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Abstract 

Objective 

Zea maiys L. is a key cereal worldwide which its yield is threatened severely by numerous 

herbivorous insects such as notorious fall armyworm (Spodoptera frugiperda Smith.). Current 

management strategies are basically depended upon costly and time-consuming methods such as 

chemicals and transgenic maize plants resulted in resistant pest populations in addition to health 

and environmental concerns. Transient In-planta expression of novel insecticidal proteins using 

viral vectors can explore the most efficient candidates against fall armyworm under time-saving, 

cost-effective and more real conditions. Present study aimed to investigate the effects of three 

insecticidal proteins including PTA (Pinellia ternata agglutinin), OAIP-1 and Nc1a (toxins 

derived from two spiders’ venom) against fall armyworm using Sugarcane Mosaic Virus vector.  
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Materials and methods 

Coding sequences of considered insecticidal proteins were inserted into pSCMV vector between 

P1 and HC-Pro and recombinant constructs agro-injeced into maize seedlings. Successful 

overexpression of the proteins was confirmed by RT-PCR and qRT-PCR. In-planta insect 

bioassays were performed and weight gain of fall armyworm larvae was compared between 

infected and control plants after seven and 14 days of feeding.  

Results 

Overexpression of foreign genes was confirmed by RT-PCR and qRT-PCR results. Results of in 

planta insect bioassays showed that SCMV-based expression of insecticidal proteins in maize 

plants caused a statically significant reduction in weight gain of fall armyworm larvae in 

comparison with controls. After seven of feeding on plants expressing Nc1a and PTA and OAIP-

1 larval weight showed a reduction by 52, 54 and 31%, respectively, in comparison with GFP 

expressing plants. These results were stable after two weeks of larval feeding for two spider toxins 

but declined to 31% for PTA. 

Conclusions 

In conclusion, under in planta condition, PTA, Nc1a and OAIP-1 were efficiently affected fall 

armyworm growth. They could be considered individually or in fusions (lectin- spider toxin) for 

further investigations to engineer maize resistance to fall armyworm.  
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   چکیده

خوار متعددی از جمله کرم ترین گیاهان زراعی در سراسر دنیا است که توسط آفات گیاه یکی از مهم (.Zea mays L)ذرت   هدف:

های  کشهای کنترل این آفات عمدتاً مبتنی بر آفت شود. روش( تهدید می .Spodoptera frugiperda Smithبرگخوار پائیزه )

محیطی و بر بودن، در برخی موارد، عواقب زیستشیمیایی، اصلاح انتخابی و تولید گیاهان تراریخته است که علاوه بر هزینه و زمان

تواند تحمل گیاه را  های گیاهی میکش با استفاده از ویروس های آفتنمایند. بیان موقت پروتئین ناپذیری ایجاد میبهداشتی جبران 
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در زمان لازم، به صورت هدفمند نسبت به آفات بهبود دهد. پژوهش حاضر با هدف افزایش مقاومت گیاه ذرت به آفت کرم برگخوار  

بیان موقت سه پروتئین حشره از طریق  به    PTA (Pinellia ternata agglutinin)  ،OAIP-1کش شامل  پائیزه  )توکسین 

عنکبوت   زهرابه  از  آمده  و  Nephila clavataدست   )Nc1a    عنکبوت زهرابه  از  آمده  دست  به   Selenotypus)توکسین 

plumipesنماید.شده ویروس موزئیک نیشکر در گیاه ذرت تشریح می( به واسطه ناقل مهندسی 

درج و با استفاده از    pSCMVدر ناقل    HC-Proو    P1ها، در ناحیه بین توالی  توالی رمزکننده این پروتئین  :هاروشمواد و  

های مذکور را بیان نمودند، پس از تائید با  آمیز پروتئیناگرواینجکشن به گیاهان ذرت منتقل شد. گیاهان ذرتی که به صورت موفقیت

 سنجی مورد تغذیه لاروهای آفت کرم برگخوار پائیزه قرار گرفت. های زیست، در آزمون qRT-PCRو  RT-PCRاستفاده از 

نمودند در  میهای خارجی را بیان  سنجی نشان داد که لاروهای گیاهان ذرتی که این ژن های زیستنتایج حاصل از آزمون   :نتایج

روز تغذیه    14و    7مقایسه با لاروهای تغذیه شده از گیاهان شاهد، به طور معناداری کاهش وزن نشان دادند. به طوری که پس از  

های نوترکیب، بیشترین کاهش وزن مربوط به لاروهای تغذیه شده روی گیاهان حاوی توکسین عنکبوتی  روی گیاهان حاوی پروتئین

Nc1a    .بود 

تواند برای بیان پایدار در ذرت علیه آفات گیاهخوار مدنظر  می   Nc1aکش به ویژه  های حشرهاستفاده از این پروتئین   گیری:نتیجه

جویی قابل  تواند باعث صرفهکش در گیاه ذرت میهای حشرهغربالگری عملکرد پروتئینقرار گرفته و استفاده از این سیستم برای  

 توجه در زمان و هزینه شود. 

 های عنکبوتی. ، بیان بیش از حد، ویروس موزائیک نیشکر، لکتین، توکسینSpodoptera frugiperda: هاکلیدواژه

 پژوهشی. : نوع مقاله

امامصادقیان مهدیه، سلوکی    استناد: ذوالعلی جعفر،  عباسعلی، جندر جورج )محمود،  پروتئین (  1403جمعه  از حد  بیش  های  بیان 

اثرات آن حشره ارزیابی  نیشکر در گیاه ذرت و  بر ویروس موزائیک  از ناقل مبتنی  استفاده  با  پائیزهکش  بر کرم برگخوار  . مجله  ها 

 .49-76 (،4)16بیوتکنولوژی کشاورزی، 
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 مقدمه 

( یکی از غلات کلیدی و دومین محصول زراعی از نقطه نظر سطح زیر کشت در سراسر جهان است  .Zea mays Lذرت )

(FAOSTAT 2022این محصول برای تغذیه دام استفاده و به محصولات غذایی و صنعتی فراوانی از جمله نشاسته، شیرین .)-
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فرآوری می کننده اتانول سوختی  و  الکل،  )ها، روغن ذرت،  (.  Shiferaw et al. 2011; Kanyamasoro et al. 2012شود 

داران، های بالپولکگونه مختلف از حشرات آفت جونده و مکنده متعلق به راسته 100عملکرد و کیفیت محصول ذرت توسط بیش از 

 Meissle et al. 2010; Betsiashvili et al. 2015; McMullenبالپوشان، جوربالان و ناجوربالان مورد تهدید است )سخت 

et al. 2009( یکی از آفات کلیدی این محصول کرم برگخوار پائیزه .)Spodoptera frugiperda  است که بومی آمریکا بوده )

اما دامنه میزبانی گسترده، قدرت پرواز بالا، توانایی مهاجرت در فواصل طولانی و همچنین تولید تخم بالا در حشرات ماده، طی 

طوری که از    های اخیر آن را به آفتی مهاجم و خسارتزا در بسیاری از مناطق کاشت ذرت از آمریکا تا آسیا مبدل ساخته است. بهسال

 .Midega et al. 2023; Goergen et alکشور گسترش پیدا کرده است )  80تاکنون این آفت از آمریکا به بیش از    2016سال  

( این آفت اولین بار در مزارع ذرت شهرستان ارزوئیه استان کرمان گزارش گردید. استقرار  1402)مردادماه    2023(. در سال  2016

