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 خلاصه

 
اشد، لذا   ب مي PVX, PVY، بيماري ويروسي    از آنجا كه يكي از مهمترين بيماريهاي سيب زميني در كشور           

در اين تحقيق به منظور ارزيابي مقاومت       . اي برخوردار است   شناسائي ارقام مقاوم به اين ويروسها از اهميت ويژه        
، آلوده سازي مصنوعي به اين دو ويروس مهم          PVX, PVYبرخي كلونهاي مهم و ارقام تجاري به ويروسهاي          

به منظور اطمينان از عاري بودن اين ژنوتيپها به ويروس و افزايش دقت آزمون، از                 .سيب زميني، صورت پذيرفت   
هاي مريستم شامل گنبد راسي و همراه با دو برگچه يا چهار برگچه به ترتيب                 ريزنمونه. كشت مريستم استفاده شد   

هورمونهاي مختلف    به همراه  زني جامد و مايع     بر روي محيط جوانه     ) ٦/٠ ،   ١٢/٠ ،   ٢٧/٠ ميلي متر(به طول   
Kinetin , ABA , BAP, GA      قرار ) ٠ ،   ٠٥/٠ ،   ١/٠ ،   ٥/٠ ،   ٧/٠ ،   ١ ميلي گرم بر ليتر  ( با غلظتهاي مختلف

. NAA , 2,4 – D, IBA, IAAهاي حاصل به محيط كشت حاوي هورمون            گرفتند و سپس شاخساره    
تجزيه و تحليل آماري    . ه كامل انتقال يافتند   جهت باززائي گيا  ) ٠ ،   ٠٥/٠ ،   ١/٠ ،   ٥/٠،  ٧/٠ ،   ١ ميلي گرم بر ليتر  (

، نشان داد كه بين ژنوتيپها، هورمونها،       )پايه كاملا تصادفي  (حاصل از كشت مريستم بر اساس آزمايش فاكتوريل          
دار بودن   با توجه به معني   . داري وجود دارد   هاي مريستم از لحاظ ميزان باززائي اختلاف معني        انواع محيط و اندازه   

 در محيط جامد حاوي     ٦/٠   ميلي متر محيط، رقم سانته با ريزنمونه    * رقم  * هورمون  * قابل اندازه مريستم    اثرات مت 
  ميلي گرم بر ليتر   (،NAAبهترين شاخساره زائي را نشان داد و هورمون           )٧/٠ ميلي گرم بر ليتر   (BAPهورمون  

 صورت  ELISAصل از كشت مريستم، آزمون      هاي حا  بر روي گياهچه   .بالاترين ميزان باززائي را نشان داد     ) ٧/٠
 در  PVY  و  PVXها، آلوده سازي مصنوعي به دو ويروس          پذيرفت و پس از اطمينان از سالم بودن گياهچه          

 جهت ارزيابي مقاومت صورت      ELISA آزمون   اي انجام پذيرفت و مجددا       اي و گلخانه   شرايط درون شيشه  
 ،  ٣٩٦٢٧٨ كلون   ٣ بهمراه   PVXونديال مقاوم به ويروس       و رقم م   PVX, PVYرقم سانته مقاوم به       .گرفت

نتايج حاصله در شرايط درون     (  معرفي گرديدند  PVX, PVY بعنوان ژنوتيپهاي مقاوم به دو ويروس        ٨٠٣٩٧٠٠٧
 ). مطابقت داشتاي كاملا  اي با گلخانه شيشه
 

  هورمون،باززائي  ،قاومت، م ويروس، سيب زميني: كليديواژه هاي
 

 مقدمه
اي در   ز آنجا كه سيب زميني يكي از مهمترين منبع دولپه           ا

تغذيه انسان است، اين محصول از نظر اهميت غذائي مقام پنجم           

 ). ٦( گندم، برنج، ذرت و جو دارد               –را بعد از گندميان         
زميني به سبب دارا بودن اسيدهاي آمينه مهم در پروتئين            سيب

ب، پس از تخم مرغ     ها و مواد معدني در حد مطلو       خود و ويتامين  

 معصومه پيمان: مكاتبه كننده
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ويروسها ). ١(باشد   دومين منبع غذائي ساده در جهان مي           
پتي بزرگترين و از نظر اقتصادي مهمترين گروه ويروسهاي              

