
 دانش گیاهپزشکی ایران

 (223-213)ص  3131زمستان پاییز و ، 2 ةشمار، 54 ةدور

 E-mail: mosaheb@ut.ac.ir             33321133130 :تلفن* 

 زمینی ویروس وای سیبهای  سویهای از  طیف گسترده مصون بهگیاه توتون تراژن  ۀتهی
 

 5اکبر دیزجی و 4حبیبی مینا کوهی، 3اشتفان وینتر، *2محمدی غلامحسین مصاحبی، 1هادی خاطری

 ،گروه گیاهپزشکی دانشجوی سابق دکتری، استاد، دانشیار و استادیار .5و  4 ،2 ،1

 ع طبیعی دانشگاه تهران، کرجپردیس کشاورزی و مناب

 آلمان، برانشوایگ DSMZهای گیاهی  بخش ویروس .3

 (11/1/1333تاریخ تصویب:  - 11/4/1333)تاریخ دریافت: 

 

 چکیده

در مزارع توتون  زا عوامل خسارت نیتر مهماز  (Potato virus Y, PVY) ینیزم بیس یوا روسیو

 ها در کش حشرهی تأثیر بیبا توجه به است.  لانیگلستان، مازندران و گ یها مناطق مختلف استان

های خاص و مشکلات  شدن منابع طبیعی مقاومت توسط سویه، شکسته PVYبه  یکاهش آلودگ

با در توتون  PVYمقاومت به  جادیا نیگزیجا یها روش یریکارگ به ،یاصلاح یسنت یها روش

 برای کاهش خسارت در نظر گرفته شود.تواند راهکاری  میشده از بیمارگر مقاومت مشتق یکارگیر به

از  PVY یها هیاز جدا ای گسترده فیکه در برابر ط شدند دیتول یتوتون تراژن اهانیپژوهش گ نیا در

ایرانی  ۀباز از ژنوم یک جدای جفت 4۷2 ۀای به انداز ناحیه .ندا مقاوم روسیو نیمختلف ا یها هیسو

PVY هایی از  شامل توالی نوکلئوتیدی بخشCP  3و'UTR یبرا یسر سنجاق ۀسازیک  ۀتهی به منظور 

با این سازه به کمک  Wisconsin 38سازی توتون رقم  و تراژن ه شدرفتگ کار به PVYمقاومت به 

مقاوم بودند و انتقال  PVYحاصل به  T0درصد از گیاهان تراژن  11. گرفتاگروباکتریوم انجام 

ها با  د. یکی از این لاینشاده از روش داس الایزا تأیید لاین مختلف با استف 3مقاومت به نسل بعد در 

آزمایش  تحتایرانی و هشت جدایه از کشورهای دیگر  ۀشامل چهار جدای PVYمختلف  ۀجدای 12

به  RT-PCRهای داس الایزا و   قرار گرفت و مصونیت آن بر اساس عدم ظهور علائم و نتایج آزمون

ی برای زیاده دارای کارایی بسیار کاررفت بهسری  سنجاق ۀسازنشان داد که  پژوهشاین . رسیدتأیید 

 است.بوده  PVYهای مختلف  سویهمصون در مقابل تراژن  ایجاد توتون
 

 .سری، مقاومت طیف گسترده سنجاق ۀساز ،اگروباکتریوم ۀسازی با واسط تراژن کلیدی: هایهواژ

 

 مقدمه

 ةاز خانواد (.Nicotiana tabacum L)توتون گیاه 

یک محصول اقتصادی مهم است که در  بادمجانیان،

ن در آ سالانۀ ولیدشود و ت کشت میبسیاری از نقاط جهان 

 های بیماری .(FAO, 2011)تن است  33333ایران حدود 

. در این استکاران  ین مشکلات توتونتر مهماز  یویروس

 (Potato virus Y, PVY) زمینی ی سیببین، ویروس وا

مناطق  مزارع توتوندر  ها ترین ویروس شایعیکی از 

ن است گیلاو  گلستان، مازندرانهای  استان مختلف

(Abedi, 1998) .تجاری توتون  ارقام همۀ ،در حال حاضر

ند. ا نسبت به این ویروس حساسکشت در ایران زیر 

 Potyvirusجنس تیپ  ۀگونزمینی  سیب وای ویروس

باعث  توتون و علاوه براست ( Potyviridae ة)تیر

تیرة بادمجانیان مانند  گیاهاندر دیگر  مهمیهای  بیماری

طور طبیعی  به PVYشود. فرنگی نیز می زمینی و گوجه سیب

 شود صورت ناپایا منتقل می بهگونه شته  53با بیش از 

(Lacroix et al., 2010)، ها با  شته از بین بردن لیو

ایجاد آلودگی محصول  چندانی در کاهشکش  حشره
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 ;Raccah, 1986; Raccah & Fereres, 2009)نکرده است 

