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  دهيچك

كه  به منظور رديابي و تعيين پراكنش ويروس ل88 و 87در طي فصول بهار تا پاييز  سال هاي 
 نمونه برگي علايم دار و بدون علايم به 343 تعداد (PNRSV)حلقوي نكروتيك درختان ميوه 

طور تصادفي از درختان ميوه هسته دار موجود در برخي باغات شهرستان هاي جهرم، 
جهت رديابي . مينودشت و كلاله به ترتيب از استان هاي فارس و گلستان جمع آوري شد

 با استفاده از آنتي  (DIBA) و(TAS-ELISA)توسط آزمون هاي نمونه ها  (PNRSV)ويروس 
بررسي مورد  (Agdia, U.S.A)سرم هاي چند همسانه اي و تك همسانه اي اختصاصي شركت 

در باغات مورد بررسي % 5/15نتايج نشان داد ويروس مذكور در مجموع به ميزان . قرار گرفتند
غات مورد نمونه برداري در شهرستان جهرم از ميزان اين پراكندگي در با. پراكنده شده است

و در هر كدام از شهرستان هاي كلاله و مينودشت از استان گلستان % 4/16استان فارس 
مايه زني مكانيكي برخي جدايه هاي رديابي شده ويروس بر روي گياهان علفي . بود% 6/13

روس گزارش شده بود  ويPV-32انجام پذيرفت و نتايج با آنچه كه در گذشته براي نژاد 
 و جفت آغازگرهاي اختصاصي جهت RT-PCRبا استفاده از آزمون مولكولي . مطابقت داشت

، نمونه ها مورد  PV-96 و PV-32تكثير ژن پروتئين حركتي نژادهاي موجود در گروه هاي 
ط مربو bp283 براي نمونه هاي آلوده قطعات ژنتيكي مورد انتظار به طول . بررسي قرار گرفتند

-PV نتايج اين بررسي نشان داد اين جدايه ها با جدايه هاي گروه . تكثير شد PV-32به گروه 

 .  از نظر ويژگي هاي مولكولي مشابه مي باشند32

  
  ، تعيين (TAS-ELISA) سه تائي آنتي بادي چشناسايي مولكولي، ساندوي :واژه هاي كليدي

  پراكنش                             
  

  مقدمه 
ويروس لكه حلقوي نكروتيك درختان ميوه هسته دار 

Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV)  متعلق به
.  مي باشدBromoviridaeانواده ـ و خIlarvirusجنس 

اي تك رشته اي -ان-اين ويروس داراي ژنوم از نوع آر
اين ويروس . (Fulton, 1970)مثبت سه بخشي مي باشد 

 زاي محدود كننده محصول در از جمله عوامل بيماري
 PNRSV . ميوه كاري هاي جهان محسوب مي شود

موجب كاهش كمي و كيفي ميوه ها شده و خسارت 

هنگفتي را همه ساله به ميوه كاري هاي سراسر جهان 
  . وارد مي سازد

در باغات گزارش  % 50در بعضي مواقع خسارت تا ميزان 
به راحتي از ويروس  ).Vaskova et al., 2000(شده است 

طريق پيوند و اندام هاي تكثيري آلوده، دانه گرده و بذر 
منتقل مي شود و از اينرو مي شود آن را هر جا كه 
درختان هسته دار كاشته مي شوند رديابي نمود 

(Moury et al., 2000) . اولين بار اين ويروس از آمريكا
 از درختان هلو گزارش شده است 1941در سال



 1392، 1، شماره 44دوره ايران پزشكي  دانش گياهمجله             130

)Cochran & Hutchins, 1941( و تا كنون نژادهاي 
از بيشتر گونه هاي هسته دار  PNRSVمتعددي از 

زراعي در نقاط مختلف جهان بدست آمده است 
(Aparicio & Palla, 2002).  

 بيماريزايي، در ي تفاوتادر اين ويروس نژادها بر مبن 

 توالي در تغيير و بيولوژيكي، سرولوژيكي خصوصيات

 مي تفكيك يكديگر از ين پوششيپروتئ نوكلئوتيدهاي

 PNRSVبرخي جدايه هاي . (Salem et al., 2004) شوند
لكه هاي بافت مرده در برگ ها ايجاد نموده و موجب 

اين نشانه در اولين سال . غربالي شدن برگها مي شوند
وقوع آلودگي سيستميك در برگ هاي جوان ايجاد مي 

ي بعد اين شود ولي بر روي برگ ها و ميوه هاي سال ها
برخي جدايه ها نيز . نشانه ها بسيار كم بروز مي نمايد

 در ارقام آلو و يموجب ايجاد نقوش خطي و موزاييك
در بيشتر گونه هاي هسته دار بروز نشانه . بادام مي شوند

 ,.Moury et al)ها به رقم و جدايه ويروس بستگي دارد 

گي با توجه به رقم درختان آلوده امكان آلود.  (2000
 Uyemoto)ويروسي در ميزبان بدون علايم وجود دارد 

& Scott, 1992) . شكل پيكره ويروس ايزومتريك تا
در .  نانومتر مي باشد27 تا 23باسيل گونه كوتاه با قطر 

