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دانه گرده  زنیجوانهبر  دارهایروس لكه حلقوی بافت مرده هستهاثر وبررسی  و ردیابی

 در بادامآلوده 
 

Detection and Investigation of Prunus Necrotic ring Spot Virus Effect on Germination 

of Infected Pollen Grain in aLmond 
 

  5و قباد بابایی 4، سعداله هوشمند3وحید روحی، *2، بهروز شیران1بختاعظم نیک

 

 12/12/93تاریخ پذیرش:           02/02/92تاریخ دریافت: 

 

 چكیده

هاي گیاهی است ویروس ترینازمخربیكی  ،(Prunus necrotic ringspot virus, PNRSV) دارهاهسته لكه حلقوي بافت مرده ویروس

 با هدفاین بیماري در درختان بادام شیوع این مطالعه  در شود.دار در درختان میوه هستهتواند باعث کاهش رشد و عملكرد که می

و تاثیر آن  ي سامان در استان چهارمحال و بختیاريمنطقهبادام هاي باغدر  و الایزا RT-PCRدو روش با  ویروساین  مطمئنشناسایی 

سه ماه فروردین، تیر و مهر  در آنها ی ازهاینمونه انتخاب واز ارقام مامایی، ربیع و سفید درخت  100 .شدبررسی  دانه گردهزنی بر جوانه

-دانه، RT-PCRروش و  به روش مستقیمآزمون الایزا  ها باپس از تایید آلودگی در نمونهآوري گردید. جمع 1399-99در سال زراعی 

نتایج نشان داد . مقایسه شد آلوده و سالم هاي گردهدانهجوانه زنی درصد تحت شرایط آزمایشگاهی کشت شدند و  رقم سفید هاي گرده

ویروس  ردیابیبرداري در نمونه زمان گردیدمشخص همچنین . قادر به جوانه زنی هستند آلوده درخت گرده دانه صددر 34   تنها

نشان و الایزا  RT-PCRروش مقایسه دو  .تعیین شد ماه فروردین براي آشكارسازي ویروس برداريبهترین زمان نمونه اهمیت داشته و

 .باشدمیبیشتر از آزمون الایزا  دارهاهسته لكه حلقوي بافت مرده بیماريدر آشكارسازي  RT-PCRکه حساسیت  داد
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 مقدمه

مقام سوم جهان را به تن بادام  176709ایران با تولید سالانه 

 (.2011 ،فائو آمار سازمان) خود اختصاص داده است

بودن امكانات و شرایط چهارمحال و بختیاري با دارا استان     

هاي زیستی مناسب از جمله آب کافی، اقلیم مناسب و زمین

میوه، به ویژه مستعد، یكی از مناطق مهم براي پرورش درختان 

 .(Yazdani et al., 2006) و همكارانیزدانی  بادام است

کشت هاي ویروسی هاي گوناگونی از جمله بیماريمحدودیت

 لكه ویروسدهد که را تحت تاثیر قرار می بادام در استان

 باشد. میترین آنها مهم از دارهاحلقوي بافت مرده هسته

ترین مهم دارها، ازلكه حلقوي بافت مرده هسته ویروس

اقتصادي درتمام مناطق کشت درختان میوه زاي عوامل خسارت

 آچیل ومینک طبق گزارش  و داراي گسترش جهانی است. بوده
Mink and Aichele, 1984))  آمریكاخسارت این ویروس در 

کاهش رشد درخت، تغییر  درصدي عملكرد، 22 باعث کاهش

بررسی  .شودمیوه میرنگ میوه، تأخیر در بلوغ و رسیدگی 

روي درختان  (Heleguera et al., 2001) همكاران و هلگورا

مرده و ، نقاط بافتنكروز ناگهانیعلائمی مانند  وجودبادام آلوده 

خطی را حلقوي و نقشبرگ، لكه کلروزه روي برگ، موزائیک

 33تا  12تواند سبب کاهش رشد این ویروس می .دهدنشان می

(، کاهش Massart et al., 2008)و همكاران  ماسارتدرصدي 

میوه در  رسیدگیدرصدي و همچنین تاثیر روي  25عملكرد 

و همكاران  ناوارو -سانچزشود  دارهسته هايبسیاري از گونه

(Sanchez-Navarro et al., 2005.) 

