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چکیده

Tomatoویروس لکه حلقوي گوجه فرنگی  ringspot virus (ToRSV)  متعلق به جنس

Nepovirus  و خانوادهSecoviridae ز این عامل ویروسی یکی از عوامل زوال ناشی ا .می باشد

درصد تخریب درختان میوه در جهان محسوب می شود. در این تحقیق جهت بررسی 

استان هاي در و زردآلو  ، گوجهدرختان میوه هسته دار هلو، آلو در باغاتToRSVآلودگی

 یبه صورت کاملا تصادفنمونه  414، تعداد  1388و  1387در طی سال هاي  گلستانو  فارس

بررسی قرار مورد DAS-ELISAشد و به روشجمع آوري و بدون در نظر گرفتن علایم 

مورد درختان میوه هسته دار انواع آلودگیDAS-ELISAنتایج آزمون بر اساس گرفت. 

درختان میوه 1388و1387ي هاسالدر. نتایج نشان داد آشکار گردید ToRSVبررسی به 

بهگلستاناستانباغاتو%2/10و5/8میزانبهترتیببهفارساستانباغاتدرهسته دار 

نمونه از  100تعداد .باشندی مآلودهی فرنگگوجهي حلقولکهویروسبه%1/23و30میزان

نشان داده بودند با  که واکنش ضعیفی در روش الایزاو زردآلو  ، گوجههلو، آلوينمونه ها

Dotآزمون immunobinding assay-DIBAنمونه  85ه و در قرار گرفتبررسی مجدد د ورم

با مایه زنی جدایه هاي ردیابی شده بیولوژیکیخصوصیات آلودگی مورد تایید قرار گرفت.

با یکره هاي ایزومتریک ویژگی هاي مورفولوژیک آن ها با مشاهده پمکانیکی گیاهان محک و

Immunosorbentروش electron microscopy (ISEM)نتایج.رار گرفتندمورد بررسی ق

ی علایمونبودهمتفاوتهاجدایهسایربای  بیولوژیکلحاظازموجودي هاجدایهدادنشان

تعداد.کنندی مایجادآلودهدرختاندر،برگموزاییکوی غربالنکروتیک،ي حلقولکهمانند

جفتوRT-PCRآزمونتوسطآلودهومثبتالایزاو زردآلو  ، گوجههلو، آلونمونه30

ازنمونه20تعداددر.گرفتندقراری بررسموردToRSVحضوري برای اختصاصي آغازگرها

مربوطی ژنتیکمنطقهتکثیرازحاصلانتظارموردbp499باندی بررسموردي هانمونهانواع

ي هاگونهی آلودگبیانگری بررسایننتایج.گردیدتکثیرویروسی پوششپروتئینبیانبه

.باشدی مToRSVبهایرانجنوبوشمالمناطقی برخدردارهستهمیوهرختاندمختلف

، دامنه میزبانیRT-PCR،DAS-ELISA،ISEM:يواژه هاي کلید

مقدمه

، زیر Rosaseaدار از خانواده درختان میوه هسته

هستند که به  Prunusو جنس  Prunoideaeخانواده ي 

ان دار یا همیشه سبز هاي خزصورت درخت یا درختچه

شامل درختان هلو  Prunusجنس بزرگ  .می باشند

(Prunus persica (L.) Batsch)،) شلیل(Prunus

persica (L.) Batsch var. nucipersicaآلو ،)Prunus

domestica L.گیلاس ،()Prunus avium L.(زردآلو ،
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)L.Prunus armeniaca) و بادام (Prunus communis

L. است. درختان میوه هسته دار از جمله محصولات (

باغی هستند که در سرتاسر جهان کشت می شوند و 

گروه مهمی از میوه هاي مناطق معتدله و از جمله ایران 

میزان تولید سالانه  1387را تشکیل می دهند. در سال 

میلیون تن و سطح زیر  2میوه هاي هسته دار در حدود 

هکتار  9/417932تان در همین سال کشت این درخ

,Anonymousبرآورد شده است ( ). با توجه به 2010

اهمیت کشت درختان میوه هسته دار، ویروس هاي 

درختان میوه از سال ها قبل مهمترین عوامل کاهش 

کیفیت محصول، ریزش زود هنگام و ایجاد زوال و مرگ 

Gumus)سریع درختان بوده اند et al., دگی آلو .(2007

مانند ویروس کوتولگی گوجه  یمخلوط ویروس های

)PDV(Prune dwarf virus) ویروس آبله آلو ،PPV(

Plum pox virus ویروس بافت مرده لکه اي هسته ،

) PNRSV(Prunusداران necrotic ringspot virusو

ToRSV(Tomatoویروس لکه حلقوي گوجه فرنگی (

ringspot virusمترین ویروس هاي که از جمله مه

درختان میوه به حساب می آیند موجب مرگ درختان 

,Stace-Smithمی شوند ( ). ویروس لکه حلقوي 1984

،Picornavirales) به راسته ي ToRSVگوجه فرنگی (

Comovirinae، زیر خانواده ي  Secoviridaeخانواده ي 

Sanfacon)متعلق می باشد Nepovirusوجنس  et al.,

یکره هاي ویروس ایزومتریک گرد و قطري در . پ(2009

به هنگام الترا سانتریفوژ در و نانومتر دارند 30حدود 

رسوبی می کنند ءشیب چگالی ساکارز تولید سه جز

)Stace-Smith, 1996(.

آمریکا شایع و داراي اهمیت این نپوویروس در 

اقتصادي است و احتمال دارد در آینده آثار تخریبی 

زیادي در نقاط دیگر خارج از قاره آمریکا داشته باشد. 