بسياري از جدايه هاي اين ويروس پيكره هاي ويروس در 
اين . (Brunt et al., 1996) اندازه يافت مي شوند 3

اره بافت نسبتĤ ناپايدار است ولي مي توان ويروس در عص
با افزودن ضد اكسيدان ها به بافري كه گياه نمونه در آن 

 Cucumisخرد شده است ويروس را از برگ هاي خيار 

sativus)( يا برگ هاي سلمك )Chenopodium 

quinoa ( خالص سازي نمود(Fulton, 1957) . غلظت
ي باشد و از ويروس بسيار تحت تاثير شرايط محيطي م

اينرو با تغيير فصل غلظت ويروس نيز در درختان ميزبان 
تغيير مي يابد و پراكندگي ويروس در درون ميزبان 

اين امر موجب . (Scott et al., 1989)يكنواخت نيست 
مي شود تا رديابي و تشخيص ويروس در درختان ميوه 
امري دشوار باشد، بويژه آنكه در فصل زمستان رديابي 

س با استفاده از روش هاي تشخيص سرولوژيك ويرو
مانند الايزا از درختان چوبي تقريبا امكان پذير نيست 

(Spiegel et al., 1996) . دلايل فوق موجب شده است
 همواره از عوامل ويروسي مهم در PNRSVتا ويروس

بخش قرنطينه بيماري هاي درختان ميوه هسته دار 

 براي اولين بار PNRSV در ايران ويروس . محسوب شود
 گزارش 2004از استان اردبيل و دشت مغان در سال 

سپس اين ويروس ). Moini & Izadpanah, 2000(شد 
 Arabis mosaicبه همراه ويروس موزاييك آرابيس 

virus (ArMV) توسط رخشنده رو و 2006 در سال 
همكاران از رزهاي زينتي از ايران گزارش شد 

(Rakhshandehroo et al., 2004) . رديابي و تعيين
پراكنش عوامل ويروسي در ميزبان هاي مختلف باعث   
مي شود تا بتوان استراتژي مناسبي را جهت كنترل 
عوامل ويروسي انتخاب نمود و اين امر باعث موفقيت 

در اين بررسي . انجام برنامه هاي كنترلي خواهد شد
كوشش شد تا با استفاده از روش هاي مولكولي و 

 در PNRSVوژيكي موجود نسبت به رديابي ويروسسرول
درختان ميوه موجود در شهرستان جهرم در استان 
فارس و شهرستان هاي كلاله و مينو دشت در استان 
گلستان اقدام نموده و ميزان پراكندگي ويروس در 

  .مناطق مورد بررسي تعيين گردد
  

  ها مواد و روش
 نمونه برداري

 1388 و 1387سال هاي  در طي فصول بهار تا پاييز 
 نمونه برگي از  درختان ميوه هسته دار 343تعداد 
 Prunus(، آلبالو ).Prunus domestica L(آلو : شامل

cerasus L.( زردآلو ،)Prunus armenaica L.( هلو ،
)Prunus persica L. ( و بادام)Prunus amygdalus L. (

 جهرم در ستانموجود در باغات مناطق مختلف شهر
هاي كلاله و مينودشت در ستان ستان فارس و شهرا

 24در مجموع تعداد . استان گلستان جمع آوري گرديد
با )  باغ در كلاله و مينودشت8 باغ در جهرم و 16(باغ 

 كيلومتر يك باغ مورد نمونه برداري 10 تا 8فاصله هر 
 نمونه از درختان 238قرار گرفت و  بر اين اساس تعداد 

 نمونه 105و شهرستان جهرم موجود در ميوه هسته دار 
شهرستان هاي كلاله و مينودشت از باغات موجود در 
نمونه برداري به طور تصادفي از . جمع آوري گرديد

نمونه هاي برگي بدون علايم و يا داراي علايم مشكوك 
به آلودگي شامل غربالي، موزاييك، بد شكلي، لكه 

 به صورت حلقوي نكروتيك برگ و كلروز بين رگبرگي
 متر انجام 10تصادفي و با حركت در قطر باغ با فاصله هر
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فاصله بين باغات مورد نمونه برداري با توجه به . شد
  .سطح زير كشت در هر منطقه تعيين گرديد

 آزمون ساندويچ سه تائي الايزا 

TAS-(ELISA). موري و  اين آزمون مطابق روش
 ,.Moury et al)  انجام پذيرفت2001همكاران در سال 

پس از پوشش دار نمودن بشقابك الايزا با آنتي . (2001
، 200/1 با غلظت (Agdia, U.S.A)بادي چندهمسانه اي 

 انكوبه C37° ساعت در دماي 3بشقابك ها براي مدت 
پس از شستشوي بشقابك ها، چاهك ها با محلول . شدند

در بافر فسفات % 5شير خشك بدون چربي كه به ميزان 
 ساعت در 3  حل شده بود براي مدت pH 7.4پتاسيم 

سپس عصاره بافت برگ نمونه . دماي اتاق انكوبه شدند
هاي گياهي درون چاهك ها ريخته شد و براي يك شب 

سپس .  در يخچال نگاهداري شدندC4°در دماي 
بشقابك ها توسط آنتي بادي تك همسانه اي توليد شده 

