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Abstractچکیده
در زاهاي مهم خسارتاز جمله ویروس) PVA(زمینیسیبAویروس 

نمونه برگی 463و280، تعددا 1389در بهار وتابستان . باشدمیزمینیسیب
زمینیسیبغده از مزارع 1336دار و تصادفی و نیز تعداد مترتیب علائهب

ها با استفاده از آوري وکل نمونهمرکزي جمعهاي خراسان رضوي واستان
. مورد بررسی قرار گرفتندPVAآزمون الایزا از نظر آلودگی به ویروس 

درصد 10و 39نتایج حاصل بیانگر گسترش آلودگی به این ویروس در 
درصد 13و 17هاي تصادفی و درصد نمونه5و 24دار، لائمهاي عنمونه
. ترتیب از دو استان مرکزي و خراسان رضوي بودهشده بآوريهاي جمعغده

دست آمده در شرایط گلخانه روي هبPVAهاي همچنین دامنه میزبانی جدایه
با استفاده از روش . جنس و گونه گیاه محک مورد بررسی قرار گرفت10

RT-PCR ناحیه ژن پروتئین پوششی)CP ( چهار جدایهPVA تکثیر و ،
چهار جدایه CPتوالی نوکلئوتیدي ژن ). شماررس(توالی آن تعیین شد 

جدایه خارجی این ویروس مورد مطالعه 37با توالی مربوطه در PVAایرانی 
41در این درخت، . و مقایسه قرار گرفته و درخت تبارزایی رسم گردید

شامل دو زیرگروه (Iبه دو گروه اصلی CPد بررسی بر اساس ژن جدایه مور
IA وIB ( وIIسه جدایه ایرانی . تقسیم شدندAr2 ،Kh4 وF2 از استان

هایی از آلمان و هلند داراي بیشترین شباهت با جدایهIAمرکزي در زیرگروه 
داراي IBدر زیر گروه Gh4و جدایه ) X91968و Y11427ترتیب هب(

این اولین مطالعه در . بود) DQ309063(اي از چین رین شباهت با جدایهبیشت
و نیز اولین گزارش از وقوع PVAهاي ایرانی زمینه روابط تبارزایی جدایه

نتایج . باشدزمینی استان مرکزي میآلودگی به این ویروس در مزارع سیب
روس در هاي متنوع این ویها و جدایهدهنده حضور واریانتحاصله نشان

زمینی در برابر کشور بوده و این اطلاعات در تهیه و اصلاح ارقام مقاوم سیب
. این ویروس حائز اهمیت است

ارزایی، واکنش زمینی، ردیابی، تبسیبAویروس : کلیديهاي واژه
اي پلیمراززنجیره

Potato virus A is one of the most important viruses
infecting potato in the world. During spring and
summer of the year 2011, a total of 280 symptomatic
and 463 random leaf samples, and 1186 tuber samples
were collected from potato fields located in Khorasan-
e-razavi and Markazi provinces, Iran and tested for
PVA infection using DAS-ELISA method. Based on
the results obtained, PVA infection was recorded in 39
and 11 % of symptomatic leaf samples, 23 and 6 % of
random leaf samples and 17 and 13 % tuber samples in
Markazi and Khorasan-e-Razavi provinces,
respectively. Morever, biological properties of the
selected PVA isolates were studied using host range
studies on 10 plant species. Four PVA isolates were
selected and their coat protein (CP) gene was amplified
by specific primers using RT-PCR and their nucleotide
sequences were determined (KF152950-3). The CP
sequences of four Iranian and 37 Non-Iranian (from
other parts of the world) PVA isolates were compared
and a phylogenetic tree was reconstructed using
Neighbor Joining-NJ method with 1000 bootstrap
value. The PVA isolates in the phylogenic tree were
clustered in two main groups (I and II) where group I
had two subgroups (IA and IB). Three Iranian PVA
isolates (Ar2, Kh4 and F2 all from Markazi province)
were grouped in IA subgroup and showed highest
similarity with two isolates from Germany and
Netherlands (Y11427 and X91968) and the other
Iranian PVA isolate (Gh4 from Khorasan-e-Razavi P.)
was grouped in IB subgroup showing the highest
similarity with an isolate from China (DQ309063).
Comparison of the deduced amino acid (aa) sequences
of CP among the four Iranian and the other PVA
isolates revealed substitution of 2 to 7 aa mainly in N
terminal of CP. This is the first phylogenetic study on
Iranian PVA isolates and also the first report of PVA
infection in Markazi province. This study showed
variation among PVA isolates in Iran. These data could
to be considered in potato breeding programs in order
to achieve PVA resistant cultivars.
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مقدمه
Solanum tuberosum)زمینیسیب L.)کی از ی

2011در سال . محصولات زراعی مهم ایران و جهان می باشد
میلیون هکتار 2/19سطح کشت این محصول در دنیا حدود 

هزار هکتار 150ترتیببهمیلیون تن و در ایران 374با تولید 
ان زمینی در ایرعملکرد متوسط سیب. میلیون تن بود8/4با 
باشد که با مقادیر متناظر در کشورهاي تن در هکتار می32