Hull, 2009) . برایروش کارآمد یک ود نببا توجه به 

 هب آلودگی در برابر توتون های بوته از حفاظت مستقیم

PVY، مقاومت  ها، شته توسط یا کنترل انتقال ویروس

بخش مورد امید یبه عنوان ابزار PVYژنتیکی در برابر 

های  سویه اما بروز ؛(Lacroix et al., 2010)توجه بوده است 

استفاده از منابع  ، امکانPVY به مقاومتکننده بر  غلبه

 Chen et) را محدود کرده استمقاومت در توتون طبیعی 

al., 2010; Lacroix et al., 2010) . ،نبودعلاوه بر این 

 به نماتود بستگی منفی بین ژن مقاومت امکان شکستن هم

 PVYهای خاصی از  سویه به حساسیتو  (Rk) یگره ۀریش

(Sudarsono et al., 1995)  مورد نیاز  رب بسیار زمانو روند

از  (Fatima et al., 2008)های برگشتی  تلاقیو برای تلاقی 

های  از روشهای اصلی برای استفاده  محدودیت جمله

 های روش کارگیری بهبنابراین، . استسنتی اصلاحی 

ضروری به نظر در توتون  PVY به مقاومتایجاد جایگزین 

 .(Sudarsono et al., 1995) رسد می

، PDRبیمارگر )از شده  مقاومت مشتق یکارگیر به

pathogen derived resistanceهای  ( یکی از روش

 است بیماری در گیاهانبه مقاومت  ایجاد قدرتمند برای

تغییر ژنتیکی گیاهان با  های موجود امکان فناوریو 

مقاومت در برابر ویروس را فراهم  ةکدکنندهای  ژن

 Simon-Mateo & Garcia, 2011; Chen et)اند  دهآور

al., 2010) .حفاظت تقاطعی ها پیش، از  از مدت

های  ویروسخسارت کاهش  برای تجاری صورت به

 ;Powell-Abel et al., 1986)شد  میگیاهی استفاده 

Latorre & Flores, 1985) . مطالعات اولیه نشان داد که

 تراژنویروسی در گیاهان  های ژنبرخی بیان 

(transgenic ) مقاومت در برابر باعث نیز ممکن است

 نیازی به ایجاد آلودگی با و در نتیجه شودویروس 

 ;Powell-Abel et al., 1986) کامل نخواهد بودویروس 

Beachy, 1990) .که  دکرمشخص  عدیب های بررسی

در گیاه  شده  نبیاپروتئین ویروسی بین سطح  یارتباط

دارد نوجود در برابر ویروس و میزان حفاظت  تراژن

(Stark & Beachy, 1989; Lawson et al., 1990) و 

Coat protein (CP ) ۀغیر قابل ترجم های نسخه وجود

 Zhu et al., 2004; van) شود می مقاومتبه  نجرمیز ن

der Vlugt et al., 1992). ۀهای با واسط نقش مکانیسم 

بازدارندگی توأم مشابه  یکانیسممتوسط که  ،ای ان آر

(co-suppression )(Lindbo et al., 1993) دهند،  رخ می

-Simon) شده استیید أت PDR های ر پدیدهبیشتدر 

Mateo & Garcia, 2011; van der Vlugt et al., .

برای  Waterhouse et al. (1998)های  آزمایش. (1992

 dsRNA های اولین بار با موفقیت نشان دادند که مولکول

 & Bhaskar)روند  شمار میبهای  ان آر یخاموش محرک قوی

Jiang, 2010; Waterhouse et al., 1998). سازی تراژن 

سری  سنجاق ای ان توسط آرزمینی  توتون و سیب

( self-complementary hairpin RNA)مکمل خود

 ,.Smith et al) شده PVYنسبت به  موجب مقاومت

2000; Mitter et al., 2001; Missiou et al., 2004;. 

Mitter et al., 2003) های  ژنهای مبتنی بر  ازهو س

 Chen et) اند نشان داده نتایج مشابهینیز  PVYمختلف 

al., 2010) .ذراگ همچنین بیان( یtransient expression) 

منجر به  A. tumefaciensای سنجاق سری توسط  ان آر

 ,.Vargas et al)توسط شته  PVYمقاومت در برابر انتقال 

 شود. می (2008

د گیاهان نده نشان می یی وجود دارند کهها گزارش

مقاوم  های خاصی از ویروس سویه در برابرتراژن تنها 

 ;Pourrahim et al., 2006; Bau et al., 2003 ) اند بوده

Schubert et al., 2005،) ًدر طبیعت  در حالی که معمولا

 مقاومت های مختلفی وجود دارند. با توجه به این که سویه

ویروس  های ای از سویه در برابر طیف گسترده گیاه تراژن

های خاص مورد قبول  سویه در برابربیش از مقاومت مدنظر 

 یهدف این پژوهش تولید گیاهان توتون تراژنخواهد بود، 

ایرانی و خارجی  های جدایه متنوعی از در برابر طیفبود که 

PVY  باشند.مقاوم  این ویروس مختلف های سویهاز 
 

 ها مواد و روش
 یویروس های جدایه

 ۀجدایاز جمله چهار  PVY جدایه 32، پژوهشدر این 

که از بین  (3جدول ) مورد استفاده قرار گرفتند یایران

 ها شآزمای اغلبدر  اصلی ۀجدایبه عنوان  PV-1055آنها 

در  یویروس های ، نمونهتحقیق. در طول کار گرفته شد به

با  ر گلخانهد Nicotiana clevelandii A. Grayگیاه 

 چهار و هر هنگهداری شدسلسیوس  ۀدرج 22-25دمای 

 گیاهان جوان منتقل شدند. بههفته با تلقیح مکانیکی 
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 حاضر پژوهشدر  ( مورد استفادهPVYزمینی ) جدایۀ ویروس وای سیب 32مشخصات  .3 جدول
 کشور میزبان اولیه سویه شمار رس دایهج

