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 چکیده

 لیمهو تهرشباغهات  یعیوسه طوربههاست که  ایینهمهلک و قرنط یماریب یک ،لیمو ترشجادوگر  یجارو یماریب

 یونهدمانند حشرات ناقهل، پ یمختلف یهاروش یقاز طر یتوپلاسماییف یماریب ین. عامل اکندیم یدجنوب کشور را تهد

بهودن  ایینههقرنط یلمنتقل شود. متاسفانه بدل لیمو ترشبه درختان سالم  تواندیم دهواستفاده از ابزار آل و آلوده یوندکپ

 یعلمه ههایپژوهش ینآزاد وجود ندارد. بنابرا یطدر سطح باغ و مح هاآزمایییو راست هاپژوهشاز  یاریآن، امکان بس

 یریتمختله  کنتهرو و مهد یههاتسهت روش یماری،ب یشرفتعوامل پ یاه،و گ یمارگردر مورد برهمکنش عامل ب ولیها

انجها   ی کنتهرو شهدهههایطمح باید در یصیتشخ هاییتآزمون ک یماری،متحمل به ب هیختترار یاهانگ یبررس یماری،ب

است تا بتوان در  یتوپلاسماف یماریآلوده به ب یاهانگ یدتول یبرا یطشرا ینبهتر یافتن پژوهش ینا یشود. هدف از اجرا

آلهوده و سهالم  هاییونهدکبها اسهتفاده از پ پهژوهش یهناز آنها استفاده کهرد. در ا یلیات تکمدر مطالع یبعد یهاقد 

 یطشهرا یو بها بررسه ییانتهها یوندمعکوس( و پ T) یجوانه از نوع شکم یوندکنترو( و با استفاده از دو نوع پ عنوانبه)

در انتقهاو  یشهتریب یهتاز موفق یینتههاا یوندجوانه نسبت به پ یوندمشخص شد که پ یوندکو پ یهپا صاتو مشخ یوندپ

 .برخوردار بوده است یماریب

 .یماریجاروک، انتقاو ب یماریب یه،پا یوندک،پ: های کلیدیواژه
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 مقدمه

 آمهددر یهاور یلیهاردم 411 یهدبها تول ترش یمول

در  یمحصهوتت بهاغ مهمتهرین جمله از ناخالص

 لیمهو تهرش یهتکشهور اسهت. اهم یجنوب ینواح

 یهزمنطقه ن بومی اقتصاد در شده، ر ذکربر آماعلاوه

در  یمحصهوو نقهش مهمه یهنقابل تامهل اسهت. ا

از درآمد  یادیمنطقه داشته و بخش ز یاقتصاد محل

. دههدیم یلرا تشهک ییروستا نوارهایناخالص خا

عملکرد  یزانم ی،وزارت جهاد کشاورز یآمار رسم

 یلوگر ک 6651را  1400 لیمو ترش در ساوباغات 

کل آن را در کشور حهدود  یدتار و تولدر هک یوهم

 Agricultural) دههههدیتهههن نشهههان م 687433

Statistics. 2022 .) 

 جارویمهلک  یماریب یراخ یهامتاسفانه در دهه

 WBDL (witches’ broom یا لیمو ترشجادوگر 

disease of lime)از نظهر کهاهش  یبزرگه ید، تهد

 یاقتصهاد یبهوده و رهررها لیمو تهرش یداتتول

 یهلتحم یبخش از کشهاورز ینرا در ا داریینمع

ترس از گسهترش آن بهه  ین،ا برعلاوهکرده است. 

 یاز نگرانه یکشور، موج خیزمناطق مرکبات یگرد

 یمهاریمورد ب ینکرده است. اول یجادرا ا دیدو ته

لیمهو از باغات  1975در ساو  ،لیمو ترشجاروک 

( و به Bove. 1986کشور عمان گزارش شد ) ترش

در کشهور  بیمهاری علائهم بعهد، سهاو چند لهفاص

( و پس Garnier et al. 1991) یامارات متحده عرب

 یههران( و اGhosh et al. 1999از آن در هنههد )

 ههایگزارش(. Bove et al. 2000گهزارش شهد )

از کشور عمان نشان داد کهه در حهدود سهه  یبعد

 ینآلوده به ا ،لیمو ترشدرختان  %98از  یشدهه، ب

 انهدرفتهه یناز آنهها از به یاریشهده و بسه یماریب

(Chung et al. 2006در ا .)یناول یماری،ب ینا یران 

در منطقههه قصههر قنههد اسههتان  1376بههار در سههاو 

 یههن و بلوچستان گزارش و بعد از آن در بقیستاس

هاست. به یافتههمجوار گسترش  هایمناطق استان

از باغات منهاطق  یریکه همه ساله تعداد کثیطور

 یدقرار داده و باعث کاهش شد یرلوده را تحت تاثآ

شهده مهیانهدا  باغات آلوده  یتمحصوو و در نها

 هههایگزارش(. براسههاس Mardi. 2012bاسههت )

شده اسهت.  ییدتا یماریب ینبودن ا گیرههم یرسم

 160000بهال  بهر  1385ساو  یانکه تا پا طوریبه

 هایکشور در استان یدرخت آلوده در مناطق جنوب

 یهزانمبنها، م ین. بهر همهبهود مختل  رصهد شهده

میلیهارد تومهان  27بهیش از  در آن زمهان خسارت

هماننهد:  یمختلف یشامل پارامترها کهبرآورد شده 

ریهاو(،  یلیهاردم 46افهت تولیهد و درآمهد ) یهزانم

ریاو( و خریهد و  یلیاردم 23خشک شدن درخت )

ریهاو( و  یلیهاردم 9/3جایگزینی درختهان بیمهار )

 (.Mardi. 2012aاست ) سازینهعوامل هز یرسا

 

 یماریانتقال ب یهاجاروک و روش یماریب عامل

نهوع  یهک تهرش، یمهوجهاروک ل یمهاریب عامل

 Candidatus یبههها نههها  علمههه یتوپلاسهههماف
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Phytoplasma aurantifolia و از لحهها   اسههت

کنجد  یلودیبا عامل ف یکیارتباط نزد یلوژنتیکی،ف

 ;Albanese and Garnier, 2006و شاهدانه دارد )

Chung et al. 2006 .) 

