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  چكيده
از عناصر اصلي تـشكيل دهنـده چرخـه خاموشـي ژن پـس از       (RDRs) [RNA Dependent RNA Polymerase] سلولRNA پليمراز وابسته به RNAآنزيم هاي 
 موجـب ايجـاد   RDR1نتايج پژوهش هاي گذشته نشان داده است كه اسيد ساليسيليك با افـزايش بيـان ژن   . مي شوند   در سلول يوكاريوت ها محسوب     رونويسي

 در مقاومـت در     RDR1در اين بررسي جهت مطالعـه نقـش ژن          . ي شود مقاومت در برابر آلودگي هاي ويروسي در گياهان از طريق تحريك فرايند خاموشي ژن م              
 در آن ها RDR1 استفاده شد كه بيان ژن (N. tabacum cv Samsun NN) از لاين هاي توتون تراريخت (PVY) سيب زميني Yبرابر آلودگي سيستميك ويروس 

در ميـزان   RDR1براي پي بردن به اثر كاهش بيان ژن. تيپ وحشي كاهش داده شده بود    با استفاده از فرايند خاموشي ژن با درجات متفاوتي در مقايسه با توتون              
 و نيز پلي (POX)حساسيت لاين هاي توتون مورد بررسي ميزان تغييرات كمي و كيفي آنزيم هاي دخيل در مقاومت گياهان در برابر بيمارگرها شامل پراكسيداز                   

تراريخـت  در لاين هاي     PVYOويروسپروتئين پوششي    و نيز    RDR1ميزان بيان ژن هاي     . سنجش قرار گرفت   به صورت كمي و كيفي مورد        (PPO)فنل اكسيداز   
 غلظت پروتئين پوشـشي  RDR1نتايج اين بررسي نشان داد با كاهش ميزان بيان ژن . قرار گرفتمورد ارزيابي  Semi-quantitative RT-PCRبا استفاده از آزمون 

 در توتون تيپ غير تراريخت در مقايسه با لاين هـاي توتـون تراريخـت بـا                  PPOمحتوي درون بافتي آنزيم     . خت افزايش مي يابد   در لاين هاي تراري    PVY ويروس
همزمان با افزايش حساسيت در لاين هاي توتون افزايش در فعاليـت اختـصاصي آنـزيم                .  تا يك ماه پس از تلقيح با ويروس افزايش نشان داد           RDR1بيان كم ژن    

POX  نتايج اين بررسي علاوه بر اثبات نقش ژن         . شاهده شد  نيز مRDR1        گياه توتون در مقاومت به آلودگي سيستميك ويروس PVYO      تغييرات آنزيمي مرتبط بـا 
  .دفاع گياه توتون در هنگام بروز يك آلودگي سيستميك ويروسي را نيز نشان مي دهد

  
  .ي سيب زمينY، ويروس RDR1اسيت،  ضد اكسيداتيو ، حسي ژن، آنزيم هايخاموش :هاي كليديواژه

  
  مقدمه

 فرايندي است كه يوكاريوت ها از آن Gene Silencing)(خاموشي ژن 
به منظور تنظيم بيان ژن هاي خود در جهت تمايز، رشد و نمو و نيز 
حذف اثرات منفي ژن هاي پارازيت خارجي استفاده مي نمايند 

(Wassenegger & Karczal 2006).تواند در دو  خاموشي ژن مي 
  در سطح نسخه برداري در هسته سلول-1. سطح اتفاق بيافتد

[Transcriptional gene silencing] (TGS)  پس از نسخه برداري -2و 
 (PTGS) [Post transcriptional gene silencing] در سيتوپلاسم

(Makarova et al. 2006) . تمام فرم هاي طبيعيRNAدو رشته اي  
(dsRNA)ترانسپوزان ها،   شاملmRNA  هاي كوچك داراي توالي هاي

 تراريخت در گياهان و نيز DNAتكراري معكوس حاصل از بيان قطعات 
ژنوم ويروس ها كه در قسمتي از توالي ژنومي خود با يكي از ژن هاي 

موجود در ميزبان مشابه باشند مي توانند موجب تحريك فرايند 
 در سيتوپلاسم سلول هاي (PTGS)خاموشي ژن پس از نسخه برداري 

نقش . (Fire et al. 1998; Baulcomb 2004)جانداران يوكاريوت شوند 
 RNA)  هاي درون سلوليmRNAآنزيم هاي تكثير كننده 

Dependent RNA Polymerase)  كه به صورت خلاصهRDR نوشته 
مي شود در تكثير ژنوم ويروس هاي گياهي سال ها پيش شناخته شد 

(Astier-Manifacier & Cornuet 1971) . اكنون مشخص شده است
 عدد در گياهان وجود دارند و وظيفه 6 به تعداد RDRكه آنزيم هاي 

 سيتوپلاسمي را در سلول بر عهده دارند mRNAتكثير 
(Wassenegger & Karczal 2006) . آنزيم(RDR1) با تقويت سيگنال 

