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ي مسئول مقاومت در برابر ژنهاجلوگيري از بيان حلقه در  - ساختارهاي ساقهناپايداري 
  ي تراريختتوتونهاي ويروسي در آلودگيها

  2،3و مسعود شمس بخش 2، پيتر پالوكايتيس*،1،2فرشاد رخشنده رو
  روه بيماري شناسي گياهيتهران، دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات، دانشكده كشاورزي و منابع طبيعي، گ 1

  اسكاتلند، اينورگوري، بخش تحقيقات ويروس شناسي مركز تحقيقات زراعي 2

  تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده كشاورزي، گروه بيماري شناسي گياهي 3

  1/9/90: تاريخ پذيرش  19/7/88: تاريخ دريافت
  چكيده

داراي  dsRNAي مولكولهاتحريك چرخه خاموشي ژن با استفاده از  در گياهان تراريخت موجب حلقه -ساقه بيان ساختارهاي 
 .N. tabacum cv) در اين پژوهش با استفاده از گياهان توتون تراريخت . موجود در گياه مي شود mRNAمشابهت در توالي با 

Samsun, NN) كه ژن(RNA-Directed-RNA Polymerase-1) RDR1 راي مشابهت حلقه دا - آنها توسط ساختارهاي ساقه
به منظور بررسي پايداري . با اندازه هاي متفاوتي خاموش شده بود ميزان پايداري خاموشي ژن بررسي شد RDR1ژنتيكي با ژن 

 RDR1 و نيز ميزان بيان ژن  °PVY (Potato virus Y strain o) خاموشي ژن، ميزان حساسيت به آلودگي سيستميك ويروس
ي دخيل در مقاومت گياهان به ژنهاميزان بيان  (semi-quantitative RT-CR)يمه كمي ن RT-PCRتوسط آزمون . بررسي شد

و سوم  (T2)ي دوم نسلهايك هفته پس از مايه زني RDR6 و نيز  IVR  ،AOX1 ، ERF5ي ژنهاي ويروسي شامل آلودگيها
(T3) ي تراريخت كه ژن توتونهاRDR1 در آنها خاموش شده بود با ويروسPVY° نتايج اين تحقيق نشان داد نسل . بررسي شد
. ي دخيل در مقاومت برخوردار مي باشدژنهاو ساير  RDR1ي تراريخت نسبت به نسل بعدي از ميزان بيان كمتر ژن توتونهادوم 

 °PVYاز حساسيت بيشتر به ويروس (T3)ي تراريخت در مقايسه با نسل سوم توتونها (T2)همچنين لاين هاي نسل دوم 
 -ساقه ساختار  كارآيينتايج نشان داد . در نسل سوم معادل با توتون غير تراريخت بود RDR1ميزان بيان ژن  برخوردار بوده و

بوده و براي انتقال  RDR1ژن تأثيرتحت  RDR6كه ژن  آنجايياز .  در نسل بعد كاهش يافته است RDR1در خاموشي ژن  حلقه
 RDR1آلودگي ويروسي لازم مي باشد، پيشنهاد مي كنيم كه سركوب ژن  پيام خاموشي در طول گياه و افزايش مقاومت گياهان به

 حلقه - ساقه ارهاي و در نهايت موجب كاهش انتقال عمودي ساخت RDR6 ي تراريخت موجب جلوگيري از بيان ژنتوتونهادر 
  . خاموش كننده به نسل بعد شده است

  °RDR1 ،PVY، حلقه -ساقه ، ساختمان RNAخاموشي  :واژه هاي كليدي

   rakhshandehroo_fa@srbiau.ac.ir :پست الكترونيكي  ، 09124786687: تلفن ،نويسنده مسئول* 

   مقدمه
ژنتيكي ست پديده اي RNA (RNA Silencing)اموشي خ

از طريق توالي ويژه اي از  ژنهاآن تنظيم بيان  طيكه در 
RNA ،  غير ازmRNA  ،tRNA  و ياrRNA ،  در سلول

ي ژنهاجهت تنظيم بيان  خاموشي. )1( مي پذيرد صورت

قطعات  مواجه باهنگام  ،همچنينو  موجودات يوكاريوتيك
در جهت  ،ترانسپوزون هاو  ويروسهاخارجي  نوكلئوتيدي

و  2( موجودات فعال مي شود يسلولهاايجاد مقاومت در 
از  نوكلئوتيديحضور قطعات با ايي بيوشيمي فرآينداين . )3
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با توالي مشابه با قسمتي ) dsRNA(دو رشته اي  RNAنوع 
در  ).1( صورت مي پذيرد از ژنوم گياه يا جانور ميزبان

 3آنزيم ريبونوكلئاز نوع  با ي مهاجمتواليهابرش اين نتيجه 
 21-24به طول  RNA كوچكقطعات  )Dicer like(با نام 

شود و از اين طريق يك دفاع ژنتيكي  نوكلئوتيد ايجاد مي
ي پارازيت مهاجم در سلول حاصل مي تواليهاطبيعي عليه 

در  يامي تواند در هسته  RNAخاموشي . )3و  2( شود
را  در حالت دوم آن. سيتوپلاسم سلول اتفاق بيافتد

 Post transcriptional]خاموشي ژن پس از نسخه برداري

Gene Silencing (PTGS)]   ي آنزيمها. )1(امند مي ن
 RNA Directed]پليمراز وابسته به  RNAاز جمله مختلفي 

RNA polymerase]  )RDRs(  در اين مسير شركت مي
هاي تك رشته اي و تبديل  RNAبا تكثير اين آنزيم . كنند

، در تكثير سيگنال هدف (dsRNA)آن به فرم دو رشته اي 
ر مهمي نقش بسيا RNAخاموشي  ر اجزايو فعاليت بيشت

در  RDRآنزيم  نوع 6تا كنون . )27( مي باشدرا عهده دار 
 مدل آرابيدوپسيس گياهمختلف گونه هاي ي سلولها

(Arabidopsis sp.) اخته شده است كه نوع اول آن با نام شن
بوده و  PTGS فرآيند، آنزيمي كليدي در  RDR1مخفف 

 ،در يوكاريوت ها) Basal-defense(در ايجاد مقاومت پايه 
واترهوس  .)9(ي پاتوژنيك نقش دارد آلودگيهادر برابر 

(Waterhouse)  نشان دادند  1998در سال و همكاران
ژنتيكي داراي مشابهت با توالي  ي نوكلئوتيديرديفهاهرگاه 
ه ب انگياهسلول در  حلقه - ساقه ساختار  ساقه درهدف 

موجب مي توانند  تواليهاد اين نبيان شودولا  RNAفرم 
محققين اين مبنا  بر. )28(د ندر گياه شو هدف ژني خاموش

 يناقلهادستورالعملهاي متفاوتي را براي ساخت  كنونتا 
ناقل خاموشي ژن ارائه كرده اند كه استاندارد 

pHANNIBAL ويژگي اين . )20و  10( از جمله آنهاست
ست كه توالي ژن مورد بررسي كه بايد خاموش ا آن ناقلها