ه و براي بر عليه پروتئين پوششي ويروس پوشش دار شد
 پس از . انكوبه شدندC37° ساعت در دماي 2براي مدت 

 به رقت (GAR1)انكوباسيون بشقابك ها با آنتي بادي 
 زانيم، C37° ساعت در دماي 2 براي مدت 5000/1
 ليتروفنيپاران ماده داراي سوبسترا بافر ازميكروليتر  100

 و ختهير ها چاهك درون )Sanofi, French( فسفات
 هر ودور از تابش نور نگهداري شدند   هاكبشقاب سپس

 حضور وي يزا رنگ واكنشبروز  جهت بار كي ساعت مين
 (ELX 800-Biotek)اليزا خوان مدل  دستگاه با زرد رنگ
. گرفتند قراري بررس مورد نانومتر 405 موج طول در

 برابر 3نمونه هايي كه مقدار عددي جذب آن ها از 
حد (به شاهد سالم ميانگين جذب چاهك هاي مربوط 

بيشتر بود به عنوان نمونه هاي مثبت در نظر ) آلودگي
به دليل توزيع غير يكنواخت ويروس در  .گرفته شدند

بافت هاي درختات در زمان هاي مختلف از سال، در اين 
تحقيق تلاش شد تا نمونه برداري ها در فصل زمستان 

ن انجام نشود و همچنين نمونه برداري از برگ هاي جوا
در زمان انجام آزمون فقط . تر در هر شاخه انجام شود

عصاره بخشي از پهنك كه نزديك به دمبرگ بود گرفته 
 قسمت از منطقه 4 تا 3براي نمونه برداري از . شد

باندازه ) نزديك به دمبرگ(مشخص شده از سطح برگ 

                                                                                  
1. (Sigma Aldrich, Germany) - Goat anti-rabbit antibody 

عصاره گيري در هاون استريل .  گرم بافت گرفته شد3/0
 گرم 1سي سي بافر عصاره گيري و  3 (1 به 3به نسبت 

  .انجام شد) بافت
   Dot-immunobinding assayآزمون

 براي تكرار رديابي DIBAاز آزمون سرولوژيك 
-TASسرولوژيكي انجام پذيرفته توسط روش آزمون 

ELISA نمونه گياهي آلوده به 25 براي تعداد PNRSV 
د براي اين منظور نمونه هايي كه ميزان عد. استفاده شد

جذبي آن ها در آزمون الايزا برابر حد آلودگي بود و براي 
تائيد نتيجه نياز به تكرار آزمون داشتند توسط آزمون 

DIBA مطابق روش اجرا شده توسط (Banttari & 

Goodwin, 1985)براي .  مورد ارزيابي مجدد قرار گرفتند
اين آزمون  از آنتي بادي هاي چند همسانه اي و تك 

با  (Agdia, U.S.A. Inc)هيه شده از شركت همسانه اي ت
 با رقت (GAR) و همچنين آنتي بادي 200/1رقت 

براي واكنش رنگزائي از مواد .  استفاده شد10000/1
حضور لكه .  استفاده شدBCIP و NBTشيميايي رنگ زا 

هاي ارغواني رنگ در سطح غشاء برابر نمونه آلوده به 
دقيقه  30 ها تا ويروس در نظر گرفته شد و حضور لكه

پس از اضافه نمودن سوبسترا در دماي اتاق مورد بررسي 
در اين آزمون عصاره هاي گياه هاي آلوده به . قرار گرفت

اره ــد و از عصـدنــويروس بر روي غشاء لكه گذاري ش
هاي سالم و آلوده به عنوان شاهدهاي منفي و مثبت  گياه

يروس در بررسي خصوصيات بيولوژيكي و.  استفاده شد
 نمونه از نمونه هايي كه 9گلخانه  براي اين منظور تعداد 

براي آلودگي ويروسي مثبت تشخيص داده شدند و 
داراي علايم متفاوتي بودند به صورت مكانيكي با استفاده 

 K2HPO4(، 1/0 و KH2PO4(از بافر فسفات پتاسيم 
مركاپتواتانول  -2   از ماده15/0 %داراي 1/7pHمولار  با 

ه يمادر گلخانه اهان محك يگصورت مكانيكي بر روي ه ب
 علفي متعلق به خانواده هاي آزمون گياهان .ندزني شد

(Chenopodiaceae, Cucurbitaceae, Leguminosae, 

Solanaceae)  2 براي بررسي هاي گلخانه اي در مرحله 
هر ). 4جدول ( برگي مورد مايه زني قرار گرفتند 4تا 

شي با يك بار تكرار براي هر جدايه گونه از گياه سنج
 گلدان با هر جدايه مايه 2در هر تكرار . مايه زني گرديد

 روز پس از مايه زني با ويروس 10علايم . زني شد
به منظور اطمينان از آلوده بودن . يادداشت برداري شدند
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گياهان علفي مايه زني شده، آزمون الايزا بر روي آنها 
 راي گياهاني كه علايم مشخصيب همچنين .پذيرفت انجام

 (Back inoculation)برگشتي  زني ندادند مايه را نشان
  .انجام پذيرفت

  RT-PCR رديابي مولكولي ويروس با استفاده از آزمون
 براي تشخيص دقيق ويروس در نمونه هاي مختلف 