دارها متعلق به حلقوي بافت مرده هستهلكه ویروس

از بیشتر که است  Ilarvirusو جنس  Bromviridaeي خانواده

این  ت.شناخته شده اس دارهستهدرختان میوه  هايگونه

و ژنوم اي مثبت تک رشته RNAویروس داراي ماده ژنتیكی 

مسئول کد کردن دو زیر  RNA2وRNA1 .باشدبخشی میسه

فرآیند رونویسی  واحد پروتئینی آنزیم رپلیكاز بوده که در

 دو ژن مسئول سنتزحاوي  ویروس، RNA3 د.ندار نقشویروس 

هاموند  باشدمی ویروسحرکتی و پوششی  پروتئین
(Hammond, 2003.) 

 بذرزاد است و دارهاویروس لكه حلقوي بافت مرده هسته

 .تواند از طریق دانه گرده و یا گیاه مادري به بذر منتقل شودمی

 .از طریق گرده بسیار متفاوت است PNRSVانتقال کارآیی 

انتقال  (Kryczynski et al., 1992و همكاران )کریزینسكی 

PNRSV  گزارش  درصد 99در حدود را در گیلاس از طریق بذر

و  باربا درصد است 9که این عدد در بادام حدود حالیدر کردند

هم درون تواند میویروس  این .(Barba et al., 1986)همكاران 

و آماري  .و منتقل شود رفتهگسطح آن قرار  دردانه گرده و هم 

اثرات این ویروس را روي دانه ( Amari et al., 2007همكاران )

ذکر درصد  26تا زنی دانه گرده درصد جوانه کاهشگرده زردآلو 

انتقال  (Amari et al., 2009) و همكاران آماري اند.کرده

PNRSV گامتوفیتی به اسپوروفیتیكی در درخت  را از چرخه

 .اندگزارش کردهدرصد  10ها،ویروس به گیاهچه و انتقالزردآلو 
حشرات ند اه( نشان دادGreber et al., 1992) همكاران وگربر 

 در انتقال دانه گرده آلودهتوانند می هاافشان، مانند تریپسگرده

 .شته باشندبه گیاهان دیگر نقش موثري دا  PNRSVهب

هاي آزمایشگاهی روش اهاي ویروسی بتشخیص بیماري

هاي و یا روش االایز آزمون، گیاهان محکجمله ازگوناگونی 

امروزه  هک شودمراز انجام میاي پلیمبتنی بر واکنش زنجیره

هاي گیاهی مورد استفاده طور وسیعی براي ردیابی ویروسبه

هاي یزولهاي سرولوژیک قادر به تفكیک اهروش. نداقرار گرفته

 ,.Spiegel et al)و همكاران  اشپیگل نیستند مختلف ویروس

به دلیل تغییر غلظت  هااین روشکارآیی  همچنین .(1996

 وهلگورا ) یابدکاهش میفصلی  ویروس در بافت با تغییرات
ویروس با آزمون  ردیابیبرداري براي نمونه و (2001همكاران، 

صورت وجود غلظت بالاي ویروس در بافت  الایزا باید در زمان

واکنش  (.Bertozzi et al., 2002)و همكاران  برتوزيگیرد 

دقیق و  يهایكی دیگر از روش مراز معكوساي پلیزنجیره

در  که است هاي پایین ویروسبراي ردیابی غلظتساده  نسبتاً

در مقایسه با روش پیشین از حساسیت بالاتري برخورداراست. 

انجام  (Moury et al., 2001) و همكاران موري اي کهمطالعه

تواند در آشكارسازي می RT-PCRدادند، مشخص گردید روش 

سودمند باشد و هم ویروس در درختان چوبی در حال خواب 

 ویروس ردیابینسبت به آزمون الایزا از حساسیت بالاتري براي 

مكوریا  .ه استدبودارها، برخوردار حلقوي بافت مرده هستهلكه 
حساسیت دو روش  (Mekuria et al., 2003) و همكاران

لقوي ح لكه ویروس براي تعیین RT-PCRتشخیصی الایزا و 

هاي برگی از بادامنمونه  165در  را دارهابافت مرده هسته

 و بررسی کردند 2001تا  1999هاي سال در استرالیائی

در مقایسه با آزمون الایزا از  RT-PCRروش  مشخص شد

 .برخوردار است PNRSVحساسیت بیشتري براي ردیابی 

اثرات این ویروس بر دانه گرده و تحقیقات اندکی روي 

 طریق از میزان انتقال ویروس مانی آن وزنی و زندهمیزان جوانه

صورت گرفته به ویژه در ارقام محلی  به نسل بعد دانه گرده

بررسی این موارد در مرحله اول نیازمند آشكارسازي است. 

