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دهیچک

Allium(جنسی نظیر سیر ریغثیر ـیاهانی با تکــکرد در گــش عملـل کاهـروسی از دلایـهاي ویبیماري sativum(ند. ــباشمی
در این هاي بیماري زا در سیر هستند.ها  از مهمترین ویروسو الکسی ویروس)نظیر ویروس زردپاکوتاهی پیاز(هاپوتی ویروس

مورد RT-PCRها با استفاده از روش ویروسپژوهش ابتدا آلودگی سـیر رقم همدان به ویروس زرد پاکوتاهـی پیاز و الکسی
مایع و جامد MSت ــمتر در محیط کشمیلی1بررسی قرار گرفت. سپس ویروس زدایی با استفاده از کشت مریستم ریشه به طول 

10، 5/7، 5هاي صفر (شاهد)، و غلظت)NAA(میکرومولار نفتالین استیک اسید8و 4، 2، 1، 5/0هاي صفر (شاهد)، حاوي غلظت
شد. بررسیRT-PCRروش ها با استفاده از . در انتها حذف ویروسمورد بررسی قرار گرفتند) BA(میکرومولار بنزیل آدنین 20و 

قم ها، آلودگی سیر رویروسباز براي الکسیجفــت180باز براي ویروس زرد پاکـوتاهی پیاز و جــفت300تکثــیر قطعاتی به طول 
بر اساس نتایج بدست آمده کشت مریستم ریشه روش موثري در تولید سیر عاري  از هاي ذکر شده تایید کرد. همدان را به ویروس

در محیط کشت مایع و تم ریشه ــکشت مریسشده ازتمام گیاهان باززایی نشان داد که RT-PCRصل از نتایج حاباشد. ویروس می
%) و مایع 7/6در محیط کشت جامد(ی یبالاترین درصد باززاها عاري شدند. ویروسویروس زرد پاکوتاهی پیاز و الکسیجامد از

BAمیکرومولار 10با NAAمیکرومولار 5/0و BAمیکرومولار 10باNAAمیکرومولار 1ترکیب هورمونی در به ترتیب %) 75(

مشاهـده شد. 
Allium:يدیکلکلمات sativumاز، یپیاکوتاهپروس زرد یها، وروسیوی، الکسRT-PCRمریستم ریشه ،

مقدمه

ویروس زرد ر، یده ســآلوده کننيهاروســیان ویدر مشود. میاه یــدر گهاروســیتجمع ومنجر بهسیرجنسیتکثیر غیر
50-32ملکرد را بین ـــها عین ویروسا.فراوان مورد توجه هستنديبا توجه به خسارت اقتصادها ویروسالکسیوپاکوتاهی پیاز

Cafrune et al., 2006 ; Lot et)(دهندیصد کاهش مدر al., 1998.

ستم یکشت مر.ر باشدیشده جهت تکثیگواهیاهید مواد گیتوليوه براین شیترتواند مناسبیک کشت بافت میاستفاده از تکن
Ayabاشندبیروس میاز ويعارسیرد یتوليب براــمناسيهااز روشیگاهیاپيصفحهیستمیمريگنبدهاونوك شاخساره

&Sumi, 2001; Bhojwani et al, 1981).(شه یستم نوك ریاستفاده از مراست.نییکار پاراندمان ذکر شده،يهااما در همه روش
روس یاز وياه عارید گیت تولینوکولر و قابلیاز به بیک بدون نیانجام تکنز نمونه، سهولت یشه در هر ریبا توجه به بالا بودن تعداد ر

هاي آلوده به ویروس یک مرحله ضروري در شناسایی نمونه.)Haque et al, 2006, 1997(داردییروس زدایدر ويراندمان بالاتر
آلوده بوده، و امکان ردیابی آلودگی در هاي روش موثر در شناسایی نمونهیکRT-PCRتکنیکباشد. تیمارهاي عاري سازي می

.Robert et al., 1998)(کندمقادیر اندك را با دقت بالا فراهم می
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ازي مبتنی ـسشی براي عاريــتاکنون پژوهضرورت دارد ويسازيعاريهادر برنامهیروسیآلودگی ویینظر به اینکه شناسا
ر رقم همدان صورت نگرفته است، لذا یدر سویروس زردپاکوتاهی پیازها وویروسدر ارتباط با الکسیشهیتم رــسیت مرـکشبر
ر رقم یذکر شده در سيهاروسیدر ارتباط با ویآلودگیصتشخبراي ن منظوریبد.رسدجام این پژوهش ضروري به نظر میــان

و براي عاري سازي از کشت مریستم ریشه استفاده شد.RT-PCRکیهمدان از تکن

ها 	مواد روش

(هاي برگی و با استفاده از کیتکل از نمونهRNAاستخراجدر این تحقیق RNX-plusایران) انجام شد. سپس ،سینا کلون
oligoبا استفاده پرایمرcDNAساخت d(T)2ت یو کstep RT-PCR)صورت گرفت. مخلوط واکنش ایران،سینا کلون (PCR

