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 چکیده

ساازی باا   های ساام  از اهمیت خاصی برای برنامهشهر نی کمالدر ایستگاه تحقیقات باغبا مستقرکلکسیون ملی ارقام تجاری بومی و وارداتی سیب 
مطامعه متمرکزی در زمینه غربامگری درختاان سایب موجاود در    کنون ومید نهال سام  برخوردار است. تاتکثیر جهت تهای اومیه و پیشمین هستهأهدف ت

 ,Apple chlorotic leaf spot virus) مکاه سابزرد سایب   ویارو   . های ویروسای صاورت نگرهتاه اسات    بیماری به این کلکسیون از نظر آمودگی

ACLSV)  میازان شایو  ایان ویارو  در     وقاو  و  جهت ارزیاابی  . شودمیجهان سر اکه باعث ایجاد آمودگی درختان میوه در سر استویرو  مهمی
انجام  بردارینمونههای بذری، بر روی پایهزگار محصول و ارقام وارداتی سابومی پرجدید، امیدبخش، سیب  رق  ۰۵مجمو  شهر از کلکسیون سیب کمال

واکنش  استفاده از روشیید نتایج امیزا، تعدادی از این ارقام با أجهت تو  گردیدارزیابی   ACLSVبادی اختصاصیبه روش الایزای مستقی  با آنتی شد و
ماورد بررسای قارار     ACLSVننده بخشی از پروتئین پوششای  کو جفت آغازگر تکثیر (RT-PCR) برداری معکو ای پلی مراز به روش نسخهزنجیره

رق  مورد بررسی تنها  ۸۱نیز از  RT-PCRرق  مورد بررسی، به این ویرو  آموده بوده و در آزمون  ۰۵رق  از  ۹۳گرهتند. نتایج امیزا نشان داد که تعداد 
کوپر،  ، نایان ارنگه، خورسیجان، رداسپور۸ ردرم بیوتی، استارکینگ، اردبیل پنج رق ، آموده به ویرو  تشخیص داده شد. تعدادی از ارقام شامل مکینتاش،

عاری از ویرو  تشخیص داده شدند. بنابراین این ارقام پس از بررسی از نظر  RT-PCR، در هر دو آزمون امیزا و ۲و اردبیل  IR6-1، ۸ یلو ترنسپارنت
 Apple)، ویرو  ساقه شایاری سایب   (Apple stem pitting virus, ASPV)ب آمودگی به سه ویرو  مه  دیگر شامل ویرو  ساقه گودی سی

stem grooving virus, ASGV)  و ویرو  مکه حلقوی گوجه هرنگی(Tomato ring spot virus, ToRSV) توانند در برنامه تومیاد ماواد   می
 شده مورد استفاده قرار گیرند.تکثیری سام  و گواهی

 
 ویرو  مکه سبزرد سیبمراز، ای پلییب، واکنش زنجیرهکلکسیون ارقام سامیزا،  های کلیدی:واژه

 

   1 مقدمه

تاارین ( یکاای از مهاا  Malus×domestica Borkh) ساایب
هزار هکتار و  ۲۰۵محصولات باغبانی کشور بوده که با سطحی معادل 

جهانی قرار داده است  شش ( ایران را در رتبه ۹)میلیون تن  ۳/۲تومید 
در مساتقر  ون ملی ارقام تجاری باومی و وارداتای سایب    کلکسی.(۸۵)

رقا  سایب بار     ۱۰شهر در برگیرناده  ایستگاه تحقیقات باغبانی کمال
وجود  .بسیار بالایی برخوردار است یاز تنو  ژنتیک های بذریپایهروی 

باویژگی مقاوم به سرمای بهاره و  "بهارگل"ارقام جدید زودر  مانند 

                                                           
پزشاکی کشاور، ساازمان تحقیقاات، آماوزش و      حقیقات گیااه مؤسسه تاستادیار،  -۸

 ترویج کشاورزی، تهران، ایران
 (Email: ta_keshavarz@yahoo.com           :  لنویسنده مسئو -)*
سساه تحقیقاات علاوم    ؤهاای معتدماه و سردسایری، م   پژوهشکده میوه دانشیار، -۲

 ، سازمان تحقیقات آموزش و ترویج کشاورزیباغبانی

DOI: 10.22067/jpp.v33i3.76550 

 ۸۴۵و  ۸۶۱هراشاته باه ترتیاب باا عملکارد      با عادت رشد ا "شربتی"
نوردرن "(، ارقام ۸۲ و ۸۸کیلوگرم در هر درخت در شرایط کلکسیون )