ضمن  این مطالعهدر  لذاباشد. مطمئن و دقیق ویروس می

 در ردیابی ویروس در درختان آلودههاي مختلف ارزیابی روش
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زنی دانه ویروس بر جوانهاین اثر ،سفید و ارقام مامایی، ربیع

 .گرفت نیز مورد بررسی قرارگرده 

 

 هامواد وروش

 مواد گیاهی

نمونه از  100گیاهی مورد استفاده در این تحقیق تعداد مواد 

واقع ساله از ارقام مامایی، ربیع و سفید  12-10بادام درختان 

ر ـدر منطقه سامان استان چهارمحال و بختیاري بودند. از ه

ال زراعی ـسدر هرـن، تیر و مـه ماه فروردیـدرخت در س

هاي نمونه آوري شد.جمعهاي برگی نمونه 1399 -1399

و از درختانی که در ماه فروردین  بساک فقط از رقم سفید و در

ود، ـمطالعات قبلی وجود ویروس در آنها به اثبات رسیده ب

برداري از درختانی با علائم مشكوک به نمونه. گردیدآوري جمع

دن ـک مانـروز و کلروز برگ، کوچـمانند نك ،وجود ویروس

انجام شد. بدین  هاي غربالی روي برگود لكهـها و وجبرگ

 صورت تصادفیاز چهار طرف هر درخت و بهها منظور نمونه

صورت مجزا هاي برگی هر درخت، بهآوري گردید. نمونهجمع

هاي پلاستیكی قرار داده شدند و روي یخ به درون کیسه

پس از و انتقال یافتند بیوتكنولوژي دانشگاه شهرکرد ایشگاه آزم

 RNAتا زمان استخراج  -C90دماي درانجماد در ازت مایع 

 نگه داري شدند. 

 

 آزمون الایزابا استفاده از  PNRSVردیابی 

آزمون با دارها ویروس لكه حلقوي بافت مرده هسته آلودگی به

 و کلارک روشمطابق ( DAS-ELISAالیزا به روش مستقیم )
بادي و با استفاده از آنتی (Clark and Adams., 1977) زآدام

 تیردر سه ماه فروردین، DSMZ (DSMZ, Germany )شرکت 

دقیقه  70تا  30فاصله  نتیجه آزمون الایزا در شد.بررسی  مهرو 

گیري با اندازهو ها به چاهکسوبسترا محلول بعد از افزودن 

ها در طول موج میزان عددي جذب نوري در هر یک از چاهک

. شدتعیین  (Stat Fax 2100)دستگاه الایزا ریدر  بانانومتر  405

 هایینمونه هاي سرولوژیک با دو بار تكرار انجام شد.تمام آزمون

دو  از بیشتر نانومتر 405موج  درطول آنها چاهک جذب که

 عنوانبه  بود )گیاه سالم( شاهد هايچاهک جذب میانگین برابر

 .دش گرفته نظر در ویروس به آلوده و مثبت نمونه

 

  RT-PCRروش با PNRSVردیابی 

RNA کلرید با روش  و بساک هاي جوان بادامکل ژنومی از برگ

 ,.Chang et al) همكاران و چانگتوصیف شده توسط  لیتیم

 RNA (Simply Total RNAکیت استخراج و ( 1993

Extraction, Bionear،)  .استخراج شد 

در ازت مایع یک گرم از بافت منجمد  ،لیتیم در روش کلرید    

 با ترکیب لیتر از بافر استخراجمیلی 5 سپس و شد ساییده

(2%CTAB ، 2%PVP ،  M1/0 Tris-Hcl pH=8، EDTA 

pH=8   M025/0، NaCl M2( پس از  .به آن افزوده شد

ها به مدت نمونه (ایزوآمیل الكل)کلروفرم: 1:24محلول  افزودن

دور در  3000با سرعت گراد یسانتدرجه  4دقیقه در دماي  20

شدند. لایه فوقانی به میكروتیوب جدید انتقال دقیقه سانتریفوژ 

 اضافه شد ومولار  10حجم آن، کلرید لیتیم یک چهارم  یافت و

قرار گرفت. سپس  -C°20 دمايساعت در  14تا  10به مدت 

 گراد با سرعتدرجه سانتی 4دقیقه در دماي  30ها نمونه

 200 دررسوب حاصل  دور در دقیقه سانتریفوژ شدند. 13000

 ،SSTE  (Tris-Hcl pH=8   M01/0،  SDS5/0%میكرولیتر

NaCl M1 ) میكرولیتر کلروفرم:  500به هر نمونه و  شدحل

درجه  4دقیقه در دماي  5افزوده شد و  (1:24ایزوآمیل الكل )

