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مقدمه
مديريت جامع بيماري ميوه سبز مركبات )گرینینگ( درك شورهاييك ه این بیماری شيوع دارد، 
استفاده از راه‌برد‌هاي مديريت تلفيقي نظير:ك اهش منابع آلودگی اوليه با حذف درختان وي ا شاخه‌هاي 
آلوده،ك نترل ناقلين با استفاده از روش‌هاي مختلف و نگه‌داري جمعيت پسيل در پائين‌ترين سطح 
ممكن و تهيه‌ي نهال سالم از نهالستان‌هاي عاري‌از آلودگي، به‌منظور پيش‌گيري از گسترش آلودگي 

به‌درختان مناطق غيرآلوده با موفقیت همراه بوده است. 
بدیهـی اسـت بـدون رعايـت ایـن مـوارد، بيمـاري ميوه سـبز مركبـات دري ـك منطقـه‌ي آلوده 
به‌سـرعت گسـترش خواهـدي افـت.ك اهـش منابـع آلودگـی اوليه بـا حذف درختـان وي ا شـاخه‌هاي 
آلـوده، تنهـا زمانی میسـر اسـت که با ردیابی، تشـخیص و شناسـایی دقیق عامل بیمـاری در مناطق 
مرکبـات کاری، ابتـدا کانون‌هـای اولیه‌ی آلودگی مورد شناسـایی قرار گیرند. این امر نخسـتین اقدام 

مهم و اساسـی در هر بسـته‌ی مدیریتی اسـت. 
در مجموعـه‌ی حاضـر، چگونگـی جمـع‌آوری نمونـه آلـوده بـه بيمـاري ميـوه سـبز مركبـات 
)گرینینگ( در باغ‌ها و نهالسـتان‌های مرکبات کشـور و نحوه‌ی تشـخیص و شناسـایی آزمایشـگاهی 
آن‌هـا، بـرای کارشناسـان حفـظ نباتـات اعـم از شـاغلین بخش‌هـای دولتـی و یـا کلینی‌کهـای 
گیاه‌پزشـکی، به‌تفصیـل ارائه شـده اسـت. به‌طوری‌کـه خواننده با نحـوه‌ی نمونه‌برداری، تشـخیص و 

شناسـایی آزمایشـگاهی عامـل بیمـاری آشـنا خواهد شـد.
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جمع‌آوري نمونه‌هاي گياهي آلوده به بیماری گرینینگ
جمع‌آوري نمونه‌هاي گياهي درمورد بيماري گرينينگ به‌منظور انجام بررسي‌هاي آزمايشگاهي و 

تشخيصي ا حصول اطمينان بيشتر از آلوده بودني ا نبودن درختان مورد بررسي است.
نمونه‌هـاي جمـع‌آوري شـده مي‌تواننـد بـرگ، شـاخه و ميـوه باشـند. از آن‌جاکه عامـل بیماری 
در آوندهـای آبکـش زندگـی می‌کنـد، لـذا رگبرگ‌هـا، دم‌برگ‌هـا، دم‌گل‌هـا و دم‌میوه‌هـا همـواره از 
غلظـت بالاتـر باکتـری عامل بیمـاری برخوردار هسـتند. آناليزك مـي باكتري HLB نشـان مي‌دهد 
كـه غلظـت ايـن باكتـري در بافت‌هاي مختلـف گياه بيمـار متغير اسـت. اين تفاوت غلظـت باكتري 
در بافت‌هـاي مختلـف تـا 10000 برابر اسـت. لذا براي رديابي و تشـخيص باكتـري و تعيين گياهان 
آلـوده، انتخـاب بافت مناسـبك ه حاوي بالاترين غلظت باكتري باشـند، مانند رگبرگ‌هـا، دم‌برگ‌ها، 
دم‌گل‌هـا و دم‌میوه‌هـا ضـروري اسـت.  توصیـه می‌شـود درهنـگام نمونه‌بـرداری علاوه‌بـر نمونه‌های 
معمولـی و احیانـا بـدون علائـم حتمـا نمونه‌هـای بـا علائـم مشـکوک نیـز جمـع‌آوری شـوند. زیـرا 
گزارش‌هایـی وجـود دارد کـه نشـان می‌دهـد از نمونه‌هـاي برگي شـاخه‌هاي بدون علائـم هيچ‌گونه 
باكتـري‌ تشـخيص داده نشـده اسـت. درصورتيك‌ه برگ‌هـاي داراي علائـم ابلقي از شـاخه‌هاي آلوده 
در همـان درخـت، حـاوي ميـزان 107 سـلول دري ك‌گـرم بافـت گياهـي بودنـد. اين نشـان‌دهنده‌ي 
انتشـار نامنظـم باكتري در گياهان بيمار اسـت.  در زیـر موارد مهمی که باید در هنـگام نمونه‌برداری 

