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و  يکيانتقال مکان يابيپسته استان کرمان و ارز يهارازک در باغ يد کوتولگيروئيپراکنش و

  ديروئين ويا نسبت به پسته هيپا رقم دو برهمکنش

  

   ٤مسعود خضري، ٣پورحسينياكبر ، ٣جهانگير حيدرنژاد، *٢،٣حسين معصومي، ١محمد مداحيان

  19/03/1400تاریخ پذیرش:     14/09/1399تاریخ ارسال: 

  

  دهيچک

 ,Hop stunt viroidرازك ( ید کوتولگیروئیو

HSVdانگور، مرکبات،  مانندوه یدرختان م از يادیزد ) تعدا

، پسته و بادام را آلوده یر، توت، گلابیآلو، هلو، انج

 يتعداد 1395ور یشهر تا 1393بهشت یارد یطد. ینمایم

ن منطقه یعنوان مهمتراستان کرمان بهپسته  يهاباغاز 

 HSVdد یروئیبه و یآلودگ منظور به ،کشور يکارپسته

 یآلودگ نییتع نمونه جهت 106مجموع . در شدند یبررس

علائم  باپسته  درختان يهابرگاز  دیروئیون یابه 

بدون علائم  زین يتعداد و پریدگیرنگ، يک، زردیموزائ

و  RT-PCR يهاو توسط آزمونشده  يآورجمع

ست دنتایج به .دندیگرد یابیارز ياون نقطهیداسیبریه

، ممتاز و ياوحد، یقوچچهار رقم پسته کله یآمده آلودگ
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رقم  يهاکرد، اما در نمونه تأیید HSVdرا به  ییآقااحمد

 يهاجهت آزمونآلودگی مشاهده نگردید.  ياکبر

شده از  ، جداKer.Ana.P1 یرانیا انتیواراز  یسنجستیز

و  یجاد آلودگیقادر به ا کهدرختان پسته منطقه انار، 

د، ) بوشناساگرار یارقام خ( اهان محکیگ يرو ییزايماریب

 سنجیزیست يهاآزمون اساس نتایج بر .دیاستفاده گرد

 يهاق روشی، از طرHSVdانت یوار یکیشامل انتقال مکان

 یبادام يهاهیویروئید به پا RNAق یو تزر یشی، برشیسا

 University of California Berkeley-I (UCB-1)و 

 يهاپایه یمشخص گردید که هر سه روش سبب آلودگ

، یبرش یزنهیها، روش مان آنیگردند و از بیپسته م

درصد در  80و  67/86با   HSVdن راندمان انتقالیبالاتر

ج یاساس نتا بر نشان داد.را  UCB-1و  یبادام يهاهیپا
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 یرسد که آلودگینظر مق، بهین تحقیبدست آمده در ا

ل یدلبه HSVdدرختان پسته در استان کرمان نسبت به 

و انتقال عوامل  یتوجه به مسائل بهداشت زراععدم 

مانند  یات باغین عملیدها در حیروئیر ویزا نظيماریب

   باشد.یش میهرس رو به افزا

، یسنجستیز يهاارقام پسته، آزمون :يديکل هايواژه

  هاپروکاریوت

 

  مقدمه

محصولات  يزايماریدها عوامل بیروئیو

از  ياریبس باشند ویم ینتیو ز ی، صنعتيکشاورز

 يجاد خسارات جدیل ایشناخته شده، به دل يدهایروئیو

 يهايماریاز ب یاند. برخشده یزبان خود شناسائیدر م

بوده و خسارت  ییبالا يت اقتصادیاهم يدارا يدیروئیو

 ,Randles( ندینمایوارد م يبه محصولات کشاورز يادیز

2003; Diener, 1987( .ن یترعیوس رازك یکوتولگ دیروئیو

و از  باشدیدها دارا میروئین ویرا در ب یزبانیدامنه م

ن یاست. ا دهیگزارش گرد ا نیزیمختلف دن يکشورها

از  يادیر در تعداد زید علاوه بر رازك قادر به تکثیروئیو

 herbaceous( یو علف (woody plants) یچوباهان یگ

plants( یم) باشدHataya et al., 2017; Singh & 

Ready, 2003به  ی). آلودگHSVd  تاکنون از درختان

 ر،یب، زردآلو، انواع مرکبات، انجی، سمانند بادام ياوهیم

 لاس، آلو، انار وی، پسته، گیگلابانگور، عناب، توت، هلو، 

 Astruc et al., 1996; Elbeainoاست (دهیبه گزارش گرد

et al., 2012a; Elbeaino et al., 2012b; Elleuch et al., 

2013; Hataya et al., 2017; Polivka et al., 1996; 

Roistacher,1996; Sano, 2003a; Sano et al., 1989; 

Shikata, 1990; Zhang et al., 2009( .یکوتولگ يماریب 

 يلادیم 50و  40 يهادر دهه )hop stunt disease( رازك

اهان رازك آلوده با علائم ید. گیدر کشور ژاپن مشاهده گرد

 dwarf shape and( د و کاهش رشدیشد یکوتولگ

stunted growth( ص بودند. از یاهان سالم قابل تشخیاز گ

ن پاتوژن یجاد شده توسط ایا يهايماریگر بیجمله د

 يماریمرکبات، ب يایکاچکس يماریتوان به بیم

 dapple fruit disease of( وه هلو و آلویم یدگیچروک

plum and peach( ،وه یر آب میاهش و تبخاختلال ک

)degeneration, “Degeneracion”( و  درگیاهان زردآلو

  .نمود اشاره اریخ وهیم یدگیپر رنگ يماریب

ویروئید کوتولگی رازك گونه تیپ جنس 

Hostoviroidae  از خانوادهPospiviroidae ) استFlores 

et al., 1998توان ن جنس مییا هاي). از دیگر گونه

 ,Dahlia latent viroid-1( 1-کوکبد پنهان یروئیو

DLVd(  است. گزارش شده  2014را نام برد که در سال

 یتوال 750ش از یلازم به ذکر است که تاکنون ب

 یگاه اطلاعاتیدر پا HSVdمربوط به  يدینوکلئوت

)(http://www.ncbi.nlm.nih.gov NCBI  ثبت شده

 يهایتوال، تاکنون یاز نظر تکاملاست. در ضمن 

ک قرار یلوژنتیدر پنج گروه ف دیروئین ویا يدینوکلئوت
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ه، یاول يهای. در بررس)Hayata et al., 2017رند (یگیم

