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( PVYN) زميىی وصاد وکريتيک سيب Y َبی يیريض پريتئيه پًششی َبی شن اوتقبل ي بيبن

 (Agria Solanum tubersum varزميىی رقم آگریب ) زميىی در سيب سيب Sي يیريض 
 

Transformation and Experssion of The Coat Protein Genes of Potato virus Y  and 

Potato virus S Iranian Isolates in Solanum tubersum var Agria Lines 
 

 3ٚ ٞبِٝ ٞبؿٕي *2، حؼيٗ ٔؼصٛٔي1دصفِٛياحؼبٖ ا٘صبسی

 
 09/11/91 تبسیخ پزیشؽ:                    25/06/91تبسیخ دسیبفت: 

 

 چکيذٌ
٘ظاد ٘ىشٚتيه  ٘ؼجت ثٝ ٖ آِٛدٌٜيبٞب ،اػتبٖ وشٔبٖؿٟشػتبٖ ثشدػيش  صٔيٙي دس ثشداسی اص ٔضاسع وـت ػيت اص ٕ٘ٛ٘ٝ پغدس ایٗ ثشسػي 

 (DAS-ELISA) الایضا ػب٘ذٚیچ دٚ عشفٝ ػشِٚٛطیىي تٛػظ آصٖٔٛ( PVSصٔيٙي ) ػيت S( ٚ ٚیشٚع PVYNصٔيٙي ) ػيت Yٚیشٚع 

دٚ ایٗ  (CPپشٚتئيٗ پٛؿـي )طٖ  RT-PCR ثب اػتفبدٜ اص ٚاوٙؾ آصٖٔٛ،وُ اص ٌيبٞبٖ  RNAخذاػبصی ؿذ٘ذ. پغ اص اػتخشاج 

ٞبی  یبثي ٚ اعٕيٙبٖ اص ٔغبثمت تٛاِي طٖ ؿذ٘ذ، پغ اص تٛاِي ػبصی ٕٞؼب٘ٝ PTZ57R/Tعٛس خذاٌب٘ٝ دس پلاػٕيذ ٝٚ ث ٚیشٚع تىثيش

PVYN-CP  ٚPVS-CP ثيب٘ي ایٗ دٚ طٖ دس ٘بلُ ، ٞبی ایٗ دٚ ٚیشٚع دس ثب٘ه طٖ ثب تٛاِي pBI121 ٝ٘٘ذ. دٚ ػبصٌٜشدیذػبصی  ٕٞؼب 

ٞبی سیضغذٜ ٔٛسد  ي دیؼهط٘ٔٙتمُ ٚ خٟت تشا GV3850ثٝ دٚ آٌشٚثبوتشیْٛ ٔدضای  pBI-PVYN-CP  ٚpBI-PVS-CP حبصّٝ ؿبُٔ

ٚ  PVYN-CPٞبی  ، خٟت ثشسػي حضٛس ٚ ثيبٖ طٖٞب داس ؿذٖ ٚ ا٘تمبَ ثٝ ٌّذاٖ پغ اص سیـٝ طٖاػتفبدٜ لشاس ٌشفتٙذ. ٌيبٞبٖ تشاس

PVS-CP  تٛػظ( ٚاوٙؾ ص٘ديشٜ پّيٕشاصPCR)  ٖٚٛٔاص د ثشسػي لشاس ٌشفتٙذ. ٘تبیح حبصّٝ ٔٛس الایضا ػشِٚٛطیىي آصPCR  20ثش سٚی 

. ثبؿٙذ دس طْ٘ٛ خٛد ٔي PVYN-CP  ٚ PVS-CPٞبی اِحبلي  لایٗ داسای تشاطٖ 4ٚ  6تشتيت لایٗ ٔمبْٚ ثٝ وب٘بٔبیؼيٗ، ٘ـبٖ داد وٝ ثٝ

صٛست ٕٞضٔبٖ ِٚي ٔدضا صٛست ٝثٞب  ٚ ثيبٖ ایٗ طٖ ا٘ذ ٞبی اِحبلي ٔشثٛط ثٝ ٞش دٚ ٚیشٚع ثٛدٜ ٕٞچٙيٗ دٚ لایٗ ٘يض حبٚی تشاطٖ

  ٌشفت.

 

 صٔيٙي ٞبی ٚیشٚػي، ٌيبٜ ػيت ، ثيٕبسیاسیخت: ٌيبٞبٖ تشَبی کليذی ياشٌ

 

                                                      
 ، وشٔبٖ، دا٘ـىذٜ وـبٚسصی، دا٘ـٍبٜ ؿٟيذ ثبٞٙش وشٔبٖثيٛتىِٙٛٛطی ٌشٜٚاسؿذ دا٘ـدٛی ػبثك وبسؿٙبػي. 1

  ، وشٔبٖ، دا٘ـىذٜ وـبٚسصی، دا٘ـٍبٜ ؿٟيذ ثبٞٙش وشٔبٌٖيبٞپضؿىي ٌشٜٚدا٘ـيبس . 2

 ، تٟشاٖفٙبٚسی صیؼتٟٙذػي ط٘تيه ٚ ّٔي ٔ پظٚٞـٍبٜدا٘ـيبس  .3

                     Email: masoomi@mail.uk.ir: ٘ٛیؼٙذٜ ٔؼَٛٚ*

 



 ... Yَبی َبی پريتئيه پًششی يیريضاوتقبل ي بيبن شن

 58 

 مقذمٍ

ٚ خب٘ٛادٜ  Potyvirusاص خٙغ  (PVY)صٔيٙي ػيت Yٚیشٚع 

Potyviridae تشیٗ ػٛأُ ثيٕبسیضا دس ٌيبٞبٖ  یىي اص ٔخشة

ثشخي ٔٛاسد ٔٛخت  ثبؿذ وٝ دس صٔيٙي ٚ فّفُ ٔي تٛتٖٛ، ػيت

 Shew and) ٌشدد دسصذ ٔحصَٛ ٔي 100تب  80وبٞؾ 

Lucas, 1991; Hooker, 1990).  ٗٚیشٚع داسای پيىشٜ ای

ٚ ػشض  900تب  680عَٛ ثٝ (Flexous)پزیش  ای خٕؾ ٔيّٝ

 ,.King et al) ثبؿذ ٘ب٘ٛٔتش ثب تمبسٖ ٔبسپيچي ٔي 13تب  11

ای ٔثجت  تٝته سؿ RNAاص یه ِٔٛىَٛ  PVYطْ٘ٛ  .(2012

(Positive sense) 1/3×106ٚصٖ  ٘ٛوّئٛتيذ ٚ ثٝ 9703عَٛ ٝث 

 ;Makkouk and Gumpf, 1974) تـىيُ ؿذٜ اػتداِتٖٛ 

Robaglia et al., 1989) یه لبة  تٟٙب. ایٗ ِٔٛىَٛ داسای

ثضسي ثٛدٜ ٚ (Open reading frame-ORF)  ي ثبص٘خٛا٘ذ

 kDa ِىِٛيٛٔ ٚصٖپپتيذ ثٝ  تشخٕٝ آٖ ٔٙدش ثٝ تِٛيذ یه پّي

ٞبی پشٚتئِٛيتيىي  پشٚتئيٗ تحت ثشؽ ٌشدد. ایٗ پّي ٔي 368

تشتيت اص ثبؿذ وٝ ثٝ پشٚتئيٗ ٔي 9لشاس ٌشفتٝ وٝ حبصُ آٖ 

، P1-pro ،HC-pro ،P3پشٚتئيٗ ؿبُٔ  ِىَٛ پّيٛٔ Nا٘تٟبی 

6K1 ،CI ،6K2 ،NIa ،NIb  ٚCP  ثبؿٙذ ٔي (Rajamaki, et 

al., 2005; Robaglia et al., 1989; Riechmann et al., 

ٔشثٛط ثٝ چٙذیٗ  CPتبوٖٙٛ تٛاِي ٘ٛوّئٛتيذی طٖ  .(1992

ٗ ایشاٖ ــٚ ٕٞچٙي بـــشاػش د٘يــــاص ػ PVYخذایٝ 

(Hosseini et al., 2011) ٞبی اعلاػبتي ٘ظيش  تؼييٗ ٚ دس ثب٘ه

EMBL, GenBank ٜا٘ذ. ثجت ٌشدیذ  

ٚ Carlavirus اص خٙغ (PVSصٔيٙي ) ػيت S ٚیشٚع     

ٚ  650عَٛ ای ثٝ سؿتٝپيىشٜ داسای   Felixiviridaeخب٘ٛادٜ 

 33 آٖ پٛؿـي پشٚتئيٗ٘ب٘ٛٔتش اػت. ٚصٖ ِٔٛىِٛي  12 لغش

ای ٔثجت  سؿتٝته RNAثبؿذ. طْ٘ٛ ٚیشٚع اص  ويّٛ داِتٖٛ ٔي

ٚصٖ  ٘ٛوّئٛتيذ ثٝ 7500تـىيُ ؿذٜ اػت وٝ حبٚی 

ثٝ ٛٔي ط٘صیش RNAداِتٖٛ ثٛدٜ ٚ داسای دٚ  39/2×106

 ٚ ´5 ثبؿذ. دس ا٘تٟبی داِتٖٛ ٔي 7/0×106ٚ  1×106ٞبی  ٚصٖ

آد٘يٙي  دْ پّيػبختبسٞبی ولاٞه ٚ  ثٝ تشتيت طْ٘ٛ ٚیشٚع ´3

( ORFخٛا٘ذ٘ي ثبص ) لبِت 6لشاس داسد. ایٗ ٚیشٚع داسای 

( یب Ordinaryداسای دٚ ٘ظاد ٔؼِٕٛي ) PVS ثبؿذ. ٕٞچٙيٗ  ٔي

PVS ( ٘ظاد آٚ٘ذی ٚAndean یب )PVSA ثبؿذ  ٔي(Foster, 

دس ایشاٖ ٘يض ٌضاسؿبتي دس ٔٛسد فشاٚا٘ي آِٛدٌي ایٗ  (.1991

 Salari et al., 2011 Pourrahim ; ) ٚػيّٝ ٔحمميٗٝثٚیشٚع 

et al., 2007 ).اسائٝ ؿذٜ اػت 

ٞبی ٘ٛوّئٛتيذی  اص تٛاِئٙظٛس اٞذاف ٔتفبٚت تبوٖٙٛ ثٝ    

ٔمبْٚ اػتفبدٜ  اطٖٞبی ٌيبٞي دس تٟيٝ ٌيبٞبٖ تش طْ٘ٛ ٚیشٚع

ٞب ثٝ  ٌشدیذٜ اػت. ثش ایٗ اػبع ثش حؼت ٘ٛع طْ٘ٛ، ٔمبٚٔت

آ٘ضیٓ سپّيىبص  ،ـيــپٛؿ پشٚتئيٗ أٚٔت ثب ٔٙـٔمبٞبی  ٘بْ

(Rep-MR)، پشٚتئيٗ حشوتي ٚ (RMR) RNA  ٘بٍٔزاسی

 ,.Powell-Abel et al., 1986 ; Anderson et al) ا٘ذ ؿذٜ

1992; Von Arnim et al., 1993; De; Haan, 1998) 

