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 دهكيچ

باشد. تكثير غيرجنسي اين محصول سبب زميني چهارمين محصول غذايي با ارزش جهان ميسيب
 Yها ويروس ترين ويروسشود. يكي از مهمها نظير ويروس ميانتقال آلودگي آن به انواع بيماري

كند. توليد خسارت وارد مي %70باشد كه قريب به زميني متعلق به خانواده پوتي ويروس ميسيب
ز افاده آميز بوده است. استآيد كه موفقيتهاي مقاوم بهترين راهكار مقابله با ويروس به حساب ميريتهوا

 شود. در اين تحقيقسوب مي) از جمله راهكارهاي موفق محPTGSمكانيسم خاموشي ژن پس از رونويسي (
 HC Proو  CI ،CP ،NIbويروس شامل  RNAسري كايمري متشكل از توالي چهار ژن مهم ي سنجاقسازه از

 رديد.گزميني رقم دزيره منتقل استفاده شده است. اين سازه با استفاده از  اگروباكتريوم به گياه سيب
جهت باززايي از سه سطح هورمون زآتين ريبوزايد استفاده گرديد نتايج حاصل نشان داد كه بين 

 به عنوان سطح mg l 3-1رديد و غلظت داري مشاهده نگاختلاف معني mg l 5/3-1و  mg l 3-1هاي غلظت
گرهاي و آغاز PCRزميني تراريخت با استفاده از واكنش بهينه براي باززايي استفاده گرديد. گياهان سيب

 اختصاصي سازه تأييد گرديد.

  ، سازه كايمريPTGSزميني، سيب Yزميني، ويروس سيب كليدي: كلمات
  

 مقدمه

ميليون پس از برنج، گندم و ذرت چهارمين محصول غذايي مهم در  t 300ش از يزميني با توليد سالانه بسيب
 haزميني در ايران حدود سطح زير كشت سيب 2014در سال  .)Anonymous, 2014(شود جهان محسوب مي

است كه بيشترين ميزان توليد اين  آورد شدهبر t ha 56/29-1 متوسط عملكرد و t 4642240ميزان توليد با  160430
اين در حالي است كه متوسط عملكرد اين محصول در باشد. هاي منطقه دارا ميمحصول را نسبت به ساير كشور

).  ,2014Anonymousگزارش شده است ( t ha 47-1 بيش از 2014چون آمريكا در سال  اييافتهتوسعههاي كشور
اين . )Akita and Takayama, 1994(گردد هاي بذري تكثير ميسي و توسط غدهزميني معمولاً از طريق غيرجنسيب

تعداد  علاوهبهشود. ها و نماتدها ميها، باكتريقارچهاي ويروسي، ها از قبيل بيماريروش سبب انتقال انواع بيماري
هاي گياهي كنند. ويروسزميني را آلوده ميزا، سيبهاي بيماريات با تغذيه مستقيم و يا انتقال ويروسزيادي از حشر
دهند. بر زميني را در سطح جهاني مورد تهديد قرار ميزا هستند كه توليد سيبترين عوامل بيمارييكي از مهم

مثال  طوربه. )Jeffries et al., 2005(باشد ويروس و دو ويروئيد حساس مي 40زميني به ها، سيباساس گزارش
1PLRV زميني در مناطق هاي ويروسي سيبكاهش دهد. ساير بيماري %90زميني را تا تواند عملكرد سيبمي

توسط  PVX ،PVV ،2PMTV ،%20توسط  %40تا بيش از  اند و توانايي كاهش عملكردمختلف جهان پخش شده
PVS ،PVP ،3AMV  4توسط  %10وCMV   2003(گزارش شده استFuentes and Salazar, (. ها در ميان ويروس

                                                           
1 Potato Leaf-Roll Virus; PLRV 
2 Potato Mop-Top Virus; PMTV 
3 Alfalfa Mosaic Virus; AMV 
4 Cucumber Mosaic Virus; CMV 
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شناخته شده است  PLRVزميني پس از در سيب بااهميتدومين ويروس  عنوانبه) PVY(5زميني سيب Yويروس 
)Solomon‐Blackburn and Barker, 2001(  شود ولي ناقل اصلي آن مكانيكي منتقل مي صورتبه باوجوداينكهو

زميني است هاي سيبترين ويروسيكي از مخرب عنوانبه (PVY)زميني سيبY باشد. در ايران ويروس ها ميشته
 Yبيماري ويروس  علائم). Pourrahim et al., 2007شود (مي %70زميني تا عملكرد سيب كه باعث كاهش