) تن در هکتار46و 42ترتیببه(پیشرو مانند آمریکا و هلند 
.Anonymous)فاصله دارد  2011).
(Potato virus A-PVA)زمینی سیبAویروس

زمینیسیبگیاهدرزابیماريمهمویروسیعواملازیکی
جزو PVAویروس .استجهانیشگستردارايکهباشدمی

باشد میPotyvirusو جنس Potyviridaeخانواده 
(King et al., ویروس،ایناصلیمیزبان.(2012

تواندمیاماباشد،می(Solanum tuberosum)زمینیسیب
Murphy)کندآلودهنیزراسولاناسهخانوادههايگونهدیگر

and Mckay. درصد40تااندتومیویروساین.(1932
گرددزمینیسیبمزارعدرمحصولکاهشموجب

(Loebenstein. ارقامبیشتردرPVAویروس. (2001
کهگرددمیموزائیکوپیسکعلائمایجادباعثزمینیسیب
ویروساین. استمتفاوتشدیدتاخفیفازآندامنه

ترعمیقهارگبرگنموده،ایجادمشخصیرگبرگیموزاییک
وهارگبرگرشدتفاوت. شودمیچروکیدهبرگحواشیوشده

زعلائمایجادباعثبرگپهنک ویروس. گرددمی1رگو
PVAدربیمارگرهايویروسسایربامأتوآلودگیصورتدر

خسارتباعثPLRVوPVX،PVYمانندزمینیسیب
.de Bokx and van der Want)گرددمیشدیدتري

شتهگونهچندینتوسططبیعتدرPVAویروس. (1987
شرایطدروآلودهغدهطریقازنیزوناپایاروشبه

منتقلعلفیپیوندومکانیکیزنیمایهروشبهآزمایشگاهی
.Bartels)شودمی 1971).

ايرشتهتکخطیRNAمولکولیکازPVAژنوم
قابکیدارايکهاستشدهتشکیلباز9500حدودطولهب

یکساختبهمنجرآنترجمهوبوده(ORF)بازخواندنی
کیلودالتون340حدودوزنهب) پروتئینپلی(بزرگپروتئین

ساختمانیهايپروتئینوهاآنزیمآن،برشطیوشده
شوندمیتولید(CP)2پوششیپروتئینجملهازویروس

1. Rugose
2. Coat protein

(King et al., هايجدایهژنتیکیتنوعمطالعهدر. (2012
PVAژندوکهاستشدهمشخصکشورازخارجدرP1و

CPتنوعبیشتریندارايژنومنواحیسایربامقایسهدر
Andrejeva)اندبوده et al., 1996; Kekarainen et

al., 1999) .
کشوراستان11زمینیسیبمزارعدرPVAبهآلودگی

Pourrahim)استشدهگزارش et al., استاندو. (2007
و5900ترتیببهکشتسطحبامرکزيورضويخراسان

سالدرزمینیسیبتنهزار33و168تولیدوهکتار1500
نیزوخوراکیزمینیسیبتولیدمهممراکزجملهاز1390
,Anonymous)باشندمیبذري مورددرتاکنون(2010
هیچایراندرPVAویروسایرانیهايجدایهژنتیکیتنوع

در این بررسی فراوانی و . استیامدهنعملهبايمطالعه
دو استان فوق مورد زمینیسیبمزارع درPVAپراکنش 

-برخی جدایهCPبررسی قرار گرفته و ضمن تعیین توالی ژن 

هاي ها در بین جدایه، جایگاه تبارزایی آنPVAهاي ایرانی 
این اطلاعات . خارجی این ویروس براي اولین بار تعیین گردید

ویژه تهیه و اصلاح ارقام مقاوم به هین بیماري و بدر مدیریت ا
. باشدداراي اهمیت میPVAویروس 

هاشرومواد و 
ویروستشخیصونمونهآوريجمع

ازیکهردرزمینیسیبمزرعه16ازبازدیدضمن
زمینیسیبهايبوتهازمرکزي،ورضويخراسانهاياستان

وپیسکموزائیک،ملهجاز(دارعلائمنمونه280مجموعدر
. گردیدآوريجمعغده1186وتصادفینمونه463،)روگوز

،ریزي سیاهتاجشامل(هرزعلفهاينمونههمچنین
صحرایی،پیچکتاتوره،پرده،پشتعروسک، خروستاج

وداخلدرمشکوكعلائمبا) قرمزترهسلمهوسفیدترهسلمه
هاينمونهکل.شدآوريجمعزمینیسیبمزارعحاشیه

ویروساختصاصیباديآنتیازاستفادهباشدهآوريجمع
PVAروشبراساسوDAS-ELISAقرارآزمونمورد
.Clark and Adams)گرفتند وباديآنتی. (1997

بیورباشرکتاز) سالم(منفیو) آلوده(مثبتشاهدهاي
شرکتتوسطشدهتوصیهروشطبقوشدهتهیه) سوئیس(

