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  چكيده
  نسبت بـه ويروئيـدهاي مركبـات مـورد ارزيـابي قـرار         وبر ي مورو، نارنگي پيج و پوملو     ارقام پرتقال تامسون ناول، پرتقال خون     آلودگي  ،  در اين تحقيق  

شده و در شـرايط كنتـرل    با اينوكولوم از منشا درختان مادري ارقام مذكور از طريق پيوند پوستك آلوده(C. medica) گياهان بالنگ اتراگ ابتدا. ندگرفت
 بـا  RT-PCR  انجام و از بافت اتراگSDS-Potassium acetate به روش RNAه سازي، استخراج پس از آلود.  گرديدنگهداري شده دمايي گلخانه

 Hop Stunt Viroid (HSVd)،Citrus Bent Leaf Viroid (CBLVd) ، Citrus Bark هـاي هاي اختصاصي ويروئيدآغازگرصفر استفاده از 

Cracking Viroid (CBCVd)  وCitrus Dwarfing Viroid (CDVd) رديابي  .شدامانجRNAبا اسـتفاده از سيـستم   ، هاي مركبات ويروئيد
 Citrus Exocortis  ويروئيـد كاوشگر اختصاصي هيبريداسيون با استفاده از و (Sequential- PAGE)الكتروفورز پي در پي در ژل پلي اكريل آميد 

Viroid (CEVd)  با استفاده ازDIGتاييد كردو رقم پرتقال نسبت به ويروئيدهاي مورد بررسي را دآلودگي نتايج، .  نشاندار شده انجام شد.  
 

  HSVd ،CBLVd ،CDVd ، CBCVd، مركبات،  RT-PCR  :هاي كليدي واژه
 

     1مقدمه
 بيمـارگر، فاقـد پوشـش پروتئينـي،        RNAهاي  ها مولكول ويروئيد

 الـي  246(حلقوي تك رشته اي و كوچك با طول چند صد نوكلئوتيـد   
 پروتئيني را  هيچ    كه با ساختمان ثانويه متعدد هستند      و ) نوكلئوتيد 402

ــد   ــد نمــي كنن ــد در ). 3(ك ــال حاضــر ويروئي ــانوادهح ــا در دو خ   ه
Pospiviroidae و Avsunviroidae 10( شــوند مــيطبقــه بنــدي .(

 تـوان شده است كه مي   گزارش  در مركبات   هفت ويروئيد مهم    تاكنون  
 ,Citrus Exocortis Viroid) ويروئيـد اگزوكـورتيس مركبـات    بـه 

CEVd)   ويروئيـد كوتـولگي رازك ،(Hop stunt viroid, HSVd) ،
 ,Citrus Bent Leaf Viroid)ويروئيـد تـاخوردگي بـرگ مركبـات     

CBLVd)ويروئيد كوتولگي مركبات ، (Citrus Dwarfing Viroid, 

CDVd)ئيد شانكر پوستي مركبات يرو، و(Citrus Bark Cracking 

Viroid, CBCVd) بيماري اگزوكورتيس مركبات اولـين   .نموداره شا
 .)6 (د توسط فاوست و كلاتز از كاليفرنيا گزارش ش ـ        1948بار در سال    
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  مشهد
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  استاديار بخش گياهپزشكي، موسسه تحقيقات مركبات كشور -2
  استاد گروه گياهپزشكي، دانشگاه گيلان -3
   دانش آموخته كارشناسي ارشد گروه گياهپزشكي، دانشگاه آزاد ورامين، پيشوا-4

هـاي ليمـو شـيرين را در      اولين بار زايلوپروز به عنوان بيماري كه پايـه        
در .  شـناخته و توصـيف شـد       ،دهـد كشور فلسطين تحت تاثير قرار مي     

 orlando  رقـم ابه زايلـوپروز  يك بيماري بـا علايـم مـش   1950سال 

tangelo    كسيا در فلوريدا توصـيف شـد و       ك تحت نام كا   كرد و  را آلوده 
 علـوي و  .)9( نشان داده شد كه به وسـيله پيونـد قابـل انتقـال اسـت     

