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91/14/18تاریخپذیرش:99/91/17تاریخدریافت:  

 چکیده

 Beet curly topویروس ایرانی پیچیدگی بوته چغندرقند ) دو گونهبا  در ایرانبیماری پیچیدگی بوته چغندرقند 

Iran virus, BCTIV )و ( ویروس پیچیدگی بوته چغندرقندBCTV Beet curly top virus,) به  شود.ایجاد می

های برشی دو تعبیه محل با ،ویروس این V1 کامل چارچوب خوانش قطعه، BCTIVمنظور بیان پروتئین پوششی 

چارچوب خوانش رو به جلو و معکوس  اختصاصی آغازگرهای 5در انتهای به ترتیب  Hind IIIو  Bam HIآنزیم 

V1،  سازی خالص شده و در ناقل همسانه، مرازای پلیواکنش زنجیرهجفت بازی محصول  551تکثیر شد. قطعه

pTZ57R/T  .توالی چارچوب خوانش جای داده شدV1  سازی جدا و در واکنش هضم آنزیمی از ناقل همسانهبا

، جای داده شد. پلاسمیدهای در انتهای آمینی همراه با یک دنباله هیستدینی pQE30ناقل بیان باکتریایی 

باکتری  M15سویه  هایسلول ، با استفاده از روش شوک الکتریکی بهHis-V1×6نوترکیب حاوی توالی 

Escherichia coli القای بیان توالی چارچوب خوانش  داده شدند. انتقالV1 با استفاده از افزودن ایزوپروپیلتیو-

 فورزصورت پذیرفت. الکترو های تراریخت باکتریحاوی سلول مایع LB به محیط کشت گالاکتوزید-دی

 03ی قوی به اندازه تقریبی پروتئین یک باندوجود دهنده نشان، SDSحاوی  آمیدآکریلدر ژل پلی عمودی

همخوانی داشت. آزمون  BCTIVپروتئین پوششی  مورد انتظار برای کیلودالتون بود که با وزن مولکولی

با توجه به هیستدین، صحت پروتئین بیان شده را به اثبات رساند. -آنتیبادی آنتی با استفاده از گذاری پروتئین لکه

 BCTIVاستفاده از پروتئین پوششی بیان شده ، ها در کشت چغندرقندمیزان بالای خسارت حاصل از این ویروس

های پیچیدگی بوته ساده را برای شناسایی ویروس ، ارزان وتواند روشی سریعاختصاصی می بادیآنتیدر تولید 

 ورد. الیزا فراهم آهای سرولوژیکی از جمله  چغندرقند در آزمون

 ، پروتئین پوششی، بیان پروتئینویروس ایرانی پیچیدگی بوته چغندرقندویروس پیچیدگی بوته چغندرقند، : هاکلیدواژه

 

 مقدمه

 شدهGeminiviridaeتیره پذیرفته جنس نه با

(Becurtovirus،Begomovirus،Curtovirus،
Capulavirus،Eragrovirus،Mastrevirus،

Turncurtovirus،Topocuvirus،Grablovirus)و

زیاد (Zerbini et al., 2017)گونهیتعداد حال، در

 ویروسبزرگحاضر تیره ترین است. گیاهی اینهای

پیکرهویروس داشتن با دوقلو،ها جورترای های

 ژنوم همانندسازی را دیخود نوع از لایتکیاانکه

9حلقویاست،بهشیوهدایرهغلتان
وابستهوهمانندسازی 

                                                           
1- Rolling circle replication (RCR) 
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رسانندمیبهانجامهایآلودهدرهستهسلول9نوترکیبیبه

(Hanley-Bowdoin et al., 1990)شیوه این .

اییژنومرانرخبالاییازنوترکیبیوبازآر،همانندسازی

این ویروسبرای از استگروه آورده ارمغان به ها

(Lima et al., 2012)علاوه در،براین. همانندسازی

جمینیهسته، مسیرهایویروسژنوم برابر در را ها

ترانویس از پس ژن ورود 2یخاموشی زمان تا

آنهاهاترانوشت ژنوم ی سیتوپلاسم درون محافظتبه

تا8/2ایدرحدودهابااندازهویروسکند.ژنومجمینیمی

هایموردنیازچرخهویروسیکیلوباز،تمامیپروتئین7/3

3هایویروسیرابررویرشته
4ومکمل 

خودکدگذاری 

کنمی د. شروعشدهمحافظت1ینونانوکلئوتیدتوالی

6بینژنیناحیهدردرتماماعضایاینتیرههمانندسازی
و 

قراردارد-دریکساختارساقه  ,.Brown et al)حلقه

2012). 

توسط ایران در چغندرقند بوته پیچیدگی بیماری

هاییگونه جنس دو Becurtovirus(BCTIVاز و(
Curtovirus(BCTV) تیره به Geminiviridaeمتعلق

می مطالعات(Anabestani et al., 2016)شودایجاد .

