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   نهال و بذر نژادي  مجله به
1388، سال 4 ، شماره 25-1جلد   

  
 در PVA و PVX ،PVYهاي  هاي اميدبخش سيب زميني در برابر ويروس ارزيابي مقاومت كلون

  گلخانه
Evaluation of Resistance of Potato Promising Clones to PVX, PVY and PVA 

in Greenhouse 
 

  1باديآ حسن حسنو  1احمدوند رحيم
 

  ، موسسه تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بذر، كرجمربي - 1
 

  20/1/1388:         تاريخ پذيرش4/2/1387: تاريخ دريافت
 

  چكيده
 

مجلـه   . در گلخانـه PVA و PVX  ،PVYهـاي     هاي اميدبخش سيب زميني در برابر ويـروس         ارزيابي مقاومت كلون   1388 .آبادي، ح   ، و حسن  .احمدوند، ر 
 .517 - 531 :25-1نهال و بذر  نژادي به

  
 در قالب  PVA و PVX ، PVYهاي  زميني نسبت به ويروس در اين تحقيق مقاومت شانزده كلون اميدبخش سيب

 DAS-ELISAابتدا با استفاده از آزمـون . اي مورد ارزيابي قرار گرفت سه آزمايش جداگانه در شرايط گلخانه
 مورد بررسي قرار گرفتند PVS و PVX ، PVY، PVA  ، PVM ، PLRVهاي  ها نسبت به ويروس هر يك از كلون

هايي كه آلودگي به يك يا چند ويروس داشتند با به كارگيري روش الكتروتراپي عاري از ويروس شدند  و كلون
 را پس از يك ماه در گلخانه كاشته و ها گياهچه.  تكثير شدندMSو به صورت تك گره روي محيط 

هاي هر يك از  چه دو هفته پس از برداشت غده. صل به عنوان ماده آزمايشي استفاده شدندتيوبرهاي حا ميني
ها پس  زني و واكنش آن ها به طور جداگانه مايه ها با عصاره توتون آلوده به هر يك از ويروس ها گياهچه كلون

ر ميزان مقاومت در سطح ها از نظ نتايج نشان داد كه بين كلون.  بررسي شد DAS- ELISAاز يك ماه با آزمون
هاي  مقايسه ميانگين ميزان جذب كلون. دار نبود ها معني دار وجود داشته و اختلاف بين گياهچه اختلاف معني% 1

 نسبت به هر سه ويروس مقاوم و 197015- 13 و 397015-1هاي  آزمايشي در آزمون الايزا نشان داد كه كلون
هاي مورد بررسي نسبت به يك يا دو ويروس  ساير كلون.  بودند نسبت به هر سه ويروس حساس397008- 2كلون 

  . مقاوم و يا حساس بودند
  

 ، مقاومت، آزمايش  PVA و PVX ، PVYهاي  هاي اميدبخش، ويروس زميني، كلون سيب: هاي كليدي  واژه
  .اي گلخانه

  
  
  
  

  ahmadvand2000@yahoo.com: نويسنده مسئول
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  مقدمه

  زمينـــــــــــــي ســـــــــــــيبگيـــــــــــــاه 
)Solanum tuberosum L. ( از گياهــان بــومي

اي آنـد در بوليـوي يـا        ه ـ  نيم كره غربي و از كوه     
. )Khajehpour, 1994( شاء گرفته اسـت ـپرو من
زميني در حـدود دو قـرن پـيش وارد ايـران             سيب

ــاطق مختلــف كــشور    ــون در من شــده و هــم اكن
بر اساس آمارنامه كـشاورزي در      . شود كشت مي 

ن محـصول    سطح زير كشت اي    1383-1384سال
 12/4830 هزار هكتار با توليد      671/189در ايران   

 كيلـوگرم در هكتـار      25763هزار تن  و عملكرد      
  ). Anonymous, 2005(بود 

زميني بـه صـورت غيـــر        كه سيب   به دليل اين  
هـاي ويروسـي از       شود، آلودگي  جنسي تكثير مي  

ــك     ــده و در ي ــل ش ــر منتق ــسل ديگ ــه ن ــسلي ب ن
ي پايين طي چند    محصول بذري با درصد آلودگ    

سال كشت متوالي درصد آلودگي افزايش يافتـه        
يابد كـه بـه ايـن        و عملكرد آن شديداً كاهش مي     

حالـــت اضـــمحلال يـــا دژنراسيــــــــــون بـــذر  
)Degeneration Seed (شود  گفته مي .  

 نـوع بيمـاري ويروسـي از        25تاكنون بيش از    
هــا  ي از آنبرخــ كــهزمينــي گــزارش شــده  سـيب 

هر منطقه تعدادي از      در وي داشته   اهميت اقتصاد 
ــالايي   آن ــسارت بـ ــا خـ ــصول  هـ ــن محـ ــه ايـ   بـ

هــاي  خــسارت ناشــي از بيمــاري. كننــد وارد مــي
ــروس، رق   ــوع ويـ ــه نـ ــسته بـ ــي بـ ـــويروسـ   م ـــ

 90 تـــا 10زمينـــي و شـــرايط محيطـــي از  ســـيب
ـــدرص ــت ـــــــ ــده اســـــ ــزارش شـــــ    د گـــــ

)de Bokx and Van der Want, 1987 .(  

   ســــــــــيب زمينــــــــــيXويــــــــــروس 
 Potato virus X (PVX)هاي   از گروه ويروس

