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چکیده 
Solanumکه منشأ آن گونه وحشی Rystoژن  stoloniferum ویروس بهایمنیموجبواستYزمینی ي سیب

هـا از لحـاظ برخـی صـفات زراعـی بررسـی             زمینی شناسایی شد و ژنوتیپ    سیب) ژنوتیپ(کلون و رقم     21شود در   می
ژنوتیپ  320در آزمایش اول    . ندها، پنج آزمایش اجرا شد    لکرد غده ژنوتیپ  براي شناسایی این ژن مقاومت و عم      . شدند

کلـون و رقـم   55تعداد ) هاموزائیک در برگعلایم مشاهده با (م ظاهري بیماري یدر مزرعه کشت شدند و براساس علا   
ژنوتیپ مـذکور در  55در آزمایش دوم  . سازي شدند م قابل رؤیت بیماري بودند از بین آنها انتخاب و سالم          یکه فاقد علا  

در سه تکرار در گلخانه همراه با شاهد حـساس دزیـره            درجه سلسیوس   15-25متري در شرایط    سانتی 20هاي  گلدان
PVYNTNزمینی، با شیره گیاه توتون که آلودگی آنها بـه           هاي سیب هاي ژنوتیپ پس از پنج هفته برگ    . کشت گردیدند 

م ی ـبـرداري علا چهـار هفتـه بعـد ضـمن یادداشـت       . عد عمل تلقیح تکرار شـد     ساعت ب  48محرز شده بود تلقیح و       قبلاً
ژنوتیپ که فاقد علامت بیماري بودند و نتیجه آزمون الایـزاي            23بیماري، آلودگی آنها از طریق آزمون الایزا بررسی و          

 ـ 23در آزمایش سوم  . آنها منفی بود به عنوان مقاوم انتخاب شدند        ه کـشت گردیدنـد و   ژنوتیپ در سه تکـرار در گلخان
ژنوتیپ کـه در آزمـون       23صورت گرفت و    PVYهاي جوان توتون آلوده به      سازي آنها از طریق پیوند جوانه     عمل آلوده 

هاي مقـاوم   در آزمایش چهارم کلون   . الایزا در هیچ یک از تکرارها آلودگی نشان ندادند به عنوان مقاوم منظور گردیدند             
جلـی، سـانته،   (چهـار رقـم   بررسی گردیدنـد و نهایتـاً  Rystoبراي حضور ژن STM0003ي DNAبا استفاده از نشانگر  

در آزمـایش  . شناسایی شـدند Rystoزمینی به عنوان مقاوم و حامل ژنکلون پیشرفته سیب19و ) لیدي، ساوالانوایت
و در نهایـت کلـون   اي بررسـی رایط مزرعـه ـدر شYهاي مقاوم به ویروس پنجم عملکرد غده قابل فروش ارقام و کلون  

این کلون داراي صـفات      ،همچنین. انتخاب گردید  Yعنوان کلون پرمحصول و مقاوم به بیماري ویروس         به 8-397009
یکنواخـت، طـول اسـتولون کوتـاه، رنـگ          با انـدازه    هاي  ، غده گرد مایل به  مرغیکیفی مناسب از جمله شکل غده تخم      

و عمـق   ) منظورهچند(ک غده خوب، بافت گوشت غده نسبتاً نرم         گوشت زرد روشن، رنگ پوست زرد، درصد ماده خش        
. چشم غده سطحی بود
.PVYزمینی، عملکرد غده، کلون، ویروس، سیبRystoژن:واژگان کلیدي
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مقدمه
زمینی در جهان در بین گیاهان زراعی از سیب

) شلتوك(نظر میزان تولید پس از نیشکر، ذرت، برنج 
از نظر ارزش تولید پس از و گندم در رتبه چهارم و 

فرنگی، نیشکر و ذرت در رتبه برنج، گندم، سویا، گوجه
در ایران از نظر میزان تولید پس از . هفتم قرار دارد

فرنگی مقام چهارم و از نظر گندم، نیشکر و گوجه
فرنگی و گندم مقام سوم را ارزش تولید پس از گوجه

,FAOSTAT(باشد دارا می اد برخلاف تعد). 2014
رغم تولید نسبتاً قابل توجهی از کشورها که علی

باشند، کشور زمینی میناچیز، داراي ارقام متعدد سیب
و رقم 1387ما به جز رقم ساوالان که در سال 

معرفی و در چرخه تولید قرار 1391خاوران در سال 
گرفت، عملاً فاقد ارقام داخلی بوده و تقریباً کلیه ارقام 

در کشور وارداتی و توسط زمینی موجودسیب
. انددهــوصی اروپایی اصلاح شـهاي خصشرکت
,Hassanabadi(آبادي حسن در بررسی ) 2006

بذر حقیقی مقدماتی سازگاري هیبریدهاي تجاري 
برتر براي نتاجهیبرید، پنج 14بر روي زمینیسیب

همکاران پناه وحسن.مطالعات سازگاري انتخاب نمود
)Hassanpanah et al., 2008b ( نتاجپنجاز تعداد

زمینی طی دو سال سیببذر حقیقیحاصل از 
آزمایش در منطقه اردبیل دویست کلون انتخاب که 

هاي برتر از جهت ادامه مطالعه براي معرفی ژنوتیپ
دویست کلون . نمودندروش سلکسیون کلونی استفاده 

انتخابی را طی سه سال آزمایش در منطقه اردبیل 
بخش جهت بررسی کلون امیدپنجدر نهایت بررسی و