مدنظـر قـرار گیرد آمده اسـت:
الـف- بـرگ: نمونه‌هـاي برگـي بايد از رشـدك افـي برخـوردار باشـند، به‌طوريك‌ه بـرگ از لحاظ 
انـدازه به‌حـد طبيعـيي ـك بـرگ بالغ رسـيده باشـد. بهتر اسـت دم‌بـرگ نيـز همـواره در نمونه‌هاي 

برگـي به آن وصل باشـد )شـکل 1(.

شکل 1: نمونه‌های برگ به‌همراه یا بدون دم‌برگ مناسب نمونه‌برداری
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ـــبزتيره‌اند،  ـــاً س ـــوزك ام ـــه هن ـــت ک ـــاله‌ای اس ـــواني ك‌س ـــاخه‌هاي ج ـــور ش ـــاخه: منظ ب- ش
ـــي خـــارج و  ـــت مثلث ـــا از حال ـــي برخـــوردار و مقطـــع عرضـــي آنه ـــد از رشـــدك اف ـــن شـــاخه‌ها بای اي
ـــوده  ـــاي آل ـــاخه و برگ‌ه ـــه ش ـــتك  ـــده اس ـــه ش ـــي توصي ـــند. گاه ـــده باش ـــره درآم ـــكل داي ـــه ش ب
ـــورت  ـــن ص ـــه در اي ـــوند،ك  ـــرداري ش ـــم نمونه‌ب ـــا ه ـــبيده‌اند ب ـــم چس ـــه به‌ه ـــمك  و داراي علاي
طـــول شـــاخه‌ها حـــدود ده ســـانتي‌متر و تعـــداد برگ‌هـــاي متصـــل بـــه آن حـــدوداً 6 تـــا8 

ـــکل 2(. ـــت )ش ـــده اس ـــه ش ـــرگ توصي ب
  

شکل 2: نمونه‌های برگ به همراه شاخه مناسب نمونه‌برداری

تعــداد نمونه‌هــاي برگــي حــدود 12 الــي 20 عــدد باشــدك ــه توصيــه مي‌شــود در درختــان 
بــدون علايــم از چهــار طــرف درخــت و قســمت‌هاي پاييــن و بــالاي تــاج درخــت و در درختــان 
ــرداري از  ــورت نمونه‌ب ــوند. در ص ــته ش ــم برداش ــمت‌هاي داراي علاي ــا از قس ــم، عمدت داراي علاي

ــرداري شــود )شــکل 3(. ــرگ نمونه‌ب ــل 5 ب ــي 8 شــاخة داراي حداق ــوده 6 ال شــاخه‌هاي آل
نمونه‌هاي برگي، شاخه وي ا شاخه به همراه برگ را به‌صورت جداگانه در داخل پاكت‌هاي نايلوني 
كه درب آنها بسته مي‌شود، قرارداده و پس‌از خارجك‌ردن هواي داخل آن درب آن بسته شود. اطلاعات 

مربوطه روي پاكت درج شودي ا به‌همراه آن ارسال شود.
  

شکل3: نمونه های برگ به همراه شاخه ی یک یا دو ساله مناسب نمونه برداری
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ج- ميوه: توصيه شده است میوه از شاخ‌هاي آلوده برداشته شود و حتي‌الامكان داراي علايم مربوطه 
باشد. دم‌‌ميوه ترجيحاً همراه نمونه ميوه جمع‌آوري شود، زيرا درصورت آلودگي داراي تراكم بالايي از 

عامل بيماري است )شکل 4(.

  

شکل 4: نمونه های میوه آلوده به بیماری گرینینگ به همراه دم میوه متصل به آن

ــك  ــه همــراهي  ــد ب ــرد، بلكــه باي ــي صــورت نگي ــوه مشــكو كبه‌تنهاي ــرداري از مي 1- نمونه‌ب
ــه همــان درخــتك ــه ميــوه از آن برداشــت شــده  ــوط ب ــوده مرب ــه از برگ‌هــاي آل ــة جداگان نمون

اســت باشــد )شــکل 5(.

