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Abstract  

Background and Objectives: Citrus psorosis virus is the causal agent of one of the most important 

viral citrus diseases in the world and has been detected from the citrus orchards in the east of    

Mazandaran province, IRAN. Because of the simultenious presence of various strains of this virus 

in infected citrus samples, molecular detection methods like PCR are not able to detect this virus 

with high accuaracy. In this research, we introduce a method for the precise detection of Citrus 

psorosis virus.  

Materials & Methods: Detection and Identification of infected samples performed by triple         

antibody sandwich indirect-ELISA (TAS-ELISA) method and monoclonal antibody from       

symptomatic Thomson orange and Unshiu tangerine samples with suspicious symptoms to CPsV 

infection in Sari, Neka and Ghaemshahr districts of Mazandaran. Infection in samples tested by 

ELISA and confirmed by RT-PCR. Extraction of CPsV-dsRNA (Double-strand RNA) from       

infected samples was done by CF-11 column. Molecular hybridization performed by DIG labeled 

cDNA probe.  

Results: Exploring the electrophoretic pattern of dsRNA extracted from the CPsV infected citrus 

samples by using ELISA and RT-PCR methods, indicating the presence of CPsV genomes with 

the molecular weights of 920 bp and 2500 bp in infected samples. The presence of CPsV in the 

samples was also confirmed by using molecular hybridization and designed probe. 

Conclusion: The major advantages of the hybridization method relating to the dsRNA                

electrophoretic mobility is the simultenious detection of the all citrus psorosis virus strains within 

the infected citrus samples. This way can separate virus isolates. 
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 چکیده

های ویروسی مرکبات در جهان است که در بااغاات  ترین بیماری عامل ایجاد یکی از مهم  ویروس پسوروز مرکبات  سابقه و هدف:

های  های آلوده، روشزمان نژادهای مختلف ویروس در نمونه دلیل حضور هم مرکبات واقع در شرق مازندران شناسایی شده است. به

اغلب از توان ردیابی این ویروس با دقت بالا برخوردار نیستند. در این تحقیق، روشی دقایاق بارای  PCRشناسایی مولکولی مانند 

 شناسایی ویروس پسوروز مرکبات معرفی شده است.

آزمون الایزا به روش ساندویچ غیر مستقیم ساه طارفاه پااادتان           های آلوده با استفاده از ردیابی و تشخیص نمونه  ها:مواد و روش

 (TAS-ELISA  )های پرتقال تامسون و نارنگی انشو با علایم مشکوک به آلودگی به ای از نمونهبادی تک همسانهو آنتیCPsV در ،

تایید و استاخارا   RT-PCRها با استفاده از شهر از استان مازندارن انجام پذیرفت. آلودگی در نمونههای ساری، نکا و قائمشهرستان

ds RNA (Double-strand RNAویروس )CPsV  با استفاده از ستونCF-11   انجام شد. برای هیبریداسیون ماولاکاولای از پارو

cDNA  نشاندار شده باDIG .استفاده شد 

آلوده تشخیاص داده  CPsVبه  RT-PCRهایی که با الایزا و از نمونه dsRNAالگوی الکتروفورز حاصل از استخرا  بررسی   ها:یافته

های آلوده بود. همچنین با استافااده از جفت باز در نمون 0۲2و  ۲022های مولکولی با وزن CPsVشده بودند بیانگر حضور ژنوم 

 های آلوده  مورد تایید قرار گرفت.در نمونه CPsVهیبریداسیون مولکولی و پرو  طراحی شده، حضور 

هاای آلاوده و استخرا  شده از نموناه dsRNAدست آمده از آزمون هیبرید سازی مولکولی ارتباط مستقیم بین نتایج به  گیری:نتیجه

 دار مرکبات شهرستان ساری اثبات نمود. های علایمحضور ویروس  پسوروز مرکبات را در نمونه

 ای، ردیابی، الگوی الکتروفورزی.  دو رشته RNA، هیبریداسیون، (CPsV)ویروس پسوروز مرکبات کلمات کلیدی: 

 1۴2۲0۲012پذیرش مقاله:                                 1۴2101۲0۲2ویرایش مقاله:                               1۴21000۲0دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکاتبه: گروه گیاه پزشکی، دانشکده علوم کشاورزی و صنایع غذایی، تهران، ایران.                          

  Rakhshandehroo_fa@srbiau.ac.irپست الکترونیک:               201۲۴۰۹۱۱۹۰تلفن: 

 م دمه     

هزار هکتاار و                ۳22مرکبات در ایران با س   زیر کشت حدود                                     

تاریان      ( از ماهام        1۳0۱میلیون تن )سال                  0حدود          میزان تولید           

(. همچنین ایران رتاباه                      1شوند )      مح ولات باغی محسو  می                    

(. در       ۲یازدهم را در بین کشورهای تولیدکننده مرکبات دارد )                                                 

های تولیدکننده مرکبات، استان مازندران با س   زیار                                                    بین استان         

  ۲0۳هزار هکتار و تولید سالانه باالا  بار                                    122کشت بیش از            

(.    ۳بااشاد )      میلیون تن، اولین استان مرکبات خیز کشاور مای                                         

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خالاقااناه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در ف لنامه دنیای میکرو 
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ها و ارقام مرکبات غالب موجود در استان مازندران شامال                                                       گونه    

درختان بذری پرتقال محلی، ارقام پیوندی پرتقال واشنگتن ناول                                                           

(Washington Navel)               تاامساون نااول ،(Thomson Navel)   ،

، ارقام پیوندی نارنگی انشو یاا                               Oranges)    (Bloodپرتقال خونی             

و کالامااناتایان                        (   .Citrus  unshiu (Macf.) Marcساتسوما )         

(Citrus reticulata Blanco var.clementine)    (.  ۴گردد )      می 

ای هستند که دامنه وسایاعای از                            مرکبات از جمله درختان میوه                          

هاا را آلاوده             زای ویروسی و شبه ویروسای آن                            عوامل بیماری            

کند. تاکنون  ندین بیماری با عامل ویروسی یا شبه ویروسی                                                         می  

از مرکبات گزارش شده است که بیماری پساوروز یاکای از                                                 

ها بوده و در بسیاری از نواحی تولید مرکبات جهان                                                ترین آن         مهم   

  (.    ۱و 0های شدیدی شده اسات )                   شایع و منجر به بروز خسارت                         

به معنی زخم یاا جار                       Psora  نام این بیماری از کلمه یونانی                               

از آن برای تشری  بیمااری                           1۹0۱گرفته شده و اولین باردر سال                             

پوسته فلسی شدن تنه مرکبات در فلوریدا و کالیفرنیا اساتافااده                                                          

(. احتمالا منشا  این بیماری، خاورمایااناه باوده و باا                                                 ۰شد )    