پناه و همکاران حسن.ی انتخاب نمودندینها
)Hassanpanah et al., 2008a ( به منظور ارزیابی

کلون امیدبخش و ارقام برتر، نتیجه گرفتند 12تعداد 
که ارقام سانته، آلمرا، بانبا و کلون 

ATZIMBA×TPS-67-8 داراي بیشترین عملکرد
ابل فروش، وزن غده در بوته، تعداد و وزن غده کل و ق

رقم سانته و آگریا . متر بودندمیلی35-55غده بین 
چیپس ورنگ ماده خشک و درصد داراي بیشترین 

میزان افت انباري در .زرد خیلی روشن بودندخلال 
) رقم آگریا(ارقام کایزر، آلمرا و بانبا کمتر از شاهد 

Hassanpanah and(آبادي پناه و حسنحسن. بود

Hassanabadi, هاي ونـــد کلـنتیجه گرفتن) 2010
متحمل نیمهساوالانرقمو397008- 10و3-397009

. تا متحمل و رقم آگریا حساس به تنش آبی بودند
Fathi(فتحی و همکاران  et al., 120تعداد ) 2010

رقم 5زمینی را با کلون حاصل از بذر حقیقی سیب
در ونا، دراگا، آگاتا و آریندا بررسی و تجاري آگریا، مارف

ی انتخاب یبخش جهت بررسی نهاکلون امیددهنهایت 
از نظر اقتصادي سود حاصل از معرفی یک .نمودند

هاي مختلف مانند تواند از جنبهزمینی میرقم سیب
افزایش سود ناشی از بالا رفتن عملکرد، خاصیت 

مصرف سموم ها و انبارمانی بهتر، مقاومت به بیماري
کمتر، جذب روغن کمتر در امر فرآوري و یا موارد 

براساس آخرین آمار . مشابه مورد توجه قرار گیرد
زمینیکشت سیبسطح زیروزارت جهاد کشاورزي، 

6/4هکتار با تولید حدود هزار159حدودکشور
تن در 29میلیون تن و متوسط عملکرد غده آبی 

,Anonymous(هکتار بود  بر این مبنا در ). 2015
درصد نسبت به شاهد افزایش 5صورتی که رقم برتر 
افزایش تولید بالقوه حاصل از ،عملکرد داشته باشد

تواند به نیم میلیون جایگزینی رقم در کل کشور می
روسی ــهاي ویماريــبی. ودـتن در سال بالغ ش

زمینی که به صورت سیستمیک از طریق غدهسیب
شوند اهمیت ل بعد منتقل میبذري از نسلی به نس

یت و کیفیت تولید این محصول دارندزیادي در کم .
زمینی سازي گیاه سیبتوان آلوده،ویروس40حدود 
) PVY(ی ـزمیني سیبYروس ـد که ویــرا دارن

شود و قادر است عملکرد ترین آنها محسوب میمهم
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,Valkonen(درصد کاهش دهد80غده را تا  2007( .
، Potyviridaeزمینی از خانوادهي سیبYویروس 

باشد که میPotato virus Yو گونه Potyvirusجنس 
ژنوم این ویروس از نوع . شودنامیده میPVYاختصاراً 

RNAاي و ویروسی با پراکنش وسیع رشتهي تک
اي است پیچ خوردهيویریون آن به شکل میله. است

روس این وی. شودکه به صورت رشته مشاهده می
و همچنین به 1توسط حشرات ناقل به صورت ناپایا

هاي سالم است سازي بوتهروش مکانیکی قادر به آلوده
ثرترین روش براي کنترل ؤو استفاده از ارقام مقاوم م

پس از وارد شدن به Yویروس . آیدآن به شمار می
سلول اپیدرم و یا مزوفیل گیاه، از طریق 

کند ول دیگر حرکت میپلاسمودسماتا از سلولی به سل
و فواصل طولانی را همراه با حرکت مواد فتوسنتزي، 
از طریق آوندهاي آبکش طی کرده و کل گیاه را آلوده 

چند پروتئین با 2هاویروسپوتی،طور کلیبه. کندمی
وظایف چندگانه دارند که در حرکت ویروس دخالت 

هاي مذکور با تغییر در کانال پروتئین. دارند
روس را از سلولی به ـها امکان حرکت ویودسماتاپلاسم

Ruiz-Medrano(کنندراهم میـسلول دیگر ف et al.,

2001; Crawford and Zambryski واکنش . )2001
ها متفاوت و ممکن است از نوع گیاه به ویروس

باشد5و یا مصونیت4، فوق حساسیت3تحمل
)Solomon-Blackburn and Barker, در ). 2001

شناسایی PVYزمینی دو نوع اصلی مقاومت به سیب
هایی که ژنیک است و ژنوتیپشده که یکی از آنها پلی

داراي این صفت باشند درجات مختلفی از مقاومت را 
هاي واکنش فوق حساسیت توسط ژن. دهندنشان می

Nyشوند و فقط به نژادهاي خاصی از کنترل می

-1 non-persistent manner

-2 Potyviruses

-3 tolerance

-4 hypersensitive response

-5 resistance or immunity extreme

PVYونیت ـمصکنند ولی واکنش مقاومت ایجاد می
هاي شوند و ژنوتیپکنترل میRyهاي ط ژنـتوس

مقاومت PVYژادهاي ــامی نـحامل این صفت به تم
Celebi-Toprak(دهند ان میــنش et al., در ). 2002

ژنیک مقاومت به زمینی انتقال صفت پلیاصلاح سیب
PVYتر از به دلیل تفرق تترازومیکی بسیار مشکل

هاي با استفاده از تکنیک. ستدیپلوئید اگیاهان آمفی
PCRهاي ، بر مبناي تکثیر نقاط حفاظت شده ژن

، زیپ )تکرار غنی از لوسین(6LRR6مقاومت نوع
) جایگاه اتصال به نوکلئوتید(NBSو 7لوسین

و ADG1هاي را با نامDNAتوانستند دو توالی از 
ADG2 پیدا کنند که با ژنRyadgهمبستگی داشتند .