شکل 5: نمونه های میوه به همراه دم‌میوه و شاخه و برگ متصل به آن

ــه و در  ــرار نگرفت ــاب ق ــور آفت ــرض ن ــه درمع ــا به‌هيچ‌وج ــود نمونه‌ه ــه مي‌ش ــداً توصي ايك
شــرايط خنــك )مثــاً رويي ــخ داخــلي خــدان( نگــه‌داري و ازي ــخ‌زدن نمونه‌هــا جلوگيــري شــود. 
ــه  ــبانه ب ــا ش ــوند ت ــل ش ــل منتق ــركت حمل‌ونق ــا ش ــه آزمايشــگاه وي  ــرع‌وقت ب ــا در اس نمونه‌ه
ــه  ــوط ب ــات مرب ــت اطلاع ــوه‌ی ثب ــوند. درخصــوص نح ــتاده ش ــر فرس ــگاه موردنظ آدرس آزمايش

ــت: ــروری اس ــر ض ــوارد زی ــه به‌م ــا توج نمونه‌ه
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نام و مشخصات جمع‌آوریك‌ننده
تاریخ جمع‌آوری––
شماره‌ي نمونه ––
اندام نمونه‌برداري شده––
گونه و رقم گیاه نمونه‌برداري شده––
تعداد درختان آلوده در باغ––
حضور ناقل––
نوع مل ک)مسکونی، نهالستان، باغ تجاری، معيشتي وي ا رها شده( ––
مختصات جغرافيايي محل نمونه––
وسعت باغ، تريكب و سن درختان باغ––
آدرس کامل محل جمع‌آوري––
نام و مشخصات باغ‌دار––
شرایط عمومی و یا هر گونه اطلاعات مربوطه دیگر––

در نمونه‌بــرداري از نهالســتان‌ها، توجــه شــودك ــه ابتــدا بايــد از حداقــل 10 درصــد نهال‌هــاي 
موجــود نمونه‌بــرداي شــود. البتــه درصــورت مشــاهدهي ــك نهــال آلــوده دري ــك نهالســتان، لازم 
ــك  ــاري تك‌ت ــا بيم ــامتي  ــا از س ــرد، ت ــورت گي ــا ص ــك نهال‌ه ــرداري از تك‌ت ــت نمونه‌ب اس
ــت  ــه از وضعي ــيك  ــي زمان ــهي عن ــرداري اولي ــود. در نمونه‌ب ــل حاصــل ش ــانك ام ــا اطمين نهال‌ه
بيمــاري در نهالســتان هيــچ اطلاعــي موجــود نيســت مي‌تــوان از 10درصــد نهال‌هــا و از هــر نهــال 
ــه  ــك نمون ــواني  ــوط و به‌عن ــم مخل ــا ه ــا را ب ــي برگ‌ه ــرد و تمام ــرداريك  ــرگ نمونه‌ب ــك ب ي
تلقــيك ــرد. درصــورت وجــود آلودگــي در ايــن نمونــه بايــد نهال‌هــاي موجــود در نهالســتان و بــه 
ــك  ــواني  ــه‌ هــاي از هــر بيســت نهــال را به‌عن ــي تقســيمك ــرد و نمون ــاً 20 تاي دســته‌جات مث

نمونــه مخلــوطك ــرد.
پــس‌از آزمايــش ايــن نمونه‌هــاي مركــب، در مرحلــة بعــدي فقــط بايــد از نهال‌هايــي 
نمونه‌بــرداريك ــردك ــه مربــوط بــه نمونه‌هــاي 20 تايــي آلــوده هســتند، در ايــن مرحلــه از تمامــي 
بيســت نهــال مربوطــه نمونه‌بــرداري جداگانــه خواهــد شــد تــا ســامتي ــا آلودگــي تك‌تــك آنهــا 
بررســي و نهال‌هــاي آلــوده مشــخص شــوند. بديهــي اســت ارتبــاط هــر دســته 20تايــي از نمونه‌هــا 

ــا 20 نهــال‌ موجــود در نهالســتان بايــد به‌نحــوي دقيــق مشــخص و علامت‌‌گــذاري شــوند. ب
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در جدول زير اين روند با تغييراتي در اعداد در كي نهالستان با 40 نهال نشان 
داده شده است:



 11     .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  نحوه جمع‌آوري نمونه‌هاي گياهي آلوده به بیماری گرینینگ 

مراحل كار در آزمايشگاه
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مراحل كار در آزمايشگاه
اختصاص ی کشماره ویژه مربوط به آزمايشگاه براي هرنمونه -11
ثبت و یادداشت شماره نمونه، تاريخ دريافت نمونه و شرايط ظاهري آن -22
انتقال اطلاعات مربوط به نمونه به پايگاه اطلاعاتي وك امپيوتري آزمايشگاه -33
بسته‌بندي و نگه‌داری نمونه‌ها در محل امن )به دليل موارد قرنطينه‌اي و بهداشتي( -44
انتخاب  و جداسازی چهار شاخه و از هر شاخه 3 برگ ) برگ سوم، چهارم و پنجم از نو كشاخه(  -55
قطعه‌قطعه کردن رگ‌برگ اصلي و بخش‌هايي از رگ‌برگ‌هاي فرعي و دم‌برگ و استفاده از آن  -66

به‌عنواني ك نمونه مورد آزمون )به‌دلیل این‌که رگبرگ‌ها و دم‌برگ داراي ميزان بالايي از باكتري 
عامل بيماري هستند(.

انجام پی سی آر
 Hung et( استخراج دی ان ای کل نمونه‌های آلوده به روش هانگ و همکاران : DNA استخراج

al., 2000( )شکل 6(:
مواد لازم برای استخراج DNA به‌شرح زیر می‌باشد :

)DNA-Extraction Buffer, pH=8( بافر استخراج 	.1
Tris-HCl 	100 	mM

EDTA 	100 	mM
NaCl 	250mM

Proteins K )می‌تواند حذف شود( 	100μg/ml
%5 CTAB محلول 	.2

پنج گرم CTAB در NaCl 0/7 مولار حل و حجم نهایی به 100 میلی لیتر رسانده شود.
%10 N-Lauroylsarcosine محلول 	.3

NaCl 5 مولار 	.4
کلروفرم / ایزوآمیل الکل به نسبت 24:1 	.5

ایزوپروپانول 	.6
اتانول %70 	.7
 TE بافر 	.8

Tris-HCl 	)pH=8( 	10mM
 	 EDTA 	)pH=8( 	1mM
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2. رگبرگ‌های خردشده1. رگبرگ‌های آماده‌ی خرد شدن 

  

3. مقدار 100 میلی‌گرم از بافت گیاهی در 
نیتروژن مایع به‌وسیله هاون به‌صورت پودر درآید.

4. نمونه‌های پودر شده درون تیوب‌ها با 900 
میکرولیتر بافر استخراج

  

5. صد میکرولیتر سارکوزین 10% به آن افزوده و در دمای 
60 درجه سلسیوس به‌مدتي ك ساعت قرار گیرند.

6. سوسپانسیون حاصله در g 4000 به‌مدت 5 دقیقه 
سانتریفیوژ شود.

شکل 6– مراحل استخراج DNA از برگ آلوده به گرینینگ
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7. حدود 800 میکرولیتر از فاز رویی حاصله به تیوب 
جدید انتقال یابد.

8. صد میکرولیتر محلول NaCl 5 مولار و 200 
میکرولیتر محلول CTAB 5% به تیوب اضافه شود.

  

9. تیوب در دمای 65 درجه سلسیوس به مدت 10 
دقیقه قرار داده شوند. )توجه: محلول CTAB 5% قبل 
از افزوده شدن به مدت 10 دقیقه در دمای 65 درجه 

سلسیوس قرار داده شود(.

10. محلول کلروفرم / ایزوآمیل الکل )24:1( به میزان 
هم حجم به لوله‌ها اضافه و به آرامی مخلوط و لوله ها 

در g 10000 به‌مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ شوند.

  

11. فاز رویی حاصله به تیوب جدید انتقال و سپس 
مرحله 9 تکرار شود.

12. فاز رویی حاصله به تیوب جدید انتقال و به آن به میزان 
هم حجم ایزوپروپانول افزوده و تیوب ها در دمای 20- 
درجه سلسیوس به مدت 15 تا 60 دقیقه، قرار داده شوند.

ادامه شکل 6 – مراحل استخراج DNA از برگ آلوده به گرینینگ
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13. لوله‌ها در g 13000 به‌مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ 
شوند.