(.  Naseri et al. 2024سریع جمعیت آفت در این منطقه منجر به بروز خسارت قابل توجهی به محصول ذرت این استان گردید )

های فارس، هرمزگان، سیستان و بلوچستان، بوشهر و کهگیلویه و بویراحمد نیز گزارش شد و بیم آن  پس از آن، حضور آفت در استان 

 ی به بسیاری از محصولات گیاهی کشور وارد نماید.گیر شده، خسارت وسیعرود به زودی در سراسر کشور همه می

اندام  از کلیه  تغذیه  با  آفت  این  قادرند خسارت  و انتهائی هایخوشه  های هوایی ذرت شامل برگ،لاروهای مهاجم  میوه 

هایی که هم اکنون برای کنترل این آفت در (. روش Tsai et al. 2020ای را به عملکرد ذرت وارد نمایند )اقتصادی قابل ملاحظه

 Bacillus thuringiensisهای باکتری  های شیمیایی و ذرت تراریخته حاوی توکسینکشدسترس است شامل کاربرد حشره

(Bt)  ها به دلیل بروز مقاومت در جمعیت آفت رو به کاهش است )است، اما تاثیر این روشZhang et al. 2020; Huang et 

al. 2014; Abbas 2018; Yainna et al. 2022کش جدید با های حشره(. لذا توجه محققین به شناسایی و جداسازی پروتئین

های ضدحشره، گیاهان و یک  ترین منابع پروتئین تر معطوف شده است. یکی از اصلیمکانیسم اثر منحصر بفرد و دامنه اثر گسترده

های خاص برهمکنش  توانند به طور اختصاصی با کربوهیدرات ها هستند که میهای دفاعی گیاهان به نام لکتین دسته خاص از پروتئین 

تلیوم روده حشره متصل شده و منجر به کاهش های گیرنده غشایی اپیها به پروتئین(. لکتینHivrale and Ingale 2013دهند )

(. طی دو دهه گذشته، گزارشات متعددی پیرامون Bandyopadhyay et al. 2001شوند )جذب مواد مغذی و نفوذپذیری غشا می

بالپوشان، دوبالان و جوربالان  داران، سخت های بالپولکها علیه آفات جونده و مکنده متعددی از راستهای این پروتئینفعالیت ضدحشره

 Singh et al. 2023; Khandagale et al. 2022, Vandenborre et al. 2011; Macedo etبه چاپ رسیده است )

al. 2015از لک اثرات ضدحشرهتین(. یکی  بر  گیاهی که علاوه  اثرات ضدقارچی، های  و مکنده،  آفات جونده  برخی  علیه  ای آن 

است. ژن    Pinellia ternata  (PTA)ضدباکتریایی، ضدنماتدی و حتی ضدویروسی آن ثابت شده است لکتین یا آگلوتینین گیاه  

pta    با استفاده ازRACE-PCR  سازی و با هدف بهبود مقاومت نسبت به آفات مکنده در چندین گیاه از جمله برنج، توتون  همسانه

 Jin et al. 2012; Ling et al. 2010; Hongyu et al. 2003; Yao et al 2003; Yu andو گندم بیان شده است )

Wei 2008; Gaofu et al. 2008; Umer et al. 2020; Zhang et al. 2021  .) 
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توکسین غنی  منابع  از  دیگر  حشرهیکی  عنکبوت های  هستند.  عنکبوتی  زهرهای  متنوعکش،  از  ها  و  سمی  جانوران  ترین 

تواند محتوی بیش از هزار توکسین پپتیدی (. هر زهر عنکبوتی می Windley et al. 2012ترین شکارگرهای خشکی هستند )فراوان 

اند که  های پپتیدی متعددی از زهرهای عنکبوتی جداسازی شده کشی هستند. در واقع توکسینباشد که اکثرشان دارای فعالیت حشره

 Tedford et al. 2004; Khan et al. 2006; Cao et al. 2010; Wangهای مختلفی از حشرات فعال هستند )علیه راسته 

et al. 2019; Vásquez-Escobar et al. 2023  .)μ-NPTX-Nc1a    وOAIP-1  های اخیر که در سال دو توکسین هستند

ها به اثبات کشی آنجداسازی و تاثیر حشره  Selenotypus plumipesو    Nephila clavataهای  زهرابه عنکبوت به ترتیب از  

 (.  Jin et al. 2017; Hardy et al. 2013رسیده است )

کش کاندید شده است  های حشرهیابی ژنوم و ترنسکریپتوم منجر به فهرست طویلی از ژنهای توالیپیشرفت در تکنولوژی

 .Wang et alها بر آفات هدف یک چالش اساسی پیش روی محققین است )که ارزیابی عملکرد و غربالگری اولیه تاثیر این ژن

2011 Yang et al. 2020, Edwards and Batley 2010; Marudamuthu et al. 2023 تراریختگی پایدار گیاهان .)

های خارجی  یک روش متدوال برای بیان ژن دلخواه و شناسایی عملکرد آن به ویژه در گیاهانی مانند ذرت است اما آزمودن تاثیر ژن

(.  ;Lee et al. 2015  Kawazu, 2012بر و پرزحمت است )گیر، هزینهبرای کنترل حشرات آفات در گیاهان تراریخته معمولاً وقت

توانند از نظر بیان ژن متغیر باشند  به علاوه، رخدادهای تراریخته معمولاً به دلیل تاثیر محل درج ژن و تعداد کپی ژن درج شده می

(Wroblewski et al. 2005)گیاهی از جمله استفاده های بیان موقت درون. به دنبال چنین اشکالاتی، علاقه روزافزونی به سیستم

های سلولی ویژه را  های کاندید برای صفات یا پاسخ های ویروسی به وجود آمده است که امکان غربالگری اولیه سریع ژن از ناقل 

 (. Lawrence and Novak 2001; Lee et al. 2015; Chung et al. 2021; Tyurin et al. 2020آورند )فراهم می

های خاموشی، بیان و ویرایش ژن در غلات از جمله در حال حاضر، حداقل یازده ویروس مختلف برای کاربرد به عنوان ناقل 

و معرفی شده  بررسی  از آن ذرت  برخی  مثال  به طور  معایبی هستند.  و  مزایا  نگه اند که هر یک حائز  و  توانایی درج  تنها  داری ها 

 Foxtail(. ویروس موزائیک ارزنی دم روباهی )Beernink and whitham, 2023های کوتاه خارجی را در خود دارند )توالی

Mosaic Virus, FoMV( نواری جو (، ویروس موزائیک  Barley Stripe Mosaic Virus, BSMV(، ویروس موزائیک 

(،  Maize Mosaic Virus, MMV(، ویروس موزائیک ذرت )Maize Dwarf Mosaic Virus, MDMVکوتولگی ذرت )

( گندم  موزائیک خطی  )Wheat Streak Mosaic Virus, WSMVویروس  جو  نواری  زرد  موزائیک  ویروس    ،)Barley 

Yellow Striate Mosaic Virus,  BYSMV( و ویروس موزائیک نیشکر )Sugarcane Mosaic Virus, SCMV  به )

 ;Mei et al. 2016اند )های خارجی در گیاه ذرت مورد استفاده و بررسی قرار گرفته عنوان ناقلین ویروسی جهت بیان پروتئین