دامنه ي میزبانی طبیعی این ویروس بسیار وسیع می 

خانواده ي گیاهی  55جنس و  189گونه از  285باشد و 

وه می سازداز تک لپه اي ها و دو لپه اي ها را آلود

مهمترین نشانه برگی ایجاد شده توسط این ویروس 

,EPPO)علایم لکه حلقوي است  میزبان هاي  .(2005

هسته داران، سیب، انگور، تمشک و توت  ToRSVاصلی 

,EPPO)فرنگی می باشند . این ویروس از طریق (1991

مکانیکی، بذر، پیوند، دانه گرده، اندام هاي رویشی 

هاي مختلفی از نماتد جنس  تکثیري و گونه

Xiphinema منتقل می شود(Pinkerton et al., 2008).

در ایران از پراکندگی  لکه حلقوي گوجه فرنگیویروس 

مزارع سویا در برخوردار است. این ویروس از  وسیعی

استان هاي گلستان، مازندران، خوزستان، اردبیل و 

Golnaraghi)لرستان ( et al.,  هاي تاکستان، 2004

Rakhshanderooشمال کشور ( et al., )، گیاهان 2005

Ghotbiزینتی استان هاي مرکزي و تهران ( &

Shahraeen, ) ، گوجه فرنگی کاري هاي استان 2009

Massumiهاي جنوب کشور ( et al.,2009 باغات ) و نیز

,Moini)سیب استان خراسان گزارش شده است.  (2010

یزبان هاي اصلی ویروس لکه درختان میوه هسته دار از م

حلقوي گوجه فرنگی می باشند و ویروس مذکور از جمله 

عوامل مهم زوال درختان میوه هسته دار در جهان 

محسوب می شود و همواره در قرنطینه محصولات زراعی 

از درجه اول اهمیت بازرسی و کنترل برخوردار می باشد. 

ور به این بنابر این آگاهی از میزان آلودگی باغات کش

ویروس و تعیین میزان پراکنش آن در مناطق مختلف 

مناسب آن در سطح کنترل جهت اجراي برنامه مدیریت 

وسیع امري لازم و ضروري می باشد. با توجه به سابقه 

حضور ویروس لکه حلقوي گوجه فرنگی در محصولات 

در ایران و روش انتقال  ، باغی و زینتیمختلف زراعی

زبانی بالاي این ویروس و همچنین با آسان و دامنه می

توجه به مشاهده علایم شبه ویروسی بر روي برگ 

استان مناطق واقع در درختان میوه هسته دار در برخی 

هاي شمالی و جنوبی کشور در این تحقیق کوشش به 

عمل آمد تا علاوه بر شناسایی و ردیابی ویروس از 

رختان درصد آلودگی ددرختان میوه هسته دار مختلف 

به در باغات برخی شهرهاي استان هاي گلستان و فارس 

ویروس لکه حلقوي گوجه فرنگی مورد بررسی قرار گیرد. 

مواد و روش ها

نمونه برداري

در مجموع تعداد ،  1388و  1387در طی سال هاي 

نمونه برگی به صورت کاملا تصادفی و بدون در  148

یوه هسته دار باغ هاي درختان منظر گرفتن علایم از 

واقع در مناطق مختلف شامل هلو، آلو، گوجه و زردآلو 

تعدادشهرهاي کلاله و مینودشت (استان گلستان) و 

http://www.dpvweb.net/dpv/showrefs.php?dpvno=18#16
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نمونه برداري ها  شیراز (استان فارس) جمع آوري شد.

بدون در نظر گرفتن علایم و تصادفی و کاملا به صورت 

متر، انجام  10در قطر باغ با فاصله ي هر  با حرکت

پذیرفت. فاصله بین باغ هاي مورد نمونه برداري با توجه 

به سطح زیر کشت درختان میوه در هر منطقه تعیین 

گردید.

ToRSVابی شناسایی و ردی

به منظور ردیابی ویروس لکه حلقوي گوجه فرنگی 

از آزمون هاي در نمونه هاي جمع آوري شده 

الایزا به روش ساندویچ دو طرفه آنتی کی مانند سرولوژی

الکترون  و نیز (DIBA)دیبا،(DAS-ELISA)بادي

استفاده شد.  (ISEM)میکروسکوپی با جذب سرولوژیک

که توسط آزمون هاي سرولوژیک  یهمچنین نمونه های

آلوده تشخیص داده شدند توسط آزمون  ToRSVبراي

-RT)معکوسواکنش زنجیره اي پلیمراز  مولکولی

PCR) .مورد ردیابی قرار گرفتند

-DAS)به روش ساندویچ دو طرفه آنتی بادي  الایزا

ELISA)

الایزا به روش آزمون  از ToRSVبه منظور ردیابی  

 ) مطابقDAS-ELISAساندویچ دو طرفه آنتی بادي(

Clarkروش & Adams استفاده شد. در این (1977)

موجود در يانه اچند همس يها يباد یآزمون از آنت

برابر  200با رقت Agdiaآمریکایی شرکت  يکیت تجار

انجام این آزمون  ياستفاده شد. برا ToRSVبراي ردیابی 

جمع آوري شده با  یبرگ ياز نمونه ها يعصاره گیر

نسبت یک به پنج (یک گرم بافت برگ در پنج میلی 

سرد انجام پذیرفت.  یلیتر بافر استخراج) در هاون چین

را داراي ماده ـــافر سوبستــب ي این آزمون از برا

,Sanofi(پارانیتروفنیل فسفات  French( استفاده شد و

و حضور رنگ زرد با نمونه هاي مثبت یواکنش رنگ زای

ELXخوان مدل  الایزادستگاه  800-Biotek  در طول

قرار گرفت. ینانومتر مورد بررس 405موج 

برابر  3آن ها از نمونه هایی که مقدار عددي جذب  

میانگین جذب چاهک هاي مربوط به شاهد سالم بیشتر 

بود به عنوان نمونه هاي مثبت و آلوده به ویروس در نظر 

. براي هر بار انجام آزمون از نمونه هاي گرفته شدند

کنترل مثبت و منفی موجود در کیت تجارتی استفاده 

ار شد. همچنین از نمونه هاي برگ درختان میوه هسته د

فاقد آلودگی نیز به عنوان شاهد سالم استفاده شد.