لایه  به. بر دقیقه سانتریفوژ گردید 13000د با دور گرانتیسا

 بعد از آن که فزوده شد ولیتر اتانول خالص امیلی 1فوقانی 

دقیقه در  20 ،قرار گرفتند -C°20ساعت در دماي  2ها نمونه

دور سانتریفوژ  14000گراد و سرعت درجه سانتی 4دماي 

و  شدحل  DEPCمیكرولیتر آب  50گردیدند. رسوب حاصل در 

 DNAجهت حذف آلودگی  شد. نگهداري -C°90دماي در

 .تیمار شدند  Fermentas, EN0521) )DNase Іها با آنزیمنمونه

 Simply Total) براي بساک با روش کیت RNAاستخراج 

RNA Extraction, Bioner)،  و مطابق دستورالعمل شرکت

 سازنده انجام شد.
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 آغازگرهاي مورد استفاده مشخصات :1 جدول
Table 1: List of  used primers 

 آغازگر
Primer 

 (5´-3´توالی آغازگر)

Sequence primer 5'-3' 

 اندازه قطعه

Fragment length 

 دماي اتصال

Annealing temperature 

 مرجع

Reference 

P1 
5´-GAGCTCTGGTCCCACTCAGG-3´ 
5´-TCACTCTAGATCTCAAGCAG-3´ 

785 57 Spigel et al. 2004 

P2 
5´-GAACCTCCTTCCGATTTAG-3´ 

5´-GCTTCCCTAACGGGGCATCCAC-3´ 
357 60 Sanchez-Navarro et al. 2005 

P3 
5´-GATTGTTGGTTGTCTTTTC-3´ 

5´-ATTGCAAATTCGGCAAAAC-3´ 
1002 52 

Nicole Fiore et al. 2008 
P4 

5´-GGCCGTGTATTCCTCGTTTATGTA-3´ 

5´- GGCAATAAAATAGGATTC. -3´ 
311 56 

P5 
5´-CTTGAAGGACCAACCGAG-3´ 

5´-ATCTGCTAACGCAGGTAAG-3´ 
351 54 Mekuria et al. 2003 

  cDNAسنتز با استفاده از کیت cDNAساخت     

Fermentas, K1622)) سازنده  شرکتاساس دستورالعمل  و بر

 RNA ،1میكروگرم  1شامل  cDNAمخلوط ساخت  .انجام شد

مولار مخلوط میلی 1 ،جفت بازي 7 میكرولیتر آغازگر تصادفی

dNTPs، ×RT buffer1 ،20 واحدRNase inhibitor  ،100 

دقیقه در دماي  5به مدت  نسكریپتاز معكوساواحد آنزیم تر

C°25، 70  دقیقه در دمايC°42  دقیقه در  5و در نهایت

هاي ساخت در واکنش گراد قرار گرفت.درجه سانتی 60دماي 

cDNA  با تغییر غلظتRNA  نانوگرم به یک  500کل از

 دماياز  RNAمیكروگرم و تغییر دماي مرحله واسرشت سازي 

C°75 دماي به C°65 تري براي ساختشرایط مناسب cDNA 

جفت آغازگر که بر اساس  پنجدر این پژوهش از .فراهم شد

 بودند استفاده گردید طراحی شدهویروس  RNA3توالی ناحیه 

 . )جدول یک(

 µl 20با حجم  PCRتكثیر قطعه مربوطه در یک واکنش    

 2MgCl ،250مولار میلی cDNA ،2: ا میكرولیتر شامل

میكرومولار  dNTPs ،PCR buffer  ×1 ،2میكرومولار مخلوط 

 ,Dream Taq Fermentasواحد آنزیم 25/1آغازگر و 

EP0702))، اولیه واسرشت سازي شرایط در . تكثیرانجام گردید 

واسرشت  شامل چرخه 35 و دقیقه 3 مدت به C°94 دماي در

 اتصال ،ثانیه 30براي گرادسانتی درجه C°94 دماي در سازي

بسته به نوع آن، زمان و دماي متفاوتی  که به رشته الگو آغازگر

 به و دقیقه 1 مدت به C°62 دماي در رآغازگ بسطداشت و 

دقیقه انجام  10 مدت به C°62نهایی در دماي  بسط آن دنبال

 x1 در بافر درصد 2در ژل آگارز  PCRمحصول نهایی گرفت. 