Mei et al. 2019a,b; Bouton et al. 2018; Haupt et al. 2001; Xie et al. 2021; Kanakala et al. 2022; 

Gao et al. 2019; Tatineni et al. 2010 های  ترین ناقل برای بیان ژن (. در این میان ویروس موزائیک ارزنی دم روباهی موفق
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قارچ    -های ذرتهای دخیل در ایمنی گیاه و برهمکنشهای مقاومت، ژنخارجی در گیاه ذرت بوده است که برای بررسی عملکرد ژن 

(. آخرین گزارش مربوط به یک ناقل مبتنی بر Bredow et al. 2022آمیز استفاده شده است )باکتری نیز به طور موفقیت  -و ذرت

( نیشکر  موزائیک  نشانگSCMVویروس  و  گزارشگر  ژن  چندین  بیان  برای  که  است  پروتئین (  برخی  همچنین  و  انتخابی  های  ر 

 Beernink et al. 2021; Mei et al. 2019a, b; Chung et al. 2021; Sadeghianضدحشره در ذرت استفاده شده است ) 

et al. 2021آمیز برای خاموشی ژن از طریق تکنولوژی  ( این ناقل به طور موفقیتRNA  گر نیز مورد استفاده قرار گرفته  اخلهمد

پذیر آن محتوی یک ژنوم ای و انعطافویروس است. ویریون رشته متعلق به جنس پوتی   SCMV(.  Chung et al. 2021است )

RNA   تک رشته( ای سنس مثبت+ssRNA  با انتهای )'های خالص سازی لاینروس قادر به آلودهاین ویپلی آدنیله شده است.    3

مختلفی از ذرت شیرین و دندان اسبی است و دامنه میزبانی بالقوه آن شامل سایر گیاهان تک لپه حائز اهمیت زراعی از جمله سورگوم،  

گیاهی و تواند به عنوان یک ناقل بالقوه در سیستم کارآمد بیان درون(. لذا میPirone 1972شود ) برنج، جو، چچم و غیره نیز می 

پژوهش حاضر با هدف بررسی عملکرد  (.  Rosenkranz 1983; Gao et al. 2019تفاده قرار گیرد )آنالیز عملکرد ژن مورد اس

با استفاده از ناقل بیانی مبتنی بر ویروس موزائیک    OAIP-1و    Nc1aهای  و توکسین  PTAسه پروتئین ضدحشره شامل لکتین  

 HC-Proو    P1های  های مذکور بین سیسترونهای رمزکننده پروتئیننیشکر علیه آفت کرم برگخوار پائیزه انجام گرفته است. توالی

های هفت روزه ذرت منتقل شدند.  درج و از طریق تزریق اگروباکتریومی به گیاهچه   SCMV-CS3ویروسی در ناقل پلاسمیدی  

ها در گیاهان هدف، عملکرد گیاهان از نظر مقاومت  پس از تائید فنوتیپی علائم موزائیک ویروسی و نیز بررسی ملکولی بیان پروتئین

 ررسی قرار گرفت. به لاروهای برگخوار پائیزه مورد ب

 

 ها مواد و روش

 Goldenبانتام )بذور ذرت شیرین ارقام گلدنهای ویروسی:  های باکتریایی و ناقل گیاهان و حشرات، سویه 

Bantham( برپی  کمپانی  از   )Burpee, Pennsylvania, USAباکتریایی سویه  شد.  تهیه   ) Agrobacterium 

tumefaciens GV3101  تامپسون واقع در دانشگاه کرنل )از کلکسیون موسسه تحقیقات گیاهی بویسBoyce-Thompson 

Institute, BTI, Cornell University, Ithaca, USA  بیانی ناقل  ناقل  SCMV-CS3( تهیه شد.  های خام به صورت 

SCMV-CS3-EV    وSCMV-CS2-GFP    موسسه در  )واقع  جندر  پروفسور  آزمایشگاه  شد.  BTIاز  تهیه  کرنل(  دانشگاه   ،

( خریداری و روی یک جیره  Benzon Resarch, Carlisle, PA, USAهای کرم برگخوار پائیزه از شرکت بنزون ریسرچ )تخم

( در انکوباتور  Fall Armyworm Diet, Southland Products Inc, Lake Village, AR, USAمصنوعی مخصوص )

 (. Chung et al. 2021; Gull and Jander 2023پرورش داده شد ) C˚28در دمای 
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انتقال سازهکاشت بذور ذرت، پرورش گیاهچههای ذرت:  کاشت بذور و تهیه گیاهچه  های ویروسی  ها و همچنین 

نوترکیب به روش تزریق اگرروباکتریومی به گیاهان هفت روزه ذرت به صورتی که در پژوهش پیشین بیان شده است انجام پذیرفت  

(Sadeghian et al. 2021  .) 

  717توالی رمزکننده  های ضدحشره:  های رمز کننده پروتئیندربردارنده توالی  SCMVهای  ساخت سازه

بازی   نواحی رمزکننده  mEGFP  (Zacharias et al. 2002جفت  بین  است در  تشریح شده  قبلی  آنچه در مطالعه  ( مشابه 

   bp810(. توالی  Sadeghian et al. 2021و در امتداد چهارچوب قرائت آزاد ویروسی ناقل درج شد )  HCProو توالی    P1پروتئین  

ژنومی استخراج شده    DNAمراز از  ای پلیبا استفاده از واکنش زنجیره  PTARو    PTAFبا استفاده از جفت آغازگر   PTAلکتین  

گیاه   برگ  آنچه   P. ternataاز  با  و مطابق  گزارشگر    تکثیر  توالی   GFPبرای ژن  ناقل درج گردید.  های رمزکننده  بیان شد در 

( سنتز شد و پس از  GENEWIZ, Plainfield, NJ, USویز )نیز توسط شرکت ژن   OAIP-1و    Nc1aهای عنکبوتی  توکسین

الذکر در مطابق با روال فوق  OAIPRو    OAIPFو    Nc1aF  ،Nc1aRو با استفاده از جفت آغازگرهای    PCRتکثیر طی واکنش  

ناقل   استفاده قرار گرفت  SCMV-CS3ناقل درج گردید.  به عنوان شاهد در آزمایشات مورد  توالی درجی  . کلیه (1)شکل    فاقد 

  Primer-Blast(  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blastافزار برخط )آغازگرهای مورد استفاده توسط نرم

ارزیابی و    OligoAnalyzer (Integrated DNA Technologies Inc., Iowa, USA)افزار  طراحی و با استفاده از نرم  

 (.1ساخته شد )جدول  IDT (Iowa, USA)توسط شرکت 

های ژنی سازی سازهپس از همسانه:  Agrobacteriumبه باکتری    SCMVهای  سازی و انتقال سازه همسانه 

(، استخراج پلاسمید  Chang et al. 2017با استفاده از روش شوک حرارتی )  DH5α Escherichia coliتهیه شده در باکتری 

( انجام گرفت. سپس،  Promega, Madison, USA)   PureYield™ Plasmid Miniprep Systemبا استفاده از کیت  

سازه  A. tumefaciensباکتری    GV3101سویه   دربردارنده  پلاسمیدهای  با  جداگانه  طور  ، GFP-CS3-SCMVهای  به 

Nc1a-CS3-SCMV  ،OAIP1-CS3-SCMV  ،PTA-CS3-SCMV    وCS3-SCMV    عنوان )به  درجی  توالی  فاقد 

