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مقدمه
مدیریتجامعبیماريمیوهسبزمرکبات)گرینینگ(درکشورهایيکهاینبیماریشیوعدارد،
استفادهازراهبردهايمدیریتتلفیقينظیر:کاهشمنابعآلودگیاولیهباحذفدرختانویاشاخههاي
آلوده،کنترلناقلینبااستفادهازروشهايمختلفونگهداريجمعیتپسیلدرپائینترینسطح
ممکنوتهیهينهالسالمازنهالستانهايعاريازآلودگي،بهمنظورپیشگیريازگسترشآلودگي

بهدرختانمناطقغیرآلودهباموفقیتهمراهبودهاست.
بدیهـیاسـتبـدونرعایـتایـنمـوارد،بیمـاريمیوهسـبزمرکبـاتدریـكمنطقـهيآلوده
بهسـرعتگسـترشخواهـدیافـت.کاهـشمنابـعآلودگـیاولیهبـاحذفدرختـانویاشـاخههاي
آلـوده،تنهـازمانیمیسـراسـتکهباردیابی،تشـخیصوشناسـاییدقیقعاملبیمـاریدرمناطق
مرکبـاتکاری،ابتـداکانونهـایاولیهیآلودگیموردشناسـاییقرارگیرند.اینامرنخسـتیناقدام

مهمواساسـیدرهربسـتهیمدیریتیاسـت.
درمجموعـهیحاضـر،چگونگـیجمـعآورینمونـهآلـودهبـهبیمـاريمیـوهسـبزمرکبـات
)گرینینگ(درباغهاونهالسـتانهایمرکباتکشـورونحوهیتشـخیصوشناسـاییآزمایشـگاهی
آنهـا،بـرایکارشناسـانحفـظنباتـاتاعـمازشـاغلینبخشهـایدولتـیویـاکلینیكهـای
گیاهپزشـکی،بهتفصیـلارائهشـدهاسـت.بهطوریکـهخوانندهبانحـوهینمونهبرداری،تشـخیصو

شناسـاییآزمایشـگاهیعامـلبیمـاریآشـناخواهدشـد.
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جمع آوري نمونه هاي گیاهي آلوده به بیماری گرینینگ
جمعآورينمونههايگیاهيدرموردبیماريگرینینگبهمنظورانجامبررسيهايآزمایشگاهيو

تشخیصیاحصولاطمینانبیشترازآلودهبودنیانبودندرختانموردبررسياست.
نمونههـايجمـعآوريشـدهميتواننـدبـرگ،شـاخهومیـوهباشـند.ازآنجاکهعامـلبیماری
درآوندهـایآبکـشزندگـیمیکنـد،لـذارگبرگهـا،دمبرگهـا،دمگلهـاودممیوههـاهمـوارهاز
غلظـتبالاتـرباکتـریعاملبیمـاریبرخوردارهسـتند.آنالیزکمـيباکتريHLBنشـانميدهد
کـهغلظـتایـنباکتـريدربافتهايمختلـفگیاهبیمـارمتغیراسـت.اینتفاوتغلظـتباکتري
دربافتهـايمختلـفتـا۱۰۰۰۰برابراسـت.لذابرايردیابيوتشـخیصباکتـريوتعیینگیاهان
آلـوده،انتخـاببافتمناسـبکهحاويبالاترینغلظتباکتريباشـند،مانندرگبرگهـا،دمبرگها،
دمگلهـاودممیوههـاضـرورياسـت.توصیـهمیشـوددرهنـگامنمونهبـرداریعلاوهبـرنمونههای
معمولـیواحیانـابـدونعلائـمحتمـانمونههـایبـاعلائـممشـکوکنیـزجمـعآوریشـوند.زیـرا
گزارشهایـیوجـودداردکـهنشـانمیدهـدازنمونههـايبرگيشـاخههايبدونعلائـمهیچگونه
باکتـريتشـخیصدادهنشـدهاسـت.درصورتيکهبرگهـايدارايعلائـمابلقيازشـاخههايآلوده
درهمـاندرخـت،حـاويمیـزان۱۰7سـلولدریكگـرمبافـتگیاهـيبودنـد.ایننشـاندهندهي
انتشـارنامنظـمباکتريدرگیاهانبیماراسـت.درزیـرمواردمهمیکهبایددرهنـگامنمونهبرداری

