
  
  اختصاصي آزمون  هاي سرولوژيكي واز روش با استفاده (PVS)زميني سيب Sرديابي ويروس 

RT-PCR و همدان خراسان رضوي هايدر استان  
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 چكيده

 650× 12اي خميـده بـه ابعـاد    داراي ذرات رشـته  كـه باشد مي Flexiviridaeو خانواده  Carlavirusس زميني متعلق به جنسيب Sويروس 
زميني موجود در دنيا را آلـوده  هاي سيبهايي است كه تمام واريتهترين ويروساين ويروس از متداول. باشداي مثبت ميرشتهتك RNAنانومتر و ژنوم 

اين ويـروس از   .شونديافت مي Amaranthaceaeو  Solanaceae ،Chenopodiaceaeسه خانواده  در PVSهاي حساس به گونه. كندمي
، از در منطقـه  ويـروس  رديـابي به منظور . شودناپايا منتقل مي به صورت Myzus persicaeزني مكانيكي و همچنين توسط شته سبز هلو طريق مايه

هـاي نكروتيـك، فرورفتگـي    موزاييك، لكهمي نظير يگياهاني كه علا هايغدهنمونه از  555داد ، تعهمدانو  رضويهاي خراسان مزرعه استان 50حدود 
 C◦4ها جهت گذراندن دوره خواب در دمـاي  غده سپس .آوري شدنددادند، جمعرا نشان ميجزئي رگبرگ، رگوز، تموج حاشيه برگ، پژمردگي و كوتولگي 

 هـاي آلـوده بـه ايـن    ، غـده DAS-ELISA در آزمون سرولوژيكي PVSاختصاصي  كلونال،سرم پليآنتي زني، با استفاده ازپس از جوانه. گرفتند قرار
 Chenopodiumهايي كه در آزمون الايـزا مثبـت ارزيـابي شـدند، بـر روي گياهـان آزمـون شـامل         عصاره تعدادي از نمونه .شناسايي شدند ويروس

quinoa  وamaranticolor Chenopodium  ) تيـك روي بـرگ  هـاي كلرو لكـه( ،Nicotiana debneyi ) موزاييـك( ،N. tabacum 
var. xanthi  )مصون( ،Lycopersicon esculentum  )بـه ايـن   نمونـه  69 نتايج آزمون الايزا نشـان داد كـه تعـداد   . زني شد مايه) موزاييك 

تكثير ژن كـد كننـده پـروتئين     جهت و آغازگرهاي اختصاصي  RT-PCRهاي آلوده از روشبه منظور تأييد نتايج الايزا در نمونه. اندآلوده بوده ويروس
جفت باز مربوط به ژن پروتئين پوششـي ويـروس را    1118به طول  اي، قطعهPVS-Rو  PVS-Fآغازگرهاي اختصاصي . استفاده شد ويروس پوششي

  .تكثير نمودند
 

  RT-PCRسيب زميني،  Sالايزا، ويروس : هاي كليديواژه
 

  123مقدمه 
ترين محصولات غـذايي جهـان اسـت و    يني يكي از مهمزمسيب

از نظر ميزان توليد رتبه پـنجم را  . اي در تغذيه انسان داردارزش عمده
. در جهان بعد از گندم، ذرت، برنج و جو به خود اختصـاص داده اسـت  

بـه علـت    1950هـاي  تا اوايـل سـال   (PVS)زميني سيب Sويروس 
-ارتباط نزديك با ساير ويـروس ايجاد علايم بسيار خفيف و همچنين 

اين ويروس براي اولين بـار از  ). 2(زميني شناخته نشده بود هاي سيب
ــوتر    ــان اب ــط دي براي ــد توس  Solanum tuberosumدر  )9(هلن

نـه از طريـق علايـم حاصـل از آن، بلكـه توسـط       PVS . گزارش شد
                                                            

گروه گياهپزشكي،  رشد و استاداندانشجوي كارشناسي ا به ترتيب -3و  2، 1
  دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد

  )Email: Samira.pakbaz@yahoo.com      :نويسنده مسئول -(*
  

 Aسرم ويروس هاي سرولوژيكي در حين تلاش براي توليد آنتيروش
زمينـي  سـيب  Sويـروس  ). 13، 2(كشـف شـد   ) PVA(زمينـي  سيب

)PVS (شـود،  زمينـي كشـت مـي   در سراسر دنيا، در هر كجا كه سيب
ــداول) 2(وجــود دارد  ــروسو يكــي از مت ــرين وي هــايي اســت كــه ت

هـاي  اين ويروس تقريباً تمام واريته). 20(كند زميني را آلوده مي سيب
و بسـياري از ارقـام   ) 6(وده است زميني موجود در دنيا را آلوده نمسيب

انـد  درصد به اين ويـروس آلـودگي نشـان داده    100قديمي به ميزان 
تا به حال در ايران اين ويروس از منطقه اصفهان توسط دانش و ). 13(

بـا   1368گزارش شده اسـت  و نيـز جعفرپـور در سـال      )3(همكاران 
شـهد را بـه ايـن    استفاده از آزمون الايزا درصد آلودگي مزارع اطراف م

 1384همچنـين در سـال   ). 1(درصد گزارش نموده است  58ويروس 
هاي كرمان و فارس رديـابي و تعيـين پـراكنش    اين ويروس در استان

بـه  ) PVS(سـيب زمينـي    Sدر اين تحقيق پراكنش ويـروس  . گرديد

  )علوم و صنايع كشاورزي(حفاظت گياهان نشريه
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  31      ...زمينيسيب Sرديابي ويروس 

، پاسيك و 2002در سال ). 5(درصد گزارش شد  7/30و  4/30ترتيب 
را تعيين نمودنـد و سـپس در سـال     PVSژنوم  همكاران توالي كامل

سـيب   Sمتوسيك و همكاران ژنوم كامل سه جدايه از ويروس  2005
يـابي  را كلون و توالي Kobraو  Leona ،Vitavaهاي زميني به نام

تـوالي ژن  بخشي از پوررحيم و همكاران  ،1386در سال ). 18(كردند 
ايـن  اي از ني جدايـه كيلـو دالتـو   11پـروتئين   پروتئين پوششي و نيـز 
آوري شده بود، تعيين و در اصفهان جمعاستان ويروس را كه از مزارع 

 ).24(بانك ژن ثبت كردند 
و  Carlavirusمتعلق به جنس ) PVS(سيب زميني  Sويروس 

هايي راست رشته PVSذرات ). 17(باشد مي Flexiviridaeخانواده 
، به ابعـاد تقريبـي   )2(شكل اي نخي ، يا ميله)27، 15(تا نسبتاً خميده 

بررسي الكترون ميكروسكوپي  .هستند) 16، 15، 13(نانومتر  650× 12
اي هـاي ميلـه  ، وجـود پيكـره  PVSآلـوده بـه    زمينـي سيب هايبرگ

ژنوم شـامل يـك    ).8( دهدهاي آلوده نشان ميپذير را در بافتخمش
RNA آن داراي دم  3'اي و خطي مثبت است كـه انتهـاي   تك رشته

PolyA ژنوم ويروس فاقد  5'و انتهاي ) 19، 17، 16(باشد ميVpg 
كيلو دالتوني احاطـه   34ژنوم توسط يك پروتئين پوششي ). 20(است 

تشكيل شـده    5/1kbو  5/2ويروس از دو قسمت  RNA. شده است
كيلـو   11است كه ناحيه كوچكتر براي پـروتئين پوششـي و پـروتئين    

 PVSA ،261ژنـوم نـژاد    5'الي انتهاي در تو). 17(كند دالتون كد مي
. نوكلئوتيد شناسايي شـده اسـت   3553ژنوم،  3'نوكلئوتيد و در انتهاي 

