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 مقاله پژوهشي

مبتني بر  با استفاده از سازه پروتئين فلورسنت سبزبيان و هدف گيري درون سلولي 
 کدو زرد کیيموزاویروس 

 

 3شي دونگ یهو   2، مسعود شمس بخش1**سيد محسن نساج حسيني

 ( 27/12/1403، تاریخ پذیرش:  1403/ 22/10)تاریخ دریافت: 

 دهيكچ 

در   و هدفمند طور موقت ه ب  (Green fluorescent protein, GFP)  پروتئين فلورسنت سبزامكان بيان  يبررسبه منظور حاضر  العهمط

 ي برا   ،(zucchini yellow mosaic virus; ZYMV)کدو،    زرد  کیي موزا  روسی، وبدین منظورانجام شد.    ي،روسیو  انيب   سامانه  کی

در   HC-Proو    P1  هاي ژنيچارچوب   ني ب  GFP  رمز کننده   . ژنشداستفاده    (ZYMV)ميزبان سيستميک  کدو    اهان يدر گ  gfp  ژن  انيب

ZYMV  يو توال  يکلروپلاست  گناليس  ديل وارد شد. پپتمابه عنوان ح  SEKDEL  يريگهدف  يبرا  GFP    کلروپلاست و   در  بيترت به

شدشبكه   اضافه  )مایه با    بينوترک   هايل ماح  زایيعفونت .  نداندوپلاسمي  تره  سلمه  گياه  لكه   زبانيم   ،(Chenopodium quinoaزني 

برگ لكه شد.    يابیارز  ویروس  موضعي روي  کلروتيک  موضعي  تره   هاي  هاي  شد.سلمه  موضعي  عصاره   ایجاد  لكه   ي هابرگ روي    یک 

زني شده در گياهان مایه  ZYMVحضور  .شدند يبردارنمونه  زنيمایهروز پس از  20و  1۵، 10، ۵ اهانيگ نیااز  .زني شدمایه کدو  اهانيگ

 ریزنگاره   ،هاي اليزاآزمون با استفاده از    ZYMVشده توسط    انيب   همچنين پروتئينشد.    و آزمون اليزاي غيرمستقيم تأیيد  RT-PCR  توسط

اليزايداده   واکاويشد.    ردیابينفوکال  وک   يربرداریفلورسانس و تصو  نشان د  زنيمایه  اهانيگ   هاي آزمون  برگ   GFPکه    ادشده   ي هادر 

استفاده   داد. نتایج این مطالعه نشان داد که شیرا افزا  بينوترک  ن يپروتئ انيسطح ب   يطور قابل توجهه ب  SEKDEL  گنال يس   و  شد  ان يکدو ب

 د يتول   يبرا  عیسر  يروش  راهكار  نیاو     در حال توسعه است  يزمينه  ک یهمچنان    کيبنوتر   يهان يپروتئ  ان يب  يبرا   زبانيعنوان مه  ب  اهانياز گ

 .دهدي ارائه م اهانيدر گ  بينوترک  يهان يپروتئ   بالاي ریمقاد 
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Abstract 

The present study investigated the feasibility of transient expression and successful subcellular targeting of 

Green Fluorescent Protein (GFP) using a plant viral expression system. For this purpose, zucchini yellow 

mosaic virus (ZYMV, Potyvirus cucurbitaflavitesselati) was employed to express GFP in cucurbit plants as 

the systemic host for ZYMV. The GFP-encoding gene was inserted between the P1 and HC-Pro open 

reading frames in the ZYMV vector. Additionally, a chloroplast signal peptide and the SEKDEL sequence 

were incorporated to direct GFP to the chloroplast and endoplasmic reticulum, respectively. The infectivity 

of the recombinant vectors was evaluated by inoculating Chenopodium quinoa, a local lesion host for 

ZYMV. Chlorotic local lesions developed on the inoculated leaves of C. quinoa. An extract from a single 

local lesion was used to inoculate squash plants, which were then sampled at 5, 10, 15, and 20 days post-

inoculation. The samples were analyzed using indirect ELISA, RT-PCR, fluorescence microscopy, and 

confocal imaging. The presence of ZYMV recombinants in the inoculated plants was confirmed by RT-PCR. 

ZYMV-expressed GFP was detected using ELISA, fluorescence microscopy, and confocal imaging. Data 

analysis revealed that GFP was successfully expressed in squash leaves, and the SEKDEL sequence 

significantly enhanced the expression levels of the recombinant protein. Overall, the findings of this study 

demonstrate that the use of plants as hosts for the expression of foreign proteins remains a rapidly evolving 

field, and this approach offers a rapid and efficient method for producing high quantities of recombinant 

proteins in plants. 
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 مقدمه 

ي علع  اِن اِ نوتركيب اثر شگرفي بر توسعه   يفناوري د
كع  ننرعر بع  دسعت اري ب  طوري گذاشت  است    فناوريو  

شده و ظرفيت نویني بعراي نعنای  زنده  نوجودات    ژنتي ي
 هرچنعدكشاورزي و زیست فنعاوري ایرعاد كعرده اسعت   

دهع  از توييعد اويعيي گيعاه تراری عت   نزدیک ب  سع تنها   
 هاينگرانيگذشت  است ويي در بسياري كشورها، با وجود  

اف ععار عمععوني، نت ععودت بعع  دسععت انععده از گياهععان 
زار ن ععره هسععتند در حععاع عر عع  بعع  بععاتراری ععت 

(Sivamani et al. 2024) ي فنعاوري   همچنيي، ب  واسعه
هاي هاي چشعمگيري در زنينع اِن اِ نوتركيب، پيشرفت  يد

  اسععت  گرفتعع  انرععا دیگععر بعع  ویععژه نععنای  دارویععي 

 هععاي نوجععودات ن تلعع  ایععي فنععاوري، توييععد پروت يي

  هعا، گياهعانها، ن مرهاي باكتريهاي انبوه سلوع در كشت

 Schillberg & Spiegel)  و پستانداران را نم ي كرده است

2022)   
نوتركيعب در گياهعان، روش جعذابي   هعايييبيان پروت 
هعاي رایع  نتهعددي نسعبت بع  روش  هايياست ك  برتر

هاي بيان ژن دارد  هزینع  كع  سانان سایر  نورد استفاده در  
برخعي   انساني  يبيمارگرها   توييد و كاهش خهر ايودگي ب

  بعا (Burnett & Burnett 2020) اسعت هعاياز ایعي برتر
نت ودت   بيشترهاي  اقت ادي و ظرفيت  هاييبرتر  وجود

هاي نهمي در توييد نبتني بر گياهان، هنوز چايشنوتركيب  
سععازي تراری ت از طریعع  پععروت يي نوتركيععب در گياهععان

  ها نيععزانوجععود دارد  ی ععي از ایععي نتععدودیت ارپایععد

 است ك  در بسعياري نعوارد   نوتركيب در گياهبيان پروت يي  

 ب  قدري ك  است ك  براي توييد تراري یعا بعراي اسعتفاده

 Park & Wi) ب  عنوان واكسي خعوراكي نناسعب نيسعت 

گيععاه بعع  عنععوان  ارسععازي پایععدتراری تاز طرفععي   (2016
هعاي درنعاني و بعراي توييعد واكسعي و پروت ييك   روشي  
گير نش لات نتهعددي ناننعد وقعت  رود،يكار ن  ب   يننهت

 انيعانتقعاع و ب  يبعاد   خهعربودن توييد گياهان تراری عت،  
 ان ننرعر بع  جسعت  گعریهاي دژن و نتعدودیت  نتيح

 هاي دیگعري بعراي بيعان پعروت يي در گيعاهو جوي روش 
 هععا بعع  كععار بععردن  ی ععي از ایععي روشسععتشععده ا 
هاي گياهي است ویروسنوقت یا گذراي    هاي بيانسانان  
(Hefferon 2012)ياهيگ هايروسیونبتني بر  هاي  حانل 

