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• چکیده
)ویروس   PNRSV و  آلو(  آبله  )ویروس   PPV پرونوس  جنس  در  ویروسی  بیماری های  مخرب ترین  از 

لکه حلقوی بافت مرده هسته داران( مي باشند که به شدت نابودکننده و باعث کاهش شدید کیفیت میوه ها 

و همچنین ریزش میوه هاي نارس مي شود. این بیماری به عنوان یکي از عوامل مهم محدودکننده تولید هلو 

در کشور مطرح مي باشد. یکي از روش هاي مؤثر براي غلبه بر این مشکل تولید و تامین مواد گیاهي سالم و 

عاري از ویروس به عنوان هسته اولیه ارقام مهم هلو و ایجاد باغ های مادري از این مواد و نهایتاً تامین مواد 

گیاهي سالم مورد نیاز باغ های هلو است. تولید گیاهان عاری از ویروس برای کنترل بیماری های ویروسی، 

وارد کردن ارقام جدید از کشورهای دیگر، مبادله مواد اصلاح شده بین کشورها یا مناطق داخل کشور و حفظ 

ژرم پلاسم گیاهی ضروری است. با دانش امروزی، تکنیک کشت بافت تنها روش موثر برای حذف ویروس 

است. روش مبتنی بر ترموتراپی در شرایط درون شیشه ای از جمله ترکیب ترموتراپی با کشت مریستم برای 

حذف موثر ویروس های مختلف هلو با موفقیت انجام شده است. در این دستورالعمل نسبت به چگونگی 

سالم سازي ارقام هلو از طریق ترموتراپی همراه با کشت مریستم و ایجاد و تکثیر هسته اولیه اقدام مي شود.

RT-PCR ،کلمات کلیدی: ترموتراپی، کشت مریستم، عاری از ویروس سازی، هلو •

• مقدمه
طولانی  مدت  برای  و  می شوند  محصول  عملکرد  در  زیادی  خسارت های  باعث  ویروسی  بیماری های 

محدودیتی برای توسعه پایدار تولید کشاورزی بوده اند )Hadidi et al., 2011; Barba et al., 2015(. به 

عنوان مثال، ویروس آبله آلو )PPV(، یکی از جدی ترین بیماری های ویروسی است که به درختان میوه جنس

Prunus  حمله می کند، که تقریباً در تمام کشورهای تولیدکننده میوه هسته دار، شایع است. کاهش عملکرد 

سالانه ناشی از آلودگی این ویروس به میزان 1/5 میلیون تن برای آلو و 0/6 میلیون تن برای زردآلو، تقریباً 

 .)Scorza et al., 2015( به ارزش 5400 و3600 میلیون یورو برای سال های قبل و اخیر در اروپا بوده است

اروپا  در   PPVکنترل برای  تحقیقاتی  پروژه های  در  یورو  میلیون   33 از  بیش   ،2013 سال  تا  که  به طوری 

سرمایه گذاری شده است )Wang et al., 2018(. تولید گیاهان عاری از ویروس برای کنترل بیماری های 

ویروسی، وارد کردن ارقام جدید از کشورهای دیگر، مبادله مواد اصلاح شده بین کشورها یا مناطق و حفظ 

برای حذف  را  موثرترین روش ها   )in vitro( تکنیک های درون شیشه ای  ژرم پلاسم گیاهی ضروری است. 
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ویروس ارایه می دهد. روش های مبتنی بر ترموتراپی in vitro، از جمله ترکیب ترموتراپی با کشت مریستم، 

شیمی درمانی، ریزپیوندی یا سرما درمانی کشت مریستم، تقریباً برای حذف موثر ویروس های مختلف تمام 

.)Wang et al., 2016( محصولات مهم اقتصادی با موفقیت انجام شده است

• بررسی منابع
بیماری های  میوه در سراسر جهان است.  از مهم ترین درختان  )Prunus persica( یکی  نام علمی  با  هلو 