PV-0321 KP063202 N Solanum tuberosum cv. Amigo آلمان 

PV-0343 KP063203 O Solanum tuberosum cv. Christa آلمان 

PV-0403 KP063204 NTN Solanum tuberosum مجارستان 

PV-0410 KP063205 NTN Solanum tuberosum cv. Nicola آلمان 

PV-0446 KP063206 NTN Solanum lycopersicum آلمان 

PV-0722 KP063207 C1 pepper (chilli pepper) ایتالیا 

PV-0890 KP063208 C1 pepper ایران 

PV-0893 KP063209 C2 Solanum tuberosum آلمان 

PV-1031 KP063210 NW Solanum tuberosum cv. Quarta آلمان 

PV-1055 KP063211 C1 Nicotiana tabacum (Coker 347*PVH19) )ایران )تیرتاش 

PV-1056 KP063212 NTN Solanum tuberosum cv. Marfona )ایران )فیروزکوه 

PV-1057 KP063213 O Nicotiana tabacum cv. Basma Serres )ایران )ارومیه 

 

  PVY بهبرای مقاومت سری  سنجاق ۀساز ۀتهی

 نومژ 1'از انتهای بازی  جفت 3241 حدود قطعهیک 

 تکثیر، PVYدیگر  جدایۀ 33و  PVY PV-1055 ۀجدای
سازی و تعیین توالی گردید. به این منظور،  همسانه

ای  ان ای کل از گیاهان آلوده، سنتز دی ان استخراج آر
های آغازگر جفت با استفاده از PCRمکمل و سپس 

PV2I-T7 و PV1-SP6 (Mackenzie et al., 1998) 
 PCRصورت گرفت و محصولات ( 2جدول  ها در )توالی

 ۀسازی شد. همسان همسانه pDriveدر داخل حامل 
 PV-1055 ،HK50 از PCRمحصول حاوی این  نوترکیب
 ۀتوالی قطع ۀسازی چندگان ردیف همشد. نامیده 

 با استفاده از ابزارمذکور  PVY ۀجدای 32تکثیرشده از 

AlignX  افزار نرمدر Vector NTI 11.5  انجام گرفت و
 PVY PV-1055بازی از ژنوم جفت 522یک قطعه 

 '3باز از  جفت 31و  CP باز از ژن جفت 123متشکل از 

UTR سری انتخاب شد. با  سنجاق ةساز ۀبرای تهی

 الگو و جفت آغازگر DNAبه عنوان  HK50استفاده از 
HK50-Mluf  وHK50-Stuc هکه بر مبنای توالی جدای 

PV-1055 افزار  وسط نرمو تVector NTI 11.5  طراحی
برای  برشی مکاندو  (،2جدول  ها در شدند )توالی

 1'و  4' ترتیب به دو انتهای به StuIو  MluI های آنزیم
 PCRبازی افزوده شدند و محصول  جفت 522این قطعه 

(HK50MluStu  مجدداً 511به طول )در  بازpDrive 
 قرار داده شد.

 

 غازگرهای مورد استفاده. در زیر نوکلئوتیدهای مربوط به مکان برشی . مشخصات آ2جدول 

 در توالی آغازگرها خط کشیده شده است. Stucو  Mlufهای  آنزیم
 دمای ذوب توالی نوکلئوتیدی آغازگر

PV1-SP6 GATTTAGGTGACACTATAGAATTTTTTTTTTTTTTTTV 03 
PV2I-T7 TAATACGACTCACTATAGGGNAAYAAYAGYGGNCAR 04 

HK50-Mluf GTACGCGTTGAATACCCGTTGAA 41 
HK50-Stuc TGAGGCCTATTATTAGTTGCAATAAAAGTAGTACAGG 02 
NPTII_loc GCACGTACTCGGATGGAAGCC 41 
NPTII_ups TCGCCGCCAAGCTCTTCAGC 02 

 

و  MluI آنزیمی، قطعۀ محدود به مکان برشی هضمبا 

StuI  ازpDrive حامل  و به جداpING71-IV2  الحاق

( binary vectorیک حامل دوتایی ) pING71-IV2دید. گر

 pCAMBIA 2300است که مبتنی بر  گیاهی سازی تراژن

بوده و  (GenBankدر  AF234315 ة دسترسیشمار)با 

 Cassava vein mosaic ویروس پروموتر قوی از دارای یک

virus اینترون و IV2 (321 سیب جفت )زمینی  باز

(Vancanneyt et al., 1990)  .در این حامل، ژن است
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 نئومایسین، nptIIبیوتیک کانامایسین ) مقاومت به آنتی

انتخابی برای غربال  فسفوترانسفراز( به عنوان نشانگر

با هضم  حاصل های تراژن گیاهی وجود دارد. ناقل سلول

 ای نسخهمجدداً و  گردید خطی AscIو  SmaI آنزیمی توسط

، IV2ست اینترون پایین د، این بار در HK50MluStuاز 

( pHK1سری ) سنجاق ةبه یک سازمنجر  قرار داده شد تا

های انجام گرفته و نیز جهت  صحت الحاق. (3 شکل) دوش

و  هضم آنزیمیتوسط  آنها در حامل دوتایی نوترکیب

 بهالکتروپوریشن سپس با روش شد و  بررسییابی  توالی

A. tumefaciens LBA4404 .انتقال داده شد 

 

pHK1 LB to RB

4423 bp

nptII gene IV2

Hk50MluStu1

Left border

Hk50MluStu2

Right borderpoly A

CsVMV promoter

CaMV promoter
EcoRI Mlu I StuI

 
 باز 5521به طول  RBو  LBسری در حد فاصل نواحی مرزی  نقشۀ سازة سنجاق .3 شکل

 

