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  دهيچك

 ـهـا، فلاونوئ    فنـول  يپليمو ترش بر محتـوا    ي همراه جاروک ل   يتوپلاسماي ف ياثر آلودگ   ـدها و دو ترک   ي  ـب مهـم درگ   ي ر سـنتز آنهـا     ير در مـس   ي
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  مقدمه

 ,Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle(مـو تـرش  يل

key lime(ران ي ـ جنـوب ا ين محصولات اقتصاديتر از مهم

جـاد شـده   ي ايهـا  يمـار ي از بيادي ـ شـمار ز ياست که برا  

توپلاسـما،  ي مختلـف از جملـه ف      يزا يمـار يتوسط عوامل ب  

ــستعد مــ ـ ــد يمـ ــاريب. باشـ ــي فيمـ   جاروک ييماتوپلاسـ

 ــيل ــرش اول ــو ت ــار دريم ــاه  ن ب ــشور پادش ــان و يک    عم

ــارات ــپس در امـ ــو ا) Garnieret al. 1991( سـ   ران يـ

)Bovéet al. 2000,Salehiet al. 1997 (ــده ــددي  . ش

 هـستند   يواره سـلول  ي فاقد د  يوت ها يتوپلاسماها پروکار يف

 ـ   ي مستقر م  يبکشآکه در آوند     اهـان، اغلـب    ين گ يشوند و ب

 ي انتقال م ـ  يره آبکش يه کننده از ش   ي تغذ ياه توسط زنجرک 

 16S rDNA يبراســـاس تـــوال). Davis 1995(ابنـــد ي

ر ي ـ از ز  يمو ترش به عنوان عـضو     ي جاروک ل  يتوپلاسمايف

) Davis& Sinclair 1998(يبند ، طبقه16S rDNAاز   IIگروه

 Candidatus Phytoplasma aurantifolia  آن نـام موقـت  يو برا

  ). Zreikeet al. 1995(شنهاد شديپ

ا ي ـونـد زدن و     يله پ يط گلخانـه بـه وس ـ     ي در شرا  يماريب

ــه ل  ــس ب ــط س  ــ يتوس ــال م ــالم انتق ــرش س ــو ت ــدي يم   اب

)Bovéet al. 2000 .(اد ي ـر ازدي ـ نظياهان آلـوده علائم ـ يگ

 ها  برگ ة، کاهش انداز  ها  برگ ي، زرد ي نازک جانب  يها ساقه

 علائـم ظـاهر   . دهنـد  يها را نشان م ـ    انگرهيتر شدن م   وکوتاه

ــال يشـــــده در گ  ياهـــــان آلـــــوده ارتبـــــاط احتمـــ

CandidatusPhytoplasmaaurantifoliaــا متابول ــ بـ سم يـ

از . دهـد  ي رشد را نـشان م ـ    يها م کننده يه و تعادل تنظ   يثانو

ــرف د ــنش يط ــر در ت ــا گ ــ زيه ــ و غيستي ــر زي  يستي

دها ي ـل پروپانوئ يسم فن يه همچون متابول  ي ثانو يها سميمتابول

 يشـود کـه دارا     ي منجر م ـ  يلبات متعدد فنو  يل ترک يبه تشک 

 يهـا  ن در پاسـخ   يتوالکـس ي بـه عنـوان ف     ي مهم يعملکردها

ل ي ـر فنيمـس ). Chérif et al. 2007(باشـند   ياه م ـي گيدفاع

د يک اس ـ ينامين به س ـ  يل آلان ي فن يميل آنز يد با تبد  يپروپانوئ

) PAL(ازي ـالين آمون يل آلان يم فن يشود که توسط آنز    يآغاز م 

ــال  از يکــيم ين آنــزيــت ايــالســطوح فع. گــردد يز مــيکات

گـر  ياز د . باشـد  ير م ـ ين مس يم ا ي در تنظ  يدي کل يفاکتورها

ک يميکير ش ـ ي مس يبات  فنول  ير در سنتز ترک   ي درگ يرهايمس

 سـاده شـروع و بـه        يهـا   کربوهيدرات که از    باشد  ميد  ياس

ــســمت تول ــ آروماتيدهاينواســيد آمي ــي ــه م ــد ي يک ادام اب

)Keninget al. 1995, Lavaniaet al. 2006 .(يآلــودگ 

ه اثرگذار بوده و به علاوه      ي ثانو يها  متابوليسمتوپلاسما بر   يف

توانـد   يتوپلاسما م ـ ي که ف  دهد  مي از مطالعات نشان     يشمار

اه هماننـد   ي ـ گ ييايميبـات ش ـ  ي ترک ير در محتـوا   ييباعث تغ 

 شـود   هـا   کربوهيـدرات  و   ي دفاع يها  آنزيم،  يبات فنول يترک

)Musettiet al. 2005, Lepkaet al. 1999.( ــدف از ه

 همـراه بـا     يتوپلاسـما ي ف ي اثر آلودگ  يمطالعه حاضر بررس  

دها و  يها و فلاونوئ    فنول ي پل يموترش بر محتوا  يجاروک ل 

ــدو ترک ــب کلي ــسيدي ــنتز ترکي در م ــول ير س ــات فن ، يب

 يگـر بررس ـ  يهـدف د  . باشـد   مـي ،  PAL و   ها  کربوهيدرات

 ي با نقش دفاع   يبات فنول يرات القاء شده در ترک    ييارتباط تغ 

  .موترش بودي جاروک ليماري بيآنها در ط

  

