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 چکیده     
 پژوهشگاهدر  یباغ سالم مادر یک یجادو ا یرجهت تکث (.Pyrus communis L) ینهال سالم گلاب یدمطالعه با هدف تول ینا

با  یباویرینر یمارهای)ت درمانی یمیش ییکارا یابیها با ارزیشانجام شد. آزما 3131( در سال ی)ابر یرانا یکشاورز یوتکنولوژیب

 7/2تا  0/2 ینب متر، یلیم 0/2تر از  )در سه اندازه کوچک انتهایی یستم( و کشت مرگرم یلیم 02و  02، 02صفر،  یها غلظت

 یاز هفت رقم گلاب (ASPV وACLSV،  ASGV) یروسوهای تعدادی از سویه( بر حذف متر یلیم 7/2تر از  و بزرگ متر یلیم

، ACLSVهای سه ویروس سویهحضور در ابتدا و اسپادونا( صورت گرفتند.  ینامل یزبون،لوئ یا،کوش ی،درگز بیروتی، فتل،)ابته

ASGV  وASPV  با روش  یمادر یها نمونهدرRT-PCR جز به ،به هر سه ویروس آلودگی داشتند ها نمونهیزرو تمام  بررسی شد 

ای انجام  یشهش و کشت مریستم در شرایط درون درمانی یمیش یمارهایت .بودند ASPفتل و بیروتی که عاری از ویروس ابته ارقام

افزایش نشان داد  یجقرار گرفتند. نتا یشمورد آزما یروسهر سه و یبرا RT-PCRتوسط  یستماز مررشدیافته  هاییزنمونهر. شد

ارقام واکنش  ینهمچن بوده است. مؤثرها از هر سه ویروس بسیار در عاری شدن نمونهغلظت ریباویرین و کاهش اندازه مریستم 

داده شدند،  یصتشخسالم  RT-PCRکه توسط  ییها نمونه .متفاوت بودبه تیمارهای این پژوهش  مطالعه مورد یهایروسو و

 .دادقرار  استفاده موردسالم  یباغ مادر یجادمنظور ا به ها رابتوان آنو به گلدان منتقل شدند تا  هشد دار یشهر یر وتکث

 

 Apple chlorotic leafspot virus،Apple stem grooving virus  ،Appleریباویرین، گلابی، نهال عاری از ویروس،  ها: کلیدواژه

stem pitting virus ،RT-PCR.  
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 مقدمه

ACLSV های سه ویروسسویه
3 ،ASGV

ASPVو  0
1 

 کههستند  (.Pyrus sp. L)های رایجی در گلابی پاتوژن

میزان محصول و کیفیت میوه آن را  داری یمعن طور به

 ,.Adams et al., 2004; Shim et al) دهندکاهش می

به سه جنس مختلف از  ذکرشدههای ویروس .(2004

، (Adams et al., 2004) تعلق دارند Flexiviridaeخانواده 

  ACLSVاز: اند عبارت یموردبررسهای سه ویروس جنس

(Trichovirus)، ASGV (Capillivirus و )ASPV 

(Foveavirus )(Hu et al., 2015).  این سه ویروس در

علامت هستند، اما زمانی که یک  بی       معمولا بدو ورود به گیاه 

شود؛ علائم بیماری گیاه با چند سویه ویروس آلوده می

کنند و به گیاه آسیب شدید و ناگهانی بروز می صورت به

  (.Rana et al., 2010; Tatineni et al., 2009) زنند می

ی ها یآلودگعدم وجود روش مبارزه قطعی علیه 

ی سالم و عاری از ها نهالویروسی باعث الزام استفاده از 

 یتدرنهای مادری و ها باغویروس برای استفاده در 

 ,.Komorowska et al) شود یمی سالم ها باغاحداث 

2010; Mathioudakis et al., 2008) هیچ ناقل طبیعی .

است، بنابراین با  شناسایی نشدهبرای این سه ویروس 

های عاری از ویروس گلابی و مراقبت تولید و کشت پایه

داشتن از  تواناز گیاهان در هنگام هرس و پیوند، می

 (.Tan et al., 2010گیاهان سالم اطمینان حاصل کرد )

امکان گسترش آوند در ناحیه با توجه به عدم 

 ییتواناهای ویروسی و باکتریایی بیماری مریستمی گیاه،

را ندارند. پس اگر بتوان این بخش را مریستم سازی  آلوده

های برگی جدا و کشت نمود، بدون همراهی آغازنده

 ,Hosokawa) زدایی از گیاه امیدوار بود به بیماری توان می

2008; Retheesh & Bhat, 2010). 

