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  چكيده
كاري استانهاي خراسان شمالي و رضوي نمونـه بـرداري صـورت     زميني  ازمناطق عمده سيب 1384روس در بهار و تابستان      به منظور شناسايي اين وي    

 جمـع آوري شـده و در محفظـه يـخ بـه آزمايـشگاه       ،شدن برگها را نشان مي دادند يك خفيف، پيچيدگي و براقئموزا نمونه هاي برگي كه علائم .گرفت 
گراد در سـردخانه، در پاكتهـاي كاغـذي در محـيط       درجه سانتي 4آوري گرديد كه بعد از گذراندن دوره خواب در دماي              جمع تعدادي غده نيز  . منتقل شدند 

 و آغازگرهاي طراحي شده بـراي تكثيـر   DAS-ELISAهاي فوق با استفاده از آزمون سرولوژيكي      آلودگي نمونه . زني قرار گرفتند    آزمايشگاه جهت جوانه  
انجام گرديـد   PEG6000هاي آلوده با استفاده از روش رسوب با   از نمونهRNAاستخراج . گرديدانجام  RT-PCRواكنش  در  ) CP(ژن پروتئين پوششي    
 قطعه تكثيـر  ، درصد5/1 در ژل آگاروز PCRالكتروفورز محصول .  انجام شدPCR و پس از آن آزمون cDNA جهت ساخت RTو به دنبال آن آزمون      

هاي آلوده نـشان از آلـودگي    وجود ناحيه تكثير شده مزبور در نمونه      . هاي مورد آزمايش نشان داد       را در تمام نمونه    CP كامل    مربوط به ژن   bp 1100شده  
 Nicotiana abacum (توتون  شاملگونه گياهيسه تعيين دامنه ميزباني ويروس نيز در شرايط گلخانه بر روي . شده دارد  در مناطق بررسيPVAبه 

var samsun( ،تونتو) Nicotiana tabacum var Turkish( ،فرنگي گوجه) Lycopersicum esculentum (    بـه  . مـورد بررسـي قـرار گرفـت
فـاروج، تربـت حيدريـه،       چناران ،قوچان، شـيروان، بجنـورد،      منظور تعيين پراكنش اين ويروس نمونه برداري تصادفي از مزارع حومه شهرستانهاي مشهد،            

ميزان پراكنش اين ويروس در مناطق ذكر شده         DAS-ELISAسفراين و نيشابور به عمل آمد و سپس با استفاده از آزمون             تربت جام، فريمان، كاشمر، ا    
.  نگرديـد  نتايج بدست آمده نشان داد كه مزارع حومه كاشمر آلوده به اين ويروس مي باشند و در مزارع ساير شهرستانها آلـودگي مـشاهده                        .بررسي گرديد 

 . باشد  سيب زميني در استانهاي خراسان شمالي و رضوي ميA وجود ويروس اين اولين گزارش از
  

  DAS-ELISA ،RT-PCRزميني، شناسايي، دامنه ميزباني،   سيبAويروس  : هاي كليدي واژه
  
         ١  مقدمه

 توسـط   1932 اولين بـار در سـال        )PVA (زميني   سيب Aويروس  
Murphy و Mckay  مـي   زمينـي   ميزبان اصلي آن سـيب     . گزارش شد 

ايـن   ).3( آلـوده كنـد    نيزراسولاناسه هاي  تواند ديگر گونه    اما مي  باشد
در   و توسط كريمي از ايران گزارش شده اسـت 1345بيماري در سال 

 يكي از اعـضاي  PVA. اي دارد اروپا و آمريكاي شمالي انتشار گسترده     
 پـذير بـه طـول    اي خمـش   است و داراي ذرات ميله Potyvirusجنس  

  لا   خطـي تـك    RNA نانومتر و ژنوم آن يك مولكول        15و قطر    730
اين ويروس اسامي متـرادف زيـادي       ). 1(باشد    مي +) ssRNA(مثبت  

                                                            
   مربي دانشگاه آزاد اسلامي واحد دامغان -1

  )Email: maryam _ naghib2003@yahoo.com:        نويسنده مسئول-(* 
   دانشگاه فردوسي مشهد، دانشكده كشاورزي،اساتيد گروه گياهپزشكي -3 و 2