دما و ساير شرايط  تأثيرتواند تحت زميني بسيار متفاوت است و ميزميني با توجه به نوع ايزوله و واريته سيبسيب
ها اشاره ها و غدهها و نكروزه شدن رگبرگتوان به موزاييك ملايم در برگمعمول مي علائماز  .محيطي متغير باشد

  كرد.
باشد. بر ميها بسيار محدود و هزينههاي كنترل جهت پيشگيري از كاهش عملكرد ناشي از خسارت ويروسراه 

هاي ويروسي در رينترل بيماترين راهكار جهت كاقتصادي عنوانبهرسد توليد ارقام مقاوم بنابراين به نظر مي
 ). Solomon-Blackburn  and  Barker,  2001باشد كه از ديدگاه محيط زيست نيز مورد تأييد است (زميني سيب

باشد كه همانند مي Potyvirus) از خانواده ssRNA+(6تك رشته مثبت  RNAزميني با سيب Yويروس  
هاي ). ايزولهMissiou et al.,2004( گردداي تكثير ميتهدورش RNAهاي گياهي از طريق ويروس RNAي همه

 et Glais( باشدمي WNPVYو  OPVY ،NPVY ،NTNPVYمختلفي از اين ويروس شناسايي شده است كه شامل 

al.,2002 .(RNA نوكلئوتيد تشكيل شده است و داراي يك چارچوب قرائت بزرگ  9704از  ويروس ايرشتهتك
) كه از 1) (شكل Urcuqui-Inchima et al., 2001(كند پروتئين عملكردي توليد مي 10پروتئيني با باشد كه پليمي
هاي بين سويه شدگيحفاظتهايي مهم از لحاظ عملكرد هستند و داراي ژن HC Proو  CI ،CP ،NIb بين اين

  ).khazaee et al., 2016باشند (مختلف مي

  
 )Anonymous 2012زميني (سيب Yويروس  RNAپروتئين حاصل از بيان پلي -1شكل 

  
 7PTGSكه مسير خاموشي ژن پس از رونويسي يا  سنس گرفته شده از ويروسبيان توالي سنس و آنتي

يك  RNAيا همان خاموشي  PTGS). مسير Vaucheret et al., 2001شود (القا مي ايرشتهدو  RNAباشد توسط مي
رود كه اين گمان مي گونهاينباشد كه اثري بر رونويسي ندارد. خاص در گياهان مي mRNAمكانيسم تخريب توالي 

 ). Voinnet, 2001ها تكامل يافته است (ها و ترانسپوزوندر برابر ويروسمسير جهت مقاومت 

شود. سيستميك در گياه ميزبان مي صورتبهسبب فعال شدن مسير خاموشي  dsRNAتكثير ويروس از طريق 
هستند كه به نحوي  dsRNAهاي هايي باشد كه ناشي از بيان تواليsiRNAتواند به سبب چنين پاسخ ميزبان ميهم

شوند و سيستم هاي خاصي توسط ويروس رمز ميپروتئين وجودبااين). Missiou et al., 2004مكمل هستند (
هاي پروتئين تأثيركنند.  برخلاف پاسخ ناشي از آلودگي ويروسي، اين مسير تحت گياه را تضعيف مي ضدويروسي

گيرد. چنانچه ويروس پس از دهند، قرار نميورد هدف قرار ميگياه را م ضدويروسيويروس كه سيستم  كنندهتضعيف
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6 Positive Single strand RNA; ssRNA 
7 Post Transcription Gene Silencing 
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در  dsRNAگيرد. بنابراين بيان مورد هجوم قرار مي RISCتوسط  سريعاًوارد ميزبان شود  PTGSفعال شدن مسير 
  ).Missiou et al., 2004باشد (منفرد اثرگذارتر مي صورتبهسنس پاتوژن مقايسه با بيان رشته سنس يا آنتي

ورزي دانشگاه سري كايمري طراحي شده در گروه اصلاح نباتات دانشكده كشان پژوهش، از سازه سنجاقر ايد 
زميني يبسدر راستاي ايجاد گياهان  HC Proو  CI ،CP ،NIbچهار ژن  شدهحفاظتتربيت مدرس كه از مناطق 

 تهيه شده است، استفاده گرديد.  Yهاي مختلف ويروس مقاوم به سويه

  
  هاو روشمواد 

) رقم دزيره تهيه شده از موسسه تهيه و اصلاح  .Solanum tubersum Lزميني (در اين پژوهش از گياه سيب
زميني و از نخستين ارقامي است كه تراريخت شد و نهال بذر كرج استفاده شد. رقم دزيره يكي از ارقام مدل سيب

