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  آنها ییزايماریمرکبات و اثبات ب يهادیروئیو يزاساخت همسانه عفونت
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  دهیچک
 ـروئیتاکنون هفت و .ن را ندارندیرمز کردن پروتئ ییاهان هستند که توانایزا در گ يماریب يدها آر ان ا هایروئیو د از چهـار جـنس خـانواده    ی

Pospiviroidae از . آنها فراهم شـد  ییزايماریمرکبات امکان سنجش ب يهادیروئیو يزابا ساخت همسانه عفونت .اند از مرکبات گزارش شده
 ـروئیژنـوم کامـل و   مـورو  یشده از نهال پرتقال خون آر ان ا کل استخراج در  CBLVdو  CEVd ،HSVd ،CBCVd ،CDVd ،CVdV يدهای

 s35شـبر  یتحت کنتـرل پ  pBin62SK یید بطور جداگانه در ناقل دوتایروئیسپس ژنوم کامل هر و. شد یابی یر و توالیتکث RT-PCRواکنش 
 ـاهـان خ یدها در گیروئیو ییزايماریب. قرار گرفت) Cauliflower mosaic virus, CaMV(کلم  ک گلیموزائروس یو ، )Cucumis sativus( اری

 يزا عفونت يها سازه يوم حاویاگروباکتر یزن هیق مایاز طر )Poncirus trifoliata(و نارنج سه برگ ) Solanum lycopersicum( یفرنگ گوجه
 ـاهـان ما ید گیجد يهادها در برگیروئیحضور و یزن هیه هفته پس از ماس. آنها انجام شد  ـ هی بـا اسـتفاده از    RT-PCRبـا آزمـون    شـده  یزن
 ـپنج هفته پـس از ما . د شدید تائیروئیهر و یبا کاوشگر اختصاص يون نقطه ایداسیبریو ه یاختصاص يآغازگرها  ـ هی  ـی، علائـم ر یزن ، یزبرگ

 CBLVdو  CEVd ،HSVdله یبرگ بوس ـ یو بدشکل یم روخمشیو علا CDVdسک توسط ی، پCBCVdو  CVdVتوسط  یسک و روخمشیپ
 ـرد. د کـرد یرا تول یز علائم مشابهیاهان سالم نیعصاره آلوده به گ یکیمکان یزن هیما. ظاهر شدند یگوجه فرنگ يهادر برگ  ـروئیو یابی د در ی
تـر  شیپ CBCVdو  CEVd ،HSVd يزا عفونت هاي همسانه. سازه ساخته شده است ییزا انگر عفونتیب شده یزن هیاهان ماید گیجد يهابرگ

  .است CVdVو CDVd ،CBLVd يدهایروئیو يزا ن گزارش از ساخت همسانه عفونتین اولیا یساخته شده است ول
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Abstract 
Viroids are pathogenic RNAs in plants without protein encoding capacity. Seven viroids belonging to four 
genera in the Pospiviroidae family have been reported from citrus species. By constructing the infectious 
clones of citrus viroids, it was possible to carried out their pathogenicity test. Full-length genome of CEVd, 
HSVd, CBCVd, CDVd, CVdV and CBLVd was separately amplified in RT-PCR using total RNA extracted 
from a Moro blood orange plant and resulting PCR products were sequenced. The full-length genome of 
each viroid was inserted under the control of cauliflower mosaic virus 35S promoter in a pBin62SK binary 
vector. Pathogenicity of viroids was tested by agroinoculation of their infectious clones to cucumber 
(Cucumis sativus), tomato (Solanum lycopersicum) and trifoliate orange (Poncirus trifoliata). Three weeks 
after inoculation, viroids were detected in newly grown leaves of inoculated plants by RT-PCR using 
specific primers and by dot blot hybridization using viroid specific probes. Five weeks after inoculation, 
symptoms including little leaf, mottling and epinasty by CVdV and CBCVd, mottling by CDVd, and 
epinasty and leaf deformation by CEVd, HSVd and CBLVd in tomato leaves were observed. Mechanical 
inoculation of infected sap of infected tomato plants induced similar symptoms in healthy tomato plants. 
Identification of the viroids in newly grown leaves of inoculated plants indicated the infectiousness of the 
generated constructs. Infectious clones of CEVd, HSVd and CBCVd were previously made, but it is the first 
report of the construction of the infectious clone for CDVd, CBLVd and CVdV. 
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  مقدمه

کوچـک   يحلقو يلان ا تکاآر  يهاها مولکولدیروئیو
ن یآنهـا فاقـد پـروتئ   . د هستندینوکلئوت 402 تا 246به طول 
 یکنند ولینم يرا رمزگذار ینیچ پروتئیهستند و ه یپوشش
 يمـار یجـاد ب ینمـوده و ا  ياه بطور مستقل همانندسازیدر گ
هـا  دیروئیدر حال حاضر و. (Hadidi et al. 2003)کنند  یم

ژنـوم در دو   يدی ـه و ترادف نوکلئوتیبر اساس ساختار ثانو
ــانواده  ــد Avsunviroidaeو  Pospiviroidaeخ ــه بن  يطبق
  .اند شده

س یاگزوکـورت د ی ـروئید، شـامل و ی ـروئیتاکنون هفـت و 
از جــنس ) Citrus exocortis viroid, CEVd(مرکبــات 

Pospiviroidرازك  ید کوتــولگیــروئی، و)Hop stunt 

viroid, HSVd (  از جـنسHostuviroid د تـرك  ی ـروئی، و
 ,Citrus bark cracking viroid(پوست مرکبات  یخوردگ

CBCVd ( ــنس ــروئیو و Cocadviroidاز جـــ  يدهایـــ
 ,Citrus bent leaf viroid(بــرگ مرکبــات  یتــاخوردگ

CBLVd(مرکبـات   ی، کوتولگ)Citrus dwarfing viroid, 

CDVd (ــروئی، و ــات ی ــنج مرکب  ,Citrus viroid V(د پ

CVdV (د شـش مرکبـات   ی ـروئیو و)Citrus viroid VI, 

CVdVI-os  ( ازجنسApscaviroid مختلـف  يهادر گونه 
  .).King et al 2012(اند شده ییشناسا مرکبات
-یجاد میا CEVdس مرکبات توسط یاگزوکورت يماریب

س در یعلائـم اگزوکـورت  ) Fawcett & Klotz 1948(شود 
 یطول يهادرخت، شکاف یدرختان مرکبات شامل کوتولگ

در  يمـار ین بی ـا. باشدیه درخت میا پایپوست ساقه  يرو
پ یگرپرتقال، نارنج، مرکبات از جمله  يهااز گونه يتعداد
 Bove(و راف لمـون بـدون علائـم اسـت      ینارنگ فروت،

د طول ینوکلئوت 294-303رازك  ید کوتولگیروئیو). 1995
باشــد یا در مرکبــات مــیســککاک يمــاریداشــته و عامــل ب

)Hadidi et al. 2003 .(یزبـان اصـل  یم نکـه یرغـم ا  یعل ـ 
CBCVd ن ی ـرا ای ـمختلف مرکبات اسـت امـا اخ   يهاگونه

ز گـزارش  ی ـاهـان رازك ن یدر گ یعیطب ید در آلودگیروئیو
ن ی ـکه سابق بـر ا  Jakse et al. 2015 .(CDVd(شده است 