  RT-PCRمربوط به درختان ميوه هسته دار از آزمون
ي كه توسط آزمون هاي  نمونه از گياهان20براي تعداد 

براي . سرولوژيك مثبت شناخته شده بودند استفاده شد
اين منظور گياهان آلوده جهت ايجاد غلظت مناسب به 
صورت مكانيكي بر روي گياه خيار در شرايط گلخانه 

 total-RNAده روز پس از مايه زني، . مايه زني شدند
 ليتيم بافت برگ هاي جوان خيار با استفاده از بافر كلريد

LiCl مطابق روش (Channuntapipat  et al., 2001) 
 با (cDNA)  مكملDNAفرايند سنتز . استخراج شد

 و (M-MuLV)استفاده از آنزيم نسخه بردار معكوس 
 ,Fermentas)مطابق دستورالعمل كيت تجارتي شركت 

Germany) و با استفاده از آغازگر برگشتي (Reverse 

Primer)ن پروتئين حركتي  اختصاصي براي ژ(mp-

ArMV)ولي ــش مولكــواكن. تــ انجام پذيرفPCRا ــ ب  
 ساخته شده و در حضور cDNA از µL2استفاده از 

در اين . انجام پذيرفت) 1جدول (آغازگرهاي اختصاصي 
آزمون براي تشخيص ويژگي هاي مولكولي ويروس از 

 و دو عدد آغازگر (VP-90)تنها يك آغازگر برگشتي 
نمونه هايي كه با .  استفاده شد(VP-91,VP-92)رفتي 

 واكنش نشان دادند VP-91 و VP-90جفت آغازگرهاي 
 و نمونه هايي كه با جفت PV-96به جدايه هاي 

 واكنش نشان دادند به VP-92 و VP-90آغازگرهاي 
 تعلق داشته و هر دو جدايه متعلق به PV-32جدايه 

 ,Aparicio and Palla)نژادهاي اروپايي ويروس بودند 

 براي بررسي PCRمحصولات حاصل از تكثير . (2002
 25با شدت جريان % 5/1انداره و كيفيت بر روي آگاروز 

واكنش .   دقيقه تفكيك شدند45ميلي آمپر به مدت 
 ميكروليتر و 25در حجم ) PCR(اي پليمراز زنجيره

مولار  ميلي5/1 پيكومول از هر آغازگر، 10غلظت نهايي
 ميكروليتر بافر واكنش MgCl2( ،5/2(يزيم كلريد من

X10) 500 mM KCl, Tris-HCl) 2/0، )4/8ي اسيديته 
، )dNTPs(فسفات مولار دزوكسي نوكلئوتيد تريميلي

 Taq(مراز  واحد آنزيم پلي3 و cDNA ميكروليتر از 5/2

Polymerase() در دستگاه ترموسايكلر  ) سيناژن، ايران
)Ependorf,AG, Germany(سازي واسرشته.  انجام شد

ي سلسيوس به مدت دو دقيقه  درجه94اوليه در دماي 
سازي  چرخه شامل واسرشته35سپس . صورت گرفت

cDNA 60ي سلسيوس، به مدت  درجه94 در دماي 
- درجه57ي الگو در دمايثانيه؛ اتصال آغازگرها به رشته

ي جديد  ثانيه ؛ گسترش رشته45ي سلسيوس، به مدت 
 ثانيه انجام 90ي سلسيوس به مدت  درجه72اي در دم

ي  درجه72شده و در پايان گسترش نهايي در دماي 
  . دقيقه انجام شد10سلسيوس به مدت 

  
  PNRSVر پروتئين حركتي ويروس يتكثجهت ويژگي هاي آغازگرهاي مورد استفاده   -1جدول 

زه باند مورد اندا  دماي ذوب آغازگر  توالي نوكلئوتيدي آغازگر  نام آغازگر
  استفاده رفرانس مورد  نظر

VP-90 5'-ATCAAGCTTATTGCAAATTCGGCAAAC-3' °C 6/71  
VP-91 5'-TCAGGATCCGTTTTTACAATCGAAATC-3' °C 6/71  

bp  283  

VP-92 5'-TCAGGATCCGTTTTTACCAAAATGAAATC-3' °C 6/72  bp  284  
(Aparicio & Palla, 2002)  

  
   ج و بحثينتا

   PNRSVعيين پراكنش ويروس رديابي و ت
پس از مطابقت نتايج آزمون الايزا با علايم جمع آوري 

 مشخص شد علايمي همچون لكه هاي حلقوي شده
نكروتيك در سطح پهنك برگ، ايجاد حالت غربالي و 
سوراخ شدن برگ ها و نيز بدشكلي برگ ها در درختان 
ميوه هسته دار مختلف مرتبط با آلودگي ويروس 

PNRSVنتايج حاصل از تعيين  ).1شكل ( باشد  مي
 در طي سال PNRSVپراكندگي نشان داد كه ويروس 

در باغات % 5/15 در مجموع به ميزان 88 و 87هاي 
پراكنده مناطق مورد بررسي درختان ميوه هسته دار 

تحقيق هاي متفاوت در گذشته  ).2جدول (شده است 
 از نشان داده است كه اين ويروس در كشورهاي مختلف