های مرکبات در سراسر جهان گساتارش                                  جایی ارقام و گونه                   جابه    

پیدا کرده است. این بیماری از طریق پیوند از درختان مرکاباات                                                          

 (.  ۹آلوده به درختان سالم منتقل می شود )                                   

ها گفته می شاود کاه از نا ار                            پسوروز به گروهی از بیماری                         

هاای       های  اهری متفاوت، ولی در ایجاد نشانه در بار                                              نشانه     

هاای       (. پساوروز، بار               0تازه روییده با یکدیگر مشابه هستند )                                   

درختان جوان را در و عیت زرد و سبز قرار داده و در درختاان                                                         

ای      (. عاده      12نمایاد )         ها را شیاردار و فل  مانند می                              مسن بر        

معتقدند که پسورز مختص مرکبات است و بیشتر از هاماه باه                                                    

زند. پسورز دو ناوع                     پرتقال، نارنگی، لیمو و دارابی خسارت می                                      

( و نقش بار              Flecking patternهای نقش میخی )                نشانه به نام            

هاای مارکاباات ایاجااد                              ( در بار         Oak leaf patternبلوطی )       

 (.  0کند )       می  

، خااناواده           Ophiovirusویروس پسوروز مرکبات به جانا                             

Aspividae             ( و ژنوم          11تعلق دارد )CPsV    صورت      ، بهssRNA  

، از سه مولکاول                CPsVژنوم        .(   1۴و 1۳و 1۲ای منفی است )             رشته    

RNA         صاورت      که باه     (     1۳و 11) ای تشکیل شده است                  تک رشته

اند. هر دو نوع ق بیت                        مستقل در یک پوشش پروتینی قرار گرفته                                   

باشد، اما ق بیت                 موجود می          RNAهای     م بت و منفی در مولکول                     

RNA1       (kb    ۹0۲      ،)RNA2       (kb    10۱   )منفی غالب است. اندازه                       

،   RNA1(. رشته ماکامال              10و ۹باشد )      ( می    kb    100)       RNA3و   

 Open Reading(   ORF)       حاوی دو  ار و  خاوانادنای بااز                          

Frame                                           قارار         0است.  ار و  قرائت اول نزدیک به انتهاای

کیلودالتونی با عملی ناشناخته را رماز                                       ۲۴گرفته و یک پروتین                   

های شناختاه شاده                  نماید که شباهت خاصی با دیگر پروتین                                  می  

دالتاونای را            کیلو      ۲۹2ندارد.  ار و  قرائت دوم یک پروتین                                   

مخاتاص        ای  های خا  اسید آمینه                  کند که حاوی جایگاه                    رمز می      

بااشاد و          ویروس برای رشته منفی مای                           (RdRP)مراز      آنزیم پلی         

ای آن شبااهات زیاادی باا پالایاماراز                                  توالی اسیدهای آمینه                   

 (.  ۹) دارد        Mononegaviralesهای متعلق به راسته                      ویروس     

  1۳۳۱در ایران، بیماری پسوروز مرکبات اولین باار در ساال                                                 

های بعد         توسط منو هری در شمال ایران شناسایی شد. طی سال                                             

خیز ساری و باابال باه ناحاو                        این بیماری در مناطق مرکبات                          

 (.  0ای موجب خشک شدن درختان گردید )                                سابقه       بی  

بیمااریازای ویاروس در                      Aتحقیقات نشان داده است که تی                               

در شهرهای نوشهر و ساری شیوع بایاشاتاری                                      Bمقایسه با تی                

ویاروس         RT-PCRداشته است. همچنین با استفاده از روش                                     

پسوروز از استان گلستان گزارش شده است و مشخص شده که                                                    

های تجاری خارجی موجود برای ردیابی نژادهای ایارانای                                                    سرم   

 (.      1۱ویروس کارآمد نیستند )                     

  ELISAهای سرولوژیکی                 های تشخیص سنتی مانند روش                          روش   

های تشخیص وابسته به اسید                            و یا روش           Tissue blot-ELISAو 

های مبتنی بر پرو  نایااز                          و همچنین روش              PCRنوکل یک مانند               

های اسید آمینه و یا اسیاد ناوکالا ایاک                                  به دانش قبلی از توالی                     

های واگارا یاا اناواع ویاروس باا                               (. توالی        1۲ویروس دارد )            

های متفاوت روی س   پیکره باا اساتافااده از ایان                                              تو      اپی   

شوند و امر تشخیص را با مشکل ماواجاه                                     ها شناسایی نمی                روش   

 (.    1۰کنند )      می  

( با وزن مولکاولای باالا در                         dsRNAای )      دو رشته         RNAوقوع      

  RNAهای دارای ژنوم                  سلول گیاهان حاصل تک یر ژنوم ویروس                                 
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ای از ن ر فایازیاکای دارای                        دو رشته         RNAباشد.       در میزبان می            

هاای       تواند به راحتی از اک ار گاوناه                             پایداری بالایی است و می                      

های       گیاهی استخرا  شود و ابزاری عالی برای شناسایی ویروس                                                  

ساازی ماقااوم هساتاناد، فاراهام                                           جدید که نسبت به خالص                    

های       ای در زمان تک یر ویروس                      دو رشته         RNA(.      1۹و 1۰کند )       می  

RNA                                        م بت و یا با ژنوم از نوع ق بیت ماتاضااد(ambisense)  

و     dsRNAگیرد. پایداری ترمودینامیکی ماولاکاول                                     شکل می      

بااعا         RNAseمقاومت آن در برابر تخریب توسط آنازیام                                     

شود در تیتر پایین حضور ویروس و یاا در زماان وجاود                                                  می  

تواند روشای            ها در سلول باقی بماند و استخرا  آن می                                       بازدارنده         

(.    10های گیاهی فراهام آورد )                      عالی را برای شناسایی ویروس                          

جایگزینی مناسب برای شناسایی ویروس در                                        dsRNAاستخرا          

های گذشته بیش                 های گیاهی آلوده است. در طول سال                                 اک ر گونه         

هاا از       آن    dsRNAگونه ویروس با استفاده از استخرا                                     ۳2از    

،   Rubus   ،Fragaria   ،Pisum ندین گونه گیاه میزبان از جمله                                

Mentha   ،Solanum   ،Rosa             (. در       ۲2و 1۹اناد )     شناسایی شاده

کاه      ssRNAهای دارای ژنوم                  ویژه ویروس            بسیاری از موارد، به                   

هاا را         گیاهان با مقادیر بالایی از ترکیبات فنلی و کربوهایادرات                                                   

اساتاخارا            ssRNAتوانند          کنند، محققین به سختی می                       آلوده می        