دولا  RNAتكراري معكوس به فرم  توالي بصورتشود را 
 RNA سنتز شدهتوالي  .مي نمايند بيان هدر سيستم تراريخت

موجب خاموش شدن كامل ژن در ساقه  (dsRNA)دو لا 

به  قطعه اياز اين طريق مي توان . )8( مي شود هدف
ژن هدف كه از لحاظ ژنتيكي با يا بيشتر ز جفت با 50طول

در گياهان ژن مذكور مشابه باشد را جهت خاموش نمودن 
 همحصولات تراريخت هم اكنون. مورد بررسي بيان نمود

توليد شده و  RNAشده با استفاده از مكانيسم خاموشي 
مورد استفاده قرار مي  تجارتي تنها در استراليا بصورت

ي ناقلهانمودن ژن هدف از  گيرند و در آنها براي خاموش
  استفاده حلقه - نتيكي ساقهژ بيان كننده ساختارهاي

بررسي عملكرد  پژوهش برايدر اين  .)16و  1(د شو مي
 Yبه آلودگي ويروس  توتون مقاومت در ايجاد RDR1ژن 

از لاين هاي توتون  Potato virus Y (PVY)سيب زميني
با نسبتهاي متفاوتي  استفاده شد كه ه ايسامسون  تراريخت

 RDR1ژن  mRNAدر مقايسه با گياه توتون غير تراريخت 
 mRNAبراي كاهش ميزان . كاهش پيدا كرده بود آنها در

 RNAiناقل قسمتي از ژن مذكور با استفاده از  RDR1ژن 
در  dsRNA بصورت و ساختار ساقه و حلقهبصورت 

ي تراريخت بيان مي شد كه موجب فعال توتونهاسلول 
و هضم  RDR1خاموشي ژن بر عليه ژن  فرآيندشدن 

لاين  .ي تراريخت مي شدتوتونهاآنزيمي ژن مذكور در 
از اين ويژگي برخوردار بودند كه مربوط  ي مورد بررسيها

مقايسه  همچنين با .و سوم بودند دومي مختلف نسلهابه 
ي مختلف نسلها در ميزان مقاومت به آلودگي ويروسي

انتقال و حفظ ويژگي پايداري  ،هي تراريختتوتونها
در  RDR1خاموش كننده ژن  حلقه -ساقه ساختارهاي 

نتايج تحقيقي  .گرفتمورد ارزيابي قرار ي مختلف نسلها
در  RDR1كه به تازگي انجام پذيرفت نشان داد كه ژن 

ي ويروسي آلودگيهاافزايش دفاع فوق حساسيت در برابر 
 13(خاموشي ژن نقش دارد  فرآيندعلاوه بر دفاع از طريق 

كه در  TMVرو در اين پژوهش از ويروس  از اين). 21و 
ون سامسون غير تراريخت پاسخ فوق حساسيت را توت

بيان ژن  تأثيرايجاد مي نمود استفاده شد تا علاوه بر بررسي 
RDR1  در توليد نسخه هايmRNA  ين مهم ترمربوط به

ي مقاومت درگير در پاسخ فوق حساسيت در كنار ژنها
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 تأثيرامكان پايداري خاموشي ژن  فرآيندي مسئول ژنها
نيز ي تراريخت توتونهادر ي مختلف هانسلاحتمالي آن در 

  .بررسي شود

 مواد و روشها 

در اين : و روش آلوده سازي ويروسيو  گياهيمنابع 
 Oنژاد  (Infectious clone)ي بيماريزا كلنهااز  پژوهش
 Potato virus Y strain O (PVYO( سيب زميني Y ويروس

 همچنين از. قرار گرفت استفادهمورد براي مايه زني 
يك توتون يموزا ويروس U1استرين  ي بيماريزاهاكلن

Tobacco mosaic virus (TMV) كه در توتون  Samsun, 

NN) (N. tabacum cv.  ايجاد لكه موضعي و پاسخ فوق
ميزان بيان  و مقايسه حساسيت مي نمود نيز براي ارزيابي

بخش عوامل ويروسي مذكور توسط  .استفاده شد ژنها
 تحقيقات زراعي اسكاتلندز گياهي مرك ويروس شناسي

(SCRI) مايه زني .در اختيار اين تحقيق قرار گرفت 
مولار با  1/0مكانيكي با استفاده از بافر فسفات پتاسيم 

pH= 7.5 گرم  5/0براي اين منظور به ميزان  .انجام شد
ميلي ليتر از بافر مخصوص مايه زني  4بافت پهنك برگ در 

مايه زني در  .خت شددر هاون چيني سرد، خرد و يكنوا
ي تراريخت و غير تراريخت توتونهابرگي  4مرحله 

ي فوقاني و يك برگهانمونه برداريها از . سامسون انجام شد
در اين تحقيق از  .، صورت پذيرفتمايه زنيهفته پس از 

داراي  ,N. tabacum cv Samsunهاي متفاوت توتون  لاين
  RDR1ژنبراي بررسي نقش . استفاده شد Nژن مقاومت 

 رقم 4سيب زميني از  Yدر مقاومت در برابر ويروس 
 ,NN N. tabacum cv Samsun نمختلف توتون سامسو

  . )2جدول ( استفاده شد

همسانه از در اين بررسي : تهيه كاستهاي ژني چگونگي
ه ب nn N. tabacum cv Xanthi توتون RDR1ژن ي ها

. )1دول ج( استفاده شدجفت باز  542و  1630 هاي اندازه
 ، (Binary vector)ي يدوتا ناقلدر هاي مذكور همسانه 

pFGC5941(Chrom DB. U.S.A)  مطابق روش

Kerschen  ييدوتا ناقل .)8(وارد شدند و همكاران 

pFGC5941 (GenBank Accession No. AY310901)  از
سنتز ژن و داراي اينترون شده جفت باز تشكيل  11406

براي وارد كردن  ايگاه ورودو دو ج A  (ChsA)كالكون 
. )1شكل ( بود از ژن مورد بررسيي مكمل معكوس تواليها

به فرم  dsRNAبراي توليد قطعه هاي  شده ذكرناقل از 
 آنكاهش ميزان بيان  منظوره ب RDR1ژنساقه و حلقه از 

براي  .)2جدول ( استفاده شد تراريختي توتونهادر 
 Samsun, NN cv tabacumتراريختي گياهان توتون 

Nicotiana  از باكتري آگروباكتريومLBA4404) 
(Agrobacterium tumefaciens, ي حاوي يداراي ناقل دوتا
. استفاده شدتوتون  RDR1توالي مكمل معكوس از ژن 

باكتري آگروباكتريوم با استفاده از روش تزريق زير پوستي 
Clough   وBent  انتظار  .)6(به گياهان توتون تزريق شد