 داراي PVX .اســت پيكــره يــك  بــااي رشــته
  تــــرين  گــــسترش جهــــاني بــــوده و شــــايع   

ــيب  ــروس س ــي  وي ــتزمين ــسارت  .اس ــزان خ    مي
 تـا   10زمينـي از      رقـم سـيب     و آن بسته به نژاد آن    

 درصـــد گـــزارش شـــده اســـت    50بـــيش از 
)Beemster and de Bokx,  1987 .(  

 از طريـق    ومكـانيكي   اين ويروس به صورت     
   .يابد انتقال مي  آلوده ارقام حساسيها غده

 ،براســـاس خـــصوصيات مختلـــف ويـــروس
. نژادهاي متفاوتي براي آن گـزارش شـده اسـت         

روابـط سـرولوژيكي يعنـي واكـنش بـه          بر اساس   
هـاي   يا آنتـي بـادي    و  كلونال  پلي  هاي   آنتي بادي 

، PVXc ،PVXA  گروه شـامل  چهار ،وكلونالنمو
PVXO   و PVXHB  دماي غير فعال شدنمبناي بر  

)Termal inactivation point ( ســه گــروه و
  زمينــــي براســــاس واكــــنش ارقــــام ســــيب   

S. tuberosum ــا ــده جهــاي عامــل اي  ژنب ادكنن
هـاي   و آلـل  ) Nb و   Nx( واكنش فوق حـساسيت   

ــه ــز ) nxNb ،NxNb ،Nxnb ،nxnb( مربوطـ نيـ
شخيص داده  ت ـ X1 و   X4  ،X3  ،X2 روهگ ـچهار  

 PVX 3نـژاد  ). Cockerham, 1958( شده است
 بـه  HBنـژاد   .اسـت ترين نژاد ايـن ويـروس       شايع
 گياه غلبه كرده و بـه راحتـي         Nx و   Nb ژن هردو

يابـد و در گيـاه محـك گـل           در گياه تكثيـر مـي     
ــه ــي   تكمـ ــاد نمـ ــعي ايجـ ــه موضـ ــد اي لكـ   كنـ

)Moriera et al., 1980(.  
در ايران اين ويـروس از اكثـر منـاطق كـشور            
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 ايـن   3و1و اخيراً گروهـاي نـژادي       گزارش شده   
هاي خراسان و اردبيـل گـزارش    ويروس از استان 

  .)Foroutani et al., 2004(شده است 
ــروس  ــيبYويــــــــ ــي  ســــــــ   زمينــــــــ

(PVY) Potatovirus Y گونـــه تيـــپ جـــنس 
Potyvirusـــ از خ . اســت Potyviridaeانواده ـــ

ــته    ــورت رشـ ــه صـ ــروس بـ ــن ويـ ــود ايـ    هاي بـ
ــم ــاري و از مهــ ــرين بيمــ ــاي و تــ ــي هــ   يروســ

  .ردزمينــي اســت كــه گــسترش جهــاني دا  ســيب
   ميـــزان خـــسارت آن بـــسته بـــه نـــژاد ويـــروس 

   درصــــد 70-15هــــاي اوليــــه   در آلــــودگي
    درصـــد80هـــاي ثانويـــه تـــا    و در آلـــودگي

ــزارش ــده اســـــــــــــت گـــــــــــ    شـــــــــــ
)de Bokx and Van der Wantt, 1987؛  

Buchen-Osmond, 19871(. PVY بــه وســيله 
 گونه شته بـه     25داقل  زني عصاره، پيوند و ح     مايه

  شــته ســبز هلــو .شــود صــورت ناپايــا منتقــل مــي
)(Myzus persicaeاســتتــرين ناقــل آن   مهــم  
) Delago and Grogan, 19702.(  تـرين   مهـم

ــروه ــا گــــ ــژاديهــــ ــامل  ي نــــ ــژادشــــ   نــــ
 O)Potato virus Yo) (ــژاد معمــولي ــژاد، )ن   ن
C) ــه ــژاد رگ ــژاد ، )اي ن ــرگ (N ن نكــروز رگب

  . تند هسNTNنژاد  و )توتون
 در كـشور    PVYدر زمينه پـراكنش ويـروس       
اما فراوانـي ايـن     . اطلاعات محدودي وجود دارد   

ويروس در اصفهان، همدان، آذربايجـان شـرقي،       
 و 38، 15، 32، 57اردبيـل و خراســان بــه ترتيــب  

ــده اســـــــت 52 ــرآورد شـــــ    درصـــــــد بـــــ

)Pourrahim, unpublished report, 2006  .(  
ــروس  ــيبAويــــــــ ــي  ســــــــ   زمينــــــــ

Potato virus A(PVA)   نيز متعلـق بـه خـانواده  
Potyviridae ي ا هــ ـ رشت  پيكـره   كه داراي  است 

ــال .اســت  ــآن  انتق ــته ب ــا ش ــا و  ه ب صــورت ناپاي
ــروس . اســتمكــانيكي  ــن وي ــاطق ازاي ــر من  اكث

 كـه   گـزارش شـده  زمينـي  كشت محصول سـيب 
 كــاهش دهــد% 40ممكــن اســت عملكــرد را تــا 

)Bartels, 1971( .PVAوسـيله هفـت گونـه    ه  ب
ناپايـا،   به صورت شته سبز هلو  همــــــلشته از ج

