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  چكيده

سي، فعاليت ناقلين و بهره برداري غيراصولي، امكان آلودگي ژنوتيپ هاي به دليل گسترش فراوان بيماري هاي ويروسي و شبه ويرو

تيپ منتخب مركبات نسبت به بيماري هاي بيودر اين بررسي ابتدا ارزيابي سريع وضعيت سلامت شش . مختلف مركبات متصور است

شي از ويروئيدهاي مركبات با استفاده از هاي ناهاي تريستزا، استابورن و بيماري مهم ويروسي و شبه ويروسي مركبات شامل بيماري

، Fو  E, C, Aژنوتيپ هاي نتايج آزمايش نشان داد . مورد ارزيابي قرار گرفت PCRهاي مبتني بر  هاي سرولوژيكي و روش تكنيك

، (Hop stunt viroid, HSVd)، كوتولگي رازك (Citrus exocortis viroid, CEVd)اگزوكورتيس مركبات آلوده به ويروئيدهاي 

و ژنوتيپ  (Citrus dwarfing viroid, CDVd) كوتولگي مركباتو  (Citrus bent leaf viroid, CBLVd) تاخوردگي برگ مركبات

در ضمن عوامل بيماري هاي تريستزا و استابورن در تمامي . عاري از آلودگي به ويروئيد هاي ذكر شده تشخيص داده شدند Dو  Bهاي 

انجام  )1975(ناوارو و همكاران پيوند نوك شاخه با روش تغيير يافته بيماريجهت توليد گياهان عاري از س سپ. ژنوتيپ ها رديابي نشد

پس از . هاي آزمايش حاوي پرليت استريل كشت گرديدندتهيه و درون لوله خونيپرتقال بيوتيپهاي طبيعيدر ابتدا قلمه هايي از . شد

اين پيوندكها بر روي دو پايه . ميليمتر جدا شدند 4/0تا  2/0و برگ اوليه به اندازه ها نوك شاخه حاوي مريستم و دظهور شاخساره

اين آزمايش در قالب آزمايشات فاكتوريل و طرح كاملا تصادفي . سيترنج و سيتروملو با دو روش تي واژگون و برش مثاثي پيوند شدند

ها پيوند مثلثي موفقتر بود ولي بين پايه آزمايش پيوند نوك شاخه در .واحد آزمايشي در هر تكرار انجام گرديد 10با چهار تكرار و 

  .دار وجود نداشت تفاوت معني

  PCR،ويروئيد، ، اليزاتريستزا، ريز پيوندي، : كلمات كليدي

  

  مقدمه

. وندخسارت فراوان كمي و كيفي محصول را سبب مي شويروسي در مركبات بسيار حائز اهميت است و  هاي ويروسي و شبه بيماري

علاوه بر نقش انسان در جابجايي مواد گياهي آلوده ، اين بيماري ها . وجه مشترك همه اين بيماري ها، قابليت انتقال از طريق پيوند است

اي ه از آنجا كه در مناطق مريستمي نوك شاخه آوند وجود ندارد انتقال بيماري. ممكن است با ناقلين يا ابزار آلوده نيز منتقل شوند

روش استاندارد تشخيص بيماري هاي ويروسي و شبه ويروسي مركبات در ). 1976(ناوارو  .با پيوند نوك شاخه ميسر نيست آوندي

 ,.Duran-Vila, et a(گياهان مادري پيوندك بر كاربرد توام گياهان محك و تكنيك هاي سريع سرولوژيكي و مولكولي استوار است 

گيرد، ولي  محك به منظور افزايش تيتر ويروئيد و بهبود كارايي روش تشخيص صورت مي با وجودي كه استفاده از گياهان). 1993

سازي، كارايي و  اطلاع از وضعيت سلامت ارقام قبل و بعد از ورود به مراحل سالم. يابد طول دوره تشخيص با اين روش افزايش مي

ارزيابي سريع سلامت ارقام به اين منظور استفاده شده است هاي مختلف  تكنيك. دهد صحت انجام اين مراحل را مورد تاييد قرار مي