Dot-immunobindingدیبا  آزمون  assay (DIBA)

به دلیل حضور اکسیدانت هاي قوي در عصاره    

هسته داران و احتمال خطا در نتایج آزمون الایزاي 

مستقیم به دلیل قابلیت کم شستشو و حذف آنزیم هاي 

در آزمون مذکور، یزا اکسیداز از چاهک هاي تشتک الا

ضعیفی با آنتی بادي  ینمونه هایی که واکنش رنگ زای

داشتند، براي تائید  DAS-ELISAاختصاصی در آزمون 

مورد بررسی مجدد قرار DIBAآلودگی توسط آزمون 

نمونه گیاهی  100براي این منظور از تعداد گرفتند. 

-DASبا واکنش ضعیف در آزمون  ToRSVآلوده به 

ELISA ستفاده شد. آزمون دیبا مطابق روش ا

)(Banttari & Goodwin,1985  از انجام شد و در آن

تهیه شده از  ToRSVآنتی بادي چند همسانه اي 

برابر و آنتی بادي ضد  200آمریکا با رقت  Agdiaشرکت 

,Sigma-Aldrich)خرگوش  Germany)Goat Anti-

Rabbit (GAR)  جهت برابر استفاده شد.  10000با رقت

بلوکه نمودن غشاء نیتروسلولزي از محلول شیر خشک 

حاوي (TBS)% حل شده در بافر تریس 5بدون چربی 

با  NaClمیلی مولار  150و Tris-HClمیلی مولار  50

4/7pH شد. همچنین براي ردیابی ویروس از  استفاده

Nitro(NBT)مواد شیمیایی رنگزا  blue tetrazolium

(Sigma-Aldrich)و(BCIP)5-Bromo-4-chloro-3-

indolyl phosphate بنفشاستفاده شد. حضور لکه هاي 

دقیقه از زمان  30به فاصله زمانی رنگ در سطح غشاء 

به ویروس در نظر به منزله آلودگی افزوده شدن سوبسترا 

درختان  برگ هاي. در  این آزمون از عصاره گرفته شد

شاهد هاي منفی میوه هسته دار سالم و آلوده به عنوان 

و مثبت استفاده شد.  

واکنش زنجیره اي و  cDNA، ساختRNAاستخراج 

RT-PCRپلیمراز معکوس

براي تشخیص دقیق ویروس در نمونه هاي آلوده از 

نمونه از گیاهانی که  30براي تعداد  RT-PCRآزمون

توسط آزمون هاي سرولوژیک مثبت شناخته شده بودند 

هلو، منظور عصاره برگ درختان استفاده شد. براي این 

به صورت آلوده به ویروس يآلوو زرد ، گوجهآلو

مکانیکی بر روي گیاه محک خیار در گلخانه مایه زنی 
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بافت  کل از RNAآموده ، زنی. ده روز پس از مایه ندشد

برگ هاي جوان خیار با استفاده از بافر کلرید لیتیم 

LiCl  مطابق روش(Channuntapipat et al., 2001)

با  (cDNA)مکمل DNAساختاستخراج شد. فرایند 

و(M-MuLV)استفاده از آنزیم نسخه بردار معکوس 

آلمان و با  Fermentasمطابق دستورالعمل شرکت 

Reverse)آغازگر برگشتی  Primer)  اختصاصی ژن

ویروس لکه حلقوي گوجه فرنگی پروتئین پوششی

(ToRSV-D1) لکولی واکنش مو.انجام پذیرفتPCR  با

ساخته شده و در حضور  cDNAازµL2استفاده از 

از قبل طراحی شده  آغازگرهاي اختصاصیجفت 

براي تکثیر قسمتی از )1991(و همکاران  Rottتوسط

منطقه ژنی مسئول بیان پروتئین پوششی ویروس باندازه 

 4732جفت باز واقع در فاصله بین نوکلئوتید هاي 499

ژنومی ویروس انجام  RNAوم از قطعه د5231تا 

و برگشتی  (ToRSV-U1)هاي رفتی از آغازگر .پذیرفت

(ToRSV-D1)ب ـــه ترتیــــاي بــوالی هـــا تـــب

'5'-GGACGCGTTTGGTCGTTATGATTC-3و

5'-CGAGCCCTGGAAAAAACGCAATAA-3'

اي پلیمراز هواکنش زنجیربراي این آزمون استفاده شد.