به وسيله پيوند زدن و مايه زني با عـصاره گيـاهي       
  . قابل انتقال است

زميني نـسبت   سه نوع مقاومت طبيعي در سيب 
ها وجود دارد كه شامل مقاومـت        ويروس به پوتي 

، فـوق  )Extreme Resistance :ER(بسيار بـالا  
 )Hypersensitive Resistance :HR( حـساسيت 

ــه انتقــال ويــروس  ــسبت ب   هــا اســت و مقاومــت ن
)Ross, 1986 ؛Cockerham, 1970؛  

Valkonen, 1994 ؛Jones, 1990؛  
Valkonen, 1997 .( ــت ــه  ERمقاوم ــسبت ب  ن

PVA   و PVY    هاي     به ترتيب توسط ژنRa   و Ry 

  نــسبت بــه HRمقاومــت نــوع . شــود كنتــرل مــي
كنتـرل  هـاي غالـب       ها به وسـيله ژن     ويروس پوتي
ــي ــژادي   مــ ــصاصي نــ ــت اختــ ــود و حالــ    شــ

)Strain specific (   داشته و به صـورت واكـنش
ــشاهده     ــوده م ــام آل ــعي در ارق ــك موض نكروتي

ــه  . شــود مــي ــسبت ب ــوق حــساسيت ن مقاومــت ف
 به ترتيـب بـه وسـيله        PVY و   PVAهاي    ويروس

1,2: www.http://biology.anu.edu.au. 
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ــاي  ژن ــي Nc و Naهــ ــرل مــ ــوند  كنتــ  شــ
)Cockerham, 1970   .(  

 بـه صـورت فـوق       PVXمقاومت به ويـروس     
   تني، مـــــصو) Hypersensitive( حـــــساسيت 

)Immune (  ــسبي ــت نـــــــــــ   و مقاومـــــــــــ
)Relative Resistance ( مــشاهده شــده اســت 
)(Bonierbale et al., 2005.  

زمينــي مقاومــت نــوع   در ســيب RXلوكــوس 
ER را نسبت به ويروس PVX كند  كنترل مي .  

زميني نـسبت     حساسيت در سيب   واكنش فوق 
 Nxهاي     توسط ژن  PVXهاي    به برخي از استرين   

  ). Cockerham, 1970(شود   كنترل ميNbو 
هاي اصلاحي ارزيابي مقاومت      در اكثر برنامه  

ها پس از نسل سـوم غيـر         ها نسبت به بيماري     غده
زنـي   هاي پس از آن توسـط مايـه     جنسي و يا نسل   

كــه شــانس  يــن و يــا اشــود مــي انجــاممــصنوعي 
يط طبيعي تا جايي كه امكـان       اآلودگي را در شر   

). Plaisted et al., 1984( برنــد دارد بــالا مــي
) Mass inoculation( اي زنـي تـوده   روش مايـه 

 و  PVXهـاي مقـاوم بـه        براي غربال كردن كلون   
PVY  ــرده ــار بـــــــ ــه كـــــــ ــدبـــــــ     شـــــــ

)Timian et al., 1955 a, b .(   در يـك مطالعـه
ــم 55واكــنش  ــالرق ــاي   طــي س  1980-1988ه

، PVY ،PVX ،PLRV هــاي نــسبت بــه ويــروس
PVA ،PVM و PVS  در مزرعـــــه و گلخانـــــه

، Pilica  ،Bzura ارقـام بررسي و مشاهده شد كه      
Bobr  ،Brda   و San      مقاومت بالايي نسبت به هر

داشــتند، در  PVA و PVY ،PVX ســه ويــروس
 مقاومــت بــالايي تنهــا بــه Dryf  رقــمكــه حــالي

PVX داشــت و Stobrawa مقاومــت بــالايي بــه 
PVYــشان داد ــام.  ن  Perkos و Lotos ،Irga ارق

ــه    ــت را ب ــشترين مقاوم ــد PLRVبي ــشان دادن    ن
 )Chrzanowska and Zagorska, 1988.( 

ــاران  Singh et al., 1994) ( ســينگ و همك
 گونه  69زميني متعلق به       سيب كلون 258واكنش  

Solanum      را نسبت به ويروس PVY   در گلخانه
ــ ـــونه  بررســ ــه گـــ ــد كــ ــشاهده كردنــ   ي و مــ

 S. stoloniferum  كلــونو PI161171  نــسبت
 ,.Corsini et al)1994 ( . ايمن بودندPVYNبه 
ــه   پلاســم ســيب ژرم ــالا ب ــا مقاومــت ب زمينــي را ب

 PVX  ،PVY صورت مقاومت تركيبي نسبت بـه     
هــا را جهــت بــه  شناســايي كــرده و آن PLRVو 

ت بـالا   هـاي والـد بـا مقاوم ـ       دست آوردن كلـون   
ــد  ــراس دادن ــه .ك ــا ماي ــزان    ب ــه مي ــي در مزرع زن

هـاي آلـوده      مقاومت را بـا توجـه بـه تعـداد غـده           
  .تعيين كردند

ــوز گزارشــي در   ــران هن ــورددر اي ــابي م  ارزي
هـاي فـوق     زميني نسبت به ويـروس      مقاومت سيب 
   .وجود ندارد

ياد هاي    با توجه به اهميت ويروس    اين تحقيق   
 بررسـي واكـنش      در ايران و همچنـين لـزوم       شده
  .هاي اميدبخش در دست معرفي انجام شد كلون
  