زياد از به دليل حضور تعداد نسخه هاي كه رفت  مي
لاين در  RDR1خاموش كننده ژن حلقه  - ساختارهاي ساقه

نسبت به  آنها در RDR1بيان ژن  R-5-1-1و  R-5-1هاي 
و  R-14-1لاين هاي  .بسيار كمتر باشدگياه غير تراريخت 

R-14-1-1 تعداد نسخه هاي خاموش كننده ژن  RDR1 
ت فدريا R-5-1-1و  R-5-1لاين هاي  نسبت به را كمتري 

توتون  RDR1از توالي  cDNAبه منظور تهيه . بودند كرده
Xanthai  و تكثير داختصاصي براي  آغازگرهاياز جفت
   ).1جدول (تفاده شد اس RDR1 ژن ناحيه از

به ي تراريخت توتونهاي ارزيابي حساسيت آزمونها
ين در لاحساسيت جهت بررسي ميزان : آلودگي ويروسي

 ي دخيل در مقاومتژنهاي بيانهاتوتون، تراريخت  هاي
و نيز ژن   RDR1و  IVR ،AOX1،ERF5،RDR6شامل 

از آغازگرهاي  PVYمربوط به پروتئين پوششي ويروس 
آغازگرها با استفاده از ). 3جدول (اختصاصي استفاده شد 

 ,Oligo6 )Molecular biology, Insights,Inc نرم افزار

U.S.A ( حضور  ژنهابررسي ميزان بيان . شدندطراحي
-RT ا استفاده از آزمونبراي هر ژن ب mRNAنسخه هاي 
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PCR تكرار  3در مطابق روش مارون و همكاران  نيمه كمي
انجام شد تكرار براي هر نمونه گياهي  3و در هر تكرار با 

)12.(  

  

  

 

 
 

 

 

 Xanthi nn cv tabaccumتوتون  RDR1ناقل براي بيان قسمتي از ژن و روش تغيير ساختار )   RNAi )pFGC5941ساختار ناقل  -1شكل 
Nicotiana  مشخصات ژن. حلقه -بصورت ساختمان ساقهRDR1  توتونXanthi nn cv tabaccum Nicotiana  و كاست ژني مورد استفاده

در . شكل مشخص شده است در.cv Samsun, NN tabaccum Nicotianaدر سلول لاين هاي تراريخت  RDR1براي ايجاد خاموشي ژن 
جفت باز در حد فاصل بين  540به طول توالي ) 2(و  1400 -3030جفت باز در حدفاصل بين توالي  1630والي به طول ت (1)جايگاههاي تكثير 

  .در ناقل وارد شدند RDR1از ژن  1614-2155تواليهاي 
  

جفت باز در حد فاصل بين  1631باندازه ) RDR1 aقطعات مربوط به ژن مشخصات آغازگرها و جايگاههاي برشي براي همسانه سازي  -1جدول 
از طول ژن كه براي تكثير  1614و  2154جفت باز جفت باز در حد فاصل بين نوكلئوتيدهاي هاي  542باندازه ) bو  1400و  303نوكلئوتيدهاي هاي 

  .در پايين هر توالي آغازگر مشخص شده است مكان برش توسط آنزيم. مورد استفاده قرار گرفت pFGC5941در درون ناقل 
 R-5-1-1 R-14-1-1 R-5-1 R-14-1 ارزيابي  نام لاين هاي مورد

  نسل دوم  نسل دوم نسل سوم نسل سوم ويژگي لاين هاي مورد ارزيابي
تعداد نسخه هاي ساختار ساقه و حلقه وارد

 شده در لاين توتون مورد ارزيابي

نسخه50تا30
نخاموش كننده ژ

نسخه خاموش 5تا2
 RDR1كننده ژن

نسخه  50تا  30
خاموش كننده ژن 

نسخه خاموش  5تا  2
 RDR1كننده ژن 

 Samsun, NN cv tabacum Nicotianaدر اين تحقيق از لاين هاي متفاوت توتون  . خصوصيات لاين هاي توتون مورد ارزيابي  -2جدول 
برخي از . حلقه، با درجات مختلف كاهش يافته بود - توسط سازه هاي ژني داراي توالي ژني مشابه با فرم ساقه  در آنها RDR1استفاده شد كه بيان ژن

  .لاين ها مربوط به نسل دوم و برخي ديگر متعلق به نسل سوم بودند

جهت توسعه  نام ژن
  آغازگر

 اندازه توليدات  توالي آغازگر

(bp) 

RDR1-1a Sense 5'-AAAGAATTCGCATCAAGACCTGGCCTTAC-3'                             
                 Eco RI 1631 

RDR1-2a Antisense 5'-AAAAGCGGCCGCCACTAAGTATTTCAGCCTCAG-3'                 
                 Not I 

RDR1-3b Sense 5'-AAATCTAGAGGCGCGCCAAATATCTGCTGACTTTG-3'             
                 Xba I 542 

RDR1-4b Antisense 5'-AAAAGGATCCATTTAAATCTGGATTCATCCAAGCAT-3'             
                Bam HI 
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RNA  ي تراريخت و غير تراريخت در توتونهاكل بافت
حالت سالم و يا يك هفته پس از مايه زني با 

و همزمان با بروز علايم موزاييك   PVY°ويروس
براي اين منظور از . استخراج شد برگهاسيستميك از 

 RNA  RNeasy Plant Miniستونهاي كوچك استخراج 

kit (Qiagen, USA) غلظت. ستفاده شداRNA  ستخراج ا
ه از دبا استفا. با دستگاه اسپكتروفوتومتر سنجش شدشده 
  Oligo dTو آغازگر (RT)نسخه بردار معكوس  آنزيم

 (Promega,Wisconsin, USA)مطابق دستورالعمل شركت 
به اين ترتيب  .اقدام شدتك رشته اي  cDNAبراي ساخت 

 50 از استخراج شده RNAنانوگرم از  10 ازاي بهكه 
حجم  DEPCاستفاده شد و با آب  Oligo dTپيكومول 

دقيقه در  10محلول . رسيديكروليتر م 7محلول واكنش به 
پس از زمان . قرار گرفتدرجه سانتي گراد  65دماي 

سپس . مذكور محلول به سرعت بر روي يخ سرد شد
 (10 µM)،  (5X)بافر    4 μl،(1mM dNTP) محلول زير 

dTT  ،(1U)  آنزيم(RT)  نوعM-MuLV  ، تهيه شد و
محلول . رسيد ميكروليتر 10به  DEPCبا آب  نهاييحجم 

و  درجه سانتي گراد 42دقيقه در دماي  60فوق به مدت 
پس از  .قرار گرفتدرجه سانتي گراد  80دقيقه در  10

تك رشته اي، از آن به عنوان الگو براي  cDNAساخت 
 PCRدو رشته اي و تكثير آنها توسط  cDNAساخت 
 1 حضور بانيمه كمي  RT-PCRزمون آ .ه شداستفاد