Citrus viroid III 280-292شـــده بـــود،  ينامگـــذار 
د درخـت  یشـد  ید طـول دارد و موجـب کوتـولگ   ینوکلئوت
اه ی ـد در گیروئین ویا .Murcia et al. 2009)(شود یآلوده م
 یها ناشم خم شدن برگیعلا) .Citrus medica. L(اتراگ 

 Rakowski(کند یجاد میها را ااز انسداد آوندها در دمبرگ

et al.1994.( د یروئیوCBLVd یبا نام قبل Citrus viroid 

I د یــروئیو يشــده حفــظ يه مرکــزیــاز ناح یقســمت يدارا
Apple scar skin viroid )ASSVd( باشدیم )Ashulin et 

al. 1991 .(م یعلاCBLVd شامل خم شدن  آلوده در اتراگ
-یو خروج صمغ از پوسـت م ـ  یانیبرگ، نکروز رگبرگ م

) CVdV(د پنج مرکبات یروئیو). Sera et al. 2008b(باشد 
 Atalantia(ا ی ـاز مرکبات به نـام آتالانت  ياز ابتدا در گونهین

citroides (ــا. شــناخته شــد ــودگیــن گی ــه آل  CVdV یاه ب
و  CEVd ،HSVd يدهایــروئیکن بــه ویحســاس اســت لــ

CBCVd ،CBLVd  وCDVd    مقـاوم اسـت)Barbosa et 

al. 2002 ،Sera et al. 2008a( . ــوم ــ CVdVژن از  یغن
د ی ـنوکلئوت 294 -293ن بـوده و  یتوزیو س ـ نیگوان يبازها

-شتر گونهیبد یروئین ویا). Serra et al. 2008b( طول دارد

  . )Sera et al. 2008a( کندیمرکبات را آلوده م يها
موجــب  CDVdو  CVdV ،CBLVdهمزمــان  یآلــودگ
د شـدن  یشود که باعث شـد  میدها یروئیاثرات و ییهم افزا
اه محــک اتــراگ یــد در گیشــد یو کوتــولگ یم برگــیــعلا

)Citrus medica (دها تحـت  ی ـروئیکن غلظت ویگردد لیم
رسـد کـه   یبه نظـر م ـ . ردیگ میمخلوط قرار ن یر آلودگیتاث

دها نقش داشـته  یروئین ویا ییدر اثر هم افزا یژن یخاموش
، CBLVdمخلـوط   یآلـودگ . )Sera et al. 2008a(باشـد  
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HSVd  وCDVd دارد،  یـی افزاز اثـر هـم  ی ـن اه اتراگیدر گ
 Parsonدها در ی ـروئین ویمخلوط ا یکه در آلودگ یدرحال

special mandarin شود  میمشاهده  یاثر بازدارندگ)Eiras 

et al. 2013 .( در برهمکنشCDVd يسـتزا یروس تریبا و 
ــات ــن) Citrus tristeza virus, CTV( مرکب ــت ی ز غلظ

 Serra et(ابد ی میش یدر اتراگ آلوده افزا CDVdد یروئیو

al. 2014.(  
و  يولــوژیب یدها، در بررســیــروئیو يزاعفونــت ســازه
و مطالعــه  یزبــانین دامنــه میــی، تعیــیزا يمــاریســم بیمکان

 Yoon(  شود میزبان استفاده یاه مید و گیروئیبرهمکنش و

et al. 2014 ،Ding 2009  وFlores et al. 2009.(  
 CEVd يدهایروئیو يمریدا يزا تاکنون همسانه عفونت

ساخته شده اسـت   CBCVdد یروئیو يو مونومر HSVdو 
)Daros & Flores 2004 ؛Gomez & Pallas 2006 ؛ 

Gora-Sochacka et al. 1997 ؛Podstolski et al. 2005 ،
Jakse et al. 2015 (از ســاخت همســانه  یگزارشــ یولــ

ــت ــروئیو يزاعفون در  CVdVو CDVd ،CBLVd يدهای
مونـومر   يزا ق، همسانه عفونـت ین تحقیدر ا. ستیدست ن

 CEVd ،HSVd ،CBCVd ،CDVd ،CBLVd يدهایروئیو
سـاخته شـده و     s35CaMVشبر یتحت کنترل پ  CVdVو
وم یبا اگروباکتر یزنهیآنها با استفاده از روش ما ییزا يماریب

(agroiniculation) ــرگ، گوجــه  یدر گ ــارنج ســه ب اهــان ن
  . اثبات شدار یو خ یفرنگ

  هامواد و روش
  مرکبات يدهایروئیآلوده به و یاهیمنبع گ

و  CEVd ،HSVd ،CBCVd ،CDVd يدهایــــــروئیو
CBLVd مــورو  یاز نهــال پرتقــال خــون)Moro blood 

orange ( آلوده)رامسـر  ياز نهالسـتانها  یک ـیه شـد از  یته (

د پنج یروئیرشته مکمل و يد حاویپلاسم. شدند يجداساز
 ،ایک والنســیــتکن یپلــ ز از دانشــگاهیــن) CVdV(مرکبــات 
 . ه شدیته) IBMCP, UPV, Spain(ا یاسپان

 ـاز گ کید نوکلئیاستخراج اس  ـاه آلـوده و تکث ی ر ژنـوم  ی
 دها یروئیو

از  ياشـده  ک براساس روش سـاده ید نوکلئیاستخراج اس
به . انجام شد) Astruce et al. 1996(آستروس و همکاران 

برابـر حجـم    10گرم بافت بـرگ در   یلیم 500ن منظور یا
ک با یدرید کلریاس -سیمولار تر یلیم 100(بافر استخراج 

 یل ـیم 50مرکاپتواتـانول،   -مـولار بتـا   یل ـیم 10، 8ته یدیاس
 50عصـاره بـا افـزودن    . شـد  يریاره گعص) EDTA مولار
 65 يقـه در دمـا  یدق 20 يدرصد برا SDS 20تر از یکرولیم

تر استات یکرولیم 250سپس . گراد قرار گرفت یدرجه سانت
قـه بـر   یدق 20 يمولار به مخلوط اضافه شد و برا 5م یپتاس
قـه در  یدق 15 يمخلوط حاصل بـرا . شد يخ نگهداری يرو

ن به لوله یشد و رونش يساز زیانگریقه میدور در دق 14000
ن بـا  یک موجـود در رونش ـ ی ـد نوکلئیاس ـ. د منتقل شدیجد

حجـم از   1/0درصد و  96برابرحجم از اتانول  5/2افزودن 
در  سـازي  زیانگری ـو م 2/5ته یدیمولار با اس 3م یاستات سد

شـده   یدهقه، رسوبیدق 25قه به مدت یدور در دق 14000
 .سترون حل شد تر آب مقطریکرولیم 40و در

معکـوس   یسیآزمون واکنش زنجیره اي پلیمراز با ترانو
 یاختصاص ـ يهـا با استفاده از آغازگر) 1آر یس یپ -یآر ت(

ساخت رشته مکمل ژنـوم  ). 1جدول (ویروئیدها انجام شد 
د به مخلوط واکنش انجـام  یروئیون ا اآر د با افزودن یروئیو
معکـوس شـامل آغـازگر     یس ـیواکـنش ترانو  مخلوط. شد

دها ی ـ، مخلوط نوکلئوت)کومولاریپ 10(معکوس  یاختصاص
میآنـز تـر از  یکرولیم 5/0، بـافر واکـنش و   )مولار یلیم 40(