                                                                                    
1. Apple chlorotic leafspot virus 
2. Apple stem grooving virus 
3. Apple stem pitting virus  

با  دار گوانین یا آدنین ترکیب شیمیایی یک 0ریباویرین

است  گیاهی هایویروس بردن بین از بالا جهت پتانسیل

(Paprstein et al., 2013 .)و غلظت ریباویرین سازی ینهبه 

هر  برای ها با این تیمارزمان مواجهه ریزنمونه مدت طول

بالای  غلظت زیرا است، مهم بسیار میزبان ویروس سیستم

کشت  گیاهان رشد بر تواندمی کشت محیط در ریباویرین

 بافتی اثر منفی گذاشته و بسته به گونه گیاهی میزبان باعث

 Cieslinska, 2007; Hauptmanovaشود ) یتبروز مسموم

& Pola´k, 2011; Paunovic et al., 2007 .) 

 RNAریباویرین با ایجاد اختلال در مسیر ساخت 

پلیمراز باعث  RNAویروس و مهار عملکرد صحیح 

گردد جلوگیری از تکثیر ویروس در بافت میزبان می

(Quecini et al., 2006ریباویرین ممکن .) هاویروس است 

رشد جدید در  اما نکند، حذف گیاه اصلی یها ساقه از را

 حاوی یا و باشد ویروس بدون تواندمی حضور ریباویرین

 .(Simpkins et al., 1981) باشد ویروس کم بسیار مقادیر

یک  عنوان بهبا وسعت و کاربرد زیادی  5تکنیک الایزا

 Valero) شودهای گیاهی استفاده میراه تشخیص ویروس

et al., 2003 )اما روش مناسبی جهت تشخیص غلظت-

شود که در این های پایین ویروس نیست و توصیه می

 Manganaris)بهره گرفته شود  RT-PCRزمینه از روش 

et al., 2003; Sharma et al., 2007.) 

دستیابی به گیاهان سالم برای تکثیر  باهدفاین پژوهش 

یت تولید نهال سالم گلابی درنهااولیه و احداث باغ مادری و 

فتل، بیروتی، درگزی، کوشیا، )عاری از ویروس( از ارقام ابته

رت گرفت. جهت نیل به این لوئیزبون، ملینا و اسپادونا صو

تلفیقی با  صورت بهدرمانی  یمیشهدف کارایی تیمارهای 

تکنیک کشت مریستم در زمینه حذف ویروس با استفاده از 

 مورد مطالعه قرار گرفت.  RT-PCRروش 

                                                                                    
4. 1-β-D-ribofuranosyl-1H-1,2,4-triazole-3-carboxamide 
5. Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay 
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 ها روش و مواد

 تهیه مواد گیاهی و مکان انجام پژوهش

شامل هفت رقم  پژوهشدر این  مورداستفادهگیاهان 

 (،Beirutiبیروتی ) ،(Abate Fetel) فتل ابته)گلابی 

 Louise) لوئیزبون (،Cosciaکوشیا ) (،Dargaziدرگزی )

Bonne) ،ملینا (Mellinaو ) ( اسپادوناSpadona بودند ))

ی جوان درختان بالغ بخش تحقیقات ها سرشاخهاز  که

در سسه اصلاح و تهیه نهال و بذر )واقع ؤباغبانی م

آباد کرج( در طول فصل رشد تهیه شدند و  ایستگاه کمال

در محیط کشت مناسب  ،پس از ضدعفونی و استقرار

ها در آزمایش تکثیر گردیدند.( James, 2001پرآوری )

در پژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزی ایران  3131سال 

 انجام شدند.

