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حلقوی نکروتیک و لکه (ToRSV)فرنگی حلقوی گوجهبررسی وقوع عوامل ويروسی لکه

های تهران، البرز، مازندران و استان هایگلستان برخیدر  (PNRSV)دار درختان میوه هسته
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 چکیده

های هرز گل رز و علف در ToRSV و PNRSVبه منظور تعیین پراکنش  1394-95های لساطی فصول زراعی در 

علف  برگ نمونه 50رز و برگ  نمونه 600از های تهران، البرز، مازندران و مرکزی استانها در مجاور آنپیچک و شیرتیغی 

ها نمونه DAS-ELISAون الایزای مستقیم آزم توسطبرداری شد. تصادفی نمونه صورت کاملاًبه علایمو با  علایمبدون  هرز

و  %8/44، %7/30، %24/39های تهران، البرز، مازندران و مرکزی به ترتیب استان گل رز در نتایج نشان داد. شدندارزیابی 

% 18% و 26ترتیب به پیچک و شیرتیغی  های هرزو علف ToRSVبه  %3/28و  %3/32، %6/25، %38 و PNRSVبه  1/38%

ماده ضد اکسیداتیو ( حاوی =pH 1/7با استفاده از بافر فسفات پتاسیم ) آلودههای نمونه. بودندآلوده  ToRSVو  PNRSVبه 

های پرایمر و RT-PCRاز آزمون  ،هاآلودگی ویروسی نمونهید أیتبرای  زنی شدند.بر روی گیاهان علفی در گلخانه مایه

شد.  استفادههای رز و گیاه محک در نمونه ToRSVو  PNRSVاز طول ژنوم جهت تکثیر قطعات اختصاصی اختصاصی 

با هر دو جفت آغازگر مورد استفاده  ،های سرولوژیک آلوده به ویروس تشخیص داده شده بودندهایی که در آزموننمونه

جفت  500و  PNRSV پوششیجفت باز مربوط به پروتئین  210های با اندازهژنتیکی مورد انتظار  اتواکنش دادند و قطع

ویروس عوامل در این بررسی برای اولین بار حضور  .ندهای آلوده تکثیر شدبرای نمونه  ToRSVباز مربوط به پلیمراز

PNRSV  وToRSV  مورد ارزیابی قرار گرفت.های هرز و علف گیاه رزدر 
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  مقدمه

اخه بریده رز های شسطح زیر کشت گل .تعلق دارد .Rosa hybrids Lو گونه   Rosaجنس ، Rosaceaeهتیر گیاه رز به

زا در رز مجموعه عوامل ویروسی ایجاد کننده ترین عوامل ویروسی بیماریاز مهم .(1388نام، )بی هکتار است 577در ایران 

تر موارد این عوامل با یکدیگر گردد که در بیشموزائیک رز می باشد. بیماری موزائیک رز از طریق چند ویروس ایجاد می

خسارت بیماری  (.Doolittle and Walker, 1952) گرددها در رز تشدید مین جهت میزان خسارت آنباشند و از ایهمراه می

 ,Murant and Lister) % می باشد40تا  %65در حدود  تائی در هر گلستان چیزیموزائیک رز در زمان آلودگی مرکب و چند

1967; Horst, 1983) .وامل ــت که عــاس ان دادهـنشئی ی و آمریکاـهای اروپائرده در کشورـهای گستتحقیق نتایج

قوی ـکه حلـل ،PNRSV( virus ringspot necrotic Prunus( دارتهـسـوه هـتان میـک درخـحلقوی نکروتیی لکهـروسـوی

ترین عوامل از مهم Arabis mosaic virus (ArMV)و موزائیک آرابیس  ToRSV virus ringspot Tomato)( گیـفرنهـگوج

ایران از ر د Sertkaya, 2010 (Golnaraghi et al., 2004;. PNRSV) باشدها میزائیک رز در این کشورایجاد کننده مو

شده  ردیابیهای مناطق مختلف تهران و حومه  کاریاز رز پراکندگی بالایی برخوردار است. این ویروس در ایران

به قادر چنین هم .(Pinkerton et al., 2008) شود میدر این مناطق های سرخ  است و باعث ایجاد موزائیک گل

، ستاری و همکاران)باشد مینیز  داردرختان میوه هستهانگور، و تعداد زیادی از  ،فرنگیگوجهزایی در بیماری

 Ghotbi and Shahraeen, 2009) شودتر مشاهده میبیشدر آب و هوای معتدل  در گیاه رز PNRSVآلودگی  .(1391

Massumi et al., 2009;) سازد. ویروس مذکور ها را آلوده میایخانواده از دولپه 21. دامنه میزبانی آن نسبتاٌ وسیع بوده و

رم کوتاه ـجورقطر تا باسیلی ف یکرهباشد، ویروس دارای یک پمی  Bromoviridaeاز خانواده Ilarvirusیک عضو از جنس 

یکی از دلایل . (Doolittle and Walker, 1952) افته استای مثبت تشکیل یتک رشته RNA سه تا چهار باشد و ژنوم ازمی

 . (1392رحمانیان و همکاران، ) پراکندگی گسترده ویروس مورد نظر تغییرات مولکولی شدید ژنوم آن می باشد

ToRSV متعلق به خانواده Secoviridae  و جنسNepovirus باشد. در این خانواده سه جنس میComovirus  ،

Fabavirus  وNepovirus  در پوشش پروتئینی از هم تفکیک  موجودکه بر اساس روش انتقال و تعداد پروتئین  قرار دارد

آن با سایر اعضاء جنس   RNA-2وزن مولکولی اندازه ،ها Nepovirusبا سایر  ToRSV ویروس عمدهتفاوت یک  .شوندمی