 "گلدن اسموتی"و  (۸۶حامل ژن تحمل به پوسیدگی طوقه ) "اسپای
و نیاز رقا  پایاه     IRI6رق  کاام  خودساازگار    ،(۳متحمل به زنگار )

هاای مها    امال ژن مربایی گزینش شده به عنوان وامد پایه باذری ح 
هاا رقا  وارداتای    و ده (۸۹صفت خودساازگاری و صافت پاکوتااهی )   

 باشدبارزی از اهمیت این کلکسیون در کشور ما می هایمونهسازگار، ن
و  دارها، درختان میوه داناه بیمارگرهای مختلفی از جمله ویرو  .(۸۴)

ر جاا  ثیر قرار داده و اثر مخربای در باغاات با   أاز جمله سیب را تحت ت
زای درختان میوه به دمیل انتشارشان از های بیماریویرو گذارند. می

ها در درختاان  . ویرو باشندهای تکثیری حائز اهمیت میطریق اندام
ها که نهفته برخی از آنحال میوه دارای ع ئ  متنوعی بوده و در عین

هستند، بدون این که ع ئا  مشخصای ایجااد کنناد منجار باه زوال       
شاوند. در آن  ی درخت، کاهش قدرت درخت و میزان باروری میعموم
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دسته کنند، ع ئ  هایی که ع ئ  مشخصی ایجاد میدسته از ویرو 
کنند، ع ئا  برگای باه    هایی که ع ئ  مشخصی ایجاد میاز ویرو 

ای شادن، ههاور نقاا     ای شدن، مومهصورت بدشکلی، پیچیدگی، مکه
مول بروز نموده و کیفیات و کمیات   باهت مرده و نقوش رنگی غیر مع

(. مطامعاات نشاان داده اسات کاه آماودگی      ۴) یاباد ها کاهش میمیوه

به طور چشمگیری عملکرد درخت  ۸های نهفتهدرخت سیب به ویرو 
هاا در اغلاب ارقاام بادون     (. این گروه از ویرو ۶دهد )را کاهش می

ناد. در  ع ئ  هستند اما ممکن است در برخی دیگر ع ئا  ایجااد کن  
 Appleهاا، ویارو  مکاه سابزرد سایب )     بین این گاروه از ویارو   

chlorotic leaf spot virus, ACLSV هاای مها    ( یکی از ویرو
 عضااو تیااس جاانس ایاان ویاارو    باشااد.در درختااان ساایب ماای 

Trichovirus (۸۸ ) ،۸۲پذیر به ابعاد ای خمشرشتهآن پیکره بوده × 
 لاتك  (RNAریبونوکلئیك اسید )آن از نو   و ژنوماست  نانومتر ۰۲۵

میناك و   این ویرو  اوماین باار توساط    .(۰)است باز  ۰۰۰۰به اندازه 
 اگار چاه  . (۲۵) گزارش شد Malus های جنسگونهدراز آمریکا شای 

ارقاام تجااری سایب هاقاد ع ئا       اغلب  ویرو  مکه سبزرد سیب در
روی  بر روی درختان سیب پیوند شده برحال با اینباشد مشخصی می

(. این ۲۳ و ۲۱شود )موجب بیماری شدیدی می MarubaKaidoپایه 
رنگ مکه برگی چون تواند ع ئ  مشخصی می ارقام برخی ویرو  در

، نقاوش خطای، کااهش    رنگ پریاده های ، بدشکلی برگ، حلقهپریده
ایان ویارو  در برخای    . (۸۱)ایجااد نمایاد   اندازه بارگ و کوتاومگی   

دار بدون ع ئ  بوده و یاا ممکان اسات    های درختان میوه هستهگونه
باعث شکاف چوب، بدشکلی شدید میوه، کاهش عملکرد و ناسازگاری 

مکاه سابزرد   ویرو  های برخی جدایه .(۲۸پیوند و نکروز جوانه شود )
سیب باعث بیمااری شادیدی در زردآماو و آماو شاده و باعاث ایجااد        

اغلاب باا   کاه  شاده  هرورهتگی، برجستگی و در نهایت بدشکلی میاوه  
شود به هماین دمیال باه آن شاارکای     بیماری شارکا اشتباه گرهته می

دارای تنو  ژنتیکی بالایی این ویرو  (. ۴شود )گفته می نیز ۲دروغین
شاوند. ایان   زایی متمایز میآن از نظر بیماری هایبوده و برخی جدایه

ست اپیوند قابل انتقال بوده و از طریق دارای انتقال مکانیکی ویرو  
 گزارش نشده اسات و یا دانه گرده تاکنون  بذرآن از طریق انتقال ومی 
از یاك طارف باه    مکه سبزرد سایب  ویرو   اقتصادیخسارت  .(۹۵)