 یههوارهبههدون د هههایییباکترشههبه یتوپلاسههماهاف

  منفههرد و بههه قطههر یغشهها یههک یدارا ی،سههلول

nm 200-800 تکامهل  یبوده که ژنومشهان در طه

 یناست. ا یدهرس kb 750کوچک شده و به حدود 

داشههتن ژنههو  کوچههک و  یلبههدل ههها،ینههوع بههاکتر

طبقهه Mollicuta جهزو رده یسلول یوارهنداشتن د

گر  مثبت، از  هاییبا باکتر یلدل ینو به هم بندی

ی، متفاوت در نظهر گرفتهه مهClosteridium یلقب

از  یاریژنو  و از دسهت دادن بسه ی. کوچکشوند

هماننهد  یسهمیمتابول هایدر فرآیند یلدخ هایژن

 یررور یدهایاسینوو آم یدها، نوکلئوتATPسنتز 

 یاجبهار یهتپاراز ها،یباکتر یناتا  یدهباعث گرد

 هایفرآینهداز  یاریشهوند و در بسه یدرون سلول

 یوابسهته باشهند. در طه یزبهانبهه ژنهو  م یستیز

بهات، در  هایدر غلظت یتوپلاسماهاف یرتکامل، تکث

جوان، سهازگار  هایو شاخه هایشهر یاجزاء آوند

 (. Kube et al. 2012; Bai et al. 2006شده است )

 یبههه عوامههل مختلفهه یمهاریب یههنئههم ابهروز علا

دارد  یبسهههتگ یههه همچهههون دمههها و نهههوع ژنوت

(Noorizadeh et al. 2023.) یلبه دل فیتوپلاسماها 

و  یهاهبودن، مجبورند در سلوو گ یاجبار یتپاراز

شهههان باشهههند. انتقهههاو بهههدن حشهههرات ناقل یههها

بهه  یعهت،در طب لیمهو تهرشجاروک  یتوپلاسمایف

کههه نقههش  Hishimonus phycitisزنجههره  یلهوسهه

امهر بها  یهن. اشهودیحشره ناقل را دارد، انجها  م

از  هکه ییههادر زنجرک WBDLعامهل  یجداساز

اسهت.  یدهاند، به اثبات رسدرختان آلوده جدا شده

 یههصورت است که در زمهان تذذ ینه اانتقالشان ب

وارد دسهتگاه گهوارش آن  یهاهی،گ یرهحشره از ش

 یههاو در بافت سلوو عبور کهرده یوارهشده، از د

و دوباره بها ورود بهه  یابندیم یرحشره تکث یداخل

 یاهاز گ تذذیهو ترشح در بزاق در موقع  یغدد بزاق

 .Hogenhout et al) شهوندیسالم، به آن منتقهل م

2008 .) 

 یونهدانتقاو، توسط انسان و بها عمهل پ یگرراه د

قادر  یتوپلاسماآلوده به ف یوندککه پ یطوربهاست 

 یههرا به پا یماریموفق، عامل ب یونداز پ است پس

 یبهرا ،پژوهشهی هایفعالیتسالم انتقاو دهد. در 

 یها و حتبه گونه یتوپلاسماییف یهایماریانتقاو ب

از ههم دور هسهتند،  یکه از لحا  تکهامل یاهانیگ

. توسط شودیسس استفاده م یانگل یاهمعموت از گ

انش به پرو لیمو ترشجاروک  یتوپلاسمایسس، ف

(Catharanthus roseus منتقههل شههده و علائههم )

 ،لیمو تهرش یبر رو یماریهمانند علائم ب یماریب

ها شدن سرشاخه یها، جاروئبرگ نبا کوچک شد

 Garnierگزارش شهده اسهت ) هایوهم یو بدشکل

and Bove, 2000 1( )شکل-a.)  
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و  ین،کنتههرو نههاقل یههلاز قب یسههنت هههایروش