 پيـجشٞب، ٌيبٞبٖ ؿبُٔ دس طٖ ثيبٖ دس ثشؤٔ ٕٞچٙيٗ ػٛأُ

 اثشات تشاطٖ، DNA ؿذٖٔتيّٝ دٞٙذٜ، خبتٕٝ ٞبی تٛاِي

  ثبؿٙذ. ٔي ثبصداس٘ذٌي ٞٓ تشاطٖ ٚ ثبصؿٙبػي خبیٍبٞي،

، اِٚيٗ ثبس (PDR) ٔٛضٛع ٔمبٚٔت ٔـتك ؿذٜ اص پبتٛطٖ    

اسائٝ ؿذ. اِٚيٗ  1985، دس ػبَ Sanford  ٚJohnstonتٛػظ 

ٔٛفميت ػّٕي دس صٔيٙٝ تِٛيذ ٌيبٜ تٛتٖٛ تشاطٖ ٔمبْٚ، ثب 

ثٝ  (TMV) ا٘تمبَ طٖ پشٚتئيٗ پٛؿـي ٚیشٚع ٔٛصائيه تٛتٖٛ

. ثب تٛخٝ (Powell-Abel et al., 1986)دػت آٔذ ٌٝيبٜ تٛتٖٛ ث

صٔيٙي دس ٌيبٞبٖ ػيت Yثٝ ٔيضاٖ خؼبست ٘بؿي اص ٚیشٚع 

ٚی ایٗ ٌيبٞبٖ ثب اػتفبدٜ اص طٖ ٞش د  صٔيٙي ٚ تٛتٖٛ، ػيت

، تشاطٖ ؿذٜ ٚ ٔيضاٖ PVY (PVY-CP)پشٚتئيٗ پٛؿـي 

ٔٛسد اسصیبثي لشاس  PVYٔمبٚٔت حبصّٝ دس ثشاثش آِٛدٌي ثب 

 ,.Lawson et al., 1990; Kaniewski et al) ٌشفتٝ اػت

1990; Smith et al., 1990; Smith et al., 1995.)  ٖدس ٌيبٞب

وٝ  PVY-CPفٛسْ ؿذٜ ثب طٖ ــتشا٘ؼٙي ٚ تٛتٖٛ ـصٔي ػيت

ٔمبْٚ  PVYعٛس ٘ؼجي یب وبُٔ دس ٔمبثُ آِٛدٌي ثب ٝث

ثشداسی ؿذٜ اص طٖ  سٚ٘ٛؿت RNAوٝ  سغٓ ایٗ ثبؿٙذ، ػّي ٔي

PVY-CP  ٗدس حذ ثبلایي تدٕغ داؿتٝ ِٚي حضٛس پشٚتئي

٘بؿي اص تشخٕٝ تشاطٖ، دس آٟ٘ب لبثُ تـخيص  PVYپٛؿـي 

يبٞبٖ ٔـخص ؿذٜ اػت وٝ ٘جٛدٜ اػت. ٕٞچٙيٗ دس ایٗ ٌ

، ثب ٔيضاٖ تدٕغ پشٚتئيٗ PVYٔيضاٖ ٔمبٚٔت حبصّٝ دس ثشاثش 

 Lawson et) ٔؼتميٓ ٘ذاسد یپٛؿـي ٚیشٚع دس ٌيبٜ ساثغٝ

al., 1990). 

دٞذ دس ٔمبٚٔت ٘بؿي اص  ٚخٛد داسد وٝ ٘ـبٖ ٔي يٌضاسؿبت    

CP  دسPotyvirusesْٚی ٞب(، ِضٚٔبً داساٞب )لایٗ تشیٗ سٌٝ، ٔمب

 ,Stark and Beachy) ثبؿٙذ ٕ٘ي CPثيـتشیٗ ٔمذاس تِٛيذ 

1989; Lawson et al., 1990). 

Smith صٔيٙي سا ثب  ٌيبٞبٖ ػيت 1995 ػبَ ٚ ٕٞىبساٖ دس

وٝ غيشلبثُ تشخٕٝ  PVY-CPي اص طٖ یٞب ٘ؼخٝ

(Untranslatable) د٘ذ ٕ٘ٛٞب ٔـبٞذٜ ٕ٘ٛد٘ذ. آٖ طٖثٛد٘ذ، تشا

 ٝث٘ؼجت ٔت دس ٔمبثُ آِٛدٌي وٝ دس ایٗ ٌيبٞبٖ ٘يض ٔمبٚ

PVY ٝوٝ ثش ایٗ اػبع ٘بٔجشدٌبٖ ثيبٖ ٕ٘ٛد٘ذ آیذ.  ٚخٛد ٔيث

RNA ثشداسی ؿذٜ اص تشاطٖ  سٚ٘ٛؿتPVY-CP ًاحتٕبلا ،

ٚیشٚع  RNAٔىب٘يؼٕي سا اص خٛد ػَّٛ وٝ ٔٛخت تخشیت 

آٔيض ایٗ ٘ٛع ٕ٘بیذ. دس ٔٛسد وبسثشد ٔٛفميت ٌشدد، فؼبَ ٔي ٔي

٘بٔيذٜ  RNA، (RMR) أٔمبٚٔت ثب ٔٙـ ٔمبٚٔت وٝ اصغلاحبً

ٞبی  ٌضاسؽ Potyviridaeٞبی خب٘ٛادٜ ؿٛد، دس ٚیشٚع ٔي
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 Dougherty et al., 1994; Lindbo and) ٔتؼذدی ٚخٛد داسد

Dougherty, 1992a; Smith et al., 1994; Whitty et al., 

1994). 

ٌضاسؿبتي ٘يض ٔجٙي ثش ایدبد ٔمبٚٔت دس ٌيبٜ تٛتٖٛ تشاسیخت 

٘ؼجت ثٝ  PVSٚیشٚع ذٜ تٛػظ طٖ پٛؿؾ پشٚتئيٙي ؿ

 MacKenzie   ٚ Tremaineتٛػظ  PVSٚیشٚع  MEاػتشیٗ 

 .اسائٝ ؿذٜ اػت 1990دس ػبَ 

٘يض  PVSؿٛد وٝ دس ٔٛسد ٌيبٞبٖ تشاطٖ ثب  پيـٟٙبد ٔي    

اؿبسٜ ؿذٜ  PVYاعلاػبتي اسائٝ ؿٛد چٖٛ تب ایٙدب ثيـتش ثٝ  

ٌضاسؿبتي ٘يض ٔجٙي ثش ایدبد ٔمبٚٔت دس ٌيبٜ تٛتٖٛ  اػت.

٘ؼجت  PVSٚیشٚع تشاسیخت ؿذٜ تٛػظ طٖ پٛؿؾ پشٚتئيٙي 

ٔىيٙض ٚ تشٔيٗ  تٛػظ PVSٚیشٚع  MEثٝ اػتشیٗ 

(MacKenzie and Tremaine)  َػتاسائٝ ؿذٜ ا 1990دس ػب.   

صٔيٙي دس صٛست  ٔيضاٖ خؼبست ٚ ثشٚص ػلائٓ دس ػيت   

آِٛدٌي ٕٞضٔبٖ ٌيبٜ تٛػظ دٚ یب چٙذ ٚیشٚع افضایؾ 

دٞذ ٚ ٔٛخت اص ثيٗ سفتٗ ػشیؼتش  ٌيشی سا ٘ـبٖ ٔي چـٓ

وٖٙٛ، ْ ؿذٜ تبؿٛد. دس تحميمبت ا٘دب ٌيبٞبٖ دس ٔضسػٝ ٔي

صٔيٙي تٟٙب تٛػظ تٛاِي یىي اص  ثيـتش ٌيبٞبٖ ػيت

ا٘ذ  ذٜـــتشاسطٖ ؿ Potyvirideaeٛادٜ ــــٞبی خب٘ شٚعـــٚی

(et al., 1995 Missiou et al., 2004; Smith ٖایٗ ٌيبٞب .)

ٞبی ایٗ خب٘ٛادٜ ٔمبٚٔت  ثٝ ثيؾ اص یىي اص ٚیشٚع ٔؼٕٛلاً

 لاصْ ثٝ روش اػت (.et al., 1990 Lawsonدٞٙذ ) ٘ـبٖ ٔي

سیختي یه وٖٙٛ تحميمبت صیبدی دس داخُ وـٛس ثش سٚی تشاتب

طٖ ا٘دبْ ؿذٜ ِٚي دس صٔيٙٝ ا٘تمبَ ٕٞضٔبٖ دٚ طٖ خٟت ایدبد 

ٕٞيٗ دِيُ دس ایٗ ثٝ ٔمبٚٔت تلاؿي صٛست ٍ٘شفتٝ اػت. 