دهد و ، فوزاريوم مقاومت نشان مي8هاي خاص نظير لكه برگيبيماريباشد. اين رقم به داراي زمان باززايي كوتاه مي
شود و از ويروس در آن مشاهده نمي علائمي PVAو  PVY ،PVXهاي مهمي چون رغم مقاومت نسبي به ويروسعلي

  ).Anonymous, 2016باشد (حساس مي PLRVزميني و ويروس به بيماري اسكاب سيب
زمايش آاي حاصل از كشت غده پس از استريل شدن درون لوله چهار هفتههاي برگي گياهان سه تا جوانه

يل ها از پنبه استر(استفاده از پل كاغذي) رشد داده شدند. جهت بستن درب لوله MSپايه حاوي محيط جامد و مايع 
  رفتند.ر گراقهاي گياهان جهت تراريختي مورد استفاده استفاده گرديد. پس از گذشت سه تا چهار هفته ميانگره

 LBA4404سويه  Agrobacterium tumefaciensزميني از باكتري هاي سيبمنظور تراريخت نمودن ميانگرهبه 
و  S35انداز تحت راه 27pART) درون ناقل FCFP(9ي كايمري القاي خاموشي استفاده گرديد. سازه 3101GVو 

از گروه اصلاح نباتات دانشكده كشاورزي دانشگاه  nptIIگر مقاومت به كانامايسين و ژن گزينش OCSدهنده خاتمه
  تربيت مدرس دريافت شد. 

هاي مهم در باززايي يكي از سيتوكنين عنوانبه )ZRيابي به سطح بهينه هورمون زآتين ريبوزايد (جهت دست
تفاده گرديد. تجزيه در محيط باززايي اس mg l 5/3-1و  mg l 3-1و  mg l 5/2-1زميني از سه غلظت هاي سيبريزنمونه

افزار و دو تكرار با استفاده از نرم لب طرح كاملاً تصادفي با سه سطح هورموني ) در قاANOVA(10ها واريانس داده
SAS 11دار ها با استفاده از آزمون حداقل تفاوت معنيانجام شد. مقايسه ميانگين داده)LSD بين سطوح هورمون (

  انجام گرديد. p < 0.05 داريزآتين ريبوزايد در سطح معني
 داراي سازه pART27كشت شبانه اگروباكتريوم حاوي ناقل  ،زمينيهاي سيبجهت تراريخت نمودن ميانگره

FCFP  12درون محيطYEB  1حاوي-mg l 100  1ريفامپيسين و-mg l 50  600 = 4/0 -6/0كانامايسين، دارايOD 
) mM 20هاي ماكرو و حاوي استوسرينگون مايع بدون نمك MSمحيط القا (محيط  حجمهمرسوب داده شد. مقدار 

قرار گرفت. سپس قطعات ميانگره درون محيط القا  rpm 180و دور  C 28°در دماي  h 5/1اضافه گرديد و به مدت 
قرار گرفت و بعد از تلقيح بر روي كاغذ صافي قرار  rpm90 و دور  C 28°در دماي  min 30ور شده و به مدت غوطه
قرار داده شدند. قطعات ميانگره  C 24°در تاريكي و دماي  h 72كشتي به مدت ند و پس از انتقال به محيط همگرفت

سفوتاكسيم (جهت  mg l 250-1مايع حاوي  MSكشتي خارج و پس از آبشويي با محيط تلقيح شده از محيط هم
 C°ون محيط باززايي منتقل و در دماي حذف تعليق اگروباكتريوم) و خشك كردن بر روي كاغذ صافي استريل به در
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9 Full Chimeric Fragment of PVY 
1 0 Analysis of variance 
1 1 The Least Significant Difference; LSD 
1 2 Yeast Extract Broth; YEB 
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روز،  10- 14تاريكي قرار گرفتند. پس از تعويض محيط باززايي به فاصله هر  h 8روشنايي و  h 16و دوره نوري  24
  ).1دهي منتقل شدند (جدول و ريشه 13گياهان باززا شده به درون محيط طويل سازي

  هاي كشت مورد استفادههاي محيطتركيب -1جدول 
Elongation and Rooting Regeneration Co-Culture  Components  

1X  1X 1X  MS Salts  
1X  1X 1X  B5 Vitamins  
-  1-mg l 40 1-mg l 40  Adenine Sulphate  
-  1-g l 20 1-g l 20  Glucose  
-  1-g l 20 1-g l 20  Mannitol  

1-g l 30  - -  Sucrose 
-  1-mg l 0.05 1-mg l 0.05  GA3  

1-mg l 0.05  1-mg l 0.02 1-mg l 0.02  NAA  
-  1-mg l 3 1-mg l 3  ZR 

1-g l 7.5  1-g l 7.5 1-g l 7.5  Agar 
1-mg l 500  1-mg l 500 -  Cefotaxime 

-  1-mg l 50 -  Kanamycin 

 .تنظيم شد 8/5بر روي  pHپس از تهيه محيط 

  
منتقل شدند و  1:  3شدن به درون خاك استريل حاوي پيت ماس و پرليت با نسبت  دارريشهگياهان پس از 

رج ش نايلوني خاجهت سازگاري از زير پوش تدريجبهجهت سازگار شدن زير پوشش نايلوني قرار گرفتند و سپس 
  شدند. 