افزودنازبعددقیقه60حدود. گفتندقراراستفادهوردمسازنده
ریدرالایزادستگاهازاستفادهباآزموننتایجسوبسترا،محلول

) فنلاندساخت(Multiscan 344-Labsystemمدل
چاهکنوريجذبمیزانکههایینمونه. شدثبتوارزیابی
یانگینمبرابرسهازبیشتریابرابرنانومتر405درمربوطه
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نظردرآلودهنمونهعنوانهب،بودسالمشاهدچاهکجذب
. شدندگرفته

میزبانیدامنهبررسی
دامنهمطالعاتوهاجدایهبیولوژیکیسازيخالصمنظوربه

ازپسوانتخابPVAبهآلودههاينمونهمیزبانی،
روي2/7اسیدیتهبامولار1/0فسفاتبافردرگیريعصاره
(Physalis floridana)پردهپشتروسکعگیاهان

.Singh)گردیدندمکانیکیزنیمایه بارسهازپس. (1982
گیاه،اینرويشدهظاهرموضعیهايلکهتکمتوالیانتقال
Nicotiana tabacumگیاهازویروستکثیربراي cv.

Samsunویروسفقطشدنسیستمیک. شداستفادهPVA

تأییدوبررسیموردالایزاآزمونازادهاستفباگیاهان،ایندر
جدایه21تعدادمیزبانی،دامنهمطالعهبراي. گرفتقرار

PVAنمونهازآمدهدستهبجدایه2وزمینیسیبگیاهاز
Solanumهرزعلف nigrumباالایزاآزموندرکه
دربابودند،مثبتواکنشدارايPVAویروسباديآنتی

مختلف،مناطقازومتفاوتعلائمنوعوشدتنظرگرفتن
2بهمتعلقمحکگیاهگونهوجنس10رويوانتخاب
ChenopodiaceaeوSolanaceaeگیاهیخانواده

ماهسهتاگلخانهشرایطدرگیاهاناین. شدندزنیمایه
ثبتگیاهاناینازکیهررويشدهایجادعلائمونگهداري

. گردید
PVAيهاوتئین پوششی جدایهتکثیر ناحیه ژن پر

RT-PCRکمک واکنش هب

جدایه 11بر اساس نوع واکنش گیاهان محک، تعداد 
جدایه از استان خراسان 4جدایه از استان مرکزي و 7شامل (

ها آن(CP)انتخاب شده و ناحیه ژن پروتئین پوششی ) رضوي
کل RNAابتدا . تکثیر شد1RT-PCRبا استفاده از روش 

)QIAGEN-USA(ا استفاده از دو روش کیت کیاژنگیاه ب
طبق توصیه ) ایران-سیناژن(RNXplusو محلول تجاري 

ها از گیاهان توتون رقم سامسون آلوده هاي سازنده آنشرکت
در این آزمون، از یک جفت .ها استخراج شدبه این جدایه

آغازگر 
)PVA-F: 5'-GTACTGAACTGGAAAAGTACT-3' (

) 'PVA-R: 5'-CCCTGACAGTTGAAACATAA-3(و

PVAویروس CPطراحی شده براي تکثیر ناحیه ژن 

Rajamaki)استفاده گردید  et al., ساخت رشته .(1998
شامل یک میکرولیتر20درحجم نهایی (cDNA)مکمل

1. Reverse Transcription-Polymerase Chain.
Reaction

پیکومول بر 10غلظت (PVA-Rمیکرولیتر آغازگر 
-سیناژن(MMuLV-10Xمیکرولیتر بافر 2، )میکرولیتر

با غلظت dNTP Mixمیکرولیتر از مخلوط 2، )انایر
از ) واحد200(میکرولیتر 1، )سیناژن، ایران(مولار میلی10

5/0، )سیناژن((MMuLV)برداري برگردان آنزیم رونوشت
(RNase inhibitor)از ترکیب ) واحد20(میکرولیتر 

)Fermentas،میکرولیتر از 4، )لیتوانیRNA استخراج شده
ساعت در 1مدت یکرولیتر آب دوبار تقطیر استریل بهم5/9و 

گراد در دستگاه ترموسایکلر مدل درجه سانتی42دماي 
Primus) شرکتMWGواکنش . انجام گردید) آلمان

PCR میکرولیتر بافر 5میکرولیتري شامل 50در حجم
10XPCR)میکرولیتر از محلول 5/1، )سیناکلون، تهران

MgCl2) میکرولیتر 1، )مولارلیمی50با غلظتdNTP

Mix میکرولیتر از 1، )سیناژن، ایران(مولار میلی10با غلظت
) واحد5معادل (Taq DNA polymeraseآنزیم 

و PVA-Fمیکرولیتر از هر یک از آغازگرهاي 1، )سیناکلون(
PVA-R) میکرولیتر از 5، )پیکومول در میکرولیتر10غلظت
لیتر آب دیونیزه اختصاصی میکرو5/34و cDNAمحصول 

