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 چکیده 

(، د  Mill Malus pumila.) "گوشا   او   " ای    ACLSV ،ASPV ،ASGVویاوو    ا هدف تولید نهاا  ااا ا اس  ا    ب پژوهشاین 
 وس د   21و  14، 7، 0گوماد ماانی )  ها با ا سیابی اثوبخشای تیااا   انجام شد. آسمایش 1394( د   ا  ABRII)پژوهشگاه بیوتکنولوژا کشاو سا ایوان 

متو( بو نو  میلی 7/0تو اس متو و بز گمیلی 7/0تا  2/0متو، بین میلی 2/0تو اس گواد( و کش  مویستم انتهایی )د     انداسه کوچکد ج   انتی 38دماا 
الایازاا  آسماون  هااا  هاا ماد ا باا  و  د  ناون  ASPVو  ACLSV ،ASGVهااانجام شد. د  ابتدا حضو  ویوو  هاشاخ یزحذف ویوو  اس  

اا انجام شاد.  مو د ا سیابی قوا  گوف .  پس تیاا هاا گوماد مانی و کش  مویستم د  شوایط د ون شیش  RT-PCRو   اندویچ دو طوف  آنتی بادا
 ACLSV (9/25نو  حذف  ا  ویاوو    طو کلی ب . شدند بو  یبواا هو    ویوو   RT-PCRاس مویستم تو ط الایزا و هاا  شد یافت  شاخ  یز

نتایج نشان داد افزایش طو  مدت گوماد مانی و کاهش انداسه مویستم با . د صد( با یکدیگو متفاوت بود 4/44) ASPVد صد( و  4/7) ASGVد صد(، 
 21افزایش دو ه سماانی گوماد ماانی د     .ها اس ویوو  شده ا  ا مو د مطالع  بااث افزایش نو  اا ا شدن  یزناون هااثو گذا ا متفاوت بو ویوو 

 ASGVهاا وس گوماد مانی مؤثوتوین تیاا  جه  حذف آلودگی ویوو  14بنابواین  .ها شد وس بااث کاهش  شد و تکثیو و حتی اس بین  فتن  یزناون 

هایی ک  تو اط هاو دو   ناون د  پایان آسمایش . هاا مو د مطالع  بودد صد( اس  یزناون  44/44) ACLSVد صد( و  89/88) ASPVد صد(، 11/11) 
  .اا  اسگا  شدندد  شوایط گلخان  و ندشد دا یش   یو وتکث الم تشخیص داده شدند،  RT-PCR و  الایزا و 

 

-Apple chlorotic leaf spot virus،Apple stem grooving virus  ،Apple stem pitting virus ،RT، الایازا  های کلیدی:واژه

PCR 
 

  1  مقدمه

هااا منااطم معتدلا  و  ود ایوا     توین میاوه  ی  یکی اس مهم
ا   ک  بالاتوین نو  تجا ت جهانی میوه تااسه و فاوآو ده  ا د  باین    

 فان  ا اتفاده اس نهاا  آلاوده با  ویاوو ،      أ. متدا دمحصولات باغی 
ثیو أان تولید این محصو  و حتی  لام  گیاه  ا ب  شدت تح  تا میز

ک  منجو ب  خسا ت قابل ملاحظا  و د  نهایا    طو ادهد، ب قوا  می
 Apple)هااا ویاوو   .(7شاود ) افا  االکاود د  کال جهاان مای     

chlorotic leaf spot virus) ACLSV ،ASGV (Apple stem 

grooving virus)  وASPV (Apple stem pitting virus)   باا
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 Foveavirusو  Trichovirus، Capillovirusهااا  توتی  اس جنس
هاا  ایجی ، پاتوژنقوا  دا ند Flexiviridaeا خانواده ک  هو    د 

دا ا میازان محصاو  و   طاو  معنای  د   ی  و گلابی هستند ک  با  
. بوخلاف بسایا ا اس آفاات و   (9و  1) دهندکیفی  میوه  ا کاهش می

شاوند، هایچ   هایی ک  بااث کاهش االکاود محصاولات مای   ابیاا 
هاا ویوو ی وجاود نادا د. بناابواین     و  مبا سه قطعی الی  آلودگی

هاا هاا  الم و اا ا اس ویوو  بواا ا تفاده د  باغا تفاده اس نها 
و  12هاا  االم اجتناان ناپاذیو ا ا  )    ماد ا و د  نهای  احداث باغ

هاا  اینک  هیچ ناقل طبیعی بواا این ویاوو  با توج  ب   اسطوفی(. 15
باواا   ؤثوما  ها تفاده اس ماده گیاهی  الم یاک  ا  ،شناخت  نشده ا  

 (.23جلوگیوا اس خسا ت ویوو  ا   )
هاا متعددا جه  حاذف ویاوو   هاا گذشت   و د  آسمایش

و کشا  مویساتم   شیای د مانی  دا ان اس جال  گوماد مانی،هاا دان 
پیشاین باو   هو یک اس محییین  و  ی قوا  گوفت  ا  ،مو د بانتهایی 
-بو  ی اس یک یا تلفییای اس  و   هدف، امکانات و ا قام مو د ا ا 
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سمانی ک    د ب  نظو می (.23و 19، 18، 8اند )بهوه گوفت هاا مذکو  
کند، تکثیو ویوو  د  یک گیاه آلوده ب  ویوو  د  دماا بالا  شد می

تو گیااه نساب    و تیسیم  لولی و  شد  ویعشود این حال  کنتو  می
هااا  نیاط اا ا اس ویوو  مخصوصاا  د  قساا    تواندمیب  ویوو  

