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  روس پسوروز مركبات يو يو مولكول يكيسرولوژ يابيرد
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درختان  يرو يپسوروز يهاي اخير علايم پوسته پوسته شدن تنه و نقش برگ بلوطدر سال

به منظور بررسي حضور ويروس پسوروز . مركبات در شهرستان گرگان مشاهده شده است

از باغات منطقه گرگان  1386و  1385طي فصول مختلف سال  ييهابرداري مركبات، نمونه

افا، واشنگتن ناول، ي(ارقام مركبات منطقه شامل پرتقال  ينمونه برداري از تمام. صورت گرفت

و از درختان مشكوك به آلودگي كه داراي علايم ) نيكلمانت( يو نارنگ) ن و تامسونيسان گ

-DAS)از طريق روش دو طرفه اليزا  يكيآزمون سرولوژ. گرديد پسوروز بودند، انجام يماريب

ELISA) ويروس پسوروز مركبات  ياتك همسانه يباديو با كيت اليزاي آنت(CPsV)  و آزمون

RT-PCR روس پسوروز مركبات يو ياختصاص يبا استفاده از آغازگرها)CPV1  وCPV2 (يطراح 

نمونه جمع  200 يروس پسوروز مركبات رويو ينيه ژن كد كننده پوشش پروتئيشده از ناح

قات مركبات يه شده از گلخانه مركز تحقيشده از باغات منطقه گرگان و چهار نمونه ته يآور

ده بود، يروس پسوروز مركبات به اثبات رسيآنها به و يآلودگ يكيولوژيكه در آزمون ب) رامسر(

 يابيجه رديها نتچكدام از نمونهي، در هيكيج آزمون سرولوژيبر اساس نتا. رفتيانجام پذ

 يهادرصد از نمونه 5/7الذكر در ج آزمون فوقينتا. روس پسوروز مركبات مثبت نبوده استيو

قات يه شده از گلخانه مركز تحقيته يهاشده از باغات شهرستان گرگان و تمام نمونه يآورجمع

روس يمربوط به و(باز  جفت 600، در محدوده PCRك محصولات يپس از تفك) رامسر(مركبات 

 يكيسرولوژ ينتايج اين دو روش نشان دهنده عدم هماهنگ. د باند كردندي، تول)پسوروز مركبات

 يدر بررس. باشديم يتجارت ياهمسانهتك يباديروس پسوروز مركبات با آنتيو يزوله بوميا

جه را در ين نتيترانات بهيوسين تيديز استفاده از بافر گوانيروس نيو استخراج ژنوم يهاروش

اين اولين گزارش از وجود اين ويروس بر روي درختان  .استخراج نشان داد يهاان بافريم

  .مركبات در استان گلستان است

 

  

  

  ژنتيك نوين

  1390 بهار، 1 ، شمارهششمدوره 

  65-74 صفحه

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  ،اليزا

 ،پروتئيني

 ،پرتغال

  ،ده پوششژن كد كنن

  مرازاي پليواكنش زنجيره
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1
 Citrus Psorosis Virus (CPsV) 

2
 ssRNA 
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��*� ���� /�� ����&��`D 1� 7�9%I�� 

���  ��� W>4BHeminested-PCR 	�4%F� .-:�� m+ �n�c Q
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��7 /

/F&.  

  

  

  

 
  

  

����� 

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 روس پسوروز مركبات در استان گلستانيو يو مولكول يكيسرولوژ يابيرد                                             يعباداله عباد ،نژادنصرالهد يسع 

  

���� ����	/ 
�����/
�����/���� ����  ��  

 

  

 
��*� 
�`�� �� �	������&& ��%B��  

G� /����� 1� ���3D QS�4� ������ �	B��  �� 
��*� ����$M
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�`�� ��

) ���G�!"" 1+��+ (4h�� ��1+��+ ���� ��� ?*� 1+�P2& �� ��� 1

-:�� 
��*� 
�-)$��� (a�3�B ����D	�� �1  �����+�B	 d

3� 1FS ����?  �� �� ���[%B�%+D�  UB1+�$�� ;��� �	N� 


��*� ���$M� ���-:� 1$B�� �� ��� 1� 
��*� 
�-)$���(� 

 ��� 1	�M �3D�������� � ��� )K]]](  Q�S � V�G3���%B�
                                                           

3
 CPsV psorosis Elisa kit Double Antibody Sandwich 

(DAS) by monoclonal antibody line PS29 produced by 
DPPMA, University of Bari, Italy (Agritest)  

UB �%+D ��44� ��3�� /�� )Agritest, Bari, Italy (� 1�	 �

/F& U�>+� 
��7. ��3���2&�4�	� ��%:� O��� ��%�� (IgG-

CPsV)  1�+�z �4Z 
�� 1��� g A!"" �� a��[	%+�B . CbB

/�$+ 1� �5��M F�� �� ��3���2&�4�	� �� ����-� K""":K 

��Z � 1� � ,�2P� ;K"" ��2� 3�% EB��  1F�n� 2b�B����

�� . 
�� 1� � �� ��+���M R2�F���M �� /�2M �D �� CMs4M  /6�B

 ���� ��A" 1��� ��i�%+�B ��� �����i+. �� CM ��D  /�2M

 ��i%B� EB�� ��4�� �5%$� 8�� �?�3�ELx50 )Bio Tech  ( 1B

 V7��F 1� � 1������Z �5%$� F�� �� 1-�0� ���� ��. 1+��+��� 

p����D� ��� ���96 ��i%B� EB�� /�$+ 1� � ��&K:K" 

)F�� :���96 (�	�& ,�2P� ~�P%B� F�� �� . ���Z � 1� ��i+D

K"" �� 1F�n� 8�2:� �	� �� %�3 �2�� . ��'I �� ?��M S�I 1�

���Z���Z �	� /�2M � �� �x�S� ������Z ���� �� ���

�+�� 1%F& m+ �� �2I�� . /�2M � ����  ���46 1� ���Z

���� ���96 �� /���� &���  ���46 1� ���Z 1B ����3D���� 

���96 �� �[4��46 1� ���Z �	 � R3�B � ��3�I ;��Z�  F�� ��

�� M ~�P%B��+. �D �� CM� �� ���5� R2�F���M /�2M ����  �

���� �� ���Z�	�& �����i+ _� �	 
�� 1� ��i�%+�B 1���. 

2M �5%$� CbB� /12c� 1��5�� /F& U�>+� V�0 . �� CM

a��[	%+�B� ������O� %+D ��%:�� �� ����-� �/�&�>+�� UB

 F�� �� �D /�$+ 1� /�&�>+��K:K""" )F�� :%+D�UB ( �� Q�0�

 �K"" ��2� 3�% ���Z �� �	 � 1� 8�2:� ���	�& 1F�n� ��. 

���� �� ����>� � ��+���M R2�F���M �� /�2M CbB A"  1���

%+�B���i  
�� 1�s4M �� �����i+ /6�B.  �5%$� CbB 1��5�

12c�� /F& U�>+� V�0 . ���-�K"" ��2� &U �0 �� 

)PNPP(p-Nitrophenyl Phosphate  /�� /I�B B� ��i

)Sigma, Germany ( ��K" ��2� 3�%  � �� Vc �%$��B F��

 ���-� ����FK"" ��2� 3�% 1F�n� ���Z � 1� �D �� �&	� � 

 CbB ��+ �� ��� � E�:� ���� �� /�2M�+�� ���� ��0 . �� CM

/�2M ��%$��B �%P	� ��A"  �	��� ���� � E�:� ���� �� 1-�0�

�+�� ���� ��0 . /�<& �� CM ����	 ����� �� �� ��i+DA"  1-�0�

��� � ���B����+� �	 i�� CM /�<& K!" ���B����+� 1-�0�� 

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 روس پسوروز مركبات در استان گلستانيو يو مولكول يكيسرولوژ يابيرد                                             يعباداله عباد ،نژادنصرالهد يسع 