دمـاي   . داردPotato mild mosaic virus وPotato virus Pماننـد  
، 10-1آخرين حد رقت      درجه سانتي گراد،   42-52بي اثرشدن ويروس    

علائـم آن    .)7( سـاعت اسـت      12-18و پايداري در شرايط آزمايشگاه      
يك خفيف و پيچيدگي مختصر برگهـاي آلـوده         ئروي برگها شامل موزا   

ها ممكن است موجدار شود و برگهاي آلوده بـه            حاشيه برگچه .باشد  مي
بـه  علائم روي غده     .)8 (رسند  براق به نظر مي   در نور آفتاب    طور كلي   

هور علائـم   شدت ظ . مي باشد ي آنها     مختصر كاهشي در اندازه   صورت  
زميني و نژاد ويروس بـستگي        بيشتر به شرايط آب و هوايي، رقم سيب       

 Datura spp، Lycopersicum sppهـــاي  از گونـــه). 4،2(دارد 
،Nicotiana sppميزبـان   . در تشخيص اين ويروس استفاده مي شود

  ويـروس انتقال .باشد  ميN.tabacum cv .samsunتكثيري ويروس 
 باشـد  نين به وسيله عصاره گياهي و شته ها ميها و همچ از طريق غده  

، كنـدن و از بـين بـردن         PVAهاي بـذري عـاري از         كاشت غده  .)3(

  )علوم و صنايع كشاورزي (حفاظت گياهانمجله 
 9-16ص،1388 نيمسال اول، 1شماره ،23جلد
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  1388، بهار 1، شماره 23جلد) علوم و صنايع كشاورزي(مجله حفاظت گياهان      10

هـا از     گياهان آلوده به محض تشخيص آنها در مزرعـه و كنتـرل شـته             
با توجه به سطح زيـر       ).6 (. مي باشد  هاي كنترل اين ويروس    جمله راه 

 در اسـتان خراسـان      بودن اين محـصول     زميني و با اهميت     كشت سيب 
س انجام پژوهشي جامع به منظور شناسايي و تعيين پراكنش اين ويرو          

هـاي پيـشگيري بـر اسـاس           روش در استان خراسان و همچنين ارائـه      
  .تعيين وضعيت آلودگي در نواحي مختلف استان لازم بود

  
  نحوه كاشت گياهان محك ،مرحله مايه زني وسن نشاء -)1جدول(

مرحله 
  مايه زني

سن 
  نشاء

نحوه 
  كاشت

نام 
 گياه محك  فارسي

 4-3   برگي5-6
 Nicotiana abacum توتون  نشاء  برگي

var samsun 

 4-3   برگي5-6
 Nicotiana tabacum توتون  نشاء  برگي

var turkish  

 6-5   برگي7-8
 Lycopersicum فرنگي گوجه  نشاء  برگي

esculentum  
  

  ها مواد و روش
 سيب زميني   Aناسايي ويروس   به منظور ش   -ها  آوري نمونه   جمع

ــرداري از مــزارع مــشهد، چنــاران،   نمونــه1384در تابــستان و پــاييز ب
جـام، فريمـان، كاشـمر،        حيدريـه، تربـت     قوچان،شيروان، بجنورد، تربت  

برداري به صورت كاملاً انتخابي       نمونه. اسفراين و نيشابور به عمل آمد     
زمينـي   يب س ـAو از گياهاني كه داراي علايم مـشكوك بـه ويـروس       

يك خفيف، پيچيدگي مختصر برگهاي آلوده و براق شـدن          ئشامل موزا 
هـاي مـورد نظـر جهـت انجـام آزمـون              نمونـه . آنها بودند، انجام شـد    

 به آزمايشگاه منتقل گرديدنـد و      RT-PCRسرولوژيكي الايزا و آزمون     
  .گراد نگهداري شدند  درجه سانتي4در دماي 

 ـ Aشناسايي و تعيين پـراكنش ويـروس         جهـت   -زمينـي   يب س
 از آزمون الايزا اسـتفاده      ي جمع آوري شده   ها  ويروس در نمونه  رديابي  
جهت تعيين پراكنش ويروس در مناطق مورد بررسـي از روش           . گرديد

