
 

   و بررسيسازي فيزيكوشيميايي خالصتعيين دامنه ميزباني، 
 زميني در شمال خراسان  سيبS سرولوژيكي ويروس 

  
 1 ماهرخ فلاحتي  رستگار- بهروز جعفر پور - *همحمد رضا حسين زاد

 

  13/3/82:تاريخ دريافت
  8/8/87:تاريخ پذيرش

  

  چكيده
زميني شمال خراسان صورت گرفت، تعـدادي غـده بطـور     مزارع سيبزميني در   سيبSدر بررسي كه به منظور يافتن ويروس     

ها، ريزبرگي و   ، فرورفتگي رگبرگ  3، روگوز 2هايي كه علائم موزائيك     زميني در اطراف بجنورد از بوته       انتخابي از چندين مزرعه سيب    
زمينـي اطـراف شـهرهاي        ع سـيب  چنين تعدادي غده نيز بطور تـصادفي از مـزار           هم. دشآوري    ها را داشتند جمع     تموج حاشيه برگ  

 درجـه   4آوري شـده تـا سـپري شـدن دوره خـواب در                هـاي جمـع     غده. مشهد، چناران، قوچان، فاروج و شيروان گردآوري گرديد       
هـاي   براساس واكنش گياهان محك افتراقي، تعداد كمي از بوتـه  .سانتيگراد نگهداري و سپس در شرايط گلخانه كشت داده شدند

 Nicotiana debneyiهاي آلوده در مطالعات دامنه ميزباني گياهان  آلودگي نشان داده و عصاره يكي از بوته PVSزميني به  سيب
Dominو  Lycopersicum esculentum L.cv. early urbana 111  ـايـن جدايـه   .  را بطور سيستميك آلـوده نمـود  ر روي ب
 علائم موضعي كلروتيك ايجاد نمود ولـي  C. quinoa Wild و Chenopodium amaranticolor Costa & Reyn  گياهان

 Datura stramonium L., Nicotiana tabacum L. cv. xanthi, Petunia hybrida Vilm, Gompherenaدر 
globosa L. Phaseolus vulgrais L. var. red kidney , Capsicum frutescens L. گونـه علائمـي ايجـاد نكـرد      هـيچ .

سـازي آن طبـق روش     تكثير داده شد و خـالص N. debneyi در C.quinoaسازي بيولوژيك روي  خالصايزوله مورد نظر بعد از 
آنگاه در برابر آموده نسبتاً خالص ويروس، آنتـي  .  با مقداري تغييرات انجام گرفتHammond & Laqwson(1988)پيشنهادي 

بررسـي  . خيص سـرولوژيكي ويـروس اسـتفاده شـد         جهـت تـش    6 و اليـزا   5هاي نشت دو طرفه در آگـار        از آزمون . سرم تهيه گرديد  
). 57000×( نانومتر را در آمـوده نـسبتاً خـالص نـشان داد     621×9اي سالم ويروس به ابعاد        هاي رشته   ميكروسكوپ الكتروني پيكره  

مـون  بـرداري شـده و از آز         بوته بطـور تـصادفي نمونـه       200زميني اطراف بجنورد مجموعاً       جهت تعيين ميزان آلودگي مزارع سيب     
DAS-ELISAبراساس نتايج اين آزمون درصد آلودگي به . ، جهت تشخيص ويروس استفاده شدPVS 5/15 در منطقه بجنورد %

  .تعيين گرديد
  

  سيب زميني، خالص سازي، آنتي سرم، الايزا، ميكروسكوپ الكتروني Sويروس  :واژه هاي كليدي
  

               ٥   ٤   ٣  ٢  1  مقدمه

                                                

اي در تغذيـه      از مهمترين گياهان دو لپـه     زميني يكي     سيب

اين محـصول در جهـان از نظـر اهميـت در مقـام           . انسان است 
پنجم و بعد از محصولاتي نظير گندم، برنج، ذرت و جو قرار            