ویروسی به ویژه ویروس آبله آلو )PPV( و ویروس لکه حلقوی بافت مرده هسته داران )PNRSV( عامل 

اساسی ترین  ویروس ها  هستند.  شلیل  و  هلو  جمله  از  هسته دار  میوه های  اغلب  در  جدی  خسارات  ایجاد 

مشکل در تولید محصولات کشاورزی هستند که از نسلی به نسل دیگر منتقل شده و کیفیت محصول را 

کاهش می دهند. دو ویروس 1PPV و 2PNRSV مهم ترین ویروس های شناخته شده در هلو و از مخرب ترین 

بیماري های درختان میوه هسته دار می باشند که باعث کاهش شدید کیفیت میوه ها و ریزش میوه هاي نارس 

به  ساله  هر  را  هنگفتي  و خسارت  شده  میوه ها  کیفي  و  کمي  کاهش  موجب   PNRSVویروس مي شوند. 

میوه کاري هاي سراسر جهان وارد مي سازد. 

استفاده از ترموتراپی و سیستم کشت بافت، برای عاری سازی و تولید هسته های اولیه به علاوه بکارگیری یک 

روش حساس برای بررسی عاری بودن مواد گیاهی تکثیر شده از ویروس، می تواند منجر به تولید گیاهان 

مادری سالم برای احداث باغ های مادری هلو گردد.

بود  شده  گرفته  بیماری زا  غیر  درختان  از  که  ریزنمونه هایی  گرفت،  انجام   2018 سال  در  که  تحقیقی  در 

 Batakaev( ریزشاخه هاي بهتر و کارآمدتري در مقایسه با کشت هاي حاصل از درختان بیمار ایجاد کردند

 .)et al., 2018

از کشت نوك مریستم در سطح گسترده اي براي تولید گیاهان عاري از ویروس در بسیاري از گونه هاي گیاهي 

استفاده شده است )Ayabe and Sumi, 2001(. با توجه به اینکه درمانی برای بیماري هاي ویروسي وجود 

 Escalettes( ندارد و از آنجایی که منبع گیاهي مقاوم به ویروس در میان رقم هاي هلو نسبتاً محدود است

et al., 1997(، ترموتراپی همراه با کشت نوك مریستم از روش هاي اصلي تولید گیاهان عاري از ویروس 

 .)Walkey, 1980( است
1- Plum pox virus 
2- Puunms necrotic ring spot virus
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ضرغامی و همکاران در سال 1396 به بهینه سازی پروتکل تکثیر نیمه انبوه هلو با هدف تولید پایه های عاری 

از ویروس پرداختند. هدف این پروژه سالم سازی ارقام هلو )آلبرتا، ردتاب، دیکسی رد و حاجی کاظمی( از 

طریق ترموتراپی همراه با کشت ریز نمونه های تک گره و ایجاد و تکثیر هسته اولیه بود. پس از تولید گیاهان 

سالم و تایید سلامت آن ها، نسبت به بهینه سازی پروتکل ریزازدیادی آن ها اقدام شد و در نهایت از هر رقم 

تعدادی گیاه کشت بافتی تولید و در اختیار گذاشته شد.

در طی تحقیقی توسط Dessoky و همکاران در سال 2018 حذف ویروس PPV به روش in vitro در 

درختان هلو با استفاده از کشت مریستم به همراه ترموتراپی انجام گردید )رئوس مریستم در دمای 37 درجه 

  RT-PCR سانتی گراد به مدت 28 روز قرار گرفتند(. در این مطالعه 60 درصد از درختان هنگامی که توسط

و DAS-ELIZA ایندکس شدند، عاری از ویروس بودند.

