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از تیره  Carlavirusمتعلق به جنس  (PVS) زمینیسیب Sویروس 
Betaflexiviridae  زمینیسیب در زاخسارت مهم هايویروس ازیکی 

برداري از مزارع نمونه ،زمینیسیب S ویروسردیابی  به منظور باشد.می
 ، صورت گرفت.1394-95هاي طی تابستان سال ،زمینی استان اردبیلسیب

وک هاي برگی مشکگیاهان محک در گلخانه، به منظور بررسی بیولوژیکی نمونه
ویروس  به دگیآلو نظر از الیزا آزمون با هانمونهبه آلودگی، مایه زنی شدند. 

PVS روش از مولکولی،  ردیابی تجهگرفتند.  قرار بررسی موردRT-PCR 
 یروسوبا استفاده از آغازگرهاي اختصاصی مربوط به ناحیه پروتئین پوششی 

PVS دایه جدو مربوط به  ژن پروتئین پوششی نوکلئوتیدي توالیشد.  ستفادها
قام جدا شده از ار (MH159208و  MH159207شمار )با رس از ویروس

 29با  گر وآگریا و اوشینا تعیین شد. توالی پروتئین پوششی دو جدایه با یکدی
ه م شدجدایه دیگر قابل دسترسی در بانک ژن مقایسه شد. درخت تبارزایی رس

تقسیم  II( و  IBو IAهاي روه)زیرگ I ها به دو گروه اصلینشان داد که جدایه
همراه  IBدر زیرگروه  Os-11-PVS-Fو  Ag-9-PVS-Fشدند. دو جدایه 

هایی از مجارستان، جدایه وهمدان و اصفهان کرمان، هاي آذربایجان، با جدایه
ین آمینه فرضی پروتئردیفی توالی اسیدهم اوکراین، اسکاتلند و هند قرارگرفتند.

این  جدایه خارجی پنججدایه ایرانی و  ششپوششی دو جدایه مورد بررسی با 
هاي ترتیب براي جدایههاسیدآمینه ب 25و  هشتانگر اختلاف در ویروس بی

Ag-9-PVS-F و Os-11-PVS-F  .هايجدایه وجود دهندهشانننتایج بود 

و اسید  تفاوت در توالی اسید نوکلئوتیدي و بوده در کشور PVSویروس  متنوع
 و زمانتواند حاکی از تفاوت در منشا جفرافیایی و به تبع آن نحوه اي میآمینه

  هاي ویروس به منطقه باشد.ورود جدایه
 

 کارلاویروس، ، الیزا، درخت فیلوژنی،RT-PCR کلیدی: هایواژه
 .زمینیسیب S ویروس

 

Potato virus S (PVS) of the genus Carlavirus belongs 
to the Betaflexiviridae family is one of the important 
potato infectious viruses. To detect PVS, the suspected 
leaf samples were collected from potato fields in 
Ardabil province during summer in 2015 and 2016. To 
assess the biological properties, symptomatic leaves 
inoculated to indicator plants in the greenhouse 
condition. The samples were tested for PVS infection 
using DAS-ELISA. RT-PCR for molecular detection 
was done using specific primers related to the coat 
protein area of Potato virus S. The coat protein gene 
nucleotide sequences of two isolates of Potato virus S 
called Ag-9 and Os-11 obtained from Agria and 
Oceana cultivars were determined. The CP sequences 
of two isolates were compared with each other and with 
29 other isolates of the virus. The reconstructed 
phylogenetic tree clustered the isolates in two main 
groups I (subgroups IA and IB) and II. Two Ag-9-PVS-
F and Os-11-PVS-F isolates were clustered in IB 
subgroup along with isolates from Azarbaijan, 
Hamedan, Kerman and Esfahan as well as isolates from 
Hungary, Ukraine, Scotland and India. The putative 
coat protein amino acid sequence alignment of this two 
isolates with 6 Iranian and 5 foreigner isolates showed 
difference in 8 and 25 amino acids for Ag-9-PVS-F and 
Os-11-PVS-F isolates respectively. The results indicate 
that there are various PVS isolates in the country, and 
the difference in nucleotide and amino acid sequences 
may indicate differences in the geographic origin and 
hence the type and timing of entry of virus isolates into 
the region. 
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 مقدمه 
از با يکی ( .Solanum tuberosum Lزمینی )سیب
ايران و جهان است و براساس  غذايی منابع ترينارزش

 1393-94آمار وزارت جهاد کشاورزی در سال زراعی 
هزار  22استان اردبیل با دارا بودن سطح زيرکشت حدود 

زمینی مقام هزار تن سیب 767هکتار و تولید بیش از 
بعد از استان همدان به خود اختصاص دوم کشوری را 

(. ارقام 1394داده است )احمدی و همکاران.، 
توان بر اساس طول دوره رسیدگی زمینی را میسیب

رس و ديررس تقسیم های زودرس، میانغده به گروه
ماه و  3نمود. دوره رسیدگی در ارقام زودرس به حداقل 

ه رسیدگی رسد. انتخاب گروماه می 6در ارقام ديررس تا 
بايستی با توجه به تاريخ مناسب برای هر ناحیه می