  

���� ����	/ 
�����/
�����/���� ����  ��  

 

O<� ���+ W� ���Z  ��i%B� EB�� ��44* /J�03���?� Bio 

Tech) 8��(ELx800   ~�� 8�S ��|"# %��+�+  � �� ��+��I

�	�& /�z s	�%+ .W4*�� y0�� /�� ;��Z � �� ��!# 

��3��� %�����$*��B�	 R�� 1%P	� �H�� 1B.  

�3��3�� ����D  

 ~�P%B�RNA  

3� 1��*� ���� V� ~�P%B� ��+������ 
��RNA � ���& ����� 

��� 1J��� /�� � 
��*� ��%I��� B ��g�'�	 1B �D��* � p

 
��[%� ���M U�+a ~�P%B�� �� y2%P� p��4� EB�� ��� ���45

�-� R�	�+�� 1$.  

y3� ��� :+��& �����	� ��B�� 
�+�) �������� � ����i3���� (

�* ��� =����� U�>+� 
� . ��%��!"" &� /F�� U& �2���  �����

�� �I p	�� �a�%�+ �� .k"" ���96 F�� �� %�3���� ��&

����?	� �	��+��& V��� V�B����B ��H�� ���Z 
�+��B# �7�� �

 R	�B 
�%�B!# ��2�  8�+��� �%M��� �� ��H��K" ��2�  �� �H��

L rpH �& 1F�n� ��� �I /F�� 1�	� . CbBK""  %�3����

 
�� 1� ���� ���%:� � �� 1F�n� e���� 8�4FK# R� 1�+�z ���

�� . CbBk""  �� V�3� V��D �?	� UF�2� %�3���� /�$+K:|] 

�& 1F�n�	 
�� 1� � �K# �� 1�+�z�  ,�2P� C���� ��i%B�

�	�& . �� CbBg KA!!"  
�� 1�K"  1��� ���Z �� 1-�0�

�%+�B[	%+�B ��&��� a� .[	%+�B V�6 �� �G��5+�� �a�� 1� �

8�4F �� ���$� R>c � ��� V-%4� �	�� ����r  �D 1� UF2�

�& 1F�n�	 �� � �gKA!!" �� 1� 
K"  1��� ���Z �� 1-�0�

�%+�B[	%+�B ��&��& a�	� .5+��� ��� V-%4� �	�� ���� 1� �

UF�2� ������ �r  V�3� V��D�?	�|]:K  V�6 � ��� 1F�n�

[	%+�B��& U�>+� �2�0 Vc�� �4+��� a�	� .5+��� ���� 1� �

� ��� V-%4� �	�� 3 �	2� ��� R>c ��� ,�2P� �H�� 1B R�%

 � ������ ��� !"r  /5� �� W�  
�� 1� ��& �%+�B 1���

����i+ /6�B� �&	�.  �� CbBg KA!!"  
�� 1�A"  �� 1-�0�

�%+�B 1��� ���Z[	%+�B ��&� ��H�� 1B �	�2� R�%�3 �� � ��� a�

 8�2:� ��� � ��� ���� �5%$� ��� ��K"" �� '-� OD %�3��

 � V	%B�!""  R�B�%M 
�%B� %�3����A/" �& 1F�n� �H��	�. 
                                                           

4 ELISA reader 

 ��%+� ��RNA  ��#/!  �� � �� ���� O�B� V+�M�M�?	� R>c

!"r %+�B 1������ ��i� ����i+ /6�B /5� �� W�� �&	�. 