 هايرا ندارنعد  سعانان   هاي یادشعدهتیاز نتعدود  ياريبس
 كاري ژنتي عي و انتقعاع ژن هعده از نظعر دسعت  يروسیو

 يبععوده و عمل ععرد بععادی  یسععر اريبعع  ژنععو  ویععروس بسعع
 دارنععد  يوسعع اسيععدر نق بيععنوترك ييپععروت  ديععدر توي 
 (Feng et al. 2022)   

ن تلع  نشعان داده   هايپژوهشب  دست انده از    نتای 
تواننعد بعر بيعان و عمل عرد است كع  عوانعل بسعياري ني
  بعا (Coates et al. 2022) پعروت يي بيگانع  اثعر بگذارنعد

تركيب عنانر ن تل  شانل پپتيد نشعان ، نعواحي ات عاع، 
سععازي و ي پععروت يي، نععواحي خاي رنزكننععده ههععاتق

بندي سری  و بيان پروت يي نم عي ، سره برش  هايگاهیجا
ي نهایي عم رد بادي پعروت يي نعورد نظعر شود و نتير ني

  در نورد چند پعروت يي، (Marillonnet et al. 2005)است 
 SEKDELهعایي ناننعد  ثابت شده است ك  افزودن نوتي 

افعزایش  وي اندوپلاسعمي  در شعب  ي  پعروت يباعث ترم   
 پایععداري شععده اسععت  ات ععاع بعع  پععروت يي دیگععر نيععز 

 ,Bulaon et al. 2020)تواند پایداري را افعزایش دهعد ني

Fidan & Secgin 2024)  در ات عاع بعا  دایي نور(GFP) 
green fluorescent protein  و(GUS) β-glucuronidase 

ارزیععابي بيععان و بععراي  همچنععيينشععاهده شععده اسععت و 
باشعد نفيعد    توانعدني  هاي بهدي نانند خاي  سازيفرایند

(Soetens et al. 2020, Ramos-Vega et al. 2021)   

 انيب  يب  عنوان سانان   ياهيگ  روسیو  يهاحانل  ينهرف
نوثر   يخاي  ساز  ندیب  همراه فرا  اهيدر گ  خارجي  يهاژن

 يهعاروش يبعرا يخعوب يیگزیشده، جعا انيب  يهاييپروت 
 Naseri et al. 2019, Abd-Abd-Aziz) پيشيي شده است
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et al. 2020)  يبعرا ياهيگ روسیو يهاب  كار بردن حانل 
 ديعتوي  يبرا  يديابزار نف  ب،ينوترك  يهايينوقت پروت   انيب

 يبعرا  نعوژنومیا  ديعنهع  ناننعد توي  بيعنوترك  يهاييپروت 
 يهعانوي وع  يارهيعتک زنر  ريب ش نتغ  ،يباد  يانت  ديتوي 

، single-chain variable fragment (scFvي )بععاد يانتعع
در   يو نعنهت  يخعوراك  يهاواكسعي  ،یعيدارو  يهاييپروت 

تا كنون تهدادي از   (Sethi et al. 2021)است  ادیز اسينق
 توتععون کیيععنوزا روسیععناننععد و ياهيععگ هععايروسیو
(tobacco mosaic virus; Tobamovirus tabaci و )
 potato virus X; Potexvirus) ای س سيب زنيني روسیو

ecspotati نععورد اسععتفاده قععرار يانيععل بنععاح( بعع  عنععوان 
قعادر بع    هاست يس  يیاند ك  ااند  نهايهات نشان دادهگرفت  

 نشعاب   ي یويعوژيبا خواص ب  يعمل رد  هايييپروت   ديتوي
از   ين تلفع  ايهنع يهسعتند و در زن  يهيطب  هايييوت با پر 

كعاربرد دارنعد  هعا یو انز هعايباديواكسي، انت ديجمل  توي
(Gleba et al. 2007; Peyret & Lomonossoff 2015 ) 

 زرد كعععدو کيعععنوزائ روسیعععودر ایعععي تتقيععع  
 Potyvirus (zucchini yellow mosaic virus; 

)cucurbitaflavitesselati  انیيكدو  يمارگرهاياز ب  ي ك  ی 
 .Ahsan et al)كدو، خربزه و هندوانع  اسعت  ار،يشانل خ

  ب  كار گرفت  شعد ، ب  عنوان یک سانان  بيان نوقت،(2023
 يهاگونع   بيشعترناننعد  ویروس نوزائيعک زرد كعدو  ژنو   
 6/9نثبعت بع  طعوع   يد   تک  از ار اِن اِ،  Potyvirusجنس  

 يارشعت  ي عرهيپیعک اسعت كع  در تش يل شده باز   لويك
بعزر  ترجمع   ييپروت  يپل کیو ب    شودين  يپوش  ديكپس
سع  پروت عاز   trans  و  cisي  هعابعا پردازش  شود  سعپسني
بعا را    ييپعروت يپلایي    NIaو    P1  ،HC-Proشانل    روسیو

 پروت ازشانل س   فهاع    ييپروت   دهب     ي يتيش ست پروت وي
 يپروت ازها  (Adams et al. 2012) كنندين تبدیل روسیو

P1  وHC-Pro هسععتند و  ييپععروت  يپلعع ينععيان يتهععادر ان
جعدا   کيتيخود را با ش ست اتوپروت وي  يليكربوكس  يانتها

 انعععلي پروت عععازبععع  عنعععوان  NIa  پروت عععاز كننعععدين

 اسعت  ييپعروت   يپلع  يماندهيباق  ينينس وع ش ست پروت  
(Goh & Hahn 2021)نشعان     در ایعي نهايهع  پپتيعدهاي

در شععب    GFPبععراي هععده گيععري و افععزایش بيععان 
ي ویروسعي نعورد اندوپلاسمي و كلروپلاسعت در سعانان 

استفاده قرار گرفت تا نيزان افزایش بيان نورد بررسي قعرار 
 گيرد 
 

 هامواد و روش
 
 هارشد آن  طیو شرا  ياهيمواد گ

 سعلم  تعره( و (.Cucurbita pepo Lكعدو  هايچ گياه
(Chenopodium quinoa L.در شععرایك كنتععرع شععده ) ي

درج  سلسيوس، ب  ترتيعب بع  عنعوان  25گل ان  در دناي 
زرد   کيعنوزائ  روسیعنيزبان سيستميک و ي ع  نو عهي و

  از كمپوسععت بعع  همععراه ندشععد در گلععدان كشععت كععدو
بع  نسعبت نسعاوي   لیبا خاک استر  بيدر ترك  تي وييورن
    شدها استفاده  بستر گلدان  يبرا

 هاي ژني مورد استفاده  ها و همسانهمنبع ویروس

كع  ،  p35SZYMVTW-TN3ي  ايوده كننعده  يهمسان 
 وانیتعا ي یتما  طوع جدا (cDNA)اِن اِ ن مل  يد در ان

بهعد از  (ZYMV TW-TN3)ویروس نوزائيعک زرد كعدو 
 .Lin et al) بعود قعرار گرفتع  35S-CaMV يبرنعده پيش

2002, Hsu et al. 2004) يبعرا يروسعیب  عنوان حانعل و 
 كعدو بع  كعار گرفتع  شعد    اهيعپروت يي نوتركيب در گ  انيب

و  HC-Proهاي ژن ييب  GFPگزارشگر  نهمسان  ژ يیدر ا
P1  نربعو   ينعيجایگعاه همع  پروت   کیو    هقرار داده شد 
 يبععرا بيعع، بعع  ترت HC-Pro ينععيان يدر انتهععا NIaبعع   
قعرار داده شعد   يي ش ل ازاد پعروت   ديو توي  يابیرد  ليتسه 

 (   1)ش ل 
هععاي زنععي شععده بععا حانلتيمارهععا شععانل گياهععان نایعع 

ویروسي نبتني بر نوزایيعک زرد كعدو هسعتند كع  از نظعر 
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هعا عبارتنعد قرارگرفتي پپتيدهاي نشان  نتفاوتند؛ ایي حانعل
، همسان  ايعوده كننعده ویعروس نوزایيعک كعدو ZTN3از:  