انيسم  دو رشته اي هدف در مكRNAخاموشي از طريق تكثير 
نتايج  .(Lyer et al. 2003)خاموشي ژن نقش مهمي را بر عهده دارد 
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در مسير مقاومت پژوهش هاي محققين اثبات نموده است كه 
 در گياهان با توليد ساليسيليك اسيد بيان (SAR)سيستميك اكتسابي

 و از طريق فعال سازي فرايند خاموشي ژن افزايش يافته RDR1ژن 
ي هاي ويروسي از خود مقاومت نشان مي گياهان نسبت به آلودگ

 .Diaz-Vivancos et al. 2006; Yang et al. 2004; Yu et al)دهند

2003; Lu et al. 2003; Xie et al. 2001)  . در اين تحقيق براي بررسي
 از لاين PVYO در مقاومت در برابر آلودگي ويروسRDR1نقش ژن 

در آن ها با استفاده از  RDR1 هاي تراريختي استفاده شد كه بيان ژن
فرايند خاموشي ژن با درجات متفاوتي نسبت به توتون تيپ وحشي 
غير تراريخت كاسته شده بود و انتظار مي رفت تا در مقايسه با توتون 
تيپ وحشي از حساسيت هاي متفاوتي نسبت به آلودگي 

 و پلي (POX)آنزيم هاي پراكسيداز .  برخوردار باشند(°PVY)ويروس
 اكسيد و ردوكتازهايي هستند كه در هنگام بروز (PPO)سيداز فنل اك

آلودگي هاي بيوتروفيك ويروسي از طرفي موجب جمع آوري راديكال 
هاي آزاد اكسيژني توليد شده در اثر انفجار اكسيژني از سلول مي شوند 

از طرف ديگر با اكسيداسيون هاي متفاوت در دفاع گياهان در برابر  و
با اين وجود برخي از گزارش ها . سي نقش دارندآلودگي هاي ويرو

اشاره به نقش مثبت اين آنزيم در دفاع گياهان در برابر آلودگي هاي 
و برخي ديگر نيز اشاره دارند . (Milavec et al. 2008) ويروسي دارند

كه افزايش فعاليت اين آنزيم در گياهان موجب افزايش حساسيت آن 
 ;Candela et al. 1994)ي مي شود ها نسبت به آلودگي هاي ويروس

Kozlowska et al. 2001) . براي بررسي ميزان مقاومت و يا حساسيت
 در لاين هاي مورد بررسي، RDR1احتمالي حاصل از كاهش بيان ژن 

ميزان تغييرات آنزيم هاي كليدي دخيل در مقاومت گياهان در برابر 
لي فنل اكسيداز  و نيز پ(POX)آلودگي هاي ويروسي شامل پراكسيداز 

(PPO)نتايج اين .  به صورت كمي و كيفي مورد ارزيابي قرار گرفت
تحقيق مي تواند به شناسايي مسيرهاي بيوشيميايي و ژنتيكي دخيل 

  .در مقاومت گياهان در برابر آلودگي عوامل ويروسي كمك نمايد
  مواد و روش ها

 سيب Yروس  ويOدر اين بررسي از نژاد  :منابع ويروسي و گياهي) الف
 جهت ايجاد آلودگي Potato virus Y strain O (PVYO)زميني 

براي اين منظور از جدايه هاي . سيستميك در توتون استفاده شد
همسانه سازي شده موجود در بانك ژن مركز تحقيقات زراعي اسكاتلند 

(Scottish Crop Research Institute)از بافر حاوي ژنوم .  استفاده شد
 براي تلقيح مكانيكي توتون هاي تراريخت و غير PVYOويروس

همچنين براي بررسي نقش ژن  .تراريخت مورد بررسي استفاده شد
RDR1گياه توتون در مقاومت در برابر ويروس Y 2 سيب زميني از 

 با نام (N. tabacum cv Samsun NN )لاين مختلف توتون تراريخت 
با بيان  (R-14-1-1 و)  RDR1با بيان بسيار كم ژن (R-5-1-1هاي 

 N. tabacum (در مقايسه با توتون غير تراريخت)  RDR1نسبتاً كم ژن

cv Samsun NN (لازم به ذكر مي باشد توتون هاي . استفاده شد
 Minoruتراريخت مورد بررسي در اين تحقيق قبلاً توسط دكتر 

Takeshita عضو هيئت علمي دانشگاه Kyushu ژاپن در قالب پروژه 
تري ايشان در مركز تحقيقات زراعي اسكاتلند طراحي و ساخته فوق دك

توتون هاي تراريخت مورد بررسي از اين ويژگي برخوردار . شده بودند
 توتون سامسون بودند و (T3)مربوط به نسل سوم همگي بودند كه 

 در آن ها پلاسميد بيان كننده ژن RDR1براي خاموش نمودن ژن 
RDR1 توتون (N. tabacum cv Xanthi) به درون سيتوپلاسم سلول 

پلاسميد هاي مذكور پس از بيان شدن در سلول، . آن ها وارد شده بود
RNA دو رشته اي مربوط به ژن RDR1 حضور . را توليد مي نمودند
 سلول تراريخت RDR1 دو رشته اي با توالي مشابه با ژن RNAفرم 