از  ميكروليتر 24حجم شده در  سنتز cDNAاز  ميكروليتر
ميلي مولار  MgCl2 ،4/0  ميلي مولار 2( واكنشگرها شامل

4dNTP-Mix ،6/0  واحد آنزيمTaq DNA polymerase 
 5 ،از آغازگرها كرومولاريم 4/0، )روليترميكواحد در  200(
كروليتر يم 24و تا حجم  PCR Buffer (10X)كروليتر يم

. انجام شد  در دستگاه ترموسايكلر ) آب مقطر استريل
 اوليه سازي دقيقه واسرشت 2(واكنش حرارتي نمونه ها با 

درجه  54 ثانيه در 30، سانتي گراددرجه  94دقيقه در  1 در
و بسط  سانتي گراددرجه  72ثانيه در  40،  سانتي گراد

،  30، 25براي  )سانتي گراددرجه  72دقيقه در  10 نهايي

 -Tubulinي ژنهاهمچنين از . چرخه تكثير شدند 40و  35
ß  وMyb  نرمال سازي بيان  برايو  داخليبه عنوان كنترل

  .براي اين آزمون استفاده شد ژنها
 Si-Blotting  (Small آزمون: Si –Blottingآزمون 

interfering RNA –Blotting)   هتغيير يافتروش Northern 

 Blot   رديابي قطعات براياست و از آن RNA  با اندازه
مطابق روش كانتو و  نوكلئوتيد 30كوچك كمتر از  هاي

وني  تكنيك مذكور مطابق روش. )5(شد  استفاده همكاران
براي انجام اين ). 26( و همكاران انجام پذيرفت  تاراني

 يابيمورد ارز يتوتونهابرگ از  تام RNA آزمون ابتدا
ميلي  4گرم از بافت برگ در  3ابتدا ميزان . استخراج شد

 Tris-HClمولار  LiCl ،1/0مولار 1/0(ليتر بافر كلريد ليتيم 
درصد  1، 8با اسيديته  EDTAمولار  01/0، 8با اسيديته 

SDS ،5 ماده  درصدPVP-24000  درصد  2و)Na2So3(  و
ل به ايزو آميل الك - كلروفرم- ميلي ليتر مخلوط فنل 4

مخلوط واكنش . به طور كامل ادغام شد) 1- 24-25(نسبت 
دور  10000ساعت با چرخش  1در دماي اتاق براي مدت 
 5/4رونشين به دست آمده با . در دقيقه سانتريفيوژ شد
ماكروليتر استات  500مولار و  4ميلي ليتر ليتيم كلرايد 

 3تركيب شد و براي مدت  8مولار با اسيديته  3پتاسيم 
. قرار داده شد سانتي گراددرجه  - 20عت در دماي سا

براي  سانتي گراددرجه  4سپس مخلوط واكنش در دماي 
دور در دقيقه سانتريفيوژ  10000دقيقه با چرخش  30مدت 
شستسو داده شد و  درصد 70رسوب حاصل با اتانل . شد
ماكروليتر آب مقطر استريل دوبار تقطير شده حل  500در 
 20روي ژل پلي آكريل آمايد راج شدهكل استخ RNA .شد

 الكتروفورزميلي آمپر  280ولتاژ  با TBE در بافر  درصد
جهت بررسي  در محلول اتيديم برومايد ژلها. شد

  RNA.ندرنگ آميزي شداستخراج شده   RNAكيفيت
 Mini توسط دستگاهپلي آكريل آمايد ژل  موجود در 

Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell  (Bio-

Rad, U.S.A)   100پس از يك ساعت با شدت جريان 
غشاء پس از . ي نيتروسلولزي انتقال پيدا كردغشاهابه  ولت

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1392، 3، شماره 26جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

406 

 1X Roche(شامل كننده بلوكه شدن در محلول بلوكه

Blocking Reagent ،0.1 M Maleic acid (0.15M NaCl, 
  RDR1 ژن  RNA اختصاصي براي قطعات كاوشگربا 

 غير راديواكتيو كاوشگراي اين منظور از بر. شدرديابي 
Dioxygenin-Labbeled (Roche,Germany) استفاده شد .

 41براي مدت يك شب در دماي  RNAاتصال كاوشگر به 
-Anti و رديابي توليدات توسط سانتي گراددرجه 

dioxygenin   در سوبستراي)CSPD (({1,2-dioxetane-

3,2′-(5′-chloro) tricyclo [3.3.1.13,7] decan}-4-yl] 

phenylphosphate) براي تهيه كاوشگر از . پذيرفت انجام
ناقل مذكور . استفاده شد (pLF103)ناقل بيان كننده ژن 

بود و پس از  Xanthiتوتون  RDR1حاوي توالي ژن 
 Senseتوليد پروب  T7و  T3رونويسي توسط دو پروموتر 

RNA يه براي ته . براي انجام نوردن بلات مي نمود
جفت باز از ژن  540به طول  cDNAكاوشگر از توالي 

RDR1  توتونXanthi  2154ي تواليهادر حد فاصل بين -
ي كه براي يدر نهايت لاين ها). 1شكل (استفاده شد  1614

پر رنگي را باندازه شده بودند باند  خاموش  RDR1 ژن
 شدت باندها بيانگر ميزان. نوكلئوتيد نشان دادند 21- 24

و تبديل آن به  RDR1 ژن و هضم آنزيمي دنخاموش ش
  .در لاين ها بود RNAقطعه هاي كوچك 

  تايجن
ي توتونهاعملكرد كاست هاي ژني در ارزيابي 
در حالت سالم و  RDR1ارزيابي ميزان بيان ژن  :تراريخت

ي غير توتونهادر  PVYيك هفته بعد از مايه زني با ويروس
 تراريخت يتوتونها ي دوم و سومنسلهاو  تراريخت

تا  25نيمه كمي با  RT-PCR با استفاده از  )3و 2اشكال (
در   RDR1ميزان بيان ژن . انجام پذيرفت  PCRچرخه  40

 ارزيابي،  ß-Tubulinمقايسه با ميزان بيان ژن كنترل داخلي 
-ßو   RDR1ي ژنها تكثيراندازه توليدات حاصل از . شد

Tubulin  اندازه هاي با مطابق  درصد 5/2بر روي ژل آگارز
نتايج آزمون . براي هر ژن بود) 3جدول (اشاره شده در 

Semi-quantitative-RT-PCR  نشان داد ميزانmRNA  ژن

RDR1  در لاين هاي تراريخت متعلق به نسل دوم در
پيدا  كاهشمقايسه با شاهد تيپ وحشي غير تراريخت 

  ). 3و  2 يشكلها(كرده است 
با  R-5-1در لاين  RDR1ژن mRNAبيشترين ميزان كاهش 

حلقه خاموش كننده مشاهده  - تعداد زياد ساختارهاي ساقه
در لاين  RDR1ژن mRNAكاهش ميزان ). 2شكل (شد 

