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 هقذهِ:

ٞبی ٌیبٞی اص دیشثبص ثٝ ؾٙٛاٖ یه ٔحذٚدیت ؾٕذٜ دس تِٛیذ التلبدی دس ػشاػش خٟبٖ دس ٘ػش ٌشفتٝ  ثیٕبسی
ٞب، ٚیشٚئیذٞب،  صا اص خّٕٝ ٚیشٚع داس ٔیضثبٖ طجیؿی چٙذیٗ ؾبُٔ ثیٕبسی ٞبی ٞؼتٝ ؿذٜ اػت. ٔیٜٛ

 Hauptmanová and Polákوتشیبیی ٚ لبسچی ػیؼتٕیه ٞؼتٙذ )ٞبی ثب فیتٛپلاػٕبٞب ٚ ثشخی پبتٛطٖ

ٔیّیبسد دلاس دس ػبَ ٚاسد وٙٙذ  30تٛا٘ٙذ خؼبسات التلبدی ثیؾ اص  ٞبی ٚیشٚػی ٔی (. ثیٕبسی2011
(Hilaire et al., 2022 ثب تٛخٝ ثٝ ایٗ ٚالؿیت وٝ دس حبَ حبضش ٞیچ سٚؽ لطؿی ثشای حزف ٚیشٚع دس .)

خٌّٛیشی اص ٚسٚد ٚیشٚع اص طشیك وبؿت ٔٛاد ؾبسی اص ٚیشٚع  ،( (Wang et al., 2018ثبغبت ٚخٛد ٘ذاسد 
ٞبی ٔختّفی اص خّٕٝ وـت  اص إٞیت التلبدی ثبلایی دس كٙؿت ثبغجب٘ی ثشخٛسداس اػت. تب ثٝ أشٚص، سٚؽ

 دسٔب٘ی (، ؿیٕیFarhadi-Tooli et al., 2022دسٔب٘ی ) ٌشٔب ،( (Kazemi et al., 2020ٔشیؼتٓ 

(Parštein et al., 2013ٝاِىتشیؼیت ،) دسٔب٘ی (Mirzaei et al., 2021ٚ ) ( ػشٔبدسٔب٘یWang et al., 

( ثب ٔٛفمیت Mathew et al., 2021; Bettoni et al., 2022a, b(، ثٝ تٟٙبیی یب دس تشویت ثب ٞٓ )2022
ٞبی  وّی ثٝ ٌٛ٘ٝ ثشای تِٛیذ ٌیبٞبٖ ؾبسی اص ٚیشٚع اػتفبدٜ ؿذٜ اػت. ا٘تخبة یه سٚؽ ٔٙبػت ثٝ طٛس

(، Ben Mahmoud et al., 2017ٞبی ػبختبس ثیِٛٛطیىی ٚیشٚع ٞذف ثؼتٍی داسد ) ٌیبٞی ٚ ٚیظٌی
دسٔب٘ی ٚ  دسٔب٘ی، ؿیٕی دسٔب٘ی، ٌشٔب ٞبی صسدآِٛ دس ٔؿشم اِىتشیؼیتٝ ثٙبثشایٗ دس ایٗ دػتٛساِؿُٕ سیضٕ٘ٛ٘ٝ

ثشای تِٛیذ ٌیبٞبٖ ػبِٓ ٚ ؾبسی  (in vitro ای) ٞبی دسٖٚ ؿیـٝ ػشٔبدسٔب٘ی ثشای تؿییٗ وبسآٔذتشیٗ سٚؽ
 اص ٚیشٚع لشاس ٌشفتٙذ.

 بزرسی هٌابع:

 Prunophora، صیش خٙغ .Prunus L، خٙغRosaceaeاص خب٘ٛادٜ   (Prunus armeniaca L)صسدآِٛ 

Focke  ثخؾ ٚ Armeniaca (Lam)  ٌٝ٘ٛ ٕٝٞ .2)ٞبی صسدآِٛ دیپّٛئیذ ثب ٞـت خفت وشٚٔٛصْٚ  اػت 

n = 16) ٝٞبػت وٝ ثٝ ؾٙٛاٖ ٔیٜٛ ٚ  داس اػت ٚ لشٖ ٞؼتٙذ. صسدآِٛ یىی اص ٟٕٔتشیٗ ٔحلٛلات ٔیٜٛ ٞؼت

ؿٛد. ثضسٌتشیٗ تِٛیذوٙٙذٌبٖ صسدآِٛ دس خٟبٖ تشویٝ ٚ ایشاٖ  ٌیبٜ صیٙتی دس ثؼیبسی اص وـٛسٞب وـت ٔی

خٟب٘ی صسدآِٛ سا ثٝ دسكذ اص تِٛیذ  7/14دسكذ ٚ  6/21ٞىتبس( ٞؼتٙذ وٝ ثٝ تشتیت  58515تٗ اص  334408)

ا٘ذ ٚ پغ اص آٖ پبوؼتبٖ، اصثىؼتبٖ، ایتبِیب، اِدضایش، طاپٗ، ٔشاوؾ، ٔلش ٚ اػپب٘یب لشاس  خٛد احتلبف دادٜ

ٞبی سٚیـی وٝ ٕٔىٗ اػت ثٝ ؾٛأُ  . ایٗ ٌیبٜ ٔؿٕٛلاً اص طشیك لّٕٝ(Ali Khan et al., 2021)داس٘ذ 

. تىثیش صسدآِٛ اص طشیك وبؿت ٔؼتمیٓ ثزس ٘یؼت (Šisko et al., 2022)ؿٛد  صا آِٛدٜ ثبؿٙذ تىثیش ٔی ثیٕبسی

آیذ ٞتشٚصیٍٛت اػت ٚ ٔؿٕٛلا اص سٚؽ ٞبی سٚیـی یب غیشخٙؼی  صیشا ٟ٘بِی وٝ اص ایٗ سٚؽ ثٝ دػت ٔی

ؿٛد. وٝ ایٗ سٚؽ تىثیش، ٔحلَٛ ثٟتشی دادٜ ٚ  ٔب٘ٙذ پیٛ٘ذ صدٖ،وبؿت لّٕٝ اص طشیك پیٛ٘ذ صدٖ اػتفبدٜ ٔی

ای ٞبی تىثیش دس ؿشایط دسٖٚ ؿیـٝثبؿذ. ثٙبثشایٗ تىٙیه د ِٚی ثشای وـبٚسص ػٛدآٚس ٕ٘یسٚاج ثیـتشی داس

 وٙذ ثؿٙٛاٖ سٚؽ وبسآٔذ ٚ ٔٛثش أىبٖ تِٛیذ ٔٛاد ٌیبٞی ثب ویفیت ثبلا دس صٔبٖ ٚ ٔىبٖ وٕتش سا فشاٞٓ ٔی
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رسی ایزاىٍکطا یپضٍّطگاُ بیَتکٌَلَص  

 

(Lal et al., 2022)لبثُ اؾتٕبد ثشای  اػتشاتظی وبسآٔذ ٚ ٜ اػت وٝ ػشٔبدسٔب٘ی ٘ٛن ػبلٝ یه. ثبثت ؿذ

(. دس صسدآِٛ سٚؽ ػشٔبدسٔب٘ی دٚ Bettoni et al., 2019ٞب اص ٔٛاد ٌیبٞی آِٛدٜ اػت ) ثشدٖ ٚیشٚع اص ثیٗ

  Plum pox potyvirus (PPV)ٞبی ٔٙدٕذ ؿذٜ ٔٛفك ثٝ حزف ٚیشٚع  ٘ٛن ؿبخٝ ٪10 ثبای  ٔشحّٝ

ثبصصایی ؿذٜ اص ساع ٔٙدٕذ  P. Ferlenain(. اسصیبثی پبیذاسی ط٘تیىی ٌیبٞبٖ Şekerz et al. 2015ٌشدیذ)

تٛا٘ذ ثٝ طٛس لبثُ اؾتٕبدی  ٘یض ٞیچ تغییش ط٘تیىی سا دس ٔمبیؼٝ ثب ؿبٞذ ٘ـبٖ ٘ذاد، ثٙبثشایٗ ایٗ سٚیىشد ٔی

 (. Helliot et al., 2001ثشای حفع طٛلا٘ی ٔذت ٔٛاد ثٝ وبس ٌشفتٝ ؿٛد )