كيلـو دالتـوني،    ORF 42بـوده كـه    ORFشـامل شـش    3'انتهاي 
، 16(كنـد  بوده و دو محصول پروتئيني را توليـد مـي   ORFبزرگترين 

20 .( ORF11  غير از گـروه   ژنوم ويروس، به 3'كيلو دالتوني انتهاي
). 16(شـود  هـاي ويروسـي مشـاهده نمـي    كارلاويروس در ساير گروه

گياهان آلوده به اين ويروس اغلب فاقد علايـم هسـتند، ولـي برخـي     
توانند سبب ايجاد علايم در ارقام معينـي از  هاي اين ويروس ميسويه
هاي نكروتيك در سطوح فوقـاني  ايجاد لكه). 13، 2(زميني شوند سيب
، فرورفتگـي جزئـي رگبـرگ، رگـوز     )14(، رگبرگ نـواري  )4، 2(برگ 
، ابلقـي  )27(، زردي مختصر و تموج حاشيه بـرگ  )20، 15، 2(ها برگ

از علايـم  ) 15، 13(و كوتـولگي  ) 2(، پژمردگي گياهان مسن )13، 2(
ها كاهش انـدازه آن  تنها علايم بيماري در غده. باشنداين ويروس مي

). 2(شـود  درصد را سبب مـي  10-20ود است كه تقليل محصولي حد
هاي حساس به و گونه) 3(است  PVSزميني تنها ميزبان طبيعي سيب

PVS    فقط در سـه خـانوادهSolanaceae  وChenopodiaeae  و
Amaranthaceae 8(شوند يافت مي.(  

 Andeanنـژاد  : براي اين ويروس دو نژاد مشخص شـده اسـت   
PVS-An)  يا( PVSA يا  و نژاد معموليType ) PVSOياPVS-

Ty ) (6 ،20 .( گسترشPVSA   تـر از نـژاد   در مزرعه معمـولاً سـريع
PVSO   است و اين به دليل غلظت بالاتر ويروس در گياه و همچنـين

ــته      ــط ش ــژاد توس ــن ن ــال اي ــت انتق و  Myzus persicaeقابلي
Aulacorthum solani ها به اين نژاد به وسيله شته. )11(باشد مي

و  Solanaceaeا بــــه گياهــــان اعضــــاء خــــانواده روش ناپايــــ
Chenopodiaceae ها ، همچنين از طريق غده)16(شود منتقل مي

در مزرعه گسترش آلـودگي بيشـتر از طريـق    ). 21(يابد نيز انتقال مي
 فاستر و متوسيك  ).17(ها گيرد تا از طريق شتهمكانيكي صورت مي

، PVSي ويــروس هــاهــاي خــود روي تعــدادي از جدايــهدر بررســي
به ناحيه  PVSOو  PVSAها بين ژنوم پيشنهاد دادند كه عمده تفاوت

مقايسـه آنـاليز    ).18(شـود  مربـوط مـي   k 11و  k 7هاي پروتئين ژن
هاي زيـادي را در  شباهت PVSOو  PVSAنژاد  3'هاي انتهاي توالي

هايي از تفاوت در قسمت. دهدنشان مي%) 93(ناحيه پروتئين پوششي 
هاي اين دو نژاد نيز احتمالاً به تفاوت در علايـم  دهاي آمينه توالياسي

  ).12،17(شود ها مربوط ميو قابليت انتقال با شته
  

  هامواد و روش
 PVSها به برداري و تعيين آلودگي نمونهنمونه

مـزارع   بازديـد از پـس از   1386سـال   و اوايـل پـاييز   در تابستان
هاي مشهد، قوچـان،  شهرستان(وي رضهاي خراساناستان زميني سيب

 (و همــدان  )حيدريــهجــام، تربــتچنــاران، فريمــان، نيشــابور، تربــت
هـاي  نمونـه ) هاي همدان، اسدآباد، كبودراهنـگ، رزن، بهـار  شهرستان

