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  .٦٣-٨٢: ٣٧مجله نهال و بذر زميني.سيب Xويروس  به مقاومت
  

كلــون اميــدبخش  ٢٤و  در ايــرانرقــم تجــاري  ٣٥شامل  زمينيهاي سيبژنوتيپبرخي غربالگري منظور به پژوهشاين 
هــاي بــا اســتفاده از آزمــون (Potato virus X = PVX) نــيسيب زمي Xويروس  نسبت بههاي به نژادي، حاصل از برنامه

زنــي و اي مايــهبيولوژيكي و نشانگرهاي مولكولي انجام شد. براي اين منظور، ابتدا جدايه ويروسي روي گياه محك گل تكمه
ي ارزيــابي بــرا .زني روي گياه توتون، تكثير و در محيط كشت بافت نگهــداري گرديــدسازي بيولوژيك و سپس با مايهخالص

زنــي مكــانيكي و ) شــامل مايــهCIPزمينــي(المللي ســيبها نسبت به اين ويروس از روش استاندارد مركز بينواكنش ژنوتيپ
اي توسط عصاره آلــوده بــه صورت مكانيكي در شرايط گلخانهزميني از هر ژنوتيپ بهپيوند استفاده شد. ابتدا سه گياهچه سيب

منظور بــهساس قــرار گرفتنــد. در دو گروه مقاوم و ح DAS-ELISAا براساس نتايج آزمون هزني شد و ژنوتيپويروس مايه
در ســه تكــرار پيونــد و آلــودگي آنهــا  PVXفرنگي آلــوده بــه هاي مقاوم بر روي گياهان گوجهتعيين نوع مقاومت ژنوتيپ

 ١١رقــم تجــاري و  ١٢يوند نشان داد كــه زني مكانيكي و پتوسط آزمون الايزا بررسي شد. نتايج حاصل از هر دو آزمايش مايه
رقــم تجــاري و يــك  ٩) و Extreme Resistance, ERزميني داراي مقاومــت از نــوع بســيار بــالا (كلون اميدبخش سيب

بودنــد.  PVXنســبت بــه  )Hypersensitive Reaction, HRكلون اميدبخش داراي مقاومت از نوع فــوق حساســيت (
عنوان آلــوده شــدند و بــه PVXكلون اميدبخش در حداقل يكــي از تكرارهــا بــه  ١٢ري و رقم تجا ١٤ها شامل ساير ژنوتيپ

) PCRمــراز (اي پلــينيز توســط واكــنش زنجيــره Rx2و  Rx1هاي مقاومت حساس شناسايي گرديدند. غربالگري براي ژن
 انجــام شــد. نتــايج  ERهــاي بــا مقاومــت در ژنوتيــپ  106RX2و 5RX1ترتيب بــا اســتفاده از نشــانگرهاي اختصاصــي به

هفــت ژنوتيــپ داراي ژن مقاومــت  و Rx1زميني داراي ژن مقاومت ژنوتيپ سيب ١٣هاي مولكولي نيز نشان داد كه بررسي
Rx2 هاي با مقاومت بودند و در ژنوتيپHR اي هــاي گلخانــهها رديابي نشد و با نتايج آزمــايشو حساس هيچيك از اين ژن

و يــا  Rx1به ويروس و داراي ژن  ERهاي با مقاومت توجه به نتايج اين پژوهش از ژنوتيپو سرولوژيكي مطابقت داشت. با 
Rx2 با صــفات مطلــوب زراعــي و مقــاوم  سيب زميني هاي به نژادي به عنوان والد مقاوم براي توليد ارقاممي توان در برنامه
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 مقدمه

) .Solanum tuberosum L(زميني ســيب

و ارزش  شــتهقش مهمي در تغذيه مردم جهان دان

ــرنج اســـت.رغـــذايي آن هم ـــدم و بـ ـــف گن  دي

شــود كــه كشــور كشــت مي ١٤٠در  زمينيســيب

ــيش از  ــاطق  ١٠٠ب ــده آن در من ــور توليدكنن كش

  اند.شـــده گرمســـيري و نيمـــه گرمســـيري واقـــع

ازنظــر توليــد ســاليانه بعــد از گنــدم،  زمينــيســيب

 قــرار دارد  چهارممقام در جهان در  و ذرت برنج

)Ezekiel et al., 2013( بــر اســاس آمارنامــه .

ســطح زيــر كشــت  ١٣٩٧- ٩٨در سال كشاورزي 

و هـــزار هكتـــار  ١٤٣ايـــن محصـــول در كشـــور 

ميليون تن و ميانگين عملكــرد  ٢/٥توليدي معادل 

  ).  Anonymous, 2019تن در هكتار بود ( ٣٧

ــيب زمينــي يكــي از موانــع اصــلي توليــد س

باشــد كــه ها مــيخسارت ناشي از آفات و بيماري

درصــد  ٩٠موارد عملكرد را تا بــيش از  در برخي

ــين عوامــل بيمــاريكــاهش مــي ــد. در ب زاي دهن

ــن محصــول، ــف اي ــروس مختل ــت وي ــا از اهمي ه

زمينــي بــه اي برخــوردار هســتند، زيــرا ســيبويژه

ـــودگي  صـــورت غيرجنســـي تكثيـــر شـــده و آل

شــود. هاي بعــدي نيــز منتقــل مــيويروسي به نسل

ــيش از  ــاكنون ب ــاري ويروســ ٥٠ت ــوع بيم ي از ن

تعــدادي از آنهــا  كــهزمينــي گــزارش شــده ســيب

هر منطقه تعــدادي از  در واهميت اقتصادي داشته 

 بــه ايــن محصـــول وارد آنهــا خســارت بـــالايي 

هــاي ويروســي . خسارت ناشي از بيماريكنندمي

ــوع ويــروس  ،زمينــي، رقــم ســيبو نــژاد آن بــه ن

ــال  ــوه انتق ــي  نح  بســتگي داردو شــرايط محيط

ـــا  ١٠از و    درصـــد گـــزارش شـــده اســـت ٩٠ت

 )de Bokx et al., 1972( .  

) Potato virus X, PVX( زمينيسيب Xويروس 

تــرين شــايعيكي از داراي گسترش جهاني بوده و 

طــوري كــه بــه ، بــهزميني استسيب هاي ويروس

عنوان دهمين ويروس مهم گياهي شناسايي شــده 

ميـــزان . )Scholthof et al., 2011(اســـت 

 زمينــيرقــم ســيب ويــروس وخسارت آن به نژاد 

درصـــد  ٥٠تـــا بـــيش از  ١٠از بســتگي داشـــته و 

ممكــن اســت  ايــن ويــروسشــده اســت.  گزارش

 علائمــي گونــهظاهر هيچبه و فته بودههصورت نبه

ــري بــودن   در گيــاه نداشــته باشــد. در صــورت اب

فيــف خ لماتــصــورت يمــاري بهئــم بعلاهــوا 

علائــم ناشــي از ايــن  يطوركلبه .شودمشاهده مي

ــروس  ــت. در مخوي ــف اس ــيار خفي ــا بس ــي و ي  ف

ــام چوب ــي ارق ــهبرخ ــر  ياپنب ــده در اث ــدن غ ش

آلــودگي  اســت. شــده مشاهده PVXآلودگي به 

 PVAهـــاي زمـــان ايـــن ويـــروس بـــا ويروسهم

)Potato virus Aو (PVY )Potato virus Y( 

 شــــودباعــــث ايجــــاد خســــارت بيشــــتر مــــي

 )Beemster, 1987( .ــروس به ــن وي صــورت اي

ــانيكي  ــدهو مك ــق غ ــااز طري ــال  يه ــوده انتق آل

  . يابدمي

 Potexvirusجنس از  نيزميسيب Xويروس 

گـــــــروه  از Alphaflexiviridaeو خـــــــانواده 

ايــن  .اســت پيكــرهيــك  بــا ايهاي رشــتهويروس

 ١٩٤١ويروس اولين بار توســط اســميت در ســال 

ـــيلادي  ـــد.م ـــيف ش ـــره  توص ـــته آنپيك اي رش

نــانومتر  ١٣و ضــخامت  ٥١٥پذير به طول انعطاف
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ــت.  ــاراس ــود و چه ــش  ن ــره را پوش ــد پيك درص