ٞبی ٚیشٚػی دس ٌیبٞبٖ، ثٝ ؾٙٛاٖ ٔثبَ، وـت  ثیٕبسیٞبی ٔشػْٛ اػتفبدٜ ؿذٜ ثشای اص ثیٗ ثشدٖ  تىٙیه

دسٔب٘ی، ٌبٞی اٚلبت ثشای تِٛیذ ٔٛاد ؾبسی اص ٚیشٚع دس  ٔشیؼتٓ ثٝ تٟٙبیی ٚ یب ٕٞشاٜ ثب تشٔٛتشاپی یب ؿیٕی

ٞبی خشیبٖ اِىتشیىی ثٝ ؾٙٛاٖ  ؿٛد. سٚؽ خبیٍضیٗ ثب اػتفبدٜ اص سٚؽ ٞب ثب ؿىؼت ٔٛاخٝ ٔی ثشخی ٌٛ٘ٝ

(. اِىتشٚتشاپی یه González et al., 2006ثشای غّجٝ ثش ایٗ ٔـىُ پیـٟٙبد ؿذٜ اػت ) اثضاس وبسآٔذتش

سػذ ٔٛثشتش،  ػبصی ثذٖٚ ٘یبص ثٝ اػتفبدٜ اص تدٟیضات خبف یب ٌشاٖ لیٕت اػت. ٚ ثٝ ٘ػش ٔی سٚؽ ػبدٜ ػبِٓ

بیؼٝ ثب دیٍش ٞبی لجّی دس تِٛیذ ٌیبٞبٖ ؾبسی اص ٚیشٚع اػت ٕٞچٙیٗ دس ٔم تش اص سٚؽ تش ٚ ساحت ػشیؽ

تش اػت. ایٗ سٚیىشد ثب ٔٛفمیت ثشای اص ثیٗ ثشدٖ  ٞب ثشای اص ثیٗ ثشدٖ ٚیشٚع ٔمشٖٚ ثٝ كشفٝ سٚؽ

ٞبی ٚیشٚػی دس ٌیبٞبٖ ؾّفی ٚ چٛثی ٔب٘ٙذ اٍ٘ٛس، ػیت صٔیٙی، ٌلایَٛ ٚ ٌُ ٔحٕذی اػتفبدٜ ؿذٜ  ثیٕبسی

 (.Zare khafri et al., 2024اػت )

ساثطٝ ٔثجتی ثب ثمب ٚ ثبصصایی آٖ داسد، دس حبِی وٝ ساثطٝ ٔٙفی ثب ٔٛفمیت حزف  ثٝ طٛس وّی، ا٘ذاصٜ ٘ٛن ؿبخٝ

دسخٝ ػب٘تی ٌشاد( دس  38تٛا٘ذ ثب تٙػیٓ دٔبی ثبلاتش ) (. تیٕبس ٌشٔبیی ٔیWang et al., 2018ٚیشٚع داسد )

ای دسٔبٖ ٔٛثشتش دسخٝ ػب٘تی ٌشاد( دس ؿت یب ثب افضایؾ تذسیدی دٔب اص اثتذ 28تش )طَٛ سٚص ٚ دٔبی پبییٗ

(. دس طَٛ ٌشٔب دسٔب٘ی ؾٕٛٔب ٔحیط Abdullahi and Lawrence 2022 Hesari et al., 2022 ,ثبؿذ )

سػذ  أب ثٝ ٘ػش ٔی (Abdullahi and Lawrence 2022ؿٛد ) تىثیش ٚ ؿبخٝ صایی ثٟیٙٝ اػتفبدٜ ٔی

 Dziedzic 2008, Steinسد )ٌزا ٞب دس طَٛ ؾّٕیبت حشاستی ٘یض تأثیش ٔی ٞبی وـت ثش ثمبی وـت ٔحیط

et al. 1991 ٕٞچٙیٗ ا٘ذاصٜ ٘ٛن ػبلٝ خذا ؿذٜ پغ اص ؾّٕیبت حشاستی تأثیش صیبدی ثش حزف ٚیشٚع داسد .)

(Zarghami and Ahmadi 2022سایح .)  ٗتشیٗ ٔبدٜ ضذ ٚیشٚػی دس حزف ٚیشٚع ٌیبٞی سیجبٚیشی

(Virazole) ثب ادغبْ دس ثبؿذ ٚ اػت وٝ یه آ٘بِٛي ٔلٙٛؾی ٌٛا٘ٛصیٗ ٔیRNA ػٙتض ،RNA  ٚیشٚػی سا

ٞبی  وٙذ، ثّىٝ ٚیشٚع سػذ وٝ سیجبٚیشیٗ ثٝ كٛست یه ٔىب٘یؼٓ وّی ؾُٕ ٕ٘ی وٙذ. ثٝ ٘ػش ٔی ٟٔبس ٔی

 .(Lerch 1987, Parker 2005وٙذ ) ٞبی ٔختّف ٟٔبس ٔی ٔختّف سا ثٝ سٚؽ
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ٌشْ دس ِیتش ثشای حزف  ٔیّی 30یب  10ٞبی آِٛ ثب سیجبٚیشیٗ دس غّػت پبییٗ  ؿیٕی دسٔب٘ی سیض ٕ٘ٛ٘ٝ

ACLSV  ٚPNRSV ٌشْ دس ِیتش،پغ اص دٚ ٞفتٝ دسٔبٖ  ٔیّی 50ٚ  40ٞبی ثبلاتش  ثی اثش ثٛد، أب دس غّػت

(. اوتشیؼیتٝ Mazeikiene et al. 2019ٚ ػپغ وـت ٔشیؼتٓ، ٞش دٚ پبتٛطٖ سا ثب ٔٛفمیت اص ثیٗ ثشد )

خؾ ػبلٝ، ٘ٛن ػبلٝ، ٌیبٞچٝ، خٛا٘ٝ ٚ غیشٜ( ثشای اص ثیٗ تٛاٖ ثش سٚی ٞش ٘ٛؼ سیضٕ٘ٛ٘ٝ )ث دسٔب٘ی سا ٔی

حزف ٚیشٚع  ای وٝ ثشای (. دس ٔطبِؿAdil et al. 2022ٝثشدٖ ٚیشٚع ثب اثشثخـی ثبلا اػتفبدٜ وشد )

PPV ٝدس ؿشایط دسٖٚ ؿیـ( ایin vitro ٝدس دسختبٖ ّٞٛ ثب اػتفبدٜ اص وـت ٔشیؼتٓ ثٝ ٕٞشاٜ اِىتشیؼیت )

سٚس لشاس ٌشفتٙذ(، ٘تبیح  28دسخٝ ػب٘تی ٌشاد ثٝ ٔذت  37ٞبی ٔشیؼتٓ دس دٔبی  دسٔب٘ی ا٘دبْ ٌشدیذ )٘ٛن

سدیبثی ؿذ٘ذ، ؾبسی اص  RT-PCR  ٚDAS-ELIZAدسكذ اص دسختبٖ ٍٞٙبٔی وٝ تٛػط  60٘ـبٖ داد 

 (. Dessoky et al., 2018ٚیشٚع ثٛد٘ذ )

 هزاحل پزٍتکل تکثیز سردآلَ:  -1

 هَاد تطکیل دٌّذُ هحیط کطت -1-1

  QLصائی ٚ تـىیُ ٌیبٞچٝ اص ٔحیط غزایی صائی، سیـٝ دس ایٗ دػتٛساِؿُٕ ثشای ٔشاحُ اػتمشاس، ؿبخٝ

(Quoirin and Lepoivre, 1977ٕٞشاٜ ثب غّػت )ٓؿٛد.  ٞبی سؿذ اػتفبدٜ ٔیوٙٙذٜٞبی ٔختّف تٙػی

ٞب (. ٚیتبٔی1ٗثبؿذ )خذَٚ ٞب ٔیایٗ ٔحیط پبیٝ داسای ؾٙبكش پشٔلشف ٚ ؾٙبكش وٓ ٔلشف، آٞٗ ٚ ٚیتبٔیٗ

ٞبی ٞب اثتذا ثٝ كٛست ٔحَّٛثبؿٙذ. تشویجبت ٔؿذ٘ی ٚ ٚیتبٔیٗ ؿبُٔ تیبٔیٗ ٘یىٛتیٙیه اػیذ ٚ ٌلایؼیٗ ٔی