)Murcia et al., 2009, Roistacher, 1991 ويروئيدها با داشتن اسيد نوكلئيك از نوع ). 1390، بني هاشميانRNA   تك رشته اي و

 Citrus)ن گونه ويروئيد شامل مركبات ميزبان چندي. يز ترين عوامل بيماريزاي گياهي به حساب مي آيندبدون پوشش پروتئيني، ر
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exocortis viroid) CEVd ،(Hop stunt viroid) HSVd ،(Citrus bent leaf viroid) CBLVd،(Citrus dwarfing viroid) CDVd ،

(Citrus bark cracking viroid) CBCVd ،(Citrus viroid-V) CVd-V   و(Citrus viroid-VI) CVd-VI بيماري هاي . است

. ايجاد مي شوند  HSVdو   CEVd و كاككسياي مركبات، دو بيماري مهم اين محصول به ترتيب به وسيله ويروئيدهاي  اگزوكورتيس

علايم بيماري هاي ناشي از ويروئيدها تنها در ميزبان هاي حساس بروز مي كند و در بسياري از ارقام تجاري مركبات با وجود آلودگي 

توسط ناوارو و همكارانش توضيح داده شدكه شامل پنج مرحله  1975زپيوندي در سال روش معمول ري .علائمي ظاهر نمي شود

 1سانتوز. سازي پيوندك، پيوند، كشت گياهان پيوندي در درون لوله آزمايشگاهي و انتقال به خاك سازي پايه، آماده آماده: باشد مي

هاي ريزپيوندي شده را بلافاصله بدون انتقال به  آنها گياهچه .، روش معمول بدست آوردن گياهان عاري از ويروس را ساده نمود)1984(

هاي پلاستيكي پوشانده  هاي پيوندي را به كمك پوشش پايه. هاي يك ماهه پيوند زدند محيط مايع و نگهداري در اتاقك رشد، روي پايه

ست كه مرحله ا ورد شد و اين در حالي درصد برآ 80ماني گياهان در اين روش  ميزان زنده. و در شرايط گلخانه نگهداري نمودند

و همكارانش نيز پنج مرحله معمول  2، زونگ1991در سال . سازگاري گياهچه و انتقال آن از محيط مايع به خاك، حذف گرديد

كشت بذور در محيط خاكي مخصوص براي توليد پايه، ريزپيوندي و انتقال گياهان تبديل : ريزپيوندي را به سه مرحله شامل

  ).1992( 3استرانتينو.ندنمود

  

  مواد و روشها

 CTAB )Zhangبراي آزمون عامل استابورن به روش  DNA، استخراج 1390آزمون سرولوژيكي بر اساس روش ترويجي و همكاران، 

et al., 1998 ( وPCR زمون واكنش زنجيره اي پليمراز با نسخه برداري معكوس آ. با پرايمرهاي اختصاصي انجام گرديد(RT-PCR)  دو

بر اساس روش توصيف شده توسط  CDVdو  CEVd  ،HSVd ،CBLVdهاي هاي اختصاصي ويروئيدبا استفاده از آغازگر مرحله اي

(Bernad & Duran- Vila, 2006)  استفاده از كيتولي با Revert Aid kit (Fermentase) در آزمايش پيوند نوك شاخه،   .انجام شد

دقيقه  10درصد به مدت  1/0، 20درصد هيپوكلريت سديم تجاري همراه با تويين  15هاي با محلولبذرها از هر دو پوست خارج و 

 1سپس درمحيط كشت موراشي و اسكوگ، كه با . ضدعفوني سطحي شدند و سه مرتبه شستشو با آب مقطر استريل صورت گرفت

درجه  27در شرايط تاريك درون آون با دماي ثابت ها به مدت دو هفته درصد آگار جامد شده بودند، كاشته شدند و تمامي كشت