تون تشــكيل لدا ٢٥٠٨٠ني با وزن مولكولي يپروتئ

ـــه داراي  ـــد ( ١٢٧٠داده ك ـــر واح ) Subunitزي

ــوم تك ــت. ژن ــتهاس ــت (اي رش – Positiveمثب

sense RNA(  دالتــون  ١/٢×٦١٠با وزن مولكولي

. ســـاختار باشـــدمـــينوكلئوتيـــد  ٦٤٣٥و تعـــداد 

آن  3′و ســــاختار انتهــــايي  Capآن  5′انتهــــايي 

PolyA ــاو ــت و ح ــاز  ياس ــت ب ــاب قرائ ــنج ق پ

(Open reading frame, ORF) ســــت ا

)Huisman et al., 1988(ــام  . اســتفاده از ارق

ترين روش بــراي كنتــرل آسانو ثرترين ؤمقاوم م

هاي ويروسي اســت. بــا توجــه بــه اهميــت بيماري

زميني در زراعت اين محصــول هاي سيبويروس

هاي در برنامه ،كنندميزان خسارتي كه وارد ميو 

هــاي پيشــرفته واكنش كلون نژادي سيب زمينيبه

ــه بيماري ــبت ب ــنس ــي ه ــي بررس ــم ويروس اي مه

   .شودمي

 به صورت فوق حساســيت  PVX مقاومت به 

)Hypersensitive Resistance, HR( ،

 )،Extreme Resistance, ERمقاومت بسيار بالا (

 بـــــــــه تجمـــــــــع ويـــــــــروس مقاومـــــــــت 

)Resistance to virus accumulation و (

 )Mature plant resistanceمقاومت گياه بــالغ (

. )Bonierbale, 2007( ودشـــــمشـــــاهده مي

ـه  در  PVXمقاومــت فــوق حساســيت نســبت بـ

كنتــرل  Nbو  Nxزميني توسط دو ژن غالب سيب

بر اساس توانايي آنهــا  PVXشود.  سويه هاي مي

زمينــي حساسيت در ارقام سيبدر القاء پاسخ فوق

  شوند. حامل اين دو ژن گروه بندي مي

و  ١مقاومت بر عليه گروههاي نــژادي  Nbژن 

مقاومــت بــر  Nxكــه ژن ليكند. درحاايجاد مي ٢

كنــد. امــا را القاء مــي ٣و  ١عليه گروههاي نژادي 

ژن  بــه هــر دو ژن غلبــه مــي كنــد. ٤ژادي گروه ن

Nb  در همــان ناحيــه ژن  ٥روي كرومــوزومRx2 

). De Jong et al., 1997يابي شده اســت (مكان

ــوع  ــين آنهــا، مقاومــت از ن  مــورد توجــه ERاز ب

باشــد. دو ژن غالــب نژادگران سيب زميني مي به 

Rx1  وRx2 زمينــي عامــل مقاومــت در سيبER 

زنــي مــرگ بوده و در محــل مايــه PVXنسبت به 

هاي نكــروزه قابــل مشــاهده نيســت. سلولي و لكه

) اين دو ژن يكســان بــوده و Functionعملكرد (

هــا حتــي در وضــعيت حضور هر يــك از ايــن ژن

زمينــي ) در سيبSimplex, Aaaaژنتيكي ساده (

در اين گياه كافي اســت  ERاي ايجاد مقاومت بر

)Bendahmane et al., 2000( .  

روي  Rx2و ١٢روي كرومـــــــوزوم  Rx1ژن 

ــوزوم  ــرار دارد. ژن  ٥كروم ــه  Rx1ق از زيرگون

مشــتق  S. tuberosum ssp. andigenaوحشــي 

 ;Ritter et al., 1991)شــــده اســــت 

Bendahmane et al., 1999) ژن .Rx2  از

ــي  ــه وحش ــت S. acauleگون ــت مش ــده اس ق ش

)Bendahmane et al., 1999( نشــانگرهاي .

ــوي  ــزار ژنتيكــي ق ــك اب ــوان ي ــه عن ــولي ب  مولك

هــاي هاي مطلــوب در كلكســيونبراي رديابي ژن

ال نژادگــران هســتند. در حــگيــاهي در اختيــار بــه

 حاضــر از نشــانگرهاي مولكــولي در برنامــه هــاي 

دهنــده برنامــه  ي به عنوان مكمل و ســرعتنژادبه

ــاي بــه ــيه ــژادي كلاســيك اســتفاده م شــود ن
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)Tuvesson et al., 2007( .  

ـــي نشـــانگرهاي مولكـــولي  در مطالعـــات قبل

بــراي  Rx2و  Rx1هــاي مختلــف پيوســته بــه  ژن

نسبت بــه  ERهاي مقاومت رديابي هر يك از ژن

PVX ــاي ــه ه ــتفاده در برنام ــراي اس ــي و ب  معرف

ــه  ــدهب ــنهاد ش ــي پيش ــيب زمين ــژادي س ــد. ازن  ان

ـــــي  ـــــانگرها م ـــــن نش ـــــه اي ـــــوان ب  CP60ت

(DdeI) ،77L(AluI) ،77R (HaeIII)،218 

(AluI)،221R  ،IPM3 (DdeI) ،IPM4 

(TaqI)  وGP3 (TaqI)  اشــاره كــرد كــه بــراي

 گيرنــدمــورد اســتفاده قــرار مــي  Rx1رديابي ژن 

)Kanyuka et al., 1999( .  

 GP21شــامل  Rx2دو نشانگر پيوسته بــه ژن 

(AluI)  وTG432  ـــابي ژن ـــراي ردي ـــز ب  Rx2ني

 . هــيچ)De Jong et al., 1997(انــد معرفي شده

ــك از  ــه ي ــتند، ب ــي نيس ــانگرها اختصاص ــن نش اي

  در برخــي از ارقــام مقــاوم قطعــه مــورد طوريكــه 

نظــر تكثيــر نشــده و يــا بــرعكس در برخــي ارقــام 

شــود. حســاس بانــد مــرتبط بــا نشــانگر تكثيــر مــي

بــا  CAPSهمچنين الگــوي هضــمي نشــانگرهاي 

هـــاي حســـاس و يـــا مقـــاوم همخـــواني ژنوتيــپ

  نداشـــت. بنـــابراين قابليـــت اســـتفاده از آنهـــا در

ــاب بــــه كمــــك نشــــابرنامــــه    نگر هــــاي انتخــ

)Marker Assisted Selection, MAS وجود (

  . )Ahmadvand et al., 2013(ندارد 

 Rx2و  Rx1مقايســـــه تـــــوالي بـــــين دو ژن 

مشــخص كــرده كــه ايــن دو ژن ارتبــاط تكــاملي 

بسيار نزديكي با هم دارنــد. ايــن دو ژن در ســطح 

ــد  ــروتئين  ٩٥نوكلئوتي ــطح پ ــد و در س  ٩٦درص

درصد شباهت دارند. شباهت نوكلئوتيدي بــالاي 

ايــن دو ژن تفكيــك آنهــا را از يكــديگر مشــكل 

اهيــت خــاص ژنتيكــي به دليل مكند. از طرفي مي

زميني (اتوتتراپلوييد و تترازوميــك)، پديــده سيب

تر بــوده و اســتفاده از نشــانگرهاي نوتركيبي رايج

هــاي انتخــاب بــه كمــك مولكولي را براي برنامــه

هــاي بــا زمينــه ژنوتيپبه ويژه در  (MAS)نشانگر 

نمايــد. احمدونــد و تر ميمشكلژنتيكي متفاوت، 

ــر  (Ahmadvand et al., 2013)همكــاران  ب

ـــوالي ژن ـــر اســـاس ت ـــت، دو پرايم ـــاي مقاوم ه

 Rx1بــراي ژن  5Rx1و  1Rx1اختصاصي شــامل 

را بـــراي  106Rx2و يـــك پرايمـــر اختصاصـــي 

معرفي كردند كه در ايــن تحقيــق از دو    Rx2ژن

اســـتفاده  106Rx2و  5Rx1پرايمـــر اختصاصـــي 

 شد.