 سازی توتون تراژن

 آزمایشگاه دکتر دستورالعملسازی توتون بر اساس  تراژن

 .یورگ لندزمن انستیتو جولیوس کوهن آلمان انجام گرفت

تک از یک دست آمده  به کشت باکتریایی به این صورت که

حامل  حاوی A. tumefaciens LBA4404سویۀ  کلنی

سر (، دو بار پشت pHK1سری ) دوتایی واجد سازة سنجاق

 درجۀ سلسیوس در 21ساعت در  51ت مدو هر بار به هم 

( yeast extract medium) مخمر ةمحیط کشت عصار

(Wise et al., 2006) بیوتیک ریفامپیسین  حاوی آنتی

لیتر(، سولفات استرپتومایسین  میلی در یکروگرمم 333)

گرم میکرو 13و کانامایسین )( لیتر میلی در میکروگرم 133)

 ۀدو لول برای تلقیح از این کشت. کشت شد( لیتر میلیدر 

جامد  محیط لیتر میلی 23حاوی  لیتری میلی 43فالکون 

 (Wise et al., 2006) (yeast-mannitol) مانیتول -مخمر

درجۀ  21در  ساعت نگهداری 51شد. بعد از استفاده 

محلول تلقیح  به درون باکتریایی های ، سلولسلسیوس

(MS9+200µM acetosyringone) محلولندشد شسته . 

MS9  لیتر میلیدر گرم میکرو 4/3با اضافه کردن IAA  و

 )حاوی MSمحلول به  BAP لیتر میلی درگرم میکرو یک

ی میزان جذب نور .شد تهیه( ساکارز% 2ها و  ویتامین

 5/3تا  1/3 بیننانومتر  033باکتریایی در  سوسپانسیون

 تنظیم شد.

یا  Wisconsin 38 (W38توتون رقم های  برگاز 

Havana 38مربع متر سانتی یکحدود  ( قطعاتی به اندازة 

قرار باکتریایی و به مدت نیم ساعت در سوسپانسیون  جدا

کاغذ ( به آرامی با سطح explants) ها شدند. جداکشتداده 

سطح آنها  تماس داده شدند تا رطوبت اضافیسترون 

حاوی  MS9ی )کشت هممحیط  روی برطرف گردد. سپس

200µM acetosyringone که با ( فیتوآگارPhytoagar به )

  بهگرفته و  قرار بر لیتر جامد شده بود( گرم 4/2میزان 

یکی در تاردرجۀ سلسیوس  20در ساعت  51مدت 

 حاوی MS9 در محلول ها کشتجدا شدند. نگهداری

 (لیتر میلیدر  گرممیکرو 433) ticarcillinبیوتیک  آنتی

آرامی خشک ، به هشو داده شدو دقیقه شست 33-4برای 

 (regeneration) محیط کشت انتخابی باززاییو به  شده

(MS9 لیتر کانامایسین و  میلیدر میکروگرم  333 حاوی

شدند و منتقل ( ticarcillin لیتر میلیدر میکروگرم  433

چرخۀ ا ب سلسیوس ۀدرج 25 با دمای رشد کدر اتاقسپس 

 تاریکی نگهداریساعت ساعت روشنایی و هشت  30نوری 

تجدید کشت روی همین یک بار در هفته  حدوداً شدند.

 243تدریج به  به ticarcillin و غلظتگرفت انجام  محیط

هفته،  4-5بعد از  .داده شدهش لیتر کا میلیدر گرم میکرو

 بریده های مستقل کالوسهای در حال ظهور از  هسارشاخ

ساکاروز حاوی  MSزایی ) انتخابی ریشهمحیط و به  ندشد

 .انتقال یافتندلیتر کانامایسین(  میلیدر گرم میکرو 333+2%

 ها طور کامل از ریشه ، محیط کشت بهزایی پس از ریشه

های حاوی پیت ماس  دانگلشسته شده و گیاهان در 

سازگار  شرایط گلخانهصورت تدریجی با  کاشته شدند و به

برای اطمینان از صحت مراحل آزمایش، تعدادی  شدند.

نیز روی  بودند ریزنمونه که توسط آگروباکتریوم آلوده نشده
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شدند.  محیط غیرانتخابی و انتخابی قرار داده هر دو نوع 

 خالی حامل دوتایینیز با  ای سازی جداگانه تراژن

(pING71-IV2)  گرفتانجام. 

 