                                                      
1 RT-PCR 
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  .همانند سازي ژنوم ویروئیدهاي مرکباتآغازگرهاي مورد استفاده در مشخصات و ترادف .1جدول 
Table 1. Characteristics and sequences of the primers used in amplification of the citrus viroids genomes. 
Viroid Primer Sequence (5´-3´) Annealing 

Temp. (°C) 
Position in 
genome (nt) 

Reference 

CEVd CEV-RCEV-F CCGGGGATCCCTGAAGGACTTGGAA 
ACCTGGAGGAAGTCGAG 

60 78-99 
99-119 

Ito et al., 2002 

HSVd HSV-R 
HSV-F 

CCGGGGCTCCTTTCTCAGGTAAGT 
GGCAACTCTTCTCAGAATCCAGC 

60 59-82 
82-102 

Ito et al., 2002 

CBCVd CBCV-R 
CBCV-F 

GGATCCCTCTTCAGGTATGT 
CCGGGGAAATCTCTTCAGACTC 

57 48-67 
68-89 

Design in this study 

CBLVd CBLV-R 
CBLV-F 

ACGACCAGTCAGCTCCTCTG 
CGTCGACGAAGGCTCGTCAGCT 

60 75-94 
95-116 

Design in this study 

CDVd CDV-R 
CDV-F 

CTCTGCGTTTTATTTTCGGCA 
AGGGAAAAGGGAACTTACCTGTC 

57 72-91 
92-112 

Design in this study 

CVdV CVdV-R 
CVdV-F 

TCGACGAAGGCCGGTGAGCA 
CGACGACAGGTGAGTACTCTCTAC 

60 64-87 
88-107 

Serra et al., 2008 

T-DNA T-DNAF 
T-DNAR 

GGGAGATCTTGGCAGGATATATTGT 
GGGAGATCTCAAACAAACACATAC 

57 - Design in this study 

  
واحـد   10با غلظـت  )(MMuLV(رونوشت بردار معکوس 

 46 يسپس مخلوط حاصـل در دمـا  . بود) تریکرولیدر هر م
ر ی ـشـد و غ  يک ساعت نگهـدار ی يگراد برا یدرجه سانت

گـراد  یدرجه سانت 70مار حرارت در یم با تیآنز سازي فعال
  . قه انجام گرفتیدق 10به مدت 

تـر از  یکرولیبـا اسـتفاده از چهـار م    2آر یس ـ یواکنش پ
ک از ی ـتر از هریکرولیک میبه همراه  شده رشته مکمل سنتز

) کو مولاریپ 10(م و معکوس یمستق یاختصاص يآغازگرها
 PCR master mix(تر از مخلـوط واکـنش   یکرولیم5/12و 

2X- Ampliqon, Denmark ( 25 ییدر حجـــم نهـــا 
ــد یکرولیم ــام ش ــر انج ــا . ت ــه دم ــامل   ییچرخ ــنش ش واک

گـراد بـه   یدرجـه سـانت   95 يه در دمـا یاول سازي واسرشت
-یدرجه سانت 94شامل  یچرخه متوال 35قه، یمدت پنج دق
 يبـرا ) 1جـدول  (اتصال آغازگر  يه، دمایثان 30 يگراد برا

قـه و در  یک دقی ـ يگـراد بـرا  یدرجـه سـانت   72ه و یثان 30
درجـه   72قه در یپنج دق يبرا ییت مرحله گسترش نهاینها
محصول واکنش با الکتروفورز  سازي آشکار. گراد بودیسانت

                                                      
2 PCR 

 DNAکروگـرم از  یم 2/0 يک درصد حاویدر ژل آگاروز 

green viewerTM ) انجـام و عکـس  ) رانی ـطـوس، ا پـارس
انجــام ) GeneFlash )Syngene, UKدر دســتگاه  يبــردار
  .شد

  دهایروئیژنوم و سازي همسانه

براساس  pTZ57R/Tدرون ناقل د یروئیوهر ژنوم کامل 
الحاق و ) Thermo scientific(دستورالعمل شرکت سازنده 

ــلولها ــاکتر يدر س ــتعد ب ــو Escherichia coli يمس ه یس
DH5α ب بـا  ی ـد نوترکیاستخراج پلاسم. شد يسازهمسانه

سـت،  یدناز(د یان ا پلاسـم  يت اسـتخراج د ی ـاستفاده از ک
بـا   شـده  سـازي  قطعه همسـانه  یابییتوالانجام شد و ) رانیا
توسـط شـرکت    pUC-M13 یعموم يستفاده از آغازگرهاا

  . صورت گرفت) یسئول، کره جنوب(ماکروژن 

  pBin62Sk ییساخت ناقل دوتا

ان ا  يد -یت، ییدوتا يدین ناقل پلاسمیساخت ا يبرا
(T-DNA) يدیناقــل پلاســم pBin19 )Bevan 1984 ( بــا

ــز  ــا آن از آن خــارج و ســتون  BglIIم یاســتفاده از بــرش ب
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جفت باز با اسـتفاده از   8000 یبیتقر اندازه ناقل به 3فقرات
از ژل آگـارز  ) رانیست، ایدناز( کید نوکلئیاس یابیت بازیک
 دیپلاســم ان ا يد -یتــ .شــد ســازي ک درصــد خــالصیــ

pGreen62sk )Hellens et al. 2005 ( ــتفاده از ــا اسـ بـ
م یر و بــا آنــزیــتکث) 1جــدول ( T-DNAF/R يآغازگرهــا

ن ی ـاسـپس  . مار شدیت) BglII )Thermo scientific یبرش
ــه  ــرات پلاســم قطع الحــاق و در  pBin19د یدر ســتون فق
 XL Gold يهیســــو Escherichia coli يبــــاکتر
، شده  د صحت سازه ساختهییبه منظور تا. شد سازي همسانه
حاصــل، ناقــل  یید دوتــایپلاســم .انجــام شــد یابیــ یتــوال

pBin62Sk زا از آن  و در ساخت همسانه عفونت ينامگذار
 . استفاده شد

 مرکبات يدهایروئیو يزاساخت همسانه عفونت

د ید کـه در پلاسـم  ی ـروئین منظـور ژنـوم کامـل و   ی ـبه ا
pTZ57R/T واکنش زنجیـره اي  شده بود در  سازي همسانه

ر ی ـتکث pUC-M13 یعموم يبا استفاده از آغازگرهاپلیمراز 
، CEVd يدهای ـروئیسـپس قطعـه حاصـل از ژنـوم و    . شد

HSVd، CBLVd ،CBCVd  ،CDVd وCVdV ب ی ـبه ترت
، SalI/KpnI ،XbaI/PstI یبرشــ يهــامیبــا اســتفاده از آنــز

PstI/HindIII ،XbaI/PstI ،XbaI/BamHI  و
XbaI/BamHI )Thermo scientific (مـار شـده و درون   یت

الحـاق   pBin62SK ییمشابه در ناقـل دوتـا   یمیت آنزیسا
. رنـد یقـرار گ   s35CaMVشـبر  یشدند تـا تحـت کنتـرل پ   

 يمستعد بـاکتر  يهاحاصل سپس به درون سلول يها سازه
E. coli  يهیسـو DH5α   يدهایپلاسـم . انتقـال داده شـدند 
د یان ا پلاسـم  ياسـتخراج د ت ی ـب با اسـتفاده از ک ینوترک