های رویشی تکثیری و یکی، بذر، پیوند، دانه گرده، انداماین ویروس از طریق مکان .(Powell et al., 1984)باشد کور میمذ

فرنگی در ایران از حلقوی گوجهویروس لکه .(Moini, 2010)شود منتقل می Xiphinemaهای مختلفی از نماتد گونه

لرستان  های گلستان، مازندران، خوزستان، اردبیل وپراکندگی وسیعی برخوردار است. این ویروس از مزارع سویا در استان

(Fulton and Fulton, 1970)های شمال کشور ، تاکستان(Murant and Lister, 1967)های مرکزی و ، گیاهان زینتی استان

، فلفل در استان تهران  (Massumi et al., 2009)های جنوب کشور های استانفرنگی کاری، گوجه(Fulton, 1981)تهران 

(Sokhansanj et al., 2012) غات سیب و نیز با(Moini, 2010) رغم حضور این عامل ه ب ستان خراسان گزارش شده است.ا

در  آن زیستی ی بر روی پراکنش و بررسی خصوصیاتهنوز تحقیق جامع ،دارویروسی در کشور بر روی درختان میوه هسته

در  ToRSV و  PNRSVهای ویروسیاریـبیم ترلـکنن راه ـتریرـثؤر مـاضـال حـدر ح ت.ـکشور صورت نپذیرفته اس

 ;Howell and Mink, 1988) روس استـان عاری از ویـاهـت گیـاری و کشـهان جلوگیری از پراکندگی عامل بیمـج

Walker et al., 2015).  کاشت رز در عمده در برخی مناطق در این تحقیق تلاش شد تا علاوه بر ردیابی این دو ویروس

 مشخص شود. مذکور نیزهای استان رهای موجود دگلستاندر ها آنمیزان پراکندگی ایران، 
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 هامواد و روش

  بردارینمونه

و فصول بهار و  1394در طی فصول بهار تا زمستان سال  PNRSVو  ToRSV هایجهت تعیین پراکنش ویروس

کرج، هشتگرد، های: شهر البرز )استان  و ورامین(، های: تهرانشهراستان تهران ) های سبزها و فضا، از گلخانه1395تابستان 

استان ساری( و و  نشتارود تنکابن،های شهرمازندران ) استان،آباد(نظر و شهر، آساراساوجبلاغ، ماهدشت، زیبا دشت، مهر

بدون رز های برگی نمونه از نمونه 600برداری انجام شد. در مجموع تعداد خمین( نمونهو  محلات، اراکهای شهرمرکزی )

 نمونه برگی 50و  غربالی وحلقوی نکروتیک لکه ،شکلیویروسی شامل موزاییک، چروکیدگی، بد شبه علایمبا علایم و یا 

تصادفی از ورت ـصبرداری بهونهـنمها تانـدر گلسآوری گردید. جمعها کنار آنهای هرز علفاز  ،و بدون علایم دارعلایم

در مجموع تعداد  متر انجام شد. 10ر باغ و به فاصله هر دارای علایم و یا بدون علایم و با حرکت در قطرز های جوان برگ

کیلومتر یک گلستان برای  10ط هر ـطور متوسهرفت و بـبرداری قرار گت بالا مورد نمونهـح زیر کشـسط اگلستان ب 17

شهر مورد ها در هر شهر وابسته به میزان سطح زیر کشت گل رز در هر کاریبرداری انتخاب شد. انتخاب تعداد گلنمونه

 بررسی بود.

 

 (DAS-ELISA)  آزمون الايزای غیر مستقیم

ها در آنو نیز تعیین پراکنش  ی رز و علف هرزهادر نمونه PNRSVو  ToRSV هایجهت بررسی حضور ویروس

ز آزمون کوبی شده در گلخانه امناطق مورد بررسی و همچنین اثبات حضور آلودگی در گیاهان علفی محک مایه

DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay )الایزای مستقیم  سرولوژیک

( و مطابق با روش DAS-ELISAاستفاده شد. آزمون سرولوژیک الایزای مستقیم به فرم ساندویچ دو طرفه آنتی بادی )

( موجود در polyclonalای )چند همسانه هاییباد. در این آزمون از آنتیپذیرفتانجام  (Casper, 1973)کلارک و آدامز 

استفاده  PNRSVو   ToRSVبرای ردیابی Biorebaشرکت آمریکا و  Agdia, U.S.Aکیت تجارتی تهیه شده از شرکت 

 شد.

 

  (RT-PCR) معکوس پلیمرازای زنجیره واکنشو  (synthesis cDNA) مکمل DNA ساخت ،RNAاستخراج

کوبی شده در گیاهان محک مایهرز، علف هرز و  آلوده هاینمونه در ToRSV وPNRSV حضور دقیق بررسی برای

نمونه از هر دو علف  5های محک، نمونه از انواع گیاه 50استفاده شد و با استفاده از آن تعداد  RT-PCRآزمون  از گلخانه

ند. تمامی ـد بررسی قرار گرفتمور ToRSVو  PNRSVداگانه برای ـطور جهنمونه گیاه رز ب 70نیز هرز مورد بررسی و 

 تشخیص آلودگی در تشخیص داده شدند. ToRSVو  PNRSV، آلوده به ELISAبا استفاده از  های مورد آزمون قبلاًنمونه

 جوان هایبرگکل  RNA زنی،مایه از پس روز دهانجام شد.  سرولوژیک هایآزمون توسط های هرزرز و علف برگ هاینمونه

با   (cDNA)مکمل DNA ساخت فرایند .شد استخراج Vivantis technologies, Malaysiaکیت تجارتی  از استفاده با خیار

 برگشتی آغازگر با وآلمان  Fermentas شرکت العملدستور مطابق (M-MuLV) معکوس بردارنسخه آنزیم از استفاده