شده را برای استفاده در شناساایای ماولاکاولای و باررسای                                                

ساازی      خ وصیات ژنومی مورد استفاده قرار دهاناد. خاالاص                                          

dsRNA                        تواند برای تاهایاه پارو ،                                     روش بینابینی است که می

RT-PCR      سازی مولکولی و تعیین توالی نوکل وتیدی مورد                                            ، شبیه

هاای  با تاوجاه باه آناکاه روش(.      ۲2و 1۹استفاده قرار گیرد )                   

زای  های بایامااری مولکولی موجود تاکنون قادر به تفکیک تی 

CPsV  در مرکبات نبوده اند، هدف از این پژوهش توسعه روش

 CPsVمولکولی با کارایی و دقت بالا برای ردیابی سریع و دقیق 

  های احتمالی آن را تفکیک کند.بود که بتواند جدایه

 

 ها  مواد و رو           

های مورد بررسی در این تحقیاق از                                جدایه     الف( نمونه برداری:                    

شاهار     سه من قه مختلف در استان مازندران شامل شهرستان قائم                                                  

سال( بودناد و دو                 ۳-0که واجد درختان تامسون با سن پائین )                                   

با  در شهرستان ساری که دارای درختان پرتقال تامسون نااول                                                        

ونارنگی انشو دیررس بودند و یک با  در شهر نکا  کاه دارای                                                        

های ویروس پساوروز                  پرتقال تامسون بود، برای تفکیک جدایه                                   

برداری شدند. از سه درخت پرتقال تامسون واقاع                                            مرکبات نمونه            

های نارس بود و از دو                        شهر که دارای علائم ریزش میوه                           در قائم       

درخت پرتقال تامسون ناول و نارنگی انشو دیررس واقاع در                                                     

های حلقوی بار                ای شدن بر  و لکه                  ساری که دارای علائم رگه                      

های مسن و ریزش میوه نارس و سه درخت پرتقاال                                             روی بر        

های حلقوی و نقوش                    تامسون واقع در نکا  که دارای علائم لکه                                     

هاا از         ، نمونه برداری سرشاخاه                       برداری شد           حلقوی بودند نمونه                 

 هار سمت درخت انجام شد. هار نمونه در کیسه پلاستایاکای                                                   

جداگانه قرارداده شد و به آزمایشگاه منتقل شد. در این تحقیاق                                                           

سعی شد که از تمام تی  های علائمای ماخاتالاف ویاروس                                             

پسوروز مرکبات که در من قه شرقی استان مازندران مشااهاده                                                      

 شده بود، نمونه برداری شود.                          
آزمون سرولوژی مورد استفاده، آزمون                                        ( بررسی سرولوژیکی:                   

الایزا به روش ساندویچ غیر مستقایام ساه طارفاه پااادتان                                                                          

   (TAS-ELISA                                           بود. این آزمون با استفاده از پااادتان تااک )

باه همراه کنترل منفی و م بت )اهدایی دکتار                                              13C5ای      همساانه       

Milne                                            13از ایتالیا( صورت پذیرفت. ابتادا پاادتانC5          بااااه

،   3CO2Naماولار      میلای      ۲0در باافر پوششاای )                    10۴222میازان        

            1۲2( رقایاق شاده و              3Na CO   ،p  9.6ماولار      میلی      ۰2

میکرولیتار از آن در هار  ااهاک از بشاقااباک الایازا                                                                                    

   (MaxiSorp  Plate, Nunc, Denmark                     ریخته شد و به مادت )

قرار گرفت. س   پنج مرتبه و هر بار                                     C۳۰ ساعت در دمای                ۴

ماولار      مایالای      ۹ها با بافر شستشو )                    به مدت یک دقیقه  اهک                    

4 PO2Na   ،100             4میلی مولارPO2K    ،۲0۰      ماولار    میالایKCl    ،

درصاد                      3NaN   ،201ماولار      مایالای      NaCl   ،۳مولار        201۴

20-Tween   ،p  7.4            .گرم بافت بر  جوان باا                        201( شسته شد

  PO2Na   ،100 4مولار      میلی      ۹گیری )        لیتر بافر ع اره               یک میلی       

،   NaClمولار        KCl   ،201۴مولار      میلی      4PO2K    ،۲0۰مولار      میلی    

درصاد                        Tween   ،۲-20درصاد        3NaN   ،201ماولار      میلی      ۳

PVP-10000                           ،دو درصد شیر بدون  ربی ،p  7.4              در هااون )
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میکرولایاتار از ع ااااره                     122گیری و          ساترون و سارد ع اره                   

دسات آماده در  اهک ریخته و به مدت یک شب در دمای                                                   باه   

 C۴                                              قرار گرفت. باارای حااذف اثاار مایااااازان جااااذ  

ع اره گیاهی افزوده نشد                         (A1) استیرن، به اولااین  اهااک                           پلی   

Blank(                                        بشاقابک مانند مرحله قابالای شاساتاه شاااد و .)

گیری باه           که در بافر ع اره                  13C5باادی         میکرولیتار از آنتای                   122

ها ریخته شده و باه                     رقیق شده بود، درون  اهک                         101222میزان       

قارار داده شاد. بشاقااباک                                            C۳۰ دقیقه در دمای                 02مدت     

مانند قبل شسته شد و پادتن تهیاه شاده علیه گاماگالاوباولایان                                                        

موش و ماتا ال بااه آناازیام آلاکاااالایان فسااافااتااز                                                                                         

Boehringer Mannheim Co., Germany(           در باااافااار )

میکرولیتاار از               122رقیق شد و             1012222گیری به میزان                 ع اره     

  C۳۰ دقیقه در دماای                 02آن در  اهاک ریخته شد و به مدت                               

میکرولایاتااار            122پ  از شستشوی بشاقابک،                         .نگهاداری شاد            

رقیااق شاااده در                   101222محلاول پاارانیتروفنیاال فساافات                                 

  200ماولار دی اتااناول آمایان،                      میلی      12بااافر سوبسااترا )                    

( درهر  اهک ریخته شد و به مادت                               2MgCl   ،p 9.5مولار        میلی    

قیقه در دمای اتاق و دور از نور مستقیم قرار گرفت. میازان                                                        د     ۹2

ناااانااومااتاار                                                ۴20هااا در طااول مااو                  جااذ   اااهااک        

 ELISA Readerتوساط دساااااتاگااه خاواناش الایاازا )                             

Stat Fax 2100, USA        هایای کاه مایازان                 گیری و نمونه              ( اندازه

جذ  سه برابر  اهک حاوی ع اره نمونه ساالم )کاناتااارل                                                  

در نا ار          CPV    منفای( را نشان دادند، به عنوان نمونه آلوده به                                             

 (.  1۱گرفته شد )          

