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بيان و خالص سازي پروتئين حركتي ويروس موزائيك پيسك سبز خيار با استفاده از سامانه حامل ويروس 

  گياهي
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  چكيده

 Cucumber green(سازي پروتئين حركتي ويروس موزائيك پيسك سبز خيار  به منظور توليد و خالص

mosaic mottle virus, CGMMV(ي آلوده كننده ويروس موزائيك  ، از يك حامل ويروس گياهي كه از همسانه
 (CGMMV MP)قاب خواندني رمز كننده پروتئين حركتي ويروس . زرد كدو به دست آمده است، استفاده شد

ماليدن توانايي آلوده كنندگي حامل نوتركيب با . قرار داده شد ZYMVدر حامل  HC-Proو  P1هاي  ميان قاب
سپس يك لكه منفرد براي انتقال مكانيكي . هاي موضعي تاييد شدپلاسميد روي گياه سلمه تره و بروز لكه

پايداري بيان پروتئين نوتركيب با انتقال پي در پي . ويروس نوتركيب به كدو در مرحله دو برگي استفاده شد
روزه پس از مايه زني  30ي  ر طول يك دورهويروس نوتركيب از گياهان مايه زني شده به گياه سالم و نيز د

پروتئين . و آزمون وسترن بلات بررسي شد RT-PCRبرگ گياهان مايه زني شده به وسيله . ارزيابي شد
نوتركيب به روش رسوب در شيب غلظت سوكروز و سپس استخراج از ژل خالص سازي شد و از هر مرحله 

نتايج به دست آمده . مورد ارزيابي قرار گرفت SDS-PAGEت و نمونه گيري به عمل آمد و با آزمون وسترن بلا
گرم پروتئين نوتركيب از هر صد گرم برگ كدو قابل دستيابي  2/2تا  8/1نشان داد كه دو هفته پس از مايه زني 

اين پژوهش . روزه پايدار بود 30بار انتقال متوالي و پس از يك دوره  10همچنين حامل نوتركيب پس از . است
 .كندي سريع و آسان براي توليد فراوان پروتئين حركتي ويروس موزائيك پيسك سبز خيار در گياه ارايه ميروش

 .ZYMVبيان موقت، پروتئين نوتركيب،  :هاي كليدي واژه
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   مقدمه

ويروس موزائيك پيسك سبز خيار 
Cucumber green mottle mosaic virus; 

CGMMV)( اي از جنس  گونهTobamovirus  و
بيمارگر بذرزاد بوده و  Virgaviridaeي  انوادهخ

درصدي در بسياري از  15باعث خسارتي در حدود 
 Antignus et al., 2001; Shang(شود  كدوئيان مي

et al., 2011( .ي  پيكرهCGMMV اي شكل و  ميله
نانومتر است  18و  300طول و قطر آن به ترتيب 

)Tan et al., 2000( ي ، ژنوم آن يك قطعه آرن اا
نوكلئوتيد  6450اي مثبت، به طول حدود  تك رشته

ژنوم ويروس . )Ugaki et al., 1991(مي باشد 
حاوي چهار قاب خواندني باز است كه در نتيجه 

دو پروتئين : كند چهار پروتئين را رمزگذاري مي
كه با راهبرد ) كيلو دالتون 180و  130(همانندسازي 

شوند،  ف بيان ميي ضعي پيوسته خواني كدون خاتمه
و پروتئين ) كيلو دالتون MP ،30(پروتئين حركتي 

كه هر دو از طريق آر ) كيلودالتون CP ،17(پوششي 
 25شوند و حدود  زيرژنومي بيان مي ان اي

 ;Ugaki et al., 1991(نوكلئوتيد همپوشاني دارند 

Tan et al., 2000; King et al., 2012( . 5′انتهاي 
 3′ي كلاهك متيله شده و انتهاي ژنوم ويروس دارا

. )King et al., 2012(دارد  tRNAساختار شبه 
علايم بارز اين بيماري در كدوئيان، موزائيك 
سيستميك، ايجاد تاول روي ميوه و لهيدگي مغز 

انتقال ويروس . )Shang et al., 2011(ميوه است 
شود و ناقل  به سادگي با روش مكانيكي انجام مي

اين ويروس . ن شناخته نشده استديگري براي آ

از انگليس گزارش شد  1935نخستين بار در سال 
)Ainworth, 1935(  ،و سپس از كشورهاي آلمان

فنلاند، فلسطين، عربستان، هند، پاكستان، كره، ژاپن 
 ;Komuro, 1965(و ايران گزارش شده است 

Rahimian & Izadpanah, 1977; Francki et al., 

1986; Lee et al., 1990( .  
 CGMMVدر مورد پروتئين حركتي 

اطلاعات زيادي در دسترس نيست؛ نشان داده شده 
كه اين پروتئين در حركت ژنوم ويروسي به 

هاي مجاور از راه پلاسمودسماتا دخالت دارد؛  سلول
هاي حركتي  اين پروتئين از خانواده پروتئين

ها و پروتئين متصل شونده به آر ان  توباموويروس
ي است ا)Saito et al., 1988( . جزئيات دقيق

حركت سلول به سلول و حركت سيستميك 
تعيين . ويروس هنوز مشخص نشده است

هاي پروتئين حركتي و توليد آنتي بادي عليه  ويژگي
تواند به شناخت بيشتر حركت ويروس كمك  آن مي
با توجه به اين كه بيان و پردازش طبيعي اين . نمايد

شود و به دليل اين كه  ياه انجام ميپروتئين در گ
عملكرد آن تحت تاثير ساختار قرار دارد، توليد و 
خالص سازي آن در گياه به شناخت عملكرد و 

به اين منظور، . كند ساختار پروتئين كمك مي
توان ژن پروتئين حركتي ويروس را به عنوان ژن  مي

هاي  بيگانه در گياه تراريخته يا با استفاده از حامل
-استفاده از گياه تراريخته وقت. ويروسي بيان نمود

هاي زيست محيطي  گير و پرهزينه بوده و نگراني
همواره در مورد آنها وجود دارد در حالي كه 

تر،  تر، ارزان هاي ويروسي سريع استفاده از حامل
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تر، توليد پروتئين بيشتر و  داراي يكنواختي، با ثبات
ار به كار گرفته نگراني زيست محيطي در مورد ابز