در کنتهرو  یمحهدود یهتلقاب ایینههاقدامات قرنط

 یگهریموثر د یهاراه یلدل یندارند. به هم یماریب

و کنتههرو خسههارات  یریتبههات در مههد یلبهها پتانسهه

متحمهل بهه  یهاارقها  مقهاو   یهدمانند تول یماریب

 ههاییکتکن یاو  یکاصلاح کلاس یقاز طر یماریب

وجود  یختهترار یاهانگ یدمانند تول زیست فناوری

لزو   برعلاوهارقا  مقاو   یرفدر مع یتدارد. موفق

 یازمنهدآنهها، ن یددر تول یحصح راهبرد یکداشتن 

 یمهارگرمختل  ارقا  در مقابل عامهل ب یهاآزمون

بهات در احتمهاو انتقهاو  یتحساسه یهلدله . باست

 یههاییشتوسط حشرات در آزما یریماناخواسته ب

بههاز وجههود دارد،  یفضهها یههاکههه در سههطح بههاغ و 

 یههک یازمنههددر وهلههه اوو، ن هههاآزمههایش ینگونههها

رشهد  یههااتاقک یهاها مانند گلخانه یزولها یفضا

آنهها  یرا بهر رو یمهاریهستند که بتهوان عامهل ب

 (. Mardi et al. 2015کرد ) یشآزما

بههه  یمههاریب انتقههاوروش  سههازیینهبه ینبنههابرا

 یبرا شده یارقا  تازه( معرف یا هیخت)ترار یهانهاو

 وآنهها، رهرورت دارد  یوبهر ر یلیمطالعات تکم

 هاییونهدکاستفاده از پ روش ترینیمنو ا ینبهتر

تز  اسهت تها  یهاز،ن ینهمه یهلدله . بهاستآلوده 

 آلههوده  یاهههانبههه گ یابیو دسههت یونههدپ فرآینههد

شود تا بتوان بها  سازیینهبه دهکنترو ش یطدر شرا

 مههورد آزمههون را  یهههابههات تمهها  نهاو ینههاناطم

همزمهههان و  طوربههه ،یلههیمطالعههات تکم یبههرا

 کهرد. ههدف از  یمهاریآلوده به عامهل ب یکنواخت

 و  یرمس ینو هموار کردن ا یدنرس یزن پژوهش ینا

 موفق است. یونددر پ یلعوامل دخ یبررس

در  یاهههان،گ یههرتکث بههرعلاوه یونههد،پ یههکاز تکن

کهه  شودیاستفاده م یزن یگرد هایینهاز زم یاریبس

 ههایودگیآل یصخهمچون تش یبه موارد توانیم

 یاهانگ یدتول یتوپلاسمایی،و ف یروئیدیو یروسی،و

و  یهههروسو ههههاییماریاز ب یعهههار یونهههدیپ

 هاییتحههذف و غلبههه بههر محههدود یروسههی،وشبه

بال  و  یهابافت یسازجوان یطی،و مح یکیاکولوژ

 یهاءاح یوه،در درختان م یکوتاه کردن مرحله جوان

ریههق از طمنجمههد  یهاشاخسههاره-دوبههاره نههوک

cryopreservation حمل و نقهل و امکهان تبهادو ،

 ییدر شناسهها یلپلاسههم سههالم، تسهههژر  یعسههر

 یهانجات شاخسهاره یوند،پ یزودهنگا  ناسازگار

ناقص، مطالعه ارتباطهات  هایینو جن یشهبدون ر

 یاهانگ یدو تول یاهمختل  گ یهادر بخش یگنالیس

(. Soheilivand. 2022اشهههاره کهههرد ) یهههدیپلوئ

انتقاو  یهااز راه یکیعنوان شد  که قبلایانطورهم

 یمههاری،مقاومههت بههه ب یجههادا یحتهه یههاو  یمههاریب

روش در  یهناسهت. از ا یونهدپ یهکاستفاده از تکن

رفتهار و رونهد  یبررسه یاز مطالعات بهرا یاریبس

 .Sabry et al) یهارهمچهون خ یاهانیدر گ یماریب

( و Spanò et al. 2020) یفرنگ(، گوجههه2015

 ( استفاده شده است. Devi et al. 2021وانه )هند
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 هاو روش مواد

 یههمچون ته یشامل مراحل مختلف پژوهش این

آلوده  یهاشاخساره یهسالم، ته لیمو ترش هاییهپا

و  یونهداز آنهها، انجها  پ هایوندکپ یهو سالم و ته

بهه  یینها ییدآنها و تا یجنتا یزعلائم و آنال یبررس

 . است(PCRای پلیمراز )واکنش زنجیرهکمک 

 ینانآنها جهت اطم PCRو  لیمو ترش هاییهپا تهیه

 از سالم بودن آنها

شده قبهل از  یهته لیمو ترشساله  2-3 هاینهاو

 یهکشده و از هر  یگذارورود به گلخانه برچسب

 دی.ان.اِو از آنهها  یههته یبرگه یهااز آنهها نمونهه

بهها جفههت  PCRاسههتخراج شههد. پههس از انجهها  

از عد   ینانو اطم (1جدوو ) P7و  P1 یازگرهاآغ

گلخانهه  یهکدر  یتوپلاسهماف یمهاریبهه ب یآلودگ

 شده از حشرات قرار داده شدند. یزولها

 یتوپلاسماسالم و آلوده به ف یهاشاخساره تهیه

آلوده توسط همکاران محتر  در مرکز  یهانمونه

 یعههیو منههابع طب یو آمههوزش کشههاورز یقههاتتحق

 ینشده بودند. ا تهیهاز درختان آلوده استان فارس 

دار جهههت حفهه  ها در داخههل روزنامههه نههمنمونههه

 (. b -1رطوبت قرار داده و ارائه شده بودند )شکل 

ها، آنها بهه قطعهات شاخساره یافتبه محض در

شده و در ظهروف درب بسهته در  یمکوچکتر تقس

 (. c-1شدند )شکل  یدارنگه یخچاو

 

 
 یرطبیعیغ هاییوهبا م لیمو ترشجاروک  یماریشاخه بارده آلوده به ب (a .هایوندکها و پنمونه شاخساره -1شکل 

b) شده از درختان آلوده  یهته یهاشاخسارهc) یونداز عمل پ تا قبل یخچاوها در شاخساره یدارظروف نگه d) 

 ییانتها یوندجهت استفاده در پ یدهبا برگ بر یوندکپ
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و  لیمو ترشدرختان سالم از  یزسالم ن یهانمونه

شدند. تز  به ذکر است  ینتام PCRآزمون شده با 

از  یهکو در ههر  یشمراحل انجا  آزما یدر تمام

 یلهواز  و ابزارهها یتمهام یونهدها،مراحل انجا  پ

 یندهمورد استفاده بهه دقهت بها الکهل و مهواد شهو

مهواد  یتمام ین. همچنشدندیم یزو تم یردعفون

و سپس  یوسط اتوکلاو ردعفونت یمانده،باق یاهیگ

 .شدندمعدو  

 هاییونددکو پ هایهپا یسازو آماده یوندهاانواع پ

  لیمو ترش

 Tجوانهه ) یونهددو نوع روش پ پژوهش ینا در

سهالم و  یونهدکبها دو نهوع پ ییمعکوس( و انتهها

کهاملا  یههبا طرح پا 2*2 یلآلوده بصورت فاکتور

 7شدند. در هر تکرار  یشتکرار آزما 3ا ب یتصادف

 SAS یافهزار آمهاربها نر  یجانجا  شد. نتها یوندپ

 شد.  یزآنال

و در دو  انکنبا روش د یمارهات یانگینم یسهمقا

درصد صهورت گرفهت.  یکپنج و  داریسطح معن

شهدن از  یروز سپر 10پس از  یوندهامشخصات پ

 ونهدکیکهه پیشد تا زمان یزدن بررس یوندپ یختار

در آن  یمهاریکامل رشهد کهرده و علائهم ب طوربه

-2 یهااز درختچه لیمو ترش هایپایه ظاهر شود.