د  نتیج  این احتاا   . أ ی گیاه، مانند نواحی مویستای ب  وجود آو د
اادم  اس طوفای   و ها محدود شودوجود دا د ک  تکثیو ویوو  د  باف 

بااث ایجاد هاا سیوین باف وجود ا تباط آوندا کامل بین مویستم و 
(. بناابواین  21و  6) شاود  د  ناواحی مویساتی  نیاط اا ا اس ویاوو   

هاا د ختان میاوه  توین  اهکا  حذف ویوو مهمیکی اس گوماد مانی 
مانند  ی  و گلابی ا   و مویستم بودا ا پس اس گوماد مانی، جه  

یاک  تکن(. 25و  18یند حذف ویاوو  بسایا   ایاج ا ا  )    آتکایل فو
باا و اع  و    (Enzyme-linked immunosorbent assay)الایازا  

 ویع آلاودگی ویوو ای د    کا بود سیادا ب  انوان یک  اه تشخیص 
الاوه  نجش ب  کااک  ب  (.13و  2شود )گیاهان مختلف ا تفاده می

RT-PCR  هاا  ای  و  اا بواا تشخیص ویوو طو  گستودهنیز ب
 (.16گیود )قوا  می ا تفاده دیگو د ختان میوه مو د

هدف اس انجام این پژوهش د تیابی ب  د تو العال منا   جه  
هااا سیانباا    اس ویاوو   "گوشا   او   " اا ا ناودن گیااه  ای   

هاا اا ا اس ویوو  با  شایوه  یاز اسدیاادا     اقتصادا و تولید کلون
هاا ا سشااند با  اناوان ژ م پلا ام     باشد تا با حفظ این ژنوتیپمی

 د  بونام  هاا اصلاحی آینده مو د ا تفاده قوا  گیوند.بومی کشو  
 

 هامواد و روش
 تهیه مواد گیاهی

 گاهپژوهشا   د  آسمایشگاه کش  باف 1394این پژوهش د   ا  
ماو د ا اتفاده د     هااناون  انجام شد. (ABRII) بیوتکنولوژا ایوان

( A، 3)شاکل  "گوش   او  "هاا  ی  این تحییم، یکی اس ژنوتیپ
 Malus جنس، Rosaceaeا گیاهی منحصو ب  فود اس خانوادهک   بود

ا  . آنچ  این گیاه  ا اس دیگاو گیاهاان ایان گونا        pumila و گون 
د  و آنتو ایانین   اکسایدان یآنتا متاایز نااوده، وجاود میازان باالاا     

خاوا   ، اجاذابی  اااهو  الاوه بو ایجااد   ک  باشدمی آن کو تکس
 هاا قلبی،  وطان و دیاب یوا اس بیاا اشامل جلوگاا یژهد مانی و

 (. 5دا د )
هاا اس  وشاخ د  فصل بها  )اواخو ا دیبهش ( هاا گیاهی ناون 

موجود د  شهو تان شاهوود تهیا    "گوش   و "د  حا   شد  ی  
 5/2تاا   5/1هااا جاانبی باا طاو      شامل جوان . قطعات گیاهی شدند
هاواه ب   MSکش  پای  محیط  د  ضدافونی شدنپس اس متو ی انت
با    ها یزشاخ  ،هفت  اس ششپس  شدند. مستیوBAP  میکوومولا  دو

حاااوا چهااا    MSمحاایط پایاا  بهیناا  پااوآو ا:محاایط کشاا  
 ااکا وس،  بو لیتاو گاوم    3GA ،30    میکوومولا  ، BAPمیکوومولا 

 د جا   24±2 اباا دماا   اتاقک  شاد ، د  ا(10) آگا گوم بو لیتو  8/6
 یکیو هشا   ااا  تاا     یی اا   وشنا16 ادو ه نو  و گواد انتی

 .منتیل شدند
 

 های مادریبررسی اولیه آلودگی ویروسی در ریزشاخه 

هاا ا  ی  گوش   و  با  و هاناون پس اس تکثیو اولی ،  یز 
 ،ASGVهاااا یااوو وجهاا  بو  اای حضااو   RT-PCR و الایاازا

ACLSV و ASPV .دویچ دو الایزاا  اان جه  آسمون  مطالع  شدند
) اوییس(   BIOREBAاس کیا    (DAS-ELISA) طوف  آنتی بادا

باا   RT-PCR باواا  هاا اس  یاز ناونا    RNAا اتخوا    .ا تفاده شد
( 14معصاومی و هاکاا ان )   شده تو طی تها تفاده اس پووتکل و بافو 

 اادوموحلا   کیا   اس ا اتفاده  نیز باا  cDNA  اخ و  صو ت گوف 
 ا اتفاده اس باا  و کیفیا  آن  شاد   مانجا Thermo Scientific شوک 

( ماو د  1( )جادو   11آغاسگو اکتین طواحی شاده د  پاژوهش قبلای )   
بواا  دیاابی   ا تفاده مو دا سیابی قوا  گوف . مشخصات آغاسگوهاا 

 ذکوشده (1جدو  )د  نیز   ASGVو  ASPV، ACLSVهااویوو 
ین با بو  ی میالات و منابع موجود د  ا ASPVا  . آغاسگو ویوو  

، باا  ACLSVو  ASGVهااا  یاوو  و، و آغااسگو  شاد انتخان سمین 
 پایگاااااه اس ویااااوو  هااااو ا ااااتفاده اس اطلااااااات ژنااااوم  

 و  NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)داده
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) ابازا   اس یک ا تفاده و با 

و بو ا ا  ژن تولیاد   (www.genscript.com)آنلاین  اولی  طواحی
دماا اتصا  اختصاصای  (. 11طواحی شدند )ئین پوششی ویوو  پووت

هو یک اس آغاسگوها با ا تفاده اس گوادیان  دمایی ماو د بو  ای قاوا     
د ا  آماد.   گاواد با   د جا   اانتی   59گوف  و دماا بهینا  اتصاا    

یازا  آم نا  د صاد آگاا وس )   5/1 (w/v) بو  وا ژ  PCRمحصو  
و  پس با کاک نو  ماو اا بنفش  شده با اتیدیوم بووماید( قوا  گوف 

 مشاهده شد.

