گیاه مقاوم سیب زمینی کمک همیبه. (2006

وSPFMV, SPCSV, SPVGشیرین در مقابل ویروسهاي
SPMMVه است ایجاد شد)Sivparsad & Gubba, 2014.(

سازه مقاومت در این تحقیق مبتنی بر ساختنایجادروش
PVXویروسP25باز از ژن 400اي به طول قطعهسريسنجاق

اشد امکان خاموش کردن ژن هرچه طول این قطعه بیشتر ب. بود
یابد اما امکان غیر اختصاصی عمل کردن و هدف افزایش می

در این خصوص . شودقراردادن ژنهاي دیگر در گیاه نیز بیشتر می
:Gene Bank(استفاده شد P25اي از از قطعه GQ863228.1 ( که

هیچ شباهتی در ژنوم سیب زمینی و گیاهان دیگر نداشته باشد و 
هاي در بانکBlastر هنگام انتخاب قطعه از طریق بدین منظو

با توجه به اطلاعات موجود و . اطلاعاتی بررسی عمیق گردید
طبیعی بودن مرفولوژي و فیزیولوژي گیاهان تراریخت حاصل، به 

سري مورد رسد که ژنی از میزبان با این سازه سنجاقنظر نمی
یکی روي هاي بیشتر مرفولوژبررسی. هدف قرار گرفته باشد

گیاهان تراریخت در گلخانه و مزرعه لازم است تا گیاهان مقاوم 
حاصل هم از لحاظ ریخت شناسی و هم میزان تولید محصول 

بامکانیکیبه صورتتراریختگیاهاندر این مطالعه. تایید شوند
ویروسگسترشوتکثیرازبعدشده وتلقیحPVXویروس

انجام شد آنهارويRT-PCRوELISAآزمایشات گیاهانداخل
سنتزcDNAرويPCRنتایج. که نتایج همدیگر را ثابت نمودند

احتمالا دهد کهمینشانگیاهان،ازشدهاستخراجRNAازشده
وشدهبیانhairpinصورتبهتراریختگیاهاندرP25ژنقطعه

ایندرویروستکثیروهمانندسازيازمانعRNA Silencingبا
ها با نورترن بلات این احتمال را siRNAبررسی .شدگیاهان

پروتئین ژنبهوجود باند مربوطعدم.تواند ثابت نمایدمی
بوجودرااحتمالاینشایدتراریختگیاهاندرویروسپوششی 

انجامخوبیبهآنهادرRNAاستخراجوcDNAسنتزکهآورد
وهانمونهایندردارخانهژنیکبرايPCRانجامامااستنشده

cDNAسنتز. کندمیخنثیرااحتمالاینمربوطهباندمشاهده

نتایجوگرفتانجامباردوتحقیقایندرگیاهانRNAروي
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PCRدوهربرايتقریباcDNAکلیبطور. بودهممطابق
قادرامااستکردههمانندسازيغیرتراریختگیاهاندرویروس

واستنبودهدومواوللاینتراریختنگیاهادرهمانندسازيبه
تولید. شودمیثابتPVXویروسبهتحقیقاینباآنهامقاومت
تکنولوژيمبتنی برتراریزشروشچنینبازمینیسیبگیاهان

RNA Silencing از روشهاي جدیدي است که در آن هیچ ژنی یا
شود و فقط ابزاري بصورت پروتئینی براي مقاومت بیان نمی

از . شود که بتواند ویروس را خنثی نمایددائمی در گیاه ایجاد می
CaMVسوي دیگر بخاطر استفاده از پروموتور  35S براي بیان و

سري مربوطه، مقاومت بصورت دائمی در گیاه تولید سازه سنجاق
.شودو در تمامی بافتهاي آن ایجاد می

قدردانیوتشکر

وآذربایجانمدنیشهیددانشگاهمالیحمایتازتشکربا
فرانسهاستراسبورگIBMPانستیتویابیتوالیمرکزهمکاري

تحقیقاتنتیجهمقالهاین.نوترکیبهايوکتوریابیتوالیجهت
شناسیبیماريوبیوتکنولوژيارشدکارشناسینامهپایاندو

-میآذربایجانمدنیشهیددانشگاهکشاورزيدانشکدهدرگیاهی

.باشد

Ai, T., Zhang, L., Gao, Z., Zhu, C.X. & Guo X. (2011).
Highly efficient virus resistance mediated by artificial
microRNAs that target the suppressor of PVX and
PVY in plants. Plant Biology, 13,304-16.

Ares, X.,  Calamante,  G.,  Cabral,  S.,  Lodge,  J.,
Hemenway, P., Beachy, R. N. &  Mentaberry, A.
(1998). Transgenic Plants Expressing Potato Virus X
ORF2 Protein (P24) Are Resistant to Tobacco Mosaic
Virus and other Tobamoviruses. Journal of Virology,
72,731-738.

Bai, Y., Guo, Z., Wang, X., Bai, D. & Zhang, W. (2009).
Generation of double-virus-resistant marker-free
transgenic potato plants. Progress in Natural Science,
19,543-548.

Beemster, A.B.R. & de Bokx, J. A. (1987). Survey of
properties and symptoms. In: de Bokx, J.A. and van
der Want, J.P.H. (eds) Viruses of Potato and Seed
Potato Production. eds Pudoc. Wageningen,
Netherlands.

Chiu, M.H., Chen, I.H., Baulcombe, D.C. & Tsai, C.H.
(2010). The silencing suppressor P25 of Potato virus
X interacts with Argonaute1 and mediates its
degradation through the proteasome pathway.
Molecular Plant Pathology, 11,641-9.