(ToRSV-D1) صاصی ژن ـاخت ر برگشتیـو آغازگ یگـفرنگوجه ویـحلقلکه روسـوی زمراـآنزیم پلی ژن جهت تکثیر

با  PCR مولکولی ام شد. واکنشـانج دارتهـوه هسـک درختان میـوی نکروتیـحلقویروس لکه (Ilar1) روتئین پوششیـپ

 بلـق از (ToRSV, U1, D1) یـاصـاختص ایـهآغازگر تـجف ورـحض در و دهـش تهـاخـس  cDNAاز μl 2فاده از ـاست

 و 'ToRSV-U1: 5'-GACGAAGTTATCAATGGCAGC-3 هایوالیـبا ت (1392یان و همکاران، مانـرح) شده راحیـط

'ToRSV-D1: 5'-TCCGTCCAATCACGCGAATA-3 آنزیم پلیمراز  ژن از قسمتی تکثیر برایToRSV 500 اندازهه ب 
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 از قسمتی تکثیر برای (Massumi et al., 2009) همکاران و Moury شده توسط طراحی قبل از (Ilar,1, Ilar2)و  باز جفت

 'Ilar1: 5'-TTCTAGCAGGTCTTCATCGA-3های یـوالـبا ت ازـب فتـج 210 دازهـانهروس بـوی شیـپوش ینـپروتئ

برای ردیابی هر دو ( PCR) ای پلیمرازرهجیواکنش زن .شد انجام  'Ilar-2: 5'- TTCTAGCAGGTCTTCATCGA-3و

 5/2( ،MgCl2) مولار کلرید منیزیممیلی 25/1پیکومول از هر آغازگر،  10لیتر و غلظت نهایی کرویم 25در حجم ویروس 

مولار دزوکسی نوکلئوتید تری فسفات یلیم 4/0، 4/8با اسیدیته  X  10 (500mM )Tris-HCl ،KClلیتر بافر واکنشمیکرو

(dNTPs ،)2لیتر از میکروcDNA  لیتر آنزیم پلیمرازمیکرو 4/0و (Taq Polymerase) ایران( در دستگاه ترموسایکلر  )سیناژن

(Ependorf, AG, Germanyانجام شد. واسرشت ) دقیقه صورت گرفت.4درجه سلسیوس به مدت  94سازی اولیه در دمای 

ها به ثانیه، اتصال آغازگر 60درجه سلسیوس به مدت  94ژنومی در دمای  DNAسازی چرخه شامل واسرشت 35سپس 

 90درجه سلسیوس، به مدت  72گسترش رشته جدید در دمای  ثانیه، 70یوس به مدت درجه سلس 54رشته الگو در دمای 

حاصل  PCRمحصولات  دقیقه انجام شد.10درجه سلسیوس به مدت  72ثانیه انجام شد و در پایان گسترش نهایی در دمای 

دقیقه  35آمپر به مدت یلیم 25% با شدت جریان 1کیفیت بر روی آگاروز کی مورد نظر برای بررسی از تکثیر منطقه ژنتی

 الکتروفورز شدند. 

 

 بررسی دامنه میزبانی آزمايشگاهی ويروس

در این تحقیق از دامنه میزبانی  PNRSVو  ToRSVهای مربوط به جدایه زیستیبه منظور بررسی برخی خصوصیات  

هایی و جدایه PNRSVو  ToRSV معلایهای دارای نوع شاخص از جدایه مکانیکی زنیبرای مایه .آزمایشگاهی استفاده شد

ونه در ـصاره هر نمـور عـن منظـرای ایـ. ب(Dardick, 2007) دـفاده شـاست، تندـالایی داشـذب بـیزا جـون الـکه در آزم

اده ـم %2/0و  انولـتواتـمرکاپ -2 داتیوـد اکسیـض ادهـ% م15دارای pH 1/7 ولار باـم 1/0یم ـتاسـات پـفــافر فسـب

sodium diethyldithiocarbamate  به صورت مکانیکی بر روی با دو تکرار در گلخانه  برگی 4-2در مرحله رشدی استخراج و

، لوبیا چشم بلبلی (Nicotinia tabacum cv. Samsunتوتون ) ،(Chenopodium amaranticolorتره )گیاهان محک سلمه

(Vigna unguiculata،) ( خیارCucumis sativus(و فلفل )Capsicum annumمایه ).علایمزنی روز پس از مایه 10زنی شد 

به منظور اطمینان از آلوده بودن گیاه محک، آزمون الایزا هفت  برداری شد.زنی شده یادداشتظاهر شده روی گیاهان مایه

 زنی انجام پذیرفت. روز پس از مایه

 

 نتايج

نکروتیک، نکروز حاشیه حلقوی کلروزه و های لکه یت علایمهای سرولوژیک و مولکولی در نهاآزمون نتایجپس از بررسی 

و  1 های)شکل های گل رز شناخته شداز علایم این بیماری در بوته برگ، رگبرگ روشنی، پیچیدگی برگ، غربالی و زردی

شهر  8و  7، 6، 5، 4، 2، 1شهرداری  )مناطق تهراناستان استان کشور شامل  4از  های سبزها و فضاها از گلخانهنمونه .(2

استان آباد(، نظرو  آسارا زیبا دشت، مهر شهر، هشتگرد، ساوجبلاغ، ماهدشت، کرج،های شهرالبرز )استان  ،(و ورامینتهران 

و  1شدند )جداول آوری جمعمحلات، اراک، خمین( های شهرمرکزی ) استان ی( وتنکابن، نشتارود، سارهای شهرمازندران )

تمام مناطق مورد تحقیق در های گلستاندر  PNRSVو  ToRSVآلودگی به  حاکی از آن بود که DAS-ELISAنتایج  .(2