ب ی ـنوترک يهاسازه. شدند سازي خالص) رانیست، ایدناز(
 يباکتر يهاخ به درون سلولیشده به روش ذوب و  ساخته

                                                      
3 backbone 

Agrobacterium tumefaciens  ه یسوC5850   انتقـال داده
افتـه بـا   ید سازه انتقـال  ییتا). Holsters et al. 1978(شدند 

 ـ  يآر بـا اسـتفاده از آغازگرهـا    یس ـ یاستفاده از واکنش پ
 .دها انجام شدیروئیو یاختصاص

 ییزایماریآزمون ب

 ـهیمابه روش  ییزايماریآزمون ب  ومیبـا اگروبـاکتر   یزن
 يوم حـاو یاگروبـاکتر  يهـا ن منظور سـلول یبه ا. انجام شد
 يع حاویما LBط یساعت در مح 48د، بمدت یروئیسازه و
ــ ــایوتیب یآنت ــیر يکه ــیو کاناما) µg/mL1(ن یفامپس ن یس

)µg/mL1 (پـس از   يبـاکتر  يهـا سلول. کشت داده شدند
 يقه برایدور در دق 4000در  سازي زیانگریبا م یرسوب ده

سـپس  . خ قرار گرفتنـد ی يقه برویدق 30 به مدتقه، یدق 10
ــ ــاکتریسوسپانس ــرگ) O.D. 600 =3/0( يون ب ــادر ب  يه

اهــان یگ ي، ســاقه)Cucumis sativus( اریــخ یلــدونیکوت
 یانی ـو رگبرگ م) Solanum lycopersicum( یفرنگ گوجه
ق ی ـتزر) Poncirus trifoliata(نـارنج سـه بـرگ     يهابرگ
ک از ی ـد نوکلئی، اسیزن هیما ک روز پس ازیست و یب. شدند
اه استخراج شد و ژنوم یح نشده هر گید و تلقیجد يهابرگ

 یاختصاص ـ يد بـا اسـتفاده از آغازگرهـا   ی ـروئیکامل هـر و 
 یس ـیمـراز بـا ترانو   یپل ـ يره ایدر واکنش زنج) 1جدول (

 . شد یابیید توالیروئیر و ژنوم کامل هر ویمعکوس تکث

د یاس ـ)Dot blot hybridization( يلکه ا يدسازیبریه
  ک ینوکلئ

مرکبـات در   يدهای ـروئیص وین روش به منظور تشخیا
ن روش مختلـف  یاز چنـد  یق ـیاهان آلـوده براسـاس تلف  یگ

، Borkhardt 1994 Eisel et al. 2008(انجـــام شـــد 
Mumford et al. 2000 ،Nakahara et al. 1998  وRio 

ــگرها ). 2016 ــدا کاوش ــ يدر ابت ــروئیو یاختصاص  يدهای
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CEVd ،HSVd ،CBLVd ،CBCVd ،CDVd وCVdV   به
ــون زنج لهیوســ ــآزم ــ يره ای ــا اســتفاده از دو   یپل ــراز ب م
ک ی ـد بـه همـراه   یروئیژنوم و يد حاویتر از پلاسمیکرولیم
کـو  یپ 10(یاختصاص ـ يک از آغازگرهـا یتر از هر یکرولیم

 50(م یزی ـد منی ـتـر از کلر یکرولیم 5/1، ) 1جدول ) (مولار
تـر از  یکرولیتر از بافر واکـنش، دو م یکرولیم 5، )مولار یلیم

تــر از یکرولیم 2، )مــولار یلــیم 40(دها یــمخلــوط نوکلئوت
DIG4 )BOEHRINGER MANNHEIM, 

Germany,1636 120 ( ــز یکرولیم 5/0و ــر آن ان ا  يم دیت
تـر  یکرولیم 50 یدر حجم کل ـ) رانیپارس طوس، ا(مراز یپل
بر اساس  شده ساخته يکاوشگرها ییکارا یبررس. د شدیتول

ــازنده    ــرکت س ــتورالعمل ش  Roche Diagnostics(دس

GmbH, 2008( يسـاز و آمـاده  يسازواسرشت. انجام شد 
با اسـتفاده   يلکه ا يدسازیبرید جهت انجام هیک اسینوکلئ

ن منظور بـه  یبه ا. گرفتصورت) Rio 2016(و یاز روش ر
 50شـده،   سـازي  د خـالص یک اس ـی ـتر از نوکلئیکرولیم 50
د، ی ـتـر فـرم آم  یکرولیم 600( سازي تر بافر واسرشتهیکرولیم

 270مـولار،   یلیم پنج میتر بافر تترابورات سدیکرولیم 100
) تـر یل یل ـیم 13/1 یدر حجم کل% 37د یتر فرمالدهیکرولیم

درجـه   60 يقـه در دمـا  یپنج دق ياضافه شد و مخلوط برا
. خ قرار داده شدی يراد و سپس تا زمان استفاده بروگیسانت

 يبـرو  يبا استفاده از دستگاه لکه گذار نقطـه ا  يلکه گذار
لون در آون یلون انجام شد و با قرار دادن غشاء نـا یغشاء نا

د یک اسیقه، اتصال نوکلئیدق 50 يگراد برا یدرجه سانت 80
  . ت شدیبه غشا تثب

د ی ـآمفرم( يدسازیبریش هیلون در بافر پیسپس غشاء نا
مـولار و   یلیم 50 می، بافر فسفات سدSDS 7%درصد،  50

-یدرجه سـانت  45 يدو ساعت در دما يبرا) 5X SSCبافر 

                                                      
4 PCR ELISA DIG Labling 

کاوشگر با قرار دادن آن  سازي واسرشت. گراد قرار داده شد
ســپس . قــه انجــام شــدیدق 5مــدت  يدر آّب جــوش بــرا

ــافر پـ ـ  ــه ب ــگر ب ــازیبریش هیکاوش ــد و   يدس ــافه ش اض
گراد یدرجـه سـانت   49 يک شب در دمای يبرا يدسازیبریه

 SSC(ک ی ـسپس غشاء دو مرتبه در بافر شماره . انجام شد
X2  وSDS   %1/0 (اتاق و دو مرتبه هم در بـافر   يدر دما

درجه  65 يدر دما) SDS % 1/0و  X SSC 1/0(شماره دو 
 يلون بـرا یغشـاء نـا  . قه شستشه شدیدق 15 يگراد برایسانت
ک یمولار مالئ یلیم 100 يحاو يباد یدر بافر آنت قهیدق 30
درصـد   3و  NaClمـولار   یل ـیم 150، 5/7ته یدید با اسیاس
کاوشـگر   یابیرد. شد 5ط حائلیمح ير کم چرب در دمایش

 Anti- dioxigenine- alkaline يحـاو  يبـاد  یدر بافر آنت

phospahatase )Roche (يزیت رنگ آمیدر نها. انجام شد 
    . انجام شد) NBT/BCIP )Roche لهیغشاء بوس

  یکیمکان زنی هیما

بـرگ آلـوده در پـنج     يری ـبا عصاره گ یکیمکان زنی هیما
-تهیدیمولار با اس یلیم 100م یبرابر حجم بافر فسفات پتاس

جاد خراش یا ياز پودر کاربوراندوم برا. هفت انجام شد ي
د سه هفتـه پـس از   یروئیو یابیرد. برگ استفاده شد يبررو
 یس ـیمـراز بـا ترانو   یپل ـ يره ای ـدر واکـنش زنج  زنـی  هیما