PCR)برنامه این واکنش . انجام گردید) سیناکلون، تهران
دقیقه، سپس 5گراد به مدت درجه سانتی95مرحله 1شامل 

دقیقه 1درجه، 95ثانیه در 50چرخه هر یک مشتمل بر 35
گراد بود که در درجه سانتی72ثانیه در 50درجه و 48در 

درجه 72دقیقه در 10دت مپایان واکنش محصول به
ژل آگارز یک درPCRمحصول.گراد قرار داده شدسانتی

لیتر اتیدیوم بروماید در بافر میکروگرم در میلی1درصد حاوي 
TBE 1Xشده توسط الکتروفورز گردیده و از باندهاي تشکیل

) ، ساخت هلندImacoمدل (UV-illuminatorدستگاه
. گرفته شدعکس 

اییآنالیز تبارز
در مورد PCRیافته طی واکنش تکثیرDNAقطعات 

F2وAr2 ،Kh4هايشامل جدایهPVAچهار جدایه 

و ) منطقه دیوکن(، خمین )آبادمنطقه نظام(از اراك ترتیببه
از قوچان استان خراسان Gh4فراهان استان مرکزي و جدایه 
Wizard SV Gel/PCRرضوي، با استفاده از کیت 

Clean Up)و طبق روش توصیه ) پرومگا، آمریکاساخت
شده توسط سازنده کیت، از ژل آگارز استخراج شده و توالی 

هاي تجاري موجود ها با استفاده از سرویسنوکلئوتیدي آن
آمده در مورد چهار جدایه دستهبCPتوالی ژن . تعیین شد

CPتوالی کامل ژن 37با یکدیگر و با PVAایرانی 
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1ژنی این ویروس قابل دسترسی در بانکایرانهاي غیرجدایه

ها با استفاده از ردیفی توالیمه). 1جدول (مقایسه شدند 
انجام گردید CLUSTAL X, ver. 1.83افزار نرم

1. GenBank

(Thompson et al., کمک آنالیز تبارزایی به. (1994
مرتبه 1000و ) Neighbor Joining)NJروش 

bootstrap با استفاده از برنامه انجام شده و درخت تبارزایی
.رسم گردیدTreeView, ver. 1.5.2نرم افزاري 

ها در مطالعه تبارزایی مورد استفاده قرار گرفته استکه توالی نوکلئوتیدي ژن پروتیئن پوششی آنPVAهاي مشخصات جدایه- 1جدول 
جدایهکشورمیزبان اصلیشماررسمنبع

Valkonen et al., 1995AF543709S. tuberosumUnited StatesU
Andrejeva et al., 1996AJ131401S. tuberosumGermanyAli
Puurand et al., 1992Z21670-HungaryB11

Mortensen et al., 2010GU144320S. tuberosumUnited Kingdom (UK)147-PVA
Mortensen et al., 2010GU144318S. tuberosumUK140-PVA
Mortensen et al., 2010GU144316S. tuberosumUK137-PVA
Mortensen et al., 2010GU144319S. tuberosumUK146-PVA
Mortensen et al., 2010GU144317S. tuberosumUK139-PVA
Mortensen et al., 2010GU144315S. tuberosumUK136-PVA
Mortensen et al., 2010GU144314S. tuberosumUK/ScotlandSam-22-PVA
Mortensen et al., 2010GU144312S. tuberosumUK/ScotlandSam-19-PVA
Mortensen et al., 2010GU144310S. tuberosumUK/ScotlandSam-10-PVA
Mortensen et al., 2010GU144308S. tuberosumUK/ScotlandSam-05-PVA
Mortensen et al., 2010GU144306S. tuberosumUK/ScotlandSam-01-PVA
Mortensen et al., 2010GU144309S. tuberosumUK/ScotlandSam-09-PVA
Mortensen et al., 2010GU144307S. tuberosumUK/ScotlandSam-03-PVA

Collins et al., 1993S51667S. tuberosumCanadaCan
GU369815S. tuberosumIndia-
DQ309063S. tuberosumChinaYunnan-1
GU256063S. tuberosumIndia-

Valkonen et al., 1995Z49088S. tuberosumUnited StatesMaine
Puurand et al., 1992.X59985FinlandA-ASL

AJ307035S. tuberosumChinaHangzhou
Rajamaki et al., 1998Y11428S. tuberosumUK/ScotlandPon
Rajamaki et al., 1998Y11424S. tuberosumUK/ScotlandPen
Rajamaki et al., 1998Y11426S. tuberosumGermanyDat
Rajamaki et al., 1998Y11427S. tuberosumGermany716/12
Rajamaki et al., 1998Y11425S. tuberosumFinlandTan
Rajamaki et al., 1998Y11420S. tuberosumFinlandPit
Rajamaki et al., 1998Y11423S. tuberosumThe NetherlandsLin
Rajamaki et al., 1998Y11421S. tuberosumFinlandHer
Rajamaki et al., 1998Y11422S. tuberosumThe NetherlandsAlc
Rajamaki et al., 1998Y10125S. tuberosumThe NetherlandsAfg
Rajamaki et al., 1998Y10126S. tuberosumThe NetherlandsSab
Rajamaki et al., 1998Y10250S. tuberosumGermanyAdv
Rajamaki et al., 1998Y10079S. tuberosumUK/ScotlandA20
Rajamaki et al., 1998X91968S. tuberosumThe NetherlandsJul