مدنظـرقـرارگیردآمدهاسـت:
الـف-بـرگ:نمونههـايبرگـيبایدازرشـدکافـيبرخـوردارباشـند،بهطوريکهبـرگازلحاظ
انـدازهبهحـدطبیعـيیـكبـرگبالغرسـیدهباشـد.بهتراسـتدمبـرگنیـزهمـوارهدرنمونههاي

برگـيبهآنوصلباشـد)شـکل۱(.

شکل 1: نمونه های برگ به همراه یا بدون دم برگ مناسب نمونه برداری
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ـــبزتیرهاند، ـــلًاس ـــوزکام ـــههن ـــتک ـــالهایاس ـــوانیكس ـــاخههايج ـــورش ـــاخه:منظ ب-ش
ـــيخـــارجو ـــتمثلث ـــاازحال ـــيبرخـــوردارومقطـــععرضـــيآنه ـــدازرشـــدکاف ـــنشـــاخههابای ای
ـــوده ـــايآل ـــاخهوبرگه ـــهش ـــتک ـــدهاس ـــهش ـــيتوصی ـــند.گاه ـــدهباش ـــرهدرآم ـــکلدای ـــهش ب
ـــورت ـــنص ـــهدرای ـــوند،ک ـــرداريش ـــمنمونهب ـــاه ـــبیدهاندب ـــمچس ـــهبهه ـــمک ودارايعلای
طـــولشـــاخههاحـــدوددهســـانتيمتروتعـــدادبرگهـــايمتصـــلبـــهآنحـــدودا۶ًتـــا8

ـــکل۲(. ـــت)ش ـــدهاس ـــهش ـــرگتوصی ب
 

شکل 2: نمونه های برگ به همراه شاخه مناسب نمونه برداری

تعــدادنمونههــايبرگــيحــدود۱۲الــي۲۰عــددباشــدکــهتوصیــهميشــوددردرختــان
بــدونعلایــمازچهــارطــرفدرخــتوقســمتهايپاییــنوبــالايتــاجدرخــتودردرختــان
ــردارياز ــورتنمونهب ــوند.درص ــتهش ــمبرداش ــمتهايدارايعلای ــاازقس ــم،عمدت دارايعلای

ــرداريشــود)شــکل۳(. ــرگنمونهب ــل5ب ــي8شــاخةدارايحداق ــوده۶ال شــاخههايآل
نمونههايبرگي،شاخهویاشاخهبههمراهبرگرابهصورتجداگانهدرداخلپاکتهاينایلوني
کهدربآنهابستهميشود،قراردادهوپسازخارجکردنهوايداخلآندربآنبستهشود.اطلاعات

مربوطهرويپاکتدرجشودیابههمراهآنارسالشود.
  

شکل۳: نمونه های برگ به همراه شاخه ی یک یا دو ساله مناسب نمونه برداری
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ج-میوه:توصیهشدهاستمیوهازشاخهايآلودهبرداشتهشودوحتيالامکاندارايعلایممربوطه
باشد.دممیوهترجیحاًهمراهنمونهمیوهجمعآوريشود،زیرادرصورتآلودگيدارايتراکمبالایياز

عاملبیمارياست)شکل۴(.

  

شکل 4: نمونه های ميوه آلوده به بيماری گرینينگ به همراه دم ميوه متصل به آن

ــك ــههمــراهی ــدب ــرد،بلکــهبای ــيصــورتنگی ــوهمشــکوکبهتنهای ــرداريازمی ۱-نمونهب
ــههمــاندرخــتکــهمیــوهازآنبرداشــتشــده ــوطب ــودهمرب ــهازبرگهــايآل ــةجداگان نمون

اســتباشــد)شــکل5(.