 ,.Gleba et al., 2004; Mett et al(شده كمتر است 

2008; Egelkrout et al., 2012( .هاي  معرفي حامل
هاي  ي بيان ژن ويروس گياهي به عنوان سامانه

بيگانه در گياه به همراه فرايند خالص سازي موثر 
هاي بيان شده، جايگزين خوبي براي  پروتئين
ان پروتيئن شده است هاي پيشين در بي روش

)Gopinath et al., 2000; Alamillo et al., 2006; 

Gleba et al., 2007( .هاي  به كار بردن حامل
هاي  ويروس گياهي براي بيان موقت پروتئين
هاي  نوتركيب، ابزار مفيدي براي توليد پروتئين

نوتركيب مهم مانند توليد ايمنوژن براي توليد آنتي 
هاي آنتي  اي مولكول ك زنجيرهبادي، بخش متغير ت

هاي  هاي دارويي، واكسن ، پروتئين(scFv)بادي 
 Chen(باشد  خوراكي و صنعتي در مقياس زياد مي

et al., 2005; Gleba et al., 2008(.  
 Zucchini(ويروس موزائيك زرد كدو 

ZYMVyellow mosaic virus; (  يكي از
و بيمارگرهاي كدوييان شامل خيار، كدو، خربزه 

ژنوم . )Desbiez et al., 1997(هندوانه است 
ZYMV هاي جنس  ي گونه مانند همهPotyvirus ،

كيلو  6/9اي مثبت به طول  ي تك رشته RNAيك 
اي كپسيد پوشي  ي رشته باز است كه در پيكره

شود و به يك پلي پروتئين بزرگ ترجمه شده و  مي
با شكست پروتئوليتيكي توسط سه پروتئاز ويروسي 

پروتئين فعال  10به  NIaو  P1 ،HC-Proمل شا
 ;Riechmann et al., 1992(شود  پردازش مي

Revers et al., 1999; King et al., 2012( .
در انتهاي آميني پلي  HC-Proو  P1پروتئازهاي 

پروتئين هستند و انتهاي كربوكسيلي خود را با 
 & Oh(كنند  شكست اتوپروتئوليتيك جدا مي

989; Verchot et al., 1991Carrington, 1(. 
نيز مسئول شكست پروتئيني  NIaپروتئاز 
 & Carrington(ي پلي پروتئين هستند  باقيمانده

Dougherty, 1988; Riechmann et al., 1992( .
ي كامل  cDNAبا  ZYMVي  ي آلوده كننده همسانه

ZYMV TW-TN3 )(ZTN3 ي جمع آوري  جدايه
 .Lin et al )2002( توسط) شده از جنوب تايوان

) GFP green fluorescentساخته شده و پروتئين 

)protein ي  در انتهاي آميني ناحيهPro-HC  قرار
در اين تحقيق، . )2002et al. Lin ,(داده شده است 

به منظور بيان و خالص سازي پروتئين حركتي 
CGMMV قاب خواندني باز CGMMV MP 

. كور شددر حامل مذ GFPجايگزين قاب خواندني 
پس از مايه زني با ويروس نوتركيب، ميزان توليد 
پروتئين، پايداري آن، اثر آن بر علائم و خالص 

ي گياه مورد  سازي پروتئين نوتركيب از عصاره
  .بررسي قرار گرفت
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  مواد و روشها

و نسخه برداري  (PCR)اي پليمراز  واكنش زنجيره

 )RT(معكوس 

ن براي تكثير ژن رمز كننده پروتئي
، آغازگرهاي اختصاصي بر  CGMMVحركتي

هاي برشي  طراحي و جايگاه MPاساس ترادف 
SphI  وKpnI  به ترتيب در ابتداي آغازگرهاي پيش

بر و معكوس قرار داده شد، همچنين رمز ژنتيكي 
جدول (خاتمه از انتهاي آغازگر معكوس حذف شد 

با استفاده از  (PCR)اي پليمراز  واكنش زنجيره). 1
 KOD، پنج واحد آنزيم )X10(ميكروليتر بافر پنج 

plus )ShineGene Molecular Biotech, Inc., 

China( دو ميكروليتر ،MgSO4  ميلي  25با غلظت
 10با غلظت  dNTPsمولار، پنج ميكروليتر مخلوط 

و  سوميكروليتر آغازگرهاي پيش  5/1ميلي مولار، 
ر ميكروليت 3/0ميلي مولار و  10با غلظت  پس سو

ميكروليتر انجام  50الگو در حجم نهايي دي ان اي 
با استفاده از دستگاه  PCRبرنامه حرارتي . شد

GenePro)ترموسايكلر 
TM

, China)  به صورت زير
، ºC 94ثانيه در  30واسرشت سازي . انجام شد

 ºCثانيه در  50و بسط  ºC 55ثانيه در  30اتصال 
زي يك مرحله واسرشت سا. سيكل 35براي  68

دقيقه و يك مرحله  3براي  ºC 94اوليه در دماي 
نيز انجام  ºC 68دقيقه در  5بسط نهايي به مدت 

هاي نوتركيب، از براي غربال كردن كلني .گرديد
ابتدا در اين روش . استفاده شد colony PCRروش 
 2/0 يها به صورت تصادفي انتخاب و به لولهكلني

ر لوله محلول سپس به ه .ميلي ليتري منتقل شدند
، دو )X10(ميكروليتر بافر  5/2شامل  PCRي پايه

 2/0ميلي مولار،  dNTP 10ميكروليتر مخلوط 
 pCgMP ،10و  mZ1155(ميكروليتر از آغازگرها 

 Taq DNA polymeraseو يك واحد ) ميلي مولار
(Invitrogen, USA)  افزوده و واكنش در حجم

حرارتي  برنامه. ميكروليتر انجام شد 25نهايي 
مشابه برنامه ذكرشده بود با اين تفاوت كه از دماي 

ºC 72 براي  .براي بسط و بسط نهايي استفاده شد
كل با استفاده از كيت  ، آر ان ايRT-PCRانجام 

TRIzol (Invitrogen, USA)  و طبق دستورالعمل
آلوده استخراج  كدوي شركت سازنده از برگهاي

، (cDNA)ي مكمل به منظور ساخت دي ان ا. شد
 5/0يك ميكروليتر آر ان اي كل استخراجي با 