  ها مواد و روش

  مواد گياهي و تشخيص فيتوپلاسما

ــان ليگ ــوترش ياه  Citrus aurantifolia (Christm.)(م

wingle, key lime (ونــد بــا عامــل جــاروک يبــا روش پ

 ـ هيموترش ما يل  يکي پلاسـت  يهـا  سهي ـدنـد و در ک    ي گرد يزن

.  رشد داده شـدند    ط گلخانه يتحت شرا ) متر ي سانت ۱۰×۱۰(

وند به کار برده شـدند  ي پي که برايا موترش آلوده ياهان ل يگ

از .  و به گلخانه انتقال داده شـدند       يآور از بندرعباس جمع  

 يدادنـد بـرا    ي که علائم بارز جاروک را نشان م       ييها شاخه

اهان آلـوده   يگ. مو ترش سالم استفاده شد    ياهان ل يوند به گ  يپ
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 ـمانند   يشده علائم  تـر    و کوتـاه يدازه بـرگ، زرد کاهش ان

توپلاسـما در   يحـضور ف  . دادنـد  يها را نشان م    انگرهيشدن م 

 علائم مشخـصه جـاروک بـا آزمـون          ياهان آلوده و دارا   يگ

PCRــه روش تغ ــ بــ ــه ير ييــ ــاران افتــ ــي و همکــ    لــ

)Lee et al. 1993 (اه ي ـ از چهـار گ يبردار نمونه. اثبات شد

 ـ هي ـ از ما   هفتـه بعـد    ۱۶ و ۱۲،  يآلوده در دو دوره زمان     ، يزن

  .انجام شد

 
  PCR و آناليز DNAاستخراج 

 کل از رسوبات حاصـل بـا اسـتفاده از           ي ان ا  ياستخراج د 

ــک  E.Z.N.A.® Plant MiniPrep) Omegaتيـــ

Biotek,Norcross, GA, USA( طـور کـه توسـط     ، همـان

اســت، انجــام شــد  تــورس و همکــاران شــرح داده شــده

)Torres etal 2003 .(۱۰۰ شـده در   اسـتخراج ي ان ايد 

 حل شد و تا هنگام استفاده       Mili-Qل  يتر آب استر  يکروليم

ن ي ـا. دي ـره گرد ي ـگـراد ذخ   ي درجه سانت  ۲۰ ي منف يدر دما 

ت ي با استفاده از ک    PCR.  بار تکرار انجام شد    ۳استخراج با   

Bioneer) Intron Biotechnology, Sungnam, Korea (

) Thermocycler-I-cycler, Biorad(کلر يک ترموسـا يدر 

-'P1) 5توپلاســـما ي في عمـــوميبـــا آغـــازگر رهـــا  

AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3' (  وP7 

)5'-CGTCCTTCATCGGCTCTT-3' (ک ي ـر  ي تکث يبرا

  ه يــــ، ناح16S rRNA از ژن bp DNA-1785قطعــــه 

 ژن  '5ه  ي ـک قـسمت از ناح    يو  ) SR (ين ژن يفاصله انداز ب  

23S rRNA انجــام شــد ، )Torres etal, 2003 .(ر يــثتک

PCR  يها  شامل مرحله Predeneturation)  يدر دما ºC۹۴ 

 به مدت ºC۹۴ يدر دما (Denaturation، )قهي دق۵به مدت 

، )قـه ي دق ۱ به مدت    ºC۵۸ يدر دما  (Annealing،  )هي ثان ۳۰

 ۳۴در  ) قـه ي دق ۵ بـه مـدت      ºC۷۲ يدر دما  (Extensionو  

 ۱ بـه مـدت   ºC۷۲ يدر دمـا  (Final extensionکل و يس ـ

 وجـود   ي بررس ـ ي بـرا  ياز کنتـرل منف ـ   .  انجـام شـد    )قهيدق

محـصولات  . ز اسـتفاده شـد    ي ن DNA در استخراج    يآلودگ

PCR   ــاروز ــورز در ژل آگ ــط الکتروف ــد در ۲ توس  درص

 EDTA هـشت و   pHس بـا  يمـولارتر  يلي م ۱۰بافر   (TEبافر

د و ي ـوم برومايدي ـ شـده بـا ات    يزي ـآم رنـگ )  مـولار  يليدوم

 يي شناسـا UV Transilluminator با دسـتگاه  يآشکارساز

  ).۱ شکل(شد 

  