( با اساتافااده از                 Double-strand RNA)   ds RNA ( استخرا             

ها با استفاده از روش خالاص ساازی باا                                     نمونه     :     CF-11ستون      

، بررسی شدند. اساتاخارا                        CF-11ستون کروماتوگرافی سلولز                         

آوری شده طبق روش علوی و                         های جمع         اسید نوکل یک از نمونه                     

گارم       ۹تا      ۱( به شر  زیر انجام گرفت. مقدار                                1۳0۱تیموری )        

  ۲2بافت بر  جوان از هر نمونه در نیتروژن مایع خارد و باا                                                    

ماولار        201ماولار گالایاسایان،                20۲لیتر بافراستخرا  )                  میلی    

مولار کلریاد              2012مولار کلرید سدیم،                    20۱مونوپتاسیم فسفات،                   

(   p  8درصد مرکاپاتاواتااناول،                       SDS   ،12درصد        100منیزیم،         

دقیقه سانتاریافایاوژ                    10به مدت          g  12222مخلوط و با سرعت                 

های جدید انتقال یافت و هم حاجام هار                                    شد. رونشین به لوله                  

  10ا افه و به مادت                   p    7.8نمونه فنل اشباع در بافر تری                               

  g    1۲222دقایاقاه در            12دقیقه مخلوط شد. س   به مدت                            

  12آوری و به مدت               سانتریفیوژ انجام شد، فاز مایع رویی جمع                                      

دقیقه در شرایط خلا  قرار گرفت. دو گارم پاودر سالاولاز                                                                       

CF-11     (Whatman Ltd, UK                          و اتانول با غل ت نهایی )به      1۰  

آن افزوده و سوس انسیون موجود در محف ه کارومااتاوگارافای                                                    

ماولار        2020اتاناول )          -STEلیتر بافر           میلی      ۳2ریخته شد و با               

  1۰مولار کلاریاد سادیام،                    EDTA   ،201مولار        20221تری ،       

بادون        STEلیتر بافر           میلی      0( و س   با            p  6.8درصد اتانول،              

آوری گردید. به میزان یک دهم حجم آن                                    الکل شستشو و جمع                

برابر حجم اتانول ما الاق                         ۲( و     p  6.2مولار )        ۳استات سدیم            

به مدت یک شب نگهداری شد. در                               -C۲2 افزوده و در دمای                  

انجام گاردیاد.                  g    12222دقیقه در            ۳2ادامه سانتریفیوژ به مدت                         

  202۴میکرولیتر بافر باارگاذاری )                           ۲2دست آمده در             رسو  به       

،   EDTAمولار        20221مولار استات سدیم،                    202۲مولار تری ،            

درصد برم فنل بلو( و به آرامی باه                                   2021درصد گلیسرول و                  ۲2

ای پالااساتایاکای ساایایاده و                       مدت یک تا دو دقیقه با میله                          

های تعبیه شده در ژل آگاارز                             سوس انسیون حاصل در  اهک                       

مولار        202۲مولار تری ،              202۴یک درصد در بافر الکتروفورز )                            

( ریخته شد و در                 EDTA   ،p  7.8مولار        20221استات سدیم،             

ولت به مدت یک ساعت انجام گارفات.                                  ۰2آخر الکتروفورز با                   

یک  اهک با نمونه نهال سالم پرتقال با منشا  نوسلاراستخرا                                                          

شده باه روش فاوق و یاک  ااهاک نایاز باا ماارکار                                                                         

DNA                           پاالااکاااناای فاارماانااتاااس بااا فااواصاالbp    122                                                      

   (DNA Ladder plus, Fermentas science co., Switzerland   )

به میزان توصیه شده پر شد. ژل الکتروفورز پ  از دومارتاباه                                                       

شستشو با آ  مق ر استریل به مدت بیست دقیاقاه در باافار                                                   

لیتر(         میکروگرم در میلی                  200الکتروفورز حاوی اتیدیوم بروماید )                                 

ناناوماتار باررسای و                   ۳2۲قرار گرفت و س   در طول مو                             

برداری شد. نمونه برداری و خالص ساازی باه روش                                              عک    

 (.  ۲1مذکور در  هار ف ل انجام شد )                            
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براساس روش توصایاه                    cDNAسنتز      د( هیبریداسیون مولکولی:                         

شارکات        cDNAشده شرکت سازنده و با استفاده از کیت سنتز                                          

 cDNA synthesis kit for the synthesis ofروخه آلاماان )            

cDNA from RNA, Roche, Germany                   انجام شد. تشخایاص )

ساخته شده س   با استافااده از کایات                                   cDNAایمونولوژیک             

 DIG       (Digoxigenin nucleicدار شده با            نشان      cDNAردیابی        

acid detection kit, Roche, Germany            و باااراسااااس )

( صورت گرفت. نمونه اسید                         Rocheدستورالعمل شرکت روشه )                      

نوکل یک استخرا  شده از ژل آگارز به لوله آزمایش اساتاریال                                                       

  0دقیقه در آ  جوش و س   باه مادت                                0منتقل و به مدت                

دقیقه در نیتروژن مایع قرار داده شد. لوله از نیتروژن مایع خار                                                                

و روی ی  خرد شده قرار داده شد. پ  از  و  شدن محتاوی،                                                     

میکرولیتر ماخالاوط داکسای                         ۴هشت میکرولیتر بافر واکنش،                           

ماولار      ، یاک مایالای         dATPمولار    نوکل وتیدها حاوی یک میلی                        

dCTP         مولار      ، یک میلیdGTP   ،20۱0      مولار      میلیdTTP     20۳0و  

نشان دار شاده باا                   dUTPمولار      میلی      20۳0و     dUTPمولار      میلی    

DIG   ،۰00  p    ،۴                            مایاکارولایاتار             ۴میکرولیتر محلول آغازگر و

، طاباق تاوصایاه             AMV reverse transcriptaseمحلول آنزیم             

شرکت سازنده به آن افزوده شد. در لوله با پارافیلم پاوشااناده                                                          

  ۴۲شده و به مدت  هار ساعت در حمام آ  گرم باا دماای                                               

میکرولیتر از ماحالاول                      12درجه سلسیوس قرار گرفت. مقدار                              

  DIGبا جرم مولکولی مشخص و نشان دار شده با                                         DNAمارکر       

   (DNA molecular weight marker VI, digoxigenin labeled, 

Roche, Germany   )                                         در یک لوله آزمایش استریل ریخته و باه

دقیقه در آ  جوش قرار داده شد و پا  از آن باه                                              ۳مدت     

های حااوی ساوسا اانسایاون                       نیتروژن مایع منتقل گردید. لوله                              

cDNA                    و محلول مارکرهایDNA                             از نیتروژن مایع خار  و باا