-ٞبی سؿذ ٔٛسد اػتفبدٜ ؿبُٔ ایٙذَٚ ٙذٜوٌٙیش٘ذ. تٙػیٓ ٔبدس تٟیٝ ؿذٜ ٚ ػپغ ٔٛسد اػتفبدٜ لشاس ٔی

 ثبؿٙذ.  ( ٔیBAPپٛسیٗ )آد٘یٗثٙضیُ 6(، IBAاػیذ )ثٛتیشیه

 تْیِ هحلَل عٌاصز پزهصزف ٍ کن هصزف: -1-1-1

ٞبی ٞش یه اص  تٛاٖ غّػتٔی QLای ؾٙبكش ٔبوشٚ دس ٔحیط وـت ٞبی رخیشٜ خٟت تٟیٝ ٔحَّٛ

ػی( آة اػتشیُ  ػی100ٞب سا خذاٌب٘ٝ دس ٔمذاسی ) ٞش یه اص آٖثشاثش وشد ٚ  10تشویجبت ؾٙبكش ٔبوشٚ سا 

ػی( سػب٘ذ. خٟت  ػی 1000ِیتش ) 1ٞب سا ثٝ آسأی ثب ٞٓ ٔخّٛط وشد ٚ ثٝ حدٓ  ؿذٜ حُ وشد ٚ ػپغ آٖ

ثشاثش وشد  100ٞبی ٞش یه اص تشویجبت ؾٙبكش ٔیىشٚ سا  ای ؾٙبكش ٔیىشٚ ثبیذ غّػتٞبی رخیشٜ تٟیٝ ٔحَّٛ

ػی ػی( سیختٝ  500سا خذاٌب٘ٝ ٚصٖ ٕ٘ٛد ٚ دس یه ثـش یه ِیتشی ٔمذاسی آة اػتشیُ ؿذٜ )ٞب  ٚ ػپغ آٖ

ٚ ػپغ ٞش یه اص ؾٙبكش ٔیىشٚ وٝ ٚصٖ ؿذٜ سا یىی یىی ثٝ ثـش حبٚی آة ٔمطش اػتشیُ ؿذٜ اضبفٝ ٕ٘ٛد 

ای خیشٜٞبی ر ػی( سػب٘ذ. ٔحَّٛ ػی 1000ِیتش ) 1ٚ ٞٓ صد تب ثٝ خٛثی حُ ؿٛ٘ذ ٚ ػپغ ثـش سا ثٝ حدٓ 

ٌشاد ٍٟ٘ذاسی ٕ٘ٛد. ی ػب٘تیدسخٝ 4ؾٙبكش ٔیىشٚ تٟیٝ ؿذٜ سا ثبیذ دس دٔبی ٚ  ؾٙبكش ٔبوشٚ

FeNa2EDTA .ثٟتش اػت ثٝ كٛست تبصٜ تٟیٝ ٚ اػتفبدٜ ؿٛد 
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 ّا:  ٍیتاهیي -2 -1-1

 ش سا سا اص یخچبَػٞب اثتذا پٛدس ٚیتبٔیٗ ٔٛسد ٘ یٗای ٞش یه اص ٚیٙبٔٞبی رخیشٜ خٟت تٟیٝ ٔحَّٛ

 50ػی سیختٝ ٚ ػپغ ثٝ آٖ  ػی 50ٌشْ اص آٖ سا ٚصٖ وشدٜ ٚ داخُ یه فبِىٖٛ  ٔیّی 50ثشداؿتٝ ٚ ٔمذاس 

-دسخٝ 4ص٘یٓ تب حُ ؿٛ٘ذ ٚ ػپغ دس یخچبَ دس دٔبی ػی آة ٔمطش اػتشیُ ؿذٜ اضبفٝ وشدٜ ٚ ٞٓ ٔی ػی

ای اص آٖ ٘یؼت  ٔحَّٛ رخیشٜؿٛ٘ذ. خٟت اػتفبدٜ اص ٔیٛایٙٛصیتَٛ ٘یبصی ثٝ تٟیٝ  ٌشاد ٍٟ٘ذاسی ٔیی ػب٘تی

 ٌشْ اص آٖ سا ٚصٖ وشدٜ ٚ ثٝ ٔحیط وـت اضبفٝ ٕ٘ٛد. ٔیّی 100تٛاٖ دس ٞش ثبس اػتفبدٜ  ٚ ٔی

mg/l Macro Elements 

92/578  Ca(NO3)2.anhydrous 

270 KH2PO4 

1800 KNO3 

79/175  MgSO4 

400 NH4NO3 

mg/l Micro Elements 

025/0  CoCl2.6H2O 

025/0  CuSO4.5H2O 

70/36  FeNaEDTA 

20/6  H3BO3 

08/0  KI 

76/0  MnSO4.H2O 

25/0  Na2MoO4.2H2O 

60/8  ZnSO4.7H2O 

mg/l Vitamins 

2 Glysine 

2 Thiamine-Hcl 

1 Nicotinic-Acid 

100 Myo-Inositol 

 QLت تشویجبت ٔحیط وـ -1خذَٚ 
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 ٞٛسٖٔٛ:   3 -1-1

وٙٙذٞبی سؿذ سا اص یخچبَ ثشداؿتٝ ٚ پٛدسٞبی ایٗ تٙػیٓ BAP  ٚIBAٞبی  خٟت تٟیٝ خذاٌب٘ٝ ٞٛسٖٔٛ

ػی ػی سیختٝ ٚ چٙذ لطشٜ  50ٌشْ اص ٞش یه خذاٌب٘ٝ ٚصٖ وشدٜ ٚ داخُ دٚ ثـش  ٔیّی 100ثٝ ٔمذاس 

ٞب سا ثٝ  ص٘یٓ تب حُ ؿٛ٘ذ ٚ ػپغ آٖٞب اضبفٝ وشدٜ ٚ ٞٓ ٔی ٞیذسٚوؼیذ ػذیٓ یه ٘شٔبَ ثٝ ٞش یه اص آٖ

-ؿٛ٘ذ. ایٗ تٙػیٓ ٌشاد ٍٟ٘ذاسی ٔیی ػب٘تیدسخٝ 4سػب٘ذٜ ٚ دس یخچبَ دس دٔبی ػی ػی  100حدٓ 

ٕٞشاٜ ثب ٔحیط وـت اتٛولاٚ  pHٌیشی ٞبی سؿذ ٘یض ثؿذ اص اضبفٝ ؿذٖ ثٝ ٔحیط وـت ٚ ا٘ذاصٜ وٙٙذٜ

 ؿٛ٘ذ. ٔی

 ػبخت ٔحیط وـت ٚ ؿشایط سؿذ:  -1-2

لٓ ٚ ٘ٛؼ سیضٕ٘ٛ٘ٝ ثؼتٍی صیبد داسد. وٕتشیٗ ٞبی صسدآِٛ ثٝ س ٔحیط وـت ثٟیٙٝ خٟت اػتمشاس سیضٕ٘ٛ٘ٝ

ٔـبٞذٜ ؿذ ِزا ایٗ ٔحیط  QLتفبٚت دس ٔیبٖ اسلبْ ٔٛسد ثشػی صسدآِٛ دس تِٛیذ خٛا٘ٝ فؿبَ دس ٔحیط پبیٝ 

ٞبی  ٌشدد. خٟت اػتمشاس سیضٕ٘ٛ٘ٝ ای اسلبْ صسدآِٛ ا٘تخبة ٔیثشای اػتمشاس ٚ تىثیش دس ؿشایط دسٖٚ ؿیـٝ

ٌشْ دس ِیتش ؿىش  BAP  ٚ30ٌشْ دس ِیتش ٞٛسٖٔٛ  ٔیّی 06/0ثٝ ٕٞشاٜ  QLـت پبیٝ صسدآِٛ ثبیذ اص ٔحیط و

ٞب  آٔبدٜ وٝ ثٝ كٛست پٛدس ٚ حبٚی ؾٙبكش ٔبوشٚ، ؾٙبكش ٔیىشٚ ٚ ٚیتبٔیٗ QLاػتفبدٜ ؿٛد. ٔحیط وـت 

ط وـت ٌشْ دس ِیتش ٚصٖ ٌشدد. لجُ اص اتٛولاٚ وشدٖ ٚ اضبفٝ وشدٖ آٌبس ثٝ ٔحی 38/3ثبؿذ ثبیذ ٔمذاس  ٔی

pH  تٛػط  8/5±2/0آٖ ثبیذ سٚیNaOH  یبHCL  ٚ ٌشْ دس ِیتش آٌبس ثشای خبٔذ  6یه ٘شٔبَ تٙػیٓ ؿٛد

