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  چكيده

است و از برخـي نقـاط    Potyviridaeاز خانواده  Potyvirusعامل بيماري شاركا، متعلق به جنس ) Plum pox virus; PPV(ويروس آبله آلو 
دار در طـي سـالهاي    نمونه از باغات درختـان ميـوه هسـته    553جهت بررسي وجود اين ويروس در استان خراسان رضوي تعداد . ايران گزارش شده است

و با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي، باندي  RT-PCRدر آزمون . الايزا به اثبات رسيد-نمونه با آزمون داس 12آوري شد و آلودگي  جمع 1390و  1389
پـس از همرديـف سـازي در    . اي از منطقه كـدكن از روي ژل اسـتخراج و تعيـين تـوالي شـد      قطعه باند جدايه. نمونه تكثير گرديد 3در  bp467در حدود 

ClustalW2  و رسم درخت فيلوژنتيكي باMEGA 5.1  98(را در سـطح نوكلئوتيـدي    شده بيشترين تشابهمشخص شد كه جدايه ايراني تعيين توالي 
اي از اسـلواكي   با دو جدايه ژاپني و يك جدايه آمريكا داشته و كمترين تشابه را نيـز بـا جدايـه    )درصد96(و درسطح آمينواسيدي  با دو جدايه ژاپني) درصد

  .باشد درصد مي 90درصد و در سطح آمينواسيدي نيز  95دارد كه در سطح نوكلئوتيدي 
  

  ، استان خراسان رضوي، ايرانPPV( ،DAS-ELISA ،RT-PCR(ويروس آبله آلو : واژه هاي كليدي
  
   1مقدمه 

بيماري آبله آلو يا همان بيماري شاركا يك بيماري مهم ويروسـي  
است كه توسط ويروس آبله آلو  Prunusدر گونه هاي مختلف جنس 

)Plum pox virus: PPV (مهمتـرين  اين بيمـاري  . ايجاد مي شود
بيماري در درختـان ميـوه هسـته دار در اروپـا و نـواحي مديترانـه اي       

باشد و باعـث كـاهش محصـول از طريـق كـاهش توليـد ميـوه و         مي
همچنين ايجـاد بدشـكلي در ميـوه هـا و ظهـور علايـم سيسـتميك        

در آلو و در  1917تا  1915علايم اين بيماري در بين سالهاي . شود مي
 1932ولي ماهيت ويروسي بـودن آن تـا سـال    بلغارستان مشاهده شد 

 1934در زردآلو اولين بار در كشور بلغارستان در سـال  . شرح داده نشد
گزارش شد و از اين تاريخ  1960و در هلو در مجارستان در اوايل دهه 

به بعد از بسياري مناطق پرورش درختان هسته دار گزارش شده است 
از  Potyvirusلـق بـه جـنس    ويروس عامل بيماري متع). 5 و 4، 2(

را آلوده  Prunusباشد و گونه هاي جنس  مي Potyviridaeخانواده 
و  nm750اين ويروس داراي ذرات رشته اي به طول حـدود  . كند مي

ي خطي تك رشته RNAژنوم آن يك قطعه . باشد مي nm15عرض
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باشد كه يك پلي پروتئين را كد مي كند و اين پـروتئين   اي مثبت مي
روتئازهاي ويروسي به پروتئينهاي مختلفي شكسته مي شود و توسط پ

). 5و  4(كننـد   هر يك از اين پروتئينها نقشهاي متفـاوتي را ايفـا مـي   
شد كه دامنه ميزباني ايـن ويـروس محـدود بـه      براي مدتها تصور مي

اســت ولـي بعــدها مشـخص شــد كـه گونــه هــاي     Prunusجـنس  
Euonymus europea ،Ligustrum vulgare و Juglans 

regia هـاي   گونـه . نيز به طور طبيعي به اين ويروس آلوده مي شوند
كه به اين ويـروس آلـوده مـي شـود شـامل       Prunusمختلف جنس 

 .P(، آلـــو )P. persica(، هلـــو )P. armeniaca(زردآلـــو 

domestica , P. salicina ( و بــادام)P. dulcis (باشــد مــي .
چنين توسط چنـدين گونـه شـته    ويروس آبله آلو از طريق پيوند و هم

بــه روش ناپايــا  Myzus persicaeو  Aphis spiracolaماننــد 
انتقال با عصاره به گونه هاي گياهان علفي نيز انجـام  . انتقال مي يابد

اين بيماري گسترش جهاني دارد و از اروپـا، آفريقـا، آسـيا و    .  شود مي
خسارت زا اسـت   در زردآلو، هلو و آلو بسيار. آمريكا گزارش شده است

علايمي كه ايـن ويـروس در   . زيرا باعث كاهش كيفيت ميوه مي شود
  آلو ايجاد مي كند شامل لكه هاي كلروزه در برگها و ميـوه و رگبـرگ  

  ). 6و  5، 4(روشني مي باشد 
به همراه ويروس لكه حلقوي بافت مرده ) PPV(ويروس آبله آلو 