توالی تشابه پایین درصد باBCTIVژنوممولکولی،

BCTVهایمولکولیمتفاوتژنوموویژگینشاندادرا

BCTIVهایجنسگونهدرمقایسهباسایرCurtovirus

در.(Heydarnejad et al., 2007)رساندنیزبهاثباترا

 نونانوکلئوتیدBCTIVژنوم ساختارتوالی در موجود

از-ساقه عبارتست TAAGATT/Cحلقه از، که

متفاوتاکثرهایموجوددرژنومتوالی اعضایاینتیره

 ،براینعلاوهاست. اینBCTVبرخلافژنوم ژنوم در ،

 پروتئین بیان باویروس مانند7همانندسازیهمراه

یک،Mastrevirusجنسهایویروس طریقایجاد از

                                                           
1- Recombination-dependent replication (RDR) 

2- Post-transcriptional gene silencing (PTGS) 

3- Virion-sense strand  

4- Complementary-sense strand  

5- Nonanucleotide  

6- Intergenic region (IR) 

7- Replication-associated protein (Rep) 

هبررویرشتC2وC1ازدوژن8ترانوشتبههمچسبان

می بیان .(Bolok-Yazdi et al., 2008)شودمکمل

جدیدیتمام جنس پیشنهاد به منجر شواهد این

BecurtovirusبرایگونهBCTIVگردید(Varsani 

et al., 2014) تفاوترغمعلی. ژنومی،وجود دوهای

BCTIVگونه ویژگیBCTVو نظر هایاز

ایجادشناختیزیست علائم میزبانو روی بر یهاشده

.(Jahanbin et al., 2016)شبیهبههمهستندمختلف،

 Circuliferهردوویروسدرطبیعتبهوسیلهزنجرک

haematocepsمی  ,.Soleimani et al)یابندانتقال

وBCTIVهردوگونهانتقالبراین،قابلیت.علاوه(2012

BCTVیکرقممحلیگیاهاطلسینیزبهتوسطبذردر

می خود که است رسیده اثبات دلایلتواند از یکی

 Anabestani)ایندوویروسباشدپراکنشگستردگی

et al., 2017) باعث. میزبان گیاهان ویروسدر دو هر

ایجادعلائمیازقبیلکوتولگی،پیچیدگیبرگ،زردی،

وایجادحالتتوتهبافت درسطح1ایمردگیدرآوندها

 ;Anabestani et al., 2016)شوندمیهابرگ  پشتی

Bennett, 1971).

 بالای گسترش به توجه استانبیماریبا هایدر

 مختلفکشور خسارت سطح تعیین به نیاز ،آلودگیو

ایهایمولکولیازجملهواکنشزنجیرهاستفادهازروش

بروتواندزمانمیهاجهتشناساییاینویروس91مرازپلی

هایویروسحضوربهواسطه،پرهزینهباشد.ازسویدیگر

 فرآیندGeminiviridaeتیره آبکشی، بافت در

آنتیسازیخالص تهیه و چندهمسانهآنها اینبادی از ای

بادرنظرگرفتنایننکتهکه طریقنیزدشوارخواهدبود.

ویروس این پوششی پروتئین از بالاییشدگیحفاظتها

است پروتئین(Brown et al., 2012)برخوردار بیان ،

 خالصBCTIVپوششی باکتریایی، سیستم ودر سازی

 به آن از آنتیاستفاده تولید وایچندهمسانهبادیمنظور

                                                           
8- Spliced transcript  

9- Enation  

10- Polymerase chain reaction (PCR) 
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آزمون در آن از الیزااستفاده مانند سرولوژیکی های

جایمی مناسبگتواند درزینی درویروسردیابی باشد.

BCTIVسازیوبیانپروتئینپوششیاینمطالعه،همسانه

موردارزیابیقرارگرفت.E. coliدرسیستمباکتریایی



 هامواد و روش

 جدایه ویروس

بیماریهایبوته تیپیک علائم دارای چغندرقند

هابرگایستادنراستپیچیدگیبوتهازجملهکوتولگی،

ایدروحالتتوتهبهسمتداخلهاایشدنبرگولوله

برگ پشت استانسطح چغندرقند کشت مزارع از ها

 زراعی فصل در رضوی آوریجمع9319-12خراسان

 دستآمدهویروستوالیشد. به آلوده یکبوته بهاز

عنوانجدایهمورداستفادهدرتحقیقحاضرموردارزیابی

قرارگرفت.

