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  دهیچک
کن یمکز( موترشید لیدر تول یطولان ياو کرمان سابقه، فارس ستان و بلوچستان، بوشهریهرمزگان، س يها ران شامل استانیا یجنوبمناطق 

 Candidatus Phytoplasma' عامل آن که موترشیجاروك ل يماریر بیدر دو دهه اخ. دارند [.Citrus aurantifolia (Chrism.) Swing] )میلا

aurantifolia' جاروك  يماریت بیریمد يهااز راه یکی .کرده استران نابود یدر جنوب ا را موترشیل اندرختاصله از هزاران باشد یم
جاروك  يماریمقاوم به ب يدیمرکبات اس يدهایبرید هیتول پژوهشن یهدف از ا .باشد یم مقاوم و متحمل ارقام يریموترش به کار گیل
 .C( وزوی يها گونه ووالد مادر به عنوان ) .ʻ )C. limon (L.) Burm. Fورکایʼ ترش مویل، یچهار نوع تلاقن منظور در یا يبرا .موترش بودیل

junos Sieb. ex Tan.(نی، کلئوپاترا ماندار )C. reshni Hort. ex Tan.( ،مو ترشیل ʼيکوساʻ )C. limonia Osb. ( و پرتقالʼنیهاملʻ )C. 

sinensis (L.) Osb. ( وندین بالا به روش پید از والدیبریاه هیگ 79تعداد  .به کار رفتندن پدر یوالدبه عنوان T يماریبا عامل ب واژگون 
) PCR(آر  یس یجاروك و واکنش در آزمون پ يماریشده از نظر ظهور علائم ب یزن هیما يهادیبریه. شدند یزن هیما موترشیجاروك ل

 يتوپلاسمایها از نظر وجود فن آنیجاروك ظاهر نشد که از ب يمارید علائم بیبریه 63در  یزن هیدو سال بعد از ما .ندشد یابیارز يا انهیآش
 یابیتحت ارزنشد  یابیتوپلاسما ردیها ففاقد علائم که در آن هاي دیبریه. د مثبت بودندیبریه 28و  ید منفیبریه 35موترش یجاروك ل

  .شوند یموترش معرفیجاروك ل يماریبه ب مقاوم دیجد يدیبه عنوان مرکبات اسنده یتوانند در آیو م دارندقرار  يشتریب یپیفنوت
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Abstract 
South citrus growing belt of Iran including Hormozgan, Sistan-Baluchestan, Bushehr, Fars and Kerman 
provinces, has a long history of cultivation of acid lime (Mexican lime) [Citrus aurantifolia (Chritm.) 
Swing.]. In two recent decades due to witches' broom disease of lime (WBDL), caused by 'Candidatus 
Phytoplasma aurantifolia', thousands of acid lime trees have been killed in the south of Iran. Using resistant 
or tolerant varieties is one of the important strategies for controlling WBDL . The aim of this study was 
producing new acid citrus hybrids resistant to the WBDL disease. Four types of crosses were carried out. The 
female parent was ‘Eurekaʼ lemon [C. limon (L.) Burm. F.] and the male parents were ‘Yuzuʼ [C. junos Sieb. 
ex Tan.], ‘Cleopatraʼ mandarin [C. reshni Hort. ex Tan.], ‘Kusaieʼ lime (C. limonia Osb.) and ʻHamlinʼ 
orange [C. sinensis (L.) Osb.]. From the above parents, 79 hybrid plants were successfully inoculated with 
the 'Ca. P. aurantifolia' by inverted T-budding. Appearance of disease symptoms and nested-PCR assay were 
used to assess inoculated hybrids for resistance. Two years post-inoculation 63 hybrids remained 
symptomless. Among symptomless hybrids, 35 and 28 hybrids were negative and positive for presence of 
WBDL phytoplasma, respectively. Symptomless hybrids negative for WBDL phytoplasma are under more 
phenotypic evaluation and may be promising as new acid citrus resistant to WBDL. 
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  مقدمه

ــامل  ــات ش ــال،  مرکب ــارنگیپرتق ــروت،  ن ــپ ف ، گری
تـرین محصـولات    لیموشیرین و لیموترش در ایران از مهـم 

-2014ایـران در سـال   تولیـد مرکبـات در    .هسـتند  اي میوه
 FAO( اسـت   میلیون تن بـرآورد شـده   57/4 حدود 2013

ج نـارن ماننـد   هـاي مرکبـات اسـیدي    در ایران گونه ).2016
)Citrus aurantium L.(  لیمــــوترشو [Citrus 

aurantifolia (Chrism) Swing.]   ــه صــورت ــدتا ً ب عم
هاي ترش تازه و یا آب نارنج و آب لیمو به همراه غذا  میوه

انـواع لیمـو تـرش    تولیـد کـل    .گیرند قرار میاستفاده مورد 
 حـدود  2013-2014در ایـران در سـال   ) هاها و لمون لایم(

