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ي ـقاشقبرگ هاي ايراني ويروس جدايهات مولكولي ـخصوصيبرخي بررسي 

 زمينيسيب

  

Partial molecular characterization of Iranian isolates of Potato leafroll virus   
  

  1فرشيرين فرزاد و*1رضا پوررحيم

  

 28/8/1394 :يخ پذيرشتار                                           29/2/1394: تاريخ دريافت

  

  چكيده

ترين از مهم ،Polerovirusعضو جنس ) Potato leafroll virus-PLRV( زمينيقاشقي سيببرگ ويروس 

 در اين پژوهش،. گزارش شده استكشور زميني  مزارع سيبغالب از  است كهزميني سيب هاي بيمارگرويروس

از براي اين منظور  .فتمورد بررسي قرار گرژن پروتئين پوششي با استفاده از  ،هاي ايرانيخصوصيات مولكولي جدايه

برداري به  هاي آذربايجان، اردبيل، اصفهان، خراسان و همدان بازديد و نمونه زميني در استانمناطق مهم كشت سيب

ختصاصي و به بادي ا با استفاده از آنتي PLRVها از نظر آلودگي به  نمونه. دو صورت تصادفي و انتخابي انجام شد

هاي مورد نظر آزمون الايزا اين ويروس در تمام استاننتايج بر اساس . مورد آزمون قرار گرفتند DAS-ELISAروش 

استان اصفهان  به ترتيب دردرصد آلودگي ترين و كم ترينبيش. رديابي گرديددرصد  6/9 فراواني آلودگي ميانگين با

استان مورد  پنجاز  PLRVايراني  هجداي 10در اين تحقيق تعداد . شد نتعيي )9/3( استان اردبيلو  )درصد 7/23(

اي  ها طي واكنش زنجيره اين جدايه ORF0ژنومي هاي اختصاصي، ناحيه بررسي انتخاب شده و با استفاده از آغازگر

دست آمده در هب PLRVايراني   هجداي 10مربوط به  ORF0رديفي توالي نوكلئوتيدي ژن هم. مراز تكثير گرديدپلي

درصد  100تا  2/94وجود  هدهند  از ساير مناطق دنيا، نشان PLRVهاي  جدايهديگر  ORF0توالي  23و  اين تحقيق

داراي  Kh116و  Ar53 ههاي ايراني، دو جداي اين مقايسه نشان داد كه در بين جدايه. ها بوددر بين آنهمساني 

هاي تبارزايي، جدايهبر اساس مطالعات . بودند) Y07496(ر هلند اي از كشو با جدايه همسانيترين درصد بيش

PLRV هاي اروپايي در گروه يك هاي ايراني به همراه برخي از جدايهبه سه گروه تقسيم شدند كه جدايه)Group I (

  .قرار گرفتند

  ORF0تعيين توالي، زميني، ايران، پراكنش،  ويروس برگ قاشقي سيب :كليدي گانواژ
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  مقدمه

 باشدميون تن ـميليج ـپنادل ـدي معـبا توليور ـژيك كشـراتـم و استـولات مهـه محصـاز جمل يزمينسيب

هاي مادر به ورت ابتلا بوتهـ، در ص)يـازدياد رويش(ده ـزميني از طريق كشت غر سيبـبه دليل تكثي. )1394نام، بي(

اري ـبيم 20ش از ـبي اـدر دني ونـتاكن. )Hooker, 1990( ز بيمار خواهند بودـه نيـهاي حاصلي، غدهـبيماري ويروس

از ) PLRV(ي ـزميني سيبـقاشقبرگ ويروس  .)Hooker, 1990( شده استزميني گزارش مهم ويروسي از سيب

حصول ـد مـدرص 15تا  10وسط ـد كه هر ساله به طور متـباشزميني ميهاي بيمارگر در سيبترين ويروسمهم

ارش نيز گز درصد 90رل ناقلين، خسارت تا ـل عدم كنتي موارد به دليـدر برخ. بردزميني دنيا را از بين ميسيب