  در ايــــن پــــژوهش بــــه منظــــور شناســــايي 

  برخــي ارقــام رايــج ميــان هــاي مقــاوم درژنوتيــپ

ــيب  ــونس ــور و كل ــي كش ــدبخشزمين ــاي امي   ه

هــاي و همچنين امكان استفاده از آنهــا در برنامــه 

ــه ــا در ب ــوژيكي آنه ــنش بيول ــدا واك ــژادي ، ابت ن

زنــي مكــانيكي اي به دو روش مايهشرايط گلخانه

و پيونـــد بررســـي شـــد و ســـپس بـــا اســـتفاده از 

 PVXه هاي مقاومــت بــپرايمرهاي اختصاصي ژن

هــاي ) در ژنوتيــپRx2يا  Rx1نوع ژن مقاومت (

مقــاوم تعيــين گرديــد. نتــايج ايــن تحقيــق امكــان 

ــپ ــتفاده از ژنوتي ــه اس ــن دو ژن ب ــل اي ــاي حام ه

ارقــــام مقــــاوم  توليــــدعنــــوان والــــد جهــــت 

را  PVX) بــــه Heteroduplexهتــــرودوپلكس (

  فراهم مي كند. 
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  هامواد و روش

  هاتيپعاري سازي از ويروس و تكثير ژنو

  ژنوتيــــپ ٥٩در ايــــن پــــژو هــــش تعــــداد 

كلــون  ٢٤رقــم تجــاري و  ٣٥شــامل  زمينيسيب 

زمينــي المللــي ســيباميدبخشدريافتي از مركز بين

(CIP)  براي آزمايشــات بيولــوژيكي و مولكــولي

ـالگري انتخــاب شــد (جــدول  ــا ١غربـ   ). ابتــدا ب

ــــــــه  ــزا دوطرف ــــــ ــــــــون الاي ــــــــام آزم   انج

 (DAS-ELISA)و  بـــر اســـاس روش كـــلارك

توســط  )Clark and Adams, 1977(آدامــز 

ـــي ـــاديآنت ـــانه (ب ـــاي چندهمس ) Polyclonalه

ــد ســوئيس،  Biorebaشــركت  اري شــده ازخري

ـــپ ـــك از ژنوتي ــر ي ـــودگي هـ ـــال آل ـــااحتم   ه

 ،PVX،PVYهــاي نسبت به هر يــك از ويروس 

PVA ، (Potato virus M) PVM،PLRV 

(Potato leafroll virus) و (Potato virus S) 

PVS  هــاييمــورد بررســي قــرار گرفــت. غــده  

ـــــه ويروس  ـــــذكور كـــــه نســـــبت ب   هـــــاي م

  جهــــت تكثيــــر انتخــــاب  آلــــودگي نداشــــتند،

 شدند. 

 

  هاي اميدبخش سيب زميني مورد بررسيارقام و كلون - ١جدول

Table 1. Experimental potato cultivars and promising clones 
 

  كلون
Clone 

  رديف
No. 

  رقم/كلون
Cultivar/Clone 

  رديف
No. 

  رقم
Cultivar 

  رديف
No. 

  رقم
Cultivar 

  رديف
No. 

397015-11 46 Sinora 31 Katica 16 Oceania 1 
396151-5 47 Ramos 32 Verona 17 Marabel 2 
397097-14 48 Savalan 33 Demon 18 Caesar 3 
397007-9 49 Fontane 34 Bzura 19 Markies 4 
397045-7 50 Picasso 35 Florida 20 Opal 5 
396309-7 51 Sante 36 Hermes 21 Caruso 6 
397031-7 52 397081-1 37 Jelly 22 Pamela 7 
397031-16 53 397082-10 38 Arinda 23 Lady Rosetta 8 
397008-14 54 396128-32 39 White Lady 24  Daifla 9 
397009-8 55 397074-2 40 Lorett 25 Emeraude 10 
396140-4 56 397045-13 41 Milva 26 Burren 11 
397045-1 57 397007-4 42 Elodie 27 Cara 12 
397067-11 58 397031-1 43 Impala 28 Agria 13 
397031-11 59 397081-4 44 Labadia 29 Desiree 14 
  397007-16 45 Marfona 30 Luca 15 

 

هاي آلــوده ژنوتيپبه منظور غربالگري اوليه، 

به دليــل حساســيت بــه ويــروس از ســاير  PVXبه 

هــاي ژنوتيــپمراحــل تحقيــق حــذف شــدند، امــا 

هــا بــا اســتفاده از روش آلــوده بــه ســاير ويــروس

ـــــدند  ـــــروس ش ـــــاري از وي ـــــي ع الكتروتراپ

)Pajouhandeh, 2001(هــاي انتخــابي . ژنوتيــپ

) روي Single nodeگــره (سالم، به صورت تك

كشــت شــدند و پــس از  MSمحــيط كشــت پايــه 
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رشد كافي در اتاق رشد، به گلخانه منتقل و پــس 

هــاي تكثيــري  برداشــت از حدود دو ماه ريزغــده

  شدند. 

ها نســبت بــه بررسي واكنش بيولوژيكي ژنوتيپ

PVX ايدر شرايط گلخانه  

ــراي  هــاي ارزيــابي واكــنش ارقــام وكلونب

  زمينــــي مــــورد بررســــياميــــدبخش ســــيب

ـــه   ـــبت ب ـــزPVXنس ـــتاندارد مرك   ، از روش اس

ــين  ــيبب ــي س ــي (الملل ــد CIPزمين ــتفاده ش ) اس

)Bonierbale, 2007( .دو  بــر اســاس ايــن روش

زنــي مكــانيكي و آزمــايش جداگانــه شــامل مايــه

  .زني پيوند انجام شدمايه

 PVX تهيه زادمايه ويروس

د از بــراي تهيــه زادمايــه ويــروس، طــي بازديــ

هــاي مشــكوك بــه مــزارع اســتان اردبيــل از بوتــه

ها نســبت بــه برداري و آلودگي آنآلودگي نمونه

PVX  ـــا اســـتفاده از آزمـــون و  DAS-ELISAب

هــاي اي تاييــد شــد. نمونــهبادي چندهمســانهآنتي

) شناســايي Rآلــوده بــا توجــه بــه حــد آلــودگي (

 )OD( هــاي بــا  غلظــتشدند و از بين آنها نمونــه

زني انتخاب و عصاره آلــوده دو براي مايهبيش از 

 ٦٠٠هــر نمونــه بــا اســتفاده از پــودر كربورانــدوم 

ــاه محــك گــلmeshمــش ( اي تكمــه) روي گي

)Gompherena globosaصورت مكــانيكي ) به

زني شــد و در شــرايط گلخانــه بــا دمــاي بــين مايه

ساعت  ١٦درجه سلسيوس، تناوب نوري  20- 25

 ٧٠رطوبت حــدود نور و هشت ساعت تاريكي و 

  درصد نگهداري شدند. 