 در بـین  .)FAO 2016( اسـت   میلیون تن برآورد شده 02/1
هـاي   که بـا نـام   لایممکزیکن یا  مرکبات اسیدي، لیموترش

شود، شناخته میلیموآب، لیمو شیراز و لیمو عمانی  تجاري
هـاي   در نواحی مرکبـات خیـز جنـوب ایـران ماننـد اسـتان      

هرمزگان، سیستان و بلوچسـتان، فـارس، بوشـهر و کرمـان     
و اهمیـت  کاشت و پـرورش بـوده   داراي تاریخچه طولانی 

  .ددار و اکولوژیکی قابل توجهی اقتصادي
 در ایران بـا بسـیاري از   )ترش( مرکبات اسیدي پرورش
رو بـه رو  زنده و غیر زنده  عواملي مربوط به هامحدودیت

حساسـیت نـارنج بـه     تـوان بـه  در ایـن میـان مـی   . باشد می
ــه   ــات، حساســیت لیمــوترش ب ــروس تریســتیزاي مرکب وی

هچـه و  اهـاي مـرگ گی   در شمال ایران، بیمـاري  زدگی سرما
 برخـی پرشین لایم در جنوب ایران و  خشکیدگی سرشاخه

اشـاره   گیاهی زايعوامل بیمارهاي ناشی از  دیگر از بیماري
در دو دهـه  تـر از همـه   اما مهم .)Najafiniya 2016(نمود 
آن  عامـل که  است لیموترشجاروك  بیماري ویرانگر اخیر
 Candidatus Phytoplasma'با نام علمی  فیتوپلاسما نوعی

aurantifolia' )Zreik et al. 1995( ایـن بیمـاري   . باشدمی

در جنـوب ایـران   را  لیموترش اندرختاصله از  صدها هزار
ظهور این بیماري ). Faghihi et al. 2011( کرده استنابود 

تان س ـاز یـک ناحیـه کوچـک در ا    1997در ایران در سـال  
 ,Salehi et al. 1997(  سیسـتان و بلوچسـتان تاییـد شـد    

Bove et al. 2000(.  به دلیل گسـترش   تاکنون، تاریخاز آن
شت و تولید لیموترش به ترتیـب بـه   اوسعت ک این بیماري

 Ahmadi( است  کاهش یافته تن 140000هکتار و  12000

et al. 2017(. گسترش و  ،اطلاعات در مورد تاریخ پیدایش
بیمـاري در کشـورهایی نظیـر عمـان،     ایـن  وضعیت کنونی 

موجـود   هاي متعددایران در گزارش و امارات متحده عربی
 Garnier et al. 1991, Bove et al. 2000, Faghihi(ت اس

et al. 2011, Al-Yahyai et al. 2012, Salehi et al. 
زیـادي   مخـرب  بیماري جاروك لیموترش تاثیرات .)2017

بر صنعت لیموترش و محیط زیست کشورهاي خاورمیانـه  
خرما عمـدتاً   اي بعد ازوهدر بین محصولات میزیرا  اشتهگذ

کاشـت و  خشک ایـن کشـورها   گرم و لیموترش در مناطق 
 .Khan 2000, Al-Yahyai et al(پـرورش وسـیع دارد   

ــم ).2015 ــاهري علائ ــوترش در   ظ ــاروك لیم ــاري ج بیم
هـاي انتقـال ایـن     علفـی و روش  هاي میزبان ،درختان آلوده

 Garnier & Boveانـد    شـده  تعیـین طور کامـل    بیماري به

2000, Salehi et al. 2002, Chung et al. 2006, )  
Bagheri et al. 2009, Salehi et al. 2017.(  عامل بیماري

تواند توسـط   جاروك لیموترش مانند سایر فیتوپلاسماها می
 Hishimonus( مـنظم علیـه زنجـرك ناقـل     هـاي سمپاشی

phycitis) (Bagheri et al. 2009(،   قرنطینـه اعمال قـوانین
آلـوده و  سایر گیاهان و  حذف درختانطق آلوده، امن در اي
 ارقام مرکبات .متحمل کنترل شودمقاوم و ارقام  کارگیريبه

بـا   توان را میمتحمل به بیماري جاروك لیموترش مقاوم و 
انتخـاب درختــان   ماننــد دورهـاي مختلفــی بدسـت آ   روش
، القاي نژاديبهآلوده وجود دارند،  مناطقاي که در  آلوده  غیر

تنوع ژنتیکـی  ). Roose 2000(ها  ژن دست ورزي وجهش 
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استان هرمزگان در جنوب ایـران بـا    درهاي لیموترش  گونه
مورد مطالعـه   ISSR و SSR مولکولی استفاده از نشانگرهاي

 ءهـایی کـه داراي منشـا    و بسـیاري از ژنوتیـپ   قرار گرفت
براي . )Sharafi et al. 2016(شدند شناسایی  بودندی جنس