ــودگي   ــه آل ــم مشــكوك ب ــعو داراي علاي ــت جم ــس از ثب آوري و پ
و در شرايط خنك به  ندكاغذي قرار داده شدهاي مشخصات در پاكت

آوري شده جهـت گذرانـدن   هاي جمع غده. ندقل گرديدنتآزمايشگاه م
-درجه سـانتي  4هفته در دماي  6-8زني، به مدت دوره خواب و جوانه

گـراد قـرار   درجـه سـانتي   22-25هفتـه در دمـاي    4-6گراد و سپس 
دو طرفـه   چهاي آلوده از سالم به روش ساندويتشخيص نمونه .گرفتند

استفاده با  )7( زابق روش كلارك و آداممط 1)DAS-ELISA(يزا الا
 DSMZشـركت  تهيـه شـده از   كلونـال  اختصاصي و پليسرم آنتياز 

هـاي  گيري، از جوانـه در اين آزمون جهت عصاره .انجام پذيرفتآلمان 
  .زميني استفاده شدهاي سيبغده

 
  كييزني مكانهيما

رزيـابي  ها در آزمون الايزا مثبـت ا هايي كه آلودگي آننمونهكليه 
. شـدند  كاشـته در گلخانـه  شد، به منظور تكثير و نگهـداري ويـروس   

و همچنـين بـراي    آزمونم بيماري بر روي گياهان يبررسي علا جهت
 شــامل آزمــون حفــظ ويــروس در گياهــان تكثيــري، گياهــان    

Lycopersicon esculentum، Chenopodium quinoa،C. 

                                                            
1- Double-antibody sandwich-enzyme linked 

immunosorbent assay 



  1390 بهار، 1شماره، 25، جلد)علوم و صنايع كشاورزي(نشريه حفاظت گياهان      32

amaranticolor،Nicotiana debneyi  ،N. tabacum var. 

xanthi  زمينـي آلـوده   هاي سيب برگ هبرگي با عصار 4-6در مرحله
 ـ. تلقيح گرديدند PVSبه ويروس  بـافر فسـفات    ازمنظـور   راي ايـن ب

، 10( شد فادهاستكربوراندوم  پودر و مقدار كمي ,4/7pH ،مولار 01/0
  ).18و  11

  
  RNAاستخراج

ز حتــي الامكــان ا ،و رديــابي مولكــولي RNAاســتخراج  جهــت
داراي واكـنش مثبـت در   ( زميني آلوده هاي سيببوتههاي جوان  برگ

استخراج به  .استفاده شد ،كه در گلخانه كاشته شده بودند) آزمون الايزا
و ) 2002(كلروفـرم بـا اسـتفاده از روش وانـگ و گابريـل      -روش فنل

  ).26، 25(با اندكي تغييرات انجام شد ) 1988(وادسورس و همكاران 
گرم از بافت برگ را درون هاون چيني استريل با اضافه  1/0ابتدا 

 5/1هـاي  كردن ازت مايع كاملاً پودر كرده و سـريعاً بـه ميكروتيـوب   
 1/0گلايسـين  (ميكروليتر بافر اسـتخراج   500سپس . كنيممنتقل مي

 SDS 1/0مـولار و   EDTA 01/0مـولار،   1/0مولار، كلريد سـديم  
ميكروليتر كلروفرم بـه آن   250و  ميكروليتر فنل 9pH,( ،250درصد، 

 5سوسپانسـيون بـه مـدت    . كنـيم ثانيه ورتكس مي 15اضافه كرده و 
سانتريفيوژ و سپس فـاز شـفاف رويـي بـه      rpm  13000دقيقه با دور

كلروفرم افزوده،  -مجدداً به آن فنل. شودميكروتيوب جديد منتقل مي
يي، دو برابـر حجـم   بعد از انتقال فاز رو. كنيمورتكس و سانتريفيوژ مي

هـا را تكـان   و سرد اضافه كرده و به آرامي ميكروتيوب% 70آن اتانول 
دقيقه سـانتريفيوژ و   15به مدت  rpm13000 سپس با دور . دهيممي