 دهند كه از جمله اين ويروسها، ويروس         گياهي را  تشكيل مي     
PVY  يكي از مهمترين معضلات     ). ١٠(باشد   زميني مي  سيب

ن بيماريهاي ويروسي     موجود در جهان و همينطور در ايرا            
جوئي  لذا به منظور صرفه   ). ٧(باشد    مي PVX و   PVYبالاخص  

در خروج ارز از كشور و قطع وابستگي، شناسائي ارقام مقاوم به              
اي  بيماري و تكثير آنها و توليد هسته بذري از اهميت ويژه                

برخوردار است زيرا كه آفات و بيماريها خسارات جبران ناپذيري           
علاوه بر روشهاي   . گذارند ت و كيفيت محصول مي    را بر روي كمي   

كلاسيك و سنتي، استفاده از تكنيكهاي نوين مهندسي ژنتيك و          
كشت بافت، نويدي جهت تسريع در رسيدن به اهداف اصلاحي            

ذخيره و نگهداري ژرم پلاسم و توليد        . باشد در سيب زميني مي   
ينه و  گياهان سالم و عاري از ويروس و صرفه جوئي در وقت و هز            

توليد گياهان هاپلوئيد از جمله موارد استفاده كشت بافت                
 ).٨ ،٢(باشند  مي

در  ) Solanum tuberosum (كشت مريستم سيب زميني     
 سال گذشته تقريبا اواسط      ٣٠ از   اي حدودا   شرايط درون شيشه  

 ). ٥( آغاز گرديد ١٩٧٠دهه 
جهت حذف ويروس در         ) ١٩٧٨(پنازيو و ردلفي         

 ٨/٠ و   ٣/٠درت به كشت مريستمهائي بطول        زميني، مبا  سيب
ميليمتر نمودند و بيان نمودند كه مريستمهاي كوچكتر پاسخ            

 . دهند بهتري نسبت به باززائي نشان مي
هاي بيشتر و در نهايت حصول         از آنجا كه تهيه شاخساره      

دار بالاتر در ريزازديادي اهميت زيادي دارد، لاجرم         گياهان ريشه 
در سراسر جهان مقادير مختلف اكسين و         در تحقيقات زيادي     

ها معمولا در    اكسين.  سيتوكنين مورد استفاده قرار گرفته است      
 ها در تشكيل كالوس مؤثرند       هاي نابجا و سيتوكنين    ايجاد ريشه 

زائي   و تغيير نسبت اكسين به سيتوكنين نيز بر روي اندام            ) ٣(
يشتر  اكسين به سيتوكنين ب     تبسيار موثر است و هر چه نسب        

گردد و بالعكس، باعث ايجاد ساقه و             باشد، ريشه توليد مي     
وجود و عدم وجود ويروس در        ). ٤( گردد اندامهاي هوائي مي   

 ELISAاي از طريق آزمون      گياهان حاصل از كشت درون شيشه     
از طريق كشت   ) ١٩٩٧(باشد كه مولر و استك        قابل اثبات مي  

ير و سپس گياهان    هاي عاري از ويروس را تكث      زميني بافت، سيب 
در همين راستا، زاپتا و        .  نمودند ELISAحاصل را آزمون      

هاي مستقر در شرايط درون        ابتدا گياهچه ) ١٩٩٢(همكاران  
 ارزيابي نمودند و    ELISA   ، PVXاي را از طريق آزمون        شيشه

 جهت   مجددا  PVXسازي توسط ويروس      سپس پس از آلوده    
.   استفاده نمودند  ELISAشناسائي ژنوتيپهاي مقاوم، از آزمون       

در اين تحقيق نيز جهت ارزيابي ارقام و كلونهاي مهم و سازگار              
به شرايط آب و هوائي ايران، ابتدا از طريق كشت مريستم                  

سازي گرديده و پس از بهينه سازي كشت مريستم و آزمون            سالم
هاي حاصل به دو ويروس       عوامل مختلف، آلوده سازي گياهچه     

اي صورت   اي و درون شيشه    رايط گلخانه مهم سيب زميني در ش    
 .پذيرفته و ژنوتيپهاي مقاوم شناسائي گرديدند

 
 ها مواد و روش

يكي از متداولترين راههاي حذف ويروسها جداسازي و              
لذا ابتدا، جهت   . كشت مريستم از گياه آلوده به ويروس است          