آلـودگي تـوام ويروئيـد خميـدگي بـرگ،           1391درسـال    )4(رحيميان  
يـد تـرك    ، ويروئ ) مركبـات  IIIقبلا ويروئيد   (ويروئيد كوتولگي مركبات    
 مركبات  6، ويروئيد ) مركبات IVقبلا ويروئيد   (خوردگي پوست مركبات    

هاي آلوده بـه  و ويروئيد كوتولگي رازك را در نمونه ) OSقبلا ويروئيد   (
روحـاني و   . هاي نقش حلقوي و پسورز مركبات گزارش كردنـد        بيماري

 وجـود چنـد ويروئيـد مركبـات رادر          1390نيـز در سـال       )5(همكاران  
علائـم  .  آلوده به بيماري پوست صمغي گزارش كردنـد        پرتقالدرختان  
 د و نشـو هاي حساس ظاهر مي   هاي ويروئيدي عمدتا در ميزبان    بيماري

بـراي   .دهندها با وجود آلودگي علائم خاصي بروز نمي ميزباناغلب   در
هـاي مختلـف ماننـد اسـتفاده از گياهـان           ها از روش  تشخيص ويروئيد 

 نوكلئيك اسـتفاده    و هيبريداسيون اسيد   RT-PCRمحك، الكتروفورز،   
بهترين روش تشخيص ويروئيـدهاي مركبـات، تركيـب     ،)13(شود مي

در ايـن روش ويروئيـد در       . تكنيك هاي بيولوژيكي و مولكـولي اسـت       
 در دوره كوتاهي پس از آلـوده  )C. medica (گياه محك بالنگ اتراگ

لكتروفـورز،  اسازي تكثير شده و سپس بـا روش هـاي مختلـف ماننـد      

  )علوم و صنايع كشاورزي(حفاظت گياهان  نشريه
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RT-PCR   روش ). 1( رديابي مي گـردد      نوكلئيك و هيبريداسيون اسيد
و ) RT-PCR )7 تشخيص ويروئيدهاي مركبات از طريق       سازيبهينه  

بـا توجـه بـه      . سـت ا شده هاي اخير گزارش   سال در   )11(هيبريداسيون  
هـاي هـرس    هاي آلوده و ابزار   اينكه تنها راه انتقال ويروئيدها، پيوندك     

هـا،  ، لذا جهت مديريت، پيشگيري و جلـوگيري از انتـشار آن           )2(است  
ارزيابي سلامت ارقام مركبات نسبت به ويروئيـدها بـه ويـژه در منـابع       

 بـر   .)1(اوليه تامين پيوندك جهت توليد نهال مركبات ضروري اسـت           
آلودگي چهار رقم از ارقام تجـاري مركبـات    اين اساس در اين تحقيق
  وبـر  ول و خوني مورو، نـارنگي پـيج و پوملـو          شامل پرتقال تامسون نا   

هـاي مختلـف مـورد      هـاي مركبـات بـا روش      ويروئيدبعضي  نسبت به   
  .گرفتبررسي قرار 

  
  ها روش مواد و

 اي مطالعات گلخانه

 گيـاه اتـراگ     هايپيوندك و   تهيهراف لمون   بذري   نهال   28 تعداد
(Etrog citron) بعـد از  . شـد  زده به روش اسكنه پيونـد هاآن روي بر

ــاولپيونــدك تهيــه شــده از ارقــام   اتــراگرشــد  پرتقــال تامــسون ن
Thomson navel sweet orange)( ، خـوني مـورو   پرتقال)Moro 

blood orange(،  وبـر پوملـو  Webber Pomelo)(نـارنگي پــيج   و 
)Page mandarin(ها بر روي آنتكرار چهار  با  به روش پيوند پوست

  CEVd اتراگ آلـوده بـه ويروئيـدهاي    از گياه مثبت شاهد. پيوند شد
HSVd  ،CBLVd  ،CDVd   و CBCVd    ي نهـال كنترل منف  و براي-

 گياهـان   ، علائم  تسريع در بروز   جهت. زني نشده استفاده شد   هاي مايه 
نگهـداري  گـراد  سـانتي درجـه   32-40در گلخانه با دمـاي   تلقيح شده

 .شدند
  

  مـراز بـا رونوشـت بـرداري معكـوس         آزمون واكـنش پلـي    
 (RT- PCR) 

