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چکیده
نهال سالم و اصیل به عنوان شالوده اساسی در توسعه صنعت باغبانی دنیا مطرح است.  این نهاده ارزشمند در کشورهاي توسعه 
یافته از باغات مادري که مواد اولیه آن از هسته هاي اولیه سالم تهیه شده است، تامین می گردد. زمانیکه هسته هاي اولیه سالم 

ام موجود با تکیه بر روش هاي ترموتراپی، بیوشیمیایی و کشت بافت بویژه کشت مریستم انتهایی براي موجود نباشد، سالم سازي ارق
براي استفاده در به عنوان هسته اولیه سالمعاري سازي ماده تکثیري از عوامل بیماري زاي مورد نظر انجام گرفته و مواد تکثیري 

هاوس نگهداري می شوند. اما این روش ها علیرغم نیاز به امکانات توسعه باغات مادري و نهال سالم و اصیل در اسکرین 
، اسکرین ارقام گرایشات مختلف کشاورزي، همیشه موفق نبوده اند. روش جایگزینآزمایشگاهی بالا و نیروي انسانی متخصص از

اري آنها در اسکرین هاوس تکثیر و نگهدموجود با روش هاي مختلف بیماري شناسی، انتخاب منابع سالم و اصیل و در نهایت 
خوزستان با روش هاي سرولوژیکی و مولکولی در استان هاي زنجان، گیلان وزیتوندر این پروژه تحقیقاتی ارقام اصیلاست.

و ArMV ،CLRV(مندرج در استانداردهاي ملی سلامت زیتونمبتنی بر اسید نوکلئیک از نظر آلودگی به بیماریهاي ویروسی
CMV و (SLRSV مورد ارزیابی قرار گرفته و همزمان از درختان مذکور نمونه هایی به عنوان منابع اصیل در گلخانه پرورش و

ارزیابی د چندین بار با روش هاي فوق براي ردیابی عوامل مذکور موردنگهداري شدند. منابع پرورش یافته در مراحل مختلف رش
وط به هفت رقم از بین آنها انتخاب شدند.نهال سالم مرب124قرار گرفته و در نهایت تعداد 

هسته اولیه، زیتون، سالم سازي:کلمات کلیدي
مقدمه

و استفاده بهینه از این توسعه صنعت مدرن باغبانینهادن در مسیر باغبانی پایدار، سلامت نهال در کنار اصالت آن لازمه گام
طیف وسیعی از عوامل بیماري زاي مختلف گیاهی (ویروس ها، ویروئیدها، شبه ویروس ها، پروکاریوت ها، قارچ ها است.صنعت

و نماتد ها) درختان باغی میوه اي و غیر میوه اي را از نظر کمی و کیفی تحت تاثیر قرار داده و در کوتاه مدت یا بلند مدت باعث 
از این عوامل از جمله عوامل بیماري هاي ناشی از سه گروه اول  بسته به نوع عامل و میزبان زوال باغات می شوند. آلودگی به برخی 

مورد بررسی قرار نگرفته یا روش در پروسه تولید نهال آن ها معمولا بدون نشانه هاي بارز بیماري  هستند که به همین دلیل غالبا 
با توجه به تکثیر غیر جنسی گیاهی نیستند. آلودهه ردیابی آنها در بافت هايهاي بکار رفته در ارزیابی آلودگی به این عوامل، قادر ب

فوق بویژه عوامل بیماري زاي سیستمیک (مانند ویروس ها، ویروئیدها، شبه ویروس ها، فایتوپلاسماها و نهال، عوامل بیماري زاي 
وندك، قلمه، پاجوش و ...) به نهال منتقل یپثیري (پایه، معمولا به آسانی از طریق مواد تکتعداد معدودي از باکتري ها و قارچ ها)

مضافا اینکه تعدادي از همین بدون دخالت عوامل زنده محیطی به باغ تازه تاسیس شده وارد می شوند. هاشده و عملا آلودگی
در زیتونشبه ویروسیوعوامل از طریق ناقلین بیولوژیکی، بذر و دانه گرده نیز منتقل می شوند. عوامل بیماري زاي ویروسی

ها با روش هاي آنن محک براي ردیابی آنها از زیتون تاکنون معرفی نشده و حتی ردیابی اهامعمولا فاقد علائم بیماري بوده، گی
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Albanese et al., 2012; Bertolini etدر این گیاه به سختی انجام می گیردمانند روش هاي سرولوژیکیبیماري شناسیمعمول

al., 2001; Al Abdullah et al., 2005). به همین دلیل از روش هاي مبتنی بر اسید نوکلئیک مانندReverse-Transcription

Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) و استخراج و بررسیDouble Stranded RNA (dsRNA) براي ردیابی عوامل
;Bertolini et al., 2001; Al Abdullah et al., 2005)استفاده می شود بیماري زاي ویروسی و شبه ویروسی (به ترتیب) در زیتون