This studyKF152950S. tuberosumIran (Arak)Ar2
This studyKF152951S. tuberosumIran (Farahan)F2
This studyKF152952S. tuberosumIran (Ghochan)Gh4
This studyKF152953S. tuberosumIran (Khomein)Kh4

آمده در مورد چهار دستهبر اساس توالی نوکلئوتیدي ب
، توالی Bioeditافزار کمک نرمهو بPVAجدایه ایرانی 

. ها مشخص شداین جدایهCPپروتئین 2اي فرضیآمینهاسید
اي چهار جدایه تعیین ها با توالی اسیدآمینهاین توالی

ه از خصوصیات شده این ویروس از اروپا و آمریکا با استفاد
CLUSTAL X, ver. 1.83،(Thompsonافزار نرم et

2. Predicted

al., .CLUSTAL W،(MegAlign verو یا (1994

5.00, DNASTAR, Madison, Wisconsin, .
USA; Burland, 2000)چهار. مورد مقایسه قرار گرفتند

اي جدایه خارجی مورد استفاده براي مقایسه توالی اسیدآمینه
و ) Z49088شمار سر(PVA-Mشامل دو جدایه 

PVA-U)شمار رسZ49087 ( از آمریکا، جدایهCan

PVA-B11از کانادا و جدایه ) S51667شمار رس(
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).1جدول (بودند ) اروپا(از مجارستان ) Z21670شمار رس(

جینتا
هاي آلوده و علائم ویروستشخیص نمونه

هاي در استانزمینیسیبها در مزارع وضعیت رویشی بوته
اي نشان رضوي با هم تفاوت قابل ملاحظهزي و خراسانمرک
در مزارع ) پیسک و موزائیک(داد و درصد فراوانی علائم می

بیشتر از مزارع ) درصد20تا 15(مورد بازدید در استان مرکزي 
.بود) درصد10تا 5(رضوي مورد بازدید در استان خراسان

با استفاده از هاي برگی تصادفی نمونهنتایج حاصل از بررسی
با(آزمون الایزا نشان داد که شهرستان اراك در استان مرکزي 

، %)11با (رضوي و شهرستان چناران در استان خراسان%) 54
. باشندمیPVAویروس داراي بیشترین درصد آلودگی به 

هاي تصادفی در شهرستانهايدرصد آلودگی متوسط نمونه

قدار متناظر در مورد بیشتر از م) درصد23(استان مرکزي 
رضوي هاي مورد بررسی در استان خراسانشهرستان

شده با آوريهاي جمعبررسی غده). 2جدول(بود ) درصد6(
ترتیب در درصدي به17و 13آزمون الایزا حاکی از آلودگی 

همچنین در بررسی . رضوي و مرکزي بودهاي خراساناستان
2آزمون الایزا فقطشده با آوريهرز جمعهاي علفنمونه

Solanumهرز نمونه علف nigrum نمونه 2و همچنین
.آلوده بودندPVAهرز سلمک سفید به ویروس علف

بررسی خصوصیات بیولوژیکی
زنی شده با چهار شده روي گیاهان محک مایهجادیعلائم ا

در) Sh1وAr2 ،Kh4،Gh4شامل (PVAجدایه 
شدن ل آلودگی و سیستمیکانتقا. ارائه شده است3جدول 

کمک آزمون زنی شده، بهدر گیاهان مایهPVAهاي جدایه
.قرار گرفتتأییدزا مورد بررسی و یالا

رضوي آوري شده از دو استان مرکزي و خراسانزمینی جمعهاي سیبدر نمونهPVAوضعیت آلودگی به- 2جدول
بر اساس نتایج آزمون الایزا

هنمونشهرستان/استان
تصادفیغدهتصادفیبرگدارعلائمبرگمرکزي
اراك

فراهان
خمین
شازند

a)71 (31/22
)46 (35/16
)14 (33/5
)24 (33/8

)54 (35/19
)8 (63/5
)38 (26/10
)16 (74/12

)35 (172/60
)5(150/8

)12 (165/20
)16 (110/18

597/101) 17(198/47) 23(132/51) 39(جمع
رضويخراسان

چناران
حیدریهتربت

فریمان
قوچان

)23 (35/8
)5 (43/2
)6 (47/3
)13 (23/3

)11 (85/9
)3 (64/2
)3 (76/2
)5 (40/2

)14 (103/15
)4 (146/6
)2 (179/4
)32 (161/52

589/77) 13(265/15) 6(148/16) 11(جمع
1186/178)15(463/62) 13(280/67) 24(کلجمع

a :آلودههاينمونهتعداد: ممیزچپسمتعددشده،بررسیهاينمونهتعداد: ممیزراستسمتعددآلودگی،درصد: پارانتزداخلعدد.