 Luteoviridaeانواده ـاز خ Luteovirusس ـجن بهروس ـن ويـاي). Beamster and de Bokx, 1987(شده است 

ده است ـزارش شـا گـاري دنيـكيـزمينبـق سيـاطـنر مـاز اكثي ـزميني سيبـقـبرگ قاشروس ـوي. ق داردـعلـت

)Van Regenmortel et al., 2000 .(يابدصورت پايا انتقال مي ها و بهاين ويروس توسط شته )Hooker, 1990 .( شته

هر چند شته آلوده پس ). Harrison, 1984( داردهاي اين ويروس ترين راندمان را در انتقال اكثر جدايهسبز هلو بالا

ماند كه اين امر حاكي از عدم تكثير ويروس در بدن به ويروس باقي مي روز آلوده 7تا  انـد همچنـويض جلـاز تع

قال ويروس ـانت هايهترين راها مهمهاي آلوده و شتهدهـغ. (Harrison, 1958; Mayo et al., 2000)است ه ـتش

ش ـه كشيـسـو كي) Physalis floridana(رده ـشت پـد عروسك پـرز ماننـاي هـهعلف). Hooker, 1990( هستند

)Capsella bursa-pastoris (ويروس را به سال  بدون زمستان سرد ر مناطققادرند د  ،در صورت آلودگي به ويروس

زميني داراي گ قاشقي سيبويروس بر ).Mayo et al., 2000; Mayo and Ziegler-Graff, 1996(بعد منتقل نمايند 

 .گرددمحدود مي Solanaceaeبه چند گياه از خانواده  هاي آن عمدتاًدامنه ميزباني بسيار محدودي بوده و ميزبان

چنين ـهم. اندشده ات ـتعيين خصوصي ،انيـبر اساس خصوصيات بيولوژيكي و دامنه ميزب ن ويروسهاي ايجدايه

   ).Harrison, 1984( اندزميني، داراي تنوع سرولوژيكي مشخصي نبودههاي اين ويروس از سيبجدايه

 5987به طول  اياي تك رشته.ان.از يك آر  شود،درصد وزن كل پيكره را شامل مي 30كه  PLRV ژنوم ويروس

هاي آلوده اي زير ژنومي در بافت.ان.يك آر ،علاوه بر ژنوم اصلي). Mayo et al., 1989(نوكلئوتيد تشكيل شده است 

د ـن پوششي ويروس را كـون بوده و پروتئيـدالت 1*106نوكلئوتيد و وزن مولكولي  2300شود كه داراي يافت مي

تشكيل ) open reading frame- ORF(قاب خواندني باز ويروس از شش ژنوم اين ). Murphy et al., 1995(كند مي

هاي پروتئين). Miller et al., 1997; Keese et al., 1990( شوندميمشخص  پنجهاي صفر تا شده است كه با شماره

وس لازم سازي ويربراي همانند P0پروتئين . شوندناميده مي P5تا  P0ها نيز تحت نام  ORFحاصل از ترجمه اين 

باشد كه با برش خود پروتئين پروتئين با خاصيت پروتئيناز مييك پلي P1و پروتئين ) Sadowy et al., 2001a(بوده 

VPg آورد وجود ميهرا ب)Sadowy et al., 2001b; van der Wilk et al., 1997 .( پروتئينP2  داراي نقش آنزيم

ن حركتي و ـي، پروتئيـن پوششـامل پروتئيـترتيب شه ب P5تا  P3هاي پروتئين. دــباشراز ميـاي پليم.ان.آر

اند كه هنوز نقش دقيق اين نيز شناسايي شده P7و  P6دو محصول پروتئيني . باشندپروتئين پيوسته خواني مي

مقايسه توالي نوكلئوتيدي ژن پروتئين پوششي جدايه ). Ashoub et al., 1998( ها شناخته نشده استپروتئين

پيچيدگي ، )Beet western yellows virus(ي چغندرقند ـزردي غرب هايه در ويروسـبا ژن مشاب PLRV ييكوبا