ميلي مولار  mZ1155 10ميكروليتر آغازگر برگشتي 
 5/8و ) طراحي شده بر اساس ترادف حامل(

ميكروليتر آب ديونيزه استريل مخلوط و در دماي 
ºC 75 پس از سرد . به مدت پنج دقيقه قرار گرفتند

 RTميكروليتر بافر  5/2ها روي يخ، نمودن لوله
)x10( پنج ميكروليتر مخلوط ،dNTPs  10با غلظت 

 1/0با غلظت  DTTميكروليتر  5/2ميلي مولار، 
ميكروليتر آنزيم نسخه برداري معكوس  5/0مولار و 

)MMuLV, Invitrogen, USA(  اضافه و به مدت
 ºCيك ساعت در درون دستگاه بن ماري، در دماي 

 CGMMV MPر قطعه ژن تكثي. قرار داده شدند 42
با استفاده از  colony PCRمشابه شرايط 

و  pCgMP-BNS(آغازگرهاي اختصاصي 
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mCgMP-KN و با اضافه كردن يك ) 1؛ جدول
قطعات تكثير شده . انجام گرفت cDNAميكروليتر 

توسط الكتروفورز در ژل آگارز يك درصد از نظر 
 .وجود باند مربوطه بررسي شدند

  .RT-PCRو  PCR، كلني CGMMV MPي مورد استفاده براي تكثير آغازگرها - 1جدول 
Table 1-The primers used for amplification of CGMMV MP, colony PCR and RT-PCR. 

 طول آغازگر

Length (bp) 

جايگاه برشي 
 )زيرخط دار(

Restriction site 

(underlined) 

  توالي
Sequence 

  نام آغازگر
Primer name  

43 SphI ATGTCTCTAAGTAAGGTGGCATGCCCGGATCCCCATGG

TCAGT 
pCgMP-BNS 

34 KpnI GGTGTGATCGGATTGTAAGCGGTACCGGGCTAGC mCgMP-KN 
20 - ACTTTGCACACATGATCTGG mZ1155 

  تهيه ويروس نوتركيب

ي  ي آلوده كننده همسانه
p35SZYMVGFPhis3 (ZGFP) با ،cDNA  ي

بعد از  كه) جدايه تايوان( ZYMV TW-TN3كامل 
ويروس موزائيك گل گلم  35Sپروموتر 

)CaMV ;Cauliflower mosaic virus(  قرار
گرفته به عنوان حامل ويروسي براي بيان 

CGMMV MP در . در گياه كدو به كار گرفته شد
-HCبين ژنهاي  GFPاين همسانه ژن گزارشگر 

Pro  وP1 ي  قرار داده شد و شش اسيد امينه
ضم پروتئيني مربوط به هيستيدين و يك سايت ه

NIa  در انتهاي آمينيHC-Pro به ترتيب براي ،
تسهيل رديابي و توليد شكل آزاد پروتئين قرار داده 

ژن پس از تكثير . ) 2004et alHsu ,.(شده است 
CGMMV MP محصول ،PCR  با استفاده از كيت

 ,PCR Clean up kit, GeneMark(تصفيه 

Taiwan( نش برش خالص سازي شد و در واك

 KpnIو  SphIآنزيمي دوگانه با آنزيمهاي 
(Invitrogen, USA) آنزيمهاي . برش داده شد

از حامل  GFPبرشي مشابه براي خارج كردن ژن 
ZYMV  به كار رفت و محصولات برش آنزيمي

روي ژل آگارز هشت درصد تفكيك شد و باند 
حاصل از ژل جدا شده و با استفاده از كيت 

حامل و . خالص سازي شد GeneMarkاستخراج 
به نسبت يك به هشت در  (insert)قطعه مورد نظر 
 mM Tris-HCl, 100 mM 400(واكنش اتصال

MgCl2, 100 mM DTT, 5 mM ATP [pH 7.8 

at 25°C], 1% T4 DNA ligase, [Fermentas, 

USA] (  دقيقه قرار داده شدند 30به مدت .
محصول واكنش اتصال به روش شوك حرارتي به 

ترانسفورم گرديد  E. coli XLIهاي مستعد  باكتري
)Sambrook & Russell, 2001( .هاي حاصل  كلني
و آغازگرهاي  colony PCRاستفاده از  با

-MP )pCgMPو  (mz1155)اختصاصي حامل 

BNS( هاي مثبت  دو نمونه از كلني. غربال شدند
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براي اطمينان . براي استخراج پلاسميد انتخاب شدند
ها، پلاسميدهاي نوتركيب با برش  لنياز صحت ك

به همراه بافر و شرايط پيشنهادي  EcoRIآنزيمي 
و سپس  )Fermentas, USA(شركت سازنده 

 ,ABI 3730, Applied Biosystem(يابي  توالي

CA( پلاسميد نوتركيب . بررسي شدندpZCgMP 
  ). 1شكل (ناميده شد 

 

  
 CGMMV MPهاي خواندني و جايگاه قرار گرفتن  اب؛ نام قpZCgMPساختار ژنتيكي حامل  -1شكل 

هاي شناسايي محل برش و محل برش پروتئين به ترتيب به صورت سايه دار و  جايگاه. مشخص شده است

و روي  (B)روي برگ كدو به صورت رگبرگ نواري  pZCgMPعلايم . (A)با پيكان نشان داده شده است 

به صورت موزائيك زرد  ZYMV TW TN3سه با علايم در مقاي (D)سلمه تره به صورت لكه موضعي 

  .(E)و روي سلمه تره  (C)روي برگ كدو 
Figure 1 -Genetic organization of pZCgMP vector; the name of ORFs and CGMMV MP 

insertion site were shown. The cleavage recognition sites and the protein cleavage sites were 

shown as shadowy and with arrows (A). The symptoms of pZCgMP on squash leaf as vein 

banding (B) and on chenopodium as local lesion (D) compare to the symptoms of pZYMV 

TW TN3 as yellow mosaic on squash leaf (C) and on chenopodium (E). 
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  نوتركيب زايي ويروس بررسي بيماري