ٞبی آغبصٌشٞب، طٖ وٕه عشاحيتحميك ػؼي ؿذٜ اػت ثٝ

٘ظاد  صٔيٙي ػيت Y ٞبیٚیشٚع (CP)پشٚتئيٗ پٛؿـي 

( PVSصٔيٙي ) ػيت S( ٚ ٚیشٚع PVYN)٘ىشٚتيه 

 ٞبی ثٛتٝٞب ظ ایٗ تشاطٖــػبصی ٌشدیذٜ ٚ تٛػب٘ٝـــٕٞؼ

Agria Solanum tubersum var  ٗتشاسیخت ٌشد٘ذ. ٕٞچٙي

د ٞبی اِحبلي دس ٌيبٞبٖ تشاسیخت ؿذٜ ٔٛس ٚخٛد ٚ ثيبٖ طٖ

 ٌيشد. ثشسػي ٚ تدضیٝ ٚ تحّيُ لشاس ٔي

 

 َبمًاد ي ريش

َبی  زميىی آلًدٌ بٍ يیريضَبی گيبَبن سيب ومًوٍ. 2

PVYN ي PVS 

ٚ  PVYNٞبی  صٔيٙي آِٛدٜ ثٝ ٚیشٚع ٞبی ٌيبٞبٖ ػيت ٕ٘ٛ٘ٝ

PVS  آٚسی ٌشدیذ٘ذ. ( خٕغصاس لاِٝؿٟشػتبٖ ثشدػيش )اص ٔضاسع

 ػشِٚٛطیىي آصٖٔٛ، ٞبی ٔزوٛس ٔٙظٛس ؿٙبػبیي ٚیشٚعثٝ

 Double antibody sandwich) الایضا ػب٘ذٚیچ دٚعشفٝ

ELISA: DAS-ELISA )ٕٝ٘ٛ٘ ؿذٜ ثب  آٚسی ٞبی خٕغ ثش سٚی

ٚ  PVYNای چٙذ ٕٞؼب٘ٝ ٞبی ته ٚػشْ ٘تياػتفبدٜ اص آ

PVS ؿشوت  تٟيٝ ؿذٜ اصAgdi (U.S.A)  ٚ ثش اػبع سٚؽ

ثب تٛخٝ  .ا٘دبْ ؿذ (Clark and Adams, 1977) ضولاسن ٚ آدأ

ثٝ ٔيضاٖ خزة ػصبسٜ ثشي ػبِٓ )وٙتشَ ٔٙفي( ثب اػتفبدٜ اص 

يبٞبٖ آِٛدٜ تؼييٗ ٌشدیذ. آػتب٘ٝ خزة ٌ SD 3 + فشَٔٛ 

ظٛس ٔغبِؼبت تىٕيّي ــٔٙثٝ PVS  ٚPVYNٞبی آِٛدٜ  ٕ٘ٛ٘ٝ

 ٚ Nicotiana debneyiiثش سٚی ٌيبٞبٖ آصٖٔٛ  ثٝ تشتيت

Samsun NN.  N. tabaccum cv. ٌٝشدیذ٘ذ ص٘ي ٔبی. 

 

 PVSي  PVYَبی  يیريض CP َبیسبزی شن َمسبوٍ. 1

َبی لًلـس ي اوتقبل آن بٍ pTZ57R ميذــپلاس در
E. coli DH5α 

 ٞـبی  ثب اػتفبدٜ اص ويتٞبی آِٛدٜ  اص ٕ٘ٛ٘ٝوُ  RNAاػتخشاج 

High Pure Viral Nucleic Acids Kit ؿــشوت  )ػــبخت

Roche   )ٖــب ــٛس إِٓ ــيٙبطٖ( RNX Plusٚ وـ ــك) ػ  عج

ً ٚ ٕٞچٙـيٗ سٚؽ   ػـبص٘ذٜ   ٞبی ؿشوتدػتٛساِؼُٕ  ٚ  ٞٛا٘ـ

ػٕـُ   خٟـت  .(Hung et al., 2000)ٕٞىبساٖ اػتخشاج ٌشدیـذ 

ُ  ثشداسی ٔؼىـٛع   ٘ؼخٝ ٔيىـشٚ   2 ،ٚ ػـبخت دی.اٖ.ای ٔىٕـ

ٜ   آس.اٖ.ای وُ اػـتخشاج ِيتش  ٔيىـشٚ ِيتـش آغـبصٌش     2 ثـٝ ٕٞـشا

 تيـٛة ثٝ  آة دیٛ٘يضٜ اػتشیُٔيىشِٚيتش  8ٚ  (10μM)ٔؼىٛع 

لـشاس دادٜ ؿـذ.    c95دليمٝ دس دٔـبی   1ٚ ثشای ٔذت اضبفٝ 

ــٝ ــبَ آٖث ــّ د٘ج ــشاس دادٜ ثلافبص ــخ ل ــٛة سا سٚی ی  5/4ٚ  ٝ تي

ــبفش اختصبصــي ) ٔيىشٚ ــش ث ــش  x5)   M-MLV  ،2ِيت ٔيىشِٚيت

، (dNTPs, 10μM)ٔخّٛط داوؼي سیجٛ٘ٛوّٛتيذ تشی فؼـفبت  

5/0  ٝ ــخ ــضیٓ ٘ؼ ــش آ٘ ــشداسی ٔيىشِٚيت ــٛع ) ث ( M-MLVٔؼى

(µL/200U)ٚ 5/0   ٜــذ ــضیٓ ثبصداس٘ــ ــش آ٘ــ  RNaseٔيىشِٚيتــ

(µL/10U ٝث )ٖدليمـٝ دس   45ثشای ٔـذت  ٖ ٚ پغ اص آ اضبفٝ آ

فؼبَ وشدٖ آ٘ضیٓ ٚ دس پبیبٖ خٟت غيشٍٟ٘ذاسی  C42دٔبی 

M-MLV  دليمٝ دس دٔبی  3ثشای ٔذتC94 .لشاس دادٜ ؿذ 

٘يبص  ٔٛاد ٔٛسد ٕ٘ٛدٖ اضبفٝ اص پغ PCRخٟت آصٖٔٛ     

 Taq DNAٔيىشِٚيتش cDNA ،5/0ٔيىشِٚيتش  5/2ؿبُٔ 

polymerase 5U/ l ٔيىشِٚيتش اص آغبصٌشٞبی  5/0،  

PVYNF 101  PVYNR 101/ ٚ/ PVSF 201 PVSR 201 ٝث-

( ثب 1)خذَٚ  PVYN ٚPVS ٞبیتشتيت ٔشثٛط ثٝ ٚیشٚع

ٔيىشِٚيتش  MgCl2 50mM  ،5/0ٔيىشِٚيتش 10µM  ،5/0غّظت

dNTP mix 10 mM ،5/2  10ٔيىشِٚيتشx PCR Buffer  ٚ

ٔيىشِٚيتش آة دیٛ٘يضٜ اػتشیُ دس تيٛة ثب یىذیٍش  5/17

 Techneٕٛدٜ ٚ پغ اص آٖ دس دػتٍبٜ تشٔٛػبیىّش ٘ٔخّٛط 

 ( لشاس دادٜ ؿذ٘ذ.Cambridge, UK) TC-132ٔذَ 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=MacKenzie%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2212996
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tremaine%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2212996
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=MacKenzie%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2212996
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 PVYN ٚ PVSٞبی  : آغبصٌشٞبی ٔٛسد اػتفبدٜ خٟت تؼييٗ ٚیشٚع1 خذَٚ

Table 1: PCR primer used for the detection and discrimination of PVYN and PVS. 

 bpا٘ذاصٜ 
Size bp 

 ٔٛلؼيت

Position 
 تٛاِي

Sequance 
 ٘بْ آغبصٌش

Primer Name 
 8524-8565 5 -CGC ATT AGA TGA TGA GTT TGA- 3  PVYNF 101 

872 bp 9376-9395 5 - CGT CCG GAG AGA CAC TAC AT- 3   PVYNR 101 

 8524-8544 5 - GC GGA TCC CGC ATT AGA TGA TGA GTT TGA- 3  PVYNF 102 

888 bp 9376-9395 5 - CG GAG CTC CGT CCG GAG AGA CAC TAC AT- 3  
PVYNR 102 

 7208-7223 5 -AAA ATG GCG CCC AAA C- 3  PVSF 201 

889 bp 8076-8096 5 -TTC ATT GGT TGA TCG CAT TAC- 3  
PVSR 201 

 7208-7223 5 - CC GGA TCC AAA ATG GCG CCC AAA C- 3  PVSF 202 

905 bp 8076-8096 5 - GG GAG CTC TTC ATT GGT TGA TCG CAT TAC- 3  PVSR 202 

     

ٚاػشؿتي اِٚيٝ ثٝ ٔذت  PVYN  ٔشثٛط ثCPٝ خٟت تىثيش 

چشخٝ  30دس عي  PCRا٘دبْ ٚ  Cº94ػٝ دليمٝ دس دٔبی 

ثب٘يٝ دس  30ػبصی ثٝ ٔذت  )ػيىُ( ؿبُٔ ٔشحّٝ ٚاػشؿت

تشتيت دس ثب٘يٝ ثٝ 30ٔذت ، ٚاوٙؾ اتصبَ ثCº94ٝدٔبی 

 PVYNF 101 / PVYNFخٟت خفت آغبصٌشٞبی Cº50دٔبی 

101  ٚCº60 خٟت خفت آغبصٌشٞبی PVYNF 102/ 

PVYNF 102  ػبخت دس ٚCº72 ٝثب٘يٝ ا٘دبْ ٚ دس  60ٔذت ث

تىٕيُ ػبخت سؿتٝ  Cº72دليمٝ دس دٔبی  5٘تٟب ثٝ ٔذت ا

 ثب٘ٛیٝ ا٘دبْ ٌشفت. 