عمان کشور لیموترش در  هايژنوتیپ تنوع ژنتیکی بررسی
تنـوع  میـزان  امـا   ،اسـتفاده شـد   AFLPنشانگر مولکولی  از

 Al-Sadi et( اسـت  بـوده  در این گونه بسیار پایینژنتیکی 

al. 2012(.  
ارزیابی واکنش ارقـام  ت متعددي در مورد مطالعا تاکنون

 نسـبت  مرکبـات هاي نزدیک به  جنسیا  و مختلف مرکبات
 Moghal etانجام گرفته است به بیماري جاروك لیموترش 

al. 1998, Garnier & Bove 2000, Salehi et al. 
در  مرکبـات  از بـین که  انداین مطالعات نشان داده). (2005

ــه  نزدیــک هــايجــنسو  Citrusجــنس  ــارنگی  هــا آنب ن
ʼ کلمـانتینʻ )C. clementina Hort. ex Tan.(،   یـوزو)C. 

junos Sieb. ex Tan.(   کلئوپـاترا مانـدارین ،)C. reshni 

Hort. ex Tan.( ــال و  ).C. sinensis (L.) Osb(، پرتق
بــا  ).Fortunella margarita (Lour,) Swngکــامکوات 

نتـایج  از اگـر چـه    .ي پیوند، آلوده نشدندبه وسیله یزن مایه
ــوان  مــی اخیــر مطالعــات ــه ت در انتخــاب طــور مســتقیم ب
جاروك و یا انتخاب والـدین بـراي    هاي متحمل به ژنوتیپ

 ، امـا اسـتفاده نمـود   به نـژادي  هاي در برنامه هاانجام تلاقی
تولیـد  در نـژادي  مـورد اسـتفاده از بـه    در تاکنون گزارشـی 

بیمــاري جــاروك  جدیــد و متحمــل بــهمرکبــات اســیدي 
تقاضــاي زیــادي بــراي امــروزه  .وجــود نــدارد لیمــوترش

 بـه بیمـاري  مقـاوم  متحمـل یـا   ترش لیموشبه هاي  ژنوتیپ
که با خسارت  یکشورهایبه طوري که  جاروك وجود دارد

بـه دنبـال   در سـطح تجـاري    ،انـد   روبـرو شـده   این بیماري
هــاي مقــاوم  ژنوتیــپ بــینلیمــوترش از  بــرايجــایگزینی 

در دهـه   .هاي گرمسیري هسـتند  مرکبات و حتی سایر میوه

بـا   بیوتکنولـوژي کشـاورزي ایـران    در پژوهشـگاه  گذشته،
 ،هاي نیمـه گرمسـیري   مرکبات و میوه پژوهشکدههمکاري 
 با هدف دست یابی بـه شـبه   نژاديبههاي  پروژهاز  تعدادي

بـه   جـاروك لیمـوترش   متحمـل بـه   و جدید هايلیموترش
 ی از ایـن نتـایج یک ـ  ایـن پـژوهش،  در  .رسیده اسـت  اتمام

تولیــد پــژوهش  ایــنهــدف از . شــود مــیارائــه هــا پــروژه
 آنها به ارزیابی واکنش ومرکبات اسیدي جدید  هاي دورگ

ــوترش ــاروك لیم ــلدورگو انتخــاب  ج ــاي متحم ــا  ه ب
  .بوده استلیموترش  فنوتیپی شبه هاي ویژگی

  ي بررسیها مواد و روش
  هاتلاقی

عنـوان    بـه   Eurekaʼ‘ترش لیمو از ،هاانجام تلاقیبراي 
ي غنچه در مرحله روالد مادهاي  گل .استفاده شد روالد ماد
بـا حـذف    هـا  روز قبل از بـاز شـدن بسـاك    2تا  1کامل و 
عقـیم   اسـتفاده از پـنس نـوك تیـز    بـا   ها و پرچم ها گلبرگ

افشـان،   حشـرات گـرده  بازدیـد  بـراي جلـوگیري از    .ندشد
 مـومی پوشـانده  هـاي کاغـذي    بـا کیسـه   شده عقیمهاي  گل

 وزو، پرتقــالکلئوپــاترا مانــدارین، یــ هــاي ژنوتیــپ .شــدند
ʼهاملینʻ  لیمو ترشو ʼکوسايʻ  بـه   والـدین پـدر  به عنوان

و تـا   آوري جمع يپدر والدین هاي بساك .کار گرفته شدند
درجـه   26( جداگانـه در دمـاي اتـاق    بطـور  کامل باز شدن

هـاي   گـل . ندساعت قرار داده شد 24به مدت  )سانتی گراد
والـدین   شده آوري جمع هايبا گردهوالد مادر  شده حفاظت

  .شدند یافشان  برس نرم گرده وسیله به  نر

  کاشت آنهاو بذرها  آوري جمع

پـس از  ) هـا تلاقـی (ها دورگ گیريهاي حاصل از  میوه
هـا اسـتخراج    بـذرهاي آن و  آوري گذشت هفت مـاه جمـع  