 اعمال تیمارهای حذف ویروس

ماااد ا، تعاادادا اس   س اس بو  اای اولیاا  آلااودگی د  گیاااه  پاا
 ب  محایط کشا  بهینا  پاوآو ا     "گوش   و "ا  ی  هاناون  یز

 چهاا  د   هاا د حا   شد، گیاهچ ده  وس پس اس کش  .منتیل شدند
ده  وس  هاا یاهچا  منظو  گ ینگوفتند. ب  اقوا   یگوماد مان یسمان یم ژ

مستییم و بدون افزایش  صو تب )پس اس تکثیو د  محیط کش  جدید 
 د جا   38±1 ا وس د  دماا  21و  14، 7، 0مادت   ابوا تد یجی دما(

هاا د  محایط کشا      یزشااخ   گوماد ماانی . گوفتناد  قوا  گواد انتی
 د   3GAیکوومولا    م ،  BAPبا افزودن چها  میکوومولا   MSپای 

 لاوکس  2000 و  وشنایی  اا  16) منا   نو ا شوایط با محیطی
 ا  یاد جد اهاا و  شد شااخ   یدتول امکانها ناون  تا گوف ، انجام (نو 

 . داشت  باشند
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 سیبدر  ASGV و ASPV، ACLSV وجود و توالی آغازگرهای اختصاصی تشخیص توالی آغازگر اکتینفهرست  -1 جدول
Table 1- The primer of actin and list of used primers in the multiplex detection for ASPV, ACLSV and ASGV in apple 

 نام ویروس

Virus name 
 نام آغازگر

primer 
 (5´-3´توالی )

Sequence (5´- 3´) 
 اندازه 

Size(bp) 
 منبع

Reference 
ASGV 

ASG-F GGAAGACGTGCTTCAACAAGC 
236 11 

ASG-R ATCCAACAGCGGGAAACTGGG 

ACLSV 
ACLSV-F TTCATGGAAAGACAGGGGCAA 

219 11 
ACLSV-R AAGTCTACAGGCTATTTATTATAAGTCTAA 

ASPV 
ASPV247-F CAGTATTGTGCCTTYTAYGCRAAGC 

247 4 
ASPV247-R CCATAGAACGGATGCGGTACATYTG 

ACTIN 
ACTIN –F GTTCCCTGGTATTGCAGACCG 

125 11 
ACTIN –R CAAGGATGGACCCTCCAATCC 

 
 اقدام با  جدا ااسا مویساتم    گوماد مانی، پس اس پایان تیاا هاا

. مواحال جادا   گودیاد هاا  شد یافتا  د  تیاا هاا   انتهایی اس  یزشاخ 
 اسا مویستم سیو لوپ و تح  شوایط ا تویل د  هود لامیناا  انجاام   

 2/0اس  تاو کوچاک ) گوف . مویستم بودا ا د     اناداسه انجاام شاد   
 . محایط متو(یلیم 7/0اس  توبز گمتو و یلیم 7/0تا  2/0متو، بین یلیم

هااا پایا  و   حااوا نااک  هاا  جه   شد مویستم مو دا تفادهکش  
هو ماون  گاوم باو لیتاو    میلای  5/0بود ب  هاواه  ½ MSهاا ویتامین

BAP  ژلوای  جه  جاماد کاودن محایط کشا .    گوم بو لیتو  5/2و 
ک باا  مصاوف و   هااا یا  اووف مو د ا تفاده د  ایان موحلا  پتاوا   

هاا د   متو بودند. پس اس قوا  دادن مویستم انتی هش ا تویل با قطو 
و د  نهایا   ها با کاک پاا افیلم بسات  شاد    محیط کش ، د ن پتوا
 16با  گواد انتی د ج  24±1با متو ط دماا  بواا  شد د  فیتوتوون

تاا   30بعاد اس   .(24لوکس نو  مستیو شدند ) 2000نایی و  اا   وش
(، ب  محایط  B1، 3)شکل کوده و سنده مانده هاا  شد وس مویستم 35

متاو و  ی اانت ب  ا تفاع هش  کا تی )هاا مک، د  شیش کش  تکثیو
هاا با    شاخ متو( منتیل شدند. پس اس یک ماه  یزیلیم 20قطو داخلی 

تاو )جاا  آسمایشاگاهی(    هاا بز گد  شیش  ی   محیط کش  تکثیو
 منتیل شدند.