Kasai(سائی و همکاران پس از آن ک et al. با )2000
ي DNAهاي موجود بر روي قطعات مقایسه آلل

مذکور در افراد مقاوم و حساس موفق شدند دو نشانگر 
8SCARهايبا نامRYSC3 وRYSC4 را که قادر به

. بودند طراحی نمایندPCRبا RYadgآشکار کردن ژن 
,Song and Schwarzfischer(شر شوارزفیسونگ و 

طراحی STM0003به نام SSRیک نشانگر )2008
XIIرا که با کروموزوم شماره Rystoکردند که ژن 

دها ـانگر بعـاین نش. کردلینکاژ داشت شناسایی می
عنوان یک وسیله قابل اطمینان در شناسایی ژن به

Rysto مورد استفاده قرار گرفت)Tiwari et al.,

141نشانگر مذکور، نواري PCRمحصول ). 2012
هاي در کند که در جمعیتجفت بازي را ایجاد می

وم اهاي مقجفت باز آن با فنوتیپ111حال تفرق، 
Milbourn(دهندان میــــلینکاژ نش et al., 1998 .(

که موجب ایمن شدن گیاه به Rystoاین نشانگر با ژن 
فاصله دارد مورگانسانتی95/2شود میYویروس 

)Cernak et al., حسینی و همکاران ،در ایران). 2008

-6 leucine rich repeat

-7 leucine zippers

-8 sequence characterized amplified region
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)2011,Hosseini et al. ( ایزوله ویروس 14تعدادY

،آوري کرده بودندرا که از مناطق مختلف ایران جمع
ها در سه گروه نژادي این ایزوله. تعیین نژاد کردند

لکولی وه گروه نژادي مو سCو O،Nسرولوژیکی 
PVYNTN ،PVYN وPVYOزینتی و . قرار گرفتند

Zinati(همکاران  et al. ایزوله 90تعداد ) 2012
زمینی را در مزارع توتون شمال ي سیبYویروس 

کشور بررسی کرده و از نظر فیلوژنتیکی آنها را در دو 
. خوشه قرار دادند

ین کاري است که در زمینه این تحقیق اول
پلاسم در ژرمPVYهاي مصونیت به شناسایی ژن

در این پژوهش . زمینی کشور انجام شده استسیب
هاي صفات مهم زمینی از جنبهژنوتیپ سیب320

در طی چند آزمایش Yاصلاحی و واکنش به ویروس 
.گري قرار گرفتندمورد بررسی و غربال
هامواد و روش

مواد گیاهی شامل :اینوکلومگیاهی ومواد
زمینی بود که در کلکسیون کلون و رقم سیب320

بخش تحقیقات سبزي و صیفی موسسه تحقیقات 
منبع .شدنداصلاح و تهیه نهال و بذر نگهداري می

اولیه اینوکلوم مورد استفاده براي آلوده سازي 
زمینی، به صورت یک نمونه گیاهی هاي سیبژنوتیپ

از دانشکده کشاورزي PVYNTNده به زمینی آلوسیب
سازي و جهت فعالاین اینوکلوم. کرج گرفته شد

به pH=8مولار با01/0تکثیر، در حضور بافر فسفات 
آسیاب شده و عصاره به 1:1حجمی / نسبت وزنی

دست آمده به گیاهان توتون رقم سامسون
)tabacum L.cv. SamsunNicotiana (بذر آن از هک

از . تون تیرتاش تهیه شده بود تلقیح شدموسسه تو
داشتند Yم مشخصه ویروس یهایی که علاتوتون
بادي منوکلونال گیري شده و با استفاده از آنتیعصاره

پس از حصول اطمینان از . تست الایزا صورت گرفت
در توتون، گیاهان PVYNTNتکثیر شدن ویروس 

ي سازمذکور به عنوان منبع اینوکلوم براي آلوده
.زمینی مورد استفاده قرار گرفتندهاي سیبژنوتیپ

و ايگري مشاهدهغربال(آزمایش اول
ها در مزرعه چهارصد ابتدا همه کلون):سازيسالم

هکتاري موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر 
هاي مجزا کشت گردیدند و پس از سبز شدن، در کرت
م ویروسی یهاي داراي علاهاي مشابه، ژنوتیپژنوتیپ

هاي داراي ارزش اصلاحی پایین حذف و کلون
ها، بدین ترتیب با کاهش تعداد ژنوتیپ. گردیدند

هاي ارزشمندتر فراهم تر ژنوتیپامکان بررسی دقیق
9مساحت کشت هر کلون در مزرعه حداقل . گردید

75متري با فاصله 6خط متر مربع و شامل دو
متر بر سانتی25ه ها با فاصلمتر بود که غدهسانتی

. روي خطوط، کشت شده بودند
به منظور حصول اطمینان از عاري بودن 

ها و اختلاط هاي پیشرفته و ارقام به سایر ویروسکلون
ها، همه مواد گیاهی انتخاب شده در م ویروسیعلا