ٞب ٚ  تؼذاد ػيىُ PVSدس ٔٛسد  CPلغؼٝ  ٔٙظٛس تىثيشثٝ    

اتصبَ خٟت  یثبؿذ ٚ تٟٙب دس ٔشحّٝٔيPVYN دٔبٞب ؿجيٝ 

 /PVSF 201/ PVSR 201 ٚ PVSF 202خفت آغبصٌشٞبی 

PVSR 202 ٝتشتيت دس دٔبی ثCº50  ٚCº62 ٝ30ٔذت ث 

، اص طَ PCRثب٘يٝ ا٘دبْ ؿذ ٚ خٟت ا٘دبْ اِىتشٚفٛسص ٔحصَٛ 

ػپغ طَ اػتفبدٜ ٌشدیذ.  1X TBEدسصذ ٚ ثبفش  5/1آٌبسٚص 

 ,Bio-Doc  (Biometraٔذَ Gel documentationدس دػتٍبٜ 

Germany) ٜپغ اص حصَٛ اعٕيٙبٖ اص تىثيش  .ؿذ لشاس داد

اص ، DNAػبصی لغؼبت ٝ ثشای ا٘دبْ ٕٞؼب٘لغؼٝ ٔٛسد ا٘تظبس، 

 InsT/A Cloning Kit (Fermentas, MBI, Germany)ويت 

ػٛیٝ  Escherichia coliٚ ثبوتشی  PTZ57R/Tدس پلاػٕيذ 

DH5 اػتخشاج پلاػٕيذ ٕ٘ٛٞچٙيٗ  .اػتفبدٜ ٌشدیذ 

 High Pure Plasmid Isolation Kitتشويت اص ثبوتشی تٛػظ 

حذالُ دٚ وّٙي ٘ٛتشويت دس ا٘دبْ ٌشفت.  (Roche)وٕپب٘ي 

ٗ ٔٛسد ٞش ٚیشٚع خٟت تؼييٗ تٛاِي ا٘تخبة ٌشدیذ ٚ تؼيي

ػٙغ ٚ ثب اػتفبدٜ اص  تٛاِي دس ٞش دٚ خٟت ػٙغ ٚ آ٘تي

دس  M13آغبصٌشٞبی اختصبصي ٚ یب آغبصٌشٞبی اػتب٘ذاسد 

 ABIٞبی  ثب دػتٍبٜ Di-deoxyٚ ثب سٚؽ  MWGؿشوت 

 ٞبی ثذػت آٔذٜ  ثب اػتفبدٜ اص  اِيا٘دبْ ٌشفت. تٛ اتٛٔبتيه

 

ٞبی ٔٛخٛد دس ثب٘ه طٖ  ثب تٛاِي BLAST(NCBI)ثش٘بٔٝ 

 سدیف ٚ ٔٛسد ثشسػي ٚ ٔمبیؼٝ لشاس ٌشفتٙذ.  ٞٓ

 

-يیريض CPَبی حبيی شن pBI 121. تُيٍ دي سبزٌ 9

 PVSي   PVY  َبی

 PVYNٞبی ٞبی پشٚتئيٗ پٛؿـي ٚیشٚع یبثي طٖ ثؼذ اص تٛاِي

 ٚPVS ٕطٖ خـشٚج   اثتذا خٟت ،يٙبٖ اص صحت آٟ٘بٚ اعCP  اص

ٓ  pTZ57Rپلاػٕيذ  -ثب تٛخٝ ثٝ عشاحي دٚ خبیٍبٜ ثشؿي آ٘ـضی

ــبی  ٞBamHI  ٚSacI ــبی ــشؽ CPطٖ  5 ٚ3دس دٚ ا٘تٟ ، ث

% 1ػپغ ٔحصَٛ ثـش سٚی طَ   .تٛػظ ایٗ دٚ آ٘ضیٓ ا٘دبْ ؿذ

 (Roche)تٛػظ ويت CPلغؼٝ  ٘جبَ آٖدٝٚ ثآٌبسص اِىتشٚفٛسص 

Agarose Gele DNA Extraction  ٔغــبثك دػــتٛس ؿــشوت

دس ٔشحّٝ ثؼـذ طٖ ٌضاسؿـٍش    .ٌشدیذػبصی  اص طَ خبِص ػبص٘ذٜ

GUS  ٘بلــُاص pBI 121  ُبت خــبسج ٚ ػــپغ لغؼــ( 1)ؿــى

خبیٍضیٗ آٖ  PVYN  ٚPVSٔشثٛط ثٝ دٚ ٚیشٚع  CP ٔتفبٚت

دس  PVYس ٔـٛسد ٚیـشٚع   وذٖٚ آغـبص تشخٕـٝ ٘يـض د    .ٌشدیذ٘ذ

 PVSاثتذای طٖ ٚ ثؼذ اص ٘مغٝ اتصبَ پشایٕش ٚ دس ٔٛسد ٚیشٚع 

  دس ٔحُ اتصبَ پشایٕش ٚالغ ٌشدیذٜ اػت.



 31ايل/ تببستبن شمبرِ  ديازدَم/فىآيری زیستی در کشبيرزی/ خلذ 
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    pBI121: ؿٕبی پلاػٕيذ 1ؿىُ

Fig. 1: Schematic diagram of pBI121 plasmid 

 

 

 E. coliاثتـذا ثـٝ دسٖٚ ثـبوتشی     CPحبٚی طٖ  pBI 121 ػبصٜ

ٔشثٛط ثـٝ   pBI 121-CPٞبی  یيذ صحت ػبصٜخٟت تأٚ  ا٘تمبَ

ٞبی ا٘تخـبة ؿـذٜ دس ٔحـيظ     وّٙي PVY  ٚPVSٞبی  ٚیشٚع

LB سؿـذ   طٖٞبی تـشا  حبٚی وب٘بٔبیؼيٗ خٟت ٌضیٙؾ ثبوتشی

  ػـبػت اػـتخشاج پلاػـٕيذ اص ثـبوتشی     16اص  پغ. ٘ذدادٜ ؿذ

، عـَٛ  BamHI  ٚSacIا٘دبْ ٚ ثؼذ اص ثـشؽ تٛػـظ دٚ آ٘ـضیٓ    

ــّٝ   ــبت حبص ــشاس ٌشفت  لغؼ ــي ل ــٛسد ثشسػ ــذٔ ــيٗ ٙ . ٕٞچٙ

ٚ  CP-PVYNٞبی  پلاػٕيذٞبی ٘ٛتشويت اص ٘ظش داؿتٗ تشاطٖ

PVS- CPًای پّيٕـشاص ٔـٛسد    ثٝ سٚؽ ٚاوـٙؾ ص٘ديـشٜ   ، ٔدذدا

 Forwardآغبصٌشٞـبی  تٛػـظ   CP بتلغؼ ثشسػي لشاس ٌشفتٙذ.

 NOSلؼــٕت تشٔيٙـــبتٛس   35S CaMV  ٚReverseپشٚٔــٛتش  

ٝ ٝث bp1300تىثيش ؿذ ٚ یه لغؼٝ   دػت آٔذ. تىثيش ثب ثش٘بٔـ

PCR  ُٔؿــب ٝ ــ ــٝ ث ــذت ٚاػشؿــتي اِٚي ــٝ 3ٔ ــبی دليم  دس دٔ

C94ٚ ،  ــٝ ٚاػشؿــت ؿــبُٔ چشخــٝ 30عــي  ػــبصی ٔشحّ

C94  اتصبَ دس دٔـبی ثب٘يٝ،  30ثشای ٔذتC55 ٔـذت  ٝث ـ

دليمـٝ دس   10دليمٝ ٚ دس ٟ٘بیـت   2ٔذت ٝث C72ثب٘يٝ ٚ  30

C72   .ا٘دبْ ؿذ 

صایـي اص   ثـشای غـذٜ  ، MS وــت اص ٔحـيظ  ،خٟت سؿذ ٌيبٞبٖ

ٞـب اص ٔحـيظ    خٟت تـشاطٖ وـشدٖ سیضغـذٜ   ، MSPوـت ٔحيظ

اص  آٟ٘ـب  خٟت ثـبصصایي  ،ٌيبٞبٖ ط٘يٕٞچٙيٗ پغ اص تشاٚ  تّميح

( ,Murashinge and Skoog 1962اػتفبدٜ ؿـذ )  MLSٔحيظ 

 ـ PVYN-CP  ٚPVS-CP ٞـبی  خٟت ا٘تمبَ طٖ (،2)خذَٚ  ٝ ث

صٔيٙي اص لغؼبت سیضغـذٜ   عٛس خذاٌب٘ٝ ٚ ٕٞضٔبٖ ثٝ ٌيبٜ ػيت

(Micro tuber disk) اػتفبدٜ ؿذ.     