شکل 5: نمونه های ميوه به همراه دم ميوه و شاخه و برگ متصل به آن

ــهودر ــرارنگرفت ــابق ــورآفت ــرضن ــهدرمع ــابههیچوج ــودنمونهه ــهميش ــداًتوصی اکی
شــرایطخنــك)مثــلًارويیــخداخــلیخــدان(نگــهداريوازیــخزدننمونههــاجلوگیــريشــود.
ــه ــبانهب ــاش ــوندت ــلش ــلمنتق ــرکتحملونق ــاش ــهآزمایشــگاهوی ــرعوقتب ــادراس نمونهه
ــه ــوطب ــاتمرب ــتاطلاع ــوهیثب ــوند.درخصــوصنح ــتادهش ــرفرس ــگاهموردنظ آدرسآزمایش

ــت: ــروریاس ــرض ــواردزی ــهبهم ــاتوج نمونهه
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نامومشخصاتجمعآوریکننده
تاریخجمعآوری–
شمارهينمونه–
اندامنمونهبرداريشده–
گونهورقمگیاهنمونهبرداريشده–
تعداددرختانآلودهدرباغ–
حضورناقل–
نوعملك)مسکونی،نهالستان،باغتجاری،معیشتيویارهاشده(–
مختصاتجغرافیایيمحلنمونه–
وسعتباغ،ترکیبوسندرختانباغ–
آدرسکاملمحلجمعآوري–
نامومشخصاتباغدار–
شرایطعمومیویاهرگونهاطلاعاتمربوطهدیگر–

درنمونهبــرداريازنهالســتانها،توجــهشــودکــهابتــدابایــدازحداقــل۱۰درصــدنهالهــاي
موجــودنمونهبــردايشــود.البتــهدرصــورتمشــاهدهیــكنهــالآلــودهدریــكنهالســتان،لازم
ــك ــاريتكت ــابیم ــلامتی ــاازس ــرد،ت ــورتگی ــاص ــكنهاله ــرداريازتكت ــتنمونهب اس
ــت ــهازوضعی ــيک ــيزمان ــهیعن ــردارياولی ــود.درنمونهب ــلحاصــلش ــانکام ــااطمین نهاله
بیمــاريدرنهالســتانهیــچاطلاعــيموجــودنیســتميتــواناز۱۰درصــدنهالهــاوازهــرنهــال
ــه ــكنمون ــوانی ــوطوبهعن ــممخل ــاه ــاراب ــيبرگه ــردوتمام ــرداريک ــرگنمونهب ــكب ی
تلقــيکــرد.درصــورتوجــودآلودگــيدرایــننمونــهبایــدنهالهــايموجــوددرنهالســتانوبــه
ــك ــوانی ــههــايازهــربیســتنهــالرابهعن ــيتقســیمکــردونمون ــلًا۲۰تای دســتهجاتمث

نمونــهمخلــوطکــرد.
پــسازآزمایــشایــننمونههــايمرکــب،درمرحلــةبعــديفقــطبایــدازنهالهایــي
نمونهبــرداريکــردکــهمربــوطبــهنمونههــاي۲۰تایــيآلــودههســتند،درایــنمرحلــهازتمامــي
بیســتنهــالمربوطــهنمونهبــرداريجداگانــهخواهــدشــدتــاســلامتیــاآلودگــيتكتــكآنهــا
بررســيونهالهــايآلــودهمشــخصشــوند.بدیهــياســتارتبــاطهــردســته۲۰تایــيازنمونههــا

ــا۲۰نهــالموجــوددرنهالســتانبایــدبهنحــويدقیــقمشــخصوعلامتگــذاريشــوند. ب
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در جدول زیر این روند با تغييراتي در اعداد در یک نهالستان با 40 نهال نشان 
داده شده است:
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مراحل كار در آزمایشگاه
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مراحل كار در آزمایشگاه
۱ اختصاصیكشمارهویژهمربوطبهآزمایشگاهبرايهرنمونه-
۲ ثبتویادداشتشمارهنمونه،تاریخدریافتنمونهوشرایطظاهريآن-
۳ انتقالاطلاعاتمربوطبهنمونهبهپایگاهاطلاعاتيوکامپیوتريآزمایشگاه-
۴ بستهبنديونگهدارینمونههادرمحلامن)بهدلیلمواردقرنطینهايوبهداشتي(-
5 انتخابوجداسازیچهارشاخهوازهرشاخه۳برگ)برگسوم،چهارموپنجمازنوکشاخه(-
۶ قطعهقطعهکردنرگبرگاصليوبخشهایيازرگبرگهايفرعيودمبرگواستفادهازآن-

بهعنوانیكنمونهموردآزمون)بهدلیلاینکهرگبرگهاودمبرگدارايمیزانبالایيازباکتري
عاملبیماريهستند(.

