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هاي باکتریایی مرکبات در مناطق جنوبی کشور ترین بیماريبیماري میوه سبز مرکبات از جمله مهم
کار در جهت مبارزه با این ترین راهبا توجه به ماهیت بیماري، استفاده از ارقام مقاوم مناسب. است

هاي دخیل در این وژن و شناسایی ژنپات- مطالعه جامع برهمکنش میزباناخیرا، . بیماري است
بیان یک ژن آنالوگ مقاومت ،فروت متحمل به این بیماريبرهمکنش، نشان داد که در گریپ

-Nucleotide Binding Siteمتعلق به خانواده  Leucien-Rich Repeats (NBS-LRR)
-گریپاز با آغازگرهاي اختصاصی ) NBS552(در این تحقیق جداسازي ژن. یابدافزایش می

یابی آنالیز توالی. سازي شدهمسانهpGEM-Tصورت گرفت و در پلاسمید PCRفروت به روش
اسید امینه را 57جفت باز است و پروتئین با طول 171نشان داد که چارچوب بازخوانی این ژن 

داراي هاي گیاهی هاي بیوانفورماتیکی نشان داد که این ژن در بین گونهنتایج بررسی. کندکد می
و ترشح ییدر غشاء پلاسماNBS552ینپروتئترشح احتمالاهاي حفاظتی بالایی است وتوالی

از ژنوم NBS552ژنو همسانه سازي جداسازي هدف این مطالعه .استیزآن ناچیخارج سلول
. استفاده کاربردي در گیاهان استمنظورو تعیین مشخصات آن به فروت گیاه گریپ

هاي کلیديواژه
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مقدمه

مرکبات در ایران از اهمیت اقتصادي زیادي برخوردار است 
و ایران از نظر تولید مرکبات در جهان در رتبه هشتم قرار دارد 

(FAO بیماري میوه سبز مرکبات یا هاي اخیر در سال.(2013
huanglongbing (HLB) از جنوب ایران گزارش شد)Salehi et

al. عامل . ی خسارت آن در ایران هنوز تعیین نشده استول)2010
ت و محدود به آوند بیماري یک باکتري گرم منفی سخت کش

Ute and Kim)است(PLB)آبکشی  این باکتري بیرون از .(2008
مشکلماند، به همین دلیل مطالعه آن هاي میزبان زنده نمیسلول
از نظر تاکسونومی این باکتري در خانواده.است

Phyllobacteriaceaeنام علمی جنس آن . قرار داردCandidatus

Liberibacter است که بر اساس پراکنش جغرافیایی سه گونهCa.

L. asiaticus،Ca. L. africanus وCa. L. americanus از آن
Bove)گزارش شده است  دو گونه از پسیل مرکبات .  (2006

KuwayamaDiaphorina citri)و) سیاییپسیل آTrioza

erytreae Del Guerico)توانایی انتقال پاتوژن ) پسیل آفریقایی
Bove)میوه سبز را دارند  2006).

براساس مطالعات انجام شده عامل بیماري میوه سبز 
بر اساس وجود پسیل . مرکبات در ایران از فرم آسیایی است

یماري هاي تشخیص علائم بآسیایی مرکبات و با استفاده از روش
در مرکبات، انتقال بیماري با پیوند، ردیابی عامل بیماري در بدن 
پسیل مرکبات و همچنین درختان پرتقال و نارنگی با استفاده از 

این بیماري در 1388هاي اختصاصی فرم آسیایی، در سال آغازگر
Salehi(هاي سیستان و بلوچستان و هرمزگان گزارش شد استان

et al. Citrusدهد گونه تحقیقات قبلی نشان مینتایج). 2012

grandis)هاي داراي تحمل نسبی و گونه) سلطان مرکباتC.

reticulate)نارنگی ( وC. sinensis)داراي حساسیت ) پرتقال
Hajivand)باشندبیماري میاین فراوان در برابر  et al. 2009)  .

.C)فروت و لیموترش همچنین مشخص شده است که گریپ

aurantifolia)شوند جزو ارقام متحمل محسوب می(Ute and

Kim 2008).