موزائيك و  )Barley yellow dwarf virus(كوتولگي زردي چغندرقند ، )Been leafroll virus(د ـدرقنـبرگ چغن

ه مشابهت توالي بود 34و  45، 57، 65دهنده ترتيب نشانه ب) Pea enation mosaic virus(ايي نخودفرنگي توته

هاي  دهد كه بهترين ناحيه براي مقايسه توالينشان مي به دست آمدهاطلاعات  ).Lopez et al., 1994(است 

را به سه گروه  PLRVهاي  دايهجو بر همين اساس  استاين ويروس  ORF0ناحيه  PLRVهاي  نوكلئوتيدي جدايه

  ).Guyader and Ducray, 2002( اندشدهتقسيم 

اصفهان، خراسان و خوزستان گزارش شده ور مانند ـم كشـمههاي انـاستالب ـغاين ويروس از ون ـتاكن

)Danesh et al., 1992; Jafarpour, 1995; Khakvar et al., 2000; Pourrahim et al., 2007(  علائم آلودگي به و

هاي مهم از جمله راهكار). مشاهدات شخصي( شده استمشاهده نيز زميني در ساير مناطق كشت سيباين ويروس 
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 تهيه و ).Randall, 1990( باشدفاده از ارقام متحمل يا مقاوم ميمديريت و كاهش خسارت اين ويروس، تهيه و است

هاي غالب دقيقي از خصوصيات مولكولي جدايه تواند موفق باشد كه اطلاعاتانتخاب ارقام مقاوم در صورتي مي

PLRV خصوصيات مولكولي اين پژوهشزميني، در رو با توجه به اهميت سيباز اين. شور در دسترس باشددر ك ،

  .فتمورد بررسي و شناسايي قرار گر ORF0با استفاده از توالي ژن زميني هاي ايراني ويروس برگ قاشقي سيبجدايه

  

  هامواد و روش

  آوري نمونه جمع

بازديد و  دانـان، خراسان و همـان، اردبيل، اصفهـآذربايجهاي  ناـزميني در استاز مناطق مهم كشت سيب

 هبهر بوته حداقل سه برگ  از. برداري به دو صورت تصادفي و انتخابي انجام شد نمونه. برداري انجام گرديد نمونه

 از جمله سبزك هاي داراي علائم مشكو انتخابي از بوتهروش در ). 3جدول (گرديد آوري عنوان يك نمونه واحد جمع

شكل، از  Wبرداري تصادفي طي حركت در مسير  در نمونه. ها تهيه شدند نمونهشكلي و قاشقي شدن برگ، ردي، بدز

رفته و به گ هاي نايلوني جداگانه قرارها در كيسه نمونه. طور تصادفي انتخاب شدندهنمونه ب 40تا  20هر مزرعه حدود 

  .آزمايشگاه منتقل شدند

  

  PLRV ها به هـي نمونـآلودگي ـارزياب

بادي اختصاصي و به روش آزمون الايزا  با استفاده از آنتي PLRVآوري شده از نظر آلودگي به  هاي جمعنمونه

اختصاصي و نيز شاهد مثبت و منفي مورد نياز   بادي آنتي). Clark and Adams, 1977( گرفتند مورد ارزيابي قرار

بر اساس . شركت سازنده مورد استفاده قرارگرفت هكت بيوربا سوئيس تهيه شده و طبق توصيبراي آزمون الايزا از شر

نانومتر مساوي  405ها در طول موج هايي كه مقدار عددي جذب نوري چاهك آننتايج حاصله از آزمون الايزا، نمونه

براي مراحل  نمونه آلوده تلقي شده وعنوان  هبودند، ب) منفي(هاي شاهد سالم تر از ميانگين جذب نوري نمونهيا بيش

  .بعدي كار انتخاب شدند

  

  ORF0 هتكثير ناحي

براي اين . استفاده گرديد )Guyader and Ducray, 2002(ها و روش توصيفي از آغازگر ORF0براي تكثير ناحيه 