ذوب ترانسفورم گردید. پس از  -( با استفاده از روش انجماد2021)   .Beernink et alکنترل( طبق پروتکل ارائه شده توسط  

لوریا انتخابی  محیط  روی  )-کشت  آنتیLBبرتانی  حاوی  )بیوتیک(  جنتامایسین  آنتی μg/mL30های  سویه  ،  انتخابی  بیوتیک 

GV3101( ریفامپیسین ،)μg/mL50( و کانامایسین )μg/mL50آر با استفاده سی پیهای ترانسفورم شده با استفاده از کلنی( کلنی

( محل درج آن در  Flanking regionکننده )های خارجی و نیز آغازگرهای اختصاصی نواحی احاطه از آغازگرهای اختصاصی ژن 

 ,Cornell Institute of Biotechnology, Ithacaیابی به روش سانگر شناسایی شد )( تکثیر و از طریق توالی1ناقل )جدول  

USAداری طولانی مدت در محیط کشت  ها جهت نگه(. این کلنیLB    گلیسرول در فریزر    %20حاویC˚80-   .سوسپانسیون شدند 
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-HCو    P1های  ( بین ژنCS3سازی ). یک جایگاه چندگانه همسانه SCMV-CS3. شمای کلی ناقل  1شکل  

Pro    .است شده  درج  نیشکر  موزائیک  کلم؛  35Sویروس  گل  موزائیک  ویروس  پیشبر   :T خاتمه دهنده : 

 سینتاز نوپالین

Figure 1. Schematic diagram of the SCMV-CS3 cloning vector; A multiple cloning site 

(MCS) was introduced between P1 and HC-Pro genes of SCMV. 35S: cauliflower mosaic 

virus 35S promoter; T: NOS terminator 

 

های ترانسفورم شده در محیط کشت باکتری:  به گیاهان ذرت به واسطه اگروباکتریوم  SCMVهای  انتقال سازه 

LB   ساعت زمانی که چگالی نوری کشت مایع در   24-48های مربوطه کشت داده شدند. پس از گذشت  بیوتیکانتخابی حاوی آنتی

های باکتری با استفاده از  آید تهیه شد. سلولبرابر با یک بود، سوسپانسیون سلولی به روشی که در ادامه می   nm600طول موج  

گذاری و با آب دیونیزه استریل شستشو داده شد. پس از رسوب  (rpm)دور در دقیقه    4000دقیقه با سرعت    10سانتریفیوژ به مدت  

( بافر  در  باکتری  رسوب  مرحله،  این   10mM MES, 10mM MgSO4, 200μM Acetosyringone, 0.02%تکرار 

Silwet L-77  سوسپانسیون شد به طوری که چگالی نوری آن در طول موج )nm600  انسیون حاصل به  برابر با یک شد. سوسپ

مدت سه ساعت در دمای اتاق با استفاده از شیکر رفت و برگشتی به آرامی هم زده شد. سپس سوسپانسیون حاصل با استفاده از  

های ذرت هفت روزه تزریق شد. سپس گیاهان  متر بالاتر از گره کلئوپتیلی به گیاهچهدر فاصله دو میلی  mL2/0های انسولین  سرنگ

داری شدند. بروز علائم موزائیک ویروسی  ساعت تاریکی منتقل و نگه  8ساعت روشنایی و    16، تحت C23˚به اتاقک رشد با دمای  

 (. Beernink et al. 2021; Wang et al. 2017; Cao et al. 2014هفته پس از تزریق ردیابی شد ) 2-4طی 
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-SCMVهای خارجی در ناقل  درج ژنسازی و  . مشخصات آغازگرهای مورد استفاده در تکثیر، همسانه1جدول  

CS3 

Table 1. Oligonucleotide primers used for gene amplification and cloning and insertion into 

SCMV-CS3 vector. 

 ژن هدف

Target 

sequence 

نام  

 آغازگر

Primer 

Name 

 توالی آغازگر 

Primer sequence 

طول قطعه 

 تکثیر شده 

Amplicon 

size (bp) 

کد دسترسی  

 در بانک ژن

Accession 

number 

CP CPF 5'-TCGGGAACTGTTGATGCGGG-3' 987 D00949.1 

CPR 5'-CTAGTGGTGCTGCTGCACTC-3'   

PTA PTAF 5'-AGAGGGCCCATGGCCTCCAAG-3' 810 KF154979.1 

PTAR 5'-GGGTTTAAACCCTTAATTCACCTTCTCCGTCACC-

3' 

  

OAIP-1 OAIPF 5'-GGGCCCATGGATTGCGGCCATCTTC-3' 120 K7N5K9.2 

OAIPR 5'-GTTTAAACAAACCCTAACAAGGCAC-3'   

GFP GFP-F 5'-ATTAGGGCCCATGGTGAGCAAGGG-3' 717 E17099.1 

GFP-R 5'-ATTAGTTTAAACCCTTGTACAGCTCGT-3'   

Nc1a NC1AF 5'-GGGCCCATGGGCTGCAACCCGGACTG-3' 140 C0HL38.1 

NC1AR 5'-GTTTAAACAGCCCTGGGCGCTCTTCG-3'   

Flanking 

region 

VecF 5'-GAGGAAAGACATAGCCATTGGGC-3' 650-1460 - 

VecR 5'-GCCCTATTGTTTCCGCAACTTGCC-3'   

     

 

هفته   2-3در صورت مشاهده علائم موزائیک در فاصله های میکروسکوپی بیان پروتئین فلورسنت سبز:  بررسی

در مقایسه با گیاهان   GFP-CS3-SCMVهای گیاهان محتوی سازه  وتئین فلورسنت سبز در برگ پس تزریق روی گیاهان، بیان پر

سازه   )  SCMV-CS3-EVمحتوی  کانفوکال  فلورسنت  میکروسکوپ  از  استفاده   Leica confocal laser-scanningبا 

microscope, SP5 TCS, Leica, Germany( موجود در مرکز تصویربرداری سلولی گیاهی )PCIC  موسسه تحقیقاتی )BTI  

(Ithaca, Cornell University, BTI, Plant Cell Imaging Center نمونه بررسی شد.  از  های برگ جمع(  آوری شده 

ردیابی شد. اسکن    nm545-505مشاهده و سیگنال فلورسنس در دامنه    nm488گیاهان دارا و فاقد علائم ویروسی در طول موج  
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های طیف نشر استفاده شد. تصاویر و نتایج  مرحله( برای تولید نمودار و پروفایل  20؛  nm580-480های  لامبدا )در بازه طول موج

 (. Sadeghian et al. 2021آنالیز شد ) LAS-AF (V 2.6.0)افزار اسکن لامبدا با استفاده از نرم 

های سه هفته پس از تزریق و قبل از آزمون:  qRT-PCRو    RT-PCRهای خارجی با استفاده از  بررسی بیان ژن

برداری انجام گرفت،  ای، به طور جداگانه برای هر سازه ژنی، از برگ هفتم یا هشتم گیاهان دارای علائم نمونه سنجی ضدحشرهزیست

 SV Total RNA Isolationکل با استفاده از کیت    RNAداری شد.  نگه   -C80˚ها در ازت مایع منجمد و سپس در دمای  نمونه 

System   (Promega, Madison, WI, USA  به آنزیم   DNA( استخراج و سپس جهت حذف هرگونه آلودگی  ژنومی، با 

