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 رديابي مولکولي ويروئيد اگزوکورتيس مرکبات و تعيين خصوصيات بيولوژيک
   اگزوکورتيس در استان مازندران هاي شبهنمونه

  

  

MOLECULAR DETECTION OF Citrus exocortis viroid AND 
BIOLOGICAL INDEXING OF EXOCORTIS - LIKE AFFECTED 

CITRUS TREES IN MAZANDARAN PROVINCE 
  

 
  ۱ اله رحيميان  و حشمت۳منش ، علي آهون۲، هاله هاشمي سهي*۱د محمد علويسي

  )۱۲/۱۱/۱۳۹۰:رشيخ پذي؛  تار۱/۱۲/۱۳۸۹: افتيخ دريتار(

  

  دهيچك

 و کوتولگي درختـان مرکبـات در   (Poncirus trifoliata)اي برگچهصورت پوسته پوسته شدن پايه نارنج سه م بيماري اگزوکورتيس بهيعلا

هاي ويروئيد  به منظور شناسايي و تعيين خصوصيات  بيولوژيکي جدايه        . هاي مازندران مشاهده گرديده است     کاريي از مرکبات  مناطق معدود 

  آوري و روي گيـاه محـک بالنـگ اتـراگ    کـاري مازنـدران جمـع    از دو منطقه مهـم مرکبـات  ۱۳۸۳ نمونه در سال     ۳۰اگزوکورتيس، تعداد   

(Citrus medica var. Etrog) کلون Arizona 861-S1م متفاوتي از خفيف تـا شـديد   يهاي بالنگ پيوند شده علادر نهال.  پيوند زده شد

 با آغازگر اختصاصي ويروئيد اگزوکـورتيس نـشان   ( RT-PCR )برداري معکوس اي پليمراز با نسخهنتايج آزمون واکنش زنجيره.  شدديده

ا تـشکيل   . ان. در اين هجـده نمونـه، نوارهـاي دي        . وي ويروئيد اگزوکورتيس بودند   دادند حا م بيماري را نشان مي    يداد، هجده نمونه که علا    

 مقايـسه و  ( SSCP )لا هاي تک بازيافت و با روش آناليز چند شکلي فرم فضايي رشتهPCRسازي محصول شده با استفاده از کيت خالص

رسيدند انتخاب و به همراه چهار جدايه ديگر کـه مـشابه    نظر ميمتفاوت بهSSCP ا سه جدايه که در . ان. دي. از نظر ترادف ارزيابي شدند

هاي تعيين شده اختلاف دو تا سه نوکلئوتيدي در ترادف سه جدايه را نـشان داد                همرديفي ترادف . سازي و تعيين ترادف شدند    بودند همسانه 

نتايج حاصل از عدم حضور ويروئيـد       .  نشد ديدهبودند  زايي با هم متفاوت      ولي تفاوتي در ترادف چهار جدايه ديگر که از نظر شدت بيماري           

چنين نتايج تعيين ترادف مبني بر عدم اخـتلاف در تـرادف             م شبه اگزوکورتيس و هم    يهاي داراي علا  اگزوکورتيس در دوازده نمونه از نمونه     

ه بـر ويروئيـد اگزوکـورتيس مرکبـات         سازد که عـلاو   هايي که از نظر خصوصيات بيولوژيک متفاوت بودند، اين احتمال را مطرح مي            جدايه

ايـن اولـين گـزارش از بررسـي     . زايي دخالت داشـته باشـند   م بيماري و شدت بيمارييتوانند در ايجاد علا   اگزوکورتيسي نيز مي  عوامل شبه 

  .مولکولي ويروئيد اگزوکورتيس در درختان آلوده مرکبات شمال ايران است
  

  

   رديابي مولکولي، خصوصيات بيولوژيک، آناليز چندشکليويروئيد اگزوکورتيس، : يدي كل يها واژه

  