 مرازای پلیا و واکنش زنجیرهاناستخراج دی
آوریشدههایجمعکلازبافتبرگنمونهیااندی

 نمک از استفاده CTABبا
روش9 اساس بر و

 Anabestaniهمکاران)نیاوبهجتشدهتوسطتوصیف

et al., 2016دی استخراجشد. بهیاان( استخراجشده

 در الگو آرسیپیعنوان  گرفت. قرار استفاده بامورد

نرم از  ,.Primer3(Untergasser et alافزاراستفاده

2012) جفت آغازگرهای BCTIV489/اختصاصی
V

C
BCTIV1238
(بهمنظورتکثیرتوالیکاملژن9جدول)

 پوششی کهBCTIVپروتئین نحوی به شدند طراحی

1′درانتهایHind IIIوBam HIهایبرشیدوآنزیممحل

.تعبیهگردیدآنها

ایپلیواکنشزنجیره حجم در میکرولیتری21مراز

 واکنش هر شد. سیپیانجام آر نانوگرم91-91حاوی

،شدهآوریهایجمعاستخراجشدهازبافتبرگایاندی

میلی4/1 آغازگرها، از ازهرکدام مولارمیلی2/1مولار

dNTPs میلی1/9، MgCl2مولار آنزیم1/9و واحد

Taq DNA polymerase Max (Vivantis, Iran)

                                                           
1- Cetyl trimethyl ammonium bromide 

نگه از عبارتبود استفاده مورد دمایی سیکل داریبود.

درجه11دقیقهدردمای2مدتمخلوطبهدستآمدهبه

گراد،درجهسانتی14چرخهشامل31گرادوسپسسانتی

بهدرجهسانتی72گرادودرجهسانتی61 گرادهرکدام

تکمیلقطعاتدر31مدت منظور دنبالآنبه به و ثانیه

 تکثیر، نگه91حال دقیقه دمای در درجه72داری

سانتی محصول شد. انجام ژلسیواکنشپیگراد در آر

رنگ9آگاروز آمیزیتوسطدرصدبارگذاریشدهوبا

اتیدیومبرومایدموردارزیابیقرارگرفت.

BCTIVسازی ژن پروتئین پوششی همسانه
پی خالصسیمحصول کیت از استفاده با سازیآر

العملوبراساسدستور(Qiagen, Germanyآر)سیپی

 خالص سازنده همسانهشرکت ناقل در و سازیشده

pTZ57R/T(Fermentas, Lithuania شد.وارد(

 نوترکیب باpTZ57R/T-BCTIV V1پلاسمیدهای ،

تراریخت کیت از )استفاده  ,Fermentasسازی

Lithuaniaبه اساسدستورالعملشرکتسازنده بر و )

سلول های DH5αسویه  دادهE. coliباکتری انتقال

سلول محیطهایشدند. مدتیکشبدر تراریختبه

 LBکشت حاوی بیوتیکآنتیµg/ml911مایع

آمپی دمای در سانتی37سیلین کشتشدند.درجه گراد

سلول کیتپلاسمید از استفاده با رشدیافته های

)خالص پلاسمید استخراج(Qiagen, Germanyسازی

همسانه قطعه توالی تعیین جهت شرکتتکو به شده

(TechDraon, Hong Kong)کنگهنگدراگون

صحتجهت شد. باارسال نیز شده همسانه قطعه گیری

 Bam HI/Hindاستفادهازواکنشهضمآنزیمیتوسط

IIIوسپسالکتروفورزدرژلآگاروزیکدرصدمورد

تأییدقرارگرفت.

BCTIVبیان ژن پروتئین پوششی 
الکتروفورزمحصولواکنشهضمآنزیمیپلاسمیدهای

توسطدوآنزیمبرشی pTZ57R/ BCTIV V1 نوترکیب

Bam HI/Hind IIIدرصدانجامشد.درژلآگاروزیک
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 مشخصات جفت آغازگرهای طراحی شده در این مطالعه  -1جدو ل 

Table 1. Properties of designed primers in this study 
Amplified 

fragement 

Sequence (5' to 3') Nucleotide 

position
a 

Size 

(nt) 

Primer 

 

751 

GCGGTTCAAAGTCAGAAGAGAAGGATCC

AG
498-518 30 BCTIRV489

V

 AAGCTT

TCAATAGAAATAAGCCCTACAATTACC
1206-123833 BCTIRV1238

C

a Nucleotide position of beet curly top Iran virus as in the GenBank databse under accession number of JQ707939 
V Virion-sense-strand primer 
C Complementary-sense strand primer 

 

خالص از استفاده با خورده برش قطعه کیتسازی

)خالص ژل از طبقQiagen, Germanyسازی و )

رسید. انجام به سازیهمسانهدستورالعملشرکتسازنده

هایکهباآنزیمpQE30قطعهبرشخوردهدرناقلبیان

 انجام بود، شده برشداده نهایتمشابه در و انتقالشد

هایبهسلول pQE30-BCTIV V1پلاسمیدنوترکیب

M15سویه روشE. coliباکتری از استفاده با

9الکتروپوریشن
 (Multiporator, Eppendorf)انجام

گرفت.