  .کشت و طول فصل رشد موجود انجام گیرد
باشد ويروس حساس می 50بیش از زمینی به سیب

(Wale et al., 2008خسارت ناشی از بیماری .) های
زمینی و شرايط ويروسی بسته به نوع ويروس، رقم سیب

 Deش شده است )درصد گزار 90تا  10محیطی از 

Bokx and Van der Want, 1987.) 
(، اولین بار در سال PVSزمینی )سیب Sويروس 

 Solanum tuberosumاز هلند روی گیاه  1952
(. اين De Bruyn Ouboter, 1952) شد گزارش

ويروس دارای اهمیت اقتصادی بوده و آلودگی به آن 
شود درصد محصول می 20منجر به کاهش تا 

(Kerlan, 2008 ويروس .)PVS  برای اولین بار در
های فارس و از استان 1353ايران در سال 

زاده گزارش شرقی توسط روحانی و طالبآذربايجان
(. سپس Rohani and Taleb-Zadeh, 1974شد )

در چندين استان ديگر ازجمله اصفهان، خوزستان، 
و فارس شناسايی شد  همدان، خراسان، کرمان

(Salari et al., 2006; Khakvar et al., 2000; 

Mossahebi, 1996; Pourrahim et al., 2007 .)
توسط چندين گونه شته به روش ناپايا  PVSويروس 

و نیز از طريق غده آلوده و با روش تلقیح مکانیکی 

(. Lambert et al., 2012شود )منتقل می
)دانش و  است PVSزمینی تنها میزبان طبیعی سیب

های حساس به آن در ( و گونه1371همکاران، 
 ،Amaranthaceaشرايط گلخانه در سه تیره 

Chenopodiaceae  وSolanaceae  يافت
زمینی سیب Sويروس  (.De Bokx, 1970) شوندمی

از خانواده  Carlavirusمتعلق به جنس 
Betaflexiviridae  بوده و دارای يک مولکول

RNA ای شکل یلهم و پیکره ای مثبترشتهتک
نانومتر با  700-610×  15-12پذير به ابعاد خمش

(. Adams et al., 2011باشد )تقارن مارپیچی می
RNA  کیلوباز طول  5/8 – 3/8ژنومی دارای حدود

 6/1-3/1و  3-1/2زيرژنومی  mRNAو دو 
(. ژنوم Matousek et al., 2005) باشدکیلوبازی می

( در capکلاهک مانند )يک ساختار  PVSويروس 
( و يک دنباله ORFsقاب خوانش باز ) 6، 5'انتهای 

دارد همچنین  3'( در انتهای poly Aچندآدنینی )
 ,Mulholland) باشدمی Vpgفاقد  5'انتهای 

های متعددی دارای سويه PVSويروس  (.2005
است و بر اساس توانايی در تولید و عدم تولید علائم 

به  Chenopodium spحک .سیستمیک در گیاه م
و سويه  )Andean )APVSترتیب به دو سويه 

 et al.,Lin شود )( تقسیم میOPVSمعمولی )

های موجود توان با تفاوت(. اين دو سويه را می2009
در توالی نوکلئوتیدها و يا توالی اسید آمینه 

کیلودالتونی از يکديگر  34و  11، 7های تئینپرو
 Lin et al., 2009; Matousek etتفکیک کرد )

al., 2000های (. به طور معمول سويهPVS  در اکثر
زمینی علائم قابل مشاهده ايجاد های سیبواريته
های حساس علائمی از قبیل کنند، اما در واريتهنمی

ها، موزائیک، رگوز برگی، برنزه شدن رنگ برگ
ها و در بعضی موارد کوتولگی، ريزش زودهنگام برگ

کنند های پايینی ايجاد میافت مرده در برگنقاط ب
(Salari et al., 2011همچنین شیوع هم .) زمان

های ديگر و ايجاد آلودگی با ويروس PVSويروس 
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و  PVM ،PVX ،PVAهای مخلوط با ويروس
PVY  شود درصد می 40موجب کاهش محصول تا

(Nyalugwe et al., 2012.) 
سطح استان تحقیق برای اولین بار در ين در ا
 اسوس يرومولکولی سرولوژيکی و يابی رداردبیل 

ی اختصاصی در گرهازغاده از آستفاامینی با زسیب
رقم 12با تاکید بر بیل ن اردستاا زمینیارع سیبمز
  CPژنلی اضمن تعیین توو گرفت ار سی قرربررد مو

با وس يروين انتیکی وژفیلها، بررسی يهابرخی جد
هدف آن انجام شد. جی رخاو  نیايری اهايهاساير جد

از انجام تحقیق حاضر، رديابی و تعیین استرين 
زمینی استان سیب زمینی در مزارع سیب Sويروس 

رقم رايج، با استفاده از  12اردبیل، ضمن تاکید بر 
های سرولوژيک و مولکولی و نیز مقايسه روش

های اين استان مولکولی و بررسی فیلوژنتیکی جدايه
های ايرانی و خارجی اين ويروس جدايهبا ساير 

باشد. در اين تحقیق علاوه بر بررسی علائم و می
-DASتکثیر ويروس روی گیاهان محک، از آزمون 

ELISA  وRT-PCR  نیز برای شناسايی استفاده
گرديد. مقايسه و آنالیز مولکولی کمک شايانی به 
کنترل و مديريت ويروس مذکور در مزارع مورد 

