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  مقاله كوتاه پژوهشي
در  PCRدر برخي ارقام مركبات با استفاده از آزمون  Spiroplasma  citriتشخيص مولكولي  

  DAS- ELISAمقايسه با 
  

  2راحله شهبازي - *1كبري مسلم خاني

  4/7/1391:تاريخ دريافت
  9/11/1391:رشيپذ خيتار

  
  كيدهچ

Spiroplasma citri روش هـاي كنتـرل ايـن    كي از مهمتـرين  ي. اي مهم در صنعت مركبات ايران استيماريزعامل بيماري استابورن از عوامل ب
در . مي باشدتازه احداث ممانعت از استقرار منابع آلوده در باغات بيماري معرفي درختان مادري، مواد تكثير شونده رويشي و نهالستان هاي سالم به منظور 

مختلـف مقايسـه و    آغـازگر با اسـتفاده از سـه جفـت      PCRبا استفاده از آنتي بادي پلي كلنال و  ELISAهمين راستا توان رديابي دو روش تشخيصي 
را نشـان   بيمـارگر و تيتر هاي پايين ) در گياهان فاقد علائم بيماري(در تشخيص آلودگي هاي پنهان  ELISAعدم كارامدي روش  ،نتايج. بررسي گرديد

. خواهـد داشـت  اشكالات قابل تاملي از جمله واكنش منفي دروغـين را بـه همـراه     ،گواهي سلامت نهالداد و استفاده از اين روش تشخيصي در سيستم 
هـاي   جدايـه در خصوص استرين هاي ايراني اعم از  P58-6f/4rو  P58-1f/5r آغازگردر مقايسه با دو جفت   P89f/rآغازگرو مشخصا  PCRآزمون 

در ايـن بررسـي بـا اسـتفاده از آزمـون       .سال رديابي مـي نمايـد   معتدلهاي بسيار پايين و در فصول  جنوب و شمال ايران با موفقيت آلودگي را در غلظت
PCR  و آغازگرP89f/r درصد آن ها كه فاقد علائم تيپيك بيماري بودند، آلوده تشخيص داده شدند 6/4نهال از ارقام مختلف مركبات،  350، از بين.   
  

  ، تشخيصمركبات ،Spiroplasma citri ،ELISA ،PCR: كليدي واژه هاي
  

  ١مقدمه 

Spiroplasma  citri    كـه   مركبـات  عامـل بيمـاري اسـتابورن
در آونـد هـاي آبكشـي     پراكندهعمدتا در غلظت هاي پايين و بصورت 

د در اكثر منـاطق مركبـات خيـز دنيـا و ايـران      آلوده وجود دار گياهان
 اهـاي دم در بيمـاري  علائـم  ظهـور  عدم). 3و  10( گزارش شده است

 تكثير گياهي مواد طريق از بيماري پراكنش در مهمي نقش )3( پايين
كـه در   دقيق تشخيصي هاي روش از استفاده لذا نمايد مي ايفا شونده

 مراحـل  در فصول مختلف سال در رديابي بيمارگر موفق عمـل نمايـد  
 4( است اهميت حائز بسيار تكثيري مواد و نهال سلامت گواهي صدور

مورد استفاده  S. citriن روش هاي متعددي براي رديابي تا كنو. )7 و
قرار گرفته اند كه هر كدام مزايا و معايبي به همراه داشته اند از جملـه  

روش  ،، كشت)1(آنها مي توان به استفاده از ايندكس هاي بيولوژيك 
اشـاره   DNAو روش هاي مبتني بر تشخيص   )7(هاي سرولوژيك 

  شـده  طراحـي  يهـا  پرايمر از استفاده با PCR آزمون ). 8و  3( نمود

                                                            
  استاديار و كارشناس ارشد موسسه تحقيقات ثبت و گواهي بذر و نهال -2و 1

  )Email: Moslemkhany@yahoo.com           :نويسنده مسئول -(*

 چسـبندگي  هـاي  ژن و اسپيرالين مانند مختلف هاي ژن توالي پايه بر
 دارنـد  اساسي نقش ناقل حشرات وسيله به اسپيروپلاسما انتقال در كه

 تشخيصـي  هـاي  روش برخي اينكه به توجه با .است شده استفاده )9(
و همچنـين   S. citriبه دليل وجود تنـوع در اسـترين هـاي مختلـف     

غلظت پايين بيمارگر در گياه آلوده كارايي لازم را براي رديـابي دقيـق   
علاوه بر بهينه سازي روش تشـخيص   حاضر در تحقيقلذا ) 8(ندارند 