• مراحل پروتکل تکثیر هلو 
1- ماده گیاهی، روش ضدعفونی و ساخت محیط کشت

ابتدا، قطعات تک گره از شاخه هاي یکساله در فصل رشد در طی سال نمونه برداری شد و ریزنمونه ها  در 

استریل شده و درون  بافت،  از ضدعفونی کننده های عمومی کشت  استفاده  با  یکساله تک گره(  )شاخه های 

محیط استقرار )MS( کشت  می شوند. ضدعفونی ریزنمونه ها به مدت یک دقیقه با الکل 70 درصد، 10 دقیقه 

نانوسیلور 4000 با غلظت 2/5 درصد و به مدت 10 دقیقه با ماده وایتکس 25 درصد انجام گرفته و سپس 

سه مرحله شست وشو، هر بار به مدت 10-5 دقیقه توسط آب مقطر استریل به منظور حذف اثرات وجود 

ضدعفونی کننده ها بر روی نمونه ها انجام می گیرد.

1-1- مواد تشکیل دهنده محیط کشت
با غلظت های  برای مطالعه مراحل استقرار، شاخه زایی، ریشه زایی و تشکیل گیاهچه از محیط 1MS همراه 

و  آهن  کم مصرف،  و  پرمصرف  عناصر  دارای  پایه  محیط  این  شد.  استفاده  رشد  تنظیم کننده های  مختلف 

ویتامین ها می باشد. ویتامین ها شامل تیامین هیدروکلرید، پیرودوکسال هیدروکلرید، نیکوتینیک اسید، بیوتین، 

مایواینوزیتول، کلسیم پنتوتنیت و گلایسین می باشند. ترکیبات معدنی و ویتامین ها ابتدا به صورت محلول های 

مادر تهیه شدند و سپس مورد استفاده قرار می گیرند. تنظیم کننده های رشد مورد استفاده شامل نفتالین استیک اسید 

1- Murashige and Skoog, 1962
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 )BAP( بنزیل آدنین پورین   -6  ،)2ip( ایزوپنتنیل آدنین پورین   -2  ،)IBA( اندول بوتیریک اسید   ،)NAA(

می باشند.

2-1- تهیه محلول عناصر پرمصرف و کم مصرف
عناصر پرمصرف و کم مصرف که برای محیط کشت لازم هستند ابتدا به صورت استوك و در حجم یک لیتر 

تهیه و در ظروف شیشه ای و دمای چهار درجه سانتی گراد نگهداری می شوند. غلظت هر یک از نمک های 

تشکیل دهنده استوك و مقدار مورد نیاز آن ها در محیط کشت در جدول های 1 و 2 نشان داده شده است. قابل 

ذکر است که برای عناصر پرمصرف استوك 10X و برای عناصر کم مصرف استوك 100X تهیه شده است. 

این عمل از برهم کنش احتمالی و تشکیل رسوب جلوگیری می کند.  

از  میلی گرم  مقدار370  که  بدین صورت  می شود.  تهیه   100X استوك  به صورت  نیاز  مورد  آهن  سولفات 

Fe-NaEDTA را در 100 میلی لیتر آب مقطر حل نموده و برای تهیه یک لیتر محیط کشت 10 میلی لیتر از 

آن مورد استفاده قرار می گیرد.

 MS جدول 1- غلظت نمک های تشکیل دهنده عناصر پرمصرف محیط کشت

غلظت مورد نیاز در محیط 
)mg/l( کشت

غلظت مورد نیاز برای 
10x)g/l( استوک

نام ترکیب

165016/5NH4NO3

190019KNO3

4404/4CaCl2.2H2O

3703/7MgSO4.7H2O

1701/7KH2PO4

1701/7NaH2PO4.2H2O
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MS جدول 2- غلظت نمک های تشکیل دهنده عناصر کم مصرف محیط کشت

غلظت مورد نیاز در محیط 
)mg/l( کشت

غلظت مورد نیاز برای 
100x)g/l( استوک

نام ترکیب

0/830/083KI

6/20/62H3BO3

22/32/23MnSO4.4H2O

8/60/86ZnSO4.7H2O

0/250/025Na2MoO4.2H2O

0/0250/0025CuSO4.5H2O

0/0250/0025CoCl2.6H2O

3-1- ویتامین ها  

تیامین هیدروکلرید، پیرودوکسال  ویتامین ها برای تهیه بخش آلی محیط کشت از هر کدام از ویتامین های 