TBE  آمیزي ژل با رنگالكتروفورز گردید. ولت  60ولتاژدر

ژل  ،دستگاه ژل داک و با بروماید انجام گرفت اتیدیوم

 ساخت bp 100 استاندارد DNAنشانگر  .عكسبرداري شد

ها استفاده براي تعیین وزن مولكولی نمونه Fermentasشرکت 

از ژل آگارز  P1آغازگر جفت تكثیر شده با  DNAقطعه  شد.

سازي براي تعیین توالی به استخراج شده و پس از خالص

ترادف کامل ژن پروتئین  ماکروژن کره ارسال گردید.شرکت 

طور همزمان در به ها کهنمونهاز در برخی پوششی ویروس 

تكثیر  P1با آغازگرهاي مشابه اي توام با بررسی حاضر مطالعه

این ویروس در قابلیت انتقال در بانک ژن قرار گرفت.  شده بود

مطالعه قرار  مورددر شرایط گلخانه از طریق پیوند ها نمونه

ها گرفته شده و در شرایط هایی از برخی نمونهگرفت. پیوندک

پیوند شد و سطح  بادام حاصل از بذرجوان هاي به نهالگلخانه 

پیوند با پارافیلم پوشانده شد. گیاهان پیوند شده در دماي 

°C25  ماه نگهداري شد و ظهور علایم ویروس به 7به مدت-

. مورد بررسی قرار گرفتصورت نقاط بافت مرده و زردي خفیف 

وجود ویروس در گیاهان فوق با آزمون الیزا مورد تایید قرار 

   گرفت.

 

 Inزنی دانه گرده در شرایط ثیر ویروس بر جوانهأبررسی ت

vitro 
و با دو روش الایزا رقم سفید که آلودگی آنها بادام از درختان 

RT-PCR  هم در این تحقیق و هم در مطالعات انجام شده قبلی

 هشداثبات رسیده بود انتخاب  هبمربوط به تنوع ژنتیكی ویروس 

 RT-PCRبا روش ویروس  وجودو بساک آنها به منظور بررسی 

هایی که آلودگی آنها در بافت قرار گرفت. نمونهمورد بررسی 

انتخاب شده و از آنها در بررسی  بساک نیز به تایید رسید

آوري جمعاستفاده شد.  In vitroدر شرایط  زنی دانه گردهجوانه

هاي آنها هاي اطراف هر درخت که شكوفهشاخه از دانه گرده

روي یخ به آزمایشگاه انتقال داده  هاو شاخهانجام شد بسته بود 

قرار در آزمایشگاه در ظروف حاوي آب هاي بریده شاخهشدند. 

هاي هر نمونه ها بلافاصله گردهپس از باز شدن گل و داده شدند

 همكاران وهیراتسوکا مطابق دستورالعمل تكرار  3در 

(Hiratsuka et al., 2007) ساکارز،  %15 حاويکشت به محیط

ppm100  بلافاصله  .آگار انتقال داده شدند %7/0اسید بوریک و

 19به مدت  در انكوباتور بندي وزها با پارافیلم دردیشپتري

. دـداده شقرار  ولیـط نور معمـو شرای C°20دماي  ساعت

آلوده با  هاي مربوط به سالم ودر نمونهزده هاي گرده جوانهدانه

 .میكروسكوپ نوري شمارش شدنداستفاده از 
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 بحث نتیجه و