ویژگـی   Eurekaʼ‘ ترشلیمـو  هـاي  بـذر از آنجا که . گردید
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از حذف دو پس  ،و تک جنینی هر دو را دارند چند جنینی
زیـر بینوکـولار، تنهـا     در بـذر و مشـاهده  هر پوسته  يلایه

شـیوه    به ها نهال .ندتک جنین انتخاب و کاشته شد بذرهاي
جهت کنترل آفات بـه  و قرار گرفته مراقبت مورد استاندارد 

  . شدندطور منظم سمپاشی 

  ها نهال یزن مایه

در یـک   رشـد  پـس از دو سـال  ي بذري دورگ ها نهال
هـر   .آلوده شـدند  معکوس T پیوند با روشگلخانه ایزوله، 

یک جوانـه لیمـوترش آلـوده بـه بیمـاري جـاروك       با  نهال
 ـ مایـه  )فراهم آمده از یک بـاغ آلـوده در مینـاب   (  .شـد  یزن

شـده بـراي    مایـه زده  هاي نهالی یهاي بالا بعضی از قسمت
  .ندهرس شددو بار  القاء رشد جدید

  اري جاروك لیموترشبیم ارزیابی علائم

 ـ بعد از مایه هدوره رشد دو سال طی ی موفقیـت آمیـز،   زن
ماننـد ظهـور   جـاروك  بیماري  ظاهري از نظر علائم هانهال
میـان  فاصـله  روشن، کوتـاه شـدن    و زردهاي کوچک  برگ
تعـداد  . هاي جدید وجاروك ارزیابی شـدند  شاخه در ها گره
و  ثبـت  )علائم فاقد(و سالم ) علائمداراي (آلوده  هاينهال
سـوزانده  داراي علائم بعد از تهیـه نمونـه از آنهـا     هاينهال
 .)1جدول ( ندشد

 PCRش بـا آزمـون   ردیابی عامل بیماري جاروك لیموتر
  اي آشیانه

هـاي برگـی   هـا نمونـه  از دور تا دور و وسط تاج نهـال 
بـا  گرم بافت رگبرگ و دمبرگ  5/0تا  2/0و از  آوري جمع

دي ان  Murray & Thompson (1980)اسـتفاده از روش  
ــتخراج شــد اي کــل ــال   .اس ــک نه ــک جــاروك در ی از ی

لیموترش داراي علائم، که قبلاً آلودگی آن به عامل بیماري 

جاروك به اثبات رسیده بود به عنوان شاهد مثبت و از یک 
نهال نارنج سالم به عنوان کنترل منفی نیـز بـا همـین روش    

ــد  دي ان اي غلظـــت. دي ان اي کـــل اســـتخراج شـ

 .تنظیم شد یکرولیترم نانوگرم بر 25 در حدود شده استخراج
 پـی سـی آر   از روش عامل جاروك لیموترش ردیابیي برا

 P1/P7 )Schneiderعمـومی  آغـازگر   بـا جفـت   ،اي آشیانه

 .Askari et al( fe1/re1اختصاصی آغازگر  و جفت )1995

 پـی سـی آر  ترتیب براي اولین و دومین واکنش   به، )2011
 fe1/re1و  P1/P7هـاي  جفت آغازگر .)2جدول (استفاده شد 

هـاي   به ترتیب قطعـاتی از دي ان اي ریبـوزومی بـا انـدازه    
محصول پی سـی  . کنند جفت باز را تکثیر می 136و  1800

آر اول با رقیق سازي به نسبت یک به ده بـه عنـوان دي ان   
 5/12هر . اي قالب براي پی سی آر مرحله دوم استفاده شد

اي شـامل   آشـیانه  پی سـی آر  واکنش میکرو لیتر از مخلوط
بـافر پـی    ،)لیتـر  میکرو 5/7(بار تقطیر  دوآب  :بودمواد زیر 

کلریـد منیـزیم    ،)لیتر میکرو 25/1( سی آر با غلظت ده برابر
 dNTP 5/2 ، مخلــوط)میکــرو لیتــر 5/0(میلــی مــولار  50
بـا   fe1/re1ي ، هر یک از آغازگرها)لیتر میکرو 1( مولار یلیم

آنـزیم  ، )لیتـر  میکـرو  5/0(لیتر  مول بر میکرو پیکو 10 غلظت
Taq DNA Polymerase (Fermentas)  واحـد   3با غلظت

بـا   پـی سـی آر  و محصول  ،)لیتر میکرو 25/0(لیتر  بر میکرو
برنامـه پـی سـی آر     ).لیتـر  میکـرو  P1/P7 )1 جفت آغـازگر 

درجه سانتیگراد بـه مـدت دو    94: اي عبارت بود از آشیانه
 30ان ا، یـک برنامـه    دقیقه براي واسرشت نمودن اولیه دي