جنوبي   هاي آند در آمريكاي     زميني كوهستان   مبدأ سيب . دارد
است كـه در آنجـا از ديربـاز بـه عنـوان يـك محـصول مهـم                   

 بيماري ويروسي   30حدود  . )6 و   2 (ه است غذايي مطرح بود  
زمينـي   سـيب S ويـروس  . )2 (زميني شناسايي شده است سيب

زمينـي را     هـايي اسـت كـه سـيب         يكي از متداولترين ويـروس    

 
د گروه پزشكي دانشكده تي به ترتيب دانشجوي سابق كارشناسي ارشد، اسا-1

  كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد
   Email: mohhssz@yahoo.comمسئول                                       نويسنده -* 

2 -Mosaic 
3 -Rugose 
4 -Double diffusion agar 
5 -Enzyme-linked immunosorbent assay 
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 تـك   RNAها متشكل از يك       ماده ژنتيكي كارلاويروس  
 3′ انتهـاي . )20 ( كيلو باز اسـت    7-8/7اي مثبت به طول       رشته

RNAآدنيله   ويروس پلي  ي) PolyA(  5′باشـد و انتهـاي         مـي ،
اثـر    درجه حـرارت بـي    . )19 ( است ١Vpgژنوم ويروس فاقد    

 درجــه ســانتيگراد، 55-60 دقيقــه 10 در مــدت ٢TIPشــدن 
 و پايـداري در     001/0 تـا    01/0بين  ) DEP(٣آخرين حدرقت 

 3-4 درجـه سـانتيگراد      20در دمـاي    ) LIV(٤عصاره گياهي   
ــي ــد روز م ــاني  . باش ــه ميزب ــي PVSدامن ــدود م ــد و   مح باش

هـاي    اساسـا بـه گياهـان خـانواده     هـاي گيـاهي حـساس    گونه
Chenopodiaceae و Solanaceaeو )22 ( تعلـــــق دارنـــــد 

ايـن  . )2 (رود  زميني تنهـا ميزبـان طبيعـي آن بـشمار مـي             سيب
هاي گياهان سالم و       مكانيكي با تماس برگ    ويروس به روش  

هـاي    زميني در گلخانـه و مزرعـه، از طريـق غـده             آلوده سيب 
. شـود   ها و چاقوي آلوده منتقل مي        لباس، دست  ، توسط آلوده

هــر چنــد، مهمتــرين روش انتقــال آلــودگي ويــروس بوســيله 
ــده ــذري اســت  غ ــاي ب ــژاد . )16 و 15، 2 (ه ــن Andeanن  اي

مـك شـته بـه طريـق ناپايـا منتقـل            بـه ك  ) PVS-An(ويروس  
ها قادر به انتقال نژاد معمولي ويـروس          شود در حاليكه شته     مي

)Type-Strain (باشــد نمــي) هــاي  خوشــبختانه بيمــاري. )19
ــاه منتقــل    ويروســي ســيب ــذر حقيقــي گي ــق ب ــي از طري زمين

در ايران اين ويروس از منطقه اصفهان توسـط         . )2 (شوند  نمي
و از منطقـــه مـــشهد توســـط ) 5( 1371دانـــش و همكـــاران 

در اين مطالعه ضـمن     . گزارش شده است  )3( 1368جعفرپور  
ــروس،    ــاني وي ــه ميزب ــين دامن ــروس، تعي شناســايي مجــدد وي

هـاي سـرولوژيكي      سازي، تهيـه آنتـي سـرم و بررسـي           خالص
  . ويروس انجام گرديد

                                                 

                                                
1 - Viral protein linked to genom 
2 - Termal inactivation point. 
3 -Dilution end point. 