سالم و آلوده به  R-14-1و R-5-1هاي توتون تراريخت 
با اين وجود ميزان بيان ژن . مشاهده شد PVYºويروس 

يخت و ي ترارتوتونهامذكور تا يك هفته پس از مايه زني 
ي مايه زني نشده توتونهاغير تراريخت در مقايسه با 

بيشترين ميزان افزايش ). 2شكل (افزايش نشان داد 
mRNA  ژنRDR1  در توتون غير تراريخت تيپ وحشي تا

و همزمان با بروز  TMVروز پس از مايه زني با ويروس  3
). 3و  2ي شكلها(پاسخ فوق حساسيت مشاهده شد 

در توتون غير  RDR1زان بيان ژن همچنين ارزيابي مي
بعد از مايه زني با يك هفته در حالت سالم و تراريخت 
روز بعد از مايه زني با  3و يا  PVY°ويروس
در مقايسه با  TMVنشان داد ويروس  TMVويروس

°PVY  ژن از توان بيشتري در افزايش بيانRDR1  
گرچه در توتون غير ا .)3شكل ( برخوردار بوده است

تا يك هفته  خت در مقايسه با لاين هاي تراريختتراري
 ميزان نسخه هاي PVYºپس از مايه زني با ويروس 

mRNA  ژن بيشتري ازRDR1   در سلول تجمع پيدا نمود
با اين وجود نتايج فوق براي لاين هاي توتون ) 2شكل (

 كه متعلق به نسل سوم R-5-1-1 و R-14-1-1تراريخت  
ه شده براي نسل دوم نبود و بر بودند مانند نتايج مشاهد
در نسل سوم  RDR1ژن mRNAخلاف نسل دوم، ميزان 

-Sq همچنين نتايج آزمون ). 3شكل (افزايش نشان داد 

RT-PCR  نشان داد بيشترين ميزان تجمع پروتئين پوششي
ميزان كم با )  R-5-1(در لاين تراريخت  PVYº ويروس 
mRNA  ژنRDR1  در  ).4شكل (صورت پذيرفته است

 (PVYº) پروتئين پوششي ويروساين آزمون ميزان بيان ژن 

مورد  RT-PCRآزمون  40و  35،  30،  25در چرخه هاي 

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1392، 3، شماره 26جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

407 

لاين هاي توتون تراريخت با بيان  در. بررسي قرار گرفت
به ميزان  PVYºپروتئين پوششي ويروس  RDR1كمتر ژن 

شكل (بيشتري در مقايسه با توتون غير تراريخت بيان شد 
شده مربوط به پروتئين  تكثير محصولپروتئين پوششي ). 4

جفت بازي را در ژل  200باند  PVYºپوششي ويروس 
، تجمع  R-14-1و  R-5-1 لاين هاي تراريخت. دادتشكيل 

را در مقايسه با توتون تيپ  PVYºپروتئين پوششي ويروس

وحشي غير تراريخت بيشتر حمايت نمودند كه اين امر 
يت به آلودگي ويروسي در اثر كاهش بيانگر افزايش حساس

شكل (در لاين هاي تراريخت مي باشد   RDR1ژن  حضور
توان تهاجمي ميزان حاكي از آن بود كه نتايج همچنين  ).4

-R-5و  R-14-1-1 در لاين هاي تراريخت PVYºويروس 

 mRNAميزان همزمان با افزايش متعلق به نسل سوم  1-1
  ).4شكل (افزايش پيدا كرده است  RDR1ژن 

ژنها مربوط به چرخه تكثير حاصل از  قطعه هاي .مشخصات آغازگرها جهت تكثير ژنهاي مقاومت در توتونهاي تراريخت و غير تراريخت -3جدول 
 4با  براي هر ژن از نمونه هاي كنترل منفي و مثبت استفاده شده و تمام آزمونها. تفكيك شدند درصد 5/2روي ژل آگارز  PCRمختلف آزمون  هاي

 ,pTZ57 R/T (Fermentazبراي كنترل مثبت از ناقل . استفاده شد (cDNA)براي كنترل منفي از مخلوط واكنش بدون الگو . تكرار انجام شدند

Germany) داراي هر يك از ژن اشاره شده در جدول زير استفاده شد.  
  اندازه توليدات  توالي جهت توسعه آغازگر  نام ژن

RDR1  
Foreward Primer CAGGCTAGCTCCATCGCGAC

430bp  
Reverse Primer CATACTAGTGGTCATAAACACA

IVR 

Foreward Primer ATCGTTAACAATCGACCTGAAGCTGCT

581bp  
Reverse Primer ATGGGATCCTCATAAAAGCTCAGCCTCT

ERF5  
Foreward Primer ATGTCAAGTAACTCAAGCCCA

780bp  
Reverse Primer TCAGTCCCTTCGACACGAATG

 

AOX1  

Foreward Primer GATGACACGTGGAGCGACAAGG
620bp  

Reverse Primer CCACTCTGTTCGAATCGCCTAAG

ß-tubulin  
Foreward Primer CTTGCATTGGTACACAGG

300bp  
Reverse Primer CACTCTCCAGCATTCATCC

RDR6  
Foreward Primer TCCATGCCGAAGTACAGTGCT

350bp 
Revearse Primer TCCATGCCGAAGTACAGTGCT

Myb  
Foreward Primer CATTCCCAAAGTACCAAGAAG

330bp 
Revearse Primer GGACTGGTGGTACCTGTGC

Potato virus Y 
Coat Protein  

Foreward Primer ATGCCAACTGTGATGAAT
200bP 

Revearse Primer ACTCGGCCCGAAGGTGACGCATTTCT
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و توتون غير تراريخت در ژل آگاروز   R-5-1و  R-14-1لاين هاي توتون تراريخت  RDR1ت حاصل از تكثير ژن الكتروفورز محصولا -2شكل 

محصول مي باشد كه  PCRاعداد به ترتيب بيانگر چرخه اي از واكنش . )Promega, USA(جفت باز  100 ماركر وزن مولكولي) L(. درصد  5/2
. PVYتوتون غير تراريخت مايه زني شده با ويروس : NT-PVY. ر تراريخت مايه زني نشدهتوتون غي: NT-H .جمع آوري شده استتكثير 

NT-TMV : توتون غير تراريخت مايه زني شده با ويروسTMV .N :به جاي ( كنترل منفيDNA  از آب در مخلوط واكنشPCR  استفاده
  ).شد

  
  

  
و توتون  R-5-1-1و  R-14-1  ،R-5-1 ،R-14-1-1اي توتون تراريخت در لاين ه RDR1الكتروفورز محصولات حاصل از تكثير ژن  -3شكل 

