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  چکیده

این بیماري . باشد هاي نیشکر در آسیا می بیماري برگ سفیدي نیشکر یکی از مخربترین بیماري

وه بر علا. روي نیشکر در استان خوزستان نیز گزارش شده است به عنوان یک بیماري فیتوپلاسمایی بر

به منظور  .دهد نیشکر، مرغ نیز علائم برگ سفیدي ناشی از فیتوپلاسما را در این استان نشان می

آموده . استفاده شدبیماري سازي نسبی فیتوپلاسماي عامل برگ سفیدي از نیشکر آلوده به  خالص

نتی سرم گیري، آ گرم بافت آلوده به خرگوش تزریق و بعد از خون 40سازي نسبی  حاصل از خالص

، دیبا (PTA-ELISA)هاي الیزا  آنتی سرم حاصل پس از جذب با عصاره سالم در آزمایش .تهیه گردید

(DIBA)  و(TPIA) Tissue Print فقط قادر به تشخیص و شناسایی فیتوپلاسماي همولوگ خود بود ،

روك جا ،وانشرپزردي ( غیر همولوگ هايهیچ گونه واکنشی بین آنتی سرم با فیتوپلاسما که حالیدر

  .مشاهده نشد )مرغ برگ سفیديجاروي بادام و  ،لیمو ترش

  سرولوژي، نیشکر، بیماري برگ سفیدي، لاسماپفیتو : کلیدي واژه هاي

  

  

  مقدمه 

هاي نیشکر در بعضی از کشورهاي  ترین بیماري بیماري برگ سفیدي نیشکر یکی از مهم

این بیماري باعث . )Sdoodee et al., 1999( شود آسیایی مانند تایلند و تایوان محسوب می
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منجر به در نهایت تعداد و اندازه ساقه هاي قابل آسیاب گیاهان بیمار کاهش یافته و شود  می

ی و اصلی انتقال این یروش ابتدا). Rishi & Chen ,1989(کاهش عملکرد محصول می شود 

ماري از طریق زنجرك گسترش ثانویه این بی. بیماري از طریق قلمه هاي آلوده می باشد

Matsumuratettix hiroglyphicus (Matsumura) پذیرد  انجام می تکثیري به روش

)Matsumoto et al., 1968; Yang & Pan, 1970 .(  

نحوه انتقال و سیر  ،با توجه به ماهیت عامل بیماريبیماري برگ سفیدي نیشکر در ایران 

یماري هاي خطرناك محسوب می شود حال، از به صعودي شیوع آن از زمان اولین گزارش تا ب

)Salehi et al.,2001.( مطالعه و شناسایی دقیق عامل یا عوامل بیماري، تعیین  رو  از این

هاي کنترل آن در   هاي انتقال و گسترش بیماري و در نهایت شناخت بهترین و موثرترین راه راه

  .نظر می رسد هایران یک امر ضروري ب

ها پیش در کشت و صنعت هاي نیشکري ایران در سطح وسیع  ري از مدتعلائم این بیما

 عنوان کمبود آهن هب عنوان اختلالات ژنتیکی و گاهی نیز همشاهده می شد، ولی به غلط ب

  .)Salehi et al.,2001( تشخیص داده می شد

شناسائی دقیق و تعیین  ،توسعه یک روش سرولوژي براي تشخیص هدف از تحقیق حاضر

  .باشد غلات میفیتوپلاسماي برگ سفیدي نیشکر با سایر فیتوپلاسماهاي برگ سفیدي  طارتبا

  

  مواد و روشها

  ماريمنبع بی

با علائم برگ سفیدي از موزه ژرم پلاسم مرکز  CP 74-1119قلمه هایی از نیشکر رقم 

 کشت و سلسیوسدرجه  35 - 20تحقیقات نیشکر ایران انتخاب ودر گلخانه اي با شرایط دماي

چهل گرم از بافت تازه گیاهان رشد یافته از قلمه هاي مذکور، که علائم برگ . نگهداري شدند

هم . خوبی نشان می دادند، انتخاب و جهت خالص سازي مورد استفاده قرار گرفته سفیدي را ب

و لیمو ترش و بادام با زردي پروانش با علائم  مرغ با علائم برگ سفیدي،چنین نمونه هاي 