 ،ٞش دٚ ٚیـشٚع  pBI 121-CPٞبی  ػبصٜیيذ صحت پغ اص تأ    

ٔٙتمـُ   GV3850ٞـب ثـٝ دسٖٚ اٌشٚثـبوتشیْٛ ػـٛیٝ      ایٗ ػـبصٜ 

ثــبوتشی، سٚؽ اػــتب٘ذاسد ا٘دٕــبد ٚ رٚة  طٖؿـذ٘ذ. ثــشای تــشا 

(Freeze and Thowing) ٔـٛلاس   ٔيّي  20ثب اػتفبدٜ اص CaCl2 

    ٝ  ,Sambrook and Russel) ؿـذ  ٚ اصت ٔـبیغ ثـٝ وـبس ٌشفتـ

وــت  وب٘دٌٛب٘ت حبصّٝ دس ٔحـيظ  ٞبی تشا٘غ. ػَّٛ(2001

LB  ِيتــش( ٚ ّــئيىشٌٚــشْ دس ٔي 80وب٘بٔبیؼــيٗ )حــبٚی

ِيتـش( وــت ٚ ا٘تخـبة    ٔيىشٌٚـشْ دس ٔيّـي   80سیفبٔپيؼيٗ )

 َ ْ ٞـبی   ؿذ٘ذ. ػـّٛ ٘ٛتشويـت حـبٚی    GV3850  آٌشٚثـبوتشیٛ

 CP-PVYNٞـبی   اص ٘ظش داؿتٗ تشاطٖ pBI 121-CP  پلاػٕيذ

 ٚPVS-CPًای پّيٕـشاص ٔـٛسد    ثٝ سٚؽ ٚاوٙؾ ص٘ديـشٜ  ، ٔدذدا

ای  ٚاوٙؾ ص٘ديـشٜ ثشسػي لشاس ٌشفتٙذ. خضئيبت ٚ ٔشاحُ ا٘دبْ 

پّيٕشاص ٚ ثشسػي ٔحصَٛ آٖ، ٔغبثك ٔشاحُ ؿـش  دادٜ  ؿـذٜ   

 ثبؿذ.   لجّي ٔي

  

 

 ٞبی وـت ٔٛسد ثشسػي دس ایٗ تحميكٔحيظ: تشويت ٚ ٔـخصبت 2 خذَٚ
Table 2: Information and composition of cultural medium used in this study 

 ٘بْ ٔحيظ وـت

Media Name 
 دتشويت ٔٛا

Composition 
 وبسثشد

Application 
 ثبصصایي ٌيبٞبٖ MnSO4 4H2O  ٚZnSO4 7H2Oٕٞشاٜ ثٝ MSٔحيظ وـت  MLSٔحيظ وـت 

 صایي غذٜ BAPٌشْ  ٔيّي CCC  ٚ5ٌشْ  ٔيّي 500ٕٞشاٜ ثٝ MSٔحيظ وـت  MSPٔحيظ وـت 

 ٔحيظ تّميح

Transformation Media 
 ٞب تّميح سیضغذٜ ٌشْ/ِيتش اص ػٛوشٚص ٔيّي 80ٕٞشاٜ ثٝ MSPٔحيظ وـت 
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بٍ گيبٌ  PVS-CPي  PVYN-CP َبی اوتقبل شن. 4

تًليذ  ( ي.Agria Solanum tubersum cv) زميىی سيب

 ریسغذٌ

دسٖٚ  Agriaصٔيٙـي سلـٓ    لغؼٝ ػـبلٝ ػـيت   20دس ایٗ سٚؽ 

ثؼذ اص سؿذ وـبفي   .ؿذ٘ذ دادٜ آٌبسداس وـت MSٔحيظ وـت 

صایـي   غذٜٟب خٟت سیضآ٘ثشٌي، ػبلٝ  12تب  8س ٔشحّٝ د بٌٖيبٞ

ٞبی  غذٜسیضٔٙتمُ ؿذ٘ذ. اص  CCCحبٚی  MSPوـت ثٝ ٔحيظ

 اػتفبدٜ ؿذ. ط٘يخٟت تشا یٔتشػب٘تي 2تب  1ثب لغش 

ــبوتشی     ــبی  ث ٞA. tumefaciens   ٝــٛی ــبٚی GV3850ػ  ح

ــ pBI-PVYN-CP  ٚpBI-PVS-CP ٞــبی ػــبصٜ ــذت ٝ، ث ٔ24 

ثيٛتيـه   وــت حـبٚی آ٘تـي   ِيتـش ٔحـيظ  ٔيّـي  10ػبػت دس 

ٔـذت  وـت دادٜ ؿذ٘ذ. ػپغ ثٝ C28وب٘بٔبیؼيٗ دس دٔبی 

ٖ دٚس  3500تب  3000دليمٝ ثب ػشػت  20 ٛ سٚ  ٌشیـض ٔيـب  ةػـ

اص  ٔؼـبٚی  حدٓ دس سٚیي دٚس سیختٝ ؿذ. سػٛة آٌشٚثبوتشیْٛ

ُ  (Infection medium)ػبصی ٔحيظ آِٛدٜ  MSٔحـيظ   )ؿـبٔ

ــ ــيش٘ي  ح ــٛوشص، اػتٛػ ــبلای ػ ــذ ث  pH; 5/5ٖٛ ٚ ٍبٚی دسص

آٌشٚثـبوتشیْٛ ثـشای    ػٛػپب٘ؼيٖٛ حبٚی .ٌشدیذحُ  ثبؿذ( ٔي

 130ٌشاد ثـب ػـشػت   دسخٝ ػب٘تي 28 دٔبی ػبػت دس 2ٔذت 

 دادٜ حشوـت  6/0تب  5/0حذٚد  ODدٚس دس دليمٝ تب سػيذٖ ثٝ 

 ؿذ.

دادٜ  صٛست دیؼـه ثـشؽ  ٞب ثٜٝ ا٘تمبَ طٖ، سیضغذ ٔٙظٛسثٝ    

ٌشٚثبوتشیْٛ ػٛیٝ آتٛػظ  دس ػٝ ٌشٜٚ آٟ٘ب ٞبی دیؼهٚ  ؿذ٘ذ

GV3850 .ٞبیي ثٛد وٝ ٌشٜٚ اَٚ ؿبُٔ دیؼه تشاسیخت ؿذ٘ذ

تشاسیخـت   pBI-PVYN-CPفمظ تٛػظ آٌشٚثـبوتشیْٛ حـبٚی   

 .ؿذٜ ثٛد٘ذ

-pBIٞب تٛػظ آٌشٚثبوتشیْٛ حـبٚی ػـبصٜ   ٌشٜٚ دْٚ دیؼه    

PVS-CP تشاسیخت ؿذ٘ذ.   

ــ     ــشٜٚ ػـ ــبٚی ٌـ ــبوتشیْٛ حـ ٚ  pBI-PVYN-CPْٛ آٌشٚثـ

ثـٝ ٘ؼـجت   یىؼـبٖ   ODثب   pBI-PVS-CPآٌشٚثبوتشیْٛ حبٚی 

غـذٜ  ٞبی سیضٔؼبٚی ثب ٞٓ ٔخّٛط وشدٜ ٚ دس تشاسیختي دیؼه

ثـش سٚی ٔحـيظ    ٞـب دیؼـه ػـپغ   .ٔٛسد اػتفبدٜ لشاس ٌشفـت 

ٚ ثيٛتيـه   فبلـذ آ٘تـي  ص٘بتيٗ   ml /µl 500 حبٚی MLSوـت 

ــغ اص  ــبتيٗ،  lit /µl 500 بٚیحــ MLSدس ٔحــيظ پ  mg/litص٘

. ذاسی ؿـذ٘ذ ٍٟ٘ ـػفٛتبوؼيٓ  mg/lit 500وب٘بٔبیؼيٗ ٚ  100

   ٝ اص  ،ٔتـش  ػـب٘تي  2تـب   5/1ثـٝ   ٞـب پغ اص سػـيذٖ عـَٛ خٛا٘ـ

 mg/ml)ثيٛتيـه   آ٘تـي حبٚی  MLSٔحيظ  ٚ دس ٞب خذا سیضغذٜ

ثـٝ  ٞـبی   ػبلٝاص پغ اص آٖ ؿذ٘ذ.  ٍٟ٘ذاسی (ػفٛتبوؼيٓ 500

حــبٚی  MSثــٝ ٔحــيظ  ا٘تخــبة ٚٔتــش  ػــب٘تي 5تــب  3 عــَٛ

ٝ  تؼـذادی د٘جـبَ آٖ  ثٝثيٛتيه ٔٙتمُ ؿذ٘ذ.  آ٘تي ٞـبی   اص ػـبل

خٟت ثشسػي ا٘تمبَ ٚ ثيـبٖ طٖ ٔـٛسد اػـتفبدٜ لـشاس      ،داس سیـٝ

   .ٙذٌشفت

 

 بررسی گيبَبن تراشن. 5

َبی لایهدر  PVS-CPي  PVYN-CPَبی بيبن شنبررسی 

 گيبَبن

ٚ  PVYN-CP ٞبی ٚخٛد طٖ ، اص ٘ظشطٖٞبی ٌيبٞبٖ تشا لایٗ

PVS-CP  دس داخُ طْ٘ٛ ٌيبٜ، ثب اػتفبدٜ اص سٚؽPCR  ٔٛسد

 15تب  10دس ػٗ  ثبفت ثشي DNAثشسػي لشاس ٌشفتٙذ. اثتذا 

 ,Plant DNA isolation kit (Rocheويت ثب اػتفبدٜ اص  ثشٌي

Germany) ػتخشاج ثك دػتٛساِؼُٕ ؿشوت ػبص٘ذٜ ابٔغ

ؿجيٝ ٔشاحُ روش ؿذٜ  ػيٙبً PCRٔشاحُ ثؼذی آصٖٔٛ  ٌشدیذ.