هایتراریختبهمدتیکشببررویمحیطسلول

 جامد LBکشت بیوتیکآنتیµg/ml911حاوی

آمپی و آنتیµg/ml21سیلین بیوتیک درکانامایسین

 سانتی37دمای نگهدرجه گراد شدند. هایهمسانهداری

جامد کشت محیط روی بر کرده رشد به،باکتریایی

 کشت آنتیLBمحیط حاوی مشابهبیوتیکمایع های

انتقال دمای در و شده سانتی37داده گراددرجه

شدندنگه چگالینوریداشته زمانیکه سلول. هایتوده

(OD600)نانومتر611باکتریاییرشدکردهدرطولموج

همسانهشدهگیریشد،القایبیانژناندازه7/1-1/1بین

افزودن از استفاده میلی9با نگهIPTGمولار داریدرو

سانتی37دمای مدتدرجه به 9گراد ،2 ساعت4و3،

پذیرفت. درسلولانجام درها نیز محیطکشتالقانشده

.ندداریشدشرایطمشابهینگه

سانتریفیوژسلول از استفاده با کرده رشد باهای

دقیقهرسوبداده2بهمدتدوردردقیقه93111سرعت

                                                           
1- Electroporation  

اریژلآکریلآمیدذهادربافربارگشدند.رسوبسلول

Tris–HClمولارمیلی61) SDSدرصد2، درصد1/2،

دقیقه2حلشده،بهمدت(8/6اچباپیمرکاپتواتانول-2

هادرجوشقرارگرفتوسپسالکتروفورزنمونهدرآب

 آکریلپلیژل 92آمید حاوی SDSدرصد
شد2 انجام

(Behjatnia et al., 1998) محصولرنگ. آمیزی

 بلو کوماسی از استفاده با 3الکتروفورز
R-250صورت

وزنمولکولیپروتئین باگرفتو طریقمقایسه از نیز ها

( وزنی مولکولی  Spectra Multicolorنشانگرهای

Broad Range Protein Ladder, Fermentas, 

Lithuania).تخمینزدهشد

4گذاری پروتئینآزمون لکه
پروتئین الکتروفورزتفکیکباندهای در شده

خشکوبااستفادهازجریانسیستمنیمهدریکعمودی،

( Trans-Blot SD, Bio-Radالکتریکی با( منطبق و

( هیرانو Hirano and Watanabe, 1990روش به(

نایلونی) شدندRoche, Germanyغشای داده انتقال ).

1دربافرحائلوغشابهمدتیکساعتدردمایاتاق
 

(12/1 Tris-HCl،91/1مولار NaClمولار ،1/1

Tween 20/لیترلیترمیلی سرم1/1، آلبومین درصد

قرار1/7اچدرپی7شدهدرصدشیرچرخ1/2و6گاوی )

 بافرگرفت. با شستشو بار دو مولارTBS(12/1پساز

                                                           
2- SDS PAGE 

3-Coomassie brilliant blue  

4- Western blot analysis 

5- Blocking buffer 

6- Bovine serum albumin 

7- Skimmed milk 
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Tris-HCl ،91/1 NaClمولار /لیترلیترمیلی1/1،

Tween 20پی آنتی(1/7اچدر 9تدینهیسبادیآنتیاز

(Qiagen, Germany) شناسایی منظور پروتئینبه باند

آنتیبیان این ردیابی شد. استفاده ازشده استفاده با بادی

موش ضد بهSigma-Aldrich)2ایمونوگلوبولین و )

رنگ آن بادنبال غشا BCIP/NBTهایرنگآمیزی
3
 

(Roche, Germany.انجامپذیرفت)


 نتایج و بحث

 پروتئین پوششیکامل تکثیر و تعیین توالی ژن 

  BCTIV جدایه خراسان رضوی

بوتهاندی برگ بافت از شده استخراج هایای

 )شکل بوته پیچیدگی بیماری علائم دارای 9چغندرقند

آرمورداستفادهقرارسیعنوانرشتهالگودرپی(،بهالف

 اختصاصی جفتآغازگر از استفاده  BCTIVگرفت.

489
v
/1238

c  قطعه تکثیر به جفتبازیدر719منجر

 خوانش چارچوب توالی ژنومV1 کاملبرگیرنده از

کهاز.اینچارچوبخوانشب(9)شکلگردیدویروس

هایمختلفویروسجدایهبینشدگیبالاییدرحفاظت

است ،برخوردار کندبیانمیپروتئینپوششیویروسرا

(Brown et al., 2012).