، همسعان  ايعوده ZGFPب  عنوان شعاهد؛  TW TN3ایزوي  
قعرار داده شعده؛   HC-Proو    P1بعيي    GFPكننده شاهد ك   
ZGFPKDEL  همسان  ايوده كننعده حعاوي ،GFP   و پپتيعد

، همسعان  ZChlGFPدر انتهاي انيني ان؛    SEKDELنشان   
 و پپتيععد انتقععاع كلروپلاسععتي GFPايععوده كننععده حععاوي 

، همسععان  ايععوده ZChlGKDELدر انتهععاي كربوكسععيلي؛  
بع    SEKDELكننده حعاوي پپتيعد انتقعاع كلروپلاسعتي و  

ترتيعععب در دو انتهعععاي كربوكسعععيلي و انينعععي  تيمعععار 
ZChlGFP+ZGFPKDEL   زني شعده بعا شانل گياهان نای

ZGFPKDEL   وZChlGFP   ب  طور همزنعان بعوده اسعت
هعا در انتقعاع ان  ديعهاي نوتركيب و نعو  پپتساختار حانل

 نشان داده شده است   1دوع  جو  1ش ل  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

بههه همههراه   مورد استفاده در این مطالعهههحامل  به عنوان    کدو  زرد  کیيموزا  روسیو  هاي مبتني بري سازهسازمان ژنوم  يکل  ي. شما1  شكل
 .آن ي برش آنزیمينقشه

Figure 1. The schematic overview of the genomic organization of zucchini yellow mosaic virus-based 

constructs used as vectors in this study, along with their restriction enzyme map. 
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 ویروسي مورد استفاده در این مطالعه هايکدو به عنوان حامل  زرد  کیيموزا  روسیوهاي ویروسي مبتني بر   . نام اختصاري همسانه1جدول  

 ( به کار رفته شده.tagبه همراه نوع ژن بيگانه و نوع و موقعيت پپتيد انتقال داده شده و دنباله )

Table 1. Abbreviated names of viral clones based on zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) as viral 

vectors used in this study along with the type of foreign gene and the types and positions of the 

transferred signal peptide and the tag used. 

Abbreviate names of ZYMV vectors Foreign gene Signal peptide type and its position 

ZGFP GFP - 

ZChlGFP GFP Chloroplast signal peptide at the N-termini 

ZChlGKDEL GFP Chloroplast signal peptide at the N-termini and SEKDEL at the C-termini 

ZGFPKDEL GFP SEKDEL at the C-termini 

ZTN3* - - 

*ZYMV TW TN3 

 

 ي( و نسههخه بههردارPCR) مههرازيپل يارهيهه واکههنش زنج 
 (RTمعكوس )

 تعري روييبا اسعتفاده از پعن  ناي پليمراز  زنريرهواكنش  
 KOD plus (ShineGene  ی، پعن  واحعد انعز10Xبعافر 

Molecular Biotech, Inc., China)تعععري رويي، دو ن 
نعودر، پعن    يلين  25( با غلظت  4MgSOسويفات ننيزی  )

 5/1نعودر،    يلعين  10با غلظت    dNTPsن لو     تري رويين
و نه عوس بعا  نسعتقي اغازگرهاي از هر یک از    تري رويين

 اِن اِ ايگععو يد تععري رويين 3/0نععودر و  يلععين 10غلظععت 
 تعري رويين  50  یيدر حر  نهعانانوگر  بر ني روييتر(    20) 

بعا اسعتفاده از   اي پليمرازواكنش زنريرهي  انرا  شد  برنان 
بع  نعورت  GeneProTM, (China)  لریدستگاه ترنوسعا

، ات عاع ºC  94در     يثان  30  يد  واسرشت سازانرا  ش  ریز
با توج  بع   گسترشو ( 2)جدوع  ºC 60تا  55در   يثان  30

 طوع ژن نعورد نظعر و بعا در نظعر گعرفتي سعرعت انعزی  
چرخع    35  يبعرا  ºC  68)یک كيلو جفت باز در دقيق ( در  

 يدر دنا   ياوي  يزنرحل  واسرشت سا  کی   بهين  سازي شد
ºC  94  ب  نعدت   یينها  گسترشنرحل     کیو    ق يدق  3  يبرا
، ار RT-PCRانرعا     يدبراشعانرا     زين  ºC  68در    ق يدق  5
 TRIzol (Invitrogen, USA) تيعاي كل با استفاده از كاِن

 يهعاي كعدوو طب  دستورايهمل شعركت سعازنده، از بر 
 کیاي ن مل،  ايوده است راج شد  ب  ننظور ساخت دي اِن

 نعانوگر    25شعده )غلظعت    كل است راج  اِ  ار اِن  تري رويين
 mZ1155اغازگر نه عوس    تري رويين  5/0با    بر ني روييتر(

شعده بعر اسعاس تعوايي   يطراحع  نودر،  يلين  10)با غلظت
 لیاسععتر زهيونیعاب د تععري رويين 5/8( و 2)جعدوع  حانعل

 قع يب  ندت پن  دقدرج  سلسيوس    75  ين لو  و در دنا
 خیعع روي هععايويعع  شععدن  پععس از سععرد داده شععدندقععرار 

  تعععري رويي، پعععن  نRT (10X)بعععافر  تعععري رويين 5/2 ،
 تعري رويين  5/2نعودر،    يلين  10با غلظت    dNTPsن لو   

 ينس   بردار   یو یک واحد انز  درنو  1/0دي تيوتریتيوع  
 در حرععع  ( MMuLV, Invitrogen, USAنه عععوس )

حمعا  ساعت در    کیا اف  و ب  ندت  ني روييتر    25نهایي  
 ريعععقعععرار داده شعععدند  ت ث ºC 42 يدنعععا اب گعععر  بعععا

با استفاده  colony PCR كیهاي بيگان  نشاب  شراقهه  ژن 
 ( و بعععا 2هعععر ژن )جعععدوع  ياخت انععع ياز اغازگرهعععا

  انرععا اي ن مععل دي اِن تععري رويين کیععا ععاف  كععردن 
 ژع  شععده توسععك اي تروفععورز در ريععگرفععت  قههععات ت ث

 يدرنعد از نظعر وجعود بانعد نربوطع  بررسع  کیعاگارز   
 شدند  



   78 - 98:  1403 سال /1شماره   /60جلد  / هاي گياهي بيماري

85 85 
 

 
 
 

 هاي برشي.. مشخصات آغازگرهاي مورد استفاده در این مطالعه به همراه موارد کاربرد و جایگاه2جدول  
Table 2. Characteristics of primers used in this study along with their applications and cleavage sites. 

Manufacturing 
 company and country Application 

Annealing 

temperature (ºC) 

Restriction 
 site 

Primer 
 length Sequence (5'-3', restriction site has been underlined) Primer name 

MDBio To produce complementary DNA 55 - 20 ACTTTGCACACATGATCTGG mz1155 

MDBio To run RT-PCR 55 - 22 AGAAAGTGGTGCAAAAGCAAAC pZ629 

MDBio To amplify GFP 55 SphI 32 TGGCATGCGGGCCCGTGAGCAAGGGCGAGGAG pGFPSphI 

MDBio To amplify GFP 55 KpnI  ATGGGTACCACGCGTCTTGTACAGCTCGTCCAT mGFPKpnI 

Genomics To add chloroplast signal peptide 60 SphI 48 ATGCATGCACCTGCGCATTGGACTCTTCCATAGTGGTCAACTTCGCTA mzp1Chltag 

Genomics 
To screen recombinants with chloroplast 

signal peptide 
55 - 21 GGAAGAGTCCAATGCGCAGGT pChltag 

MDBio To add and screen SEKDEL signal peptide 60 NcoI 47 TTTTCCATGGAAGACTGGTGAAACACATGTAGCTCATCTTTCTCAGA mKDELnss 
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نعورد   يهاو افزونع   GFPهاي نربو  ب   ژن  ريت ث  يبرا
 يانتقععاع، اغازگرهععا ديععو پپت يبرشعع تینظععر شععانل سععا