  
  

  smalavi59@yahoo.com :يكي مسئول مكاتبات، پست الكترون:*
  شناسي گياهي، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبيعي ساري استاد بيماريارشد و  ترتيب کارشناس به .١

  زيست فناوري، تهراناستاديار پژوهش پژوهشگاه ملي تحقيقات مهندسي ژنتيک و . ٢

  شناسي گياهي، دانشکده کشاورزي، دانشگاه صنعتي اصفهان استاد بيماري. ٣
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  مقدمه

ــورتيس   ــاري اگزوكـ ــه (Exocortis)بيمـ ــات كـ    مركبـ

Scaly butt ۱۹۴۸ نيز ناميده شده است براي اولين بار در 

 گزارش شـد  ) ( Fawcett & Klotzفاست وكلاتزتوسط 

اي برگچـه يـه نـارنج سـه     پوسـته شـدن پا    كه سـبب پوسـته    

(Poncirus trifoliata [L.] Raf.)درختان روي . شود مي

اي به شدت كوتوله و قطر پايه نيز كـم          برگچهپايه نارنج سه  

شده و پوسته پوسته شدن پايه در زيـر محـل پيونـد اتفـاق               

  ويروئيـــد اگزوکـــورتيس. (Diener 1987)افتـــد مـــي

Citrus exocortis viroid) (   در جـنسPospiviroid و 

ــانواده  ــهPospiviroidaeدر خ ــت    طبق ــده اس ــدي ش بن

(Flores et al. 2005) .تــرين در حــال حاضــر معمــول

هاي شناسايي ويروئيدها استفاده از گيـاه محـك و           روش

ترين گياهان محكـي كـه      متداول. باشدآناليز مولكولي مي  

رونـد   براي شناسايي ويروئيدهاي مركبـات بـه كـار مـي          

 (Citrus medica L. cv. Etrog)تـراگ  شامل بالنـگ ا 

ــون  ــراي تمــام    Arizona 861–S1کل ــه ب  اســت ك

 (Cachexia)ويروئيدهاي مركبات بـه غيـر از کاککـسيا          

  فرنگـي قابل استفاده بـوده و در دامنـه محـدودتر گوجـه           

(Lycopersicon esculentum Mill.)  رقــم راتگــرز 

(Rutgers)          است كه تعـدادي از ويروئيـدهاي مركبـات از  

  .يابند در آن تكثير مي۴جمله اگزوكورتيس و ويروئيد 

 نيـز  (Gynura aurantiaca)يک گونـه از جينـورا   

فقط به ويروئيـد اگزوكـورتيس حـساس بـوده و توليـد             

ــم ــي  علاي ــديد م ــولگي ش ــه کوت ــصي از جمل ــد شاخ   كن

(Hadidi et al. 2003).    الكتروفـورز اسـيدهاي نوكلئيـك 

يري اسـيد نوكلئيـك بـا       گاكريل آميد و دورگ   روي ژل پلي  

اي شناساگرهاي اختـصاصي ويروئيـدها و واكـنش زنجيـره       

هـاي مولكـولي     بـرداري معكـوس از روش      پليمراز با نسخه  

 .(Ito 2002)آيند جهت تشخيص ويروئيدها به حساب مي