میکرولیتر از                0-12قرار دادن در دمای اطاق  و  گردید. حجم                                       

های ژل آگاارز                و مارکر در  اهک                 cDNAهای       هر یک از نمونه              

  202۴یک درصد ریخته شده و در سیستم افقی با بافر تااناک                                                

،   EDTAمولار        20221مولار استات سدیم،                    202۲مولار تری ،            

p  7.8          ولت الکتروفورز شد و پ  از                             ۹2ساعت با           ۲به مدت

از      cDNAاتمام کار، ژل از محف ه خار  گردید. انتقال باندهای                                                   

 nylon membrane, positivelyژل آگارز به غشا  نایلاونای )                          

charged, Boehringer Mannheim, Germany            ما ااباق باا )

دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد. س   غشا  نایلونای در                                                      

سرم تولید شده بار                  لیتر گاماگلوبولین آنتی                      میلی      ۲2 رفی حاوی           

و نشان دار شده با آنزیم آلکالین فسفاتاز کاه                                              digoxigeninعلیه      

لیتر در محلول بلوکه رقایاق                          هزارم واحد در میلی                    ۰0به نسبت         

دقیقه در این ماحالاول                      ۳2شده بود، قرار داده شده و به مدت                                 

  ۲2دقیقه در  ارف حااوی                     0نگهداری شد. غشا  به مدت                         

  201اسید کلریدریک،                -مولار تری            201لیتر بافر تشخیص )                  میلی    

(   p  9.5مولار کلرور مانایازیام،                    میلی      02مولار کلرور سدیم،                  

میکارولایاتار ماحالاول                   02نگهداری و س   به  رفی حاوی                            

لیتار دی ماتایال              در یک میلی            NBTگرم     میلی      ۰0آمیزی )        رن    

در      BCIPگرم     میلی      BCIP       (02میکرولیتر محلول                   ۰2فورمامید(،            

لیتر بافر تشخایاص                 میلی      ۲2لیتر دی متیل فورمامید( و                          یک میلی       

منتقل و به صورت ساکن در تاریکی قرار داده شد. غشاا  باا                                                      

تابانیدن نور غیرمستقیم ارزیابی شده و متعاقب  اهاور رنا                                                       

  0، غشا  نایلونی به مادت                         cDNAارغوانی در محل باندهای                        

لیتر آ  مق ر منتاقال گاردیاد.                           میلی      02دقیقه به  رفی حاوی                    

غشا  نایلونی س   از  رف خار  و در دمای اطاق قارار داده                                                       

(   ۲۲براساس روش فارل )                   cDNAشد. جرم مولکولی باندهای                         

 محاسبه گردید.             

ماراز      ای پلی        واکنش زنجیره            مراز:       ای  رخه پلی             ه( واکنش زنجیره               

  ماکامال                            DNAبا استفاده از پنج میکرولیتر محلاول حااوی                                        

cDNA(      نشان )      دست آمده در مرحله قبل و با استفااده از                                         دار به

پیکومول از آغازگر اخت اصی ویروس پسوروز مارکاباات                                                 ۲2

و      CPV-F: (5-GGAGTTGCACCAACAGCAG-3)شامل    

CPV-R: (5-TGATCAACTGAAGCTCAAGGAG)         در سه

 MJ Mini 48-Well)       تکرار بوسیله دستگاه تارماوساایاکالار                              

Personal thermal cycler, Bio-Rad, USA(               .انااجااام شااد

آغازگرهای مذکور برای تک یر بخشی از من قه ژنتیکی کد کننده                                                          

 پروتین پوششی ویروس طراحی شده بود.                                   

برنامه حرارتی برای تک یر با هر کدام از آغازگرهای اخت اصای                                                          

دقیقه برای واسرشت ساازی اولایاه و                                  ۲مدت       به      C1۳ شامل      
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ثاانایاه بارای              ۳2مادت       به    C0۳  رخه حرارتی )                 ۳0س       

  C۰۲ ثانیه برای ات اال و                      ۳2مدت       به    C01 سازی،         واسرشت      

دقایاقاه         0مدت       به    C۰۲ دقیقه برای تک یر( و در پایان                              1مدت       به  

 (.      ۲۳برای تک یر نهایی بود )                      

از الاگاوی            CPsVبرای تاایایاد آلاودگای                   :      و( آنالیز آماری               

  ۴2استفاده شد. برای این من ورتاعاداد                                     dsRNAالکتروفورزی           

نهال از ارقام نارنگی دارای عالایام                                   ۲2نهال از ارقام پرتقال و                        

های شاهارساتاان سااری                  مشکوک به طور ت ادفی از نهالستان                               

آوری و مورد آزمون قرار گرفتند. برای نمونه کنترل ساالام                                                        جمع   

های پرتقال روئیده از بذر استفاده شد. برای نمونه آلاوده                                                       از نهال       

آوری شده از پرتقال و نارنگی باه ویاروس                                      های جمع       از نمونه        

( که در گلخانه قرن ایاناه مارکاز                             1۱)       Bپسوروز مرکبات تی                    

شاود،                  تحقیقات کشاورزی استان ماازنادران ناگاهاداری مای                                         

 انتخا  شد.            

 

 ها  يافته     

عمل آمده، عالائام                  در بازدیدهای به               الف( واکنش گیاهان میزبان:                           

بیماری پسوروز در درختان بالای ده سال مشاهاده شاد. ایان                                                    

علائم مانند پوسته شدن مشکوک تنه، پوسته شدن فلسی تناه و                                                      

های جوان و زوال و مار  درخات کاه                               شاخه      خشکیدگی سر          

بااشاد، در ماوارد                ( می    Bتر بیماری )تی               مربوط به فرم مهاجم                  

معدودی مشاهده شد. علائم پوسته شدن فلسی بیشتر روی تناه                                                     

های بعادی          اصلی مشاهده شد و تنها در یک با  که برای آزمون                                             

انتخا  شده بود، علائم پوسته شدن فلسی شدید علاوه بر تاناه                                                      

های بالاتر نیز مشاهده شد. در بین ارقام ماورد                                            اصلی روی شاخه             

بررسی، درختان پرتقال رقم تامسون بیشترین آلاودگای را باه                                                      

ویروس پسوروز نشان دادند و علائم پوسته شدن فلسای تاناه                                                   

شاخص پسوروز در فرم پیشرفته آن تنها در رقام سااناگایان                                                  

 .  مشاهده شد         

آوری شاده و            های جماع         تمامی نمونه            ( آزمون سرولوژیکی:                     

پاسا          13C5ای  گیاهان پیوندی در واکنش با پادتن تک همسانه                                         

هاا باه ویاروس             م بت دادند که نشانه آلوده بودن تمامی نمونه                                          

نوع علائم مشاهاده شاده                         باشد. با توجه به                پسوروز مرکبات می                