ار، انگور، مرکبات، هلو و یاهان رازك، خیها از گین توالیا

پ ی، ت)Grape/hop-type( پ رازك/انگوریآلو به سه گروه ت

 )Citrus-type( پ مرکباتیو ت )Plum-type( آلو

). در مطالعات Shikata, 1990دند (یگرد يبندمیتقس

 یوژنلیتر در زمینه  فسه گستردهیو همچنین در مقا يبعد

 يهاامنگر بهیب دید، دو گروه نوترکیروئین ویا يهاانتیوار

-پ آلویو ت) Plum-citrus-type( مرکبات-پ آلویت

 Amari etمعرفی شدند ( )cit3 )Plum-hop/cit3رازك/

al., 2001; Kofalvi et al., 1997 بر اساس مطالعات به .(

ن یب یبیاز نوترک پ رازك احتمالاًیکه گروه ت دسرینظر م

 Kofalvi et( اندافتهیگروه آلو و مرکبات تکامل  ياعضا

al., 1997; Matousek et al., 2003.(  

 نقش )Bioassays( یسنجستیز يهاآزمون

اغلب  دارند. يدیروئیو يهايماریص بیدر تشخ یاساس

ن ییو تع یابیرد جهت یمولکول يهاها مکمل آزمونآن

ات گوناگون از جمله اثب يدهایروئیو یکیولوژیات بیخصوص

 Fulfilment of Koch’s( کخ ییزايماریاصول ب

postulates (از  یها بخش مهمن آزمونیهستند. امروزه ا

 لیرا تشک یاهیسلامت مواد گ یگواه تأیید يهابرنامه

 & Hammond & Owens, 2006; Semancikدهند (یم

Vidalakis, 2005; Verhoeven et al., 2011ن ی). در ا

ل قاب يشواهد بصر يهیبر پا قات، اهداف عموماًیگونه تحق

 ل انتقالیا پتانسیجاد علائم و یاعتنا مانند ا

)Transmission potential rate( د استوار بوده یروئیو

وند، انتقال یق پیها شامل انتقال از طرن روشیاست. ا

ق یرا انتقال از طیه و یه و ثانویاول يهازبانیبه م یکیمکان

 ,Singh & Ready( باشندیر میقابل تکث یاهیمواد گ

2003.(  

اد جیق ایح از طریبه طور معمول در ویروئیدها تلق

 )graft-inoculation( یزنوند یا پی )wounding( زخم

ح از موارد موثر یتلق يهاروش رد و تنوع دریگیصورت م

 ياهدها روشیروئیباشند. در ویم يدیروئیان علائم ویدر ب

 مانند قطع) mechanical inoculation( یکیح مکانیتلق

ح یو تلق )slashing( ، برش دادن) cutting( کردن شاخه

ها جهت اثبات ن روشیاز مهمتر )rubbing( یشیسا

د باشنیاهان مختلف میگ ياصول کخ بر رو ییزايماریب

)Hadidi et al., 2017; Nie & Singh, 2017 .(Adams 

et al. )1995عنوان روش ق قطع شاخه را بهیح از طری) تلق

 يسازجهت آلوده یشیسه با روش سایموثرتر در مقا

 Hop latent( د پنهان رازكیروئیاهان رازك نسبت به ویگ

viroid, HLVd( مذکور  يهانمودند. علاوه بر روش یمعرف

 قیاز طر یکی، انتقال مکانسنجیزیست يهاجهت آزمون

 infected( آلوده يآموده )injection( قِیتزر

preparation( یم هکار بردبهز ید نیروئیبه و) شودSingh 

& Ready, 2003; Imperial et al., 1985; Kapari-Isaia 

et al., 2008.(  

از  HSVd يهاانتیوارن بار یکه اولنکه ینظر به ا

و مطالعات  يدرختان پسته در استان کرمان جداساز يرو
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 ,.Maddahian et alها صورت گرفته است (آن یمولکول

شامل  سنجیزیست يهاآزمون ق ازین تحقیدر ا)، 2019

از  HSVd یرانیه ایجدا ییزايماریو ب یکیمکان یزنهیما

مختلف انتقال  يهاو روشار یارقام خ ياه پسته بر رویگ

اده ه پسته استفیدو رقم پا يه مذکور بر رویجدا یکیمکان

  ده است.یگرد

  

  هامواد و روش

 يد کوتولگيروئين پراکنش وييتعو  يبردارنمونه -الف

  هاي پسته استان کرمانرازک در باغ

 ید کوتولگیروئیو ییو شناسا یبه منظور بررس

پسته، در فاصله  درختان) در Hop stunt viroid( رازك

نمونه  76، تعداد 1395ور یتا شهر 1393بهشت یزمانی ارد

ک ی، موزائيهایی مانند زرداز درختان پسته ماده با نشانه

نمونه از درختان ماده بدون علائم، سه  22، یو کوتولگ

نمونه از درختان نر علائم دار و پنج نمونه از درختان نر 

استان کرمان  يکارتهمنطقه پس 21بدون علائم از 

رنده پنج رقم یدر برگ یهاي انتخابشد. نمونه يآورجمع

 ،ياکبر ،یقوچکله ،ياوحدتجاري پسته در استان شامل 

 یکپلاستیک کیسه  رد نمونههر  .بودند یاحمدآقائ و ممتاز

تاریخ، محل  مانند یبا ذکر مشخصات و قرار داده شده

 به آزمایشگاه یخ يبر رو درخت پسته رقمبرداري و نمونه

 چهاردر دماي  ها،و تا زمان انجام آزمایش دندیگرد منتقل

به منظور . )1(جدول  گراد نگهداري شدنددرجه سانتی

رازك  ید کوتولگیروئیو پسته به يهانمونه یآلودگبررسی 

 ,High pure viral nucleic acid kit( تیاستفاده از ک با

Roche, Germany دیتول تدستورالعمل شرک) و مطابق 

 يدیروئیو-یروسیو RNAل، یط استریکننده، در شرا

 RT-PCR يهافاده از آزمونتسپس با اس استخراج شده و

با  )Dot-blot hybridization( ياون نقطهیداسیبریو ه

 DIG High Prime DNAت یاستفاده از دستورالعمل ک

 Cat No.Labeling and Detection Starter Kit I, (

Diagnostics) Roche 11745832910 قرار  یمورد بررس

  گرفتند.