ظور تولید خوراک يا بذر سیب زمینی کشت به من
کند. با توجه به اثر سینرژيست اين ويروس با می

ها بويژه ويروس ايکس سیب زمینی ساير ويروس
(Potato virus X که منجر به افزايش قابل توجه )

گردد و نیز با توجه به انتقال ناپايای اين خسارت می
بويژه  ويروس با شته، رديابی و شناسايی آن در مزارع

مزارع بذری اهمیت فراوانی دارد. همچنین رديابی و 
تواند در های ايرانی میشناخت مولکولی از جدايه

و نیز بیان  PVSتهیه و اصلاح ارقام گیاهی مقاوم به 
بادی نوترکیب مورد استفاده محققین قرار و تهیه آنتی

 گیرد.
 

 هامواد و روش
 مکانیکیزنی و مایه های برگیآوری نمونهجمع

های تابستان سال در آمدهعملطی بازديدهای به
زمینی مربوط به مزرعه سیب 35از  1395و  1394

های استان اردبیل، از بوته شهر پنجرقم در  12
ويروسی با علائم  زمینی مشکوک به آلودگیسیب

موزايیک، زردی، پیچیدگی برگ، بدشکلی برگ و 
آوری شد. ارقام دار جمععلائم نمونه 120کوتولگی 

در اين مطالعه سانته، ساتینا،  بردارینمونه مورد
اسپريت، کايزر، مارادونا، خاوران، اوشینا، پیکاسو، لوکا، 

که همگی از سازمان باشند جلی، آگريا و فونتاته می
 تحقیقات کشاورزی استان اردبیل تهیه و کشت شدند.

باشد، آگريا رقم غالب کشت شده در استان اردبیل می
شوند به اما ارقام ديگر نیز در سطح کمتر کشت می

منظور رديابی و نیز مستقر نمودن منبع ويروس در 
زنی گلخانه و تکثیر بیولوژيکی ويروس مورد نظر، مايه

روی گیاهان محک در گلخانه انجام گرفت. بدين 
کاربوراندوم و بافر فسفات  منظور با استفاده از پودر

مولار با ايجاد خراش در بافت برگ، ويروس به  1/0
صورت مکانیکی وارد گیاه شد. گیاهان محک مورد 
استفاده در اين بررسی توتون، فلفل، سلمه تره، لوبیا، 

 باشند.می فرنگیکدو و گوجه
 

   PVS ردیابی سرولوژیکی ویروس

وش کلی آوری شده بر اساس رهای جمعنمونه
توصیفی توسط کلارک و آدامز به روش الیزای 

-DASبادی دو طرفه )ساندويچ آنتیمستقیم 

ELISAبادی اختصاصی ويروس ( با استفاده از آنتی
PVS  و کانجوگیت تهیه شده از شرکتAgdia 

 Clark and)آمريکا( مورد آزمون قرار گرفتند )

Adams, 1977 (. شاهدهای مثبت )آلوده( و منفی
لم( نیز جهت اطمینان از نتیجه در آزمون استفاده )سا

خوان  شدند. نتايج آزمون با استفاده از دستگاه الیزا
ارزيابی و ثبت شد. جذب نوری هر چاهک در طول 

گیری و در مقايسه با شاهد نانومتر اندازه 405موج 
های آلوده مشخص شدند. در منفی و مثبت، نمونه

های جوان ز برگگیری، ااين آزمون جهت عصاره
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 زمینی استفاده شد. سیب
   PVS ردیابی مولکولی ویروس

 استخراج اسید نوکلئیک ویروس

ترين استخراج اسید نوکلئیک با کیفیت بالا مهم
مرحله در انجام کارهای مولکولی است. برای 
استخراج اسید نوکلئیک ويروس از محلول تجاری 

RNX-PLUS های استخراج )سیناژن( و ستون
Total RNA  های )دنازيست( طبق توصیه شرکت

ج خراسازنده استفاده شد. به منظور اطمینان از است
 1ها در ژل آگاروز و کیفیت آن، نمونه RNAصحیح 

ه تگادرصد الکتروفورز شدند. سپس با استفاده از دس
UV-illuminator ور ماوراءبنفش مورد و در ن

  RNAبرداری قرار گرفتند. کمیتمشاهده و عکس
 د.استخراج شده نیز با دستگاه نانودراپ بررسی ش
 در اسید نوکلئیک استخراج شده برای مطالعات بعدی

 گراد نگهداری شد.رجه سانتید -80دمای 
 

 تکثیر ناحیه ژن پروتئین پوششی
 Reverse) برداری برگردانمرحله رونوشت

Transcription). 

از روی   (cDNA)مکمل  DNA یساخت رشته
 هدف با استفاده از کیت سنتز  RNAمولکول
cDNA  شرکت فرمنتاس )لیتوانی( و به کمک
برداری برگردان، و آنزيم رونوشت oligo dtآغازگر 

ق میکرولیتر و طی دو مرحله طب 20در حجم نهايی 
ام توصیه شرکت سازنده در دستگاه ترموسايکلر انج

 شد.
 

 Polymerase) ای پلیمرازمرحله واکنش زنجیره

Chain Reaction) . 