RNA ��g KA!!"  
�� 1�A" �%+�B 1��� ���Z �� 1-�0� ��&

[	%+�B��� a� .8�+��� �� ���D /B� 1� O�B�L" �7��  �5%$�

�& �5I CbB �	�.  �� ���i+D#"  V	%B� '-� OD %�3����

�� Vc.  

O ��� :M ��� Q�S����45�  ������� � f���)K]]^ (�* ��� 

=���+ �
��&� /F�� �� U& R� �� 
�� �� ��� �I ����	 �� p

F��� � V���	 C#" ��2�  �� �H��pH  R�� /5� � �� ���c

 �7��SDS + �� �7�� R!r l��* 8�+����%M�*� "�� ,�2P� .

%+�B	[� �� a�g L!"" ��� !" 0��5+�� � 1%F& 
��7 1-� �%

� 1���� O�	�� �& V-%4�	� .8�4F F�� EB�� ~�P%B� CbBr

 U��F2*) /�$+ 1�	 1� ;	; (%+�B � ��� U�>+�	[� �� a�g 

KK!"" ��� K" 0��/F& 
��7 1- .5+��� �� ��� R>c �� �

�� � ��� ,�2P� Q2'� 8�+���� ��� �� /6�B /5� �� W�� 

!"r ����i+� �� .%+�B ��D �� CM	[� �� a� gK"!"" ��� K# 

0�� O�B� � 1%F& U�>+� 1-RNA  �� ,�2P�DNA  CM V7�c

 8�+��� �� �5%$� ��L"  �� �7��#" ��3���'-� ����� OD %� 

%B�	�& Vc V	�.  

~ ��� :M ��� N�B� �����45� ������� � ����H�?h+�B 

)K]]^ (B�%M 
�[$F F�� �� ���[%B� ���/F& U�>+� R .�	 �� F�� �

 ��� /m2`"K/" � #/"  � �H��pH �� /5� �� /[� ���� 1

�&	� . ���-�!/" &� /F�� U&� l��* p	�� 
�� �� " � ��� ���M

 �� 127�Fl�K"" ��3��� %!r �� ,�2P� 8�+����%M��� .	 ;

��2�3����96 F�� �� % ���� �� � ��� 1F�n� �D 1� ��&k" 

%+�B 1���� 
�� 1� ��iK#  ���� ��0 U& OD U��c �� 1-�0�

�� .O������� �� �� gL!""  
�� 1�K#  a��[	%+�B 1-�0�

�+�� .5+����& V-%4� �	�� O������� 1� �	 ���$� R>c � �

UF�2� ��r �� 1F�n� �D 1� V�3� V��D�?	� .O��������� ��  

gL!""  
�� 1�K# 5+�� � ��� a��[	%+�B 1-�0�� 1� �

�& V-%4� �	�� O�������	� . 12c� ��>� ���� �� CM

UF�2� �� ~�P%B�r �� ���� ����� V�3� V��D�?	� .5+��� 1� �

 �D R>c U�B �� ��?�� 1� � ��� V-%4� �	�� O�������
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�����/���� ����  

 

�& 1F�n� �B V+�M�M�?	�	� ./5� �� W� �� CM  /6�B

����i+� ��� ��� !"r %+�B 1���� �� ��� V��5� O�B� ��i

 8�+���L" �& �5%$� �7��	��� �5I �� �� ���� ����� � � .

 O�B�RNA �� V7�cK"" ��3���'-� ����� OD %� ��� 

%B�	�& Vc V	�.  

 /��* � /�[�* �B��RNA ��� ~�P%B�  

 /��* � /�[�* �B�� /��RNA 1+��+ ���� ~�P%B���� 

RNA  � EB�� ��� ~�P%B�	��� �� ; 1+�&��� ��S 1� ��

%��%F�%�bB� ��� �� ���[%B� ��� )~�� 8�S ����� !k" 

�!^" %��+�+ ( ���&D 8a �� ���F�%�3� �	��� �7�� ;	��� 

�&	�+�.  