) 1جـدول  ( یاختصاص ـ يمعکوس با استفاده از آغازگرهـا 
   . انجام شد

  جینتا

مـورو   یمرکبـات در پرتقـال خـون    يدهایروئیو یابیرد
)Moro blood orange( 

معکـوس  یس ـیمراز بـا ترانو  یپل يره ایدر واکنش زنج

                                                      
5 Blocking 
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 5تـا   1هـاي  راهـک در به ترتیـب   CEVdو  HSVd ،CBLVd ،CBCVd ،CDVdژنوم کامل  نقوش الکتروفورزي: سمت چپ. 1شکل 
علایـم روخمشـی شـدید و    : سمت راست). دنازیست، ایران(جفت باز  50نشانگر وزن مولکولی : M و،از نهال پرتقال خونی مور شدهتکثیر

  .به ویروئیدهاي مذکور لودهپیچیدگی برگ در نهال پرتقال خونی مورو آ
Fig 1.  Left panel: amplification of full length genome of the viroids from the Moro blood orange. Lanes 1-
5 represent HSVd, CBLVd, CBCVd, CDVd, CEVd, respectively. M: 50bp DNA ladder (Denazist, Iran). 
Right panel: Symptoms of sever epinasty and leaf curl in the infected Moro blood orange. 

  
، CEVd ،HSVd ،CDVd يدهایــــروئیژنــــوم کامــــل و

CBCVd  وCBLVd 294، 299، 370ب بــه انــدازه یــبترت ،
ر ی ـمـورو تکث  یز نهال پرتقال خـون جفت باز ا 319و  284
و  یم بدشـکل ی ـعلا يمـورو دارا  ینهال پرتقال خون. شدند
 ).1شکل (برگ بود  یروخمش

ر یبـا سـا   شـده  ری ـحاصـل از قطعـات تکث   یسه توالیمقا
د موجـود در بانـک ژن نشـان داد کـه     ی ـروئیو يهـا هیجدا
ــجدا ــاي هیـ ــه و هـ ــورد مطالعـ ــروئیمـ ،  CEVdيدهایـ

HSVd،CDVd  ،CBCVd  وCBLVd ــبترت  يب دارایــ
ــا % 18/97و % 100، 26/96%، 38/95%، 72/92% ــابه بـ تشـ

ــوم مرجــع هــر  ــژن ــروئیک از وی ــه (دها ی رس شــمارها ب
ــترت ، NC001464 ،NC001351  ،NC003264بیـــ

NC003539  وNC001651 (هستند . 

به طـول    CEVdهیرات در ژنوم جداییزان تغین میشتریب
در  ینییدر رشـته پـا  د نسبت به ژنـوم مرجـع   ینوکلئوت 370
ــواح ــو متغ) P( ییزایمــاریب ین ــســاختار ثانودر ) V(ر ی ه ی

 یرانیه ایرات ژنوم جداییتغ). 2شکل (مشاهده شد د یروئیو
ــروئیو ــه جدا CEVdد ی ــنســبت ب ــع ی رس شــمار (ه مرج

NC001464 ( ه یناحدرP يهـا تیدر موقع G49T ،∆68C ،
A299G ،A300T ،A313G ،T314A ،A315T ،T319C ،
C320A  وA321G، ــدر ناح ــتی ــده ه حفاظ ــز يش  يمرک
)CCR( يهـا تیدر موقع A263C ،A278T  وT290C ، در
ــناح ــه متغیـ ــایدر موقع) V(ر یـ ، G129A ،A130G يتهـ
G133A ،T138C ،A228G ،G231C ،C232T ،C233G ،
T234C ،C235G ،G236C  وC237G ون یتنها موتاس. بود

ــدر ناح ــا يهی ــت   ییانته ــمت راس ــدر موقع) TR(س ت ی
T185A  ــاو در ــپ   ییانته ــمت چ ــدر موقع) TL(س  تی
T362G  2شکل (بود .( 

پرتقـال   هیجدا( HSVdرات در ژنوم ییزان تغین میشتریب
د، نسبت بـه ژنـوم مرجـع در    ینوکلئوت 298با ) مورو یخون
. مشـاهده شـد  د ی ـروئیوه ی ـساختار ثانو Vو  CCR ینواح
ه مرجـع ی ـنسبت بـه جدا  HSVdد یروئیرات در ژنوم وییتغ
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نسبت به ترادف مرجـع هـر    CBLVd و CEVd  ،HSVd،CDVd ، CBCVdمقایسه تغییرات ژنوم و ساختار ثانویه جدایه هاي . 2شکل 
 .ویروئید

Fig 2. Nucleotide sequence and proposed secondary structure of CEVd, HSVd, CDVd, CBCVd and CBCVd. The 
differences in sequence as compared with the corresponding reference genome of each virioid have been shown. 
The structural domains as proposed by Keese and Symons (1985) are T1 and T2, terminal domains; P, 
pathogenicity domain; C, central domain; V, variable domain. 

  
 يهـا تیدر موقع CCRه یدر ناح) NC001351رس شمار (
∆82G ،∆84G ،∆85C ،∆86A ،G211C ،A212G 
، C112T يهـــاتیـــدر موقع Vه یـــو در ناح G213Aو
∆114T ،A118G  وG121Aه یـــ، در ناحTR يدر رشـــته 
ون یو تنها موتاس 160T+و  G159T يهاتیدر موقع ییبالا

مشاهده  G272Aت یدر موقع ینییدر رشته پا P يهیدر ناح
  . شد
ه ینسبت به جدا CDVdد یروئیرات ژنوم ویین تغیشتریب

 Vو  CCRه یــدر ناح) NC003264رس شــمار (مرجــع 
در  CCRه ی ـدر ناح CDVdرات در ژنـوم  ییتغ. مشاهده شد

، C197A ،G209T ،+210G ،A215C يهــــاتیــــموقع

C220T ه یدر ناح وV يهـا تیدر موقع A171T،T177G ،
C179T ،T180A  وT181A هیون در ناحیتنها موتاس. بودP 

 مشـاهده شـد   58A+ت یدر موقع CDVdه یدر ساختار ثانو
  ). 2شکل (

ه ی ـنسـبت بـه جدا   CBLVdد ی ـروئیرات در ژنوم وییتغ
-تی ـدر موقع  Pهی ـدر ناح) NC001651رس شمار (مرجع 
در  CCR هیــــو در ناح T61A ،A260T ،A264G يهــــا
. مشاهده شـد  C258Tو  92T ،+230C ،C238T+ت یموقع

ــ در  304C+ و TR يهیـــدر ناح 163T+ يهـــاونیموتاسـ
ه ی ـسـاختار ثانو  ییانتهـا  یرات نـواح یی ـز تغین TL يهیناح
یونیموتاس ـ CBCVdد یروئیدر و). 2شکل ( د بودندیروئیو
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: oriTژن مقاومت به کانامایسین؛ : kanRناحیه شروع همانند سازي پلاسمید؛  :pBin62-SK .oriV شماتیک ناقل دوتایی ساختار .3شکل 

  .ناحیه شروع انتقال
Fig 3. Schematic representation of the pBin62-SK binary vector. Abbreviations: oriV: origin of plasmid 
replication; kanR: Kanamycin resistance gene; MCS: multiple cloning site; oriT: origin of transfer. 