گردد و ژن شده موجب شده بود تا سيگنال خاموشي در سلول ارسال 
RDR1  سلول هاي توتون تراريخت شده مورد هضم آنزيمي قرار گرفته

 داراي تعداد كپي RDR1لاين هاي با بيان بسيار كم ژن . و خرد شود
 داراي RDR1هاي زياد پلاسميد و لاين هاي با بيان نسبتاً كم ژن 

تعداد كم از كپي هاي پلاسميد بيان شونده در درون سلول هاي خود 
   .بودند

 Sq-RT-PCR از تكنيك : Semi-Quantitative RT-PCR آزمون )ب
  جهت بررسي ميزان بيان ژن(Marone et al. 2001)مطابق روش 

RDR1 و نيز ژن مربوط به پروتئين پوششي (CP)ويروس PVYO 
در اين آزمون از ژن  RDR1 جهت بررسي ميزان بيان ژن. استفاده شد

هدف از انجام اين آزمون . شد استفاده (ß-tubulin)كنترل دروني 
 در RDR1اطمينان از كيفيت لاين هاي مورد ارزيابي در بيان ژن 

مقايسه با شاهد و نيز بررسي غلظت ويروس در لاين هاي مورد نظر 
براي انجام آزمون .  تكرار انجام شدند4 آزمون هاي مولكولي در .بود

Sq-RT-PCR ،total RNAستخراج  بافت برگ با استفاده از كيت ا
RNA شركت Qiagene (U.S.A) و نيز معرف TRI شركت Sigma 

 Dnase I) RQ1 RNase-Free استخراج شد و پس از تيمار با معرف

DNase ( جهت حذف آلودگيDNA براي انجام آزمون Multiplex-

RT-PCRدر آزمون .  مورد استفاده قرار گرفتMultiplex-RT-PCR با 
 ساخت شركت M-MLVمعكوساستفاده از آنزيم نسخه بردار 

(Promega U.S.A)  از رويRNA استخراج شده cDNAساخته شد  .
 و RDR1سپس با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي بيان ژن هاي 

مورد ارزيابي  PCR توسط آزمون CP-PVYOپروتئين پوششي ويروس
براي بررسي ميزان بيان ژن ها، توليدات . )2 و 1جداول  ( قرار گرفت

PCRاز واكنش 40 و 35 ، 30 ، 25ز سيكل هاي  پس ا PCR جمع 
 تا زمان انجام PCR-Tube خانه پلاستيكي 98آوري شده و در ظروف 

  توليدات حاصل از همسانه سازي ژن ها بر . الكتروفورز نگاهداري شدند
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 Oligo 6 (Molecular biologyا با استفاده از نرم افزارآغازگره.  مورد بررسي فهرست آغازگرهاي استفاده شده جهت بررسي تغييرات بيان ژن هاي-1جدول 

Insights,Inc, U.S.A) براي اولين بار براي اين آزمون طراحي شدند.  

  اندازه توليدات  تواليجهت توسعه نام ژن
Foreward Primer  CAGGCTAGCTCCATCGCGAC 

RDR1 
Reverse Primer  CATACTAGTGGTCATAAACACA  

430bp  

Foreward Primer CTTGCATTGGTACACAGG 
ß-tubulin 

Reverse Primer CACTCTCCAGCATTCATCC 
300bp 

Foreward Primer GATCTTGCTGGTCGTGATC 
Actin 

Revearse Primer GCTGCTGGGAGCAAGAGC 
435bp 

Foreward Primer CATTCCCAAAGTACCAAGAAG 
cMyb 

Revearse Primer GGACTGGTGGTACCTGTGC 
330bp 

Foreward Primer ATGCCAACTGTGATGAAT 
Potato virus Y Coat Protein  

Revearse Primer  ACTCGGCCCGAAGGTGACGCATTTCT  
200bP 

  
   .1 برنامه دمايي و حجم واكنش گرهاي مورد نياز براي همسانه سازي قطعات ژني مورد بررسي با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي جدول -2جدول 

 PCRشرايط دمائي واكنش
  0C 95  دقيقه 2
  0C 94  دقيقه 1

  0C 54   ثانيه30
  0C 72   ثانيه40
    0C 72   دقيقه10

  واكنش گرها  براي يك نمونه
µl5  Go Taq Flexi 10X Buffer 

µl 6/ 0  (10mM) 4 dNTP Mix 
µl1  Foreward Primer (10µm) 

µl1  Reverse Primer (10µm) 

µl125/0  Go Taq Flexi DNA Polymerase 

µl 7/1  MgCl2 

µl1  DNA (Sample)  
µl575/14  Water 

µl25  حجم نهائي    
  

با ) (Sambrook & Russell 2001مطابق روش  % 2روي ژل آگاروز 
  . دقيقه الكتروفورز شد45 به مدت V 120ولتاژ 