ٞبی وـت ؿذٜ دس ٔشحّٝ  ٞبی ٔشثبیی حبٚی سیضٕ٘ٛ٘ٝ ٌشدد. ؿیـٝ وشدٖ ٔحیط وـت لجُ اص اتٛولاٚ اضبفٝ 

ػبؾت  16ت، دٚسٜ ٘ٛسی ِٛوغ ٘ٛس ػفیذ فّٛسػب٘ 2500-3000اػتفشاس ثبیذ ثٝ اتبله سؿذ ثب ؿذت ٘ٛس

ٞبی  ٌشد٘ذ. اتٛولاٚ وشدٖ ٔحیط ٌشاد ٔٙتمُ  ػب٘تی  دسخٝ 24 ± 1سٚؿٙبیی ٚ ٞـت ػبؾت تبسیىی ٚ دٔبی 

ثبؿذ  دلیمٝ ا٘دبْ ؿٛد. لاصْ ثٝ روش ٔی 20ثبس ثٝ ٔذت  2/1ٌشاد، فـبس دسخٝ ػب٘تی 121وـت ثبیذ دس دٔبی 

ٞب ثٝ خبی پٛدس آٔبدٜ اػتفبٜ وشد وٝ دس ثبلا  ىشٚ ٚ ٚیتبٔیٗٔبوشٚ، ٔیش ای ؾٙبك ٞبی رخیشٜ تٛاٖ اص ٔحَّٛ ٔی

 ٞب ؿشح دادٜ ؿذ. طشص تٟیٝ آٖ

 ٔبدٜ ٌیبٞی، سٚؽ ضذ ؾفٛ٘ی ٚ ػبخت ٔحیط وـت: -1-3

ٞبی خٛاٖ تٟیٝ ؿذٜ ثب اػتفبدٜ اص لیچی اػتشیُ ؿذٜ  ٞبی ػشؿبخٝ خٟت اػتمشاس ٚ ضذ ؾفٛ٘ی اثتذا ثبیذ ثشي

 2-3ٞبی خٛاٖ ثبیذ ثٝ لطؿبت حذٚد  لیچی ثبغجب٘ی اػتشیُ ؿذٜ ػشؿبخٝ خذا ؿٛ٘ذ، ػپغ ثب اػتفبدٜ اص

ٔتشی سا دس یه ثـش سیختٝ  ػب٘تی 2-3ٔتش حبٚی یه یب دٚ خٛا٘ٝ خب٘جی ثشیذٜ )تمؼیٓ( ؿٛ٘ذ. لطؿبت  ػب٘تی

ٚ چٙذ لطشٜ ٔبیؽ طشفـٛیی ثٝ آٖ اضبلٝ ٌشدد ٚ سٚی ثـش فٛیُ آِٛٔٙیٛٔی ثب چٙذ ػٛساخ سیض ٌزاؿتٝ ؿٛد 

 ػبؾت خٟت آثـٛیی لشاس دادٜ ؿٛد. ثؿذ اص آثـٛیی سیض ٕ٘ٛ٘ٝ 5/0غ ثـش دس صیش ؿیش آة )ِٚشْ( ثٝ ٔذت ػپ
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ٞبی  ٞب ثٝ ٞش یه اص ؿیـٝ سیضٕ٘ٛ٘ٝ فٛ٘یؾثبیی اػتشیُ ؿذٜ ٔٙتمُ ٚ خٟت ضذ سا ثٝ ؿیـٝ ٞبی ٔش  ٞب

ٞبی  حّٝ ثؿذ ثٝ ؿیـٝدلیمٝ اضبفٝ ٚ ػپغ خبِی ؿٛد، دس ٔش 1دسكذ ثٝ ٔذت  70ػی ػی اِىُ  150ٔشثبیی 

دلیمٝ اضبفٝ ٚ  15دسكذ ثٝ ٔذت  25 1ػی ٔحَّٛ ٞیپٛوّشیت ػذیٓ ػی 150ٞب،  ٔشثبیی حبٚی سیضٕ٘ٛ٘ٝ

دلیمٝ ؿؼتـٛ دادٜ  15ٞب ػٝ ٔشتجٝ ثب آة اػتشیُ ؿذٜ ٞش ثبس ثٝ ٔذت  ػپغ خبِی ٌشدد ٚ دس ٟ٘بیت سیضٕ٘ٛ٘ٝ

ٔتشی صسدآِٛ ثؿذ اص ضذ ؾفٛ٘ی ثبیذ دس ؿیـٝ ٞبی ٔشثبیی حبٚی  ػب٘تی 2 -3ی ٞب (. سیض 1ٕٝ٘ٛ٘ؿٛ٘ذ )ؿىُ 

ثبؿذ تٟیٝ  ؿٛ٘ذ. لاصْ ثٝ روش ٔی  ( وـتQuoirin and Lepoivre, 1977) QL ػی ٔحیط وـت ػی 50

 ؿٛد. ٞبی ضذؾفٛ٘ی ٚ ٔشاحُ آٖ ٕٞٝ ثبیذ دس صیش ٞٛد لأیٙبس فّٛ ا٘دبْ  ٔحَّٛ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ٞبی ٌیبٞیآٔبدٜ ػبصی ٚ ضذؾفٛ٘ی سیض ٕ٘ٛ٘ٝ –1ؿىُ 
 

 ّا: هزحلِ تَلیذ ضاخِ ٍ تکثیز آى -1-4

ٞبی تِٛیذ ؿذٜ دس ٔشحّٝ اػتمشاس سا ثؿذ اص ٌزؿت یه ٔبٜ وٝ  خٟت سیض اصدیبدی صسدآِٛ اثتذا ثبیذ ؿبخؼبسٜ

ثٟیٙٝ ؿذٜ خٟت سیضاصدیبدی  QLثٝ ا٘ذاصٜ وبفی سؿذ وشد٘ذ سا دس صیش ٞٛد لأیٙبس خذا وشد ٚ دس ٔحیط پبیٝ 

ٚ  BAPٔیّی ٌشْ دس ِیتش 1شاٜ ثب QLٕٞ صسدآِٛ وـت وشد. ٔحیط ثٟیٙٝ خٟت سیض اصدیبدی صسدآِٛ ٔحیط 

 (.2اػت)ؿىُ  IBAٔیّی ٌشْ دس ِیتش  01/0

                                                           
1
 NaOCl 
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 QLپشآٚسی ٚ تىثیش صسدآِٛ دس ٔحیط ثٟیٙٝ ؿذٜ  -2ؿىُ 

 ّا: ّای ردیابی ٍیزٍط هزاحل ٍ رٍش -2

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 َای درخت آلًدٌ جمع آيری برگ

 RT-PCRَا با ريش تطخیص يیريس

 در ضرایط آزمایطگاَیَای درختان آلًدٌ استقرار ریسومًوٍ

 RT-PCRَا با ريش تطخیص يیريس

 َای آلًدٌ تکثیر ضاخسارٌ

 سازی در ضرایط آزمایطگاَیَای مختلف سالمبررسی ريش

 سازیمختلف سالم َایپس از اعمال ريش RT-PCRَای َا با ريشتطخیص يیريس

 تکثیرکطت بافتی مًاد عاری از يیريس

کمی از ومًوٍ َا در ضرایط آزمایطگاَی بٍ وگُذاری تعذاد 

 عىًان پطتیبان برای تامیه بیطتر مًاد عاری از يیريس

ریطٍ دَی ي کاضت در اسکریه ًَس ي آزمایص مجذد 

 RT-PCRگیاٌ با ريش 



 

 1

رسی ایزاىٍکطا یپضٍّطگاُ بیَتکٌَلَص  

 ّای بزگی: جوع آٍری ًوًَِ -2-1

ٞبی ػبِٓ ٚ ٔـىٛن ثٝ آِٛدٌی ٚیشٚػی  ؿبخٝٞبی ثشٌی، اص سلٓ صسدآِٛ ثلٛست تلبدفی اص  آٚسی ٕ٘ٛ٘ٝ خٕؽ

ٞب دس اصت ٔبیؽ فشیض ٚ پغ اص ا٘تمبَ ٞب ثٝ ٔٙػٛس سدیبثی ٚیشٚع (. 3ٌٕٝ٘ٛ٘شدد )ؿىُ  دس فلُ ثٟبس ا٘دبْ ٔی