  سنجيزيستهاي آزمون -ب

 Primaryسازي اينوکولوم اوليه (آمادهو  RNAاستخراج  -۱

inoculum (  

شامل  سنجیزیست يهاآزمون قین تحقیدر ا

اه پسته بر یاز گ HSVd یرانیه ایجدا  یکیمکانزنی مایه

انتقال  يهاروش یابی، ارزیعلف شناساگر اهانیگ يرو

باشند. جهت استخراج یم پسته يهاهیبه پا یکیمکان

RNA  از بافت برگ پسته، ابتدا دو گرم بافت برگ پسته با

ع پودر شده و سپس در بافر فسفات یاستفاده از ازت ما

یوژ سانتریف rpm 3000 انجام شد. مخلوط در يریگعصاره

ی به منظور بررسن یتر از محلول رونشیکرولیم 200شده و 

هت رازك ج ید کوتولگیروئیو پسته به يهانمونه یآلودگ

 High pure viral( تیاستفاده از ک با RNAاستخراج 

nucleic acid kit, Roche, Germany, Cat. No. 11 858 

  ) مورد استفاده قرار گرفت.001 874
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 و تکثير طول کامل ژنوم RT-PCRآزمون  -۲

 بامکمل  يرشته يهیته ،RNA استخراج از پس

 آنزیم و VP-19 معکوس ياستفاده از آغازگرها

جهت  PCRآزمون . گرفت صورت معکوس يبردارنسخه

 با استفاده از آغازگرهاي HSVdر طول کامل ژنوم یتکث

 Amari() 2انجام شد (جدول  VP-19/VP-20 یاختصاص

et al., 2001; Sharifi et al., 2008.( ايرهیواکنش زنج 

 مدت به هیاول سازي واسرشت مرحله کی شامل مرازیپل

 مرحله شامل چرخه ºC94 ،30  يدما در قهیدق چهار

 قه،یدق کی مدت به ºC 94 دماي در سازي واسرشت

 مرحله قه،یدق کی مدت به ºC58 در  اتصال مرحله

 مرحله و قهیدق کی مدت به ºC 72  دماي در گسترش

صورت  ºC72 قه در یدق 10به مدت  ییگسترش نها

ک درصد یآگارز  ژل در شده ریتکث قطعات گرفت. 

 یو مورد بررس زيیآمرنگ دیبرما ومیدیات با و الکتروفورز

  ).3قرار گرفتند (جدول 

  

  .۱۳۹۵تا  ۱۳۹۳ يهاسال ياستان کرمان طپسته  يهاشده از باغ يآوربرگ پسته جمع يهامناطق، ارقام و تعداد نمونه -۱جدول 

   تعداد نمونه
  شده يبرداررقم نمونه

  
 يبردارمنطقه نمونه

  
درخت نر بدون   فیرد

 علائم
درخت نر 
 علائم دار

درخت ماده 
 بدون علائم

درخت ماده 
 علائم دار

 1 انار یقوچکله 16 5 1  1
 2 رباط -ن یباغ ياوحد 2 1 - -
 3 يسعد -ن یباغ ياوحد 2 1 - -
 4 آبادکاظم –چترود  یقوچکله 2 1 1 1
 5 هوتک -چترود  ياوحد 2 1 - -
 6 راور ممتاز 3 - - -
 7 خانکبوتر –رفسنجان  یقوچکله 6 2 -  1
 8 آباد آگاههمت –رفسنجان  ياوحد 6 1 - -
 9 آبادمیابراه –زرند  ياکبر 3 1 - 1
 10 آبادفخر – زرند ياکبر 2 - - -
 11 آباد¬زیعز – زرند ياوحد 3 1 1 -
 12 آباد¬مطهر – زرند ياوحد 3 1 - -
 13 دآبادیز -رجان یس ياوحد 3 1 - -
 14 شهربابک ياوحد 8 2 - -
 15 ارآبادیاخت -کرمان  یقوچکله 3 1 - -
 16 آبادفرح – کرمان ياوحد 2 1 - -
 17 آبادشاهرخ – کرمان ياوحد 2 - - -
 18 آبادیزنگ – کرمان ياکبر 3 1 -  1
 20 گیر -ماهان  یاحمد آقائ 3 1 - -
 21 لنگر -ماهان  ياوحد 2 1 - -
     جمع کل  76  22  3  5

    106                ها  مجموع نمونه                                                 
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  .)استدهيمشخص گرد SmaIم يجهت آنز يگاه برشيق (جاين تحقيمورد استفاده در ا يمشخصات آغازگرها -۲جدول 

 آغازگر یتوال یت ژنومیموقع
نام 

 آغازگر

Complementary to HpSVd residues 85–60 5´- GCCCCGGGGCTCCTTTCTCAGGTAAG -3´ VP-19 

Homologous to HpSVd residues 78–102 5´- CGCCCGGGGCAACTCTTCTCAGAATCC -3´ VP-20 

Complementary to HpSVd residues 120–140 5´- CTCCAGAGCACCGCGGCCCTC -3´ VP-98 

Homologous to HpSVd residues 1–23 5´- CTGGGGAATTCTCGAGTTGCCGC -3´ VP-99 

  

  .يتريکروليم ۲۵ک واکنش يدر  PCRانجام آزمون  جهتمواد لازم  -٣جدول 
  ماده  (میکرولیتر)ر مقدا           

2.5  10x PCR buffer 
0.5  dNTPs (10mM) 
1  Primer Forward (10µM) 
1  Primer Reverse (10µM; Reverse) 

