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آن بارزهاي  در مركبات كه نشانه Candidatus L. africanusو  Candidatus Liberibacter asiaticusهاي سخت كشت  اكتريببيماري ناشي از 

نواحي هاي مركبات درترين بيمارييكي از پرخسارتاين بيماري  .ميوه سبز مركبات ناميده مي شود ،هاي سبز روي ميوه است ماندن لكه باقي برگ ها وزردي 

روش پاتوژن  با استفاده از  - در اين بررسي برهمكنش ميزبان .از جنوب ايران گزارش گرديد 1386اين بيماري در سال   .استآسيا  تا جنوب غربيجنوب شرقي 

cDNA-AFLP تركيب آنزيمي . ماه پس از آلودگي انجام شد 6مطالعه موجود بر روي شش گياه سلطان مركبات، . مورد مطالعه قرار گرفتMseI/EcoRI 

هاي ژني قطعه از نسخه  25در مجموع .  هاي هضم شده با آنزيمهاي مذكور، استفاده شد cDNAتركيب پرايمري براي تكثير  10در مرحله برش آنزيمي و 

قطعه  4قطعه شبيه به پروتئين باكتري و  5قطعه شبيه به نسخه هاي ميزبان ،  16توالي .  موجود در برگ گياهان سلطان مركبات مورد مطالعه ، به دست آمد

، glucosyltransferaseكروزيمات، بيان بسياري از ژنها، مانند ژنهاي دخيل در سنتز . هاي اطلاعاتي شباهتي نداشتندهاي ثبت شده در بانكديگر با توالي

NADH dehydrogenase  ،glycoside hydrolase ، phosphoglycerate mutase ،  bisphosphoglycerate ،auxin efflux carrier-

like  ، auxin:hydrogen symporter، methyltransferase ، Vps51/Vps67 family (components of vesicular transporter) طي  در

زني شده  كاهش يافته بود، بر عكس ژنهايي كه بيان آنها در سلولهاي مايه. يافت كه وابسته به  واكنشهاي مقاومت القايي در گياه مي باشدآلودگي افزايش مي

است   Candidatus Liberibacter asiaticusاين مطالعه اولين بررسي بر روي تغييرات بيان ژنهاي سلطان مركبات و . متعلق به پروتئينهاي باكتري بود

 .كه در طي بيماري اتفاق مي افتد

  

  :يديواژگان كل

 cDNA AFLPسلطان مركبات ، بيماري ميوه سبز مركبات ،

  



  مقدمه

 در مركباتي هايماريب نيمهمتر ازي كي شود،يم شناخته زين Huanglongbing (HLB) نام با امروزه كه (Citrus Greening)ميوه سبز مركبات يماريب

 در راياخ و قايآفر و ايآس مناطق ازي اريبس دري ماريب نيا. است ريناپذ جبران و نيسنگ اريبس مركبات باغات بهي ماريب نيا ازي ناش خسارت. باشدي م ايدن

 بالغ درختان در و دهينرسي ده محصول مرحله به شوند آلودهي ماريب نيا به جوان درختان كهي صورت در. )10(است شدهي اديز خسارات باعث كايآمر و ليبرز

ي ماريب اي و مركبات سبزميوه عنوان تحت HLB بيماري 2005 آگوست در). 8( است گرفته منشا نيچ از HLB اديز احتمال به. گرددي مي نابارور موجب

 دراما .   )1( شديم محسوبي انهيقرنطي ماريب كي عنوان به رانيا در شيپ سال چند تاي ماريب نيا). 7( شد گزارش متحده الاتيوا دايفلور دري زردشاخه 

  . )2( است شده مشاهده مركبات مختلف قاماري رو بر بلوچستان و ستانيسي ها استان در 1386 سال

 عامليي ايآس ،)9(فرمسه  ايدن مختلف مناطق در. است اهيگي آبكشي آوندها به محدود و كشت رقابليغ ،يمنف گرمي باكتر كي يماريب املع

 Candidatus آمريكايي  رمف، و  ,Candidatus Liberibacter africanusيي قايآفر فرم،  ,Candidatus Liberibacter asiaticusبيماري