RQ1 RNase-free DNaseI    (Promega, Madison, WI, USA  .طبق دستورالعمل شرکت سازنده تیمار شد )DNA  

استفاده کیت   با  آغازگرهای RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit  (Fermentas, Germanyمکمل  و   )

OligodT  بردار معکوس در  طبق دستورالعمل شرکت سازنده ساخته شد. برای هر نمونه، واکنش کنترل منفی فاقد آنزیم رونوشت

برای ردیابی پروتئین پوششی    CPRو  CPF( و جفت آغازگر 1نظر گرفته شد. سپس آغازگرهای اختصاصی هر ژن خارجی )جدول 

 ( در گیاهان هدف استفاده شد.  CPویروس )

 SCMVهای مقاومت به حشرات که در ناقل  به منظور تائید بیان ژن:  qRTPCR  ها با استفاده از تائید بیان ژن 

مخلوط  از    lμ5ها شامل  ( اجرا شد. واکنش2با استفاده از آغازگرهای اختصاصی هر ژن )جدول    qRT-PCRسازی شده بود،  همسانه

از هر آغازگر )با غلظت  lμ5/0(،  PowerUp SYBR Green PCR master mix, Applied Biosystemsآماده واکنش )

  lμ10با آب عاری از نوکلئاز( در حجم نهایی    1:10نمونه )رقیق شده به نسبت    cDNAاز    lμ1برای هر آغازگر(،    nM300نهائی  

 QuantStudio 6 Flexبا استفاده از دستگاه    PCRهای بدون الگو نیز به عنوان کنترل منفی لحاظ شد. واکنش  بود. واکنش 

Real-Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)    با برنامه: دو دقیقه در دمای˚C50  دو دقیقه ،

به مدت یک دقیقه اجرا شد. عملکرد اختصاصی آغازگرها   C60˚ثانیه و  15به مدت    C95˚سیکل شامل دمای    40و    C95˚در دمای  

(  Tubulinβ-توبولین )-اده از آنالیز منحنی ذوب تائید شد. میانگین سیکل آستانه سه تکرار هر نمونه با استفاده از ژن مرجع بتابا استف

 (.  Livak and Schmittgen 2001محاسبه گردید ) CTΔΔ–2ها با استفاده از روش ذرت نرمال شد. میزان بیان نسبی ژن 

-OAIPو    PTA  ،Nc1aکش  های حشرهبه منظور تعیین اثر پروتئین:  های زیستی علیه کرم برگخوار پائیزهآزمون

ها سپری شده و بیان  بر رشد آفت کرم برگخوار پائیزه، روی هر کدام از گیاهانی که سه هفته از زمان تزریق اگروباکتریومی به آن   1

مورد تائید قرار گرفته بود، پنج لارو دو روزه کرم برگخوار پائیزه قرار   qRTPCRو  RT-PCRها با استفاده از  ها در آناین پروتئین

مانده پس از گذشت  های پلاستیکی منفذدار به طور جداگانه و کامل پوشانده شد. لاروهای زنده داده شد و گیاهان با استفاده از کیسه 

هفت و چهارده روز از شروع رهاسازی توزین و میانگین وزن لاروهای روی هر گیاه به عنوان تکرار بیولوژیک جهت مقایسه گیاهان 
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به   SCMV-CS3-GFP(. گیاهان محتوی سازه  Chung et al. 2021مختلف محاسبه شد )  SCMVهای  ذرت آلوده به سازه

 عنوان شاهد در نظر گرفته شد. 

 

های خارجی در گیاهان ذرت تلقیح شده با  . مشخصات آغازگرهای مورد استفاده در بررسی بیان ژن2جدول  

 qRTPCRبا استفاده از واکنش  SCMV-CS3ناقل 

Table 2. Oligonucleotide primers used for qRTPCR-based confirmation of transgenes 

expression SCMV-CS3 vector 

 ژن هدف

Target 

sequence 

 نام آغازگر 

Primer 

Name 

 توالی

Primer sequence 

 طول قطعه تکثیر شده 

Amplicon size (bp) 

)CP  پروتئین

 پوششی )

qCPF 

qCPR 

5'-ACTTCAGCGCAATCTCACCG-3' 

5'-ACTGCTGCGGCTTTCATCTG-3' 

119 

PTA qPTAF 

qPTAR 

5'-AAACCCTAAACACGGACGGC-3' 

5'-GTGAGCTTGCAGTCTCGTCC-3' 

132 

OAIP-1 qOAIPF 

qOAIPR 

5'-ATGGATTGCGGCCATCTTCAT-3' 

5'-TAACAAGGCACTTGCCATACCTG-3' 

120 

GFP qGFP-F 

qGFP-R 

5'-GACCTACGGCGTGCAGTG-3' 

5'-CACTACTTTCTCTTATGG-3' 

148 

Nc1a qNC1AF 

qNC1AR 

5'-TCCAGATTGCACAGGCATTCA-3' 

5'-ACTTTGGTGGGCAGAATGGG-3' 

140 

Β-tubulin qBTF 

qBTR 

5'-CTACCTCACGGCATCTGCTATGT-3' 

5'-GTCACACACACTCGACTTCACG-3' 

139 

 

 

آماری آمادهآنالیز  و  :  دادهسازی  افزار  تنظیم  نرم  در   Microsoft Office Excel 2010 (Microsoftهای 

Company, Redmond, Washington, United States)      و کلیه آنالیزهای آماری با استفاده از نرم افزارSAS 9.2 

(SAS Institute Inc.Cary, NC, USA.)  های حاصل قبل از آنالیز انجام پذیرفت. در مورد آزمایشات بررسی بیان ژن، داده

مورد مقایسه قرار گرفت اما در ترسیم    tتبدیل و با استفاده از آزمون    Log2به صورت    ANOVAآماری جهت تامین فرضیات  

ای که شامل میانگین وزن لاروها بود،  های زیستی ضدحشرههای حاصل از آزمونهای تبدیل نشده استفاده شد. دادهنمودارها از داده
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افزار   نرم  از  استفاده  با  واریانس یک طرفه  آنالیز  از  استفاده  تعیین سطوح    .SAS 9با  ادامه، جهت  قرار گرفته و در  بررسی  مورد 

 ( مورد مقایسه قرار گرفت.  LSDدار )ها با استفاده از آزمون حداقل اختلاف معنی داری، میانگینمعنی

 

 نتایج و بحث 

،  GFP  ،PTAهای خارجی  یابی با استفاده از آغازگرهای اختصاصی توالی ژنتوالیآر و نیز  سینتایج حاصل از کلنی پی

Nc1a    وOAIP1   های رمزکننده ها در ناقل نشان دهنده درج صحیح توالی و نیز آغازگرهای نواحی احاطه کننده محل درج آن

 (.2بود )شکل   Agrobacteriumهای ترانسفورم شده مذکور و حضور پلاسمید دربردارنده ناقل ویروسی در کلنی

 

 
-pSCMVهای آگروباکتریوم ترانسفورم شده با ناقل ویروسی  آر کلنی سیپی. نتایج حاصل از کلنی 2شکل  

CS3  کننده محل درج ژن خارجی، تکثیر قطعه زگرهای طراحی شده از نواحی احاطهنوترکیب با استفاده از آغا

bp650  های ترانسفورم شده با ناقل فاقد توالی درجی  در کلنیpSCMV-CS3-EV  ( در  6و    5های  )چاهک