سازیوتعیینتوالیقطعهتکثیریافتهدرپسازهمسانه

سایرسیپی با آمده دست به ترادف مقایسه آر،

هایمشابهموجوددربانکژنبااستفادهازبرنامهترادف

BLASTنشان  ، دهنده تشابه بین19حداکثر درصدی

توالی و دستآمده به پروتئینترادفنوکلئوتیدی ژن

(وNC_010417شمارهایکرمان)بارسپوششیجدایه

دربانکژن BCTIV(JQ707939شمارشیراز)بارس

افزاربود.توالینوکلئوتیدیبهدستآمدهبااستفادهازنرم

blastx(blast.ncbi.nlm.nih.govتوالی به )

                                                           
1- Anti-Histidine antibody 

2- Anti-mouse immunoglobulin  

3- 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate/nitro 

blue tetrazolium 

 

پروتئینیبهسازیتوالیردیفآمینواسیدیترجمهشد.هم

توالی سایر با آمده ژندست بانک در موجود های

توالینشان سایر تشابهصددرصدیبا هایبهدستدهنده

اینتحقیقشاملرس در AJE27190.1شمارهایآمده

 نیزAJE27188.1(Anabestani et al., 2016و و )

 رس18تشابه )با سبزوار جدایه با شماردرصدی

JX966233.1تأییدکننده نتایج این تمامی بود. )

کدکنندهپروتئینپوششیدرشدگیبالایتوالیحفاظت

هاویروسوسایرجمینیBCTIVهایمختلفبینجدایه

(واینچارچوبخوانشراZhang et al., 2018است)

آنتی تولید برای مناسبی گزینه شناساییبه جهت بادی

هایمختلفویروسدرآزمونهایسرولوژیکیازجدایه

کند.جملهالیزاتبدیلمی

  BCTIVبیان چارچوب خوانش پروتئین پوششی 

توالی صحت از اطمینان  و توالی تعیین از پس

همسانه ناقل در شده pTZ57R/Tسازی الکتروفورز،

محصولبهدستآمدهازواکنشهضمآنزیمیتوسطدو

 Bam HI/Hind IIIآنزیم یکقطعه شدن 719آزاد

توالیچارچوبخوانشمورداندازهجفتبازیمطابقبا

نشانداد)شکل پساز2نظررا قطعهآزادشده، الف(.

هایکهباآنزیمpQE30سازیازژلبهناقلبیانخالص

 واکنشهضممشابه تکرار واردشد. بود شده برشداده

به ناقلبیان در را نظر مورد قطعه صحتورود آنزیمی،

اثباترساند.

 BCTIVسازیتوالیچارچوبخوانشدرهمسانه

V1درناقلبیانpQE30،توالیموردنظردرادامهیک

هیستدینکهتوسطخودناقلآمینواسید6دنبالهمتشکلاز

بنابراینانتظارب(2)شکلگیردشوند،قرارمیبیانمی .

نظریکدنبالههیستدینیمی مورد بیانقطعه پساز رود

باشد. داشته وجود شده بیان پروتئین آمینی انتهای در

خالص امکان هیستدینی دنباله این پروتئینوجود سازی

باکتریا سیستم در شده ازبیان استفاده اساس بر را یی

میرزین مثبتفراهم الکتریکی بار دارای های ازآورد.

همسانه قطعه بیان،طرفی ناقل این در کنترلشده تحت
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ها و ایجاد حالت ای شدن و راست ایستادن برگلوله شامل الف.  علائم تیپیک بیماری پیچیدگی بوته چغندرقند -1شکل 

ب. نقوش الکتروفورزی حاصل . در مزارع کشت این محصول در استان خراسان رضویها پشتی برگای شدید در سطح توته

سازی مراز. کنترل مثبت: ناقل همسانهای پلیدر واکنش زنجیره BCTIV V1جفت بازی چارچوب خوانش  551از تکثیر قطعه 

 M :Genچغندرقند سالم فاقد علائم.  هایبوتها استخراج شده از ان. کنترل منفی: دیBCTIVحاوی توالی ژنوم کامل 

Ruler TM DNA Ladder Mix (Fermentas, 10000 bp).  
Figure 1. A. Sugarbeet palnts showing typical symptoms of beet curly top disease including  leaf rolling and 

sever enation on viens  in  the fields of Khurasan-Razavi province, North-East Iran. B.  Electrophoresis pattern 

of amplified 751 bp fragment of BCTIV V1sequence on 1% agarose gel. Extracted cloning vector containing 

whole genome of BCTIV and extracted DNA of symptomless sugarbeet plant were used as positive and negative 

control in PCR, repectively. M: Gen Ruler TM DNA Ladder Mix (Fermentas, 10000 bp).   