، ٣٩٦١٤٠(هاي ژنوتيپهاي مورد نظر         زني غده  تحريك جوانه 
٣٩٧٠٠٧،٣٩٤٦٠٠،  ٣٩٦٣١٠،  ٣٩٦١٥١،  ٣٩٦١٣٠،  ٣٩٦٢٧٨ ،
 ليدي رستا، سانته، آگريا و         ،٣٩٧٠٧٩،  ٣٩٧٠٤٥،  ٣٩٦١٥٧
 تيمار   ٢٠قسمت در ميليون    ، با اسيد جيبرليك          )مونديال

گرديدند و پس از يك ساعت در محيط تاريك با رطوبت نسبي              
 ٥-٧ميلي متر  هائي بطول     روز جوانه  ١٠بالا نگهداري و پس از       

 هفته  ٤ -٣بعد از گذشت    .  به گلدان منتقل شدند    حاصل شدند و  
 بريده و   ٥سانتي متر  هايي بطول    از قسمت انتهايي گياهان، قطعه    

 ١سپس بمدت   .  دقيقه در آب صابون قرار گرفتند        ١٥بمدت  
 بار تقطير   ٢ بار با آب     ٣نگهداري گرديدند و    % ٧٠دقيقه در الكل    

-٣و سپس   نگهداري  % ٨ دقيقه در وايتكس     ١٠شستشو شدند و    
 بار تقطير استريل، شستشو و سپس بر روي كاغذ           ٢ بار با آب     ٢

جهت . هاي استريل در زير لامينار ايرفلو خشك گرديدند          صافي
هاي  هاي حاصل ريزنمونه   اطمينان از سالم و عاري بودن گياهچه      
 برگچه يا چهار برگچه      ٢مريستم شامل گنبد رأسي و همراه با         

انتخاب شدند  ) ٦/٠ ،   ١٢/٠ ،   ٢٧/٠متر  ميلي (به ترتيب به اندازه     
 ,كه بر روي محيط جوانه زني جامد با هورمونهاي مختلف               

Kinetin , ABA , BAP, GA      ميلي گرم ( با غلظتهاي متفاوت
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قرار گرفتند و سپس     ) ٠،  ٠٥/٠،  ١/٠،  ٥/٠ ،٧/٠،  ١ بر ليتر 
 ,NAAهاي حاصل به محيط كشت حاوي هورمون           شاخساره

2,4 – D, IBA, IAA .)  ١/٠،  ٥/٠،  ٧/٠،  ١ ميلي گرم بر ليتر ،
 .جهت باززائي گياه كامل انتقال يافتند) ٠، ٠٥/٠

دار حاصل به گلدانهاي حاوي پرليت و           هاي ريشه  گياهچه
انتقال يافتند و در زير     ) اتوكلاو شده  (١:٢ورمي كوليت به نسبت     

سرپوش با رطوبت بالا نگهداري گرديدند و با قطره طلائي در               
ز تغذيه گرديدند و آبياري نيز با آب دو بار تقطير و              رو ١٠طول  

 روز  ١٠از  گياهچه ها پس   .  صورت پذيرفت  ms٢/١محيط كشت   
به خاك استريل انتقال يافتند و سپس جهت اطمينان از عاري             

 . به شرح زير صورت پذيرفتELISAبودن ويروس آزمون 
 ٢٥*٢٠هاي پلاستيكي    يك گرم از برگ هر ژنوتيپ در بسته       

  ميلي ليتر بافر       ٣گيري شده و به آن            تيمتري عصاره  سان
 از كيتهاي   ELISAبراي از انجام آزمون     .  اضافه گرديد  ١استخراج

CIP٩٦ استفاده شد، كه براي هر ويروس يك پليت داراي               ٢ 
قبل از عصاره گيري    . چاهك بصورت جداگانه به كار گرفته شد       

 ٦ g+ اوره   ٠٨/١٨ g+ بافر شستشو    ٣٠٠ميلي ليتر(بافر استخراج   
 درجه سانتي گراد    ٥-٨تهيه و در دماي      ) پلي ونيل پيروليدين  

 . در يخچال نگهداري گرديد 
فسفات گرم   ٢٠/٠+  كلريد سديم گرم   ٨ (٣پودر بافر شستشو  