دمیال  باه و از ساوی دیگار   در سیب واسطه گسترش وسیع جهانی آن 
، Prunus ایجاد ناسازگاری پایه و پیوندك در برخای از اعضااج جانس   

هاای اصافهان،   یرو  از باغات سایب اساتان  . در ایران این وباشدمی
(. ۸۰ و ۲آذربایجان شرقی و غربی، تهران و هار  گزارش شده است )

با توجه به نبود اط عات کاربردی لازم در خصاو  میازان آماودگی    
ارقام تجاری سیب به ویرو  مهمی چون مکاه سابزرد سایب بارای     

                                                           
1- Latent viruses 

2- Pseudopox 

تومید انبوه نهال اومیه با هدف احداث باغ مادری برای  هایتومید هسته
کلکسایون ملای ارقاام    سام  و استاندارد، آمودگی ارقام تجااری سایب   
به ویرو  مهمی  شهرسیب موجود در ایستگاه تحقیقات باغبانی کمال

 چون مکه سبزرد بررسی شد.

 

 هامواد و روش

 بردارینمونه

سایب و بار اسااا    رقا    ۰۵از  ۸۹۳۶و بهاار   ۸۹۳۰در تابساتان  
 رقمای  هاای گاروه  شه کاشت کلکسایون ارقاام از  شماره درخت در نق

ارقاام باومی   ، شامل دو رق  جدید گل بهاار و شاربتی   مختلف موجود
مانند شیخ احمد، نایاان ارنگاه و سالطانی شبساتر،     محصول و رایج پر

چون مربایی، زینتی و آزایش، گروه بزرگای از  ارقام وامد بذری پاکوتاه 
مندرج رایط آب و هوایی کشور ارقام وارداتی گزینش شده سازگار با ش

، IRI6نظیار   بخاش  هاای امیاد  ژنوتیسدر اطلس ارقام میوه کشور و 
(. با توجه به اینکه یاك تاا   ۲و  ۸برداری صورت گرهت )جداول نمونه

ه برگی ب هاینمونهباشد سه درخت از هر رق  در کلکسیون موجود می
ود موجا درخات  هر یاك از ساه   های مختلف صورت تصادهی از شاخه

آوری شده از یك درخت بعنوان های جمعتمامی نمونه .آوری شدجمع
  .یك نمونه تلقی شد

 

 سرم شناسي تآزمايشا

 باادی و باا آنتای  ( ۱)مستقی  ی یزاها با استفاده از آزمون الانمونه
، Bioreba)تهیه شده از شارکت   سیب سبزرد ویرو  مکهاختصاصی 
یازان جاذب ناور در طاول     مگیری بررسی شد و پس از اندازه (سویس
 Dynatech MR-700 Plateنااانومتر بااا دسااتگاه   ۴۵۰مااوج 

Reader(Dynatech Laboratories, USA ،)   باا اساتفاده از هرماول 

+3 SD x R=  که در آن(x  میانگین جذب نمونه منفیSD  انحراف
آموده تشخیص های نمونه (دباشسطح آمودگی می Rها و معیار چاهك
 ۴۵۰هایی که میزان جذب ناوری چاهاك مربوطاه در    نمونه داده شد.

عنوان نمونه آماوده در نظار گرهتاه     ود، بهب Rاز  نانومتر برابر یا بیشتر
 .شدند

های مورد بررسی باه  های آموده به ویرو در این تحقیق از نمونه
کنتارل منفای، تهیاه     های سام  به عنوانعنوان کنترل مثبت و نمونه

 ، استفاده گردید. Biorebaشده از شرکت 

 

ای ريبونوكلئيتتا استتي  كتتک ش شاكتتن  زن يتتر استخررا    

 (RT-PCRبرداری معکوس )به رشش نسره مرازپلي

ریبونوکلئیك اسید کل باه روش توصایف شاده توساط چاناگ و      
 ( با کمی تغییرات استخراج شد. ۰همکاران )
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مقدار پنج میکرومیتار  DNA(cDNA) برای ساختن رشته مکمل 
در  پیکوماول  ۲۵استخراج شده از باهت آماوده باا   از ریبونوکلئیك اسید
 باارداری برگااردان و آناازی  رونوشاات  معکااو  میکرومیتاار آغااازگر 

(MMuLV 100u/µ) (و طبق دستورامعمل شرکت سازنده نکلوسینا )
به طاول   ACLSVانجام شد. جهت تکثیر بخشی از پروتئین پوششی 