با  PVSهای تکثیر ژن پروتئین پوششی جدايه
استفاده از آغازگرهای ارائه شده توسط سالاری و 

-'PVS CP-Forward: 5همکاران )

CAGTCCGGCTAGTCAATTGC-3' و ) 
PVS CP- Reverse: 5'-

CTCTGACTTTGCACCATGGG-3')  )

(Salari et al., 2011) بر روی cDNA  حاصل از
 5/12واکنش نسخه برداری معکوس در حجم نهايی 
برنامه میکرولیتر در دستگاه ترموسايکلر انجام شد. 

 3گراد به مدت درجه سانتی 94 صورتبهکنش واين ا
درجه  94ثانیه در  30چرخه شامل  35سپس، قیقهد

ثانیه  45گراد، درجه سانتی 60ثانیه در  30گراد، سانتی
دقیقه در  10اد و در پايان نیز یگرسانتدرجه  72در 
در ژل  PCRگراد بود. محصول درجه سانتی 72

درصد الکتروفورز شد و با استفاده از دستگاه  1آگاروز 
UV-illuminator  مورد مشاهده و ارزيابی قرار

 گرفت.
 

 آنالیز تبارزایی

درمورد  PCRتکثیرشده در واکنش  DNAقطعات 
)رقم اوشینا( و  OS-11شامل جدايه  PVSدو جدايه 

AG-9 يابی به شرکت )رقم آگريا( برای توالی
به  CPماکروژن کره جنوبی ارسال شدند. توالی ژن 

با يکديگر و با  PVSدست آمده در مورد دو جدايه 
جدايه ايرانی و غیرايرانی  29مربوط به  CPتوالی ژن 

( NCBIاين ويروس قابل دسترسی در بانک ژن )
ها با استفاده رديفی توالی(. هم1)جدول  مقايسه شدند

 انجام گرديد CLUSTAL X ver. 1.83 افزاراز نرم

(Thompson et al., 1994) آنالیز تبارزايی به .
 1000و  Neighbor Joining (NJ)کمک روش 

انجام شد و درخت تبارزايی )شکل  Bootstrapمرتبه 
رسم  MEGA7افزاری با استفاده از برنامه نرم (3

. براساس توالی (Kumar et al., 2016) گرديد
و  PVSنوکلئوتیدی به دست آمده در مورد دو جدايه 

ای ، توالی اسیدآمینهEXPASYافزار به کمک نرم
ها مشخص شد. اين اين جدايه CPفرضی پروتئین 

جدايه ايرانی و  ششای ها با توالی اسیدآمینهتوالی
ويروس شده اين جدايه خارجی تعیین خصوصیات پنج

،  CLUSTAL Xافزارهایبا استفاده از نرم
UGENE  وBIOEDIT مورد مقايسه قرار گرفتند. 
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 Nicotianaها در گیاه توتون موزايیک و روشن شدن برگ (زنی شده  الفروی گیاهان محک مايه PVSعلايم  .1شکل 

rusticaهای موضعی کلروتیک در گیاه سلمه تره لکه (، بChenopodium albumهای کلروزه در گیاه زردی و لکه (، ج
 Phaseoulus vulgaris  لوبیا

 

 
، از چپ به ک درصدي ژل آگارزدر   PVSبرای تکثیر ژن پروتئین پوششی ويروس PCRنتیجه الکتروفورز محصول . 2شکل 

جدايه  3ستون مت بیماری، گیاه سیب زمینی فاقد علا 2و  1ستون جفت بازی،  100وزن مولکولی با : مارکر Mراست: ستون 
Os-11-PVS-F  يه جدا 4 و ستونAg-9-PVS-F زمینی آلودهاز سیب جدا شده 

 

 و بحث نتايج
 بررسی خصوصیات بیولوژیکی و سرولوژیکی

 بادیکه با استفاده از آنتیبر اساس نتايج آزمون الیزا 
روش ساندويچ و به  PVSاختصاصی ويروس
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ها انجام شد، آلودگی بادی دو طرفه روی نمونهآنتی
   PVSارقام آگريا و اوشینا به های مربوط بهنمونه
شد. همچنین انتقال آلودگی و سیستمیک شدن  تايید

PVS های در گیاهان محک تلقیح شده توسط جدايه
(، به کمک آزمون الیزا مورد بررسی 1)شکلنظر  مورد

 و تايید قرار گرفت.
 بررسی خصوصیات مولکولی

 RNAبا توجه به نتايج حاصل از الکتروفورز، 
های استخراج استخراج شده با استفاده از ستون

استخراجی به کمک  RNAدنازيست نسبت به 
از کیفیت بهتری برخوردار بود.   RNX-PLUSروش

کل استخراج RNA با استفاده از  RT-PCRآزمون 
و   PVS-CP-Rشده از بافت آلوده و جفت پرايمر 

PVS-CP-F  جفت بازی از ژن  1118يک قطعه
CP  ويروس را تکثیر کرد و بر روی ژل آگارز
جفت بازی مشاهده شد  1118يک باند  درصديک

( که بیانگر وجود اسید نوکلئیک ويروس در 2)شکل 
علايم مشکوک به آلودگی زمینی دارای گیاه سیب

PVS باشد. نتايج به دست آمده از بررسی می
با نتايج حاصل از  RT-PCRمولکولی و آزمون 

 بررسی آزمون الیزا مطابقت داشت.
 