  زنــي، هــر يــكحدود يك هفته پــس از مايــه

  هاي موضعي ظــاهر شــده در ســطح بــرگاز لكه 

ـــه  ـــي را ب ـــي ويروس ـــه فرض ـــك جداي   عنوان ي

ـــون  ـــر روي توت انتخـــاب كـــرده و جهـــت تكثي

)Nicotiana glutinosa( ــانيكي به ــورت مك ص

ــه ــهماي ــس از ماي ــاه پ ــا زني شــدند. يــك م زني، ب

ســتفاده از آزمــون ســرولوژيكي الايــزا آلــودگي ا

ـــون ـــه  گياهـــان توت ـــراي  PVXب ـــد شـــد. ب تايي

ــروس  ــالص وي ــه خ ــتلاط جداي ــوگيري از اخ جل

هــا ها و يا ساير ويــروسروي توتون با ساير جدايه

روي گياهــان ديگــر در محــيط گلخانــه، گياهــان 

گــره روي خالص به صورت تك PVXآلوده به 

ق رشــد تكثيــر و كشــت بافــت در اتــا MSمحيط 

  نگهداري شدند.

هــاي الايــزا بــراي تعيــين حــد در كليه آزمون 

آلــودگي، پــس از كســر ميــزان جــذب چاهــك 

ــــرل ( ــــوري Blankكنت ــــذب ن ــــانگين ج )، مي

شــاهدهاي منفــي (عصــاره گيــاه ســالم) در طــول 

ــوج  ــر آن  ٤٠٥م ــد و دو براب ــبه ش ــانومتر محاس ن

حـــد آلـــودگي در نظـــر گرفتـــه شـــد.  عنوانبـــه

 هــاآني كه ميزان جذب نــوري چاهــك يهانمونه

آلــوده تلقــي  عنوانبــهبيش از حــد آلــودگي بــود 

  شدند.  

  هاي بيولوژيكيآزمون

ــانيكي: ــي مك ــه زن ــن  ماي ــه آاي ــايش در س زم

درجــه  ٢٠- ٢٥تكرار در شرايط گلخانه بــا دمــاي 

سلسيوس انجام شد. بدين ترتيــب كــه تعــداد ســه 

هــاي گلدان ميني تيوبر از هر رقم/كلون در داخل

كشــت  ١: ٢موس و پرليــت بــه نســبت حاوي پيت

 ٢- ٤هــا بــه مرحلــه كــه گياهچــهشــدند. هنگــامي
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برگي رسيدند (حدود ســه هفتــه بعــد از كشــت)، 

ــه نســبت وزنــي / حجمــي اسوسپ از  %٥نســيوني ب

بــه  PVXآلــوده بــه هاي گياه توتون عصاره برگ

 چيني در بــافر فســفات مايه توسط هاونعنوان زاد

)4PO2M KH 0.025, 4HPO2M K 0.1; 7.5pH ( 

  تهيه شد.

 پــودر هاي گياهــان آزمايشــي را توســطبرگ

غبــار پاشــي كــرده و بــا   mesh٦٠٠ كربوراندوم 

برگچه از هر گياه توسط پارچــه  ٢- ٣لش دادن ام

 زنيمايــهململ آغشته بــه سوسپانســيون ويــروس، 

زنــي ساعت بعــد مايــه ٤٨انجام شد. براي اطمينان 

در ايــن آزمــايش رقــم وايــت مجدداً تكرار شــد. 

بــه عنــوان شــاهد مقــاوم و  )White Ladyليدي (

) به عنــوان شــاهد حســاس Hermesرقم هرمس (

ـــدود  ـــد. ح ـــه ش ـــر گرفت ـــد از ٢٥در نظ   روز بع

ـي، مايــه  ــر يــك از گياهــان بـــا آزنـ   لــودگي ه

  مــــــورد DAS-ELISAاســــــتفاده از تســــــت 

ــودگي   ــورت آل ــت و در ص ــرار گرف ــابي ق ارزي

ارها، به عنــوان حســاس تلقــي حداقل يكي از تكر

  شد. 

ــد ــا پيون ــي ب ــه زن ــوع  :ماي ــين ن ــه منظــور تعي ب

هــاي مقــاوم )، ساقه ژنوتيــپHRيا  ERمقاومت (

زنــي مكــانيكي بــه گيــاه گوجــه در آزمايش مايــه

پيوند زده شدند. براي اين  PVXفرنگي آلوده به 

ــر رقمم ــه از ه ــه گياهچ ــداد س ــور، تع ــون /نظ كل

اگانــه ه طــور جداميدبخش بــه عنــوان پيونــدك بــ

رقــم حســاس  هــاي گوجــه فرنگــيروي گياهچــه

به عنوان پايه  PVX) آلوده به Rutgersروتگرز (

ـــد اســـكنه ـــاه بعـــد پيون ـــك م اي زده شـــده و ي

ازآلودگي توسط آزمون الايزا مورد بررسي قــرار 

هــايي كــه در هــر دو ). ژنوتيــپ١گرفــت (شــكل 

زني مكانيكي و پيوند مقــاوم بودنــد، آزمايش مايه

) ERه عنــوان ژنوتيــپ بــا مقاومــت بســيار بــالا (بــ

شناسايي شــدند و در صــورت مشــاهده آلــودگي 

در حداقل يك تكــرار آزمايشــي، نــوع مقاومــت 

 ) تعيين شد.HRحساسيت (فوق

 

  

  

  

  

  

 

  

  

  PVXزميني روي پايه گوجه فرنگي رقم روتگرز آلوده به هاي سيباي ژنوتيپپيوند اسكنه - ١شكل 

Fig. 1. Grafting potato genotypes΄ scions on tomato cv. Rutgers rootstocks infected with PVX 
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هــاي مقاومــت توســط نشــانگرهاي رديــابي ژن

  :Rx2و  Rx1 اختصاصي

) ژنومي از بــرگ DNAاستخراج دي ان اي (

ــيب ــان س ــه روش گياه ــي ب ــوتزمين  و وارن والب

)Walbot and Warren, 1988(  ــدكي ــا ان ب

تغييرات شامل موارد زير انجام شد. در اين روش 

پــس از پــودر كــردن بافــت گيــاهي در نيتــروژن 

گرم از بافــت پــودر شــده بــه يــك ميلي ١٠٠مايع،

 Lysis (100mM Tris HCLاز بــافر ليتــر ميلــي

(pH=8) ،50 mM EDTA ،1mM NaCl ،1% 

PVP)  ميكروليتــر  ٨٠وSDS 10%  قبــل از قــرار

درجــه  ٧٠مــاري بــا دمــاي ام بــندادن در حمــ

دقيقه استفاده شــد. كميــت  ١٥سلسيوس به مدت 

ها توسط دستگاه نــانودراپ نمونه DNAوكيفيت 

Thermo Scientific  ــدل ) و ژل ND-1000(م

 DNAمــورد بررســي قــرار گرفــت. از  %١آگارز 

 (White Lady)ليــدي استخراج شده رقم وايــت

رقــم كــارا و  Rx2به عنوان شاهد مقاوم حامل ژن 

)Cara بــه عنــوان شــاهد مقــاوم حامــل ژن (Rx1 

هــاي مقاومــت رديــابي ژن منظوربــهاستفاده شــد. 

Rx1  وRx2  به ترتيب از آغازگرهاي اختصاصــي

5Rx1  106وRx2  مبتنــي بــر تــوالي هــر يــك از

و  ١٨٦هــاي ها استفاده شد كه به ترتيــب قطعــهژن

نماينـــــد بـــــازي را تكثيـــــر مـــــيجفـــــت ٥٤٣

)Ahmadvand et al., 2013( توالي هر يك از .