 ����DRT-PCR  

B��� 3��3��� 1+��+��� ��D p���  1-'4� �� ���)!""1+��+ (

4h�� ��1+��+ ���� )1+��+ W� (��� ?*� 1+�P2& �� ��� 1

-:�� 
��*� 
�-)$��� (&��3D 1*� � 1� ��+D	 ����$M N�

����D �� 
��*���� ��a�3�	1+�P2& ;�� B� 
��z� 1�� ��� ��

)��S�9P� 
������ �� ��(� ��&��`D EB��� 7�9%I�� 

�	 ����$M N��3��� N�B� � 1* 
��*� ��� /��[c ���

13�?	� �4�g��M W��M ��44* �* �a �� �%�$0 y2%P� ���

�	 �+��� ��� �c�S 
��*� ����$M N�) �������� � f���

K]]^ (<M U�>+�	 /F) 8���K .(N�	� U�+a 1� �	�>+D �� ���

 e�+ �� ���<�RNA ����%�� ����� RNA  1P$+ ��� �� ��

���� N��G� �)RT ( 1�DNA ���	 W4*�� CbB � ����+ V

PCR  ��	��+ R>c 1� ,�2P� ;�	 !# ��3��� F�� V��� %

PCR )1X( �MgCl2 #/! ��2�  ��H��dNTP !"" �� ��H�� ��

k" M� � &��`D � �� 8�� ��	� �� �c�� ;�3���?+D �� %	 R

Pfu DNA Polymerase   �k"  �� U&�+�+cDNA  �� ��� ?%4B

 12c�RT ��� 1IZ �� Q��'��	  � f��� EB�� ��� 1J���

 �������)K]]^ (�* ��� =��� ) 8���! (��i%B� �� ���[%B� �� 

�B���	+�b�* ���3D /I�B 2�� �����	 �� U�>+� . ���� �� ��

[4�� � V�������� �0�F O�DNA � ������ &��`D �0�F O�

��� /��	��� �%+ /:7	 s�� ���[%B�  

 
H�9:� ���	���PCR  

 8�9:� �� %�3���� W�cDNA  ��� �� ��� ?%4BRT-PCR 

 �� ,�2P� �� CM	 ���&D 8a �� ���<&��� F�� %�3���� ; ;	

�7��  F�� ��TAE  a�%3� �� �k"  �B� /6�B �	 
�� 1� �

�[� ���F�%�3� 1-�0���� ; .B�� /��� ��+ 8�9:��	 PCR �

 �� %�3���� W�cDNA  12c� �� ��� 1%I�BPCR  �� CM

 �� ��� ,�2P�	 ���&D 8a �� ���<&��� F�� %�3���� ;^/K 

�7��  F�� ��TBE  a�%3� ��k#  
�� 1�|#  ���F�%�3� 1-�0�

�[���	�& ; . 
�� 1� 8a ����F�%�3� U�>+� �� CMK#  �� 1-�0�

 �	���� R	���� 8�2:�)#/" ��2� &3 � U�% (�� ������0 . CM

C�6 � ���+�� ����5� �OD �� 8a ��5%$� �� �� 8a �� �����

 ����4���3 C+�� ��i%B�)��4� �* ��5* /I�B� ( 
��7

/F& .1+��+ ��4* ����� 27�� i+�5+ �� �
 GeneRuller 

3000bp ladder plus )���3D ��5* /I�B ( ��� � ��� ���[%B�

3��3��� -�	�� ��� 1G'0��� ��� 	��D /B� 1� 
��7 � .