 ي محلولها کربوهيدراتاستخراج و سنجش 

ه ي بـرگ در سـا     يهـا   نمونه،  ها  کربوهيدراتبراي استخراج   

 گرم از نمونـه پـودر       ۲/۰به  . اب شدند يخشک و سپس آس   

ک دقيقـه   ي ـ اضافه و به مدت      ٪۸۰ليتر اتانول    شده دو ميلي  

 ۷۰۰۰ قـه سـانتريفوژکردن در    يپـس از ده دق    . دشورتکس  

 اتـانول  ليتر ميليدو .  شديآور قه، روشناور جمعيدور در دق 

 مانده اضافه و استخراج مشابه قبـل تکـرار          يبه رسوب باق  

مجموع روشناور حاصل از چهار بـار اسـتخراج درون     . شد

 ۴۰مانـده تـه ظـرف بـا          د و بـاقي   ي ـپتري ديش تبخير گرد   

 آب مقطــر نيمــه گــرم شــسته و در چهــار لولــه ليتــر ميلــي

 هيدروکـسيد   ليتر  ميلي ۱۰به هر لوله    . نتريفوژ تقسيم شد  سا

% ۵ محلـول سـولفات روي   ليتر  ميلي ۱۰ نرمال و    ۳/۰باريم  

 دور  ۴۰۰۰قه سـانتريفوژکردن در     يپس از ده دق   . اضافه شد 

مانده با کمي آب مقطـر   قه، بخش فوقاني جدا و باقي يدر دق 

د و بخــش فوقــاني جــدا ي ـحـل و مجــددا ســانتريفوژ گرد 

مانده ته ظرف دور ريخته شد و محلـول جـدا            باقي. ديگرد

از ايـن عـصاره بـراي       .  رسـيد  ليتر  ميلي ۱۰۰شده به حجم    

ــنجش  ــدراتس ــا کربوهي ــول   ه ــه روش فن ــول ب ي محل

  ).Dubois et al. 1956(سولفوريک اسيد استفاده شد 

  

  )PAL(سنجش فنيل آلانين آمونيالياز 

   عـصاره   يترل  ميلي ۱/۰ به   PALم  يبه منظور بررسي کمي آنز    
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: ۱راهک . P1/P7توپلاسما ي في با استفاده از دو آغازگر عمومPCRر شده يد محصولات تکثيوم برومايدي شده با اتيزيژل رنگ آم. ۱شکل 

توپلاسما، راهک يموترش آلوده شده با في ليها ، برگ۶ تا ۳موترش سالم، راهک ي ليها برگ: ۲، راهک DNAا بدون ي يکنترل منف

اندازه  M.  شودي مشاهده م۶ تا ۳ يها در راهک) bp 1785(باند مورد نظر . دهندي را نشان ميکنترل منف: ۸سالم و راهک کنترل :۷

  .دهد يمارکر را نشان م

Fig. 1. Ethidium bromide-stained gel of PCR amplification products obtained by using universal phytoplasma 
primer pairs P1/P7. Lane 1,  negative control or no DNA; lane 2, healthy lime leaves; lanes 3–
6,phytoplasma- infected lime leaves; lane 7, healthy control and lane 8 negative control. The band of the 
expected size (1,785 bp) is observed in lanes 3–6. M representsDNA size markers (bp). 

  

د ي ـدروکلريس ه ي استخراج شده به کمک بافر تـر       ينيپروتئ

)mM ۵۰  ،۸/۸~pH(  ،۵/۰ ـ ي ـ محلـول فن   ليتر  ميلي  ن يل آلان

)mM ۱۰(  ،۴/۰ از بافر   ليتر  ميليک  ي آب مقطر، و     ليتر  ميلي 

نمونه . اضافه شد ) mM ۵۰  ،۸/۸=pH(د  يدروکلريس ه يتر

کـه  ( وس ي درجـه سلـس  ۳۷ يک ساعت در دمـا يبه مدت  

.  شديگرمخانه گذار )  است PALم  يت آنز يعالنه ف ي به يدما

ر فعال کـردن    ي غ ي مولار برا  HCl ۶ از   ليتر  ميلي ۵/۰سپس  

PAL        ل اسـتات   ي ـ ات ليتـر   ميلي ۱۵ به آن اضافه شد و توسط

ان ي ـسپس نمونه در معرض جر    . مورد شستشو قرار گرفت   

) NaOH( از سـود     ليتـر   ميلي ۳ر شد و به رسوب،      يهوا تبخ 

M ۰۵/۰    جذب . سوب کاملاً در آن حل شد      اضافه شد و ر

 نانومتر  ۲۸۰له اسپکتروفتومتر در طول موج      ي به وس  ها  نمونه

  ).Haoet al. 2009(خوانده شد 

  

  )ها پلي فنول(استخراج و سنجش ترکيبات فنولي کل 

 درصـد در    ۸۰ گرم از پودر نمونه توسط متانول        ۵/۰مقدار  

وس به مدت سه سـاعت      ي درجه سلس  ۷۰بن ماري با دماي     

ابتدا عصاره تهيه شده با استفاده از کاغـذ         . ستخراج گرديد ا

صافي واتمن شماره يک صاف و تبخير شد و پس از حـل             

گيـري    آب مقطر براي انـدازه     ليتر  ميلي ۱۰نمودن دوباره در    
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ک يسپس به   . ترکيبات فنولي کل مورد استفاده قرار گرفت      

