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  بسمه تعالي
  

  دستور العمل تشخيص بيماري جاروك ليموترش
  

  از اينکــه در ايــران غيــر توجــه بــه ابــ: دســتور العمــل تــشخيص بــا اســتفاده از علايــم ظــاهري) الــف
aurantifolia Ca. Phytoplasma  ـعلانظـر بـه   گزارش نشده اسـت و  در ليموترش فيتوپلاسماي ديگري  م ي

 ـ بيماري جـاروک ليمـوترش اسـتفاده از علا         تشخيصپلاسما، براي   بسيار مشخص و منحصر بفرد اين فيتو       م ظـاهري   ي
 ظهور جـاروک در يـک       :م مشخص بيماري جاروك ليموترش عبارتند از      يعلا. باشد  روشي مطمئن، آسان و اقتصادي مي     

 ازجملـه تنـه و      ي درخـت  قسمت از درخت و سپس گسترش بيماري و افزايش تدريجي تعداد جاروها در سـاير قـسمتها                
روي آنهـا قـرار   تعداد زيادي برگ با فاصـله کوتـاه      كه  تشکيل شده   هر جارو از تعداد زيادي شاخه کوتاه و ظريف          . طوقه
 در جاروهـا و     معمـولاً .  از سبز کمرنگ تا زرد و اندازه آنها از کوچک تا بسيار کوچک متغير اسـت                ها  برگرنگ  . اند                                                          گرفته

آلـودگي را  م يعلااز درخت كه ي يدر بعضي موارد در قسمتها   ولي  . شود  جاروها گل و ميوه تشکيل نمي     شاخه هاي حامل    
يـده  اي پـوک و چروک    بذور قهـوه   دارايشوند که     اي ظاهر مي    هاي ريز و غير عادي به صورت خوشه          ميوه دهند  نشان مي 
  نيـز  هاي حامـل آنهـا      شاخه  خشك شدن جاروها،   متعاقب. ريزند  ه و مي  خشک شد به تدريج    جاروها   ي ريز برگها. هستند

سـه تـا پـنج سـال پـس از      اين روند . شود  مي مرگ درختان مبتلا  منجر به   نهايت  در  و  خشك شده   يکي پس از ديگري     
  ). ٢ و ١ هاي  شكل (انجامد در درختان آلوده به طول ميم بيماري يظهور اولين علا

  
 
  
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 خت در درخشكيدگيزوال و ‐٢شكل  

  درختحالت جارويی در  ريز برگي و‐١شكل
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ييـد تـشخيص بيمـاري بـا اسـتفاده از           أبراي ت  :هاي مولكولي   ستفاده از روش  دستور العمل تشخيص با ا    ) ب
در (انـد     نرسـيده آلـودگي   م  ي به مرحله ظهور علا     هنوز اي که   علايم ظاهري و همچنين شناسايي درختان ليموترش آلوده       

 از جفـت    PCRدر آزمون   . شود  استفاده مي ) PCR(آزمون واکنش زنجيره اي پليمراز       ، از )باشند  ميبيماري  دوره کمون   
و همچنين آغازگرهاي عمومي فيتوپلاسماها مانند P1/WB3 اختصاصي فيتوپلاسماي عامل جاروک ليموترشآغازگر 

  . شود   استفاده ميزير به شرح R16F2n/R16R2 و P1/P7جفت آغازگرهاي 
   کل)DNA( يا. ان. يد استخراج ‐١
  Hung et al., 2000 روش ‐١‐١

، (pH=8) ميلـي مـولار      Tris-HCl ۱۰۰( شـامل بـافر اسـتخراج        DNA اسـتخراج    مواد مورد نياز جهت   
EDTA ۱۰۰    ميلي مولار (pH=8)   و NaCl ۲۵۰    ميلـي مـولار (  ،CTAB ۵ %     محلـول درNaCl ۷/۰   ،مـولار 

، ايزوپروپـانول،   ۲۴:۱ايزوآميل الکـل بـه نـسبت        / مولار، کلروفرم  N-Lauroylsarcosine ۱۰%  ،NaCl ۵محلول  
  .  آب دوبار تقطير استو % ۷۵اتانول 

 ميلـي ليتـري     ۵/۱هاي    تيوب بهگرم از بافت گياهي در نيتروژن مايع بوسيله هاون پودر شده و                ميلي ۱۰۰ابتدا  
 ميکروليتر  ۱۰۰  سپس .كنيم    خوبي سوسپانسيون مي  ه  و ب كرده   ميکروليتر بافر استخراج به آن اضافه        ۹۰۰. شود  مي منتقل

