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چکیده

استان فارس به عنوان قـطـب     .  بیماري تریستزا یکی از مهم ترین بیماري هاي ویروسی مرکبات در سراسر دنیا است           : سابقه و هدف  

این پـژوهـش بـا        .    مرکبات نیز در این استان گزارش شده استتریستزايدوم تولید مرکبات در ایران است که آلودگی به ویروس   

هدف  ارزیابی پراکنش ویروس، تعیین میزان و درصد آلودگی گونه هاي مختلف مرکبات در شهرستان هاي مختلف استان فـارس                      

.انجام شد

 نمونه از گونه هاي مختلف مرکبات جـمـع آوري شـده از            230توصیفی براي -این پژوهش به صورت مقطعی: مواد و روش ها 

 بـا    تـریسـتـزا     ابتدا آلودگی نمونه ها به ویـروس .   شهرستان هاي کازرون، فیروزآباد، قیروکارزین، جهرم، داراب و فسا انجام گرفت        

سپـس  .  با توجه به تعداد نمونه هاي آلوده به کل نمونه ها میزان و درصد آلودگی محاسبه گردید.یزا بررسی شداستفاده از آزمون الا 

. ارزیابی شدPCR مرکبات با روش تریستزاي ویروس p23با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی نواحی ژن پوشش پروتئینی و ژن 

آلودگی به ویروس در همه مـنـاطـق مـورد             .   نتایج آزمون الایزا آلودگی تمامی گونه هاي مرکبات به ویروس را نشان داد            :   یافته ها 

. تـایـیـد گـردیـد       تریستـزا     درصد از مرکبات به ویروس 24/35 نمونه مورد بررسی، آلودگی 230از مجموع   .   بررسی مشاهده شد  

هـمـچـنـیـن      .   بیشترین درصد آلودگی به ترتیب مربوط به شهرستان هاي جهرم، قیروکارزین، داراب، کازرون، فیروزآباد و فسا بـود         

.بیشترین میزان آلودگی مربوط به گونه نارنگی و پس از آن گونه هاي لیمو لیسبون، لیموترش، پرتقال و لیموشیرین قرار داشتند

، نسبت به سال هاي گذشته را    تریستزانتایج این پژوهش افزایش میزان آلودگی گونه هاي مختلف مرکبات به ویروس    : نتیجه گیري 

.از این رو ضرورت توجه بیشتر به کنترل این بیماري در منطقه مورد پژوهش وجود دارد. نشان داد
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مقدمه       

    امروزه مرکبات به عنوان یک محصول راهبردي در صنـعـت                                                                           

از مرکبات در بیش از صد صنـعـت                                               .       کشاورزي دنیا مطرح است                           

  تـریسـتـزا                آلودگی مرکبات به ویروس                                .       مختلف استفاده می شود                          

   )CTV= Citrus Tristeza Virus       (                          سبب ایجاد خسارت به صنایع

مرتبط با مرکبات در چندین کشور مختلف گردیده اسـت و از                                                                              

  . )   1(   نظر اقتصادي مهم ترین ویروس مرکبات به شمار می رود                                                                        

این بیماري تاکنون در آرژانتین، برزیل، پرو، آمریکا، اسپانیـا و                                                                                       

ونزوئلا موجب نابودي میلیون ها درخت مرکبات پـیـونـد زده                                                                       

به طـور کـلـی                         .       )   3 و        2(   شده بر روي پایه نارنج گردیده است                                                

اي مرکبات بر حسب سویه ویروس، نوع رقـم                                                         تریستز      ویروس         

مرکبات، زمان آلودگی و شرایط محیطی علایم مختلفی را ایجاد                                                                      

این ویروس سه علامت مـتـفـاوت، زوال                                                           ) .     5 و        4(   می نماید              

ایـجـاد             در شرایط طبیعی را                             سریع، ساقه آبله اي و زردي نهال                                              

زوال سریع درختان مرکبات، در درخـتـانـی اتـفـاق                                                                        .       می کند        

. می افتد که روي پایه نارنج پیوند شده باشند                                         
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ساقه آبله اي روي پیوندك و صرف نظر از نوع پایه مشـاهـده                                                                                  

همچنین معمـولا                 .       می گردد و موجب مرگ گیاه نمی شود                                             
ً 

 بـا            

چوب پـنـبـه اي شـدن                                     ،     علایم دیگري مانند رگبرگ روشنی                                    

همراه است و در درختان آلـوده،                                               رگبرگ و فنجانی شدن برگ                              

گودك ها یا فرورفتگی هاي نسبتاا عمیق طولـی در قسـمـت                                            ً                                    