 ٞبی اص ٘ظش ثيبٖ طٖ طٌٖيبٞبٖ تشالجّي ا٘دبْ ٌشدیذ. ثشسػي 

PVYN-CP  ٚPVS-CP  تِٛيذ پشٚتئيٗ پٛؿـي ٚPVYN  ٚ

PVS عشفٝ اِيضاػب٘ذٚیچ دٚ ثب اػتفبدٜ اص سٚؽ (DAS-

ELISA)  ٚ ضولاسن ٚ آدأثشاػبع سٚؽ (Clark and 

Adams, 1977) ىؼبٖ ؿذٖ ؿشایظ ٔٙظٛس یٝثٚ  ا٘دبْ ؿذ

ٞبی دْٚ ٚ ػْٛ فٛلب٘ي ٞش یه اص ، اص ثشئٖٛ الایضاآص

ثٝ ٔيضاٖ  ثشٌي 15تب  10دس ػٗ  ٞبی ٌيبٞبٖ تشاسیخت لایٗ

 . ٌشْ ثشداؿتٝ ؿذٔيّي 100

 

 وتبیح  

از گيبَبن  PVSي  PVYN َبی خذاسبزی يیريض. 2

 زميىی آلًدٌ سيب

ٝ  دس صٔيٙـي  ثشداسی اص ٔـضاسع وــت ػـيت    ثؼذ اص ٕ٘ٛ٘ٝ  ٔٙغمـ

ٞـبی آِـٛدٜ ثـٝ آصٔبیــٍبٜ ٔٙتمـُ       ٕ٘ٛ٘ٝ ،اػتبٖ وشٔبٖ صاس لاِٝ

ــٖٛ ؿــذ٘ذ ٚ تٛػــظ ــبٖ  DAS-ELISA آصٔ ــٝ  200اص ٔي ٕ٘ٛ٘

ٛ٘ٝ آِـٛدٜ  ـٕ٘ ـ PVYN  ٚ9ٕ٘ٛ٘ٝ آِٛدٜ ثٝ  18 ،آٚسی ؿذٜ خٕغ

ٌيـبٜ آِـٛدٜ ثـٝ    ٕ٘ٛ٘ـٝ   18ذ٘ذ. اص ثـيٗ  ــؿٙبػبیي ؿ PVSثٝ 

PVYN  ٖثـٝ   ٛ٘ٝ آِٛدٜـــٕ٘ 9ػٝ ٌيبٜ ٚ اص ٔيبPVS 2   ٌٜيـب

ت ـخٟ ـبٖ داد٘ـذ  ـضا ٘ـ ــثيـتشیٗ ٔيضاٖ خـزة سا دس اِي ـ وٝ 

ــٝ ــي ٔبی ــش  ص٘ ــٖٛ ث  ٚ  Nicotiana debneyiiسٚی ٌيبٞــبٖ آصٔ

Samsun NN. tabaccum cv. N. .ا٘تخبة ٌشدیذ٘ذ 

 

سبزی شن  استخراج آر.ان.ای کل، تکثير ي َمسبوٍ. 1

 پريتئيه پًششی

 PVYNRآغبصٌشٞبی  ثب اػتفبدٜ اص PCRاِىتشٚفٛسص ٔحصَٛ 

102/PVYNF 102  ٚPVSR 202/PVSF 202 ٝٔٙدش تشتيت ث

ٞبی  خفت ثبصی ٔشثٛط ثٝ طٖ 905ٚ  888ٞبی ثٝ تـىيُ ثب٘ذ

PVYN-CP  ٚPVS-CP  اص ٘تبیح حبصّٝ  (.2)ؿىُ ٌشدیذ
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ٚ  -PVYN-CP pTZ57اػتخشاج پلاػٕيذٞبی ٘ٛتشويت 

pTZ57-PVS-CP  اص ثبوتشیE. coli ٓٞبی  ٚ ثشؽ تٛػظ آ٘ضی

BamHI  ٚSacI  تىثيش تٛاِي پشٚتئيٗ پٛؿـي تٛػظ پشایٕش ٚ

دٚ وّٛ٘ي ثشای ٞش ٌشدد.  ٔلاحظٝ ٔي 3دس ؿىُ اختصبصي 

ٚ  P621PVYN  ،P622PVYN  ،P610PVSٞبی  ٚیشٚع ثٝ ؿٕبسٜ

P611PVS خٟت ٞب  ا٘تخبة ٚ پلاػٕيذ اػتخشاخي اص ایٗ وّٛ٘ي

 اسػبَ ٌشدیذ٘ذ. MWGیبثي ثٝ ؿشوت  تٛاِي

 

 

 bp 888: لغؼٝ 2ٚ  1تٖٛ ــ%. ػ1( دس طَ آٌبسص RT-PCRای پّيٕشاص) ٞبی ٔشثٛط ثٝ ٚاوٙؾ ص٘ديشٜ : ٘تبیح حبصّٝ اص اِىتشٚفٛسص 2ُٕٝ٘ٛ٘ ؿى

PVYN-CP ٖٛلغؼٝ 4ٚ  3. ػت :bp 905  ٝٔشثٛط ثPVS-CP ٖٛتشتيت لغؼبتٝ: ث6ٚ 5. ػت bp888  وٙتشَ ٔثجتPVYN-CP ٚ  bp 905  َوٙتش

 1Kbp( Lader: ٔبسوش )9. ػتٖٛ RT-PCR: ؿبٞذ ٔٙفي دس 8ٚ  7ثبؿٙذ. ػتٖٛ  ٔي PVS-CPٔثجت 
Fig. 2: On a %1 Agarose gel electrophoresis of RT-PCR products of PVYN-CP and PVS-CP amplification. Lines 1 to 2, amplified 

888 bp products of the coat protein of PVYN. Lines 3 to 4, amplified 905 bp products of the coat protein of PVS. Lines 5 to 6, 

positive control including amplified 888 and 905 bp products of the coat protein of PVYN and PVS, respectively. Lines 7 to 8, 

negative control. Line 9. molecular weight marker contains 1Kbp 

 
 

ٚ  BamHIٞبی  ٚ ثشؽ تٛػظ آ٘ضیٓ E. coliاص ثبوتشی  PVYN-CP pTZ57-  ٚpTZ57-PVS-CP٘تبیح حبصّٝ اص اػتخشاج پلاػٕيذٞبی  :3ؿىُ 

SacI  ٖٛ1: ٔبسوش 1ٚ تىثيش تٛاِي پشٚتئيٗ پٛؿـي تٛػظ پشایٕش اختصبصي. ػتKbp ٖٛاػتخشاج ػبصٜ 2. ػت :PVYN-CP pTZ57-  .اص ثبوتشی

ٔحصَٛ   bp 888: لغؼٝ 4ثيشٖٚ آٔذٜ. ػتٖٛ  bp888 ثشؽ یبفتٝ ٚ لغؼٝ  BamHI  ٚSacIٞبی  وٝ تٛػظ آ٘ضیٓ -PVYN-CP pTZ57: ػبصٜ 3تٖٛ ػ

PCR  تٛاِيPVYN-CP ٖٛاػتخشاج پلاػٕيذ 5. ػت :pTZ57-PVS-CP وـت ا٘تخبثي وٝ صحت آٖ تٛػظ ٞبی ا٘تخبة ؿذٜ دس ٔحيظ اص ثبوتشی

ثيشٖٚ آٔذٜ.  bp905 ثشؽ یبفتٝ ٚ لغؼٝ  BamHI  ٚSacIٞبی  وٝ تٛػظ آ٘ضیٓ -PVS-CP pTZ57بصٜ : ػ6یيذ ؿذ. ػتٖٛ أٚ ثشؽ ت PCRوّٛ٘ي 

 PVS-202تٛػظ پشایٕش  PCRٔحصَٛ  bp 905: لغؼٝ 7ػتٖٛ 
Fig. 3: The result of extraction and digestion of recombinant plasmids pTZ57- PVYN-CP and pTZ57-PVS-CP by two restriction 

enzyme of BamHI and SacI. Line 1, molecular weight marker contains 1Kbp. Line 2, extraction of recombinant plasmids pTZ57- 

PVYN-CP. Line 3, recombinant plasmid of pTZ57- PVYN-CP digested by two restriction enzyme of BamHI and SacI and resulted 

888 bp products. Line 4, amplified PCR product of 888 bp of the coat protein of PVYN. Line 5, extraction of recombinant plasmids 

of  pTZ57-PVS-CP. Line 6, recombinant plasmid of pTZ57-PVS-CP digested by two restriction enzyme of BamHI and SacI and 

resulted 905 bp products. Lines 7, amplified PCR 905 bp products by  PVS-202 primer 
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 وبقلدر  PVS-CPي  PVYN-CPَبی  سبزی شن َمسبوٍ. 9

pBI121  ٌي اوتقبل بٍ گيب 

-PVYN-CP  ٚPVSٞبی  پغ اص اعٕيٙبٖ اص ٔغبثمت تٛاِي طٖ

CP ٞبی ایـٗ دٚ ٚیـشٚع دس   ثب تٛاِي   ٖ ایـٗ دٚ طٖ دس   ،ثب٘ـه ط

ُ  ػبصی ؿذ٘ذ ب٘ٝـٕٞؼ pBI121 ُــ٘بل  غ اص آٖـپ ـ  (.4 )ؿـى

 ـ pBI-PVYN-CP  ٚpBI-PVS-CPذیذ ـػبصٜ خدٚ  ت ـدػ ـٝث

دٚ  ثــٝػــپغ  ٚ E. coli ٞــبی ٔؼــتؼذ ػــَّٛ ٖٚسدٝ ثــٜ آٔــذ

ٝ  ٔٙتمُ GV3850 ػٛیٝ آٌشٚثبوتشیْٛ ٔدضای ٔٙظـٛس  ؿذ٘ذ. ثـ

َ  PVYN-CP  ٚPVS-CP ٞـبی  حضٛس طٖ يذتأی ٞـبی   دس ػـّٛ

ــت   ــبوتشیْٛ ٘ٛتشوي ــبٚی  GV3850آٌشٚث ــبصٜح ــبی ػ ٞ pBI-

PVYN-CP  ٚpBI-PVS-CP ٜای پّيٕــشاص  ، اص ٚاوــٙؾ ص٘ديــش

ٚ یـه   888ٔحصَٛ ٚاوٙؾ یه لغؼٝ  (.5ؿىُ ) اػتفبدٜ ؿذ

 آٌشٚثـبوتشیْٛ حـبٚی   خٟـت تشتيـت  ٝث یخفت ثبص 905لغؼٝ 

دس ٟ٘بیـت   .ثبؿذ ٔي pBI-PVYN-CP ٚ    pBI-PVS-CP ػبصٜ

تشتيـت حـبٚی   ثٝ PVYN-T19 ٚ PVS-T22ؿٕبسٜ  ٞبی وّٛ٘ي

ــبی  طٖ ٞPVYN-CP  ٚPVS-CP  ــت ــبَ طٖ خٟ ــبة ا٘تم ا٘تخ

 ؿذ٘ذ.