 ACLSV-Rو   ACLSV-Fآغازگرهااااایجفااات باااااز، از   ۹۰۱
(ACLSV-F: TTCATGGAAAGACAGGGGCAA   و

ACLSV-R: 

AAGTCTACAGGCTATTTATTATAAGTCTAA) 
 (.۲۲استفاده شد ) Nemchinovمعرهی شده توسط 

 ۰/۲از باا اساتفاده    میکرومیتار  ۲۰ نهاییدر حج   ،PCRواکنش 
 Taq DNA polymerase و آنازی   cDNA میکرومیتار از محصاول  

(5u/µ سیناکلون) واکانش   حرارتی برنامه. دش، انجامPCR   ۸شاامل 
چرخاه   ۹۰دقیقاه، ساپس    ۹باه مادت    گاراد ساانتی درجه  ۳۰مرحله 
 ۴۰درجاه و   ۶۲دماای   در ثانیاه  ۹۵درجه،  ۳۰دمای ثانیه در ۹۵شامل
درجاه   ۰۲ دمای درپایان  و دربود  گرادانتیدرجه س ۰۲ دمای ثانیه در
در  PCRمحصاول  پس سدقیقه قرار داده شد.  ۸۵مدت  بهگراد سانتی

گارم بوریاك    ۰/۰گرم تاریس،   TBE (۱/۸۵و در باهر  ۸۱ژل آگاروز 
( ۹/۱اساایدیته ،در یااك میتاار آب مقطاار  EDTAگاارم  ۰۹/۵اسااید، 

امکتروهورز و قطعات نوکلئیك اسید بوسایله محلاول اتیادیوم برومایاد     
مادل   UV-illuminatorآمیازی و بوسایله دساتگاه    درصد رنگ ۰/۵

Imaco برداری شد.عکس ساخت هلند 

 

 نتایج و بحث

کلکسیون ملی ارقام تجااری باومی و وارداتای    با توجه به اهمیت 
اومیاه   هاای مین هستهأدر ت شهرسیب ایستگاه تحقیقات باغبانی کمال

 هاای تکثیری برای احداث باغات مادری سیب و اهمیت آن در برناماه 
باشد. هر چناد ارقاام   ارقام بسیار ضروری میاص حی، غربامگری این 

های محیطی موجود تحت غربامگری گروه مهمی از بیمارگرها و تنش
اند اما تاکنون در زمینه غربامگری ارقام موجود در کلکسیون قرار گرهته

د رهای ویروسی از جمله ویارو  مکاه سابز   از نظر آمودگی به بیماری
 ۰۵ر این تحقیق مجموعا تعداد د. صورت نگرهته است ایسیب مطامعه

درخاات در آزمااون امیاازا مااورد بررساای قاارار گرهاات. در  ۸۲۶رقاا  و 
 ۳۳رقا  و مجموعاا    ۹۹( تعداد ۸۹۳۰ برداری اول )تابستان سالنمونه

بارداری دوم در  درخت )از هر رق  سه درخت( آزمایش شاد. در نموناه  
  یاك  درخت )از هر رق ۶۰رق  و مجموعا  ۴۸تعداد  ۸۹۳۶هصل بهار 

تاا از ارقاام تسات     ۲۴تا سه درخت( آزمایش شد که از این بین تعداد 
بررسی شده توساط   هایشده در هر دو سال مشترك بود. آنامیز نمونه

درخت از مجمو   ۰۳نشان دهنده آمودگی  ۳۰آزمون امیزا طی تابستان 
آناامیز   (.۸باود )جادول    ACLSVشاده باه    بارداری درخت نمونه ۳۳

نیز نشان دهنده  ۳۶ی شده توسط امیزا طی هصل بهار های بررسنمونه
برداری شده بود )جدول درخت نمونه ۶۰درخت از مجمو   ۴۴آمودگی 

 ACLSVمشکوك به آماودگی باه    ها(. در این بین تعدادی از نمونه۲
هایی که طی تکرارهای مختلف واکانش متفااوتی نشاان    بودند. نمونه

امیازا نشاان دادناد باه عناوان       داده یا میزان جذب پاایینی در آزماون  
پس از استخراج ریبونوکلئیك اسید ویارو  و  مشکوك قلمداد شدند. 