و بر اساس روش  )شركت سيناژن، ايران( RNXplusآي كل گياه با استفاده از محلول تجاري .ان.منظور ابتدا آر

گرم  1/0طور خلاصه ابتدا هب. هاي آلوده به ويروس استخراج گرديد محلول از نمونه هتوصيفي توسط شركت سازند

RNXليتر از محلول  بافت برگ در يك ميلي
TM

(Plus) اين عصاره به داخل . گيري شددر هاون استريل عصاره

دقيقه قرارداشتن در دماي اتاق،  5پس از . شدت تكان داده شدهه بثاني 15مدت هتيوب جديد انتقال يافته و ب ميكرو

اين . داده شد روي يخ قراربر دقيقه  5ثانيه تكان شديد،  15فرم به آن افزوده شده و پس از وليتر كلرميكرو 200

داده  رونشين به لوله جديدي انتقال. ميانگريز شد  g 12000در سلسيوس درجه  4دقيقه در  15مدت همحلول ب

سلسيوس درجه  4دقيقه در دماي  15سپس . دقيقه روي يخ رها شد 15شده و هم حجم آن، ايزوپروپانول افزوده و 

درجه شستشو داده شده  75ليتر اتانول رسوب حاصله در يك ميلي. ميانگريز شده و رونشين حذف شد g 12000در 

  .حل شد RNaseليتر آب عاري از ميكرو 25رسوب در  رونشين حذف و. همانند مرحله قبل ميانگريز گرديد و مجدداً

ي ـفــيـوصـه تــامـرنـبروش و ق ــبـو ط) two step(اي  هــلـرحـورت دو مــصهـب RT-PCRون ـآزم

)Guyader and Ducray, 2002 (آر مدل .سي.با استفاده از دستگاه پيPrimus ) شركتMWGانجام شد) ، آلمان .

محصول واكنش در ژل آگارز يك . است ارائه شده 1 هشمارها در جدول ه و مشخصات آنهاي مورد استفادآغازگر

آميزي با اتيديوم برومايد، در نور ولت ثابت الكتروفورز شده و ژل پس از رنگ 80دقيقه در  30درصد و به مدت 

 .تمورد مشاهده قرارگرف) هلند( Imagoمدل ايلومينتور  ترانس- UVماورابنفش و توسط دستگاه 
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 )Guyader and Ducray, 2002( در اين بررسيمورد استفاده  PLRVهاي اختصاصي مشخصات آغازگر -1جدول 

Table 1. PLRV specific primers used in this study (Guyader and Ducray, 2002)  
  آغازگر

Primers 

  نوكلئوتيدي توالي

Nucleotide sequence 

  ناحيه مربوطه در ژنوم

Genome region 

 اندازه محصول

Size  

ORF0-S2  
(up) 

5'-GAAATTGCAGCTTTAG-3' 

هاي آغازگر بالادست شامل نوكلئوتيد( ORF0ژن 

  )از ژنوم ويروس 137تا  122

ORF0 gene (Upstream primer contains 

nucleotides 122 to 137 of the virus 

genome) 
934 bp 

ORF0-AS  
(down) 

5'-AGGCGTTCTCTCCACTGTAC-3' 

امل ـن دست شـازگر پاييـآغ( ORF0ژن 

 )از ژنوم ويروس 1055تا  1039هاي نوكلئوتيد

ORF0 gene (Downstream primer 

contains nucleotides 1039 to 1055 of 

the virus genome) 
  

  اي پلي مراز حاصله از واكنش زنجيرهه تعيين توالي نوكلئوتيدي قطع

آر ساخت .سي.مراز با استفاده از كيت استخراج محصول پياي پلي ش زنجيرهحاصله از واكناي .ان.ديقطعه 

جهت . استخراج شدو ژل آگارز اجزا واكنش  هكيت از بقي هتوسط سازند  شركت پرومگا و بر اساس روش توصيه شده

 حله بعددر مر. آلمان استفاده شد MWGتكثير يافته، از سرويس تجاري تعيين توالي شركت ه تعيين توالي قطع