 

 ها ریزنمونهبررسی اولیه تشخیص آلودگی ویروسی در 

ز طی شدن مرحله استقرار و تکثیر اولیه، پس ا

فتل، بیروتی، درگزی، های هفت رقم گلابی )ابته‌ریزنمونه

 RT-PCRکوشیا، لوئیزبون، ملینا و اسپادونا( با روش 

 ،ASGVهای سه ویروس سویهجهت بررسی حضور 

ACLSV و ASPV  .استخراج مطالعه شدندRNA  از

پروتکل با استفاده از  RT-PCR برای گلابی هایریزنمونه

صورت Masoomi et al. (2016 ) شده توسط و بافر تهیه

 یا مرحله دو کیت از استفاده نیز با cDNA گرفت. ساخت

 شدن ساخته .شد انجام Thermo Scientific شرکت

cDNA  ( مورد ارزیابی 3با کمک آغازگر اکتین )جدول

برای ردیابی  استفاده موردآغازگرهای توالی  قرار گرفت.

در نیز  ASGVوASPV،  ACLSVهای سه ویروس سویه

 (w/v) بر روی ژل PCRآمده است. محصول  3 جدول

شده با اتیدیوم بروماید(  یزیآم رنگدرصد آگاروز ) 5/3

قرار گرفت و سپس با کمک نور ماورای بنفش مشاهده 

 شد.

 اعمال تیمارهای حذف ویروس

 درمانی  یمیش

ی ها غلظتبا  3درمانی از ریباویرین یمیشجهت اعمال تیمار 

شد.  لیتر استفاده در گرم یلیم 02 و 02، 02صفر، 

در محیط کشت تکثیر  موردمطالعههای هفت رقم ‌ریزنمونه

 mg/L3BAP ،g/L12همراه  به  QL)محیط پایهگلابی 

ی مختلف ها غلظتآگار( در مواجهه با  g/L0/6ساکاروز، 

زمان این تیمارها هشت هفته ریباویرین قرار گرفتند. مدت 

 بود.

 

 کشت مریستم

اقدام به جداسازی  ،درمانی یمیش پس از پایان زمان تیمارهای

 های رشد یافته در تیمارها شد.انتهایی از ریزشاخه مریستم

ی مریستم زیر لوپ و تحت شرایط استریل جداسازمراحل 

ه برداری در سه انداز‌در هود لامینار انجام گرفت. مریستم

متر، اندازه دو:  یلیم 0/2از  تر کوچکانجام شد )اندازه یک: 

 7/2از  تر بزرگمتر و اندازه سه:  یلیم 7/2تا  0/2بین 

 جهت رشد مریستم مورداستفادهکشت  متر(. محیط یلیم

همراه  بود به MS 0/3های های پایه و ویتامینحاوی نمک

mg/l 5/2  هورمونBAP  وg/l 5/0  ژلرایت جهت جامد

کردن محیط کشت. ظروف مورد استفاده در این مرحله 

متر  های یک بار مصرف و استریل با قطر هشت سانتیپتری

ها در محیط کشت، درب بودند. پس از قراردادن مریستم

ها با کمک پارافیلم بسته شد و در نهایت برای رشد در پتری

 36گراد با انتیدرجه س 00±3فیتوترون با متوسط دمای 

 Wang etلوکس نور مستقر شدند ) 0222ساعت روشنایی و 

al., 2006.)  های رشد کرده و روز مریستم 15تا  12بعد از

(، در Kazemi et al., 2017زنده، به محیط کشت تکثیر )

متر و قطر  یسانتبه ارتفاع هشت ) کارتیهای مکشیشه

ها یک ماه ریزنمونهمتر( منتقل شدند. پس از  یلیم 02داخلی 

                                                                                    
1. Virazole®; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
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تر )جار  های بزرگبه محیط کشت تکثیر گلابی در شیشه

 آزمایشگاهی( منتقل شدند.

 