% 8/36های مورد بررسی به میزان در طی سال PNRSVحاکی از آن بود که  ELISAنتایج آزمون  .داشتاین پژوهش وجود 

. همچنین مشخص شد که (1ده نمود )جدول های البرز، تهران، مازندران و مرکزی را آلوهای مهم موجود در استانگلستان

های اند. استانآلوده بوده PNRSVها به ( در میان سایر استان%8/44ترین میزان )های استان مازندران به بیشگلستان
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های بعدی از لحاظ میزان آلودگی هبه ترتیب در جایگا %7/30و  %1/38، %24/39های آلودگی تهران، مرکزی و البرز با درصد

 قرار داشتند.  PNRSVبه 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
های لکه (b)ای و کلروز آوند برگ نقش زمینه (a)های رز ایران. در گل PNRSVو  ToRSVویروسی های علایم آلودگی -1شکل 

 برگکلروز حلقوی  هایلکهموزاییک و  (d)ها موزاییک و کلروز حاشیه برگ (c)نکروتیک و موزاییک برگ 
Fig. 1. Symptoms of ToRSV and PNRSV infection in Iranian roses plants. (a) line pattern and leaf veinal 

chlorosis (b) leaf necrotic spots and mosaic (c) mosaic and leaf marginal chlorosis (d) mosaic and leaf 

chlorotic ringspot 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ای و نکروز نقش زمینه (a). استان مازندرانهای رز های هرز باغدر علف ToRSVو  PNRSV مشترکعلایم آلودگی  -2شکل 

 Sonchus oleraceus تیغیشیر برگ علف هرز بدشکلیهای نکروتیک و لکه Convolvulus arvensis (b)آوند برگ در علف هرز 

Fig. 2. Symptoms of ToRSV and PNRS co-infection on herbaceous weeds in rosaries of Mazandaran 

province (a) line pattern and veinal necrosis in Convolvulus arvensis weed (b) Necrotic spot and malformation 

on common sowthistle weed Sonchus oleraceus leaf  

 

های در رز کاری PNRSV( نسبت به %5/30با درصد کمتری ) ToRSV ،در زمان مشابهکه نتایج همچنین نشان داد 

ها به ( در میان سایر استان%38تری )و استان تهران به میزان بیشدات های مذکور حضور مناطق مورد بررسی در استان

( و %3/28(، مرکزی )%3/32های مازندران )های استانگلستان ToRSVویروس آلوده بوده است. از نظر میزان آلودگی به 

 (.2ای بعدی قرار داشتند )جدول ه( در جایگاه%6/25البرز )
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 برداری نمونهمورد در مناطق مختلف  PNRSVآلوده به ویروس  هایتعداد کل نمونه -1دول ج

Table 1. Total number of PNRSV infected samples in different surveyed regions  

 
 بردارینمونهمورد در مناطق مختلف  ToRSVهای آلوده به ویروس هتعداد کل نمون -2جدول 

Table 2. Total number of ToRSV infected samples in different surveyed regions 

 

های مختلف نیز برای حضور آوری شده از استاننمونه علف هرز پیچک و شیرتیغی جمع 50در این تحقیق تعداد 

 %18و  %26های هرز مذکور در مجموع علفکه سی قرار گرفتند. نتایج نشان داد مورد برر PNRSVو  ToRSVهای ویروس

در استان مازندران در  PNRSVو  ToRSVترین میزان آلودگی به بیشآلوده هستند.  ToRSVو  PNRSVترتیب به ه ب

رز پیچک ه( در علف%36ترین میزان )به بیش PNRSV( و 3)جدول داشت های هرز پیچک و شیرتیغی وجود علف

(Convolvulus arvensis)  وToRSV ( در علف هرز شیرتیغی %28ترین میزان )به بیش(Sonchus oleraceus)  ایجاد

  (.3آلودگی نموده است )جدول 

برداری نیز مورد بررسی ها به هر دو ویروس در مناطق مورد نمونهدر این تحقیق میزان آلودگی همزمان و مشترک نمونه

 (. 2برداری بود )جدول تایج حاکی از حضور آلودگی مشترک در تمام مناطق مورد نمونهقرار گرفت و ن

و  ایهای گلخانهنتایج بررسی %( مشاهده شد.25های استان مازندران )ترین میزان آلودگی مشترک در نمونهبیش

 ند، علایم متنوعیاآوری شدهو یا مناطق مختلف جمع هاهای مختلف ویروس که از میزبانجدایهسنجی نشان داد زیست

و  PNRSVو گیاه محک خیار بهترین میزبان تکثیری برای دادند ( بر روی گیاهان محک نشان 4 و شکل 4جدول )

ToRSV ها سایر گیاهان برای تمام جدایه برخوردار بود. علایمبر مبنی تفاوت در  های ویروستفکیک نژادو از قابلیت  بود

 .(3ل )شک واکنش یکسان دادند

 

 PNRSVs                              ويروس لکه حلقوی نکروتیک درختان میوه هسته دار

  درصد نسبی Sampling locations برداریمناطق نمونه
Partial rate of infection (%)  

 آلودهنمونه 
Infected samples 

 هانمونهکل تعداد 
 Total samples 

 .Tahran Pro  استان تهران 158 62 % 39.24

 .Alborz Pro استان البرز 215 66 % 30.7

 .Mazandaran Pro  استان مازندران 96 43 44.8%

 .Markazi Pro  استان مرکزی 131 50 % 38.1

 Total  جمع کل 600 221 % 36.8

 ToRSV                                                                        فرنگیحلقوی گوجهويروس لکه