متنوعی از م یعلادارها ویروس لكه حلقوي بافت مرده هسته

و  حلقويلكهدر سطح برگ،  مردهنقاط بافتغربالی و لكه ،جمله

 بدشكلی، ،ریز برگی و بدشكلی برگ ها،برگاي شدن پیسه

علایم ایجاد شده توسط  کند.ایجاد میها میوه دیررسی و ریزش

ویروس اغلب با علایم ایجاد شده توسط سایر عوامل مشابه بوده و 

کند. ردیابی و تایید با تغییر فصل و دماي محیط نیز تغییر می

علایم بر مبناي در اغلب موارد وجود ویروس در گیاه آلوده 

هاي تشخیص آزمایشگاهی کافی نبوده و استفاده از روشظاهري 

یزا نشان ابا روش المختلف هاي بررسی نمونه .باشدضروري می

ها در درختان دارروس لكه حلقوي بافت مرده هستهداد که وی

بوده و بادام در منطقه مورد مطالعه داراي تغییرات فصلی 

برداري فروردین ماه بود. غلظت ویروس مربوط به نمونهبیشترین 

برداري فروردین ماه و بیشترین نمونه آلوده مربوط به نمونه

ونه آلوده در ـاه بود. تعداد نمـر مـربوط به تیـکمترین آن م

بیشتر از نمونه برداري تیر ماه بوده ولی  برداري مهرماهنمونه

نمونه برداري فروردین ماه بود که نشان  تر ازهمچنان پایین

هاي مختلف دهنده تغییر غلظت ویروس در بافت گیاه در ماه

 .(1 )شكل باشدمرتبط با دماي محیط می سال بوده و احتمالاً

 
 منطقه ساماندر  با آزمون الایزا در سه ماه فروردین، تیر و مهر در ارقام مامایی، ربیع و سفید PNRSVردیابی  :1شكل 

Fig. 1: PNRSV detected by ELISA in different time in local cultivars of Mamai, Rabii and Sefid in Saman region

 

زمان  اثر، اي مشابهدر مطالعه ( نیز2002همكاران ) وبرتوزي 

در درخت بادام مورد  PNRSVبرداري را در آشكارسازي نمونه

آزمون الایزا در  نشان داده است کهند اهبررسی قرار داد

هاي جوان در اوایل بهار ها و برگآشكارسازي ویروس در گلبرگ

تابع  در گیاهویروس  غلظتزیرا ، دهدبیشتري نشان میکارآیی

شود غلظت میباعث فرودین  ترپایینمحیط بوده و دماي ي دما

بیشتري کارآییبا و  شتهقرار دابالاترین حد ممكن ویروس در 

 .باشدیزا قابل ردیابی میاتوسط آزمون ال

تقیمی با شدت علایم الایزا رابطه مسشدت جذب نوري در آزمون 

ر بین ارقام مامایی، ربیع و داي که گونهبه  ،ها داشتنمونه در

 يبالاترین جذب نور آلودگیدرصد ترین رقم ربیع با بیشسفید، 

ارقام کشت سایر به  حساسیت بیشتري نسبت دارا بود وهم را 

تواند نشان دهنده تفاوت در علایم که می دادنشان میشده 

بسته به ژنوتیپ میزبان ویروس و میزان خسارت در گیاه آلوده 

 (.2)شكل  باشد
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سه  نانومتر در 405دارها در طول موج بافت مرده هسته برگ بادام آلوده به ویروس لكه حلقويهاي میانگین جذب نوري نمونه: 2شكل 

 ماه فروردین، تیر و مهر

6Fig. 2: ELISA absorbance values in 405nm for infected leaf sample of PNRSV in almond in different time sapling

 

 جفتهر پنج  بررسیآغازگرهاي مورد استفاده در این تحقیق 

هاي نمونهروي  RNA3طراحی شده بر اساس توالی  آغازگر

بهتري در تكثیر کارآیی P5و  P1جفت آغازگر  نشان داد، برگی

مبناي بر  P5و  P1 آغازگرهاي. رددا ویروسهاي ایرانی جدایه

 غیر کدناحیه قسمتی از پوششی ویروس و پروتئین توالی ژن 

سایر مدي آناکار. (3)شكل  شده بودند طراحی UTR'3شونده 

هاي ایرانی ویروس تنوع در جدایه می تواند به دلیل هاآغازگر

استفاده  آغازگرهاي ویروس باشد زیراهاي جدایهسایر نسبت به 

هاي ویروس مربوط به جدایه شده در این تحقیق برمبناي ترادف

براي شود میو پیشنهاد  بودندشده  سایر مناطق دنیا طراحی

مانند نواحی حفاظت شده در ژنوم ویروس طراي آغازگر از ترادف 

 شود. استفاده UTR'5و  UTR'3 هايتوالی

 