 های عاری از ویروستکثیر گیاهچه

رشد  هایحضور سه ویروس مورد مطالعه در ریزنمونه

بررسی  RT-PCRیافته از مریستم، با استفاده از تکنیک 

، در محیط شده دادهسالم تشخیص  هایریزنمونه .شد

 .شدندتکثیر ( Kazemi et al., 2017مناسب )کشت 

در  ها آنهای سالم، ابتدا دار کردن نمونهجهت ریشه

فاقد ، MS 0/3های زایی، حاوی نمکمحیط کشت ریشه

 IBAهورمون  mg/l3ساکاروز،  g/l12ویتامین، همراه با 

قرار داده شدند. در هر ظرف پنج  IAAهورمون  mg/l 1/2و

متر گذاشته شد، سپس  یلیم 02ریزنمونه با طول تقریبی 

مدت یک هفته در شرایط تاریکی و دمای  ظروف کشت به

 .(Sun et al., 2009) گراد قرار گرفتنددرجه سانتی 3±00

ها به محیط کشت دوم پس از یک هفته ریزنمونه

ها و حاوی نمکت زایی منتقل شدند. این محیط کش‌ریشه

ساکاروز و  g/l12، همراه MS0/3 های محیط کشت ویتامین

ها به محیط دوم بدون هورمون بود. پس از انتقال ریزنمونه

اتاق رشد با دمای های حاوی ریزنمونه در زایی، شیشهریشه

ساعت روشنایی و  36گراد با درجه سانتی 00±3متوسط 

 ها مشاهده شوند.قرار گرفتند تا ریشهلوکس روشنایی  0222

هایی به حجم دارشده به گلدان یشهرهای ریزنمونه

شده  استریل (3:3پیت خزه )لیتر حاوی پرلایت و  یلیم022

تا پنج روز در رطوبت نسبی  چهارمنتقل شدند و به مدت 

درجه  00±3درصد در گلخانه با دمای بین  32حدود 

گراد قرار گرفتند، سپس سطح رطوبت نسبی به حدود  یسانت

هفته در  0درصد کاهش داده شد و گیاهان برای حدود  62

مجدد  صورت بهاین شرایط قرار گرفتند. یک سال بعد 

 ASPV و ASGV، ACLSVهای سه ویروس سویهحضور 

 ها مورد ارزیابی قرار گرفت. در نمونه RT-PCRبا روش 

 

 هاسی عملکرد آزمایشآماری و برر واکاوی

 آزمون فاکتوریل بر پایه صورت بههای مسیر پژوهش آزمایش

تصادفی انجام شد. فاکتورهای پژوهش شامل       کاملا طرح 

گرم  یلیم 02و  02، 02درمانی در چهار سطح )صفر،  یمیش

 0/2از  تر کوچکدر لیتر( و اندازه مریستم در سه سطح )

متر( میلی 7/2از  تر بزرگتر و م یلیم 7/2تا  0/2متر، بین میلی

( ACLS, ASG, ASPی )موردبررسهای سه ویروس بر سویه

فتل، بیروتی، درگزی، کوشیا، در هفت رقم گلابی )ابته

لوئیزبون، ملینا و اسپادونا( بود. در هر ظرف آزمایش 

قرار گرفت و هر تیمار پنج تکرار  ریزنمونه پنجدرمانی  یمیش

واحد آزمایشی در این تیمارها قرار  722عبارتی  داشت به

مریستم در این آزمایش کشت شد  3602گرفتند. همچنین 

درمانی، سه اندازه  یمیش)هفت رقم گلابی، چهار سطح 

 تکرار(. 02مریستم و 
 

 

 گلابی رقم در هفت ASGV و ASPV، ACLSV وجود خیصو توالی آغازگرهای اختصاصی تش توالی آغازگر اکتینفهرست . 2جدول 

 ابته فتل، بیروتی، درگزی، کوشیا، لوئیزبون، ملینا و اسپادونا()

 منبع (bpاندازه ) (5´-1´توالی ) نام آغازگر ویروس

ASGV ASG-F GGAAGACGTGCTTCAACAAGC 016 Kazemi et al., 2017 
ASG-R ATCCAACAGCGGGAAACTGGG 

ACLSV ACLSV-F TTCATGGAAAGACAGGGGCAA 033 Kazemi et al., 2017 
ACLSV-R AAGTCTACAGGCTATTTATTATAAGTCTAA 

ASPV ASPV247-F CAGTATTGTGCCTTYTAYGCRAAGC 007 Deng et al., 2004 
ASPV247-R CCATAGAACGGATGCGGTACATYTG 

ACTIN ACTIN –F GTTCCCTGGTATTGCAGACCG 305 Kazemi et al., 2017 
ACTIN –R CAAGGATGGACCCTCCAATCC 
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)نسخه   SPSS افزار آنالیزهای آماری با استفاده از نرم

روش آزمون  مقایسه میانگین تیمارها به( انجام شد. 02

مورد  یک درصدای دانکن در سطح احتمال چنددامنه

 افزار نرمنمودارهای مربوطه توسط  مقایسه قرار گرفت.