در شمال ايران به خـصوص در اسـتان مازنـدران بـه دليـل       

ــستزا    ــروس تري ــشار وي  ،(Citrus tristeza virus)انت

هــاي آن بــراي هــاي روي پايــه پونــسيروس و دورگ نهــال

هاي ديگـر مقـاوم     از آنجايي كه پايه   . شودکاشت توصيه مي  

  لمـون  و راف(.C. junos Sieb)بـه تريـستزا نظيـر يـوزو     

(C. jambhiri Lush.)     اشـكالات خـاص خـود را نظيـر 

حساسيت به پوسيدگي طوقه و گموز و توليد محـصول بـا            

ن دارند، در گذشته و حال چندان مورد        كيفيت و كميت پايي   

رسـد در آينـده پونـسيروس و        استفاده نبوده و به نظـر مـي       

  .ها را بگيرندهاي آن جاي اكثر پايهدورگه

هــاي آن از کــه پونــسيروس و دورگ بــا توجــه بــه ايــن

ــه ــبه     پاي ــورتيس و ش ــد اگزوك ــه ويروئي ــساس ب ــاي ح ه

 باغبـاني   باشند و اين ويروئيدها با وسـايل      اگزوکورتيس مي 

نيز قابل انتقال هستند و در درختان مرکبـات بـر روي پايـه              

م مشخــصي را ايجــاد يــ علا(.C. aurantium L)نــارنج 

ــي ــا      نم ــد ي ــود ويروئي ــورت وج ــابراين در ص ــد، بن کنن

ويروئيدهاي عامل بيماري اگزوكورتيس ممکن اسـت ايـن         

ويروئيد به همراه ويروس تريستزاي مركبات عامـل اصـلي          

ه توسـعه کـشت و توليـد مركبـات در شـمال             محدود كنند 

هاي پيشين در شمال ايـران توسـط        بررسي. کشور شوند 

يـد  ؤاند کـه م    به نتايجي اشاره نموده    منتظري و همكاران  

ــان     ــات در درخت ــدهاي مرکب ــي از ويروئي ــضور يک ح

ــه    ــادي ب ــه شــباهت زي ــوده ک ــودگي ب ــه آل ــشکوک ب م

 ـ     . اگزوکورتيس داشته است   ه در گزارشـات فعلـي از آن ب

شـود و   اگزوكورتيس مركبات ياد مـي     عنوان ويروئيد شبه  

   عامـل آن بـه بررسـي مولکـولي نيـاز دارد        شناسايي دقيـق  

(Montazeri et al. 1997) .   ــاس ــز براس ــشي ني حب

مشاهدات خود، علايم بيماري اگزوكورتيس و اشاعه آن        

  در شــمال ايــران را شــديد توصــيف نمــوده اســت     

.(Habashi 1988) ــسئ ــه م ــا توجــه ب ــده در  ب ــاد ش له ي
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هاي حساس به   خصوص روند رو به افزايش استفاده از پايه       

اگزوکورتيس، مطالعه بيشتري در جهت شناسايي مولكـولي        

ايــن ويروئيــد در مركبــات داراي علايــم اگزوكــورتيس و  

  .هاي آن احساس گرديدبررسي تنوع جدايه

  