  ها مواد و روش

هـاي اميـد     عاري سازي از ويروس و تكثير كلون      

  زميني بخش سيب

هــاي مــورد بررسـي كــه داراي صــفات   كلـون 
زراعي مطلوب بـر اسـاس نتـايج تحقيقـات اوليـه            
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  .اند نتخاب شدها
 بـه منظـور تكثيـر       1382در فصل زراعي سـال      

ــه  ــوناولي ــتفاده در   كل ــورد اس ــدبخش م ــاي امي ه
ها در مزرعه كاشته شـدند و پـس از            آزمايش، آن 
ها، توسط اسيد جيبرليك بـا غلظـت          برداشت غده 

mgl-120ــه ــدند جوانــ ــتفاده از  . دار شــ ــا اســ بــ
هـاي خريـداري شـده از شــــــــركت           بادي  آنتي

Biorebaــزا    ســـــــوئيس در آزمـــــــون الايـــــ
 (DAS- ELISA)هـا   ون آلودگي هر يك از كل ـ

ــروس   ــه وي ــسبت ب ــاي  ن ، PVY ،PVX ،PVAه
PVM  ،PLRV   و PVS  هـايي    كلـون .  بررسي شد

ــروس  ــه وي ــسبت ب ــودگي   كــه ن ــذكور آل هــاي م
ــادي    ــز ازدي ــر از طريــق ري نداشــتند، جهــت تكثي

هاي آلوده به ويروس نيـز بـا          كلون. انتخاب شدند 
به . استفاده از الكتروتراپي عاري از ويروس شدند      

هــا بــه صــورت تــك گــره  منظــور تكثيــر، كلــون
)Single node (روي محــــيط كــــشت پايــــه  

MS               كشت شـده و پـس از رشـد كـافي در اتـاق 
رشد، به گلخانـه منتقـل و پـس از حـدود دو مـاه               
ــد  ــدي  برداشـــــــت شـــــ ــده توليـــــ   ريزغـــــ

)Pajoohandeh, 2000  .(  
هـاي    هاي آلوده به ويروس     براي شناسايي بوته  

ن مورد بررسي در تمامي مراحل آزمايش از آزمو
به منظور تفـسير نتـايج آزمـون        . الايزا استفاده شد  

در طول (، ميانگين جذب) DAS- ELISA(الايزا 
ــانومتر405مــوج  شــاهدهاي منفــي را محاســبه )  ن

كرده و سه برابر آن به عنوان حد آلودگي در نظر   
 . گرفته شد

 چاهـك   يميزان جذب نور  هايي كه     گياهچه

آلـوده  ان بـه عنـو   بود بالاتر از حد آلودگي      ها  آن
  .ندتلقي شد

  PVA و PVX ،PVYهاي  تهيه زادمايه ويروس

ــده    ــروس، از غ ــه وي ــه زادماي ــراي تهي ــاي  ب ه
زميني برداشت شده از مزرعه كـرج و سـاير            سيب

ــه همــدان،    ــن محــصول از جمل ــاطق كــشت اي من
ـــده از     ــدادي غــــ ــل تع ــشهد و اردبي ــان، م زنج

هاي مشكوك به آلودگي را انتخاب كرده و          بوته
دار كردن با اسيد جيبرليك نسبت بـه           جوانه ضمن

 DAS-ELISAهـاي فـوق بـا اسـتفاده از            ويروس
ــه   ــصل كاشــت بوت ــدند و در ف ــايش ش ــاي  آزم ه

 PVA و   PVX  ،PVYهـاي     مشكوك به ويـروس   
هايي   غده. انتخاب و با آزمون الايزا بررسي شدند      

هـاي فـوق آلـودگي        كه تنها بـه يكـي از ويـروس        
. ه كاشـــته شـــدندداشـــتند انتخـــاب و در گلخانـــ

هاي آلوده نيـز از طريـق كـشت بافـت تكثيـر             بوته
هـاي    پس از رشـــد كافي هر يك از بوتـه        . شدند

 بــا PVA و PVX،PVYهــاي  آلــوده بــه ويــروس
 بــه =4/7pHبــا  ) PBS(اســتفاده از بــافر فــسفات 

 از بــرگ هــر يــك از 1:1وزنــي/ نــسبت حجمــي
گيـــري و بـــا اســـتفاده از پـــودر   هـــا عـــصاره آن

دوم به ترتيـب روي گياهـان محـك گـل        كربوران
و عروسك  ) Gompherena globosa(اي  تكمه
ــشت ــرده پ ــون )  Physalis floridana( پ و توت

)Nicotiana tabaccum c.v. samsun ( بــه
 .زني شدند صورت مكانيكي مايه

هاي با علايم تيپيـك آلـودگي بـراي هـر             بوته
گيري با  ها انتخاب و ضمن عصاره  يك از ويروس  

ــت ــسفات  اس ـــر ف ــا PBS فاده از بافـــ  =4/7pHب
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. زنـي شـدند   جهت تكثير روي گيـــاه توتون مايه
حدود سه هفته بعد كه علائـم توسـعه يافـت، هـر             

هاي توتون بـا اسـتفاده از آزمـون           يك از گياهچه  
DAS-ELISAهــاي مــذكور   نــسبت بــه ويــروس

. ها بـه اثبـات رسـيد        آزمايش شدند و آلودگي آن    
ــه MS آلــوده در محــيط هــاي گياهچــه توتــون   ب