نورد نظعر اسعتفاده   يشده بر اساس تواي  يطراح  ياخت ان
براي شد و براي قرار دادن در حانل ویروسي ب  كار رفت   

بعع   KpnIو  SphI يبرشعع يهععاگاهیجا يتععواي gfpت ثيععر 
و نه عوس   (pGFPSphI)   ياغعازگر نسعتق  يدر ابتدابيترت 

(mGFPKpnI)    (  همچنيي اغعازگر 2قرار داده شد )جدوع
خاتمع  از   ي عيشد ك  رنز ژنت  يطراح  يانه وس ب  گون 

 ان حذه شد   يانتها

 واکنش هضم آنزیمي، اتصال و تراریخت سازي

با استفاده از كيعت  PCR، نت وع  gfp  پس از ت ثير ژن
 (PCR Clean up kit, GeneMark, Taiwan)ت ععفي  

نش همع  انزیمعي دوگانع  بعا خاي  سازي شد و در واك
 KpnI (BioEngland Biolab, UK)و  SphIهععاي انزی 

برش داده شعد    ZYMVب  حانل    gfpبراي وارد كردن ژن  
نت ععودت بععرش انزیمععي روي ژع اگععارز یععک درنععد 
تف يک شد و باند حانل از ژع جدا و با اسعتفاده از كيعت 

ي خاي  سازي شد  حانل و قههع   GeneMarkاست راج  
 400]رد نظر ب  نسبت یک ب  هشت در واكعنش ات عاع نو

, 100 mM DTT, 5 2HCl, 100 mM MgCl-mM Tris

mM ATP (pH 7.8 at 25 °C), T4 DNA ligase 0.5 

unit (Fermentas, USA)]   دقيقع  قعرار داده  30ب  نعدت
بع  روش شعوک  (ZGFP)شدند  نت وع واكعنش ات عاع  

 Escherichia coli XLIهعاي نسعتهد حرارتعي بع  باكتري
هاي حانعل بعا   كلني(Sambrook et al. 1989)ننتقل شد 

( غرباع شعدند  2استفاده از اغازگرهاي اخت اني )جدوع  
 colonyاز روش  ب،يعنوترك يهعايغرباع كعردن كلن يبرا

PCR  يحعاو یيایباكتر يهايروش،كلن يیاستفاده شد  در ا 
 کيعوت يبيانت  ينعورد نظعر از تشعتک اگعار حعاو  ديپلاسم

 هعايتشتک تازه كشت شعد  كلن يانت اب و رو  ييليسيانپ 
 وسيدرجعع  سلسعع 37 يسععاعت در دنعا 16-12بع  نععدت 

 يبع  نعورت ت عادف  هعا¬يلنعشعد   سعپس ك  داري¬نگ 
ننتقل شدند  سعپس بع    يتريي  يلين  2/0  وبيانت اب و ب  ت 

 5/2شعانل    معرازيپل  يارهيعواكعنش زنر  بيعترك  وب،يهر ت 
 dNTPs 10ن لعو   تعري رويي(، دو ن10X) بافر تري رويين
از هر اغازگر )بعا توجع  بع  ژن   تري رويين  2/0نودر،    يلين

( و یعک 2نعودر )جعدوع    يلعين  10وارد شده، با غلظعت  
Taq DNA polymerase (Invitrogen, USA )واحععد 

انرعا  شعد    تري رويين  25  یيافزوده و واكنش در حر  نها
تفعاوت   يیشده بود با ا  ادیي   نشاب  برنان  يي حرارت برنان 

براي گسترش و گسعترش   وسيدرج  سلس  72  يك  از دنا
هعاي نثبعت بعراي دو نمونع  از كلني اسعتفاده شعد  یينهعا

است راج پلاسميد انت اب شدند  براي اطمينعان از نعتت 
( با برش انزیمعي 1ها، پلاسميدهاي نوتركيب )جدوع  كلني

(SphI, KpnI) ك پيشعنهادي شعركت ب  همراه بافر و شعرای
و سپس تهييي تعوايي  (BioEngland Biolab, UK)سازنده 

(ABI 3730, Applied Biosystem, CA)   بررسي شدند  ب
ننظور افزودن ژن نربو  ب  پپتيد كلروپلاستي اغازگرهعاي 

pZ629  وmzplChltag  و بععراي افععزودن ژن پپتيععد انتقععاع
و   mKDELnssو    pGFPSphIاندوپلاسمي از اغازگرهعاي  

 در واكنش زنريره اي پليمعراز اسعتفاده شعد  ZGFPايگوي  
 پعس از خعاي  سعازي بع   هعاو نت ودت ایعي واكنش 
 ب  ترتيب در واكنش هم  انزیمعي دوگانع   ZGFPهمراه   
 SphI/NcoI (BioEnglandو  SphI/NheIهععاي بععا انزی  

Biolab, UK)  برش داده شدند و پس از تف يک، است راج
و واكععنش ات ععاع )نشععاب  شععرایك بععاد( بررسععي شععدند  

  ZChlGFPنت عععوع واكعععنش ات عععاع بععع  ترتيعععب 
 ZChlGKDELبودنعععد  بعععراي تهيععع   ZGFPKDELو 

 اغازگرها و شرایك نشاب  افعزودن پپتيعد كلروپلاسعتي بعود
ده ب  عنوان ايگعو اسعتفا  ZGFPKDELبا ایي تفاوت ك  از   

 شد 

 مایه زني گياه لكه موضعي و سيستميک

( با استفاده از كيعت و 1پلاسميدهاي نوتركيب )جدوع  
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 mini-prep plasmid)بر اساس روش كار شركت سازنده، 

purification kit, GeneMark)  اي بععاكتري هاز سععلوع
است راج شده و ب  نورت ن اني ي و بعا اسعتفاده از یعک 

، C. quinoaان ي   نو عهي گوش پاک كي روي بر  نيزب
پوشيده از پودر كاربورانعدو ، ناييعده شعد و پعس از چنعد 

زني سهح بر  بعا دقيق  ب  اراني شستشو شد  پيش از نای 
درند تميز و  دعفوني گردیعد و   70پنب  اغشت  ب  اتانوع  

 50ني روگر  پلاسميد با حر  حدود    10ب  ازاي هر گياه،  
هاي نو عهي، از پيعدایش ي ع   زني شد  بهدني روييتر نای 

اي یعا ي شيشع ي ننفرد با استفاده از نيل ي یک ي  ع اره
دسععت  هععاون و بعع  نععورت ن ععاني ي روي بععر  كععدوي 
پوشيده از پودر كاربوراندو  بهنعوان نيزبعان سيسعتميک در 
نرحل  دو تا چهار برگي ناييده شد  گياهان نای  زنعي شعده 

ویعروس نوزائيعک زرد  نوایتعا ي یجدا پلاسميد حاويبا 
ب  عنوان شاهد ننفعي  (pZYMV TW-TN3, ZTN3)كدو 

 استفاده شدند 

 آزمون سرولوژیک )اليزا(

كعدو از   اهعانيدر گ  بيعنوترك  ييپروت   يابیب  ننظور رد
 كانسعايوس  و  وانع   طبع  روش  غيرنسعتقي   يزايازنون اي
  بعدیي (Wang & Gonsalves 1990) استفاده شد (1990)

برابر با بعافر پوششعي   40ننظور، بافت گياه ايوده ب  نسبت  
(Coating buffer: 50 mM sodium carbonate, pH 9.6, 

0.01% sodium azide)  ني روييتعر از  100ن لو  شعد و
بعع   (Greiner Bio-One, Germany)ان در هععر چاهععک 

درجع  سلسعيوس قعرار داده  37ندت یک ساعت در دناي 
 PBST (0.01Mسع  بعار شستشعو بعا بعافر  شعد  پعس از

phosphate buffered saline, 0.01 M NaCl, 0.1% 

Triton x-100,  pH 7.4)  ها بعا و هر بار س  دقيق ، چاهک
 PBSند ني روييتر ايبونيي دو درند حعل شعده در بعافر  