)PCR 10نهایی میکرولیتر و غلظت 25) در حجم 

مولار کلرید منیزیم میلی2پیکومول از هر آغازگر، 

)MgCl2(،5/2  میکرولیتر بافر واکنشX10)(500 mM

KCl, Tris-HClمولار میلی 4/8،2/0ي سیدیتهبا ا

dNTPs(،2(فسفات دزوکسی نوکلئوتید تري

Taq(مراز واحد آنزیم پلی 3و cDNAر از ــکرولیتــمی

Polymerase()در دستگاه ترموسایکلر   )سیناژن، ایران

)Ependorf,AG, Germany( سازي انجام شد. واسرشته

 چهاري سلسیوس به مدت درجه 94اولیه در دماي 

امل ــچرخه ش 35دقیقه صورت گرفت. سپس 

ي درجه 94ژنومی در دماي  DNAسازي واسرشته

ي ثانیه؛ اتصال آغازگرها به رشته 60مدت سلسیوس، به 

ثانیه ؛  50ي سلسیوس، به مدت درجه 54الگو در دماي

ي سلسیوس درجه 72ي جدید در دماي گسترش رشته

ثانیه انجام شده و در پایان گسترش نهایی  50به مدت 

دقیقه انجام  10ي سلسیوس به مدت درجه 72در دماي 

ی ژنتیکمنطقهتکثیرازحاصلPCRمحصولاتشد.

%1آگاروزي روبرکیفیتواندارهی بررسي برانظرمورد

دقیقه35مدتبهآمپری میل25جریانشدتبا

آمیزيرنگالکتروفورز،پایانازپس.شدندالکتروفورز

مقطر  آباآن ب رنگبريو  برومایداتیدیوممحلولابژل

-UVصفحهرويبرژلسپس.گرفتصورت

transilluminator  بررسی و با دستگاهGel

documentationشدعکسبرداريآناز.

و مورفولوژي پیکره بررسی خصوصیات بیولوژیکی 

ToRSV جدایه ها

Immunosorbentآزمون  electron microscopy

(ISEM)

مشاهده پیکره ویروس لکه حلقوي گوجه به منظور  

ردآلو و ز مربوط به میزبان هاي هلودو جدایه ، فرنگی

با استفاده از جدا شده از شهرهاي جهرم و مینودشت 

. این ندمیکروسکوپ الکترونی مورد مشاهده قرار گرفت

انجام پذیرفت )Milne)1993تحقیق مطابق روش

)Milne, براي این منظور از آنتی بادي چند ).1993

  استفاده شد.برابر  200ویروس با رقت همسانه اي 

پوشش داده شده با فرموار و  مش 300شبکه هاي مسی 

IgGمیکرولیتر از  100کربن به مدت یک ساعت در

وطه ور شدند. برابر غ 200با رقت   ToRSVاختصاصی 

اي مسی توسط بافر فسفات شبکه هپس از شستشوي 

مولار و خشک شدن، شبکه هاي مسی به  06/0پتاسیم 

مدت یک ساعت بر روي عصاره ي گیاهی قرار داده 

آمیزي منفی پیکره ها توسط محلول یورانیل  شدند. رنگ

% انجام پذیرفت. مشاهده پیکره ها و 2استات 

نمونه ها توسط دستگاه میکروسکوپ  عکسبرداري از

Philipsالکترونی گذاره مدل  EM-208 80با میدان ولتاژ 

انجام پذیرفت.هزار برابر 80-100یکیلوولت و بزرگنمای

ویروس هی آزمایشگابررسی دامنه میزبانی 

برخی خصوصیات بیولوژیکی به منظور بررسی 

در این تحقیق از دامنه ToRSVمربوط به جدایه هاي 

عصاره برگ نمونه میزبانی آزمایشگاهی استفاده شد و 

هاي آلوده به صورت مکانیکی بر روي برگ گیاهان 

براي مایه زنی از تعداد .ندشد زنیمحک در گلخانه مایه 

ToRSVاي نوع شاخص علایم جدایه شاخص دار 12

نمونه مذکور از شهرهاي جهرم، شیراز،  12استفاده شد.

مینودشت و کلاله و از میزبان هاي هلو، زردآلو؛ آلو و 

12عصاره هر براي این منظور گوجه انتخاب شدند. 

1/7pHمولار  با  1/0بافر فسفات پتاسیم  درنمونه 
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% ماده 02/0مرکاپتواتانول و  -2از ماده %15داراي

sodium diethyldithiocarbamate به صورت استخراج و

ه ترهمکانیکی بر روي گیاهان محک سلم

)Chenopodium amaranticolor توتون ،((Nicotiana

tabacum cv. Samsun)لوبیا چشم بلبلی ،(Vigna

unguiculata)) خیار ،Cucumis sativus گوجه فرنگی ،(

)Lycopersicum esculentum) و فلفل ((Capsicum

annum گلخانه برگی با دو تکرار در 2-4در مرحله رشدي

زنی، علایم ظاهر شده روز پس از مایه  10مایه زنی شد. 

به یادداشت برداري شد.  روي گیاهان مایه زنی شده

منظور اطمینان از آلوده بودن گیاهان محک، آزمون 

. همچنین انجام پذیرفت زنیالایزا هفت روز پس از مایه 

براي گیاهانی که علایم مشخصی را نشان ندادند مایه 

Back)برگشتی  زنی Inoculation) .انجام پذیرفت

نتایج 

با   ToRSVدرصد آلودگیشناسایی، ردیابی و تعیین 

DIBAوDAS-ELISAاستفاده از آزمون هاي 

 یتوسط آزمون هاي سرولوژیک ویروسپس از ردیابی 

ه هاي داراي علایم مشخص شد در نمونو مولکولی

علایمی مانند لکه حلقوي نکروتیک، موزاییک و بدشکلی 

غربالی برگ ها و کلروز و نکروز بین رگبرگ لکه برگ، 

).1مرتبط می باشند (شکل  ToRSVبه ها با آلودگی

) لکه هاي ToRSV.Aبه بررسی علایم ایجاد شده در برگ هاي درختان میوه هسته دار مختلف در اثر ابتلا  -1شکل 

) موزاییک و بدشکلی C) نکروز حاشیه برگ و کلروز بین رگبرگی در برگ هلو. B.گوجهحلقوي نکروتیک در برگ 

) غربالی در برگ زرد آلو.Dبرگ هلو. 