چوب تنه و حتی شاخه هاي جـوان بـه وجـود مـی آیـد                                                                                         

.   این سویه  ها روي پایه نیز تولید ساقه گودي می کنند                                                 ) .         9-5(   

سویه دیگري موجب زردي نهال ها می شوند کـه ایـن امـر                                                                                  

سویه زردي دانـهـال                            .       تلفات زیاد نهالستان ها را به دنبال دارد                                                     

موجب توقف شدید رشد و زردي لیمو، نارنج و گریپ فروت                                                               

).  10 و    2( می شود        

مرکبات به وسیله چند گونه شته بـه روش                                                        تریستزاي            ویروس         

انتقال توسط هر ناقل معمولالا وابسته به                          ً           .       نیمه پایا انتقال می یابد                              

گونه هاي مختلف شـتـه از                                     .       )   12 و        11(   جدایه ویروس است                       

.    بسیار با یکدیگر متفاوت هسـتـنـد                                          تریستزا       نظر قابلیت انتقال                     

  ســیــتــریســیــدا                       تــاکــزوپــتــرا                 کــاراتــریــن گــونــه نــاقــل                                                

   )Toxoptera citricida     (                                                 معروف به شته قهـوه اي مـرکـبـات

به طوري که مرکبات به عنوان تنها میزبان آن محسـوب                                                                    .       است   

.   می شوند       

) Aphis  gossypii(   گـوسـیـپـی                      ایـفـیـس              :       سایر گونه ها مانند                        

،   )   Aphis spiraecola   (       )15(   اسپـیـراکـولا                      ایفیس     ،   )   15-13،     7(   

  میـزوس        ،   )   15 و    Toxoptera aurantii       )   (14 (  اورانتی           تاکزوپترا         

کــراســیــوورا                   ایــفــیــس           و             )       Myzus  persicae  (     پــرســیــکــا              

   )Aphis craccivora       (                        دارنـد             تریستزا       کارایی کمتري در انتقال 

 کاراترین شته پس از شته  قـهـوه                                     ایفیس گوسیپی،             ) .         16 و        12(   

میزان انتقال ویروس با توجه بـه                                  ) .         17 و    12(   است           اي مرکبات           

گونه هاي شته، جدایه ویروس و میزبان هاي دهنده و گیرنـده                                                                              

کاهش قابل توجـه انـتـقـال                                           ) .         18(   ویروس متفاوت می باشد                              

با شته ها در گیاهان نـگـهـداري شـده در                                                                    تریستزا           ویروس         

).  13( دماهاي بالاتر مشاهده شده است                             

از آن جایی که بسیاري از گونه هاي مرکبات به روش هـاي                                                                                 

 به راحتی از طریق پیوند                                   تریستزا       غیر جنسی تکثیر می شوند و                                      

انتقال می یابد، استفاده از پیوندك آلوده تا حد زیادي موجـب                                                                                 

).    19( انتشار این ویروس در سطح جهان گردیده است                                         

  و خانواده               کلاستروویروس           مرکبات از جنس                     تریستزاي            ویروس         

است که داراي پیکره رشته                         )       Closteroviridae( کلاستروویریده                

اي مارپیچ و اندازه                    
11-  

همچـنـیـن                 .        نانومتر می باشد                2000 ×    10

)   P25 و      P27(    کیـلـو دالـتـون                                    27 و        25دو پروتئین پوششی                        

از طول پیکره را پوشانده اسـت                                  %       5و     %       95 به ترتیب                 ویروسی      

 مثبت تک رشـتـه                       RNAهر پیکره حاوي یک قطعه                       ) .         23-20(   

   )SSRNA       (               20در حدود    kb     )4       ،10       ،24            بـا وزن               )       25 و

10مولکولی           
6

تعیین توالی             ) .         26(    کیلو دالتون است                  6/3 تا     6/9×       

 از اسرائـیـل،                    VT از فلوریدا و               T3 و    T36کل ژنوم جدایه هاي                     

T385                       از اسپانیا و Sy568                 از کالیفرنیا و NuagA                  از ژاپن نشـان 

و مناطـق            )       ORF(    چارچوب خوانش باز                           12دهنده آن است که                         

 سازماندهی شده اسـت کـه                                       5' و        3'ترجمه نشده در دو پایانه                                   

مـیـزان             ) .         27 و    21،   20(    پروتئین را دارد                  19توانایی رمزگذاري                      

حساسیت گونه هاي مختلف مرکبات نسـبـت بـه ویـروس                                                                            

بیشتر ارقام نارنگی نسبت بـه ویـروس                                                    .       ا متفاوت است                تریستز      