گره كشت بافت شده و جهت انجام         صورت تك 
  . مراحل ارزيابي نگهداري شدند

  
 و  PVX  ،PVYهـاي     ارزيابي مقاومت به ويروس   

PVA   

دراين تحقيق سه آزمايش جداگانه بـراي هـر         
  انجـام    PVA و   PVX،PVYهاي    يك از ويروس  

ــد ــاملاً    . ش ــرح ك ــب ط ــايش در قال ــه آزم ــر س ه
 تكرار در شرايط گلخانـه بـا دمـاي          تصادفي با سه  

بدين ترتيـب   . شد  گراد انجام      درجه سانتي  25-16
كه در هر تكرار سه غده بـذري از هـر كلـون در              

هـاي حـاوي خـاك، ماسـه و پيـت             گلـدان  داخل
در هــر . شــد  كاشــته 2: 1:1هــاي  مــوس بــه نــسبت

هـا بـه      آزمايش حدود سه هفته بعد از كشت بوتـه        
هـاي    ك از ويروس  صورت مكانيكي توسط هر ي    

PVX ،PVY  و PVAزنـي  مايـه طور جداگانه   به 
هــــاي    براي تهيه زادمايه، عـصــاره بـرگ      . شدند

چيني در  هاي فوق در هاون     گياه آلوده به ويروس   
ــه و سوسپ   ــسفات تهي ــافر ف ــسبت   اب ــه ن ــسيوني ب ن

هـاي    هاي كلـون    برگ.  تهيه شد  1:1حجمي/وزني
 mesh600 كربورانـــدوم  پـــودرآزمايـــشي بـــا 

 برگچه از هـر     2-3لش دادن   اپاشي شد و با م      بارغ
ــسيون،    ــه سوسپان ــا پارچــه ملمــل آغــشته ب ــاه ب گي

 سـاعت بعـد     48براي اطمينـان    .  انجام شد  زني  مايه
زمـايش دو   آدر هـر    . زنـي تكـرار شـد       مجدداً مايه 

يكـي  . ه عنـوان شـاهد در نظـر گرفتـه شـد           بتيمار  
شاهد منفي كه بـه جـاي عـصاره ويـروس از بـافر          

 رقم حساس اسـتفاده شـد و        زني  مايهبراي  فسفات  
 PVXديگري تيمار شاهد حساس بـود كـه بـراي           

ــم  ــراي Kennebecاز رقــ ــم PVY و بــ  از رقــ
Shepodyاستفاده شد  .  

زنــي و يــا بعــد از   روز بعــد از مايــه25حــدود 
ظهور علائم روي گياه شاهد حساس، بـا اسـتفاده          

 ميزان جذب هر يك از   DAS-ELISAاز آزمون   
  . ها يادداشت شد گياهچه

هـا در هـر       به دليل زياد بـودن تعـداد گياهچـه        
براي . آزمايش، از چند تشتك الايزا استفاده شد      

هـاي هـر    يكنواخت كردن ميـزان جـذب تـشتك     
در هــر (آزمــايش، از شــاهد منفــي اســتفاده شــد 

تشتك عصاره گياه سالم در سه چاهك به عنوان   
پس از يكنواخت كـردن     ). شاهد منفي اضافه شد   

)Adjust (    هـاي الايـزا، حـد        جذب همـه تـشتك
كلــي آلــودگي بــا اســتفاده از ميــانگين كلــي      

سـه برابـر ميـانگين      (شاهدهاي منفي محاسبه شـد      
هاي حاصل از آزمون الايزا در        داده). شاهد منفي 

 SASهر سـه آزمـايش بـا اسـتفاده از نـرم افـزار               
ــه و     ــرار گرفت ــاري ق ــل آم ــه و تحلي ــورد تجزي م

  . انجام شدLSDبا آزمون ها  مقايسه ميانگين
  

  نتايج و بحث

   PVYها نسبت ويروس  ارزيابي مقاومت كلون

ــه ايــن كــه متوســط كــل جــذب    ــا توجــه ب ب
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ــزان   شــاهدهاي منفــي تــشتك ــه مي ــزا ب هــاي الاي
هايي كه بيش از سـه    بود، بنابراين گياهچه  155/0

بـه  ) 465/0(برابر متوسط جذب شاهد منفي بـود        
در نظـر گرفتـه     ) حـساس (عنوان گياهچـه آلـوده      

  .شدند
هــاي  نتــايج حاصــل از تجزيــه واريــانس داده

هاي مورد بررسـي نـشان        مربوط به ارزيابي كلون   
هـاي در سـطح    داد كه بين ميزان مقاومـت كلـون      

  ). 1جدول (اختلاف معني وجود دارد % 1
با مقايسه ميانگين ميزان جذب نوري با طـول         

  نانومتر در آزمون الايزا براي هـر يـك        405موج  
 397031-2ها مـشخص شـد كـه كلـون            از كلون 

ــزان جــذب   ــشترين مي ــا ) 695/2(بي ــته و ب را داش
ــت       ــرار گرف ــروه ق ــك گ ــساس در ي ــاهد ح   ش

 با كمترين جذب    397015 -1كلون  ). 2جدول  (
بر اساس  . ها قرار گرفت    در گروه مقاوم  ) 173/0(

ــدول  داده ــاي جـــــ ــون2هـــــ ــاي   كلـــــ   هـــــ
  ،397031-2هـــاي  اميـــدبخش بـــا شـــــــماره  

   و  8-396151 ،      15-396151 ،      2-97008
 PVY به عنوان حساس به ويـروس        14-397007