 نتایج حاصل از تعیین توالی نوکلئوتیدی

با  PVSآمده در مورد دو جدايه دستبه CP ناحیهتوالی 
ايرانی  هایجدايه CP ناحیهتوالی ديگر  29يکديگر و با 

و غیرايرانی اين ويروس قابل دسترسی در بانک ژن 
(NCBI 1( مقايسه شد )جدول .)هارديفی توالیهم ،

درخت تبارزايی با استفاده از و آنالیز تبارزايی 
(. نتايج حاصل 3رسم گرديد )شکل  موجود یهاافزارنرم

به دست آمده در مورد ده  CPاز مقايسه توالی ژن 
جدايه مورد مطالعه در اين بررسی و  دوجدايه ايرانی )

جدايه  21گزارش شده بودند( و  جدايه که قبلاا  هشت
با يکديگر و درخت تبارزايی رسم شده  PVSخارجی 

 Iو  IIبه دو گروه اصلی  PVSجدايه  31نشان داد که 
از شوند. چهار جدايه ايرانی گزارش شده تقسیم می

شمار (، کرمان )رسHQ875134.1شمارفارس )رس
HQ875138.1 و خراسان )

( HQ875141.1و   KC853760.1شمارهای)رس
هايی از آمريکا، شیلی، تانزانیا، جزاير همراه با جدايه

شتلند، استرالیا، چین، اسکاتلند، انگلستان و هلند در 
دو جدايه  IBقرار گرفتند. در زيرگروه  IAزيرگروه 

همراه با  Os-11-PVS-Fو  Ag-9-PVS-Fرانی اي
 شمارهای گزارش شده از آذربايجان )رسجدايه

HQ875132.1شمار(، همدان )رس HQ875135.1 ،)
( و اصفهان KC853756.1شمار کرمان )رس

هايی از مجارستان، ( و جدايهHQ875133.1شمار )رس
-Ag-9اوکراين، اسکاتلند و هند قرارگرفتند. جدايه 

PVS-F ی مجارستان در نزديکی جدايه
(LN794168.1 و همچنین جدايه ايرانی گزارش شده )

 Os-11-PVS-Fاز آذربايجان قرار داشت. جدايه 
های ايرانی گزارش شده از بیشترين شباهت را با جدايه

اين درخت  IIهمدان و اصفهان داشت. در گروه 
 د.هايی از چین، برزيل و چک قرار گرفتنفیلوژنی جدايه
درصد يکنواختی توالی نوکلئوتیدی ژن  2در جدول 

CP  جدايه  31در بینPVS  مورد بررسی ارائه شده
از  Os-11-PVS-Fو  Ag-9-PVS-Fاست. دو جدايه 

PVS  درصد يکنواختی توالی  4/92در بین خود دارای
)رقم  Ag-9-PVS-Fبودند. جدايه   CPنوکلئوتیدی 

( از آذربايجان HQ875132.1) آگريا( با جدايه ايرانی
های خارجی از اوکراين و مجارستان و جدايه وجدايه

Os-11-PVS-F های ايرانی )رقم اوشینا( با جدايه
( و اصفهان HQ875135.1شمار همدان )رس

های خارجی از ( و جدايهHQ875133.1شمار )رس
اسکاتلند و جزاير شتلند بیشترين درصد يکنواختی 

دادند. دو جدايه گزارش شده از  را نشان CPتوالی 
را با  CPاردبیل در مجموع کمترين يکنواختی توالی 

 هايی از برزيل و چین داشتند.جدايه
آمینه پروتئین رديفی توالی اسیدنتايج حاصل از هم

-Os-11 و PVS (Ag-9-PVS-Fپوششی دو جدايه 

PVS-F جدايه خارجی اين  5جدايه ايرانی ديگر و  6( با
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-Ag-9ارائه شده است. جدايه  4ويروس در شکل 

PVS-F  اسید آمینه و جدايه 8در Os-11-PVS-F  در
 ها اختلاف داشتند.اسیدآمینه با ساير جدايه 25

 

 
 
 

 
 مورد استفاده در مطالعه تبارزايی PVSهای پوششی جدايه مشخصات توالی نوکلئوتیدی ژن پروتئین .1جدول 

 جدايه کشور میزبان اصلی رس شمار منبع

Pajtli et al., 2015 LN794168.1 S. tuberosum cv.Papa negra Hungary PVS-O, Papa negra 
Pajtli et al., 2015 LN794165.1 Solanum sp. Tanzania PVS-O, Kilimanjaro 
Pajtli et al., 2015 LN794162.1 S. tuberosum cv.Fabiola Hungary PVS-O, FabiolaA 
Mortensen et al.,2010 GU144330.1 S. tuberosum Scotland Sam-24-PVS PVS-O, 

Mortensen et al.,2010 GU144328.1 S. tuberosum Scotland Sam-13-PVS  PVS-O, 

Mortensen et al.,2010 GU144325.1 S. tuberosum Shetlant 139-PVS  PVS-O, 

Mortensen et al.,2010 GU144322.1 S. tuberosum Shetlant 136-PVS PVS-O, 

Gawande et al., 2006 DQ786653.1 S. tuberosum India strain PVS-O 
Salari et al., 2011 HQ875132.1 S. tuberosum Iran (Azarbaijan) AZA.TA.6 PVS-O, 