بـه       )       Pomelo(   مصونیت پومـلـو                          ) .         28(   مقاوت و تحمل دارند                            

.   بعضی جدایه هاي ویروس نیز در مطالعاتی مشاهده شده است                                                   

در بررسی یاد شده که در کشور مالزي انجام شده است، علاوه                                                                             

بر مصونیت پوملو مشاهده شده که بیشترین درصد آلودگی در                                                                          

لیموترش و کمترین آلودگی در نارنگی وجود داشـتـه اسـت                                                                             

تحقیقات انجام شده در ایران که یکی از هـفـت کشـور                                                            ) .         20(   

مهم تولید کننده مرکبات در دنیا می بـاشـد، گسـتـرش ایـن                                                                                

ویروس در مناطق شمالی، جنوبی و مرکزي کشـور را نشـان                                                                            

).  29-34( داده است          

 پراکنش ویروس               1386و همکاران در سال                  )       Ahmadi( احمدي         

را در چهار منطقه مهم استان کرمان مورد بررسی قـرار                                                                       تریستزا           

با استفاده از آزمون الایزا مشخص شد که مـیـزان                                                                    ) .         29(   دادند         

بررسـی          .        درصد بوده است                    60 تا         45آلودگی در این مناطق بین                                   

ژنتیکی این ویروس در ایـران انـجـام                                                  هایی نیز در مورد تنوع                           

این ویروس هـمـواره                         از آنجا که             ) .     35-37 و    29( گردیده است              

درختان مرکبات سراسر جهان  را مورد حمله قرار می دهـد و                                                                                 

 تاکنون اپیدمی هاي گسترده آن نـابـودي ده هـا                                                            1930از دهه          
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میلیون اصله درخت سراسر دنیا را به دنبال داشته است، از این                                                                                 

رو یک تهدید جدي براي مناطق مرکبات خیز دنیا به حسـاب                                                                             

).    3 و    2( می آید        

استان فارس پس از استان مازندران مقام دوم تولید در کشـور                                                                                 

اما متاسفانه تحقیقات زیادي در مورد این ویروس در                                                                   .       را دارد         

هدف از این پژوهش،  ارزیـابـی                                              .       این استان انجام نشده است                                

مرکبات در گونه هـاي                             تریستزاي            پراکندگی و آلودگی ویروس                                 

 . مختلف مرکبات و شهرستان هاي مختلف استان فارس بود                                               

مواد و روش ها             

به منظور بررسی پراکـنـش ویـروس در                                                           :   نمونه برداري              )       الف   

 با استفاده از روش پـیـشـنـهـادي                                                      نواحی مختلف استان فارس                            

، از          )   29  (     1386و همـکـاران در سـال                                       )       Ahmadi(   احمدي         

شهرستان هاي مهم تولید مرکبات در استـان فـارس شـامـل                                                                                 

جهرم، قیروکارزین، داراب، فسا، کازرون و فیروزآباد در فصـل                                                                            

 به صورت تصـادفـی از بـرگ و                                                 1390هاي پاییز و زمستان                            

.   سرشاخه درختان مختلف مرکبات نمونه برداري انجام گرفـت                                                                   

 باغ از هر گونه مرکبات به طور تصـادفـی                                                4 تا     3در هر منطقه               

درختان به طور تصـادفـی                                    %       10انتخاب و در هر باغ از حدود                                          

 نـمـونـه از درخـتـان                                             230در مجموع              .       نمونه برداري شدند                     

لیموشیرین، لیموترش، لیمو لیسبون، پرتقال و نارنگـی جـمـع                                                                         

. ید  آوري و به آزمایشگاه منتقل گرد                             

به منظور شـنـاسـایـی گـیـاهـان آلـوده از آزمـون الایـزا                                                                                                  

   )DAS_ELISA   (                                                  با استفاده از آنتی سرم اختصاصـی ویـروس

   )Bioreba       (                                                در         .   طبق دستورالعمل شرکت سازنده استفاده شـد 

نتایـج          .       آزمون الایزا براي هر نمونه دو تکرار در نظر گرفته شد                                                                      

آزمون با استفاده از دستگاه قرائت کننده الایزا مـدل مـوکـورا                                                                                    

   )Mukora   (            میزان جذب           .        نانومتر خوانده شد                  405در طول موج

بیش از دو برابر جذب نمونه شاهد منفی، به عنوان نمونه آلوده                                                                                 

).  29( در نظر گرفته شد                 )   مثبت    ( 

 کـل            RNAاستخراج          براي       : cDNA و سنتز         RNAاستخراج         )     ب 