 آمده است.  ٢در جدول  اين آغازگرها

 

  Rx2و  Rx1هاي آغازگرهاي اختصاصي ژن - ٢جدول
Table 2. Specific primer pairs for Rx1 and Rx2 genes 

 
  (جفت باز) طول قطعه تكثير شده

Size of  amplified 
fragment (bp) 

  دماي اتصال
Annealing 

Temperature 
 (΄3-΄5)ترادف آغازگرها 

Sequence (5′-3′) 
  تعداد نوكلئوتيد

No. nucleotide 
  نام آغازگر

Primer name 
186 64 F :TCAGGGCAAAACCCTAACAC 20 5RX1  

  R: ATCGGCCTAGAGTGACATCG 20 5RX1  
543 66 F: GGAGAAATCCTGCAATGTAAC 21 106 RX2  

  R: CTTGTCAAAGAAAGAAGGCCT 21 106 RX2  

F ،آغازگر مستقيم :R ،آغازگر معكوس :bpجفت باز :                 F: Forward primer, R: Reverse primer, bp: Base pairs 

 

 )PCR )Master Mixاجزاي مخلوط واكــنش 

 ميكروليتر شامل سه ميكروليتــر از ٢٤با حجم نهايي 

DNA )ميكروليتــر  ٤/٢يكروليتــر)، نانوگرم بــر م ٢٥

ــه  ــول)، س ــنج ميكروم ــا (پ ــك از آغازگره ــر ي ازه

محتــوي كلريــد منيزيــوم،  10X PCRميكروليتربــافر

  )dNTPميكروليترمخلــــــوط نوكلئوتيــــــدي ( ٤/٢

دو ميكروليتــر آنــزيم يــك واحــد  مولار)،ميلي ١٠( 

Taq DNA Polymerase  (شــركت ســيناژن) و

  ميكروليتر آب خالص بود.  ٨/٨

ــراي  ــرهب ــنش زنجي ــام واك ــيانج ــرازاي پل   م

ــــــــــايكلر   ــــــــــتگاه ترموس    Biometraاز دس

ــدل  ــتفاده T-Gradient Thermoblock(م ) اس

شد كه با چرخه حرارتي زير براي تكثيــر قطعــات 

مــورد نظــر روي دســتگاه تنظــيم شــد: واسرشــت 

ـــه در دمـــاي    درجـــه سلســـيوس ٩٥ســـازي اولي

چرخه با واسرشت  ٣٥به مدت سه دقيقه و تعداد  
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 ٢٠درجه سلسيوس بــه مــدت  ٩٤سازي در دماي 

 ٢ثانيه، دماي اتصال آغازگرها بــر اســاس جــدول 

ــدت  ــه م ــاي  ٢٠ب ــره در دم ــه، بســط زنجي  ٧٢ثاني

ثانيــه و بســط نهــايي  ٦٠درجه سلسيوس به مــدت 

درجــه سلســيوس بــه مــدت  ٧٢زنجيــره در دمــاي 

پنج دقيقه انجام شــد. محصــول نهــايي حاصــل از 

PCR  1درصد در بــافر  ٥/١در ژل آگارزX BE 

با استفاده از الكتروفورز تفكيك و اندازه تقريبــي 

 ١٠٠ DNAقطعه تكثير شده با استفاده از نشــانگر 

  ) تعيين شد.100bpجفت بازي (

  

  نتايج و بحث 

  خالص سازي و تكثير ويروس

هــاي روي نمونــه DAS-ELISAنتايج آزمون

جمع آوري شده از اســتان اردبيــل نشــان داد كــه 

نمونــه آلــوده بــه  ١٠جــذب نــوري تعــداد  ميــزان

PVX  ـــوج ـــيش از  ٤٠٥در طـــول م ـــانومتر ب  ٢ن

)OD>2زنــي عصــاره ) بود. يك هفته پس از مايه

ــه   ايهــا روي گيــاه محــك گــل تكمــهايــن نمون

 )G. globosaـــعي روي ـــه موض ـــم لك   ) علائ

). هــر يــك از ٢هــاي آن ظــاهر شد(شــكل برگ 

عنوان يــك جدايــه خــالص لكه هاي موضــعي بــه

فرضــي ويروســي انتخــاب و روي يــك گياهچــه 

زني شد. پس از ظهــور علائــم و تاييــد توتون مايه

هــا نمونــه كشــت آلودگي بــا تســت الايــزا، از آن

ها، جدايه خــالص بافت تهيه شد. از بين اين نمونه

X6  با ميــزان جــذب ســه بــراي انجــام آزمايشــات

 زني انتخاب شد.مايه

 

  

 

 

  

  

  

  

  

  

  

 ايروي گياه محك گل تكمه  PVXموضعي ناشي از  علائم لكه -  ٢تصوير

Fig. 2. Local lesion symptoms on test plant Gompherena globosa inoculated with PVX 

 

ـــه برخـــي از جدايـــه ـــايدر يـــك مطالع   مـــورد بررســـي در اســـتان همـــدان بـــر اســـاس   ه
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تـــوالي پوشـــش پروتئينـــي گـــروه بنـــدي شـــد  