 اسـتخراج اسـيد نوكلئيـك        گياهـان محـك،    پس از آلوده سـازي    
. انجام گرفـت ) 12  وSDS- Potassium acetate) 7ويروئيد به روش

- ميلي 5 هاي پلاستيكي به همراه   در پاكت  بافت برگ     ميلي گرم  500
  مــــولارTris-HCl ،5/0 مــــولار 1/0(اســــتخراج  بــــافرليتــــر 

mercaptoethanol  ،50  ميلي مولار  EDTA؛  pH 8 ( عصاره گيري
 دقيقه در دماي    SDS) 20 ميكروليتر   50 عصاره استخراج شده با     . شد
 20(اسـتات پتاسـيم      ميكروليتـر    250و سـپس  )  درجه سانتي گـراد    65

 تغلـيظ   دهـي و   رسوب  به وسيله اتانول   رونشين. تيمار شد ) دقيقه در يخ  
پليمـراز  واكنش زنجيره اي    .  ميكروليتر آب مقطر حل شد     40شده و در  

با استفاده از آغازگر اختصاصي   (RT-PCR)با نسخه برداري معكوس 
بـر اسـاس    CBCVd و HSVd،  CBLVd، CDVd هـاي ويروئيـد 

 و نتايج در     انجام شد  ،)8(روش توصيف شده توسط برناد و دوران ويلا         

  .مورد بررسي قرار گرفت% 1ژل آگاروز 
 

 نتايج و بحث

  ايمشاهدات گلخانهبررسي و 
تامـسون  پرتقال   ارقام   زني گياهان اتراگ با پيوندك حاصل از      مايه

 پوملو وكنتـرل مثبـت از        نارنگي پيج،نارنگي  خوني مورو،   پرتقال  ناول،  
 مثبـت و    در شـاهد  ماه علايـم     سه پس از گذشت   انجام و    طريق پيوند 
زني شده با پيوندك با دو رقم تجاري پرتقال تامسون ناول    گياهان مايه 

هـا از ناحيـه     پيچيـدگي بـرگ   علايـم شـامل     . ظاهر شد و خوني مورو    
و  2رگبـرگ نـواري   هـا،   ، روخمشي برگ  1رگبرگ اصلي به سمت پايين    

 شـكل ( از علائم گياهان آلوده بـوده اسـت   روي ساقهدر  ايجاد شكاف
  . شدعلايم در بالنگ اتراگ با افزايش دماي گلخانه تشديد). 1

 
 به  HSVd  ،CDVd  ،CBLVd  ،CBCVdهاي  رديابي ويروئيد 

  RT- PCRكمك روش 
- در نمونـه CBCVd و   HSVd  ،CBLVd  ،CDVd هايويروئيد

هاي مورد مطالعه با استفاده از آزمون واكـنش زنجيـره اي پليمـراز بـا       
 مـورد بررسـي و آزمـون قـرار          (RT-PCR)نسخه بـرداري معكـوس      

با استفاده از آغازگرهاي اختـصاصي ويروئيـد كوتـولگي رازك           . گرفت
(HSVd)  ،         ويروئيد رو خمـشي بـرگ مركبـات(CBLVd)  ، ويروئيـد 

ــات  ــولگي مركب ــات  و  (CDVd)كوت ــانكر پوســتي مركب ــد ش ويروئي
(CBCVd)  اتراگ پيوند شده به تامـسون       (هاي مورد بررسي  در نمونه

نتـايج  . نـد تكثيـر گرديد  ) پـيج و پوملـو وبـر       ناول، خوني مورو، نارنگي   
 تكثيــر %1 ز در ژل آگــارPCRحاصــل از بررســي محــصول واكــنش 

نـشان داد كـه ارقـام       و  ) 3شكل   ( باز بود  300اي به طول حدود      قطعه
تامسون ناول و خوني مورو بر خلاف نـارنگي پـيج و پوملـو بـه چهـار            

  .د آلودگي داشتنCBCVd و HSVd ،CBLVd ،CDVdويروئيد 
روش اسـتخراج    ازRT- PCR در اين مطالعـه بـه منظـور انجـام    

SDS- Potassium acetate )7 سيــستم .  انجــام شــد)12 وRT- 

PCR     كه براي تشخيص CEVd    به همـين   بكار برده شد ناكارامد بود 
اين عدم موفقيـت     ممكن است . دليل شناسايي اين ويروئيد ميسر نشد     