انجام پی سی آر
استخراجDNA:استخراجدیانایکلنمونههایآلودهبهروشهانگوهمکاران)etHung

۲۰۰۰,.al()شکل۶(:
موادلازمبرایاستخراجDNAبهشرحزیرمیباشد:

)DNA-ExtractionBuffer,pH=8(بافراستخراج ۱.
Tris-HCl ۱۰۰ mM

EDTA ۱۰۰  mM
NaCl ۲5۰mM

KProteins )میتواندحذفشود( ۱۰۰μg/ml
محلولCTAB%5 ۲.

پنجگرمCTABدرNaCl۰/7مولارحلوحجمنهاییبه۱۰۰میلیلیتررساندهشود.
محلولN-Lauroylsarcosine%۱۰ ۳.

NaCl5مولار ۴.
کلروفرم/ایزوآمیلالکلبهنسبت۲۴:۱ 5.

ایزوپروپانول ۶.
اتانول%7۰ 7.
بافرTE 8.

Tris-HCl )pH=8( ۱۰mM
 EDTA )pH=8( ۱mM
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۲.رگبرگهایخردشده۱.رگبرگهایآمادهیخردشدن

  

۳.مقدار۱۰۰میلیگرمازبافتگیاهیدر
نیتروژنمایعبهوسیلههاونبهصورتپودردرآید.

۴.نمونههایپودرشدهدرونتیوبهابا۹۰۰
میکرولیتربافراستخراج

  

5.صدمیکرولیترسارکوزین%۱۰بهآنافزودهودردمای
۶۰درجهسلسیوسبهمدتیكساعتقرارگیرند.

۶.سوسپانسیونحاصلهدرg۴۰۰۰بهمدت5دقیقه
سانتریفیوژشود.

شکل ۶– مراحل استخراج DNA از برگ آلوده به گرینينگ
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7.حدود8۰۰میکرولیترازفازروییحاصلهبهتیوب
جدیدانتقالیابد.

8.صدمیکرولیترمحلولNaCl5مولارو۲۰۰
میکرولیترمحلولCTAB%5بهتیوباضافهشود.

  

۹.تیوبدردمای۶5درجهسلسیوسبهمدت۱۰
دقیقهقراردادهشوند.)توجه:محلولCTAB%5قبل
ازافزودهشدنبهمدت۱۰دقیقهدردمای۶5درجه

سلسیوسقراردادهشود(.

۱۰.محلولکلروفرم/ایزوآمیلالکل)۲۴:۱(بهمیزان
همحجمبهلولههااضافهوبهآرامیمخلوطولولهها

درg۱۰۰۰۰بهمدت۱۰دقیقهسانتریفیوژشوند.

  

۱۱.فازروییحاصلهبهتیوبجدیدانتقالوسپس
مرحله۹تکرارشود.

۱۲.فازروییحاصلهبهتیوبجدیدانتقالوبهآنبهمیزان
همحجمایزوپروپانولافزودهوتیوبهادردمای۲۰-
درجهسلسیوسبهمدت۱5تا۶۰دقیقه،قراردادهشوند.

ادامه شکل ۶ – مراحل استخراج DNA از برگ آلوده به گرینينگ
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۱۳.لولههادرg۱۳۰۰۰بهمدت۱۰دقیقهسانتریفیوژ
شوند.

۱۴.فازروییدورریختهشودورسوبحاصلهبا
اتانل%7۰شستشوودرg۱۳۰۰۰بهمدت۴دقیقه

سانتریفیوژگردد.

  

۱5.فازروییدورریختهشودوتیوبدردمایمحیط
قراردادهشود،تازمانیکهمایعدرونتیوبتبخیرشود.