به عنوان . متفاوتي برخوردار مي باشد درصدهاي آلودگي
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در كل باغات % 60مثال در كشور ايتاليا به ميزان 
درختان ميوه هسته دار پراكنده شده ولي در كشور 
تركيه ميزان درصد كل آلودگي باغات ميوه هسته دار به 

 ,Ulubas & Ertunc) بوده است% 6اين ويروس حدود 

2004; Matic et al., 2008)   

  

 

علايم  A). در درختان ميوه هسته دار مختلف (PNRSV) علايم بيماري حاصل از ويروس لكه حلقوي درختان ميوه هسته دار - 1شكل
، علايم غربالي و كلروز برگ در برگ آلبالو C) ،علايم بد شكلي، غربالي و سوراخ شدن برگ در زردآلو B) ،لكه حلقوي نكروتيك در بادام

(D لايم لكه هاي حلقوي نكروتيك و كلروز بين رگبرگ در هلوع .  
  

همچنين در اين بررسي مشخص شد درختان ميوه 
هسته دار مختلف باغات جهرم در استان فارس با ميزان 

آلودگي نسبت به باغات مينودشت و كلاله در % 4/16
، بيشتر به اين ويروس آلوده % 6/13استان گلستان با 

در گذشته مشخص شده بود كه ). 2جدول (بودند 
 داراي تغييرات غلظت در بافت هاي PNRSVويروس

ميزبان هاي آلوده مي باشد و در دماهاي بالاتر به 
مناسبت حركت سريعتر شيره گياهي به سرعت در بافت 
هاي ميزبان حركت نموده و با تكثير زياد خود موجب 
افزايش غلظت پروتئين هاي خود در بافت هاي گياه 

   اين احتمال وجود. )Salem et al., 2003(ه مي شود آلود

دارد كه گرماي مناطق جنوبي كشور با تاثير در 
ميزبان موجب فراهم شدن شرايط مناسب براي تكثير 
ويروس و در نتيجه امكان رديابي بهتر آن توسط تكنيك 

البته نبايد موضوع امكان انتقال موثر . الايزا شده باشد
و اي رويشي تكثيري و دانه گرده اندام هويروس توسط 

ر جنوب ديا حساسيت ارقام زراعي درختان منطقه را 
 اثبات اين موارد نيازمند بررسي .كشور از نظر دور داشت

همچنين نتايج نشان داد در طول . هاي بيشتر مي باشد
 وس ويرآلودگي بهسال هاي مورد بررسي كمترين ميزان 

ميزان در درختان و بيشترين %) 6/12(در درختان هلو 
  ). 2جدول  (مي باشد%) 1/46(آلبالو 

 ج
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هاي  ستان   ميزان پراكنش ويروس لكه حلقوي نكروتيك درختان ميوه هسته دار در باغات درختان ميوه هسته دار شهر-2جدول 

  1388 و 1387مختلف استان هاي مورد بررسي در سال هاي 
  تعداد نمونه هاي جمع آوري شده به

  تعداد نمونه  شهرستان  استان  به تفكيك ميزبانتعداد نمونه هاي آلوده 
 عداد نمونه هاي آلودهت  هاي جمع آوري شده

 بادام آلبالو هلو زرد آلو آلو
                  فارس
  54  40  243  جهرم  

9  
70  
12  

66  
7  

8  
3  

45  
9  

                  گلستان
  40  12  88  مينو دشت

3  
5  
0  

40  
7  

3  
2  

0  
0    

  0  3  22  كلاله  
0  

0  
0  

02  
2  

2  
1  

0  
0  

  94  55  353    تعداد كل
12  

75  
12  

126  
16  

13  
6  

45  
9  

7/12  %5/15     درصد كل آلودگي
%  16%  6/12%  1/46%  20%  

  
اين نسبت در هر سال انجام تحقيق تكرار پذير بود و 
همواره درصدهاي كمتر مربوط به هلو و درصدهاي 

در تحقيق هاي گوناگوني كه . بيشتر به آلبالو تعلق داشت
در نقاط مختلف آمريكا، آسيا و آفريقا در گذشته انجام 

 PNRSVشده بود محققين نشان داده بودند كه ويروس 
ان آلودگي ايجاد در درختان آلبالو بيشتر از ساير درخت

اين تحقيق نيز با نتايج گذشته حاصل از و نتايج نموده 
 ,.Gumus et al., 2007; Matic et al(مطابقت دارد 

2008; Oliver et al., 2009 .( در اين بررسي مشخص
شد ميزان آلودگي درختان ميوه هسته دار به ويروس 

PNRSV 5/16با ميران آلودگي  (1388 در سال (%

افزايش %) 12با ميران آلودگي  (1387نسبت به سال 
با وجود اينكه تعداد نمونه ). 4 و3جداول (يافته است 

 ابراز نظر هاي جمع آوري شده براي اين پژوهش براي
به نظر مي رسد شرايط نامساعد دقيق كافي نيست ولي 

قرنطينه و نحوه مديريت بيماري در كشور موجب 
افزايش پايه هاي آلوده درختان در هر سال مي شود و 
شرايط براي گسترش روز افزون بيمارگر مساعد مي 