 سازی تأیید تراژن

گذاری  و لکه RT-PCRهای  روشاز سازی  برای تأیید تراژن

ژن  برداری نسخه شد.استفاده ( Southern-blot) رندسا

nptII سازی با  تراژناز  ی کهدر گیاهانpHK1 ناقل  و نیز

تفاده از با اسو  RT-PCR توسط دست آمده بودند خالی به

بررسی گردید. به این منظور،  nptIIاختصاصی  آغازگرهای

یک  تکثیربرای ، cDNA سنتز و ای ان آر استخراجپس از 

و  NPTII_locجفت آغازگر با استفاده از  nptIIژن قطعه از 

NPTII_ups (2جدول )PCR ها  انجام گرفت و سپس نمونه

 دو درصد بررسی شدند. آگارزروی ژل 

حضور یید أت به منظور رندساگذاری  هدر آزمون لک

از  DNA جداسازی، گیاهان تراژن DNA در nptII ژن

)ساخت  DNAzol ESبافت گیاهی با استفاده از محلول 

MRC Inc. آمریکا( و طبق دستورالعمل شرکت سازنده ،

 EcoRIای گیاهی پس از هضم با آنزیم  ان انجام گرفت. دی

و الکتروفورز گردید و درصد بارگذاری  1/3 آگارزروی ژل 

به مطابق روش سمبروک و راسل سازی  پس از واسرشت

انتقال ( ، آلمانAmersham Hybond-NX)غشای نایلونی 

از کاوشگر  .(Sambrook & Russell, 2001)یافت 

(probe) دارشده با دیگوکسیژنین اختصاصی نشان 

(digoxigenin که با استفاده از کیت )PCR DIG probe 

synthesis kit (Roche Applied Science, Mannheim, 

Germany تهیه شده بود،شرکت سازنده  ۀصیطبق تو( و 

 کاوشگر ( استفاده شد.hybridizationسازی ) برای دورگه

 CDP-Starبا دیگوکسیژنین با استفاده از  شده دار نشان

(Roche) و در  ردیابی ،شرکت سازندهۀ طبق توصی

 یت گردید.ؤایکس ر ۀمعرض فیلم اشع

 
 T0ارزیابی مقاومت در گیاهان 

 22در مجموع ( pHK1) سری سنجاقة سازی با ساز تراژناز 

-pING71) خالی حامل دوتایی سازی توسط از تراژنو  هگیا

IV2 ،)23 دست آمد. همۀ این گیاهان  به گیاهT0  در

زنی  به روش مکانیکی مایه PVY PV-1055با جدایۀ گلخانه 

 تا مقاومت به ویروس در آنها ارزیابی شود. علاوه بر شدند

 wildتیپ وحشی )گیاهان زنی  ایهتراژن مذکور، م گیاهان

type از  شده زنی مایهگیاهان گرفت و  انجام( برای مقایسه

از همۀ این  .قرار گرفتندتحت ارزیابی  نظر بروز علائم،

ای  چندهمسانه یی تهیه شده و توسط پادتنها نمونه گیاهان

PVY (AS 0137/403 ،DSMZ )از آزمون با استفاده آلمان 

DAS-ELISA ( آزمایش 3322کلارک و آدامز ) طبق روش

الایزا  آزمون علائم با نتایج منفی درفاقد گیاهان شدند. 

اضافۀ سه برابر  هایی که میانگین جذب نوری به )نمونه

به تر بود(  انحراف معیار در آنها نسبت به شاهد سالم پایین

 اناین گیاهآذین  ند. گلعنوان مقاوم در نظر گرفته شد

 زنی گردید و بذر آنها شده( پاکت باز های )پس از حذف گل

 آوری شد. برای آزمایش مقاومت در نتاج جمع
 

 مقاومت در نتاج های ارزیابی آزمایش

 جریان ملایمتوتون زیر  بذور، یبرای ضدعفونی سطح

و پس از  داده شد وشو شستدقیقه  23شیر آب به مدت 

 13 درصد، به مدت 23 در اتانول وری غوطهثانیه  23

 23تویین  %3/3+سدیم هیپوکلریت %1 محلول در دقیقه

 وشو شستپنج بار با آب سترون سپس و قرارگرفتند 

ضدعفونی  بذور ی،زن جوانهمیزان  تعیینبرای  داده شدند.

برای و  ندقرار داده شد MS روی محیط شده  سطحی

برای  و انتخاب گیاهان تراژنبذرهای تراژن تعیین درصد 

 ویروس، بذرها روی در برابرمقاومت های بعدی  آزمون

لیتر  میلیدر گرم میکرو 533 حاویانتخابی  MS محیط

 Guerineau, 1995; Martin) دقرار داده شدنکانامایسین 

et al., 2001.) رقم توتون  بذرهای تیپ وحشیW38  نیز

 شدند.قرار داده  ها شاهد روی همین محیطعنوان به

 ةسازسازی با  حاصل از تراژن T1های نسل  بوته

بودند کانامایسین مقاوم ( که به pHK1) سری سنجاق

از محیط کشت به  ،گونه که در بالا اشاره شد همان

شرح به  های بعدی آزمایشگلخانه انتقال یافتند و در 

 .زیر مورد استفاده قرار گرفتند
 

 T1 نسل ندر گیاها PVYبه  مقاومت آزمایش توارث

 سری سنجاق ةسازبا  شده نهای تراژ از میان توتون

pHK1  که در نسلT0  بهPVY  ،لاین  3مقاوم بودند

آمده از رشد  دست به T1 نسلانتخاب شد و گیاهان 

مقاومت در  ها )روی محیط انتخابی( از نظر آن هایبذر

به این منظور  .شدندآزمایش  PVY PV-1055 برابر
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زنی قرار گرفتند.  مایه تحتر لاین بوته از ه 23حداقل 

و حدود دو  نداز نظر بروز علائم ارزیابی شد این گیاهان

-DAS آزمونبا یی از آنها ها نمونه ،زنی هفته پس از مایه

ELISA  شدند.آزمایش 

 
 PVYختلف م های سویه آزمایش مقاومت در برابر

، 316T1برای این آزمایش، یک لاین توتون تراژن )

های  ( که بوتهسری سنجاق ةسازسازی با  حاصل تراژن

 PV-1055متعددی از آن در آزمایش قبلی به جدایۀ 

 نسلهای  مقاومت نشان داده بودند، انتخاب گردید. بوته

T1 جدایۀ ویروس  32با  این لاینآمده از   دست بهPVY 

کشورهای از جدایه  هشت و یایرانشامل چهار جدایۀ 

 اغلبه نمایندگی از بآلمان، ایتالیا و مجارستان )