 

 و ASGV، ACLSVهای عاری از سه ویروسیاهچهتکثیر گ
ASPV 

هش  ماه پس اس اااا  تیاا  گوماد مانی گیاهاان  شاد یافتا  اس    
مویستم، اس نظو وجود ویوو  بو  ی شدند. گیاهاانی کا  باا هاو دو     

اا ا اس ویوو  بودناد، د  محایط کشا      RT-PCR و   الایزا و 
ویاوو  د  محایط     یزشااخ  ااا ا اس   40بهین  تکثیو شدند. تعاداد  

، فاقد ویتاامین، هااواه باا    MS 2/1هاا سایی حاوا ناککش   یش 
g/l30 میکوو مولا  3و   اکا وسIBA   قوا  داده شد. د  هو اوف پنج

متو گذاشت  شد،  پس اووف کش  یلیم 40 یزشاخ  با طو  تیویبی 
گاواد  د ج   انتی 24±1ب  مدت یک هفت  د  شوایط تا یکی و دماا 

-ها ب  محیط کش  دوم  یش گوفتند. پس اس یک هفت   یز ناون  قوا 

هااا  هاا و ویتاامین  سایی منتیل شدند. این محیط کش  حاوا نااک 
 اکا وس و بدون هو ماون باود.    g/l30، هاواه  MS 2/1محیط کش 

هااا حااوا   سایی، شیش ها ب  محیط دوم  یش پس اس انتیا   یزشاخ 
 16گواد با د ج   انتی 24±1تو ط دماا  یز ناون  د  فیتوتوون با م

هاا مشااهده   لوکس نو  قوا  گوفتند تا  یشا   2000 اا   وشنایی و 
لیتاو  یلای م 200هایی ب  حجام  ب  داخل گلداندا   یش هان گیاشوند. 

ا تویل شده منتیل شدند و ب  مدت  (1:1پی  ما  )حاوا پولای  و 
د  گلخان  با دمااا باین   د صد  90 وس د   طوب  نسبی حدود  5تا  4
گواد قوا  گوفتند،  پس  طح  طوبا  نسابی با     ی انتد ج   1±24

د صد کاهش داده شد و گیاهان بواا حدود چهاا  هفتا  د     60حدود 
 ،ASGVاین شوایط قوا  گوفتند. یک  ا  بعد حضاو   ا  ویاوو     

ACLSV و ASPV   با  وRT-PCR   ماو د ا سیاابی    هاا ناونا  د
 دد قوا  گوف . مج

 

 ها واکاوی آماری و بررسی عملکرد آزمایش

تصاادفی   کاملا آسمون فاکتو یل بو پای  طوح  صو تب ها آسمایش
شااخ  تحا     یزسمان قوا گیوا  انجام شد. فاکتو هاا پژوهش شامل

 وس( و انداسه مویساتم   21و  14، 7، 0گوماد مانی د  چها  طح ) تیاا 
متاو و  یلای م 7/0تا  2/0متو، بین میلی 2/0 اس توکوچکد      طح )

هو تیاا  شامل پنج تکوا  )د  هو ااوف  متو( بود. میلی 7/0اس  توبز گ
ایشای  واحد آسم 300آسمایش پنچ  یزناون  قوا  گوف ( بود ب  ابا تی 

چها   طح تیااا   )مویستم  240هاچنین . د  این تیاا ها قوا  گوفتند
تکاوا ( د  ایان آسماایش     20ه مویساتم و  سمانی گوماد مانی،    انداس

 یزناون  )چها   طح تیاا  سماانی گوماد ماانی،  ا      72 وکش  شد 
هااا  انداسه مویستم و شش تکوا ( د  پایان مواحل پژوهش با تکنیک

. محا اابات آمااا ا مااو د بو  اای قااوا  گوفتنااد RT-PCRیاازا و الا
انجام شد و  20نسخ   SPSSا ب  د   آمده تو ط نوم افزا  هاداده

میاانگین     ام گودیاد.   Excelناودا هاا موبوط  تو ط ناوم افازا    
 یاک د   اطح احتااا     اا دانکان تیاا ها ب   و  آسمون چند دامن 

 مو د میایس  قوا  گوفتند. د صد
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 نتایج و بحث

های بررسی اولیه تشخیص آلودگی ویروسی در ریزنمونه 

 مادری

-گیاوا ویاوو   و   ن دقیی  اس افزودن محل 60پس اس گذش  

هاا و انکوبا  کاودن پلیا  د      با  چاهاک   ACLSVو  ASGVهاا 
د اتگاه   هاا تو اط  (، خوانش چاهکC˚25-20) تا یکی و دماا اتاق

ELISA reader     انجام شد و ااداد ب  د   آمده مو د بو  ای قاوا

هاا باواا ویاوو     (. خاوانش چاهاک  2و جدو   D :1)شکل  گوف 
ASPV  1)شاکل   د  شوایط مشاب  انجاام شاد  دقیی  و  120پس اس: 

D.)  ها با تکنیک الایزا د   آمده اس بو  ی  یزشاخ میانگین ااداد ب
اختلاف معنی دا ا با نتایج ناونا  منفای موجاود د  کیا  نداشا ،      

ماد ا مو د  ، ناون RT-PCRک  طبم نتایج حاصل اس تکنیک د حالی
 وده باود آلا  ACLSVو  ASGV ،ASPV هو   ویوو بو  ی، ب  

  (.2 و جدو C و A ،B :1)شکل 

 

 
 ACLSV( و B) ASGV ،ASPV (A)های های اختصاصی ویروسمادری از سیب گوشت سرخ با آغازگر دو ریز نمونه RT- PCRنتایج  -1شکل 

(C.) اندازه قطعات مورد بررسیbp 247 برای ویروس(ASPV،)bp 236  برای ویروس(ASGVو )bp 219 برای ویروس(ACLSV .بوده است )

 (.Dتصویر نتایج الایزا در پنج نمونه مادری)

Figure 1- The result of RT-PCR, in two mother samples of red flesh apple for ASGV (A), ASPV (B) and ACLSV (C). The size 

of the tested parts was 247 bp (for the ASPV), 236 bp (for the ASGV) and 219 bp (for the ACLSV). The results of ELISA in 

five mother samples (D). 
 