ماورد   به طول ایقطعه هانمونهتعدادی از از  ،RT-PCRانجام آزمون 
تکثیار شاد   بخشی از پروتئین پوششی جفت باز مربو  به  ۹۰۱ انتظار
ل برخای ارقاام را در ژ   PCRنقاش امکتروهاورزی محصاول     ۸شکل 

-RTآنامیز برخی ارقام بررسای شاده در آزماون    . دهدآگاروز نشان می

PR دارای واکانش مثبات در آزماون امیازا،      هاای )شامل برخی نمونه
 هاای دارای واکنش منفی در آزماون امیازا و برخای نموناه     هاینمونه

نموناه ماورد    ۸۱دهنده آمودگی پنج نمونه از مجماو   مشکوك( نشان
هر چند در تماامی ارقاام ماورد بررسای نتاایج      (. ۹ بررسی بود )جدول

یید کننده نتایج آزمون امیزا بود اماا آماودگی رقا     أت RT-PCRآزمون 
به ویارو  کاه در آزماون امیازا در طای هار دو هصال         ۹کوپر اسپور
یید نشد. أت RT-PCRتایید شده بود، در آزمون  ۳۶و بهار  ۳۰تابستان 

تری نسبت باه آزماون   دارای حساسیت بالا RT-PCRهر چند آزمون 
در مطامعات صورت گرهته قبلی، در مقایسه باا آزماون    باشد وامیزا می

تعداد نمونه آموده بیشتری تشاخیص داده شاده    PCRامیزا، در آزمون 
در آزماون   ۹(، بنابراین عدم آمودگی رقا  کاوپر اساپور   ۸۰ و ۸۳است )

RT-PCR ه تواند ناشی از وجود مواد بازدارنددر این تحقیق میPCR 
 استخراج شده باشد.  RNAدر 

بارداری  در خ ل بازدید هاهری درختان، در برخی از ارقام نموناه 
شاد. اغلاب ارقاام سایب آماوده باه       شده ضعف درخات مشااهده مای   

ACLSV    هاقد ع ئ  مشخص بودند. نتایج مشابهی توساط ساایرین
 (.۲۰ و ۸۰) بدست آمده است

ی آماودگی ارقاام سایب    نتایج بدست آمده نشان دهنده درصد بالا
در ایستگاه تحقیقات باغبانی  مستقرموجود در کلکسیون قدیمی سیب 

باشد. در مطامعات پیشین نیز بررسی باغات می ACLSVبه شهر کمال
دهنده درصد بالای آمودگی به این ویرو  نسبت به ساایر  سیب نشان
(.در مطامعاات صاورت گرهتاه در کلکسایون     ۸۰بوده است ) هاویرو 

رقام سیب در جمهوری چك، رومانی، آمبانی و بوسنی و هرزگوین نیز ا
نتایج مشابهی مبنی بر درصد بالای آمودگی به ایان ویارو  گازارش    

پ سا   کاه مباادلات ژرم  (.  با توجه باه ایان  ۸۰و  ۲۰، ۲۸شده است )
باشاند  های جدید به کشورهای مختلف میعامل اصلی انتقال ویرو 

هاای درختاان   ها جهت کنترل ویارو  ستراتژیمذا یکی از مهمترین ا
میوه ممانعت از ورود ژرم پ س  آموده باه ویارو  باه داخال کشاور      

 است. 
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 (1۹۳۱د سیب )تابستان رشهر با استفاده از آنتی سرم ویروس لکه سبزنتایج آزمون الیزا ارقام سیب کلکسیون کمال -1جدول 

Table 1- ELISA results of apple variety of Kamalshahr collectionwith ACLSV-specific antiserum (Summer 2016) 

 رقم
Cultivar 

 شماره درخت
Tree No 

 1درخت 
Tree 1 

 ۲درخت 
Tree 2 

 ۹درخت 
Tree 3 

 +   (GolBahar) گلبهار
  + + (Sheikh Ahmad) شیخ احمد
 + +  (Empire all Red) امپایرآل رد
   + (Red Rome Beauty) رد رم بیوتی

  +  (Glockenapfel) گلوکناپفل
  + + (Northern Spy) نوردرن اسپای
 +  + (Red Spur Cooper) رد اسپور کوپر
  + + (Granny Smith) گرانی اسمیت
  + + (Mashad) مشهد
  + + (Sultani-e Shabestar) سلطانی شبستر
   + (Ardebil2) ۲اردبیل
  + + (Golden Smoothee) گلدن اسموتی

   + (Red Spur) رد اسپور
 +  + (Ghermez-e Rezayeh) قرمز رضاییه

 +  + (Morabbaei) مربایی
  +  (IRI6) ۶آی آر آی 
  + + (Khorsijan) خو.رسیجان

  + + (Zonuz-e Marand) زنوز مرند
 +  + (Akhlemad-e Mashad) اخلمد مشهد

 +  + (Orlean) اورمئان
 +  + (Shishey-e Tabriz) یزشیشه ای تبر
  + + (Payezeh Mashad) پاییزه مشهد