    2011و همـکـاران در سـال                                       )       Ayazpour(   از روش ایازپور                      

 گرم از رگبرگ، دمبرگ                      0/2براي این منظور                    ) .         20(   استفاده شد                

نمونه هاي مثـبـت                          (   یا پوست ساقه هاي جوان نمونه هاي آلوده                                                       

درون هاون چینی وارد و با استـفـاده از ازت                                                                   )       الایزا     در آزمون              

 میلـی            1/5پودر حاصل به لوله هاي                                 .       مایع منجمد و پودر گردید                               

:    میکرولیتر مخلوط فنـل                             400سپس       .       لیتري استریل منتقل گردید                              

 TES     میکرولیتر بافر               400و   )       1:24:24(   ایزوپروپانول                :       کلروفورم        

 میـلـی             8pH    ،2با    )   Tris-HCl(  میلی مولار تریس اسیدي                       100(    

 دقیقه        10به مدت        ها افزوده و                 به لوله       )       SDS%   2 و    EDTAمولار        

.   به آرامی تکان داده شد تا سوسپانسیون یکنواختی به دست آمد                                                                           

 دور در         14000 دقیقه با               10سوسپانسیون به دست آمده به مدت                                           

پس از سانتریفیوژ، فاز مـایـع رویـی                                                        .       دقیقه سانتریفیوژ گردید                          

.   به درون لوله هاي جدید منتقل گردید                                         )        میکرو لیتر               400حدود        (   

به آن افـزوده شـد و                                     %       98 میکرولیتر الکل اتیلیک                                200سپس       

در ادامه با استفاده از کیت اسـتـخـراج                                                           .       کاملالا مخلوط گردیدند      ً                

RNA   )RNeasy mini kit, Qiagen       (                           طبق دستورالعمل شـرکـت

 به عنوان الـگـو                          cDNA کل استخراج و در سنتز                       RNAسازنده،           

. مورد استفاده قرار گرفت                      

 کل استخراج شده به عنوان الگو و                                                 RNA از         cDNAبراي سنتز               

سـاخـت            )   (       oligonucleotide(   از مخلوط الیگونوکلئوتـیـدهـا                                            

حـجـم نـهـایـی                              .       به عنوان آغازگر استفاده شد                                  )       شرکت سیناژن             

 میلی مـولار تـریـس اسـیـدي                                              50 میکرولیتر شامل                 20واکنش         

       )8/3    pH   (   ،50            میلی مولار KCl   ،4                                    مـیـلـی مـولار MgCl2 ،

 ها،      dNTP میلی مولار از هرکدام از                                 DTT        ، 0/2 میلی مولار                  10

 واحد آنزیم نسـخـه بـردار                                           200 میکرومولار الیگونوکلئوتید،                                  1

و   )       ساخت شرکت سینـاژن                   )   (       Reverse transcriptase( معکوس         

 و آغـازگـر بـه آرامـی                                        RNAابتدا       .        کل بود       RNA میکرولیتر              9

 درجه سـانـتـی                            65 دقیقه در دماي                        10مخلوط شده و به مدت                              

حرارت داده شد و بلافاصله به روي یـخ                                                    )       حمام آب گرم               (   گراد        

.   سپس بقیه مواد اضافه و به آرامی مخلوط شـدنـد                                               .       منتقل گردید             

  25 دقیقه در دماي                          10سپس در ترموسایکلر به ترتیب به مدت                                                 

 درجه سانتی گـراد و                                 42 دقیقه در دماي                        60درجه سانتی گراد،                        

به مـنـظـور تـوقـف                                  (    درجه سانتی گراد                    72 دقیقه در دماي                        10

. قرار داده شدند              )   واکنش     

 آغازگرهاي مورد استفاده                         ) :     PCR(   واکنش زنجیره اي پلیمراز                         )       ج 
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: در ایـــن تـــحـــقـــیـــق عـــبـــارت بـــودنـــد از                                                                                        

C P 1 : 5 ' -AT G G A C G A C G A A A C A A A G A A -3 ' ،

CP2: :5'-TCAACGTGTGTTGAATTTC-3'                     ــراي ژن  ب

،   )   21 و                  20(   پـــوشـــش پـــروتـــئـــیـــنـــی                                                                

PM50 :5'ACTAACTTTAATTCGAACA-3'                  و 

PM51: 5'-AACTTATTCCGTCCACTTC-3'           براي ژن  p23 

 میلـی          10:        میکرولیتري شامل                25 در حجم             PCRواکنش         ) .         39(   