 درجـه سـانتيگراد   ۶۰در دماي  ساعت ۱بمدت را ها   و تيوبكرده  اضافه پانسيون حاصله  به سوس  %۱۰محلول سارکوزين   
 ميکروليتـر از فـاز رويـي        ۸۰۰و  كرده   دقيقه سانتريفيوژ    ۵مدت  ه   دور ب  ۴۰۰۰در  را  سوسپانسيون حاصله    . دهيم  قرار مي 
  ميکروليتـر  ۲۰۰ مـولار و  NaCl ۵ ميکروليتـر محلـول   ۱۰۰در مرحله بعـد  . كنيم منتقل ميبه تيوب جديد را حاصله 
 ۶۰۰  سپس .هيمد  قرار مي  درجه سانتيگراد    ۶۵در دماي    دقيقه   ۱۰مدت  ه  و ب كرده  به تيوب اضافه    % CTAB ۵محلول  

.  كنـيم  مي دور سانتريفيوژ  ۱۰۰۰۰در   دقيقه   ۱۰مدت  ه  و ب نموده  اضافه  ) ۲۴:۱(ايزوآميل الکل   /ميکروليتر محلول کلروفرم  
اضافه به آن ) ۲۴:۱(ايزوآميل الکل / ميکروليتر محلول کلروفرم۶۰۰ و مجدداًمنتقل شده وب جديد  فاز رويي حاصله به تي    

  آن و هم حجممنتقل شده فاز رويي حاصله به تيوب جديد       . شود   مي سانتريفيوژ دور   ۱۰۰۰۰در   دقيقه   ۱۰و به مدت    شده  
 دقيقه قرار گرفته و پس از آن بمدت ۶۰ تا ۱۵دت مه   درجه سانتيگراد ب   ‐۲۰تيوب در دماي    . شود  ايزوپروپانول اضافه مي  

 داده  شستـشو % ۷۵ و رسـوب حاصـله بـا اتانـل           هفاز رويي دور ريخته شد    . شود  مي دور سانتريفيوژ    ۱۳۰۰۰در   دقيقه   ۱۰
 فـاز رويـي دور      مجدداً. گيرد   درجه سانتيگراد صورت مي    ۴در دماي   و   دقيقه   ۲ دور بمدت    ۱۲۰۰۰سانتريفيوژ در   . شود  مي
 ميکروليتر آب   ۵۰. تا رسوب خشک شود   شود     مي  دقيقه قرار داده   ۱۵ تا   ۱۰مدت    هته شده و تيوب در دماي محيط  ب        ريخ

 درجـه    ‐۲۰ اسـتخراج شـده در دمـاي         DNA درون تيوب ريخته و در نهايـت         DNAدو بار تقطير جهت حل شدن       
را  حاصـله    DNA ميکروليتر از    ۵ تا   ۲ ده استخراج ش  DNA براي اطمينان از سالم بودن       .شود  ميسانتيگراد نگهداري   

 ـ تهيه شده با بافر( % ۱ زوروي ژل آگار  همچنـين غلظـت و کيفيـت    ). ۳شـکل  (كنـيم    مـي RUN) TAE ک برابـر ي
DNA گردد  ميتعيين )  دراپ‐نانو(  توسط دستگاه اسپکتروفتومتر.  

   Zhang et al., 1998 روش‐٢‐١
 ميلي ١٠٠، CTAB درصد ٢شامل   (CTAB ميكروليتر از بافر     ٨٠٠ ميلي ليتري    ٥/١در هر تيوپ اپندورف     

ــولار ٤/١ ،   EDTA  ميلـي مـولار    ٢٠ ،   pH=8تريس،   مولار  ‐٢ درصــد ٢ و PVP درصــد ٢نمــك طعــام،   م
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 دقيقـه   ٢٠  به مدت  ه و سپس  اضافه شد )  گرم بافت رگبرگ مياني پودر شده در ازت مايع         ٢/٠(ها    به نمونه ) مركاپتواتانول
 ٦٠٠محتـوي نمونـه     به هر تيوپ    در دماي معمولي    پس  س. دنشو   درجه سانتيگراد قرار داده مي     ٦٠ ي در دماي  در حمام آب  