  
  ها مواد و روش

 در چهــار مزرعــه از مــزارع 1375در اوايــل خــرداد مــاه 
ني واقع در اطراف بجنورد كه در آنها ارقام دراگا و           زمي  سيب

آلفا كاشته شده بـود، تعـداد چهـل بوتـه كـه علائـم بيمـاري                 
هـا، فرورفتگـي      ويروسي نظير موزائيك، روگوز سطح بـرگ      

ــشان  هــا، ريزبرگــي و تمــوج حاشــيه بــرگ  رگبــرگ هــا را ن
در هنگـام برداشـت     . دادند تعيين و علامت گذاري شـدند        مي

ر بوته در پاكت كاغذي قرار داده شـد و پـس از          دو غده از ه   
ثبت مشخصات به آزمايـشگاه منتقـل و جهـت سـپري شـدن              

 
4 - Longivity in vitro 



  3      ...سازي فيزيكوشيميايي و بررسي تعيين دامنه ميزباني، خالص

ي ايزولــه ويــروس، گياهــان محــك بــه منظــور جداســاز
افتراقي اين ويروس در شرايط گلخانه بـه صـورت خزانـه در             

 خـاك بـرگ   -خاك مخلوط شده از خاك زراعي معمـولي    
 1:1:3:1هـاي      ماسه و كود پوسـيده دامـي بـه نـسبت           -پوسيده

كليه گياهان مورد آزمايش در گلخانه در زمستان        . كاشته شد 
راد و در تابــستان در  درجــه ســانتيگ15±5در دمــاي متوســط 

  .  درجه سانتيگراد نگهداري شدند20±8دماي 
 Daturaگياهـان محـك افتراقـي مـورد اسـتفاده شـامل       

stramonium L. Ch. quinoa Wild, N.debneyi Domin 
بـذور ايـن   .  بودنـد Costa & Reyn Ch. amaranticolor و

 سـانتيمتر   20هـايي بـه قطـر         گياهان بطور جداگانه در گلـدان     
زميني به راحتـي بـه         سيب Sاز آنجا كه ويروس     .  شدند كشت

روش مكانيكي قابل انتقال است، بعد از گذشت يـك مـاه از             
هـاي    ، زمـاني كـه طـول بوتـه        PVSهاي آلوده بـه       كشت غده 

هـاي       بـرگ   عـصاره   سـانتيمتر رسـيد از     10-15زميني به     سيب
 4-5بـراي ايـن منظـور      .  اسـتفاده گرديـد    زني  براي مايه ه  دآلو

آوري شـد و پـس از تـوزين بـه             هـا جمـع     آلوده از بوته  برگ  
 مـولار،   5/0بـافر فـسفات پتاسـيم       (زنـي    با بافر مايـه    1:4نسبت  

2/8pH  بطـور جداگانـه   )  درصد سولفيت سديم5/0، حاوي
هـاي صـاف      عـصاره . گيري گرديـد    درون هاون چيني عصاره   

شده بطور جداگانه به كمك انگشت اشـاره بـه آرامـي روي             
 برگي كـه قـبلا بـا        4-5هان محك در مرحله     سطح برگ گيا  

 مـش پوشـيده شـده بـود،      300مختصري پـودر كاربورانـدوم      

از هر گياه محك دو بوته براي اين كـار در نظـر             . كشيده شد 
هــاي  زنــي ســطح بــرگ پــنج دقيقــه پــس از مايــه. گرفتــه شــد

زني شده اين گياهـان بوسـيله آب معمـولي شستـشو داده               مايه
زميني بـراي هـر       زني و شماره بوته سيب      آنگاه تاريخ مايه  . شد

ها معمـولا در اوقـات        زني  مايه. گلدان ثبت و مشخص گرديد    
ــورت       ــاب ص ــروب آفت ــك غ ــا نزدي ــبح ي ــك روز، ص خن

زني شده هر روز مورد بررسـي قـرار           هاي مايه   بوته. گرفت  مي
جهـت  . گرديـد  گرفته و زمان ظهـور و نـوع علائـم ثبـت مـي       