  KCl       ،0/05 میلی مـولار                   pH    (   ،50  8/3( مولار تریس اسیدي                   

  MgCl2   ،0/3 میلی مولار            2 ها،      dNTPمیلی مولار از هرکدام از                          

 بـراي ژن پـوشـش                                    CP2 و        CP1( میکرومول از هر آغازگر                         

 واحد آنزیم             P23 (   ،1/25 براي ژن          PM51 و    PM50پروتئینی یا               

Taq Polymerase     )  iNtRON Biotechnology       (   میکرولیتر            4و 

cDNA           39 و    21(  انجام شد    .(

 دقیقه واسرشت شدن                         3 با شرایط دمایی                         PCRدر ادامه واکنش                      

 چرخه         35 درجه سانتی گراد و در ادامه                                               94ابتدایی در دماي                       

 درجه سانتی گراد به مدت                                   94شامل واسرشت شدن در دماي                                   

  1 درجه سانتی گراد به مدت                                           56 دقیقه، اتصال در دماي                                     1

 درجه سانتی گراد                        55،     ) ) 20( ژن پوشش پروتئینی                        براي        ( دقیقه         

  72گسترش در دماي                     ،     ))  p23    )  39ژن  براي        (  دقیقه            1به مدت            

 دقیقه و در نهایت گسترش نهایی                                           1درجه سانتی گراد به مدت                                  

.    دقیقه انجام شد               10 درجه سانتی گراد به مدت                         72در دماي         

 درصد واجد اتیدیوم                              1/2 به ژل آگاروز                           PCRمحصولات          

 باندهاي ایجاد شده پس                                 . برماید منتقل و الکتروفورز گردیدند                                           

 مشاهده و تصاویر                          (Bio Rad)    از انتقال به دستگاه ژل داك                                        

. حاصل ثبت گردیدند                

یافته ها        

نتایج حاصل از آزمـون                                      :    در استان فارس                    CTVپراکنش          )       الف   

همه مناطق استان فارس کم و بیش آلوده بـه                                             که      الایزا نشان داد                      

 نـمـونـه                 230از مجموع          .       مرکبات می باشند                   تریستزاي            ویروس         

مرکبات جمع آوري شده از شهرستان هاي مختـلـف اسـتـان                                                                              

مرکبات      تریستزاي          آلوده به ویروس                %)    24/35(  نمونه        56فارس،       

 خلاصه       1نتایج میزان آلودگی مناطق مختلف در جدول                                        .   بودند     

همان گونه که ملاحظه می شود بیشترین آلـودگـی                                                                .       شده است         

مربوط به شهرستان جهرم و پس از آن به  ترتیب مـربـوط بـه                                                                                          

شهرستان هاي قیروکارزین، داراب، کـازرون، فیروزآباد و فسـا                                                                            

ز نظر درصد آلودگی در گونه هاي مختـلـف مـرکـبـات،                                                                              ا .       بود   

بیشترین میزان مربوط به گونه نارنگی و پس از آن به تـرتـیـب                                                                           

مربوط به گونه هاي لیمو لیسبون، لـیـمـوتـرش، پـرتـقـال و                                                                                             

درصد آلودگی شهرستان جهـرم در                                    ) .         2جدول      (   لیموشیرین بود                   

نـیـز           )       منطقه گـرم                (   و محمدآباد                )       منطقه معتدل             (   دو منطقه خفر                    

 درصـد و                40/38میانگین آلودگی در خفر                       .   جداگانه بررسی شد                  

.    درصد بود         32/5در محمدآباد             

واکنش زنـجـیـره                       :       نتایج آزمون واکنش زنجیره اي پلی مراز                                                )       ب 

 PM51و   PM50  استفاده از آغازگرهاي                     با      p23اي پلی مراز ژن                        

 جدایه از نمونه هاي مثبت آزمون الایزا از شهرسـتـان                                                                         10روي        

درصد آلودگیمنطقه مورد بررسی

36/96)خفر و محمدآباد(جهرم 

25/85قیروکارزین

15داراب

12/77کازرون

12/50فیروزآباد

5فسا

اي مرکبات تریستزبه ویروس ) درصد آلودگی(میزان آلودگی : 1جدول 

در مناطق مختلف استان فارس

درصد آلودگیگونه مرکبات

40/90نارنگی

21/50لیموترش

25/00لیمولیسبون

19/83پرتقال

18/52لیموشیرین

درصد آلودگی گونه هاي مختلف مرکبات به ویروس : 2جدول 

اي مرکبات در استان فارستریستز
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هاي فیروزآباد، قیروکارزین، کازرون، جهـرم، فسـا و داراب                                                                                