فسفات هيدروژن دي سديم    گرم   ١٥/١+ دي هيدروژن پتاسيم    
 ٥/٠ ميلي ليترنيتريد و   گرم   ٢/٠+ كلريد پتاسيم   گرم   ٢/٠+ 
 . با آب مقطر استريل به حجم يك ليتر رسانده شد           ) ٢٠ن  تويي
+  كربنات سديم   گرم   ١٥٩/٠ +   ٤ ميلي ليتر از بافر پوششي     ٥/٢

نيتريد سديم   گرم   ٠٢/٠+ كربنات هيدروژن سديم    گرم   ٢٩٣/٠
  آب مقطر استريل مخلوط گرديد، به نسبت            ١٥ ميلي ليتربا  

 .  شد از آنتي بادي هر ويروس به آن اضافه١ :٣٠٠
پس از آماده كردن بافر پوششي و اضافه نمودن آنتي بادي             

 ميكروليتر از محلول فوق      ١٠٠ويروسها به آن، به هر چاهك         

                                                                                    
1. Poly Venyl Pyroledin, Urea, Washing Buffer 
2. Centro International De La Papa  
3. Phosphate Buffer Saline = PBS-T ( NaCl, KH2PO4 , 
KCl, NaN3, Tween 20)   
4. Coating Buffer = Na2 CO3, NaHCo3, NaN3, pH= 
9.6  

به مدت  ) ممانعت از خشك شدن   (ريخته و با پوشش پلاستيكي      
سپس . گراد نگهداري گرديد    درجه سانتي  ٣٧ ساعت در دماي     ٤

 PBS-T بار با بافر     ٣پليت را به آرامي ودقت خالي نموده و براي          
هاي سرگردان و متصل نشده با           شستشو شد تا آنتي بادي       

 . ديوارهاي چاهك كاملا شسته شوند
حل شده در    % ٥/٠ ميلي ليتر پودر شير بي چربي            ١٠٠
PBS-T          درجه سانتي گراد    ٣٧ ، به هر چاهك افزوده و در دماي 

  بار و  ٥ براي   PBS-Tبه مدت يك ساعت نگهداري گرديدند و با         
 ميلي ليتر عصاره گياهي     ١٠٠.  دقيقه شستشو شدند     ٣به مدت   

 درجه به مدت يك شبانه      ٤به هر چاهك پليت اضافه و در دماي         
 براي سه بار به مدت سه دقيقه         PBS-Tروز نگهداري شد و با       

 ميلي ليتر آنتي بادي آنزيم دار مخصوص         ١٠٠. شستشو گرديد 
 ٣٧عت در دماي     سا ٤هر ويروس به هر چاهك اضافه و به مدت          

 ١٠٠. درجه نگهداري شد و مجددا به روش بالا شستشو گرديد           
به ) محلول بافر سوبسترات   + ١سوبسترات(ميلي ليتر سوبسترا     

هر چاهك پليت اضافه و در دماي اتاق نگهداري گرديد و پس از             
انكوباسيون (نيم تا دو ساعت در تاريكي، رنگ زرد تظاهر يافت             

عث ايجاد واكنشهاي غير تخصصي شود      تر ممكن است با    طولاني
سپس پليتها به دستگاه      ) گردد و بنابراين از آن اجتناب مي        
و وجود  )  نانومتر ٤٠٥طول موج   (اسپكتروفتومتر منتقل گرديدند    

 پس از اطمينان از عدم        ،و عدم وجود ويروس بررسي گرديد       
 PVX  و PVYوجود ويروس، آلوده سازي در گلخانه به ويروس        

 عصاره گياهي حاوي ويروس    . نيكي انجام پذيرفت  از طريق مكا  
PVY و  PVX   سطح برگ گياهان ماليده     طور جداگانه به      به

از طريق پودر   (شد به نحوي كه ويروس بتواند وارد سلولها گردد          
 ). كربوراندوم قبلا خراشهايي در سطح برگ ايجاد شده بود

 )Myzus persicae(  هاي شته از نيز PVYويروس انتقال براي
هاي بي بال از گياه آلوده به         شته. استفاده شد هم   روزه   ٤الي ٣

ويروس تغذيه نمودند و سپس با استفاده از قلم موي خيس بر              
 . روي برگهاي جوان سيب زميني قرار گرفتند

روي گياهان را با استفاده از توريهاي پلاستيكي پوشانده و             
 ELISA آزمون   ،پس از گذشت دو هفته جهت ارزيابي مقاومت        