Excel  ( رسم گردید.0232)نسخه 

 

 بحث  و نتایج

 ها بررسی اولیه تشخیص آلودگی ویروسی در ریزنمونه

ی، به موردبررسهای مادری نتایج نشان داد تمام نمونه

 هاینمونه آلودگی داشتند. ACLSو  ASGهای ویروس

و اسپادونا به  ینامل یزبون،لوئ یا،کوش ی،درگزارقام  یمادر

فتل و بیروتی اما ارقام ابته داشتند یآلودگ ASP یروسو

 (.1و  0، 3 های بودند )شکل عاری از این ویروس

 

 ها ریزنمونهدرمانی بر رشد و تکثیر  یمیشاثر تیمارهای 

 در تیمارشده یدتولهای ریزشاخه پرآوری و رشد

 یرتأث تحت (P<23/2) داری یطور معن به درمانی، یمیش

رشد  نرخ گرفت. کشت قرار محیط در ریباویرین غلظت

 از کمتر درمانی یمیش تیمار تحت هایو پرآوری ریزنمونه

 غلظت افزایش و با (0 شکل) بود شاهد هاینمونه

 .یافت کاهش پرآوری میانگین کشت، محیط در ریباویرین

ی مان زندهرابطه منفی بین غلظت ریباویرین و رشد و 

ها در تحقیقات قبلی نیز ذکر شده است ریزنمونه

(Cieslinska, 2007; Paunovic et al., 2007)  همچنین

ریباویرین  mg/l05های بالاتر از شده که غلظت عنوان

های یت ایجاد کند. تمام ریزنمونهمسمومتواند در گیاه ‌می

مورد  mg/l02 غلظتگلابی موجود در تیمار ریباویرین با 

یی ریزشاخه باززاو میزان رشد و  پژوهش از دست رفتند

در دیگر تیمارهای ریباویرین )بسته به رقم ریزنمونه( 

دهد که (. این نتایج نشان می0بسیار متنوع بود )شکل 

تفاوت رشد و پرآوری و مقاومت یا حساسیت رشدی 

ها در تیمار ریباویرین، علاوه بر غلظت تیمار به ریزنمونه

 Paprsteinز بستگی دارد )گونه و ارقام مختلف گیاهی نی

et al., 2013.) 

 

ها نتایج بررسی اثر تیمارها بر حذف ویروس از ریزنمونه

 RT-PCRبا روش 

شده آمده، غلظت ریباویرین استفادهدستبراساس نتایج به

شده از درمانی و اندازه مریستم کشت یمیشجهت 

های ( بر حذف سویهP<23/2داری ) یمعنها، اثر ریزنمونه

ی ها ریزنمونهاز  ASPVو ACLSV، ASGVسه ویروس 

فتل، بیروتی، ی داشت. نوع رقم گلابی )ابتهبررس مورد

داری  یمعندرگزی، کوشیا، لوئیزبون، اسپادونا، ملینا(، اثر 

(23/2>Pدر حذف ویروس ) هایASG  وASP  ،داشت

 بود. ACLSدار بر حذف ویروس  یمعنیر تأثاما فاقد 

نتایج حاصل از بررسی اثر رقم بر  مقایسه میانگین

)پس از اعمال تیمارهای  ها ریزنمونهعاری شدن 

نشان  ASGدرمانی و کشت مریستم( از ویروس  یمیش

داد، بیشترین میانگین عاری شدن از این ویروس در رقم 

درصد( و کمترین میانگین آن در رقم  1/67کوشیا )

 است. آمده دست بهدرصد(  5/35اسپادونا )

م کوشیا و لوئیزبون بالاترین میانگین عاری شدن ارقا

درصد( در بین ارقام را نشان  5/05)  ASPاز ویروس

فتل و بیروتی از ذکر است ارقام مادری ابته دادند. لازم به

بودند. در بین ارقام   ASPابتدا عاری از ویروس

، کمترین میانگین عاری شدن از ویروس موردمطالعه

ASP درصد( مشاهده شد. 5/00اسپادونا )، در رقم 

های سه ی نشان داد، نرخ حذف سویهطورکل بهنتایج 

( و درصد 0/15) ASG(، درصد 1/10) ACLSویروس 

ASP (7/73  در )ی هفت رقم گلابی ها ریزنمونهدرصد

با یکدیگر متفاوت بوده است، این امر  موردمطالعه

و  هاتواند ناشی از تفاوت در مورفولوژی ویروس‌می
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های گیاهی باشد بر انتقال ویروس در سلول مؤثرعوامل 

یید شده است تأکه در تحقیقات گذشته نیز بررسی و 

(Prokhnevsky et al., 2002; Sareila et al., 2004.) 