 

 

 
 

خٟت خبیٍضیٙي تٛاِي طٖ پشٚتئيٗ  GUSٚ حزف طٖ  BamHI  ٚSacIٞبی  تٛػظ آ٘ضیٓ pBI121٘تبیح حبصُ ثشؽ پلاػٕيذ  :4ؿىُ 

: پلاػٕيذ 3ػتٖٛ  1Kbp: ٔبسوش 2ػتٖٛ ثشؽ یبفتٝ ٚ اص طَ خبسج ٚ تخّيص ؿذ.  pBI121: پلاػٕيذ 1ٞب. ػتٖٛ پٛؿـي ٚیشٚع

pBI121  ٖثشؽ یبفتٝ ؿبُٔ تٛاِي طGUS  ٜ1800ثب ا٘ذاص bp  تٛاِي ٚpBI121  ٜ12000خغي ثب ا٘ذاص bp 
Fig. 4:  The result of recombinant plasmid digestion of pBI121 by two restriction enzyme of BamHI and SacI, removed 

GUS gene and replaced by coat protein gene. Line 1, digested recombinant plasmid pBI121. Line 2, molecular weight 

marker contains 1Kbp. Line 3, digested recombinant plasmid pBI121 including1800 bp of GUS gene 

 

 ـ صٔيٙـي سلـٓ آ   ٞبی ػيت غذٜي، سیضط٘تشاخٟت  صـٛست  ٌٝشیـب ث

ٞبی سیض غـذٜ دس   دیؼهد٘جبَ آٖ ٚ ثٝ دادٜ ؿذ٘ذ دیؼه ثشؽ

، pBI-PVYN-CP ػـبصٜ  حـبٚی اٌشٚثـبوتشیْٛ  ػٝ ٌشٜٚ ؿبُٔ 

ٌــشٜٚ ػــْٛ  ٚ  pBI-PVS-CPآٌشٚثــبوتشیْٛ حــبٚی ػــبصٜ   

 pBI-PVYN-CP  ٚpBI-PVS-CPبٚی ـح ٞبی ْٛــآٌشٚثبوتشی

ٝ  ؿـذ٘ذ.  طٖتـشا  (ثـٝ ٘ؼـجت ٔؼـبٚی   یىؼـبٖ   OD)ثب   دِيـُ  ثـ

اػـتفبدٜ  آٟ٘ـب  ٞبی ثب٘ٛیـٝ ثيــتش اص    ٘ٝخٛا ثٛدٖ طٖحتٕبَ تشاا

ٌيبٞبٖ دس ٔشاحُ پبیب٘ي خٟت ا٘تمـبَ ثـٝ خـبن دسٖٚ     ٌشدیذ.

داس ؿذ٘ذ )ؿىُ  سیـٝ 50mg/mlحبٚی وب٘بٔبیؼيٗ  MSٔحيظ 

ٌشٚٞي اص ٌيبٞبٖ ٘يض خٟت ٍٟ٘ذاسی ٚ ا٘تمبَ ثٝ ٘ؼُ ثؼـذ   (.6

چٙـذ  ٕٞچٙـيٗ   (.7داس ؿـذ٘ذ )ؿـىُ    صایي غذٜ دس ٔحيظ غذٜ

٘يـض تٛػـظ آٌشٚثـبوتشیْٛ    روش ؿـٛد   دیؼه 52 تؼذاددیؼه 

ثيٛتيه اص  ؿذ٘ذ وٝ ثش سٚی ٔحيظ حبٚی آ٘تي طٖفبلذ ػبصٜ تشا

تٛػـظ دٚ   ؿـذٜ  طٖتشا ٞبی ذٜغسیض 120ٔدٕٛع اص  .ثيٗ سفتٙذ

ــبصٜ ــٗ pBI-PVYN-CP  ٚpBI-PVSCP، 52 ػــ  23)   لایــ

سیضغذٜ ٘يض اص  7سیضغذٜ اص ٌشٜٚ دْٚ ٚ  22 سیضغذٜ اص ٌشٜٚ اَٚ،

دػت آٔذ وـٝ اص ایـٗ   ٝوـت ثٌيبٜ دس ٔحيظػْٛ ثٛد٘ذ(  ٌشٜٚ

 ٌيبٜ ثٝ ٌّذاٖ ٔٙتمُ ؿذ٘ذ. 20تؼذاد 
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 PVYN-CP pBI-  ٚpBI-PVS-CPای پّيٕشاص سٚی پلاػٕيذٞبی  : ٘تبیح حبصّٝ اص اِىتشٚفٛسص ٔحصَٛ ٚاوٙؾ ص٘ديش5ٜؿىُ 

. 1Kbp: ٔبسوش 1. ػتٖٛ PVYN-CP ٚPVS-CP بليحيذ لغؼبت أِٙظٛس تبئثٝ ،GV3850ٞبی ٘ٛتشويت آٌشٚثبوتشیْٛ  اػتخشاخي اصوّٙي

 bp 905: لغؼٝ 5ٚ  4. ػتٖٛ PVYN-102ثب پشایٕش اختصبصي  -PVYN-CP pBIپلاػٕيذ  PCRٔحصَٛ  bp 888: لغؼٝ 3ٚ  2ػتٖٛ 

ثب پشایٕش  PVYN: وٙتشَ ٔثجت ثشای پشٚتئيٗ پٛؿـي 6. ػتٖٛ PVS-202ثب پشایٕش اختصبصي  -PVS-CP pBIپلاػٕيذ  PCRٔحصَٛ 

: 9ٚ  8. ػتٖٛ PVS-202ثب پشایٕش اختصبصي  PVS: وٙتشَ ٔثجت ثشای تٛاِي پشٚتئيٗ پٛؿـي 7. ػتٖٛ PVYN-102اختصبصي 

 PVYN  ٚPVSای پّيٕشاص خٟت تىثيش پشٚتئيٗ پٛؿـي  ؿبٞذٞبی ٔٙفي دس ٚاوٙؾ ص٘ديشٜ
Fig. 5: Agarose gel electrophoresis of RT-PCR products of pBI- PVYN-CP and pBI-PVS-CP plasmids which extracted 

from recombinant Agrobacterium colonies for confirmation of PVYN-CP and PVS-CP insertion to them. Line 1, 

molecular weight marker contains 1Kbp. Lines 2 and 3, PCR product of 888 bp by  PVYN-102 specific primer. Lines 4 

and 5, PCR product of 905 bp by  PVS-202 specific primer. Line 6. Positive control of the PCR product of the coat 

protein of PVYN by PVYN-102specific primer. Line 7. Positive control of the PCR product of the coat protein of PVS 

by PVS-202 specific primer. Lines 8 and 9, negative control 
 

  
 MSدس ٔحيظ ٌيبٞبٖ داس وشدٖ  سیـٝ: 6ؿىُ 

Fig. 6: Rooting of plantlets on MS medium 

 

 

 

 غذٜ دس وـت دسٖٚ ؿيـٝ: تِٛيذ سیض7ؿىُ 
Fig. 7: Micro tuber producing in vitro 
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  PVS-CPي  PVYN-CP َبیبررسی يخًد ي بيبن شن .4

 شندر گيبَبن ترا

 طٖ حـبٚی  طٖ،تـشا ٌيـبٜ   6یبفتـٝ ثـٝ ٌّـذاٖ    ٌيبٜ ا٘تمبَ 20اص 

PVYN-CP ٗــ ــبی  )لای ٞL2 ،L3 ،L4 ،L9 ،L10  ٚL12  ٚ )4 

(  L1 ،L3 ،L7  ٚL9ٞـبی  ٗ ـ)لای ـ PVS-CPبٚی طٖ ـيبٜ ح ــٌ

ٞـبی   وٝ اص ایٗ ٌيبٞبٖ دٚ ٌيبٜ )لایٗ ػلاٜٚ ایٗٝدػت آٔذ. ثٝث

L3  ٚ(L9 ئيٗ پٛؿــي ٞـش دٚ ٚیـشٚع ثٛد٘ـذ    حبٚی طٖ پشٚت 

 .  (9ٚ  8 ٞبی)ؿىُ

، دس DAS-ELISAسٚؽ ػـشِٚٛطیىي   ثش اػبع ٘تبیح حبصُ اص

دس  PVYN-CPثيبٖ تشاطٖ  L3 ،L4 ،L9 ،L10  ٚL12ٞبی  لایٗ

ثيـبٖ تـشاطٖ    L1 ،L3 ،L7  ٚL9ٞـبی   ػغح پشٚتئيٗ ٚ دس لایٗ

PVS-CP (3)خذَٚ  دس ػغح پشٚتئيٗ ٔـبٞذٜ ٌشدیذ.   