هاا  نتایج بررسی اثر تیمارها بر حذف ویروس از ریزشاخه

 RT-PCRهای الایزا و با روش

شاده اس   جادا ا مویساتم  تیاا  گوماد ماانی، و اناداسه   مدت سمان
بااااو حااااذف   (P <01/0)دا ا یمعنااااهااااا، اثااااو  شاااااخ  یز
هاااا مااو د شاااخ اس  یز ASPVو ACLSV، ASGVهاااایااوو و

 بو  ی داش . 
 2/0اس  تاو کوچاک هااا  مویستممیایس  میانگین نتایج نشان داد 

 ACLSهااا  جها  حاذف ویاوو    اناداسه،  ین تیاا  مؤثوتومتو یلیم
د صااد( اس  67/66) ASPد صااد( و 22/22) ASGد صااد(،  67/66)

 این بخش نیز تیاا توین هاا مو د مطالع  بوده ا  . ضعیفشاخ  یز
میازان   ک  کاتوینمتو بود میلی 7/0با انداسه بز گتو اس مویستم کش  

 )صافو  ASGد صاد(،   صافو ) ACLS هااا اا ا شادن اس ویاوو   
ب  طو  کلی نتایج  .د صد( د  آن مشاهده شد 22/22) ASPد صد( و 

کا    متاو یلای م 2/0اس تاو  هااا باز گ  این بخش نشان داد، مویساتم 
ماانی و  هاا بوگی بیشتوا داشتند، شاانس سناده  و دیومهاواهی پویا
ها  ا افزایش دادند و این نتیج  د  تحیییات قبلای نیاز    شد جداکش 

هااا  . اما طبم نتایج این پژوهش و پاژوهش (20) د   آمده ا  ب 

با   اا ا  اسا گیاهان اس ویوو   نو  (23و  11) دیگو د  این سمین 
داسه مویساتم قاوا  داشا  و  ابطا      دا ا تح  تاأثیو انا  صو ت معنی

معکو ی بین انداسه مویستم و د صد اا ا  اسا  یزناون  اس ویوو  
بوقوا  بود. بنابواین هوچ  انداسه مویستم کش  شاده کاوچکتو باشاد،    

 ها خواهد داش .شانس بالاتوا جه  اا ا شدن اس ویوو 
طاو  مادت   د   آمده اس این پژوهش، افزایش بوا ا  نتایج ب 

-شاخ دا ا بو اا ا شدن  یز ابط  مستییم و معنی یاا  گوماد مانیت

 ASPVو  ACLSV ،ASGV  ا  ویاوو     هااا ماو د بو  ای اس   
هاا د  شاوایط   قوا گیاوا طاولانی مادت  یزشااخ     داش . اس طوفای  

-با   ها خساا ت وا د کاود،  ب  شدت ب   یزناون (  وس 21)گوماد مانی 

 وس گوماد مانی اس  21ت  د  تیاا  هاا قوا  گوفشاخ تاام  یزک  طو ا
پاژوهش   یشاات آسما یجمشاب  نتا ین سم ینا حاصل د  یجنتابین  فتند. 

قاوا    اهاا  یزناونا   تاام تیویبا بودند کوده انوان ک  بود( 9)دیگوا 
 فتناد. د    ین وس اس ب 20د ج ، پس اس  38 یگوماد مان یاا گوفت  د  ت

پاس   ی،گلاب اهایزناون   یمانسنده میزان ا  ، آمده( 24) یپژوهش
د صاد باود.    64 یگواد،د ج   انت 37د   ی وس گوماد مان 35اس گذش  

 یازان د  م تفااوت  یال تواناد با  دل  یحاصال ، ما   یجاختلاف د  نتا ینا
با    ادماا  یازان تفاوت د  م ینبالا، و هاچن اب  دما میزبانمیاوم  
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 د ( 23) یهشا باشاد. د  پژو  یگوماد ماان  یااا  شده جه  تکا گوفت  
اس  ا، تعاداد آماده ا ا    Fengshui یگلابا  اهاا یزناونا    با ا تباط

 یشد  ادام  آسماو ، اس بین  فتند ی وس گوماد مان 15ها پس اس یاهچ گ
با    یگوماا د ماان   ادو ه یشها با افازا یزناون اس د    فتن   یزانم

 .یاف  یششدت افزا
داد تیاا هااا  نشاان   RT-PCRمیایس  میانگین نتایج حاصل اس 

د صد( گوماد مانی اثاو منا ابی باو حاذف ویاوو        44/44 وسه )14
ACLS شااخ  ها داشت  ا   و د صد قابل توجهی اس  یزشاخ اس  یز-

د صاد( اس   89/88 وس گوماد ماانی )  14هاا ماو د مطالعا  د  تیااا     
 14و  7ا هاا دو هدا ا باین  اا ا شدند. تفاوت معنی ASPویوو  

اس   ASGد صااد( جهاا  حااذف ویااوو   11/11ی ) وسه گوماد مااان
تواناد  این اماو مای   .(2مشاهده نشد )شکل  بو  ی هاا مو دشاخ  یز

طاو  مادت    با  افازایش   ASGدهنده حسا ی  کام ویاوو    نشان
 تنهایی )تیاا  شاهد(  اندمان ب  مویستم تیاا  کش باشد.  گوماد مانی

 ASPV د صاد(،  صافو ) ACLSVهاا یوو و د  حذف پایین بسیا 

ها داشا  )شاکل   شاخ  یز د صد( اس صفو) ASGVو  د صد( 11/11)
2.) 