14. فاز رویی دور ریخته شود و رسوب حاصله با 
اتانل 70% شستشو و در g 13000 به مدت 4 دقیقه 

سانتریفیوژ گردد.

  

15. فاز رویی دور ریخته شود و تیوب در دمای محیط 
قرار داده شود، تا زمانی که مایع درون تیوب تبخیر شود.

16. میزان 50 تا 150 میکرولیتر آب مقطر دو بار تقطیر 
یا بافر TE به رسوب اضافه و در دمای 20- درجه 

سلسیوس نگه‌داری شود.

ادامه شکل 6 – مراحل استخراج DNA از برگ آلوده به گرینینگ
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بررسـی کمـی و کیفـی DNA استخراج‌شـده: برای تعییـن خلوص و غلظت اسـید نوکلئی ک
استخراج‌شـده از روش‌هـای زیر اسـتفاده گردد:

1. الکتروفورز اسـیدنوکلئی کدر ژل آگاروز 1% و بررسـی کلی غلظت DNA کل اسـتخراج شده 
)شکل 7(.

 CTABاستخراج شده حاصل از روش DNA شکل 7- الکتروفورز

همان‌طـور کـه در شـکل 7 مشـخص اسـت در ژل آگاروز 1%. چاهـ کهـای 1، 2 و 3 بـه ترتیب 
DNA هـای حاصـل از ناحیـه رگبـرگ و دمبـرگ لیموترش آلـوده به بیماری گرینینـگ مرکبات و 

چاه ک4، لیموترش سـالم هسـتند. 
بـرای تعییـن مقـدار DNA کل )کمـی( نیـز پس‌از تهیـه رقت 1/5 از DNA اسـتخراج شـده، 
 DNA آن در طول‌مـوج 260 نانومتـر اندازه‌گیـری شـود. مقدار )Opical Density( جـذب نـوری

بـر حسـب میکروگـرم در میلی‌لیتر بر اسـاس فرمـول زیر تعییـن گردد:
عکس رقت x OD 50 x قرائت شده = غلظت DNA )برحسب میکروگرم در میلی‌لیتر(

اگـر نسـبت جـذب نـوری 260/280 برابـر 1/8 باشـد نشـان دهنده خلـوص بـالای DNA بوده 
ولـی اگـر کمتر از 1/8 باشـد نشـان دهنـده خلوص پایین اسـت. 

ــش PCR در  ــل، واکن ــل قب ــده در مراح ــت آم ــتفاده‌از DNA به‌دس ــش PCR: بااس واکن
حجــم 25 میکرولیتــر انجــام شــود. بهتریــن شــرایط بــرای انجــام واکنــش PCR، غلظت‌هــای مواد 
واکنش‌دهنــده ازقبیــل آغازگــر، DNA ،MgCl2 و همچنیــن شــرایط دمایــی و زمانــی بــه شــرح 

ــر می‌باشــد: جــدول زی
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جدول 2- غلظت مواد مورد استفاده جهت انجام واکنش PCR با استفاده از 
J5/A2 و OI2c/OI1 آغازگرهای

ترکیبات حجم )μl(غلظت نهايي

آب مقطر17/4

1 X 2/5 250 ;8/3 =mM Tris-HCl, pH 250( 10X PCR Buffer
)mM DTT 50 ,mM MgCl2 20 ,mM KCl

1 mM1/4)mM 25( MgCl2

0/2 mM0/5)mM 10( dNTPs

0/2 μM0/5pmol/μ 10( Forward Primer

0/2 μM0/5)pmol/μl 10( Reverse Primer

1 U0/2)u/μl 5( Taq DNA Polymerase

25 ng 2DNA

حجم نهايي25

آغازگر های مورد استفاده:

جدول 3- آغازگرهای مورد استفاده جهت ردیابی بیماری گرینینگ مرکبات

دمای 
ذوب 
)Co(

اندازه محصول 
ل )جفت‌باز(

طو
د(

وتی
کلئ

)نو

نام آغازگرترادف /3 - /5

591160
23GCGCGTATGCAATACGAGCGGCAOI1

22GCCTCGCGACTTCGCAACCCATOI2c

59703
24TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTTA2

25ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAAJ5
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جدول4- شرایط دمایی و زمانی مراحل مختلف واکنش PCR با استفاده از 
 J5/A2 و OI2c/OI1 آغازگر های

مرحلهدما )oC(زمانتعداد چرخه ها

واسرشته سازی اولیه94‘13

35

واسرشته سازی94“45
اتصال آغازگر59“45
تکثیر72“45

تکثیر نهايي72‘17

الکتروفورز محصول PCR در ژل و عکس‌برداري از ژل
1- محصولات واكنش زنجيره‌اي پلي‌مراز تا زمان الكتروفورز، در دمايC 20- نگه‌داري شود.