  . نگهداري شدند ارویی در گلخانه با شرایط فوق کشت وج علائم

  خالص سازي

Saeedخالص سازي عامل بیماري با استفاده از روش  et al. (1993)  با تغییرات جزیی و به

که عدم آلودگی  CP 74-1119چهل گرم بافت برگ سالم نیشکر رقم  :ترتیب ذیل انجام گرفت

 3/0گلیسین ( GMSحجم بافر  5اب و با استفاده از انتخبه اثبات رسیده بود،  PCRآنها با 

در دستگاه مخلوط کن ) مولار سولفیت سدیم 02/0مولار کلرور منیزیم و  pH=8 ،02/0، مولار

. دور در دقیقه سانتریفوژ شد 2000دقیقه در  15هموژنیزه شده و پس از فیلتر کردن به مدت 

رسوب . گردیددر دقیقه سانتیریفوژ  دور 39000رسوب حذف و رونشین به مدت یک ساعت در 
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حل و آموده حاصله جهت تهیه آنتی سرم علیه پروتئین هاي گیاه  GMSمیلی گرم بافر  4در 

سالم در چهار نوبت متوالی به فاصله یک هفته به خرگوش تزریق و در پایان هفته پنجم 

پروتئین (گیاه سالم عنوان آنتی سرم  هسرم خون مذکور جدا و از آن ب. عمل آمد هگیري ب خون

 در مرحله بعد چهل گرم بافت آلوده نیشکر. در مراحل خالص سازي استفاده شد) هاي نیشکر

 GMSحجم بافر  5با استفاده از ، تائید شده بود PCRکه آلودگی آنها به فیتوپلاسما با 

رسوب داده  ،همانند پروتئین هاي بافت سالم، افتراقی ژهموژنیزه شده و با استفاده از سانتریفو

علیه لیتر آنتی سرم تهیه شده  میلی 2حل و با  GMSمیلی لیتر بافر  4رسوب حاصله در . شد

مخلوط . نگهداري شددرجه سلسیوس  چهار گیاه سالم مخلوط و به مدت یک شب در دماي

دور در دقیقه سانتریفوژ شد و رونشین به مدت یک ساعت  2000دقیقه در  15فوق به مدت 

گرم  PBS ) 44/1لیتر بافر  میلی 2رسوب حاصله در . ر در دقیقه سانتریفوژ شددو 39000در 

42HpoNa ،2/0  42گرم poKH ،8  گرمNacl ،2/0 گرم Kcl  3گرم  2/0وNaNدر لیتر، 

4.7pH (عنوان آموده نسبتاً خالص فیتوپلاسماي برگ  هن در آمده و ببه حالت سوسپانسیو

   .سفیدي نیشکر جهت تهیه آنتی سرم مورد استفاده قرار گرفت

در ( ده خالص فیتوپلاسما با حجم مساويلیتر آمو براي تهیه آنتی سرم هر بار یک میلی

 Freund'sروغن  )ق ماهیچه ايدر مورد تزری(حجم نیمو با ) جلديمورد تزریق زیر

incomplete adjuvant امولسیون . مخلوط و با استفاده از همزن به صورت امولسیون در آمد

. حاصله به صورت یک در میان به ماهیچه ران و زیر پوست پشت گردن خرگوش تزریق شد

ز قلب گیري ا روز انجام گرفت و در پایان هفته پنجم خون 7بار به فواصل  4عمل تزریق 

عنوان آنتی سرم برگ سفیدي نیشکر در  ه سرم خون حاصله جدا و ب. خرگوش انجام پذیرفت

  . هاي سرولوژیکی مورد استفاده قرار گرفت آزمون

  هاي سرولوژیکی آزمون

اهاي مبه منظور تعیین ارتباط احتمالی فیتوپلاسماي برگ سفیدي نیشکر با سایر فیتوپلاس

 Plate-Trapped Antigen Enzyme-Linkedهاي  آزمونمهم شناخته شده در ایران از 

Immunosorbent Assay (Dawson & Mowat, 1987)  ،Dot-Immunoblotting Assay

(Hibi & Saito, 1985)  وTissue Print Immuno Assay (Huth, 1999) استفاده شد.  