 ؿٛ٘ذ.دسخٝ ػب٘تیٍشاد ٔٙتمُ ٔی -80ثٝ آصٔبیـٍبٜ  خٟت ٍٟ٘ذاسی ثّٙذ ٔذت ثٝ فشیضس 

 

 ٞبی ثشٌی دسخت صسدآِٛ خٟت خٕؽ آٚسی ٕ٘ٛ٘ٝ –3ؿىُ 

  DAS-ELISA رٍش -2-2

ی دسخٝ -80وٝ دس دٔبی  ٞبی صسدآِٛثشای ؿٙبػبیی اِٚیٝ آِٛدٌی ثشي DAS-ELISAاص سٚؽ ػشِٚٛطیىی 

( ا٘دبْ ؿذٜ ٚ Koenig, 1984ٌیشی طجك سٚؽ )ؿٛد. ؾلبسٜ ا٘ذ، اػتفبدٜ ٔی ػب٘تیٍشاد ٍٟ٘ذاسی ؿذٜ

ثب آصٖٔٛ  Biorebaای ٚیشٚع تٟیٝ ؿذٜ اص ؿشوت دس ٔمبثُ آ٘تی ثبدی چٙذ ٕٞؼب٘ٝٞبی ٔزوٛس ؾلبسٜ

 Clark  ٚBar-joseph( ٔطبثك ثب سٚؽ DAS-ELISAالایضای ٔؼتمیٓ ثٝ كٛست ػب٘ذٚیچ دٚ طشفٝ )

(Clark and Adams, 1977لشاسٔی )(:4ثبؿذ )ؿىُ  ٌیش٘ذ. وٝ ٔشاحُ آٖ ثٝ كٛست صیش ٔی 

 )ثبفش پٛؿـی حبٚی آ٘تی  ثبدی اِٚیٝ(  Coatingٔشحّٝ -اِف

 )ٚیشٚع(  Antigenٔشحّٝ -ة

 )آ٘تی ثبدی ثب٘ٛیٝ( Conjugateٔشحّٝ -ج

 )ػٛثؼتشا( Substrateٔشحّٝ  -د
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 ٞبی پّیت الایضأیضاٖ تغییش سً٘ ایدبد ؿذٜ دس چبٞه ٔشاحُ ٚ-4ؿىُ 

 :RT-PCRردیابی ٍیزٍط با رٍش هلکَلی  -3 -2

 RT-PCRتش اص سٚؽ ِٔٛىِٛی تٛاٖ ثٝ كٛست اختلبكی ٞب اص ِحبظ آِٛدٌی ٚیشٚػی، ٔیٕ٘ٛ٘ٝثشای ثشسػی 

پّیٕشاص لبدس   DNAای اػت. اص آ٘دبئیىٝته سؿتٝ  RNA، ِٔٛىَٛ RT-PCRاػتفبدٜ وشد. اٍِٛی اِٚیٝ دس

اضبفٝ ؿذٜ اػت. طی ایٗ ٔشحّٝ، ثب  RNAثبؿذ، ٔشحّٝ دیٍشی ثٝ  ثؿٙٛاٖ اٍِٛ ٕ٘ی RNAثٝ اػتفبدٜ اص 

 cDNA، ٔىُٕ آRNAٖاص اٍِٛی  RT (ReverseTranscriptase)اػتفبدٜ اص آ٘ضیٓ 

(complementary DNA)  ؿٛد ٚ ثٛػیّٝ تىٙیهػٙتض ٔیPCR  یبثذ.تىثیش ٔی 

تٍبٜ ٞبی ٔٛسد ٘ػش ٚیشٚع ٚ یب طْ٘ٛ ٔیضثبٖ )وٙتشَ( ثبیذ اص دػ ، خٟت تىثیش تٛاِیRT-PCRدس آصٖٔٛ 

ثبیذ ثٝ تشتیت ٔشاحُ صیش الذاْ  RT-PCRؿٛد. خٟت ا٘دبْ  ( اػتفبدٜ Thermocyclerٞبی دٔبیی ) چشخٝ

 ٌشدد:

 RNAٕ٘ٛ٘ٝ ثشداسی اص ثشي ثشای اػتخشاج  -1

 CTABٔجتٙی ثش سٚؽ  RNAاػتخشاج  -2

ِٛدٌی ثٝ ثب اػتفبدٜ اص دػتٍبٜ ٘ب٘ٛدسآح خٟت ثشسػی ٔیضاٖ آ RNAٞبی ثشسػی وٕی ٚ ویفی ٕ٘ٛ٘ٝ -3
DNA  ٗپشٚتئی ٚ 

 RNAػبصی  خٟت خبِق DNase Iتیٕبسثب  -4

 cDNAػبخت  -5

 (Rubiscoٌش سٚثیؼىٛ ) ثب اػتفبدٜ اص آغبص cDNAاسصیبثی كحت ػٙتض  -6
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-RTثب آغبصٌشٞبی اختلبكی ثشای ٚیشٚع ٞبی ٔٛسد ٔطبِؿٝ پیؾ اص تٛضیح ٔشاحُ RT-PCRا٘دبْ  -7

PCR اثتذا ػٝ ثخؾ پیؾ ٘یبص خٟت ،RT-PCR :ضشٚسی ٔی ثبؿذ 

اِف( طشاحی ٚ ا٘تخبة آغبصٌشٞبی ٔٛسد اػتفبدٜ دس پظٚٞؾ، ة( غّػت ٚ ٘ؼجت تشویجبت اػتفبدٜ ؿذٜ ٚ  

ی ا٘دبْ اِىتشٚفٛسص طَ حٜٛ(، ج( ٔٛاد ٔٛسد ٘یبص ٚ PCR٘دٔبیی ٚ صٔب٘ی ٔؼیش ٚاوٙؾ ص٘دیشٜ پّیٕشاص ) ثش٘بٔٝ

ٞبی ٔٛسد ٔطبِؿٝ یه ٔٛخٛد دس ایٗ صٔیٙٝ، ثشای ٞش یه اص ٚیشٚع اثتذا ثبیذ ثب ثشسػی ٔمبلات ٚ ٔٙبثؽ .آٌبسص

 (.2تٛاِی ٔٙبػت ثٝ ؾٙٛاٖ آغبصٌش ا٘تخبة ؿٛد )خذَٚ 

اًذاسُ  (’3-’5)تَالی  ٍیزٍط

 (bpقطعِ)

 هٌبع

ArMV-F1 TTGGTTAGTGAATGGAACGG 724 Jarosova and 

Kundu, 2010 ArMV-R1-

1 

CAAGCTATCATGTGGGCAAA 

ApMV-F1 CGTAGAGGAGGACAGCTTGG 454 Sanchez-

Navarro et al., 

2005 

 

ApMV-R1 CCGGTGGTAACTCACTCGTT 

ACLSV-F2 TTCATGGAAAGACAGGGGCAA 644 Menzel et al., 

2002 ACLSV-

R2 

TTCATGGAAAGACAGGGGCAA 

TRSV-F2 CAGGGGCGTGAGTGGGGGCTC 315 Jarosova and 

Kundu, 2010 TRSV-R2 CAATACGGTAAGTGCACACCCG 

ToRSV-F2 ACTTCTGAAGGCTACCCGTT 584 Jarosova and 

Kundu, 2010 ToRSV-R2 CCACCACACTCCACCTACC 

PNRSV-F3 GCCGAATTTGCAATCATACCC 555 Sanchez-

Navarro et al., 

2005 

 

PNRSV-

R3 

ACTTCGGTCTTGAATTCGAT 

PPV-F1 CTCTTCTTGTGTTCCGACGTTT

C 

345 Jarosova and 

Kundu, 2010 

PPV-R1 GGAATGTGGGTGATGATGG 

PDV-F2 CAACGTAGGAAGTTCACAG 544 Sanchez-

Navarro et al., 

2005 

 

PDV-R2 GCATCCCTTAAAGGGGCATC 

Rbc1–F TACTTGAACGCTACTGCAG 184 Herranz et al., 

2005 Rbc1–R CTGCATGCATTGCACGGTG 

 اختلبكی ثشای ٚیشٚع ٔٛسد ثشػی دس ایٗ ٔطبِؿٝپشایٕشٞبی  -2خذَٚ 
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در دستگاُ  DNAبایذ با استفادُ اس آغاسگزّای طزاحی ضذُ ٍ تکثیز RT-PCRاًجام 