ب  طو  کلی نتایج این بخاش نشاان داد، باا افازایش طاو  دو ه      
ها پایش اس مویساتم باودا ا، میازان ااا ا شادن       گوماد مانی ناون 

گیاهان د  هو    نوع ویوو  افزایش یافت  ا  ، این نتاایج منطبام   
ا افازایش طاو  دو ه   هاا قبلی ا   ک پژوهشبو نتایج بسیا ا اس 

اس  .(17و  8دانناد ) مای  ماؤثو گوماد مانی  ا د  حذف ویاوو  بسایا    
اس  ااخ  و   یواباالا باا جلاوگ    ادماها آمده ا  ، طوفی د  پژوهش

 ا  ییانتهاا  یساتم با  مو  یوو تواند انتشا  ویم یوو و RNA یوتکث
هااا  ان ا قام و گونا  بدیهی ا   ک  تو(. 25 و 23، 18کاهش دهد )

مختلف د  سمین  امکان  شد و نااو د  شاوایط گوماد ماانی متفااوت     
بهتاوین تیااا     وس گوماد ماانی   14با توج  با  نتاایج، تیااا     و  ا  

ا مو د آسماایش  هاناون یز پژوهش حاضو د  سمین  حذف ویوو  اس 
ن هاا، بیشاتوی  اا اس  یزناونا  ک  ضان حفظ تعداد قابل ملاحظ  ،بود

 هاا مو د مطالع   ا نشان داد.نو  اا ا شدن اس ویوو 
 

 
 کشت مریستمپس از هشت ماه از دوره گرمادرمانی و  پایان در ASPVو  ACLSV  ،ASGVهایها از ویروسدرصد عاری شدن ریزنمونه -2شکل 

  .Malus pumila Mill های گیاهچه

Figure 2- The percentage of ASPV, ACLSV and ASGV elimination at the end of thermotherapy treatments after eight 

months of meristem culture of Malus pumila Mill. Explants (DMRT, p ≤ 0.01) 
 

تو اس کوچک حاصل اس مویستمهاا د   یزشاخ  الایزا آسمون نتایج
 ه ا ا . ( آماد 2د  جادو  )   وس گوماد مانی 14متو، پس اس میلی 2/0

هاا  الم و آلوده با  ویاوو  )باا    دا ا بین ناون نتایج اختلاف معنی
ب  طو  کلی نتایج ب  د ا   (  ا نشان نداد. RT-PCRا تناد ب  نتایج 

خاوانی  هام  RT-PCRالایزا د  این پژوهش، با نتاایج   آسمون آمده اس
باا اینکا  اادد     هاا  یزشااخ  نداش  و قابل تفسیو نبود. د  تعدادا اس 

 RT-PCRالایزا، اس کنتو  منفی بالاتو بود، اما نتیج  آسمون صل اس حا
ناون   ا اا ا اس ویوو  نشان داد، و د  بوخای ماوا د نتاایج آسماون     

 االم   RT-PCRهاا د   و   الایزا مثبا  کااذن باود و ایان ناونا      
و  (2نتایج این بخش )جدو   توج  ب با بنابواین تشخیص داده شدند. 

اس دق  کافی جها   دیاابی   الایزا (، 13 و 11، 2)ن هاا پیشیپژوهش
ا اتفاده اس   ،بواا د تو ی ب  نتیج  منا ا  ویوو  بوخو دا  نبود و 

 شود.توصی  می RT-PCR تو مانندهاا دقیم و 
 ACLSV ا  ویاوو       حاذف ناو نشان داد،  RT-PCRنتایج 

د صد( د  گیاه  4/44) ASPV( و د صد 4/7) ASGV(، د صد 9/25)
 ااختا   تواناد ناشای اس تفااوت    با یکدیگو متفاوت بود. ایان اماو مای   

باو   ماؤثو اوامال   ها و  وا  حوک  ذ ات پووتئین ویوو  وویوو 
گذشات    هااا پژوهشهاا گیاهی باشد ک  د  انتیا  ویوو  د   لو 

  (.22نیز بو  ی و تایید شده ا   )
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-RT  ( وOD 405/492nmدر  شدهیبررسسیب با استفاده از تکنیک الایزا )  ASGVو ASPV، ACLSV هاییروسوبررسی وجود  نتایج -2 جدول

PCR  درجه  38در دمای  روز گرمادرمانی 14( پس از متریلیم 2/0تر از رشد یافته از مریستم )کوچک یهانمونه یزرمادری و  نمونه یزردر پنج

 . گرادسانتی

Table 2- The results of the presence of ASPV, ACLSV, and ASGV viruses by using ELISA (tested in OD 405 / 492nm) and 

RT-PCR in five maternal explants and meristem grown explants (0.2 mm≥) after 14 days of thermotherapy at 38◦C. 