بوده ، کنترل بیماري مشکل عامل بیماریزااین به دلیل ماهیت 
هاي ناشی در حال حاضر استراتژي کارآمد براي کنترل بیماريو

به .از فایتوپلاسماها و لیبروباکترها استفاده از گیاهان مقاوم است
دركارقام مقاوم و منابع ژنتیکی مقاومت، منظور دستیابی به

-زبانیمبرهمکنش بهمربوطانفعالاتوفعلی مولکولسمیمکان
زنی شده با فروت مایهدر گریپcDNA-AFLPآنالیزهاي پاتوژن
-نتایج بررسی نشان می. عامل میوه سبز مرکبات انجام شدباکتري

NBSدهد که بیان یک ژن متعلق به خانواده  LRRيام اختصاربا ن
NBS552شده با عامل بیماري زنیفروت مایهدر گیاهان گریپ

.Gholampour et al)یابد سبز مرکبات افزایش میمیوه 2014) .
NBS552مولوژي بالایی با ژن مقاومت در برابر و، هCitrus

Tristeza Virus (Ctv) که ژنی منفرد و غالب درPoncirus

trifoliata است، دارد(Mariângela et al. بیماري .(2007
. سبز مرکبات استتریستیزاي مرکبات از چند جهت مشابه با میوه

با توجه به اینکه عامل تریستیزا نیز محدود به آوند آبکشی است و 
گیرد، همچنین در نیز انتقال آن توسط حشره ناقل صورت می

-علائم ایجاد شده توسط عامل بیماري نیز تشابهاتی مشاهده می
.Sagheer et al)ود ش . مطالعه بیشتر این ژن ضروري است،(2012

پیشرفت عمده در جهت درك وقایع مولکولی که منجر به مقاومت 
جالب توجه است . شود، اتفاق افتاده استها میگیاهان به بیماري

که Rهاي ها، تقریبا تمام ژنکه، باتوجه به اختصاصی بودن این ژن
هایی است که پپتیداند، کد کننده پلیدهتا این تاریخ شناسایی ش

داخل Rهاي ها مشابه است و باعث تقسم بندي ژنقسمتی از آن
.Lawrence et al)شود پنج گروه عمده می 2000).

Ctv به عنوان ژنی غالب در گروه ژنیNBS-LRR مقاومت
کند ایجاد میPoncirus trifoliataدر CTVاي به عامل گسترده

(Mariângela et al. همچنین نتایج بررسی در پایگاه داده . (2007
در Ctvدهد که حضور ژن نشان می) CitEST database(مرکبات 

Xylella fastidiosaهاي مختلف مرکبات آلوده به پاتوژن گونه

Simone and(بوده است عامل ایجاد مقاومت در برابر آن پاتوژن

Helaine 2007(.

-NBSهاي آنالوگ مقاومت در خانواده مطالعات بر روي ژن

LRR در ارقام مختلف مرکبات، نشان داد که بیان ژنNBS552 در
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زنی شده با عامل میوه سبز مرکبات افزایشمرکبات متحمل مایه
شود مرکبات حساس  این ژن بیان نمیارقام و در یابدمی

(Ghayeb Zamharir et al. یکه اطلاعات کمییاز آنجا. (2014
است، و ساختار و عملکرد آن در دست این خانواده ژنی رمورد د

توالی کاندید يهایژگیویینتعهدف این تحقیق جداسازي، 
)NBS552 (،یمترسدر مقاومت به باکتري عامل میوه سبز مرکبات

هاي بررسیعملکرد وینیبیشو پینیپروتئيساختارها
تفاده از ابزارهاي هاي این خانواده با اسفیلوژنتیکی با سایر ژن

.بیوانفورماتیکی است

واد و روشهام

فروت از هاي گریپنهال:تهیه نهال گیاهان گریپ فروت
ها داراي گواهی سلامت از نهال. هاي جیرفت تهیه شدنهالستان

هاي قارچی و باکتریایی سازمان حفظ نباتات و فاقد علایم بیماري
انه قرنطینه موسسه تحقیقات ها پس از انتقال به گلخنهال. بودند
-C°20پزشکی کشور، در خاك سبک کشت شده و در دماي گیاه
ساعت با مقدار نور طبیعی قرار 8:16و در نسبت روشنایی 18

هاي با قطر مناسب با ها، نهالپس از استقرار نهال.  شدندداده
دار در جیرفت تهیه و با که از درختان علایم(پیوندك آلوده 