ــر ميلــي ــاده شــده ليت ــ عــصاره آم ــر ميلــيک ي  معــرف ليت

ــولين ــر ميلــي و دو  (Fulin-Denis)ف ــات ليت    معــرف کربن

ــد   ــزوده ش ــباع اف ــديم اش ــس از . س ــذب  ۳۰پ ــه ج    دقيق

گيـري گرديـد      نـانومتر انـدازه    ۷۶۰ها در طول موج      محلول

)Singleton & Rossi 1956.(  

  

  استخراج و سنجش ترکيبات فلاوونوئيدي 

 با استفاده   يک گرم از پودر نمونه توسط روش الکل       يمقدار  

هاي متـانولي بـا      ابتدا عصاره . دشول مطلق استخراج    از متان 

استفاده از کاغذ صافي واتمن شماره يـک صـاف و سـپس             

 ۸۰۰۰د؛ و با حل نمودن دوباره در متـانول در           يتبخير گرد 

سـپس بـه    .  دقيقه سانتريفوژ شد   ۲۰قه به مدت    يدور در دق  

 ۱۰ آلومينيـوم کلريـد      ليتـر   ميلي ۱/۰ از عصاره    ليتر  ميليدو  

 ۸/۲ک مـولار و  ي ـ پتاسـيم اسـتات   ليتـر   ميلي ۱/۰ درصد و 

ــي ــر ميل ــس از  ليت ــد و پ ــزوده ش ــر اف ــه ۳۰ آب مقط    دقيق

  گيــري گرديــد  نــانومتر انــدازه۴۱۵هــا در  جــذب محلــول

)Chang et al. 2002.(  

  