Naderpour et al., 2014, 2015; Fadel et al., 2005; Varanda et al., 2010) . در تهیه هسته هاي شناخته شده ترین روش ها
ترکیبی از دو یا هر سه روش می باشد. بدلیل سالم درختان باغی ترموتراپی، روش هاي بیوشیمیایی، کشت مریستم انتهایی یااولیه 

عدم موفقیت صد در صد این روش ها در از بین بردن عوامل بیماري زا، ردیابی این عوامل  نیز پس از هر روش امري ضروري  و 
در صد در عاري لازم الاجرا است. هر چند که این روش ها در تهیه منابع سالم بسیار مهم هستند ولی هزینه بالا، عدم موفقیت صد

سازي از آلودگی هاي موجود و از همه مهمترامکان بروز موتاسیون بویژه در مراحل کشت مریستم انتهایی و از بین رفتن اصالت از 
;Wang et al., 2006; Koubouris et al., 2007; Rongrong et al., 2010)جمله معایب این روش ها محسوب می شوند

unpublished data, SPCRI). درختان باغی اصیل و سازگار با شرایط منطقه در باغات بنابراین غربالگري عوامل بیماري زاي
غیر قابل نفوذ به عوامل نده از آنها و نگهداري در شرایط انتخاب ارقام سالم، تهیه نمونه هایی زبه منظور موجود در فضاي باز

ي باز و ارزیابی منابع موجود در به دلیل امکان آلودگی منابع سالم در فضاهابیماري زا و ناقلین بیولوژیکی آنها  (اسکرین هاوس) 
حساس می تواند به عنوان روش جایگزین مطرح باشد که در تحقیق حاضر در اسکرین هاوس در دوره هاي مختلف با روش هاي

مورد زیتون انجام شده است.
هامواد و روش

، روغنی، زرد)، (ماريو گلوله،شنگه، روغنی، زردیل و شناسه دار زیتون از ارقام (درختان مادري اصاین تحقیقیمواد آزمایش
) به ترتیب در مراکز تحقیقات و آموزش کشاورزي و منابع طبیعی استان هاي روغنیوباغملک ) و (فیشمیوماري،گلوله، شنگه

تحقیقاتی  مشترك بین ژه از این ارقام قبلا در پروزنجان (طارم)، گیلان (رودبار) و خوزستان (صفی آباد) بود. اصالت هر کدام
از طریق انگشت نگاري ژنتیکی به اثبات رسیده پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزيموسسه تحقیقات ثبت و گواهی بذر و نهال و

درخت)، 11(درخت شناسه دار متعلق به ارقام روغنی 39نمونه هاي برگ و شاخه از مجموع .(Ghareyazi et al., 2005)است
درخت) جمع آوري 3و فیشمی (درخت)1، باغملک (درخت)5درخت)، ماري (5درخت)، گلوله (7درخت)، شنگه (7زرد (

شاخه از هر درخت انتخاب و پس از تیمار با 20آزمایشگاه منتقل شدند. همزمان شاخه هاي یکساله به تعداد هشده و در روي یخ ب
ط خاك و ماسه (به نسبت یکسان) در گلدان کشت شده و در شرایط گلخانه نگهداري شدند. نمونه در مخلوایندول بوتیریک اسید

Arabis mosaic virusها با استفاد از آنتی بادي هاي اختصاصی ویروس هاي  (ArMV)،Cherry leafroll virus (CLRV) ،

Cucumber mosaic virus (CMV) (مندرج در استانداردهاي ملی سلامت زیتون) وStrawberry latent ringspot virus

(SLRSV) تهیه شده از شرکت هايAgdia (USA) وBioreba (Switzerland)آزمون هاي سرولوژیکی مورد ارزیابی قرار و
RNAبا استفاده از کیت استخراج ژنومیRNAگرفتند. همزمان از نمونه هاي مذکور،  (Qiagene, Germany)استخراج شده و

,Naderpour et al., 2014)متبوعبا استفاده از پروتکل هاي بهینه سازي شده/توسعه یافته در موسسهآلودگی/سلامت نمونه ها

ه از نقاط مونه هاي آلوده یه ویروس ها بود ککنترل مثبت این آزمون ها نمورد ارزیابی قرار گرفتند. RT-PCRبا آزمونهاي (2015
از شرکت تامین کننده آنتی SLRSVمختلف کشور از میزبان هاي متفاوت از جمله زیتون ردیابی شده بودند. کنترل مثبت ویروس 

، باندهاي تک گانه تکثیر شده ار نمونه هاي کنترل مثبت پس از RT-PCRي منظور تایید بیشتر نتایج آزمون هابه بادي تهیه شد.
,MWG، به طور مستقیم در شرکتQiagen (Germany)از ژلDNAجداسازي از ژل آگارز و خالص سازي با  کیت استخراج

Europhines (Germany).ي فوق از نظر آلودگی به نهال هاي رشد یافته در گلخانه به همان ترتیب با آزمون هاترادف یابی شدند
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روش توصیه شدهکمی تغییرات دراز همه نمونه ها با(dsRNA)دو رشته ايRNAبررسی شدند. در نهایتویروس هر چهار
(Dodds et al., 1984)به نمونه هاآلودگیدر روي ژل هاي آگارز و پلی اکریل آماید از نظر احتمالاستخراج شده وdsRNA