 اندازه :پراكسيداز و پلي فنل اكسيداز سنجش كمي آنزيم هاي ) ج
 در بافت برگ (PPO) و (POX)گيري ميزان تغييرات كمي آنزيم هاي 

 Bestwick et)توتون هاي تراريخت و غير تراريخت با استفاده از روش

al. 1999)روز پس از تلقيح 30 و 15 تكرار و در دو زمان  در دو 
براي اين منظور ميزان غلظت پروتئين تام در . ويروس انجام پذيرفت

واحد وزن خشك برگ توتون با استفاده از روش برادفورد محاسبه شد 
و افزايش ميزان غلظت هر كدام از آنزيم هاي مورد بررسي بر مبني 

آنزيم ها در دقيقه بر ميزان كسري از جذب اختصاصي هر كدام از 
 تمام آزمون .ماكرو گرم پروتئين تام براي هر لاين در نظر گرفته شد

هاي طيف سنجي جهت بررسي فعاليت اختصاصي آنزيم پراكسيداز در 
 و دستگاه UV/Visible با لامپ C 25°و در دماي CC1حجم نهائي 

انجام  (Shimadzu UV-3100 spectrophotometer)اسپكتروفوتومتر 
 Guaiacolبراي سنجش فعاليت آنزيم پراكسيداز از سوبستراي . پذيرفت

 40 نانومتر تا 470ميزان اكسيداسيون فنل در طول موج  .استفاده شد
 به منظور .ثانيه پس از اضافه شدن سوبسترا يادداشت برداري شد

 از (PPO)بررسي ميزان فعاليت اختصاصي آنزيم پلي فنل اكسيداز 
جذب آنزيم  . (Singh et al. 1999) استفاده شد Pyrogallolسوبستراي 

 تا C40° نانومتر در درجه حرارت 334 پلي فنل اكسيداز در طول موج
  .  دقيقه پس از اضافه شدن سوبسترا يادداشت برداري شد5مدت 

به منظور : ارزيابي كيفي آنزيم هاي پراكسيداز و پلي فنل اكسيداز) د
نزيم هاي پراكسيداز و پلي فنل اكسيداز از ارزيابي تغييرات كيفي آ

پلي آكريل آمايد غير دناتوره استفاده الكتروفورز عمودي بر روي ژل 
 Horse Radish peroxidase )براي آنزيم پراكسيداز از استاندارد . شد

Type XII Sigma EC 1.11.1.7 ) و براي آنزيم پلي فنل اكسيداز از 
 با وزن هاي مولكولي (Tyrosinase EC 1.14.18.1 Sigma) استاندارد

kDa44 براي پراكسيداز و kDa 119 براي پلي فنل اكسيداز استفاده 
 سوبستراي  براي آشكار شدن باندهاي ايزوآنزيمي پراكسيداز از.شد

Guaiacol و براي پلي فنل اكسيداز از سوبستراي L-DOPA استفاده 
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 در (Mohammadi & Kazemi 2002) اين ارزيابي مطابق با روش .شد
 روز پس از تلقيح ويروس انجام 30 و 15دو تكرار و در دو زمان 

   .پذيرفت
 

  نتايج
 در °PVY و پروتئين پوششي ويروس RDR1بررسي بيان ژن هاي ) الف

نتايج اين آزمون نشان داد ميزان بيان ژن  :توتون هاي مورد ارزيابي
RDR1پس از آلودگي به ويروس PVY°تراريخت  در توتون هاي غير 

همچنين اين افزايش پس از آلودگي تمام لاين . افزايش پيدا كرده است
نتايج اين آزمون .  نيز مشاهده شد°PVY هاي تراريخت به ويروس

 در حالت هاي سالم و R-5-1-1 در لاين RDR1نشان داد بيان ژن 
همچنين . آلوده كمتر از توتون تيپ وحشي غير تراريخت بوده است

 بيشتر از لاين R-14-1-1 در توتون لاين RDR1 ژن مشخص شد بيان
R-5-1-1 مي باشد ولي با اين وجود بيان ژن RDR1 در اين لاين از 

همچنين مشخص شد بيان ژن ). 1شكل (توتون تيپ وحشي كمتر بود 
RDR1 پس از تلقيح ويروس در تمام توتون هاي مورد ارزيابي افزايش 

شان داد ميزان غلظت پروتئين نSq-RT-PCR نتايج آزمون .يافته است
 RDR1در هر دو لاين تراريخت با بيان كم ژن  PVYپوششي ويروس

 R-5-1-1اگرچه لاين. در مقايسه با توتون غير تراريخت بيشتر مي باشد
 آن بيشتر خاموش شده بود و در نتيجه بيان كمتر اين RDR1كه ژن 

 ت تكثير ويروسژن را در مقايسه با ساير توتون هاي مورد ارزيابي داش

PVY°را در خود بيشتر حمايت نمود و نسبت به آلودگي ويروس  

PVY° 2شكل ( حساسيت بيشتري را نشان داد(. 
 قبل از :پراكسيداز و پلي فنل اكسيدازسنجش كمي آنزيم هاي ) ب