را  کدام  هر  و  کرده  وزن  میلی گرم   10 مقدار  به  پنتوتنیت  کلسیم  و  بیوتین  نیکوتینیک  اسید،  هیدروکلرید، 

جداگانه در 100 میلی لیتر آب مقطر حل نموده و برای تهیه هر لیتر محیط کشت، 10 میلی لیتر از هر کدام 

استفاده شد. جهت تهیه گلایسین 20 میلی گرم از آن را در 100 میلی لیتر آب مقطر حل نموده و برای تهیه هر 

لیتر محیط کشت، 20 میلی لیتر از هر کدام استفاده شد. در مورد مایواینوزیتول، در زمان تهیه محیط کشت به 

ازای هر لیتر محیط، 125 میلی گرم از این ماده مورد استفاده قرار گرفت )جدول 3(.

4-1- هورمون ها
برای تهیه استوك D-2,4، ابتدا 10 میلی گرم از آن را به یک بشر 100 میلی لیتر خشک و تمیز منتقل کرده، 

سپس چند قطره اتانول 96 درصد به آن افزوده تا بلورها کاملًا حل شوند. سپس حجم آن را با آب مقطر به 

 ،NAA 100 میلی لیتر می رسانیم و در دمای چهار درجه سانتی گراد نگهداری می کنیم. به منظور تهیه استوك
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مقدار 10 میلی گرم از آن را در بشر 100 میلی لیتری خشک و تمیز ریخته و توسط چند قطره سود یک نرمال 

حل نموده و سپس با آب مقطر به حجم 100 میلی لیتر می رسانیم. استوك های IBA، 2ip، BAP و ABA هم 

به همین صورت تهیه می گردند و در دمای چهار درجه سانتی گراد نگهداری می شوند.

MS جدول 3- غلظت ترکیبات آلی مورد استفاده در محیط کشت

غلظت مورد نیاز در محیط 
)mg/l( کشت

غلظت مورد نیاز برای 
10x)g/l( استوک

نام ترکیب

1251250Myo-Inositol

110Nicotinic acid

110Pyridoxine hydrochloride

110Thiamine hydrochloride

220Glycine

110Calcium pantothenate

110Biotin

2- ساخت محیط کشت 
هنگام تهیه یک لیتر محیط کشت ابتدا مقداری آب در ظروف خالی ریخته و سپس 100 میلی لیتر از استوك 

عناصر پرمصرف و 10 میلی لیتر از استوك عناصر کم مصرف و 10 میلی لیتر از استوك آهن را به آن می افزائیم. 

منبع کربن آلی در محیط MS ساکارز است. مقدار ساکارز مورد استفاده در محیط کشت، 30 میلی گرم در 

لیتر بوده و در هنگام تهیه محیط کشت به ازای هر لیتر محیط کشت مورد نیاز 30 گرم ساکارز افزوده شده 

و کاملًا حل گردید. بعد از افزودن ترکیبات فوق، مقدار مورد نیاز ساکارز به عنوان منبع کربن، ویتامین ها و 

تنظیم کننده های رشد را اضافه می کنیم. برای جلوگیری از ترشحات فنولی مقدار سه گرم در لیتر هم ذغال 

برای  تنظیم می کنیم.   5/6-5/8 در  را  محیط کشت   pH به حجم می رسانیم. سپس  و  اضافه می کنیم  فعال 
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تنظیم pH از سود یک نرمال یا اسیدکلریدریک یک نرمال استفاده می شود. برای این که محیط های کشت به 

صورت جامد درآیند، برای هر لیتر محیط کشت مقدار هفت گرم در لیتر آگار اضافه می شود. در این حالت 

محیط کشت برای اتوکلاو کردن آماده است. اتوکلاو کردن محیط های کشت که به منظور سترون کردن آن ها 