0.3  Taq DNA Polymerase (5U/µl) 
3  cDNA 

0.5  MgCl2 (50mM) 
16.2  Deionized distilled water 
25  Total 

 monomeric infectious( پار آلوده کننده ه همسانه تکيته -۳

colone(  

cDNA ه یجدا Ker.Ana.P1 با استفاده از واکنش

 یاختصاص با استفاده از آغازگرهايمراز و یپل يارهیزنج

VP-19/VP-20 تیک از استفاده با سپسر و یتکث (InsTA 

cloneTM PCR Cloning Kit) د یدر پلاسمpTZ57R/T 

وارد و  Escherichia coli يباکتر JM 107ه یسو در

 به همسانه تک یابیدستبه منظور د. یگرد يسازهمسانه

 يوب حاید نوترکید، پلاسمیروئین ویپار آلوده کننده ا

 E. coli يبه درون باکتر Ker.Ana.P1ه یطول کامل جدا

استخراج  تیده و سپس با استفاده از کیمنتقل گرد

 ,High Pure Plasmid Isolation Kit, Roche(د یپلاسم

Germany, Cat No:11 754 785 001( شد.  يسازخالص

با  یمیواکنش هضم آنز یخالص شده ط يدهایپلاسم

ده و سپس درون ژل یهضم گرد SmaIم یاستفاده از آنز

قرار گرفتند. محصول واکنش  یابیدرصد مورد ارز 1آگارز 

 يجفت باز 2886متشکل از دو باند  یمیهضم آنز

باشد. ید میروئیو يجفت باز 300 یبید و باند تقریپلاسم

اده از رازك با استف ید کوتولگیروئیه ویجداباند مربوط به 

 .Agarose Gel DNA Extraction Kit, Cat. Noت (یک

11 696 505 001, Roche Diagnostics از درون ژل (

  د.یاستخراج گرد

 DNAار با استفاده از قطعه ياه خيگ يهاتهيوار يزنهيما -۴

  HSVdمکمل تک پار 

 Beith alpha )Cucumisار یدو رقم خ يبذرها

sativus L. cv. Beith alpha(  وSuperina F1 )C. 
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sativus L. cv. Superina F1( خاك  يحاو يهادر گلدان

ک قسمت خاکبرگ گشت یک قسمت شن و یمتشکل از 

ط یدر شرا گرادسانتیدرجه  24-28 يدند و در دمایگرد

شدند. پس از رشد  ياز حشره نگهدار يگلخانه و عار

هر  )یلدونیکوت يها(برگ یمرحله دو برگار تا یاهان خیگ

د یروئیو cDNAگرم از قطعه کرویاه با استفاده از دو میگ

 يدهایپلاسم یمیدست آمده حاصل از هضم آنزه ب

و با استفاده از پودر کاربراندم  یشیب، به روش ساینوترک

 Kofalvi et al., 1997; Maddahian etد (یگرد یزنهیما

al., 2019شده به زنی مایهاهان یگ ی). آلودگHSVd  پس

 یابیمورد ارز RT-PCRاز چهار هفته با استفاده از آزمون 

  گرفت. قرار

  پسته يهاه نهاليکشت و ته -ج

 P.atlantica xو ( زرند یپسته بادام يهیدو پا

P.integerrima(1 -UCB يهاشیجهت آزما 

ذر از ب هتود کیمنظور  نیبدانتخاب شدند.  سنجیزیست

ا ببذرها  ابتدا هاآن کاشت جهت و هیته يزرند یبادام رقم

ه در قیدق کیشستشه شدند و سپس به مدت  یآب معمول

ند. دیگرد یم ده درصد ضد عفونیت سدیپوکلریمحلول ه

ک شبانه روز در آب مقطر یبه مدت  یبذرها پس از آبکش

ل قرار داده شدند. پس از آن، بذرها با استفاده از یاستر

 یقه ضد عفونیدق 15کاپتان ده درصد به مدت کش قارچ

که قبلا  يدارآماده شده درون پارچه نم يدند. بذرهایگرد

قرار  گرادسانتیدرجه  25-30 ياتوکلاو شده بود در دما

پسته  يهاداده شدند. پس از حدود سه تا پنج روز، جوانه

کشت نهال  یکیسه پلاستیظاهر شده و هر بذر درون ک

 کیک قسمت شن، یخاك متشکل از ب یپسته با ترک

. دندیبرگ کشت گردک قسمت خاكیقسمت خاك رس و 

ق کشت یر شده از طری، تکثUCB-1 يهان نهالیهمچن

 یمتمادند. یه گردیکرمان ته یبافت، از شرکت نهال طوب

 گرادسانتیدرجه  25-30 ییط دمایپسته در شرا يهاهیپا

شده و  ياز حشره نگهدار يط گلخانه و عاریو در شرا

ش به صورت منظم از لحاظ یها در طول مدت آزمانهال

(سه  3-20با کود ارژن  یاهیه گیها و تغذيماریآفات، ب

بار) و کیآب به صورت دو هفته  یسیگرم در هزار س

گرم  5/2ت (یآب) و ال یسیم در هزار سیسموم موونتو (ن

  تحت نظر بودند. آب) یسیدر هزار س

 يد کوتولگيروئيجهت انتقال و يکيمکان يزنهيما -د

  پسته يهاهيرازک به پا

 دیئرویو یکیبه منظور بررسی امکان انتقال مکان

ه ویروئید یپسته، از جدا يهاهیبه پا رازك یکوتولگ

Ker.Ana.P1 یقوچکه از منطقه انار و پسته رقم کله 

ه یما يهاروش یجداشده بود، استفاده گردید. در تمام

اه به یگ 15و  HSVdبا  یزنهیاه جهت مایگ 15، تعداد یزن

ار یاه خیعنوان شاهد در نظر گرفته شدند. از عصاره برگ گ

اهان شاهد استفاده یگزنی مایهسالم و آب مقطر جهت 

 HSVdشده به  یزنهیاهان مایگ یآلودگ یبررسد. یگرد

 یزنهیو ما RT-PCRماه با استفاده از آزمون  6-12پس از 
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 اه شناساگریار به عنوان گیاهان خیگ يبر رو یبرگشت