 به اين منظور به طـور  .مشاهده علايم و برآورد تخميني استفاده گرديد  
تصادفي، قسمتهاي مختلف مزرعه مورد مشاهده قرار گرفتـه و درصـد           

ها با استفاده از آزمون الايزا    نسبت به كل نمونه    PVA آلوده به    گياهان
  .محاسبه گرديد

جهت بررسـي    -بررسي دامنه ميزباني ويروس در شرايط گلخانه      
زني ويروس بـه      دامنه ميزباني ويروس در شرايط گلخانه، از روش مايه        

. اسـتفاده گرديـد  ) 1جـدول  ( گونه گياهي سهروش انتقال مكانيكي به   
 شـامل   =pH 4/7 مـولار بـا      01/0فـسفات   براي اين منظـور از بـافر        

KH2PO4 و K2HPO4 ــد 1 و ــم ( درص ــه حج ــسبت وزن ب ــودر ) ن پ
مشاهدات دقيـق جهـت بررسـي        . مش استفاده گرديد   600كربوراندوم  

. علايم و تغييرات ايجاد شده در گياهان مـورد بررسـي انجـام گرفـت              

زني شـده توسـط       ياهان مايه  تأييد دامنه ميزباني ويروس، كليه گ      جهت
  ).9،12( قرار گرفتندارزيابي آزمون الايزا مورد 

 به منظور تكثير و نگهـداري ويـروس   -تكثير و نگهداري ويروس 
 Nicotiana tabacum var( توتـون ،گياه تكثيري مناسب ويروس از

samsun(  هـاي    به منظور نگهداري دراز مـدت جدايـه       .  استفاده گرديد
 سرما استفاده    خلأ و  نمودن برگها با استفاده از    ويروس از روش خشك     

 ابتدا برگها به قطعات كوچك تقسيم شدند، سپس اين قطعـات            .گرديد
هاي آزمايشي كه از قبل تميـز و اتـوكلاو شـده بودنـد، منتقـل        در لوله 
 12مـدت  بـه   ) Freeze dryer( دسـتگاه فريـز درايـر     و توسطگرديد

در فريزر در   ايش هاي مربوطه    لوله ها قبل از آزم    . خشك شدند ساعت  
  .گراد نگهداري و ذخيره گرديد  درجه سانتي-20دماي 

، مؤسسه  سرمهاي اهدايي   جهت آزمون الايزا از آنتي     -آزمون الايزا 
DSMZ    آلمان، موسسه SASA      المللي    در كشور اسكاتلند و مركز بين

سـرم و كانجوگيـت       رقـت آنتـي   . استفاده شد زميني در كشور پرو       سيب
استفاده جهت آزمون الايزا در ايـن تحقيـق بـه ترتيـب برابـر بـا           مورد  

 Clark andآزمون داس الايزا مطابق با روش . بود1:4000 و 1:1000
Adams  5(انجام شد.( 

از روش رسوب ريـز     كل   RNAبراي استخراج    -RNAاستخراج  
 تـا   100به منظـور اسـتخراج، ابتـدا        ). 10( استفاده گرديد     PEG6000با  

گرم بافت تازه برگ را با ازت مايع به صورت پودر درآورده و                ميلي 200
، TNE) 5/7 pH ،mM Tris/HCl100 حجم بافر 2 حجم فنل و 2با 

mM EDTA 10 ،SDS 2% ،2 %Mercaptoethanol-2( ًــاملا  كـ
بـه  .  دقيقه سانتريفوژ شـد    1 به مدت    rpm 13000مخلوط نموده و در     

م اضافه نمـوده و عمـل   مايع رويي يك حجم فنل و يك حجم كلروفر       
بـه فـاز رويـي حاصـل از ايـن مرحلـه دو حجـم                . سانتريفوژ تكرار شد  

كلروفرم اضافه نموده و پس از سانتريفوژ، مايع رويي بـه ميكروتيـوب             
ــا  100.  گرديــدجديــد منتقــل ــاز مــايع رويــي ب ــر ف  09/15 ميكروليت

 مولار كـاملاً  NaCl  5 ميكروليتر69/10و % PEG6000  50ميكروليتر 
 دقيقه در دماي اتاق قرار گرفت و پس از آن بـه             10خلوط و به مدت     م