با استفاده از  (pZCgMP)پلاسميد نوتركيب 
كيت و طبق دستورالعمل شركت سازنده استخراج 

prep plasmid purification kit, -Mini(شده 

GeneMark(  و به صورت مكانيكي با يك گوش
پاك كن روي برگ ميزبان لكه موضعي 

)Chenopodium quinoa(  پوشيده از پودر
هاي  بعد از ظهور لكه. دكربوراندوم، ماليده ش

ي منفرد به صورت  ي يك لكه موضعي، عصاره
مكانيكي روي برگ كدو در مرحله دو برگي ماليده 

 pZYMV TW-TN3گياهان مايه زني شده با . شد
  .به عنوان شاهد منفي استفاده شدند

  بررسي پايداري ويروس نوتركيب

با انتقال پي در  pZCgMPي  پايداري سازه
گياه آلوده به گياه سالم و طي يك ي  پي عصاره

عصاره . روزه در يك گياه بررسي شد 30ي  دوره
روز پس  10گياه كدوي آلوده به ويروس نوتركيب، 
 10پس از . از مايه زني به برگ گياه سالم ماليده شد

بار انتقال متوالي، از بافت برگ نمونه برداري شد و 
و آغازگرهاي اختصاصي  RT-PCRتوسط 

CGMMV MP (pCgMP-BNS, mCgMP-KN) 
براي بررسي ). 1جدول (مورد بررسي قرار گرفت 

بار انتقال  10امكان جهش در ژن بيگانه، پس از 
روز پس از مايه زني در يك گياه،  30متوالي و 

ي تكثير شده توالي يابي شد و ترادف  قطعه
 Vectorامينواسيدي حاصل از آن توسط برنامه 

NTI Advance 9.0 )Lu & Moriyama, 2004( 
  . بررسي شد

  هاي سرولوژيكآزمون

آزمونهاي وسترن و الايزا براي رديابي 
CGMMV MP  نوتركيب و نيز پروتئين پوششي

ZYMV براي . در گياهان كدو آلوده به كار رفت
ميلي گرم بافت برگ آلوده  50انجام وسترن بلات، 
روز پس از  20و  15، 10، 5به ويروس نوتركيب 

داشت شد و با ازت مايع و ساييدن به آلودگي بر
ميكروليتر بافر  200سپس . صورت پودر درآمد

)-, 2% β]pH 7.2[HCl –100 mM Tris

mercaptoethanol, 10% sucrose, 0.005% 

bromophenol blue, 10 mM EDTA(  افزوده شد
درجه سلسيوس،  100و پنج دقيقه در دماي 

فيوژ پس از سانتري. واسرشت شدند ها پروتئين
كوتاه، محلول رويي در ژل الكتروفورز پلي اكريل 

جداسازي شد و با استفاده از  PAGE)–(SDSآميد 
و تانك  )Tris base, glycine, Methanol(بافر 

Mini Trans-Blot(انتقال 
®

 Cell, Bio-Rad, CA( 
 به غشايولت  110دقيقه با ولتاژ  90به مدت 

تقل من PVDF (Amersham, USA)نيتروسلولزي 
غشا با بافر شير خشك بدون چربي هفت . گرديد

پس از افزودن . دقيقه تيمار شد 30درصد به مدت 
بادي اوليه، غشاء سه بار، هر دفعه به مدت پنج آنتي

 PBST )137 mM NaCl, 2.7 mMدقيقه با بافر 

KCl, 8m M Na2HPO4, 1.46 mM KH2PO4, 

0.05% Tween 20( سپس آنتي. شستشو داده شد-
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ي ثانويه افزوده شد و غشاي نيتروسلولزي پس باد
دقيقه و دو بار شستشو، با  30از تيمار به مدت 

blue tetrazolium/5-nitro-(محلول سوبسترا 

indolyl phosphate  -3-chloro-4-bromo

paratoluidine salt in 100 mM NaCl, 5 mM 

HCl, pH 9.5–, 100 mM Tris2MgCl( تيمار شد. 
 40يزا، بافت گياه آلوده به نسبت براي آزمون الا

 ,mM sodium carbonate 50(برابر با بافر پوششي 

pH 9.6, 0.01% sodium azide(  مخلوط شد و
ميكروليتر در هر چاهك بشقابك پلي استرن  100

)One, Germany-Greiner Bio(  افزوده و به مدت
پس از . قرار داده شد ºC37يك ساعت در دماي 

، )هر بار سه دقيقه( PBSTبا بافر سه بار شستشو 
حل (ها با صد ميكروليتر آلبومين دو درصد چاهك

به مدت يك ساعت در دماي ) PBSشده در بافر 
بادي اوليه به صد ميكروليتر آنتي. اتاق تيمار شدند

 ºCها افزوده و به مدت يك ساعت در دماي چاهك
پس از تكرار شستشو، صد . داده شد قرار 37

آنتي بادي ثانويه افزوده و دوباره يك  ميكروليتر
عمل شستشو . قرار داده شد ºC 37ساعت در دماي 

 AP tablet(ميكروليتر محلول سوبسترا  80تكرار و 

9.7% diethanolamine, 0.02%  0.5 mg/ml,

sodium azide, pH 9.8( هاي الايزا  به چاهك
نانومتر يك ساعت  405افزوده شد ميزان جذب در 

Bio-(فزودن سوبسترا با دستگاه الايزا ريدر بعد از ا

Tek instrument, USA( در مورد هر دو  .ثبت شد
اي عليه هيستيدين  آزمون، آنتي بادي تك همسانه

)MAb, Amersham Pharmacia Biotech, -His

England( اي عليه  و آنتي سرم چند همسانه
به  5000با غلظت يك به  ZYMVپروتئين پوششي 

و پروتئين  His-tagداراي  MPرديابي  ترتيب براي
آنتي بادي ثانويه . استفاده شد ZYMVپوششي 

mouse-goat anti  وrabbit-goat anti )Jackson 

ImmunoResearch Laboratories, PA(  با غلظت
 MAb-Hisبه ترتيب براي واكنش با  5000يك به 

اي عليه پروتئين پوششي  و آنتي سرم چند همسانه
ZYMV ده شدنداستفا.  