 ).در مقايسه با شاهد(صورت پذيرفت 

                                                                                    
5. P- Nitro- Phenyl- Phosphate  



 ١٣٨٣، سال ٤، شماره ٣٥مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٨١٢

 

هاي موجود در محيط     اي نيز گياهچه   در شرايط دورن شيشه   
كشت كه رشد نموده و از زير پنبه بالاي لوله خارج شده بودند،               

 . بطريق فوق آلوده  گرديدند
 

 يج و بحثانت
از آنجا كه توليد هسته بذري عاري از بيماري و ويروس، از              

اشد لذا در اين تحقيق از ريز نمونه مريستم،             ب مسائل مهم مي  
تجزيه و  . جهت سالم سازي گياهان مورد بررسي، استفاده گرديد       

بر (هاي حاصل در مورد ريز نمونه مريستم            تحليل آماري داده  
بين ارقام و هورمون و     . انجام پذيرفت ) اساس آزمايش فاكتوريل  

نه از لحاظ   انواع محيط و اندازه مريستم هر كدام بطور جداگا           
تفاوت ژنوتيپها  .داري مشاهده گرديد     زائي اختلاف معني   شاخساره

زائي در اين تحقيق مطابق با نتايج            از لحاظ ميزان شاخساره     
بود، از طرفي بين اثرات متقابل          ) ٢٠٠٢(آزمايش ترمانورد    

محيط نيز  * اندازه مريستم    * هورمون  *شاخساره زائي رقم   
 ). ١دول ج(اختلاف معني داري مشخص شد 

 ٦/٠  ميلي متر زائي در رقم سانته با ريزنمونه      بهترين شاخساره 
 ). ٢جدول( مشخص گرديدBAPدر محيط جامد حاوي هورمون 

 
زائي  ـ جدول تجزيه واريانس مشاهدات مربوط به شاخساره١جدول 

 )١٤× ٣× ٣× ٣ (كشت مريستم سيب زميني
ميانگين مربعات  منابع تغييرات

 رقم ٠٧/١٠٨ **
 محيط ٥٨**

 هورمون ٦٩/٩٦  **
 طول مريستم ٢٨/٨٧ **
 رقم *محيط  ١٢٥ /٣٣**
 هورمون× رقم  ١٣/٢٠١**

 هورمون* محيط  ٢/٣٢**
 رقم*  طول مريستم ٦/٢٠٤**
 محيط *طول مريستم   ٢/١٠٠**

 هورمون* طول مريستم  ٤/٦٨**
 هورمون* محيط * رقم  ٤/١٩٩**
 ستمطول مري* محيط  * رقم   ٦/٢٠٢**
 طول مريستم* هورمون * رقم   ٦٠/٤٢٣**

 طول مريستم* هورمون * محيط  ٥٢/٥٠**
طول مريستم* هورمون * محيط * رقم   ٧٥/٣٩٨**

 خطا ٠٢/٣
 %١دار در سطح  ختلاف معني ا** 

  BAPپس از مقايسه ميانگين به روش دانكن مقدار                 
سارزائي نشان  بالاترين اثر را بر روي شاخ     ) ٧/٠ميلي گرم بر ليتر    (

 بود ) ١٩٨٢(داد كه مطابق با نتايج تحقيقات كارپ و همكاران            
بالاترين ) ٧/٠ ميلي گرم بر ليتر   . (NAAهورمون  ). ١شكل(

). ٢شكل %)(٧٦( ميزان باززائي را در محيط ريشه زائي نشان داد        
هاي حاصل پس از كشت مريستم بر اساس آزمون                گياهچه

ELISAعاري از ويروس بودند ،. 
 

 مقايسه ميانگين در صد شاخساره زائي در آزمون  -٢جدول 
 )دانكن( ژنوتيپهاي مختلف سيب زميني 

 ژنوتيپهاي سيب زميني ميزان شاخساره زائي
d٣٩٤٦٠٠ %٠٧/٧٢ 
c٣٩٦١٥٧ %٧٨/٧٧ 

b٣٩٧٠٠٧ %٩/٧٩ 
f٣٩٧٠٤٥ %٠٧/٦٩ 

g٣٩٧٠١٥ %٦٤ 
a٣٩٦١٤٠ %٠١/٨٢ 
f٣٩٧٠٧٩ %٦٩/٦٩ 

fg *٣٩٦٣٠٩ %٦٦ 
i٣٩٦١٥١ %٥٩ 
b٣٩٦٢٧٨ %٠٠/٨١ 

h٣٩٦١٣٠ %٦١ 
aمونديال ٠٢/٨٠ 
aسانته %٣٤/٨٣ 

ghآگريا %٦٣ 
hليدي رستا %٦٢ 

داري در   هاي با حروف مشترك در هر ستون تفاوت معني            ميانگين *
 .ندارد% ١سطح 
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كشت مريستم جهت تكثير و حفظ ژرم پلاسم و توليد                