-DAS(الایزا -آزمایش اول با استفاده از آزمون داس

ELISA1 (شرکتتساخکلونالپلیباديآنتیو
Agdiaهاي مهم براي ویروسآمریکاPVY ،PVX ،
PLRV ،PVS وPVM بررسی و در صورت آلودگی، با

سازي شدنداستفاده از تکنیک الکتروتراپی سالم
)Lozoya et al., براي این منظور قطعاتی به )1996

زمینی را جدا هاي سیبمتر از ساقهسانتی2- 6طول 
ها در این ساقه. دیدهاي آنها قطع گرکرده و برگ

15-20دت جریان ــتانک الکتروفورز افقی با ش
به ½MSدقیقه در محیط10آمپر به مدت میلی

قطعات گیاهی مذکور با . عنوان بافر قرار داده شدند
استفاده از هیپوکلریت سدیم ضدعفونی شده و به 
قطعات کوچک حاوي یک گره تقسیم و روي محیط 

MSها، هـبعد از رشد کافی گیاهچ. ت گردیدکش

-1 double-antibody sandwich enzyme linked immunosorbent

assay
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الایزا مورد - گیري و با آزمون داسونهــدداً نمــمج
هایی که عاري از ویروس گیاهچه. بررسی قرار گرفتند

.گره تکثیر شدندبودند از طریق کشت تک
در این ):تلقیح مکانیکی(آزمایش دوم 

زمینی عاري از ویروس ها و ارقام سیبآزمایش کلون
. در گلخانه کشت شدند) گلدان(کدام در سه تکرار هر

ها برگی شدن گیاهان، روي برگچه5تا 3در مرحله
پودر کاربوراندم پاشیده شده و اینوکلوم ویروس 

PVYNTNهاي انتهایی، از طریق مالش دادن برگچه
ام تلقیح، عمل ـبراي اطمینان از انج. زنی شدمایه
یک رقم مقاوم . یدساعت بعد تکرار گرد48زنی مایه

)White lady ( و یک رقم حساس)Desiree (ه ب
سه هفته پس از . دـعنوان شاهد در نظر گرفته ش

زنی که در هاي بالاتر از محل مایهزنی، از برگمایه
واقع بعد از ایجاد آلودگی مصنوعی رشد کرده بودند 

گیري و بر روي عصاره آنها آزمون الایزا انجام نمونه
ها و ارقامی که حتی در یک تکرار داراي نکلو. گرفت

.آلودگی بودند در گروه حساس قرار گرفتند
در این آزمایش، از ): پیوند(آزمایش سوم 

هاي جانبی و انتهایی گیاهان هاي کوچک و جوانهساقه
، به عنوان پیوندك استفاده Yتوتون آلوده به ویروس 

را در PVYNTNهاي آلوده به ویروسپیوندك. شد
زمینی، به صورت شکافی بر روي برگی سیب5مرحله 

ها و ارقام مورد بررسی پیوند زده و محل پیوند با کلون
پس از آن به مدت . فیلم پوشانده و گره زده شدپارا

یک هفته در داخل روکش پلاستیکی قرار داده شدند 
گیري از خشک شدن تا رطوبت لازم براي پیش

سه هفته پس از پیوند، حدوداً. ها تأمین شودپیوندك
برداري کرده و هاي بالاي محل پیوند نمونهاز برگ

با استفاده از DAS-ELISAآلودگی آنها با آزمون 
Dusi(بادي اختصاصی بررسی شدآنتی et al., 2001 .(

PVYNTNها نسبت به ویروس واکنش هر یک از کلون

بررسی و هر ژنوتیپی که در یکی از تکرارهاي آزمایش، 

هاي مقاوم ساس تشخیص داده شد از گروه ژنوتیپح
ها با دستگاه میزان جذب نور چاهک. حذف گردید

ReaderELISAمدلBioteck ELX800 با طول
ها به حد آلودگی نمونهگیري ونانومتر اندازه405موج 

زیر براي شاهد منفی ویروس، با استفاده از فرمول
Chen(محاسبه شد et al., 2014(:

ي DNAنشانگر (آزمایش چهارم 
STM0003( : براي استخراجDNAهاي نمونه

گیاهی در داخل هاون چینی حاوي نیتروژن مایع 
گرم در 5/0از این پودر مقدار . کوبیده و پودر گردیدند

لیتري ریخته و براي استخراج میلی2داخل هر تیوب 
DNAاز روش سقایی معروف و همکاران)Saghai-

Maroof et al., با اندکی تغییرات استفاده ) 1984
یت و کیفیت اسیدنوکلیک استخراج شده از کم.گردید

% 1طریق نانودراپ و انجام الکتروفورز روي ژل آگارز 
در تکثیر ) الگو(تعیین و از آنها به عنوان تمپلیت 

براي تکثیر نشانگر . نوارهاي مورد نظر استفاده شد
STM0003توسط سونگ و توصیه شده يز پرایمرهاا

Song(همکاران et al., . دـاده شـاستف)2005
20حجمدرپلیمرازايزنجیرههايواکنش

PCRژنومی، بافر DNAنانوگرم 50حاويمیکرولیتر

)X10(، مخلوط نوکلئوتیدها)mM2/0( کلرید ،
pM(معکوس ومستقیم، آغازگر)mM5/2(منیزیم 

با Taq DNA polymeraseحد آنزیم و یک وا) 2/0
مدل Biometraمارك (استفاده از دستگاه ترموسایکلر 