  GFPدر ناقل محتوی    bp1367(،  2و    1های  )چاهک  PTAدر ناقل محتوی    bp1460مقایسه با تکثیر قطعات  

  Nc1aدر ناقل محتوی    bp776(، و  8و    7های)چاهک  OAIP-1در ناقل محتوی    bp755(،  4و    3های  )چاهک

 (10و  9های )چاهک

Figure 2. Polymerase chain reaction of transformed Agrobacterium colonies (Colony-PCR) 

containing pSCMV-CS3 vectors using primers flanking the transgene insertion site; 

Amplification of 650bp sequence in transformed colonies harboring empty pSCMV-CS3 

(lanes 5 and 6) in comparison with 1460bp (1-2), 1367bp (3-4), 755bp (7-8) and 776bp (9-10) 

amplicons in colonies transformed with recombinant pSCMV vectors containing PTA, GFP, 

OAIP-1 and Nc1a coding sequences, respectively 
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های دو هفته پس از تزریق سازهبروز علائم موزائیک و بررسی میکروسکوپی بیان پروتئین فلورسنت سبز:  

های برخی  های ذرت گلدن بانتام، علائم و الگوهای موزائیکی بر روی برگویروسی نوترکیب به واسطه آگروباکتریوم به گیاهچه 

و  PTAهای رمز کننده پروتئین فلورسنت سبز، لکتین گیاهان ذرت تلقیح شده با ناقل بدون ژن خارجی و نیز ناقل دربردارنده توالی

های تازه ظهور ظاهر شد. این الگوهای موزائیکی تیره و روشن همراه با روند رشد گیاه در برگ  Nc1aو    OAIP-1های  توکسین

(.  3فاقد چنین علائمی بودند )شکل    یافته گیاه نیز به طور سیستمیک گسترش یافت. گیاهان شاهد در تمامی مراحل رشدی خود

های موردبررسی و اسکن  تحت طول موج   GFPهای نوترکیب محتوی ژن خارجی  مشاهدات میکروسکوپی گیاهان تلقیح شده با ناقل

های گیاهان های مزوفیل کلیه برگ ها نشان دهنده بیان پایا و قوی پروتئین فلورسنت سبز در سلولای از طول موج لامبدا در دامنه

های  های محتوی سایر سازههای نوظهور بود. در گیاهان فاقد علائم و گیاهان تلقیح شده با ناقلدارای علائم ویروسی، حتی برگ 

 (. 4ردیابی نشد )شکل  GFPژنی، هیچگونه سیگنال فلورنس مرتبط با 

های داده: qRT-PCRو  RT-PCRهای نوترکیب در گیاهان تلقیح شده با استفاده از بررسی بیان سازه 

-GFP  ،PTA  ،OAIPهای رمزکننده  های ناقل ویروسی و ژنگیاهان دارای علائم موزائیک، وجود رونوشت   RT-PCRحاصل از  

را در    SCMVو ژن رمزکننده پروتئین پوششی ویروس    pSCMV-CS3های نوترکیب  را در گیاهان محتوی سازه  Nc1aو    1

(. در گیاهان شاهد فاقد علائم و همچنین کنترل منفی واکنش 5تهی تائید نمود )شکل    pSCMV-CS3گیاهان تلقیح شده با ناقل  

 qRTPCRها ردیابی نشد. نتایج حاصل از  ای از این رونوشت گونه نسخه بردار معکوس بود، هیچ که فاقد آنزیم رونوشت  cDNAسنتز  

ر مقایسه د  GFPو همچنین    OAIP-1و    PTA  ،Nc1aهای خارجی  در بیان بیش از حد ژن  SCMVدهنده موفقیت ناقل  نیز نشان

 (. 6ها در مقایسه با گیاهان شاهد بود )شکل های دربردارنده توالی این ژن با ژن مرجع بتاتوبولین در گیاهان ذرت تلقیح شده با ناقل 

سنجی نشان داد که تغذیه لاروهای  های زیستنتایج حاصل از آزمون  :های زیستی علیه کرم برگخوار پائیزهآزمون

  GFPهای ضدحشره موردبررسی در مقایسه با گیاهان شاهد محتوی ژن  کرم برگخوار پائیزه روی گیاهان ذرت محتوی پروتئین

ای که پس از گذشت هفت روز از آغاز تغذیه،  (. به گونه 6شود )شکل  روز می  14و  7داری پس از گذشت منجر به کاهش وزن معنی 

  33منجر به کاهش    OAIP-1درصدی و توکسین    50منجر به کاهش بیش از    PTAو لکتین    Nc1aبیان ژن توکسین عنکبوتی  

های عنکبوتی مجدداً تکرار شد اما  درصدی وزن لاروها در مقایسه با شاهد شد. همین نتایج پس از گذشت چهارده روز برای توکسین

درصد وزن لاروهای شاهد   32روز به میزان    14گیری لاروها پایدار نبود و پس از گذشت  میزان کاهش وزن  PTAدر مورد لکتین  

 (.  7رسید )شکل 
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نوترکیب  3شکل   ناقل ویروسی  با  تلقیح شده  گیاهان ذرت  موزائیک سیستمیک در  بروز علائم   .pSCMV  

( دو هفته پس از تزریق آگروباکتریومی؛  A( در مقایسه با گیاهان شاهد فاقد علائم )Bهای خارجی )محتوی ژن

روز پس از تزریق    pSCMV-CS3  ،20و ارزیابی میکروسکوپی برگ گیاهان ذرت تلقیح شده با ناقل ویروسی  

توسط    GFP( فلورسنس ناشی از بیان پروتئین  C؛  X40میکروسکوپ کانفوکال با بزرگنمایی    باآگروباکتریومی  

( فلورسنس ناشی از کلروفیل در گیاهان ذرت شاهد تلقیح  Dدر مقایسه با    pSCMV-CS3-GFPناقل ویروسی  

فاقد ژن خارجی؛ رنگ قرمز نشان دهنده فلورسنس ناشی از کلروفیل گیاه و رنگ   pSCMV-EVشده با ناقل 

 است  GFPسبز نشان دهنده فلورسنس ناشی از بیان  

Figure 3. Appearance of systemic viral mosaic patterns in maize plants 2-4 weeks after 

direct Agroinjection of recombinant pSCMV vector constructs containing transgenes (B) in 

comparison with asymptomatic control ones (A). Microscopic examination of maize plants, 

20 days after direct Agoinjection of pSCMV-CS3 vectors into stems, under confocal Leica 

TCS-SP5 microscope (40X); C) fluorescence emission in plants expressing pSCMV-CS3-

GFP in comparison with B) Chlorophyll fluorescence emission in control plants inoculated 

with empty pSCMV vector; Red is indicative of plant chlorophyll autofluorescence and 

green is related to GFP expression in plant mesophyll cells 
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  pSCMV-CS3های  های خارجی در گیاهان ذرت تلقیح شده با ناقل های ژن. تائید حضور رونوشت 4شکل  

( در گیاهان ذرت تلقیح  CPپروتئین پوششی ویروس )های ژن  رونوشت   bp987( تکثیر قطعه  Aنوترکیب؛  

های ژن ضدحشره  رونوشت   bp140( بالا: تکثیر قطعه  B؛  pSCMV-CS3-EVشده با ناقل فاقد توالی خارجی  