 

 

-PVYNلایٗ ٌيبٞي تشاسیخت وٝ تٛػظ پشایٕش اختصبصي  20اػتخشاخي اص  DNAای پّيٕشاص  : ٘تبیح حبصُ اص ٚاوٙؾ ص٘ديش8ٜؿىُ 

ثبؿٙذ.  ٔي 12ٚ  10، 9، 4، 3، 2ٞبی تشاسیخت تشتيت ٔشثٛط ثٝ لایٗٝث 12ٚ  10، 9، 4، 3، 2  ٞبی ؿٕبسٜا٘دبْ ؿذٜ اػت. ػتٖٛ 102

 1Kbp: ٔبسوش 21: وٙتشَ ٔٙفي. ػتٖٛ 20تٛاِي طٖ پشٚتئيٗ پٛؿـي(. ػتٖٛ  PCR)ٔحصَٛ  : وٙتشَ ٔثجت19ػتٖٛ 

Fig. 8: Agarose gel electrophoresis of RT-PCR products of extracted DNA from 20 lines by PVYN-102 primer. Lines 2, 3, 4, 9, 10 

and12, Transgenic lines Nomber 2, 3, 4, 9, 10 and12, respectively. Line 19, positive control, Line 20, negative control,  Line 21, 

molecular weight marker contains 1Kbp 
 
 

 
-PVSلایٗ ٌيبٞي تشاسیخت وٝ تٛػظ پشایٕش اختصبصي  20اػتخشاخي اص  DNAای پّيٕشاص  : ٘تبیح حبصُ اص ٚاوٙؾ ص٘ديش9ٜؿىُ 

: وٙتشَ 19ثبؿٙذ. ػتٖٛ  ٔي 9ٚ  7، 3، 1ٞبی تشاسیخت تشتيت ٔشثٛط ثٝ لایٗٝث 9ٚ  7، 3، 1  ٞبی ؿٕبسٜا٘دبْ ؿذٜ اػت. ػتٖٛ 202

 1Kbp: ٔبسوش 21: وٙتشَ ٔٙفي. ػتٖٛ 20تٛاِي طٖ پشٚتئيٗ پٛؿـي(. ػتٖٛ  PCR)ٔحصَٛ  ٔثجت
Fig. 9: Agarose gel electrophoresis of RT-PCR products of extracted DNA from 20 lines by PVS-202 primer. Lines 1, 3, 7 and 9, 

Transgenic lines Nomber 1, 3, 7, and 9, respectively. Line 19, positive control, Line 20, negative control, Line 21, molecular weight 

marker contains 1Kbp 
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 اٞبی( ٔٛسد ثشسػي ثب اػتفبدٜ اص آصٖٔٛ اِيض اسلبْ )لایٗ٘تبیح  :3خذَٚ 
Table 3: The result of ELISA test on different cultivars used in this study 

 سدیف

Number 
 سلٓ )لایٗ(

Line 
 PVY٘تبیح

PVY Results 

 PVS ٘تبیح

PVS Results 
1 L1 0.622 1.059a 

2 L3 1.118 1.018 
3 L4 1.531 0.9 
4 L7 0/536 1.029 
5 L9 0.907 0.979 
6 L10 1.017 0.807 
7 L12 1.496 0.648 
 1.506 2.65 ٔيبٍ٘يٗ وٙتشَ ٔثجت 8

 0.358 0.207 ٔيبٍ٘يٗ وٙتشَ ٔٙفي 9

 1.102 0.095 ٔيبٍ٘يٗ ؿبٞذ 10

a:  ٘ب٘ٛٔتش 405ٔيضاٖ خزة دس 

 

 بحث

ٔغبِؼبت ا٘دبْ ؿذٜ حبوي اص ایدبد ٔمبٚٔت ثيــتش دس ٌيبٞـبٖ   

ٗ   CPصٔيٙي حبُٔ تشاطٖ  ػيت بٖ سا ٘ـ ـ ثب ثيبٖ ثـبلای پـشٚتئي

وـٝ ایـٗ    (. دس حبِيCheng and Yeh, 2000ثبؿذ ) ٔي دٞذ ٔي

سا  CPٔيضاٖ ٔمبٚٔت دس ٌيبٞب٘ي وٝ ٔيضاٖ وٕتشی اص پشٚتئيٗ 

ثبؿذ. استجبط ٔؼتميٓ ثيٗ ٔيضاٖ ثيـبٖ   ٕ٘بیٙذ وٕتش ٔي ثيبٖ ٔي

ثب ٔيضاٖ ٔمبٚٔت ایدبد ؿذٜ دس ٌيبٞبٖ تٛتٖٛ ٘يض  CPپشٚتئيٗ 

 ,Nejidat and Beachyاػت ) یيذ لشاس ٌشفتٝأٔٛسد ثشسػي ٚ ت

1990 .) 

-ٞبی ثيٕبسی ٚیشٚع CPدس ایٗ تحميك ا٘تمبَ ٚ ثيبٖ طٖ     

عٛس خذاٌب٘ٝ ٚ ٕٞضٔبٖ دس ٌيبٞبٖ ٝث PVYN  ٚPVSصای 

طٖ خٟت ایدبد ٔمبٚٔت ٘ؼجت ثٝ تشا Agriaصٔيٙي سلٓ  ػيت

 پشٚتئيٗ پٛؿـي طٖ  .ایٗ دٚ ٚیشٚع ٔٛسد ثشسػي لشاس ٌشفت

 يـجشثيٗ پ pBI121عٛس خذاٌب٘ٝ دس پلاػٕيذ ٝٞش دٚ ٚیشٚع ث

CaMV 35S  تشٔيٙبتٛس ٚNOS  لشاس ٌشفت ٚ تٛػظ

صٔيٙي ٔٙتمُ  ثٝ ٌيبٜ ػيت GV3850 آٌشٚثبوتشیْٛ ػٛیٝ

 CaMV 35S يـجش( ٘يض اص پ1382ؿذ٘ذ، پٛسسحيٓ ٚ ٕٞىبساٖ )

ٚ آٌشٚثبوتشیْٛ اػتفبدٜ ٕ٘ٛد ٚ دس ٟ٘بیت  pBIN19ٚ ٘بلُ 

 دػت آٚسد٘ذ.ٝسا ث ط٘ي ثبلایيتشأيضاٖ 

صٔيٙي تبوٖٙٛ  خٟت ا٘تمبَ ٕٞضٔبٖ دٚ طٖ ثٝ ٌيبٜ ػيت   

ػُٕ آٔذٜ اػت. دس تحميك حبضش ٝ ٞبی ثؼيبس وٕي ث فؼبِيت

ٞبی حبٚی ایٗ دٚ طٖ ثٝ دسٖٚ دٚ آٌشٚثبوتشیْٛ ٔدضا  اثتذا ػبصٜ

ثغٛس  Agriaصٔيٙي سلٓ  ٔٙتمُ ٚ ػپغ ثٝ ٌيبٞبٖ ػيت

طٖ تشاثب غّظت ٔؼبٚی  ٕٞضٔبٖ تٛػظ دٚ آٌشٚثبوتشیْٛ

خٟت ا٘تمبَ  (Chang et al., 2002) ٌشدیذ٘ذ. ایٗ سٚؽ تٛػظ

عٛس ٕٞضٔبٖ ثٝ دسٖٚ ٝ ث β-1,3-glucanase  ٚchitinaseدٚ طٖ 

صٔيٙي ٘يض اػتفبدٜ ٌشدیذ. دس  ػيت Russet Burbankسلٓ 

دػت آٚسدٖ ٝخٟت ث (Daley et al., 1998) سٚؿي دیٍش تٛػظ

ثيٛتيه، دٚ ػبصٜ ٔدضا  ٔمبٚٔت ثٝ آ٘تيطٖ فبلذ طٖ تشاٌيبٞبٖ 

عٛس ٕٞضٔبٖ تٛػظ یه آٌشٚثبوتشیْٛ ثٝ ٌيبٜ ٝاص یىذیٍش سا ث

ٞبی دْٚ ٚ ػْٛ ثش  ٔٙتمُ ٕ٘ٛدٜ ٚ دس ٘ؼُ Xanthiتٛتٖٛ سلٓ 

ثيٛتيه  اػبع تفشق صفبت، ٌيبٞبٖ فبلذ طٖ ٔمبٚٔت ثٝ آ٘تي

دػت آٔذ٘ذ. ٕٞچٙيٗ دس ایٗ تحميك ٔـخص ٌشدیذ وٝ ٝث

تشیٗ ػبُٔ ثٝ دسٖٚ طْ٘ٛ ٌيبٜ ٟٔٓ T-DNAٚسٚد  ا٘تمبَ ٚ

ثبؿذ. دس تحميك  وٙٙذٜ دس ا٘تمبَ یه یب دٚ طٖ ٔئحذٚد

لایٗ داسای  20اص  لایٗ 10حبضش ٔـخص ٌشدیذ وٝ تؼذاد 

ایٗ  ثبؿٙذ. یب ٞش دٚ ٔي ٚ PVS-CP یب PVYN-CPٞبی  تشاطٖ

لایٗ ٞٓ داسای سٚ٘ٛؿتي اص طٖ  10ثذاٖ ٔؼٙي اػت وٝ ایٗ 

ٞب  ٗ پٛؿـي ٞؼتٙذ ٚ ٞٓ پشٚتئيٗ پٛؿـي ایٗ ٚیشٚعپشٚتئي

ٞب ثيبٖ ؿذٜ اػت وٝ  عٛس خذاٌب٘ٝ ٚ ٕٞضٔبٖ دس ایٗ لایٗٝث

ثشداسی ؿذٜ اص سٚی ایٗ سٚ٘ٛؿت RNAایٗ ٔؼئّٝ، حضٛس 

لایٗ  10وٝ دس  وٙذ، دس حبِي ٞب تبیيذ ٔي ٞب سا دس ایٗ لایٗ طٖ

 یب PVYN-CP شثٛط ثٝـٛؿت آس.اٖ.ای ٔـدیٍش ٚخٛد سٚ٘

PVS-CP  ّْٛلبثُ تـخيص ٘جٛد. ٌشچٝ دِيُ ایٗ ٔٛضٛع ٔؼ

ٞب طٖ یب  ٘يؼت، أب ایٗ احتٕبَ ٚخٛد داسد وٝ دس ایٗ لایٗ

ٞبی اِحبلي پغ اص ا٘تمبَ ثٝ ٌيبٜ خبٔٛؽ ؿذٜ ثبؿٙذ.  طٖ

ٞبی اِحبلي اص لجيُ  اٌشچٝ ػٛأُ ٔتؼذدی دس خبٔٛؿي طٖ

 ُ اِحبقٞبی اِحبلي، تغييش ػبختبس وشٚٔبتيٗ ٚ ٔح تؼذاد ٘ؼخٝ

 (.Meyer, 1996ثبؿٙذ ) ثش ٔيؤٔطْ٘ٛ ٚ غيشٜ 

 

 

 

 
 

 .ٔتٗ اٍّ٘يؼي ٔشاخؼٝ ؿٛد 12-10ٞبی خٟت ٔغبِؼٝ ٔٙبثغ ثٝ صفحٝ