در گلخانهه  یزولهها کهاملاً یطکه در شرا یاساله 3

ها بصهورت درختچهه یهنبودند، انتخاب شهدند. ا

-2ها کاشته شده بودند )شهکل جداگانه در گلدان

a و هر  یاریآب یکبارمرتب هر چند روز  طوربه( و

محلوو در آب،  ییغذا یهاتوسط محلوو یکبارماه 

منتخههب، رشههد  یاهههان. مههلاک گشههدندیم یهههتذذ

 .مناسب و سالم بودن آنها بود

ههها و در وهلههه اوو برگ یونههدکپ یهههته یبههرا

شاخساره حذف و  یآنها، از رو یاراف یهاقسمت

استفاده انتخاب شدند )شکل  یسالم برا یهاجوانه

1-cیشهکم یوندهر پ ی(. برا (T  ،)یهکمعکهوس 

جوانه خواب سالم انتخاب شهد و درسهت قبهل از 

از شاخساره بهه همهراه  یه،پا یخراش بر رو جادیا

پهر از آب قهرار داده  یشد یپوست جدا و در پتر

شد تا رطوبت خود را تا زمان قرار دادن در محهل 

 یهک یهزن ییانتها یوندپ یاز دست ندهد. برا یوندپ

 شدیم یدهسالم انتخاب شده و برگ آن بر یوندکپ

 یسهو  آن بهه همهراه جوانهه بهاق یککه  یطوربه

 یونهدکخها  بهه سهمت پ یرهش یانبماند تا در جر

 (.d-1 شکلکمک کند )

هههها و معکهههوس برگ T یونهههدانجههها  پ بهههرای

حذف شده و پس  یونددر محل پ یاراف یهاشاخه

معکوس بر  Tصورت هاز آن دو برش عمود برهم ب

(. پس از b-2)شکل  شدیم یجادا یهپوست پا یرو

 یوندکف، پپوست در محل شکا یهابلند کردن لبه

 یهروارد محهل شهکاف شهده و ز یهاطجوانه با احت

)وجهود  گرفتیقرار م ایاصلهف یچپوست بدون ه

اختلاو  یجادا برعلاوهو پوست  یوندکپ ینفاصله ب

کههالوس و مداخلهه در جههوش خههوردن،  یجهاددر ا

باعههث نفههوذ هههوا شههده و موجههب خشههک شههدن 
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 یوند(. پس از انجا  پشودیم یهو پوست پا یوندکپ

 یلمپهاراف یهاکامل با نوار تفلون  طوربه یوندحل پم

 ییهاشاخه یزن ییانتها پیوند. در مورد شدیبسته م

بودنهد در  یونهدکبرابر با قطر پ یباکه قطر آنها تقر

 طوربههاز وسهط  یه ت یلهانتخاب و بوس یهپا یرو

 ی)به اندازه محل برش خورده انتهها یعمود شکاف

(. سهپس محهل c-2)شهکل  شدیم یجاد( ایوندکپ

کامهل داخهل شهکاف  طوربه یوندکبرش خورده پ

 یا یلمکاملا با نوار پاراف کافقرار گرفته و محل ش

 یبهرا یکپلاسهت یسههشهده و بها ک یچیهدهتفلون پ

)شهکل  شهدیم یدهپوشه یدشد یراز تبخ یریجلوگ

2-d( .)Rezazadeh et al. 2018.) 
 

 
. cمعکوس  Tجوانه به روش  یوند. پbمعکوس  T یوندپ یهمسن آماده برا هاییه. پاa: یوندهاانواع پ -2شکل 

 .یکیپلاست یسهبا ک ییانتها یوندهای. پوشش پd ییهاانت یوندپ

 

 یاهددانگ یهدداکددل از بر  یدی.ان.ا اسددتارا 

 یوندیپ

و  Zhangکل، از روش  دی.ان.ایاستخراج  رایب

 ینه اباستفاده شد.  ییرتذ یبا کم( 1998)همکاران 
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 CTABبههافر  یکرولیتههرم 800صهورت کههه حهدود 