  
مشـاهده  ) NC003539رس شـمار  (ه مرجع ینسبت به جدا

  .نشد

  pGreen62SK ییساخت ناقل دوتا

 ـ در  pGreen62SKد یان ا پلاسـم  يد -یبا قرار دادن ت
 ییدوتـا  يدی، ناقـل پلاسـم  pBin19د یپلاسمستون فقرات 

pBin62Sk ــتول  pBin62Skد یپلاســم). 3شــکل (د شــد ی
 یغن ـ یم ـیآنز یت برش ـیسا يدارا pBin19برخلاف ناقل 

م انـدونوکلئاز محـدود   یآنـز  16 یت برشیترادف سا يحاو
ــز  ــامل آن ــر ش ــاي میب ، SacI ،SacII ،NotI ،XbaI ،SpeI ه

BamHI ،SmaI ، PstI ،EcoRI ،EcoRV ،HindIII ،ClaI ،
SalI XhoI ،ApaI  وKpnI آنــرا  يباشــد کــه دســتورزیمــ
 ییکاسـت دوتـا   ين ناقـل دارا ی ـن ایهمچن ـ. کندیتر مآسان

ت یکلـم در بالادسـت سـا    ک گلیروس موزائیو s35شبر یپ
ن دسـت بـا   ییپـا  یاز تـوال  ياست که نسخه بـردار  یمیآنز

ــت ز ــغلظ ــمی ــیاد را تض ــدین م ــل   . کن ــلاف ناق ــر خ ب
pGreen62SK يهـا در سـلول  سازي همانند يناقل بران یا 

نداشته و با توجه  ید کمکیبه پلاسم یاجیوم احتیاگروباکتر
آن  يدسـتورز  pBin19ناقل به اندازه کوچکتر آن نسبت به 

  . راحت تر است

 مرکبات يدهایروئیو يزا عفونت هاي ساخت سازه

ــوم کامــل و  ــروئیژن ، CEVd ،HSVd ،CBLVd يدهای
CBCVd ،CDVd وCVdV ــپـــس از تکث ر در واکـــنش یـ
 يدیدر ناقـل پلاسـم   یم ـیهضم آنزمراز و  یپل يره ایزنج

pBin62Sk شـبر  یپن دست ییدر پاs35 کی ـروس موزائی ـو  
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 ژنـوم کامـل   تکثیـر حاصل از  نقوش الکتروفورزي. 4شـکل  

 CEVd ،HSVd،CBLVd ، CBCVd ،CDVd ویروئیـد هـاي  
الحـاق شـده در ناقـل    ) 6تـا   1هـاي  راهک  به ترتیب( CVdVو

با اسـتفاده  در واکنش زنجیره اي پلی مراز  pBin62Sk يپلاسمید
ــومی  ــاي عمـ ــانگر وزن  :M؛ . pUCM13 از آغازگرهـ نشـ

 ).دنازیست، ایران(جفت باز  50مولکولی 
Fig 4. Amplification of full length viroid 
genome ligated in pBin62sk using pUCM13 
primers in PCR.  Lane1- 6: CEVd, HSVd, CBLVd, 
CBCVd, CDVd and CVdV, respectively; Ladder 50 
bp (Denazist, Iran). 

  
بـا توجـه بـه محـل اتصـال      ). 4شکل (کلم قرار گرفت  گل

 شـده  ساخته هاي د، سازهیروئیه ویساختار ثانودر آغازگرها 
آغاز و بـه رشـته    يمرکز شده ه حفاظتیناح ییاز رشته بالا

  .شوندیختم م ییزا يماریه بیناح ییبالا

 دهایروئیو هاي سازه ییزا يماریاثبات ب

ح یجـوان و تلق ـ  يهـا از بـرگ  زنی هیسه هفته پس از ما

، )Solanum lycopersicum( یاهـان گوجـه فرنگ ـ  ینشده گ
 Poncirus(و نارنج سـه بـرگ   ) Cucumis sativus(ار یخ

trifoliata (ک اسـتخراج شـد  ی ـد نوکلئی، اس ـشـده  زنی هیما .
 یپل ـ يره ای ـد در واکـنش زنج ی ـروئیر ژنوم کامل هر ویتکث

، CEVd سـازي  انگر هماننـد ی ـمعکـوس ب  یسیمراز با ترانو
HSVd، CBLVd  ،CBCVd ،CDVd وCVdV    در

). 5شکل(ار و نارنج سه برگ بود ی، خیاهان گوجه فرنگیگ
 يدی ـروئیت وی ـماه زی ـن شـده  سازي قطعه همانند یابی یتوال
  . د کردییرا تاها  آن

ــون ه ــازیبریدر آزمـ ــه ا يدسـ ــتفاده از  يلکـ ــا اسـ بـ
 يهـا ز رونوشـت ی ـد نی ـروئیهـر و  یاختصاص يکاوشگرها

، CEVd ،HSVd، CBLVd  ،CBCVd يدهایــــروئیو
CDVd وCVdV  ــ ــد نوکلئیدر اس ــتخراجی ــده ک اس از  ش

  .شد یابیرد شده زنی هیاهان مایگ
بـا   شـده  زنـی  هی ـاهـان ما یدها از گیروئین انتقال ویهمچن
دها بـه  ی ـروئیو يزا عفونـت  هـاي  سازه يوم حاویاگروباکتر
 یکیمکـان  زنـی  هیسالم بروش ما يهایفرنگگوجه هاي بوته
روش بـه  شـده  زنی هیاهان مایدها از گیروئیز انجام شد و وین

 یس ـیمـراز بـا ترانو   یپل يره ایز در واکنش زنجین یکیمکان
  ).نشان داده نشد ها داده(شدند  یابیمعکوس رد

   شده زنی هیاهان ماید در گیروئیعلائم و

اهـان  یدر گ يمـار یم بی ـعلا زنـی  هی ـپنج هفته پـس از ما 
اهـان گوجـه   یدر گ. افته بودیتوسعه  یخوببه یگوجه فرنگ

، یم روخمش ـیعلا CVdVو  CEVdبا  شده زنی هیما یفرنگ
م ی ـعلا. شدن برگ مشاهده شد ياو کپه ها برگچه یبدشکل

CDVd  وHSVd یشامل بدشـکل  یاهان گوجه فرنگیدر گ 
ا ی ـ CBLVd يدهای ـروئیکـه و یبرگ و روگوز بود در حـال 

CBCVd یز برگ ـی ـو ر یم روخمش ـیعلا یدر گوجه فرنگ 
  ). 6شکل (جاد کردند یا
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، خیـار  )Tomato()A(گیاهـان گوجـه فرنگـی    برگهـاي جدیـد    ازژنوم کامـل ویروئیـد هـا تکثیـر شـده        نقوش الکتروفورزي. 5شکل 

)Cucumber()B(  و نارنج سه برگ)Trifoliate orange()C ( سازه هاي عفونت زاي ویروئیـدها  حاوي مایه زنی شده با اگروباکتریوم
: 3، راهـک  HSVd:  2، راهـک  CEVd: 1راهـک  . سه هفتـه پـس از مایـه زنـی     زنجیره اي پلی مراز با ترانویسی معکوس واکنشدر 

CBLVd 4، راهک :CBCVd 5، راهک:CDVd 6، راهک:CVdV .M : پـارس  (جفت بـاز   100نشانگر وزن مولکولی
 .)طوس، ایران

Fig 5. Amplification of full length genome of the viroids from newly grown leaves of agroinfiltrated tomato (A), 
cucumber (B) and trifoliate orange (C) plants in RT-PCR at three weeks postinoculation. Lane1: CEVd, lane2: 
HSVd, lane3: CBLVd, lane4: CBCVd, lane5: CDVd, lane6: CVdV. M: 100bp DNA ladder (Parstous, 
Iran). 