 GLCبررسي کيفي ترکيبات فنولي با استفاده از 

 گـرم مـاده خـشک       ۵/۰براي استخراج ترکيبـات فنـولي،       

گيـري   عـصاره % ۸۰ متـانول    ليتر  ميليچهار  گياهي توسط   

ي سه بار تکرار شد و بـا اسـتفاده از           گير  عصارهعمل  . شد

سـپس  . کاغذ صافي واتمـن شـماره يـک صـاف گرديـد           

باقي مانـده   . مجموعه روشناورها در هواي آزاد تبخير شد      

 اسـتونيتريل   ليتـر   ميلـي  ۷حاصل از تبخير در ته ظرف بـا         

 ليتـر   ميلي ۵ه شد، سپس    شستشو و در قيف دکانتور ريخت     

بعد از مدتي دو فاز تشکيل . هگزان به آن اضافه گرديد -ان

 تـري   مانندهاي فنولي    شد که فاز فوقاني حاوي ناخالصي     

گليسريدها در هگزان خـارج و فـاز تحتـاني کـه حـاوي              

براي بررسي  . ترکيبات فنولي بود، در استونيتريل حل شد      

) GLC(مايع   - گازترکيبات فنولي با روش کروماتوگرافي      

بـدين منظـور اسـتونيتريل      . سـازي شـدند    ها مشتق  عصاره

- موجود در ترکيبات فنولي تبخير گرديد و بـه آن معـرف        

، هگزامتيـل دي  )mm ۱(هاي مشتق سازي چون پيريدين     

) mm ۱/۰(و تري متيل کلروسـيلان      ) mm ۲/۰(سيلازان  

 چنـين  هـم . دش ـ ثانيـه ورتکـس      ۳۰اضافه شد و به مدت      

زي براي استاندارد مخلـوط برخـي از ترکيبـات          مشتق سا 

فنولي که از آن به منظور شناسايي ترکيبات فنولي موجود          

سـپس دو   . در عصاره استفاده مي شود، نيز انجام گرفـت        

ميکروليتــر از اســتاندارد مخلــوط ترکيبــات فنــولي و     

 GLC) Shimadzu سازي شده به دستگاه هاي مشتق عصاره

GC-16A, Tokyo, Japan (زريق و کروماتوگرام آنها رسم ت

ــد  ــان   )Saittaet al 2002(ش ــي زم ــاس نزديک ؛ براس

ها به  هر کدام از منحني) Retention Time:.±0.2min(بازداري

  .ترکيب فنولي استاندارد، نوع ترکيب آن مشخص گرديد

ــاتوگراف ــا ســتون ي گــازيکروم  و CBP1-M25-025 ب

) رجه در دقيقه د۱۲با ميزان افزايش  (ºC۱۰۰گراديان دما از  

قـه ثابـت    ي دق ۱۰ تـا    ºC۲۸۰ يدما.  انجام گرفت  ºC۲۸۰تا  

دمـاي  . دي ـقه بـه طـول انجام     ي دق ۲۵ز  يماند و زمان کل آنال    

م ي تنظ ـ ºC۲۸۰ و   ºC۲۷۰ب  يمحل تزريق و شناساگر به ترت     

ميزان شارژ هيدروژن و هوا به      (اي  از يونيزاسيون شعله  . شد

به عنـوان   ) متر مکعب   کيلوگرم بر سانتي   ۴/۰ و   ۷/۰ترتيب  

بـه  )  در دقيقـه   ليتـر   ميلـي  ۶۰با ميزان   (تروژن  يشناساگر و ن  

  .عنوان گاز حامل استفاده شد

شد و کليـه     انجام تصادفي كامل طرح قالب در آزمايش

 و  ۱۸ نسخه SPSS آماري با استفاده از نرم افزار        يها ليتحل

 انجــام ۰۵/۰ در ســطح خطــاي Student’s T-testآزمــون 

  .گرديد
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 ايج نت

 اثبات شد PCRاهان آلوده با آزمون يتوپاسما در گيحضور ف

م ي، آنـز  ها  کربوهيدراتنتايج مربوط به محتواي     ). ۱شکل  (

PAL دها به کمک آزمـون      ي فنولها و فلاونوئ   ي، پلT   جـامع 

در گياه سالم و آلوده ) independent sample test(مستقل 

ــه  ــه از نمون ــردار در دو مرحل  ــ۱۶ و۱۲، يب ــه بع د از  هفت

 . ذکر شده است۱ جدولز و در ي، آناليزن هيما

 همــراه بــا يتوپلاســماي فيج نــشان داد کــه آلــودگينتــا

 ي پارامترهــايمــوترش باعــث کــاهش محتــوايجــاروک ل

اه ي ـسه بـا گ   ي ـمو ترش در مقا   ياه آلوده ل  يده شده در گ   يسنج

 ۱۲( مرحلـه اول     يبـردار   نمونـه  که در    يبه طور . سالم شد 

، %۳۱ کـاهش  ها  کربوهيدرات يمحتوا) يزن هيهفته بعد از ما   

، % ۳۲دها،  ي ـو فلاونوئ % ۸هـا،     فنول ي، پل PAL  ،۴۰%م  يآنز

ن ي ـ نتايج مـشابهي از کـاهش بـراي ا        چنين  هم. را نشان داد  

 هفتـه بعـد از    ۱۶( مرحلـه دوم     يبـردار  پارامترها در نمونـه   

 .نيزمشاهده شد) يزن هيما

اه بررسي کيفي ترکيبـات فنـولي بـا اسـتفاده از دسـتگ            

درصد ترکيبات فنـولي    . گازکروماتوگرافي صورت گرفت  

مربوط به گيـاه سـالم و       ) *(شناخته شده و شناخته نشده      

 پس  ۱۶ و ۱۲هفته هاي   (ي  بردار  نمونهآلوده در دو مرحله     

در اين مطالعه از    ). ۲ جدول(مشخص گرديد   ) زني  مايهاز  

هشت ترکيب فنولي استاندارد استفاده شـد در حـالي کـه       

هـاي اصـلي در کرومـاتوگرام نمونـه سـالم و             کبرخي پي 

 شـکل (آلوده با هيچ يک از استانداردها مطابقت نداشـت          

۲ ،Aو  B .(دسـت آمـده نـشان داد کـه آلـودگي       هنتايج ب

ــا جــاروک ليمــوترش برخــي از    ــراه ب فيتوپلاســماي هم

. دهـد   مـي ترکيبات فنولي را افزايش و برخـي را کـاهش           

، ۲۲/۰، بنزوئيـک اسـيد   ۰۲/۰ به ميزان   1*مقدار ترکيبات   

 و کافئيـک    ۰۳/۰، فروليـک اسـيد      ۵۳/۰سيرينژيک اسـيد    

ي مرحلـه اول در گيـاه       بـردار   نمونـه درصد در   ۰۵/۰اسيد  

در صـورتي کـه کوماريـک اسـيد         . آلوده کاهش يافته بود   

، پيــک هــاي ۱۲/۰نژنين ي،نــار۰۴/۰، گاليــک اســيد ۰۲/۰