 


در ژل آگارز  Bam HI/Hind IIIبا دو آنزیم  pTZ57R/T-BCTIV V1الکتروفورز محصول واکنش هضم آنزیمی الف.  -2شکل 

 M :Gen .از ناقل مورد استفاده است V1جفت بازی توالی چارچوب خوانش  551دهنده آزادشدن قطعه یک درصد که نشان

Ruler TM DNA Ladder Mix (Fermentas, 10000 bp).  سازی توالی چارچوب خوانش ب. نمای شماتیک همسانهV1  در ناقل

آمینواسید هیستدین،  6: دنباله متشکل از lac (L .)6×Hisکننده بیان ( و عوامل تنظیمPT5) T5بر تحت کنترل پیش pQE30بیان 

S.C. ،کدون خاتمه :Ampicillinسیلین.  بیوتیک آمپی: توالی ژن مقاومت به آنتیCol E1.محل شروع همانندسازی : 

Figure 2.  A. Analysis of digestion reaction of  pTZ57R/T-BCTIV V1 by Bam HI/Hind III enzymes on 1% 

agarose gel revealed releasment of expected BCTIV V1 751 bp fragments. M: Gen Ruler TM DNA Ladder Mix 

(Fermentas, 10000 bp). B. Schematic representation of cloned BCTIV V1 sequence into pQE30 expression 

vector under control of PT5 promotor.  lac:  lac operator signals, 6×His: 6 histidin residue, S.C.: termination 

codon, Ampicilin: sequence of antibiotic resistance gene, Col E1: origin of replication. 
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lacکنندهبیانوعواملکنترل9باکتریوفاژT5برپیش
قرار2

 عوامل حالت این در مسیرlacدارد. در استقرار با

برتعبیههاازایجادکاراییبالایبیانتوسطپیشریبوزوم

عملمی جلوگیریبه نمودنشده اضافه بنابراین، آورند.

یکترکیبرقابت به منجر که عواملجداکننده شدن

lacلازم،والقایبیانژنموردنظرشودبرازمحلپیش

 نمودن اضافه است. ضروری کشتIPTGو محیط به

تراریختسلول ترکیبمیهای یک عنوان به تواند

موجبوشدهlacباعثجداشدنعوامل،کنندهبیانالقا

هایبیانباکتریایی،اینگروهازسیستم شروعبیانشود.

توسطعنوانسیستمبه شناختهIPTGهایبیانالقاشونده

(.Cheong et al., 2013)شوندمی

تراریخت سلولپساز القایسازی و باکتریایی های

باکتریM15هایسویهدرسلولIPTGبیانژنتوسط

E. coli،آکریلهایالقاشدهدرژلپلیالکتروفورزنمونه

 حاوی باSDSآمید پروتئین باند یک ظهور به منجر

دهندهشد،کهنشانکیلودالتون31شدتبالادرمحدوده

نوترکیب پروتئین بیان از توجهی قابل  -Hisمیزان

BCTIV CP چاهک3)شکلبود 2هایالف، (.3و

حالی در سلولاین در القانشدهاستکه باکتریایی های

 IPTGتوسط 3)شکل چاهک در4الف، نیز و )

سلول سویه غیرتراریخت M15های E. coliباکتری

 چاهک3)شکل شدت9الف، با مشابه پروتئین باند ،)

بسیارکمترقابلمشاهدهبود.براساساطلاعاتبانکژن

 پوششی پروتئین تقریبی BCTIVوزن دالتون28481،

ژل در ژن بیان محصول الکتروفورز شد. زده تخمین

نشانگرهایSDSآمیدحاویآکریلپلی از استفاده با نیز

کیلودالتونرابرای31وزنتقریبیحدودمولکولیوزنی،

وزن با که داد نشان شده بیان نوترکیب پروتئین باند

تفاوتبینیپیش پروتئینهمخوانیداشت. برایاین شده

پروتئین مولکولی وزن در اینموجود در شده بیان های

تواندناشیازاضافهشدنیکدنبالههیستدینیسیستممی

                                                           
1- Bacteriophage T5 promoter 

2- lac operator  

 تقریبی وزن اینک9به باشد. بیان ناقل توسط یلودالتون

 پروتئین بیان مورد در موزاییکAC2حالت ویروس

و(Thommes and Buck, 1994فرنگی)طلاییگوجه

استرالیا-فرنگیویروسپیچیدگیبرگگوجهC1پروتئین

(Behjatnia et al., 1998).نیزگزارششدهاست

باکتریداریکشتباکتریاییورشدمدتزماننگه

یکیاز القایبیان، پروتئیننوترکیببعداز حاویسازه

تعیین اصلی نظرعوامل مورد پروتئین بیان میزان کننده

( اساس،Behjatnia et al., 1998است همین بر .)