آلودگی بهنشان داد  DAS-ELISAنتایج آزمون 

ToRSV  هلو، تمام گونه هاي درختان میوه هسته دار در

و و گوجه در مناطق مورد تحقیق در این آلو، زرد آل

نتایج همچنین ).3و  2، 1جداول (پژوهش وجود دارد 

درصد در باغات استان گلستان از  ToRSVنشان داد 

بیشتري در مقایسه با باغات استان فارس  آلودگی

). درختان میوه هسته دار 3برخوردار می باشد (جدول 

به  88و  87اي استان گلستان در سال همورد آزمون در 

به ویروس لکه حلقوي %1/23و  30ترتیب به میزان 

در استان فارس در  کهدر حالی  ندبود آلودهگوجه فرنگی

و5/8درصد هاي آلودگی به ترتیب این سال ها از 

به نظر بنا بر این ).2و1(جداول  ند%  برخوردار بود2/10
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در می رسد در طول سال هاي مورد بررسی، ویروس 

نسبت به درختان آلو و آلودگی %2/17با تان هلو درخ

. بیشتري برخوردار بوده است آلودگیاز  %2/15گوجه با 

همچنین در مناطق مورد بررسی، آلودگی به ویروس لکه 

درختان زردآلو در مقایسه با در حلقوي گوجه فرنگی

).3است (جدول  بودهسایر درختان به میزان کمتري 

1387در باغات شهرهاي مورد بررسی در سال  ToRSVندگی میزان پراک -1جدول 

استان

شهر

زردآلوآلو و گوجههلو

یآلودگکلدرصد درصد آلودگیتعداد نمونهدرصد آلودگیتعداد نمونهدرصد آلودگیتعداد نمونه

آلودهمورد بررسیآلودهمورد بررسیآلودهمورد بررسی

فارس

5/8%
%14001516/6%1122/18جهرم

%100010110%10220شیراز

گلستان

---%10220%10440کلاله
30%

---%10330%10330مینودشت

%3/16%2528%44511%41118/26جمع

1388در باغات شهرهاي مورد بررسی در سال  ToRSVمیزان پراکندگی  -2جدول

استان

شهر

زردآلوآلو و گوجههلو

کلدرصد

یآلودگ

درصد تعداد نمونه

آلودگی

درصد تعداد نمونه

آلودگی

درصد تعداد نمونه

آلودگی مورد 

بررسی

مورد آلوده

بررسی

مورد آلوده

بررسی

آلوده

فارس

2/10%
%4854/10%3641/11%5265/11جهرم

%1523/13%1516/6%3026/6زشیرا

گلستان

%5120%1553/33%50918کلاله
1/23%

%10220%1546/26%1347/30مینودشت

%8/14%78108/12%81142/17%145215/14جمع

ن هاي مورد بررسیدر استا 88و  87درصد آلودگی کل درختان میوه هسته دار در سال هاي  -3جدول   

زردآلوآلو و گوجههلواستان

یآلودگکلدرصد درصد آلودگیتعداد نمونهدرصد آلودگیتعداد نمونهدرصد آلودگیتعداد نمونه

آلودهمورد بررسیآلودهمورد بررسیآلودهمورد بررسی

%7/9%8892/10%7556/6%103126/11فارس

%25%15320%501428%832024گلستان

%2/15%103126/11%125192/15%186322/17جمع

%3/16با  87در سال  ToRSVنتایج نشان داد  

داراي علایم و بدون درختان میوه هسته دار در آلودگی 

از پراکندگی  آلودگی %8/14با  88نسبت به سال علایم 

در این ).3ت (جدول بیشتري برخوردار بوده اسنسبتا 

نمونه مربوط به  414نمونه از  100پژوهش تعداد 

-DASدرختانی که آلودگی شان به ویروس با آزمون 

ELISA  جذب واضح نبود و مشکوك به آلودگی بودند)

د) براي تائید هاي پایین تر یا برابر با حد آلودگی داشتن

آلودگی با آزمون دیبا مورد بررسی قرار گرفتند. تعداد 

نمونه واکنش رنگ زائی مناسبی را با سوبستراي  85

رنگ زا نشان دادند و در مقایسه با شاهد سالم با دقت 

در ردیابی ).2بالا آلوده تشخیص داده شدند (شکل 
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درRT-PCRبا استفاده از آزمون  ToRSVمولکولی  ،

ژنbp499اي به طول تقریبی جدایه قطعه20د تعدا از

ردید ـــگ رــــتکثیی ویروس ـــن پوششـــپروتئی

رل ــــاي کنتـــمونه هــن ه درــــک )3ل ــــ(شک

و) ـــــروس هلـــاري از ویـــونه برگ عـی (نمــــمنف

د.ــــنش رــــتکثی

از درختان میوه هسته  ToRSVبراي ردیابی  DIBAنتایج حاصل از آزمون -2شکل 

(نمونه رنگ بیانگر واکنش مثبت  بنفشحلقه هاي دار موجود در مناطق مختلف.