، در پژوهش موردمطالعههای سه ویروس سویهدر بین 

و تفاوت  نرخ حذف بالاتری داشت ASPویروس 

در  ASGو  ACLSهای ویروسداری بین حذف  یمعن

در  ،شده حاصلیید نتایج تأدر  .مشاهده نشد ها ریزنمونه

کارآمدی ، ذکرشدهنیز  (Hu et al., 2015)پژوهشی 

، درصدACLS (0/00 )های متفاوتی در حذف ویروس

ASG (01 )و  درصدASP (3/30  ،مشاهده شد )درصد

 از تر راحت ASP ذکرشدههای ویروس یندر ب که یطور به

 بقیه حذف شد.

 

 
 .ACLS های مادری با پرایمر ویروسنمونه RT-PCR. نتیجه 2شکل 

(ladder  1مورداستفادهKB plus  بوده و قطعهcDNA مورد بررسی bp 121 .)بوده است 

 

  
 .ASGهای مادری با پرایمر ویروس نمونه RT-PCR. نتیجه 1شکل 

(ladder  1مورد استفادهKB plus  بوده و قطعهcDNA مورد بررسی bp 132 .)بوده است 

 

 
 .ASPبا پرایمر ویروس  مادریهای نمونه RT-PCR. نتیجه 3شکل 

(ladder  1مورد استفادهKB plus  بوده و قطعهcDNA مورد بررسی bp 141 .)بوده است 
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هفت رقم در )هشت هفته( با استفاده از ریباویرین،  شیمی درمانی یهادوره پایان در ریزشاخه تولید رشد و . میزان4شکل 

 در بین نتایج است. (≥02/0P) دار یمعندهنده اختلاف  گلابی، حروف مختلف نشان

 

سازی ‌بر میزان عاری شده کشتاثر تیمار اندازه مریستم 

 از ویروس ها ریزنمونه

 وهای بسیاری، رابطه بین اندازه مریستم در پژوهش

که نتایج آنها با  قرارگرفتهی آن مورد بررسی مان زنده

کند هرچه اندازه یید میتأحاضر مطابقت داشته و  پژوهش

های برگی را و همراهی پریموردیوم تر بزرگمریستم 

مانی جداکشت افزایش بیشتر داشته باشد، میزان زنده

 Chiari & Bridgen, 2002; Ramgareeb etخواهد یافت )

al., 2009.) 

در پژوهشی گزارش شده است، درصد عاری سازی 

 رتصو به ACLSو  ASGهای روسگیاهان از وی

 Tan etیر اندازه مریستم قرار دارد )تأثداری تحت ‌معنی

al., 2010 مقایسه میانگین نتایج نشان داد اندازه یک .)

ین مؤثرترمتر( مریستم برداری  یلیم 0/2از  تر کوچک)

 ACLS (5/05های تیمار جهت حذف آلودگی ویروس

درصد( از  3/03) ASPدرصد( و  50) ASGدرصد(، 

 ترین بوده است. ضعیف موردمطالعهی ها ریزنمونه

 تیمار نیز اندازه سه مریستم برداری بود که کمترین

درصدACLS (0/2  ،) هایمیزان عاری شدن از ویروس

ASG (7/03  و )درصدASP (7/66  در آن )درصد

  .مشاهده شد

 تنهایی )تیمار شاهد( راندمان به مریستم تیمار کشت

 ACLSV های سه ویروسسویه در حذف پایین بسیار

 ASGV (0/0و  درصدASPV (0/56 )درصد(،  3/5)

 .(5داشت )شکل  ها ریزنمونه درصد( از

 