از ديگر  PLRV جدايه 23احيه مربوطه در ـنبا  PLRVاي ايراني ـه هـدايـج ORF0ميزان شباهت نوكلئوتيدي 

 CLUSTAL Wافزار  م تفاده از نرـبا اس ،ثبت شده است NCBIها در سايت كه اطلاعات آن مناطق جهان

)MegAlign 5:00, DNASTAR INC. ( س از پ. است  ارائه شده 2ا در جدول ه مشخصات اين جدايه .ندشدمقايسه

) Neighbor Joining  )NJروشزايي با استفاده از درخت تبار، CLUSTAL Wافزار  م نرها توسط تواليهم رديفي 

  .سم گرديدر) MEGA 5 )Tamura et al., 2011افزار موجود در نرم
 

  .است ها مورد استفاده قرار گرفتهآن ORF0هاي خارجي كه توالي نوكلئوتيدي مربوط به  فهرست جدايه -2جدول 
Table 2. The list of foreign isolates which their nucleotide sequences of ORF0 have been used in this 

study. 

  شماره ثبت در بانك ژن

Accession no. 
Country  جدايه أكشور منش 

  شماره ثبت در بانك ژن

Accession no. 
Country جدايه أنشكشور م  

AF453405 France فرانسه  AF453389 Spain اسپانيا  

AY138970 Egypt مصر  AF453390  France فرانسه  

AY645678 Tunisia تونس  AF453392 Peru پرو  

AY645679 Tunisia تونس  AF453395 Australia استراليا  

AY645680 Tunisia تونس  AF453396 Australia استراليا  

AY645681 Tunisia تونس  AF453397 Australia استراليا  

AY645683 Tunisia تونس  AF453398 Australia استراليا  

AY645684 Tunisia تونس  AF453399 Spain اسپانيا  

D13953 Australia استراليا  AF453401 Poland لهستان  

NC-001747 England انگلستان  AF453402 England انگلستان  

Y07496 Netherland هلند  AF453403 Poland لهستان  

     AF453404 Poland لهستان  

  

  نتايج

  PLRVپراكنش و ميزان آلودگي به 

، غالباً علائم پيچيدگي و قاشقي شدن برگ را نشان PLRVهاي آلوده به  بر اساس مشاهدات انجام شده، نمونه

بر . ارائه شده است 3 هشماررد بررسي در جدول موتصادفي هاي  نتايج حاصله از آزمون الايزا در مورد نمونه .دادند
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در . درصد بود 6/9برابر با  PLRVدرصد فراواني آلودگي به هاي مورد بررسي، ميانگين  در استاناساس اين جدول، 

 7/23هاي تهيه شده از استان اصفهان با  ، در نمونهPLRVترين درصد آلودگي به هاي مورد بررسي، بيش بين استان

ترين آلودگي به درصد كم 9/3همچنين در بين پنج استان مورد مطالعه، استان اردبيل با . لودگي مشاهده شددرصد آ

  ).3جدول(را داشت  PLRVويروس 

  

  PLRVهاي ايراني  خصوصيات ژنومي جدايه

ها  ايهاين جد ORF0از پنج استان مورد بررسي انتخاب و ناحيه ژن  PLRVايراني  هجداي 10در اين تحقيق تعداد 

در نتيجه . مراز تكثير گرديد اي پلي طي واكنش زنجيره) 1جدول (هاي اختصاصي توصيفي با استفاده از آغازگر

نوكلئوتيد مشاهده  جفت  940آر روي ژل آگارز، يك باند به وزن حدود .سي.الكتروفورز محصول حاصل از آزمون پي

 10در مورد هر يك از . )Guyader and Ducray, 2002(شت مورد انتظار مطابقت دا هكه با انداز) 1شكل (گرديد 

 10در مورد هر يك از اين . باز تعيين شدجفت 744اي به طول مورد بررسي، توالي نوكلئوتيدي قطعه PLRV هجداي