توتون غير تراريخت و تراريخت نمونه هاي : PVY .نمونه سالم :  Promega, USA( . Ui(جفت باز  100 ماركر وزن مولكولي) L(. غير تراريخت
شاهد مثبت TMV +  ß-Tubulin.ايه زني شده با ويروس توتون غير تراريخت و تراريخت منمونه هاي : PVY .TMVمايه زني شده با ويروس 

شاهد منفي براي ژن  RDR1– .شاهد مثبت براي ژن مورد بررسي  RDR1. +شاهد منفي براي ژن مورد نظر ß-Tubulin  –. براي ژن مورد بررسي
  .مورد نظر
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در لاين هاي توتون  Potato virus Y (PVY°)الكتروفورز محصولات حاصل از تكثير بخشي از ژن پروتئين پوششي ويروس  -4شكل 
 Promega,USA( .N(جفت باز  100 ماركر وزن مولكولي :L .و توتون غير تراريخت R-14-1  ،R-5-1 ،R-14-1-1، R-5-1-1تراريخت 

:  NTRI. تراريخت سالم رغينمونه مربوط به گياه توتون :  NTRH  .)استفاده شدالگو در نمونه كنترل منفي  DNAز آب به جاي ا( كنترل منفي: 
  .PVYºنمونه مربوط به گياه غير تراريخت آلوده به ويروس  

R-5-1 
 )Ui( 

R-5-1 
)I(  

R-14-1 
)Ui(  

R-14-1 
)I( 

R-5-1-1
)Ui( 

R-5-1-1 
 )I( 

R-14-1-1
)Ui( 

R-14-1-1 
)I( 

  
بر روي غشاء كه گذاري و آشكارسازي توسط كاوشگر نمونه هاي مختلف توتون پس از ل RNA  ينوكلئوتيد 21-24الگوي باندي قطعات  -5شكل 

  .PVYنمونه آلوده به ويروس:  I .نمونه سالم:  Ui.باشد مي RDR1باند هاي تيره تر بيانگر خاموشي بيشتر ژن . نيتروسلولزي

  
-R-14-1  ،R-5-1 ،R-14-1در لاين هاي توتون تراريخت               IVRو  RDR6الكتروفورز محصولات حاصل از تكثير ژنهاي  -6شكل 

1  ،R-5-1-1 و توتون غير تراريخت .)L (جفت باز  100 ماركر وزن مولكولي)Promega, USA(. N  :كنترل منفي )ز آب به جاي اDNA 
غير تراريخت نمونه مربوط به گياه :  NT-PVY. تراريخت سالم رنمونه مربوط به گياه توتون غي:  NT-H .)استفاده شدالگو در نمونه كنترل منفي 

  .جمع آوري شده استمحصول تكثير مي باشد كه  PCRاعداد به ترتيب بيانگر چرخه اي از واكنش  .PVYºآلوده به ويروس  
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 R-14-1  ،R-5-1 ،R-14-1-1در لاين هاي توتون تراريخت   ERF5و  AOX1الكتروفورز محصولات حاصل از تكثير ژنهاي  - 7شكل 

 ،R-5-1-1 ريختو توتون غير ترا .)L (جفت باز  100 ماركر وزن مولكولي)Promega, USA( . Ui  : تلقيح نشدهنمونه سالم.PVY  : نمونه
شاهد : ß-Tubulin  –.شاهد مثبت براي ژن مورد بررسي: ß-Tubulin  + . ، يك هفته پس از مايه زني PVYمايه زني شده با ويروس  آلوده و

شاهد منفي براي ژن مورد : -AOX1 .براي ژن مورد نظر مثبتشاهد : +ERF5. في براي ژن مورد نظرشاهد من: -ERF5. منفي براي ژن مورد نظر
  .توتون تيپ وحشي غير تراريخت:  NT. براي ژن مورد نظر مثبتشاهد : +AOX1. نظر

ي تراريخت توتونها نشان داد Blotting-siنتايج آزمون 
 22تا  24اندازه ه ب siRNAداراي قطعه هاي كوچك 

به اين معني كه در آنها ). 5شكل (وكلئوتيد مي باشند ن
همچنين مشخص شد كه . خاموشي ژن اتفاق افتاده است

به ميزان   R-14-1و  R-5-1لاين هاي تراريخت  دوم نسل 
-Rو   R-5-1-1آنها يعني  يي بعدنسلهابيشتري نسبت به 

همچنين نتايج اين ). 5شكل (خاموش شده اند  14-1-1
ساختارهاي ساقه و تعداد كه  لاين هايياد دآزمون نشان 

بيشتري را دريافت داشته  RDR1ژن خاموش كننده  حلقه
باند مربوط به قطعات بسيار   ،R-5-1-1و R-5-1مانند اند 

 لاين هايياز پر رنگ تر  براي آنها RNA (siRNA)كوچك 
تعداد نسخه هاي ژني  خاموش كننده كمتري مي باشد كه 

 ).5شكل ) (R-14-1-1و  R-14-1(ند را دريافت داشته ا
 بانمونه آلوده به ويروس هر لاين  مقايسه الگوي باندي

كه ميزان نشان داد نمونه عاري از ويروس همان نمونه 
siRNA  بيشتري در تمام لاين ها پس از آلودگي به ويروس

PVY همچنين در اين . در مقايسه با شاهد توليد مي شود
 شاهدراريخت نيز به عنوان ي غير تتوتونهاآزمون از 
نمونه توتون غير تراريخت هيچگونه باندي را . استفاده شد
  ). 5شكل ( ندنشان نداد

به آلودگي ي تراريخت توتونهاارزيابي حساسيت 
نسبي ميزان بررسي نتايج كمي سنجي : ويروسي

 مقاومتي دخيل در ژنهامربوط به  mRNAرونوشتهاي 
،  IVR  ،AOX1 سي شاملي ويروآلودگيهاپايه گياهان به 

RDR6  وERF5  ي مذكور ژنهانشان داد كه  پژوهشدر اين
روز پس از  3به ميزان زيادي در پاسخ فوق حساسيت تا 

در توتون سامسون غير تراريخت  TMVويروس  مايه زني
). 7و  6 يشكلها(بيان مي شوند  Nداراي ژن مقاومت 

عد از مايه ي مذكور تا يك هفته بژنهاافزايش بيان همچنين 
غير تراريخت در لاين هاي توتون  PVYºكوبي با ويروس

ي ژنهابا اين وجود بيان . مشاهده شد نيز مورد آزمون
در  TMV بعد از مايه كوبي با ويروسدخيل در مقاومت 

افزايش  PVYºاز ويروس بيشتري غير تراريخت توتونها
 نتايج حاكي از آن بود كه با افزايش حساسيت به .پيدا كرد

در لاين هاي توتون تراريخت  PVYºآلودگي ويروسي
 يژنها، ميزان بيان  RDR1كم ژن  تعداد نسخه هايداراي 
 ). 7و  6ي شكلها( بدنيز كاهش مي يا آنها در مقاومت