۱۶.میزان5۰تا۱5۰میکرولیترآبمقطردوبارتقطیر
یابافرTEبهرسوباضافهودردمای۲۰-درجه

سلسیوسنگهداریشود.

ادامه شکل ۶ – مراحل استخراج DNA از برگ آلوده به گرینينگ
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بررسـی كمـی و كیفـی DNA استخراج شـده: برایتعییـنخلوصوغلظتاسـیدنوکلئیك
استخراجشـدهازروشهـایزیراسـتفادهگردد:

۱.الکتروفورزاسـیدنوکلئیكدرژلآگاروز%۱وبررسـیکلیغلظتDNAکلاسـتخراجشده
)شکل7(.

 CTABاستخراج شده حاصل از روش DNA شکل 7- الکتروفورز

همانطـورکـهدرشـکل7مشـخصاسـتدرژلآگاروز%۱.چاهـكهـای۱،۲و۳بـهترتیب
DNAهـایحاصـلازناحیـهرگبـرگودمبـرگلیموترشآلـودهبهبیماریگرینینـگمرکباتو

چاهك۴،لیموترشسـالمهسـتند.
بـرایتعییـنمقـدارDNAکل)کمـی(نیـزپسازتهیـهرقت۱/5ازDNAاسـتخراجشـده،
جـذبنـوری)DensityOpical(آندرطولمـوج۲۶۰نانومتـراندازهگیـریشـود.مقدارDNA

بـرحسـبمیکروگـرمدرمیلیلیتربراسـاسفرمـولزیرتعییـنگردد:
عکسرقتx5۰ODxقرائتشده=غلظتDNA)برحسبمیکروگرمدرمیلیلیتر(

اگـرنسـبتجـذبنـوری۲۶۰/۲8۰برابـر۱/8باشـدنشـاندهندهخلـوصبـالایDNAبوده
ولـیاگـرکمتراز۱/8باشـدنشـاندهنـدهخلوصپاییناسـت.

ــشPCRدر ــل،واکن ــلقب ــدهدرمراح ــتآم ــتفادهازDNAبهدس ــش PCR:بااس واكن
حجــم۲5میکرولیتــرانجــامشــود.بهتریــنشــرایطبــرایانجــامواکنــشPCR،غلظتهــایمواد
واکنشدهنــدهازقبیــلآغازگــر،MgCl۲،DNAوهمچنیــنشــرایطدمایــیوزمانــیبــهشــرح

ــرمیباشــد: جــدولزی



 17      . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  نحوه جمع آوري نمونه هاي گیاهي آلوده به بیماری گرینینگ 

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

تركیبات حجم )μl(غلظت نهایي

آبمقطر۱7/۴

۱ X8/۳;۲5۰۲/5=mMTris-HCl,pH۱۰)۲5۰XPCRBuffer
)mMDTT5۰,mMMgCl۲۲۰,mMKCl

۱ mM۱/۴)mM)۲5MgCl۲

۰/۲ mM۰/5)mM)۱۰dNTPs

۰/۲ μM۰/5pmol/μ)۱۰ForwardPrimer

۰/۲ μM۰/5)pmol/μl)۱۰ReversePrimer

۱ U۰/۲)u/μl)5TaqDNAPolymerase

۲5 ng۲DNA

حجمنهایي۲5

آغازگر های مورد استفاده:

جدول ۳- آغازگرهای مورد استفاده جهت ردیابی بيماری گرینينگ مرکبات

دمای 
ذوب 
)Co(

اندازه محصول 
ل )جفت باز(

طو
د(

وتي
کلئ

)نو

نام آغازگرترادف /۳ - /5

5۹۱۱۶۰
۲۳GCGCGTATGCAATACGAGCGGCAOI۱

۲۲GCCTCGCGACTTCGCAACCCATOI۲c

5۹7۰۳
۲۴TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTTA۲

۲5ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAAJ5
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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

واسرشتهسازیاولیه۹۴‘۱۳

۳5

واسرشتهسازی۹۴“۴5
اتصالآغازگر5۹“۴5
تکثیر7۲“۴5

تکثیرنهایي7۲‘۱7

الکتروفورز محصول PCR در ژل و عکس برداري از ژل
۱-محصولاتواکنشزنجیرهايپليمرازتازمانالکتروفورز،دردمايC۲۰-نگهداريشود.