(0.01M phosphate buffered saline, 0.01 M NaCl, 

pH 7.4)  ناي اتاق تيمعار شعدند  ب  ندت یک ساعت در د
ها بادي اويي  ب  هر یک از چاهکسپس ند ني روييتر انتي

قعرار داده  ºC 37افزوده و ب  ندت یعک سعاعت در دنعاي 
 شد  پس از شستشو، ند ني روييتر انتعي بعادي ثانویع  بع 

 هعا افعزوده و بع  نعدت یعک سعاعت هر یعک از چاهعک 
 قععرار داده شععد  عمععل شستشععو ت ععرار ºC 37در دنععاي 

 ,AP tablet 0.5 mg/ml)ني روييتر نتلوع سوبسترا  80و  

9.7% diethanolamine, 0.02% sodium azide, pH 9.8) 
هاي پليت اييزا افزوده شد  یک ساعت ب  هر یک از چاهک

 پععس از افععزودن سوبسععترا، نيععزان جععذب هععر چاهععک در 
 Bio-Tek)ستگاه اييزا ریدر نانونتر توسك د 405طوع نوج 

instrument, USA)   ثبت شد 
 GFP (Amersham  يععل ياسعر  چنعد همسعان  يانت

Pharmacia Biotech, England)  5000بع   کیعبا غلظت 
 يبعاد ياسعتفاده شعد  انتع  GFPهعاي  پروت يي  يابیرد  يبرا
 goat anti-rabbit (Jackson Immunoresearch  یععثانو

Laboratories, PA)  واكنش با  يبرا 5000ب   کیبا غلظت
 استفاده شد   يسر  چندهمسان  ا يانت

 ي فلورسنتتصویربرداري و ریزنگاره

هاي كعدو و سعلم  در بر   GFPب  ننظور بررسي بيان  
 Kodak imageتره از دسعتگاه ت عویر بعردار فلورسعنت )

station 2000 MM, USA  استفاده شد و ت اویر نربعو )
  هاي ن تلع  تهيع  شعدها بعا زنينع بر   در  GFPب  بيان  

ها بعا اسعتفاده از نعر  افعزار نيزان تراك  فلورسنت در بر 
Kodak 1D Image Analysis software (Kodak Digital 

Science)   ي اندازه گيري شد  براي ت ویربرداري ب  وسيل
(، از Ziess Pascal Exite, Germanyریزنگاره فلورسعنت )

ي س  نيلي نتعر نربع  ظر قههاتي ب  اندازههاي نورد نبر 
 روي یععک قهععره اب هععر قههعع  بععر  بععرش داده شععده و 

روي د  قرار داده شد  سپس ب  ندت كوتعاهي، بع  ارانعي 
ي نيعزان فلورسعنت در حرارت داده شد و بعراي نشعاهده

 ي فلورسعععنتهعععاي ن تلععع  بعععر  در ریزنگعععارهبافت
 يهعا از طعرآ ازنایشعداده  يكم  نقایس ي  برا  استفاده شد  

  بعا اسعتفاده از اسعتفاده شعد  ي با چهار ت عراركانلا ت ادف
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ها نرناع شده و با استفاده از نر  افزار ازنون دان ي نيانگيي
Excel   اناييزهععاي انععاري و هيسععتوگرا  نربوطعع  ترسععي
 گردید 
 

 نتایج  
 

 هاي نوترکيبزایي و علائم ناشي از حاملعفونت
هاي نوتركيب با ایراد ي ع  نو عهي نلزایي حاعفونت

هعاي نوتركيعب و هم  حانلروي بر  سلم  تره تایيد شد  
هاي نو هي ایرعاد كردنعد روي بر  سلم  تره علای  ي  

توسعك در نرحلع  دو برگعي ك   گياهان كدو  در    .(2)ش ل  
نيعز علایع  سيسعتميک  نای  زني شدندهاي نوتركيب  حانل

مارهاي ن تل  در نقایس  (  علای  تي3نشاهده شد )ش ل  
 با ه  و با شعاهد نتفعاوت بعود  علایع  در گياهعان شعاهد 

هاي ( شانل نوزایيک با ي ع ZTN3)نای  زني شده با سازه  

نوزایيک نلای  و زردي نشعاهد   ZGFPدر تيمار     سبز بود
، ZGFPKDELشد در حايي ك  در تيمار نای  زني شده بعا  

در اطععراه  علایعع  رگبععر  نععواري نشعع   )نععوار سععبز
ها( ب  همراه   ي  شدن بر  و عمي  شدن برخي رگبر 
 هاي برگي نشاهده شد  در گياهان نای  زنعي شعده بریدگي

، علای  رگبر  نواري بعدون نعرز نشع   ZChlGFPبا  
، كوچععک شععدن، ZCHlGFPKDELدیععده شععد  در تيمععار 

بدش لي و بریدگي عمي  برگي بع  همعراه زردي نشعاهده 
كععع  گياهعععان ان بعععا دو ویعععروس شعععد و در تيمعععاري 

ZChlGFP+ZGFPKDEL   نایعع  زنععي شععده بععود، علایعع 
هاي سبز پراكنده در پهنک بر  نشاهده شانل زردي و ي  

نایع    كعدويگياهعان  خلان  علای  نشاهده شعده در    شد 
انعده اسعت  3جعدوع  درنوتركيعب  هايبا حانلزني شده  

 . ( 3و جدوع    3)ش ل 

 
 
 
 
 
 
 
ویروس مورد اسههتفاده   نوترکيبهاي  کدو به عنوان حامل  زرد  کیيموزا  روسیوهاي ویروسي مبتني بر  همسانه. اثبات عفونت زایي  2شكل  

نشان داده شده مربوطه ر زیر تصوی همسانه )تيمار(نام هر  .سلمه ترهگياه  با پيدایش علائم لكه موضعي روي برگ  (  2در این مطالعه )جدول  
 است.

Figure 2. Evidence of infectivity of viral clones based on zucchini yellow mosaic virus as vial 

recombinant vectors used in this study (Table 2) infection by the appearance of local lesion symptoms 

on the leaves of Chenopodium quinoa.  The name of each clone (treatment) is shown below the 

corresponding image. 
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کدو به عنوان   زرد  کیيموزا  روسیوهاي ویروسي مبتني بر  همسانهروز پس از مایه زني با    10گياه کدو  هاي  برگ. علائم سيستميک  3شكل  
 تصههویر مربوطهههزیههر  بر برگ کدو  مایه زني شده  ویروسي  ؛ نام حامل  (2ویروس مورد استفاده در این مطالعه )جدول    نوترکيبهاي  حامل

 آورده شده است.
Figure 3. Systemic symptoms of squash leave 10 days post-inoculation with viral clones based on 

zucchini yellow mosaic virus as vial recombinant vectors used in this study (Table 2). The name of the 

viral vector inoculated on squash leaves is given below the corresponding image. 