نتایج این آزمون نـیـز آلـودگـی بـه ویـروس                                                                         .       انجام گردید             

هـمـان            .       مرکبات در این نمونه ها را به اثبات رسانـد                                                           تریستزاي            

 ملاحظه می شود قطعه ژنومی بـه طـول                                                         1گونه که در شکل                        

واکنش زنجیره اي پلی مـراز ژن                                            .       تکثیر گردید              جفت باز                697

روي          CP2و CP1 پوشش پروتئینی با استفاده از  آغازگرهـاي                                                           

 جدایه از نمونه هاي مثبت آزمون الایزا از شهرستان هـاي                                                                              14

نتایج این             .       قیروکارزین، کازرون، جهرم، فسا و داراب انجام شد                                                            

مـرکـبـات را                        تریستزاي          آزمون نیز آلودگی نمونه ها به ویروس                                                  

 مشاهده می شـود قـطـعـه                                     2تأیید کرد و همانطور که در شکل                                 

. تکثیر گردید           جفت باز           672ژنومی در حدود               

بحث   

نتایج حاصل از آزمون الایزا نشان داد که از مجموع نمونه هـاي                                                                                   

  24/35مرکبات جمع آوري شده از شهرستان هاي استان فارس                                                                 

ایـن مـیـزان                        .       مرکبات بودند              تریستزاي            درصد آلوده به ویروس                             

، ستون  )١٠٠bp(ستون هاي چپ و راست مارکر       .   جدایه استان فارس   14از   cp ژن   bp 672 نتایج آزمون واکنش زنجیره اي پلی مراز تکثیر قطعات        : 2شکل  

به (جدایه شهرستان کازرون    )  7 تا   4، ستون هاي    )به ترتیب، لیموشیرین، پرتقال و لیموترش      (جدایه هاي مربوط به شهرستان قیر و کارزین           )  3 تا   1هاي  

به ترتیب، نارنگی، لیموشیرین، پرتقال و        (جدایه هاي مربوط به شهرستان جهرم         )  11 تا    8، ستون هاي     )ترتیب، لیمو شیرین، نارنگی، پرتقال و پرتقال        

جدایه مربوط به   )  14، ستون   )نارنگی(جدایه مربوط به شهرستان فیروزآباد        )  13، ستون   )پرتقال(جدایه مربوط به شهرستان فسا        )    12، ستون   )لیموترش

).پرتقال( داراب شهرستان

جدایه )  1ستون  ،    )100bp  (ستون سمت چپ مارکر   .   جدایه استان فارس   10ز   ا p23  ژن  bp697  نتایج آزمون واکنش زنجیره اي پلی مراز تکثیر قطعات      :  1شکل

جدایه هاي کازرون   )  7 تا   5، ستون هاي     )به ترتیب پرتقال، لیموشیرین ولیمو لیسبون       (جدایه هاي قیروکارزین     )  4 تا   2، ستون هاي     )نارنگی(فیروزآباد  

).، پرتقال و پرتقالبه ترتیب، نارنگی(جدایه هاي جهرم ) 10 تا 8، ستون هاي )هر سه پرتقال(
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آلودگی نسبت به میزان آلودگی مشاهده شده در استان کـرمـان                                                                     

دلیل این امر نوع آنتی سرم مصرفـی در آن                                                    ) .         29(   کمتر است              

تحقیق بوده است که این آنتی سرم در حـال حـاضـر قـابـل                                                                                        

   بـا          p23واکنش زنجیره اي پلی مراز ژن                                             .       دسترس نمی باشد                  

 جـدایـه از                         10روي          PM51و      PM50 استفاده از آغازگرهاي                        

نمونه هاي مثبت آزمون الایزا از شهرستان هاي مختلف انجـام                                                                            

تـریسـتـزاي                   نتایج این آزمون نیز آلودگی به ویـروس                                                        .       گردید     

این نتایج با یافـتـه                              .       مرکبات در این نمونه ها را به اثبات رساند                                                        

 هم خوانی           2003و همکاران در سال                  )       Sambade( هاي سم باد              

واکنش زنجیره اي پلی مراز ژن پوشش پروتئینی بـا                                                 ) .         39( دارد        

 جدایه از نمـونـه                       14روي          CP2 و    CP1 استفاده از آغازگرهاي                            

هاي مثبت آزمون الایزا از شهرستان هاي مختلف نیز آلـودگـی                                                                            

این نتایـج              .       اي مرکبات را تأیید کرد                          تریستز      نمونه ها به ویروس                           