  ).Singh & Ready, 2003(صورت گرفت 

  يشيبه روش سازني مايه -۱

 HSVdار آلوده به یخ يهااه آلوده از بوتهیعصاره گ

 يگرم برگ علائم دار به ازا 1/0به نسبت  ینیدر هاون چ

 يهاهالن يم مولار تهیه و بر رویبافر فسفات ن یسیک سی

 UCB-1 يهاو نهال یبرگ 4تا  2در مرحله  یپسته بادام

با استفاده از پودر کاربراندوم  یبرگ 10تا  5در مرحله 

  دند.یگرد یزنهیما

  )Slash inoculation( يبه روش برش يزنهيما -۲

غ آلوده به عصاره تازه استخراج ین روش تیدر ا

طور هبار ب 10تا  HSVd ،(5ار آلوده به یاهان خیشده (از گ

اه و با ظرافت فرو برده شد. یچوب گ يهیتا ناح یعرض

ساقه انتخاب  يهااز گره یکیر جوانه یز یزنهیمحل ما

 ,.Garnsey & Widden, 1973; Yazarlou et alد (یگرد

2012.(   

  )RNA injection( يق سرنگيويروئيد با تزر RNA يزنهيما -۳

 تیاستفاده از ک د بایروئیو RNA ن روشیدر ا

)High pure viral nucleic acid kit, Roche, Germany (

ار آلوده یاهان خیو طبق دستورالعمل شرك سازنده، از گ

اه، یگرم به ازاء هر گکرویزان شش میبه م استخراج و سپس

 Automatic syringe( کیبا استفاده از سرنگ اتومات

injector( ساقه به درون  يهااز گره یکیر یز يهیدر ناح

  د. یق گردیاه تزریگ

  يمحاسبات آمار -ه

در قالب  2×3ل یحاصل به صورت فاکتور يهاداده

ل قرار یه و تحلیتکرار مورد تجز 15با  یتصادفطرح کاملا

و ح و دیش شامل سه روش تلقیآزما يگرفتند. فاکتورها

با استفاده از  شده يآورجمع يهاته پسته بودند. دادهیوار

از نظر   version 9.2(SASدر نرم افزار ( ANOVAروش 

سه یل قرار گرفتند. مقایمورد تجزیه و تحل يآمار

 05/0در سطح احتمال  یها توسط آزمون توکنیانگیم

  انجام شد.

 

  و بحث جينتا

ه ين پراکنش و علائم جدايي، تعييشناسا -الف

Ker.Ana.P1 اه پستهيگ يبر رو  

 11 یآلودگ ینمونه مورد بررس 106از مجموع 

و  RT-PCR يهاآزمون یدرصد) ط 13ه (یجدا

. )1(شکل قرار گرفت  تأییدمورد  ياون نقطهیداسیبریه

نمونه  27کدام از چیمورد بررسی در ه يدربین نمونه ها

نمونه از درختان بارده و پنج  22پسته بدون علائم ( شامل 

د. یگردن یابید ردیروئین ویبه ا ینمونه از درختان نر) آلودگ

در چهار رقم  HSVdبه  یشده آلودگدر ارقام بررسی 

ن، یباغ-(مناطق رباط ي(منطقه انار)، اوحد یقوچکله

چترود و شهربابک)، ممتاز -کرمان، هوتک-آبادفرح

 تأییدماهان) -گی(منطقه ر ییآقا(منطقه راور) و احمد

 يگونه آلودگی در رقم اکبر که هیچ ید. در حالیگرد

درختان آلوده در د. علائم یمشاهده نگرد HSVdت به بنس

 یدگیپرو رنگ يک (منطقه انار)، زردیها شامل موزائبرگ
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ر، (مناطق راو یدگیپرک و رنگی(منطقه شهربابک) و موزائ

). علائم بر 4د (جدول یآباد و رباط) ثبت گردهوتک، فرح

ک و یبه صورت موزائ Ker.Ana.P1ه یجدا يهابرگ يرو

  ).2مشخص بودند (شکل برگ  پریدگیرنگ

بر روي ارقام Ker.Ana.P1 زايي و علائم جدايه بيماري -ب

  خيار

 یزنهیار مایارقام خ یپس از گذشت چهار هفته، آلودگ

انت یشده وار يپار همسانه سازشده توسط قطعه تک

با استفاده از  RT-PCRآزمون  ی، طHSVd یرانیا

مورد  HSVdبه VP-19/VP-20 یاختصاص يآغازگرها

ن آزمون یج حاصل از ای). نتا3قرار گرفت (شکل  یابیارز

مربوط به  يجفت باز 300بی یل قطعه تقریمنجر به تشک

در ارقام  HSVdبه  ید. آلودگیرازك گرد ید کوتولگیروئیو

، HSVdمکمل تک پار  DNAقطعه  شده بازنی مایهار یخ

 ،ید شامل کوتولگیروئین ویج ایجاد علائم رایباعث ا

و  یدگی(کوچک شدن، چروکن یآذگل یپژمردگ

 Beith alphaار یدو رقم خ ی، روخمشیبرگزی، ری)پژمردگ

  ).4د (شکل یاه شناساگر) گردیعنوان گ(به Superina F1و 

  

  
 ۳۰۰ باًيتقر باند ليتشک به منجر VP19/VP20 ياختصاص آغازگرهاي از استفاده با شده ريتکث PCR محصول الکتروفورزالف)  -۱شکل 

 DNA اندازه نشانگر: PCR .M تکرار: Ker.Ana.P1(R). ديگرد درصد کي آگارز ژل درون Ker.Ana.P1 هيادج به مربوط يباز جفت

)Gene Ruler™100bp DNA Ladder, Fermentase(. ها به اهان پسته که پاسخ آزمون آنياز گ يتعداد ياون نقطهيداسيبريه آزمون) ب

 از يعار اهيو گ ي: نمونه کنترل منف-HSVd .Cآلوده به  اهيگ مثبت کنترل نمونه: +C. ديگرد يابيارز مثبت HSVdتوسط  يآلودگ

  .يآلودگ
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 کرمان استان باغات پسته از شده يآور¬جمعرازک  يد کوتولگيروئيوآلوده به  پسته يها¬تعداد، ارقام و علائم نمونه -٤ جدول
  .ياون نقطهيداسيبريو ه RT-PCR يهابر اساس آزمون )١٣٩٣-١٣٩٥(