)Shokrollahi et al., 2013.(  ـــه در مطالع

  هـــاي جمـــع آوري شـــده از نـــهديگـــري نمونـــه

اســتان بــر اســاس نــوع علائــم روي گيــاه توتــون  

بــه دو گــروه تقســيم شــدند  N. glutinosaگونه 

)Massumi et al., 2014 نمونه مــورد بررســي .(

ــوزائيكي  ــم م ــون علائ ــق روي توت ــن تحقي در اي

خفيف ايجاد كرد كــه بــه جدايــه هــاي گــروه دو 

  اهت دارد.اين تحقيق شب

هــا نســبت بــه نتايج ارزيابي بيولوژيكي ژنوتيپ

PVX اي در شرايط گلخانه  

  زني مكانيكي:نتايج مايه

  زنــي مكــانيكي هــر يــك سه هفته پس از مايــه

ــزا در  ــون الاي ــل از آزم ــايج حاص ــا، نت از تكراره

 ٣٣نــانومتر نشــان داد كــه تعــداد  ٤٠٥طــول مــوج 

ــون ١٢ژنوتيــپ شــامل  ــدبخش و  كل ــم ر ٢١امي ق

يــك از تكرارهــاي زمينــي در هيچتجــاري ســيب

  آزمايشــــي آلــــودگي نداشــــتند. بنــــابراين بــــه

  عنوان ژنوتيپ هاي مقــاوم در نظــر گرفتــه شــدند 

زنــي و براي تعيين نوع مقاومت در آزمــايش مايــه

  پيونــد مــورد اســتفاده قــرار گرفتنــد. همچنــين

رقــم تجــاري  ١٤ژنوتيپ شــامل  ٢٦ميزان جذب  

   ٤٠٥خش در طــــول مــــوج كلــــون اميــــدب ١٢و 

ــيش ــانومتر ب ــوان ن ــه عن ــود و ب ــودگي ب از حــد آل

ــه  ــاس ب ــاي حس ــپ ه ــدند  PVXژنوتي ــي ش تلق

  ). ٣(جدول 

  زني پيوندنتايج مايه

ـــپ ـــد شـــده روي واكـــنش ژنوتي هـــاي پيون

فرنگي رقم روتگرز آلــوده بــه هاي گوجهگياهچه

PVX  نيز توسط آزمون الايزا مورد بررســي قــرار

كلــون  ١١رقــم و  ١٢داد كــه گرفت. نتايج نشــان 

ها كــه اميدبخش فاقد آلودگي بودند. اين ژنوتيپ

ـــد  ـــد فاق ـــايش مكـــانيكي و پيون در هـــر دو آزم

هاي بــا مقاومــت آلودگي بودند به عنوان ژنوتيپ

) در نظر گرفته شدند. ســاير ERاز نوع بسيار بالا (

ـــهژنوتيـــپ زنـــي هـــاي مقـــاوم در آزمـــايش ماي

و يــك كلــون  مكــانيكي شــامل نــه رقــم تجــاري

فرنگي آلــوده اميدبخش پس از پيوند روي گوجه

به ويروس واكنش حساسيت بروز دادند. بنابراين 

هاي با مقاومــت فــوق حساســيت به عنوان ژنوتيپ

)HR ـــدول ـــدند (ج ـــايي ش ـــن ٤) شناس  ١٠). اي

حساســيت در آزمــايش ژنوتيپ بــا مقاومــت فــوق

ــه ــم مايــه زنــي مكــانيكي در محــل ماي ــي علائ زن

ضعي بروز داده بودند كه احتمالاً نشــان نكروز مو

هــا در ايــن ژنوتيــپ Nxيــا  Nbدهنــده وجــود ژن 

 ).;Cockerham, 1970 Bonierbale, 2007(است 

زنــي مكــانيكي و نتايج حاصــل از آزمايشــات مايــه

هــا نســبت بــه درصد ژنوتيپ ٤٤پيوند نشان داد كه 

PVX  ــوده و ــا درصــد ژنوتيــپ ٣٩حســاس ب هــا ب

درصد آنها داراي مقاومــت  ١٧و تنها  ERمقاومت 

كــه حــدود  ،بودند. رقم تجــاري اگريــا HRاز نوع 

ــيب ٢٥ ــت س ــطح زيركش ــد س ــي را در درص زمين

كشــور بــه خــود اختصــاص داده اســت (مكاتبــات 

بزي و صــيفي، وزارت جهــاد شخصــي بــا دفتــر ســ

ــاورزي)، ــالا دارا كش ــيار ب ــوع بس ــت از ن ي مقاوم

)ER .عنوان يك رقــم نســبتاً  اما رقم مارفونا به) بود

ــاي متمــادي زودرس كــه ســال ســطح نســبتاً در ه

  . بود HRداراي مقاومت  شدكشت ميوسيعي 
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  زني مكانيكيمايه در آزمايش PVXزميني به هاي اميدبخش سيبواكنش ارقام و كلون - ٣جدول 

Table3. Reaction of potato cultivars and promising clones to PVX in mechanical inoculation assay 
 

  واكنش
Reaction 

  ٣تكرار
Rep. 3 

  ٢تكرار 
Rep. 2 

  ١تكرار 
Rep. 1 

  كلون
Clone 

  رديف
No. 

  واكنش
Reaction 

  ٣تكرار
Rep. 3 

  ٢تكرار 
Rep. 2 

  ١تكرار 
Rep. 1 

  رقم/كلون
Cultivar/Clone 

  رديف
No. 

  كنشوا
Reaction 

  ٣تكرار
Rep. 3 

  ٢تكرار 
Rep. 2 

  ١تكرار 
Rep. 1 

  رقم
Cultivar 

  رديف
No. 

S S R R 397045-13 41 S S S S Hermes⃰⃰⃰ ⃰ 21 R R R R Oceania 1 

S S S R 397007-4 42 S R S S Jelly 22 R R R R Marabel 2 
S S S R 397031-1 43 S S S R Arinda 23 S R S S Caesar 3 

R R R R 397081-4 44 R R R R White Lady⃰ 24 R R R R Markies 4 

S S S S 397007-16 45 R R R R Lorett 25 R R R R Opal 5 

R R R R 397015-11 46 R R R R Milva 26 S R S S Caruso 6 

R R R R 396151-5 47 R R R R Elodie 27 S R S S Pamela 7 

R R R R 397097-14 48 S S S S Impala 28 R R R R Lady Rosetta 8 

S S S S 397007-9 49 R R R R Labadia 29 S S R S Daifla 9 

R R R R 397045-7 50 R R R R Marfona 30 S S S S Emeraude 10 

R R R R 396309-7 51 R R R R Sinora 31 R R R R Burren 11 

S S R R 397031-7 52 R R R R Ramos 32 R R R R Cara⃰ 12 

S R S S 397031-16 53 S S S S Savalan 33 R R R R Agria 13 

S R S R 397008-14 54 R R R R Fontane 34 S S S S Desiree 14 

S S S S 397009-8 55 R R R R Picasso 35 R R R R Luca 15 

R R R R 396140-4 56 S S S R TP22-1 36 S S S S Katica 16 

R R R R 397045-1 57 S S S R 397081-1 37 R R R R Verona 17 

R R R R 397067-11 58 R R R R 397082-10 38 S S S S Demon 18 

R R R R 397031-11 59 R R R R 396128-32 39 R R R R Bzura 19 

      S S S S 397074-2 40 S S S S Florida 20 

R ،مقاوم :S    ،هد حساسشا: ⁕⁕شاهد مقاوم،      : ⁕: حساس.                                                                                     R: Resistant, S: Susceptible, : Resistant control,: Susceptible control, Rep.: Replication 
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  زني پيوندمايه مايشدر آز PVXزميني نسبت به هاي اميدبخش سيبواكنش ارقام و كلون - ٤جدول 

Table 4. Reaction of potato cultivars and promising clones to PVX in grafting inoculation assay 
 

  واكنش
Reaction 

  ٣تكرار
Rep. 3 

  ٢تكرار 
Rep. 2 

  ١تكرار 
Rep. 1 

  رقم / كلون
Cultivar/ Clone 

  رديف
No. 

  واكنش
Reaction 

  ٣تكرار
Rep. 3 

  ٢تكرار 
Rep. 2 

  ١تكرار 
Rep. 1 

  رقم
Cultivar 

  رديف
No. 

HR S S S Sinora 18 HR S S S Oceania 1 
HR S S S Ramos 19 ER R R R Marabel 2 
ER R R R Fontane 20 HR S S S Markies 3 
HR S S S Picasso 21 ER R R R Opal 4 
ER R R R 397082-10 22 ER R R R Lady Rosetta   5 
ER R R R 396128-32 23 HR S S S Burren 6 
ER R R R 397081-4 24 ER R R R Cara 7 
ER R R R 397015-11 25 ER R R R Agria 8 
ER R R R 396151-5 26 ER R R R Luca 9 
ER R R R 397097-14 27 HR S S S Verona 10 
HR S S S 397045-7 28 ER R R R Bzura 11 
ER R R R 396309-7 29 ER R R R White Lady 12 
ER R R R 396140-4 30 ER R R R Lorett 13 
ER R R R 397045-1 31 HR S S S Milva 14 
ER R R R 397067-11 32 ER R R R Elodie 15 
ER R R R 397031-11 33 ER R R R Labadia 16 

      HR S S S Marfona 17 
HR ،واكنش مقاومت فوق حساسيت :ER بسيار بالا، : واكنش مقاومتR ،مقاوم :S .حساس :  

HR: Hypersensitive Resistance, ER: Extreme Resistance, R: Resistant, S: Susceptible, Rep.: Replication. 
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ــي ( ــم جل ــل رق ــر Jellyدر مقاب ــا ســطح زي ) ب

 PVXكشت زياد در بسياري از مناطق، نسبت بــه 

توليــد حساسيت نشان داد كه لازم است در برنامه 

هاي لازم بــراي پيشــگيري از بذر اين رقم مراقبت

ـــين  ــرد. از ب ـــورت گيـ ـــودگي ص ـــترش آل  گس

درصــد آنهــا نســبت بــه  ٥٠هاي اميدبخش، كلون

اين ويروس حساس بودند. آزمايشات قبلــي روي 

هاي اميدبخش دريــافتي از گروه ديگري از كلون

) نيــز نشــان داد CIPزميني (المللي سيبمركز بين

حساس بودنــد  PVXي از آنها نسبت به كه بسيار

  (احمدوند، منتشر نشده). 