S. citri      دقـت و   ، در نهالستان هـا و مـواد تكثيـري در فصـل پـاييز
بـا تركيبـات مختلـف    ( PCRو  DAS-ELISAحساسيت دو روش 

  .ديمقايسه گرددر رديابي اين عامل ) پرايمري
  

  مواد و روش ها
واقـع در اسـتان    S. citriنمونه برگي از درختان پرتقال آلوده بـه  

و جهت بهينه سازي شرايط آزمايش  هاي كرمان و مازندران تهيه شد
از نهـال هـاي ارقـام مختلـف      نمونه برداري .مورد استفاده قرار گرفت

، Washington Navel foyos،Okitsu شـــامل  مركبـــات
Washington Navel،Navel late  ،Navelina،fukumoto 

،Clementine Marisol  ،Valencia late ،Clemantin 

  )علوم و صنايع كشاورزي(حفاظت گياهان نشريه
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clime new less ،Lime Bears ،Delta seed less ،
Hashimoto ،Navelina از نظر آلودگي به سپس و  انجام شدS. 

citri  ندبررسي گرديد. 
  S. citriبراي تشـخيص    DAS-ELISAآزمون سرولوژيكي  

طبــق  (Agdia, USA)بــا اســتفاده از كيتهــاي ســرولوژيكي    
از رگبـرگ   DNAاسـتخراج   .انجـام شـد   دستورالعمل شركت سازنده

 DNAنمونـــه هـــاي گيـــاهي بـــا اســـتفاده از كيـــت اســـتخراج  
(Fermentas, Lithuania)       طبـق دسـتورالعمل شـركت صـورت

-P89r/f، P58فت آغازگر هاي  با استفاده از ج PCRآزمون . گرفت

1f/5r  وP58-6f/4r    8(با تغييراتي در روش يوكومي و همكـاران (
و اجتنـاب از واكـنش    PCRبه منظور اثبات صحت نتـايج  . انجام شد

پس از خالص سـازي،   P89r/f آغازگرجفت  مثبت دروغين، محصول
هـاي   يتوال. ارسال گرديد آلمان MWGبه شركت  جهت توالي يابي

بـا تـرادف    Blastبا برنامـه   NCBIدر پايگاه اطلاعاتي ت آمده بدس
 و مقايسـه  بـراي بررسـي  . مقايسه شدند Gen Bankهاي موجود در 

ســري رقــت از  PCR  ،10و  DAS-ELISA يدقــت آزمــون هــا
اسـتفاده   در آزمون هاي مـذكور آلوده تهيه و  هاي سوسپانسيون نمونه

دقـت تشخيصـي    1:2ي همچنين با استفاده از سري رقت هـا . گرديد
سپس از ايـن آزمـون هـا  بـراي     . هاي مختلف مقايسه گرديد آغازگر

در  جنـوب و شـمال ايـران     مختلفنهال از ارقام  350بررسي آلودگي 
  .استفاده شد

  
  نتايج و بحث

با استفاده از سري رقت  PCRو  ELISAحساسيت آزمون هاي 
 DAS-ELISAون با استفاده از آزم. هاي نمونه آلوده مقايسه گرديد

مثبت ارزيابي شـد در  10 -3تنها تا رقت  S. citriنمونه هاي آلوده به 
تـا    DAS-ELISAبا دقت بسيار بـالاتري از   PCRحاليكه آزمون 

قادر به رديابي آلودگي و شناسايي آلودگي پنهان در نمونه  10 -6رقت 
 برخي از نمونه هاي آلـوده  .شدجدا شده از جنوب و شمال ايران  يها

 ELISAداراي علائم و كليه نمونه هاي آلوده فاقد علائم در آزمـون  
نتـايج تحقيقـات وانـگ و     . هيچ نـوع واكـنش مثبتـي نشـان ندادنـد     

و واكنش كاذب منفـي   ELISAنيز كارايي پايين روش  )7( همكاران
استفاده . و يا مثبت را از عوامل محدود كننده استفاده از آن بيان كردند

و فرايند صدور گواهي صا در مطالعات اپيدميولوژيك اين روش خصو از
. )7( دقت كافي در رديابي تيتر هاي پـايين آلـودگي را نـدارد   سلامت 

اسـت در   S. citriپـروتئين   ng10قادر به شناسايي  ELISAروش 
در  بيمـارگر حاليكه براي رديابي دقيق و صحيح غلظـت هـاي پـايين    