ّا ٍ صى کٌتزل داخلی بِ طَر جذاگاًِ بزای ّز کذام اس ٍیزٍط Biosystemتزهَسایکلز 

استفادُ ضَد. ًیش اس پزایوز رٍبیسکَ  cDNAاًجام ضَد. بِ هٌظَر بزرسی صحت ساخت 

بِ ضزح  cDNAّای هزجع اس رٍی ( جْت تکثیز صى3)جذٍل  RT-PCRّای ٍاکٌص چزخِ

 باضذ: سیز هی

 تىشاس صٔبٖ دٔب ٔشحّٝ

 min4 1 94 ٚاػشؿت ػبصی اِٚیٝ

 S30 35 94 ٚاػشؿت ػبصی

 S30 35 59 اتلبَ آغبصٌش

 S45 35 72 ی آغبصٌشتٛػؿٝ

 min7 1 72 ی آغبصٌشتٛػؿٝ

 PCRٞبی ٚاوٙؾ چشخٝ -3خذَٚ

 اِىتشٚ فٛسص -8

ٔیىشِٚیتش اص ٔحلٛلات  RNA  ٚ15ٔیىشِٚیتش  2ٞب اثتذا ٔمذاس خٟت ثبسٌزاسی ٚ اِىتشٚفٛسص ٕ٘ٛ٘ٝ
PCR ٝی ٔشاحُ آصٔبیؾ ایٗ تحمیك اص ثب اػتفبدٜ اص ػش ػٕپّشٞبی اػتشیُ ؿذٜ ثشداؿتٝ ؿٛد )دس وّی

ٔیىشِٚیتش ثبفش ثبسٌزاسی ثٝ ٞش ٕ٘ٛ٘ٝ اضبفٝ ٌشدد. ثبفش  3ٚػبیُ اتٛ ولاٚ ؿذٜ اػتفبدٜ ؿٛد( ٚ ٔمذاس 
ٞب ثٝ ػِٟٛت ثبسٌیشی ؿٛد. ؿٛد ٕ٘ٛ٘ٝثبسٌزاسی ثٝ دِیُ داسا ثٛدٖ ٌّیؼشَٚ ػٍٙیٗ ثٛدٜ ٚ ػجت ٔی

سا  DNAتٛاٖ ٔٛلؿیت  ٕٞچٙیٗ ثٝ دِیُ داؿتٗ دٚ سً٘ لبثُ سؤیت دس ٍٞٙبْ اِىتشٚفٛسص، ثٝ آػب٘ی ٔی
 ٔیىشِٚیتش اص ٘ـبٍ٘ش ا٘ذاصٜ 10ثشای تؿییٗ ػبیض سٚی ثب٘ذٞب، ٔمذاس سٚی طَ سدیبثی وشد. ػپغ 

((GeneRuler 1kb plus DNA Ladder (invitrogen)   6ٔیىشِٚیتش ثبفش ثبسٌزاسی  5ثب ٔمذاسX 
ٞب ثب ِٚتبط ٔیىشِٚیتش ثبفش تٟیٝ ؿذٜ دس چبٞه اَٚ تضسیك ٌشدد. ػپغ اِىتشٚفٛسص ٕ٘ٛ٘ٝ 6ٔخّٛط ؿٛد ٚ 

ا٘دبْ ؿٛد. طَ  PCRدلیمٝ ثشای ٔحلَٛ  100تب  RNA  ٚ60دلیمٝ ثشای  60ِٚت ثشای ٔذت  80ثبثت 
ثشداسی ثب٘ذٞبی حبكُ ثٝ دػتٍبٜ طَ دان ٔٙتمُ اص دػتٍبٜ اِىتشٚفٛسص خذا ؿٛد ٚ ثشای ٔـبٞذٜ ٚ ؾىغ

 تلٛیش حبكّٝ ٔـبٞذٜ ؿٛد. UVٌشدد ٚ ثب اػتفبدٜ اص اؿؿٝ 
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 (:in vitroای )ذف ٍیزٍط در ضزایط درٍى ضیطِّای ح رٍش-3

 گزهادرهاًی ّوزاُ با کطت هزیستن: -1-3

( وـت ؿذٜ دس ٔحیط وـت ٔٙبػت پشآٚسی، ثبیذ دس یه cm 2-3ٞبی ) خٟت تیٕبس ٌشٔبدسٔب٘ی، ؿبخؼبسٜ

ا٘ىٛثبتٛس  ػبؾت تبسیىی( لشاسٌیشد. دس طَٛ یه ٞفتٝ تذسیدبً دٔبی 8ػبؾت سٚؿٙبیی ٚ  16ا٘ىٛثبتٛس)داسای 

ٞفتٝ دٔبی آٖ  2ٌشاد( ٚ ػپغ ثٝ ٔذت ی ػب٘تیدسخٝ 2افضایؾ یبثذ)ثٝ اصای ٞش سٚص،  C38˚ثٝ  C24˚اص 

ٞبیی وٝ ایٗ دٔب سا تحُٕ وشدٜ ی ٌشٔبدسٔب٘ی، ؿبخٝ(. دس پبیبٖ دٚس5ٜثبثت ٍ٘ٝ داؿتٝ ؿٛد ) ؿىُ  C38˚دس

ٚ  C24˚ذ ثؿذی دس اتبق سؿذ ثب دٔبی ٔؿِٕٛی ؿٛ٘ذ ٚ ثشای سؿ ا٘ذ، ثٝ ٔحیط وـت تبصٜ ٔٙتمُ ٚ سؿذ ٕ٘ٛدٜ

ٞبی خذیذ ایدبد ؿذٜ خٟت ٔشیؼتٓ ٞفتٝ، ؿبخٝ 4-6ٌشد٘ذ. پغ اص  ِٛوغ ٍٟ٘ذاسی  5000ؿذت ٘ٛس حذٚد 

ٞبی غیشاكّی سا ای ػبلٝته ٌشٜٞبیثشداسی ثٝ اتبق وـت اػتشیُ ٔٙتمُ ؿٛ٘ذ. ثذیٗ ٔٙػٛس ثبیذ ثخؾ

ٞبی پیشأٛ٘ی ٔشیؼتٓ ٔذ٘ػش سا وشدٜ ٚ ثب اػتفبدٜ اص اػتشیٛػىٛح ثشٌچٝٞب سا ثب دلت خذا وٛتبٜ وشدٜ، ثشي

ی تیض ثشؽ دادٜ ؿٛد ٔتش( سا ثب یه تیغٝ ٔیّی 2ٚ 1، 7/0ٞبی ؿبخٝ )ٔشیؼتٓ( اسلبْ صسدآِٛ) حزف وشدٜ ٚ ٘ٛن

 25ٞبی ٌیبٞی دس فیتٛتشٖٚ ثب دٔبی ٚ ٔشیؼتٓ ثٝ ثؼتش وـت ٔٙبػت خٟت سؿذ ا٘تمبَ دادٜ ؿٛد. وـت

ػبؾتٝ )٘ٛس فّٛسػٙت ػفیذ( لشاس ٌیشد ٚ ٘ٛن ٔشیؼتٓ ٞش ػٝ  16% ، ٘ٛسدٞی  70ٌشاد، سطٛثت ی ػب٘تیسخٝد

ٞب ثٝ ٔحیط سؿذ ٔتش سػیذ، ٕ٘ٛ٘ٝػب٘تی 2ٞب ثٝ ٞفتٝ یىجبس ثٝ ثؼتش خذیذ ا٘تمبَ یبثذ. ٍٞٙبٔی وٝ طَٛ ٕ٘ٛ٘ٝ

خٟت پشآٚسی ا٘تمبَ  IBA)س ِیتش ٌشْ دٔیّی BAP  ٚ01/0ٌشْ دس ِیتش ٔیّی1حبٚی  QLٔٙبػت )ٔحیط 

ٞب ثٝ ٚیشٚع ثب آِٛدٌی سیضٕ٘ٛ٘ٝ  ای ٚخٛد یب ؾذْ ٚخٛدٔبٜ  تىثیش دس ؿشایط دسٖٚ ؿیـٝ 6یب  4یبثٙذ. ثؿذ اص

 (.8تؿییٗ ٌشدد )ؿىُ  RT-PCRاػتفبدٜ اص سٚؽ ِٔٛىِٛی 

 

 

 

 

 

 