 
 مختلهه ویروسههي هههاي حامل پس از مایه زني با کدو زرد کیيموزا کدو به عنوان ميزبان سيستميک ویروس گياهانبرگ علائم  .3جدول 

 (. .2مبتني بر این ویروس )جدول 
Table 3. Leaf symptoms of squash plants as systemic host of zucchini yellow mosaic virus after 

inoculation with different vectors based on this virus (Table 2).  
Treatments Symptoms 

ZTN3 Yellow mosaic with yellow-green spots 

ZGFP Yellow mosaic  

ZGFPKDEL Dark green vein banding, green spots or mosaic on interveinal tissue, clearly defined 

border between the vein banding and the interveinal tissue 

ZChlGFP Severe mosaic of interveinal tissue with indistinct dark greening around the veins 
ZChlGKDEL Mild mosaic without vein banding or green spots, sometimes with yellow veins and 

yellow-margin of leaves 

ZChlGFP+ZGFPKDEL Yellow mosaic with green spots and sometimes with incomplete vein banding 
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، اليههزا و ریزنگههاره نتههایج تصههویربرداري کونفوکههال
 فلورسنت

با استفاده از ت ویر بعرداري كونفوكعاع  GFPنيزان بيان  
سعلم   اهيعتشهش  فلورسعنت در گ زانين يیشترينشان داد ب
در حعايي بود  ZGFPKDELشده با   يزن   ینا  ماريتره، در ت 

ك  كمتریي نيزان ان، پس از شاهد ننفي، در تيمارهاي نای  
(  A، قسعمت  4)ش ل  نشاهده شد    ZChlGFPزني شده با  

نتای  بررسي نيزان فلورسنت بعا ت عویربرداري از گياهعان 
نشعان داد نيز هاي نوتركيب ویروس نای  زني شده باكدوي  

بع    بيشتریي و كمتریي تشهش  فلورسنت ب  ترتيب نربعو 
)پععس از شععاهد  ZChlGFPو  ZGFPKDELي هععاتيمار
(  نتای  بررسي كمعي تعراك  B، قسمت 4 بود )ش ل  ننفي(

هععاي بعع  دسععت انععده از فلورسععنتي بععا اسععتفاده از داده
بررسعي (   5ت ویربرداري نيز نتای  نشابهي داشت )شع ل  

ت اویر فلورسنت نشعان داد كع  اونعدهاي گياهعان تيمعار 
ZGFP    فاقعد تشهشع  فلورسعنت( دیعدهب  نورت تيعره( 

 شععوند و اونععدها بعع  نععورت خهععو  باریععک تيععرهنععي 
اونعدها بع    ZGFPKDELشوند  در نورد تيمعار  دیده ني 

شعوند همراه نوار اطراه انها ب  رن  كانلا تيعره دیعده نعي
(  در تيمعععار 7و  4( )شععع ل ZChlGFP)نشعععاب  تيمعععار 

ZCHlGFP+ZGFPKDEL  هاي پراكنععده بعع  تنهععا ي عع
هععا هعع  تشهتشعع  شععود و رگبر رت تيععره دیععده نععينععو

 (   4فلورسنت دارند )ش ل 
بررسي اناري نيزان تعراك  فلورسعنت حانعل از بيعان 

GFP  هاي نوتركيب در ایي در گياه كدو با استفاده از حانل
و  ZGFPKDEL ،ZGFPتتقيععع  نشعععان داد تيمارهعععاي 

ZChlGFP+ZGFPKDEL  در یععک گععروه انععاري، تيمععار
ZChlGFP گعععروه انعععاري جداگانععع  و تيمارهعععاي  در

ZChlGKDEL    وZTN3   شاهد( نيز در گروه اناري نرزا(
 ( 5قرار گرفتند )ش ل 
نشان داد ك  بيشتریي و كمتریي نيعزان   نتای  ازنون اييزا

و   ZGFPKDEL، ب  ترتيب نربو  ب  تيمارهعاي  GFPبيان  

ZTN3    بود  افزودن پپتيدSEKDEL   ننرر ب  افزایش بيعان
GFP   شد  همچنيي بيشتریي نيزان بيعان نربعو  بع  تيمعار

ZGFPKDEL  ،20    بع  دسعت انعد روز پس از نایع  زنعي
   ( 6 )ش ل

نتای  بررسعي ریزنگعاره فلورسعنت نشعان داد بيشعتریي 
و   ZGFPKDELتشهش  فلورسنتي نربعو  بع  تيمارهعاي  

ZGFP    و كمتریي تشهش  در تيمارZChlGFP  دیده نعي-
 ( 7شود )ش ل 

بعر   انتقعاع بع  شعب   اندوپلاسعمي  ديتان داد پپ نش   ینتا
 ريتعثثدر شعب   اندوپلاسعمي   GFPو ترمع     انيعب  شیافزا

و   یيزااعع  از عفونعت  يترربع  يهايبررسع   داشعتنثبت  
، اييعزاكونفوكاع و ازنون    يربرداریت و  يهاليوتتل   یترز

تععره و كععدو   نععدع سععلم اهععانيرا در گ GFP انيععب زانيععن
 SEKDEL ديعنشان داد ك  افعزودن پپت هاافت یكرد     يابیارز

تشهشع   زانيعن يیشتريب  ZGFPKDEL  ماريباعث شد ك  ت 
و  ZTN3 هعايماريت   ،يو تراك  فلورسنت را داشت  از طرف

ZChlGFP  انيعب  ييفلورسنت و همچن  زانين  يیكمتر  GFP 
  ندرا نشان داد

 بحث

 ييپعروت  يدرون سلوي يريگهده ينهايه  ب  بررس  يیا
 هاي انتقاع و توايي  ZYMVبا استفاده از حانل    GFP  گان يب

و اندوپلاسعمي    يشعدن در شعب  انباشت   شیب  ننظور افزا
 لاسعيونیپرداخت  بع  دييعل اثعر نهع  گلي وزكلروپلاست  

روي پایععداري، تععاخوردگي نناسععب و عمل ععرد زیسععتي 
 SEKDELبا افزودن پپتيد    GFPوتركيب،  نناسب پروت يي ن
هعاي ي اندوپلاسعمي هعدایت شعد  گزارشب  درون شب  

انتقعاع بع  شعب    ديعنتهددي نشعان دادنعد كع  افعزودن پپت
  عتیترار  اهانيدر گ  بينوترك  يهاييب  پروت   اندوپلاسمي

 يدر شعب    هعاييپروت   يیعباعث انباشعت  شعدن ا  تواندين
 پپتيعد  ينقعش تعواي  ليعبع  دي  دهیپد  يیاندوپلاسمي شود  ا

اندوپلاسععمي يبعع  شععب   هععاييدر بازگشععت پروت انتقععاع 
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( مایه زني شده با B)  حلوائي( و کدوي  Aدر گياهان سلمه تره )  GFP. تصویر برداري کونفوکال از ميزان فلورسنت ناشي از بيان  4شكل  
(؛ نام 2مطالعه )جدول   نیاستفاده در ا  مورد  روسینوترکيب و  يهازرد کدو به عنوان حامل  کیيموزا  روسیبر و  يمبتن  يهاي ویروسهمسانه
 مربوطه آورده شده است. ریوصزیر تبالا و  Bو  Aهاي به ترتيب در قسمتمایه زني شده بر برگ کدو  يروسیحامل و

Figure 4. Confocal imaging of the fluorescence intensity resulting from GFP expression in quinoa (A) 

and squash (B) plants inoculated with viral clones based on zucchini yellow mosaic virus as vial 

recombinant vectors used in this study (Table 2); the name of the viral vector inoculated on the squash 

leaf is listed in parts A and B above and below the corresponding image, respectively. 
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بههر   ي مبتنهه  ي روسهه ی و  ي ها کدو آلوده شده با همسههانه  اهان ي ( در گ GFPفلورسنت سبز )  ن ي پروتئ  ان ي از ب  ي ناش  ت . نمودار شدت فلورسن ۵شكل  
(. نههام هههر حامههل  2مطالعه استفاده شههدند )جههدول  ن ی در ا   ي روس ی و   ب ي نوترک   ي ها ( که به عنوان حامل ZYMVزرد کدو )   ک یي موزا   روس ی و 
 (. P <  0/ 0۵)   مارهاست ي ت   ن ي ب   ي آمار   دار ي معن   ي ها دهنده تفاوت ها نشان ستون  ي ستون مربوطه درج شده است. حروف متفاوت رو   ر ی ز  ي روس ی و 

Figure 5. Fluorescence intensity resulting from the expression of green fluorescent protein (GFP) in squash 

plants inoculated with viral clones based on Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) used as recombinant 

viral vectors in this study (Table 2). The name of each viral vector is indicated below the corresponding 

column. Different letters above the columns indicate statistically significant differences (P < 0.05). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
هاي بهها همسههانه روزه پس از مایه زنههي  2۵  يبراي هر کدام از تيمارها در یک دوره  GFPزا با استفاده از آنتي سرم عليه  ي. نتایج ال6شكل  
(؛ نههام حامههل 2مطالعههه )جههدول    نیمورد استفاده در ا  روسینوترکيب و  يهازرد کدو به عنوان حامل  کیيموزا  روسیبر و  يمبتن  يویروس
 مربوطه آورده شده است.در کادر مایه زني شده بر برگ کدو  يروسیو