 IVR و RDR6ي ژنهامربوط به  mRNAميزان نسخه هاي 
در حالت سالم و يك هفته بعد از مايه زني با 

راريخت و غير تراريخت و يا ي تتوتونهادر  PVYºويروس
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در توتون غير  TMVروز بعد از مايه زني با ويروس  3
 40تا  25نيمه كمي با  RT-PCRتراريخت با استفاده از 

 تكثيراندازه توليدات حاصل از . ارزيابي شد  PCRچرخه 
 درصد 5/2بر روي ژل آگارز  Mybو  RDR6  ،IVRي ژنها

براي هر ژن ) 3جدول (اندازه هاي اشاره شده در با مطابق 
ي دخيل ژنها mRNAنتايج نشان داد ميزان نسخه هاي  .بود

 IVR (Inhibitor of virusدر مقاومت ميزبان شامل  

replication) و نيز(RNA-Directed RNA Polymerase-

6) RDR6  با كاهش ميزان نسخه هايmRNA  ژنRDR1 
 انميز. )6شكل ( ي تراريخت كاهش يافته استتوتونهادر 
 ERF5  (Ethylene responseو   AOX1ي ژنها  بيان

factor 5)  يك هفته بعد از مايه آلوده سالم و ي توتونهادر
 .ارزيابي شد PVYºو  TMVي ويروسهاهر يك از  بازني 

ي دخيل در مقاومت ميزبان ژنها mRNAميزان نسخه هاي 
)AOX1  وERF5 ( با كاهش نسخه هايmRNA   ژن

RDR1  7شكل ( تراريخت كاهش يافتي توتونهادر( .  

  بحث

ي تراريخت توتونها 3و  2ي نسلهادر اين تحقيق از 
استفاده شد به اين دليل كه كاهش عملكرد خاموشي 
 ساختارهاي ساقه و حلقه از نسل دوم به سوم بيشتر از آن
. چيزي بود كه از نسل اول به دوم مشاهده مي شد

به نسل اول  بر روي لاين هاي متعلقگذشته ي پژوهشها
استفاده شد،  آنها ي تراريختي كه در اين تحقيق ازتوتونها

مورد استفاده  حلقه -ساقه نشان داده بود كه ساختارهاي 
ي توتونها RDR1وشي ژن موجب خام بالاييبا توان بسيار 

رو از  از اين). 22( تراريخت در نسل اول مي شوند
ررسي ي مذكور براي اين بتوتونهاي دوم و سوم نسلها

ساختارهاي ساقه و حلقه در  كارآييتا  استفاده شد
  .ي بعدي مورد بررسي قرار گيردنسلهاخاموشي ژن در 

پروتئين پوششي ويروس  Sq-RT-PCRي آزمونهانتايج 
°PVY و نيز ژن RDR1  ي مورد بررسي توتونهادر

تعداد حكايت از آن داشت كه لاين هاي تراريخت داراي 

در مقايسه با توتون  RDR1ن ژ از mRNAكم نسخه هاي 
غير تراريخت از حساسيت بيشتري نسبت به آلودگي 

 ويروس تهاجميو توان  بودندبرخوردار  PVYO ويروس
 در نسل سوم نسبت به دوم كاهش پيدا كرده بود مذكور

كه   R-5-1توتون لاين  به طوري كه .)4و  2ي شكلها(
در  RDR1ژن  از  mRNAبسيار كم نسخه هاي داراي 
بيشتري از پروتئين پوششي  ميزانبود  سلولها
ي غير تراريخت در توتونهارا در مقايسه با  PVYOويروس

اين نتايج نشان مي دهد كه ). 4شكل ( نمودخود تكثير 
 در RDR1 ژناز  mRNAنسخه هاي  بيشتر حضور

موجب كنترل بيشتر مي تواند احتمالاً سلول  سيتوپلاسم
 .N( توتون در PVYOآلودگي سيستميك ويروس

tabaccum cv Samsun,NN (در گذشته نيز نقش . شود
عليه در دفاع پايه و ذاتي گياهان بر  RDR6و  RDR1ي ژنها

 با وجود. )23و  22 و 21(عوامل ويروسي ثابت شده بود 
در افزايش توان مقاومت گياهان  RDR1نقش ژن  بررسي

در ي ويروسي آلودگيهاتوتون و آرابيدوپسيس نسبت به 
تا كنون گزارشي از نقش ) 32و  31 ،30 ،29، 24(  شتهگذ

آلودگي سيستميك ويروس در مقاومت بر عليه  RDR1ژن 
PVYO همچنين نتايج اين بررسي نشان داد  .وجود ندارد

ي آلودگيهادر برابر  مقاومتي مسئول ايجاد ژنهابيان كه 
به موازات كاهش  IVRو ERF5, AOX1  مانند ويروسي
 هي تراريختتوتونهاافزايش حساسيت در  و RDR1بيان ژن 

كاهش فاكتورهاي مقاومت ). 6شكل (كاهش پيدا مي كنند 
مي تواند به دليل نقش تنظيمي مثبت  هدر لاين هاي تراريخت

بنابراين اين احتمال . )21( باشد آنها در بيان RDR-1آنزيم 
در دفاع پايه ميزبان در برابر  RDR1وجود دارد كه نقش ژن

خاموشي  فرآيندي پاتوژنيك تنها از طريق كمك به آلودگيها
و انتقال  سيگنال تشديد نبوده و اين آنزيم موجبژن 

دفاعي در ميزبان  عواملو ي پيامبر درون سلولي مولكولها
به تازگي چنين نقشي براي دفاع توتون . )22و  21( گردد

. )10و  7( در برابر حمله حشرات به اثبات رسيده است
در بيان متابوليت هاي  N.attenuate)(توتون  RDR1آنزيم 
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، 17(ثانويه و تركيبات آروماتيك دافع حشرات نقش دارد 
 خاموشينتايج اين بررسي نشان داد كه ميزان  .)19 و 18

در نسل سوم در مقايسه با نسل قبل از آن  RDR1ژن 
همچنين نشان داده شد ). 3شكل (پيدا كرده است  كاهش

 21-24 به طول siRNA كه ميزان قطعات كوچك
  R-5-1-1و   R-14-1-1 تراريخت نوكلئوتيد در لاين هاي
كاهش پيدا كرده  R-14-1و   R-5-1در مقايسه با لاين هاي 

داده هاي حاصل از بررسي فاكتورهاي ). 5شكل (است 
مقاومت نيز نشان داده است كه بيان اين فاكتورها در نسل 

شكل (يدا كرده است سوم در مقايسه با نسل دوم افزايش پ
حلقه  -ساختار ساقه كارآييدر گذشته اثبات شده بود  .)6

 (Zygosity)در تنظيم منفي بيان ژن هدف به زيگوسيتي 
لوكوس القاء كننده خاموشي و همچنين لوكوس ژن هدف 

نتايج اين تحقيق نيز نشان داد ). 15 و 14، 4(بستگي دارد 
اي خاموش ي مختلف از لحاظ بيان ساختارهنسلهاكه 