(تعداد درختان آلوده) تعداد درختان   آلوده يهاعلائم نمونه
  شده يبردارنمونه

  فیرد  يبردارمنطقه نمونه  شده يبرداررقم نمونه

 1 انار یقوچکله 23)4( کیموزائ

 2 رباط -ن یباغ ياوحد 3)1( پریدگیرنگک و یموزائ

 3 يسعد -ن یباغ ياوحد 3)0( -

 4 آبادکاظم –چترود  یقوچکله 5)0( -

 5 هوتک -چترود  ياوحد 3)1( کیموزائ

 6 راور ممتاز 3)1( یدگیپررنگ

 7 خانکبوتر –رفسنجان  یقوچکله 9)0( -

 8 آباد آگاههمت –رفسنجان  ياوحد 7)0( -

 9 آبادمیابراه –زرند  ياکبر 5)0( -

 10 آبادفخر – زرند ياکبر 2)0( -

 11 آباد¬زیعز – زرند ياوحد 5)0( -

 12 آباد¬مطهر – زرند ياوحد 4)0( -

 13 دآبادیز -رجان یس ياوحد 4)0( -

 14 شهربابک ياوحد 10)2( یدگیپرو رنگ يزرد

 15 ارآبادیاخت -کرمان  یقوچکله 4)0( -

 16 آبادفرح – کرمان ياوحد 3)1( یدگیپرک و رنگیموزائ

 17 آبادشاهرخ – کرمان ياوحد 2)0( -

 18 آبادیزنگ – کرمان ياکبر 4)0( -

 20 گیر -ماهان  یاحمد آقائ 4)1( یدگیپررنگ

 21 لنگر -ماهان  ياوحد 3)0( -

      جمع کل  106) 11(   
      یدرصد آلودگ  10,37  
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ک و يرازک در باغات پسته استان کرمان. علائم موزائ يد کوتولگيروئيدرختان پسته آلوده به و يعلائم مشاهده شده بر رو -۲شکل 

 .شده از منطقه انار يبردارنمونه يپسته رقم کله قوچKer.Ana.P1 ه يجدا يهابرگ يبر رو پريدگيرنگ

  

  
 DNAمربوط به قطعه  يباز جفت ۳۰۰ بايتقر باند ليتشک به منجر SmaIم يآنز با شده هضمب يد نوترکيپلاسم الکتروفورز -۳شکل 

 DNA اندازه نشانگر: M د.يگرد درصد کي آگارز ژل درون pTZ57R/Tد يپلاسم يجفت باز ۲۸۸۶باند و Ker.Ana.P1 ه يجداپار تک

)Gene Ruler™100bp DNA Ladder, Fermentase(.  
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ن رفتن گل يار، از بيخ يهاگل ي) بدشکلالفط گلخانه، يار در شراياهان خيگ Ker.Ana.P1ه يجاد شده توسط جدايعلائم ا -۴شکل 

و  ي) کوتولگ. جSuperina F1ار رقم ياه خيگ يجاد شده بر رويک ايب)علائم موزائ .Beith alphaبرگ در رقم  يو بدشکل يز برگين، ريآذ

  . Superina F1ار رقم ياه خيگ ياه و برگ بر رويگ يبدشکل

  

ه يپسته با استفاده از جدا يهاهيپا يکيمکان يزنهيما -ج

Ker.Ana.P1  
با استفاده از سه روش  یزنهیسال پس از ماکی

توسط هر دو آزمون  RNA، HSVdق یو تزر یشی، سایبرش

RT-PCR ار در یارقام خ يبر رو یبرگشت یزنهیو ما

 دیگرد یابید ردیروئیپسته، و يهمار شدیت يهاهیپا

 HSVdرغم انتقال یاست که عل ین در حالی). ا5(جدول 

گونه چیه یزنهیماه پس از ما 18ش، یمورد آزما يهاهیبه پا

  د.یدر ارقام پسته مذکور مشاهده نگرد یعلائم

  محاسبات آماري  -د

-86ن یپسته ب يهاهیپا يبر رو HSVdراندمان انتقال 

کار برده شده، ن سه روش بهیر بود. از بیدرصد متغ 46

ب یبه ترت  HSVdراندمان انتقالن یبالاتر یبرشزنی مایه

-UCBو  یبادام يهاهیدرصد جهت پا 80و  67/86برابر با 

انگر یز بین ي). محاسبات آمار5را نشان داد (جدول  1

 یشیو سا یانتقال برش يهان روشیدار بیاختلاف معن

کدام چی. در ضمن هالف) -5شکل ) (>P 05/0باشد (یم

سه با یرا در مقا يداریاز دو روش ذکر شده تفاوت معن



  )1399( 10شماره  ،5 جلد ،مجله علوم و فناوري پسته
 

78 
 

ن در مورد تاثیر یندادند. همچن نشان RNAق یروش تزر

 HSVdت انتقال توسط یمیزان قابل پسته بر يهاتهیوار

 -5شکل ) (=P 64/0مشاهده نگردید ( يداریاختلاف معن

  . ب)

از نخستین و مهمترین  سنجیزیست هايآزمایش

کار رفته جهت تشخیص ویروئیدها و هاي بهروش

هاي ناشی از آن ها بوده و تاکنون نیز از کاربرد بیماري

 ;Hodgson et al., 1998باشند (وسیعی برخوردار می

Raymer & O’Brien, 1962; Roistacher, 1996; Singh 

& Ready, 2003 در این تحقیق، روش هاي .(

شامل روش هاي سایشی، برشی، تزریق  سنجیزیست

RNA نتقال مکانیکی هاي پسته و ابر روي نهالHSVd  به

   هاي پسته استفاده گردید.پایه

  

 .پسته با استفاده از سه روش مختلف يهاهيبه پارازک  يد کوتولگيروئيو Ker.Ana.P1انت يزان انتقال واريم -۵جدول 

یزنهیروش ما  رقم مورد استفاده 

 Badami UCB-1 

 اهان آلوده شدهیتعداد گ/شده یزنهیاه مایتعداد گ(%) 

یبرش  13/15 ( %86,67 ) 12/15 ( %80 ) 

یشیسا  9/15 ( %60 ) 7/15 ( %46,67 ) 

) RNA 11/15ق یتزر %73,33 ) 12/15 ( %80 ) 

P  68/0مقدار   

  

مختلف پسته  يهاهين اثر پايانگيسه ميب) مقا. HSVdزان انتقال يبر م يزنهيمختلف ما يهان اثر روشيانگيسه ميالف) مقا -۵شکل 

ن سطوح مختلف هر عامل يدار بيمعن يانگر تفاوت آماريار) با حروف متفاوت بيمع يخطا ±ها (نيانگي. مHSVdزان انتقال يبر م

 ).P < 0.05باشند (يم يبراساس آزمون توک يشيآزما

a a

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100

بادامی UCV-1

ل 
تقا

ن ان
يزا

م
H

SV
d

(%
)

ارقام پسته

a

ab

b

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100

برشی سایشی تزریق آران اي با سرنگ

ال 
نتق

ن ا
يزا

م
H

SV
d

 
(%

)

روش های مايه زنی

 (ب) (الف)



  ن ویروئیدای نسبت به پسته پایه رقم دو هاي پسته استان کرمان و ارزیابی انتقال مکانیکی و برهمکنشپراکنش ویروئید کوتولگی رازك در باغ
 