ــه شــدند  ــون. در نظــر گرفت ــاير كل ــامل س ـــا ش   ه
8-397009     ،3-397008         ، 11-397007،  
2-396151       ، 2-397015       ، 6-397009   ،   

13-397015      ، 3-397009      ، 9-397007  ،   
 مقاوم به ايـن ويـروس       397015-1 و   1-397097

هـاي    ور بررسي نوع مقاومت كلـون     به منظ . بودند
) فـوق حـساسيت يـا مقاومـت بـسيار بـالا           (مقاوم  

اما . زني شد   ها روي  توتون مايه      عصاره برگ آن  
متأسفانه به دليل شرايط نامناسب گلخانه عليـرغم        

اين كه آزمايش دو بـار تكـرار شـد، نتـايج قابـل             
  . اعتماد نبود

  
هاي اميدبخش نـسبت بـه        رزيابي مقاومت كلون  

  PVXروس وي

ــايش، متوســـط كـــل جـــذب   در ايـــن آزمـ
 134/0هـاي الايـزا       شاهـــــــدهاي منفي تـشتك   

ــر آن  ــود كــه ســه براب ــوان حــد  ) 302/0(ب ــه عن ب
  . آلودگي در نظر گرفته شد

هـا نـشان    نتايج حاصل از تجزيه واريانس داده  
داد كه بين ميزان جذب نوري عـصاره كلونهـاي          

ــورد بررســي در ســطح   ار د اخــتلاف معنــي% 1م
با مقايسه ميانگين ميـزان     ). 3جدول  . (وجود دارد 

 نانومتر در آزمون    405جذب نوري با طول موج      
نهـا مـشخص شـد كـه          الايزا براي هر يك از كلو     

ــم  ــاهد (Kennebecرق ــذب   ) ش ــانگين ج ــا مي ب
ــون 413/2 ــشترين جــذب را داشــته و كل   هــاي  بي

 به ترتيـب بـا ميـانگين        397031-2 و   3-397008
 در گــروه حــساس قــرار 292/1 و 344/1جــذب 
 بـا ميـانگين     397097-1از طرفي كلـون     . گرفتند
 كمترين ميزان را داشت و به همراه   087/0جذب  
ــون ـــاي  كلــ   ،396151-8، 397009-3هــــــــــ

 در   397015-1 و      2-396151،   13-397015
  ). 4جدول (ها قرار گرفتند گروه مقاوم

ــون ــاي  كلـــــ   ،397015-13، 396151هـــــ
 نيــــــــز 397097-1 و 1-397015 ، 2-396151

  ، 397031-2، 397008-3هــاي  مقــاوم و كلــــون
8-397009       ،11-397007       ،2-397008،  
  397007-9 و           6-397009،      2-397015

523 
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  PVY  زميني نسبت به ويروس هاي اميدبخش سيب كلون) OD( تجزيه واريانس واكنش -1جدول 
Table 1. Analysis of variance for response of potato promising clones to PVY 

 
  ميانگين مربعات

MS  
  درجه آزادي

df.   منابع تغييرات  S. O. V. 
 Clone كلون 16 **5.9660

 Clone(replication) )تكرار( كلون 34 0.4901

 Sample گياهچه 102 0.0057

 .C.V  ضريب تغييرات 11.12 
  **                                  Significant at 1% probability level :  معني دار است% 1 احتمال در سطح**  : 

  
  
  

هاي اميدبخش   نانومتر هر يك از كلون405 مقايسه ميانگين ميزان جذب نوري با طول موج -2جدول 
  PVYزميني در آزمون الايزا نسبت به ويروس  سيب

Table 2. Mean comparison of absorbance (in 405 nm) of promising clones of potato to 
PVY in ELISA test 

 
  واكنش

Response 
  جذب 

Absorbance  
  كد كلون

Clone Code  
  شماره كلون
Clone No.  

S  2.690a 27 397031-2 
S 2.510a 101 Susceptible check 
S 1.406b 28 397008-2 
S 1.060b 17 396151-15 
S 0.903bc 20 396151-8 
S 0.800bcd 5 397007-14 
R 0.293cd 18 397009-8 
R 0.260cd 7 397008-3 
R 0.212d 19 396151-2 
R 0.203d 6 397007-11 
R 0.197d 12 397015-2 
R 0.187d 13 397015-13 
R 0.181d 3 397009-3 
R 0.180d 34 397007-9 
R 0.175 D 25 397009-6 
R 0.172 D 10 397015-1 
R 0.165 D 4 397097-1 

  .هستند% 1  احتمال در سطحLSDدار بر اساس آزمون  ها با حروف مشترك فاقد اختلاف معني ميانگين
Means with similar letters are not significantly different at 1 % probability level  (LSD). 
S: Susceptible                          R: Resistant  
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  PVX  زميني نسبت به ويروس هاي اميدبخش سيب كلون) OD( تجزيه واريانس واكنش -3جدول 
Table 3. Analysis of variance for response of potato promising clones to PVX 

  
  ميانگين مربعات

MS 
  درجه آزادي

df.   منابع تغييرات  S. O. V. 
 Clone كلون  16  3.6041**

 Clone(replication) )تكرار( كلون  34 0.3237

 Sample گياهچه  102 0.0153

 .C.V  ضريب تغييرات 18.33 
  **                                       .Significant at 1% probability level :  .معني دار است% 1  احتمالدر سطح**  : 

  
  
  

زميني  هاي اميدبخش سيب  نانومتر كلون405نوري در طول موج  مقايسه ميانگين ميزان جذب -4جدول 
  PVXدر آزمون الايزا نسبت به ويروس 

Table 4. Mean comparison of absorbance (in 405 nm) of promising clones of potato to 
PVX in ELISA test 

  

  .هستند% 1  احتمال در سطحLSDدار بر اساس آزمون  ها با حروف مشترك فاقد اختلاف معني ميانگين
Means with similar letters are not significantly different at 1 % probability level  (LSD). 
S: Susceptible                          R: Resistant  

  واكنش
Response 

  جذب *
Absorbance  

  كد كلون
Clone Code  

  شماره كلون
Clone No.  