مورد بررسیPVAه یشده با چهار جدایزنهیاهان محک ماینتایج مطالعه دامنه میزبانی و واکنش گ- 3جدول 

جدایهنام علمی گیاه میزبان
Kh4F2Gh4Ar2

Nicotiana glutinosaMoSMMoM
Nicotiana tabacum L. cv. SamsunMM, MoMo, LdVC, MMo, MM

Physalis floridanaM-M, NLLM
Chenopodium quinoaM-NLLNLL
Capsicum annummMo, LdLd ،Mo-Mo
Solanum nigrum L.MMMo, MVCMMMo, MM

NLL :هاي نکروز موضعی، لکهM :،موزائیکMo : ،پیسکMM :،موزائیک ملایمSM : ،موزائیک شدیدVC :،رگبرگ روشنیMVC :،رگبرگ روشنی ملایمLd : ،بدشکلی برگ
.بدون علائم: -
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بررسی خصوصیات مولکولی
کل با استفاده از محلول تجاريRNAاستخراج 

RNXplusبا توجه به نتایج . و کیت کیاژن انجام گرفت
استخراج شده با استفاده RNAتروفورز، کیفیت حاصل از الک

کمک استخراجی بهRNAاز کیت کیاژن بهتر از کیفیت 
نتایج حاصل از الکتروفورز محصولات . بودRNXplusروش 

دهنده جدایه مورد بررسی، نشان11در مورد PCRواکنش 
جفت باز در 1100طول حدود هبDNAتکثیر یک قطعه 
د که با اندازه قطعه مورد انتظار مطابقت ها بوتمامی این جدایه

).1شکل (داشت 

: 3ستون،)سالم(منفیشاهد: 2ستونبازي،جفت100مولکولیوزنمارکر: 1ستون . در ژل آگارزPCRالکتروفورز محصولات واکنش - 1شکل
.Th1و Fr2 ،Gh4 ،Ar1 ،Ar2 ،F2 ،F21 ،Kh4 ،Kh12 ،Sh2 ،Sh4هايجدایهبهمربوطیبترتبه: 14تا4هايستون،)آلوده(مثبتشاهد

)PVA(زمینیسیبAویروستبارزاییآنالیز
آمده در دستهبCPنتایج حاصل از مقایسه توالی ژن 

با یکدیگر PVAجدایه خارجی 37مورد چهار جدایه ایرانی و 
41س، نشان داد که و درخت تبارزایی رسم شده بر این اسا

سه . شوندتقسیم میIIو Iبه دو گروه اصلی PVAجدایه 
هایی از آلمان، همراه با جدایهF2وAr2 ،Kh4جدایه ایرانی 

هاي جدایه. قرار گرفتندIAهلند، فنلاند و آمریکا در زیرگروه 
Ar2 وF2 با جدایه ترتیببهداراي بیشترین مشابهتDat

)Y11426 ( جدایه از آلمان وJuliniere)X91968 ( از
هاي آلمانی قرار نیز در نزدیکی جدایهKh4جدایه . هلند بود

هایی از هلند، فنلاند و انگلستان ، جدایهIBدر زیرگروه . داشت
و ) از آسیا(هایی از چین، هند و ایران همراه جدایههب) از اروپا(

از (Gh4یک جدایه از آمریکا قرار داشتند که جدایه ایرانی 
از چین Yunnanبیشترین شباهت را با جدایه ) قوچان

)DQ309063 (در گروه . نشان دادII ،این درخت فیلوژنی
ها از انگلستان گزارش هایی قرار داشتند که همگی آنجدایه
توالییکنواختیدرصد4جدولدر). 2شکل (اند شده

بررسیموردPVAجدایه41بیندرCPژننوکلئوتیدي
در بین خود داراي PVAایرانیجدایهچهار. استشدههارائ
. بودندCPدرصد یکنواختی توالی نوکلئوتیدي 8/99تا 6/97

با ) از خمین(Kh4و ) از اراك(Ar2هاي ایرانی جدایه

از (F2، جدایه )Y11427 ،Y11426(هایی از آلمان جدایه
ز ا(Gh4و جدایه) Y10125(اي از هلند با جدایه) فراهان
بیشترین درصد ) DQ309063(اي از چین با جدایه) قوچان

جدایه ایرانی مورد چهار. را نشان دادندCPیکنواختی توالی 
را با CPبررسی در مجموع کمترین یکنواختی توالی 

نشان ) Y11428وGU144320(هایی از انگلستان جدایه
. داشتند

ئینپروتاياسیدآمینهتوالیهمردیفیازحاصلنتایج
اینخارجیجدایهچهارباPVAایرانیجدایهچهارپوششی
گردیدهمطالعههاآنخصوصیاتومیزبانیدامنهکهویروس

Valkonen)بود et al., شدهارائه3شکلدر،(1995
هاي فوق بیشترین تفاوت را در اساس این نتایج، جدایهبر. است