مولکولی آلودگی آنها به عامل میوه سبز مرکبات تایید هايروش
ماه،4پس از گذشت ) 1شکل (زنی شدند ، مایه)شده بود
پیوندي سالم و چهار نهالروي چهار نهالژنومی RNAاستخراج 

-هاي پیوندي با روشآلودگی در نهال. با پیوندك آلوده انجام شد
.هاي مولکولی تائید شد

با استفاده RNAاستخراج :cDNAتز و سنRNAسازي جدا
Song)انجام شد CTABاز روش  et al. در این روش . (2011

lµ800 بافرCTABهاي پودرشده برگ که از دو درصد به نمونه
زنی شده با عامل میوه سبز فروت سالم و مایهگیاهان گریپ

. ثانیه ورتکس شدند15ها مرکبات تهیه شده بود اضافه و ویال
نگه داشته و سپس به C°65دقیقه در دماي 10ها به مدت لویا
اضافه شد ) 24:1(ایزوآمیل الکل -کلروفرمlµ600ها آن

مایه زنی گریپ فروت با پیوندك ها آلوده به عامل میوه سبز مرکبات -1شکل 
در شرایط گلخانه

Fig 1- Grapfruit inoculation by grafting with citrus
greening agent in greenhouse

و در C°4ها در دماي ها، نمونهپس از ورتکس کردن ویال
rpm13000 دقیقه سانتریفوژ و مایع رویی به تیوب 15به مدت

lµآب مقطر استریل و lµ500به این محلول . جدید منتقل شد

ها چند بار با دست تیوب. اضافه شدM8نمک لیتیوم کلراید 170
-3ها میکروتیوب. ها با هم مخلوط شوندمحلولمعکوس کرده تا

در یخچال نگهداري شدند و پس از آن C°4ساعت در دماي 5
دقیقه سانتریفیوژ 10به مدت rpm13000و در C°4در دماي 

lµپس از دور ریختن مایع رویی، پلیت تشکیل شده، در . شدند

Mنمک لیتیوم کلراید lµ170آب فوق خالص حل شده و 500

ساعت در دماي 5-3ها مجدد میکروتیوب. به آن اضافه شد8
C°4 در یخچال نگهداري و سپس در دمايC°4 و درrpm

پس از دور ریختن . دقیقه سانتریفیوژ شدند10به مدت 13000
آب فوق خالص حل lµ300مایع رویی، پلیت تشکیل شده، در 

نول الکل اتاlµ600و M10نمک استات سدیم lµ30شد و 
خالص که در فریزر خنک شده بود به آن اضافه و یک ساعت در 

بعد از سانتریفیوژ کردن . نگهداري شدند-C°50دماي 
دقیقه، مایع رویی دور 10به مدت rpm13000ها در میکروتیوب
شسته و در % 80(v/v)پلیت تشکیل شده را با اتانول . ریخته شد

دقیقه سانتریفوژ 5به مدت rpm13000با سرعت C°4دماي 
بعد از دور ریختن مایع رویی، رسوب تشکیل شده در . نمودیم
آب مقطراستریل lµ25به هر نمونه . خشک شدC°37دماي 

ها براي انجام شدن رسوب در آب نمونهاضافه نموده و پس از حل
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نیز cDNAسنتز . نگهداري شدند- C°80آزمایشات بعدي در 
firstبا استفاده از کیت   strand synthesis system (promega,

USA)انجام شد.

-cDNAبر اساس مطالعات : PCRطراحی آغازگر و انجام 

AFLPسبز زنی شده با عامل میوهفروت مایهبر روي گریپ
در مطالعات 552مرکبات مشخص شد که رونوشت شماره 

شود،نامیده میNBS552ترانسکریپتومیکس که در این مطالعه 
-NBSها در خانوادههاي مقاومت به بیماريي بالایی با ژنهمولوژ

LRR دارد(Gholampour et al., آغازگرهاي مختلف به . (2014
552از روي توالی رونوشتNBS552منظور جداسازي ژن 

-از جمله مناسب. طراحی شدcDNA-AFLPحاصل از مطالعات 

به 'CGGGGCGTCTAACTCATAGA-3-'5ترین آنها، آغازگر 
-'5جلو و توالی  وان آغازگر روبهعن

GGGGAAAGACAACCTTGGA-3' به عنوان آغازگر برگشتی
سنتز شده در مرحله قبل به عنوان cDNAاز . در نظر گرفته شدند