هــاي موضــعي   لكــه ســازي بيولــوژيكي يكــي از    خــالص
 C. quinoaهاي سـلمه   كلروتيك ريز ظاهر شده روي برگ

Wild.   جهـت  .  متـوالي اسـتفاده گرديـد      زنـي   مايـه  مرتبـه    3 با
 كـه بطـور   N. debneyiنگهداري جدا شده ويـروس از گيـاه   

  . شود استفاده شد سيتميك به اين ويروس آلوده مي
  

  مطالعه دامنه ميزباني
 Sاني، جـدا شـده ويـروس        به منظـور بررسـي دامنـه ميزب ـ       

ســازي بيولوژيــك، عــلاوه بــر  زمينــي، پــس از خــالص ســيب
گياهان محك افتراقي بـه گياهـان ميزبـان ديگـري بـه همـان               

زنـي    هاي مايه   بوته. زني گرديد   روشي كه شرح داده شد، مايه     
شده هر روز مورد بررسي قرار گرفتـه و زمـان ظهـور علائـم               

  .گرديد ثبت مي
  

  ميايي ويروسسازي فيزيكوشي خالص
زميني براساس روش      سيب Sسازي جدايه ويروس      خالص

چهار هفته  . لاوسون و هاموند با تغييراتي چند صورت گرفت       
 گــرم از N. debneyi ،125هــاي  زنــي گياهچــه پــس از مايــه

آوري و   دادند جمـع    هايي كه علائم سيستميك نشان مي       برگ
كـن بـا چهـار حجـم      بعد از حذف رگبرگ اصلي در مخلوط 

،  2/8pH مـولار،  5/0بافر فـسفات پتاسـيم   (گيري بافر عصاره
 دقيقـه كـاملا     5بـه مـدت     )  درصد سولفيت سديم   5/0حاوي  

سپس عصاره حاصل از پارچه ململ   . خرد و هموژنيزه گرديد   
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1 -Supernatant 

به منظـور خـارج كـردن سـاكارز باقيمانـده سوسپانـسيون         
ده بـود،  هاي دياليز كه قـبلا آمـاده ش ـ    بدست آمده داخل لوله   

  8pH مـولار،  1/0ريخته شد و در حضور بافر فسفات پتاسيم 
 درجـه سـانتيگراد بـه كمـك همـزن           4به مدت يك شب در      
  . مغناطيسي دياليز گرديد

جهــت اســپكتروفتومتري و تعيــين غلظــت ويــروس از     
ــپكتروفتومتر ــتگاه اس ) Shimadzu,uv- 160A, Japan(دس

 220-340هــاي  اســتفاده شــد و ميــزان جــذب در طــول مــوج
بدين ترتيب بـا تعيـين ميـزان جـذب در           . نانومتر تعيين گرديد  

ــوج   ــول م ــق    260ط ــزان دقي ــرفتن مي ــر گ ــانومتر، و در نظ  ن
مربــوط بــه  (EC=3 خاموشــيســازي آمــوده و ضـريب   رقيـق 

  .غلظت ويروس در آموده محاسبه گرديد) ويروس
  

  سرم تهيه آنتي
ــون   ــام آزم ــور انج ــه منظ ــدا    ب ــرولوژيكي در ابت ــاي س ه

ليتـر    ميلي5/0براي اين منظور    . رسم ويروس تهيه گرديد     تيآن
ــا   ــروس ب ــوده خــالص وي ــي5/0آم ــر روغــن   ميل  F.C.A3ليت

)Sigma Chmical Co. ( دقيقه خـوب مخلـوط   2ـ3به مدت 
شد تا به صورت امولسيون در آيد، سپس امولسيون حاصل با           

 3 پـاي خرگـوش نيوزيلنـدي         ليتـر در ماهيچـه       ميلي 5سرنگ  
 تزريق به فاصله يـك هفتـه        3در مجموع   . ريق گرديد ماهه تز 