. هر (3جدول ) شدند زنی ( مایهPVY های مهم هسوی

و سه  316T1بوتۀ مختلف لاین شش به  PVYجدایه 

بوته از لاین  33بوتۀ تیپ وحشی تلقیح شد. همچنین 

349T1  نیز با جدایۀ ایرانیPV-1056 زنی شدند.  مایه

های تیپ  آمده از بذرهای تراژن و بوته دست های به بوته

 گرفتند. قرار  وحشی با آزمون داس الایزا تحت آزمایش 

از بذرهای تراژن که با  آمده دست های به همچنین از بوته

زنی شده بودند، سه بوته  مایه PVYهای مختلف  جدایه

و  RT-PCRش ازای هر جدایه انتخاب شده و با رو  به

از نظر  PV1-SP6و  PV2I-T7های آغازگر توسط جفت

 آزمایش شدند. PVYوجود آلودگی به 
 

 و بحثنتایج 

یابی  اساس نتایج توالی سری بر سنجاق ةصحت ساز

 ۀبا نقش های آنزیمی  نوکلئوتیدی و نیز انطباق نتایج برش

از  شده کار گرفته به ۀد. طول قطعشژنتیکی حامل تأیید 

این سازه نسبت به  ۀباز( برای تهی 522روس )ژنوم وی

جفت بازی مورد استفاده در برخی  214 و 034قطعات 

 ,.Mitter et al., 2001; Missiou et al)تحقیقات قبلی 

توان به عنوان یک  بسیار کمتر است که آن را می (2004

این  سانی نوکلئوتیدیمزیت در نظر گرفت. میزان یک

دیگر بین  PVYنمونه  33 با PVY PV-1055 قطعه از

 باز جفت 522( برای کل %2/35 )میانگین %32تا  4/33

 123( در بخش %1/35میانگین ) %1/30تا  0/32و 

 ۀشدگی ناحی . حفاظت(1جدول ) بود CPاز  یباز جفت

 هسری در کارایی ساز سنجاق ةساز ۀبرای تهی شده انتخاب

 های مختلف ویروس بسیار اهمیت دارد. ه سویهعلی

 

 جدایه ژنومنوکلئوتیدی هر جدایه با بخشی از  یکسانیدرصد و  W38کار رفته روی توتون رقم  به PVYهای  علائم جدایه .1 جدول

PVY PV-1055  کار رفته است. به سری سنجاق ةسازکه در 
 بازی 522ۀ عبا قط درصد یکسانی نوکلئوتیدی الف علائم سویه جدایه

 جبازی 123ۀ با قطع درصد یکسانی نوکلئوتیدی ب

PV-0321 N VC, VB 4/33 0/32 

PV-0343 O VC, VB 3/35 1/34 

PV-0403 NTN MN, VN, VB 2/31 2/31 

PV-0410 NTN MN, VN, VB 2/31 2/31 

PV-0446 NTN MN, VN, VB 2/31 2/31 

PV-0722 nnp VC 3/35 4/34 

PV-0890 C1 VC, VB 32 1/30 

PV-0893 C2 VB 0/30 0/30 

PV-1031 NW MN, VC 2/35 1/34 

PV-1055 C1 VC, VB 333 333 

PV-1056 NTN VB, CS 2/31 2/31 

PV-1057 O VC, VB 1/35 34 

مردگی دِمار )رگبرگ اصلی(،  ت : بافMN: بافت مردگی رگبرگ، VN: رگبرگ نواری، VB: روشنی رگبرگ، VC)تیپ وحشی( شامل  W38علائم روی توتون رقم  الف(

CSلکۀ سبزرد : 

 123(، یا فقط ناحیۀ UTR'3و  CPهایی از  )شامل بخش بازی جفت 522ها با کل ناحیۀ  توالی این جدایه یدینوکلئوت یکساندهندة درصد ی ترتیب نشان به ب و ج(

 کار رفته است. به سری نجاقس ةسازاست که در  PVY PV-1055جدایه ژنوم از  CPبازی مربوط به بخشی از  جفت
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اختصاصی  با استفاده از آغازگرهای RT-PCRنتایج 

nptII جفت بازی را در  224، وجود یک باند حدود

و  حضور تراژن نشان داد که تأییدی برگیاهان های  نمونه

. استفاده از استدر این گیاهان  nptIIژن  برداری نسخه

با  رندساگذاری  در آزمون لکه nptIIکاوشگر اختصاصی 

 EcoRIکه با آنزیم  316T1ای لاین  ان های دی نمونه

هضم شده بودند نیز وجود یک باند را نشان داد. با توجه 

نیز یک جایگاه برشی برای  کاررفته به ةبه اینکه در ساز

)در خارج از محل اتصال کاوشگر( وجود  EcoRIآنزیم 

که این گیاهان یک  فتگر  توان نتیجه می ،( شکلدارد )

 اند. دهکرنسخه از تراژن را دریافت 

 

 سازی تراژنحاصل از  T0گیاهان ارزیابی 

ه در این پژوهش، تمامی گرفت های انجام در آزمایش

 PVY PV-1055 ۀهای تیپ وحشی که با جدای بوته

 ،PVYلودگی به آ ۀعلائم مشخص ،زنی شده بودند مایه

شامل روشنی رگبرگ و رگبرگ نواری را نشان دادند و 

. از شدآلودگی آنها توسط آزمون داس الایزا نیز تأیید 

سازی توتون رقم  حاصل از تراژن T0 ۀبوت 22مجموع 

W38 سنجاق ةبا ساز ( سریpHK1که به )  گلخانه

زنی شده  مایه PVY PV-1055 ۀمنتقل شده و با جدای

بودند و در  متعلا بدوندرصد(  03بوته ) 55 بودند،

 آزمون داس الایزا نیز سالم تشخیص داده شدند.