ارزيابي فعاليت اختصاصي آنزيم پراكسيداز سيستم سنجش آنزيمي 
ه توتون تراريخت و غير تراريخت براي اين منظور از عصار. بهينه شد

 ثانيه ابتدائي به صورت 30فعاليت كنشي آنزيم براي . استفاده شد
خطي بود و با پيشرفت فرايند واكنش آنزيم و سوبسترا شيب منحني 

 به كوئينون در طيف هاي Guaiacolعمل اكسيداسيون . كم تر گرديد
 و nm 475جذبي مختلف مورد بررسي قرار گرفت و بهترين جذب در 

منحني جذب در اين طيف تنها يك تك  . به دست آمدC25°دماي 
 موجب افزايش ميزان Guaiacolافزايش ميزان . پيك داشت

توتون  برايسنجش كمي آنزيم پراكسيداز . اكسيداسيون آن شد
نشان داد ميزان  RDR1 با بيان خيلي كم ژن (R-5-1-1)تراريخت 

 روز پس از تلقيح ويروس 15 ا تپراكسيدازفعاليت اختصاصي آنزيم 
PVY°اما تا  .)3شكل (  بيشتر از توتون تيپ وحشي آلوده شده است

يك ماه پس از تلقيح ويروس در لاين هاي تراريخت و غير تراريخت 
مذكور افزايش پيدا كرد مورد بررسي ميزان فعاليت اختصاصي آنزيم 

 ماه پس از تا يكميزان فعاليت اختصاصي آنزيم پراكسيداز ). 4شكل (

 بيشتر از لاين R-5-1-1در لاين توتون تراريخت  PVY ويروس تلقيح
R-14-1-1 لاين  بود و همچنينR-14-1-1 نيز فعاليت آنزيم پراكسيداز 

در مجموع در تمام ). 4شكل (بيشتر از توتون غير تراريخت نشان داد  را
 توتون هاي مورد بررسي فعاليت اختصاصي آنزيم پراكسيداز پس از
تلقيح ويروس افزايش يافت و اين افزايش در طول زمان نيز ديده شد 

قبل از سنجش فعاليت اختصاصي آنزيم پلي فنل اكسيداز ). 5شكل (
(PPO)براي اين منظور از عصاره .  سيستم سنجش آنزيمي بهينه شد

در اين آزمون از . توتون تراريخت و غير تراريخت استفاده شد
  هاي متفاوت استفاده شد و سوبسترايpHسوبستراهاي متفاوت در

Pyrogallol 4/7در pH= و دماي °C40 بهترين فعاليت كنشي آنزيم را 
 دقيقه ابتدائي به صورت 1فعاليت اختصاصي آنزيم براي . نشان داد

خطي بود و با پيشرفت فرايند واكنش آنزيم و سوبسترا شيب منحني 
صي آنزيم پلي فنل نتايج نشان داد كه فعاليت اختصا. كمتر گرديد

 در اين لاين به ميزان كمتر از RDR1ژن ( R-14-1-1اكسيداز در لاين 
 و نيز در توتون غير تراريخت طبيعي) توتون غير تراريخت بيان مي شد

 

 
 در RDR1 براي بررسي ميزان بيان ژن Sq-RT-PCR نتايج آزمون -1شكل 

براي اين آزمون از . يلاين هاي توتون تراريخت و غير تراريخت مورد ارزياب
 cMyb و ß-tubulin ، Actin هاي (House keeping gene)كنترل هاي دروني 

 ) تلقيح نشده سالم، بR-5-1-1توتون تراريخت لاين ) الف.استفاده شد
 يك هفته پس از تلقيح با ويروس  تلقيح شدهR-5-1-1توتون تراريخت لاين 

PVY°توتون تراريخت لاين )  ، جR-14-1-1توتون )قيح نشده سالم، د تل 
 °PVY يك هفته پس از تلقيح با ويروس  تلقيح شدهR-14-1-1تراريخت لاين 

توتون غير تراريخت تلقيح شده با ) توتون غير تراريخت تلقيح نشده و) ، ه
اندازه توليدات حاصل از .  ، يك هفته پس از تلقيح ويروس°PVYويروس 

مطابق اندازه هاي اشاره % 2آگارز همسانه سازي ژن هاي مذكور بر روي ژل 
 جفت DNA، 100از ماركر وزن مولكولي . براي هر ژن بود) 1جدول (شده در 

اعداد به ترتيب بيانگر چرخه  . استفاده شدPromegaباز تهيه شده از شركت 
بيانگر  : n.  مي باشد كه توليدات آن جمع آوري شده استPCRاي از واكنش 

كنترل منفي به جاي نمونه از آب در مخلوط در . كنترل منفي مي باشد
 . استفاده شدPCRواكنش 
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پروتئين پوششي  براي بررسي بيان ژن Sq-RT-PCR نتايج آزمون -2شكل 

-CP)در اين آزمون ميزان بيان ژن .  در لاين هاي مورد ارزيابي°PVYويروس 

PVY°) محصول همسانه سازي شده پروتئين . مورد بررسي قرار گرفت
براي كنترل . داد جفت بازي را در ژل تشكيل 200 باند °PVYپوششي ويروس