  خالص سازي پروتئين نوتركيب

به منظور خالص سازي پروتئين مورد نظر، 
. نخست حلاليت آن مورد بررسي قرار گرفت

روز بعد از  15برگهاي آلوده به ويروس نوتركيب 
- آلودگي برداشت شد و به نسبت يك به سه وزني

A )HCl, pH 8.0, –50 mM Trisحجمي با بافر 

 ]v/v[l, 20% , 10m M KC215 mM MgCl

mercaptoethanol, 0.1 mM -glycerol, 0.05% β

phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF)( 
 ,Miracloth(مخلوط حاصل از صافي . ساييده شد

Calbiochem, CA(  عبور داده شد و پس از تيمار
 Triton X-100 1% ،1%با عوامل مختلف مانند 

SDS ،2ME 0.1% ،DTT 0.25 mM  همراه با
Urea 8 M  ،به مدت يك ساعت در دماي اطاق

دقيقه انجام  10به مدت  g×20000سانتريفوژ با دور 
شد و از محلول رويي و ته نشين نمونه برداري 
انجام و در آزمون وسترن بلات مورد بررسي قرار 

براي خالص سازي پروتئين نوتركيب، روش  .گرفت
اي ه برگ. سانتريفوژ و استخراج از ژل به كار رفت
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حجمي با بافر -ي كدو به نسبت دو برابر وزني آلوده
 100mM Tris–HCl [pH 8.0], 10mM(استخراج 

EDTA, 0.25% sodium sulfite(  در مخلوط كن
به مدت يك تا سه دقيقه هموژنيزه شدند و با 

دقيقه ذرات بزرگ  10به مدت  g×500سانتريفوژ 
ي حاصل از صافي  جدا شده و عصاره

Calbiochem)( 100بور داده شد و با ع-Triton X 
 30دو درصد در چهار درجه سلسيوس به مدت 

به  g×25000دقيقه تيمار شد، سپس با سانتريفوژ 
درصد  40مدت يك ساعت از ستون سوكروز 

ميلي ليتر  10محلول سوكروز در بافر استخراج، (
ته نشين جدا شده و . عبور داده شد) براي هر لوله

تر بافر استخراج حل شد و با در يك تا دو ميلي لي
روش استخراج از ژل خالص سازي بيشتر انجام 

ها در  پروتئين. )Yeh & Gonsalves, 1984(شد 
 KClدرصد جدا شدند؛ سپس با  15ژل اكريل آميد 

ثانيه تيمار شد و  30مولار سرد در كمتر از  25/0
باند مربوطه از ژل جدا و با دستگاه استخراج 

، )Electro-Eluter 422, Bio-Rad, USA(پروتئين 
پنج (حجم برابر . پروتئين نوتركيب استخراج شد

از هر قسمت از فرايند ) ميكروليتر در هر چاهك
در وسترن  His-MAbخالص سازي، با استفاده از 

ميزان پروتئين . بررسي شد SDS-PAGEبلات و 
 BSA (bovine serumخالص شده با مقايسه با 

albumin)  درSDS-PAGE  و با نرم افزارSpot 

Density of AlphaInnotech IS2000 )Alpha 

Innotech Corporation, CA( محاسبه شد .  

  نتايج

  زايي و علايم ويروس نوتركيب بيماري

هاي موضعي كلروتيك مشابه آنچه توسط  لكه
pZYMV TW-TN3 شود، هفت تا نه روز  القا مي

 (pZCgMP)پس از مايه زني ويروس نوتركيب 
- 1شكل (مشاهده گرديد  C. quinoaي برگهاي رو
D .( يك هفته بعد از مايه زني روي كدو، علائم

مشاهده گرديد كه  (vein banding)رگبرگ نواري 
با علائم موزائيك زرد ويروس طبيعي متفاوت بود 

حضور ويروس نوتركيب در ). C-1و  B-1شكل (
هاي سرولوژيك  و آزمون RT-PCRگياهان آلوده با 

 CGMMV MPآغازگرهاي اختصاصي . د شدتأيي
ن براي تكثير ژن بيگانه از آر ا ي كل استخراج شده ا

ي دي ان  قطعه. از گياهان مايه زني شده به كار رفت
ي  جفت باز مربوط به قطعه 826با طول حدود  يِا

  ). 2شكل (وارد شده به پلاسميد تكثير شد 

ئين بررسي پايداري ويروس نوتركيب و بيان پروت

  نوتركيب

توسط حامل  CGMMV MPپايداري بيان 
ZYMV  روز پس  30و  25، 20، 15، 10، 5در كدو

از آلودگي اوليه و بعد از انتقال پي در پي به گياهان 
). 2شكل (نشان داده شد  RT-PCRجديد با 

در گياه  CGMMV MPبنابراين بيان پايدار 
روزه پس از مايه  30ي  سيستميك در طول دوره
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توالي يابي . بار انتقال مشاهده شد 10و بعد از  زني
مربوط به آزمون پايداري  RT-PCRمحصولات 

پروتئين . اي نشان نداد تغييري در توالي اسيدآمينه
با وسترن  ZYMVحركتي نوتركيب بيان شده با 

اي عليه  بلات و با استفاده از آنتي بادي تك همسانه
His  كيلو دالتوني  33پروتئين ). 3شكل (رديابي شد

روز پس از مايه زني با  20در عصاره گياه كدو تا 
ZYMV  پروتئين ). 3شكل (نوتركيب رديابي شد

تر  كيلودالتون بزرگ 4حركتي نوتركيب توليد شده 
از پروتئين طبيعي بود كه احتمالا به علت افزودن 

افزون بر آن، . باشد مي His-tagهاي برشي و  جايگاه
كيلودالتوني نيز مشاهده  83و  67دو باند پروتئيني 

ي گياه مايه  هيچ واكنش سرولوژيكي در عصاره. شد
-Hisبا استفاده از  pZYMV TW-TN3زني شده با 

MAb آزمون كمي الايزا بالاترين . مشاهده نگرديد
روز پس از  15را در  CGMMV MPميزان بيان 

وسترن بلات با استفاده از آنتي . مايه زني نشان داد
 31وجود پروتئين حدود  ZYMV CPسرم 

و  pZCgMPكيلودالتوني را در گياهان آلوده با 
pZYMV TW-TN3  3شكل (نشان داد .(  

  

 