درجـه بـه مـدت یـک دقیقـه بـراي        94اي با دمـاي  چرخه
درجه بـه مـدت یـک دقیقـه بـه       54واسرشته سازي، دماي 

درجه به مدت یک دقیقه  72منظور اتصال آغازگرها، دماي 
ثانیه براي تکثیر و یک چرخه به منظور تکثیـر نهـایی    30و 

 جام پی سـی براي ان. درجه به مدت هفت دقیقه 72با دماي 
ــایکر   ــتگاه ترموسـ  Gene Amp Appliedآر از دسـ
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هاي جدید و ارزیابی واکنش آنها بـه  و چهار گونه دیگر از مرکبات براي تولید هیبرید »یورکا«هاي ایجاد شده بین لیموترش  تلاقی. 1جدول
'Candidatus Phytoplasama aurantifolia'  

Table 1. Crosses made between ‘Eurekaʼ lemon and four other citrus species to produce hybrids for reaction 
assessment to 'Candidatus Phytoplasama aurantifolia'. 
Cross Pollinated 

flowers 
No. of 
fruits 

No. of 
seeds 

No. of 
hybrids 

No. of plants 
inoculated 
with 'Ca. P. 

aurantifolia'* 

No. of plants 
with WBDL 
symptoms 
and PCR+ 

No. of plants  
without 
WBDL 

symptoms 
and PCR- 

No. of plants 
without 
WBDL 

symptoms 
but PCR+ 

Eureka × Cleopatra 10 7 162 31 15 2 4 9 
Eureka × Yuzu 58 31 722 227 26 4 3 9 
Eureka × Hamlin 53 25 446 125 21 5 12 4 
Eureka × Kusaie lime 47 25 431 90 17 5 6 6 
Total 168 88 1761 473 79 16 35 28 
*'Ca. P.', 'Candidatus Phytoplasama' 

  
Biosystems اسـتفاده شـد  ) سـاخت آمریکـا  ( 9700، مدل. 

یـک  ژل آگـارز   دراي   آشـیانه  واکنش پی سـی آر  محصول
پـس از  و  گردید الکتروفورز TAE بافردرصد با استفاده از 

) لیتـر  میکروگرم بـر میلـی   5(ید ام بروموبا اتیدیآمیزي  رنگ
  .و عکس برداري شد مستند ساز ژل بررسی زیر دستگاه

  و بحث نتایج
ــژوهشدر  ــی ازحاضــر  پ ــار تلاق ــف شــامل چه  مختل

، پرتقـال  ʻیورکـا ʼ× ، یـوزو  ʻیورکـا ʼ× کلئوپاترا مانـدارین  
ʼهاملینʻ  ×ʼیورکاʻ  ترش لیموو ʼ کوسـايʻ ×ʼ یورکـاʻ   بـه

بیماري  به ارزیابی و) دورگ(هاي هیبرید منظور تولید نهال
از ایـن چهـار تلاقـی در     .شـد اسـتفاده   جاروك لیمـوترش 

بـین آنهـا تفـاوت     بدست آمد کـه  دورگگیاه  473 عمجمو
مشـاهده  ) قدرت رشد(ي از نظر ارتفاع و قطر تنه نهال زیاد

منتخـب  %) 7/16( نهال هیبرید 79 تنهاشد و به همین دلیل 
بـا  و یکنواخت نسبت به فیتوپلاسماي جـاروك لیمـوترش   

مورد ارزیـابی قـرار   استفاده از پیوند تی واژگون  زنی بامایه
از زنـی،   پس از مایـه بیست و چهار ماه  .)1جدول ( گرفتند

و بودنـد   فاقـد علائـم  نهال  63تعداد  ،شده یزن گیاه مایه 79
بـه   هـاي کوچـک   گی همراه بـا بـرگ  کوتول علایم نهال 16

را نشان  و فاصله میانگره کوتاه روشن تا زردسبز  هاي رنگ
 ـ در تمـام گیاهـان مایـه    ).1شـکل  (دادند  ، علایـم  شـده  یزن

هاي حاصل از رشـد پیونـدك آلـوده نیـز      بیماري در شاخه
. بــود یزنــ مایــه موفقیــتکــه نشــان دهنــده مشــاهده شــد 

نهــال نــارنج ســالم بــدون ( شــاهد هــاي نهــال کــه حــالی در
قطعـه   .هـیچ علائمـی از بیمـاري نشـان ندادنـد      ،)اینوکلوم

دوم بـا   پـی سـی آر  بعـد از  ي مـورد انتظـار   جفت باز136
نهال داراي علائـم و   16در  fe1/re1آغازگرهاي اختصاصی 

نهـال   35در کنترل منفـی و  . نهال فاقد علائم تکثیر شد 28
بـه   .)2، جـدول  2کل ش ـ. (فاقد علائم این قطعه تکثیر نشد

منظــور اطمینــان از ردیــابی فیتوپلاســماي عامــل جــاروك 
  .مراز دو بار تکرار شد اي پلی لیموترش واکنش زنجیره