  

  نتایج 

ت ظهور یک نوار منفرد صور هعلائم بیماري برگ سفیدي نیشکر عمدتاًَ روي پهنک برگ و ب

در مراحل بعدي سه نوع علائم شامل . شود سفید یا کرم بر روي برگ هاي جوان مشاهده می

  .)1شکل ( سفیدي کامل، نوارها و نقوش سفید رنگ ظاهر می شوند
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  خالص سازي

که معیار مناسبی براي سنجش میزان فیتوپلاسماي خالص شده در آموده هاي  یجای از آن

اندازه گیري راندمان خالص سازي مقدور نبود و آموده بدست آمده ، جود نداشتبدست آمده و

خلوص آنتی سرم . از خالص سازي چهل گرم بافت آلوده در چهار نوبت به خرگوش تزریق شد

. عنوان معیاري از خلوص نسبی آموده فیتوپلاسما تلقی شد هحاصله و عدم واکنش با گیاه سالم ب

نیشکر پس از دو ساعت نگهداري پلیت ها  نمونه هاي آلودهجذب نور  میزانمتوسط که  طوري هب

  ). 1جدول ( بودحدود صفر و در مورد نمونه هاي سالم  1حدود  در دماي محیط

تعیین تیتر آنتی سرم 

-PTAبراي تعیین تیتر آنتی سرم حاصله علیه فیتوپلاسماي برگ سفیدي نیشکر از روش 

ELISA 1500زمون تیتر بهینه آنتی سرم فوق در رقت براساس این آ. استفاده شد
بدست  1

نه هاي سالم و آلوده مشاهده شد در این رقت بیشترین اختلاف بین میزان جذب نور نمو. آمد

   .)1 جدول(

  

  هاي سرولوژیکی  آزمون

   PTA-ELISAآزمون 

HsdHIواکنش مثبت در آزمون الیزا با استفاده از رابطه  5  محاسبه گردید که در

متوسط میانگین جذب نوري نمونه هاي سالم و  H، نشان دهنده جذب نمونه هاي مثبت Iآن 

sd  طور که در  همان. نانومتر می باشد 405انحراف معیار جذب نمونه هاي سالم در طول موج

سفیدي نیشکر تنها قادر به تشخیص  نشان داده شده آنتی سرم فیتوپلاسماي برگ 2 شکل

زردي ، نمونه هاي آلوده به برگ سفیدي نیشکر بود و با نمونه هاي آلوده به برگ سفیدي مرغ

  . جارویی لیمو ترش و جارویی بادام واکنشی نشان نداد، پراونش

  DIBAآزمون 

مثبت رنگ  نمونه هاي، در این آزمون پس از قرار دادن نوار نیتروسلولز در محلول سوبسترا

آنتی  2بر اساس شکل . ارغوانی تیره گرفته و نمونه هاي منفی بی رنگ مانده یا کمی کدر شدند

، سرم برگ سفیدي نیشکر در این آزمون هیچ ارتباطی با فیتوپلاسماهاي برگ سفیدي مرغ

 7و  6، 5جارویی لیموترش و زردي پروانش نشان نداد و تنها نمونه هاي ردیف ، جارویی بادام

به رنگ ارغوانی ، برگ سفیدي و برگ پرچمی بودند، که به ترتیب نیشکر با علام زردي و کلروز

  . در آمدند
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   TPIAآزمون 

دهنده واکنش  هاي سرولوژیکی قبلی نشان نتایج این آزمون نیز همانند سایر آزمون

در این . تصاصی آنتی سرم فیتوپلاسماي برگ سفیدي نیشکر با نمونه هاي آلوده نیشکر بوداخ

آزمون محل هاي تراکم فیتوپلاسما در گیاهان آلوده به صورت لکه ارغوانی متمایل به سیاه 

هاي آلوده به فیتوپلاسماي برگ سفیدي نیشکر در واکنش با  بافت مقاطع برگ. مشاهده گردید

در   محل تجمع لکه هاي ارغوانی عمدتاً. سفیدي نیشکر به رنگ ارغوانی درآمد آنتی سرم برگ

عدم ). 3شکل (هاي آوندي آبکشی بود که مؤید ماهیت فیتوپلاسمایی عامل بیماري است  بافت

زردي پروانش و نیشکر و ، واکنش آنتی سرم مذکور با نمونه هاي آلوده به برگ سفیدي مرغ

  . نشان داده شده است 4و  3هاي  مرغ سالم در شکل

  

  

   

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  برگ سفیدي نیشکر )ب و ج(و نهایی ) الف( علائم اولیه -1شکل 

  

  

  

  

  

  

  

  