S 2.413a 101 Susceptible check 
S 1.344b 7 397008-3 
S 1.292b 27 397031-2 
S 1.018bc 18 397009-8 
S 0.927bc 6 397007-11 
S 0.902bc 28 397008-2 
S 0.848bc 12 397015-2 
S 0.842bc 25 397009-6 
S 0.730cd 34 397007-9 
R 0.222de 17 396151-15 
R 0.195de 5 397007-14 
R 0.150e 3 397009-3 
R 0.146e 20 396151-8 
R 0.137e 13 397015-13 
R 0.128e 19 396151-2 
R 0.092e 10 397015-1 
R 0.87e 4 397097-1 
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هاي حساس    در بين كلون  . حساس ارزيابي شدند  
ــون  ــانگين جــذب را  397007-9كل ــرين مي  كمت

اي نسبت بـه      داشت كه احتمالاً در شرايط مزرعه     
  .تر خواهد بود قاومها م ساير كلون

  
هاي اميدبخش نسبت بـه       ارزيابي مقاومت كلون  

   PVAويروس 

با توجه به اين كه متوسـط جـذب شـاهدهاي           
 بود، سه برابر ايـن      084/0منفي در اين آزمايش،     

  .  حد آلودگي تلقي شد252/0ميزان يعني 
هــاي  نتــايج حاصــل از تجزيــه واريــانس داده

 نسبت بـه    هاي اميدبخش   مربوط به واكنش كلون   
PVA      هـاي آزمايـشي       نيز نشان داد كه بين كلون

دار وجــود داشــت  اخــتلاف معنــي%  1در ســطح 
  ). 5جدول (

هـا    با مقايسه ميانگين جذب هر يك از كلـون        
ــوج   ــول م ــزا   405در ط ــون الاي ــانومتر در آزم  ن

 بـا ميــزان   396151-2مـشخص شـد كـه كلـون     
ــذب  ــساس343/2جـ ـــون و    حـ ــرين كلـــــــ تـ
 به ترتيـب    396151-8 و   397008-2هاي    كلــون

ــذب    ــزان ج ــا مي ــاي   در رده384/0 و 999/0ب ه
  .بعدي بودند

ــون  ــاير كلــ ــامل   ســ ــا شــ   ،397007-14هــ
8-397009        ،6-397009        ،1-397015  

   و      9-397007،2-397015،       13-397015
ــه ويــروس  15-396151 ــوان مقــاوم ب ــه عن  نيــز ب

PVAدر شــــرايط گلخانــــه ارزيــــابي شــــدند   
  ).6جدول (

هـاي    نيز واكنش هـر يـك از كلـون         7جدول  

 ،  PVXهـاي     مورد بررسي را نـسبت بـه ويـروس        
PVY و PVAدهد  را نشان مي.  

  دوســــــــــــــي و همــــــــــــــــــــــكاران
)Dusi et al., 2001 (  براي ارزيابي مقاومـت دو

 نـسبت   Achatكلون ترنسژنيك حاصـل از رقـم        
هاي   اي، غده    در شرايط گلخانه   PVYبه ويروس   

 كلون را در قالـب يـك        عاري از ويروس اين دو    
طــرح آزمايــشي كــاملاً تــصادفي بــا پــنج تكــرار 

. كاشته و يك ساقه از هر گلدان بـاقي گذاشـتند           
هاي بالايي گياهـان      سه هفته بعد از كاشت، برگ     

زنـي   توسط عصاره توتون آلوده به ويـروس مايـه     
ـــد و داده ــذب در    شـــ ــل از ج ــاي حاص  405ه

ي دوسي  روش بررس . نانومتر تجزيه واريانس شد   
و همكاران با روش بررســـــــي در ايـن تحقيـق           
مطابقت دارد، به علاوه در اين تحقيق بـه منظـور           
كاهش خطاي آزمايش در هر تكرار سه گياهچه        

ــد  ــه شـ ــر گرفتـ ــاران . در نظـ ــاكس و همكـ تاكـ
)Takacs et al., 1999 (    مقاومـت هـشت گونـه

 PVYCزميني را نسبت بـه ويـروس          وحشي سيب 

ــه  ــرايط گلخان ــد  در ش ــابي كردن ــا  آن. اي ارزي ه
هاي مورد بررسي را با ويروس بـه صـورت            گونه

زني كرده و سه هفته بعـد بـا انجـام             مكانيكي مايه 
ـــون  ــهDAS- ELISAآزمــــ ــي روي   و ماي زن

هـا را بررسـي كـرده و      گياه محـك آلـودگي آن     
هايي كه در آزمـون الايـزا منفـي بودنـد بـه               گونه

  ربـــــارك. عنـــــوان مقـــــاوم تلقـــــي كردنـــــد 
)Barker, 1996 (   در تحقيقـي ارقـامBarbara و 

Pirola با ژن Ry) عامـــــل مقاومت Extreme 

Resistance (   نــــسبت بــــه همــــه نژادهــــاي
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  PVA  زميني نسبت به ويروس هاي اميدبخش سيب كلون) OD( تجزيه واريانس واكنش -5جدول 
Table 5. Analysis of variance for response of potato promising clones to PVA 

  
  ميانگين مربعات

MS 

  درجه آزادي
df  .S. O. V  منابع تغييرات  .