، Tris مهوتریلیم CTAB ،100)شامل دو درصهد 

pH 8 ،¼ موتر NaCl ،2  درصدPVP  درصد  2و

به همهراه  لیترییلیم 2مرکاپتواتانل( در هر تیوپ 

پودر رگبهرگ خهرد شهده در  گر یلیم 200 حدود

درجه  60 یدر دما یمارارافه و در بن یعازت ما

ساعت قرار داده شد.  یمبه مدت حدود ن سلسیوس

 یکرولیتههرم 600آن حههدود  یپههس از آن بههر رو

 یالکل )به نسبت حجم یزوآمیلا-محلوو کلروفر 

ها بار وارونه شد. نمونه ین( ارافه و چند1به  24

 یقهبه مدت پنج دق یقهدور در دق 13000 با سرعت

 یهکبه دقهت بهه  ییشده و محلوو رو یفیوژسانتر

 600آن حههدود  یمنتقههل و بههر رو یههزتم یههاوو

 ینو چند یخته( ر-20سرد ) یزوپروپانلا یکرولیترم

با  یقهدق 10به مدت  هایاوبار وارونه شد. سپس و

شهده و  یفیوژسهانتر یقهدور در دق 13000سرعت 

 دی.ان.ای تشهد و پله یختههر دور یهیمحلوو رو

 50درصد شسته، خشک و در  70مانده با الکل یباق

 یزرحل و در فر یلاستر یرآب دوبار تقط یکرولیترم

 شد. یدارنگه

 PCRآغازگرها و  مشاصات

ها با دسهتگاه نمونه یتمام دی.ان.ای هایغلظت

و غلظهت  یهزانم یهکو بهه  یریگنانودراپ اندازه

 یههرو تکث PCRجهههت انجهها  شههد.  سههازییکسان

 یج،کامل از صهحت نتها ینانقطعات مختل  و اطم

انجا  شهد.  PCRهر نمونه چهار نوع واکنش  یبرا

استخراج شهده  دی.ان.اینمونه  یکواکنش  یناول

 ینکنترو بود. دوم عنوانبه مسال لیمو ترش یکاز 

آلوده  یوندکشده با پ یوندواکنش مربوط به نهاو پ

پوشهش  یه از جفهت آغازگرههابود که بها اسهتفاد

انجها  شهد.  یتوپلاسماف( 1)جدوو  IMP ینیپروتئ

واکنش دو  را داشهته بها  یطشرا یناًواکنش سو  ع

 یآن جفهت آغازگرهها یتفاوت که آغازگرها ینا

اثبهات  یبود. نمونه چههار  بهرا P7و  P1متداوو 

شده بود  یآن طراح یو اجزا PCRواکنش  یدرست

( 1)جدوو  18s rRNA یکه شامل جفت آغازگرها

شهده در  یهربانهد تکث یستیبود و در هر صورت با

 .شدیواکنش مشاهده م ینا

 یهکمتعلهق بهه  یههاواکنش یتمهام ینکها برای

 یکهمزمان و در  طوربهها( نمونه )به همراه کنترو

 ییهدیدستگاه انجا  شود و تا یکو در  PCRست 

 Masterمحلهوو  یهکباشهند،  یگربر صحت همهد

شهد کهه فقهط در نهوع  یهههها تهواکنش یهکل یبرا

باهم فهرق داشهتند  دی.ان.اِ یهاآغازگرها و نمونه

بهه حهداقل  یکهیخطا و اشتباه تکن از این طریقتا 

 یمختل  برا یممکن برسد. مشخصات آغازگرها

PCR  و طههوو محصههووPCR شههده در  بینههییشپ

هها بها واکنش یتمهام ، آورده شده اسهت.1جدوو 

 PCRبرنامهه  یهک  در مختله یجفت آغازگرهها

و مراحههل و تعههداد  یطواحههد، انجهها  شههد. شههرا

 4چرخه به مدت  یکبه صورت  PCR یهاچرخه

چرخهه  35 سلسهیوس، درجهه 95 یبها دمها یقهدق
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 95 یبها دمها یههثان 40شامل مرحله اوو به مهدت 

 ،55 دمایبا  یهثان 40مرحله دو   سلسیوس، درجه

 سیوس،سل درجه 72 یبا دما ثانیه 40 سو  مرحله

بهها  سلسههیوس، درجههه 72 یقهههدق 5چرخههه:  یههک

 انجا  شد. PCRمختل   یآغازگرها

 

 آنها PCRمشخصات آغازگرها و طوو محصوو  -1جدول 

 نا  آغازگر (’3-’5) توالی آغازگر  طوو آغازگر طوو محصوو

366 
21 agttggtgtgttagcatcttt  IPM-F- 48 

22 tctttaggagcagcactttctt  IPM-R-392 

1788 
25 aagagtttgatcctggctcaggatt  P1 

18 cgtccttcatggctctt  P7 

619 
24 cttcgggatcggagtaatgattaa 18s rRNA  FW 

27 gcccagaacatctaagggcatcacaga 18s rRNA  RW 

 

 نتایج

علائهم  یدر سه قسمت بررس پژوهش ینا نتایج

 یهو تجز یزمربوط به آن، آنال هایگزارشو  یظاهر

ارائههه  یملکهول یجنتههاو  یآمهار یسهههو مقا یهلتحل

 خواهد شد. 

  یماریب یظاهر علائم

 یهتعد  موفق یا یتو موفق هایوندکپ سرنوشت

روز تا چهار هفتهه بعهد از  10آنها بعد از گذشت 

 یهابهود )شهکل یصقابل تشخ یباتقر یوند،زمان پ

3 :a ،b ،d  وe.) روز پههس از  10 یهههاول یبررسهه

اموفق کهه نه یونهدهاییانجا  شهد. معمهوت پ یوندپ

جوانهه کهه  ی بودند با مشاهده خشک شدن نوک ت

در   یافت،ین خشک شدن بسمت جوانه توسعه میا

(. b-3)شهکل  شهدیروز مشخص م 10-15مدت 

پهس از  معمهووطور بههناموفق  یوندهاینوع پ ینا

 ینگذشهت سهه هفتههه کهاملا خشههک شهده و از بهه

سهالم  یوندهایکه پی( در حالd-3)شکل  رفتندیم

بهه  ییانتهها یونهدو ههم در پ یشکم وندیهم در پ

 یلبهدل یونهدپ یههد و ناحماندنهیم یرنگ سبز بهاق

متهور   یههبهه پا یونهدککالوس و اتصاو پ یلتشک

( و پهس از گذشهت چنهد eو  a-3)شهکل  شدیم

 شهدیشاخسهاره سهبز م یکبه  یلهفته جوانه تبد

 .(fو  c-3)شکل 

جاروک در کمتر از پنج ماه  یماریب یپیکعلائم ت

کوچک، مجتمع  یهامشهود به صورت برگ طوربه

سالم قابهل  یاهانو با رنگ سبز روشن نسبت به گ

ه آلوده ب یاهگ ی ت یماریب یشرفتمشاهده بود. با پ

 یه سالم با ت یاهنسبت به گ تریصورت توده کرو

 یهاشاخسهاره یهللده ب ینو ا شدیم یدهد یدهکش

 (. g-3با حالت جارومانند بود )شکل  تروتاهک
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  تر،یمیقههد یهاشههاخه یمههاریب یشههرفتبهها پ

خود را از دست داده و از انتها شروع به  یهابرگ

(. در مراحهل h-3)شهکل  کردنهدیخشک شهدن م

از قهدرت  یههکهه پایخصوص زمانهو ب تریشرفتهپ

 یاهبود، گ یفیرع یهبن یتز  برخوردار نبود و دارا

)شهکل  رفتیم ینخشک شده و از ب لکام طوربه

3-i.)  
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جوانه  ی . خشک شدن تbموفق  ییانتها یوندمتور  در پ یوندک. پa یوندپ یجات مربوط به نتامشاهد -3شکل 

 یبات ی)شاخه اصل یپس از حذف تنه اصل یوندک. رشد شاخساره از جوانه پcناموفق  یونداز علائم پ یوندکپ

و متور  شدن آن در  کیوندماندن پ ی. سبز باقeناموفق  یوندپ یکدر  یوندک. خشک شدن کامل پd( یوندکمحل پ

شدن به  یلو تبد یوندک. رشد جوانه پf( یهبا پا یوندکو ارتباط پ یوندککالوس در محل پ یلموفق )با تشک یوندپ