Massumi et al., 2011 HQ875133.1 S. tuberosum Iran (Esfahan) ESF.FA.19 PVS-O, 

Salari et al., 2011 HQ875134.1 S. tuberosum Iran (Fars) FA.SI.14 PVS-O, 

Salari et al., 2011 HQ875135.1 S. tuberosum Iran (Hamedan) HAM.KA.2 PVS-O, 

Massumi et al., 2011 HQ875141.1 S. tuberosum Iran (Khorasan) KHO.CH.3 PVS-O, 

Massumi et al., 2011 HQ875138.1 S. tuberosum Iran (Kerman) KER.LA.12 PVS-O, 
Tabasinezhad & Zakiaghl., 2013 KC853760.1 Solanum sp. Iran (Khorasan) 501-S PVS-O, 
Tabasinezhad & Zakiaghl., 2013 KC853756.1 Solanum sp. Iran (Kerman) 352-S PVS-O, 

Lin et al., 2012 JX183950.1 S. tuberosum USA Cosimar 
Dolby &Jones ,1987 GU319952.1 S. tuberosum Netherlands Exodus PVS-O, 

Cox & Jones ,2010 GU319949.1 S. tuberosum Australia WAPC PVS-O, 

Figueira et al., 2015 KT923122.1 S. tuberosum Brazil      - 
Song et al., 2013 KF011271.1 S. tuberosum China PVS-d 
Song et al., 2013 KF011270.1 S. tuberosum China PVS-c 
Matousek et al., 2004 AJ863510.1 S. tuberosum CZECH Vltava PVS-A, 
Pajtli et al., 2015 LN851193.1 S. tuberosum cv.Finka Ukraine Irena 
Lin et al., 2012 JX183951.1 S. tuberosum USA FL206- 1D 
Lin et al., 2012 JX183954.1 S. tuberosum Chili Q1(Q44843) 
Wu et al., 2005 DQ315387.1 S. tuberosum China PVS, Hebei 

Boonham et al., 2003 AF493950.1 S. tuberosum UK PVS-O 

Pajtli & Palkovics, 2013 HG518651.1 S. tuberosum Hungary 89.217 PVS, 

This study MH159207 S. tuberosum cv.Oceana Iran (Ardabil) Os-11-PVS-F 
This study MH159208 S. tuberosum cv. Agria Iran (Ardabil) Ag-9-PVS-F 
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جدايه که با استفاده از روش  31مربوط به  PVSدرخت تبارزايی رسم شده با استفاده از توالی ژن پروتئین پوششی  .3شکل 

(NJ) Neighbor Joining  مرتبه  1000وBootstrap های ايرانی با دست آمده است. جدايهبه اند.نشان داده شده 

 
، خسارت PVSهای ويروسی از جمله ويروس بیماری

زمینی ايجاد قابل توجهی در ارقام حساس سیب
رو داشتن اطلاعاتی در مورد فراوانی کنند، از اينمی

در زمان  اين ويروس و چگونگی پیشگیری از بروز آن
بسزايی در بالا بردن میزان تولید  تأثیرمناسب، 

های از تکنیک گیریمحصول اين گیاه دارد. بهره
ها و بررسی پیشرفته و دقیق در شناسايی ويروس

 مؤثرها در جهت کنترل تغییرات ژنتیکی جمعیت آن
ها حائز زا و مطالعه اپیدمیولوژی آناين عوامل بیماری

ترين راهکار برای کنترل باشد. عمدهاهمیت می
های گیاهی، پیشگیری از وقوع و گسترش ويروس

 (. Hull, 2002بیماری است )
ها، مطالعات با توجه به اهمیت کارلاويروس

ها صورت گرفته است و ای برای تشخیص آنگسترده
بر مبنای نوع  بندی اعضای اين جنساساس طبقه

ناقل، دامنه میزبانی، علايم ايجاد شده بر روی گیاه، 
پروتئین پوششی و  ی سرولوژيکی بر پايهرابطه

جسام درون سلولی همچنین مورفولوژی و سرولوژی ا

و بالاخره با پیشرفت تکنولوژی تشخیص و 
بندی بر اساس تعیین توالی اسید نوکلئیک و طبقه
 آمینه به خصوص پروتئین پوششی است.اسید

زمینی در ايران، با وجود اهمیت اقتصادی سیب
اطلاعات دقیقی از فراوانی، پراکنش و خصوصیات 

ل در دسترس ، در استان اردبیPVSهای ويروس جدايه
نبود. بدين منظور از مزارع استان اردبیل بازديد صورت 

آوری دار از مزارع جمعهای برگی علائمگرفت و نمونه
ها علايم مشخص توصیف شده شد که اکثر نمونه

حاصل از آلودگی ويروسی مانند موزايیک، کوتولگی، 
های سبز رنگ روی برگ را نشان و تاول بدشکلی برگ

ای، ر اساس نتايج حاصل از مشاهدات مزرعهدادند. بمی
بیشترين علائم مشاهده شده در مزارع، شامل انواع 