.  درصد افـزايش يافتـه اسـت       3۹۵/۰* و 2۱۱/۰*ناشناخته

ي در  بـردار   نمونهک سيناميک اسيد در هر دو مرحله از         پي

  .هاي سالم و آلوده مشاهده نشد کدام از عصارههيچ

ــم ــين ه ــه در چن ــردار نمون ــواي ب ــه دوم محت ي مرحل

 3*بنزوئيــک اســيد، فروليــک اســيد، ترکيــب ناشــناخته 

افزايش و کافئيک اسيد، کوماريک اسـيد، گاليـک اسـيد،           

ــيد،   ــيرينژيک اس ــاه1* و 2*س ــشان داد ک ــه . ش ن بقي

هاي موجود در دو نمونه بـه دليـل نزديکـي ميـزان              پيک

ترکيبات فنولي شان دراين پژوهش مـورد ارزيـابي قـرار           

به طور کلي بررسي ترکيبات فنـولي بـه کمـک           . نگرفتند

GLC   به  زني  مايه هفته بعد از     ۱۶ و   ۱۲ي  بردار  نمونه، در 

ا  در صدي اين ترکيبـات ر      ۲۰/۰ و   ۰ /۰۵ترتيب کاهش   

ــا جــاروک   ــه فيتوپلاســماي همــراه ب ــوده ب ــه آل در نمون

  ).  ۲جدول (ليموترش نشان داد 

ن گذشت زمـان و درصـد       ي وجود ارتباط ب   ي بررس يبرا

 زوج Tن مطالعه با استفاده از آزمـون        ي ا يبات، داده ها  يترک

)Paired Samples Statistics (ــال ــديآن ــ. ز ش ــا بررس  يب

 به کمـک    يرد بررس بات مو ين زمان و سطح ترک    يرات ب ييتغ

 يبـستگ  ب هـم  يتـوان اشـاره کـرد کـه ضـر          ين آزمون م  يا

بــات وجــود دارد بــه ين زمــان و ســطح ترکي بــيدار يمعنــ

ر يي ـزان آنها با گذشت زمان ممکـن اسـت تغ         ي که م  يا گونه

موترش بدون در نظر گرفتن     ياهان ل يبه طور مثال در گ    . کند

له دوم   در مرح  PALم  يا آلوده بودن آنها سطح آنز     يسالم و   

 را  ي درصـد  ۰۱۶/۰ دار   ينسبت به مرحله اول کاهش معن ـ     

ر ير سطح سا  يين زمان و تغ   يدار ب  ين ارتباط معن  يا. نشان داد 

  .  شدديدهز يبات نيترک
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 ۱۲ جـاروک،    يتوپلاسمايموترش شاهد و آلوده به ف     ي ل يها دها در برگ  يها و فلاونوئ    فنل ي، پل PALها،   دراتيسه مقدار کربوه  يمقا. ۱جدول  

 .باشند ين سه تکرار ميانگي؛ اعداد ميزن هي هفته بعد از ما۱۶و 

Table 1. Comparison of contents of carbohydrates, PAL, polyphenols and flavonoids in the control and 
phytoplasma-infected lime leaves, 12 and 16 weeks after inoculation; Means ± SE of three replicates of each 
experiment. 

 

  

  بحث

گياهان بـراي نـشان دادن عکـس العمـل مـوثر بـه حملـه                

ها به سـرعت حـضور عامـل بيمـاريزا را            ها و قارچ   باکتري

ن را  يتوالکـس يدهند و سپس به سرعت توليد ف       تشخيص مي 

 يبـات فنـول   يهـا ترک   نيتوالکسين ف ياز جمله ا  . کنند غاز مي آ

 که به عنوان مواد دفاعي ضد قارچ و باکتري عمـل   باشد  مي

ــا   مــي   کننــد و ســاخت آنهــا بلافاصــله پــس از آلــودگي ب

 بـه   يبـات فنـول   يترک. ردي ـگ زا صـورت مـي     عوامل بيمـاري  

ــا روش ــاوتيه ــي متف ــا در ســاخت  ي ســاخته م   شــوند ام

ــس  ــا م ــر آنه ــر ياکث ــيميکيش ــهم بيک اس ــد س  دارد يشتري

)Mustafa&Verpoorte 2007 .(ر از ين مــــــسيــــــا

ــدرات ــا کربوهي ــمت تول  يه ــه س ــروع و ب ــاده ش ــ س د ي

ن ادامه  يروزين و ت  يل آلان يک چون فن  ي آرومات يدهاينواسيآم

 هـا  کربوهيدراتاز آنجا که ). Keninget al. 1995(ابد ي يم

 در  ينـول بـات ف  ير سـنتز ترک   ي مـس  يهـا  ش ماده يبه عنوان پ  

 يشوند بررس  هاي زيستي و غير زيستي دچار تغيير مي        تنش

ج ينتا. ن پژوهش مورد توجه قرار گرفت     ي آنها در ا   يمحتوا

 را در   هـا   کربوهيـدرات  يدار محتـوا   يارائه شده کاهش معن   

ل ي ـ از دلا  يک ـيتـوان آن را      ياهان آلوده نشان داد کـه م ـ      يگ

 يلاسـما توپياز آنجـا کـه ف     .  دانست يبات فنول يکاهش ترک 

 است به نظـر     يل محدود به آوند آبکش    ي کشنده نارگ  يزرد

، ها  کربوهيدراتتوپلاسما با ممانعت از انتقال      يرسد که ف   يم

 و اسـتفاده از آنهـا بـه عنـوان           يق انسداد آوند آبکش   ياز طر 

 شـود  يهـا م ـ  ه باعث کاهش کربوهيدراتي تغذي برا يمنبع

)Maustet al. 2003.( 

سم مورد تهاجم قرار    يکروارگانيله م ياهان به وس  ي گ يوقت

  نند، ي ب ي صدمه م  يکيله جراحات مکان  يا به وس  يرند و   يگ يم

Content in tissues ياهي گيمقدار در بافت ها  

(Control) شاهد (Infected) آلوده 
(Compounds) باتيترک  

   هفته۱۲

(12 weeks) 

   هفته۱۶

(16 weeks) 

   هفته۱۲

(12 weeks) 

   هفته۱۶

(16 weeks) 

درات هايکربوه (Carbohydrates) 

[g 100g-1 (d.m.) صد گرم وزن خشکگرم در  ] 

8.11±0.18 
 

8.56±0.06 
 

5.64±0.27 
 

4.69±0.15 
 

م يآنز  PAL 

[µmol CA min-1 قه يد در دقيک اسيناميکرو مول سي م ] 
1.65±0.08 

 
1.92±0.10 

 
0.98±0.13 0.66±0.07 

ها  فنليپل  (Polyphenols) 

[mg 100g-1 (d.m.)  [ گرم در صد گرم وزن خشکيلي م
0.81±0.01 

 
0.84±0.01 0.74±0.00 0.69±0.01 

دهايفلاونوئ  (Flavonoids) 

[g 100g-1 (d.m.)] 