 در طـول    cDNA سـنتز ناكارامـد      ،هـا به دليل حضور ممانعـت كننـده      
 ـ         PCRواكنش  مناسب براي    ه يا عدم اتصال آغازگرها به رشته الگـو ب

هاي نسخه بـرداري    امروزه دسترسي به آنزيم   . باشدعلت تنوع در ژنوم     
 درجـه سـانتي گـراد       65معكوس كه در درجه حرارت هاي بالا  مانند          

 بعضي از   را جهت تشخيص     فعال هستند، ممكن است محلول مناسبي     
 ).8(كند فراهم مي CEVdها از جمله ويروئيد

  
                                                            
1- epinasty 
2- Vein banding 
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 گياهان  اتراگ پيوند شده به ارقام در  (C) و شكافته شدن ساقه) B(، رگبرگ نواري و قهوه اي شدن دمبرگ )A(برگ علايم پيچيدگي   -1شكل 

  .(D)تامسون ناول و خوني مورو  در مقايسه با نهال سالم 
 

  
نوم ويروئيد ژ براي تكثير  با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي طراحي شدهRT- PCRنتايج حاصل از الكتروفورز محصولات واكنش  -2شكل 
HSVd ،CDVd ،CBCVd ،CBLVd جفت بازي 100نشانگر مولكولي : 1ستون  %. 1 در ژل آگارز )Fermentase( رقم  مايه زني شده با پيوندكاتراگ: 2، ستون 

 رقم مايه زني شده با پيوندكاتراگ : 5 رقم نارنگي پيج، ستون ندكمايه زني شده با پيواتراگ : 4رقم خوني مورو، ستون  مايه زني شده با پيوندك اتراگ: 3تامسون ناول، ستون 
 .PCRكنترل : 8كنترل منفي، ستون : 7ستون ) كنترل مثبت(اتراگ آلوده به ويروئيدهاي مركبات  اتراگ مايه زني شده با پيوندك: 6پوملو، ستون 

  

C 

D

HSVd 

CBLVd 

CDVd 

CBCVd 
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 نشان داد كه ارقام تامسون ناول و خوني مورو          هانتايج اين بررسي  

، HSVdهـاي   خلاف نارنگي پيج و پوملو آلودگي تـوام بـه ويروئيـد           بر
CBLVd ،CBCVd و CDVdداشتند  . 

نارنج به عنوان پايه مركبات استفاده      از  زيادي  زمان  در ايران مدت    
 اما به دليل وجود بيمـاري تريـستزا و بـروز سـرما و يخبنـدان                 ،شدمي

 از باغـداران    بعـضي ات،  ها و خسارت شديد به باغ     شديد در بعضي سال   
 درجـه  -20هاي مقاوم ديگر از جمله پونسيروس كه به سـرماي   به پايه 
اسـت،  )  Latent( گراد مقاوم و بيمـاري تريـستزا در آن مخفـي          سانتي

پونسيروس ظـاهرا مزايـاي زيـادي داشـت امـا بيمـاري             . آوردند يرو
كاشـت  ،  ويروئيدي از جمله اگزوكورتيس كه در پايه نارنج مخفي بـود          

ــسير ــينپون ــتفاده از   وس در زم ــا اس ــوتيس ي ــه اگزوك ــوده ب ــاي آل ه
هاي آلوده باعث شد تا  اين بيمـاري ويروئيـدي در ايـن پايـه                 پيوندك

در حـال   .  كنـد   و خسارت شديدي را به باغداران تحميـل        تظاهر نمايد 
هاي اخير اسـتفاده    حاضر نيز به دليل خسارت سرماي زمستان در سال        

به دليـل   .  در حال افزايش است    ان پايه از پونسيروس يا سيترنج به عنو     
ضعف قرنطينه و سيستم گواهي پيوندك و نهـال مركبـات در كـشور،              

كننـدگان نهـال    مچنان توسـط توليـد    هها  مواد گياهي آلوده به ويروئيد    
هـاي  هـاي عـاري از بيمـاري      لذا اهميت توليـد نهـال     . شودعرضه مي 

 .يابدويروئيدي و صدور گواهي پيوندك و نهال افزايش مي
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