  روش بررسي

ري ها از دو منطقه مهم مركبات كـاري شهرسـتان سـا       نمونه

شامل مهدشت بالا و پايين و يـک نمونـه مـشکوک از بـاغ             

شـرکت باغـداري فجـر      ) واحد تحقيق و توسعه   (بهارستان  

علايـم بـاغ    . آوري شـد   جمع ۱۳۸۳ساري در تابستان سال     

پوسـته شـدن    هاي مختلف، پوسـته    شامل كوتولگي با شدت   

خوردگي پوست پايه در برخي     ها، شكاف پايه در اكثر نمونه   

ها، كوچك شدن اندازه برگ و شـاخه         كلروز برگ ها،  نمونه

هـاي  و كاهش قطـر پايـه در ارقـام پيونـد شـده روي پايـه               

 .C. sinensis [L.] Osb. × P)پونـسيروس و سـيترنج   

trifoliata [L.] Raf.)هاي پيوند شـده  در اکثر نمونه.  بود

از هـر درخـت، چهـار       . روي پايه نارنج علايمي ديده نشد     

نه براي اينـدكس كـردن روي بالنـك         شاخه جهت تهيه نمو   

ــون   ــراگ کلـ ــر  (Arizona 861–S1اتـ ــدايي دكتـ   اهـ

Duran–Vila  ــسياي ــشاورزي والن ــات ک ــز تحقيق  از مرک

. برداشته و جهت پيوند زني به گلخانه انتقال يافـت         ) اسپانيا

انتقـال آلـودگي در سـه تکـرار و هـر گيـاه از يـک تکــرار        

 گرديـد و گياهـان       پيوندك از منابع آلوده، پيونـد      ۴وسيله   هب

ــاي    ــه در دم ــرايط گلخان ــدي در ش ــه ۲۰ – ۳۰پيون  درج

 ماه و   ۶هاي بالنگ به مدت     نهال. سلسيوس نگهداري شدند  

هر دو تا سه هفته يکبار جهت بررسي علايم مورد بـازبيني            

ها به ا كل نمونه. ان.  آر.(Roistacher 1991)قرار گرفتند 

ده اسـتخراج   روش چنگ و همكاران با تغييراتي اعمـال ش ـ        

مراحــل اســتخراج در شــرايط . (Rapley 2000)گرديــد 

هاي مورد استفاده بـا آب    استريل انجام شد و تمامي محلول     

 تهيـه  DEPC (diethyl pyrocarbonate)تيمار شـده بـا   

، هفت ميکروليتر از    cDNA به منظور سنتز رشته      .گرديدند

گر برداري معكوس با آغاز   ا در واكنش نسخه   . ان. الگوي آر 

 معكوس ويروئيد اگزوكورتيس مورد استفاده قـرار گرفـت        

(Ito et al. 2002) . ،در ابتــدا و قبــل از انجــام واکــنش

برداري معکوس بدون وجود آنزيم به      مخلوط واکنش نسخه  

 درجـــه سلـــسيوس در دســـتگاه ۹۴ دقيقـــه در ۵مـــدت 

بــا ) BIO-RADشــرکت  (MJ-Miniترموســايكلر مــدل 

داده شد و سپس به سـرعت        درجه قرار    ۱۰۵دماي درپوش   

 دقيقه داخل يخ آب قـرار گرفـت و در آخـر بـا               ۳به مدت   

ــودن   ــافه نم ــد ۲۰۰اض ــر  (  واح ــک ميکروليت ــزيم ) ي آن

MMuLV–Reverse transcriptase  )شرکت Fermentas(  ،

 ۴۲برداري معکوس به مدت يک سـاعت در         واکنش نسخه 

سه جفت آغازگر در دو جايگاه      . درجه سلسيوس انجام شد   

هــاي  متفــاوت در ژنــوم ويروئيــد اگزوکــورتيس در واکــنش

برداري معکوس مورد استفاده قرار     اي پليمراز و نسخه   زنجيره

 بـا توجـه بـه       PCR، واكـنش    cDNAگرفتند پس از ساخت     

هـاي    طبـق روش    )۱جدول  ( نوع آغازگر و دماي اتصال آن       

ــزيم پليمــراز انجــام شــد    توصــيه شــده شــرکت ســازنده آن

(Palacio & Duran-Vila 1999 and Ito et al. 2002). 

 ۸۰ در   ۲%، محـصول در ژل آگـاروز        PCRپس از انجام    

ــافر  ــت و در بـ ــد  1X TBEولـ ــورز گرديـ    الكتروفـ

(Sambrook & Russell 2001).  

هاي متفاوت از نظر ترادف به کمک       براي انتخاب جدايه  

، در  (SSCP)لا  هاي تک  آناليز چندشكلي فرم فضايي رشته    

. الکتروفـورز شـد  % ۵/۱ در ژل آگاروز     PCRل  ابتدا محصو 

ا ويروئيدي از ژل بريـده شـد و بـا           . ان. نوار مربوط به دي   

 Rocheسازي شـركت    استفاده از دستورالعمل كيت خالص    

(High Pure PCR Product Purification Kit) 
   هـر جدايـه در مقايـسه بـا          .ا. ان. غلظـت دي  . بازيافت شد 
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  RT-PCRترادف آغازگرهاي اختصاصي ويروئيد اگزوکورتيس مرکبات مورد استفاده در آزمون . ۱جدول 

Table 1. Sequence of Citrus exocortis viroid  specific primer pairs used in RT-PCR 

 نام آغازگر

Primer 
name 

 ترادف

Sequence 

 دماي اتصال

Annealing 
temp. 