كه ). 5شكل (كننده و ميزان خاموشي متفاوت مي باشند 
ي نسلهااين امر مي تواند به دليل تفاوت زيگوسيتي در 

از طرفي نتايج . مختلف لاين هاي توتون تراريخت باشد
ساختارهاي  كارآييي قبل مشخص ساخت كه بررسيها

ساقه و حلقه در خاموشي ژن با توجه به تفاوت در ميزان 
اين احتمال نيز ). 11( كندژن هدف مي تواند تغيير بيان 

عملكرد  ،ي تراريختتوتونهانسل دوم در وجود دارد كه 
خاموشي  فرآيندحلقه در تحريك  - بالاي ساختارهاي ساقه

 (PTGS)ژن پس از رونوشت برداري در سيتوپلاسم 
خاموشي ژن در سطح رونوشت برداري  فرآيندموجب القاء 

(TGS)  و متيله شدنDNA  در هسته شده باشد و در نتيجه
ي گياه از جمله ژنهاموجب كاهش ميزان بيان عمومي 

ي ارزيابي شده در اين تحقيق باشد و از اين طريق ژنها
دفاع پايه گياه به آلودگي ويروسي كاهش پيدا كرده است 

نيز وجود دارد كه كاهش  امكاناز طرفي اين ). 4شكل (
خاموشي  فرآينددر القاء حلقه  -ساختارهاي ساقه كارآيي

به دليل انتقال كم نسخه هاي خاموش كننده ژن  احتمالاًژن 
هدف به نسل سوم باشد كه موجب كاهش خاموشي ژن و 

 DNAو در نتيجه كاهش متيلاسيون  siRNAكاهش توليد 
و كاهش ميزان تكثير  ژنهادر هسته و افزايش عمومي بيان 

( ه باشد ويروس در لاين هاي توتون نسل سوم  شد
خاموشي  فرآيندطرفي ديگر تحريك  زا ).7و  6ي شكلها
RNA  35در ميزبان مي تواند موجب متيله شدن پروموترS 

در ساختمان ناقل بيان شونده  RNAيا ناحيه اي از توالي 
از طريق بيان نسخه هاي كم شده باشد كه در اين صورت 

ز ني RNAراندمان ايجاد خاموشي حلقه  - ساختارهاي ساقه
ي گذشته پژوهشهااز طرفي نتايج  .كاهش يابدمي توانسته 

مي تواند  RDR6نشان داد كه ژن  وايستيژ و جونز توسط
در طول گياه نقش داشته  siRNAدر انتقال قطعات كوچك 

دفاع خاموشي  كارآييباشد و از اين طريق موجب افزايش 
توسط همچنين ). 25(ژن بر عليه عوامل ويروسي مي شود 

 RDR6كه بيان ژن اثبات شده است همكاران نيز گوو و 
در اين  ).21(باشد  در سلول مي RDR1ثر از بيان ژن أمت

بيان  RDR1پژوهش نيز مشاهده شد كه با كاهش بيان ژن 
 كاهش ي مورد بررسيتوتونهادر نسل دوم  نيز RDR6ژن 

اين احتمال وجود دارد كه ). 6و  2ي شكلها(مي يابد 
توسط ساختارهاي  RDR1ژن كاهش ميزان خاموشي 

و افزايش  RDR6حلقه موجب افزايش بيان ژن  -ساقه
ي مورد توتونهامقاومت به آلودگي ويروسي در نسل سوم 

ذكر مي باشد كه نتايج اين ه لازم ب. بررسي شده باشد
حلقه را  -ساختارهاي ساقه كارآييپايه  بصورتپژوهش 

ي قرار ي تراريخت مورد بررستوتونهاي مختلف نسلهادر 
ميزان حضور فاكتورهاي ژني مورد ارزيابي از نظر  داد و

mRNA توصيه مي شود . آنها در سيتوپلاسم بررسي شدند
تر در تحقيقات تكميلي  دست آوردن نتايج دقيقه تا براي ب

 بصورتي مورد بررسي در اين پژوهش ژنهاميزان بيان 
و كمي از سطح هسته تا سيتوپلاسم مورد بررسي قرار گيرد 

ي نسلهاحضور نسخه هاي خاموش كننده در لاين ها و 
مولكولي  جديدمختلف از لحاظ فركانس انتقال با روشهاي 

كه امروزه از اين  آنجااز همچنين . مورد بررسي قرار گيرد
ساختارها براي توليد گياهان تراريخت گوناگون در 
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كه  مي شودتوصيه  بنابراينبيوتكنولوژي استفاده مي شود 
از طريق  ژنها يخاموش كارآيينيز و  انتقال پايداري ميزان

مورد  مختلف گياهي در سيستمهايي يچنين ساختارها
  .قرار گيرد دقيق تر ارزيابي

  تشكر و قدرداني
محقق  Julie Squirsدكتر  خانم يو راهنماييها كمكهااز 

بخش تحقيقات ويروس شناسي مركز تحقيقات زراعي 
از . كر و قدر داني مي شودصميمانه تش) SCRI(اسكاتلند 

،   Bung Numو خانم دكتر   Tomas Cantoزحمات دكتر
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The instability of the inhibition of the expression of genes involved 
in resistance to virus infection in transgenic plants using hairpin 

constructs 
Rakhshandehroo F.1,2, Palukaitis P.2 and Shams-Bakhsh M.2,3. 
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Abstract 
Transgenic expression of hairpins can induce RNA silencing pathways by means of 
dsRNA with sequence homology to a plant mRNA. Using transgenic tobacco plants (N. 
tabacum cv. Samsun NN) in which the RDR1 gene was silenced to different extents by 
a hairpin structure homologous to the tobacco RDR1 gene, we evaluated the stability of 
gene silencing, by analyzing the RDR1 gene expression levels and the plant 
susceptibility to systemic infection by PVY°. The second (T2) and third (T3) 
generations of RDR1 silenced transgenic lines were tested by semi-quantitative RT-PCR 
to evaluate the expression levels of defense-related genes including IVR, ERF5, AOX1, 
and RDR6, one week after PVY° infection. The results showed that T2 transgenic 
tobacco lines transcribed the RDR1 and the other defense-related genes to a lower level 
than the corresponding T3 transgenic lines. The T2 lines were more susceptible to 
PVY° infection than the T3 lines and the RDR1 gene was expressed to the same level in 
the T3 lines as in non-transformed tobacco. The efficiency of hairpin structure-mediated 
silencing of the RDR1 gene decreased through different generations. As the RDR1-
regulated RDR6 is required for the spreading of silencing throughout the plant, we 
propose that suppressing RDR1 leads to inhibition of RDR6, which then leads to loss of 
silencing by the RDR1 hairpin transgene after vertical gene transmission.   

Keywords : RNA silencing, stem-loop structure, (RDR1), PVY° 
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