ی مختلف تیمار ریباویرین بر میزان ها غلظتاثر 

 مطالعه موردی گیاهان ساز سالم

آمده از این پژوهش، افزایش غلظت  دستبراساس نتایج به

داری بر عاری شدن ریباویرین رابطه مستقیم و معنی

های سه ویروس سویههای مورد بررسی از ریزنمونه

ACLSV ،ASGV  وASPV  داشت. از طرفی استفاده از

( در محیط کشت mg/l02بالای ریباویرین ) غلظت

ها شد. بنابراین با منجربه سمیت و از بین رفتن ریزنمونه

 لیتر در گرم یلیم 02تیمار ریباویرین توجه به نتایج، 

روس از تیمار پژوهش حاضر در زمینه حذف ویبهترین 

های این ریزنمونهمورد آزمایش بود. تمام  یها ریزنمونه

درصد( و در  322عاری شدند ) ASPتیمار از ویروس 

 ASG (3/71( و درصد 5/60) ACLSهای زمینه ویروس

ی در مقایسه با توجه قابلسازی  ( هم درصد عاریدرصد

مشاهده ( Kazemi et al., 2017) گرمادرمانی تیمارهای

)با اختلاف ریباویرین لیتر  در گرم یلیم 02تیمار  شد.

مؤثرتر از  ریباویرین( mg/l02دار نسبت به تیمار معنی

 ASP (3/00 های سه ویروسسویهدر حذف تیمار شاهد 

از ( درصد 3/15) ASG( و درصد 0/10) ACLSدرصد(، 

 .(5ها بود )شکل ریزنمونه
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 در ACLSو  ASP ،ASGای هی رشدیافته از مریستم هفت رقم گلابی، از ویروسها ریزنمونه. مقایسه درصد عاری شدن 5شکل 

 .در بین نتایج است (≥02/0P) دار یمعناختلاف  دهنده نشانمختلف حروف  درمانی و کشت مریستم. یمیش یهادوره پایان

 

 فعالیت ریباویرین که پژوهش نشان داد یک جیتان

 ,James)رد دا ASGV به نسبت بالایی یروسیضدو

 بین داری یمعن اختلاف این مطالعه نتایج طبق اما .(2001

 ASPV و حذف مشاهده نشد ASGV و ACLSV حذف

 در. داشت را نتیجه بهترین این پژوهش یها ریزنمونه از

 تیمارها همه در ASPV شود ذکر است لازم مورد این

 مشابهی نتایج و حذف شد ASGV و ACLSV از تر سریع

 ,.Hu et al) است شده مشاهده دیگر مطالعات در نیز

2015; Kazemi et al., 2017.)  

 52 و 05تیمارهای  بیان شده که در پژوهشی

 ACLSV حذف به ریباویرین قادر لیتر یلیدر م میکروگرم

است گلابی  یها ریزنمونهدرصد از  00تا  70از 

(Cieslinska, 2002 .)که کرد گزارش محقق همان 

 در لیتر یلیم در میکروگرم 322تا 05 غلظت در ریباویرین

 است مؤثر میروبالان یها ریزنمونه از ACLSV حذف

(Cieslinska, 2007). لحاظ از مطالعهاین  نتایج 

این  ،تطابق نداشت گزارش مذکور ، بامؤثرهای ‌غلظت

 تواند یم درمانی یمیش موفقیت که دهدموضوع نشان می

نیز  گیاهی اولیه مواد در ویروس غلظت و ریزنمونه نوع به

شده از  طور کلی، با توجه به نتایج ارزیابیبه .باشد مرتبط

ها از ویروس شدن ریزنمونه شرایط رشد و درصد عاری

توان گرم در لیتر، میمیلی 02در تیمار ریباویرین با غلظت 

گفت این تیمار در مسیر تولید نهال عاری از ویروس 

  و قابل توصیه است. مؤثرگلابی 

 

 نهال سالم گلابیتولید 

 سالم )عاری از سه ویروس یها ریزنمونهدرصد از  71

ASP،ASG   وACLS زایی یشهر( که تحت تیمار 

های درصد از گیاهچه 36شدند.  دار یشهربودند  قرارگرفته

 ای سازگار شدندشده، در شرایط گلخانهدار یشهر

. یک سال بعد عدم حضور ویروس در گیاهان (7)شکل

قرار گرفت  یموردبررس RT-PCRگلدانی با تکنیک 

عاری از آلودگی  یموردبررس)تمامی گیاهان ( 6)شکل 

احداث باغ سالم  منظور بهویروسی بودند(، تا گیاهان 

مادری جهت تولید نهال عاری از ویروس گلابی 

 قرار گیرند. مورداستفاده
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 ج ب الف

: 3 بیروتی، :1فتل، : ابتهASGV،2 و ج.  ASPV ، ب. ACLSVالف. ) ی عاری از ویروسها نمونهتعدادی از  RT-PCR. نتیجه 2شکل 

 .: اسپادونا(1 و ملینا :2، لوئیزبون :5کوشیا،  :4درگزی، 

 

    
 د ج ب الف

های مک کارتی، ج و د( مرحله رشد یافته از مریستم در شیشه ریزنمونهیک نمونه مریستم در حال رشد، ب(  . الف(1 شکل

 سازگاری نهال سالم گلابی در گلخانه.