( و موزائیک )فراوانی 83/35پیچیدگی برگ )فراوانی % 
های مشکوک به آلودگی ويروسی ( بود. نمونه%33/23 

با استفاده از روش سرولوژيکی الیزا، از نظر آلودگی به 
 قرار گرفتند.مورد ارزيابی  PVSويروس 
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 PVSجدايه خارجی ويروس  21جدايه ايرانی و  10بین  CPدرصد يکنواختی توالی نوکلئوتیدی ژن  .2جدول 
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و  F-PVS-11-Os  و F-PVS-9-Ag جدايه ايرانیمربوط به دو  CP  ایاسیدآمینه توالی رديفیهم از حاصل نتايج .4شکل 

PVS جدايه ديگر 11

های براساس نتايج آزمون الیزا بر روی نمونه
در استان اردبیل %  PVSدار فراوانی آلودگی به علايم

تعیین شد. نتايج حاصل از آزمون الیزا و درصد  33/3
ای حتی در يک علائم حاصل از مشاهدات مزرعه

های منطقه، اختلافاتی را با يکديگر نشان دادند. نمونه
ها به آوری شده از مناطق مختلف که آلودگی آنجمع

PVS های مولکولی محرز شد، در مراحل بعدی با روش
دارای علايم متفاوتی بودند و در هر منطقه بعضی از 
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اين علايم غالبیت بیشتری داشتند که احتمالا واريانت 
در آن منطقه غالب بود. بر اساس اين  خاصی از ويروس

در  PVSنتايج به منظور تخمین درصد آلودگی ويروس 
توان تنها بر مشاهدات چشمی زمینی، نمیمزارع سیب

اکتفا نمود و جهت کسب نتايج صحیح، استفاده از 
های های آزمايشگاهی مانند آزمون الیزا و روشبررسی

 باشد. مولکولی لازم و ضروری می
دار مورد بررسی به های علائمنمونه مهدر ه

مشاهده  PVS کمک آزمون الیزا، آلودگی به ويروس
دهد که برخی از اين نشد. اين موضوع نشان می

زای های بیماریعلائم ناشی از ديگر ويروس
زای غیرويروسی و يا عوامل بیماری زمینیسیب

های محیطی مانند باشد. همچنین برخی استرسمی
تواند ای نیز میهای تغذيها يا مسمويتکمبوده

موجب بروز علائم مشابه با آلودگی ويروسی گردد. در 
هر صورت از آنجا که هدف اين تحقیق مطالعه 

های ديگر بود مطالعه بر روی ويروس  PVSويروس
 های مخلوط انجام نشد.و بررسی آلودگی

آلودگی فراوانی  اختلاف در شدت علائم ويروسی و
PVS تواند دلايل مناطق مختلف مورد بررسی می در

های شده، حجم کم نمونهمتعددی از جمله ارقام کشت
مورد بررسی، تفاوت در الگوی کشت، تفاوت در 

ها، های زراعی اعمالی در آنبهداشت مزارع و روش
های تنوع فعالیت ناقلین، سن مزارع، تنوع در کشت

از همه های هرز، شريط جوی و مجاور، وضعیت علف
های بذری به کار رفته مهمتر سلامت و کیفیت غده

زمینی . نوع رقم سیبجهت احداث مزارع داشته باشد
داشته  تأثیر PVS کشت شده در میزان خسارت ويروس

و ارقام مختلف از لحاظ حساسیت به اين ويروس در 
مراتب حساس تا مقاوم قرار دارند. علاوه بر نوع رقم، 

های بذر هر مزرعه نیز بسیار حائز کیفیت و سلامت غده
تواند اهمیت است. استفاده از غده بذر آلوده در مزرعه می

منبع اولیه آلودگی را وارد مزرعه کند و از طرفی با توجه 
به انتقال مکانیکی و انتقال با حشرات، اين منبع آلودگی، 
هرچقدر هم که محدود باشد، به راحتی در طی فصل 

کند. از اين رو ها سرايت میاير بوتهپراکنده شده و به س
های هرز و نیز رعايت بهداشت زراعی بويژه حذف علف

ای نیز در فراوانی اين ويروس مبارزه با ناقلین حشره
 گذار است.تأثیر

به راحتی توسط  PVSبا توجه به اين که ويروس 
شود، ها( و به روش ناپايا منتقل میحشرات ناقل )شته

زيادی روی فعالیت ناقلین و  تأثیر شرايط آب و هوايی
اختلاف در فراوانی و شدت علائم  به دنبال آن و

زمینی استان دارد. حضور ويروسی در مزارع سیب
ها مثل شته سبز هلو به صورت کلنیزه در بعضی شته
زمینی در مزارع مورد بازديد مشاهده شد. گیاه سیب

اگرچه به دلیل محدود بودن تعداد نمونه و دفعات 
ید توان بعبرداری، احتمال بروز خطا را نمینمونه

های ناقل دانست، ولی افزايش بیشتر فعالیت شته
ها( ويروس در اواخر فصل )قبل از برداشت غده

تواند از جمله دلايل مهم کسب اين نتايج باشد. می
داران بالا بودن سطح کشت باغات میوه به ويژه هسته

ها در استان اردبیل و از اين رو بالابودن فعالیت شته
شخص شده است که تأخیر در دور از انتظار نیست. م

های زمینی به ويژه در مزارع تولید غدهبرداشت سیب
بذری به دلیل افزايش دوره سبزماندن مزرعه و 

های ناقل مصادف شدن آن با زمان اوج فعالیت شته
های ويروسی در در اوايل پايیز موجب افزايش آلودگی

 Deشود )های حاصل از چنین مزارعی میغده

Bokx and Van der Want, 1987 مطالعات .)
های ناقل و روش انتقال ی جمعیت شتهدقیق درباره

زمینی ها و تعیین فون حشرات در مزارع سیبآن
برای کسب آگاهی بیشتر از وضعیت پراکنش اين 

و همکاران،  Hosseini) بود ويروس مفید خواهد
1392). 