79 
 

 ار به عنوانیاه خیارقام مختلف گ HSVdدر مورد 

 Hatayaشوند (یج شناخته میاه شناساگر مناسب و رایگ

et al., 2017; Sano, 2003a; Sasaki et al., 1989; Yang 

et al., 2008و ی، عدم باردهیاز قبیل کوتولگ ی). علائم 

و کوچک  یدگی، چروکین (پژمردگیآذگل یبدشکل

ساقه به  يهاان گرهیو کاهش فاصله م یز برگیشدن)، ر

رقام ا يرازك بر رو ید کوتولگیروئیعنوان علائم شاخص و

و  Beith alphaق (ین تحقیار مورد استفاده در ایخ

Superina F1 ،(ییزايماریو ب یجاد آلودگیکننده ا تأیید 

 اهیگ ياه پسته بر رویجدا شده از گ یرانیا يهاانتیوار

 Sano, 2003a, b; Vanباشند (ید میروئین ویشناساگر ا

Dorst & Peters, 1974.(  

ک عامل قابل انتقال از یرازك  ید کوتولگیروئیو

 Barbosa etباشد (یم یکیمکان یزنهیوند و مایق پیطر

al., 2005; Reanwarakorn & Semancik, 1999 لذا در .(

به  HSVdآلوده به  يهنمون یکیق، از انتقال مکانین تحقیا

سالم پسته مورد استفاده قرار گرفت. به طور  يهاهیپا

و  یاهان چوبیرازك در گ ید کوتولگیروئیمعمول، و

 ,Semancikباشد (یبرخوردار م ینیاز غلظت پائ یدرخت

خالص در  يبه آموده یابی). لذا جهت دست2003

 RNAبالا و مناسب، از عصاره و همچنین  يهاغلظت

د یروئیوار آلوده استفاده گردید. یحاصل از ارقام خ

) ژنوم CCR( یه حفاظت شده داخلیرازك در ناح یکوتولگ

 یاختصاص )restriction site( ک محل برشی يخود دارا

باشد، یم restriction enzyme( SmaI( یم برشیجهت آنز

ک یمذکور  يجفت آغازگرها يل در ابتداین دلیبه هم

گرفته شده است و م در نظر ین آنزیمحل برش جهت ا

 پوشانرفت و برگشت نسبت به هم حالت هم يآغازگرها

)overlap( لندتر د بیر شده ده نوکلئوتیداشته و طول تکث

این ارقام خیار توسط باشد. ید میروئیو یقیاز طول حق

آلوده و سپس به منظور  HSVdمکمل تک پار  DNAقطعه 

اصل ج حینتادند. یپسته استفاده گرد يهاهیپا يسازآلوده

به  HSVdانگر انتقال یب یکیانتقال مکان يهااز آزمون

اه پسته با راندمان بالا به یک عامل آلوده کننده گیعنوان 

ن یج ایباشد. نتایمورد نظر گیاهان پسته م يهاهیپا

) Garnsey & Whidden  )1973ج یق، مشابه نتایتحق

 يبالا ییکارا کننده تأیید، )Roistacher et al.  )1983و

و  یاهان چوبید به گیروئین ویجهت انتقال ا یروش برش

آلوده  ا عصارهی RNAق یق تزریاست. انتقال از طر یدرخت

عمده و  يهااز روش یکیبا استفاده از سرنگ به عنوان 

 Coconut( لیکادانگ کادانگ نارگد یروئیمهم انتقال و

cadang-cadang viroid (ن یدر ا یجاد آلودگیجهت ا

 ,Hanold & Randlesگزارش شده است ( يریگرمس اهیگ

1998; Hodgson et al., 1998; Imperial et al., 1985( .

 ییکارا يهدهندز نشانیق نین تحقیج حاصل از اینتا

پسته  يهابه نهال HSVdن روش جهت انتقال یمناسب ا

  باشد.یم

 يماریعنوان عامل برازك به ید کوتولگیروئیو

 & Reanwarakornشود (یشناخته ما مرکبات یکاچکس
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Semancik, 1999 ک مطالعه،ی). درet al.  Al Rwahnih 

پوست مرکبات را از  یخوردگد تركیروئیز وی) ن2018(

اء با منش یاز ارقام يکا (در مواردیاهان پسته کشور آمریگ

ازك، ر ید کوتولگیروئی) گزارش نمودند. علاوه بر ویرانیا

 یس مرکبات، کوتولگیاگزوکورت يدهایروئیتاکنون و

 یو تاخوردگ) Citrus dwarfing viroid, CDVd( مرکبات

 Ebrahimiاند (دهیران گزارش گردیبرگ مرکبات از ا

Moghadam et al., 2014با در نظر گرفتن پاتوژن .( 

 اه پسته، ویاهان مرکبات از گیگ آلوده کننده يدیروئیو

پسته و  اهانیع گیکار وسون گسترش کشتیهمچن

مرکبات در سطح کشور، از جمله استان کرمان، توجه به 

ر به گید يدیروئین مسئله از لحاظ امکان انتقال عوامل ویا

  باشد. یاه پسته لازم میگ

ارقام مقاوم و متحمل نسبت به  ییشناسا

 یاهیگ يهاروسینه ویاز جمله در زم یاهیگ يهايماریب

نه ین زمیباشد. در ایبرخوردار م یت فراوانیاز سابقه و اهم

 Scion/rootstock( نارنج يهیپا یتوان به معرفیم

combination( س مرکبات،ید اگزوکورتیروئیمتحمل به و 

 يستزایروس تریمتحمل به و Poncirus trifoliata يهیپا

متحمل به  )Sour orange( پرتقال ترش يهیمرکبات، پا

) و CVd-IIbگروه  يهاانتیرازك (وار ید کوتولگیروئیو

 Granny Smithا یو  Golden Deliciousب یارقام س

ب اشاره نمود یس يانهید پوست پیروئیمتحمل به و

)Koganezawa et al., 2003; Lee, 2015ن ی). همچن

ه و یمرکبات در ارقام پا يهادیروئیها و وروسیاز و یبرخ

علائم باشند و ظهور یمپنهان  یآلودگ يوندك دارایپ

-Baniوندك استفاده شده دارد (یه/پیب پایبه ترک یبستگ

Hashemian et al., 2010; Lee, 2015ی). در این بررس 

مشاهده  HSVdهیچگونه آلودگی نسبت به  يدر رقم اکبر

 10حدود  یمورد بررس يهاد، اگر چه تعداد بوتهینگرد

از  يش بودند. رقم اکبریدرصد از کل درختان مورد آزما

ن، این موضوع نیاز به یبنابرا .باشدیالرشد معیارقام سر

دارد. باتوجه به مطالب مذکور، انجام  يشتریب يهایبررس

 زان تحمل ارقام مختلفیم یابیجهت ارز یلیقات تکمیتحق

، اهانین گیرازك در ا ید کوتولگیروئیان ویپسته و ب

 ازیوندك، نیه/پیمتفاوت پا يهابیترک یخصوص بررسبه

  دارد. یلیبه مطالعات تکم

  