های مورد م العه در این پژوهش و شادت                                      در با  برای جدایه                 

توان نتیجه گارفات                   ها و مقایسه آن با علائم گزارش شده می                                   آن  

بارداری در           در من قه مورد ناماوناه                     CPsVویروس         Bکه تی         

وجاود                          پرتقال تامسون و ناارناگای انشاو دیاررس                                 های       پایه    

 (.  ۲۳و 1۱)   دارد    

  ( با اساتافااده از                 Double-strand RNA)   ds RNA ( استخرا             

CF-11   :                                              الگوی الکتروفورز پ  از استخرا  اسیادناوکالا ایاک

( و در ژل آگارز، دو باناد                          1دست آمد )شکل              های آلوده به              نمونه     

مشاهده شاد.              0۲2و     ۲022های مولکولی حدود                  وا   با جرم           

همچنین در بافت سالم هیچ باندی دیده نشد. بررسی آلاودگای                                                      

نهال از ارقام پرتقال و نارنگی باا روش                                        ۱2ویروس در تعداد                

م ابقات          RT-PCRبا نتایج حاصل از آزمون                          dsRNAاستخرا          

نهاال و از             ۲2نهال از ارقام پرتقال، تعداد                               ۴2داشت. از تعداد                

نهال باه ویاروس پساوروز                        10نهال ارقام نارنگی، تعداد                            ۲2

ها با استفاده از آغازگارهاای                            مرکبات آلوده بودند که آلودگی آن                               

اخت اصی ویروس پسوروز مرکبات مورد تایید قرار گرفات و                                                    

 درصد نشان دادند.                  1جفت بازی را در ژل آگارز                           ۱22باند      

با استفاده از ساتاون  dsRNAالگوی الکتروفورز حاصل از استخرا  :  1شکل 

CF-11 اهک  ،M  جفات باازی 122، نشانگر وزن مولکولیDNA ladder 

mix sm0331به ترتیب مربوط به نمونه پرتقال آلوده باه  ۳و  ۲های  .  اهک

 : نمونه پرتقال سالم و فاقد آلودگی. 1ویروس و  اهک 

حساسیت تشخیص این آزمون مشابه د( هیبریداسیون مولکولی: 

با آزمون الایزا به روش ساندویچ دوطرفه پادتن بود. سادگای و 

نیاز به حداقل زمان و امکانات از مزایای این آزمون نسبات باه 

های مهم آن عدم توانایی  های الایزا بوده و از کاستی دیگر روش
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(. ۲۴های گیاهی آلوده اسات ) تشخیص کمی ویروس در بافت

در این تحقیق باندهای مربوط به آلودگی به ویروس در ورقاه 

 (.۲نیتروسلولز کاملا مشخص گردید )شکل 

و همچنین روش نوردن بالات از ناوع   (RT-PCR)ویروسی

زماان ایان نیز شناسایی کرد. نتایاج هام (dot-blot)بلات   دات

تواند موجب شود تا محققین نسبت به تشاخایاص ها می روش

که از ن ر ژنتیکی بسیار نازدیاک  CPsVهای مختلف دقیق تی 

 (. ۲۱باشند اقدام نمایند )به یکدیگر می

 مراز با نساخاه بارداری ماعاکاوس            ای پلی ه( واکنش زنجیره

 (RT-PCR  :)آوری شده از درختان آلوده پرتقاال های جمع نمونه

تامسون و نارنگی انشو دیاررس واجاد عالائام باا جافات 

که در این تحقیق طراحی شاده  CPsVآغازگرهای اخت اصی 

طاول  ای مورد انت ار باه بودند واکنش م بت نشان دادند و ق عه

هاا تاکا ایار             نمونه آلاوده تاوساط آن 11در  bp  ۱22حدود 

های مربوط به درختاان بادون  (. درحالی که نمونه۳شد )شکل 

علائم با آغازگرهای مذکور واکنش نشان ندادند. آغاازگارهاای 

برای تک یر بخشی از ژن رمز کنناده پاروتایان  R،Fاخت اصی 

طراحی شده است و کارآیی آن در تحقایاقاات  CPsVپوششی 

 گذشته مورد تایید قرار گرفته بود. 

های  نمونه RNAگذاری غشا  با هیبریداسیون مولکولی مربوط به لکه:  ۲شکل

 N  :RNAهای آلاوده و ها مربوط به نمونهآلوده به پسوروز مرکبات. شماره

 نمونه مرکبات عاری از آلودگی.

RNAs عاناوان تواناناد باهدار )آنتی سن ( مییکنواخت نشان

استفاده شوند  RNAیا  DNAپرو  در تشخیص و تعیین مقدار 

(. یکی از مزایاای اساتافااده از northen blot)تجزیه و تحلیل 

در نوردن بلات دستیابی به حساسیت بیشاتار  RNAهای  پرو 

آن در تشخیص مولکولی عناصر ژنتیکی آلوده کناناده مااناناد 

دلیل تیتر پایایان ویروس های آلوده کننده گیاهان می باشد که به

هاای هاا باا روشماده ژنتیکی هدف، امکان ردیابی دقیاق آن

هاای وجاود نادارد. پارو  RT- PCRمولکولی معمول مانند 

RNA دار شدن یا مواد پرتوزا این اماکاان را در صورت نشان

ای سانا  باه گاوناهتوانند فراهم آورند تا به صورت آنتی می

های مربوط به دو انتهای توالی ژنتیکی طراحی شوند که به توالی

تاوان نسابات باه از ژنوم هدف مت ل شوند. از این طریق می

های مولکولی دو اناتاهاای مااده تعیین توالی و تعیین ویژگی

ژنتیکی توالی هدف در تعیین نقشه ژنتیکی مربوط به طول کامل 

ژنوم آن اقدام نمود. تعیین طول کامل توالی ژنومی ماوجاودات 

های دقیق مولکاولای های مهم در تعیین ویژگیهمواره از  الش

هاا  اروری           باشد که در تشخایاص دقایاق تار آنها میآن

 (.  ۲0است )

توان به راحتی نه تنها باا  را می CPsVدهد که  نتایج ما نشان می

  RNAهای تشخیاص بلکه با روش  ELISAهای مختلف صورت

درصاد  1بر روی ژل آگااروز  PCR CPsV  الکتروفورز مح ول:  ۳شکل 

: ق عات تک یر شده با 0-۲های  .  اهکCPsV حاصل از تک یر ژنوم با پرایمر

جفت باز با استفاده از پرایمر اخت اصی تک یر کناناده ژن  ۱22وزن تقریبی 

: 12: نمونه سالم فاقد آلودگی،  ااهاک 1پروتین پوششی ویروس،  اهک 

Inc Jena Bioscience   ( 100 TMGene Ruler  جفت بازی شرکت 122مارکر 

bp DNA Ladder, Jena Bioscience Inc .) 