Tgradient(مراحلدمايوزمان. گرفتانجام
درجه 94اولیهواسرشتبرايتکثیرمختلف

شاملتکثیرچرخه30دقیقه،سهمدتبهلسیوسس
ثانیه،45مدتبهسلسیوس درجه94در واسرشت
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مدت یکبهسلسیوس درجه55درآغازگراتصال
یکمدتبهدرجهسلسیوس72درگسترشدقیقه،
به مدت سلسیوس درجه 72تکثیر نهایی در ودقیقه

جهت مشاهده نوارهاي مورد نظر . دقیقه تنظیم شد5
میکرولیتر از محصولات واکنش مورد نظر بر روي 2

درصد بارگذاري و عمل الکتروفورز 5/1ژل آگارز 
در ولتاژ ) 1TAE)1Xدر محیط بافر PCRمحصول 

.به مدت یک ساعت انجام گرفت90
ارزیابی عملکرد غده قابل (آزمایش پنجم 

اوم ـهاي مقدر آزمایش پنجم ارقام و کلون: )فروش
اي در قالب طرح ، در شرایط مزرعهYبه ویروس 

هاي کامل تصادفی در چهار تکرار در سال بلوك
وسسه تحقیقات اصلاح و در مزرعه تحقیقاتی م1393

هر کرت شامل دو خط . تهیه نهال و بذر بررسی شدند
ها متر و فاصله بوتهسانتی75متري و فاصله خطوط 6

در طی دوره رشد و . متر بودسانتی25بر روي ردیف 
ی تعداد ساقه اصلی در پس از برداشت، صفات کم

بوته، ارتفاع بوته، تعداد و وزن غده در بوته، عملکرد
غده کل و قابل فروش و صفات کیفی از جمله درصد 

اي شدن مرکز ماده خشک، تیپ پخت، شدت حفره
نگ داخلی غده و تغییر رنگ گوشت غده خام رغده، 

در این آزمایش . گیري شداندازهساعت24پس از 
فقط به نتایج عملکرد غده قابل فروش اشاره شده 

ه واریانس گیري شده تجزیهاي اندازهروي داده. است
صورت گرفته و میانگین تیمارها با استفاده از آزمون 

تجزیه . مقایسه شدند05/0دانکن در سطح احتمال 
SASافزار واریانس و مقایسه میانگین با استفاده از نرم

.انجام شد
نتایج و بحث
از بین ) ايگري مشاهدهغربال(در آزمایش اول

که در هیچ ژنوتیپ55کلون مورد بررسی تعداد 320

-1 Tris-Acetate-EDTA

) موزائیک(م ظاهري بیماري یهاي آنها علاکدام از بوته
همزمان با این آزمایش، . مشاهده نشد انتخاب شدند
بر روي گیاهان PVYNTNنسبت به تکثیر ویروس 
هفته پس از تلقیح گیاهان توتون اقدام شده بود و دو

PVYNTNهایی که با اینوکلوم ویروس توتون، اکثر بوته

م موزائیک یشان علاهايبودند بر روي برگهتلقیح شد
ون الایزا که با استفاده از ــایج آزمــنت. ظاهر شد

بادي مونوکلونال صورت گرفت حاکی از تأیید آنتی
. هاي توتون بوددر این بوتهPVYNTNوجود ویروس 

هاي توتون به عنوان منبع ایجاد لذا از عصاره این بوته
زمینی در آزمایش دوم ژنوتیپ سیب55آلودگی در 

زمینی همراه با رقم ژنوتیپ سیب55استفاده شد و 
PVYNTNشاهد دزیره که با عصاره حاوي ویروس 

هفته بعد از تلقیح، 3- 2زنی شده بودند حدود مایه
هاي حساس نشان م موزائیک بر روي ژنوتیپیعلا

وري هر یک از تکرارهاي ـمیزان جذب ن. دادند
نانومتر در آزمون الایزا 405وج ها با طول مژنوتیپ

ژنوتیپ مورد بررسی تعداد 55نشان داد که از بین 
، 397031-1، 397031- 7کلون پیشرفته شامل 20
14-397097،5 -396151،11-397015،TP22-1،
10-397082،8-397009،14 -397008،16-397031،
1-397081،11-397031،11-397067،1 -397045،

32-396128،7 -397045،4-397007 ،13-397045 ،
مقاوم و PVYNTNبه ویروس397007- 9و 2-397074
، 396309-7امل ــرفته شـداد شش کلون پیشــتع
4-397081،50 -396151،10-397082،4-396140،

رقم 30حساس و همچنین از بین 397007- 16
تجاري شامل لابادیا، مارفونا، سینورا، راموس، ساوالان، 

نه، پیکاسو، اوشنیا، مارابل، اگریا، ایمپالا، الودي، فونتا
مارکیز، کایزر، آریندا، دزیره، بورن، امراد، دایفلا، 

رزتا، پاملا، کارسو، اپال، میلوا، ورونا، سانته، لیدي
لیدي تنها چهار رقم فلوریدا، هرمس، جلی و وایت
یک از لیدي در هیچساوالان، سانته، جلی و وایت
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ایشی آلودگی نداشته و مقاوم تشخیص تکرارهاي آزم
هایی که در کلیه ارقام و کلون). 1جدول (داده شدند 

آزمایش تلقیح مکانیکی مقاومت نشان داده بودند در 
آزمایش سوم یا آزمون پیوند، مورد بررسی مجدد قرار 