  
بـه   یرغـم آلـودگ   ی، عل ـشده زنی هیار مایخ هاي ر بوتهد
 CEVd ،HSVd،CBLVd  ،CBCVd ،CDVd يدهایروئیو
تر آلوده کوتاه يهابوته یمشاهده نشد ول یعلائم  CVdVو

نـارنج سـه بـرگ     يهـا در نهـال . سـالم بودنـد   يهااز بوته
ــما ــی هی ــده زن ــن ش ــرغم ای ــودگ یز ب ــاد آل ــتمیس یج ک یس
اه مشـاهده  ی ـدر گ یفوق تا هفته پنجم علائم ـ يدهایروئیو
 .نشد

  دهایروئینتاج و یز توالیآنال

 يدهای ـروئیر در ژنوم وییزبان در تغین اثر مییبمنظور تع
ک ی ـد نوکلئید از اس ـیروئی، طول کامل ژنوم هر وشده ریتکث

، شــده زنــی هیــما یاهــان گوجــه فرنگــیاز گ شــده اســتخراج
 یابی ـید توالیروئیو سه همسانه مجزا از هر و سازي همانند

  .شد
مشـابه  %  99 یپ وحش ـیت یبا توال CEVd يهاهمسانه

د ی ـتنهـا در سـه نوکلئوت   یپ وحش ـی ـبودند و نسـبت بـه ت  
A91U ،C92U ،C96G رات در یی ـن تغیا. ر کرده بودندییتغ
د قـرار  ی ـروئیه وی ـدر سـاختار ثانو ) P(یـی زايمـار یه بیناح

  . داشت
 يدهای ـدر نوکلئوت یپ وحش ـی ـبـا ت  HSVd هاي هیجدا

A71G ،G72C ،A84C  وG158U  ــتند و ــاوت داشــ تفــ
حـذف  ) 159U∆(ز ین 159ت یل در موقعیوراسید ینوکلئوت
) P( ییزایماریه بیدر ناح HSVdرات ژنوم در ییتغ. شده بود
ه یــســاختار ثانودر ) TR(ســمت راســت  ییه انتهــایــو ناح
  . د قرار داشتیروئیو

همـراه بـا شـش    یفرنگ ـاهان گوجهیدر گ CVdVر یتکث
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؛ علایم روخمشـی  و ریـز   )B( HSVdشکلی برگ و روگوز در اثر ؛ بد)CEVd )Aریز برگی و بدشکلی برگچه ها در اثر  علایم. 6شکل 

؛ بدشـکلی و  )D( CBCVd؛ علایم نخی شدن، دفرمه شدن و روخمشی برگچه ها در اثر آلودگی به )CBLVd )Cبرگی در اثر آلودگی به 
در  CVdV آلـودگی بـه   در اثر )G(ها ، ریز برگی و دفرمه شدن برگچه)F( هااي شدن برگو علایم کپه) CDVd )E ثرپیچیدگی برگ در ا

سـازه هـاي عفونـت    حاوي  اگروباکتریومبا  زنیمایههاي مرکبات به روش گیاهان گوجه فرنگی مایه زنی شده با سازه عفونت زاي ویروئید
   ). H(سالم  زاي ویروئیدها در مقایسه با برگ

Fig 6. Symptoms of leaflet malformation induced by CEVd (A); leaflet deforming and leaf rogusity generated by 
HSVd (B); epinasty and little leaf symptoms generated by CBLVd (C); small leaf and severe leaf deformation 
generated by CBCVd (D); leaf curl and leaflet deformation induced by CDVd (E); bushy growth (F) and severe 
leaf deformation (G) induced by CVdV in agroinoculated tomato plants.  

  
ــ ــوم در موقعیموتاس ــون در ژن ــاتی ، U48A ،G53A يه

C55G ،A56C ،G59A  وG97C یـی زايمـار یب یدر نواح 
)P(ر ی، متغ)V (سمت راسـت   ییو انتها)TR (  در سـاختار
  . د بودیروئیه ویثانو

همــراه بــا  یاهــان گوجــه فرنگــیدر گ CBCVdر یــتکث
ن یــدر نتــاج ا. د بــودیــروئیرات در ژنــوم وییــن تغیشــتریب
 يهـا تی ـموقعد در ی ـروئیر در ژنـوم و یی ـد هشت تغیروئیو

G57A ،G67C ،G68C ،A70C ،G105C  وA106G 
 يهـا تین در موقعیهمراه با اضافه شدن دو مولکول آدنوز

+59A  143+وA ن ی ـدر اثـر ا . بـود  یپ وحشینسبت به ت
ر ی ـ، متغ)CCR( يمرکـز  شـده  ه حفاظـت یها، ناحونیموتاس

)V( ــا ــت   يو انته ــمت راس ــاختار ثانو) TR(س ــدر س ه ی
  . ر کرده بودندیید تغیروئیو

 C238Tت ی ـدر موقع CBLVdون در نتـاج  یتنها موتاس ـ
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و تـرادف   د بـود یروئیه ویدر ساختار ثانو CCR يهیدر ناح
 یپ وحشیژنوم ت یکاملا با توال CDVdد یروئیژنوم نتاج و

  . کسان بودید یروئیو

  بحث
ه ی ـاز مراحـل اول  یکید یروئیو يزاساخت سازه عفونت

ــ ــوژیب یدر بررس ــول يول ــاســمیمکان ی، بررســیمولک  يه
از جملـه   یکیولـوژ ین صفات بیید و تعیروئیو ییزايماریب

زبـان  یاهـان م یارقـام گ ت یو واکـنش حساس ـ  یزبانیدامنه م
 . است

د ی ـروئیشـش و  يزاعفونـت  هـاي  ق سـازه ین تحقیدر ا
 CEVd ،HSVd،CVdV  ،CBCVd ،CDVdمرکبات شامل 

. آنهـا انجـام شـد    یـی زا يماریساخته و آزمون ب CBLVdو 
مـراز و   یپل ـ يره ای ـ، واکنش زنجییزا يماریج آزمون بینتا
 شـده  سـاخته  يهـا نشان داد که سـازه  يلکه ا يدسازیبریه
موفـق   ير و همانندسـاز ی ـمـذکور امکـان تکث   يدهایروئیو
 يزاعفونت يهاسازه .سازند میاه را فراهم ید در گیروئیوو
ک قطعـه کامـل از ژنـوم    ی ـ يساخته شدند که دارا يبنحو
. باشـند  s CaMV35شـبر  ید بوده و تحـت کنتـرل پ  یروئیو
غـده   يدهای ـروئیو يزا سازه عفونـت  یز در طراحیشتر نیپ

 -Potato spindle tuber viroid( ینــیب زمیســ یدوکــ

PSTVd) (Gora et al. 1994 ( وHSVd )Reanwarakorn 

& Semancik 1988 (استفاده شده استن روش یاز ا.  
 .CEVd  )Sano et al يمـر یدا يزا عفونـت  يهمسانه

1992 ،Gandia et al. 2005( ،HSVd )Reanwarakorn & 

Semancik 1988 ،Palacio-Bielsa et al. 2004 ،Gomez 

& Pallas 2006 (يو مونــومر CBCVd )Jakse et al. 