ي برنامه. مراز استفاده شداي پلیالگوي تکثیر در واکنش زنجیره
و C94°دقیقه در 4اولیه به مدت واسرشتگیشامل PCRانجام 

به مدت C58°به مدت یک دقیقه، C94°(چرخه متوالی 35ام انج
این آغازگر قطعه اي .انجام شد) ثانیه60به مدت C72°ثانیه، 50

.کندمراز تکثیر میاي پلیرا در واکنش زنجیرهbp220به طول 

بعد از تکثیر ژن :pGEM-Tهمسانه سازي در وکتور 
د و همکاران سازي آن به روش لئونارو خالصPCRتوسط 

(Leonard et al., -pGEM، عمل اتصال بین ژن و پلاسمید (1998

T easy vector system I آمریکا(، محصول شرکت پرومگا(
و T7شامل پروموتورهاي pGEM-Tپلاسمید . صورت گرفت

SP6ي سایت برشی در طرفین ناحیه(MCS)است و ژن انتخاب -
. باشدسیلین میبه آمپیژن مقاومت E. coliگر آن براي گزینش 

گلوکورونیداز تحت پروموتورهاي -βهمچنین کاست ژنی حاوي 
SP6وT7 در طرفین سایت برشی اختصاصیMCS)( جهت

پس از الحاق . گزینش به روش کلونی سفید و آبی وجود دارد
قطعه به پلاسمید و ایجاد پلاسمید نوترکیب، ترانسفورماسیون به 

. انجام شدTop10نژاد E. coliکتري ي شوك حرارتی به باوسیله
جامد حاوي LBها روي محیط ي بعد باکتريدر مرحله

پس . کشت داده شدندX-GALو IPTGسیلین، بیوتیک آمپیآنتی
، تعدادي کلونی سفید به عنوان C37°ساعت تیمار در دماي 16از 

هاي نوترکیب انتخاب و در نهایت استخراج پلاسمیدهاي کلونی
تکنیک استفاده ازبانوترکیبهايکلونیانجام گرفته ونوترکیب

PCRیابی با دو براي توالیسه نمونه. گرفتندقراربررسیمورد
.ي جنوبی ارسال شدبه کمپانی ماکروژن کرهSP6و T7پرایمر 

با استفاده :آنالیزهاي تعیین توالی و رسم درخت فیلوژنی
یدو اسیدينوکلئوتیال، توBLASTو NCBIیاز بانک اطلاعات

یگر به گونه دینفروت و چندیپدر گرNBS552ژن ياینهآم
از یمورد بررسيهایتواليهایژگیو(هاگیویژهسایرهمراه

طول ، تعداد اگزون و اینترون mRNA،cDNAجمله طول 
.قرار گرفتیمورد بررس)هایتوالیشماره دسترسین وپروتئ

با سایر pGEM-Tکلون شده در وکتور اي ژنمقایسهیفیردهم
به T-Coffeeنرم افزاربا استفاده از NCBIگیاهان موجود در 

بررسی فیلوژنتیکی با استفاده از . انجام شدClustalWروش
NBS552هاي و انواع ژنNBSافزار با استفاده از نرمMEGA4 به

صحت و اعتبار ییدبه منظور تا. انجام شدUPGMAروش 
صورت تکرار 100با BootStrapحاصل تست يهادرخت

. رفتگ

یتوال:هاي پروتئینتعیین مشخصات و شناسایی دومین
و پروتئینی یاطلاعاتيهایگاهبا استفاده از پاینیپروتئ

UniProtKBاز ینیپروتئيهاینمودییشناسايبرا. شدیینتع
یینتع. استفاده شدCDDو Blouksبانک اطلاعاتی ثانویه

با استفاده از هاي درون، خارج سلولی و غشائی پروتئین قسمت
.صورت گرفتTMHMMبرنامه 

یینتعيبرا:تعیین ساختار و محل عملکرد پروتئین
،Uniprot Bهاي  هاي اول و دوم پروتئین از برنامهساختار

PSIpredبانک آن از محل عملکردیینتعيو براPSORT

PROTEINهاي کد منظور مشخص کردن توالیبه .استفاده شد
هاي جانبی آن، آانالیز توالی و مستند سازي کننده و سایر توالی

(Annotation)افزار ها با استفاده از نرمآنVector NTiانجام شد.
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نتایج
زنی فروت سالم و مایهگریپاز گیاهRNAپس از استخراج 