کوچک و کم رنگ نهاو آلوده در وسط  یهابرگ یسه)مقا یوندشدن در اطراف محل پ ی. علائم جاورئgشاخساره 

در کل  یماری. ظهور علائم بh( یرسالم همسن در سمت راست تصونهاو  طبیعیبزرگ، سبز و  یهابا برگ یرتصو

در سمت راست به همراه نهاو سالم  یمارنهاو ب یسه)مقا یشرفتهها در مراحل پو شروع خشک شدن شاخساره یاهگ

حاد  یشرفتدر اثر پ یتوپلاسماآلوده شده به ف یوندی. خشک شدن کامل نهاو پiکنترو در سمت چ  عکس( 

 یاهراسر گدر س بیماری

 یوندپ یمارهایت یآمار یلو تحل یهتجز نتایج

شهامل دو روش  یمارههاکه ذکر شد تیهمانطور

 یبدر ترک ییانتها یوندمعکوس و پ Tجوانه  یوندپ

بود کهه بصهورت  یمارسالم و ب یوندکبا دو نوع پ

 ینکهههپههس از اشههده بودنههد.  یههبترک یههلفاکتور

آن به  یلموفق با رشد کامل جوانه و تبد یوندهایپ

 یزانجها  و آنهال یبردارشدند. داده ییدشاخساره تا

 یونهدکنشان داد که نهوع پ یج. نتاانجا  شد یآمار

 یونهددرصهد و روش پ 5( در سطح یمارب یا)سالم 

 داریدرصهد معنه 1( در سهطح ییانتهها یا ی)شکم

از اثهرات  یهک یچه ههمربهوط به یزهایشدند. آنال

 (. 2نبودند )جدوو  داریمتقابل معن

 Tجوانههه ) یونههدمشههخص شههد کههه پ ینبنههابرا

 ییانتها یوندنسبت به پ فقیتمعکوس( از لحا  مو

 یروش مناسب ههم بهرا داریمعن یاربا اختلاف بس

)در  اسهت یمهار،سهالم و ههم ب هاییوندکپ یوندپ

و سهالم  یونهدکپ ینبه یسهدر مقادرصد(.  1سطح 

سالم نسبت بهه  یوندکپ یراییمشخص شد گ یمارب

بوده اسهت )در  یشترب یتوپلاسماآلوده به ف یوندکپ

 درصد(. 5سطح 
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 آن یت( در موفقییانتها یا یا)جوانه یوند( و روش پیمارب یا)سالم  یوندکاثر نوع پ -2جدول 

 درصد پیوندهای موفق تیمارها

 b 0/31* سما( پیوندک از شاخه آلوده )بیمار به فیتوپلا

 a9/42  پیوندک از شاخه سالم )عاری از بیماری(

 a** 1/57 پیوند جوانه )پیوند شکمی(

 b 7/16 پیوند انتهایی

 ns 7/66 پیوندک سالم/پیوند جوانه

 ns 0/19 پیوندک سالم/پیوند انتهایی

 ns 6/47 پیوندک آلوده/پیوند جوانه

 ns 3/14 پیوندک آلوده/پیوند انتهایی

 داری: بدون اختلاف معنns، (α=0.01)(، **: اختلاف در سطح α=0.05*: اختلاف در سطح )

 

 یهکبه  توانیدست آمده، مه ب یجبا توجه به نتا

از عوامل موثر  یکیکه احتمات  یدرس یاستنباط کل

آلهوده  هاییوندکدر پ یوندبودن درصد پ ییندر پا

  یرهع یزیولهوژیکیف یتنسبت بهه سهالم، ورهع

 آلوده است.  هاییوندکپ

 

 PCRآلوده توسط  یهانمونه یملکول تایید

 و موفههق بههود یوندشههانکههه پ ییهههانهاو تمههامی

کامل در آنها رشد کند  طوربهتوانسته بود  یوندکپ

نشهههان دههههد، انتخهههاب و از  یمهههاریو علائهههم ب

استخراج و طبق  دی.ان.اِآنها  یهابرگ یهارگبرگ

 ییهدتا یذکر شهده بهرا یو آغازگرها PCRبرنامه 

 یجانجا  شد. نتا PCR یاه،در گ یتوپلاسماحضور ف

آلهوده  یونهدککه پ یموارد یداد که در تمام اننش

شهود حضهور عامهل  یونهدپ یههتوانسته بهود بهه پا

 ییهدتا PCRتوسط  توانستیم یتوپلاسماف یماریب

 شود.

مشههخص اسههت  4کههه در شههکل یهمههانطور

 P1( و )IPM-R- 392و  IPM-F- 48) یآغازگرها

  و IMP یههااز ژن یقطعهات یهب( که بهه ترتP7و 

16s rRNA کننهههد،یم یهههررا تکث یتوپلاسهههماف 

کننهد. وجهود  ییدآلوده را تا یهاونهاند نمتوانسته

 PCRصحت  ییدتا یبرا 18s rRNAجفت آغازگر 

را  لیمهو تهرش 18s rRNAاز ژن  یابوده که قطعه

 یچکهه هه یمهوارد در توانهدیکهه م کردیم یرتکث

سالم(  یهامثاو نمونه عنوانبهها )در نمونه یباند

عمهل  PCRکننده صحت ییدتا عنوانبهنشود  یدهد

ها چهه سهالم و چهه نمونهه یامدر تم یستیکند )با

 مشاهده شود(. 18s rRNAآلوده باند 
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سالم و  یاهگ یآن )کنترو منف یهابه همراه کنترو PCRموفق توسط  یوندبا پ ییاهنمونه گ یملکول ییدتا -4شکل 

(18s rRNA یکنترو مثبت ژن داخل

 بحث

 یههااسهتفاده از روش یازمندن یدارپا کشاورزی

ماننهد  یستز یطموافق با مح هاییریتمختل  مد

، کهم کهردن (Bt) یسهتیز یهاکشفتآاستفاده از 

و شناخت کامهل  یمیاییش یاثرات سمو  و کودها

 Sadeghi etاست )کنترو آنه یبرا هایماریب یکلس

al. 2016; Zhanget al. 2023لیهدتو یبهرا یهاز(. ن 

از اصهوو در  یکی یماریاز ب یسالم و عار یاهانگ

 یخصهوص صهنعت باغهدارهو ب یتوسعه کشاورز

مخرب،  هاییماریاز ب یمقابله با برخ یاست. برا

در درختان مثمر  یتوپلاسمایی،ف هاییماریهمانند ب

و  هایهاه ممکن، استفاده از پاتنها ر یددار، شاهسته

 .Jarausch et alسالم و مقاو  باشد ) هاییوندکپ

1999 .) 