:می باشد. (آلوده) و بیرنگ بیانگر واکنش منفی (نمونه غیر آلوده)  A 1, 2, 4, 5, 6

،  آلوده جدا شده از شهرهاي جهرم، شیراز، کلاله و مینودشت نمونه هاي آلو و گوجه

B 1, 3, Bآلوده جهرم، شیراز و مینودشت، ي: نمونه هاي زردآلو4 5, : نمونه هاي 6

A، آلوده فارس و کلاله يهلو B: بافر، 3 ).سالم  يهلوعصاره برگ :2

با استفاده از آموده آر. ان. ا. کل استخراج PCRش الکتروفورزي محصول ونق-3شکل 

) 4) و آلو (راهک 3)، زردآلو (راهک 2راهک )، گوجه (1شده از نمونه هاي هلو (راهک 

از ژن تکثیر شده جفت بازي  499قطعه .ToRSVبراي ردیابی  U1/D1و جفت آغازگر 

با آمیزي رنگ و درصد 1در ژل آگارز پس از الکتروفورز ویروس پروتئین پوششی 

شرکت فرمنتاس،  bp100: نشانگر وزن مولکولی L.مشاهده می شود اتیدیوم بروماید

N(گیاه عاري از ویروس) نمونه کنترل منفی :.

دامنه میزبانی آزمایشگاهی و مشاهدات ایمینو  بررسی 

الکترون میکروسکوپی 

و تکنیک با استفاده از آزمون میکروسکوپ الکترونی

)ISEM(در عصاره برگ  یکره هاي ایزومتریک ویروسپ

ر عکاسی قرامورد مشاهده و مربوط به نمونه هاي آلوده 

با ToRSVگرفتند. از این طریق پیکره هاي کروي 

ابعاد ذکر شده  نانومتر مشابه 32تا  30قطري حدود 

,Stace-Smith(توسط محققان پیشین 1996;

Samuitiene et al., نمونه هاي ي) در عصاره2003

آلوده مربوط به درختان هلو و زردآلو شهرهاي جهرم و 
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ین دو جدایه مذکور . هیچ تفاوتی بمشاهد شد مینودشت

گیاهان ).4(شکل  از لحاظ مورفولوژیکی وجود نداشت

مکانیکی  زنیروز پس از مایه  10تا سنجشی محک 

جدایه هاي مربوط به میزبان ها و مناطق تمام توسط 

مختلف علایمی یکسان به مانند آنچه که در گذشته 

گزارش شده بود را نمایان ساختند  ToRSVبراي

(EPPO, با این وجود بین .)5و شکل  4دول (ج(2005

جدایه هاي مربوط به مناطق مختلف در ایجاد علایم در 

ود داشت. ــم وجــبرخی گیاه هاي محک تفاوت در علای

.Cگیاه سلمه تره  amaranticolor  پس از مایه زنی

با جدایه هلو مینودشت با لکه هاي کلروزه سیستمیک 

ه این گیاه در ) در حالی کhوg-5پاسخ داد (شکل 

هلو مربوط  يپاسخ به مایه زنی با عصاره سایر جدایه ها

دون علایم ــــی بـــورد بررســاطق مختلف مــبه من

ربوط به ـــاي ویروس مـــه هـــاند. بین جدایـــباقی م

ه ـــاوتی در دامنــــاي مختلف تفـــزبان هــــمی

ي محک اه هاــــم در گیــــی و نیز علایـــزبانـــمی

ده نشد.ــمشاه

ه از درختان میوه هسته دار ایرانجدا شد ToRSVرسی دامنه میزبانی بر -4جدول 

نام علمی گیاه محک علایم EISAنتیجه آزمون 

Vigna unguiculata SCL, Sn, Sc +

Cucumis sativus Vc, Mo +

Chenopodium amaranticolor SL, CLL, LD +

Lycopersicumesculentum
LD, Fl, Smo

+

Nicotiana tabacum cv. Samsun SNRS, Mo +

Capsicum annum CLL +

SCL: Systemic chlorotic lesion; Sn: Systemic necrosis; Sc: Systemic chlorosis; SNR: Systemic
necrotic ringspot; Vc: Vein clearing; SL: Symptomless; Mo: Mosaic; LD: Leaf deformation; Fl:

Fleck; Smo: Systemic mottle; CLL: Chlorotic local lesion

پیکره ها پس از تکثیر ویروس در گیاه محک خیار )a(نانومتر. 32-30با قطر حدود  ToRSVپیکره هاي ایزومتریک مقایسه -4شکل 

مورد عکاسی قرار گرفته اند.  ISEMتکنیک با استفاده از  EM-208جداسازي شده و توسط میکروسکوپ الکترونی گذاره از عصاره برگ 

.Bar)مکان حضور پیکره ها در شکل با پیکان مشخص شده است  100nm)) .b پیکره هاي (ToRSV  که توسطSamuitieneو

Samuitiene)همکاران  et al., .Bar)ه استعکس برداري شدISEMبوسیله میکروسکوپ الکترونی با استفاده از تکنیک  (2003

100nm).
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نکروزa)علایم آلودگی به ویروس لکه حلقوي گوجه فرنگی در برخی از گیاه هاي محک مورد بررسی در این تحقیق.  -5شکل 

Vignaسیستمیک در گیاه لوبیا   unguiculata،(b  ، زخم هاي کلروزه سیستمیک در گیاه لوبیا(c   روشن شدن رگبرگ در خیار

Cucumis sativus،(d  ، موزاییک برگ خیار(e  لکه هاي حلقوي نکروزه سیستمیک در برگ توتون رقم سامسونNicotiana

tabacum cv. Samsun،(f  موزاییک در برگ توتون رقم سامسون ،(g  زخم هاي موضعی کلروزه در سلمه ترهChenopodium

amaranticolor،(h  برگ سلمه تره مایه زنی شده با جدایه هلو شهر مینودشت.بدشکلی و زخم هاي موضعی کلروزه در

حث ب

به صورت ویروس لکه حلقوي گوجه فرنگی       

مستقل و یا همراه با سایر عوامل بیماریزاي ویروسی به 

شامل انواع هلو، آلو  Prunusگستره وسیعی از گونه هاي 

حاصل از آلودگی به زوالو گیلاس حمله می کند. 