Figure 6. ELISA results using antiserum against GFP for each treatment over a period of 25 days after 

inoculating with viral clones based on zucchini yellow mosaic virus as vial recombinant vectors used in this 

study (Table 2); the name of the viral vector inoculated on squash leaves is given in the corresponding box   
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 کیيهه موزا روسیهه بر و يمبتن يهاي ویروسبا همسانهشده  مایه زنياز گياهان کدوي  100X. تصاویر ریزنگاره فلورسنت در مقياس  7شكل  
در مایه زني شده بر برگ کههدو    يروسی(؛ نام حامل و2مطالعه )جدول    نیمورد استفاده در ا  روسینوترکيب و  يهازرد کدو به عنوان حامل

 مربوطه آورده شده است.زیر تصویر 
Figure 7. Fluorescent micrographs at 100X scale of the squash plant after inoculating with viral clones 

based on zucchini yellow mosaic virus as vial recombinant vectors used in this study (Table 2); the 

name of the viral vector inoculated on squash leaves is given below the corresponding image. 

 
 كنعديدارنده عمل ننگ   گناع يس  کیاست، ك  ب  عنوان  

 يريسعلوع جلعوگ  يهاب ش  گریب  د  هاييو از انتقاع پروت 
  بع  نظعر (Qin et al. 2020, Kermode 2021)د كنعين

رسععد در چنععيي گياهععاني افععزایش چنععد برابععري نيععزان ني
پععروت يي نوتركيععب، بعع  دييععل انتقععاع پععروت يي از نتععيك 

ي اندوپلاسعمي اسعت كع  در نتيرع  سيتوزويي بع  شعب  
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  كنععدهععاي پروت وييتيععک حفعع  نيپععروت يي را از فهاييت
نععورت اسععت كعع   يیععبعع  ا SEKDELعمل ععرد  ز ين ععان
 يهارنعدهيرا دارنعد، توسعك گ  يتعواي  يیعك  ا  یيهاييپروت 

شعب   و بع   شعوندين یيشناسعا ينوجود در دستگاه گلعژ
بع  حفع  و   نعدیفرا  يیع  اشونديبازگردانده ن  اندوپلاسمي

كمعک ایعي شعب    در    بيعنوترك  يهاييانباشت  شدن پروت 
و  ديعتوي شیافعزا يهعا بعرااز پژوهش  ياريو در بس  كندين
 راهبرد  يی  اشودينورد نظر استفاده ن  يهاييپروت   يداریپا

 هعاييو پعردازش پروت  يب  بهبود تاشعدگ تواندين  ييهمچن
 يیعا يبرا ينناسب كينت شب   اندوپلاسمي رایكمک كند، ز

 .Samy et al. 2020, Cela et al) كنعديفعراه  ن ندهایفرا

راه ار براي جلعوگيري از تغييعرات   کرفي، یاز ط   (2022
ها ناننعد ي ناخواست  در نورد برخي پروت ييپس از ترجم 

scFvي پععروت يي نوتركيععب )بيشععتر در نععورد ، ذخيععره
ي اندوپلاسعمي اسعت هاي دارویي( ب  درون شب  پروت يي

(Mark et al. 2022)ي هععاي نهععدودي دربععاره  گزارش
ي بيعاني پروت يي نوتركيب در سعانان ب   SEKDELافزودن  

انعد كع  نبتني بر ویروس گياهي وجود دارد كع  نشعان داده
 هدایت پروت يي نوتركيب بيان شده از یک حانل ویروسعي

 زنيني و ویروس نوزائيک توتوننانند ویروس ای س سيب
 Bulaon) باعث افزایش بيان پروت يي نوتركيب شده اسعت

et al. 2020)ای  حانعل از ارزیعابي بيعان و   بر اساس نتع
 SEKDELب  شب   اندوپلاسمي، بعا افعزودن   GFPهدایت  

ب  انتهاي كربوكسيلي پروت يي نوتركيعب، بيعان ان افعزایش 
یافت و علاوه بر ایي علائ  حانل ویروسي نسبت ب  شاهد 

بدون پپتيدهاي نشان ( تغيير كرد و از   GFP)ویروس داراي  
تغيير یافت كع  ایعي پدیعده   زرد ب  رگبر  نواري  ائيکنوز
تواند از نظر بيماري شناسي نه  باشعد  هعر چنعد بيعان ني

تواند باعث تغيير هاي ن تل  با حانل ویروسي نيپروت يي
در علائ  شود، ويي گزارشي نبني بر تغيير علائ  با افزودن 

  نم عي اسعت بافعت اطعراه ه استپپتيد نشان  یافت نشد
اشعد كع  باععث نتعراك  شعدن و كاري داشت  ب  سازاوندها  

 SEKDELهعایي بعا پپتيعد  سبزین  و نان  انباشعتي پروت يي
شود ويي ایي ك  افزودن تنها چند اسعيد انينع  فيزیويعوژي 

تواند نو و  تتقيقعات بهعدي دهد نيبيماري را تغيير ني
قرار گيرد تا ساز و كار نوي ويي ان یافت شعود  گذشعت  از 

در گياهعان   GFPد نيعزان بيعان  نتای  نشعان دا  ئ ،تغيير علا
روز پس از نایع  زنعي   ZGFPKDEL  ،20نای  زني شده با  

افعزایش   ZGFPب  بيشتریي نقدار خود رسيد و نسعبت بع   
نهني دار در بيان پروت يي نوتركيب داشعت  ایعي نتعای  بعا 
استفاده از ت ویربرداري كونفوكاع نورد تایيد قعرار گرفعت 

 ZGFPKDELتيمعار    پرتعوي فلورسعنت در بعر   انو نيز
ي ( كع  نشعان دهنعده4بعود )شع ل    ترینسبت ب  شاهد قو

ها نبني و ایي یافت  با سایر گزارش  است  GFPبيان    شیافزا
بر افزایش بيان ژن بيگان  با هدایت ب  شعب   اندوپلاسعمي 

 Goojani et al. 2013, Rozov & Deineko) دارد  نهابقت

2022, Song et al. 2024)  
پپتيععد انتقععاع نيععز بععراي هععدایت پععروت يي از  اسععتفاده

هاي نتهددي نوتركيب ب  كلروپلاست ب  كار رفت  گزارش
هاي انتقاع ن تل  براي ایعي ننظعور وجود دارد ك  از پپتيد
 ,Muthamilselvan et al. 2019)در گياهعان تراری عت 

Rozov & Deineko 2022) هععاي و بعع  نععدرت در حانل
استفاده شعده اسعت   (Marillonnet et al. 2004)ویروسي 

انتقاع كلروپلاستي در ایعي پعژوهش   ديپپتويي ب  كار بردن  
ن  تنها باعث افزایش نيزان پعروت يي نوتركيعب نشعد بل ع  
نسععبت بعع  تيمععار شععاهد هعع  در ازنععون اييععزا و هعع  در 
ت ویربرداري كونفوكاع، كاهش ردیابي پروت يي گزارشعگر 

، در ZChlGFPار  نشاهده شد  ایي كعاهش ععلاوه بعر تيمع
ك  هر دو پپتيعد انتقعاع را بع  همعراه   ZChlGKDELتيمار  

شعود   نعيداشت نشاهده شد  بنابر ایي نتای ، احتماع داده  
كعع  پپتيععد انتقععاع كلروپلاسععتي هنگععا  فراینععد ش سععت 
پروت وييتي ي یا فرایندهاي دیگر دچار تغيير شده و كعارایي 

نعورد نایع  زنعي   نورد انتظار را نداشت  باشد  همچنعيي در
، انتظار ایعي ZGFPKDELو    ZChlGFPهمزنان دو حانل  
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بود ك  نيزان افزایش بيان نوتركيعب دسعت كع  بع  انعدازه 
ب  تنهایي باشد ويي نتعای    ZGFPKDELتيمار نای  زني با  