مجدداً رسوب حاصل را با يك ميلـي ليتـر   . كنيمفاز رويي را حذف مي
رويـي   فـاز . كنـيم دقيقه سانتريفيوژ مي 15اتانول سرد شستشو داده و 

ميكروليتـر آب   30-40سـپس  . حذف و رسوب حاصل خشك گرديـد 
بـه آن اضـافه و رسـوب در آن حـل      RNaseمقطر استريل عاري از 

  .گرديد
  

  1)برداري معكوسمرحله نسخه( cDNAسنتز 

 2طبـق دسـتورالعمل شـركت فرمنتـاس      cDNAبه منظور سنتز
ر آغـازگر  ميكروليت ـ 5/1الگو را بـا   RNAميكروليتر  3ابتدا . عمل شد

مقطـر  ميكروليتـر آب   8 وپيكومـول   5اختصاصي برگشت بـا غلظـت   
 C70° سازي در دمـاي منظور واسرشته ب مخلوط و تزريقاتي استريل

قرار داده شد و بلافاصـله بـر روي    PCRدقيقه در دستگاه  5به مدت 
، 5XReaction Buffer ميكروليتر  4سپس به آن . يخ سرد گرديد

ــوط   2 ــر مخل ــي 10ميكروليت ــولارميل ــد dNTPs  ،20م  5/0( واح

                                                            
1-Reverse Transcription 
2 -Fermentas 

بـه  از آن پـس   .اضافه شـد  Ribonuclease inhibitor) ميكروليتر
سپس به آن  .قرار داده شد C37°دقيقه در انكوباتور در دماي  5مدت 
 Reverse (M-MLV) آنـــزيم )ميكروليتـــر 1( واحـــد 200

Transcriptase  ها در دستگاه ترموسـايكلر بميكروتيو. افزوده شد 
دقيقـه و   60بـه مـدت    C42°با برنامه حرارتي  3شركت آلماني بيومترا

°C70  سپس دقيقه و  10به مدت°C4      به منظـور خنـك شـدن قـرار
  .نگهداري شد -C20°حاصل در  cDNA .ندداده شد
 

4اي پليمراز واكنش زنجيره
 )PCR(  

از  زمينـي، هاي سـيب در نمونه PVSويروس دقيق  رديابيجهت 
اصي طراحي شده مبتني بر تـرادف نوكلئوتيـدي ژن   آغازگرهاي اختص

  .)23( )1جدول( كد كننده پروتئين پوششي استفاده شد
اي پليمـراز بـه شـرح    شرايط و مواد تشكيل دهنده واكنش زنجيره

  :زير بود
از هـر يـك از    ميكروليتر cDNA( ،1( الگو DNAميكروليتر  1

 5/2، مـول وپيك 5بـا غلظـت   رفـت و برگشـت    آغازگرهاي اختصاصي
-ميلي 50ميكروليتر كلريد منيزيم  10X PCR ،25/1 ميكروليتر بافر

ــولار،  ــوط 5/0م ــر مخل ــي dNTPs  10ميكروليت ــولار،ميل  2/0 م
5پليمرازتكآنزيم ليتر وميكر

حجـم   .واحـد در ميكروليتـر   5با غلظـت   
  .رسانيمميكروليتر مي 25نهايي مخلوط را با آب مقطر استريل به 

، C94°دقيقـه در دمـاي    3 شـامل  PCRاه برنامه دمـايي دسـتگ  
، C5/57° ثانيـه در  30 و C94° ثانيه در 30 سيكل با برنامه 35سپس 

دقيقـه در دمـاي    5و يك سيكل انتهايي به مـدت   C72°ثانيه در  45
°C72 و درجه حرارت °C4   به منظور خنك شدن در نظر گرفتـه شـد .