����i+� �����  ��� 
H�9:�RT  �PCR ��� ��� !"r 

%+�B 1��������i+ 
��7 �� � ��&� +H�S� ��� �� 
��� 

^"r /F& 
��7 1���.  
                                                           

5
 BIORAD 

6 DNA Ladder Marker 

  

 8���Kr &��`D �3��� � U�+ ���[%B� ���� ��� )�� ��� 1��� ���3D ���i�B /*� ( ��� ��PCR  

&��`D U�+  x���  
CPV1 5' GCTTCCTGGAAAAGCTGATG 3' 
CPV2 5' TCTGTTTTTGTCAACACACTCC 3'  
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���� ����	/ 
�����/
�����/���� ����  ��  

 

             8���!r  �	��� V��BPCR  

����c 1IZ  1IZ ���G�  1IZ ����  ���� 
��  

3�� /�B���1  	1IZ ;  ]|  1-�0� 1B  

/�B��    ]|  B� 1�+�z  

8�9��  A# 1IZ  #"  B� 1�+�z  

E$�    L!  	1-�0� ;  

�	��+ E$�  	1IZ ;  L!  1-�0� s4M  
  

 

  

 ;	a�3�B �B�� s	�%+  

�%+	B�� s� �	a�3�B� ��� ��D p�� 1+��+�  
�`�� �� ���

�� 1+��+ W� � ��&& ��%B���-:� ?*� �� ��� 1� 
�-

 
��*�)$��� (��%+ 1+�ih�%��� 1>� *�c� &��3D ��� �	 �

1+��+� 1� ��	M �� 
��*� ����$M N�� /���+ .3�c ���  1*

 /��� ���� 1+��+ �� )���&� �� ��� 1	� �/$%	3�%�� ( W4*��

=� � /�����3� �� ����5� �+� � [4� ���� 1+��+ ��� ��d -

=� 1+�&��i+� � �5+ ����5�.  

�3��3�� �B�� s	�%+  

 B��� 3��3��� ��� ��D p�� 1+��+�  ��%B�� 
�`�� �� ���

�� 1+��+ ���Z � ��&&�-:� ?*� �� ��� 1� 
��*� 
�-)$��� (

� ����D �� 1*�a�3�	�� &��3D� � 1� ��+D	 
��*� ����$M N�

B� 
��z� 1�� ��� 1� ��� ��RT-PCR ��&��`D �� ���[%B� �� �� 

7�9%I�� �	&��3D �����$M N�� �� ��D p�� 1+��+�  ���

�� 1+��+ ���Z � ��&& ��%B�� 
�`�� ��� ?*� �� ��� 1

-:�� ��� ��5+ �� 
��*� 
�-) V��� .(�	�%+ �	 ��4�� ��5+ s

� ��oc	� ��&& ��%B�� 
�`�� �� 
��*� ����$M N��-

���� .%+ 8�9c U�6�a�3�B ����D �� /��� 1>	�� B� �� �� ���[%

%+D�1+�$�� ;� UB�� -:� ���2�0 
�-� --:�� 1$B�� �

-:�� $��� 
��*� 
�-)��S�9P� 
������ �� �� (+� ?

���* U�6 ��4�� ��5+ 1* ��� ���D /B���	 %+D�  ;� UB

1+�$���� ���>�� �� ��	��� �	13�?��� ���� �	 ����$M N�

� �� 
��*�	� �������. B��&� � � �������)K]]| ( N���+ �

%B�*� �+��� � �2)K]]# (M ��� B������ �� ��I	 1* �4%F�

I�� �	13�?��� �	 W��M ����+� �� 
��*� ����$M N�

g��M�4� �4���[%� .%+D �� ���[%B��������� 1+�$�� ;��� 26� 1

g��M W��M�4� 1+��+ �����	 �D ��	+�bB� ���4�3 ���� O�4� � �

�	3�%���B ������ �	��� �[� ��� �* ;) �������� � D�2��

!""" �������� � *�%B�� �!"""3D �� �������� � ���!""K  �

����� ��������� �!""! .($+��&� � �� �)K]^" (M� �+�* ���45

��� 1*	� ?	13�?� 1� ���+�?� )6���� (� �� ��+D �� 1*� �� ���?