Liberibacter americanus وي چرم ،تنك ،كوچك برگها.  مي باشد درختي ها سرشاخهي زرد، برگها يابلقشامل ي ماريب علائم .است شده گزارش 

 شدن نامتقارن، ها وهيم شدن كوچكتر لشام و باشنديمي اختصاص اريبس وهيمي رو شده جاديا علائم .اند برجسته زين رگبرگها و بودهايستاده  حالت به و ميضخ

بررسي ها نشان ). 9(كنندي م دايپ زشير دايشد ها وهيمو  باشندي م ميعق و رهيت پوك، ده،يچروك معمولا آلوده وهيم بذور. ، تغيير طعم ميوه مي باشدهاوهيم

 بر. نشان مي دهندي ا گلخانه طيشرا تحت Ca. Liberibacter asiaticus (Las)آلودگي  بهي متفاوت پاسخ مختلف مركباتي ها پيژنوتمي دهد كه 

 .دهدمين نشاني آلودگ ازي علائم گلخانه درداخلي آلودگ از ماه 6 گذشت از پس  Citrus grandis كه گشت مشخصي مالز در گرفته انجام قيتحق اساس

عد از شش ب) پرتقال(  C. sinensis و )ينارنگ( C .  reticulateيروبر HLB علائم گزارشات نيا برطبق .نيز تاييد شده است گريددر تحقيقات  گزارش نيا

 .Cنيچن هم و باشنديم متحمل ارقامو جز ترش مويل و فروت پيگر اما .باشندي م حساس اريبسي ماريب نيا به نسبت ها جنس نيوا گرددي م ظاهرماه 

aurantifolia )ليموترش (و C. grandis )به نسبتي شتريب تحمل) مركبات سلطان HLB پوملو كه ديگرد مشخص گزارش نياي ط در نيچن هم.دارند 

 دادند نشان راي منف واكنش PCRدر طي انجام تست  C. grandis كه ديگرد مشخص مختلف شاتيآزماي ط در .دهدي نم نشان راي ماريب علائم از كي چيه

  ).6،8(ندادند بروز راي ئمعلا چيه ماه 6يط در و

 به مربوط وانفعالات فعلي مولكول سميمكان درك. ) 1( است مؤثري ماريب كاهش در كيوتيبي آنت از استفاده و ناقل حشرات با مبارزه قاوم،م ارقام از استفاده

 انيبييرات تغ ليوتحل هيتجز از منظور نياي برا .استي ماريب كنترلهاي جديد دستيابي به استراتژي جهت مهم هياولراهكارهاي  از پاتوژن – زبانيمبرهمكنش 

  .)7(شودي م استفاده انبوه سطح در ژن

مورد مطالعه قرار  cDNA-AFLPپاتوژن در گياهان نسبتا مقاوم آلوده به بيماري ميوه سبز مركبات  با استفاده از روش  -در اين بررسي برهمكنشهاي ميزبان 

 .گرفت

  

  ها روش و مواد

ها به ارتفاعي وقتي ارتفاع نهال. ر تهيه و درخاك سبك در گلدان و در داخل گلخانه كشت داده شد، از شمال كشو(C.grandis)نهال پيوندي سلطان مركبات 

نمونه .  يم در گياه حساس نمونه برداري انجام گرديدبه محض بروز علا.  سانتيمتر رسيد با پيوندك آلوده تهيه شده از منطقه جيرفت آلوده شدند 65- 60حدود 

 CTABبه  RNAاستخراج . هاي گياهي بعد از برداشت بلافاصله به ازت مايع منتقل شده و تا انجام مراحل بعدي در فريزر منفي هشتاد درجه نگهداري شد



انجام  promegaساخت شركت  Reverse H first strand synthesis systemبا نام  cDNAكيت سنتز  با استفاده از cDNAسنتز  ).5،11(انجام شد 

جفت تركيب پرايمري انجام  10با  AFLPمرحله  . برش داده شدند  EcoRI /MseIتهيه شده در مرحله قبل، با آنزيم  cDNA.(Promega, 2011)شد