 دػتٍبٜ ا٘ىٛثبتٛسی اسلبْ صسدآِٛ آِٛدٜ ثٝ ٚیشٚع دسٖٚ  ٞبٌشٔبدسٔب٘ی ٕ٘ٛ٘ٝ – 5ؿىُ
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 ضیوی درهاًی ّوزاُ با کطت هزیستن: -2-3

ٚاوـت( ثبیذ ثٝ ٔحیط وـت  4( سؿذ یبفتٝ دس فیتٛتشٖٚ )پغ اص cm 5-3/2ٞبی ) پغ اص ػٝ ٔبٜ، ؿبخؼبسٜ

ٞب دس ٔحیط  ٞفتٝ اص وـت ٕ٘ٛ٘ٝ 4ٌشْ دس ِیتش ٔٙتمُ ؿٛ٘ذ. پغ اص ٔیّی 25 خذیذ حبٚی سیجبٚیشیٗ ثب غّػت

ٔب٘ذٜ خذا ٌشدد ٚ ثٝ ٔحیط  ٞبی ص٘ذٜ  ٔتش طَٛ( اص ٕ٘ٛ٘ٝ ػب٘تی 1ٞبی ؿبخٝ صسدآِٛ) سیجبٚسیٗ، ٘ٛنحبٚی 

ٌشْ خٟت تىثیش ٔٙتمُ ؿٛ٘ذ ٚ ثشای سؿذ دس اتبق سؿذ ثب ٔیّی  25 وـت خذیذ حبٚی سیجبٚیشیٗ ثب غّػت

 2ٞب ثبیذ  ُ، ِٕ٘ٛ٘ٝٛوغ ٍٟ٘ذاسی ٌشد٘ذ. دسایٗ دػتٛساِؿٕ 5000ٚ ؿذت ٘ٛس حذٚد  C24˚دٔبی ٔؿِٕٛی 

ٔب٘ذٜ ٚ تىثیش ؿذٜ  ٜ ٞبی ؿبخٝ ص٘ذ ٞفتٝ، ٘ٛن 4-6ٔشتجٝ دس ٔحیط حبٚی سیجبٚسیٗ وـت ؿٛ٘ذ. پغ اص 

ٔبٜ  تىثیش دس ؿشایط دسٖٚ  6یب  4خٟت تىثیش ثیـتش ثٝ ٔحیط وـت تبصٜ ثذٖٚ سیجبٚسیٗ ٔٙتمُ ؿٛ٘ذ ثؿذ اص

تؿییٗ  RT-PCRیشٚع ثب اػتفبدٜ اص سٚؽ ِٔٛىِٛی ٞب ثٝ ٚآِٛدٌی سیضٕ٘ٛ٘ٝ  ای ٚخٛد یب ؾذْ ٚخٛدؿیـٝ

 (.8ٌشدد )ؿىُ 

 سزهادرهاًی: -3-3

ؿبُٔ  QLٔتش( دس ٔحیط  ٔیّی1-2ٞبی ؿبخٝ صسدآِٛ ) ٔب٘ی )ا٘دٕبد( ثٝ طٛس خلاكٝ، ٘ٛن دس پشٚتىُ ػشٔبدس

ٚ وـت ؿٛ٘ذ  دسكذ پیؾ 2دسكذ ٚ پشِٚیٗ  5( DMSO، دی ٔتیُ ػِٛفٛوؼیذ ) BAPٌشْ دس ِیتش ٔیّی 1

 2ٞبیی ثب حدٓ  ٞب دس ٚیبَ ٌشاد ٍٟ٘ذاسی ؿٛ٘ذ ٚ ثؿذ اص آٖ سیضٕ٘ٛ٘ٝ دسخٝ ػب٘تی 4سٚص دس دٔبی  1ثٝ ٔذت 

دسكذ دی ٔتیُ  15دسكذ اتیّٗ ٌّیىَٛ،  15دسكذ ٌّیؼشَٚ،  PVS2 (30ػی حبٚی ٔحَّٛ  ػی

ػشد . اس ٌیش٘ذدلیمٝ تحت تیٕبس لش 40( ثٝ ٔذت PH= 5/8ثب  QLٔٛلاس ػبوبسص دس ٔحیط  4ػِٛفٛوؼیذ ٚ 

حبكُ ؿذ وٝ دس  Mr. Frosty (Nalgene®)ٞب ثٝ دػتٍبٜ بَیٛیٞب ثب ا٘تمبَ وشا ؿذٖ آٞؼتٝ ٘ٛن ؿبخٝ

. پغ اص فشٚثشی ػشیؽ دس بثذیوبٞؾ  ٍشادیدسخٝ ػب٘ت 40-ؿذ تب دٔب ثٝ  یٍٟ٘ذاس ٍشادیدسخٝ ػب٘ت -80 ضسیفش

دس٘یتشٚطٖ ٔبیؽ لشاسدادٜ ؿٛ٘ذ، ػپغ  ػبؾت 1ٞب حذالُ  ٞبی حبٚی سیضٕ٘ٛ٘ٝ ( ٚیبLNَ٘یتشٚطٖ ٔبیؽ )

 40دلیمٝ دس دٔبی  1ٔبسی( ٔٙتمُ ٚ ثٝ ٔذت  ٞب ثٝ ػشؾت ثٝ حٕبْ آة ٌشْ )ثٗ ٞبی حبٚی سیضٕ٘ٛ٘ٝ ٚیبَ

ٔٛلاس  2/1ٞب( ثٝ ٔحَّٛ ؿؼتـٛ ) ٞبی ؿبخٝ )ٔشیؼتٓ ٌشاد ٍٟ٘ذاسی ؿٛ٘ذ. ٚ دسٟ٘بیت  ٘ٛن دسخٝ ػب٘تی

(. ثؿذ 6خٟت ثبصصایی دس ٔحیط تىثیش ٔٙبػت وـت ٌشد٘ذ )ؿىُ  دلیمٝ( ٔٙتمُ ؿذٜ  ٚ 30ػبوبسص ثٝ ٔذت 

ٞب ثٝ ٚیشٚع ثب اػتفبدٜ اص آِٛدٌی سیضٕ٘ٛ٘ٝ  ای ٚخٛد یب ؾذْ ٚخٛدٔبٜ تىثیش دس ؿشایط دسٖٚ ؿیـٝ 6یب  4اص

 تؿییٗ ٌشدد. RT-PCRسٚؽ ِٔٛىِٛی 
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 صسدآِٛ  ٌیبٞچٝ حبكُ اص ػشٔبدسٔب٘ی ٔشیؼتٓ -6 ؿىُ

 الکتزٍتزاپی: -4-3

( ٚ M1ٚ یب ٔحَّٛ آة ٚ ٕ٘ه ) TAE (Tris-acetate-EDTA)اثتذا ثبیذ دػتٍبٜ اِىتشٚفٛسص ثب ثبفش 

آٔپشی ٔیّی 40-30ٞبی اِىتشیىی ( حبٚی یه یب دٚ خٛا٘ٝ خب٘جی پش ؿٛد، پبِغcm 5/2-2سیضٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی )

اِىتشٚتشاپی ؿذٜ اص دػتٍبٜ ٞبی ٕ٘ٛ٘ٝای اؾٕبَ ٌشدد ٚ پغ اص خشٚج سیضدلیمٝ 15ٞبی دس ٔذت صٔبٖ

ثٝ  QLپبیٝ  ٞب ضذؾفٛ٘ی ٌشدد ٚ ثٝ طٛس ٔؼتمیٓ دس ٔحیط وـت اػتمشاس)ٔحیط وـتاِىتشٚفٛسص، ایٗ ٕ٘ٛ٘ٝ

(. ٔیضاٖ وبٞؾ آِٛدٌی 7ؿذٜ وـت ؿٛ٘ذ )ؿىُ ( ثٟیBAPٌٝٙشْ دس ِیتش ٞٛسٖٔٛ  ٔیّی 06/0ٕٞشاٜ 

 (.8ثشسػی ٌشدد )ؿىُ  RT-PCRٜ اص سٚؽ ِٔٛىِٛی ٚاوـت ثب اػتفبد 4ٞب ثؿذ اص ٚیشٚػی دس ایٗ سیضٕ٘ٛ٘ٝ

 

 

 ٞبی اسلبْ صسدآِٛ آِٛدٜ ثٝ ٚیشٚع ثٝ ٔٙػٛس حزف آِٛدٌی ٚیشٚػیاِىتشٚتشاپی سیضٕ٘ٛ٘ٝ -7ؿىُ 
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 سائی: هزحلِ ریطِ -4