داریساعتبراینگه4الی9هایزمانیمختلفیازدوره

باکتریکشت های سلول رشد و باکتریایی از های بعد

 توسط پروتئین بیان شد.IPTGالقای گرفته نظر در

مقایسهسطحبیاندرهرکدامازاینتیمارهابااستفادهاز

پلی ژل در حاویآکریلالکتروفورز ، SDSآمید

نوترکیبنشان پروتئین بیان میزان بیشترین  -Hisدهنده

BCTIV CP ساعتبعدازالقاتوسط4درمدتزمان

IPTG بود چاهک3)شکل 4ب، .) تیمارهای 9در 2و

(،2و9هایب،چاهک3ساعتبعدازالقایبیان)شکل

نوترکیب پروتئین بیان سطح در تشخیصی قابل تفاوت

 مدتزمان در پروتئین این بیان میزان نداشت. 3وجود

 )شکل بیان القای از بعد 3ساعت چاهک از3ب، ،)

9تیمارهای ا2و و ساعتبیشتر مدتزمان ساعت4ز

کمتربود.IPTGداریتحتتأثیرالقاینگه

بیان سطح تعیین در اثرگذار عوامل از دیگر یکی

باکتریایی،سمیتپروتئینهاینوترکیبدرسیستمپروتئین

سلول برای شده ازبیان سمیتبرخی است. باکتری های

تواندکنندهمیهایآمینواسیدیبرایخودسلولبیانتوالی

هاینوترکیبدراینعاملیمحدودکنندهدرتولیدپروتئین

سیستمباشدبهنحویکهسطحبیانپروتئینراکاهشداده

هایویابهطورکلیازبیانپروتئینبهواسطهمرگسلول

می عمل به جلوگیری )باکتریایی  ,.Saida et alآورد

توجه2006 قابل بیان میزان حاضر، مطالعه در پروتئین(.

نشان نظر، بیانمورد سمیتپروتئین عدم برایدهنده شده

هایباکتریاییمیزبانبود.سلول
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در ژل  E. coliباکتری  M15های سویه توسط سلول BCTIV CPالف. نقوش الکتروفورز محصول بیان پروتئین  -0شکل 

کیلودالتون  03، باند پروتئین قابل تشخیصی در محدوده IPTGهای القاشده توسط در نمونه .SDSآمید حاوی آکریل پلی

های تراریخت شده توسط پلاسمید نوترکیب (. این در حالی است که در نمونه0و  2های مشاهده شد )چاهک

pQE30/BCTIV V1  (، باندی با شدت مشابه 1هک های باکتریایی تراریخت نشده )چا( و نیز در سلول4ولی القانشده )چاهک

. IPTGهای زمانی مختلف القا توسط در دوره BCTIVرؤیت نشد. ب. نقوش الکتروفورزی بیان پروتئین پوششی نوترکیب 

های تراریخت باکتری ( سبب تشکیل بیشترین میزان پروتئین نوترکیب در سلول4)چاهک  IPTGچهار ساعت القا توسط 

بادی های باکتری تراریخت توسط آنتیدر عصاره حاصل از سلول His-BCTIV CPنوترکیب گردید.  ج. ردیابی پروتئین 

های القانشده نیز مشاهده (، سطح پایینی از بیان پروتئین نوترکیب در سلول2هیستدین. علاوه بر نمونه القاشده )چاهک آنتی

 دارد. IPTGباکتریایی القاشونده توسط  در افزایش سطح بیان پروتئین در سیستم IPTG( که نشان از اثرگذاری 1شد )چاهک 

M :Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas).  
Figure 3. A. SDS-polyacrylamide electrophoresis analysis of expressed BCTIV coat protein in M15 strain of E. 

coli. Intensity of expressed protein band in IPTG induced samples (lanes 2 and 3) was obviously higher than 

non- IPTG induced (lane 4) bacterial cell cultures. B. Time course induction of  transformed bacterial cell 

cultures by IPTG. C.  Detection of recombinant His-BCTIV CP in  transformed bacterial cell extracts by anti-

His  antibody. M: Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas).  

 گذاری پروتئینلکه

از بهمنظورتأییدماهیتپروتئیننوترکیببیانشده،

لکه آزمون آنتیگذاری از استفاده با بادیپروتئین

نتایجبهدستآمده3هیس)شکلآنتی شد. استفاده ج(

 پروتئین با مطابق پروتئینی باند تک 31شناسایی

نمونه در را کیلودالتونی توسط القاشده بهIPTGهای

 )شکل چاهک3نمایشگذاشت در2ج، همچنین، .)

القانشدهنیزشناساییباندضعیفیدرموقعیتمشابهنمونه

 )شکل پذیرفت 3انجام چاهک موضوع9ج، این .)

درنشان خارجی پروتئین بیان پایین کارآیی دهنده

پیشهایسلول آزادسازی که است موردباکتریایی بر

آزادسازیپیش زمانیاستکه از کمتر بسیار براستفاده

القاکن ترکیب یک توسط نظیر شودIPTGنده انجام

(Behjatnia et al., 1998چاهک در هایمربوطبه(.