 مناطق

 بردارینمونه
Sampling 

Locations 

درصد نسبی 

 آلودگی مشترک

Partial rate of 

combined 

infection 

تعداد نمونه دارای آلودگی 

 ToRSVو  PNRSVمشترک 

Samples with Combined 

infection by ToRSV and 

PNRSV 

 درصد نسبی
Partial rate 

of infection 

(%) 

نمونه 

 آلوده 
Infected 

samples 

 نمونهکل 
Total 

samples 

 .Tehran Pro  استان تهران 158 60 38% 23 % 14.5

 /Alborz Pro استان البرز 215 55 % 26.5 64 % 30
 .Mazandaran Pro استان مازندران 96 31 % 32.3 24 % 25

 Markazi Pro استان مرکزی 131 37 5 28.3 15 % 11.45
 Total جمع کل 600 183 % 30.5 126 % 21
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  PNRSVبه (Sonchus oleraceus)و شیرتیغی  (Convolvulus arvensis)بند های هرز پیچکدرصد آلودگی علف -3جدول 

 مورد بازدیدمناطق های گلستاندر  ToRSVو 
Table 3. Percent of infection with PNRSV and ToRSV in bindweed (Convolvulus arvensis) and sow 

thistle (Sonchus oleraceus) herbaceous weeds through in surveyed rosary  

 

محک های هرز شیرتیغی و پیچک و نیز گیاهان ه رز، علفهای برگی گیااز بافت RT-PCR ،ToRSVبا استفاده از آزمون 

 ELISAکلونال در آزمون هایی که با سرم پلیاز نمونهزمان با بروز علایم کوبی و همکوبی شده تا دو هفته پس از مایهمایه

توالی ژنوم قسمتی از  تکثیر . با استفاده از آغازگر اختصاصی برای(4)شکل  ابی گردیدبه راحتی ردی ،واکنش داده بودند

ToRSV  پلیمراز ) آنزیممربوط به(RdRP، ورد مه قرار گرفتند. در تمام موارد قطع های آلوده به ویروس مورد ردیابینمونه

 . (4)شکل  دـیر شـهای آلوده تکثبرای نمونه bp 500با اندازه انتظار 

 ی آلودگیدرصد نسب

Partial rate of 

infection 

 لودهآ نمونه

Infected samples 
 نمونه کل

Total samples 

 علف هرز

weed 
 ويروس

Virus 

 مناطق

 بردارینمونه
Sampling 

Locations 

20 % 2 10 Convolvulus 

arvensis 
PNRSV 

 .Tehran Pro استان تهران
20 % 2 10 Sonchus 

oleraceus 

0 % 0 10 Convolvulus 

arvensis 
ToRSV 

20 % 2 10 Sonchus 

oleraceus 

20 % 2 5 
Convolvulus 

arvensis 
PNRSV 

 .Alborz Pro استان البرز
0 % 0 5 Sonchus 

oleraceus 

20 % 1 5 Convolvulus 

arvensis 
ToRSV 

20 % 1 5 Sonchus 

oleraceus 

80 % 4 5 Convolvulus 

arvensis 
PNRSV 

 .Mazandaran Pro استان مازندران
40 5 2 5 Sonchus 

oleraceus 

20 % 1 5 Convolvulus 

arvensis 
ToRSV 

60 % 3 5 Sonchus 

oleraceus 

10 % 1 5 Convolvulus 

arvensis 
PNRSV 

 .Markazi Pro استان مرکزی
0 % 0 5 Sonchus 

oleraceus 

0 % 0 5 Convolvulus 

arvensis 
ToRSV 

20 % 1 5 Sonchus 

oleraceus 

36 % 9 25 
Convolvulus 

arvensis 
PNRSV 

 Total جمع کل
16 % 4 25 

Sonchus 

oleraceus 

8 % 2 25 
Convolvulus 

arvensis 
ToRSV 

28 5 7 25 
Sonchus 

oleraceus 
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 (ToRSV)فرنگی حلقوی گوجهکوبی ویروس لکههفته پس از مایه 2ای گلخانه سنجیزیست نتایج آزمون -4جدول 
Table 4.Greenhouse bioassay test results two weeks after Tomato ringspot virus (ToRSV) mechanical 

inoculation 

Ch: Chlorosis; Mo: mosaic; NLL: Necrotic local lesion; Chlorotic local lesion; Wt: Wilting; Def: Deformation; Sy: 

Systemic yellowing; Sl: Symptomless; Sm: Systemic mosaic; Vc: Vein clearing; Vn: vein necrosis. 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

زنی شده با عصاره علف هرز یچیدگی برگ خیار مایه( پToRSV aو  PNRSVسنجی علایم حاصل از آزمون زیست -3شکل 

تهران  آوری شده از شهرجمعPNRSV زنی شده با نمونه رز آلوده به نکروز حاشیه رگبرگ خیار مایه PNRSV (bآلوده به  شیرتیغک

(c مازندران به از استان کوبی نمونه رز آلودهاز مایه نکروز حاصلToRSV  خیار. روی گیاه محک (d کوبی حاصل از مایه بدشکلی برگ

کوبی نمونه رز حاصل از مایه موزاییک . e) روی گیاه محک خیاربر   ToRSVبهو آلوده مرکزی آوری شده از استان جمعنمونه رز 

زنی مایهو کوتولگی در گیاه محک خیار برگ  بدشکلی f) روی گیاه محک خیاربر   ToRSVبهه و آلودالبرز  آوری شده از استانجمع

زنی شده با نمونه رز آلوده کلروز حاشیه برگ و بدشکلی برگ خیار مایهg)  البرز.جدا شده از استان  PNRSVشده با نمونه رز آلوده به 

کوبی علف هرز آلوده به حاصل از مایه برگ شکلیهای نکروتیک و بدلکه h, i, j) مازندران. آوری شده از استانجمعPNRSV به 