می باشد، در دمای 120 درجه سانتی گراد و فشار یک کیلوگرم بر سانتی متر مربع به مدت 20 دقیقه صورت 

می گیرد. در این شرایط آگار نیز کاملًا حل می شود و محلولی شفاف به وجود می آید. پس از اتمام اتوکلاو، 

محیط های کشت به فضای لامینار ایرفلو که قبلًا با الکل 70 درصد کاملًا ضدعفونی شده است، انتقال داده 

می شوند. قابل ذکر است به دلیل حساسیت کلسیم پنتوتنیت به دمای بالا، این ماده را بعد از اتوکلاو شدن 

محیط و کمی خنک شدن آن اضافه می کنیم. هنگامی که دمای محیط ها به 40-30 درجه سانتی گراد می رسد 

و قبل از اینکه آگار حل شده سبب جامد شدن محیط ها گردد آن ها در داخل پتری دیش یا شیشه مرباهایی که 

استریل بوده و به فضای لامینار منتقل شده اند به میزان 30-25 میلی لیتر توزیع می گردند. بعد از انتقال محیط ها 

به پتری دیش یا شیشه مربایی در مدت زمان کوتاهی به حالت جامد درمی آیند که در این حالت ریزنمونه های 

گیاهی روی آن کشت شده و اطراف دهانه پتری دیش با پارافیلم مسدود می شود. سپس کشت ها به محیطی 

که حائز شرایط آزمایشگاهی برای رشد بوده، منتقل می شوند.

3- مراحل کلی عاری از ویروس سازی هلو
• جمع آوری نمونه های برگی ارقام از باغ های موردنظر

• ردیابي ویروس ها )تست الایزا(

• استقرار و تکثیر ریزنمونه ها

• ترموتراپی ریزنمونه های تکثیر یافته

• مریستم برداری ریزنمونه های ترموتراپی شده

• تولید شاخه و تکثیر آنها

• RT- PCR شاخه های تکثیر شده

• تکثیر نمونه هایی که تست RT- PCR منفی بوده )عاری از ویروس(
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• ریشه زایی

• سازگاری

• گلخانه

• ارزیابی تولید در شرایط باغ و بررسی خصوصیات کمی و کیفی

1-3- جمع آوری نمونه های برگی

جمع آوری نمونه های برگی، از ارقام یا پایه های مورد نظر به صورت تصادفی از شاخه های سالم و مشکوك 

به آلودگی ویروسی در فصل بهار انجام می شود. نمونه ها درون ظروف یا کیسه های پلاستیکی نفوذ ناپذیر در 

دمای چهار درجه سانتی گراد به مدت کوتاه نگهداری می شوند. جهت نگهداری بلند مدت نمونه ها به فریزر 

80- درجه سانتی گراد منتقل می شوند.

2-3- ردیابی ویروسی با استفاده از تست الیزا
ابتدا حدود 200 میلی گرم برگ از هر نمونه جدا کرده همراه با 4000 میکرولیتر بافر استخراج در هاون های 

چینی اتوکلاو شده کوبیده می شود، سپس در دمای چهار درجه سانتی گراد با دور rpm 10000 به مدت 10 

دقیقه سانتریفیوژ گردیده و فاز رویی محلول را جهت ادامه کار و استفاده در فریزر 20- درجه سانتی گراد 

ذخیره می نماییم. آنتي ژن ویروس )IGG( موردنظر همراه با Coating بافر به مقدار 200 میکرولیتر در داخل 

هر یک از چاهک های پلیت الایزا اضافه گردیده و پس از بسته بندی پلیت الایزا )جهت حفظ رطوبت(، در 

دمای حدود چهار درجه سانتی گراد به مدت یک شب فرصت داده می شود تا پروتئین به مقدار کافي به کف 

چاهک ها متصل شود. در این مرحله تعدادی چاهک به عنوان شاهد خالی نگه داشته می شوند. پس از خروج 

پلیت از یخچال، بافر تخلیه شده و شست وشوی چاهک ها در سه مرحله و هر مرحله به مدت سه دقیقه توسط 