 

 گیری کلینتیجه

 RT-PCRبررسی اولیه گیاهان مادری با روش مولکولی 

فتل و بیروتی که تنها به ویروس ارقام ابته جز بهنشان داد 

ASP  آلودگی نداشتند، ارقام درگزی، کوشیا، لوئیزبون، ملینا و

آلوده بودند. رشد و  موردمطالعهاسپادونا به هر سه ویروس 

درمانی با  یمیشها، در تیمارهای مانی ریزشاخهزنده

یر نوع رقم، تأث( تحت P<23/2داری ) یمعن طور بهریباویرین، 

ر و اثر متقابل این دو فاکتور بود. غلظت غلظت تیما

درمانی و اندازه مریستم  یمیشریباویرین استفاده شده جهت 

( بر حذف P<23/2داری ) یمعن، اثر ها ریزنمونهشده از  کشت

از  ASPV و ACLSV، ASGVهای سه ویروس سویه

فتل، ی داشت. نوع رقم گلابی )ابتهموردبررسی ها ریزنمونه

کوشیا، لوئیزبون، اسپادونا، ملینا(، اثر بیروتی، درگزی، 

 ASP و ASGهای ( در حذف ویروسP<23/2داری ) یمعن

بود.  ACLSدار بر حذف ویروس  یمعنیر تأثداشت، اما فاقد 

در رقم  ASGبیشترین میانگین عاری شدن از ویروس 

درصد( و کمترین میانگین آن در رقم اسپادونا  1/67کوشیا )

. ارقام کوشیا و لوئیزبون بالاترین آمد دست بهدرصد(  5/35)

درصد( را نشان  5/05)  ASPمیانگین عاری شدن از ویروس

درصد( کمترین میانگین را  5/00دادند و رقم اسپادونا )

همراه گرم در لیتر به یلیم 02داشت. تیمار ریباویرین 

 0/2از  تر کوچکین اندازه مریستم برداری )تر کوچک

از ویروس  ها ریزنمونهشترین اثر را بر عاری شدن متر( بی یلیم

 داشتند.
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Abstract 
The present study aims at producing healthy primary pear plants for propagation and establishing a high health 

maternal orchard, for which an experiment was conducted in 2014 at Agriculture Biotechnology Research Institute of 

Iran (ABRII), trying to evaluate the effectiveness of chemotherapy treatments (Ribavirin 0, 20, 40, and 80 mg/l) as 

well as the sizes of apical meristems culturing (below 0.2 mm, between 0.2 and 0.7 mm, and above 0.7 mm) on 
eradication of some virus strains (ACLSV, ASPV, ASGV) from seven pear cultivars ("Abate Fetel", "Beiruti", 

"Coscia", "Dargazi", "Louise Bonne", "Mellina", and "Spadona"). Initially, the maternal samples are tested for 

ACLSV, ASGV, and ASPV by RT-PCR and all explants are infected with all three viruses, with the exception of 

Abate Fetel and Beirut which have been free from ASPV. The chemotherapy treatments and meristems cultivation 

take place in vitro, with the regenerated shoots from meristem tested by RT-PCR for all three viruses. Results show 

that increasing the concentration of ribavirin and reducing the size of cultivated meristem are effective on elimination 

of all three viruses from the explants. Also, the responses from the studied cultivars and virus varieties have varied 

among this experiment's treatments. Samples, diagnosed as virus free by means of RT-PCR, are then proliferated, 

rooted, and transferred into pots to be used for later propagation along with establishment of the maternal orchard. 

 

Keywords: Apple chlorotic leaf spot virus, apple stem grooving virus, apple stem pitting virus, pear, ribavirin, rt-pcr, 

virus free plantlet. 

 

  
 