 مولر و اسميت    . گياهان عاري از ويروس اهميت زيادي دارد          
بيان نمودند كه آنزيمهاي مورد نياز براي تكثير ويروس         ) ١٩٧٧(

جرم استفاده از اين روش      در بافتهاي مريستمي وجود ندارد لا       
در همين راستا تحقيقات متعدد       . كشت، اهميت زيادي دارد     

 :نشان مي دهد كه كشت مريستم در حذف ويروسها بدلايل زير
وجود نداشتن پلاسمودسماها در سلولهاي مريستمي براي         

 ده ــها از سلولي به سلول ديگر، وجود مواد بازدارن حركت ويروس

لهاي مريستمي، فقدان سيستم آوندي        براي ويروسها در سلو     
تكامل يافته در مريستم جهت انتشار ويروسها و  فقدان مواد               

تواند داراي   لازم براي تكثير ويروسها در سلولهاي مريستمي مي        
 ) . ١٢( اهميت زيادي باشد

به منظور شناسائي ارقام مقاوم، پس از آلودگي مصنوعي             
 هفته،  ٢  بعد از      ، PVY  و  PVXهاي سالم به ويروس      گياهچه
 صورت پذيرفت و ارقام سانته مقاوم به            ELISA تست   مجددا 

PVX, PVY       و مونديال مقاوم به ويروس PVX   كلون   ٣ بهمراه 
 بعنوان ژنوتيپهاي مقاوم به دو ويروس        ٨٠٣٩٧٠٠٧ ،   ٣٩٦٢٧٨

PVX, PVY  سازي و   در اين تحقيق،  آلوده     .  معرفي گرديدند
اي صورت   نه و درون شيشه     ارزيابي مقاومت در شرايط گلخا       

 مورد مقايسه قرار گرفت و         ELISAپذيرفت و نتايج آزمون       
لاجرم در  . مشاهده گرديد كه نتايج بطور كامل با هم تطابق دارد         

توان از ارزيابي مقاومت در شرايط               تحقيقات بعدي مي     
آزمايشگاهي، بدون اعمال در شرايط گلخانه در مكان و زمان              

كه مطابق با نتايج آزمايش ماراني و          محدودتر استفاده نمود     
 .بود) ٢٠٠٢(پيسي  
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SUMMARY 
 

Since one of the important potato diseases in our country is  potato virus, PVX and 
PVY, so, identification and introduction of viruses resistat cultivars is of paramont 
importance. In this research, infection was artificially carried out using PVX and PVY 
viruses. In order to produce free virus genotypes, meristem culture was employed. 
Meristem explants that included 2 or 4 leaves ( 0.6 , 0.12 , 0.27 mm length) were 
cultured on liquid as well as solid germination media with different hormones of 
Kinetin, ABA , BAP, GA of different doses ( 0, 0.05 , 0.1 , 0.5 , 0.7 , 1 mg /l ). Shoots 
for regeneration of complete plant were transferred into media with NAA , 2,4 – D, 
IBA,IAA  (0, 0.05 , 0.1, 0.5, 0.7, 1 mg /l ). Data analysis in meristem culture (factorial, 
complete random design) indicated a significant difference between genotypes, 
hormones, media and meristem length. Sante 0.6 mm meristem × agar media × BAP ( 
0.7 mg/l ) was introduced as the best shoot inducing combination. NAA (0.7 mg/l) 
among root inducing media induced the highest regeneration (76%). ELISA test was 
done and after recognition of healthy seedlings, artificial infection by PVX ( mecanical ) 
and PVY ( vector ) in green house as well as in vitro was done and again ELISA test 
was carried out after 2 weeks. Sante 80397007, 396278, 396140, exhibited  resistance to 
PVY , PVX with Mondial showing resistance only to PVX. In vitro results were the 
same as those in green house. 
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