رفته شامل ـکلون پیش19در این آزمایش . گرفتند
14-397097،7 -397045،8-397009،16 -397031،

TP22-1،14-397008،11-397067،1 -397081،
10-397082،32-396128،1 -397045،2-397074،
4-397007،5-396151،11-397015،9 -397007،

که به آنها 397031- 1، 13-397045،7-397031
پیوند زده شده PVYNTNهاي توتون آلوده به جوانه

. گی نشان ندادندبود هیچ کدام در آزمون الایزا آلود
اند و هاي مذکور، در ایران اصلاح شدههمه کلون

در PVYشناسایی ژن ارزشمند مصونیت به ویروس 
ترین دستاوردهاي این تحقیق محسوب آنها از مهم

از بین شش رقم تجاري جلی، راموس، سانته، . شودمی
لیدي و دزیره ارقام جلی، سانته، ساوالان، وایت

دي در گروه مقاوم قرار گرفتند لیساوالان و وایت
دن ـعدم تکثیر ویروس و آلوده نش). 2جدول (

سازي مصنوعی هاي مقاوم که علیرغم آلودهژنوتیپ
آنها اتفاق افتاد حاکی از وجود مقاومت از نوع 

Ryhouمصونیت و احتمال حضور یکی از چهار ژن

،Rychs،Rysto وRyadgزیرا واکنش . در آنها بود
تنها با حضور یکی از ) Extreem resistance(مصونیت 

بنابراین آزمایش . افتدهاي مذکور در گیاه اتفاق میژن
چهارم، شناسایی ژن مقاومت بود که از طریق نشانگر 

به بیان دیگر پس از احراز وجود . لکولی انجام گرفتوم
کلون و رقم تجاري، این 23واکنش مصونیت در 

که با ژن STM0003گر ها با استفاده از نشانژنوتیپ
Rystoالکتروفورز . دهد بررسی شدندلینکاژ نشان می

در bp141اکی از وجود نوار ـ، حPCRمحصول 
نتایج این ).1شکل (هاي مقاوم بود تمامی ژنوتیپ
Heldak(هاي هلداك و همکاران تحقیق با یافته et

al., در ارقام PVYNTNدر خصوص وجود ژن ) 2007
یدي و عدم وجود آن در ارقام اگریا، سانته و وایت ل

در یک بررسی انجام . ایمپالا و دزیره مطابقت دارد
شده در یونان ارقام مارفونا، اگریا، هرمس، جارلا، 
مارابل و فلوریدا در شرایط طبیعی داراي آلودگی قابل 

Chatzivassiliou(بودندPVYتوجهی به  et al.,

ن مصونیت به این امر حاکی از عدم وجود ژ). 2008
ز ارقام ـدر این تحقیق نی. باشدمیPVYویروس 

سازي مصنوعی، میزان جذب نوري مذکور پس از آلوده
نتایج این . بالایی در آزمون الایزا از خود نشان دادند

هاي ، با یافتهRystoتحقیق در خصوص شناسایی ژن 
Song(سونگ و همکاران et al., و همچنین )2005
Heldak(ن هلداك و همکارا et al., انطباق ) 2007

با توجه به این که در این تحقیق ارقام و . کامل داشت
PVYاي که حامل ژن مصونیت به هاي پیشرفتهکلون

رسد گام مهم و به نظر می،اندهستند شناسایی شده
زمینی و انتخاب والدین تلاقی ثري در اصلاح سیبؤم

مکان فراهم شدن ا،همچنین. برداشته شده است
هاي اولیه از طریق هاي برتر در نسلانتخاب ژنوتیپ

، از دیگر دستاوردهاي این تحقیق 1لکولیونشانگر م
Fulladolsa(فولادولسا و همکاران . باشدمی et al.

را که PVYارقام مقاوم و ارقام حساس به ) 2015
تجزیه نتاج . بازارپسندي خوبی داشتند تلاقی دادند

F1لکولی وبه دست آمده با نشانگر مRYSC3 حاکی
به نتاج انتقال 1:1به نسبت Rystoاز آن بود که ژن 

به عبارت دیگر زمانی که یکی از والدین . یافته است
باشد انتظار داریم که Rystoمانند Ryحامل یک ژن 

مقاوم باشند PVYدرصد نتاج حاصله، به بیماري 50
کردن سایر صفات و در این صورت امکان جمع
داد جمعیت کمتر، ـمطلوب در یک ژنوتیپ با تع

زمینی، در برنامه اصلاحی سیب. تر خواهد بودعملی
شود و با توجه انجام میF1گزینش تک بوته در نسل 

-1 Marker assisted selection
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که STM0003توان از نشانگر به نتایج این تحقیق می
لکولی وبه عنوان یک نشانگر ملینکاژ داردRystoبا ژن 

PVYهاي مقاوم به بیماري خیص ژنوتیپدر تش

اب یکی از ــبه این ترتیب با انتخ. ردـاستفاده ک
جویی در هاي مقاوم به عنوان والد، ضمن صرفهکلون

، کارایی PVYتعیین مقاومت به هايهزینه آزمایش
برخی از این . برنامه اصلاحی افزایش خواهد یافت

نظر ازPVYها ضمن داشتن صفت مقاومت به کلون
در . سایر صفات به ویژه عملکرد غده قابل توجه بودند

این رابطه نتایج تجزیه واریانس صفت عملکرد غده 
هاي قابل فروش نشان داد که بین ارقام و کلون

). 3جدول (دار وجود دارد دبخش اختلاف معنیـامی
ان دادــمقایسه میانگین عملکرد غده قابل فروش نش