در هفت Gh4جدایه. دهندناحیه انتهاي آمینی خود نشان می
در پنج Ar2جدایه . ها اختلاف داردآمینه با سایر جدایهاسید
دووسهدرترتیببهKh4و F2آمینه و دو جدایه اسید

.داشتنداختلافهاجدایهسایربااسیدآمینه

بحث
هايبیماريعواملمهمترینازیکیPVAویروس

ايهدهمشاهايبررسینتایج.باشدمیزمینیسیبدرویروسی
استاندودربازدیدموردمناطقدرمزرعه32سطحدر

1 2 3     4      5     6 7 8     9    10 11 12 13 14

1100 bp
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ویروسیعلائمفراوانیکهدادنشانرضويخراسانومرکزي
استاندربازدیدموردمزارعدربرگیموزائیکوپیسکویژههب

استاندرمربوطهمقادیرازبیشتر) درصد20تا15(مرکزي
آزموننتایجساسبرا. بود) درصد10تا5(رضويخراسان

PVAبهآلودگیفراوانیتصادفی،هاينمونهرويبرالایزا

درصد6و23ترتیببهرضويخراسانومرکزياستاندودر
ازحاصلنتایجبینشیحفااختلافاگرچه. گردیدتعیین

آزمونازآمدهدستهبنتایجوايمشاهدههايبررسی
مزارعدرPVAیفراوانبرآورددرالایزاآزمایشگاهی

درصدتخمینمنظوربهولینشدمشاهدهزمینیسیب

وکلینیکیهايآزمونانجامايمزرعههايآلودگی
Loebenstein)استضروريولازمآزمایشگاهی et al.,

مزارعدرویروسیعلائمشدتوفراوانیدراختلاف. (2001
رضويخراساناستانبامقایسهدرمرکزياستانزمینیسیب

تنوعمزارع،سنناقلین،فعالیتتنوعمانندمختلفیعواملبه
وجويشریطهرز،هايعلفوضعیتومجاورهايکشتدر
رفتهکارهببذريهايغدهکیفیتوسلامتترمهمهمهاز

ویروسکهاینبهتوجهبا. داردارتباطمزارعاحداثجهت
PVAوآبشرایط،شودمیمنتقلناپایابروشوشتهتوسط
دراختلافمتعاقباًوناقلینفعالیترويزیاديثیرأتهوایی
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)Neighbor Joining)NJروشازاستفادهباکهPVAویروسجدایه41بهمربوطCPژنتوالیازاستفادهباشدهرسمتبارزاییدرخت-2شکل

. شودمراجعه1جدولبهدرختایندرموجودهايجدایهمشخصاتمورددربیشتراطلاعاتجهت. استآمدهدستهبbootstrapمرتبه1000و
.اندشدهمشخصدرشتحروفبا) Gh4و Ar2 ،Kh4 ،F2شامل(PVAایرانیجدایهچهار
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و ) B11 ،M ،U ،Can(شامل چهار جدایه غیر ایرانی PVAمربوط به هشت جدایه CPاي نتایج حاصل از همردیفی توالی اسیدآمینه-3شکل 
ها با حروف درشت مشخص هاي داراي اختلاف با سایر توالیهیندر مورد چهار جدایه ایرانی، اسیدآم). Ar2 ،Gh4 ،F2 ،Kh4(چهار جدایه ایرانی 

.اندشده



1392ان بهار و تابست،چهارم، شماره سومفناوري گیاهان زراعی سال مجله علمی ـ پژوهشی زیست128

.PVAویروسخارجیجدایه37وایرانیهجدایچهاربینCPژننوکلئوتیديتوالییکنواختیدرصد- 4جدول
).شودمراجعه1جدولبههاجدایهبیشترمشخصاتازاطلاعجهت(



129....تعیین فراوانی، خصوصیات بیولوژیکی و جایگاه تبارزایی: حسینی و همکاران

استاندوزمینیسیبمزارعدرویروسیعلائمشدتوفراوانی
دست آمده هدر استان مرکزي درصد آلودگی ب. داردفوق

تعیین شده اندکی از درصد%) 17(اي هاي غدهبراساس نمونه
. )2جدول (کمتر بود%) 23(هاي برگی تصادفی کمک نمونههب

دنبال هاین موضوع تا حدودي قابل انتظار است چرا که ب
طور ه، آلودگی ویروسی بPVAزمینی به شدن بوته سیبآلوده

ها هاي آنهاي دختري نتاج و جوانهیکنواخت به تمام غده
مراتب از غلظت هها بهمنتقل نشده و نیز غلظت ویروس در غد

.Hull)باشدهاي برگی کمتر میآن در بافت 2002) .
آمده در استان خراسان رضوي حالت برعکس دستههاي بداده

بیشتر از %) 13(اي هاي غدهداشته و درصد آلودگی نمونه
هاي برگی تصادفی آمده بر اساس نمونهدستهدرصد آلودگی ب

د بودن تعداد نمونه و دفعات اگرچه به دلیل محدو. بود%) 6(
توان بعید دانست، ولی برداري، احتمال بروز خطا را نمینمونه