جبالف
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آنتـی  . نتایج آزمون دیبا با استفاده از آنتی سرم برگ سفیدي نیشـکر  – 2 جدول

، بـرگ سـفیدیی نیشـکر    )3و 2، 1(ژن هاي نیشـکر سـالم، بـرگ سـفیدي مـرغ      

  .، جارویی بادام، جارویی لیمو ترش و زردي پراونش )رچمیزردي، سفیدي و پ(

  

  سرمآنتی                                 

  ژنآنتی 
  برگ سفیدي نیشکر

  گیاه سالم

  1برگ سفیدي مرغ 

  2برگ سفیدي مرغ 

  3برگ سفیدي مرغ 

  )زردي(برگ سفیدي نیشکر 

  )سفیدي(برگ سفیدي نیشکر 

  )پرچمی(برگ سفیدي نیشکر 

  بادامجارویی 

  جارویی لیمو ترش

  جارویی پروانش
  

  

  

  

   
تاثیر آنتی سرم تولیدي برعلیه فیتوپلاسماي برگ سفیدي نیشکر بر روي نیشـکر آلـوده بـه     -3شکل 

  TPIAدر آزمون ) ب(و سالم ) الف(برگ سفیدي 

  

  

  

  

بالف
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ونـه هـاي   تاثیر آنتی سرم تولیدي بر علیه فیتوپلاسماي برگ سفیدي نیشـکر بـر روي نم   -4شکل 

  TPIAدر آزمون ) ب(و زردي پراونش ) الف(آلوده به برگ سفیدي مرغ 

  

  بحث

به وسیله طیف شبیه علائم ایجاد شده  از آنجایی که علائم بیماري برگ سفیدي

تغذیه ، اي از عوامل زنده و غیر زنده از جمله چندین بیماري قارچی و باکتریایی گسترده

 با علائمهمراهی فیتو پلاسما  ، تعیین)Rott et al., 2000(نامناسب و موتاسیون ژنتیکی است 

  . است مشاهده شده ضروري

در این تحقیق نیشکرهایی که علائمی از قبیل ایجاد یک نوار کشیده سفید رنگ به موازات 

، )1شکل ( دادند برگ سفیدي و کلروز یا رنگ پریدگی نشان می، برگ پرچمی، رگبرگ اصلی

در . ی آلوده به فیتوپلاسماي برگ سفیدي نیشکر تشخیص داده شدندهاي سرولوژیک در آزمون

احتمال دخالت دیگر  مواردي که گیاهانی با علائم فوق الذکر مثبت تشخیص داده نشدند،

تواند به علت  عدم ردیابی فیتوپلاسماها در این گونه گیاهان می. عوامل ذکر شده وجود دارد

مختلف گیاه یا تیتر پایین فیتوپلاسما در گیاه و یا  توزیع ناهمگن فیتوپلاسما در قسمت هاي

  .هاي شناسایی سرولوژیکی باشد تیتر اندك آنتی سرم در روش

روش هاي تشخیص سرولوژیکی مالیکوت هاي گیاهی به در دسترس بودن آنتی سرم هاي 

متعدد نشان می دهد که آزمایشگاه هاي کمی براي تولید  هاي گزارش. اختصاصی بستگی دارد

 Caudwell( آنتی سرم هاي پلی کلونال اختصاصی فیتوپلاسما از گیاهان مختلف موفق بوده اند

et al., 1982; Clark et al., 1983; Cousin et al., 1989; Hobbs et al., 1987; Sinha, 
1979; Sinha & Bwenhamou, 1983; Sinha & Chiykowski, 1984.(   

ونال قادرند گیاهان آلوده به فیتوپلاسما را از گیاهان سالم لهاي پلی ک آنتی سرم چنین

بسیاري از مشکلات استفاده از  تفاده از آنتی بادي هاي منوکلونالاگر چه اس. تشخیص دهند

مناسب ونال لاما تولید آنتی بادي هاي منوک، ه استونال را حل کردلآنتی سرم هاي پلی ک

;Clark et al., 1989( نیازمند تجهیزات آزمایشگاهی پیشرفته و اختصاصی می باشد Liu &

Chen, 1985; Schwartzy et al., 1989 .( آنتی سرم هاي تولیدي در بررسی حاضر داراي

بالف
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لذا روش خالص سازي به کار رفته ، کمترین واکنش غیر اختصاصی زمینه اي با گیاه سالم بودند