مقدار برخوردار بودالاتریناز ب397009- 8که کلون 
). 2شکل (قرار داشت aو در گروه 

گیري کلینتیجه
به 397009- 8در شرایط این آزمایش کلون 

Yعنوان کلون پرمحصول و مقاوم به بیماري ویروس 

این کلون از لحاظ برخی صفات کیفی . انتخاب گردید
ده ــون از شکل غــهمچنین این کل. مناسب بود

هاي یکنواخت، طول ، غدهگردل بهمایمرغیتخم
استولون کوتاه، رنگ گوشت زرد روشن، رنگ پوست 
زرد، درصد ماده خشک غده خوب، بافت گوشت غده 

و عمق چشم غده سطحی ) چندمنظوره(نسبتاً نرم 
.برخوردار بود

مکانیکیاز طریقPVYسازي به ها و ارقام بررسی شده نسبت به آلودهواکنش کلون- 1جدول 
Table 1- Reaction of potato clones/varieties to artificial PVY infection via mechanical infection

میزان جذب نور و واکنش در هر تکرار در آزمون الایزا
Optical density (OD) and reaction in each replication of Elisa plate

3تکرار 
Rep.3

2تکرار 
Rep.2

1تکرار 
Rep.1

رقم/واکنش کلون
Clone/variety

reaction
واکنش

Reaction
میزان جذب

OD
واکنش

Reaction
میزان جذب

OD

واکنش
Reaction

میزان جذب
OD

رقم/کلون
Clone/variety

RR0.078R0.063R0.065397031-7
SS0.941S1.75S0.175Labadia
SS0.295S0.202S0.423Marfona
SS2.231S0.262S2.349Sinora
SS0.267S0.184S0.159Ramus
RR0.051R0.057R0.057Savalan
SS0.575SOut of R.S0.681Fontane
SS1.01S1.965S0.418Picasso
SS1.303SOut of R.SOut of R.Oceania
SR0.068S0.374S0.382Marabel
SS1.473S0.263SOut of R.396309-7
RR0.077R0.081R0.072397031-1
RR0.071R0.065R0.082397097-14
RR0.062R0.061S0.089396151-5
RR0.059R0.074R0.059397015-11
RR0.085R0.077R0.073TP22-1
SS0.666S0.572S0.634397081-4
SS1.046S2.578S0.656Agria
SS1.469S0.71S0.345396151-50
RR0.091S0.114R0.09397082-10
SSOut of R.SOut of R.S0.147396140-4
RR0.058R0.064R0.053397009-8
RR0.083R0.072R0.069397008-14
RR0.094R0.085R0.086397031-16
RR0.118R0.1R0.062397081-1
RR0.074R0.082R0.061397031-11
RR0.076R0.074R0.066397067-11
RR0.08R0.068R0.112397045-1
SS0.667S0.363S0.27Impala
SS0.622S0.194S0.161Elodi

=152/0Cut off= آستانه آلودگی  0.152
R :مقاومS :حساسR: Resistant             S: susceptible
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1ادامه جدول 
Table 1- Continued

میزان جذب نور و واکنش در هر تکرار در آزمون الایزا
Optical density (OD) and reaction in each replication of Elisa plate

3تکرار 
Rep.3

2تکرار 
Rep.2

1تکرار 
Rep.1 رقم/واکنش کلون

Clone/variety
reaction

واکنش
Reaction

میزان جذب
OD

واکنش
Reaction

میزان جذب
OD

واکنش
Reaction

میزان جذب
OD

رقم/کلون
Clone/variety

SS0.104SOut of R.S0.63Markis
SS0.173S0.117S0.713Ceasar
SS0.962S1.326S1.816Arinda
SSOut of R.S1.734S0.611397007-16
RR0.022R0.02R0.004396128-32
SS0.795S0.819S0.274Desiree/check
RR0.069R0.086R0.031397045-7
RR0.01R0.026R0.02397007-4
SSOut of R.S1.427S1.165Buren
SSOut of R.S0.111S0.954Emrad
SS2.196S1.55S2.065Difela
SS2.428SOut of R.S0.942Lady Rosetta
SS0.908SOut of R.SOut of R.Pamella
SS2.163SOut of R.S0.785Karso
SSOut of R.SOut of R.S2.37Opal
RR0.022R0.027R0.002397045-13
RR0.022R0.027R0.038397074-2
SSOut of R.S0.347S0.914Milva
SSOut of R.SOut of R.S1.5Verona
RR0.015R0.083R0.012Sante
SS0.694SOut of R.S2.539Florida
SS0.305S0.487S0.524Hermes
RR0.031S0.042R0.034Jelly
RR0.008R0.016R0.025397007-9
RR0.028R0.029R0.032White lady**

=089/0Cut off= آستانه آلودگی  0.089
R :مقاومS : حساسR: Resistant             S: susceptible

:**شاهد منفی: ** Negative Check
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از طریق پیوندPVYسازي به زمینی بررسی شده نسبت به آلودهها و ارقام سیبواکنش کلون- 2جدول 
Table 2- Reaction of potato clones/varieties to artificial PVY infection via grafting

میزان جذب نور و واکنش در هر تکرار در آزمون الایزا
Optical density (OD) and reaction in each replication of Elisa plate