های مورد با ترسیم درخت فیلوژنی برای جدايه
ها با ر اين تحقیق مشاهده شد که آنبررسی د

های ايرانی )آذربايجان، همدان، کرمان و جدايه
( قرار گرفته و IBاصفهان( در يک خوشه )زيرگروه 

اين حکايت از همبستگی بین منشأ جغرافیايی و 
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ها انتخاب ژنوتیپی دارد. يکی از عوامل تغییر ويروس
 است که در مناطق مختلف با فشار متفاوت انجام

های قرار گرفته در مناطق گیرد بنابراين جدايهمی
باشند به متفاوت دارای میزان تغییرات متفاوت می

ها متفاوت است. از عبارت ديگر سرعت تکامل آن
، اين دو جدايه با CPنظر تشابه نوکلئوتیدی توالی 

 دهند.را نشان می 4/92يکديگر تشابه % 
ن تئیروپینه ژن با توجه به میزان تشابه توالی اسیدآم

ها و نژادهای ويروس را از توان گونهپوششی می
 رایبيکديگر متمايز کرد. پس توالی اسیدآمینه فرضی 

 . درشد دو جدايه مورد مطالعه در اين بررسی نیز تعیین
 %72های متمايز کمتر از جنس کارلاويروس گونه
ای بین تفاوت اسیدآمینه %80تفاوت نوکلئوتیدی و يا 

ارند د( و پلیمراز خود CPپروتئین پوششی ) هایژن
(Hull, 2002 .)ای پروتئین توالی اسیدآمینهCP  دو

 ششرجی و جدايه خا پنجای مینهآ جدايه با توالی اسید
ه دايج پنججدايه ايرانی مورد مقايسه قرار گرفت. اين 

هايی از مجارستان، هلند، چین، خارجی شامل جدايه
مل ايرانی شا جدايه ششمچنین استرالیا و برزيل بود. ه

شرقی، اصفهان، فارس، هايی از آذربايجانجدايه
ی الاهمدان،خراسان و کرمان بود. باتوجه به تفاوت ب

ر مقايسه با د Os-11تعداد اسیدآمینه در توالی جدايه 
ايه جود دارد که جدبررسی اين احتمال و های موردجدايه

. بقیه باشد مورد نظر يک استرين متفاوت ويروس از
ای تفاوت در توالی اسید نوکلئوتیدی و اسید آمینه

 بع آنتتواند حاکی از تفاوت در منشا جفرافیايی و به می
 .ها باشدنحوه و زمان ورود به منطقه برای جدايه

های سرولوژيکی، با توجه به نتايج بررسی

در منطقه  PVSبیولوژيکی و مولکولی وجود ويروس 
مورد تايید قرار گرفت. اگرچه تعداد بسیار محدودی از 

)دو جدايه( مورد مطالعه تبارزايی  PVSهای جدايه
دهنده حضور اند، ولی همین نتايج نیز نشانقرار گرفته

های نسبتاا متنوعی از اين ويروس ها و جدايهواريانت
باشد. با مطالعه در مناطق مورد بررسی در کشور می

ها و تعیین مشخصات مرتبط با شتر روی اين جدايهبی
توان درک بهتری از وضعیت ها، میبیماريزايی آن

به دست آورد. اين اطلاعات  PVSهای ايرانی جدايه
زمینی از نظر واکنش در برابر در ارزيابی ارقام سیب

و انتخاب ارقام  PVSهای ايرانی ويروس جدايه
باشند. یت میمتحمل يا مقاوم بسیار حائز اهم

زمینی ايران گسترش داشته ها در مزارع سیبويروس
و اغلب به صورت آلودگی مخلوط وجود دارند و 

ها همیشه با های به وجود آمده با اين ويروسآلودگی
چشم قابل تشخیص نیستند. در اين رابطه به نظر 

بر  مؤثررسد که افزايش تاکید روی مطالعه عوامل می
زمینی ی ويروسی در محصول سیبهاساختار اپیدمی

سازی کنترل کیفیت قابل توجیه باشد. در اين و بهینه
برای  RT-PCRتحقیق روش رديابی مولکولی 

های در نمونه PVSتشخیص آلودگی ويروس 
شد. استفاده از اين روش در  استفاده زمینیسیب

های های اين ويروس در برنامهرديابی آلودگی
زمینی بذری های سیبدهسنجش و گواهی سلامت غ

های اولیه حاصل از کشت بافت، به ويژه در هسته
 است بسیار مهم و حائز اهمیت کاربردی

(Loebenstein et al., 2001.) 
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