روز پس از مايه  30تا  ZYMVدر حامل  CGMMV MPبراي آزمون پايداري  RT-PCRروش  -2شكل 

  .(B)بار انتقال پي در پي  10و پس از  (A)زني در گياه كدو 
Figure 2- Stability assay of CGMMV MP in ZYMV vector till 30 days post inoculation on 

squash using RT-PCR (A) and after 10 serial passages (B). 
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روز پس از مايه زني با استفاده از  20و  15، 10، 5وسترن بلات براي رديابي پروتئين نوتركيب  - 3شكل 

His-MAb (A) وششي و رديابي پروتئين پZYMV  با آنتي سرم عليه آن(B) ؛ گياهان مايه زني شده با

ZGFP  به عنوان كنترل مثبت و گياه مايه زني شده باZTN3  و بافر(Mock)  به عنوان كنترل منفي در نظر

  .(C)آزمون الايزاي متناظر وسترن بلات . گرفته شدند
Figure 3- Detection of recombinant protein at 5, 10, 15 and 20 days post inoculation using 

His-MAb (A) and detection of ZYMV CP using its antiserum (B); plants inoculated with 

ZGFP were considered as positive control and plants inoculated with ZTN3 and buffer 

(Mock) were considered as negative control. (C), ELISA test corresponds to western blot 

treatments. 
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، ماركر M؛ SDS-PAGE (B)و  (A)مراحل خالص سازي پروتئين نوتركيب در وسترن بلات  - 4شكل 

PageRuller)روتئين پ
TM

Prestained, Fermentas, USA) ؛crude عصاره گياه پس از ساييده شدن با ،

، پروتئين خالص شده از ژل؛ Purified، فاز مياني؛ m، محلول رويي؛ S، ته نشين؛ Pبافر استخراج؛ 

ZYMV TW TN3 كنترل منفي؛ ،BSAپروتئين آلبومين سرم ، .  
Figure 4- Western blot (A) and SDS-PAGE (B) analysis of purification procedure of the 

recombinant protein; M, Protein ladder (PageRuller
TM

Prestained, Fermentas, USA); crude, plant 

extraction after homogenizing with association buffer; S, supernatant; m, middle phase; Purified, 

purified protein from gel; ZYMV TW TN3, negative control; BSA, bovine serum albumin. 

  خالص سازي پروتئين نوتركيب

بررسي حلاليت پروتئين حركتي نوتركيب 
اين پروتئين همواره در ته نشين رديابي نشان داد 

بنابراين امكان استفاده از روش ) 4شكل (شد 
كروماتوگرافي ستوني براي خالص سازي آن 

در نتيجه با استفاده از روش . مناسب نبود
سانتريفيوژ ستون سوكروز، پروتئين نوتركيب در ته 
نشين رديابي شد و روي ژل پلي اكريل آميد 

 ,Electro-Eluter )Bio-Radجداسازي شد و با 

USA(پروتئين نوتركيب از ژل استخراج گرديد ، .
مربوط به مراحل خالص  SDS-PAGEبررسي 

سازي نشان داد پروتئين حركتي نوتركيب به اندازه 
گرم بافت برگي  100ميلي گرم از هر  2/2تا  8/1

نوتركيب خالص  ZYMVگياه كدو مايه زني شده با 
  .)4شكل ( سازي شد

  بحث 

ميلادي، به منظور  1980از ابتداي دهه  
بهبود صفات زراعي، گياهان تراريخت مهندسي 
شدند ولي به تازگي، بيشتر به عنوان ابزاري براي 

 & Karg(اند  توليد پروتئين مورد استفاده قرار گرفته

Kallio, 2009( . به كار بردن گياهان به عنوان ميزبان
نوتركيب هنوز  هاي هايي براي بيان بالاي پروتئين



)1392، پاييز 3، شماره 5دوره (مجله بيوتكنولوژي كشاورزي   

155 

 

هاي داراي  امروزه، سامانه. در حال گسترش است
هاي ويروس گياهي  بيشترين ميزان بيان از حامل

اين . )Egelkrout et al., 2012(كنند  استفاده مي
 CGMMV MPتحقيق به منظور امكان بيان موفق 

به . ي بياني ويروس گياهي طراحي شد در سامانه
ردازش دليل اهميت تاخورگي صحيح و پ

ي بياني شامل  يوكاريوتي پروتئين نوتركيب، سامانه
ZYMV  و گياه كدو براي بيان پروتئين حركتي

CGMMV در اين تحقيق، نخست . انتخاب گرديد
در حامل  HC-Proو  P1بين  CGMMV MPژن 

ZYMV  همسانه سازي شد و پس از مايه زني گياه
با ويروس نوتركيب، بيان پروتئين نوتركيب مورد 

هر چند از نظر تئوري، ژن . رسي قرار گرفتبر
قاب خواندني  10توان ميان هر كدام از  بيگانه را مي

، )Masuta et al., 2000(ها قرار داد  پوتي ويروس
اند كه بيشترين كارايي برخي مطالعات نشان داده

است  HC-Proو  P1بيان مربوط به جايگاه ميان 
)Chen et al., 2007( .ها  خي پروتئينبا اين حال، بر

كه در اين جايگاه قرار داده شدند با ايمنوبلات 
رديابي نشدند يا به ميزان بسيار كم رديابي شدند 

 Cucumber mosaicيا  CGMMV CPمانند 

virus-CP )قرار دادن  ). هاي منتشر نشده داده
CGMMV MP  در حاملZYMV علايم موزائيك ،

ر تغيير داد زرد را به رگبرگ نواري بدون ايجاد تاخي
ي اثر بر چرخه زندگي ويروس  كه نشان دهنده

به  GFPهمچنين وارد كردن ژن رمز كننده . است

 Tobacco mosaic(ژنوم ويروس موزائيك توتون 

virus, TMV(  منجر به از دست رفتن توانايي
حركت سيستميك در ميزبان شده و شدت علايم را 

است  تغيير داده N. benthamianaنيز در 
)Shivprasad et al., 1999( . همچنين ويروس

 Wheat stripe mosaic(موزائيك نواري گندم 

virus; WSMV(  دارايGUS  قدرت آلوده سازي
 Choi(هاي ذرت را از دست داده است  برخي لاين

et al., 2000(  در حالي كهWSMV-GFP ي  همه
گياهان غلات را با يك تا پنج روز تاخير آلوده كرده 