،cDNAت و سنتز شده با پیوندك آلوده به عامل میوه سبز مرکبا
PCR به منظور تکثیر ژنNBS552 با استفاده از آغازگرها انجام

بازي روي ژل آگارز جفت220یک باندPCRمحصول . شد
سازي، باند مورد نظر براي پس از خالص). 2شکل(نشان داد 

ي به کمپانی ماکروژن کرهSP6و T7آغازگرتعیین توالی با دو 
Automatic Sequencerا با دستگاه هشد و نمونهجنوبی ارسال 

3730 XLآنالیز بلاست با استفاده از برنامه .تعیین ترادف شدند
NCBI شباهت را با ژن مقاومت % 94نشان داد که توالی مورد نظر

در واقع این . داردPoncirus trifoliata citrus tristezaبه ویروس 
است که در مقاومت Citrus trifoliataاي از منطقه ژنوم ژن قطعه

Vectorآنالیزهاي بیشتر با استفاده از برنامه . به ویروس نقش دارد

NTi جفت باز از توالی ما بطور کامل با این 220نشان داد که
جفت 171درصدي دارد که از این میان صدمنطقه از ژنوم شباهت 

شکل  (است که تاکنون گزارش نشده است ORFباز آن داراي 
A3 .(

جفت 1000نظور بررسی بیشتر وضعیت ژنوم، در حدود به م
شد که نتایج نشان داد در این منطقه از بررسیباز از دو طرف ژن 

,Misc Feature1(ناحیهتاکنون  فقط براي سهژنوم Misc

Feature2, Misc Feature3 ( مستند سازي انجام شده است) شکل
B3 .(ناطق کردي این مهاي بیشتر براي نقش عمللازم است آنالیز

سازي نشان داد که این ژن بدون آنالیزهاي مستند. انجام شود
آنالیز . کنداینترون بوده و فقط بصورت یک اگزون عمل می

نشان داد که این ژن عملکردي با استفاده از ترجمه پروتئین
. کندبصورت یک گیرنده عمل میاحتمالا 

نرم وNCBIیبا استفاده از بانک اطلاعاتیفیردهمیجنتا
ژن حفاظت یننشان داد که اClustalWبه روش T-Coffeeافزار 
مختلف یاهانجفت باز را در گ50به طول حدود ییبالایشدگ

ياگونهینتوان به تفاوت بیتفاوت را میاصلیلدل. دهدینشان م
Matsuba(در طول تکامل نسبت دادیاحتماليهاهشو ج et al.

). C3شکل ) (2013

به منظور بررسی روابط تکاملی بین گیاهان از نظر توالی 
شد، تا میزان شباهت آنها با سایر رسم درخت فیلوژنیمورد نظر 

با توجه به اینکه ژنوم .  گیاهان موجود در پایگاه بررسی شود
اي از اطلاعات را در خود دارد و بررسی جانداران حجم گسترده

هاي استفاده است، معمولا از توالیها بسیار دشوار تمام این توالی
ترسیم درخت فیلوژنی . مولوگ باشدوشود که در موجودات همی

Poncirusگروه اول شامل ) بالا5شکل (چهار گروه را ایجاد کرد 

trifoli ،Vaccinium macrocarpon،Daucus carot است، که
. استVacciniumگیاه بهبیشترین شباهت با ژن مذکور مربوط

هاي مختلفی هستند، این ژن در چه این سه گیاه از خانوادهاگر
گروه دوم فقط شامل گیاه . هاي مختلف وجود داردگونه

Geranium maderenceها است که بصورت جداگانه از بقیه گروه
و Gosspium ،Rhazya stricگروه سوم شامل . استقرارگرفته

Helianthus annuusهاي مختلف است که متعلق به خانواده
در نهایت گروه چهارم که دورترین گروه نسبت به ژن مورد . است

است که کمترین شباهت را Oenothera bertianنظر است شامل 
نکته حائز اهمیت در این درخت وجود ژن . با ژن مورد نظر دارد

هاي مختلف با عملکرد یکسان است که مورد نظر در خانواده
اند نقش کلیدي در گیاه داشته باشد و تودهد این ژن مینشان می