 F.I.A4هاي دوم و سوم از روغـن          در تزريق . از هم انجام شد   
  .استفاده شد

 
2 - Infectivity test 
3 - Freund’s complete adjuvant 
4 - Freund s incomplete adjuvant 
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دو هفته بعد از آخرين تزريق از قلب حيوان خونگيري به           
 دقيقه در دمـاي  30 ـ  60خون گرفته شده به مدت . عمل آمد

 باريـك   اي  اتاق نگهداري شد سپس بوسيله يـك ميلـه شيـشه          
لخته حاصل از ديواره لوله جدا و براي يك شب در يخچـال             

آنگاه سرم رويي به آرامي برداشـته شـد  و بـه             . نگهداري شد 
.  دور در دقيقــه سـانتريفوژ گرديــد 3000 دقيقـه در  10مـدت  

 سديم به آن اضافه شده       آزيد  درصد 02/0پس از اين مرحله     
 فريـزر انتقـال   هاي اپنـدروف بـه   سرم تهيه شده در لوله   و آنتي 
لازم به ذكر است كه يك هفته قبل از شروع تزريقات           . يافت

از رگ پاي خرگوش مقداري خون گرفته شد و سرم  آن به             
ــال در     ــوان ســرم نرم ــه عن ــا از آن ب ــوق جــدا شــد ت ــق ف طري

  ).23 و 11، 7، 3( آزمايشات سرولوژيكي استفاده شود
مورد سرم     سرولوژيكي ابتدا آنتي   هايجهت انجام آزمايش  

بـه منظـور جـذب     N. debneyiاستفاده با عصاره گيـاه سـالم   
  . تيمار گرديدسرمهاي ميزباني و ارتقاء خلوص آن  آنتي

  
  آزمونهاي سرولوژيكي

هاي سرولوژيكي نـشت دو طرفـه در آگـار و             از آزمايش 
جهـت انجـام   . اليزا بـراي شناسـايي ويـروس اسـتفاده گرديـد         

 2/0 گرم آگـارز،     8/0آزمون نشت دو طرفه در آگار مقادير        
ليتـر آب      ميلـي  100 بـا    NaCl گـرم    8/0گرم نيترات سديم و     

 درجـه سـانتيگراد كـم كـم مخلـوط و بـه كمـك                100مقطر  
حرارت كاملاً حل گرديد و پس از اضافه كردن آزيد سديم           

 درجـه سـانتيگراد، ژل      50ـ ـ60 گرماي در دماي     2/0به ميزان   
متـر     سـانتي  5/7 هاي يكبار مصرف به قطـر       مذاب به داخل پتر   

از الگـوي   . ليتر به ازاء هر پتـري ريختـه شـد            ميلي 12به ميزان   
 و يك چاهك مركـزي       چاهك كناري  6اي متشكل از      دايره

ژن بـه     بعد از افـزودن آنتـي     . ليتر استفاده گرديد     ميلي 7به قطر   
سرم به چاهكهاي مركـزي و قـرار         هاي كناري و آنتي     چاهك

 سـاعت ارزيـابي     16ـ ـ72آنها در محفظه مرطوب بعد از         دادن  
، 1(هاي انجام شده صـورت گرفـت          نتايج با توجه به واكنش    

4 ،13 ،17(  
انجــام ) Clark & Adams) 9روش آزمــون اليــزا طبــق 

 متصل  G، ايمونوگلوبولين   )G) IgGايمونوگلوبولين   .ديدگر
و شاهد مثبـت ويـروس      ) كونژوگه(به آنزيم آلكالين فسفاتاز     

 -DASاين آزمون به روش . از منبع خارجي تأمين گرديدند

ELISA    نتايج اين آزمون بر اساس تغيير رنگ       ).9( انجام شد
 زرد مايـل بـه نـارنجي بـه طـور چـشمي       حفرات از بيرنگ تـا  