۲-محصولPCRرامیتوانبادستگاهالکتروفورزافقيمینيژل)gelmini(رويژلآگارز۱
درصدالکتروفورزکرد.

بافرمورداستفادهدرژلودرمحفظهالکتروفورز،بافرTAEاستکهبهصورتزیرتهیهشود:
)TBE(TrisBorateEthylendiamintetraaceticacidpH=8تهیهیبافر)

میزان۱۰/8گرمتریس،5/5گرمبوریكاسیدو۴میلیلیترEDTAنیممولار)pH=8(در
۱۰۰۰میلیلیترآبمقطر)اینبافردرهنگاماستفادهدرحددهبرابررقیقشود(.

۳-ابتداژلآگارزدربافرTAEتهیهگردد.
برایتهیهیژلآگارز۱درصدبایدنیمگرمآگارزدر5۰میلیلیتربافر۱xTBEحدود۲دقیقه
درماکروویوحرارتدادهشودتاکاملاذوبگردد.آنگاهمیتوانژلموردنظررارویدستگاهالکتروفورز

افقيمینيژل)gelmini(تهیهکرد.
بـرایایـنکارابتـدادرظـرفمخصـوصژل،شـانهجهتایجـادچاهكهادرجایمناسـبقرار
گیـردوبـهژلپسازاندکیخنكشـدنمحلـولاتیدیومبرومایدباغلظـتmg/L۱اضافهگردد.)به
طوریکـه۲۰میکرولیتـرازمحلـول۲۰میلیگـرمدرمیلیلیتـراتیدیومبرومایـددر۴۰۰میلـیلیتر
آبمقطـرحـلگـردد(وسـپسدرظـرفریختهشـود.پسازحـدود۱5دقیقهوحصـولاطمینان
ازبسـتهشـدنژل،شـانهخـارجوظـرفحـاویژلدرونتانـكقرارگیـرد،بهصورتیکـهچاهكها
بـهسـمتالکتـرودمنفـیقـراربگیرند.سـپستانكبابافـر۱xTBEبهنحویپرشـودکهسـطح

ژلکاملاپوشـاندهشود.
۴-آمادهسازیمحصولپیسیآر:مادهیرنگيdyeLoading)حاويگلیسرول۶۰درصد،
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EDTA۶۰میليمولار،بروموفنولبلو۰/۰۹درصدوزایلنسیانولFF۰۹/۰درصد(بهنسبتابه۶با
محصولPCRمخلوطشود.یامیتوانحدود5میکرولیترازهرنمونهبا۲میکرولیترازمادهیرنگي
یادشده)dyeLoading(،کهمحلولياستاز۳میلیلیترگلیسرول،۰/۰۲5گرمبروموفنولبلو،

۰/۰۲5گرمزایلنسیانولدر۱۰میلیگرمآب،بهخوبیمخلوطگردد.
5-هفتمیکرولیترازنمونههایآمادهشده)محصولPCR(بهآرامیدرونچاهكهاریخته

شود.یکیازچاهكهانیزبهمارکر،اختصاصیابدودرآن5میکرولیترمارکرریختهشود.
۶-درپایان،تانكبهمدتحدود۱/5ساعتبهمنبعبرقمتصلوژلباولتاژثابت75ولت

الکتروفورزگردد.
7-هرگاهنمونههابهحدود۱تا۲سانتیمتریانتهایژلرسیدند،جریانبرققطعشدهدرنهایت،

ژلدردستگاهGeldocument-موردمشاهدهوعکسبرداریقرارگیرد)شکل8(

rplKA-1۶ ریبوزومي و اپرونS RNA 8 : الکتروفورز محصول هاي  شکل
JL-rpoBC بيماري گرینينگ مرکبات 