4.97±0.11 
 

5.15±0.00 3.36±0.04 3.20±0.03 
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زان به يم. يزن هي هفته بعد از ما۱۶ و ۱۲ جاروک، يتوپلاسمايموترش شاهد و آلوده به في ليها  در برگيبات فنوليزان ترکيم. ۲جدول 

 بات شناخته نشدهيترک= 3*، 2*، 1*؛ يزمان بازدار= RT. ان شده استي کل بيبات فنولي ترکيصورت درصد محتوا

Table 2. Concentration of phenolic compounds in control and phytoplasma-infected lime leaves, 12 and 16 weeks 
after inoculation. Concentration is expressed as percentage of total phenolic compounds (GLC %). RT= 
retention time; *1, *2, *3= unknown compounds 

 

*1, *2, *3: Retention Times(RT) 

 
 ياع دف ـ يهـا   آنزيم  القا و عموماً   يکيولوژيزيرات مهم ف  ييتغ

 ـ ي ـ فن هـا   آنـزيم ن  ي ـ از ا  يک ـي. شـوند  ياه فعال م  يگ ن يل آلان

رسنتز ي مــسيم اصــلي کــه آنــزباشــد مــي (PAL)از يــاليآمون

بـات  يش ترک ي افـزا  يادي ـمطالعـات ز  .  است يبات فنول يترک

 گــزارش يستيــر زيــ و غيستيــ زيهــا  را در تــنشيفنــول

ــرده ــد  ک  Sanchez Ballestaet al 2000, Mustafa(ان

&Verpoorte 2007 .(ها   از آنجا که انواع مختلف تنشيول

گذارنـد،   ي م ـ ي بـر جـا    يتي متابول يرهاي بر مس  ي مختلف آثار

هـا و    بات را به همه انـواع تـنش       ين ترک يش ا يتوان افزا  ينم

جه يتوان نت  يج مطالعات مختلف م   ياز نتا . م داد ياهان تعم يگ

اهـان  يه در گ  ي ـبـات ثانو  ي ترک يرهايگرفت که تفـاوت مـس     

 کـه توسـط     باشـد   ميده  يچيک شبکه پ  يز   ا يمختلف قسمت 

  شــــود يم مــــي از عوامــــل مختلــــف تنظــــيبــــيترک

)Mustafa &Verpoorte 2007.(  

 آمـده در ايـن مطالعـه حـاکي از کـاهش             دست  بهنتايج  

، ترکيبات فنولي کـل و فلاوونوئيـدها        PALم  يمحتواي آنز 

بررسي کمـي و    . استدر نمونه آلوده نسبت به نمونه سالم        

   کـاهش مقـدار ايـن       GLCله  يولي به وس ـ  کيفي ترکيبات فن  

Concentration 
 غلظت

Control شاهد Infected آلوده 
RT (min) 
 يزمان بازدار

Phenolic compound 
 يبات فنوليترک

12 weeks 16 weeks 12 weeks 16 weeks 

5.00 *1 3.28 5.13 3.06 3.65 

8.23 Cinnamic acid _ _ _ _ 

11.99 Benzoic acid 2.96 2.46 2.28 2.53 

12.77 Syringic acid 4.63 4.82 2.13 2.33 

13.50 Coumaric acid 4.35 4.43 4.47 4.38 

13.74 Gallic acid 4.88 5.01 5.11 2.30 

15.01 Ferulic acid 5.41 5.14 5.24 5.61 

15.39 Caffeic acid 2.72 2.96 2.57 2.08 

16.3 *2 1.94 2.14 2.17 1.63 

19.24 *3 1.61 2.19 3.15 3.42 

22.44 Naringenin 0.49 1.07 0.55 _ 

( Total compound)بات کلي ترک  

[mg 100g-1 (d.m.)گرم در صد گرم وزن يلي م 

 [خشک

32.72 35.45 30.73 27.93 
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 ـبـه ترت  (توپلاسمايمو ترش کنترل و آلوده به ف      ي ل يها برگ) مشتق شده  (ي عصاره فنول  GLCکروماتوگرام  . ۲شکل   = B :(*1  ،*2  ،*3 و   Aب  ي

 نينژنينار= 8د،يک اسيکافئ= 7د،يک اسيفرول= 6د، يک اسيگال= 5د، يک اسيکومار= 4د، يک اسينژيريس= 3د يک اسيبنزوئ= 2ناشناخته، 

Fig. 2. Two representetive GLC chromatograms of phenolic extracts (derivatized) of control and phytoplasma-
infected lime leaves (respectively A, B); *1, *2, *3= unknown, 2- benzoic acid, 3= syringic acid, 4= coumaric 
acid, 5= gallic acid, 6= ferulic acid, 7= caffeic acid, 8= naringenin 

  