. به ثبت رسيد EU450876تا  EU450867هاي  در بانك ژن تحت شماره ORF0مربوط به  هناحي  جدايه، توالي

در پايگاه  BLASTبر اساس نتايج حاصل از ابزار جستجوگر . است ارائه شده 4ها در جدول  مشخصات اين جدايه

ترين مشابهت هاي نوكلئوتيدي ثبت شده در اين پايگاه، بيش ها در مقايسه با ساير توالي ، اين تواليNCBIاطلاعاتي 

 PLRVاز ساير مناطق دنيا داشتند كه تاييد كننده ماهيت  PLRVهاي  دايهشده در مورد ج هاي گزارش را با توالي

  .دست آمده در اين تحقيق استههاي بجدايه

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

آر در .سي.محصول واكنش پي. PLRV-Is18باز در جدايه جفت 940اي با طول مورد انتظار حدود .ان.تكثير دي -1شكل 

: ستون چپ(اي جهت تعيين توالي از ژل استخراج گرديد .ان.شده و سپس قطعه ديحجم بالا روي ژل آگارز يك درصد رانده 

  ).نشانگر وزن مولكولي يك كيلوبازي، فرمنتاس، ليتواني

Fig. 1. A DNA product with the expected size of about 940 bp was amplified in PLRV-Is18 isolate. A 

large volume of PCR product was run on the 1% agarose gel and then cleaned up for sequencing (Left 

column: 1 kbp DNA ladder, Fermenthas, Lithuania). 

  

 

 

1000 bp 

750 bp 
 

500 bp 

 
250 bp 
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  PLRVو نتايج حاصله از آزمون الايزا براي رديابي  1388در سال زراعي آوري شده  زميني جمع هاي برگي سيب نمونهتعداد  ،مشخصات مناطق -3جدول 
Table 3. Regions, number of collected potato leaf samples in the growing season 2009 and ELISA results for detection of PLRV 

  استان

Province 

 منطقه

Region  

 تعداد مزرعه

Numbers of 

fields  

 تعداد نمونه تست شده

Numbers of sample tested 

 تعداد نمونه آلوده  

Numbers of infected samples  

  درصد آلودگي

 هاي تصادفي بـر اسـاس نمونه

Percent of infection based 

on the random samples 

 ميانگين 

Average  تصادفي 

Random  

 دارعلائم

Symptomatic 

 تصادفي  

Random  

 دارعلائم

Symptomatic  

 شرقي آذربايجان

East Azerbaijan  

 آباد بستان

Bostan abad  
5  108  39  

 
8  28  7.4  

7.3  
 سراب

Sarab  
4  96  36  

 
7  30  7.3  

 اصفهان

Isfahan  

 فريدن

Faridan  
3  85  31  

 
19  23  22.4  

23.7  
 فلاورجان

Falavarjan  
3  97  51  

 
24  41  24.7  

 اردبيل

Ardabil  

 اردبيل

Ardabil  
5  129  55  

 
4  47  3.1  

3.9  
 خلخال

Khalkhal  
4  155  42  

 
6  37  3.8 

 مشگين شهر

Meshgin shahr  
4  162  59  

 
7  44  3/4  

 همدان

Hamadan  

 همدان

Hamadan  
5  157  62  

 
6  49  3.8  

4.8  
 بهار

Bahar  
7  231  68  

 
13  57  5.6  

 رآهنگدكبو

Kabudarahang  
3  117  47  

 
5  36  3/4  

  خراسان

Khorasan  

 جلگه رخ

Golgerokh  
6  223  74  

 
36  61  16.1  

17.4  
 نيشابور

Nishaboor  
4  152  59  

 
29  38  19.1  

 جمع

Total  
53  1712  623  

 
164  491  9.6  
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  .است ها تعيين شدهآن ORF0كه توالي ژن  PLRVهاي ايراني  مشخصات جدايه -4ل جدو
Table 4. Iranian PLRV isolates and their ORF0 submitted to GenBank 

 جدايه

Isolate  
  Province  استان

 شماره ثبت در بانك ژن

Accession no.  