آلههوده،  یونههدکبهها اسههتفاده از پ ینابههرعلاوه

عفونههت  هاییسههمقههادر هسههتند مکان پژوهشههگران

در  یزبههانتوسههعه علائههم و پاسههخ م یتوپلاسههما،ف

 کهاملاً یطمرکبات را بهه دقهت تحهت شهرا یاهانگ

 سهازیینهبه ینکننهد. بنهابرا یبررسهکنترو شهده، 

را  ارزشهمندیآلهوده، ابهزار  یوندکپ یوندپ یکتکن

 یمهم اقتصهاد یماریب یندرک ما از ا یشبردپ یبرا

 مرکبات فراهم خواهد کرد.

در انتقههاو  یعوامههل مختلفهه یعههی،حالههت طب در

 یلاز دت یکینقش دارند.  یاهانبه گ یتوپلاسماهاف

اخواسههته اتفههاق صههورت نه کههه به یمههاریانتقهاو ب

 یهاهگ یرهاست که بها شه یاستفاده از ابزار افتد،یم

استفاده از  به طور قطع،آلوده، تماس داشته است. 

باعهث انتقهاو عامهل  توانهدیم یهزآلهوده ن یوندکپ

 یوند،پ برعلاوهسالم حساس باشد.  یهبه پا یماریب

آلهوده  یاههانگ یکهه بهر رو یسس یاهاز گ توانیم

منتقل  یگرد یهارا به گونه مارییب شود،یمستقر م

 یهاهاز گ یهن،(. با وجود اGogoi et al. 2022کرد )
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به  یتوپلاسماف هاییماریانتقاو ب یسس معموت برا

( Solanum nigrum) یزیرمانند تاج یعلف یاهانگ

 ی،)صالح شودی( استفاده مC. roseouو پروانش )

 یجههارو یمههاریب یعههی(. در واقههع ناقههل طب1394

 یرکه با تکث است( H. phycitisر، زنجرک )جادوگ

را  یتوپلاسمادرختان آلوده، ف یبر رو یگذارو تخم

 سهتفادهحاو، این. با اکندیبه درختان سالم منتقل م

لیمهو  یههانهاو یسهازآلوده یاز حشره زنجره برا

به خهاطر خطهرات  های پژوهشیعالیتفدر  ترش

 سهکیر یبه خارج از گلخانهه، دارا یماریانتشار ب

 یانگله یهاهکهاربرد گ ین،. همچناست ییبات یاربس

قابل کنترو بوده  یرموارد غ یدر برخ تواندیسس م

 ین. بنههابرایابهدو بهه خهارج از گلخانهه، گسهترش 

انتقههاو  یروش بههرا ینتههرو قابههل کنترو ینبهتههر

 هاییوندکاستفاده از پ ی،در مطالعات علم یماریب

و شده گلخانه و کنتر یزولهکاملا ا یطآلوده در شرا

 . استاتاقک رشد محبوس  یا

 یونهدپ یهکبهه  یدنرس یحارر برا پژوهش در

استفاده  یمارسالم و ب یوندکموفق، از هر دو نوع پ

 T یها یشهکم یونهددو نوع روش پ یتشد و موفق

 طوربهشد.  یسهبا هم مقا ییانتها یوندمعکوس و پ

نشهان دادنهد،  یآمهار یجکه نتهایخلاصه همانطور

معکوس با استفاده از جوانه، در هر  T ندیوروش پ

 یههتسههالم و آلههوده، از موفق یونههدکپ نههوعدو 

برخوردار  ییانتها یوندنسبت به روش پ دارییمعن

 یانآن در عد  جر یاصل یلدل رسدیبود. به نظر م

باشهد.  یاهشاخساره گ یدر انتها ینبات یرهش یحصح

جوانهه قسهمت بهات و سهبز  یوندکه در پ یدر حال

و تداو  تبادو مواد  یاهیگ یرهو باعث حرکت شنها

 یپوسهت یرو مهمتر از آن رطوبت مناسب ز ییغذا

 یونهددر اطراف جوانه داخل پوسهت، در حالهت پ

 یسههاسهت. در مقا ییانتهها یوندنسبت به پ یشکم

حاصههل از  یونههدکپ یههزن هایونههدکنههوع پ ینبهه

نسهبت بهه  یشتریب یتسالم از موفق یهاشاخساره

بهه عامهل  یمهارب یهاصهل از شهاخهحا یوندهایپ

 یلبتوان گفت دل یدبودند. شا رخوردارب یتوپلاسماف

موجود در  یمارگرعامل ب یآن در اثرات منف یاصل

اثهرات  ینباشد. همچن یمارب یاهگ یآبکش یآوندها

باعهث بهرهم  یهاهدر گ یمهاریحضور عامل ب یمنف

شهده کهه خهود  یمهارب یهاهگ یزدن تعادو هورمهون

جههارو ماننههد  یههادنشههعابات زا یههدموجههب تول

 شههودیمها شههاخهتنههه و  یها بههر روشاخسههاره

(Dermastia 2019)عامل سبب رشد و نمو  ین. هم

بهها قطههر کههم و بهها  ی نههازک، رههع یهاشاخسههاره

 یهاجوانهه ین. بنابراشودیم یدهرنگ پر یهابرگ

 یهاها در مقابهل جوانههشاخسهاره یهنحاصل از ا

ور برخوردارند و د یفیرع یهسالم از بن یهاشاخه

 اخهتلاف ینا یاصل یلاز انتظار نخواهد بود اگر دل

متعلههق بههه  هاییونههدکپ یینپهها یلرا در پتانسهه

 دانست.  یمارب یهاشاخساره

قهرار  یوند،پ یتمهم در موفق یاز فاکتورها یکی

و داشهتن  یونهددر محهل پ یونهدکپ یحگرفتن صح
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 یلتشهک یل،بهدل یهن. ااست یه،ارتباط درست با پا