هاي ناقل ویروس در اواخر فصل فعالیت شتهبیشتر افزایش 
رضوي در مقایسه با در استان خراسان)هاقبل از برداشت غده(

کسب این نتایجمهم در تواند از جمله دلایل میاستان مرکزي 
دار در استان ویژه هستههسطح کشت باغات ب. باشد

رضوي در مقایسه با استان مرکزي بیشتر بوده خراسان
(Anonymous, ها رو بالابودن فعالیت شتهو از این(2010

مشخص شده . رضوي دور از انتظار نیستدر استان خراسان
ویژه در مزارع تولید هزمینی بخیر در برداشت سیبأاست که ت

دلیل افزایش دوره سبزماندن مزرعه و هذري بهاي بغده
هاي ناقل در اوایل شدن آن با زمان اوج فعالیت شتهمصادف

هاي حاصل هاي ویروسی در غدهپاییز موجب افزایش آلودگی
شوداز چنین مزارعی می

(de Bokx and Van der Want. 1987).
برايRT-PCRمولکولیردیابیروشتحقیقایندر

زمینیسیبهاينمونهدرPVAویروسدگیآلوتشخیص
هايآلودگیردیابیدرروشاینازاستفاده. شددادهتوسعه

هايغدهسلامتگواهیوسنجشهايبرنامهدرویروساین
کشتازحاصلاولیههايهستهدرویژههببذريزمینیسیب
استکاربردياهمیتحائزومهمبسیاربافت،

(Loebenstein et al., 2001) .
کشتمختلفمناطقازPVAویروسگزارشرغمعلی

Pourrahim)زمینیسیب et al., مورددرتاکنون(2007
ویروساینایرانیهايجدایهتبارزاییومولکولیخصوصیات

CPژنکاملتوالیبررسیایندر. استنشدهارائهگزارشی

درمربوطهتوالیباوتعیینPVAویروسایرانیجدایهچهار
قرارمقایسهومطالعهموردویروساینخارجیجدایه37

ایرانیهايجدایهخصوصیاتحاصله،نتایجبهتوجهبا. گرفت
هايجدایهبارامشابهتبیشترینتحقیقایندرمطالعهمورد

ارقامانتخابدرکهدهندمینشانویروساینIAزیرگروه
در . نمودتوجهموضوعاینبهبایستیمیمقاومیامتحمل

CPاي پروتئین آمینهبخش دیگري از تحقیق، توالی اسید

اي چهار جدایه خارجی آمینهچهار جدایه ایرانی با توالی اسید
این چهار جدایه خارجی شامل . مورد مقایسه قرار گرفت

از کانادا و جدایه Canجدایه ،از آمریکاMو Uهاي جدایه
B11صوصیات دامنه میزبانی این خ. از مجارستان بود
Valkonen)مطالعه و مشخص شده بود ها قبلاًجدایه et

al., هاي جنس طور که در مورد سایر ویروسهمان. (1995
Potyvirus گزارش شده است(Shukla et al., 1994) ،

PVAآمده در مورد چهار جدایه ایرانی دستههاي بدر توالی

) A(شامل اسیدآمینه آلانین CPاولین اسیدآمینه در پروتئین 
نتایج حاصل از این مقایسه نشان داد که جدایه ). 3شکل (بود

اي سایر در هفت اسیدآمینه با توالی اسیدآمینهGh4ایرانی 
از این تعداد، پنج اختلاف در . دهدها اختلاف نشان میجدایه

ناحیه انتهاي آمینی، یک تغییر در بخش میانی و یک تغییر 
باشد میCPاي نیز در انتهاي کربوکسیلی پروتئین نهاسیدآمی

در CPمشخص شده است انتهاي آمینی پروتئین ). 3شکل (
داراي Potyvirusو در کل اعضاي جنس PVAویروس 

باشند زایی در پیکره ویروس میبیشترین اثر ایمنی
(Andreeva et al., 1994; Shukla et al., 1989).

جمعاً(PVAهاي ودي از جدایهاگرچه تعداد بسیار محد
در این بررسی مورد مطالعه تبارزایی قرار ) چهار جدایه

ها و دهنده حضور واریانتاند، ولی همین نتایج نیز نشانگرفته
متنوعی از این ویروس در مناطق مورد هاي نسبتاًجدایه

ها و با مطالعه بیشتر روي این جدایه. باشندبررسی در کشور می
توان درك ها، میخصات مرتبط با بیماریزایی آنتعیین مش

این . دست آوردهبPVAهاي ایرانی بهتري از وضعیت جدایه
زمینی از نظر واکنش در برابر اطلاعات در ارزیابی ارقام سیب

و انتخاب ارقام متحمل یا PVAهاي ایرانی ویروس جدایه
.باشندمقاوم بسیار حائز اهمیت می

سپاسگزاري
دانشگاه آزاد اسلامی واحد وارمین پیشوا و ن از نویسندگا

تحقیق این پزشکی کشور که در انجام تحقیقات گیاهسسهؤم
.نمایندتقدیر و تشکر می،اندداشتهو پشتیبانی همکاري 
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