Nc1a    در گیاهان ذرت تلقیح شده با ناقلpSCMV-CS3-Nc1a  پائین: تکثیر قطعه ،bp120  های رونوشت

ناقل    OAIP-1ژن ضدحشره   با  شده  تلقیح  ذرت  گیاهان  قطعه  C؛  pSCMV-CS3-OAIPدر  تکثیر  بالا:   )

bp717  های ژن  رونوشتGFP    در گیاهان ذرت تلقیح شده با ناقلpSCMV-CS3-GFP    و پائین: تکثیر قطعه

bp810 های ژن ضدحشره رونوشتPTA  در گیاهان ذرت تلقیح شده با ناقلpSCMV-CS3-PTA  ؛ در کلیه

نوترکیب حاوی    pSCMV-CS3ئم تلقیح نشده یا تلقیح شده با بافر، پلاسمید  آزمایشات گیاهان شاهد فاقد علا

واکنش   مثبت  به عنوان شاهد  مربوطه  آنزیم رونوشت PCRژن خارجی  فاقد  منفی  و ، شاهد  بردار معکوس 

 الگو در نظر گرفته شده است  DNAهمچنین شاهد فاقد 
Figure 4. RT-PCR analysis of plants inoculated with recombinant pSCMV-CS3 containing 

transgenes; A) Amplification of 987bp viral CP coding sequence in pSCMV-CS3-EV 

inoculated plants; B) Top: Amplification of 140bp insecticidal Nc1a gene in pSCMV-CS3-

Nc1a inoculated plants, Bottom:  Amplification of 120bp insecticidal OAIP-1 gene in 

pSCMV-CS3-OAIP inoculated plants; C) Top: Amplification of 717bp GFP transgene in 

pSCMV-CS3-GFP and  Bottom: Amplification of 810bp insecticidal PTA transgene in 

pSCMV-CS3-PTA inoculated. All experiments contained control asymptomatic 

uninoculated or buffer-inoculated plants, recombinant transgene-containing pSCMV-CS3 

as positive PCR control, no reverse transcriptase control (NRT) and no template control 

(NTC) 
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-SCMVناقل ویروسی    بانتام تلقیح شده باارجی هترولوگ در گیاهان ذرت گلدنهای خ. بیان موقت ژن5شکل  

CS3  ژن خارجی  دربردارنده  از حد ژن  بیش  بیان  تهی    GFPها؛  ناقل  دربردارنده  گیاه شاهد  با  مقایسه  در 

SCMV-CS3  ژن )لکتین  و  زهرابه   PTAهای ضدحشره  عنکبوتی  و  با  Nc1aو    OAIP-1های  مقایسه  در   )

 اند ( نشان داده شده N=6خطای استاندارد )  ±. میانگینGFPگیاهان شاهد محتوی ناقل دربردارنده ژن خارجی  

Fig 5. Heterologous overexpression of GFP and insecticidal genes PTA, OAIP-1 and Nc1a 

genes in Golden Bantham maize plants infected with SCMV-CS3 vector. Means ± SE of 

N=6, ****P<0.0001 
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ناقل   واسطهدر گیاهان ذرت رقم گلدن بانتام به    OAIPو    PTA  ،Nc1aهای ضدحشره  . تاثیر بیان ژن 6شکل  

بر   پائیزه پس از گذشت    SCMVمبتنی  آغاز تغذیه.    14و    7بر رشد لاروهای دوروزه کرم برگخوار  از  روز 

های دارای حداقل یک حرف مشترک  ( و تفاوت میانگین p<0.05اند )مقایسه شده   LSDها با آزمون  میانگین 

 دار نیستمعنی

Figure 6. Effects of SCMV-based overexpression of insecticidal protein PTA, Nc1a and 

OAIP-1 in Golden Bantham maize plants on weight gain of 2-days old fall army worms after 

7 and 14 days of feeding. Different letters indicate significant differences (LSD test), p<0.05 

 

های کش جدید علیه آفات مختلف از جمله کرم برگخوار پائیزه از جیرههای حشرهبه طور معمول، برای بررسی تاثیر پروتئین

 ;Fitches et al. 2012; Panwar et al. 2018; Chung et al. 2021شود )مصنوعی و یا تزریق به حشره هدف استفاده می 

Dowd et al. 2012; de Oliviera et al. 2016; Merlin et al. 2021; He et al. 2022; Huang et al. 2023  .)

مهار رشد مشاهده شده ناشی از تغذیه مصنوعی همواره با تاثیراتی که همان پروتئین پس از بیان در گیاهان تراریخته روی آفت نشان  

تواند سمیت  کش در گیاهان میهای حشرهیابی پروتئینمکان دهد مطابقت چندانی ندارد، زیرا هم بافت گیاهی پیرامونی و هم  می

 (. Khan et al. 2020ها علیه آفت هدف را تحت تاثیر قرار دهد )آن
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تاثیر ژن7شکل   بیان.  ناقل  های ضدحشره  به واسطه  بر وزن  SCMVشده  گیاهان ذرت  گیری لاروهای در 

 آغاز تغذیه در مقایسه با گیاهان شاهدروز از  14دوروزه کرم برگخوار پائیزه پس از گذشت 

Figure 7. The effects of insecticidal genes transiently expressed in maize plants by SCMV-

based vector on weight gaining of fall armyworm larvae after 14-days of feeding 

 

تواند زمان لازم برای عنوان یک سیستم بیان موقت کارآمد و قدرتمند میبه   های مبتنی بر ویروس موزائیک نیشکرناقل

های گیاهی سیستمیک را برای بررسی اثرات ژن های مقاومت به آفات را کاهش داده و یک غربال اولیه درون ارزیابی عملکرد ژن 

 ;Sadeghian et al. 2021: Mei et al. 2019bها فراهم آورد )کش کاندید بر رشد و نمو آفت هدف و نحوه اثر آن حشره

Leckie and Neal Stewart, 2011; Chung et al. 2021گیاهی دو (. در پژوهش حاضر، بیان سریع، موفق و درون

گیری دار وزنمنجر به کاهش قابل توجه و معنی  SCMVبا استفاده از ناقل    PTAو لکتین    Nc1aو    OAIP-1توکسین عنکبوتی  

های زیستی  روز پس از آغاز تغذیه روی گیاهان ذرت آلوده شد. در آزمون  14و    7های زمانی  لاروهای کرم برگخوار پائیزه در دوره

که اولین بار علیه سوسری آمریکایی استفاده شده بود، تاثیرات بسیار چشمگیری   Nc1aگیاهی علیه کرم برگخوار پائیزه، توکسین  درون

کننده این توکسین در مقایسه با روی گیاهان بیان  در کاهش رشد لارو کرم برگخوار پائیزه داشت به نحوی که لاروهای تغذیه شده

درصد کاهش وزن نشان    50کننده پروتئین فلورسنت سبز تغذیه کرده بودند به میزان بیش از  لاروهای شاهد که روی گیاهان بیان 

، که به عنوان یک توکسین عنکبوتی موثر علیه آفت کرم غوزه پنبه معرفی و سمیت خوراکی آن در جیره مصنوعی  OAIP-1دادند.  
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از جمله فن پایروتروئیدی  برخی سموم  توکسین  از  به  نسبت  پژوهش  این  بود، در  بیشتر گزارش شده  نیز  عملکرد    Nc1aوالریت 