به دليل ايجــاد  ERدر برخي از منابع  مقاومت 

سطح بالايي از مقاومت به عنوان پاسخ مصــونيت 

)Immune response .در نظر گرفته مــي شــود (

طوريكه گياه حتي تحت فشار اينوكولــوم زيــاد به

عنــوان  غيــر شود و گياه را بــه ويروس آلوده نمي

ـــان ( ـــر Non-hostميزب ـــروس در نظ ـــراي وي  ) ب

 ERزمينــي مقاومــت گيرند. بنــابراين در ســيبمي

نژادگــران اســت، زيــرا ايــن نــوع مــورد توجــه بــه

مقاومت نسبت بــه همــه نژادهــاي ويــروس مقــاوم 

است و همچنين بر خلاف مقاومــت از نــوع فــوق 

ـــي و  ـــرايط محيط ـــاثير ش ـــت ت ـــيت، تح حساس

  گيرد. رار نميفيزيولوژي گياه ق

ژنوتيــپ مــورد بررســي در  ٥٩در مجمــوع از 

ــق،  ــن تحقي ــامل  ٣٣اي ــپ ش ــم و  ١٢ژنوتي  ١١رق

بودنــد كــه  ERكلون اميــدبخش داراي مقاومــت 

نــژادي بــه عنــوان هاي بــهتوان از آنها در برنامهمي

 ١٠منبــع مقاومــت اســتفاده كــرد. در مقابــل تنهــا 

ژنوتيپ شــامل نــه رقــم و يــك كلــون اميــدبخش 

ـــي  HRراي مقاومـــت دا ـــد. در ســـيب زمين بودن

ــه  ــبت ب ــيت  نس ــوق حساس ــنش ف ــه  PVXواك ب

) Strain-specificصــورت ســوش اختصاصــي (

هاي اين نوع مقاومــت تنهــا نســبت مي باشد و ژن

به يك سوش خــاص از ويــروس مقاومــت نشــان 

 هــــا مــــؤثر نيســــتندداده و روي ســــاير ســــوش

ــاثير  ــين تحــت ت ــراي ژن) و همچن  (فرضــيه ژن ب

گيــرد. ا و شرايط فيزيولوژيكي گيــاه قــرار مــيدم 

 بنـــــابراين يـــــك مقاومـــــت پايـــــدار نيســـــت

)Jones, 1990; Loebenstein and Carr, 2006(.  

 نســـبت  HRهـــاي مقاومـــت تـــك ژنـــي ژن 

زميني گــزارش در بسياري از ارقام سيب PVXبه 

ــه ــت مزرع ــه مقاوم ــت ك ــهشــده اس ــبت ب  اي نس

ــي  ــروس ايجــاد م ــن وي ــوق اي ــت ف ــد. مقاوم كنن

زمينــي توســط در سيب PVXحساسيت نسبت به 

ــــب  ــــر Nbو  Nxدو ژن غال ــــيكنت شــــود ل م

)Cockerham, 1970( در كاتالوگ بســياري از .

زمينــي در كشــور واكــنش بــه ارقام وارداتي سيب

PVX  و يــا  "نســبتاً زيــاد"را به صــورت مقاومــت

ارائــه مــي دهنــد كــه نــوع مقاومــت  "خيلي زياد"

ER  يـــاHR  ،را از هـــم تفكيـــك نكـــرده اســـت

ــ ــابراين احتمــال آل ــه بن ــام ب ــن ارق  PVXودگي اي

  وجود دارد.

و  Rx1هاي ها براي ژننتايج غربالگري ژنوتيپ

Rx2 با استفاده از نشانگرهاي مولكولي  

 Rx1 ها براي ژنغربالگري ژنوتيپ

 هــاي مقاومــتتكثيــر بخشــي از ژن منظــور به

Rx1 مراز از جفــت اي پليتوسط واكنش زنجيره

در  5RX1استفاده شد. آغــازگر  5RX1آغازگر 
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 ١٣) و Rx1) (شــاهد حامــل ژن Caraرقــم كــارا (

 ژنوتيپ شامل شش رقــم تجــاري و هفــت كلــون

 ١٨٦بــا انــدازه  DNAاي از اميدبخش مقاوم قطعه

باز تكثير نمود. اما اين قطعــه در رقــم بــزورا جفت

)Bzura ـــل ژن ـــاهد حام ـــين ) Rx2) (ش و همچن

ارقام حساس در آزمايش بيولوژيكي تكثيــر نشــد 

بنابراين ارقامي كه ايــن قطعــه در آنهــا ). ٣(شكل 

و يــا نســبت بــه ايــن  Rx2تكثيــر نشــد حامــل ژن 

ويروس حساس هستند. مقايسه نتايج مولكولي بــا 

نتايج آزمونهاي بيولوژيكي (مايــه زنــي مكــانيكي 

ژنوتيپي كــه بانــد مــورد  ١٣و پيوند) نشان داد كه 

داشــته و  ERنظر در آنهــا تكثيــر شــده، مقاومــت 

هــاي حســاس ر هيچكــدام از ژنوتيــپاين قطعــه د

تكثير نشد كه حاكي از توانايي نشانگر مولكــولي 

5RX1 هــاي حســاس براي تفكيك دقيق ژنوتيپ

 است. Rx1هاي مقاوم حامل ژن از ژنوتيپ

 

 

 

  

 

 

 

 

  
 5RX1زميني مورد آزمــايش بــا اســتفاده از جفــت آغــازگر هاي سيبالگوي الكتروفورز ژنوتيپ - ٣شكل 

  ).Rx1صاصي ژن (نشانگر اخت

M) :100bp (Lader ١بــه ترتيــب از چــپ بــه راســت بيــانگر،  ٢٦تـاـ  ١ شــماره؛: Cara ٢: Bzura ٣: Labadia  

٤: Pamella ٥: 396128-32 ٦:Lady Rossetta  ٧ :396309-7 ٨: Hermes٩ : 397031-1١٠: Marabel 

١١: Agria ١٢:Fontane   ١٣ : z TP22-1١٤ :397031-11 ١٥: 397082-10 ١٦ :397067-11  

١٧ :396151-5 ١٨ :397081-4 ١٩:Opal  ٢٠: White Lady ٢١: Luca ٢٢: Sinora ٢٣ : 

397015-11 ٢٤: Emrad  ٢٥: Burren ٢٦: Daifla .هستند  

Fig. 3. Electrophoresis pattern of examined potato genotypes (1 to 26) using primer pairs, 

5RX1 (Rx1-marker specific); Samples from left to right: M: Lader (100bp), 1: Cara,  

2: Bzura, 3: Labadia, 4: Pamella, 5: 396128-32, 6: Lady Rossetta, 7: 396309-7,  

8: Hermes, 9: 397031-1, 10: Marabel, 11: Agria, 12: Fontane, 13: TP22-1, 14: 397031-11, 

15: 397082-10, 16: 397067-11, 17: 396151-5, 18: 397081-4, 19: Opal, 20: White Lady, 

21: Luca, 22: Sinora, 23: 397015-11, 24: Emrad, 25: Burren, 26: Daifla 



 ...غربالگري بيولوژيكي و مولكولي برخي

٧٧ 

 Rx2 ها براي ژننتايج غربالگري ژنوتيپ

ــي  ــازگر اختصاص ــنش  106RX2آغ در واك

 بــازجفــت ٥٤٣ طولبه  ياقطعهاي پليمراز زنجيره

 (White Lady) ليــديوايــت در رقم Rx2از ژن 

در  ER) و نه ژنوتيپ با مقاومــت Rx2(حامل ژن 

آزمايشات بيولوژيكي شامل چهار رقم تجــاري و 

ــن  ــا اي ــر نمــود. ام ــدبخش تكثي ــون امي ــار كل چه

آغـــازگر قـــادر بـــه تكثيـــر ايـــن قطعـــه در رقـــم 

هــاي ) و ژنوتيــپRx1(حامــل ژن   (Cara)كــارا

ـــود (شـــكل  ـــايج٥و  ٤حســـاس نب ـــه نت  ). مقايس

بــا  106RX2غربالگري مولكولي توسط نشــانگر 

ــانيكي و  ــي مك ــه زن ــوژيكي (ماي ــالگري بيول غرب

پيوند) نشان داد كه نتايج بيولوژيكي و مولكــولي 

با همديگر تطابق كاملي دارد و اين نشانگر بــراي 

زمينــي بــراي ژن هــاي ســيبغربــالگري ژنوتيــپ

Rx2 باشد. نتــايج مطالعــات ديگــر قابل اعتماد مي

 106Rx2و  5Rx1شــان داده كــه دو نشــانگر نيز ن

و  Rx1هــاي مقاومــت براي رديابي بــه ترتيــب ژن

Rx2  كارايي لازم را دارند)Ozkaynak et al., 

2018; Shaikhaldein et al., 2018(. 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