بيوتيپ هاي پرتقال خوني آلوده كه در داخل گلخانه نگهداري   پيوندك مورد نياز از نهال. ها اتيوله شوندگراد قرار گرفته تا نمونهسانتي

اطاقك  لوله ها درون. حاوي پرليت استريل كشت گرديدند ايه ظرفتهيه و درون  آنهادر ابتدا قلمه هايي از . شوند تامين گرديدمي

اين . ميليمتر جدا شدند 4/0تا  2/0ها نوك شاخه حاوي مريستم و دو برگ اوليه به اندازه  پس از ظهور شاخساره. رشد قرار گرفتند 

اطاقك رشد قرار  درگياهان پيوندي  .ها بر روي دو پايه سيترنج و سيتروملو با دو روش تي واژگون و برش مثاثي پيوند شدند پيوندك

ها پس از شستشوي اوليه با آب و مايع شوينده با  پيوندك .ها به خاك مناسب منتقل شدند در صورت موفقيت پيوند گياهچه. گرفتند

تبه دقيقه ضدعفوني سطحي شدند سپس سه مر  10هاي درصد به مدت 1/0، 20درصد هيپوكلريت سديم تجاري و تويين  5هاي محلول

كه پيوندك داراي دو برگ توسعه يافته بود به تركيب خاكي  زمانيبعد از گيرايي پيوند، . شستشو با آب مقطر استريل صورت گرفت

اين آزمايش در  .هاي ذكر شده در فوق استفاده شد جهت بررسي آلودگي گياهان حاصله از ريزپيوندي از آزمون . مناسب منتقل شدند

  .واحد آزمايشي در هر تكرار انجام گرديد 10ل و طرح كاملا تصادفي با چهار تكرار و قالب آزمايشات فاكتوري

                                                           
1 Santos 
2 Zhong 
3 Starrantino 
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  نتايج

 ,Citrus exocortis viroid)اگزوكورتيس مركبات از بين شش ژنوتيپ مورد بررسي، آلوده به ويروئيدهاي  Fو  E, C, Aهاي ژنوتيپ 

CEVd)،  كوتولگي رازك(Hop stunt viroid, HSVd)رگ مركبات ، تاخوردگي ب(Citrus bent leaf viroid, CBLVd)  كوتولگي و

. عاري از آلودگي به ويروئيد هاي ذكر شده تشخيص داده شدند D و Bو ژنوتيپ هاي  (Citrus dwarfing viroid, CDVd) مركبات

نشان داد پيوند نوك شاخه يش نتايج آزماهمچنين  .در ضمن عوامل بيماري هاي تريستزا و استابورن در تمامي ژنوتيپ ها رديابي نشد

  .دار وجود نداشت پيوند مثلثي موفقتر بود ولي بين پايه ها تفاوت معني
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Abstract 
Due to spread of virus and virus-like diseases and their vectors, there is the possibility of infection of different citrus 
genotypes. Rapid assessment of the sanitary status of six selected citrus genotypes was assessed for the important 
virus and virus-like diseases including tristeza, stubborn and viroid diseases using serological techniques and PCR-
based methods. The results showed infection of A, C, E and F genotypes to Citrus exocortis viroid (CEVd), Hop 
stunt viroid (HSVd), Citrus bent leaf viroid (CBLVd) and Citrus dwarfing viroid (CDVd). B and D genotypes were 
free of viroids. Also the agents of Tristeza and Stubborn diseases were not detected in all six genotypes. A modified 
Shoot-tip grafting (STG) method was used to produce disease-free plants. Firstly, cuttings of the genotypes were 
grown in the test tubes containing sterile perlite.The 2/0 to 4/0 mm aparted tip meristems from the genotypes was 
placed on the rootstocks using two inverted T and triangle grafting methods. The experiment was done in a 
completely randomized design with four replications. The triangle grafting method showed better results than the 
other method. There was no significant difference between rootstocks. 
Keywords: Shoot-tip grafting (STG) , Citrus tristeza virus (CTV) ,  ELISA , Viroid, PCR 
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