بافر صورت می گیرد، سپس براساس نقشه از پیش طراحی شده )براساس نمونه های مورد بررسی(، در هر 

چاهک 200 میکرولیتر از عصاره استخراج شده از نمونه های گیاهی اضافه می گردد. در چاهک های شاهد نیز 

عصاره گیاه افزوده خواهد شد و در نهایت کیت کنترل مثبت و منفی، برای ویروس های مورد مطالعه اضافه 

می گردند. در پایان این مرحله نیز پلیت مورد استفاده، جهت حفظ رطوبت بسته بندی گردیده و به مدت یک 

شب در دمای چهار درجه سانتی گراد قرار گرفت. در این مرحله محتویات چاهک های پلیت خارج شده از 
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یخچال، تخلیه گردیده و چند مرحله توسط بافر شست وشو آبکشی صورت می گیرد، تا آنتي بادي هاي متصل 

نشده، با عمل شست وشو از محیط حذف شوند. پس از این کار، Conjugate بافر به همراه آنزیم مخصوص 

هر ویروس اضافه شده و پس از بسته بندی پلیت ها جهت حفظ رطوبت، به مدت پنج ساعت در انکوباتور30 

درجه سانتی گراد قرار می گیرند. در آخرین مرحله پس از تخلیه محتویات چاهک ها و شست وشوی پلیت، 

حدود 200 میکرولیتر ترکیب سوبسترای مناسب رنگ گیری به چاهک ها اضافه گردیده و با توجه به نوع 

ویروس مورد مطالعه، به مدت یک تا دو ساعت در تاریکی و دمای اتاق )25 -20 درجه سانتی گراد( پلیت را 

انکوبه می گردانیم. پس از اتمام زمان مذکور، چاهک های پلیت توسط دستگاه Eliza Reader مورد خوانش 

قرار می گیرند و با مقایسه اعداد به دست آمده از نمونه های مورد مطالعه با نمونه های مثبت و منفی، نتیجه 

آلودگی ویروسی در ارقام هلو مورد مطالعه ثبت می گردد )شکل 1(.

شکل 1- تست الیزا جهت اثبات نمونه های آلوده به ویروس PPV در درختان هلو
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3-3- مرحله استقرار و شاخه زایی نمونه ها
در ابتدا قطعات تک گره از شاخه هاي یکساله که در فصل رشد نمونه برداری گردیده اند، پس از ضدعفونی 

 NAA و 0/01 میلی گرم BAP که حاوی یک میلی گرم MS  درون محیط استقرار که شامل محیط کشت

می باشند، قرار می گیرند. نمونه ها به مدت دو ماه در دمای اتاق، شدت نور 5000 لوکس و فتوپریود 14 ساعت 

 MS نگهداری شده تا جوانه ها رشد نمایند. پس از دو ماه نمونه های استقرار یافته جهت شاخه زایی به محیط

حاوی دو میلی گرم BAP و 0/01 میلی گرم NAA منتقل می شوند )شکل 2(.

شکل 2- مرحله شاخه زایی در هلو )رقم آلبرتا(

4-3- ترموتراپی
به دلیل اینکه گیاهچه های هلو محدوده دمایی خاصی را تحمل می کنند، دماهای متفاوتی برای بهینه شدن 

 2/5-3 طول  به  شاخه هایی  گرمادرمانی،  تیمار  شدن  بهینه  از  پس  لذا  می شود،  گذاشته  گرمادرمانی  تیمار 

سانتی متر شامل سه برگ از نمونه های in vitro از ارقام مورد مطالعه، در محیط بهینه ارقام در انکوباتور با )16 

ساعت روشنایی، 8 ساعت تاریکی( با دمای اولیه 24 درجه سانتی گراد قرار می گیرند. در طی یک هفته دما 

روزانه 2 درجه سانتی گراد افزایش می یابد تا به دمای 38 درجه سانتی گراد برسد، بعد از 10 روز که در دمای 