Pourrahim et al. (2006)، لاین  13آزمایش  با

دند کرمشاهده  PVYایرانی  ۀدر برابر سه جدای T0تراژن 

 PVYn-Hزه  ۀلاین در برابر دو جدای 4و  5ترتیب  به که

لاین مقاومی در اما هیچ  ،مقاوم بودند PVYn-Mzو 

بنابراین  .وجود نداشت PVYo-Arمعمولی  ۀبرابر سوی

مصون از آلودگی که در پژوهش  T0نسبت گیاهان 

درصد( در مقایسه با گزارش  03دست آمدند ) حاضر به

Pourrahim et al. (2006)  درصد 30که حداکثر حدود 

به احتمال زیاد به  این نتیجه بسیار بالاتر است که ،بوده

صورت  ی دو نسخه از توالی ویروسی بهکارگیر بهعلت 

صورت خطی(  جای یک نسخه به سری )به سنجاق ةساز

های  اند که سازه های موجود نشان داده بوده است. گزارش

ای محرکی قوی  ای دو رشته ان سری با تشکیل آر سنجاق

 ,Bhaskar & Jiang)ند رو شمار میبهبرای خاموشی ژن 

2010; Waterhouse et al., 1998) .21 ( 13بوته دیگر 

بوده و آزمون داس  PVY ۀدرصد( دارای علائم مشخص

های  د. بوتهکرالایزا نیز وجود آلودگی را در آنها تأیید 

آلوده از نظر زمان بروز علائم، شدت علائم و نتایج داس 

)غیرتراژن( نداشتند. الایزا تفاوتی با گیاهان تیپ وحشی 

دهند که در این بررسی فقط دو نوع  این نتایج نشان می

به این صورت  .واکنش مصونیت و حساسیت مشاهده شد

یا  ،بررسی یا مقاومت نشان دادند تحت T0که گیاهان 

همانند گیاهان تیپ وحشی آلوده شدند. بنابراین حد 

صورت کاهش شدت علائم یا  واسطی مانند تحمل )به

خیر در بروز علائم( که در برخی تحقیقات قبلی تأ

 ;Schubert et al., 2005)گزارش گردیده است 

Kavosipour et al., 2012; Pourrahim et al.,. 2006) 

 مشاهده نشد.

ناقل  سازی توسط از تراژنآمده  دست به ۀبوت 23 همۀ

و پاسخ مثبت  PVYرای علائم ( داpING71-IV2خالی )

گونه تفاوتی با گیاهان  در آزمون داس الایزا بودند و هیچ

تیپ وحشی نشان ندادند. این نتیجه قابل انتظار بود و با 

سازی با ناقل خالی )از جمله  های قبلی از تراژن گزارش

(Kavosipour et al., 2012)چرا ؛( نیز مطابقت داشت 

سازی فقط حاوی ژن  کاررفته در این تراژن به ةکه ساز

بوده  IV2بیوتیک کانامایسین و اینترون  مقاومت به آنتی

 است.

و نیز بذرهای  T0از گیاهان  شده آوری بذرهای جمع

غیرانتخابی دارای  MSتیپ وحشی روی محیط 

های  درصد( و گیاهچه 33زنی مطلوبی بوده )بالای  جوانه

دند. هر دو نوع بذر مذکور روی کرشد خوبی ر حاصل به

زنی  محیط انتخابی حاوی کانامایسین نیز قادر به جوانه

زنی قادر به  اما بذرهای تیپ وحشی پس از جوانه ،بودند

پس از  روز 35( و حدود  شکلریشه نبودند ) ۀتوسع

د از بذرهای درص 24کاشت کاملاً زرد شدند. حدود 

که روی محیط انتخابی  T0از گیاهان  شده آوری جمع

خوبی  توانستند به ،حاوی کانامایسین جوانه زدند

این گیاهان پس از رشد کافی  .ندکنزایی و رشد  ریشه

 های بعدی به گلخانه منتقل شدند. برای آزمایش

در  PVYبه  مقاومت توارثبررسی آزمایش در 

 ةساز سازی با راژنحاصل از ت T1 نسل گیاهان

نُه لاین مذکور که با  از  T1 گیاهان همۀ، سری سنجاق

فاقد هر نوع  ،زنی شده بودند مایه PVY PV-1055 ۀجدای
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د آلودگی در آنها توسط آزمون نبوعلائم ویروسی بودند و 

قاومت م(. بنابراین 5جدول د )شداس الایزا نیز تأیید 

های  از بوتهبا موفقیت  یسر سنجاق ةتوسط ساز شده اعطا

منتقل شده بعد به گیاهان نسل ها  ( این لاینT0والد )

درصد از نتاج هر لاین  24این گیاهان از بین حدود  بود.