كند مي همانند ويروس طبيعي ايجاد ميو علاي
)Tatineni et al., 2011( .دهد  اين نتايج نشان مي

تواند اثرات  ها مي كه قرار دادن ژن بيگانه در ويروس
قابل توجهي بر زيست شناسي، همانندسازي و 

بر  .حركت ويروس در گياهان مخلتف داشته باشد
در زماني  CGMMV MPاساس نتايج اين پژوهش، 

د دو هفته به بالاترين ميزان توليد رسيد بدون حدو
اين كه عوارض جانبي مربوط به توليد گياهان 

همچنين آزمون پايداري . تراريخت را داشته باشد
نشان داد كه قاب خواندني آن  CGMMV MPبيان 

روزه پس از آلودگي و نيز  30ي  در طول يك دوره
است و بار مايه زني به گياه ديگر پايدار  10پس از 

توان براي مايه زني گياهان سالم  گياهان آلوده را مي
روز پس  30هرچند پروتئين نوتركيب تا . به كار برد

از مايه زني قابل رديابي بود ولي نتايج الايزا نشان 
 15داد كه بيشترين ميزان بيان پروتئين حركتي در 
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روز پس از مايه زني به دست آمد و اين زمان 
برداشت برگها بود؛ زيرا علاوه  بهترين زمان براي

بر اين كه بيشترين ميزان پروتئين در اين زمان به 
آيد برگهاي حاوي پروتئين نوتركيب نيز  دست مي

همچنين، آزمون پايداري با . اند هنوز پلاسيده نشده
RT-PCR  نشان داد جهش و نوتركيبي در طول

بار انتقال رخ نداده است؛  10آلودگي و پس از 
ت دليل آن عدم تمايل به نوتركيبي در ممكن اس

نواحي مجاور جايگاه همسانه سازي باشد يا شايد 
ي كوچك قاب خواندني بيگانه به نوتركيبي  اندازه

حساس نيست همان طور كه در مورد پوتي 
 Gal-On(هاي ديگر نشان داده شده است  ويروس

et al., 1998( . نتايج آزمون پايداري در اين تحقيق
مطالعه بر ويروس تريستيزاي مركبات  با نتايج

(Citrus tristiza virus; CTV)  و ويروس موزائيك
هاي  مشابه بود كه حامل (WSMV)نواري گندم 

روز  120سال و  5به ترتيب  GFPنوتركيب حاوي 
 Folimonov et(در مركبات و گندم پايدار بودند 

al., 2007; Tatineni et al., 2011( . در مقابل، قرار
در جايگاه برشي  GUSادن ژن رمز كننده د

NIb/CP  درWSMV  روز پس از مايه  12تنها تا
 ,.Choi et al(رديابي شد  RT-PCRزني توسط 

ي پايداري بيان ژن  همچنين در مطالعه. )2000
 Turnip mosaic(بيگانه در ويروس موزائيك شلغم 

virus(پايداري و بيان ژن بيگانه در . ، نشان داده شد
به  Brassica campestrisو  C. quinoaه گيا

هاي لكه موضعي و  ترتيب به عنوان ميزبان

 Chen(سيستميك بيشتر از گياهان ديگر بوده است 

et al., 2007( . بنابراين هم جايگاه) بينP1  وHC-

Pro  يا بينNIb  وCP ( و هم اندازه ژن بيگانه
)GUS ،GFP  وMP  792و  720، 1800به ترتيب 

و هم گياه ميزبان نقش مهمي در پايداري ) يدنوكلئوت
نتايج  .هاي ويروسي دارند هاي بيگانه در حامل ژن

نشان  ZYMVآزمون الايزا با استفاده از آنتي سرم 
روز پس از  15داد كه بيشترين غلظت ويروس در 

مايه زني است و ميزان بيان نوتركيب تابعي از 
ئين غلظت ويروس است؛ با توجه به اين كه پروت

شود و سپس با  نوتركيب در پلي پروتئين بيان مي
به ترتيب در انتهاي  NIbو  P1هاي برشي  جايگاه

شود، ميزان بيان آن به  آميني و كربوكسيلي آزاد مي
تر به  دو پروتئين بزرگ. غلظت ويروس بستگي دارد

كيلودالتون نيز در  83و  67ي حدود  اندازه
كه با توجه به رديابي شد  His-MAbايمنوبلات با 

ها  رسد اين پروتئين آناليزهاي انجام شده به نظر مي
 MP-HC-Proو  P1-MPبه ترتيب شكل تلفيقي 

ي عدم برش  ها نشان دهنده وجود اين پروتئين. باشد
است هر چند در اين % 100پلي پروتئين به صورت 

مطالعات قبلي . تحقيق كارايي برش كافي بوده است
براي  NIaجايگاه برشي  نيز نشان داده است كه

 & Seo(برش پروتئين نوتركيب كارايي كافي  دارد 

Britt, 2008( . از طرف ديگر، نشان داده شده كه
هاي مجاور اين جايگاه برشي بر كارايي آن  توالي

-HCتاثير دارد و حذف يك اسيد آمينه از ابتداي 

Pro  يا افزودن يك يا دو اسيد آمينه در دو سمت
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دهد  ارايي برش را افزايش مياين جايگاه ك
)Tatineni et al., 2011( . در فرايند خالص سازي

مشاهده شد كه پروتئين نوتركيب نامحلول است و 
هاي مختلف همواره در  پس از تيمار آن با شوينده

 SDSته نشين وجود داشت هر چند پس از تيمار با 

1%+2ME 0.1%  پروتئين در بخش محلول قابل
كارايي آن پايين بوده و نيز اين  رديابي بود ولي

توانند بر فرايند خالص  ها به نوبه خود مي شوينده
سازي به روش كروماتوگرافي تاثير منفي داشته 

بنابراين از روش سانتريفيوژ و ستون . باشند
سوكروز و استخراج از ژل براي خالص سازي 

نتايج رديابي پروتئين . پروتئين نوتركيب استفاده شد
ل مختلف خالص سازي نشان داد پروتئين در مراح

درصد به صورت  40پس از عبور از ستون سوكروز 
آيد و تغليظ و خالص سازي بيشتر  ته نشين در مي

و  SDS-PAGEآن با  تفكيك ته نشين در 
هر چند پروتئين . جداسازي باند مربوطه انجام شد