2- محصول PCR را می‌توان با دستگاه الکتروفورز افقي ميني‌ژل )mini gel( روي ژل آگارز 1 
درصد الکتروفورز کرد.

بافر مورد استفاده در ژل و در محفظه الكتروفورز، بافر TAE است که به‌صورت زیر تهیه شود: 
)TBE) Tris Borate Ethylen diamin tetra acetic acid pH=8 ( تهیه‌ی بافر

میزان 10/8 گرم تریس، 5/5 گرم بوری کاسید و 4 میلی‌لیتر  EDTA نیم مولار )pH=8( در 
1000 میلی‌لیتر آب مقطر )این بافر در هنگام استفاده در حد ده‌برابر رقیق شود(.

3- ابتدا ژل آگارز در بافر TAE تهيه گردد. 
برای تهیه‌ی ژل آگارز 1 درصد باید نیم گرم آگارز در 50 میلی‌لیتر بافر TBE 1x حدود 2 دقیقه 
در ماکرو ویو حرارت داده شود تا کاملا ذوب گردد. آنگاه می‌توان ژل موردنظر را روی دستگاه الکتروفورز 

افقي ميني‌ژل )mini gel( تهیه کرد.
بـرای ایـن کار ابتـدا در ظـرف مخصـوص ژل، شـانه جهت ایجـاد چاه‌کها درجای مناسـب قرار 
گیـرد و بـه ژل پس‌از اندکی خن‌کشـدن محلـول اتیدیوم‌بروماید با غلظـت mg/L 1 اضافه گردد. )به 
طوری‌کـه20 میکرولیتـر از محلـول 20 میلی‌گـرم در میلی‌لیتـر اتیدیوم‌برومایـد در 400 میلـی لیتر 
آب مقطـر حـل گـردد( و سـپس در ظـرف ریخته شـود. پس‌از حـدود 15 دقیقه و حصـول اطمینان 
از بسـته شـدن ژل، شـانه خـارج و ظـرف حـاوی ژل درون تانـ کقرار گیـرد، به‌صورتی‌کـه چاه‌کها 
بـه سـمت الکتـرود منفـی قـرار بگیرند. سـپس تان کبا بافـر TBE 1x  به‌نحوی پر شـود که سـطح 

ژل کاملا پوشـانده شود.
4- آماده‌سازی محصول پی سی آر:  ماده‌ی رنگي Loading dye )حاوي گليسرول 60 درصد، 
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EDTA60 ميلي‌مولار، بروموفنول بلو 0/09 درصد و زايلن سيانول FF09/0 درصد( به نسبت ا به 6 با 
محصول PCR مخلوط شود. یا می‌توان حدود 5 میکرولیتر از هر نمونه با 2 میکرولیتر از ماده‌ی رنگي 
یاد شده )Loading dye(،ك  ه محلولي است از 3 میلی‌لیتر گليسرول، 0/025 گرم بروموفنول بلو، 

0/025 گرم زايلن سيانول در 10 میلی‌گرم آب، به‌خوبی مخلوط گردد.
5- هفت میکرولیتر از نمونه‌های آماده شده )محصول PCR ( به آرامی درون چاه‌کها ریخته 

شود. یکی از چاه‌کها نیز به مارکر، اختصاص یابد و در آن 5 میکرولیتر مارکر ریخته شود. 
6- در پایان، تان کبه‌مدت حدود 1/5 ساعت به منبع برق متصل و ژل با ولتاژ ثابت 75 ولت 

الکتروفورز گردد. 
7- هرگاه نمونه‌ها به‌حدود 1 تا 2 سانتی متری انتهای ژل رسیدند، جریان برق قطع شده در نهایت، 

ژل در دستگاه document Gel- مورد مشاهده و عکس برداری قرار گیرد )شکل 8(

rplKA�16 ريبوزومي و اپرونS RNA 8 : الکتروفورز محصول‌هاي  شکل 
JL-rpoBC بيماري گرينينگ مرکبات 