 + +  (Gravenstein) گراونشتاین
 +   (Yellow Transparent) یلوترانسپارنت
  + + (Ardebil-e1) ۸اردبیل 
 +  + (Golden Delicious) گلدن دمیشز

 +  + (Cooper Spur) کوپر اسپور
  + + (Assali) عسلی

 + +  (Sharbati) شربتی

  + + (Zinati) زینتی

  + + (Shafii) شفیعی

  + + (Azayesh) آزایش

  + + (Golshahi) گلشاهی
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 (1۹۳۱د سیب )بهار رشهر با استفاده از آنتی سرم ویروس لکه سبزنتایج آزمون الیزا ارقام سیب کلکسیون کمال -۲جدول 

Table 2- ELISA results of apple variety of Kamalshahr collectionwith ACLSV-specific antiserum (Spring 2017)

 نام رقم
Cultivar name 

 شماره درخت
Tree No. 

ACLS

V 
 نام رقم

Cultivar name 
 شماره درخت

Tree No. 

ACLSV 

 + 1 (Orleanاورمئان ) + 1 (Golab-e Kohanz) گ ب کهنز
 + 2 (Prim Gold1) ۸پرای  گلد  + 3 (Sharbati) شربتی
 + 3 (Shishey-e Tabriz1) شیشه ای تبریز + 3 (Scarlett Wilson) اسکارمت ویلسون

 + 1 (Northern Spy) نوردرن اسپای + 2 (Jonathan) جاناتان
 + 1 (Ganny Beauty) گانی بیوتی + 1 (Golden Spur) گلدن اسپور
 + 2 (Sultani-e shabestar) سلطانی شبستر - 3 (Ganny Beauty) گانی بیوتی
 - 3 (Payezeh Mashad) پاییزه مشهد + 1 (Cooper Spur) کوپر اسپور
 + 3 (Sultani-e shabestar) سلطانی شبستر + 2 (Golshahi) گلشاهی
 + 2 (Scarlett Wilson) اسکارمت ویلسون - 2 (Golden Spur) گلدن اسپور

 + 1 (Jonathan2) ۲جاناتان  + 3 (Akhlemad-e Mashad) اخلمد مشهد
 + 2 (Jonathan2) ۲جاناتان  + 3 (Cooper Spurکوپر اسپور )

 + 1 (Sharbati) شربتی - 2 (Akhlemad-e Mashad) اخلمد مشهد
 + 3 (Golden Deliciousگلدن دمیشز ) - 1 (Starking) استارکینگ
 + 1 (Shishey-e Tabriz) ای تبریزشیشه - 2 (Starking) استارکینگ

 + 3 (Orlean) اورمئان م - 3 (Starking) ستارکینگا
 + 1 (Ardebil-e1) ۸اردبیل  + 2 (Morabbaei) مربایی

 + 3 (GolBahar) گلبهار - 2 (McIntosh) مکینتاش

 + 3 (Red Spur Cooper) رد اسپور کوپر - 1 (McIntosh) مکینتاش
 + 3 (Fujiهوجی ) م 2 (Nayan-e Arangheh) نایان ارنگه

 + 2 (Golden Smootheeگلدن اسموتی ) + 2 (Glockenapfel) گلوکناپفل
 + 1 (Sultani-e Shabestarسلطانی شبستر ) م 2 (Red Spur Cooper) رد اسپور کوپر

 + 1 (Morabbaei) مربایی - 1 (Khorsijanخورسیجان )
 + 3 (Mashad-e Nouri) مشهد نوری + 2 (GolBahar) گلبهار
 + 1 (Mashad-e Nouri) مشهد نوری + 2 (Mashad-e Nouri) مشهد نوری
 - 2 (Yellow Transparent) یلو ترنسپرنت - 2 (Yellow Spur) یلو اسپور

 + 3 (Ganny Beautyگانی بیوتی ) - 1 (Glockenapfel) گلوکناپفل
IR6-2  - نوردرن اسپای (Northern Spy) 3 - 

 - 2 (Red Rome Beauty) یرد روم بیوت - 2 (Ardebil-e1) ۸اردبیل 

 - 1 (GolBahar) گلبهار + 2 (Winesap) واین سس

 + 3 (Sheikh Ahmad) شیخ احمد - 3 (Red Rome Beauty) ردروم بیوتی
 + 1 (Yellow Spur) یلو اسپور + 1 (Sheikh Ahmad) شیخ احمد
 + 3 (Jonathan) جاناتان + 3 (Nayan-e Arangheh) نایان ارنگه