 درختان ميوه هسته دار در 88 و 87در سال هاي . باشد
 شهرستان هاي جهرم، كلاله و مينودشت به ترتيب به

به % 9/13و % 7/17، %3/8، %7/13ميزان 
  ).4 و3جداول ( آلوده بوده اند PNRSVويروس

  
هاي  ستان  ميزان پراكنش ويروس لكه حلقوي نكروتيك درختان ميوه هسته دار در باغات درختان ميوه هسته دار شهر-3جدول 

  .1387مختلف استان هاي مورد بررسي در سال 
  تعداد نمونه هاي جمع آوري شده به

  تعداد نمونه  شهر ستان  استان  به تفكيك ميزبانتعداد نمونه هاي آلوده 
 تعداد نمونه هاي آلوده  مع آوري شدهج

 بادام آلبالو هلو زرد آلو  آلو

                  فارس

  11  7  51  جهرم  
0  

13  
2  

14  
2  

5  
2  

8  
1  

                  گلستان
  4  1  15  مينو دشت

1  
2  
0  

7  
0  

2  
0  

0  
0    

  2  1  9  كلاله  
0  

2  
0  

3  
0  

2  
1  

0  
0  

    تعداد كل
  75  9  17  

1  
17  
2  

24  
2  

9  
3  

8  
1  

  %5/12  %3/33  %3/8  %7/11  %8/5  %12       درصد كل آلودگي

    
همچنين درصدهاي آلودگي در هر سال در مناطق 
نمونه برداري در شهرستان هاي كلاله و مينودشت در 
استان گلستان نسبت به شهرستان جهرم در استان 

استفاده از اندام هاي تكثيري . وده استفارس كمتر ب
آلوده و نيز انتقال از طريق بذر و دانه گرده مهمترين 
روش هاي انتقال اين ويروس مي باشند، لذا بي توجهي 
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ول قرنطينه ـــام اصـــر و عدم انجـــارگــبه حضور بيم
د موجب گستردگي ــــي مي توانـــداشت زراعـــو به

  .ودـور شـــات كشـــباغروس در ــر ويــــبيشت

هاي ستان ميزان پراكنش ويروس لكه حلقوي نكروتيك درختان ميوه هسته دار در باغات درختان ميوه هسته دار شهر  -4جدول 
  .1388مختلف استان هاي مورد بررسي در سال 

  وري شده بهتعداد نمونه هاي جمع آ
  تعداد نمونه هاي  شهرستان  استان  به تفكيك ميزبانتعداد نمونه هاي آلوده 

  جمع آوري شده
  تعداد نمونه

 آلوده
 بادام آلبالو هلو زرد آلو  آلو

                  فارس

  43  34  192  جهرم  
9  

57  
10  

52  
5  

3  
2  

37  
8  

                  گلستان

  17  9  49  مينو دشت
2  

2  
0  

30  
7  

0  
0  

0  
0    

  13  3  37  كلاله  
0  

3  
0  

20  
2  

1  
1  

0  
0  

    تعداد كل
  278  46  73  

11  
62  
10  

102  
14  

4  
3  

37  
8  

  %6/21  %75  %7/13  %1/16  %15  %5/16  درصد كل آلودگي
  

 نمونه از 25 تعداد براي تكرار رديابي سرولوژيكي،
 جذب TAS-ELISAميزبان هاي مختلف كه در آزمون 
مورد  DIBA توسطهاي ضعيفي را نشان داده بوند 

 تمام نمونه هائي كه نتايج .رديابي مجدد قرار گرفتند
ي را نشان داده بودند به راحتي از طريق روش مشكوك
DIBA 2شكل ( مورد رديابي قرار گرفتند.(  

  

  
مربوط به آلبالو ) J تا A (1رديف نمونه هاي .  از درختان ميوه هسته دارPNRSV جهت رديابي ويروس DIBAنتايج آزمون  - 2شكل 

 G(مربوط به زرد آلو و ) F تا A (3نمونه هاي رديف . مربوط به زردآلو) J تا F(مربوط به هلو و ) D تا A ( 2نمونه هاي رديف . مي باشد
عصاره زرد آلو و هلو فاقد :  شاهد منفي(E2, I3)نمونه . مربوط به بادام جمع آوري شده از مناطق مختلف مورد بررسي مي باشد) Jتا 

   .Agdia, U.S.A)(ت تجارتي شركت عصاره نمونه شاهد مثبت خريداري شده با كي:  شاهد مثبت(F3)نمونه . آلودگي
  

در گذشته نيز به اين مطلب اشاره شده بود كه روش 
DIBA كاربرد الايزا به مانند روش  در رديابي اين ويروس

 هم از DIBAروش . ) Abdel-Salem et al., 2008 (دارد
لحاظ روش و زمان انجام آن و هم نيازمندي به آنتي 

 مستقيم مي باشد TAS-ELISAبادي، ساده تر از روش 
از اينرو مي توان از اين روش در رديابي سريع ويروس در 

با اين وجود در . برنامه هاي قرنطينه اي استفاده نمود
 ااين تحقيق دقت و حساسيت اين روش در مقايسه ب