 ;Prunus necrotic ring spot virus(دار  درختــان هســته
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PNRSV ( اولين بار توسط معيني و ايزدپناه)در ايـران از منطقـه   ) 1
محمدي  سفيد و گل  دشت مغان و از درختان گيلاس، هلو، سيب، توت

نيـز  ) 7(همچنين اين ويروس توسط زمهرير و همكـاران  . گزارش شد
. آذربايجان شرقي شناسايي شده اسـت  هاي استان در زردآلو و گيلاس

با هدف شناسايي و تعيين پـراكنش ويـروس آبلـه آلـو در      اين بررسي
  .دار استان خراسان رضوي انجام گرفته است باغات درختان ميوه هسته

  
  ها مواد و روش

-DASهاي آلوده و شناسايي ويـروس بـا روش    آوري نمونه جمع

ELISA :  553از تعـداد   1390و  1389طي بهار و تابستان سـالهاي 
كه ) آلو، هلو، گيلاس و زردآلو(ميوه هسته دار درخت از باغات درختان 

پريدگي و بدشكلي بود از برخـي   برگهاي آنها داراي علايم ابلقي، رنگ
نمونـه هـاي برگـي    ) نيشابور، كدكن و تربت حيدريه(شهرهاي استان 

. آوري و جهت بررسي وجود ويروس، به آزمايشگاه منتقل گرديـد  جمع
از آزمـون  ) PPV(آبلـه آلـو   به منظـور شناسـايي و رديـابي ويـروس     

باديهــاي پلــي  و آنتــي) DAS-ELISA(ســاندويچ دو طرفــه الايــزا 
مطــابق روش شــرح داده شــده ) آلمــان- DSMZ(كلونــال ويــروس 

صورت چشمي و همچنين با  استفاده شد و نتايج به) 3(كلارك و آدامز 
 ,ELISA Reader, Awarenessاستفاده از دسـتگاه الايزاخـوان   

Stat fax-2100) ( نانومتر قرائت شد 405در طول موج.  
: PCRو انجـام واكـنش    cDNAي كل، سنتز RNAاستخراج 

RNA ي كل از گياهاني كه در آزمونDAS-ELISA   آلودگي آنهـا
 RNeasy plant mini kitبه اثبات رسيده بود، با استفاده از كيت 

(Qiagen, USA) كيـت  . استخراج شدAccuPower RT Pre 

Mix (Bioneer Inc. Korea)  بــه همــراه پرايمــر اختصاصــي
. كـار رفـت   ي ويروسي بهcDNAجهت ساخت رشته ) P4b(برگشت 

ــا اســتفاده از كيــت   PCRواكــنش  ــز ب  AccuPower PCRني

PreMix (Bioneer, Korea)  و غلظـــتDNA يng 20  و
ميكروليتـر در   20از هر پرايمر در حجـم نهـايي    pmol 10همچنين 

و بـا   Biometra Tpersonal (Germany)دستگاه ترموسـايكلر  
دقيقه به عنوان واسرشته  4به مدت  ºC 94برنامه حرارتي يك چرخه 

 30به مدت  ºC 92چرخه متشكل از  40سازي آغازين و به دنبال آن 
بــه مــدت يــك دقيقــه  ºC 72ثانيــه،  30بــه مــدت  ºC 62ثانيــه، 

ن دقيقه به عنوان تكميـل پليمريزاسـيو   10به مدت  ºC72وهمچنين 
در ژل  PCR ، محصـول  PCRپس از پايـان واكـنش   . انجام گرديد

ــارز  ــاوي % 1آگ ــگ   01/0ح ــد رن  DNA green viewerدرص
در . لومينـاتور مشـاهده شـد    تـرانس   UVالكتروفورز و نتايج با دستگاه

نيـز مـورد   ) گياهـان سـالم  (، شاهد منفي RT-PCRتمام واكنشهاي 
). 2(در زير آمده است آغازگرها توالي نوكلئوتيدي . استفاده قرار گرفت

 Nuclear inclusion bايــن آغازگرهــا قســمتي از انتهــاي ژن 

(NIb)   و قسمتي از انتهاي آمينـي)N (    ژن پـروتئين پوششـي را بـه
  .كنند تكثير مي bp467اندازه 

P3D (5’ACATTGCGGAGACAGCACTG3’) 
P4b (5’TGCCTTCAAACGTGGCACTG3’)

جهت تعيـين تـوالي   : PCRهاي  رآوردهتعيين توالي نوكلئوتيدي ف
براي ) PPV-KDN(؛ يك نمونه از منطقه كدكن PCRمحصولات 

از  )bp467(تعيين توالي انتخاب شد و پس از جداسازي باند مورد نظر 
 AccuPrep®Gel Purificationروي ژل بـا اسـتفاده از كيـت    

Kit (Bioneer Inc., Korea)    به شـركتBioneer (Korea) 
جدايه ديگر دنيـا در   29توالي نوكلئوتيدي بدست آمده با . شدفرستاده 