  .مورد ارزيابي قرار گرفت
  

  تعيين عيار آنتي سرم
جهت تعيين عيار آنتي سرم از آزمون نـشت دو طرفـه در             

ايـن الگـو متـشكل از       . آگار با الگوي خطي اسـتفاده گرديـد       
 3متـر بـا فاصـله          ميلـي  7 مـوازي بـه قطـر         شش جفت چاهك  

ظر در دو عدد پتري يكبـار       الگوي مورد ن  . متر از هم بود     ميلي
 جفـت  چاهـك در نظـر     12مصرف تهيه گرديـد و مجموعـاً        

سـرم داخـل سـرم         آنتـي  هـاي     از رقـت  . گرفته شد 
فيزيولوژيك و سوسپانسيون نسبتاً خالص ويـروس بـا غلظـت           

  .ژن استفاده گرديد  به عنوان آنتي5/2

1024
1

−
4
1

ml
mg

                                                

  
هـاي    وسـكوپ الكترونـي از پيكـره      تهيه عكس ميكر  

  ويروس
براي اين منظـور از سوسپانـسيون نـسبتاً خـالص ويـروس             

پوشـش داده شـده بـا     ) ١گريـد (پولـك مـشبك   . استفاده شد 
آمـوده نـسبتاً    .  فرموار مورد استفاده قرار گرفت     35/0كربن و   

آميـزي و     خالص ويروس با اورانيل استات يك درصد رنـگ        
 ,TEM) Philips 3olنـي نـوع   سپس با ميكروسكوپ الكترو

Netherlands ( نمـــايي  و بـــا بـــزرگx57000 در بخـــش 
شناسي مؤسـسه بررسـي آفـات و بيماريهـاي گيـاهي              ويروس

توسط آقاي دكتر شـهرآئين عكـس ميكروسـكپ الكترونـي           
  .تهيه شد

 
1 -Grid 
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  نتايج و بحث
 Sبـراي شناسـايي ويـروس       : بررسي اتيولـوژيكي بيمـاري    

 علائـم و واكـنش گياهـان        زميني در مرحله اول از نـوع        سيب
 گياهــان  واكــنش. محــك افتراقــي ويــروس اســتفاده گرديــد

عـصاره يكـي از     بـه وسـيله     زنـي     محك افتراقـي پـس از مايـه       
هاي سيب زميني داراي علائـم ويـروس كـشت شـده در               بوته

  :باشد گلخانه به شرح زير مي
 روز بعـد از مايـه   Ch. amaranticolor :12سلمه قرمز  -

وضعي كلروتيك به قطر يك ميلي متـر ظـاهر          هاي م   زني لكه 
  )1شكل (گرديد 

هـاي   زني لكه  روز بعد از مايهCh. quinoa :5 سلمه تره -
شـكل  (متر ظاهر گرديـد        ميلي 2ـ3موضعي كلروتيك به قطر     

2( 
ــهN. debneyi :12 توتــون - ــدا   روز پــس از ماي زنــي ابت

 روز علائـم تـورم      2ـ ـ3علائم روشن رگبرگها و سپس بعد از        

  )3شكل (سطح برگها و موزائيك ابلقي ظاهر گرديد 
. هيچگونه علائمي ظاهر نشد: D. stramonium تاتوره -

با تلقيح برگشتي عصاره بـرگ تـاتوره بـر روي سـلمه تـره و                
عـدم آلـودگي    . سلمه قرمز نيز هيچگونه علائمي بـروز نكـرد        

زمينـي در عـصاره بـرگ        سـيب  Sتاتوره مؤيد وجود ويروس     
با بررسي نوع علائم ظاهر شده در اين        . وده بود زميني آل   سيب

ــه ســيب   ــي، بوت ــان افتراق ــار ميزب ــه   چه ــوده ب ــي آل  PVSزمين
  . تشخيص داده شد

  
  مطالعه دامنه ميزباني

نوع واكنش ساير ميزبانهـاي ايـن ويـروس بـه شـرح زيـر               
  :مشاهده گرديد