 یههو پا یوندکپ یآوند یهافتکالوس و اتصاو با

بافت کالوس و  یلاست. زمان تشک یونددر محل پ

در  یونهدکو پ یههپا ینمحکم به یوندپ یک یلتشک

اتصهاتت  یجهادمختله  متفهاوت اسهت. ا یاهانگ

روز، گهزارش  8مو پس از گذشت  یاهدر گ یآوند

 یهاهدر مهورد گ(. Cantos et al. 1993شده است )

(، مطالعههات .Ceratonia siliqua Lخرنههوب )

هفتهه دو ،  ینشان داده است که انتها یستولوژیه

شهده و در هفتهه  یلتشهک یونهدکالوس در منطقه پ

 شههودیآبکههش انجهها  م یآونههدها یزچهههار  تمهها

(Hsina and Mtili, 2009در مطالعه .)یتموقع یا 

 Citrus) لیمو ترش یوندپ یاز طوقه برا یوندمحل پ

aurantifolia Swingleنهارنج سهه  یههپا یو( بر ر

آن نشان داده اسهت  یجشده است، نتا یبرگ بررس

 Chalise et) است متریسانت 16ارتفاع،  ینکه بهتر

al. 2013یتدر بات بردن موفق یزن یگری(. عوامل د 

 ینههپ یهک یلتشک یمثاو برا طوربههستند.  یلدخ

تها زمهان  یونهدرطوبهت در محهل پ یستیمحکم با

(. Hussain et al. 2014کامهل حفه  شهود ) یمترم

بهات بهردن انعطهاف پوسهت  یبهرا شودیم یهتوص

 یونهدروز قبهل از پ یهک یونهد،پ یرایهیو گ یاهانگ

 شوند. یاریصورت کامل آبه ب اهنهاو

 گیرینتیجه

 یههرمهههم در تکث یاربسهه یهههااز راه یکههی پیونههد

 ایهن روشمنتخب است.  یاهیو مواد گ های ژنوت

 هایماریب یبررس قبیل از یجهت مطالعات تواندیم

 ههاپژوهشو روند آن کاربرد داشته باشهد. رونهد 

 یهادر درختچهه یمارب یهابه نمونه یابیدست یبرا

 یهکموجود در گلخانهه بها اسهتفاده از تکن یگلدان

 یطشههرا یجههادا بههرعلاوهآلههوده،  یونههدکپ یونههدپ

مشخصات و روند  یبر رو پژوهش یاستاندارد برا

آزاد و کنتهرو نشهده در  یط)نسبت به شرا یماریب

توسهط  یماریانتقاو ب هاییسکباغ(، خطرات و ر

 یینحشههرات و ابههزارآتت آلههوده را بههه شههدت پهها

 توانههدیم پههژوهش یههنا یجنتهها ین. بنههابراآوردیمهه

 یدمثاو تول عنوانبه تریعوس هایپژوهش سازینهزم

 ییکارآ یزانم یو بررس بادییپلنت یختهترار یاهانگ

ارقها   رزیهابیا یهاآلهوده و  یونهدکپ ندیوآنها با پ

مرکبهات  ههاییماریمتحمهل بهه ب یامقاو   یدجد

و دقهت  ییکهارآ یبررس یرا برا یطشرا یاباشد و 

بهر یمبتنه یهاو  یملکهول یصیتشخ هاییتعمل ک

 فراهم سازد. ها،یمونواسیا

 ،پهژوهشانجا   ینکل بر حسب تجربه در ح در

 طوربهکه  یوق هاییهمشخص شد که استفاده از پا

نههاو  یماناند در زنهدهشده یهتذذ یمنظم و اصول

بها  یندارد. همچنه یموفق نقش مهمه یوندبعد از پ

 یفضها یچکهه ههیطوربهه یونددقت بستن محل پ

در محل  یهو پا یوندکپ ینحضور هوا ب یبرا یخال

و  یونهدکوجود نداشهته باشهد و رطوبهت پ یوندپ

در  یرمهوث یارحفه  شهود، نقهش بسه یهپوست پا

 دارد. یماریو انتقاو ب یوندپ یتموفق
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 یو قدردان تشکر

است از لط  و مساعدت همکاران محتهر   تز 

جنهاب  ی وابرقوئ یدکتر محمد صالح یجناب آقا

در ارائهه نظهرات  یههیفق یدکتر محمد مههد یآقا

از  یتوسل یرمهندس ام یجناب آقا یزو ن یتخصص

 یعیطب و منابع یو آموزش کشاورز یقاتمرکز تحق

آلهوده، کمهاو  یهااستان فارس، در ارائه شاخساره

 .تشکر و امتنان را داشته باشم
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Abstract 

The lime tree witches' broom disease is a lethal and quarantine-regulated disease that poses a 

significant threat to lime orchards in southern Iran. The disease can be transmitted to healthy lime trees 

through various methods, including insect vectors, infected scions, and the use of contaminated tools. 

Unfortunately, due to its quarantine status, extensive research and testing opportunities in open field 

conditions are limited. Therefore, many scientific studies must be conducted in isolated and controlled 

locations such as growth chambers and greenhouses to perform initial scientific research on the 

interaction between the pathogen and the plant, factors contributing to disease progression, testing various 

control and management methods, examining disease-tolerant plant varieties, and testing diagnostic kits 

in controlled environments. The objective of this research is to find the best conditions for producing 

plants infected with the phytoplasma disease, which can be used in subsequent studies. In this study, both 

infected and healthy scions (as controls) were utilized with two types of T-budding (inverted T) and 

terminal grafting. By analyzing grafting conditions and the characteristics of rootstocks and scions, it was 

determined that budding grafts were more successful than terminal grafts in transferring the disease. 

Keywords: Scions, Rootstock, Witches' Broom Disease, Disease Transmission. 
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