PNRSV خیار تهران روی گیاه محک جدا شده از شهر. 
Fig. 3. Symptoms obtained for PNRSV and ToRSV bioassay a) cucumber leaf curl inoculated with the 

PNRSV- infected common sowthistle weed extract; b) necrosis in the margin of the leaf veins in cucumber 

plants inoculated with the PNRSV-infected rose sample collected from the Tehran city; c) necrosis on the leaf 

of the cucumber indicator plant induced by inoculating the ToRSV-infected rose sample from Mazandaran 

provine; d) malformation on the leaf of the cucumber indicator plant induced by inoculating the ToRSV-

infected rose sample collected from Markazi province; e) mosaic on the leaf of the cucumber indicator plant 

induced by inoculated ToRSV-infected rose sample collected from Alborz province; f) malformation on the 

leaves and dwarfing of the cucumber indicator plant inoculated with PNRSV-infected rose sample collected 

from Alborz province; g) marginal chlorosis and malformation on the leaf of the cucumber indicator plant 

inoculated with PNRSV-infected rose sample collected from Mazandaran province; h, i and j) necrotic leaf 

spots and malformation on the leaves of the cucumber indicator plant inoculated with the PNRSV-infected 

herbaceous weeds sample collected from Tehran province. 

 Symptoms                                                                    ملايع
 Test plants                             گیاه محک

PNRSV  ToRSV 

Sm; Sy  Nll, Cll, Wt, Def, Sy Vigna unguiculata 
Cll  Sl Chenopodium amaranticolor 

Ch, Def, Mo, Vn; Sm  Ch; Vn; Mo, Wt, Def Cucumis sativus 

Vc  Vc Nicotiana tabacum cv. Samsun, nn 

Sl  Cll, Nll Capsicum annum 
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( رز 1 راهک هایجفت باز برای نمونه 500اندازه هب  ToRSVآر حاصل از تکثیر آنزیم پلیمرازسیالکتروفورز محصول پی -4شکل 

ل منفی که در آن از ( نمونه کنتر-C شیرتیغی جداشده از استان البرز. راهک( 3 پیچک جدا شده از مازندران، راهک( 2 ، راهکتهران

(total-RNA) در  عنوان نمونهگیاه رز سالم بهPCR  .راهک استفاده شده بودL ) 100 bp DNA ladder (Fermentas, Inc) 

Fig. 4. Electrophoresis analysis of the ToRSV, polymerase enzyme coding gene PCR amplicon with a size 

about 500bp in samples lane 1) roses collected from Tehran province lane 2) bindweed collected from 

Mazandaran province lane 3) common sowthistle collected from Alborz province. lane C-: negative control 

sample in which total-RNA isolated from healthy rose plant used as target in PCR. Lane L) 100bp DNA 

ladder (Fermentas, Inc) 
 

کوبی شده محک مایههای هرز شیرتیغی و پیچک و نیز گیاهان فـه رز، علهای برگی گیاتـاز بافنیز  PNRSVروسـوی

های ای نمونهمربوط به ژن پروتئین پوششی بر bp210اندازه ا مورد انتظار ب در تمام موارد قطعات راحتی ردیابی گردید.به

ولی در  ،های مورد آزمون داشتبرای ردیابی ویروس RT-PCRتکثیر شد. با وجود حساسیتی که آزمون  PNRSVآلوده به 

 ،آلوده تشخیص داده شدند ToRSVو  PNRSV ههای سرولوژیک بهایی که در آزموننمونهکه برخی موارد مشاهده شد 

  (.5شکل ) نبودندبا آغازگر اختصاصی قابل ردیابی  RT-PCRکوبی بر روی گیاهان محک در آزمون حتی پس از مایه

 
 

 

 

 

 

 
 

-نمونه درفت باز ج 210اندازه هب  PNRSVآر حاصل از تکثیر ژن بیان کننده پروتئین پوششیسیالکتروفورز محصول پی -5شکل 

کوبی شده با نمونه رز آلوده جدا ر مایهخیا( 5البرز، راهک ( 3مازندران، راهک ( 2 ، راهکهرانجدا شده از استان ت( رز 1 راهک های

مربوط به نمونه رز فاقد آلودگی  4کوبی شده با رز جدا شده از استان البرز. راهک شماره خیار مایه( 6 شده از استان مرکزی و راهک

 L ) 100 bp DNA ladder (Fermentas, Inc) باشد. راهکمی

Fig. 5. Electrophoresis analysis of the PNRSV, coat protein coding gene PCR amplicon with a size about 

210bp in samples lane 1) roses collected from Tehran province lane 2) Mazandaran province lane 3) Alborz 

province 5) cucumber plant mechanically inoculated with the infected rose sample collected from Markazi 

province and 6) cucumber plant mechanically inoculated with the infected rose sample collected from Alborz 

province. Lane 4) rose sample without infection. L) 100bp DNA ladder (Fermentas, Inc). 
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نمونه با آغازگر اختصاصی  40و  PNRSVهای اختصاصی غازگرنمونه با آ 63نمونه رز،  70از RT-PCRبا استفاده از 

ToRSV کوبی شده با هر دو ویروس تعداد نمونه گیاه محک مایه 50ها و از نمونه علف هرز تمامی نمونه 5از  .واکنش دادند

 های اختصاصی مربوط به هر دو ویروس واکنش دادند. نمونه با آغازگر 35

 

 بحث

درآمد سالانه ایران از صادرات گل و گیاه زینتی  باشد ومیهای زینتی گل یاز نظر تولید جهان در جایگاه هفدهمایران 

از ها یعنی گل رز در ایران همواره ترین آنهای زینتی و محبوبتولید با کیفیت گلاست. بنابراین میلیون یورو  86معادل 