و عكس  )4(ز گرديد و با استفاده از محلول نيترات نقره رنگ آميزي شد الكتروفور% 8فرآورده حاصل از واكنش فوق با استفاده از ژل پلي آكريل آميد . گرديد

حاصل از مرحله قبل با يكديگر مقايسه شدند و ژنهايي كه بيان متفاوتي در  cDNA AFLPژلهاي .  ژلهاي رنگ آميزي شده با استفاده از اسكنر تهيه شد

. تعيين توالي قطعات جدا شده به روش اتوماتيك توسط شركت فزابيوتك  انجام شد. رار گرفتندنمونه هاي مختلف داشتند به عنوان كانديد مورد بررسي بيشتر ق

 BLASTXو   BLASTNبا ) http://www.ncbi.nlm.nih.gov(و تواليهاي موجود در بانك ژن  cDNA AFLPهمولوژي بين كلنهاي 

algorithms  3(تعيين گرديد.( 

  

 بحث و نتايج

از الكتروفـورز  . استخراج شده از نمونه هاي مورد بررسي كيفيت خوبي دارنـد  RNAنشان مي دهد كه %  1ستخراج شده در ژل آگارز ا RNAنتايج الكتروفورز 

cDNA نتايج حاصل از فرآورده هاي واكنش . بر روي ژل آگارز، يك باند اسمير مشاهده گرديد كه با نتايج مورد انتظار مطابقت داردAFLP  در ژل پلي آكريل

حاصل از مرحله قبل بـا يكـديگر نشـان     cDNA AFLPمقايسه ژلهاي . د نشان دهنده وجود باندهاي پلي مورف با استفاده از آغازگرهاي مختلف مي باشدآمي

1قطعه حاصل از رونوشتها 25دهنده  
 (TDF) جفت بـاز بـود   50 -700اندازه اين قطعات بين. بود كه در گياهان سالم و آلوده به طور متفاوتي بيان شده بودند .

بـا  ) http://www.ncbi.nlm.nih.gov(و تواليهـاي موجـود در بانـك ژن     cDNA AFLPپس از تعيين توالي قطعات جدا شده،  همولوژي بين كلنهـاي  

BLASTN  و BLASTX algorithms تعيين گرديد .  

يافت مانند ژنهاي دخيل رسي شدند در طي آلودگي بيانشان افزايش ميبه طور كلي نتايج بررسي ما نشان مي دهد كه بسياري از ژنهاي سلطان مركبات كه بر

 ، glucosyltransferase ،NADH dehydrogenase  ،glycoside hydrolase ،phosphoglycerate mutaseدر سنتز كروزيمات، 

bisphosphoglycerate ،auxin efflux carrier-like  ،auxin:hydrogen symporter ،Vps51/Vps67 family (components of 

vesicular transporter) ،methyltransferase .بر عكس ژنهايي كه بيان . افزايش بيان اين ژنها در ارتباط با واكنشهاي مقاومت القايي در گياه مي باشد

اولين بررسي بر روي تغييرات بيان ژنهاي سلطان مركبات  اين مطالعه. زني شده  كاهش يافته بود، متعلق به پروتئينهاي باكتري پاتوژن بودآنها در سلولهاي مايه

اين نتايج مي تواند به پيشرفت اطلاعات مولكولي مربوط به روند . است كه در طي بيماري اتفاق مي افتد  Candidatus Leiberibacter asiaticusو 

   .بيماري و شناسايي ژنهاي دخيل در آن كمك نمايد

                 

  شكرتقدير و ت

و با تقدير و تشكر شايسته از استاد فرهيخته و فرزانه  مهربانمهمسر و همراهي و همگاميمادردلسوز سپاس بيكران بر همدلي،  با درود فراوان به روح پر فتوح پدر بزرگوارم

 .بوده است اين مقاله در اتمام واكمال اينجانبهمواره راهنما و راه گشاي غائب زمهرير كه سركارخانم دكتر

 

 

 

  

                                                            
1 - Transcript derived sequence (TDF) 
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