زمينــي بــا اســتفاده از جفــت ي ســيبهانمونــهمــراز در اي پليزنجيره واكنش الكتروفورز محصول - ٤شكل 

  ).Rx2(نشانگر اختصاصي ژن   106RXآغازگر

M) 100: مــاركرbp ،(١ بــه ترتيــب از چــپ بــه راســت بيـاـنگر،  ٢٠تــا  ١ رهشــما :Bzura  ٢: White Lady٣ :Cara  

 ٤ :Agria ٥: 396140-4 ٦ :Sinora ٧: Burren ٨:Oceania  ٩ : Marfona١٠ : Markis١١: Caesar  

١٢ : Picaso ١٣ : Luca ١٤:Ramos  ١٥: Lorett ١٦: Elodie  ١٧: Marabel١٨ :396128-32  

  هستند.  397097-14:٢٠ 397031-7: ١٩ 

Fig. 4. Electrophoresis pattern of examined potato genotypes (1 to 20) using primer 

pairs, 106Rx2 (Rx2-marker specific); Samples from left to right: M: Lader (100bp),  

1: Bzura, 2: White Lady, 3: Cara, 4: Agria, 5: 396140-4, 6: Sinora, 7: Burren,  

8: Oceania, 9: Marfona, 10: Markiz, 11: Caesar, 12: Picaso, 13: Luca, 14: Ramos,  

15: Lorett, 16: Elodie, 17: Marabel, 18: 396128-32, 19: 397031-7, 20: 397097-14  
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ي بــا اســتفاده از آغــازگر زميني سيبهانمونهمراز در اي پليزنجيره واكنش الكتروفورز محصول - ٥تصوير 

106RX  نشانگر اختصاصي ژن)Rx2.(  

  397007-9 : 397031-11٢ : ١ )bp 100مــاركر ( M بــه ترتيــب از چــپ بــه راســت بيــانگر  ٣٠تــا  ١ شــماره

٣ : 397082-10 ٤ : 397081-1٥ 397031-1 ٦ :  396151-5٧ : 397074-2٨ :397081-4 ٩: 396309-7  

١٠:397009-8 ١١ : 397067-11١٢:397045-7 ١٣ : 397045-13١٤: Bzura ١٥: 396140-4  

١٦: 397008-14 ١٧ :397007-4 ١٨:397007-16  ١٩: 397045-1٢٠: Emrad ٢١ :Arinda ٢٢: Opal  

٢٣:Labadia ٢٤ :Hermes ٢٥ : Difella٢٦ : Lady Rosseta٢٧ : Impala٢٨: Cara٢٩ :Katica  

  باشند.يم 397015-11 :٣٠

Fig. 5. Electrophoresis pattern of examined potato genotypes using primer pairs, 106Rx2 

(Rx2-marker specific); Samples from left to right: M: Lader (100bp), 1: 397031-11,  

2: 397007-9, 3: 397082-10, 4: 397081-1, 5: 397031-1, 6: 396151-5, 7: 397074-2,  

8: 397081-4, 9: 396309-7, 10: 397009-8, 11: 397067-11, 12: 397045-7, 13: 397045-13, 14: 

Bzura, 15: 396140-4, 16: 397008-14, 17: 397007-4, 18: 397007-16, 19: 397045-1,  

20: Emrad, 21: Arinda, 22: Opal, 23: Labadia, 24: Hermes, 25: Difella, 26: Laddy Rosseta, 

27: Impala, 28: Cara, 29: Katica, 30: 397015-11 

 

ــايج آزمايشــــات بيولــــوژيكي و  مقايســـه نتــ

مولكولي نشان داد كه با يكديگر مطابقــت دارنــد 

هــايي كــه در آزمايشــات طــوري كــه ژنوتيــپبــه

ارزيــابي و  ERاي به عنوان مقــاوم از نــوع گلخانه

ي شدند، با آزمايشات مولكــولي مشــخص يشناسا

ــي از دو ژن   Rx2يــا  و Rx1شــد كــه داراي يك

هايي كــه كدام از ژنوتيپبودند. در مقابل در هيچ

در آزمايشـــات بيولـــوژيكي حســـاس ارزيـــابي و 

شناسايي شدند، نشانگر اختصاصي مرتبط بــا ايــن 

 ).٥ها تكثير نشد (جدول ژن
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  ي مولكوليو مقايسه آن با نتايج نشانگرها PVXبه زميني هاي اميدبخش سيبواكنش بيولوژيكي ارقام و كلون - ٥جدول 

Table 5. Biological reaction of potato cultivars and promising clones to PVX in comparison with results of molecular markers 
 

Rx2 Rx1 

  واكنش بيولوژيكي
Biological 

Reaction 
  كلون

Clone 
  رديف
No. Rx2 Rx1 

  واكنش بيولوژيكي
Biological 

Reaction 
  كلون /رقم

Cultivar/Clone 
  رديف
No.  Rx2 Rx1 

  واكنش بيولوژيكي
Biological 

Reaction 
  رقم

Cultivar 
  رديف
No. 

  S 397045-13 41   S Hermes 21   HR Oceania 1 

  S 397007-4 42   S Jelly 22  + ER Marabel 2 
  S 397031-1 43   S Arinda 23   S Caesar 3 

 + ER 397081-4 44 +  ER White Lady 24   HR Markies 4 

  S 397007-16 45 +  ER Lorett 25  + ER Opal 5 

+  ER 397015-11 46   HR Milva 26   S Caruso 6 

 + ER 396151-5 47 +  ER Elodie 27   S Pamela 7 

+  ER 397097-14 48   S Impala 28  + ER Lady Rosetta 8 

  S 397007-9 49  + ER Labadia 29   S Daifla 9 

  HR 397045-7 50   HR Marfona 30   S Emeraude 10 

 + ER 396309-7 51   HR Sinora 31   HR Burren 11 

  S 397031-7 52   HR Ramos 32  + ER Cara 12 

  S 397031-16 53   S Savalan 33  + ER Agria 13 

  S 397008-14 54  + ER Fontane 34   S Desiree 14 

  S 397009-8 55   HR Picasso 35 +  ER Luca 15 

+  ER 396140-4 56   S TP22-1 36   S Katica 16 

+  ER 397045-1 57   S 397081-1 37   HR Verona 17 

 + ER 397067-11 58  + ER 397082-10 38   S Demon 18 

 + ER 397031-11 59  + ER 396128-32 39 +  ER Bzura 19 

       S 397074-2 40   S Florida 20 

HR ،واكنش مقاومت فوق حساسيت :ER ،واكنش مقاومت بسيار بالا :R ،مقاوم :S .حساس :     
HR: Hypersensitive Resistance, ER: Extreme Resistance, R: Resistant, S: Susceptible 
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  سپاسگزاري 

داده هاي مورد استفاده در اين مقاله از پــروژه 

ـــماره  ـــات ش مصـــوب  ٩٣١٦١- ٠٣- ٠٣- ٢تحقيق

موسسه تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بــذر بــود. 

نگارندگان بدينوسيله از مديريت آن موسســه كــه 

ــروژه  ــن پ ــه اي ــراي بهين ــراي اج ــات لازم ب امكان

ــ ــي تحقيق ــگزاري م ــد سپاس ــراهم آوردن اتي را ف

كننــد. از آقــاي مهنــدس علــي نصــراللهي كــه در 

كليه مراحل اجراي ايــن پــروژه تحقيقــاتي كمــال 

 همكاري را داشتند نيز تشكر مي نمايند.
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