  2004     در سـال                و همکاران           )       Huang(   نیز با یافته هاي هوانگ                                  

نتایج ما در این پژوهش نشـان داد کـه                                                     ) .         4(   هم خوانی دارد                     

 درصـد              21/05میانگین آلودگی لیموترش در استـان فـارس                                                        

در        2002در سـال                   و همـکـاران                     )       Pakniat( پاك نیت         .     است   

مرکباتی که با بـذر                      (   تحقیقی که فقط درختان لیموترش و نارنج                                              

را مورد بررسی قرار دادند، ضمن اثبات انتقال                                                      )       تکثیر می شوند                 

طبیعی این ویروس در استان هاي فارس و بوشهر از دو آنـتـی                                                                          

و دیـگـري                   )       تهیه شده در دانشگاه شـیـراز                                         (   سرم یکی ایرانی                      

مشابه آنـتـی سـرم مـورد                                         (   )       Bioreba(   ساخت شرکت بیوربا                        

استفـاده            تریستزا           براي ردیابی ویروس                         )       استفاده در این پژوهش                          

با استفاده از آنتی سرم بیوربـا درصـد آلـودگـی                                                               ) .         40(   کردند         

مطالعات پاك نیـت                    .        گزارش گردید            15/3لیموترش به ویروس                      

   )Pakniat       (                          نشان داد که آنتی سـرم                              2002و همکاران در سال 

ایرانی در تشخیص آلودگی مرکبات به ویروس حسـاس تـر                                                                          

اما به دلیل در دسترس نبودن و امـکـان                                                          ) .         40(   عمل می نماید                    

پذیر نبودن تهیه این آنتی سرم از آن در این تحقیق اسـتـفـاده                                                                                          

نتایج این تحقیق نشان داد که درصد آلودگی لیمـوتـرش                                                                       .       نشد   

و همکاران در                  )       Pakniat(   در مقایسه با نتایج تحقیق پاك نیت                                                

این تفاوت می تواند نشان دهنده                               ) .         40(    بیشتر است            2002سال       

انتشار بیشتر ویروس در سال هاي اخیر و انتـقـال طـبـیـعـی                                                                                       

.   ویروس در استان فارس باشد                        

بالاتر از دیگر مناطق                           % )         40/38(   میانگین درصد آلودگی در خفر                                      

با توجه به اینکه                          .       جهرم و دیگر شهرستان هاي مورد بررسی بود                                                    

دماي بالاي محیط سبب می شود که میزان انـتـقـال طـبـیـعـی                                                                                          

، دلیل درصد بالاتـر                            )   13(   با شته ها کاهش یابد                               تریستزا           ویروس         

آلودگی در خفر را می توان به میانگین دماي پایین تر این منطقه                                                                                     

از طرف دیگر مشاهدات  انجام شده نشان می دهـد                                                                 .       نسبت داد          

که مدیریت علف هاي هرز در باغات خفر بسیار ضعیف تر از                                                                             

همچنین از آنجا که علف هاي هرز میـزبـان                                                  .       باغات جهرم است                  

شته ها می باشند این امر نیز می تواند دلیل بیشتر بودن مـیـزان                                                                                    

. آلودگی مرکبات این منطقه به ویروس باشد                                     

نتایج این تحقیق بیانگر وجود بیشترین آلودگی در شهرستان                                                                               

جهرم و پس از آن قیروکارزین و سپس داراب، کازرون،                                                                                 

دلیل اینکه جهرم نسبت به دیگر                                          .     فیروزآباد و در پایان فسا بود                                        

شهرستان هاي استان فارس از آلودگی بالاتري برخوردار است                                                                          

را می توان در تنوع ارقام و نیز سابقه طولانی تر کشت مرکبات                                                                                    

و همچنین علاقه باغداران به واردات ارقام جدید و در نتیجه                                                                                  

از    .     انتقال ویروس با این ارقام جدید جستجو و توجیه نمود                                                                           

طرف دیگر خفر از آب و هوایی بسیار معتدل تر نسبت به دیگر                                                                                

بخش هاي شهرستان جهرم و دیگر شهرستان هاي استان فارس                                                                        

این امر نیز می تواند علت بالاتر بودن میزان                                                                 .     برخوردار است              

مرکبات در این منطقه و در                                          تریستزاي            آلودگی به ویروس                           

. مجموع در شهرستان جهرم باشد                          

در این مطالعه مشاهده گردید که بیشترین درصد آلودگی مربوط                                                                       

در صورتی که نتایج تحقیقات                           ) .         2جدول        (   به گونه نارنگی است                            