  گيري كلينتيجه

 يدیروئیو و یروسیتاکنون سه عامل و

د یروئی، وPistachio ampelovirus A ) شاملیروسیو(شبه

ك از راز ید کوتولگیروئیو و پوست مرکبات یخوردگترك

ا) کیران و آمریتونس، ا يا (کشورهایدرختان پسته در دن

 Elleuch et al., 2013; Al Rwahnihاند (دهیگزارش گرد

et al., 2018; Maddahian et al., 2019هایبررس ی). ط 

ئم ز، علایق نین تحقیصورت گرفته در ا يهايبردارو نمونه

در باغ هاي پسته استان مشاهده  يدیروئیو و یروسیشبه و

ها نسبت به آن یا عدم آلودگی یشدند که تنها آلودگ
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HSVd ژه از آن جهت قابلیون مسئله به ید. ایگرد یبررس 

مهم  يهايماریاز ب یبرخباشد، که علائم یتوجه م

 س مرکبات، در ابتدا با عواملیاز قبیل اگزوکورت يدیروئیو

 & Reichertارتباط داده شده بود ( یکیزیولوژیف

Perlberger, 1934; Moreira, 1938که منشاء  ی). از آنجای

در کشور تونس  HSVdاه پسته به یگ یآلودگ یاحتمال

 Maddahian etباشد (یران میپسته و کشور ا یرانیارقام ا

al., 2019دو عامل  ين با در نظر گرفتن جداسازی) و همچن

) از ارقام CBCVdو  PAVAگر (ید يدیروئیو و یروسیو

 Iranو  یمانند دامغان، کرمان، بادام یرانیپسته با منشاء ا

Larg ا در شتر ریقات بیتحقکا، لزوم یاز باغ هاي پسته آمر

ک یعنوان ، بهيدیروئیو – یروسیارتباط با وجود عوامل و

اه پسته در کشور را ید مرتبط با گینوظهور و جد دهیپد

). با شناخت Al Rwahnih et al, 2018د (ینمایم يادآوری

اه ین گیدر ارتباط با ا يدیروئیو - یروسیعوامل و یو معرف

 اهانیزا در ارتباط با گيمارین گروه از عوامل بیت ایو اهم

 ين مسئله از سویست ایبایوه، میچند ساله و درختان م

 مرتبط با صنعت پسته کشور در ییو اجرا یقاتیمراکز تحق

 تی، رعايریشگینه، پیت و قرنطیریاز جمله مد يموارد

 یاهیو سلامت مواد گ ینکات مربوط به بهداشت زراع

 یخسارت احتمالجاد یاز گسترش و ا يریجهت جلوگ

د. رنیگمد نظر قرار یاهیگ يهان گروه از پاتوژنیتوسط ا

و  یسنجستیز يهاهمزمان از آزمون ق و استفادهیتلف

ذا رد. لین راستا مورد توجه قرار گیتواند در ایم یمولکول

اهان شناساگر و یاز قبیل گ یصیتشخ يکاربرد ابزارها

 يریمناطق آلوده و جلوگ ییجهت شناسا PCRهاي آزمون

خاصی ت یاهم ازن عوامل به مناطق سالم یاز گسترش ا

  . باشندبرخوردار می

  

  يسپاسگزار

 یهایدات گیتول يروپژوهشکده فنانگارندگان از 

ن پروژه (طرح یل فراهم آوردن امکانات انجام ایبه دل

 .ندینمایم ی/پ) قدردان106/900شماره یپژوهش
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Hop stunt viroid Distribution in Pistachio Gardens of Kerman Province and 

Evaluating the Mechanical Transmission and Reaction of Two Pistachio Rootstocks to 

this Viroid 

 
Abstract 

Hop stunt viroid (HSVd) infects a large 

number of woody plants such as grapevine, citrus, 

plum, peach, fig, mulberry, pear, pistachio, and 

almond. Kerman province is the most major 

pistachio‐growing region in Iran. During 2015–

2016, pistachio cultivars were surveyed in the 

province to detect HSVd. A total of 106 

asymptomatic and symptomatic leaf samples 

showing mosaic, yellowing, and chlorosis 

symptoms were collected from pistachio trees and 

assayed for the HSVd infection by reverse 

transcription polymerase chain reaction, and dot‐

blot hybridization. Results showed that four 

pistachio cultivars (Momtaze, Kalleh‐Ghouchi, 

Ohadi, Ahmad-aghaei) are infected by HSVd, 

while no HSVd infection was detected in the 

Akbari cultivar. In this study, bioassay tests 

including the mechanical transmission of viroid to 

pistachio rootstocks were used to evaluate the 

biological characteristics of Iranian HSVd 

pistachio variants. The infectivity of one HSVd 

variant (Ker.Ana.P1) was further verified by 

mechanical inoculation. The viroid variant was 

transmitted to two different healthy pistachio 

rootstocks (Badami, University of California 

Berkeley I (UCB-1)) using infected sap by three 

inoculation methods i.e. slashing, rubbing, and 

RNA injection. Results indicated that all three 

methods cause infection of the pistachio rootstocks 

with HSVd. However, the slashing inoculation 

showed higher transmission efficiency in Badami 

and UCB-1 at the rate of 86.67 and 80 percent, 

respectively. According to this study, it seems that 

HSVd infection is increasing on pistachio trees in 

Kerman province due to lack of attention to 

sanitary measures during agricultural operations 

such as pruning, which leads to transmission of 

disease agents like viroids. 

Keywords: Biological indexing, Pistachio 

cultivars, Prokaryotes 

 

 