ژنومي استفاده شد.  DNAجهت استخراج  برگيپنجبالايي گياهان باززا شده  هايبرگتراريختي از  تأييدجهت 
 اندازراهكه بر روي  ´Spro F 5´-TCT GCC GAC AGT GGT CCC AA-3با استفاده از آغازگرهاي  PCRواكنش 

35S  قرار دارد وPI-R 5’ TCG TCT TAC ACA TCA CTT GTC ATA TTT TTT TAC ATT ACT ATG 

TTG 3’  كه بر روي اينترون سازهpART27 2(جدول  انجام شد، قرار دارد(  
 PCRبرنامه  –2جدول 

 مراحل( ºC) دما   زمان   چرخه

1   min494 سازي اوليهواسرشته 

  S 45  94 سازيواسرشته 

35 S30 60 اتصال 
  min1 72بسط 
 بسط نهايي 72 10  1
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  نتايج و بحث
  اززاييآزمون ب

، 5/2ه (ده شدها بين سه غلظت استفاگرهجهت تعيين بهترين غلظت هورمون زآتين ريبوزايد در باززايي ميان
دار مشاهده شد اختلاف معني %1) تجزيه واريانس انجام گرديد كه بين سطوح هورموني در سطح mg l 5/3-1و  3

  ). 3(جدول 
 )CRDدر قالب طرح كاملاً تصادفي (تجزيه واريانس سطوح هورموني زآتين ريبوزايد  -3جدول

  ميانگين مربعات درجه آزادي  منبع تغييرات
  گرهنسبت گياهان باززا شده به كل ميان  هاگرههاي باززا شده به تعداد ميانگرهنسبت ميان   

  6140/0** 0876/0** 2  سطوح هورمون

  0021/0 0058/0 3  خطا
 %1دار در سطح ** معني

  
 mg مقايسه ميانگين بين سطوح هورمون زآتين ريبوزايد نشان داد كه در محيط باززايي غلظتنتايج حاصل از 

1-l 3 1 و-mg l 5/3 ترين نسبت چنين بيشها و همگرههاي داراي باززايي به كل ميانگرهترين نسبت ميانداراي بيش
داري مشاهده تفاوت معني mg l 5/3-1و  mg l 3-1گره بود و از آنجا كه بين غلظت گياهان باززا شده به تعداد ميان

 )2غلظت بهينه استفاده گرديد (شكل  عنوانبه mg l 3-1نشد از غلظت 

 

   
ها (سمت چپ) يانگرهمقايسه اثر سطوح مختلف هورموني بر نسبت تعداد ميانگره باززا شده به كل م -2شكل 

  ها (سمت راست)گرهو نسبت گياهان باززا شده به كل ميان
  

  تأييد تراريختي
ز روي اراحي شده طپليمراز بر روي گياهان باززا شده با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي  ايزنجيرهواكنش 

يرتراريخت فاقد غكه گياهان اهان باززا شده تكثير شد به طوريمورد انتظار در گي bp 940سازه انجام شد و قطعه 
ياه تراريخت حاوي گ). در مجموع تعداد پنج 3شد (شكل  تأييدقطعه مذكور بودند و تراريخت بودن گياهان باززا شده 

 تأييد گرديدند.   PCRبدست آمد كه در واكنش  FCFPسازه 



 

 ۶

 

  
 DNAلي نشانگر وزن مولكو Mشده ،  هاي باززاگياهچه PCRقطعه حاصل از تكثير  -3شكل
وي حا pART27به ترتيب گياه غيرتراريخت و ناقل  +Cو  -Fermentas )Ladder Mix ،(Cشركت 

  هاي باززا شدهگياهچه FCFP ،T1-T7سازه 
  

ده از شود و استفامي هاي برگ و ميان گره استفادهزميني در اكثر موارد از ريزنمونهبراي انتقال ژن به گياه سيب
ف كار مختل گرهي به زخمي شدن طي مراحلهاي ميانتر از برگ است چرا كه ريزنمونهگرهي آسانهاي ميانريزنمونه