�-%+� /3��B �� � /B� N%B�+��� 8��� & 1� ��+D� ���� ����

���D	i%$� W� ���� .a�3�B 
��[�	�� �	13�?���  y2%P�

�	� 
��*� ����$M N����+ �+���� H�� �+ ���  �� W��

�	N���� �����  U�+aRNA  ����)����� �������� � �!""# .(

2* ��'�� �	N���� &���� ����� H�� ���G%B��	 ��� =��� 
�

%+a��� � ��4%$�	 �RdRp� 7�9I �0�F ��+D�:9� /��'I �� 

3� �/B� ��+��I�� ��	2���� V���6 i� +a 8���� �4+��� 

)*��+��� ���+ ���� %+a 
�G'0��� (�S O�P%+� ��G�  ��%I�B

G���%� �	N�� ���� 1� �� ���-:� �� 1* ���D� ��G%� 
�-

 /B� ��� ����5�)����� �������� � �!""# � �������� � D�2��

!"""  �������� � �B�&�� �K]]K .( ������� � 8�$+�*�3

)!""! (B�� ��� 16�?� RJl6�� ����D U�>+� ���� 

���D	��i5� ��� /��	��� � ,����� � ��5%+�	 ����$M N�

��� �� ���[%B� �� 
��*���� N��3��1&��� � �?��B� 3��3��� �

S������ ��� ���� �	 N�7�9%I� RJl6 ����5� � ����$M� 

�0 �� ����$M�� W-+ �14� ��� 1%B�M 1%B�M V�P� ���  ;4�M

S�2� q� W-+ �q�� ��� M �q� ;4�M�h�&�� q� � ��

                                                           

7
 RNA-dependent RNA polymerase 

�� � �����  
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�5I�&�� 1I��B�+��+ ����5� �� .7�9%I� W4*��� ;� -

1+�$����  ��4� 8��0 ��	� ;	���:� X6�� ��I 13�?	 ����� /

� �� ���[%B�	+ �%+D e�� ����/B� ��� �� .M� �� 
��[����%��� 

g��M �� n�c�5��M �� �	13�?���  
��[%�CPsV �� ���[%B� �

%+D ,�2P�� ������� 1+�$�� ;��� ��?3� ��� /B� ��* . ��

�B� �	J���* U�6 i� H��� %+D� ������� �4Z1+�$���� ��� 

�	13�?��� � y2%P�	 
��*� ����$M N����:� X6��	 /

� �� ���[%B�	%+D ������ +� ���+ � /B� ��� ���� 1� ���%+D 1� ���� 

�	�� 13�?� ���� �	��+ �� 
��*� ����$M N�	��/B� ��* � .

� RJl6 
��[�	13�?��� � ����$M� e�+ �� 
��[� /26 1� �+���

�����?g��M W��M ����+� ����4�  �	26 ��+D W4*�� ��%+D 1� ����-

��� 1+�$�� ;��� %+a 
��[� 1* �������� B��G� �� ��� 

�	M 
��*� ����$M N��� ���45� �4*)����� �������� � �

!""#.( ����D U�>+���� a�3�B	�� ��� P5��� \	13�?��� 

 y2%P��	
��*� ����$M N� +��� 1� ���%+D 1�UB��� 

���� y2%P� .\3�I��B� � ��� /PB	B�� ��� ���%+D 1� -


��[� � UB��� �	13�?��� -F�� �y2%P��a�3�B ��� /	�� 

���:� �� ��	3�c �� �/B� ��* ���� /�  ��� �� 1*RT-

PCR  ��44* �* �a �� ���[%B� ��g��M�5��M �� P5��-F�� \� 

� �� ��	13�?���  y2%P��	
��*� ����$M N�  ��� X6��

 /B�) �������� � f���K]]^.(  

U�+a ~�P%B� y2%P� ��� ��� �B�� s	�%+  

�%+	%��%F�%�bB� � ���F�%�3� �� V7�c s� U�+a���  ~�P%B�
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