 تاهستیم  آنها نیازمند با کیفیت به سایر کشورو مناسب  . برای تولید و صدور محصولبوده استز اهمیت ئنظر اقتصادی حا

شوند ولی شدید در میزبان نمی علایمزای گیاهی تولید کنیم. این عوامل اگر چه باعث بروز عاری از عوامل بیماری گیاهانی

ماری موزاییک رز های گل رز در جهان بیترین بیمارییکی از مهم شوند.به آرامی موجب کاهش کمی و کیفی محصولات می

 PNRSV ،ToRSV، Appleشامل  تلفهای مخیروسای از وتوسط مجموعه( Rose mosaic disease)بیماری  باشد. اینمی

mosaic virus (AMV)، Arabis mosaic virus (ArMV)  وStrawberry latent ring spot virus (SLRV) شود ایجاد می

(Rakhshandehroo et al., 2006). ن وجودبا ای ،PNRSV  وToRSV  د نباشک رز میـموزایی بیماریاصلی از عوامل

(Fulton, 1981). شرایط محیطی داردوده شده و ـآل گی به گونه گیاهـبست یویروسماری ـبیارت این ـخس زانـافزایش می 

(Li et al., 2011).  آوری و بررسی شد. جمعدار از مناطق مختلف کشور علایمنمونه برگی  600در این تحقیق در مجموع

در طی تحقیقی که توسط . بودندآلوده  ToRSVو   PNRSVبه دو ویروس بردارینمونهنتایج نشان داد اکثر مناطق مورد 

دار در برخی نقاط ایران انجام پذیرفته بود، در درختان میوه هسته ToRSVدر مورد پراکندگی  (1391) ناستاری و همکار

دار شمال کشور )استان گلستان( وقوع دارد. ترین میزان در درختان میوه هستهوس به بیشمشخص شده بود که این ویر

ور از وقوع بالایی دار شمال کشدر درختان میوه هستهنیز PNRSV  همچنین نتایج تحقیقات گذشته نشان داده بود که

 .(1388نژاد، فلاح و نصرالله)برخوردار هست 

های های استانکاریدر گل PNRSVو  ToRSVهای ین تحقیق نیز نشان داد که ویروسنتایج ادر تائید نتایج گذشته،  

ترین دلایل بالا بودن (. یکی از مهم2و  1ند )جدول شتترین میزان نسبت سایر مناطق حضور دامازندران و تهران به بیش

های مذکور های مختلف برای ویروسنتواند حضور میزبامی )استان مازندران( های شمال کشوردرصد آلودگی در رز کاری

های مذکور در اند. حضور درصد بالای آلودگی ویروسباشد که از این طریق منابع پایدار آلودگی را در منطقه فراهم آورده

ت ـشود تا در این مناطق از کاشنماید. توصیه می( نیز این مطلب را تائید می3های هرز استان مازندران )جدول علف

دار و انواع گل سرخ در کنار یکدیگر دار، درختان میوه هستهسرخیان مانند درختان میوه دانههای مشترک خانواده گلمیزبان

 .عمل آیدهدر باغات مبارزه مناسب ب آنهاهای هرز میزبان ویروس های مذکور جهت جلوگیری از بقاء خودداری شود و با علف

 ToRSV دار گزارش شده بود دار و دانهسرخ و درختان میوه هستههرز باغات گلهای در گذشته از تعدادی از علف

(Ghotbi and Shahraeen, 20091392ستاری و همکاران، ؛) های در این پژوهش برای اولین با ویروس. با این وجود

ToRSV  وPNRSV کشت ن روده بهای هرز انتشار ویروس از علف .(3)جدول  های پیچک و شیرتیغی گزارش شدنداز علف

ها و تحرک مانند قارچکم ندار و یا از طریق ناقلیها و یا حشرات بالتحرک مثل شتهممکن است به وسیله ناقلین پراصلی 

آلودگی از  هایعنوان کانونهای هرز آلوده در داخل محصول بهاهمیت وجود علف .پذیرفته باشدزی صورت های خاکنماتد

عنوان های هرز داخل مزرعه همچنین بهعلف .(Clark and Adams, 1977) ین مشاده گردیددر ایالت ویسکانس 1952سال 

 ;Johnstone et al., 1995 Aparicio et al., 1999) ندـباشمیروس ــل ویـف ناقـهای مختلدـم آلودگی نماتـع مهـنابـم

Mouray et al., 2000). ستندـها بذر زاد هبالایی در این علف دـاغلب به ح ،دی دارندـاتـهایی که ناقل نمویروس 
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(Aparicio et al., 1999 McNamara et al., 1981;) .هایهای محدودی از علف هرز مورد بررسیدر این تحقیق نیز نمونه 

که دیده شده طوریبه های مورد بررسی داشت.نشان از آلودگی آنها به ویروسنتایج و و مولکولی قرار گرفت  یسرولوژیک

جذب بالا در آزمون  از ،ن الایزا هم جذب بالایی داشتندهای آلوده که در آزموآوری شده در کنار بوتههای هرز جمععلف

های هرز مورد مطالعه تنها در مناطقی آلوده بودند که شرایط جوی ت که علفسا آنبودند. نکته جالب توجه برخوردار الایزا 

های نکروز و لکه علایمداشتند و را  ها نیز درصد آلودگی بالاییطراف آنویروس بوده و گیاهان ابرای تکثیر مناسب 

های رز در مناطق مورد نتایج این بررسی حاکی از آلودگی مشترک نمونه .ه بودها مشاهده شدکلروتیک بین رگبرگ در آن

گی مشترک نیز در آن افزایش های آلودگی تکی در رز احتمال آلودرسد با افزایش درصدنظر میه (. ب2بررسی بود )جدول 