تش ٔتش( ٚ سؿذ سٚیـی دس ٔشحّٝ پشآٚسی لٛی ػب٘تی 4-5ٞبیی وٝ اص ٘ػش طَٛ )دس ایٗ ٔشحّٝ، ثبیذ ٌیبٞچٝ
ؿذٜ اثتذا ثبیذ دس  ٞبی ا٘تخبة٘ذ. ثٙبثشایٗ ٌیبٞچٝؿٛ صایی ا٘تمبَ دادٜ ٞبی سیـٝٞؼتٙذ ا٘تخبة ٚ ثٝ ٔحیط

ٚ  IBAٌشْ دس ِیتش  ٔیّی 2ٕٞشاٜ ثب غّػت QL2/1ػی ٔحیط وـت  ػی 50ٞبی ٔشثبیی حبٚی  ؿیـٝ
سٚص دس تبسیىی ٔطّك خٟت اِمبی وبِٛع  7-10ؿٛ٘ذ ٚ ػپغ ثٝ ٔذت  ٌشْ دس ِیتش ػبوبسص وـت  30

 50ٞبی ٔشثبیی حبٚی  ٞب ثبیذ ثٝ ؿیـٌٝیش٘ذ ٚ پغ اص ٌزؿت صٔبٖ ٔزوٛس، ٌیبٞچٝ صایی لشاس  سیـٝ
ٞبی ٝ ٌشْ دس ِیتش ػبوبسص ا٘تمبَ یبثٙذ. ػپغ ؿیـ 30ثذٖٚ ٞٛسٖٔٛ ٚ  QL 2/1ػی ٔحیط وـت  ػی

 16ِٛوغ ٘ٛس ػفیذ فّٛسػب٘ت، دٚسٜ ٘ٛسی  2500-3000ٞب ثٝ اتبله سؿذ ثب ؿذت ٘ٛس حبٚی ٌیبٞچٝ

 ٌشاد ٔٙتمُ ٌشد٘ذ.  ػب٘تی  دسخٝ 24 ± 1ػبؾت سٚؿٙبیی ٚ ٞـت ػبؾت تبسیىی ٚ دٔبی 
 

 :in vivoبِ  in vitroهزحلِ ساسگاری یا اًتقال اس ضزایط  -5

ٞبی لٛی، اص غشٚف  ٞبی ٔطّٛة ٚ سیـٝٞبی ٚاخذ ؿبخؼبسٜ ٚ ثشيخٟت ػبصٌبسی اثتذا ثبیذ ٌیبٞچٝ
ؿٛ٘ذ تب ثمبیبی ٔحیط وـت خذا  ٞب ثب دلت ثب آة ٔمطش اػتشیُ ؿؼتـٛ دادٜ وـت ثیشٖٚ آٚسدٜ ٚ سیـٝ

ٞب خذا ٞبی پبییٙی صسد ٚ ٘بٔطّٛة سیضٕ٘ٛ٘ٝؿٛ٘ذ ٚ ٕٞچٙیٗ ثشي ٞبی طٛیُ تب حذی ٞشع ٌشدد. سیـٝ
ٞبی وٛچه حبٚی تشویت وٛوٛپیت ٚ پشِیت )ثٝ ٞش یه اص ٌیبٞبٖ ثٝ داخُ ٌّذاٌٖشد٘ذ. ػشا٘دبْ،  

ٞبی ثضسي لشاس ٞب خٟت تأٔیٗ سطٛثت اص وف، دسٖٚ پتشی( ٔٙتمُ ٌشد٘ذ ٚ ٞشیه اص ٌّذا2:1ٖ٘ؼجت 

دسكذ ٍٟ٘ذاسی ؿٛ٘ذ. خٟت  90ٚ سطٛثت ٘ؼجی  24 ± 1ٌیش٘ذ. ٚ دس ؿشایط ٌّخب٘ٝ ثب دٔبیی دس حذٚد  
ی اَٚ پغ اص ا٘تمبَ، سٚی ٞش ٌیبٜ یه ِیٛاٖ یىجبس ٔلشف ؿفبف لشاس خٌّٛیشی اص تجخیش دس طی دٚ ٞفتٝ

ؿٛ٘ذ.  ٞبی حبٚی آة( آثذٞی ٞب ثٝ طشیك آثیبسی اص وف )خزة آة اص پتشیی ٌّذاٌٖیشد. ٕٞچٙیٗ ٕٞٝ 
ثشای ٔذت دٚ ٞفتٝ ا٘دبْ ٌیشد ٚ پغ اص  QLغّػت  1/0ص ٔحَّٛ سلیك ی ٌیبٞبٖ ثب اػتفبدٜ ا)تغزیٝ

ٞبی یىجبس ٔلشف ٌیشد(. پغ اص دٜ سٚص، ٔٙبفزی دس ِیٛاٖ اػتمشاس ثیـتش ٌیبٞبٖ، تغزیٝ ثب آة ؿٟشی ا٘دبْ 
 ٞفتٝ،  2ؿفبف وٝ ثش سٚی ٌیبٞبٖ لشاس داؿتٙذ، خٟت ػبصٌبس ؿذٖ ٌیبٜ ثب ٔحیط خذیذ، ایدبد ٌشدد. ثؿذ اص 

ACLSV(Apricot cv. Ordubad) ApMV(Apricot cv. Qaysi) TRSV(Apricot cv. Shams) 
 

A: after sanitation; B: prior to elimination; C- : negative control; C+ : positive control; M: DNA marker 1 kb   -8ضکل 

     A       B       A  B   A  B  

M    1        2        C-    C+    C-    1        2       M     1         C+       C+     C-     1 
M    C-     C+    C-    1       2       1       2 

677 bp 

450 bp 580bp 



 

 2

رسی ایزاىٍکطا یپضٍّطگاُ بیَتکٌَلَص  

 
 

ی ٌیبٜ ثٝ طشیك ٔؿَٕٛ ؿٛ٘ذ ٚ ػپغ تغزیٝ ٞبی یه ثبس ٔلشف اص سٚی ٌیبٞبٖ ثشداؿتٝ بیذ ِیٛاٖث
 (. 9ٌیشد )ؿىُ  )آثیبسی ثؼتش ٌیبٜ( ا٘دبْ 

 

 هزحلِ اًتقال بِ گلخاًِ: -6
ٌیشد.  ٞبی ػبصٌبس ؿذٜ ثٝ ٌّخب٘ٝ ٔٙتمُ ٚ وـت آٟ٘ب دس ٌّذاٖ ا٘دبْ ٔی ٞفتٝ ٌیبٞچٝ 6اِی  5ثؿذ اص 

 (. 9ثبؿذ )دس كٛست أىبٖ اػتشیُ( )ؿىُ  ٔی 1:1:1ت ؿبُٔ پیت ٔبع: پشِیت:خبن ثٝ ٘ؼجت ثؼتش وبؿ
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 صایی، ػبصٌبسی ٚ ا٘تمبَ اسلبْ صسدآِٛ ػبِٓ ػبصی ؿذٜ ثٝ ٌّخب٘ٝ سیـٝ -9 ؿىُ
 

دػتٛساِؿُٕ ٔؿشفی ؿذٜ دس ٔٛسد پشٚتىُ ؾبسی اص ٚیشٚع اسلبْ صسدآِٛ تب ٘تیدٝ ٌیشی ٟ٘بیی  ًتیجِ گیزی:

ٔبٜ ٘یبص داسد ٚ ثب٘یب ایٗ پشٚتىُ  24-20ٞبی دسٖٚ ٌّذاٖ ثٝ ٔضسؾٝ ثٝ ٔذت صٔبٖ حذالُ  یؿٙی ا٘تمبَ ٌیبٞچٝ

دآِٛ ٚخٛد آٞٗ لشٔض  ٚ تبسیىی ثشای وّیٝ اسلبْ ثب تغییشات خضئی لبثُ اػتفبدٜ اػت. خٟت سیـٝ صائی اسلبْ صس

 ثبؿذ. ضشٚسی ٔی

 گشاری سپاط

ؿٕبسٜ  ثب تحمیمبتی پشٚطٜ لبِت دس ٔبِی حٕبیت دِیُ ثٝ وـبٚسصی ثیٛتىِٙٛٛطی پظٚٞـٍبٜ اص ٚػیّٝ ثذیٗ

 .ؿٛد ٔی تـىش ٚ تمذیش3-05-0060533-960398ٔلٛة 
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