 Clone كلون 12 7.2576**

 Clone(replication) )تكرار( كلون  26 0.7332

 Sample گياهچه  84 0.0166

 .C.V  ضريب تغييرات 15.92 
  

  **                                       .Significant at 1% probability level :  .معني دار است% 1  احتمالدر سطح**  : 

  
  
  

زميني در  هاي اميدبخش سيب  نانومتر كلون405 مقايسه ميانگين ميزان جذب نوري با طول موج -6جدول 
 PVAآزمون الايزا نسبت به ويروس 

Table 6. Mean comparison of absorbance (in 405 nm) of promising clones  of potato to 
PVA in ELISA 

  

  .هستند% 1  احتمال در سطحLSDدار بر اساس آزمون  ها با حروف مشترك فاقد اختلاف معني ميانگين
Means with similar letters are not significantly different at 1 % brpbability level  (LSD). 

S: Susceptible                          R: Resistant 
  

  واكنش
Response 

  جذب 
Absorbance  

  كد كلون
Clone Code  

  شماره كلون
Clone No.  

S 2.344a  19 396151-2 
S 2.331a  28 397008-2 
S 1.921a  4 397097-1 
S 0.993b  3 397009-3 
S 0.384bc  20 396151-8 
S 0.251bc  5 397007-14 
R 0.165c  18 397009-8 
R 0.154c  25 397009-6 
R 0.097c  10 397015-1 
R 0.095c  13 397015-13 
R 0.092c  34 397007-9 
R 0.092c  12 397015-2 
R 0.080c 17 396151-15 
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 PVA و PVX ، PVYهاي  هاي اميدبخش نسبت به ويروس  واكنش كلون-7جدول 
Table 7. Reaction of promising clones of potato to PVX, PVY and PVA 

  
  واكنش

Reaction 
PVA PVY PVX شماره كلون          Clone no. 

S R R 397009-3 
S R R 397097-1 
R S R 397007-14 
- R S 397007-11 
- R S 397008-3 
R R R 397015-1 
R R S 397015-2 
R R R 397015-13 
R S R 396151-15 
R R S 397009-8 
S R R 3966151-2 
S S R 396151-8 
R R S 397009-6 
- S S 397031-2 
S S S 397008-2 
R R S 397007-9 
  :Susceptible S حساس        :Resistance Rمقاوم 

  
PVY    و ويروس PVA (   را با ارقام حساس تلاقي
هــا مــورد  وراثــت ايــن فنوتيــپ در نتــاج آن. داد

هـاي حاصـل از تفـرق         داده. بررسي قرار گرفـت   
 Pirola در نتـاج     PVA و   PVYبراي مقاومت به    

دقيقاً در يك مدل ژنتيكي قرار گرفت كه نـشان          
 توسـط  PVY و  PVA نسبت بـه  ERداد ژن  مي

اگـر چـه احتمـال    . شـود  يك لوكوس كنترل مـي   
رود كه در كنترل اين مقاومت دو ژن دخالت           مي

داشته و هر ژن يك ويروس را كنترل كنـد ولـي            
پيوستگي نزديكي با هم داشته و با هم وارد گيـاه           

هاي حاصل از تفرق رقم        از طرفي داده   .شوند  مي
Barbara دقيقــاً در مــدل ژنتيكــي ديگــري قــرار 

دهنده وجود دو ژن مستقل يكي        گرفت كه نشان  

 و PVY و  PVA نسبت بـه  ERكننده  ژن كنترل
  PVA نـسبت بـه    ERكننـده   ديگري ژن كنتـرل 

ــه    ــسبت ب ــه مقاومــت ن ــوده ك ــرل PVYب  را كنت
  با توجه به . كند نمي

هـا احتمـال      ي حاصل از بررسي كلـون     ها  داده
  ، 397015-2 ،   397015-1هاي    رود كه كلون    مي
   و  6-397009 ،      8-397009 ،      13-397015

   در مــــدل ژنتيكــــي اول و كلـــــون9-397007
 در مدل ژنتيكـي دوم قـرار گيرنـد،          14-397007

 نـسبت بـه   ERيعنـي ايـن كلـون داراي مقاومـت     
PVA  است ولي مقاومت به PVYندارد  .  
 توجـه بـه ايـن كـه واكـنش مقاومـت فـوق               با

) Hypersensitive Resistance(حــــساسيت 
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 در دمـاي    PVY و PVAهـاي     نسبت بـه ويـروس    
 ؛ Valkonen et al., 1998 ( كنـد  پايين بروز مي

Hamalainen et al., 2000 .(    لـذا عـدم ظهـور
هـاي   هاي نكروز فوق حـساسيت در گياهچـه    لكه

يـل بـالا    توتون ايندكس شده ممكن اسـت بـه دل        
بودن دماي گلخانه بوده باشد كه در اين شـرايط          

 از فــــوق حــــساسيت ERتفكيــــك مقاومــــت 
  .پذير نبوده است امكان
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