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چین توصیف شده است و در سال  شود که  اولین بار درایجاد می Candidatus Leiberibacter asiaticusبیماری میوه سبز مرکبات توسط باکتری سخت کشت 

ترین یکی از پرخسارتاین بیماری . های مرکبات استترین بیماریکنندهترین و ویراناز خطرناک HLB. معرفی گردید Huanglongbingبا نام رسمی   1111
از جنوب ایران گزارش  1331ین بیماری در سال ا  .های مرکبات درجنوب شرقی آسیا، شبه قاره هند، آفریقای جنوبی و شبه جزیره عربستان استبیماری
ترکیب آنزیمی در مرحله برش آنزیمی . مورد مطالعه قرار گرفت cDNA-AFLPپاتوژن با استفاده از روش  -در این بررسی برهمکنش میزبان. گردید

MseI/EcoRI  ترکیب پرایمری برای تکثیر  11وcDNA قطعه از نسخه های ژنی موجود در  22در مجموع .  دهای مذکور، استفاده شهای هضم شده با آنزیم
های ثبت شده در بانک قطعه شباهتی با توالی 3قطعه شبیه به نسخه های میزبان بود و  11توالی .  فروت مورد مطالعه به دست آمدبرگ گیاهان گریپ

رسی شدند در طی آلودگی بیانشان افزایش می یافت مانند ژنهای دخیل بر کهبسیاری از ژنهایی . نداشت و بررسی بیشتر آنها حائز اهمیت است NCBIاطلاعاتی 
 ATP ،cytochrome P450 ،isoflavone 2'-hydroxylase ،zeaxanthin epoxidase ،cellulose synthase،DNA repair protein  ،aconitate hydratase 2در سنتز 

 ،citrus tristeza virus resistance gene . این مطالعه اولین بررسی بر روی تغییرات بیان . این ژنها در ارتباط با واکنشهای تحمل در گیاه می باشدافزایش بیان
این نتایج می تواند به پیشرفت اطلاعات مولکولی مربوط به . افتداست که در طی بیماری اتفاق می Candidatus Leiberibacter asiaticusفروت و ژنهای گریپ

 .ایی ژنهای دخیل در آن کمک نمایدروند بیماری و شناس

 
 cDNA-AFLP ،HLBمیوه سبز مرکبات،  :یدیواژگان کل

 
 مقدمه

-ترین و ویراناز خطرناک HLB. معرفی گردید Huanglongbingبا نام رسمی   1111بیماری میوه سبز مرکبات اولین بار در چین توصیف شده است و در سال 
های درختان آلوده روی ا  میوهشود، زیریا میوه سبز مرکبات گفته می Citrus greeningدر جنوب آفریقا به این بیماری . های مرکبات استترین بیماریکننده

 (. 5)مانند گیرند و سبز باقی میدرخت رنگ نمی
یا ابلق شدن رخ  هارگبرگ ها ممکن است کلروزدر مراحل اولیه آلودگی، در برگ. شودم اولیه بیماری بصورت زردی یک یا چند شاخه از گیاه مشاهده میئعلا

سبز ماندن شامل روی عنصر مشابه کمبود  یمئعلا. های جوان کوچک، چرمی و قاشقی می شوند، برگاست بالا هاآلودگی در آنی که شدت درختان در. دهد
ها ، ریزش قبل از موعد برگاست بالا هاآلودگی در آنی که شدت در درختان. شودمشاهده میدر درختان بیمار ها پریدگی نواحی بین رگبرگرنگ ها ورگبرگ

 (.5) رسندبه ثمردهی نمی یدرختان جوان کوتوله مانده و گاه. شوندر سرخشکیدگی میاتفاق افتاده و درختان دچا

قرار  Phyllobacteriaceae، خانواده Rhizobiales، راسته Alphaproteobacteria، دامنه Proteobacteria، شاخه Bacteriaاز نظر تاکسونومی این باکتری در رده 
 (.2)است که سه گونه از آن گزارش شده است  Candidatus Liberibacterنام علمی آن .  دارد

همچنین گزارش شده است که . شودمشاهده نمی Citrus grandisها نشان می دهد شش ماه پس از آلودگی در شرایط گلخانه ، علایم بیماری روی بررسی
-روی گونه HLBاما ظهور و شدت علائم بیماری . فورت متحمل هستندو گریپ (Lemon)شدید هستند، اما لیمو  C. sinensisو C. reticulataروی  HLBعلائم 

های در گروه  HLBتوان از نظرحساسیت به های مرکبات را میبه این ترتیب گونه. های مختلف مرکبات شش ماه پس از آلودگی از طریق پیوند متفاوت است
حذف درختان آلوده، کنترل ناقل به وسیله  HLBاز راهکارهای عملی برای کنترل .(2)بسیارحساس، حساس، نسبتا حساس، متحمل و مقاوم تقسیم بندی کرد 

 ( 2،1)های جدید است ها، واکشت رقمبه کار بردن حشره کش

-cDNA فروت مایه زنی شده با پاتوژن بیماری میوه سبز مرکبات  با استفاده از روشپاتوژن در گیاهان متحمل گریپ -های میزباندر این بررسی برهمکنش

AFLP مورد مطالعه قرار گرفت. 