 جهت

Direction 

 منبع

Reference 

CEV+ 5'  GGTGGAAACAACTGAAGCTT 3' ۵۲ مستقيم Palacio & Duran-
Vila 1999 

CEV- 5'  GGGTAGTCTCCAGAGAGAAG 3' ۵۲ معکوس Palacio & Duran-
Vila 1999 

fCEV 5'  GGAAACCTGGAGGAAGTCG   3' ۵۱ مستقيم Palacio & Duran-
Vila  1999 

rCEV 5'  CCGGGGATCCCTGAAGGA 3' ۵۱ کوسمع  Palacio & Duran-
Vila 1999 

CEV24+ 5' ATCCCCGGGGAAACCTGGAGGAAG 3' ۵۳ مستقيم Ito et al. 2002 

CEV20- 5'  CCCTGAAGGACTTCTTCCCC 3' ۵۳ معکوس Ito et al. 2002 

  

غلظت قطعـات مـارکر وزن مولکـولي مـشخص گرديـد و             

پالاسـيو و    بـا روش     SSCP نانوگرم جهت انجام     ۱۰مقدار  

 معادل  lµ۱براي اين منظور مقدار     . کار برده شد     به نهمکارا

 از  lµ ۱۰ خـالص شـده بـا        PCR نانوگرم از محـصول      ۱۰

 EDTA mM ۲۵فرماميــد، % ۹۰(محلــول دنــاتوره کننــده 

(pH 8)  ،xylene – cyanol% ۰۵/۰و bromophenol 

blue% ۰۵/۰ (  ۱۰۰ دقيقه در دمـاي  ۱۰مخلوط و به مدت 

 ۵پس به سـرعت بـه مـدت        درجه سلسيوس جوشانده و س    

ــداري شــد  ــخ آب نگه ــه روي ي ــي . دقيق ــه در ژل پل نمون

متـر حـاوي     سانتي ۲۱ * ۲۰ به ابعاد    ۱۴% و   ۱۲%آميد   اكريل

ــافر پــس از الكتروفــورز،  . الکتروفــورز شــدTBE  1Xب

ــگ ــد   رنـ ــام گرديـ ــره انجـ ــرات نقـ ــا نيتـ ــزي ژل بـ   آميـ

 (Palacio & Duran-Vila  1999).هــايي کــه  نمونــه

رشـته در    تـک  .ا. ان.گـوي حرکتـي نوارهـاي دي      ازلحاظ ال 

SSCP    سازي به منظور تعيـين      متفاوت بودند براي همسانه

  سـازي جهـت همـسانه   . ترادف ژنـوم آنهـا انتخـاب شـدند        

ــام   . ان. دي ــس از اتم ــورتيس، پ ــد اگزوک ــل ويروئي ا مکم

اي پليمراز تحت يک مرحله بسط نهـايي در         واکنش زنجيره 

ان ا  . يقه قـرار گرفتـه و دي       دق ۱۵ درجه به مدت     ۷۲دماي  

 High Pure PCR)ويروئيد با اسـتفاده از کيـت شـرکت    

Product Purification Kit, Roche) ــد ــالص ش .  خ

 InsT/AcloneTM PCRسازي با استفاده از کيـت   همسانه

Product Cloning Kit ــميد     pTZ57R/T در پلاسـ

  .انجام گرفت ) Fermentasشرکت ( 

رود پلاسميدهاي نوتركيب بـه     براي کسب اطمينان از و    

هاي رشد يافتـه روي محـيط        هاي مستعد، سلول   درون سول 

 از  IPTG و   X–galسـيلين،    آگار داراي آمپـي    -LBكشت  

هـاي   روش. نظر حضور پلاسميدها مورد آزمايش قرار گرفتند      

 PCR و   PCRاستفاده شامل استخراج پلاسميد، كلنـي        مورد

ــتاندارد    ــاي اس ــا آغازگره ــابق M13ب ــتورالعمل   مط ــا دس ب

 و InsT/AcloneTM PCR Product Cloning Kitکيــت

 (Sambrook& Russell 2001) سـمبروک و راسـل  روش 

ــود ــت  . بـ ــتفاده از كيـ ــا اسـ ــب بـ ــميدهاي نوترکيـ   پلاسـ

(High Pure Plasmid Isolation Kit)  شـركت Roche 

خالص گرديد و پس از تعيين غلظت در حضور مـاركر وزن             

 ميكروگـرم از پلاسـميد      ۳-۴ثبت،   جفت باز م   ۱۰۰مولكولي  

تعيين ترادف در هر    .  آلمان ارسال گرديد   SeqLabبه شركت   

  . انجام شدM13دو جهت با استفاده از آغازگرهاي استاندارد 
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   ...رديابي مولکولي ويروئيد اگزوکورتيس مرکبات و:  و همکارانعلوي