هاي  نهال دربا توجه به علائم بیماري جاروك لیموترش 
، مـورد انتظـار  پی سی آر قطعه تکثیر یا عدم تکثیر ، و آلوده
داراي علائـم  هاي  نهال -1: ها در سه گروه قرار گرفتند نهال

فاقـد  هـاي   نهـال  -2، )نهال 16(مثبت  پی سی آر واکنش با
هاي  نهال -3و ) نهال 28(مثبت  پی سی آر واکنش علائم با

جـدول  ( )نهـال  35(منفی  پی سی آر واکنش فاقد علائم با
 هـاي  نهـال ها تعداد  ، براي هر یک از تلاقی1در جدول  .)1

 ـ. هر یک از این سه گروه نشـان داده شـده اسـت    الاترینب
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، علائم بیماري جاروك شامل زردي و کاهش  a:مایه زنی دو هیبرید مرکبات با فیتوپلاسماي عامل جاروك لیموترش با روش پیوند. 1شکل

 × ʻهـاملین ʼ، یک گیاه هیبرید حاصل تلاقـی پرتقـال   b؛ ʻیورکاʻ× ʼکوسايʼ ها در یک گیاه هیبرید حاصل تلاقی لیمو ترشفاصله میانگره
ʼیورکاʻ رغم ظهور علائم جاروك در پیوندك آلوده، فاقد علائم بیماري جاروك لیموترش بودکه علی.  

Fig. 1. Inoculation of two citrus hybrids with agent of witches' broom disease of lime using graft inoculation: a, a 
‘Eurekaʼ × ‘Kusaieʼ lime hybrid plant showing symptoms of witches' broom disease of lime (WBDL) including 
yellowing and shortened internodes; b, a ‘Eurekaʼ × ‘Hamlinʼ orange hybrid plant showing no symptoms of 
WBDL phytoplasma in spite of appearance of WBDL phytoplasma symptoms in infected bud.  
 
 

  .هاي مایه زده شدهاي براي ردیابی فیتوپلاسماي جاروك لیموترش در دورگهاي مورد استفاده در پی سی آر آشیانهآغازگر. 2جدول 
Table 2. Primers used in nested PCR to detect witches' broom disease of lime  phytoplasma  in  inoculated 
hybrids. 
Primer name Primer sequence (5'-3') Amplified product (bp) Target gene Reference 

P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGTT 1788 rRNA operon Schneider et al. 1995 
P7 AAGAGCCGATGAAGGACG    
fe1 GAGTTAGATAGAGGCGAGTG 136 16S rRNA Askari et al. 2011 
re1 TAATCCTGTTTGCTCCCCAC    

  
%) 57(منفـی  پـی سـی آر   فاقـد علائـم بـا    هاي  نهالدرصد 

  .ستا ʻیورکاʻ  ×ʼهاملینʼپرتقال  تلاقی متعلق به
بـه منظـور تولیـد ارقـام      مرکبات نژاديهاي بهبرنامهدر 
اولین گـام  گیري  رگانتخاب والدین مناسب براي دو جدید

مـانع   جـا کـه چنـد جنینـی    از آن .رود موفقیت به شمار می
کـاملاً  والد مـادر بایـد    ،باشد میمرکبات  نژاديدر به یبزرگ

بوده ویا درصد زیادي از تـک جنینـی را داشـته    تک جنین 

 .کـرد  انتخاب مادر کاملاً چند جنین باید اجتناباز  و باشد
هـر تلاقـی،   مـورد نظـر   بـه هـدف    نیلاز سوي دیگر براي 

هـاي   هایی بـا ویژگـی   حداقل یکی از والدین باید داراي ژن
یـابی تحمـل   در این پژوهش دست. و مد نظر باشدمطلوب 

مرکبـات   هـاي میـوه  ویژگیبه بیماري جاروك لیموترش و 
 بـراي ایـن   .است در هیبریدها از اهداف اصلی بوده اسیدي
که یکی از مرکبات اسیدي اسـت  ʻیورکاʼ ترش ولیم منظور
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در دور   fe1/re1در دور اول و P1/P7با استفاده از جفـت آغازگرهـاي    ) جفت باز136(اي آشیانه  الکتروفورز محصول پی سی آر. 2شکل

هـاي   ، دورگ57و  56، 13تـا   1هاي راهک. هاي مورد مطالعه در این پژوهشدوم جهت ردیابی فیتوپلاسماي جاروك لیموترش در هیبرید
، و 42تا  34هاي راهک ؛ʻیورکاʼ× هاي حاصل از یوزو  ، دورگ63تا  58، و 33تا  15هاي ؛ راهک ʻیورکاʼ× حاصل از کلئوپاترا ماندارین 