 
    پروتئین حرکتی،     پوششی دارها به همراه نواحی کد کننده پروتئینویروس لكه حلقوي بافت مرده هسته RNA3 ترادف: 3شكل

 ,P4 آغازگرهاي قرار گرفتن حلبه ترتیب م 5و  4، 3، 1،2.قطعه تكثیر شده      ،    UTR '3ناحیه غیرکدشونده حفاظت شده  ترادف، 

P3, P2, P1 و P5 رويRNA3 دارهاحلقوي بافت مرده هستهویروس لكه 
RNA3 sequences of PNRSVwith cp gene     ,MP gene    ,3' UTR     , non coding and amplified region    . and 

1,2,3,4 and 5 showed the position of primer standing on RNA3 PNRSV. 
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 ،(2003) همكاران ومكوریا  از جمله مطالعات مطالعات قبل    

براي آشكارسازي دقیق و  RT-PCRکه روش نشان داده است 

  دارد.ها دقت بیشتري نسبت به سایر روش PNRSVمطمئن 

 را در تعداد بیشتري از PNRSVبه  آلودگی RT-PCR روش    

به ویروس در آلودگی  و نشان داد نسبت به آزمون الایزاها نمونه

با استفاده از بود ردیابی نشده که با آزمون الایزا  هابرخی نمونه

 که قطعات ژنی مربوط به ویروس .این روش قابل تشخیص بود

از پس گردید تكثیر  P5و  P1توسط آغازگرهاي اختصاصی 

 695 به ترتیب نواري با اندازه تقریبیالكتروفورز روي ژل آگارز 

 RT-PCRبه منظور تایید نتایج . آشكار  نمود جفت باز 351و

درختان نمونه  درکه مربوط به ویروس جفت بازي  695باند 

تعیین اي مستقل در پروژه (4)شكل آلوده حاصل شده بود  بادام

 ه( با شمارNCBIترادف آن در بانک ژن ) وترادف شده 

 .قرار داده شد KJ573395 دسترسی

 PNRSVها اگرچه علایم ظاهري آلودگی به در برخی نمونه    

هاي خفیف برگی مشاهده غربالی و پیچیدگیبه ویژه علائم لكه

شده بود اما پس از آزمون الایزا شواهدي مبنی بر آلودگی 

هاي مشكوک آلودگی بدست نیامد. در تعدادي ازاین نمونه

ها علایم ظاهري در بعضی نمونه .تایید گردید RT-PCRتوسط 

  RT-PCRهاي الایزا وآلودگی توسط آزمون ولی ه نشدمشاهد

هاي آلوده به این ویروس در میزبانتایید گردید. بروز علایم 

 باشدمی درجه حرارت  از جملهشرایط محیطی خاص مرتبط با 

 نیز (2008)و همكاران  ماسارت در تحقیقات یمشابهکه نتایج 

ردیابی چنین نتایجی موید این است که  .گزارش شده است

از با استفاده باید  هاي مادريویروس به ویژه در نهال یا پایه

انجام  RT-PCRهاي تشخیصی با دقت بالا همچون تكنیک

نشان  RT-PCRنتایج حاصل از مقایسه دو روش الایزا و  .شود

در مقایسه با آزمون الایزا حساسیت  RT-PCRداد که روش 

دارها مرده هسته بیشتري در ردیابی ویروس لكه حلقوي بافت

ویروس  ردیابیدارد. مزیت این تكنیک نسبت به آزمون الایزا در 

 .باشدهاي پایین و دقت تشخیصی بالاي ویروس میدر غلظت

کند، را با مشكل روبرو می PCRعامل اصلی که کاربرد روش 

آماده کردن اسیدهاي نوکلئیک با کیفیت بالا است که در برابر 

مقاوم باشند، به خصوص در مورد  PCRهاي مهارکننده

کل از آنها به دلیل  RNAدرختانی مانند بادام که استخراج 

وجود مواد مهار کننده امري بسیار مشكل است و از بین بردن 

ها و مواد مهار کننده نیازمند استفاده از بافر مناسب و ناخالصی

 .(Spiegel et al ., 2004)قوي، زمان و دقت زیاد است 
 

 
 سایز: M) الایزا آزمون با منفی شده تست هاينمونه در P1 اختصاصی آغازگر و RT-PCR آزمون با PNRSV آشكارسازي :4 شكل