۲۷۳  

  ج و بحثينتا

هـا، نـارنگي انـشوي      م مشاهده شده در نمونـه     يدر بين علا  

تـر کوتـولگي و   م خفيـف يآلوده به اگزوکورتيس داراي علا  

سته شدن در مقايسه با ارقام پرتقال تامسون نـاول          پوسته پو 

(C. sinensis [L.] Osb. cv. Thomson navel) و 

تنـوع  . )۱شـکل   (بود  ) Moroپرتقال خوني رقم    (سانگين  

آوري شـده از  م در هر سه گونه و ارقام مرکبات جمـع        يعلا

 علايم ايجاد شده در گياه محک       .خفيف تا شديد متغير بود    

 کوتـولگي، نكـروز نـوک بـرگ، نكـروز           طور کلي شامل   به

دمبرگ، نکروز رگبرگ مياني، خميدگي و پيچيـدگي بـرگ          

م شديدتري داشتند   يهايي که علا  نمونه. در بالنگ اتراگ بود   

هــاي جــوان و ســبز نهــال ســيتروملو نوارهــاي  در شــاخه

هايي کـه داراي علايـم      در نمونه . اي ايجاد کردند  پنبه چوب

ند، کوتولگي و پيچيدگي شديد متوسط تا خفيف در باغ بود  

شد اما خميدگي برگ، نکروز رگبرگ ميـاني    برگ ديده نمي  

 اکثـر   .م ديـده شـد    يهاي داراي علا  و دمبرگ در تمام نمونه    

م شديد و نسبتاً شديد را در گياه محک ايجاد          يها، علا نمونه

شدت پاکوتاهي و ميزان پوسته پوسـته شـدن پايـه           . نمودند

يـد همـان ميـزان شـدت در         ؤبـاغ م  اي در   نارنج سه برگچه  

م گياه محک در گلخانه بـود و ايـن دو رابطـه تقريبـاً               يعلا

  .مستقيمي داشتند

آوري شـده در سـه گـروه    هـاي جمـع  در مجمـوع نمونـه  

هـاي  بيولوژيک مجزا قرار گرفتند به اين صـورت کـه جدايـه    

، LMP2  ،LMP3  ،LMP4  ،LMP6 هـاي پاکوتاه شامل نمونـه   

LMP8  ،LMP12، LMP13  ،LMP14  ،LMP15، LMP16، 

UMS1  ،UMP1  ،UMP2  ،UMP3  ،UMSH1،UMSH2 

، LMP1  ،LMP5  ،LMP7(هـاي متوسـط     ، جدايه SSSو  

LMP9 و LMP10 ( ــه ــامل  و جدايـ ــاي خفيـــف شـ هـ

 . بودند UMS3 و   LMPm، LMP19، UMS2هاي   نمونه

 شـــامل  LMP18 و LMP11 ،LMP17هـــاي  نمونـــه

گرهـاي   آغاز .هاي حد واسط متوسط و خفيف بودند       جدايه

CEV- و CEV+ درجــه سلــسيوس ۵۲ بــا دمــاي اتــصال 

بهترين آغازگرهاي مورد اسـتفاده در ايـن بررسـي بودنـد،            

 نيـز بـه     RNAهاي معمولي استخراج     که در روش   طوري به

هـاي مزرعـه و     راحتي ويروئيد اگزوکـورتيس را در نمونـه       

  . )۲شکل ( گلخانه رديابي نمودند

از ( هاي انـشو    يآوري شده از نارنگ   هشت جدايه جمع  