پس از سانتريفوژ كردن به مـدت       .  دقيقه در يخ نگهداري شد     10مدت  
 ميكروليتـر اتـانول     200، رسوب حاصل بـا      rpm 13000 دقيقه در    10
اين مرحله بـا    .  سانتريفوژ شد  rpm 13000 دقيقه در    10به مدت   % 70

 فنـل از بـين رفـتن      به منظـور    . انول تكرار شد   ميكروليتر ات  100حجم  
قـرار   دقيقـه    30گراد به مدت       درجه سانتي  37رسوب حاصل در دماي     

و جـذب آن در      حـل    TE ميكروليتر بـافر     20در  حاصل  رسوب   .گرفت
ضمناً به منظور تعيين كيفيـت  .  نانومتر اندازه گيري شد260طول موج  

بـر روي ژل آگـاروز   ز آي هاي كل اسـتخراج شـده از الكتروفـور     .ان.آر
  .  استفاده گرديد5/1%

بـراي انجـام ايـن واكـنش از آغازگرهـاي            -RT-PCRواكنش  
 از آمريكـا كـه بـراي تكثيـر ژن     Jim Crosslinارسالي توسط دكتـر  



  11      ... سيب زميني در استانهاي خراسان شماليA عيين پراكنش ويروسشناسايي و ت

تـوالي   . طراحي شده بود اسـتفاده شـد       ،ويروس) CP(پروتئين پوششي   
 :اين آغازگرها به صورت زير هستند

Forward: 5´ccc-tga-cag-ttg-aaa-cat-aa 3´ 
Reverse: 5´gta-ctg-aac-tgg-aaa-agt-act 3´ 
 

 -)برداري معكوس مرحله نسخه( ويروس RNA از cDNAسنتز 
 عمـل   Fermentas طبق دستورالعمل شركت     cDNAبه منظور سنتز    

 Reverse ميكروليتـر پرايمـر   1 الگـو بـا   RNA ميكروليتر   2ابتدا  . شد
 13حجـم محلـول بـه    اسـتريل  قاتي مخلوط گرديد و با آب مقطر تزري  

 دقيقـه   5ميكروتيوب حاوي مواد فوق به مـدت        . ميكروليتر رسانده شد  
مـاري قـرار گرفـت و سـپس بـه             گراد در بن     درجة سانتي  70در دماي   

 5x  ميكروليتـر 4متعاقبـاً  .  بر روي يخ قرار داده شدشدن منظور خنك

reaction buffer10 ميكروليتر2 و mM dNTPmix    اضـافه  بـه آن
گـراد در انكوبـاتور        درجة سـانتي   37 دقيقه در دماي     5كرده و به مدت     

 معـادل يـك ميكروليتـر بـه         RT واحـد آنـزيم      200 مقدار   .قرار گرفت 
شركت ( اضافه و سپس ميكروتيوب در دستگاه ترموسايكلر          ميكروتيوب

 60گراد به مدت       درجة سانتي  42با برنامة حرارتي    ) Biometraآلماني  
 دقيقـه بـه     10گـراد بـه مـدت          درجة سـانتي   70درجة حرارت   دقيقه و   

گـراد بـه منظـور         درجـة سـانتي    4منظور توقف واكنش و درجة نهايي       
 درجـة   -20 حاصل سپس دردمـاي      cDNA. شدن قرار داده شد     خنك

  ).11(گراد نگهداري و ذخيره گرديد  انتيس
 مـواد اضافه نمـودن    پس از    - تكثير با واكنش زنجيره اي پليمراز     

 Taqميكروليتـر  cDNA ،25/0 ميكروليتـر  3 (ورد نياز براي واكنشم

polymerase، 1 آغـازگر     ميكروليتر Reverse  ،1    آغـازگر  ميكروليتـر 
Forward ، 25/1  ــر  mM 10 ميكروليتــر2MgCl، 5/0ميكروليت

dNTPmix  ،5/210 ميكروليترx PCR Buffer  ،5/15 آب ميكروليتر
ر دسـتگاه ترموسـايكلر بـا برنامـة          در ميكروتيـوب، د    ،) استريل ديونيزه