38 درجه سانتی گراد قرار گرفتند، از نمونه ها عمل مریستم برداری انجام می گیرد )شکل 3(. 
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شکل 3- مرحله ترموتراپی گیاهچه های کشت بافتی هلو

5-3- مرحله مریستم برداری
مراحل جداسازی مریستم زیر لوپ و تحت شرایط استریل زیر هود لامینار انجام می گیرد. مریستم برداری 

در اندازه بین 0/2 تا 0/7 میلی متر انجام می شود. محیط کشت مورد استفاده جهت رشد مریستم ها حاوی 

لیتر آگار  بر  BAP و 5/5 گرم  لیتر هورمون  بر  به همراه 0/5 میلی گرم   MS پایه و ویتامین های  نمک های 

جهت جامد کردن محیط کشت می باشد. ظروف مورد استفاده در این مرحله پتری دیش های یک بار مصرف 

و استریل با قطر هشت سانتی متر می باشد. پس از قرار دادن مریستم ها در محیط کشت، درب پتری ها با کمک 

پارافیلم بسته شده و برای رشد در فیتوترون با متوسط دمای 1±24 درجه با 16 ساعت روشنایی و 2000 

لوکس نور مستقر می گردند. بعد از 30 تا 35 روز مریستم های رشد کرده و زنده به محیط کشت جدید )محیط 

بهینه تکثیر(، در شیشه های مربایی منتقل می شوند )شکل 4(.
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شکل 4- مراحل تکامل مریستم های هلو بعد از چهار هفته 

6-3- مرحله تولید شاخه و تکثیر آنها
 BAP حاوی چهار میلی گرم MS مریستم های رشد یافته جهت یک بار تکثیر و شاخه زایی به محیط کشت

و دو میلی گرم IBA منتقل می شوند. در این مرحله شاخه های تکثیر شده از یک مریستم جهت تست های 

ویروسی با کمک RT-PCR انجام می گیرد و در صورت سالم بودن در مراحل بعدی تکثیر انبوه صورت 

می گیرد.
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RT-PCR -3-7 شاخه های تکثیر شده
استخراج RNA با روش CTAB با کمی تغییرات انجام می شود )معصومی و همکاران، 2016(. ابتدا به 100 

میلی گرم نمونه برگی پودر شده، یک میلی لیتر بافر استخراج اضافه شده و بعد از اضافه کردن 30 میکرولیتر 

مرکاپتواتانول، نمونه ها 10 دقیقه در بن ماری 65 درجه سانتی گراد قرار می گیرند. هر پنج دقیقه یک بار اینورت 

شده سپس در دمای چهار درجه سانتی گراد به مدت10 دقیقه با دور 13000 سانتریفیوژ می شوند. پس از 

برداشتن فاز رویی)500 میکرولیتر( هم حجم آن، کلروفوم- ایزوامیل الکل )24:1( اضافه شده و به مدت پنج 

دقیقه با دست به آرامی اینورت گردیده و سانتریفیوژ مثل مرحله قبل انجام می شود. این مرحله دو بار تکرار 

شده و بعد از برداشتن لایه رویی، ایزوپروپانول به میزان 700 میکرولیتر اضافه می گردد و سانتریفیوژ مانند 

مراحل قبل انجام می شود. در مرحله آخر بعد از خالی کردن، سوپرنات الکل 96 درصد سرد اضافه گردیده 

و در دمای چهار درجه سانتی گراد به مدت دو دقیقه با دور 7500 سانتریفیوژ انجام شده و در نهایت پس 

از خالی کردن الکل و خشک شدن نمونه ها، آب DEPCE به میزان 35- 45 میکرولیتر به هر نمونه اضافه 

می شود. پس از حل شدن پلیت ها نمونه ها برای بلند مدت در 80- درجه سانتی گراد نگهداری می گردند. پس 

از نانودراپ نمونه ها، کیفیت RNAهای استخراجی توسط ژل آگارز 1/5 درصد مورد بررسی قرار می گیرد. 