در استان مازندران  PNRSVو  ToRSVهای ها به ویروسترین درصد آلودگی مشترک رزبیش ،عنوان مثالیافته است و به

(. آلودگی مشترک به 2)جدول داشت ها یک از ویروس های آلودگی تکی را به هرترین درصد( مشاهده شد که بیش25%)

. با این وجود (Rakhshandehroo et al., 2005)دار مشاهده شده بود ر درختان میوه هستههر دو ویروس در گذشته د

شود. نتایج تحقیقات گذشته نشان داده ها برای اولین بار در این تحقیق گزارش میآلودگی مشترک گل رز به این ویروس

های مسئول کلروز و مرگ ن بیان ژندر زمان آلودگی مشترک باعث افزایش میزا PNRSVو ToRSV های است که ویروس

ها های تنشی میزبان و تسریع فرایند مرگ سلولشوند و در زمان آلودگی مشترک باعث تشدید پاسخهای توتون میسلول

ها در هر دوی این ویروس جا که، از آندهدجایی که نتایج این تحقیق نشان می. از آن(Chandel et al., 2008)شوند می

این احتمال وجود دارد تا  ،(2اند )جدول برداری دارای آلودگی مشترک بودههای مربوط به مناطق مورد نمونههاکثر نمون

ها میزان خسارت زیادی را در مناطق مذکور وارد آورده باشند. نیاز هست تا در تحقیقات تکمیلی میزان خسارت این ویروس

صوصیات زیستی ـی خـدر بررس رار گیرد.ـترک مورد بررسی قـهای سرخ به صورت تکی و در حالت آلودگی مشدر گل

های جدا شده از مناطق مختلف، علایم مربوط به مناطق مختلف مشاهده شد که نمونه ToRSVو  PNRSVهای نمونه

ی اا بر مبنههای این ویروسنمایند. گیاه خیار از توان تفکیک نژادایجاد می (.Cucumis sativus L)گیاه خیار متفاوتی را در 

(. این مطلب در مطالعات گذشته نیز بیان شده بود که گیاه خیار از توان 3و شکل  4تفاوت در علایم برخوردار بود )جدول 

. تفاوت در (Ghotbi and Shahraeen, 2009)باشد برخوردار می ToRSVو  PNRSVهای های متفاوت ویروستمایز جدایه

ها و تغییر زایی جدایهمتعلق به مناطق مختلف جغرافیایی بیانگر تغییر در توان بیماریهای علایم در گیاه خیار در جدایه

ها در مناطق های متفاوتی از این ویروسباشد و این احتمال وجود دارد نژادها با تفاوت در شرایط جغرافیایی میژنتیکی آن

 مختلف مورد بررسی وجود داشته باشد.

ها واکنش مثبت نشان سرم اختصاصی ویروسبا آنتیELISA هایی که در از نمونه در این پژوهش مشاهده شد برخی

زا در دلیل حضور عوامل بیماریهتواند بدهند. این امر میهای اختصاصی واکنش نمیبا پرایمر RT-PCRدر آزمون  ،اندداده

و  ToRSVهای رولوژیکی با ویروسسژنتیکی و مجموعه ویروسی ایجاد کننده بیماری موزاییک رز باشد که از قرابت 

PNRSV برخوردارند (Youssef and Shalaby, 2009 Rott et al., 1991;.) ویروس عامل موزائیک سیب  ،عنوان مثالبه

ApMV  از قرابت سرولوژیکی بسیار بالایی باPNRSV زند سارت میـسرخیان نیز خباشد و به خانواده گلبرخوردار می

(Arli-Sokmen et al., 2005) حلقوی توتون و یا ویروس لکهTRSV  باToRSV  دارای رابطه سرولوژیکی نزدیکی است

(Dardick, 2007) . های ویروسی دلیل تنوع ژنتیکی در بین جمعیتتواند بهطرفی این امر میازToRSV  وPNRSV  در

های ژنتیکی ت تکمیلی با بررسی دقیق توالینیازمند تحقیقا ،برداری باشد. با این وجود اثبات این امرمناطق مورد نمونه

های دارای های مناطق مختلف ایران با جمعیتدر قالب این تحقیق مشخص شد که رزکاری های مذکور می باشد.ویروس

 باشند.آلوده می PNRSVو  ToRSVهای های متنوع ویروسنژاد
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ABSTRACT 

During the growing seasons of the years 2013-2014, Alborz, Mazandaran, Markazi and Tehran provinces were 

surveyed to assess the distribution of PNRSV and ToRSV in rose plants, field bindweed and common sow thistle 

weeds grown nearby the sampled roses. A total numbers of 600 symptomatic and asymptomatic rose leaves and 50 

weeds were sampled. Using with the DAS-ELISA serological test, samples were tested. Results indicated that roses 

are infected to PNRSV with the infection rates of 39.24%, 30.7%, 44.8% and 38.1% and to ToRSV with the 

infection rates of 38%, 25.6%, 32.3% and 28.3% through in Tehran, Alburz, Mazandaran and Markazi respectively.  

It was also revealed that PNRSV and ToRSV was respectively 26% and 18% incidence in weeds. Infected samples 

were mechanically inoculated on herbaceous propagative and indicator plants using with the potassium phosphate 

buffer pH 7.1 containing the antioxidant materials. To confirm the presence of viral infections in diseased roses and 

indicator plants, infected plants were analyzed by RT-PCR, using PNRSV-specific primers to amplify a related 

portion of the PNRSV and ToRSV genomes. Those infected samples have positively reacted with the both specific 

primers and desired DNA fragments with the size of about 210bp for the coat protein of PNRSV and 500bp for the 

polymerase of ToRSV were amplified for them. By this research and for the first time, presence of PNRSV and 

ToRSV in rose plant and herbaceous weeds was assessed. 
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