تری را در کاهش رشد لاروهای کرم برگخوار پائیزه داشت به نحوی که پس از گذشت یک و دو هفته از شروع تغذیه لاروها ضعیف

بود. این    %30گیری لاروها در مقایسه با لاروهای شاهد اندکی بیشتر از  کننده این توکسین، میزان کاهش وزنروی گیاهان ذرت بیان

های عنکبوتی معرفی شده در زمینه مبارزه با حشرات آفت، توکسین دهد از میان توکسیندر حالی است که بررسی منابع نشان می

از بیان موقت در گیاهان ذرت به صورت جداگانه    پس   Hvt (Hadronyche versuta Toxin)عنکبوتی بسیار شناخته شده   

گیری درصدی رشد و وزن   41منجر به کاهش    ACAهای تلفیقی همراه با لکتین  درصد و در قالب سازه  20باعث کاهش حدود  

های عنکبوتی که  بررسی مکانیسم و محل اثر برخی از توکسین(.  Chung et al, 2021لاروهای کرم برگخوار پائیزه شده است )

شود نه لزوماً بروز علائم حاد مسمومیت  های یونی سدیمی و پتاسیمی اثرگذارند نشان داده است که آنچه باعث مرگ آفت میبر کانال

شود و  آبی بدن است. به نحوی که به محض بروز علائم مسمومیت تغذیه متوقف می بلکه اثرات ثانویه آن یعنی توقف تغذیه و کم

نیز نشان داده شده    Hvtچنانکه در مورد   یابد.حتی در صورت بهبود علائم مسمومیت در لاروها، جلوگیری از تغذیه همچنان ادامه می 

( و کرم  Spodoptera littorallisاست که بیان این توکسین در گیاهان توتون تراریخته میزان تغذیه لاروهای کرم برگخوار پنبه )

ها را نسبت به گیاهان  های جداشده از آن ( از برگ گیاهان تراریخته و همچنین از برگHelicoverpa armigeraغوزه پنبه )

نیز   OAIP-1و    Nc1aهای  (. لذا با توجه به اینکه محل اثر توکسینKhan et al. 2006دهد )شاهد به طور معناداری کاهش می

 تواند ناشی از کاهش و توقف تغذیه باشد.  گیری لاروها میهای سدیمی حشرات هدف هستند، کاهش رشد و وزن کانال

کنند د و از جذب مواد مغذی جلوگیری میشونتلیوم حشرات متصل میهای موجود در اپی های گیاهی به گلیکوپروتئینلکتین

ها روده میانی حشرات را از  (. همچنین لکتین Reyes-Montano and Vega-Castro, 2018شود )که باعث مرگ حشره می 

های دستگاه گوارش تحت تاثیر قرار داده و از طریق آسیب به پرده دور غذا، لایه سلولی ترشحی و غشای طریق از کار انداختن سلول

(.  Napoleao, 2019شود )ه کاهش دسترسی به آمینواسیدها می پرزدار در هضم و جذب مواد غذایی ایجاد اختلال نموده و منجر ب

از گیاه زنگوله زمستانی که مطالعات متعددی پیرامون اثرات ضدآفت آن منتشر   GNAهای گیاهی شناخته شده، لکتین  از میان لکتین

های گیاهی شامل لکتین برگرفته از  شده است علیه لاروهای کرم برگخوار پائیزه تاثیر معناداری نشان نداده است و بیان سایر لکتین

گیری لاروهای کرم برگخوار پائیزه شده  درصدی وزن 45تا    20( و تارین منجر به کاهش ACA(، لکتین پیاز )WGAجوانه گندم )

(. در حالی که در پژوهش حاضر پس از  Chung et al. 2021; Leal‐Bertioli et al. 2003; Dowd et al. 2012است )

وزن لاروهای    %54از نظر وزنی تنها    SCMV-CS3-PTAهای  گذشت یک هفته، لاروهای تغدیه کننده از گیاهان محتوی سازه

رسید اما به    %31ه نموده روی گیاهان شاهد را داشتند. اگرچه این شرایط در پایان هفته دوم پایدار نبود و این عملکرد به حدود  تغذی

رسد یکی از دلایل احتمالی این موضوع بزرگ بودن توالی ژن و تاثیر منفی افزایش مقدار محتوای ژنتیکی بیگانه در ژنوم  نظر می 

های اند که پایداری و حفظ تمامیت توالی درج شده در ناقلویروس بر پایداری آن است. همانگونه که برخی مطالعات نشان داده
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ای که با بالا رفتن اندازه توالی درجی خارجی،  ویروسی گیاهی به میزان بالایی به اندازه و توالی ژن درج شده وابسته است به گونه 

 Avesaniیابد )احتمال رهاسازی آن توسط ژنوم ویروس، ایجاد جهش و حذف در توالی آن و یا بروز نوترکیبی در توالی آن افزایش می

et al. 2007; Mei et al. 2016; Mei et al. 2019; Beernink et al. 2021  .) 

بر رشد گیاهان ذرت به طور کامل مورد بررسی قرار نگرفته است و    SCMVهرچند، اثرات نامطلوب آلودگی درازمدت به  

زایی آن، توانایی آن برای حمل متمرکز گردد تا ضمن کاهش اثرات بیماری  SCMVمطالعات بیشتری بایستی بر دستکاری و اصلاح  

بازهداری قطعات ژنی طویل و نگه  برای  برای  های گستردهتر مورد توجه قرار گیرد و همچنین پژوهش های زمانی طولانی تر  تری 

داران موردنیاز است. مزیت اصلی سیستم بیان مبتنی بر  کش مورد استفاده بر مهرههای حشرهبررسی اثرات منفی احتمالی پروتئین

SCMV  کش مختلف را در گیاهان  های حشرهتاثیر پروتئین  بندی مناسبی است که امکان بررسی موقت و مقایسهمندی از زمان بهره

انتقال دائم  های ایمنتوان از ناقلسازد و متعاقباً میذرت به صورت واقعی و در زمانی کمتر از یک ماه میسر می  تر موجود جهت 

 های کاندید موفق به گیاه ذرت استفاده نمود. پروتئین

توانند به عنوان  می   PTAو لکتین    Nc1aهای  دهد که توکسیننتایج به دست آمده از این پژوهش نشان می :  گیرینتیجه

بعدی علیه سایر آفات ذرت و در نهایت انتقال پایدار به گیاه ذرت به منظور ایجاد گیاهان های کاندید و کارآمد برای مطالعات  پروتئین

های تلفیقی از این دو تراریخته مقاوم به آفات به ویژه کرم برگخوار پائیزه معرفی شوند. بررسی مکانیسم اثر و همچنین عملکرد سازه

تواند  ها در مهار رشد آفت برگخوار پائیزه میافزایی آنژن چنانکه در برخی مطالعات پیشین مشاهده شده است و بررسی اثرات هم

 مدنظر قرار داده شود.  

شناسی گیاهی و  ر استیون ویتام )دپارتمان بیماریدانند که از پروفسونویسندگان این مقاله بر خود فرض می سپاسگزاری:  

تحقیقات گ تحقیقاتی در موسسه  تیم  و سایر همکاران  آیوا(  دانشگاه  بویسمیکروبیولوژی،  به سبب همکاری -یاهی  های  تامپسون 

 ( تقدیر به عمل آورند. pSCMV-CS3ارزشمند ایشان از جمله تامین ناقل مبتنی بر ویروس موزائیک نیشکر )
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