 Waterو Oligo(dT)18 primer های خالص شده ابتدا یک میکرولیتر آنزیمRNA به cDNA برای ساخت

nuclease- free اضافه شده، حجم کلی واکنش باید 12 میکرولیتر باشد. سپس نمونه ها در دمای 65 درجه 

Reaction buffer 5x، یک  میکرولیتر  آخر چهار  مرحله  در  و  گرفته  قرار  دقیقه  پنج  به مدت  سانتی گراد 

RevertAidM-Mul- و یک میکرولیتر Dntp mix دو میکرولیتر ،Ribolock RNase Inhibitor  میکرولیتر

vRT به حجم واکنش قبلی اضافه می گردند. نمونه ها ابتدا در دمای 42 درجه سانتی گراد برای 60 دقیقه و 

سپس در 70 درجه سانتی گراد برای پنج دقیقه قرار می گیرند. در نهایت cDNAهای با کیفیت مطلوب با 

پرایمرهای اختصاصی هر ویروس مورد آزمون قرار می گیرند )شکل 5(. 
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شکل 5- تست RT-PCR جهت اثبات عاری از ویروس گیاهچه های کشت بافتی هلو

8-3- مرحله ریشه زایی
که  صورت  بدین  می گردند،  منتقل  ریشه زایی  محیط  به  تولیدی  ریزشاخه های  نمودن،  ریشه دار  جهت 

گیاهچه هایی که از نظر طول و رشد رویشی قوی تر بودند، به محیط ذکر شده انتقال داده می شوند. محیط 

ریشه زایی شامل محیط MS حاوی 70 میلی گرم آهن و چهار میلی گرم بر لیتر IBA و در شرایط تاریکی به 

مدت یک هفته تا 10 روز بوده و سپس به شرایط روشنایی منتقل می گردند )شکل 6(.

شکل 6- مرحله ریشه زایی در هلو )رقم آلبرتا( 
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in vivo به in vitro 9-3- مرحله سازگاری یا انتقال از شرایط
زمانی که گیاهچه های حاصل به اندازه پنج تا شش سانتی متر رسیدند به منظور سازگاری به شرایط برون 

آزمایشگاهی )in vivo(، از بستر کشت پیت ماس: پرلیت به نسبت 1:1 که قبلا استریل گردیده اند، استفاده 

می شود. جهت جلوگیری از تعرق و رطوبت کافی از کیسه های پلاستیکی و یا لیوان های یکبار مصرف استفاده 

می شود و به مدت سه الی چهار هفته در این شرایط نگهداری می شوند و توصیه می گردد علاوه بر آبیاری از 

10 درصد محیط MS هم استفاده شود )شکل 7(.

شکل 7- مرحله سازگاری گیاهچه های کشت بافتی هلو 

10-3- مرحله انتقال به گلخانه
بعد از سه الی چهار هفته گیاهچه های سازگار شده به گلخانه و کشت آنها در گلدان انجام می گیرد. بستر 

کاشت شامل پیت ماس: پرلیت: خاك باغچه به نسبت 1:1:1 )که در صورت امکان قبلًا استریل شده باشد(، 

است )شکل 8(. 
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شکل 8- مرحله انتقال گیاهچه های کشت بافتی هلو به گلدان )رقم آلبرتا(

• نتیجه گیری
انتقال  یعنی  نهایی  نتیجه گیری  تا  هلو  ویروس سازی  از  عاری  پروتکل  مورد  در  شده  معرفی  دستورالعمل 

گیاهچه های درون گلدان به مزرعه به مدت زمان حداقل 20-24 ماه نیاز دارد و این پروتکل برای کلیه ارقام 

با تغییرات جزئی قابل استفاده می باشد. جهت ریشه زایی ارقام هلو وجود آهن قرمز ضروری می باشد.

• سپاس گزاری
بدین وسیله از پژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزی به دلیل حمایت مالی در قالب پروژه تحقیقاتی با شماره 
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