چاهـكMنشـانگروزنمولکولـي۱Kb+،چاهـكهـاي۱،۲و۳بهترتیـبمحصـولتکثیري
پرتقـالآلـودهبـهگرینینـگازمنطقهیسـربازاسـتانسیستانوبلوچسـتان،پرتقالسـالم)شـاهد
منفـي(وآب)شـاهدمنفـي(حاصـلازجفتآغازگـرA۲/J5بـهروشPCR،چاهكهـاي۴،5و۶
بهترتیـبمحصـولتکثیـريپرتقـالآلودهبـهگرینینگ،پرتقالسـالم)شـاهدمنفي(وآب)شـاهد

منفـي(حاصلازجفـتآغازگـرOI۱/OI۲cبهروشPCRهسـتند
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تشخیص بیماری میوه سبز مركبات با رنگ آمیزی نشاسته موجود در بافت پهنک برگ
نشاستهیكمحصولطبیعیازتثبیتCO۲توسطپدیدهیفتوسنتزدربافتسبزاستواز
تبدیلساکارزدرسلولهایذخیرهسازیایجادمیشود.نشاستهازاتصالآلفایكوچهارگلوکزبهوجود
میآید.زنجیرنشاستهبهدوصورتوجوددارد:آمیلوز،زنجیرهایخطیکوتاهومحلولوآمیلوپکتین
زنجیرهاینامحلولوشاخهای.بهطورکلی،نشاستهیگیاه،باتغییراتخاصدرمیانگونههایمختلف،
عمدتامتشکلاز۳۰درصدآمیلوزوآمیلوپکتین7۰درصداست.ایننیزبهخوبیثابتشدهاستکه
سطحنشاستهگیاهوویژگیهایفیزیکی،بیوشیمیاییومورفولوژیكبهشدتتوسطبسیاریازشرایط
اعمازعواملمحیطی،تغییراتژنتیکیوبیماریتحتتاثیرقرارمیگیرد.دردههی۱۹۶۰،"تجمع
عظیم"نشاستهدرنمونههایبرگجمعآوریشدهازدرختانپرتقالآلودهبهبیماریمیوهسبزمرکبات
)HLB(بهاثباترسید.مطالعاتاخیرمیزانتجمعنشاستهرادربرگآلودهبهبیماریمیوهسبز
مرکبات)HLB(ششبرابربیشازبرگسالمگزارشکردهاند.نشاستهبهآسانیبایدواکنشنشان

میدهد،وبهرنگخاکستریبسیارتیرهدرمیآید.)لیلیانگ۲۰۰7(.
ازآنجاکهمقدارمتوسطنشاستهدربرگمرکباتآلودهبهبیماریمیوهسبزمرکبات)HLB(به
میزان5۱۴,۲میلیگرمبرکیلوگرمودربرگسالم85,۶میلیگرمبرکیلوگرماست،تفاوتقابل
توجهیدرسطحنشاستهبینبرگهایبیماروسالموجوددارد.بههمیندلیلتاکوشیوهمکارانشدر
سال۲۰۰7یكروشسریعوسادهبرایتشخیصبیماریمیوهسبزمرکبات)HLB(،باتشخیص
تجمعبالاینشاستهدربرگمرکبات،بارنگآمیزینشاستهتوسطید،رانشاندادند.دراینروش
ابتدابااستفادهازکاغذسمبادهسطحبرگمرکباترا،حداقل۲۰بار،خراشدادهوسپسبهآنیك
میلیلیترآباضافهکردهوبهآنحدود۲5میکرولیترمحلولید5۰میلیمولاربرایرنگآمیزی
نشاستهاضافهکردند.ایجادرنگ"قهوهایتیرهیاسیاهوسفید"نشاندهندهیواکنشمثبتو"زرد

یانارنجیواکنشمنفیمیباشند)شکلهای۹و۱۰(.