نوترکیب،هایباکتریاییتراریختنمونه پلاسمید با نشده

آنتی از آنتیاستفاده لکهبادی آزمون در گذاریهیس

که نشد مشخصی پروتئینی باند ردیابی به منجر پروتئین

دنشان شده بیان پروتئین صحت سلولدهنده هایر

باکتریاییتراریختبود.
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ازپراکنشBCTVوBCTIVهردوگونهویروسی

هستندگسترده برخوردار کشور مختلف مناطق در ای

(Anabestani et al., 2016; Gharouni-Kardani 

et al., 2013هادربافتآبکشیویروس(.استقرارجمینی

 بافتگیاهی، در آنها غلظتپایین نیز باعثدشواریو

ویروسسازیپیکرهخالص از منظورهایاینگروه به ها

برهمیناساس،بیانتهیهآنتی سرماختصاصیشدهاست.

جمینیپروتئین باکتریایی،ویروسهای سیستم در ها

آنتیخالص تولید منظور به آنها از استفاده بادیسازیو

می تسراختصاصی برای مناسبی روشجایگزین یعتواند

هادرمزارعکشاورزیروندردیابیاینگروهازویروس

هایمدیریتکشور،تعیینمیزانخسارتوگسترششیوه

ژنپروتئینپوششی اینمطالعه، در باشد. BCTIVآنها

بیانشد.تأییدصحتپروتئینE. coliدرسیستمباکتریایی

الکتروفورزدرژلپلی از استفاده با میدآآکریلبیانشده

گذاریپروتئینبهانجامرسید.وآزمونلکهSDSحاوی

بادیاختصاصیتوسطدرمطالعاتبعدیامکانتهیهآنتی

ماهیت واسطه به داشت. خواهد وجود پروتئین این

 چندکاره پوششی پروتئین برBCTIVبودن علاوه ،

میشیوه ردیابی سایرهای در شده بیان پروتئین از توان

ناقلحشرهزیستهایآزمون با انتقال ایوشناختیمانند

روش پروتئینبادر این اتصال محل هایمولکولیمانند

ژنومویروسوغیرهنیزبهرهبرد.
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Abstract  

Background and Objectives  

Beet curly top Iran virus (BCTIV) and Beet curly top virus (BCTV) are the causal agents 

of beet curly top disease in Iran. It has been reported that both viruses are distributed in 

different geographical regions and host plants in Iran. Development of a simple, fast and 

low cost serological method such as ELISA for detection of these viruses, is a necessary 

demand. To do serological tests such as ELISA, an antibody is needed. Production of 

polyclonal antibodies against geminiviruses is a hard candidate because of low 

concentration and localization of their particles in the phloem tissue of their hosts. 

Therefore, expression and production of geminiviral recombinant proteins in bacterial 

system is an alternative method to obtain polyclonal antibodies.  

Material and Methods  

Specific forward and reverse primers containing Bam HI/Hind III digestion sites at the 5′ 

end of each primer, respectively, were designed to amplify the full-length fragment of 

BCTIV V1 open reading frame encoding the viral coat protein (CP). The amplified 751 

bp fragment was cloned into the pTZ57R/T cloning vector. V1 gene was released from 

pTZ57R/T by enzymatic digestion and cloned into the expression vector pQE30. The 

recombinant pQE30-BCTIV V1 was transformed into Escherichia coli strain M15. The 

expression of protein was induced by adding 1 mM of isopropylthio-d-galactoside 

(IPTG) to the transformed bacterial cells and grown at 37 ºC in liquid LB medium. 

Expression of recombinant protein was analyzed by SDS-PAGE electrophoresis and 

Western blot hybridization. 

Results  

Analysis of the expressed proteins by SDS-PAGE electrophoresis, revealed a protein 

band with a position corresponding to molecular weight of approximately 30 kDa that 

was consistent with the predicted molecular weight of BCTIV CP. Time course of 

induction by IPTG influenced on level of the new recombinant protein expression, thus 

four hours induction had the highest level of expression. Western blot analysis confirmed 

the identity of expressed protein via using anti-His antibody to detect expressed 

recombinant His-BCTIV CP. 
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Discussion  

One of the most popular bacterial protein expression system is IPTG inducible system 

wherein IPTG regulate level of new recombinant protein expression. Our results by SDS-

PAGE electrophoresis and Western blot analysis revealed a high level of expression of 

the fusion protein in IPTG-induced bacterial cells. However, a negligible rate of 

expression of recombinant protein was also observed in non-induced bacterial cells. This 

suggests low appearance and activity of responsible promotor even without inducing 

protein expression with IPTG. Expression of conserved plant viral proteins in bacterial 

systems following purification of the resulted recombinant proteins would facilitate 

production of specific polyclonal antibodies.  
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