 سيكل،  35گراد،     درجة سانتي  94 دقيقه در    4: حرارتي زير قرار داده شد    
 1گـراد،     درجة سانتي  62 دقيقه در    1گراد،    درجة سانتي  92 دقيقه در    1(

اـنتي  72 دقيقـه در  6، )گراد سانتي درجة 72دقيقه در   فـرآوردة  . گـراد   درجـة س
  . نگهداري گرديد گرادتي درجه سان-20 در PCRحاصل از 

جهـت انجـام الكتروفـورز     -PCRهـاي   الكتروفورز افقي فرآورده 
 1x TBE) Tris Boric acid  درصد و بـافر  5/1افقي، از ژل آگاروز 

EDTA(شده در هر چاهك  مقدار فرآوردة تزريق.  استفاده گرديد μl8 
 به DNAنشانگر اندازه . بود μl 2 در هر چاهك بافر بارگذاريو مقدار 

در چاهـك مربوطـه    μl 2عنوان وزن مولكولي اسـتاندارد و بـه ميـزان   
 اخـتلاف پتانـسيل     عمل الكتروفورز با شدت جريان ثابت و      . تزريق شد 

آميزي ژل بـا      پس از رنگ  .  ساعت انجام شد   2 به مدت     ولت، 75 ثابت
  . از آن عكس تهيه شداتيديوم برومايد

  
  نتايج

نتـايج ايـن     - زميني   سيب Aشناسايي و تعيين پراكنش ويروس      
زميني را در استانهاي خراسان شمالي و          سيب Aتحقيق، وجود ويروس    

هاي آلوده كه با روشهاي انجـام         نمونه. دهد  رضوي مورد تأييد قرار مي    
سـرخ كاشـمر      شده در اين تحقيق شناسايي شدند متعلق به منطقه كوه         

هـاي مـورد آزمـايش،     بـرداري شـده، نمونـه       در ساير مناطق نمونه   . بود
گياهـان  . )2جـدول   (شان ندادند   زميني را ن     سيب Aآلودگي به ويروس    
هاي برگي آلوده عموماً داراي       ها در گلخانه و نمونه      آلوده حاصل از غده   

يك، پيچيدگي مختصر، موجدار شدن و لوله شدن حاشـيه          ئعلايم موزا 
  ).2و 1شكلهاي (برگها و براق شدن آنها بوده است 

 

           
 

  موزاييك خفيف در برگهاي آلوده علائم -)2شكل (                 اززميني حاصل سيبموزاييك بر روي برگهاي علائم  -)1شكل (     
  مزرعهدر  PVA به زميني سيب                         كشت شده در گلخانه               PVAبه هاي آلوده  غده                      
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  تلف استانهاي خراسان شمالي و رضويزميني در مناطق مخ  سيبA  نتايج شناسايي ويروس -)2جدول(
  درصد آلودگي  هاي آلوده تعداد نمونه  هاي مورد بررسي تعداد نمونه  وجود آلودگي  برداري مناطق نمونه  شهرستان

  0  0  50  -  شانديز  مشهد  -  حومه

  -  حومه
  -  روستاي سرآسياب
  چناران  -  روستاي نصرآباد

  -  روستاي حكيم آباد

50  0  0  

  -  حومه
  قوچان  -  آباد روستاي شغل
  -  آباد روستاي يوسف

50  0  0  

  0  0  100  -  روستاي اكبرآباد  شيروان  -  حومه

  0  0  50  --  حومه  بجنورد
  -  جلگه رخ
  -  رباط سفيد

  -  روستاي سرهنگ
  -  آباد روستاي فتح

تربت 
  حيدريه

  -  روستاي فديهه

150  0  0  

  0  0  90  -  آباد روستاي ابدال  امتربت ج  -  روستاي كاريز نو

  0  0  90  -  روستاي فرهادگرد  فريمان  -  حومه

  +  سرخ كوه
  كاشمر  -  روستاي تولا
  -  بانو روستاي تك

60  30  50  

  0  0  50  -  حومه  اسفراين
  -  سرخ ده

  -  آباد شريف
  -  آباد قاسم

    
  -  نظرآباد
  -  آباد امين

  نيشابور

  -  گنبددراز

30  0  0  

 
زنـي    واكنش گياهـان مـورد بررسـي در برابـر مايـه           

   زميني  سيبAويروس 
  )Nicotiana tabacum var samsun ( توتون-1

 علايم به صورت روشـن   ، روز از مايه زني ويروس     20 تا   18بعد از   
 ).3لشك(شدن رگبرگها ظاهر شد و علايم ديگري مشاهده نشد 