ا از ها برگبها در مقايسه گره، تنوع در ميانبر اين). علاوه Beajean et al., 1998دهند (يحساسيت كمتري نشان م
ون افت دربهاي جوان، كمتر به كشت ساقه نسبت به برگ رأسهاي مسن دور از برگ اهميت كمتري برخوردار است و

  ). Beajean et al., 1998دهند (شيشه پاسخ نشان مي
شود جام ميها در محيط كشت مايع نسبت به جامد بهتر انمواد موجود توسط ريز نمونهها و ساير جذب نمك

)Mbiyu et al., 2012 بدين ترتيب در تحقيق حاضر از محيط كشت مايع ،(MS هاي گرهي وانهرشد بهتر ج منظوربه
محيط  سبت بهنمايع  محيطدر ها تر ريزنمونهاستفاده گرديد. نتايج حاصل از اين تحقيق حاكي از سرعت  رشد بيش

MS  ه دهي ريش وجامد بود. همچنين براي محيط طويل سازي و ريشه دهي نيز از محيط كشت مايع استفاده گرديد
رون محيط اي ساقه دهاي گياهان باززا شده انتهدهي نوساقهانجام شد. جهت بهبود ريشه ترسريعنيز در محيط مايع 

  بب تاريك شدن و تحريك بيشتر ريشه دهي شد.با فويل آلومينيوم پوشيده شد كه س
و در نهايت منجر به توقف رشد طولي  14وجود گازهاي بازدارنده نظير اتيلن سبب نكروزه شدن مريستم انتهايي

 ,.Vinterhalter et alجانبي خواهد شد كه ضعيف شدن گياه را به دنبال دارد ( هايجوانهشده و تحريك به رشد 

هاي حاضر نشان داد استفاده از پنبه بجاي درب و پارافيلم علاوه بر كاهش تعريق درون لوله ) و نتايج تحقيق2008
  نمايد.كشت و خروج گازهاي بازدارنده از توقف رشد و ضعيف شدن گياه جلوگيري مي

 زميني با اگروباكتريوم وهاي سيباز اين تحقيق نشان داد كه مدت زمان تلقيح ميانگره آمدهدستبهنتايج 
مانده در محيط در مراحل بعد رشد اگروباكتريوم استفاده شده رابطه مستقيم با ميزان آلودگي باقي ODهمچنين 

استفاده گرديد. همچنين نوع سويه استفاده شده  OD=  4/0 -6/0براي تلقيح و   min 30دارد. بدين منظور از زمان 
كنترل آلودگي سويه  كهاينبود. باتوجه به  مؤثربعد  هاي مراحلباكتري اگروباكتريوم در تلقيح بر شدت آلودگي

GV3101  نسبت بهLBA4404  در مراحل بعد دشوارتر بود زمان وOD  محيط تلقيح نسبت به سويهLBA4404  
 ,Arifi et al., 2009; Millamتر در نظر گرفته شد كه اين نتايج با برخي از نتايج پيشين مشابهت داشت (پايين

2006.(  
كتريوم شود، در توسط اگروبا T-DNAتواند سبب تحريك از آنجا كه قندهاي منوساكاريد نظير گلوكز مي

 وك نوساقه تحري كشتي و باززايي اين تحقيق از قند گلوكز استفاده گرديد. آدنين سولفات سببهاي القاء، هممحيط
تحريك تقسيم  منظوربهرو )، از اينNaaz et al., 2014شود (جلوگيري از نكروزه شدن مريستم رأسي را سبب مي

  بين قند مانيتول و آدنين سولفات استفاده شد. كنشبرهمسلولي، از 
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Abstract 
Potato is the world’s fourth most important food crop. The asexual propagation of this crop 

causes transmission of disease such as virus infection. PVY is one of the most important viruses 
belongs to Potyvirus family and causes nearby 70% reduction in potato yield. Generation of 
resistant varieties is the best strategy to overcome viral infections. Post transcriptional gene 
silencing (PTGS) is a natural defense mechanism against viruses. In this study, we used the 
chimeric-genes hairpin construct consist PVY sequences of four key genes CI, CP, NIb and HC Pro. 
The construct was transformed to potato genome var. Desiree via Agrobacterium tumefaciens- 
mediated transformation. Three levels of Zeatin Riboside (ZR) were examined to obtain the most 
explant regeneration rate. Our results showed no significant difference between 3 and 3.5 mg l-1 of 
ZR, so 3 mg l-1 of this hormone was used for explants regeneration and further study. The presence 
of RNA silencing construct was confirmed in regenerated plants using PCR with specific primers. 
Keywords: Potato, PVY, PTGS, Chimeric-gene 

 