3تکرار 
Rep.3

2تکرار 
Rep.2

1تکرار 
Rep.1 رقم/واکنش کلون

Clone/variety
reaction

واکنش
Reaction

میزان جذب
OD

واکنش
Reaction

میزان جذب
OD

واکنش
Reaction

میزان جذب
OD

رقم/کلون
Clone/variety

RR0.138R0.165R0.156397097-14
RR0.124R0.121R0.127Jelly
SR0.136R0.12SoutRamus
RR0.162R0.141R0.132397045-7
RR0.11R0.105R0.14397009-8
RR0.121R0.631R0.143397031-16
RR0.109R0.115R0.109TP22-1
RR0.136R0.183R0.106397008-14
SR0.104R0.117Sout397031-11
RR0.105R0.122R0.129Sante
RR0.089R0.09R0.1397067-11
RR0.169R0.127R0.1397081-1
RR0.123R0.117R0.124397082-10
RR0.092R0.1R0.104396128-32
RR0.114R0.105R0.231397045-1
RR0.124R0.158R0.143397074-2
RR0.107R0.101R0.133397007-4
RR0.112R0.114R0.119396151-5
RR0.121R0.105R0.1397015-11
RR0.128R0.274R0.133397007-9
RR0.118R0.106R0.124397045-13
RR0.150R0.131R0.143397031-7
RR0.083R0.078R0.133397031-1
RR0.105R0.08R0.082White lady**

RR0.010R0.019R0.023Savalan
SS0.476SoutS1.076Desiree

=310/0Cut off= آستانه آلودگی  0.310
R :مقاومS :حساسR: Resistant             S: susceptible

:**شاهد منفی: ** Negative Check

زمینیسیبهاي مقاوم در ژنوتیپSTM0003ي DNAبا استفاده از نشانگر Rystoمرتبط با ژن جفت بازي141نوارهاي-1شکل 
)دزیره("شاهد مثبت"4، چاهک )وایت لیدي و سانته("شاهد منفی"3و 2هاي ، چاهک"مارکر -سایز"30و 1هاي چاهک

Figure 1- 141 bp bands, related to Rysto gene by using STM0003 DNA marker in 24 potato
genotypes

Lanes 1 & 30 “size marker”, Lanes 2 &3 “Negative control” (white lady & Sante), Lane 4 “positive control”
(Desiree)
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هاي امیدبخش سیب زمینیتجزیه واریانس صفت عملکرد غده قابل فروش در ارقام و کلون- 3جدول 
Table 3- Analysis of variance of marketable tuber yield trait in potato cultivars and promising

clones

میانگین مربعات
Mean of squares

مجموع مربعات
Sum of squares

درجه آزادي
df

منبع تغییرات
S.O.V.

Replicationتکرار96.26288.773

Cloneکلون2163.3324**90.14

Errorخطا12.82922.8972

(%) .C.V)٪(ضریب تغییرات8.88

01/0دار در سطح احتمال معنی: **
**: Significant at 1% probability level

bcdbc bcdbcbc c-e c-f

h h gh
c-h c-gc-gc-gc-gc-g

f-h c-h
f-h

b

a

f-hd-hd-h f-h

0

10

20

30

40

50

60

397097-14
Jell

y

Ramus

397045-7

397009-8

397031-16

TP22-1

397008-14

397031-11
Sante

397067-11

397081-1

397082-10

396128-32

397045-1

397074-2

397007-4

396151-5

397015-11

397007-9

397045-13

397031-7

397031-1

W
hite

 la
dy

Desi
ree

Genotypes

M
ar

kt
ab

le
 tu

be
r y

ie
ld

(t 
ha

-1
)

زمینیهاي سیبمیانگین عملکرد غده قابل فروش ارقام و کلون-2شکل 
Figure 2- Mean of marketable tuber yield of potato cultivars and clones
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Abstract

In this study, the Rysto gene, originaly found in wild potato (Solanum stoloniferum),
confers extreme resistance against PVY. It was identified in 21 potato clones and varieties and
they were evaluated for some agronomic traits. For this purpose five trials were conducted. In
first trial 320 potato genotypes were planted on the farm and 55 symptomless clone and
cultivars were selected. In second trial, 55 genotypes along with sensitive control genotype
(Desireh) were planted in 20 cm pots in the greenhouse at 15-20 °C with three replications.
After five weeks, upper leaves were infected artificially with sap from tobacco fresh leaves
checked for infection with PVYNTN and additional infections were repeated after 48 hours.
Symptoms were recorded and all plants were tested by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) about 4 weeks after inoculation. Plants that showed visual symptoms or/and gave at
least a positive ELISA result were considered as susceptible and symptomless response with
negative ELISA results were considered as resistant. In third trial, 23 genotypes were planted
in the greenhouse and the PVY infected young tobacco shoots were grafted to symptomless
genotypes with negative ELISA results with three replications and were selected as resistance
genotypes. In fourth trial, all the PVY resistant genotypes were checked by molecular marker
(STM0003) for detection of Rysto gene. Finally four potato varieties (Jelly, Sante, White Lady
and Savalan cultivars) and 19 advanced clones were regarded as carriers of Rysto gene. In the
fifth experiment genotypes were evaluated for marketable tuber yield of varieties and clones
resistant to virus PVY in field conditions and 397009-8 clone was selected as high-yielding
and tolerant genotype to PVY virus. Also, This clone did also have appropriate quality traits
like oval-round tuber shape, uniform tubers, short stolon length, light yellow flesh color,
yellow skin color, good tuber dry matter percent, tuber flesh texture of relatively soft
(multipurpose) and shallow depth tuber eye.

Key words: Clone, Rysto Gene, Solanum tuberosum, Tuber yield.
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