 ’کوسـاي ʼ لیمو ترش هاي حاصل از ، دورگ76و  75، و 55تا  44هاي ؛ راهکʻیورکاʻ  ×ʼهاملینʼهاي حاصل از پرتقال  ، دورگ 74تا  64
 ×ʼ؛  ’یورکاc  نارنج سالم(، کنترل منفی( ؛M جفت بازي  100 ، نشانگر مولکولی)Fermentas.(  

Fig. 2. Electrophoresis of nested PCR products (136 bp) using P1/P7 (first round) and  fe1/re1 (second round) primer 
pairs fordetection of WBDL-phytoplasma in  hybrids plants analyzed in this study. lanes 1 to 13, 56 and 57, 
hybrids resulted from ‘Eurekaʼ × ‘Cleopatraʼ mandarin; lanes 15 to 33, and 58 to 63, hybrids resulted from 
‘Eurekaʼ × ‘Yuzuʼ; lanes 34 to 42 and 64 to 74, hybrids resulted from ‘Eurekaʼ × ‘Hamlinʼ orange; lanes 44 to 55 
and 75 and 76, hybrids resulted from ‘Eurekaʼ × ‘Kusaieʼ lime; C, negative control (sour Orange); M , 100 bp  
molecular size marker (Fermentas). 

  
 & Janick(را دارد درجه قابل تـوجهی از تـک جنینـی     و

Moore 1996, Perez-Tornero & Porras 2008(  به عنوان
پـدر در هـر    ینوالـد والد مادر مورد استفاده قرار گرفت و 

کـه بـه بیمـاري جـاروك لیمـوترش      ارقامی  چهار تلاقی از
 ,Moghal et al., 1998(ند انتخـاب شـد   متحمـل بودنـد  

Garnier & Bove 2000.(  
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، یـوزو  در این پـژوهش  شده  استفاده بین والدین پدر از
کـه در   شود محسوب میویژه  مرکبات اسیدي انواع یکی از
به علـت طعـم خـوب و ترکیبـات      و یابدپرورش میژاپن 
علـت    همچنین یوزو، بـه . شود در آشپزي استفاده میمعطر 

ادي هاي به نـژ  مقاومت به سرما به عنوان یک والد در برنامه
). Janick & Moore 1996(گیـرد   مورد اسـتفاده قـرار مـی   

با بـالاترین تعـداد    ʻیورکاʼتولید دورگ بین یوزو و لیموي 
هاي دیگر، بـراي اولـین    ها در مقایسه با سه نوع تلاقی نهال

  . شود بار در این مطالعه گزارش می
هاي ویروسـی مرکبـات کـه     بیماري بسیاري از برخلاف

 Timmer et( دنهاي مختلف منتقـل شـو   روش باند نتوا می

al. 2000( ، فیتوپلاسـمایی  بیماريانتقال آزمایشگاهی براي 
 بـا  زنـی  مایـه  ، به طـور معمـول از روش  جاروك لیموترش

خـوبی رشـد     بایـد بـه  پیوندك آلوده . شود استفاده می پیوند
 .Salehi et al(علائـم بیمـاري در آن دیـده شـود     کنـد و  

مرکبات به عنوان مهمترین مانع در  چند جنینی بذر ).2005
هـاي انتقـال بیمـاري    به نژادي و همچنین محدودیت روش

هـاي دورگ   نهـال ارزیابی تعداد زیادي از و تولید جاروك، 
تــوارث  و تعیـین نحـوه   را بـراي انجـام مطالعـات ژنتیکـی    

مقاومت و حساسیت به این بیماري بـا دشـواري رو بـه رو    
از قبیـل  تـک جنـین    هـاي کـاملاً   استفاده از گونه .سازندمی

 F. margarita]ناگــامی کلمــانتین ، کــامکوآت نــارنگی 

(Lour.) Swing.]  و پوملـو ، C. grandis] [(L) Osb.    بـه
را ایـن محـدودیت    توانـد  مـی  ها تلاقی در والد مادر عنوان

  . نماید برطرف
 عامـل  فیتوپلاسـماي  ردیـابی حاضـر بـراي    پژوهشدر 

 اسـتفاده  اي آشـیانه  پی سی آر از بیماري جاروك لیموترش
اختصاصی بیمـاري جـاروك لیمـوترش      آغازگرجفت  .شد

)fe1/re1 (پیش تر از روي قطعه تکثیـري توسـط جفـت     که
 .Askari et al)طراحی شده است ) P1/P7 )kb 8/1آغازگر 

هاي آلوده بـه  ي را در نهالجفت باز 136 اي قطعه،  (2011
با استفاده  .کردترش تکثیر فیتوپلاسماي عامل جاروك لیمو 

 میـزان  در مـورد  اطلاعـاتی  گونـه هیچ ردیابیاین روش از 
آیـد و بایـد   به دست نمیفیتولاسما در گیاهان آلوده  غلظت

 )Real-time PCR(از روش پـی سـی آر در زمـان واقعـی     
ی  تعیینبراي  دو گـروه از   دربـه ویـژه    عامـل بیمـاري  کم