 استفاده شد °PVYمثبت از ژن پروتئين پوششي همسانه سازي شده ويروس
حروف اختصاري بكار رفته در توضيحات .  بودng/µl 70كه داراي غلظت 

 مي باشد كه توليدات PCR از واكنش  اعداد به ترتيب بيانگر چرخه اي:شكل 
 مربوط به پروتئين پوششي DNAنمونه  : Positive.آن جمع آوري شده است

 كه از قبل كلن شده و در بانك ژن مركز 70ng/µ با غلظت °PVYويروس
تحقيقات زراعي اسكاتلند موجود بود و به عنوان كنترل مثبت براي اين 

:  NTRIريخت آلوده نشده و سالم،توتون غير ترا NTRHآزمون انتخاب شد،
نردبان وزن  : Lتوتون غير تراريخت تيپ وحشي آلوده شده به ويروس، 

  . آمريكاPromega جفت باز تهيه شده از شركت 100 با دقت DNAمولكولي 
  

 افزايش پيدا كرده است °PVY تا دو هفته پس از تلقيح با ويروس
 در اين لاين RDR1ن ژ( R-5-1-1  لايندر توتون تراريخت). 6شكل (

توتون غير  و نيز R-14-1-1 لاينبه ميزان كمتري در مقايسه با 
ميزان فعاليت اختصاصي آنزيم پلي فنل ) تراريخت بيان مي شد

ميزان با وجود آنكه . اكسيداز پس از تلقيح ويروس كاهش نشان داد
فعاليت اختصاصي آنزيم پلي فنل اكسيداز در تمام نمونه هاي توتون 

 تا يك ماه پس از تلقيح د بررسي چه تراريخت و چه غير تراريختمور
 افزايش نشان مي داد ولي در مجموع ميزان فعاليت °PVY ويروس

اختصاصي آنزيم در اين زمان نسبت به دو هفته گذشته كاهش داشت 
نتايج حاصل از بررسي تغييرات كيفي آنزيم پراكسيداز ). 8 و 7اشكال (

ين هاي مورد ارزيابي و نيز توتون غير مشخص ساخت كه تمام لا
قابليت بيان باندهاي ايزو °PVY تراريخت پس از آلودگي به ويروس

   فعاليت  R-5-1-1 در لاين.  كيلودالتون را دارند35-44پراكسيدازي
 و نيز توتون غير R-14-1-1 نسبت به لاين بيشتريايزو پراكسيداز 

در ). 9شكل (ه شد  مشاهدPVYتراريخت پس از آلودگي به ويروس
 Cathionic دو ايزوپراكسيداز كاتيونيك R-5-1-1مجموع در نمونه لاين 

 ايزو 3و  (Stacking gel)با حركت يكسان در ژل متراكم كننده) بازي(
با حركت متفاوت در ژل جدا ) اسيدي (Anionicپراكسيداز آنيونيك 

 در مقايسه طرح باندهاي. مشاهده شد (Resolving gel)كننده
 غير آلوده با حالت آلوده همين R-5-1-1ايزوپراكسيدازي لاين حساس 

لاين و نيز آلوده توتون غير تراريخت به نظر مي رسد كه ايزوفرم هاي 
جديد اسيدي آنيونيك پراكسيداز در اين لاين پس از آلودگي بوجود 

آمده است كه مي توانند به صورت پس از ترجمه اي بوجود آمده 
كيفي آنزيم پلي فنل اكسيداز نمونه هاي توتون مورد بررسي . باشند

 باند 2و ) آنيونيك( باند ايزو پلي فنل اكسيدازي اسيديك 3ارزيابي، 
 كيلو دالتون 120 تا 100با وزن مولكولي ) بازي(ايزو آنزيمي كاتيونيك 

در . را در عصاره برگي نمونه هاي توتون مورد بررسي مشخص ساخت
 مقايسه با توتون غير تراريخت تيپ وحشي نمونه هاي تراريخت در

 پس از تلقيح با (PPO)ميزان شدت باندهاي ايزو پلي فنل اكسيدازي 
همچنين ايزو آنزيم هاي ). 10شكل  ( كاهش پيدا كرد°PVY ويروس

پلي فنل اكسيداز از لحاظ كيفي تغييرات چنداني را در توتون تيپ 
  ).10 شكل(دادند  نشان نPVY °وحشي پس از آلودگي به ويروس

  

  
فعاليت اختصاصي آنزيم پراكسيداز در لاين هاي تراريخت خاموش  -3شكل 

 (N. tabaccum cv Samsun NN)  و نيز توتون غير تراريخت RDR1شده در ژن 
   .°PVY روز پس از تلقيح با ويروس 15، 
  

  
 فعاليت اختصاصي آنزيم پراكسيداز در لاين هاي تراريخت خاموش          -4شكل  
، (N. tabaccum cv Samsun NN)  و نيز توتون غير تراريخت RDR1ه در ژن شد
   .°PVY  روز پس از تلقيح با ويروس30
  