ToRSVرختان مبتلا همه ساله موجب کاهش در د

را به  یو خسارات هنگفتکمیت و کیفیت میوه ها شده

تولید محصول در میوه کاري هاي موجود در سرتاسر 

Gumus)جهان وارد می آورد et al., در این  .(2007

تحقیق کوشش به عمل آمد تا با ردیابی این عامل 

بار در ویروسی از درختان میوه هسته دار براي اولین 

کشور، پراکنش آن در برخی از باغات میوه ایران مورد 

بررسی قرار گیرد. نتایج این پژوهش نشان داد درختان 

میوه هسته دار هلو، آلو، گوجه و زردآلو در استان هاي 

ویروس لکه مختلف به  درصدهايفارس و گلستان با 

با وجود آنکه به آلوده می باشند.  حلقوي گوجه فرنگی

استان خراسان یروس مذکور از درختان سیبتازگی و

,Moini)شده استگزارش  ولی نتایج این  (2010

در درختان میوه  ToRSVپژوهش اولین گزارش از وقوع 

ایران می  یو جنوب یمناطق شمالدر برخی هسته دار 

درختان میوه هسته باشد. در این بررسی مشخص شد

و گلستان استان هاي فارس موجود در برخی مناطق دار 

. آلوده می باشند ToRSVبه%2/15به میزان در مجموع 

این نتیجه با نتایج پژوهش هاي گذشته مطابقت دارد. 

نتایج حاصل از تعیین پراکندگی این ویروس در 

که  استکشورهاي لبنان و شیلی مشخص ساخته 

به ترتیب به میزان  ویروس لکه حلقوي گوجه فرنگی

و16 در%4/15 کشورهاي ه هسته دار درختان میو%

Herrera)پراکنده شده است مذکور  & Madariaga,

2002; Al-Nsour et al., . نتایج حاصل از تعیین (2010
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که نشان داد متوالی سال دو در درصدهاي آلودگی 

درختان میوه هسته دار مناطق مورد نمونه برداري در 

%3/16با  87باغات استان هاي فارس و گلستان در سال 

بیشتر از سال %5/1ودگی به صورت جزئی و به میزان آل

(جداول آلودگی) به ویروس آلوده شده اند %8/14(با 88

). از آنجایی که نمونه برداري ها از باغات با پایه 4و  3

هاي بارور چندساله انجام پذیرفته است بنابراین امکان 

تغییر درصدهاي آلودگی به دلیل استقرار درختان جدید 

ود منابع جدید آلودگی در باغات مورد نمونه برداري و ور

ناچیز به نظر می رسد. تغییر درصد هاي آلودگی در 

باغات مناطق مختلف می تواند به دلیل تاثیر شرایط 

محیطی بر رفتار ناقلین در دو سال متفاوت بوده باشد. 

.Xبه ویژه Xiphinemaگونه هاي نماتد متعلق به جنس

americanum ین ناقلین ویروس در خاك باغات مهمتر

Pinkerton)در جهان می باشند  et al., 2008).

نتایج

تحقیقات گذشته نشان داد گونه هاي نماتد  جنتای

بسیار به شرایط  sppXiphinemaناقل متعلق به جنس

محیطی به ویژه رطوبت و دماي خاك حساس می باشند 

طراف و در  شرایط تابستان از کمترین جمعیت در ا

ریشه درختان برخوردارند و به کمترین میزان ویروس را 

Taylor)در باغ انتقال می دهند and Brown, 1997;

Pinkerton et al., . نتایج این تحقیق نیز نشان (2008

 88و  87استان گلستان در سال هاي  در ToRSVداد

از درصد پراکنش بیشتري نسبت به استان فارس 

) که این امر می 4و 2،3( جداول برخوردار بوده است 

شرایط محیطی مناطق تواند به دلیل تاثیر مطلوب 

و یا در ناقلانتقال موثر ویروس توسط  درشمالی کشور 

میزبان هاي موجود در در فرایند بیماریزایی ویروس 

باغات مورد بررسی بوده باشد. گونه هاي نماتد ناقل 

ToRSV نددر گذشته از ایران گزارش شده ا(Fadaei &

Kheiri, با این وجود تا کنون هیچ تحقیقی در .(2003

زمینه بررسی امکان انتقال ویروس با ناقلین بالقوه آن در 

ایران انجام نپذیرفته است.

در بررسی دامنه میزبانی آزمایشگاهی جدایه 

ToRSV  مربوط به میزبان هلو در شهر مینودشت استان

یم متفاوتی را در گلستان مشخص شد این جدایه علا

میزبان سلمه تره در مقایسه با سایر جدایه ها مربوط به 

وg-5مناطق دیگر مورد بررسی نشان می دهد (شکل 

h تنوع علایم در گیاهان محک مرتبط با آلودگی .(

ToRSV  در گذشته توسط سایر محققین نیز گزارش

Li)شده است  et al., و این امر می تواند به دلیل  (2011

ضور نژادهاي متفاوت این ویروس در مناطق مختلف ح

می باشد. این احتمال وجود دارد نژادهاي متفاوت 

ویروس در مناطق مختلف جغرافیایی ایران حضور داشته 

باشند و شرایط متفاوت جغرافیایی در تنوع ژنتیکی این 

ویروس نقش داشته باشد. با این وجود اثبات این مطلب 

ToRSVژنومی جدایه هاي مختلف نیازمند تعیین توالی 

موجود در مناطق مختلف می باشد.