نشان داده است               )       20(   و  مالزي                )       28(   محققین در سایر کشورها                               

که نارنگی از پایه هاي متحمل به بیماري است و درصد آلودگی                                                                           

از این نظر نتـایـج بـه                                        .       در آن پایین تر از گونه هاي دیگر است                                                   

دست آمده در این تحقیق با نتایج پژوهـش هـاي یـاد شـده                                                                                        

شاید دلیل این امر تفاوت در نوع ارقـام مـورد                                                                     .       مطابقت ندارد              

همچنـیـن پـاك                         .       کاشت در ایران نسبت به سایر کشور ها باشد                                                   

 گزارش کردنـد کـه                           2002و همکاران در سال                      )       Pakniat(   نیت       

اي مرکبات در استان فارس بسـیـار                                     تریستز      تنوع ژنتیکی ویروس                         
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زیاد است و به همین دلیل استفاده از آنتی سرم ایرانی نسـبـت                                                                                     

به آنتی سرم هاي خارجی موجب تشخیص بهتر این ویـروس                                                                

تفاوت ژنتیکی بین جدایـه هـاي ایـرانـی و                                                                   ) .         40(   می شود            

خارجی ویروس می تواند دلیل آلودگی و حساسیت بـیـشـتـر                                                                             

. نارنگی  نسبت به سایر گونه هاي  مرکبات باشد                                          

نتیجه گیري          

نتایج حاصل از این پژوهش نشان داد که آلودگی به ویـروس                                                                              

در همه باغات مرکبات شهرستان هاي مهـم کـاشـت                                                                 تریستیزا            

همچنین میزان آلودگی گونـه                                 .       مرکبات استان فارس وجود دارد                                   

هاي مختلف مرکبات نسبت به سال هاي گذشته افزایش یافتـه                                                                          

بنابراین شایسته است توجه بیشتري بـه کـنـتـرل ایـن                                                                               .       است   

با توجه به احتمال تنوع ژنتیکی این ویـروس در                                                   .       بیماري شود            

.   این مناطق باید تحقیقات بیشتري در این زمینه صورت گـیـرد                                                                              

بنابراین پیشنهاد می شود که در تحقیقات دیگري توالی کل یـا                                                                                  

بخش هاي مهم ژنوم بررسی و با توالی هاي موجود در بـانـک                                                                     

از آنجا که ترکیب پایه و پیوندك در مـیـزان                                                             .       ژن مقایسه گردد                  

بروز علایم و خسارت به گیاه مؤثر است و با توجه به احتـمـال                                                                        

تنوع و تفاوت ژنتیکی جدایه هاي ایرانی ویـروس، ضـرورت                                                                             

تحقیقات بیشتر در این مورد و بررسی حساسیت ارقام مختلـف                                                                           

.  وجود دارد          مرکبات      تریستزاي          به ویروس          

تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از دانشگاه آزاد اسلامی واحد جهرم                                                                                 

 به دلیل حمایت هاي پژوهشی و علمی کمال امتنان                                                                                  

. را دارند        
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Abstract

Background and Objectives: Tristeza is one of the most important viral diseases in citrus 

products worldwide. Fars province is one the most important citrus growing regions in Iran. 

Infection to citrus tristeza virus (CTV) has been reported from many citrus orchards in this 

region. The objectives of this research were to determine CTV distribution, evaluation of citrus 

species infection to CTV and to compare the infection prevalence rate to CTV in different 

regions of Fars province.

Material and methods: This cross sectional study was performed on 230 samples collected from 

different citrus species grown in Kazeroun, Firouzabad, Ghir-o-Karzin, Jahrom, Darab and Fasa 

regions. First existence of infection to Tristeza virus was detected using ELISA. The prevalence 

of infection was calculated based on the rate of infection in the total numbers of samples. Next, a 

PCR amplification was performed based on the primers specific for coat protein and p23 genes. 

Results: Based on the ELISA test, all citrus species were infected to CTV. The virus infection 

was detected in all the regions of interest. Totally, 24.35% out of 230 collected samples were 

infected to CTV. The highest infection prevalence was found in Jahrom, Ghir-o-Karzin, Darab, 

Kazeroun, Firouzabad and Fasa, respectively. Furthermore, mandarin was found the most 

infected fruit between all citrus family, followed by lemon Lesbon, lime, orange and sweet lime, 

respectively. 

Conclusion: The results of this research showed that CTV infection has increased during the past 

years. As a result, control of the disease in this region is necessary. 
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