همرديف سازي  ClustalW2و همچنين در  MEGA 5.1 افزار نرم
شــد و جايگــاه آن بــا رســم درخــت فيلــوژنتيكي بــا اســتفاده از روش 

Neighbor-joining  1و شكل  1جدول (مشخص شد .(  
  

  نتايج و بحث
نمونه در آزمون الايزا  12د نمونه جمع آوري شده تعدا 553از بين 

نمونـه،   3نيـز تنهـا در    RT-PCRدر . آلوده به ويروس آبله آلو بودند
. تكثير گرديـد  bp 467قطعه مورد نظر ژنوم ويروس به اندازه تقريبي 

 ClustalW2پس از همرديف سازي توالي جدايـه مـورد بررسـي در    
كـه در  درصد تشابه در سطح نوكلئوتيدي و آمينواسـيدي تعيـين شـد    

آيـد،   همانطور كه از اين جـدول بـر مـي   . نتايج آن آمده است 1جدول 
جدايه ايراني تعيين توالي شده بيشترين تشابه را در سطح نوكلئوتيدي 

درصـدي نيـز در   96با دو جدايه ژاپني دارد كه البته تشابه ) درصد 98(
سطح آمينواسيدي با همين دو جدايه ژاپنـي و يـك جدايـه از آمريكـا     

هايي از اسـلواكي و قزاقسـتان دارد    كمترين تشابه را نيز با جدايه. دارد
 91و  90درصد و در سطح آمينواسـيدي   95كه در سطح نوكلئوتيدي 
در درخت فيلوژنتيكي رسم شـده نيـز   . باشد درصد با اين دو جدايه مي

لازم بـه ذكـر   . جدايه مورد بررسي در بين دو جدايه ژاپني قرار گرفـت 
خيـز   ت نمونه برداريهاي بيشتر از سـاير نـواحي ميـوه   است كه در صور
رود كـه منـاطق بيشـتري از اسـتان آلـوده بـه ايـن         استان احتمال مي

ويروس باشد و لذا اتخاذ تمهيدات لازم جهت جلوگيري از انتشار ايـن  
هـاي   بيماري در استان خراسان رضوي كه يكي از قطبهاي توليد ميوه

  .باشد اي برخوردار مي ژهدار كشور است از اهميت وي هسته
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هاي دنيا و مقايسه آنها در  با برخي جدايه) PPV-KDN( كار رفته در مقايسه توالي نوكلئوتيدي جدايه مورد بررسي هاي به نام جدايه -1جدول 
ClustalW2 در سطح نوكلئوتيدي و آمينواسيدها  

 NCBIشماره پذيرش در /نام جدايه/كشور جدا شده 

سطحدرصد تشابه در
  نوكلئوتيدي

  )نوكلئوتيد 453(

 151(درصد تشابه در سطح آمينواسيد 
  ) اسيد آمينه

DQ465243/Penn4/USA 97.0 96.0 
AF440746/Chile31/Chile 97.0 94.0 

AY912058/48-922/Canada 97.0 94.0 
X16415/France 97.0 94.0 

DQ465242/Penn3/USA 97.0 94.0 
AF440741/Chile112/Chile 96.0 92.0 
AY912057/Vulcan/Canada 96.0 94.0 
AY912056/Fantasia/Canada 96.0 92.0 
EF504274/Lip50CZ/Czech 96.0 92.0 
GU461890/BIII/2/Slovakia 95.0 90.0 

AY591254/Kazakhstan 95.0 91.0 
AB576080/Od5/Japan 98.0 96.0 
DQ422147/Pakistan-D 96.0 93.0 
AB576075/Mi3/Japan 98.0 96.0 

EU729745/37-2/France 96.0 94.0 

 
 

 AY912058/48-922/Canada

 AY912056/Fantasia/Canada

 AY912057/Vulcan/Canada

 AY591254/Kazakhstan

 EF504274/Lip50CZ/Czech Republic

 GU461890/BIII/2/Slovakia

 DQ465243/Penn4/USA

 DQ465242/Penn3/USA

 AF440741/Chile112/Chile

 AB576080/Od5/Japan

 IRN-KDN

 AB576075/Mi3/Japan

 AF440746/Chile31/Chile

 DQ422147/Pakistan-D

 X16415/France

 EU729745/37-2/France

 D86371/SPFMV

81

90

94

35

13

32

24
36

25

40

41

60

0.1  
و قسمتي از انتهاي آميني  NIbبر اساس توالي نوكلئوتيدي قسمتي از انتهاي ژن ) PPV(هاي ويروس آبله آلو  درخت فيلوژنتيكي جدايه - 1شكل 

)N ( ژن پروتئين پوششي با نرم افزارMEGA 5.1 .Outgroup: Sweet Potato Feathery Mottle Virus (SPFMV)   
 

  سپاسگزاري
بدين وسيله از معاونت محترم پژوهشي دانشگاه فردوسـي مشـهد   

) 13/7/87ت؛ -1069طرح مصوب شماره (هاي اين تحقيق  كه هزينه
  .شود را فراهم نمودند صميمانه تشكر و قدرداني مي
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