Chomczynski, P. & Sacchi, N.  (1987). Single-step method
of RNA isolation by acid guanidinium thiocyanate-
phenol-chloroform extraction. Analytical
Biochemistry, 162,156-9.

Doyle, J.J. & Doyle, J.L. (1987). A rapid DNA isolation
procedure for small quantities of fresh leaf tissue.
Phytochemistry Bulletin, 19,11-15.

Duan CG, Wang CH, & Guo HS. 2012. Application of
RNA silencing to plant disease resistance. Silence.
3:5. doi:10.1186/1758-907X-3-5

Forootani, S., Jafarpour, B., Falahati Rastegar, M., &
Beigzadeh, N. (2004). Identification of races 1 and 3
of PVX in Khorasan and Ardebil Provinces.
Proceedings of the 16th. Iranian Plant Protection
Congress,Vol. II. Plant Diseases. Tabriz University,
Tabriz, Iran. p222 (in Farsi).

Kohm, B.A., Goulden, M.G., Gilbert, J.E., Kavanagh,
T.A. & Baulcombe, D.C. (1993). A Potato Virus X
Resistance Gene Mediates an Induced, Nonspecific
Resistance in Protoplasts. Plant Cell, 5,913-920.

Longstaff. M., Brigneti, G., Boccard, F., Chapman, S.
& Baulcombe, D. (1993). Extreme resistance to
potato virus X infection in plants expressing a
modified component of the putative viral replicase.
EMBO Journal, 12,379-86.

Moissiard, G. & Voinnet, O. (2004). Viral suppression of
RNA silencing in plants. Mol Plant Pathology, 5, 71-
82.

Murashige, T. & Skoog, F. (1962). A revised medium for
rapid growth and bioassays with tobacco tissue
cultures. Physiologia Plantarum, 15,473-497.

Pazhouhandeh, M. (2009). Virus and RNA Silencing.
Lambert Academic Publishing (LAP), Germany.

Pazhouhandeh, M., Dieterle, M., Marrocco, K.,
Lechner, E., Berry, B., Brault, V., Hemmer, O.,
Kretsch, T., Richards, K.E., Genschik, P. &
Ziegler-Graff, V. (2006). F-box-like domain in the
Polerovirus protein P0 is required for silencing
suppressor function. PNAS, 103,1994-1999.

نابعم

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
95

.5
.1

.7
.2

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
05

 ]
 

                            13 / 15

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1395.5.1.7.2
https://gebsj.ir/article-1-153-en.html


رضوانی و همکاران...ویروسبهمقاومزمینیسیبگیاهایجاد

1395ستان بهار و تاب/ 1شماره / 5دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  14

Roy, G., Sudarshana, M.R., Ullman, D.E., Ding, S.W.,
Dandekar, A.M. & Falk, B.W. (2006). Chimeric
cDNA Sequences from Citrus tristeza virus Confer
RNA Silencing-Mediated Resistance in Transgenic
Nicotiana benthamiana Plants. Phytopathology.
96,819-27.

Salazar, L.F. (1996). Potato Viruses and Their Control.
International Potato Center. Peru. 214 pp.

Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T. (1989).
Molecular cloning; a laboratory manual, 2nd ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor.

Sivparsad, B.J. & Gubba, A. (2014). Development of
transgenic sweet potato with multiple virus resistance
in South Africa (SA). Transgenic Research, 23,377-
88.

Verchot-Lubicz, J., Ye, C.M. & Bamunusinghe, D.
(2007). Molecular biology of Potexviruses: recent
advances. Journal of General Virology, 88,1643-55.

Voinnet, O. (2001). RNA silencing as a plant immune
system against viruses. Trends in Genetics, 17, 449-
459.

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
95

.5
.1

.7
.2

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
05

 ]
 

                            14 / 15

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1395.5.1.7.2
https://gebsj.ir/article-1-153-en.html


Genetic Engineering and Biosafety Journal

Vol5, Number1, Spring and summer 2016, Bi-seasonal

A

Production of Potato Resistant Plant to PVX using an RNA Silencing
Mechanism

ShahlaSadat Fateri Rezvani, Maghsoud Pazhouhandeh*, Akbar Shirzad, and Sakineh Lotfi

Department of Biotechnology, Agriculture Faculty, Azarbaijan Shahid Madani University, Km 35 Tabriz-

Azarshahr Road, Iran.

* Corresponding Author, Email: pazhouhandeh@azaruniv.edu , pazhouhandeh@gmail.com

iruses are the main causes of potato yield loss. Potato X Potexvirus (PVX) is
one of the most important potato viruses and the use of resistant varieties is the
principal way to control it. In this study, we tried to produce potato plants
resistant to this virus using an RNA silencing technique. To this end, a hairpin

construct of P25 of PVX was made in pFGC5941 under control of the CaMV 35S
promoter with two consecutive cloning steps. The P25 protein is a suppressor of RNA
Silencing in viral host plants. The recombinant vector was transferred into
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 strain. Leaf and internode pieces of potato (Agria
variety) were transformed by Agrobacterium. Following induction of callus, shoot and
root, regenerated transgenic plants were selected and micro-propagated. Molecular
analysis by PCR on DNA of plants and by RT-PCR on their RNA confirmed the
presence and the expression of the transgene. Transgenic plants were propagated and
then inoculated mechanically by PVX in the greenhouse. ELISA results using PVX-coat
protein antibody showed resistance of two transgenic lines to PVX. Molecular
confirmation of these potato lines was performed using PVX coat protein primers by RT-
PCR on plant RNAs. The results of this research have led to the production of two
independent lines of potato that are resistant to PVX and future work will involve
analysis of resistance in field conditions and the production of their mini-tuber.

Potato, PVX, Resistance, Transgenic Plant, RNA Silencing
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