  
  )Nicotiana tabacum var turkish( توتون -2

 علايـم بـه صـورت       ، هفته از مايـه زنـي ويـروس        2پس از حدود    

 ).4شكل(موزاييك و لكه هاي پراكنده در روي برگها ظاهر شد 
  

  )Lycopersicum esculentum ( گوجه فرنگي-3
 علايـم بـه صـورت       ، روز از مايـه زنـي ويـروس        30 تا   20پس از   
    )5شكل (لكه هاي پراكنده در روي برگها ظاهر شد موزاييك و 

 
 
  
 



  13      ... سيب زميني در استانهاي خراسان شماليA عيين پراكنش ويروسشناسايي و ت

 

  هاي پراكنده در توتون  موزاييك و لكه-)4شكل (       روشن شدن رگبرگها در توتون-)3شكل (                    
               Nicotiana tabacum var samsun     Nicotiana tabacum var turkish بر اثر مايه زني به ويروس Aسيب زميني   

   سيب زمينيAبر اثر مايه زني با ويروس              
  

  
  گوجه فرنگي در هاي پراكنده موزاييك و لكهعلائم  -)5شكل (

   سيب زمينيAناشي از آلودگي توسط ويروس 
  

  آزمون الايزا
هـا    نتايج مربـوط بـه هريـك از پليـت          DAS-ELISAدر آزمون   

تا زرد پررنگ با شـاهد مثبـت و   رنگ   براساس تغيير رنگ حفرات از بي     
 Stat Fax (همچنين با استفاده از دستگاه الايزاخوان منفي مقايسه شد

 نـانومتر بـراي هـر يـك از          405، ميزان جذب در طـول مـوج         )2100
حفرات پليت تعيين گرديد و بدين ترتيب نتايج بررسـي چـشمي تغييـر           

  .رنگ حفرات هر پليت مورد تأييد قرار گرفت
 
 
  

  RT-PCRآزمون 
زميني با اسـتفاده       سيب Aبه منظور تشخيص و شناسايي ويروس       

هايي كه آلودگي آنها توسط آزمون الايـزا           نمونه  بعضي از اين روش، از   
هـا    استخراج شده از ايـن نمونـه   RNA. اثبات شده بود، استفاده گرديد    

 ، بـر روي     PCR و بسط نتايج آن توسط واكنش        cDNAپس از سنتز    
همچنين در هر ژل يك چاهـك بـه         . رصد تزريق شد   د 5/1ژل آگاروز   

 سيب زمينـي    Aباند ويروس   . عنوان شاهد منفي نيز در نظر گرفته شد       
 اين بانـد    .د مشاهده گردي  مقايسه با اندازه نشانگر   در   bp 1100با سايز   
   .شود مشاهده مي 6  در شكل
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سيب  A ويروس CP از ژن RT-PCRمحصول نتايج الكتروفورز  -)6شكل ( 
  زميني

   درصد5/1  نمونه هاي مختلف در ژل آگاروز در
   كنترل منفي  -PVA  5هاي آلوده به   نمونه-4 و bp 100      2 ،3 سايز ماركر -1 :الف
          bp 100 سايز ماركر -7 كنترل منفي -PVA  6هاي آلوده به     نمونه5 و 4، 3، 2، 1:   ب

 
  ثبح

بر اساس نتايج بدست آمده در اين تحقيق و با استفاده از روشهاي             
DAS-ELISA   و RT-PCR   ،و همچنين با مشاهده علايم موزاييـك 

پيچيدگي مختصر، موجدار شدن و لولـه شـدن حاشـيه برگهـا و بـراق              
كـاري اسـتانهاي      زمينـي   شدن آنها وجود اين ويروس در مناطق سـيب        

 نتايج حاصل از آزمون .شخص گرديد خراسان رضوي و شمالي كاملاً م     
RT-PCR          عـلاوه بـر ايـن      .  منجر به تكثير باند مـورد انتظـار گرديـد