 ۀچرا که در مرحل ،آنها انتخاب شده بودند ۀو نه هم

 بیوتیک یک غربال اولیه کشت بذرها، با کمک فشار آنتی

صورت گرفته بود تا بذرهای فاقد تراژن حذف گردند. در 

در هر  PVYنتیجه، درصد بذرهای حاوی ژن مقاومت به 

 درصد خواهد بود. 24ها نیز حدود  یک از این لاین

 

  
بذرهای سری )راست( و  با سازة سنجاق W38سازی توتون رقم  حاصل از تراژن T0شده از گیاهان  آوری . کشت بذرهای جمع2 شکل

 بیوتیک کانامایسین لیتر آنتی  میکروگرم بر میلی 533انتخابی حاوی  MSتیپ وحشی همین رقم )چپ( روی محیط 

 
 نسل در گیاهان PVYبه  مقاومت توارثنتایج بررسی  .5جدول 

T1 سری سنجاق ةساز سازی با از  نهُ لاین حاصل از تراژن 

 فاقد علائمگیاهان  شده زنی مایهگیاهان  لاین

301T1 24 24 

303T1 23 23 

306T1 23 23 

307T1 20 20 

308T1 23 23 
310T1 22 22 

311T1 22 22 

316T1 22 22 

349T1 44 44 

 3 33 تیپ وحشی

 

های  هسویمقاومت در برابر  پایداریآزمایش در 

جدایۀ  32 تیپ وحشی که با گیاهان همۀ، PVYمختلف 

PVY تلف آلودگی به زنی شده بودند، علائم مخ مایه

PVY ( این علائم بسته به 1جدول را نشان دادند .)

مردگی شدید  جدایۀ ویروس از رگبرگ نواری تا بافت

 دمِار )رگبرگ اصلی( متغیر بودند. در گیاهانی که دارای

شدید دمار بودند، تغییر شکل برگ و اختلال در  نکروز

 (.1شکل رشد نیز ایجاد گردید )

)حاصل  316 لاین T1 نسلهای  یک از بوته در هیچ

ویروس  ۀجدای 32( که با سری سنجاق ةسازسازی با  تراژن

PVY 33زنی شده بودند علائمی دیده نشد. همچنین  مایه 

زنی شده  مایه PV-1056 ۀکه با جدای 349T1بوته لاین 

هیچ علائمی نشان ندادند. در آزمون داس الایزا نیز  ،بودند

، RT-PCRدر روش این گیاهان سالم تشخیص داده شدند. 

تیپ  ةهای آلود بازی در نمونه جفت 3243یک باند حدود 

و  316های تراژن  های لاین ولی نمونه ،وحشی مشاهده شد

زنی با  های شاهد منفی )بدون مایه به مانند نمونه 349

 32مقاومت در برابر  ویروس( فاقد این باند بودند. بنابراین

هان تراژن مقاوم به گیا در خصوص بود. پایدار PVY هیجدا

PVY ها  مواردی از عدم مصونیت در مقابل برخی جدایه

 Schubert et al., 2005; Pourrahim et)گزارش شده است 

al., 2006) ، ولی در این تحقیق با وجود استفاده از

س های رایج این ویرو که از سویه PVYهای متنوع  جدایه

 ةدهند چنین موردی دیده نشد. این موضوع نشان ،بودند

 .استسازی  کاررفته برای تراژن به ةکارایی بالای ساز
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 ج   ب            الف  

 W38شدید دِمار )رگبرگ اصلی( در سه بوتۀ تیپ وحشی توتون رقم  نکروز. الف( کاهش رشد و PVY. برخی علائم آلودگی به 1شکل 

اند. ب( نمای نزدیک یک بوتۀ تیپ  سری )ردیف بالا( که بدون علائم شده با سازة سنجاق های تراژن یف پایین( در مقایسه با بوته)رد

 دارای ز شدید دِمار. ج( علائم رگبرگ نواری. W38وحشی توتون رقم 
 

 گیری کلی نتیجه

دست آمدند که به  در این تحقیق گیاهان توتون تراژنی به

PVY طور کامل در   بودند و نسل بعدی آنها نیز به مقاوم
های رایج این  )از انواع سویه PVYهای مختلف  برابر جدایه

ویروس و از کشورهای مختلف( مصونیت داشتند. در 
  133های مختلف این تحقیق در مجموع بیش از  آزمون

سازی با  های مختلف حاصل از تراژن از لاین T1بوته نسل 
زنی  مایه PVYهای مختلف  ا جدایهسری ب سازة سنجاق

های مختلف تأیید گردید.  ها با روش شدند و مصونیت آن
مصون در مقابل  تراژن توتوناین مطالعه اولین گزارش از 

 ایرانی و خارجی است. PVY ین جدایۀچند

هرچند گزارشی از کشت تجاری یک گیاه تراژن مقاوم 
یان دارند ها در این زمینه جر یافت نشد، بررسی PVYبه 

(Bravo-Almonacid et al., 2012)  و همانند بسیاری از
صورت گسترده در جهان کشت  گیاهان تراژن دیگر که به

ی ، ممکن است به زود(Gray et al., 2013)شوند  می
صورت تجاری  نیز به PVYگیاهان توتون تراژن مقاوم به 

برای حل مشکلات  راهکاریبه عنوان کشت شده و 

البته این امر مستلزم طی . ونددر نظر گرفته ش کشاورزان
های مختلف  مراحل متعدد و از جمله بررسی جنبه

های  زیستی است. دربارة گیاه توتون خصوصاً تیپ ایمنی
ی این مزیت وجود دارد که کشاورزان ای و بارل گرمخانه

نمایند و علاوه بر این، به احتمال زیاد  زنی می اقدام به گل
توان مقاومت تراژن به  های اصلاحی موجود می با روش

PVY  یا دیگر بیمارگرها( را در ارقام توتون نر عقیم تلفیق(
های مرتبط با گیاهان  و به این ترتیب یکی از نگرانی کرد

های گرده است تا حدی مرتفع کرد.  که انتشار دانهتراژن را 
های نشانگر انتخابی  هایی برای حذف ژن همچنین روش

کارگیری  بیوتیک( وجود دارند که به )مانند مقاومت به آنتی
 ها در این زمینه کمک کند. تواند به رفع نگرانی آنها می
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