 مورد بررسي قرار نگرفت كه اين TAS-ELISA روش 
وس وير .امر نياز به تحقيقات بيشتر در اين زمينه دارد

لكه حلقوي نكروتيك درختان ميوه هسته دار از برخي 
درختان ميوه هسته دار و نيز گل هاي رز از  استان هاي 
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 & Moini)شمالي ايران در گذشته گزارش شده بود 

Izadpanah, 2000; Rakhshandehroo et al., 2006; 

Fallah & Nasrollanejad, 2009) . با اين وجود در
ش هاي رديابي ويروس تنها با روان تحقيقات قبلي در اير

نتايج پژوهش هاي . سرولوژيكي انجام پذيرفته بود
گذشته نشان داده است كه روش هاي رديابي 
سرولوژيكي مانند الايزا در رديابي و تشخيص 

-RT باندازه روش هاي مولكولي مانند PNRSVويروس

PCRمد و دقيق نيستند آ كار)Spiegel & Scott, 1996; 

Sanchez-Navarroa et al., 1998 .( دليل آن نيز وجود
نژادهاي متعدد از ويروس مذكور مي باشد كه امكان 
دارد تنها با يك آنتي سرم خاص واكنش نشان ندهند 

)Stein et al., 1987 .( از طرفي پراكندگي
 در بافت هاي مختلف ميزبان يكنواخت PNRSVويروس

 در بين نيست و از اينرو در طول يك فصل رشدي و يا
فصل هاي مختلف رويش ميزبان، ويروس از غلظت هاي 
متفاوتي در بافت هاي مختلف برخوردار است و امكان 
دارد در زمان نمونه برداري رديابي در بافت نمونه برداري 
شده با غلظت بسيار پايين حضور داشته باشد و قابل 

 Spiegel(رديابي با روش هاي معمول سرولوژيكي نباشد 

et al., 1996 .( در اين بررسي علاوه بر رديابي دقيق
 با استفاده از آزمون هاي سرولوژيكي و PNRSVويروس 

كلاله، مولكولي، ميزان پراكندگي آن در شهرستان هاي 

استان هاي گلستان و فارس مينودشت و جهرم واقع در 
  . مورد بررسي قرار گرفت

  بررسي خصوصيات بيولوژيكي ويروس
 روز پس از مايه زني 10ورد بررسي تا تمام جدايه هاي م

بر روي گياهان آزمون علايم مرتبط با آلودگي 
 را نشان دادند كه با گزارش هاي قبلي PNRSVويروس

از بين ) . Fulton, 1957) (5جدول (مطابقت داشت 
گياهان آزمون مورد استفاده جهت بررسي خصوصيات 

ار بيولوژيكي جدايه هاي مختلف ويروس تنها گياه خي
(Cucumis sativus L.) بود كه قدرت تفكيك نژادهاي 

 ساير ي تفاوت در علايم داشت واويروس را بر مبن
دادند گياهان براي تمام جدايه ها واكنش يكسان 

  . )4 و شكل 5جدول (
اين مطلب در مطالعات گذشته نيز بيان شده بود 

)Howell & Mink, 1988; Abdel-Salem et al., 

 جدايه هاي دردر علايم در گياه خيار تفاوت ). 2008
متعلق به مناطق مختلف جغرافيايي مشاهده نشد و اين 

 جدا شده از ميزبان هاي PNRSV جدايه هايدرتفاوت 
مختلف درختان ميوه هسته دار مشاهده شد كه مي 
تواند بيانگر توان بيماريزايي متفاوت جدايه ها باشد و 

ي نژادهاي ويروس احتمال دارد ميزبان در تنوع ژنتيك
  .)4شكل  (تاثير گذار باشد

  

  
 با استفاده از PNRSVويروس PV-32 حاصل از تكثير ژن پروتئين حركتي نژاد bp283  باندازه DNA الگوي الكتروفورزي قطعه - 3شكل 

. وده از شهرستان جهرمنمونه بادام آل: 1چاهك . در محلول اتيديم برومايد رنگ آميزي شده است% 5/1ژل آگاروز . RT-PCRآزمون 
نمونه آلو آلوده از شهرستان : 5. نمونه هلو آلوده از جهرم: 4.  نمونه زردآلو آلوده از جهرم- 3. نمونه آلبالو آلوده از جهرم: 2چاهك 
.  از آب استفاده شدبه جاي نمونه در آن: نمونه پوچ: B.  نمونه آلبالو آلوده از كلاله- 7.  نمونه هلو آلوده از شهرستان كلاله-6. مينودشت

C- :از . نمونه شاهد سالمcDNAهلوي سالم به عنوان نمونه استفاده شد  .M : نردبان وزن مولكولي باندازهkbp1) شركت فرمنتاس آلمان.(  
  

  RT-PCRآزمون 
 نمونه از هسته داران مختلف داراي علايم 20تعداد 

 با PNRSVبه ويروس نسبت آلودگي كه آلودگي آنها 

 جهت اثبات شده بود TAS-(ELISA) از آزمون استفاده
 در اين تحقيق RT-PCRرديابي مولكولي توسط آزمون 

گروه جهت  ي جدايه هاتمام. مورد استفاده قرار گرفتند
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 و VP-90 توسط جفت آغازگرهاي PV-96فيلوژنتيكي 
VP-91 و نيز گروه فيلوژنتيكي PV-32 با استفاده از 