 بح    

هاای گایااهای در                های مختلفی برای شناسایی ویاروس                               روش   

هاای       هاا، روش         دسترس محققان و متخ  ان است. برای سال                                    

های بیولوژیک معمولا  در تارکایاب باا                                   سرولوژیک و سنجش               

گرفتناد.           تشخیص اسید نوکل یک ویروسی مورد استفاده قرار می                                              

امروزه رویکردهای بر پایه نوکل یک اسیاد بارای تشاخایاص                                                  
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(، هاماراه باا             PCRای پلیماراز )              ویروس مانند واکنش زنجیره                        

یابی، به دلیل حساسیت بالا و ساازگااری باا تاوساعاه                                               توالی     

های توان عملیاتی بالا، به طور گسترده مورد استفاده قارار                                                         روش   

های جدیدی برای تشخیص و شناسایای                                  گیرند. اخیرا  فناوری                      می  

در دستارس قارار                   (   NGSیابی نسل بعدی )                 ویروس مانند توالی                 

روشی با پتانسیل بالا برای تشخیص و شناسایی                                            NGSاند.        گرفته     

های گیاهی است. برای هر روش مباتانای بار اسایاد                                            ویروس     

هاای       ، دساتاورالاعامال            RNAنوکل یک برای تشخیص ویروس                          

هاای       کارآمد و عملی مورد نیااز اسات. روش                                  RNAاستخرا          

های تجاری در حال حا ر برای استخارا                                       زیادی از جمله کیت                 

RNA         تک رشته    ( ایssRNA   )                        هاای       از طیف وسیعی از باافات

بیولوژیکی موجود است. با این وجاود، در بارخای ماوارد،                                                  

تواند عاملی باشد کاه بار شانااساایای                                  می    ssRNAناپایداری           

 (.  1۹آمیز ویروس ت ثیر بگذارد )                           موفقیت      

سازی و تجزیه و تحلیال الاکاتاروفاورز ژل                                      استخرا ، خالص             

RNAs          دو رشته             ( ای ویروسیdsRNAs                  با هدف شانااساایای )

ابزار مکملی را برای دانشامانادان فاراهام                                         های گیاهی           ویروس     

کاناد کاه        را نیز فراهم مای                 RNAبراین، منبعی از                 کند. علاوه           می  

های دیگر تشخیص و شناسایی مبتنی بر اسیاد                                          تواند در روش              می  

(.    ۲۰و 1۹و 1۰استفااده شاود)              RNAهای       نوکل یک برای ویروس                  

dsRNA    هاای       عنوان ماده ژنتیکی در بسایااری از ویاروس                                    به

گیاهی، جانوری، قار ی و باکتریایی شناخته شده است. یاکای                                                      

این است کاه باه                 dsRNAهای منح ر به فرد                    دیگر از ویژگی             

 (.      1۹شود )     سلولز در بافرهای حاوی اتانول مت ل می                                    

ای ماخا او                           دو رشاتاه         RNAهاای       جداسازی و ویژگی               

های دارای ژناوم                  ( از بافت آلوده به ویروس                        dsRNAویروس )       

RNA                  .گزارش شده بودdsRNA                          روشی برای جداسازی سریاع

های مختلف و میاسالایاوم                       های گیاهان با بافت                    و کارآمد از بر                

مستقل از            dsRNAجداسازی موفق               قار ی توصیف شده است.                      

گیرد که این روش جداسازی با سایر انواع                                       نوع بافت صورت می                

بافت نتایج خوبی را ارائه داده است و مستنداتی در ایان ماورد                                                          

فقط در گیاهاان آلاوده باه                          dsRNAوجود دارد. از آنجایی که                         

ویروس شناسایی شده است، این روش ابزاری را برای م الاعاه                                                      

های مشکوک، اما ثابت نشده با منشا ویروسی، به دلایال                                                    بیماری      

کاناد.        سازی  رات ویاروس فاراهام مای                          ناتوانی در خالص               

ها از بافت به نوع بافت و پاایاداری                                    جداسازی موفق ویروس                  

سازی واحدی بارای                   ویروس بستگی دارد و هیچ روش خالص                               

ها قابل استفاده نیست. به این مفهوم کاه جاهات                                             همه ویروس         

های ماتافااوت            های همزمان ویروس                ردیابی و تشخیص آلودگی                     

هاای ماتافااوت            در یک میزبان امکان دارد نیاز به اجرای روش                                         

ها داشت. ایان امار                  جهت استخرا  ماده ژنتیکی هر یک از آن                                   

هاای     موجب افزایش هزینه و زمان در تشخیص دقیق آلاودگای                                             

شود. در  نین شرای ی با استفاده از تاناهاا یاک                                           ویروسی می         

تاوان نسابات باه              مای     dsRNAدستورالعمل جهت جداسازی                      

های مختلف ویروسی در یک نمونه با                                 تشخیص همزمان آلودگی                   

دقت بالا اقدام نمود. در این خ و  با ارزیابی وزن مولکولای                                                        

dsRNAs                                     مختلف در پروفایل حاصل از اساتاخاراdsRNA 

حاصل بر روی ژل الکتروفورز و مقایسه آن با نتایج موجود از                                                         

توان نسبت به تشخیص مولکولی و دقایاق                                   تحقیقات گذشته می                

زماان      هر یک از عوامل یروسی موجود در آلودگی مشترک و هم                                               

یک نمونه خا  اقدام نمود. ایان روش بارای شانااساایای                                               

های گل رز، انگور و گایالاس اساتافااده                                   ها در بافت            ویروس     

شود. محتوای بالای پلی ساکاریدها در این گیاهان جداسازی                                                       می  

(. از زمان            ۲۰کند )     های قبلی دشوار می                   اسید نوکل یک را با روش                      

از گایااهاان             dsRNAتوسعه اولین پروتکل برای خالص سازی                                   

،  ندین روش دیگر بارای                       10۰0توسط موری  و دادز در سال                          

سازی عملکرد یا برآوردن نیازهای یک ترکایاب ویاروس                                               بهینه     

الگوهای نواری                 dsRNA(.      ۲۹میزبان خا  توسعه یافته است )                            

کند.        ها را متمایز می                 کنند که آن            الکتروفورز مشخ ی را تولید می                            

به طاور کالای شاامال یاک )در ماورد                               dsRNAهای       الگو    

های تک بخشی(، دو )دو قسمتی( یا بیاشاتار ) اناد                                             ویروس     

(. با ایان وجاود، مااناناد                       1۹قسمتی( باندهای ژنومی است )                          