چاهـ کM نشـانگر وزن مولکولـي 1Kb+، چاهـ کهـاي 1، 2 و 3 به‌ترتيـب محصـول تکثيري 
پرتقـال آلـوده بـه گرينينـگ از منطقه‌ی سـرباز اسـتان سیستان‌وبلوچسـتان، پرتقال سـالم )شـاهد 
منفـي( و آب )شـاهد منفـي( حاصـل‌از جفت آغازگـر A2/J5 بـه‌روش PCR، چاه‌کهـاي 4، 5 و 6 
به‌ترتيـب محصـول تکثيـري پرتقـال آلوده بـه گرينينگ، پرتقال سـالم )شـاهد منفي( و آب )شـاهد 

منفـي( حاصل‌از جفـت آغازگـر OI1/OI2c به‌روش PCR هسـتند
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تشخیص بیماری میوه سبز مرکبات با رنگ‌آمیزی نشاسته موجود در بافت پهنک برگ
نشاسته ی کمحصول طبیعی از تثبیت CO2 توسط پدیده‌ی فتوسنتز در بافت سبز است و از 
تبدیل ساکارز در سلول‌های ذخیره‌سازی ایجاد می‌شود. نشاسته از اتصال آلفا ی کو چهار گلوکز به‌وجود 
می‌آید. زنجیر نشاسته به‌دو صورت وجود دارد: آمیلوز، زنجیره‌ای خطی کوتاه و محلول و آمیلوپکتین 
زنجیره‌ای نامحلول و شاخه‌ای. به‌طورکلی، نشاسته‌ی گیاه، با تغییرات خاص درمیان گونه‌های مختلف، 
عمدتا متشکل از 30 درصد آمیلوز و آمیلوپکتین 70 درصد است. این نیز به‌خوبی ثابت شده است که 
سطح نشاسته گیاه و ویژگی‌های فیزیکی، بیوشیمیایی و مورفولوژی کبه‌شدت توسط بسیاری از شرایط 
اعم از عوامل محیطی، تغییرات ژنتیکی و بیماری تحت تاثیر قرار می‌گیرد. در دهه‌ی 1960، "تجمع 
عظیم" نشاسته در نمونه‌های برگ جمع‌آوری شده از درختان پرتقال آلوده به بیماری میوه سبز مرکبات 
)HLB( به اثبات رسید. مطالعات اخیر میزان تجمع نشاسته را در برگ آلوده به بیماری میوه سبز 
مرکبات )HLB( شش برابر بیش از برگ سالم گزارش کرده اند. نشاسته به آسانی با ید واکنش نشان 

می‌دهد، و به رنگ خاکستری بسیار تیره در می‌آید. )لیلی انگ 2007(.
از آنجاکه مقدار متوسط ​​نشاسته در برگ مرکبات آلوده به بیماری میوه سبز مرکبات )HLB( به 
میزان 514.2 میلی گرم بر کیلوگرم و در برگ سالم 85.6 میلی گرم بر کیلوگرم است، تفاوت قابل 
توجهی درسطح نشاسته بین برگ‌های بیمار و سالم وجود دارد. به‌همین دلیل تاکوشی و همکارانش در 
سال 2007 ی کروش سریع و ساده برای تشخیص بیماری میوه سبز مرکبات )HLB(، با تشخیص 
تجمع بالای نشاسته در برگ مرکبات، با رنگ‌آمیزی نشاسته توسط ید، را نشان دادند. در این روش 
ابتدا با استفاده از کاغذ سمباده سطح برگ مرکبات را، حداقل 20 بار، خراش داده و سپس به آن ی ک
میلی‌لیتر آب اضافه کرده و به آن حدود 25 میکرولیتر محلول ید 50 میلی مولار برای رنگ‌آمیزی 
نشاسته اضافه کردند. ایجاد رنگ "قهوه ای تیره یا سیاه و سفید" نشان دهنده‌ی واکنش مثبت و "زرد 

یا نارنجی واکنش منفی می‌باشند )شکل‌های 9 و 10(. 