زردنارنجی

شکل 9: ایجاد رنگ زرد یا نارنجی نشان دهنده ی واکنش منفی می باشند
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قهوهایتیرهمشکی

شکل 10: ایجاد رنگ “قهوه ای تيره یا سياه و سفيد” نشان دهنده ی واکنش مثبت می باشند

ایـنروشبـانتایـجحاصـلازروشPCRبیـشاز٪۹۰هماهنگیرانشـانداد.بنابراین،روش
رنگآمیزینشاسـتهبرای،تشـخیصسـریعوسادهبیماریمیوهسـبزمرکبات)HLB(مفیداست

)تاکوشیوهمکاران۲۰۰7(.
لیلـیانـگدرسـال۲۰۰7میـزانهماهنگـیبیـنایـندوروش»پـیسـیآر«ورنگآمیـزی
نشاسـتهرادرنارنگـی)بیـن7۴/5تـا8۹/5درصـد(ودرپوملـو)بین۱۲/5تـا5۱/7درصد(تعیین
کردنـد.بهتازگـی،تعـدادیازمحققـانازویتنـاموژاپـننیـزمیزانانطبـاقنتایـجدوروشواکنش

نشاسـتهبـایدوپـیسـیآررا۹۰درصـدگـزارشکردهاند.
درگزارشـیدیگـرویتاکـروهمکارانـشدرسـال۲۰۱۳،باتجزیهوتحلیلآماریجامعازسـطح
نشاسـتهدربرگمرکباتسـالموبیماربااسـتفادهازروشرنگآمیزیعصارهیبرگهایخراشـیده
بـامحلـولیدومقایسـهآنهابانتایـجواکنشزنجیرهایپلیمـراز)PCR(درطولفصـلگرم)ژوئن
تانوامبر(درمقایسـهبافصلسـرد)دسـامبرتامه(مشـخصشـدکههماهنگیمیاننتایجحاصل
ازایندوروشدرفصلگرمبیشـترازفصلسـرداسـت.بهطوریکهمیزانناهماهنگیوناهمخوانی

ایـندوروشدرفصـلسـرد٪۴۳درصورتـیکـهدرطولفصلگرم،تنها٪8بودهاسـت.
اتگزبریــاوهمکارانــشدرســال۲۰۰7ازروشبــرگبــرشدادهشــدهبــهجــایعصــارهیبرگ
بــرایرنگآمیــزیبــایــداســتفادهکــردهاســت.ویمــواردزیــررادرانتخــاببــرگمدنظــرقــرار

دادهاســت:
۱ برگدارایعلائمآشکاراینبیماریانتخابشودـ
۲ تنهاازبرگهایسالمازشاخههایسالم)فاقدآسیبهایفیزیکی(استفادهشود.زیراشاخههایشکسته،ـ

ممکناستباعثتجمعنشاستهدربرگشوند.
۳ برگهایواقعدرقسمتنورگیردرختبهتریننمونههاهستند.ـ
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۴ همیشهحداقل۲-۳برگدارایعلائمشاخصبیماریآزمونشوند.ـ
5 برگهایجمعآوریشدهنبایدبرایبیشاز۲۴ساعتقبلازآزمونذخیرهشوند،آنهمتنهادرـ

شرایطیخچال.

اتگزبریاوهمکارانش)سال۲۰۰7(چگونگیانجاماینروشرابهصورتزیرذکرکردهاند)شکل۱۱(:
۱ بااستفادهازتیغتیزوتمیز،بخشیازبرگ،کهدارایعلائمآشکارابلقیاست،برشدادهشود.ـ
۲ بخشبرشدادهشدهیبرگبهمدت۱,5تا۲دقیقهدرمحلولیدآمادهقراردادهشود.ـ
۳ غلظتمحلولیددراینآزمایشات۲درصدپیشنهادشدهاست.ـ
۴ بهتراستازتنتوریداستفادهشودنهموادیمثلبتادینـ
5 بیرونآوردنبرگوشستشویآنباآبـ
۶ بررسیبخشلبهبرشومقایسهیرنگقطعهیبرگآلودهباشاهدسالمازنظرتغییررنگبهـ

قهوهایتیره.

  
تهیهبرشیمناسبازبرگآلوده

برایرنگآمیزی
قهوهایتیرهشدنمقطعبرگ)وجود

میزانبالاینشاستهدربرگ(
تغییررنگناچیزمقطعبرگ
)وجودناچیزنشاستهدربرگ(

شکل 11: تشخيص بيماری ميوه سبز مرکبات با رنگ آميزی نشاسته موجود در 
بافت پهنک برگ بریده شده
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sppLiberibacterCandidatus.انتشاراتنشرآموزشکشاورزي،۲۳۲صفحه.
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