هـا  آن ییزايماریو آزمون ب شده ن ساختهیش از ایپ) 2015
 Luffa( يار مصـر ی ـاهـان اتـراگ، خ  یگ يب بـر رو یبه ترت

aegyptiaca(  و رازك)Humulus lupulus ( ــده ــام ش انج

ــ ــت، ل ــکن ایاس ــی ــانه  ین اول ــاخت همس ــزارش از س ن گ
البتــه . باشــد مــی CBLVdو  CVdV  ،CDVdيزا عفونــت
مذکور با استفاده از آر ان ا  يدهایروئیو ییزا يماریآزمون ب
د انجـام شـده   ی ـل آمیاکر یاز ژل پل شده سازي جدا 6یعیطب

گذشـته   يهـا کوشـش ). Singh& Boucher 1987(اسـت  
و آزمـــون  CVdV يزا ســـاخت ســـازه عفونـــت يبـــرا
 .Sera et al (نبـوده اسـت   ت یآن توام با موفق ییزا يماریب

2008a( .  
CEVd اسـت و عـلاوه بـر     یعیوس یزبانیدامنه م يدارا

، ار، رازكی ـ، خیر گوجه فرنگینظ یاهان علفیمرکبات در گ
 Weathers & Calavan(زا اسـت  یماریز بینورا نیو ج باقلا

1961 ،Weathers et al. 1967 ؛Mishra et al. 1991 ،
Weathers & Greer 1968 ،Fagoaga & Duran-Vila 

1996 ،Semancik & Weathers 1972 .(HSVd   علاوه بـر
ن خـانواده از  یاز چنـد  یعیوس یزبانیدامنه م يدارامرکبات 

 ـینظ یو درختان یاهان علفیگ  یر انار، مرکبات، انگور، گلاب
 Astruc et al. 1996 ،Shikata(باشد یمو انواع آلو و هلو 

1990 ،Kofalvi et al. 1997  وPunccha et al. 1988 .(
و نـارنج سـه بـرگ در دامنـه      یار، گوجه فرنگ ـیاهان خیگ
ن دو ی ـر ای ـن تکثیدها قرار داشته و بنابرایروئین ویا یزبانیم
  . ستیاهان چندان دور از ذهن نین گید در ایروئیو

CBCVd اهان رازك را یعت گیعلاوه بر مرکبات، در طب
 ـ). Jakse et al. 2015(کنـد  یمـار م ـ یز بین ، CBLVdکن یل

CDVd  وCVdV مختلـف   يهـا عت تنهـا در گونـه  یدر طب
دارنـد   يمحـدود  یزبـان یانـد و دامنـه م  افت شدهیمرکبات 

)Hadidi et al. 2003 .(ر ی ـانتقال و تکثCVdV  ،CBCVd ،
CDVd  وCBLVd ـ يبرا یاهان علفیدر گ  ن مرتبـه در  یاول

  . ق صورت گرفته استین تحقیا

                                                      
6 native 
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 يدهایـــروئیشــد کــه و  ین تصــور مـ ــیـ ـش از ایپـ ـ
هسـتند،   یتنها محدود به درختان چوب  Apscaviroidجنس
د پوسـت  ی ـروئیو یشـگاه یآزما یزبانیدامنه م یکن بررسیل
د قادر بـه  یروئین ویاکه  نشان داد) ASSVd(ب یس ينه ایپ

، نخـود  یل گوجه فرنگیاز قب یاهان علفیدر گ سازي همانند
ــ ــ، خ)Pisum sativum( یفرنگ ــار، لوبی  Phaseolus(ا ی

vulgaris( توتــــــون ،)Nicotiana tabacum(،N. 

benthamiana ،N. glutinosa  ــان  Solanum(، بادمج

melongena(  و سلمک)Chenopodium quinoa ( است و
ا ی ـار و لوبیاهان خیدر گ یل کلروز و کوتولگیاز قب یمیعلا
  ). Walia et al. 2014(کند  میجاد یا

،  CVdV یزبـان یکـه دامنـه م   یبـرخلاف مطالعـات قبل ـ  
CDVd  وCBLVd  مرکبات ذکر شـده   يهاگونهمحدود به

ق حاضر نشان داده شد یدر تحق) Hadidi et al. 2003(بود 
ار و ی ـاهـان خ یدها عـلاوه بـر مرکبـات در گ   یروئین ویکه ا

. هسـتند  سـازي  ر و هماننـد ی ـز قادر بـه تکث ین یگوجه فرنگ
همراه بـا علائـم نبـود     اریدها در خیروئین ویا ییزا يماریب
، یز برگی، ریروخمشل یازقب یعلائم یدر گوجه فرنگ یول

. جاد شـد یا ر شکل برگییو تغ یشدن بوته، بدشکل يکپه ا
 يدهای ـروئیو یزبـان یرسـد کـه دامنـه م   ینطور به نظـر م ـ یا

دامنـه   ين جـنس نبـوده و دارا  ی ـمرکبات تنها محدود بـه ا 
  .هستند يعتریوس یزبانیم

 یاهان علفیدها در گیروئینتاج حاصل از و یسه توالیمقا

مطالعـات  . ها آشکار کردر را در ژنوم آنیین تغیوجود چند
ــ ــد  یقبل ــر همانن ــروئیو ســازي نشــان داده کــه در اث د در ی
 سـازي  زبان در هماننـد یجه فشار میمختلف، در نت يزبانهایم
ط موجـود  یشوند که به شـرا  میجاد یا ییانتهاید، واریروئیو

 Ambros et al. 1999(داشـته باشـند   يشـتر یب يسـازگار 

Gora-Sochacka et al. 1994, Owens et al. 2009 (  هـر
د بطور قطع بـه  یروئیو يرات در سازگاریین تغیچند نقش ا
  .ده استیاثبات نرس

-يمـار یه بیدها در ناحیروئیرات در ژنوم ویین تغیشتریب
-گـزارش . د مشاهده شدیروئیه ویدر ساختار ثانو) P( ییزا

 يدهای ـروئین تنوع در ویشتریز نشان داده که بین یقبل يها
د یروئیژنوم و Vو  P يهاهیدر ناح Pospiviroidaeخانواده 

 CLBVdو  CEVdدر . (Kofalvi et al. 1997)وجود دارد 
رات در یی ـبـدون تغ  TLو  Pه یرات در ناحیین تغیشتریز بین

 & Fagoaga(د مشاهده شـده اسـت   یروئیه ویساختار ثانو

Duran-Vila 1996، Gandia & Duran-2004 Vila ( 
د ممکن است بـه خـاطر   یجد يهازبانیرات ژنوم در مییتغ

 يا در راسـتا ی ـزبـان و  یم یستم دفـاع یمحافظت در برابر س
د یاز تول ییهاگزارش. فتدید اتفاق بیزبان جدیبا م يسازگار
ک پنهــان هلــو یــد موزائیــروئید در ویــجد يهــاانــتیوار

)Peach latent mosaic viroid-PLMVd(  ــروئیوو د ی
ASSVd ز در منـابع وجـود دارد   یزبان نیر نوع مییدر اثر تغ

)Ambros et al. 1999 ،Walia et al. 2014(..  
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