 دور در دقيقـه بـه       ١٤٠٠٠ها در     اضافه و تيوپ  ) ١ به   ٢٤به نسبت حجمي    (ميل الكل   آ ايزو –ميكروليتر مخلوط كلروفرم    
 كل رونشين هر تيوپ به يـك تيـوپ اپنـدورف منتقـل و      DNAبراي رسوب دادن    . شوند  ميوژ  ي دقيقه سانتريف  ٦مدت  

 ـ   درجه سانتيگراد، تيوپ   ‐٢٠دماي   در ميكروليتر ايزوپروپانول    ٦٠٠پس از اضافه كردن       ١٤٠٠٠ دقيقـه در  ٨مـدت   ه  ها ب
ك كردن و حل كردن آن در        درصد، خش  ٨٠پس از شستشوي رسوب حاصل با الكل        . گردند   وژ مي يدور در دقيقه سانتريف   

  .شود   استفاده ميPCR آزمون اي الگو در. ان .  ميكروليتر آب مقطر استريل از آن به عنوان دي١٠٠

  
  % ۱ عامل جاروک در ژل آگارز يتوپلاسمايموترش آلوده به في کل از برگ ليا. ان. ي  د استخراجالکتروفورز محصول ‐۳شکل 

  
٢‐ PCR   

مـوترش و   ي جـاروک ل   يمـار ي عامـل ب   يتوپلاسـما يف ي جفـت آغـازگر اختـصاص      از با اسـتفاده     PCRواکنش  
شـرايط دمـايي و زمـاني       ). ۲جـدول   (شود    انجام مي  ميکروليتر   ۲۰در حجم   ) ۱جدول   (هاآغازگرهاي عمومي فيتوپلاسما  

دنبـال  ه قيقه، ب د۴مدت ه  بoC۹۴واسرشته سازي اوليه در : باشد  مي زير ه شرحهاي مختلف دستگاه ترموسايکلر ب    چرخه
 ثانيـه در    ۴۵ و   )۱جـدول   (آغازگر  دماي اتصال هر     ثانيه در    ۴۵ واسرشته سازي،    oC۹۴ ثانيه در    ۴۵ شامل   چرخه ۳۰آن  
oC۷۲ تکثير و تکثير نهايي در oC۷۲ پس از تکثيـر، محـصول   .  دقيقه۷ بمدتPCR تهيـه شـده     %۲ز و در ژل آگـار

 پس از رنگ آميزي ژل با محلول اتيـديوم برومايـد            DNAباندهاي  . دگرد  يم الکتروفورز    TAE ک برابر ي توسط بافر 
  ). ۴شکل  (خواهند بودمشاهده قابل 

  
  
  
  
  
  
  

، bp+۱۰۰ ب نشانگريترته  ب۲ و M ،۱ يچاهک ها. %.۲ز وژل آگاردر  P1/P7 با جفت آغازگر  PCR الکتروفورز محصول  ‐۴شكل 
  .باشند  مي سالمموترشيدرخت لو جاروک  عامل يتوپلاسماي آلوده به فموترشي لنمونه درخت 
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   آغازگرهاي مورد استفاده در رديابي و تشخيص فيتوپلاسماي عامل بيماري جاروک ليموترش و مشخصات آنها ‐١جدول 

  

  
   ميکروليتري٢٥ به صورت واکنش  PCR مواد مورد نياز و مقدار آنها در ‐٢جدول 

  
  ٭نام ماده  مقدار استفاده شده

 PCR Buffer 10X   ميكروليتر٥/٢
 MgCl2 (25Mm)   ميكروليتر٤/١
 dNTPs (10Mm)   ميكروليتر١
 Primer F (10 pmol)   ميكروليتر۱
  Primer R (10 pmol)   ميكروليتر١
 Taq DNA Polymerase   ميكروليتر٢/٠
 DNA (50 ng)   ميكروليتر۲
 DDW  ميكروليتر٩/١٥

  .  ساخته شده اندMWG آغازگرها توسط شركت  و مي باشندكليه مواد از شركت فرمنتاز ٭
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  نام جفت آغازگر ")٥‐٣("ترادف   دماي اتصال  )جفت باز( قطعه مورد انتظاراندازه

٥٥  ١٨٠٠ AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT 
CGTCCTTCATCGGCTCTT P1/P7 

٥٥ ١٢٠٠ GAAACGACTGCTGCTAAGACTGG 
TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG R16F2n/R16R2 

٥٣ ١٠٠٠ AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT 
GCAAGTGGTGAACCATTTGTTT P1/WB3 