هيچگونه علائمي : N.tabacum L. cv. Xanthiـ توتون 
  .ظاهر نشد

 
  

 
   مايه زني شده با جدا شده بجنوردCh. amaraticolor لكه هاي موضعي كلروتيك روي برگهاي ) 1شكل  (
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  مايه زني شده با جدا شده بجنورد .quinoa Ch لكه هاي موضعي كلروتيك روي برگهاي )2شكل (

  

 
   با جدا شده بجنورد مايه زني شدهNicotiana debneyi علايم موزائيك ابلقي و روشن شدن رگبرگهاي )3شكل (

  
هيچگونـه  : .Gompherena globosa Lاي  ـ گـل تكمـه  
  .علائمي ظاهر نشد

 .Lycopersicon esculentum L. cvفرنگـي   ــ گوجـه  

Early arbana lll :14زني علائم موزائيـك    از مايهس روز پ
  .ابلقي ظاهر گرديد

ــا  ــ لوبي : Phaseolus vulgaris L.var. red kidneyـ
  .مي ظاهر نشدهيچگونه علائ
هيچگونـه علائمـي   : .Petunia hybrida Vilmـ اطلـسي  

  .ظاهر نشد
هيچگونـه علائمـي   : .Capsicum frutescens Lــ فلفـل   

  .ظاهر نشد
تلفي نظير رقم ميزبـان، تيـپ بيمـاريزاي عامـل           خ م لعوام

بيماري، شرايط محيطي و نژاد ويروس در بروز علائم دخيـل           
عات دامنه ميزباني با نتـايج   نوع واكنش گياهان درمطال   . هستند

  ).10 و 22(ن مختلف مطابقت دارد اتحقيقات محقق
سـازي فيزيكـو ـ شـيميايي ويـروس بعـد از انجـام         خالص

 سوسپانسيون كدري از ويرس ،فوژ افتراقييآخرين دور سانتر
زني آمـوده نـسبتاً خـالص     نتيجه مايه. نسبتاً خالص بدست آمد   

 آلـودگي ظ قـدرت     بيـانگر حف ـ   C.quinoa روي   PVSشده    
سازي فيزيكي بود زيرا      عامل بيماري تا آخرين مرحله خالص     
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ml
mg

280
260

A
A

 
   نانومتر230 – 340 منحني مربوط به طيف جذبي سوسپانسيون ويروس بين طول موج هاي  )4شكل (

  

  سرولوژي
سرم تيمار نشده اوليه در آزمـون نـشت دو طرفـه در               آنتي

ــ ــوده     آگ ــاه آل ــصاره گي ــا ع ــين  N. debneyiار ب و همچن
. سوسپانسيون نسبتاً خالص ويـروس واكـنش مثبـت نـشان داد         

 C.quinoa  ،N.debneyiدرحالكيه بـا عـصاره سـالم گياهـان          
ســازي ويــروس  گيــري و رقيــق هــاي عــصاره چنــين بــافر هــم

سـرم تيمـار      همين نتايج با آنتـي    . هيچگونه واكنشي نشان نداد   
سـرم  .  نيز بدسـت آمـد     N.debneyiه گياه سالم    شده با عصار  

  ).5شكل (ها واكنش نشان نداد  هيچكدام از نمونهنرمال با 
. نتايج آزمون اليزا بطور چشمي مورد ارزيابي قرار گرفت        

در اين آزمون حفرات محتوي ويروس بعد از اضـافه نمـودن            
سوبستره آنزيم آلكـالين فـسفاتاز بـه رنـگ زرد تغييـر رنـگ               

با استفاده از اين آزمون پراكنش ويروس در منطقـه          . دهند  مي

 31آوري شــده   نمونــه جمــع200از . بجنــورد تعيــين گرديــد
اين ويـروس نـسبت    .  آلودگي داشتند  PVSبه  %) 5/15(نمونه  

زميني شيوع كمتري دارد و يكـي از          به ساير ويروسهاي سيب   
  .باشد دلايل آن عدم انتقال آن با شته مي