اييزا ، ت اویر كونفوكاع و فلورسعنت نشعان داد كع  نيعزان 
و  ZGFPKDELدر تيمعار تعوا  كمتعر از تيمعار  GFPبيان  
است  در ایعي نعورد احتمعاع دارد نایع  زنعي   ZGFPحتي  

حانل ویروسي در دو نرحل  نوجعب فهعاع شعدن فراینعد 
خانوشي شده و ب شي از سانان  ت ثير ویروسي توسك ان 

 یا فرایندهاي دیگر دفاعي گياه ن تل شده باشد 
هعایي  ي فلورسنت نشان داد ك  در حانل ت اویر ریزنگاره 

پععروت يي  بععود،  كلروپلاسععتي  پپتيععد نشععان   داراي    GFPكعع   
دهعد كع   ني گزارشگر در داخل اوندها ردیابي نشد و نشعان 

  ایي ك  چرا افزودن ایي پپتيد باععث  ه است اوندها نشد وارد  
هعا و حتعي  جلوگيري از ورود پروت يي نوتركيب بع  رگبر  

شععود، بععدون جععواب بععاقي نانععده و  هاي كنععاري ني سععلوع 
 باشد  ب  ان نياز ني   سخ اي پا نهايهات بيشتري بر 

ب  ننظور بهبعود نعفات   ،يلادين  1980ي  ده   يابتدا  از
 يشدند و ب  عنوان ابزار  ينهندس   تیترار  اهانيگ  ،يزراع
 Karg)اند نورد استفاده قرار گرفت  ه  ييپروت  ديتوي يبرا

& Kallio 2009)يهایزبانيب  عنوان ن اهاني  ب  كار بردن گ 
هنععوز در حععاع  بيععنوترك يهععاييپروت  يبععاد  انيععب يبععرا

 يهعاروش  عت،یترار اهعانيگسترش اسعت  ععلاوه بعر گ
و  Agroinfiltration (Li et al. 2007)ناننععد  ين تلفعع

اسععتفاده از  يبععرا ياهيععگ روسیععو يهععااسععتفاده از حانل
ك  در ایي بيي   ب  كار رفت  است  وراكتوريب  عنوان ب  اهانيگ

ویروسي از نظر كمي و كيفعي عمل عرد نناسعبي   يهاحانل
   (Egelkrout et al. 2012)ند  انوتركيب داشت  انيبدر 

 ديتوي  يبا سانان   س یدر نقا   تیترار  اهانياز گ  استفاده
و   ريعگوقعت  اريبسع  ،يروسیو  يهابر اساس حانل  ييپروت 
انتقعاع  گعاهیبع  جا يبستگ ر يك  نت  يبر است در حاين یهز

  نواختی  ي،يپروت   انيب  يباد   زانين  ي،یژن دارد؛ علاوه بر ا
بع    سعبتكمتعر ن  يستیز  ينگران  ب،ينوترك  يداریبودن و پا
 يیعا گعرید يایاز نزا يساز   تیترار  ندیدر فرا  لينواد دخ

 يیعا  ی(  بعر اسعاس نتعاMett et al. 2008سانان  اسعت )
را   بيعتركژن نو  يحعاو  يروسیو  يهمسان   توانين   يتتق

  ،ينسعتق ريب  طور غ ایكدو  اهيبر  گ يرو  يب  طور نستق
كرده و در   يزن   یناتره تيمار شده،  توسك ع اره گياه سلم 

و ظهور علائ    يزن   یدو تا س  هفت  پس از نا  يزنان   فانل
، كعرد  ييها و است راج پروت اقدا  ب  برداشت بر   توانين

و انتقعاع انهعا بع     عتیترار  اهعانيگ  یيك  بعاززا  يدر حاي
ك  است    یيكارا  دارايبر و    ن یگل ان  نش ل، زنان بر، هز

 دهاستفا  ،پژوهش  يینورد استفاده در ا  يسانان   گرید  تینز
بعا  ياهيعك  گ باشدين روسیو زبانيكدو ب  عنوان ن  اهياز گ

 يبرگع  يتعوده  توانعدياست و در زنان كوتاه ن   یرشد سر
 ایعع اره  ي يبا نايش ن ان  يو ب  اسان  دینما  ديتوي  ينناسب

  شعوديانرا  ن  ادیز  یيبا كارا  يزن   یهمسان  ايوده كننده نا
بع   دیدارد ك  با جودو زين يهایينگران  هاتینز  يیدر كنار ا

 ييك  افعزودن ژن پعروت   يین ست ا  ؛ها پاسخ داده شودان
 روسیعننرر ب  بروز و  تواندين  روسیو  کیب  ژنو   بيگان   

باععث خسعارت   هتيشده ك  در نورت فرار ب  طب  دیجد
دز  در پعرورش   ا يعدز  اسعت احت  يیبنابرا  ،فراوان شود

    ردیكنترع شده نورت پذ   كیشده در شرا  يزن ینا  اهانيگ
ان عان اسعتفاده از   ،پعژوهش  يیعطعور خلانع ، در ا  ب 

ZYMV  شعد   يبررسع انيدر كعدوئ  يانيعب  عنوان حانعل ب
 يهعاييپروت  تعوانيكع  ن  یعدار اريعدر اخت  ياكنون ابعزار

است كع  بتعوان از   ديان   كرد  ديباد توي  زانين  ب را    بينوترك
 ديععيتو يبععرا يبعع  عنععوان ابععزار يروسععیو يهععاحانل
 يياسععتفاده كععرد  همچنعع يو نععنهت یععيدارو يهععاييپروت 
 يهعاژن  انيعب  يبعرا  يابعزار  تواننعدين  يروسیو  يهاحانل

 يهعا را در نهايهعات ژنعونن تل  باشند ك  اسعتفاده از ان
 ریژن ان ان پعذ   يخانوش  ن يب  خ وص در زن  اه،يدرون گ

 ياهيعگ روسیو يهاو حانل اهانيدر گ  ادی  تنو  زدینماين
احتمعاع   توانديسانان  ن  يین تل  در ا  يهان یو وجود گز

 ديعتوي يابعر شعتريب یيكعارا يبهتعر و دارا  يهاروش  افتيی
دهععد  هنععوز  شیازن تلعع  را افعع بيععنوترك يهععاييپروت 
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در   بيعنوترك  ييپعروت   انيعسانان  فوق در ب  يهاتینتدود
استفاده از انها   يانا تلاش برا  ستينش   ن  ياهيسلوع گ
 ييپعروت   ديعسعهح توي  شعتريهعر چع  ب  شیافعزا  ورب  ننظع

 ديك  افزودن پپت  دهدينشان ن   ینتا  يیا  همچنان ادان  دارد 
SEKDEL  ييپعروت   يليكربوكسع  يب  انتها  GFP   بع  طعور

 يدر شعب    ييپعروت   شعتريسعبب ترمع  ب  تواندين  ينؤثر
 GFP  بيعانشعدن و    انباشعت   شیافزا  يیاندوپلاسمي شود  ا

 ریو سعا  بيعنوترك  يهعاييپروت   انيعبهبعود ب  يبرا  تواندين

اسعتفاده از   رع ،ينه  باشعد  در نت  يوت نويوژيب  يكاربردها
 بيعنوترك  ينيپروت   يهاحانل  يدر طراح  SEKDELتوايي  

 يدرون سععلوي يريگهععده تيتععا و ععه شععودين شععنهاديپ
شعانل   توانعديحوزه ن  يیدر ا  يپژوهندهیا  تر شود نهلوب
 يهععاييپروت  نععدتيطودن يداریععو پا یيكععارا يبررسعع

 يهاسع ين ان شعتريب ينهايه  ييو همچن  بين تل  نوترك
 هعاييشعدن پروت و انباشت   يريگنعؤثر بعر هعده  ينوي وي
  باشد
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