.  بررسي قرار گرفتند موردVP-92 و VP-90آغازگرهاي 
هاي مورد بررسي با جفت آغازگرهاي جدايه هيچكدام از 

در حالي .  واكنش نشان ندادPV-96اول مربوط به گروه 
 گروه مربوط بهتمامي جدايه ها با آغازگرهاي كه 

 و بنابر  واكنش مثبت نشان دادندPV-32فيلوژنتيكي 
ه از اين جدايه هاي ايراني مورد بررسي در اين تحقيق ك

شهرستان هاي مورد بررسي واقع در مناطق شمالي و 
 PV-32جنوبي كشور جدا شدند به گروه فيلوژنتيكي 

ر گذشته محققين بر مبناي د ).3شكل (تعلق دارند 
تفاوت در ترتيب نوكلئوتيدهاي ژن پروتئين حركتي 

 بخشي ويروس 3ويروس كه بر روي قطعه سوم از ژنوم 
ره نمودند كه مي توان قرار دارد به اين مطلب اشا

 ،  PV-32( را در سه گروه PNRSVنژادهاي ويروس 

PV-96و  PE-05 ( قرار داد)Vaskova et al., 2002.(  

  .با جدايه هاي مختلف ويروس زنیمكانيكي يك هفته پس از مايه  زنیه مايه آزمون نسبت ب گياهان  واكنش-5جدول 
  محك             گياه                   علايم مايه زني برگشتي

  Solanaceae 
+ SM Lycopersicon esculentum 
_ NS Capsicum annum 
+ Svc Nicotiona tabacum cv. Sumsun 
+ VC Nicotina tabacum cv. Cocker 
_ NS Nicotiana glutinosa 
  Cucurbitaceae 

+ Sch, Ich, Cl, Ml Cucumis  sativus 
+ M Cucurbita maxima 
  Chenopodiaceae 

+ Mo Chenopodium amaranticolor 
_ NS Chenopodium album 
  Leguminosae 
_ NS Vigna unguiculata 
+ NS Phaseolus vulgaris 

SM) :Severe mosaic (موزاييك شديد .NS : ) No Symptom (بدون علايم .Svc) :Systemic vein clearing ( روشن شدن
: Ich. كلروز سيستميك) Systemic chlorosis: (Sch. روشن شدن رگبرگ ها) VC) : Vein Clearing. برك هاسيستميك رگ

)Interveinal Chlorosis (كلروز بين رگبرگ  .Cl) :Chlorosis (كلروز برگ .M) :Mosaic (موزاييك .Ml) :Malformation ( بدشكلي
  .ويروس رديابی نشد:  - . لايزا رديابي شدويروس توسط آزمون ا. + : پيسك) Mo) :Mottle. برگ

  

 برگ پس  علايم بدشكلي و پيسكPNRSV .(A) با جدايه هاي متفاوت ويروس پس از مايه زني مكانيكي واكنش گياه خيار - 4شكل   
گبرگ پس از مايه  كلروز بين ر(C) كلروز سيستميك برگ پس از مايه زني با جدايه آلو جهرم (B)از مايه زني با جدايه هلو مينودشت 

  . پيسك و كلروز بين رگبرگ پس از مايه زني با جدايه آلبالو كلاله(D)زني با جدايه زردآلو تهران 
  

توالي  مبنايبرخي از كشورها به تازگي بر 
نوكلئوتيدي مربوط به ژن پروتئين حركتي اقدام به 

 PNRSVشناسائي گروه هاي ژنتيكي نژادهاي ويروس 
ده اند به عنوان نمونه در كشور در كشورهاي خود نمو
ان ــور در درختــذكـــروس مـتركيه تمامي نژادهاي وي

د ـــرار دارنــ قPV-96روه ـــه دار در گــوه هستــمي
)Ulubas & Ertunc, 2004.(  

  نتيجه گيري كلي
در مجموع اين تحقيق نشان داد كه ويروس لكه حلقوي 

درختان  در PNRSVنكروتيك درختان ميوه هسته دار 
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ميوه هسته دار موجود در برخي باغات واقع در 
شهرستان هاي كلاله و مينودشت در شمال كشور و 
شهرستان جهرم در جنوب كشور پراكنده شده است و به 
دليل حضور شرايط مناسب در باغات كشور، ويروس از 
درصد پراكندگي نسبتا بالائي برخوردار مي باشد كه اين 

ن درصد آلودگي باغات از سالي امر موجب افزايش ميزا
از طرفي به نظر مي رسد . به سال ديگر شده است

 PV-32نژادهاي متفاوتي از اين ويروس متعلق به گروه 

كه بسيار نيز مهاجم مي باشند سبب آلودگي درختان 
  .  ميوه هسته دار گرديده است

  
  سپاسگزاري

 رــــدکت ایــه ايیــراهنم و اتـــزحم از هـــبدينوسيل

Tufic Elbeaino محقق مرکز تحقيقات مديترانه و 

که در انجام اين تحقيق ما را  ايتاليا Bari, Instخاورميانه 

  .ياری نمودند صميمانه تشکر و قدردانی می شود
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