جـاروك و   داراي علائمهاي  شامل نهال شده گیاهان مطالعه
مثبت  و پی سی آر فاقد علائمهاي  نهالمثبت و  پی سی آر

در ایـن   شـده  ارزیـابی  هاي دورگ گروه بندي. استفاده شود
 ردیـابی و  جـاروك اساس ظهور علائم بیمـاري   بر پژوهش

 پـیش تـر   که آن چهبا  اي آشیانه پی سی آربا عامل بیماري 
 Garnier & Bove 2000, Salehi et گردیده استگزارش 

al. 2005) (در ارزیابی  این پژوهشگران نیز. همخوانی دارد
مرکبــات بــه بیمــاري جــاروك  ارقــامو  هــا واکــنش گونــه

 ـ مایه لیموترش گیاهان حسـاس  در سـه گـروه   را  شـده  یزن
فاقد علائـم بـا   (، متحمل )مثبت پی سی آرداراي علائم با (

) منفـی  ی آرپی سفاقد علائم با (و مقاوم ) مثبت پی سی آر
   .قرار دادند
هـاي پـی سـی آر در زمـان      روش ی کـه توسـط  اطلاعات

 مرکبات را قادر خواهـد  نژادگرانآیند به واقعی به دست می
دو  هاي بین را براي تلاقی والدارقام ترین  مناسبتا  ساخت

مثبت و فاقـد   پی سی آربا  فاقد علائم هايگروه از ژنوتیپ
در میان سه گروه از  .منفی انتخاب کنند پی سی آرعلائم با 
گروه سـوم   ،دست آمد به پژوهشکه در این  دورگ گیاهان

پـی سـی    و واکنش منفـی در فاقد علائم بیماري گیاه  35با 
در برابــر بیمــاري جــاروك  ممقــاو بــه عنــوان ژنوتیــپ، آر

بخش هستند چون نه علائم بیماري را امید  لیموترش بسیار
 اگـر چـه   .شدتکثیر  هاآنمل بیماري در نه عا و دادندنشان 
تغییـر شـرایط    در اثـر ظهور علائم بیماري جاروك  احتمال
فاقـد  ، بـراي گـروه دوم  نی مدت طولا بهدماي بالا  ،محیطی
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تواند وجود داشـته   می ؛)نهال 28(مثبت  پی سی آرعلائم با 
 پی سی آرفاقد علائم با ها،  از دورگبراي گروه سوم باشد، 
  .)Galetto et al. 2011(نیست  ، مطرحمنفی

ــراندر  مشــاهدات متعــدد ــان جنــوب ای ، وجــود درخت
 هـاي کـاملاً   علائم بیماري جـاروك در بـاغ   فاقدترش  لیمو

براي کنتـرل بیمـاري    .نمایدتایید می را بیمارياین آلوده به 
توانـد   هـاي مناسـب مـی    حـل جاروك لیموترش یکی از راه

موجـود  متحمـل  مقـاوم یـا    احتمـالاً  ارقام چنین استفاده از
چندین دهه در ) لایم کنمکزی(جا که لیموترش  از آن .باشد

تکثیـر و  توسط کاشـت مسـتقیم بـذر    جنوب کشور  مناطق
 فاقد علائم به احتمال زیاد، منشا این درختان  یافته گسترش

باشـد   مـی  %) 25-20تقریبـا  (هاي جنسی لیمـوترش  جنین
)Sharafi et al. 2016 (فرق صفات بـه وجـود   که در آنها ت

وضعیت ظاهري  از یهمین دلیل بررسی دقیق  به. آمده است
هـاي   و انجـام آزمـون   درختان لیمـوترش در منـاطق آلـوده   

 و جـدا سـازي   انتخـاب  ،شناسایی منظور به مولکولی دقیق
راهبـرد  این  .باشد میضروري و مقاوم متحمل هاي ژنوتیپ

هاي  لیموترشیابی به دست برايتر نیز در کشور عمان پیش
بـود    پیشنهاد شدهمقاوم و متحمل به عامل بیماري جاروك 

)Khan 2000 .(  
 (بیمــاري میــوه ســبز  هــاي مرکبــات، بیمــاري بــین در

Huanglongbing(      بـراي صـنعت مرکبـات بسـیار مخــرب
 Mattos(است   و توجه جهانی را به خود جلب کرده است

et al. 2016(. صـنعت  بـراي  نیز  بیماري جاروك لیموترش
 .باشـد بسـیار مخـرب مـی    میانه کشورهاي خاور در مرکبات

 وجه جهانی هماننـد بیمـاري  تنیازمند  حل این مشکل قطعاً
 ـبا هـاي متعـددي  دورگ .استگرینینگ  هـاي   د از تلاقـی ی
تـوارث و  شناسـایی نحـوه    بـه منظـور  مرکبات در مختلف 
  .دندست آی بیماري به به اینمقاومت  صفت ژنتیکی تفرق
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