های الکتاروفاورز بساتاه باه                          گیاهی، الگو             RNAهای       ویروس     

های ویروس متفاوت است. استخرا  و تجزیه و تحالایال                                                 گونه    

ای برای ما االاعاه                  به طور گسترده               dsRNAالگوی الکتروفورز                  

  Citrus tristeza virus (CTV)های مهم مانند ویروس                       ویروس     



 فائزه فلکی و همکاران.و هیبریداسیون.  dsRNAردیابی ویروس پسوروز مرکبات با استفاده از  .1۴2۲ها، سال شانزدهم شماره اول بهار  دنیای میکرو 

 

68 

، عامل ایجاد کننده بلایت شاه بلاوط                                  Citrus parasitica virusو   

 (.  1۹استفاده شده است )                 

این است که بر خلاف ساایار                          dsRNAsمزیت تجزیه و تحلیل                    

های تشخیص ویروس، غیراخت اصی است و بناابارایان                                              تکنیک     

های ویروسی مختلط وجود دارد.  مازیات                                     امکان تجسم عفونت                

هاای یاک          دیگر این روش آنست که در برخی موارد، ساویاه                                        

توان با بررسی میزان تحرک یاا تاعاداد                                     ویروس مشخص را می                

مشاهده شد پ  از الکتروفورز در ژل متماایاز                                           dsRNAق عات       

های پیشیان اشااره                 توان به نتایج پژوهش                   عنوان م ال می             کرد. به       

نمود که در آن با استفاده از باررسای پاروفاایال حااصال از                                                   

استخرا  شده از بافت نمونه آلوده اماکاان                                          dsRNAالکتروفورز          

تفکیک نژادهای مختلف ویروس وابسته یه موزاییاک تاوتاون                                                   

Satellite tobacco mosaic virus             ( 1۹فراهم آمد    .) 

را براسااس انادازه جادا                        RNAsتجزیه و تحلیل نوردن بلات                         

هاای       خا  با استفاده از پرو                         RNAsکند و اجازه شناسایی                       می  

  RNAsدهد. آلواین و همکاران اولین کسی بود که                                        نشاندار را می             

مشخص را با استفاده از ایان روش تاجاسام کارد. روش                                             

Northernblot                         های مداخله گار                 ابتدا برای شناسایی گونهRNA  

های حفا ات شاده               miRNAرفت و اولین             کار می      در گیاهان به            

و پستاناداران از ایان طاریاق                            Caenorhabditis elegansبین     

 (.    1۹شناسایی شدند )              

  dsRNAکاوشگرهای رادیواکتیو و غیر رادیواکتیو با استفاده از                                                     

اناد.        تولایاد شاده           cDNAیا      ssRNAگذاری         برای تولید و نشان                 

هاای       بارای تاوساعاه پارو                  dsRNA TMVجردن و دادز از                

ssRNA                    با بر سب انتهاییP32                       هاا باا         استفاده کردند و از آن

های هیبریداسیون مولکولی استفاده کاردناد.                                          موفقیت در آزمایش                

های غیر رادیواکتیو نیز با بر ساب گاذاری مساتاقایام                                                پرو     

ssRNA                 با استفاده ازdsRNA    عناوان مااده اولایاه تاهایاه                                   به

  DIGاستفاده از دو ریبوپرو  با بار ساب                                 .     (   ۲0و 1۹اند )       شده   

در گیاهان مارکاباات                    CVVو     CPsVتولید شده برای تشخیص                      

گزارش شده بود. در تجزیه و تحلیل نشان داده شاده، مایازان                                                      

و     ELISAهای جوان باا روش                   در بر 0گل           CPsVتشخیص       

هیبریداسیون دات بلات در طول بهار مشابه بود، در حالی که در                                                          

نزدیک باه            ELISAهای مسن، پاس                  زمستان، با استفاده از بر                          

ی آلوده به ویروسای در                          کاهش یافت. درواقع، هیچ نمونه                              02

دست آمده در ایان                 (. نتایج به           ۳2م بت نبود )             ELISAزمستان        

تحقیق نیز گواهی بر این ادعا است که در زمستان شانااساایای                                                      

بسیار دشوار بوده درحالیکاه                             ELISAویروس پسوروز با روش                     

توان آلودگی را تشخیص داد.                             در روش هیبریداسیون براحتی می                            

توان نتایاجاه گارفات کاه                    بر اساس نتیجه م العه حا ر، می                             

تاواناد       است و مای          ELISAتر از       حساس      dot blotهیبریداسیون             

برای تشخیص عادی در مقیاس بزر  مفید باشد، باناابارایان                                                   

( و نتایاجای            ۳2جایگزینی مفید برای سنجش سرولوژی است )                                     

 باشد.     دست آوردیم کاملا گواه این می                           که ما به        

 

 گیری    نتیجه     

ساازی        اگر ه پروتکل مبتنی بر سلولز برای استخرا  و خالاص                                               

dsRNA                          هاای       های آلوده به ویاروس                    ویروسی از گیاهان و قار

سال است که وجود دارد،                         ۴2بیش از          RNAدارای ژنوم از نوع                   

اما هنوز ابزاری کاربردی برای م العه، تشخیص و شانااساایای                                                      

ها در اختیار متخ  ان شناسایی کننده و محققان قارار                                                    ویروس     

پذیری این روش، همراه با ت ییراتی که                                     دهد. سادگی و ت بیق                    می  

های کالای را              را بهبود بخشیده و هزینه                         dsRNAکیفیت       و   بازده       

سازد. هماانا اور               کاهش داده است، با منابع محدود، مناسب می                                       

که قبلا  اشاره شد، در گذشته تنها با استفاده از بررسی الاگاوی                                                           

های آلوده جهات               استخرا  شده از نمونه                       dsRNAالکتروفورزی           

شد. اما امروزه تااکایاد                      شناسایی نوع آلودگی ویروسی اقدام می                                  

،   RT-PCRویاروسای بارای                dsRNAبیشتر بر استافااده از                   

های آلوده است که مناجار                       یابی ژنتیکی نمونه                   سازی و توالی              شبیه    

هاا    های حا ر از ویروس                 به شناسایی دقیق تر نژادها و جمعیت                                 

از       dsRNAشود. همچنین اساتاخارا                      های آلوده می            در نمونه        

های آلوده به ویروس ابازاری مانااساب بارای اناجاام                                            نمونه     

 Next generation se uencingهای نسال جادیاد            یابی      توالی     

(NGS)          تواند جهت شناسایای دقایاق و                          آورد که می          فراهم می

های مختلف حا ر از نژادهای ماتافااوت یاک                                     سریع جمعیت          

 (.      1۹های مختلف مورد استفاده قرار گیرد )                                  ویروس در نمونه              
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