ــه  ــا LMP12جداي ــه ) LMP19 ت ــاي و نمون  ،LMP1ه

LMP2  ،LMP5 و LMPh    که از درختـان تامـسون نـاول 

م، فاقـد نـوار     يرغم داشتن علا  روي پايه سيترنج بودند علي    

 مربوط به ويروئيـد اگزوکـورتيس بـوده ولـي در        .ا. ان. دي

ثير  جفت باز تک   ۳۷۰ها، نواري به اندازه تقريبي      ساير نمونه 

هجـده نمونـه داراي ويروئيـد اگزوکـورتيس، پـس از            . شد

ــالص ــازي ديخـ ــورد  . ان. سـ ــاروز مـ ــا از ژل آگـ ا آنهـ

 و مـشاهده    SSCPبعد از آناليز  .  قرار گرفتند  SSCPبررسي

ــاوت ــه تفـ ــا، جدايـ ــاي هـ ، LMP3 ،LMP4 ،LMP7هـ

LMPm  ،UMS2  ،UMS1   و BSS   سـازي   براي همـسانه

.  انتخــاب شــدندpTZ57R/Tا آنهــا در پلاســميد . ان. دي

 ايـن روش    SSCPسـازي روش    عليرغم مشکلات در بهينه   

هـاي ژنـوم ويروئيـد اگزوکـورتيس بـه خـوبي            براي نمونه 

اســتفاده از ژل . اختلافــات دو نوکلئوتيــدي را نمايــان کــرد

 ۱۰ درجه سلسيوس و غلظت  ۴و دماي   % ۱۲آميد  اکريلپلي

 پـي   ا خالص شده بهتـرين نتيجـه را در        . ان. نانوگرم از دي  

هاي تکثير شده از    . ا. ان. هاي تعيين شده دي    ترادف .داشت

 SeqLabتوسط شرکت   (روي ژنوم ويروئيد اگزوکورتيس     

 با اسـتفاده از     NCBIهاي ديگر موجود در      با ترادف ) آلمان

نتـايج نـشانگر بيـشترين      .  همرديفي شـد   BLASTnبرنامه  

هـاي ويروئيـد    هاي جدايـه   با ترادف %) ۹۹(ها   شباهت ترادف 

تـرادف  . اگزوکورتيس گزارش شده از مناطق مختلف دنيا بود       

   کـاملاً شـبيه     UMS2 و   LMPm  ،LMP3  ،BSSهاي  جدايه
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  ۲۶۹-۲۷۵ :۱۳۹۱ سال / ۲شماره  / ۴۸جلد   /هاي گياهي  بيماري

۲۷۴  

  
  ). LMP3نمونه (پرتقال تامسون روي پايه سيترنج ) چپ(و پوسته پوسته شدن ) راست(م کوتولگي ي علا.۱شکل 

Fig 1. Dwarfing (right) and scaling (left) symptoms in Thomson navel orange on Troyer citrange rootstock  
(LMP3 sample). 

  

  

  
زني شده به اتراگ در حـضور مـارکر وزن   هاي ويروئيد اگزوکورتيس مايه تعدادي از جدايهRT-PCR الکتروفورز محصول آزمون  .۲شکل  

  ).M(بازي شرکت فرمنتاس   جفت۵۰مولکولي 

Fig. 1. Electrophoresis of RT-PCR products amplified using CEVd specific primer pairs from inoculated Etrog 
citron plants. Lane M is 50Kbp DNA ladder (Fermentas). 