نوتركيب در تمام مراحل خالص سازي رديابي شد 
ان و پايداري بالاي آن در گياه، ولي به علت بي

ميلي گرم پروتئين در هر صد  2/2تا  8/1نزديك به 
گرم بافت برگ كدو قابل تخليص بود كه اين مقدار 

هاي مختلف از جمله توليد آنتي  پروتئين براي هدف
بادي مناسب است و نيز به راحتي با افزايش تعداد 

به  توان پروتئين بيشتري گياهان مايه زني شده مي
ي حامل ويروسي  استفاده از سامانه. دست آورد

براي بيان پروتئين نوتركيب در گياه در مقايسه با 

ي بيان باكتريايي برتري هايي دارد از جمله  سامانه
ي سلولي يوكاريوتي و  اين كه تفاوت ميان سامانه

پروكاريوتي بر تغييرات و شكل فضايي پروتئين اثر 
راحل بعدي براي شناسايي دارد كه به نوبه خود در م

عملكرد و ساختار پروتئين نوتركيب و نيز توليد 
همچنين توليد . آنتي سرم با كيفيت موثر است

پروتئين نوتركيب در اين سامانه، يك روش موثر و 
از . ي توليد باكتريايي است تر از سامانه كم هزينه

طرفي ظرفيت توليد در مقياس بالا و عدم وجود 
و مواد زايد، پايداري پلاسميد،  ها اندوتوكسين

هاي دي سولفيدي و گليكوزاسيون تشكيل اتصال
 & Rai(باشد  طبيعي از مزاياي ديگر اين سامانه مي

Padh, 2001(. ي توليد پروتئين  از طرفي، هزينه
 50تا  10نوتركيب در گياهان، بسته به نوع گياه، 

 E. coliبرابر كمتر از توليد همان پروتئين در 
. )Giddings et al., 2000(سبه شده است محا

ي  استفاده از گياهان تراريخت در مقايسه با سامانه
هاي ويروسي، بسيار  توليد پروتئين بر اساس حامل

وقت گير و هزينه بر است در حالي كه نتيجه 
بستگي به جايگاه انتقال ژن دارد؛ علاوه بر اين، 

پايداري  ميزان بالاي بيان پروتئين، يكنواخت بودن و
نوتركيب، نگراني زيستي كمتر نسبت به مواد دخيل 
در فرايند تراريخت سازي از مزاياي ديگر اين 

بر اساس نتايج . )Mett et al., 2008(سامانه است 
ي ويروسي حاوي ژن  توان همسانه اين تحقيق مي

نوتركيب را به طور مستقيم روي برگ گياه كدو يا 
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مايه  C. quinoaي   به طور غير مستقيم، به واسطه
زني كرده و در فاصله زماني دو تا سه هفته پس از 

توان اقدام به برداشت  مايه زني و ظهور علائم مي
كه  يبرگها و استخراج پروتئين نمود، در حال

باززايي گياهان تراريخت و انتقال آنها به گلخانه 
. مشكل، زمان بر، هزينه بر و با كارايي كم است

ي مورد استفاده در اين تحقيق،  انهمزيت ديگر سام
استفاده از گياه كدو به عنوان ميزبان ويروس 

باشد كه گياهي با رشد سريع است و در زمان  مي
ي برگي مناسبي توليد نمايد و به  تواند توده كوتاه مي

آساني با مالش مكانيكي عصاره يا همسانه آلوده 
در كنار  .شود كننده مايه زني با كارايي زياد انجام مي

ها نگراني هايي نيز وجود دارد كه بايد به  اين مزيت
نخست اين كه افزودن ژن : ها پاسخ داده شود آن

پروتئين حركتي يك توباموويروس به ژنوم يك 
تواند منجر به بروز ويروس جديد  پوتي ويروس مي

شده كه در صورت فرار به طبيعت باعث خسارت 

احتياط لازم در است  ضروريبنابراين  ؛فراوان شود
پرورش گياهان مايه زني شده در شرايط كنترل شده 

علايم از  ،علاوه بر اين تغيير. صورت پذيرد
ي اثر  موزائيك زرد به رگ نواري نشاندهنده

CGMMV MP  بر نحوه بيماريزاييZYMV 
باشد به طوري كه علايم رگ نواري در هيچكدام  مي

-ميهاي فوق به صورت طبيعي ديده ن از ويروس

شود و اين موضوع از ديدگاه ويروس شناسي 
تواند جالب باشد و مطالعات بيشتري براي درك  مي

چگونگي تغيير علائم و نقش پروتئين نوتركيب 
به طور خلاصه در اين تحقيق، امكان  .لازم است

به عنوان حامل بياني در  ZYMVاستفاده از 
كه اكنون ابزاري در اختيار داريم . كدوئيان اثبات شد

هاي نوتركيب را در ميزان بالا توليد  توان پروتئين مي
هاي ويروسي به عنوان  امكان استفاده از حامل. كرد

هاي دارويي و صنعتي  ابزاري براي توليد پروتئين
  . بسيار اميدوار كننده است
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Abstract 

To produce and purify movement protein of Cucumber green mottle mosaic virus 

(CGMMV MP), a plant viral vector engineered from an in vivo infectious clone of Zucchini 

yellow mosaic virus (ZYMV) was used. The CGMMV MP ORF was in frame inserted between 

the P1 and HC-Pro ORFs of the ZYMV vector. The infectious activity of the vector was 

approved by rubbing the plasmid on Chenopodium quinoa leaves and observing local lesions. 

Individual lesions were mechanically transferred to the systemic host plant zucchini squash at the 

stage of two-cotyledon. The stability of recombinant protein expression was assessed by 

successive passages of recombinant from infected plant and throughout the period of 30 days 

after inoculation in a single plant and after 10 serial passages. Then, the leaves tissues of 

inoculated plant were analyzed by RT-PCR and western blot analysis. Recombinant protein was 

purified using centrifuge method combine with gel extraction; each step was sampled and 

analyzed by western blotting and SDS-PAGE. The results showed approximately 1.8–2.2 mg 

recombinant MP per 100 g tissues were purified from leaves two weeks post inoculation. Also, 

the vector was remarkably stable in squash after 10 serial passages and 30 days. The procedure 

provides a convenient and fast method for production of large quantities of pure CGMMV MP in 

planta.  
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