مطالعه گردید.ویروس هاویروس ها و شبه
نتایج و بحث

در بین نمونه هاي SLRSVوArMV ،CLRV،CMVآنتی بادي هاي اختصاصی ویروس هايژیکی با وآزمون هاي سرول
و نیز نهال هاي تهیه شده از همان درختان، هیچ گونه آلودگی به این ویروس ها را نشان زیتون جمع آوري شده از باغات شناسه دار 

در ردیابی عوامل بیماري زا بویژه عواملی بیماري RT-PCRروش هاي مولکولی مبتنی بربسیار بالاي با توجه به حساسیت نداد.
,.Bertolini et al., 2001; Al Abdullah et al., 2005; Naderpour et al., 2014, 2015; Fadel et al)در زیتون زاي ویروسی

2005; Varanda et al., 2010) از این روش ها براي ردیابی ویروس هاي مورد مطالعه در نمونه هاي جمع آوري شده با پروتکل ،
از بافت هاي ستخراج شده کل اRNAاز بین رفتن به دلیل امکان استفاده شد. (Naderpour et al., 2014, 2015)هاي توسعه یافته 

مورد RNAدر نظیر پلی ساکاریدها و پلی فنولیک هاRT-PCRهاي ه وجود بازدارند/یاوگیاهی در اثر ریبونوکلئازهاي اندمیک 
استخراج شده و نیز درستی آزمونRNAتایید کیفیتبراي(Nad5)ژن کنترل داخلیcDNAقطعه اي از، ابتدا از تکثیرمطالعه

RT-PCRاستفاده شد(Naderpour et al., 2014, 2015; Menzel et al., 2002).آزمون هايRT-PCRاز وجود ویروس هاي
ArMV ،SLRSVوCLRVولی در بین نمونه حکایت داشتهارقام زرد، شنگه و ماري مربوط بهبرخی از درختاندر نمونه هاي

این نتایج با  در برخی از نهال هاي ارقام روغنی، ماري و زرد ردیابی شد. SLRSVهاي نهال هاي برگرفته از درختان فقط ویروس 
لزوم استفاده از واکنش ومنتشر شده قبلی مبنی بر حساسیت پایین آزمون هاي سرولوژیکی در ردیابی ویروس ها از زیتوننتایج 

و این روش ها را براي برنامه هاي گواهی نهال بسیار ههمخوانی داشتهاي مبتنی بر اسید نوکلئیک در ردیابی عوامل بیماري زا
,.Albanese et al)ضروري نشان داد 2012; Bertolini et al., 2001; Al Abdullah et al., 2005; Varanda et al., 2010;

Fadel et al., 2001) در نتایج بررسی .dsRNAمشاهده نگردید که البته شبه استخراج شده از نمونه ها، آلودگی به شبه ویروس ها
شرایط نامساعد محیطی در گلخانه نگهداري نهال هاي تهیه به دلیلزیتون در کشور گزارش نشده اند.رويازتاکنونویروس ها

سالم نگهداري شدند. نهال نهال از ارقام باغملک، روغنی، زرد، شنگه، گلوله، ماري و فیشمی124شده در این تحقیق، فقط تعداد 
در اختیار ینان از سلامت آنهاهاي مذکور در مراحل مختلف رشدي بارها با آزمون هاي فوق مورد مطالعه قرار گرفته و پس از اطم

نتایج این تحقیق نشان داد که در مواقعی که منابع سالم براي تهیه برخی ارگان هاي خصوصی و دولتی براي تکثیر قرار گرفتند.
قام قابل کاربرد نباشد، اسکرین ار-بنا به دلایل اشاره شده در قسمت مقدمه-سازيسالمي موجود نباشد و روش هاي تکثیرمواد 

و نگهداري منابع مورد مطالعه در اسکرین هاوس به منظور جلوگیري از آلودگی طبیعی بر اساس استانداردهاي ملی سلامتموجود
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Abstract

Certified saplings play fundamental roles in developing/improving of horticultural industry.
Certified saplings are produced from the mother blocks which, in turn, originate from healthy nuclear
stocks. Sanitation of plant propagating materials using thermotherapy, biochemical and tissue culture
specifically shoot-tip grafting could result in production of virus-free nuclear stocks from the infected
plant materials. However, these methods demand highly equipped tissue culture laboratory and skilful
staff. Moreover, they are not successful in all cases and may cause undesirable mutations. Sanitation
could be replaced by other methods such as screening of given plants for plant pathogens, selection of
healthy resources and conservation in screen houses. The last method was studied in the present
research on some registered olive cultivars in Zanjan, Gilan and Khuzestan provinces using different
serological and molecular approaches. Simultaneously, saplings were potted from these cultivars and
kept under green house conditions. All samples and saplings in different growing phases were
analyzed for virus infections using serological and molecular techniques. One hundred twenty four
virus free saplings were prepared using these methods.
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