 5 نمونه یزر

Explants 5 

 4 نمونه یزر

Explants 4 

 3 نمونه یزر

Explants 3 

 2 نمونه یزر

Explants 2 

 1 نمونه یزر

Explants 1 

 یبررس مورد نمونه نوع

Type of examined sample 
 ویروس نوع

virus 

0.243 0.202 0.160 0.160 0.140 
 ماد ا  یزناون  الایزاا نتیج 

Result of mother samples by ELISA   
 

+ + + + + 
 ماد ا یزناون  RT-PCRنتیج  

Result of mother samples by RT-PCR   
 

0.153 0.160 0.165 0.118 0.122 
 مویستم اس یافت   شد ناون  الایزاا نتیج 

The result of ELISA in grown samples 
afrom meristems 

ACLS 

- + + - - 
 مویستم اس یافت   شد ناون  RT-PCR نتیج 

The result of RT-PCR in grown samples 

from meristems 

 

3 3 3 3 3 
 ACLSV مثب  کنتو 

Positive control of ACLSV 
 

0.110 0.110 0.110 0.110 0.110 
 ACLSVمنفی کنتو 

Negative control of ACLSV 
 

0.184 0.174 0.247 0.202 0.168 
 ماد ا  یزناون  الایزاا نتیج 

Result of mother samples by ELISA   
 

+ + + + + 
 ماد ا یزناون  RT-PCRنتیج  

Result of mother samples by RT-PCR   
 

0.180 0.142 0.261 0.147 0.116 
 مویستم اس یافت   شد ناون  الایزاا نتیج 

The result of ELISA in grown samples 
afrom meristems 

ASG 

+ - + + - 
 مویستم اس یافت   شد ناون  RT-PCR نتیج 

The result of RT-PCR in grown samples 

from meristems 

 

3 3 3 3 3 
 ACLSV مثب  کنتو 

Positive control of ACLSV 
 

0.110 0.110 0.110 0.110 0.110 
 ACLSVمنفی کنتو 

Negative control of ACLSV 
 

0.320 0.245 0.348 0.234 0.179 
 ماد ا  یزناون  الایزاا نتیج 

Result of mother samples by ELISA   
 

- - + + + 
 ماد ا یزناون  RT-PCRنتیج  

Result of mother samples by RT-PCR   
 

0.105 0.203 0.273 0.183 0.120 
 مویستم اس یافت   شد ناون  الایزاا نتیج 

The result of ELISA in grown samples 
afrom meristems 

ASP 

- - - - - 
 مویستم اس ت یاف  شد ناون  RT-PCR نتیج 

The result of RT-PCR in grown samples 

from meristems 

 

3 3 3 3 3 
 ACLSV مثب  کنتو 

Positive control of ACLSV 
 

0.150 0.150 0.150 0.150 0.150 
 ACLSVمنفی کنتو 

Negative control of ACLSV 
 

 

 
 وس گوماد مانی حذف شد  33پس اس  ACLSV ت گوف ، ویو صو هاا پیشاین کا  د  گیااه گلابای     اسطوفی بوا ا  نتایج پژوهش
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)با تکنیک الایزا( نزدیک ب  ناونا  مثبا      ASGVاما غلظ  ویوو 
نساب  با     ACLSV( آمده ا ا   24دیگوا نیز ) مطالع (، د  3بود )

ذکو  با نتایج حاصال اس  بود، نتایج م ASGVتو اس دماهاا بالا حسا 
-د   یزشااخ   ASGVویوو  حذف ، مشابه  داش  و این پژوهش

انجاام   ACLSVهاا  ی  گوش   و    خ  تو اس حذف ویوو  
 شد. 

هاا ماو د مطالعا  د  ایان پاژوهش،     د  بین ویوو طو  کلی ب 
 ACLSVهااا  نو  حذف بالاتوا نسب  ب  ویوو  ASPVویوو  

پاژوهش یید نتایج حاصل اس این پاژوهش، د   أداش . د  ت ASGVو 
-شااخ  دا متفاوت حذف این    ویاوو  اس  یز هاا قبلی نیز کا آم

 (.11و  9هاا گیاهی گزا   شده ا   )
 

 ACLSVو   ASPV ،ASGVتولید نهال عاری از سه ویروس

 ASPVهاا اا ا اس  ا  ویاوو   د صد اس  یزناون  86د  انتها 

،ASGV   وACLSV    هاااا د صااد اس گیاهچا   95دا  شادند.  یشا
یک  اا   (. 3اا  اسگا  شدند )شکل دا  شده، د  شوایط گلخان یش  

ماو د   RT-PCRبعد ادم حضو  ویوو  د  گیاهان گلدانی با تکنیک 
( و تاامی گیاهان مو د بو  ای ااا ا اس   4بو  ی قوا  گوف  )شکل 

 هاا مو د مطالع  بودند.آلودگی ب  ویوو 

 

 
ی هانهالتعدادی از و (، Cزایی )یشهر(، مرحله B2) آوری شاخه(، پرB1ریزنمونه رشد یافته از مریستم ) (،Aمیوه سیب گوشت سرخ ) -3 شکل

 ASPV (D)و  ACLSV  ،ASGV ویروسسه سازگار شده عاری از 

Figure 3- Fruit of red flesh apple (A), a grown up explant from meristem (B1), in vitro shoot multiplication (B2), rooting stage 

(C) and a number of adapted virus-free seedlings from ASPV, ACLSV and ASGV (D) 

 

 
 ASGV (C)( و B) ACLSV (A،)ASPVهای عاری از ویروس گلدانی سیب گوشت سرخ نهال نمونهدو  RT-PCRتیجه ن -4شکل 

Figure 4- The result of RT-PCR, in tow red flesh apple seedlings, free from ASPV, ACLSV and ASGV 
 

 گیری  نتیجه

نشاان   RT-PCRبو  ی اولی  گیاهان ماد ا با  و  مولکاولی  
 ASG ،ASPهاا یوو وهاا ماد ا مو د بو  ی، ب  تاام ناون داد 
د جا    38نی )ماا تیااا  گوماد   طاو  دو ه . آلودگی داشتند ACLSو 

، اثاو  هاا ناونا   یاز  ا مویساتم کشا  شاده اس    گاواد( و اناداسه   انتی
 ACLSV، ASGV ا  ویاوو     ( باو حاذف  P <01/0دا ا )یمعن