 + 2 (Orlean) اورمئان + 1 (Ardebil-e2) ۲اردبیل 
    + 3 (Golden Smoothee) گلدن اسموتی
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 مرازپلی ایواکنش زنجیرهالگوی الکتروفورزی محصول  -1 شکل

 :M  نشانگر اندازه(1kp DNA ladder, Fermentas )1و  ۸-۸: اردبیل 5: مشهد نوری، 4، ۸: اورمئان 3: سلطانی شبستر، 2، ۲: اسکارمت ویلسونH.کنترل منفی : 
Figure 1- Agarose gel electrophoresis pattern of RT-PCR products Lanes 

 M-: molecular marker (1kb DNA ladder, Fermentas), 1: Skarletwilson, 2: Soltanishabestar, 3: Orlean, 4: Mashhad noori, 5: Ardabil 

and H: Healthy plant. 

 

برداری معکوس با استفاده از آر. ان ای استخراج شده از برخی ارقام موجود در مراز به طریق نسخهپلی اینتایج آزمون واکنش زنجیره -۹دول ج

 شهر و جفت آغازگر اختصاصی ویروس لکه سبزرد سیبکلکسیون سیب کمال
Table 3- RT-PCR results of total RNA extracts of some apple variety of Kamalshahr collection with ACLSV-specific primers 

 نام رقم

 Cultivar name  

 مرازای پلیواکنش زنجیره نتیجه
RT-PC Rresult 

 neg (Payezeh Mashad3)۹پاییزه مشهد 
 neg (Ardebil-e1-2) ۲-۸اردبیل 
 neg (Nayan-e Arangheh2) ۲نایان ارنگه 

 neg (Khorsijan1) ۸خورسیجان 
 neg (Red Spur Cooper2) ۲رداسپور کوپر 
 neg (Cooper Spur3) ۹ کوپر اسپور
 neg (Yellow Transparent1) ۸یلو ترنسپرنت

 neg (Starking2) ۲استارکینگ 
 neg (Starking1) ۸استارکینگ 

 pos (Ardebil-e1-1) ۸-۸اردبیل
 pos (Sultani-e Shabestar2) ۲سلطانی شبستر
 pos (Scarlett Wilson2) ۲ویلسوناسکارمت 

 pos (Mashad-e Nouri) مشهد نوری
 pos (Orlean1) ۸اورمئان 

 neg (Ardebil-e2-2) ۲-۲اردبیل
IR6-1 neg 

 neg (Red Rome Beauty3) ۹ردروم بیوتی 
 neg (McIntosh1) ۸مکینتاش 
Neg= negative عدم آمودگی   

Pos=positive آموده   
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ی رویشی آموده عامال اصالی انتقاال و گساترش     های تکثیراندام
(. باا توجاه باه ایان کاه      ۲۶باشاند ) های درختاان میاوه مای   ویرو 
ای های مه  درختان سیب هاقاد ناقال طبیعای شاناخته شاده     ویرو 
های تکثیری عاری از ویرو  در احداث باغات باشند مذا تومید انداممی

ایان گاروه از   هاا در  ثر کنتارل ویارو   ؤتارین روش ما  جدیاد اصالی  
(. در ایان بررسای تعادادی از ارقاام شاامل      ۲۴باشاد ) محصولات می

، نایان ۲-۸، اردبیل ۹ و ۲ ،۸، استارکینگ ۹، ردروم بیوتی ۸مکینتاش 
و  IR6-1، ۸، یلاو ترنساپرنت   ۲، رداساپورکوپر  ۸، خورسیجان ۲ارنگه 
عااری از   RT-PCRه  در آزمون امیازا و ها  در آزماون     ۲-۲اردبیل

شخیص داده شدند ماذا ایان ارقاام پاس از بررسای از نظار       ویرو  ت

و  ASPV ،ASGVآمااودگی بااه سااه ویاارو  مهاا  دیگاار شااامل   
ToRSV شاده جهات   در برنامه تومید مواد تکثیاری گاواهی   توانندمی

 احداث باغات جدید مورد توجه قرار گیرند. 