 (.الایزا آزمون در منفی هاينمونه:  - منفی، نمونه: bp100، N مارکر

Fig. 4: The detection of PNRSV was confirmed by using specific primer P1 in negative tested samples by ELISA 

(M is 100bp ladder, N: negative control for PNRSV, -: in negative tested sample by ELISA) M is 100bp ladder, N: 

negative control for PNRSV, -: in negative tested sample by ELISA) 

 

 گرفته شده از درختانزنی دانه گرده وانهبر ج ویروساثرات     

بررسی . بررسی شددر مقایسه با دانه گرده درختان سالم  آلوده

درصد از  34ي آلوده نشان داد که تنها هاي گردهزنی دانهجوانه

کشت جوانه زدند در حالیكه  هاي گرده آلوده روي محیطدانه

 مطالعات درصد بود.  57هاي گرده سالم ین رقم براي دانها
 کهداده است هم نتایج مشابهی نشان  (2009) همكاران و آماري

زنی دانه گرده زردآلو را در دو حالت آلوده درصد جوانه

 %74و  %26و سالم تحت شرایط آزمایشگاهی   PNRSVبه

 .اندکردهگزارش 

شود زنی آن تعیین میدانه گرده بر اساس سرعت جوانه کیفیت

بندیكوا  گذارد.که به طور مستقیم روي تشكیل میوه اثر می
Benedikova, 1986) )زنی همبستگی مثبتی بین سرعت جوانه

را نشان داده است آلو رددانه گرده و تولید میوه در برخی ارقام ز

اثرات منفی  (Mink, 1993) مینکطبق مطالعات قبلی  که

785bp 
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تواند یک عامل محدود ویروس روي کیفیت دانه گرده نمی

تواند در می PNRSV .به بذر باشدعدم انتقال آن کننده براي 

مراحل اولیه گرده را آلوده کند و باعث کاهش بقاء گرده و 

زنی دانه گرده را کاهش سازگاري آن شده و همچنین جوانه

 را به تاخیر اندازد و بلوغ تخم مختل کردهداده و رشد آن را 

(Amari et al., 2009). این مطالعه مشخص شد ویروس لكه در 

زنی دانه جوانهدرصد  توانددارها میهسته حلقوي بافت مرده

شیوع بالاي ویروس  .دهد کاهشدرصد  34 بهرا  در بادام گرده

 يدر منطقه، اثرات این ویروس بر دانهدر ارقام مورد بررسی 

و همچنین پدیده  دانه گردهاز طریق انتقال این ویروس  گرده و

اهمیت توجه به انتقال  خودناسازگاري در اکثر ارقام بادام

انتقال با بذر یک  دهد.ویروس از طریق دانه گرده را نشان می

 %20ست و حدود ا هامكانیسم عمومی در انتقال ویروس

 ,Hullنتقل شوند )توانند مهاي گیاهی از این طریق میویروس

انتقال ویروس از طریق بذر نقش مهمی در انتشار (. 2002

ها هاي اصلاحی دارد و تبادل ژرم پلاسمویروس به ویژه در برنامه

اي دارد. و استفاده از بذر به عنوان پایه در این پروسه نقش ویژه

توسعه باغات بایستی با در نظر گرفتن هاي اصلاحی و برنامه

هاي آلوده قوانین قرنطینه نباتی و جلوگیري از ورود نهالرعایت 

گردد براي میپیشنهاد  جدید توسعه باغات باشد.مناطق  به

استفاده عاري از ویروس  پایه هاي مادريها از احداث نهالستان

به ویروس و انتقال آن از شده و با توجه به درصد بالاي آلودگی 

ي مورد استفاده براي تولید هااي به پایهطریق بذر توجه ویژه

هاي بذري با دقت بیشتري مورد نهال شده و استفاده از پایه

کنترل این تواند راهكار مناسبی براي میکه  نظر قرار گیرد

 و مانع از شیوع بیشتر آن شود.فراهم آورده بیماري ویروسی 

 

 سپاسگزاری

 و دانشگاه شهرکرد کشاورزي دانشكده باحمایت پژوهش این

 که است شده انجاممرکز تحقیقات کشاورزي شهرکرد،  همكاري

 .گرددمی بدینوسیله سپاسگزاري

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 منابع:

 متن انگلیسی مراجعه شود. 23-22هاي جهت مطالعه منابع به صفحه
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