  بحث
و نيز °PVY  پروتئين پوششي ويروسSq-RT-PCRنتايج آزمون آزمون 

 توتون هاي مورد بررسي حكايت از آن داشت كه لاين هاي RDR1ژن 
 مقايسه با توتون غير تراريخت  درRDR1تراريخت داراي بيان كمتر ژن 

       برخوردار  PVYO از حساسيت بيشتري نسبت به آلودگي ويروس
 كه داراي بيان R-5-1-1در اين مورد مشاهده شد لاين . مي باشند

 مي باشد غلظت بيشتري از پروتئين پوششي RDR1بسيار كم ژن 
  تكثير  را در مقايسه با توتون هاي غير تراريخت در خود °PVYويروس
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 تغيير در فعاليت اختصاصي آنزيم پراكسيداز در توتون هاي مورد -5شكل 
   .°PVY  روز پس از تلقيح با ويروس30 زماندر ارزيابي 

 در لاين هاي (PPO) فعاليت اختصاصي آنزيم پلي فنل اكسيداز -6شكل 
 N. tabaccum cv)  و نيز توتون غير تراريخت RDR1تراريخت خاموش شده در ژن 

Samsun NN) ، 15 روز پس از تلقيح با ويروس PVY°.   

  
  

 در لاين هاي (PPO) فعاليت اختصاصي آنزيم پلي فنل اكسيداز -7شكل 
 .N ( و نيز توتون غير تراريختRDR1تراريخت خاموش شده در ژن 

tabaccum cv Samsun NN( ،30 روز پس از تلقيح با ويروس PVY°.   
اليت اختصاصي آنزيم پلي فنل اكسيداز در توتون هاي  تغيير در فع-8شكل 

   .°PVY  روز پس از تلقيح با ويروس30 زماندر مورد ارزيابي 

  

  

 در اين .بررسي طرح ايزو پركسيدازي نمونه هاي مورد بررسي -9شكل 
 = S.  غير آلودهHealthy = (H)  آلوده به ويروس ،  Infected = (I)شكل 

Stacking = 8(راكم كننده ژل پلي آكريل آمايد قسمت مت .(%R = 
Resolving تمامي توتون %). 12( قسمت جدا كننده ژل پلي آكريل آمايد

 كيلودالتون را تشكيل 35-44هاي مورد ارزيابي باندهاي ايزوپراكسيدازي 
 Horseraddish peroxidase)براي اين ژل از استاندارد پراكسيداز . دادند

Type III, Sigma)باند با وزن 1 در كنار نمونه ها استفاده شد كه تشكيل  نيز 
  . كيلو دالتون را داده است44مولكولي  

در اين . بررسي طرح ايزو پلي فنل اكسيدازي نمونه هاي مورد بررسي -10شكل
 S = Stacking .  غير آلودهHealthy = (H)  آلوده به ويروس ،  Infected = (I)تصوير 

 قسمت جدا R = Resolving%). 8(ژل پلي آكريل آمايد قسمت متراكم كننده = 
 Standard Standrad marker براي اين ژل از %). 12(كننده ژل پلي آكريل آمايد 

= Tyrosinase .  با وزن مولكوليkDa 119تمامي توتون هاي مورد . استفاده شد 
  .يل دادند كيلودالتون را تشك100 - 120ارزيابي باندهاي ايزوپلي فنل اكسيدازي 
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 احتمالاً RDR1اين نتايج نشان مي دهد كه بيان بيشتر ژن . مي نمايد
 PVYOتوانسته است موجب كنترل بيشتر آلودگي سيستميك ويروس 

با وجود آنكه در .  شود(N. tabaccum cv Samsun NN)در گياه توتون 
 در افزايش توان مقاومت RDR1 مقاله در مورد نقش ژن 3گذشته 
 توتون و آرابيدوپسيس نسبت به آلودگي هاي ويروسي وجود گياهان

داشت ولي هيچكدام اين نقش را براي يك آلودگي سيستميك 
 Xie) مورد بررسي قرار نداده بودندPVYOويروسي و نيز آلودگي ويروس

et al. 2001; Yu et al. 2003; Yang et al. 2004)  . نتايج حاصل از
اخت ارتباط بين فعاليت آنزيم آنزيم سنجي اين تحقيق موجب شن

RDR1 و بيان آنزيم هاي POXو PPO در جهت تنظيم پاسخ هاي 
با توجه . شدPVYO بيوشيميائي مختلف به آلودگي سيستميك ويروس

به آنكه از ميان چندين سوبستراي آزمايش شده براي آنزيم پراكسيداز، 
  بيشترين گرايش را براي واكنش با آنزيمGuaiacolسوبستراي 

پراكسيداز توتون هاي مورد بررسي نشان داد لذا نوع پراكسيداز توليد 
در . تشخيص داده شد III  از نوعPVYOشده در هنگام آلودگي ويروس

 آيزوزايم براي پراكسيداز شناخته شده است 12توتون تا كنون حداقل 
 زير گروه آنيونيك، آنيونيك متوسط و كاتيونيك قرار گرفته 3كه در 