  

 نيـز  LMP7 و UMS1 ،LMP4هـاي   به هم و ترادف جدايه    

ــد   ــدي بودن ــه نوکلئوتي ــا س ــتلاف دو ت ــرادف . داراي اخ ت

شـماره دسترسـي     ( شد ثبت   NCBIها در بانک ژن      جدايه

 ترتيـب   بـه  LMPm  ،LMP3  ،LMP7  ،LMP4 هـاي  جدايه

EF186990  ،EF186989  ،EF126047  ،EF126048 

  ).باشد  موجود ميNCBIدر 

 در ژاپــن نيــز بــه حــضور تعــدادي از ايتــو وهمکــاران

م يــويروئيــدها در مرکبــات اشــاره نمودنــد کــه ســبب علا

  وندش ـاگزوکورتيس در غياب ويروئيـد اگزوکـورتيس مـي        

(Ito et al. 2002) .علوي و همکارانهاي اوليه در بررسي 

 نيــز بــه حــضور (Alavi et al. 2005) ۱۳۸۴در ســال 

م ي ـتعدادي از ويروئيدها اشاره شـده کـه سـبب بـروز علا            

تــر نيــاز بــه شــوند ولــي بررســي دقيــقاگزوکــورتيس مــي

هاي بيولوژيکي و تعيـين     سازي ويروئيدها و بررسي    خالص

. هاي متعددي از هر کـدام از ويروئيـدها دارد         ترادف جدايه 

هـاي جـامع در زمينـه       در شرايط حاضر و تا انجام بررسـي       

م خاص با نوع ويروئيد دخيل در بيمـاري         يارتباط دادن علا  

تـوان  م، مـي  يو نيز گستردگي آلودگي در درختان بدون علا       

هـاي  م پوسـته شـدن پايـه      ياظهار نمود که صرف ديدن علا     

و وجـود يـا عـدم       ) هـاي آن  و دورگ پونسيروس  (حساس  

توانــد نــشانگر آلــودگي وجــود کوتــولگي محــسوس نمــي

کــم در اســتان درخــت بــه ويروئيــد اگزوکــورتيس، دســت

م شـاخص  ي ـدر واقـع مـشاهده تمـامي علا     . مازندران باشد 

بيماري اگزوکورتيس در درختـان بـاغ بـه عـلاوه مـشاهده             

۴۰۰
۳۰۰

  UMS1  LMP4  LMPm  LMP7   BSS   M  منفي شاهد  
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   ...رديابي مولکولي ويروئيد اگزوکورتيس مرکبات و:  و همکارانعلوي

۲۷۵  

 بالنگ اتراگ کـه خـاص اگزوکـورتيس اعـلام          هايواکنش

اندازه ويروئيد اگزوکـورتيس    گرديده و نيز مشاهده نوار هم     

بــا الکتروفــورز اســيد نوکلئيــک اســتخراج شــده از بالنــگ 

م و تا حدي از درختان آلوده بـاغ،         يزني شده واجد علا    مايه

تواند با ضريب اطمينان بالايي نمايانگر آلودگي درختـان    مي

 ـ     . به اگزوکورتيس باشد   ودگي ولي براي شناسايي قطعـي آل

درختان به اگزوکورتيس؛ مقايسه ترادف قطعه تکثيـر شـده          

هاي مظنـون    اسيد نوکلئيک جدا شده از نمونه      RT-PCRبا

 بـه   NCBIهاي اگزوکـورتيس موجـود در       با ترادف جدايه  

تواند همراه بررسي واکنش بالنگ اتراگ به نمونه مظنون مي        

  .تر باشندهاي مناسبآزمون

  

  منابع

  .متن انگليسي مراجعه شود) 94- 93(ت جهت ملاحظه به صفحا
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