PLRV-Ar53 اردبيل  Ardabil EU450867 

PLRV-Ar91 اردبيل  Ardabil EU450868 

PLRV-Az36 شرقي آذربايجان  East Azerbaijan EU450869 

PLRV-Az79 شرقي آذربايجان East Azerbaijan EU450870 

PLRV-Is18 اصفهان  Isfahan EU450871 

PLRV-Is87 اصفهان Isfahan EU450872 

PLRV-Ha49 انهمد  Hamadan EU450873 

PLRV-Ha103 همدان Hamadan EU450874 

PLRV-Kh64 خراسان  Khorasan EU450875 

PLRV-Kh116 خراسان Khorasan EU450876 

 

توالي  23و مورد مطالعه  PLRVايراني   هجداي 10مربوط به  ORF0ژن رديفي توالي نوكلئوتيدي آناليز هم

 هدهند نشان، )2 جدول(از ساير مناطق دنيا  PLRVهاي  جدايه ده در موردگزارش ش ORF0ژن  هناحينوكلئوتيدي 

 هجدايهاي ايراني، دو  اين مقايسه نشان داد كه در بين جدايه. ها بوددر بين آن همسانيدرصد  100تا  2/94 وجود

Ar53  وKh116  از كشور هلند   با جدايه همسانيترين درصد بيشداراي)Y07496 (ساس همين نتايج، بر ا. بودند

. مشاهده گرديد) AF453404(اي از لهستان  و جدايه) Es18(اي از اصفهان  بين جدايه همسانيترين درصد كم

مورد مطالعه  PLRVايراني   هجداي 10در بين  همسانيدرصد  100 تا 5/99 وجود هدهندهمچنين اين نتايج نشان 

رسم با . )5جدول ( بودند ORF0ژن  هدر ناحي همسانيدرصد  100داراي  Kh116و  Ar53ايراني  هدو جداي. بود

هاي ايراني ند كه جدايهتقسيم شدسه گروه  به PLRVهاي ، جدايهNeighbor Joining-NJدرخت تبارزايي به روش 

  ).2شكل (گرفتند  قرار) Group I(هاي اروپايي در گروه يك به همراه برخي از جدايه
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 هبا ناحي PLRVجدايه ايراني  10مربوط به  ORF0حاصله از مقايسه توالي نوكلئوتيدي ژنتيكي  درصد يكنواختي -5جدول 

  .PLRVجدايه خارجي  23مربوطه در 
Table 5. Nucleotide identity obtained from nucleotide sequence of PLRV OFR0 from 10 Iranian and 23 

foreign isolates.  
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رسم شده  جدايه 33مربوط به  ORF0كه با استفاده از توالي ژن  Neighbor Joining-NJدرخت تبارزايي به روش  - 2كل ش

  .است
Fig. 2. Phylogenetic tree constructed using Neighbor Joining-NJ method with 33 ORF0 sequences of 

PLRV.  

  

  بحث

شرقي، اردبيل،  زميني كشور شامل آذربايجانپنج استان مهم كشت سيبدر  PLRVدر اين تحقيق پراكنش 

زميني استان اصفهان با داد كه اين ويروس در مزارع سيب نتايج حاصله نشان. اصفهان، خراسان و همدان بررسي شد

ر از ـغيه كه به اينـبا توجه ب. دـباشها مي ترين شيوع در مقايسه با ساير استاني، داراي بيشـدرصد آلودگ 7/23

توان انتظار داشت كه در استان  باشد، لذا مي ها مي شته هوسيله ، بPLRVترين روش انتقال هاي بذري آلوده، مهم غده

درصد  9/3از طرف ديگر، استان اردبيل با  .باشد تر هاي ناقل اين ويروس مساعد اصفهان شرايط براي فعاليت شته

زميني در اين استان در كه مناطق كشت سيباينه ه بـبا توج). 2دولـج( داد انـشرا ن PLRVترين آلودگي به كم