صحت نتايج حاصل از آزمون داس الايزا با توجه بـه ارزيـابي چـشمي           
در ايـن    .نتايج و تأييد آن به وسيله دستگاه الايزاخوان مشخص گرديد         

 PVAآلـوده بـه      نمونـه    30 نمونه مورد آزمـايش      820تحقيق از ميان    
 درصد آلودگي بالاترين ميـزان      50سرخ كاشمر با      بودند كه منطقه كوه   

علايـم  . آلودگي در استانهاي خراسان شـمالي و رضـوي را نـشان داد            
 روي گياهان محك نيز با علايم گزارش شده         PVAايجاد شده توسط    

دهـد كـه       نتايج ايـن تحقيـق نـشان مـي         .)3 (در منابع مطابقت داشت   
زمينـي در     سـيب  A پايين بـودن شـدت آلـودگي ويـروس           خوشبختانه

استانهاي خراسان شمالي و رضوي تا حـدي اسـت كـه نيـازي را بـه                 

 بـا   .كنـد   اعمال كنترل اين ويروس براي اكثر اين مناطق ايجاب نمـي          
سـرخ كاشـمر و همچنـين بـا      توجه به ميزان آلودگي بالاي منطقه كوه  

بل و عدم رعايت بهداشت     هاي حاصل از سالهاي ق      توجه به تكثير غده   
توان به    سرخ، اين منطقه را مي      زميني كاري كوه    زراعي در مناطق سيب   

عنوان منبع مهمي در پايداري و انتشار ويروس به ساير مناطق اطراف            
 در ايــن منطقــه PVAدر نظــر گرفــت و اعمــال مــديريت و كنتــرل 

 تـوان اعمـال     در نتيجه بر اساس مشاهدات فوق مي      . باشد  ضروري مي 
يك مديريت صحيح و موفق زراعي را بـه عنـوان يكـي از مهمتـرين                

  .زميني معرفي كرد سيب Aابزارهاي كنترل ويروس 
  

  سپاسگزاري
 در اسـكاتلند،  SASAبدين وسيله از دكتر روبرت برنز از موسـسه          

 آلمان به خاطر ارسـال معرفهـاي   DSMZدكتر شون فولدر از موسسه   
آمريكا به خـاطر ارسـال آغازگرهـاي        آزمون الايزا و دكتر كروسلين از       

  . تشكر و قدرداني مي شودRT-PCRاختصاصي آزمون 
  

1100 

1 2 3 5 4 

1100 

5 4 3 2 1 6 7 

)الف(  

)ب(
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Identification and determination of distribution of potato virus A in Northern 
and Razavi Khorasan provinces using serological and molecular methods 

 

M. Naghibzadeh* - B. Jafarpour - M. Falahati Rastegar1 
 

Abstract 
Potato virus A (PVA) is one of the members of genus potyvirus. PVA particles are straight to slightly 

flexuous rods and contain of single stranded RNA. In the spring and summer of 2005, sampling accomplished to 
determine potato virus A from potato fields in Northern and Razavi Khorasan provinces. Samples with mosaic, 
shining and rolling of leaves carried in ice chamber to Laboratory for identification and further studies. Some 
tubers were also collected. After tubers passed dormancy period at 4ºC they were transferred to laboratory to 
germinate. To detect PVA in collected samples, bioassays, serological and molecular methods such as ELISA 
and RT-PCR were used. Total RNA was extracted from infected samples by using PEG6000 precipitation method 
and cDNA was constructed. PCR was performed with specific primers from coat protein region. After 
electrophoresis on 1.5% agarose, the band of 1100 bp was detected. This amplified region was specific for CP 
PVA. Host range study of the virus was investigated in greenhouse on three species of host plant. To investigate 
distribution of the virus, the samples were collected randomly from potato fields located at Mashhad, Chenaran, 
Shirvan, Ghoochan, Faroodje, Bojnourd, Fariman, Kashmar, Esfarayen, Neishabour, Torbat Jam and Torbat-e- 
Heydariyeh and tested by DAS-ELISA method. Fields of Kashmar were infected with PVA in different 
proportions but no infections were observed in other tested fields of the region. This is the first report from 
existence of PVA in Northern and Razavi Khorasan provinces  
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