ــشان داد  ــوده ن ــه آل ــات را در نمون ــا. ترکيب ن کــاهش در ي

) زنــي مايــه هفتــه بعــد از ۱۶( مرحلــه دوم يبــردار نمونــه

 هفتـه بعـد از      ۱۲( مرحلـه اول     يبردار  نمونهرتر از   يچشمگ

 يهـا  ن پژوهش بر خلاف گـزارش     يدر ا . باشد  مي) زني  مايه

ط تـنش زا    ي در شرا  يبات  فنول  يش ترک يمتعدد در مورد افزا   

)Musettiet al. 2009( ،ي در محتـوا يک رونـد کاهـش  ي ـ 

 يدار ين کاهش معن  يدها مشاهده شده است که چن     يفلاونوئ

ر با  ي درگ يه بافت ها  يسم ثانو ير متابول ييتواند دلالت برتغ   يم

 گـزارش شـده   چنـين  هـم .  باشـد  توپلاسما داشته ي ف يآلودگ

گونه تغييري در محتواي ترکيبات فنلـي گيـاه          است که هيچ  

Catharanthusroseus       آلوده به فيتوپلاسما مشاهده نـشده 

پراکسيدازها براي انجام عمل ). Musettiet al. 2000(است 

 مانند ترکيبـات فنلـي      ييها هي به گهرما  H2O2خود و تجزيه    

بنـابراين کـاهش    . کننـد  يده مـي  نياز داشـته و آنهـا را اکـس        

توانـد مربـوط بـه       محتواي ترکيبات فنلي در طي تنش مـي       

مو ترش  ي ل ي در پاسخ به آلودگ    ها  آنزيمش فعاليت اين    يافزا

 از يک ـي احتمالاً). Zafari 2009(توپلاسما باشد يآلوده به ف

 ياه بـه انـرژ    ي ـ گ يازهايه ن ي ثانو يها تيل کاهش متابول  يدلا

)Bednareket al. 2003 (  کـد کننـده   يو فقـر ژنهـا ATP 

در زمـان  ) Christensen et al. 2005(توپلاسـما  يسـنتتاز ف 

ن ي ـه شـدن ا   ي ـ حاصـل از تجز    ي که انـرژ   باشد  مي يآلودگ

اه آلـوده و عامـل      يط تنش به مصرف گ    يها در شرا   تيمتابول

 .رسد يزا م يماريب

ت ي ـ دفـاع موفق   ي نشان داده است که برا     يمطالعات قبل 

ل ي ـ منـشا گرفتـه از فن      يبات فنـول  يع ترک ي سر وسنتزيز، ب يآم

). Mikulićpetlovśek et al. 2009(باشـد  مـي از ين مورد نيآلان

ن ي ـع ا ي که گـزارش شـده اسـت کـه تجمـع سـر             يطور به

 را  ي قارچ يزا يماري رشد عامل ب   يبات در محل آلودگ   يترک

اهـان آلـوده شـده بـا        ي از گ  يدر بعـض  . محدود کرده اسـت   

اه و  ي، بسته به نوع گ    يماري طول ب   در PALت  يمارگر فعال يب
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مـارگر  يل هجوم ب  ي به دل  ابد که احتمالاً  ي يکاهش م  مارگر،يب

  . باشد مي يماريجاد بيع آن و اير سرياه، تکثيدر گ

ن نکتـه   ي ـ به ا  Tها به کمک آزمون      ز داده ياز آنجا که آنال   

فاصـله  (اشاره داشت که در نمونه سالم بـا گذشـت زمـان             

ش و در   يزاف ـ ا يبات فنـول  يترک) يردارب  نمونهن دو   ي ب يزمان

رسـد کـه     ين بـه نظـر م ـ     يابند، چن ـ ي يمار کاهش م  ينمونه ب 

مـوترش از  ي جـاروک ل يمارير عامل همراه با ب   يسرعت تکث 

ن ي ـ و نقـش ا     اسـت  شتري ـ ب يبـات فنـول   يسرعت سنتز ترک  

 ـ ي ـ در مقابل تکث   ي دفاع يبات در سازوکارها  يترک ه ي ـرو ير ب

توجـه بـه مطالعـه حاضـر و         بـا   . ماند يتوپلاسما ناتوان م  يف

بـات  ي مختلـف ترک   يهـا   بـر پاسـخ    ي مبن بسيار يها گزارش

ها در   ن فراورده يرات ا يي تغ يط تنش زا بررس   ي به شرا  يفنول

  .شود يشنهاد ميتر جهت درک بهتر پ  کوتاهي زمانيها بازه

  يسپاسگزار

له از پژوهشکده مهندسي وابسته به وزرات جهاد        ين وس يبد

ن پـروژه   ي ا ي از اعتبار مال   يين قسمت کشاورزي به خاطر تأم   

ــو ن ــز تهيــ ــان ليه گيــ ــه   ياهــ ــوده بــ ــوترش آلــ مــ

CandidatusPhytoplasmaaurantifoliaــگزار  ي ، سپاســ

 دانـشکده   يت مـال  ي ـسندگان از حما  ي ـ نو چنين  هم. شود يم

  .ندينما ير و تشکر ميمانه تقديعلوم دانشگاه تهران صم
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