د، اين نباش تر در زمستان مي هاي يخبندان طولاني تر و دورهدهواي سر  و  هاي مورد بررسي، داراي آب بين استان

اين مستعد بودن همچنين ايج نتاين . تر باشدكم مناطقهاي ناقل در اين  است تا فعاليت شته وضعيت موجب شده

  . دهد نشان ميسالم زميني بذري توليد سيباز نظر مناطق را 

داراي واكنش مثبت بودند، هر دو  PLRVبادي اختصاصي  كه در واكنش الايزا با آنتي  علائمداراي هاي  در نمونه

ها علائم آلودگي اوليه به  ي از نمونهبرخ. به اين ويروس قابل مشاهده بوداوليه و ثانويه نوع علائم مشخص آلودگي 
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روس توسط ـدنبال انتقال ويه ي بـزمينگياه سيبي از آلودگي ـاين علائم كه ناش. دـدادناين ويروس را نشان مي

هاي ديگر داراي هبرخي نمون. تر بودهاي جوان اي شدن برگ هشامل كاهش رنگ و لول ،آيد وجود ميههاي ناقل ب شته

سيب زميني آلوده به اين ويروس  هدنبال كشت غدهدر آلودگي ثانويه كه ب. دگي ثانويه به اين ويروس بودندعلائم آلو

 شانـردي نزتر شده و حالت سبز تر روشنهاي جوانگ برگـشده و رن  ي گياه لولهـهاي پايينبرگد، ـآي بوجود مي

در . هاي مورد بازديد قابل مشاهد بود زميني استانسيبهر دو نوع اين علائم در مزارع . )Hooker, 1990( دهند مي 

 مشاهده شدتر رقم اگريا نسبت به رقم مارفونا كمزميني اي شدن برگ، در سيب شدت علائم لوله بازديد، مزارع مورد

خصوص تر در اين  قضاوت دقيق. باشد PLRVي با ـل رقم اگريا نسبت به آلودگـتواند مربوط به تحممي كه احتمالاً

  .زميني داردتر بر روي اين دو رقم سيبهاي بيش نياز به بررسي

اين ناحيه در . دگرديتكثير شده و تعيين توالي  PLRVايراني  هجداي 10مربوط به  ORF0 هدر اين تحقيق ناحي

نتايج ). Djilani et al., 2005(ه است ـرار گرفتـاده قـهاي اين ويروس مورد استفهـي جدايـوع ژنتيكـن تنـتعيي

خارجي اين ويروس،  هجداي 23ه در ـمربوط هه با ناحيـجداي 10اين  ORF0وتيدي ـي نوكلئـتوال هـحاصله از مقايس

قت دارد ـكه با نتايج قبلي مطاب )2شكل (لي است ـا در سه گروه اصـهدي اين جدايهـبنده گروهـهند نشان

)Guyader and Ducray, 2002( .هاي ايراني  جدايهPLRV  ميزان ترين داراي بيشقرار گرفته و  1در گروه شماره

بندي رسد گروهبه نظر مي. باشند ميهاي اروپايي  هلندي اين ويروس و نيز جدايه هبا جداينوكلئوتيدي  همساني

وع ـاين موض. داردـنچنداني  ها همسوييبا توزيع جغرافيايي اين جدايه ORF0بر اساس توالي   PLRVهاي جدايه

با . هاي آلوده و انتشار آن در مناطق بزرگ جغرافيايي باشدانتقال اين ويروس از طريق غده سهولتتواند ناشي از مي

ايران به د ـاز هلن ،ي بذريـزمينهاي سيب غده از حجم قابل توجهي، هر ساله هاي قبل اينكه در طول دههه توجه ب

اين  .اند ها وارد كشور شده هاي هلندي اين ويروس همراه با اين غد جدايهتوان انتظار داشت كه ، مياست دهـشوارد 

  .باشد ارزشمند مي PLRVمتحمل به زميني اطلاعات در تحقيقات مربوط به اصلاح و تهيه ارقام سيب
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