الایزا اس دقا  کاافی جها   دیاابی ویاوو        و  داش .  ASPVو
د   آمده اس این  و  با و د  بسیا ا اس موا د نتایج ب بوخو دا  نبود 

 وس گوماد ماانی   14مغایوت داش . تیااا    RT-PCRنتایج حاصل اس 
متاو(  میلای  2/0تاو اس  وچاک ب  هاواه انداسه یک مویساتم باودا ا )ک  
هااا ماو د مطالعا  اس  ا      موثوتوین تیاا  د  اا ا شادن  یزشااخ   

 ASP (100د صااد( و  37) ASGد صاادACLS (100  ،) ویااوو 
 .بودد صد( 
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Introduction: Apple (Malus spp.) is one of the most economically important fruit crop worldwide. This crop is 

highly affected by various virus infections, leading its considerable devastation and eventually results in yield loss in 

the whole world. Among effective viruses, Apple stem grooving virus (ASGV), Apple stem pitting virus (ASPV), and 

Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) which have been firstly characterized in apple (Malus domestica), play 

important roles in altering the plant defense mechanism, leading a low performance. According to the references, heat 

treatments can reduce the movement of virus particles into the apical meristem through inhibiting viral RNA synthesis, 

so high temperature over a long period is an efficient method for virus elimination. In additions, meristem culture is also 

a common method to eradicate viruses from horticultural plants. This study was done to produce virus-free (ACLSV,  
ASPV,  ASGV) apple (Malus pumila Mill.) plantlets. 

Materials and Methods: The effect of different thermotherapy duration (0, 7, 14 and 21 days at 38 °C) and the 

sizes of apical meristems for meristem culture(less than 0.2 mm, between 0.2 and 0.7 mm and larger than 0.7 mm) was 

assessed on virus eradication. Our plant material was a genotype of red flesh apple belongs to Budagovsky Bud.9 

(Malus+pumila) "Niedzwetzkyana" of Rosaceae family from Shahroud, that has high levels of important 

phytochemicals like antioxidants, flavonoids and anthocyanins in its cortex, which in addition to attractiveness, creating 

special healing properties in some disease. At first the presence of ACLSV, ASGV and ASPV were checked in mother 

samples by ELISA and RT-PCR methods. Then we performed the thermotherapy treatments and later meristems were 

cultivated and grown in vitro. Regenerated shoots from meristem were tested by ELISA and RT-PCR methods for all 

three viruses. Samples that were diagnosed virus-free by both techniques, were proliferated, rooted and transferred into 

the pots to be used for later propagation and establishment of the mother orchard. 

Results and Discussion ELISA results for the presence or absence of ACLSV, ASGV and ASPV were 

indeterminate; they were neither negative nor positive for each virus, indicating ELISA was not an accurate method to 

study virus infections in our samples. Therefore, careful examination of initial infection of samples was performed by 

RT-PCR. Examining mother samples by RT-PCR showed that all samples were infected by ASG, ASP and ACLS 

viruses.  

Results of RT-PCR testing suggested that the number of days in thermotherapy and the size of meristem had a 

significant effect (P<0.01) on the ACLSV, ASGV and ASPV elimination. Increasing in the duration of the 

thermotherapy decreased the survival rate of the explants and it was difficult to acquire virus-free explants after 21 days 

treatments, because all the explants were destroyed in this treatment. The relation between the size of meristem and its 

survival has been examined in different studies, whose results are consistent with the present research and confirms that 

increasing the size of the meristem and the number of leaf primordium, will increase the vitality. However, it should be 

noted that larger meristems are more susceptible to viral contamination. In the previous study, the percentage of ASGV 

and ACLSV elimination was significantly influenced by the size of the meristem and the duration of the thermotherapy. 

In the same study, ACLSV, ASGV and ASPV could not be detected in plants grown from meristems smaller than 1 mm 

after 35 days of thermotherapy. They also showed that virus eradication was happened after shorter period of 

thermotherapy if smaller meristems were cultured (0.7 mm). The results of our study were consistent with these 

observations; ACLSV, ASGV and ASPV appeared to be eliminated more frequently from the smallest meristem 

treatment (smaller than 0.2 mm) compared to the other treatments (0.2-0.7 mm and larger than 0.7 mm). Elimination 

rates of ACLSV, ASGV and ASPV were different in each case and ASPV-free frequency obtained in regenerated 

shoots treatment was higher than other viruses (ASGV and ACLSV). This observation was similar to the results of 
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some previous studies. It could be due to differences in the morphology of the viruses and transmission factors in plant 

cells that affect viruses, which has been investigated and confirmed in previous studies. 

Meristem culture alone, without other treatments, had very low efficiency in virus elimination from explants. The 

best results of virus eradication from apple explants was obtained after 14 days of thermotherapy, that we had 44.44%, 

11.11% and 88.89% of virus-free samples from ACLSV, ASGV and ASPV, respectively. Generally, our results showed 

that by increasing the thermotherapy duration, the elimination of all three types of viruses was increased. Many 

researchers also found that thermotherapy is a very effective treatment in virus eradication. 

Conclusion: Results showed that increasing the duration of thermotherapy (14 days) and reducing the size of 

cultivated meristem (smaller than 0.2mm) increased the elimination rate of all three viruses (ACLSV ،ASPV ،ASGV) 

from apple explants.  

Keywords: Apple chlorotic leaf spot virus, Apple stem grooving virus, Apple stem pitting virus, ELISA, RT-PCR 