زردنارنجی

شکل 9: ایجاد رنگ زرد یا نارنجی نشان‌دهنده‌ی واکنش منفی می‌باشند
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قهوه‌ای تیرهمشکی

شکل 10: ایجاد رنگ “قهوه‌ای تیره یا سیاه و سفید” نشان‌دهنده‌ی واکنش مثبت می‌باشند

ایـن روش بـا نتایـج حاصـل از روش PCR بیـش از 90٪ هماهنگی را نشـان داد. بنابراین، روش 
رنگ‌آمیزی نشاسـته برای،  تشـخیص سـریع و ساده بیماری میوه‌سـبز مرکبات )HLB( مفید است 

)تاکوشی و همکاران 2007(.
لی‌لـی انـگ درسـال 2007 میـزان هماهنگـی بیـن ایـن دو روش »پـی سـی آر« و رنگ‌آمیـزی 
نشاسـته را در نارنگـی ) بیـن 74/5 تـا 89/5 درصـد( و در پوملـو ) بین 12/5 تـا 51/7 درصد( تعیین 
کردنـد. به‌تازگـی، تعـدادی از محققـان از ویتنـام و ژاپـن نیـز میزان انطبـاق نتایـج دو روش واکنش 

نشاسـته بـا ید و پـی سـی آر را 90 درصـد گـزارش کرده‌اند.
در گزارشـی دیگـر ویتاکـر و همکارانـش در سـال 2013، با تجزیه‌وتحلیل آماری جامع از سـطح 
نشاسـته در برگ مرکبات سـالم و بیمار با اسـتفاده از روش رنگ‌آمیزی عصاره‌ی برگ‌های خراشـیده 
بـا محلـول ید و مقایسـه آنها با نتایـج واکنش زنجیره‌ای پلیمـراز )PCR( در طول فصـل گرم )ژوئن 
تا نوامبر( در مقایسـه با فصل سـرد )دسـامبر تا مه( مشـخص شـد که هماهنگی میان نتایج حاصل 
از این دو روش در فصل گرم بیشـتر از فصل سـرد اسـت. به‌طوری‌که میزان ناهماهنگی و ناهمخوانی 

ایـن دو روش در فصـل سـرد 43٪ در صورتـی کـه در طول فصل گرم، تنها 8٪ بوده اسـت.
اتگزبریــا و همکارانــش در ســال 2007 از روش بــرگ بــرش داده شــده بــه جــای عصــاره‌ی برگ 
بــرای رنگ‌آمیــزی بــا یــد اســتفاده کــرده اســت. وی مــوارد زیــر را در انتخــاب بــرگ مدنظــر قــرار 

داده اســت:
11 برگ دارای علائم آشکار این بیماری انتخاب شودـ
22 ‏ تنها از برگ‌های سالم از شاخه‌های سالم )فاقد آسیب های فیزیکی( استفاده شود. زیرا شاخه‌های شکسته،ـ

ممکن است باعث تجمع نشاسته در برگ شوند. 
33 برگ‌های واقع در قسمت نورگیر درخت بهترین نمونه‌ها هستند. ـ
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44 همیشه حداقل 3-2 برگ دارای علائم شاخص بیماری آزمون شوند.ـ
55 برگ‌های جمع‌آوری شده نباید برای بیش از 24 ساعت قبل‌از آزمون ذخیره شوند، آن‌هم تنها در ـ

شرایط یخچال. 

اتگزبریا و همکارانش )سال 2007( چگونگی انجام این روش را به‌صورت زیر ذکر کرده اند )شکل 11(:
11 با استفاده از تیغ تیز و تمیز، بخشی از برگ، که دارای علائم آشکار ابلقی است، برش داده شود.ـ
22 بخش برش‌داده شده‌ی برگ به‌مدت 1.5 تا 2 دقیقه در محلول ید آماده قرار داده شود.ـ
33 غلظت محلول ید در این آزمایشات 2 درصد پیشنهاد شده است.ـ
44 بهتر است از تنتورید استفاده شود نه موادی مثل بتادینـ
55 بیرون آوردن برگ و شستشوی آن با آبـ
66 بررسی بخش لبه برش و مقایسه‌ی رنگ قطعه‌ی برگ آلوده با شاهد سالم ازنظر تغییر رنگ به ـ

قهوه‌ای تیره. 

  
تهیه برشی مناسب از برگ آلوده 

برای رنگ آمیزی
قهوه‌ای‌تیره شدن مقطع برگ )وجود 

میزان بالای نشاسته در برگ(
تغییررنگ ناچیز مقطع برگ 
)وجود ناچیز نشاسته در برگ(

شکل 11: تشخیص بیماری میوه سبز مرکبات با رنگ‌آمیزی نشاسته موجود در 
بافت پهنک برگ بریده شده
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