  
هـاي     الكترونـي از پيكـره     تهيه عكس ميكروسـكوپ   

  ويروس
هاي سـالم ويـروس    عكس ميكروسكوپ الكتروني پيكره   

انـدازه ابعـاد   ). 6شـكل  ( نانو متر نـشان داد     621× 9را به ابعاد    
) 18 و 22،  17،  14(ن مختلـف    هاي محققـا  ا گزارش ـ ب ـويروس  

هاي ويروس دچار     تعداد زيادي از پيكره   . كاملاً مطابقت دارد  
  .آنها كمتر از ابعاد واقعي استشكستگي شده و اندازه 
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) 5شكل (  : آزمون نشت دوطرفه در آگار

   بافر عصاره گيري  -3 آموده نسبتا خالص ويروس  -2بافر رقيق سازي  -1
  N. debneyi  عصاره گياه آلوده-N. debneyi  5 عصاره گياه سالم -4

  

 
. 6شكل   )x57000مايي بزرگن (هاي ويروس عكس ميكروسكوپ الكتروني از پيكره

  
  :داني تشكر و قدر

ــدگان از پر ــسور ونگارن  از Sven Erik Albrechtsenف
هــاي در حــال توســعه،  شناســي بــذر كــشور مؤســسه بيمــاري

الــدين هــابيلي از مؤســسه  كوپنهــاك، دانمــارك، دكتــر نــور

CSIRO    آدلايــد، اســترالياي جنــوبي، دكتــر S.M.Paul 

Khurana    لا، هندوسـتان  زميني، شـيم     از مركز تحقيقات سيب
بخــاطر ارســال بــروز گياهــان محــك صــميمانه سپاســگزاري 

  .نمايند مي
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آئـين، بخـش      شـهر   چنـين از جنـاب آقـاي دكتـر نـوح            هم
شناسي مؤسـسه بررسـي آفـات و بيماريهـاي گيـاهي              ويروس

هـاي    بخاطر تهيـه عكـس ميكروسـكوپ الكترونـي از پيكـره           
  .شود ي ميويروس سپاسگزار
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Host- range studies ,physicochemical purification and serology of potato virus  S 

(PVS) in Northern Khorasan Province. 
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Abstract 
During a survey for detection of PVS in potato fields in Northern Khorasan province, some tubers 
from the plants which have been already marked and showing mosaic, rugosity, undulation on leaf 
margins, little leaf and slightly vein deepening, were collected in Bodjunrd region, Also, some tubers 
from potato fields of Mashhad, Chenaran, Ghoochan, Faruj and Shirvan regions were randomly 
collected. These tubers maintained in 40C until their dormancy broken, and then grown  at greenhouse 
conditions. On the base of reaction of differential hosts a few plants have been infected with PVS. In 
host range studies infected sap from one of potato plants, infected Nicotiana debneyi Domin. and 
Lycopersicon esculentum L.cv.  early urbana 111 Systematically, It also developed chlorotic local 
lesions on Chenopodium amaranticolor Costa & Reyn. And C. quinoa Wild as well, but Datura 
stramonium L., Phaseolus vulgaris L. var. red kidney. and Capsicum frutescens L. did not show any 
symptoms in this study. The virus indentifed as PVS on the basis of differential host reactions. The 
isolate was propagated on N. debneyi and purification was carried  out according to Hammond & 
Lawson procedure (1988) with some modification. The antiserum was provided against partially 
purified virus. Serological tests including double diffusion in agar and ELISA were performed. 
Electron microscopy showed intact filamentus particle of virus measuring 629 nm (57000x). To 
determine infection percent of PVS in Bodjnord region, 200 plants were randomly collected and 
ELISA tests have been used. The results showed the infection rate of 15.5 percent in Bodjnurd region. 
 
Key words: potato Virus S , purification, Antiserum ELISA, Electron microscopy. 
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