گروه از اين آيزوزايم ها تصور مي شود كه عملكرد هاي متفاوتي هر . اند
 ايزوزايم. (Lagrimini 1987)را در ديواره سلولي گياه بر عهده دارند 

          با فراكسيون ديواره سلولي همراه(pI 3.5 – 4.0)هاي آنيونيك  
 Cinnamylمي باشند و داراي فعاليت زيادي جهت پليمريزاسيون 

alcoholآن ها در ليگنيني شدن و .  شرايط مصنوعي مي باشند در
ايجاد اتصالات تقاطعي ديواره و ادغام شدن زير واحدهاي مونومريك 

Feruloylated Polysaccharid و ضخيم نمودن ديواره سلولي گياه 
 .Lamport 1986; Aist & Gold 1987; Brisson et al)دخيل هستند 

 به RDR1ي تراريخت با بيان كم ژن احتمال دارد در توتون ها . (1994
دليل حساسيت بالا و تكثير زياد ويروس تنش بيولوژيكي شديدي اتفاق 
افتاده باشد و در توتون هاي مذكور جهت جلوگيري از حركت سلول به 

با بستن منافذ از طريق (سلول ويروس از طريق منافذ پلاسمودسماتا 
يكي وارد شده به ديواره و نيز جبران صدمات فيز) افزايش قطر ديواره

سلولي در اثر تكثير ويروس، سطح فعاليت ايزوپراكسيدازهاي آنيونيك 
نتايج اين . در مقايسه با توتون تيپ وحشي افزايش پيدا كرده باشد

تحقيق، گزارش هاي گذشته را نيز اثبات مي نمايد كه ابراز داشته 
      حساسبودند سطح فعاليت اختصاصي ايزو پراكسيدازها در توتون

N. tabaccum cv Samsun NN پس از آلودگي به ساير ويروس ها 
 Schnabelrauch et al. 1996; Brownleader et (افزايش پيدا مي كند

al. 1995; Bierecka & Catalamo 1975( . نتايج تغييرات آنزيمي در
اين تحقيق نشان داد در هنگام آلودگي توتون غير تراريخت به 

 بيشترين افزايش (PPO)آنزيم پلي فنل اكسيداز  (°PVY)ويروس
 به ميزان R-14-1-1 اين افزايش براي لاين حساس. فعاليت را دارد

 كمتر از توتون غير تراريخت ولي به ميزان بيشتر از لاين بسيار حساس
R-5-1-1 بر مبني نتايج بررسي هاي گذشته افزايش . صورت پذيرفت

ش ميزان مقاومت گياهان به آلودگي فعاليت اين آنزيم مرتبط با افزاي
 ; Diaz et al. 2006; Goodman et al. 1986)مي باشد  هاي ويروسي

Leina et al. 1996) .  همچنين مي تواند به عنوان اكسيداز پايانه در
هنگام افزايش تنفس در زنجيره فسفريلاسيون اكسيداتيو در غشاء 

 مولكول هاي هيدروژن ميتوكندري قرار گيرد و موجب انتقال انرژي به
و در نهايت توليد آب گردد و از اين طريق موجب افزايش جذب 

 گردد Pantose phosophateاكسيژن و فعال شدن چرخه اكسيداسيون 
(Mayer 1987; Sommer et al. 1994) . افزايش فعاليت اختصاصي

 مي تواند به دليل افزايش تنفس در توتون هاي مقاومتر با PPOآنزيم 
تواند  از آنجائي كه افزايش تنفس مي.  باشدRDR1 بيشتر ژن بيان

تامين كننده انرژي لازم براي واكنش هاي دفاعي در توتون باشد و نيز 
ها نيز از اين  توليد راديكال هاي آزاد اكسيژني در جهت كنترل پاتوژن

طريق صورت مي پذيرد لذا مي توان آن را به عنوان يك شاخص 
در  .ي ميزبان به آلودگي ويروسي به حساب آوردمقاومتي در پاسخ ها

 مجموع نتايج حاصل از مطالعات آنزيمي و مولكولي اين بررسي اثبات
 در افزايش ميزان مقاومت گياهان در هنگام RDR1مي نمايد كه ژن 

واكنش هاي سازگار به آلودگي هاي ويروسي علاوه بر پاسخ هاي 
اگرچه در آلودگي هاي . شدناسازگار احتمالاً مي تواند موثر مي با

سازگار فاكتورهاي دفاعي بيان مي شوند ولي بيان آنها در زماني بعد از 
آلودگي ويروسي اتفاق مي افتد و لذا جهت كنترل آلودگي ويروسي 

نتايج اين بررسي نشان مي دهد بيان آنزيم هاي دخيل . كارامد نيستند
گذشت زمان افزايش در دفاع ميزبان در برابر آلودگي هاي ويروسي با 

پيدا مي كنند و شايد اين امر بتواند توجيه نمايد چرا گياهان با افزايش 
   .سن نسبت به برخي از بيماري هاي ويروسي مقاوم مي شوند
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