  .مترا انجام شداين برنامه در دستگاه ترموسايكلر شركت آلماني بيو
ميكروليتر از محصول هر  PCR، 3به منظور مشاهده محصولات 

6ميكروليتر بافر رنگ 2 به همراهنمونه 
 5/1ز وژل آگـار  هايچاهكدر 

همچنين الكتروفورز ژل عمودي نيز به منظور مشـاهده   .شد تزريق %
بـراي  . واسرشتي انجام گرفـت به صورت غير PCRهاي بهتر فرآورده
-بـه منظـور رنـگ   . استفاده شد% 5از ژل پلي اكريل آميد  اين منظور

آميزي ژل از روش دكتـر اشـميت كـه روش تغييـر يافتـه شـوماتر و       
  ).28( باشد استفاده شد مي) 1986( همكاران

  
  نتيجه و بحث

مانند  PVS ويروسعلايم  ،زميني آلوده در گلخانههاي سيببوته
                                                            
3- Biometra 
4- Polymerase Chain Reaction 
5-Taq DNA polymerase 
6- Loading buffer 
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تمـوج   كلروز خفيف، ،هاي نكروتيك در سطوح فوقاني برگايجاد لكه
 پژمردگــيفرورفتگــي جزئــي رگبــرگ، هــا، موزاييــك، حاشــيه بــرگ

كـه بـا علايـم     هاي هـوايي نشـان دادنـد   را در سطح اندام كوتولگيو
 1987گزارش شده از ايـن ويـروس توسـط دلبـاي و جـونز در سـال       

  زنـي مكـانيكي  در مايـه . )ب -الـف : 1شـكل ) (10(مطابقت داشـت  

PVSهايبه برگChenopodium quinoa ،  هـاي موضـعي   لكـه
 و دم ـوجود آبهمتر در سطح فوقاني برگ ميلي 2- 3به قطر كلروتيك 

و گاهي نيز سيستميك به خود  نكروتيكها حالت بعد از مدتي اين لكه
 Andeanايــن علايــم مشــابه گــزارش نــژاد ). ج: 1شــكل (گرفتنــد 
 در 1توسط فلچر Solanum tuberosumسيب زميني از  Sويروس 

در اين مطالعه از دو جدايـه اسـتفاده شـده    . از نيوزيلند بود 1996سال 
بعد از  Chenopodium quinoaكه روي  PVSA-NZجدايه : بود
-PVSAكرد و جدايـه  هفته علايم سيستميك و ابلقي ايجاد مي 2-1

MC زنـي مكـانيكي   بـا مايـه  ). 11(كرد كه علايم موضعي ايجاد مي
PVS  هـاي به بـرگ amaranticolor Chenopodium ،  حـدود

زني نقاط ريـز كلروتيـك و نكروتيـك بـه صـورت      روز بعد از مايه 20
هاي پيرتر پديدار شد، پس از مدتي علايم بد شـكلي  موضعي در برگ

زني شده ديده شد كـه مشـابه نتـايج آزمايشـات     هاي مايهنيز در برگ
گي هاي گوجه فرندر برگ). 8(بود  1970ديباكس و همكاران در سال 

. هــاي كلروتيــك ظــاهر شــدروز بعــد از مايــه زنــي لكــه 20حــدود 
پس از حدود دو هفته علايـم بـه صـورت     Nicotiana debneyiدر

موزاييك بين رگبرگي و به طور سيسـتميك ظـاهر شـد و در نهايـت     
اين علايم دقيقاً مشابه نتـايج دلبـاي و   . ها گرديدمنجر به نكروز برگ

ــود 1987جــونز در ســال   .Nicotiana tabacum var )10(ب

xanthi   نسبت به ويروسPVS      مصون عمـل كـرده و هـيچ گونـه
  .علايمي نشان نداد

 69 ،آوري شـده جمع نمونه 555 يزا از مجموعبر اساس آزمون الا
ها همچنين آلودگي اين نمونه. تشخيص داده شد PVSبه نمونه آلوده 

 PCRاكـنش  و. نيز تأييد شد RT-PCRمولكولي  با استفاده از روش
 Sژن پـروتئين پوششـي ويـروس     با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي

جفـت بـاز را    1118 بـه طـول  اي توانست قطعه ،)PVS(سيب زميني 
هاي سالم و شـاهد منفـي   كه هيچ باندي از نمونهدر حالي ،تكثير نمايد
نتـايج   بـا نتيجه به دست آمده در ايـن تحقيـق،   . )2شكل( حاصل نشد

، پيمان و زي بـا  مطابقت داشت 2006ن و زي در سال آزمايشات پيما
استفاده از آغازگرهـاي اختصاصـي طراحـي شـده مبتنـي بـر تـرادف        

سـيب زمينـي    Sنوكلئوتيدي ژن كد كننده پروتئين پوششي ويـروس  
)PVS(، جفت بـاز   275 به طولاي قطعه ندتوانست )  591در ناحيـه-

همچنـين  . )22(كننـد  را تكثيـر  ) PVSاز ژن پروتئين پوششـي   316
ــال   ــاران در س ــوررحيم و همك ــاي   ،1386پ ــتفاده از آغازگره ــا اس ب

 ، PVSكيلـو دالتـوني   11ژن پروتئين پوششي و پـروتئين   اختصاصي
 Iran-ES در جدايـه  جفـت بـاز را    1121 به طـول اي قطعه ندتوانست

 ).24(كنند تكثير  )اصفهاناستان آوري شده از مزارع جمع(
  PVSگسترش RT-PCR الايزا و آزمون هر دو نتايج حاصل از

رضوي و همـدان  خراساناستان دو كاري زميني سيبرا در اكثر مزارع 
هايي كه در آزمون الايزا آلودگي آنها در حـد  همچنين نمونه .دادنشان 

 رسـيدند، از طريـق روش   بسيار كم و مشكوك به آلودگي به نظر مي

RT-PCR  روش، آلـودگي را در  ايـن  . نيز مورد آزمايش قرار گرفتنـد
در نتيجـه در مقايسـه ايـن دو    . هاي مشكوك كاملاً تأييد نمـود نمونه

تـر  تـر و دقيـق  حسـاس  RT-PCRروش تشخيصي، روش مولكولي 
كند كه اين نتيجه بـا تحقيقـات قبلـي كـه توسـط هنـري و       عمل مي
  .انجام شد مطابقت دارد 1992همكاران 

  
  )PVS )23ط به ويروس مربو ترادف آغازگرهاي اختصاصي -1جدول1

  آغازگر  جهت  )5´-3´(ترادف آغازگر  موقعيت (bp)قطعه اندازه

1118     
7103 -7082  TGG GGA ATC AGT CCG GCT GGT C 2رفت  PVS CP-F 

8199 -8179 AAC TGG ACC TGC GCT TAG GCT 3برگشت  PVS CP-R 

  

                                                            
1-Fletcher 
2 -Forward 
3- Reverse 
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                    ج الف                                        ب                               
  

هاي تموج حاشيه برگ-در گلخانه، ب PVSهاي آلوده به زمينيهاي سيبهاي نكروتيك در سطح فوقاني برگكلروز خفيف و لكه - الف -1شكل
متر در ميلي 2- 3هاي موضعي كلروتيك به قطر به صورت لكه Chenopodium quinoaزني شده هاي مايهروي برگ PVSعلايم  - ، جزمينيسيب

 سطح فوقاني برگ

  

ب                                                  الف        
  

قطعه  2-5هاي   ، ستونbp 100نشانگر  7و  1ستون % :  1.5روي ژل آگاروز  بر RT-PCRنتيجه الكتروفورز محصول تكثير شده  -الف - 2شكل
بر روي ژل پلي اكريل آميد  RT-PCRنتيجه الكتروفورز محصول تكثير شده  - شاهد منفي، ب 6جفت باز، ستون  1118تكثير شده در محدوده 

  شاهد منفي 6جفت باز، ستون  1118قطعه تكثير شده در محدوده  2- 5هاي ، ستونbp 100نشانگر  1ستون : 5%
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