کرولیتر از ــمیcDNA،4میکرولیتر 1میکرولیتر شامل 25به حجم ویروس زردپاکوتاهی پیازها و روسیویالکسییجهت شناسا
Master Mix2تیــکstepRT-PCR)هاروسیویالکسیمومـعازگرــک از آغیکرولیتر از هر ــمی2)، ایران،ینا کلونـــس

)(N/RT1,N/RT2ویروس زردپاکوتاهی پیازیو آغازگراختصـاص(ON/RT1,ON/RT2).شـرایطتهیه شدPCRهايبا چرخه
محصول انجام گردید.c72°يه دمـایثان45و c50°يه  دمایثانc92 ،30°يه دمایثان45سیکل به صورت 30دمـایی به صورت 

PCRمیزي ژل توسط اتیدیوم بروماید انجام و در زیر آ، الکتروفورز شد. رنگ 80ساعت با ولتاژ 1به مدت درصد1ژل آگارز روي
هاي شه، فلسیجهت تولید رو ییروس زدایبه منظور و).Ayab & Sumi, 2001(از ژل حاصل عکس گرفته شدUVنور 

بر روي محیط کشت پایه یگاهیتهیه و از سمت صفحه پايارهیاز بافت ذخیو بخشیگاهیپايضدعفونی شده شامل صفحه
MSکه در انتها يقويهاشهی، ریگاهیصفحه پايشه بر رویل ریروز پس از تشک14آگار کشت شدند. 8/0% ساکارز و 3يحاو

یی ط کشت مناسب باززایمتر جدا شد و در محمیلی1سپس مریستم ریشه به اندازه بودند جدا شدند. روشن يال به قهوهیکرم ما
NAAهايبه همراه هورمونع یا مایجامد به صورت MSپایه محیط کشت از ییباززاط یشرابراي تعیین بهترین قرار گرفتند. 

-نمونهاستفاده شد.ساکاروز %3يحاومیکرومولار)20و 10، 7/5، 5، 0(غلظت BAومیکرومولار)8و 4، 2، 1، 0/5، 0(غلظت 

25±1و دماي لوکس3000تاریکی با شدت نورساعت 8ساعت روشنایی و 16به شرایط نوري هاي کشـت شده در اتاقک رشد 
هاي ي جستها هر روز مورد بررسی قرار گرفتند. به محـض مشاهـدهگراد منتقل شدند. پس از کشت مریستم، نمونهدرجه سانتی

و BAلار مومـیکرو2حــاوي MSها جدا شده و به منـظور پرآوري به مـحیــط کشـــت پـایه شاخسـاره،شاخسـاره ازنوك ریشه
هایی که شاخساره تولید کردند به تعداد ها با تقسـیم تعداد نمـونهمنتقل شدند. درصد باززایی ریزنمونهNAAمـولار میـکـرو05/0

اهان یها درگویروست ارزیابی حذف ویروس زرد پاکوتاهی پیاز و الکسییدر نهاهاي کشت شده محاسبه شد.کل ریزنمونه
انجام شد.RT-PCRروش  شده با استفاده ازییباززا

ج وبحثینتا

راهاویروسالکسیبرايبازجفت180وپیازپاکوتاهیزردویروسبرايبازجفت300طولبهقطعاتیتکثیر،PCRمحصول
تکثیرنواحیوجود. مطابقت داشتAyab&Sumi (2001)هاي با یافتهپژوهشایندرآمدهبدستينتیجه).1شکل(دادنشان
بالاترین درصد باززایی محیط کشت جامددر.کردتاییدرامذکورهايویروسبهآلودگیمطالعه،موردهاينمونهدرشده

روزپس30،در این ترکیب هورمونی. مشاهده شدBAمیکرومولار10وNAAمیکرومولار1هورمونیترکیب) در %7/6مستقیم (
(1997)و همکارانHaqueيیافتهبانتایجاین). 2شکل(شدخارجریشهنوكپریموردیایینواحیازشاخسارهکشت،از

درصد63و 75به ترتیب هاي نامبرده پژوهشدرباززاییدرصدکهتفاوتاینباداشت،مطابقت(2006)و همکارانParvinو
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Abstract

Asexual propagation of garlic (Allium sativum L.) causes accumulation of viruses such as
Allexiviruses and Putiviruses like Onion Yellow Dwarf Virus (OYDV). In this study, reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to detect garlic (cv. Hamedan) viruses.
Then, the possibility of obtaining plant material free from these viruses through root meristems (1 mm)
culture on solid and liquid MS medium containing 0, 0.5, 1, 2, 4 and 8 µM NAA and 0, 5, 7.5, 10 and 20
µM BA . The presence of viruses in regenerated plants was also tested by RT-PCR after treatments.
Amplified segment of 180 bp (for Allexiviruses) and 300bp (for OYDV) conformed infection of
collected sample by mentioned viruses in garlic (cv. Hamedan). According to RT-PCR, all plants
regenerated through root meristem culture on liquid and sold medium were virus free.  The percentage of
regeneration were 6.7 and 75 % in solid medium (supplemented with 1 µM NAA and 10µM BA) and
liquid medium (supplemented with 0.5 µM NAA and 10µM BA) respectively.
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