 

 سپاسگزاری

وساایله از معاوناات محتاارم پژوهشاای سااازمان تحقیقااات  باادین
های این تحقیق در قاماب پاروژه   رزی آقای دکتر زار  که هزینهکشاو

پزشاکی را  سسه تحقیقاات باغباانی و گیااه   ؤمصوب مشترك بین دو م
 شود.هراه  نمودند صمیمانه تشکر و قدردانی می
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Introduction: Pome fruits are affected by many viruses that cause diseases with adverse effects in orchards 

worldwide. Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) is one of the most widespread and economically important 
latent viruses that naturally affect many Prunus species, apples (Malus domestica Borkh.), pears (Pyrus 
communis L.) and the other rosaceous species. ACLSV infection rates of up to 80–100% in many commercial 
apple cultivars with yield losses of the order of 30–40% have been reported. In most commercial apple cultivars, 
the infection generally is latent, but insensitive cultivars, such as apple trees grown on Marubakaido (Malus 
prunifolia cv. Ringo) rootstocks, malformation and reduction in leaf size and chlorotic rings or line patterns are 
common. The severity of symptoms induced by ACLSV depends largely on the plant species and virus strains. 
Some virus isolates induce a severe disease in apricot and plum characterized by depressions and protuberances 
that deform the fruit, often confused with the “sharka” disease due to Plum pox virus (PPV), and named for this 
reason as “pseudopox.” ACLSV is a filamentous virus, 680–780 nm long and 12 nm in width as the type species 
of the genus Trichovirus in the family Betaflexiviridae. ACLSV contains a single-stranded, positive-sense RNA 
about 7.5–8 kb in size, with a polyadenylated 3" terminus and a cap at its5"-end, and also contain multiple copies 
of a single coat protein (CP) of 21–24 kDa. The economic importance of ACLSV is largely due to its worldwide 
distribution and its capacity to induce severe graft incompatibilities in some Prunus combinations, causing major 
problems in nurseries. In apple trees, ACLSV frequently is detected in coinfection with Apple stem grooving 
virus and Apple stem pitting virus. ACLSV is mainly transmitted by grafting. No natural virus vectors are known 
for this virus and are not known to be seed or pollen transmitted. The older National Apple Collection of Native 
and Imported apple cultivars in Kamalshahr Horticulture Research Station located in Karaj includes 85 cultivars 
and promising genotypes on seed stocks benefit a high genetic variability. Though the cultivars were screened 
for more biotic and abiotic factors, but no screening has been achieved yet for virus diseases, while this valuable 
germplasm comprises a wide range of newly released cultivars or in releasing procedure, high yield natives and 
those imported selected as adapt to Iranian climate, so a great need of healthy primary nucleus to establish 
mother orchards for certified plant material. As this valuable germplasm is very important in providing healthy 
primary nucleus to establish mother orchards for certified plant material so the aim of this research was an 
evaluation of native and imported apple tree cultivars of this Collection to ACLSV infection. 

Material and Methods: To assess the occurrence and the prevalence of this virus in the collection, a total of 
fifty accessions were collected. The sample collection was carried out in summer (2016) and spring (2017). The 
collecting method consisted of sampling leaves homogeneously distributed around the canopy of the plant. All 
samples were screened for the presence of ACLSV by DAS-ELISA using the ACLSV specific polyclonal 
antibody using commercial kits purchased from Bioreba Company, Switzerland. To confirm ELISA results some 
cultivars were subjected to reverse transcription-polymerase chain reaction. Total RNA was isolated from some 
apple cultivars using CTAB RNA extraction method and was used as a template for RT-PCR. Specific 
oligonucleotide primers corresponding to a region of the ACLSV genome that encodes part of the CP, were used 
in RT-PCR. The amplified PCR products were analyzed in 1% agarose gel stained by ethidium-bromide and 
visualized under UV light after electrophoresis. 
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Result and Discussion: The ELISA results showed that 39 out of 50 cultivars were infected by ACLSV. RT-
PCR on total RNA from the ELISA positive samples resulted in the amplification of an expected 358 bp DNA 
fragment. In RT-PCR out of 18 tested cultivars, five were infected. Some cultivars including Makintash, Red 
Rome Beauty, Starking, Ardebil1, Nayan Arangeh, Khorsijan, Red spur cooper, Yellow transparent 1, IR6-1 and 
Ardebil2 recognized ACLSV free in ELISA and RT-PCR, so could be used in the production and employment of 
virus-free propagating material program after infection testing to the other three important viruses Apple stem 
pitting virus, Apple stem grooving virus and Tomato ringspot virus. The results showed a high rate of ACLSV 
infection of native and imported apple cultivars in the older National Apple Collection in Kamalshahr 
Horticulture Research Station. Previous studies, in apple gardens and nurseries of Iran, have shown a high 
percentage of ACLSV infection too. Similar results have also been obtained on the percentage of infection with 
this virus in the Czech Republic, Romania, Albania, and Bosnia and Herzegovina. As germplasm exchanges are 
the main source of transmission of new viruses to countries, one of the most important strategies to control 
viruses in fruit trees is to prevent the introduction of virus-infected germplasm into the country. 
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