 
 ها روش و مواد

سانتیمتر  11-15ها به ارتفاعی حدود وقتی ارتفاع نهال. فروت، از جیرفت تهیه و درخاک سبک در گلدان و در داخل گلخانه کشت داده شدنهال پیوندی گریپ
های گیاهی بعد از نمونه.  مونه برداری انجام گردیدبه محض بروز علایم در گیاه حساس ن.  رسید با پیوندک آلوده تهیه شده از منطقه جیرفت آلوده شدند

سنتز (. 3،3)انجام شد CTABبه  RNAاستخراج . ه نگهداری شدبرداشت بلافاصله به ازت مایع منتقل شده و تا انجام مراحل بعدی در فریزر منفی هشتاد درج



cDNA کیت سنتز  با استفاده ازcDNA  با نامReverse H first strand synthesis system  ساخت شرکتFermentas انجام شد .cDNA  تهیه شده در مرحله
فرآورده حاصل از واکنش فوق با استفاده از ژل پلی . رکیب پرایمری انجام گردیدجفت ت 11 با AFLPمرحله  . برش داده شدند  EcoRI /MseI هایقبل، با آنزیم
-ژل.  های رنگ آمیزی شده با استفاده از اسکنر تهیه شدو عکس ژل( 2)الکتروفورز گردید و با استفاده از محلول نیترات نقره رنگ آمیزی شد % 3آکریل آمید 

های مختلف داشتند به عنوان کاندید مورد بررسی بیشتر هایی که بیان متفاوتی در نمونهمقایسه شدند و ژن حاصل از مرحله قبل با یکدیگر cDNA AFLPهای 
های موجود در و توالی cDNA AFLPهای نوهمولوژی بین کل. تعیین توالی قطعات جدا شده به روش اتوماتیک توسط شرکت فزابیوتک انجام شد. قرار گرفتند

 (.1)تعیین گردید  BLASTX algorithmsو   BLASTNبا ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov)بانک ژن 

 
 بحث و نتایج

از الکتروفورز . های مورد بررسی کیفیت خوبی دارنداستخراج شده از نمونه RNAدهد که نشان می%  1راج شده در ژل آگارز استخ RNAنتایج الکتروفورز 
cDNA  های واکنش نتایج حاصل از فرآورده. داردبر روی ژل آگارز، یک باند اسمیر مشاهده گردید که با نتایج مورد انتظار مطابقتAFLP  در ژل پلی آکریل

حاصل از مرحله قبل با یکدیگر نشان  cDNA AFLPهای مقایسه ژل. مورف با استفاده از آغازگرهای مختلف می باشدمید نشان دهنده وجود باندهای پلیآ
. بود جفت باز 51 -311زه این قطعات بیناندا. آلوده به طور متفاوتی بیان شده بودندبود که در گیاهان سالم و  (TDF) هاقطعه حاصل از رونوشت 22دهنده  

و  BLASTNبا ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov)های موجود در بانک ژن و توالی cDNA AFLPهای نوپس از تعیین توالی قطعات جدا شده، همولوژی بین کل
 BLASTX algorithms تعیین گردید. 

های دخیل در یافت مانند ژنفروت که بررسی شدند در طی آلودگی بیانشان افزایش میهای گریپدهد که بسیاری از ژننتایج بررسی ما نشان میطور کلی  به
 ATP ،cytochrome P450 ،isoflavone 2'-hydroxylase ،zeaxanthin epoxidase ،cellulose synthase،DNA repair protein  ،aconitate hydratase 2در سنتز 

 ،citrus tristeza virus resistance gene .های هایی که بیان آنها در سلولتعدادی از ژن. های تحمل در گیاه می باشدها در ارتباط با واکنشافزایش بیان این ژن
این مطالعه اولین بررسی بر روی . اطلاعاتی نداشتند هایهای موجود در بانکهایی بود که شباهتی با دادهمتعلق به توالی مایه زنی شده  کاهش یافته بود

این نتایج می تواند به پیشرفت اطلاعات . افتداست که در طی بیماری اتفاق می Candidatus Leiberibacter asiaticusفروت و های گریپتغییرات بیان ژن
 .های دخیل در آن کمک نمایدمولکولی مربوط به روند بیماری و شناسایی ژن
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