. لازم است بيمارگرروتئين پ ng1بافت برگ، حساسيتي در حد رديابي 
ثبـات   ELISA حتي در درختان با علائم نسبتا شديد نيز تكرار نتايج

اسـتفاده از روش   لـذا   )6(ندارد و گاها نتايج منفي حاصل مـي گـردد   
در شرايط پنهـان مناسـب    S. citriابي يبراي رد ELISAتشخيصي 
،  P89r/fبا اسـتفاده از سـه جفـت آغـازگر      PCRآزمون . نمي باشد

P58-1f/5r   وP58-6f/4r   هاي ايراني  جدايهدر رديابيS. citri 
و  bp 707 ،bp 701قطعـه اختصاصـي   موفق عمل نمود و به ترتيب 

bp 450  وده مورد ارزيابي در نمونه هاي آل هاآغازگر اين با استفاده از
اهميـت بسـيار    PCRدر دقت آزمـون   آغازگرانتخاب نوع  .بدست آمد

 آغـازگر در مقايسـه بـا    P89r/fهاي  آغازگرنحوي كه  بالايي دارد به
نه تنها در رقت هاي بسـيار پـايين    P58-6f/4rو  P58-1f/5rهاي 

قادر به رديابي آلودگي در عصاره گيـاه آلـوده اسـت بلكـه بـه راحتـي       
. آلودگي هاي پنهان را در نهال هاي آلوده بدون علائـم تشـخيص داد  

آلـودگي   64/1تنها تا رقـت   P58-6f/4rو  P58-1f/5rهاي  آغازگر
كه قادر به تشخيص  ELISAرا رديابي نمود كه در مقايسه با آزمون 

   .)1شكل ( بود از دقت كمتري برخوردار است  128/1آلودگي تا رقت 

  

  
كنترل منفي،  : DAS-ELISA  .M :1 kb Ladder،NCدر مقايسه با آزمون  PCRمقايسه توان تشخيصي آغازگر هاي مختلف در آزمون  - 1شكل 

J6   وF39 :كنترل مثبت  
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 Adhesion-related protein (P89)ژن با توجه به استقرار 

   اندكامكان رديابي جمعيت هاي پلاسميد و ژنوم باكتري، روي 
 آغـازگر البتـه  . گـردد فراهم مـي   از طريق رديابي اين ژن بيمارگر

وي نيز در چنـد كپـي ر   Putative adhesionمربوط به  P58هاي 
اما تنوع ژنتيكي در جمعيت هاي اين  )2(مستقر هستند  S. citriژنوم 

را  P58هـاي   آغـازگر بسته به نوع استرين كارايي تشخيصي  بيمارگر
  ). 8(تغيير مي دهد 
در فقـط  كه  ييها آغازگراستفاده از  ،S. citriتيتر پايين  به دليل

ر گـرم  يك كپي روي كرومـوزوم قـرار دارد تنهـا در مـاه هـاي بسـيا      
كـارايي لازم  به بيشترين حد خود مي رسد  بيمارگرتابستان كه غلظت 

نهـال از ارقـام   عـدد    350در ارزيابي صورت گرفتـه روي  ). 5( را دارد
، پنج نهال Washington navel foyosدو نهال ، مختلف مركبات
Navel late يك نهال ،Navelina    و هشـت نهـالFukumoto 

و آغـازگر    PCRاز تكنيـك   با اسـتفاده دند كه فاقد علائم بيماري بو

P89r/f ان از صحت نتـايج و عـدم   به منظور اطمين .مثبت رديابي شد
 در تعـدادي از نمونـه هـا   وجود نتايج مثبت دروغين، قطعه تكثير شده 

با توالي اسـترين   درصد 96نتايج توالي ها مشابهت  .توالي يابي گرديد
نتايج اين  .اتي ژن را نشان دادموجود در بانك اطلاع  S. citriهاي  

در تمام نمونه ها به استثناي كنترل مثبـت   ELISAارزيابي با آزمون 
در مجموع پراكنش بيماري استابورن در باغات جوان بسـيار   .منفي بود

سريع و در خور توجه است و با توجه به حساسيت تعداد زيادي از ارقام 
، S. citri وسيعباني نسبتا مختلف مركبات به اين بيماري و دامنه ميز

در صورت وجود منبع آلودگي در يك باغ تازه احداث، گسترش بيماري 
كه ت اسبه ساير درختان  به عنوان يك ريسك اقتصادي مهم مطرح 

استفاده از نهال و مواد تكثيري گواهي شـده گـام مـوثري در كنتـرل     
   .گسترش روز افزون اين بيماري به شمار مي رود
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