ج بدست آمده از ید نتایین مطالعه، جهت تأیدر ا

RT-PCRکی از روش مولکولی یآزمون هاي سرولوژ

که  یید. در برخی موارد مشاهده شد نمونه هااستفاده ش

جذب بالا داشتند واکنش هاي مثبت با  الایزاآزموندر

تصاصی نداشتند و توسط آزمون پی سی اي اخآغازگره

ل جهش به دلین امر می تواند یا .قابل ردیابی نبودندآر 

آغازگر براي آن تیکی باشد که ژنمنطقه کی در یژنت

که جفت ت. بتازگی مشخص شد طراحی شده اس

) که D1/U1آغازگرهاي مورد استفاده در این پژوهش (

روپا می باشد مورد تائید سازمان قرنطینه نباتی اتحادیه ا

با وجود دقت بالا از قابلیت ردیابی تمامی نژادهاي 

ToRSV  برخوردار نیست(Li et al., 2011).

تکثیر نشدن قطعه ژنتیکی مورد انتظار توسط آزمون 

پی سی آر در نمونه هایی که داراي جذب سرولوژیکی 

ل وجود یبه دلدر آزمون هاي دیبا و الایزا بودند می تواند 

هاي گیاهی باشد که به همراه نمونه در  اکسیدانت

مراحل انجام آزمون پی سی آر وجود دارند و براي انجام 

آزمون مذکور بازدارنده می باشند و مانع عمل صحیح 

. از طرفی آنزیم پلیمراز در انجام این آزمون می شوند

نپوویروس ها از جمله عوامل ویروسی با پیکره گرد 

ویروس هایی در مقایسه با ایزومتریک می باشند. چنین 

ویروس هاي میله اي از ساختمان هاي ثانویه زیادي در 

Wetzel)(سطح ژنوم خود برخوردار هستند  et al.,

. حضور چنین ساختارهاي ثانویه اي ممکن است 2004

مانع اتصال آغازگرهاي اختصاصی به توالی هدف شوند 

(Abou-Ghanem et al., شود  . از اینرو توصیه می(2005
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تا براي انجام بهتر آزمون پی سی آر از واکنش هاي 

Hot)شروع داغ  Start)  استفاده شود تا دماهاي بالا اجازه

باز شدن ساختارهاي ثانویه در سطح ژنوم را بدهد. 

استفاده از واکنشگرهایی مانند دي متیلن سولفوکساید 

(DMSO)  و یا دي تیو تریتول(DTT)  می توانند به باز

ختارهاي ثانویه مذکور کمک نموده و با اتصال شدن سا

مناسب آغازگر به هدف عمل ردیابی آسان تر خواهد شد

(Li et al., از آنجایی که نژادهاي مختلف .(2011

ToRSV  با سایرNepovirus  ها ارتباط سرولوژیکی

نزدیکی ندارند، لذا استفاده از روش هاي ردیابی 

س را در نمونه هاي سرولوژیک می تواند به راحتی ویرو

,EPPO)آلوده تشخیص دهد  . با این وجود برخی (2005

قابل ردیابی با روش هاي سرولوژیک ToRSVاز نژادهاي 

نبوده و از اینرو نیاز هست تا براي ردیابی آنها از روش 

Real-timeهاي مولکولی دقیق مانند  PCR  استفاده شود

(Rowhani et al., نه هایی در این پژوهش نمو .(1998

DAS-ELISAبا آزمون  ToRSVکه آلودگی شان به 

واضح نبود و مشکوك به آلودگی بودند توسط آزمون 

دیبا با دقت بیشتري مورد ردیابی قرار گرفتند. نتایج 

بررسی هاي گذشته نشان داده بود که دقت روش آزمون 

DIBA  براي ردیابیToRSV  از گیاهان محک که در

نه میزبانی و ارزیابی خصوصیات گلخانه براي بررسی دام

بیولوژیکی ویروس به کار می روند بسیار بیشتر است 

(Powel, . نتایج این پژوهش نیز نشان میدهد که (1987

-DASمی تواند با دقت بیشتري نسبت به  DIBAروش

ELISA  ویروس را از بافت برگ درختان میوه هسته دار

ویروسی مهم از عوامل بیماریزاي  ToRSVردیابی نماید.

در درختان میوه هسته دار و دانه دار، زینتی و زراعی در 

آمریکا و آسیا محسوب می گردد و همواره از عوامل مهم 

و مطرح در فهرست بیمارگرهاي ارایه شده توسط 

,EPPO)بوده استاتحادیه اروپا نباتی قرنطینه سازمان 

شناخت میزان آلودگی درختان هر منطقه و نیز .(2005

عیین میزان پراکندگی آن در سطح باغات کشور جهت ت

اجراي مدیریت مناسب کنترل بیماري امري لازم و 

در پایان پیشنهاد می شود تا نژادهاي  ضروري می باشد.

ToRSV تعیین توالی در درختان میوه هسته دار ایران 

شوند و داده هاي ژنتیکی مربوط به ژنتیک جمعیت 

دایه هاي مختلف در ایران ویروس و پراکندگی ژنتیکی ج

ToRSVدر جهت اجراي مدیریتی مناسب براي کنترل 

به کار گرفته شود.
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علوم و تحقیقات دانشگاه آزاد اسلامی تهران به دلیل 
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