آنتی ژن هاي گیاهی در مرحله اي از خالص سازي با . قیق قابل توجه می باشددر این تح

سرم هاي تولیدي علیه آنتی ژن هاي گیاه سالم واکنش داده و از آموده فیتوپلاسماي  آنتی

میزان آنتی ژن هاي گیاهی تزریقی همراه با آموده خالص ، بنابراین. خالص شده حذف می گردد

آنتی سرم تولیدي از اختصاصیت بالایی در تشخیص ، نتیجه شده به حداقل رسیده و در

این روش خالص سازي و تهیه آنتی سرم در گذشته . فیتوپلاسماي همولوگ برخودار می باشد

به منظور خالص سازي فیتوپلاسماي عامل فیلودي باقلا در سودان مورد استفاده قرار گرفته 

ین روش براي خالص سازي فیتوپلاسماي عامل در ایران نیز از ا. )Saeed et al., 1993(است 

,Salehi & Izadpanah(جاروك یونجه استفاده شده است  در بررسی اخیر براي اولین . )2000

بار از این روش با تغییرات جزیی در مورد خالص سازي فیتوپلاسماها از گیاهان تیره غلات 

بود که در مقایسه با  1500/1 آنتی سرم هاي تولیدي در این تحقیق تیتر. استفاده شده است

  .از تیتر قابل قبولی برخوردار است، هاي تولیدي برعلیه سایر فیتوپلاسماها آنتی سرم

مبین وجود اختلاف بین ، هاي سرولوژیکی مورد استفاده در این تحقیق کلیه آزمون

-PTAآزمون . فیتوپلاسماهاي آزمایش شده بودند سایر فیتوپلاسما برگ سفیدي نیشکر با

ELISA براي اولین بار در این تحقیق به ، ین نیستولکه در آن نیازي به خالص سازي گاماگلوب

در این روش  به علاوه از آنجا که. منظور تشخیص فیتوپلاسماها مورد استفاده قرارگرفته است

میزان ، براي رقیق کردن آنتی سرم از عصاره گیاه سالم در بافر آنتی بادي استفاده می شود

  . ش هاي غیر اختصاصی زمینه اي نیز به شدت کاهش می یابدواکن

اگر چه از اختصاصیت کمتري نسبت به آزمون الیزا برخودار  TPIAهاي دیبا و  نتایج آزمون

& Hibi(است  Saito, 198; Huth, 1999( ،ولی به دلیل مزایایی از قبیل حساسیت بسیار بالا ،

تشخیص تعداد زیادي گیاه در شرایط ) میکرولیتر 2(استفاده از مقادیر بسیار کم آنتی ژن 

آنها را به عنوان ابزاري با ارزش در تشخیص ، سرعت و آسانی استفاده از این روش ها، مزرعه اي

بررسی با استفاده از نتایج . بیماري هاي فیتوپلاسمایی در گیاه و حشره ناقل معرفی می کند

بین فیتوپلاسماهاي عامل برگ سفیدي نیشکر  عدم ارتباط سرولوژیکیاین دو روش نیز بیانگر 

این نتایج با نتایج به دست آمده در تایلند . و مرغ و تمایز این دو فیتوپلاسما از یکدیگر می باشد

 )Sarindu & Clark, 1993; Sdoodee et al., 1999 ( و استرالیا)Blanche et al., 2003; 

Tran-Nguyen et al., 2000( مطابقت دارد .  
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Abstract
Sugarcane white leaf (SCWL) is among the most important and economical diseases

of sugarcane in Asia. SCWL is reported from Khuzestan province as an emerging 
phytoplasmal disease of sugarcane. In addition to SCWL, Bermuda grass white leaf 
(BGWL) the other monocot phytoplasmal disease also is reported from this province.
Rabbit has been used for rising of antiserum by injection of partially purified SCWL at 
40g of infected tissue. This antiserum exhibited specificity for its homologous 
phytoplasma antigen in Plate- Trapped Antigen enzyme-linked immunosorbent assay 
(PTA-ELISA) dot immunoblotting assay (DIBA) and tissue print immuno assay (TPIA). 
No cross-reactions were observed in reciprocal tests between this antiserum and other 
tested phytoplasmas.
Key words: Phytoplasma, Sugarcane, White Leaf disease, Serology

  

  

  

  

  

  

  

  

  