هاي مختلف در همین باعث شد تا بصورت حفاظت شده در گونه
.طول تکامل حفظ شود

با استفاده از ژن کلون شده بررسی ساختار دوم پروتئین 
PSIpred مارپیچ فقط از  نشان داد که این پروتئینα تشکیل شده

).پایین5شکل (است 

یاتخصوص:هاي آنومینخصوصیات پروتئین و د
ینکه پروتئیابی شده نشان دادژن توالیینپروتئیزیکوشیمیاییف

و نقطه دالتون 6561یوزن ملکولبایدآمینهاس57يدارانظرمورد
یمیاییفرمول شباینپروتئینا. است1/9یزوالکتریکا

C3132H4808N796O925S18یانگرب(یداريو شاخص ناپا
ینعمر ایمهن.است5/49برابر با )یشلوله آزمادر یداريپایزانم

يایشهدرون شیطدر شرابه صورت بیوانفورماتیکی ینپروتئ
یزنیند که اوشتخمین زده میها در یوکاریوتساعت30حدود 

. استینپروتئیداريبر پایگريدیلدل
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آلودهگیاهانازحاصلcDNAرويازNBS552ژنتکثیر-2شکل
تا1چاهک(سالم،گیاهان)مارکرراستسمتدر4تا1چاهک(فروتگریپ

bpمارکرسایزMو) مارکرچپسمتدر4 ).فرمنتاز(100

Fig 2- NBS552 amplification from infected grapefruit
plant cDNA (wells 1-4 at left of marker), healthy one
(wells 1-4 at right of marker) and M: DNA 100 bp size
marker (Fermentase).

A

vireus reistance 1
2220 bp

Misc Feature1 Misc Feature2 Misc Feature3gene

B

C

اي ژن کلون شده همردیفی مقایسه:Cو شدهسازيمستندازبعدژنوممناطق سایرباNBS552نقشه  فیزیکی ژن :Bجفت باز، 171به طول ORFتوالی :A-3شکل  
Poncirus trifoliataبا pGEM-Tدر وکتور  (AF5a06028.1), Gossypium raimondii (KU317325.1), Vaccinium macrocarpon (KF386162.1), Daucus carota

(AJ300556.1 ), Geranium maderense (KP940515.1), Rhazya stricta (KJ485850.1), Helianthus annuus and  Oenothera موجود درNCBIي با استفاده از برنامه
T-Coffe.

Fig 3- A: ORF sequence include of 171 bp, B: Physical map of NBS552 Gene with other genome regions after annotation and C: Comparative alignment of
cloned gene into the vector pGEM-T with Poncirus trifoliata (AF5a06028.1), Gossypium raimondii (KU317325.1), Vaccinium macrocarpon (KF386162.1),
Daucus carota (AJ300556.1 ), Geranium maderense (KP940515.1), Rhazya stricta (KJ485850.1), Helianthus annuus and  Oenothera sequence in the NCBI
using T-Coffe.

C
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.MEGA4افزار با استفاده از نرمNCBIمتاي خود در  بانک اطلاعاتی هاي هبا سایر ژندرخت فیلوژنتیکی توالی همسانه شده: بالا-5شکل

PSIpredازاستفادهبایرانیاگریبفروتشده از جداNBS552ساختار دوم پروتئین ژن :پایین

Fig 5- Up: Phylogenetic tree of cloning sequence with different similar genes in NCBI database using MEGA4 software,

Down: Structure of second protein structure of NBS552 gene isolated from Iranian grapefruit using PSIpred

دومین اولی که . همچنین این پروتئین داراي سه دومین است
. شود در خارج سلول قرار داردرا شامل می14الی 1از اسید آمینه 

را 37الی 15ایی است از اسید آمینه دومین دوم که داخل غش
در نهایت دومین آخري داخل سلولی است از اسید . شودشامل می

دومین اولی به عنوان یک گیرنده . گیردرا در برمی57الی 38آمینه 
4/16باردار يهاینهآمیداسدر این پروتئین تعداد کل . کندعمل می

ینهآمیداس6و یبار منفيدارایدآمینهاس3که از این تعداد درصد
.هستندبا بار مثبت 

نشان BLOCKSیگاهبا استفاده از پاینعملکرد پروتئیینتع
ارزش مورد انتظار، به ینمد نظر با دارا بودن کمترینداد که پروتئ

خانواده ینمربوط بوده و اbradykinin receptorینیخانواده پروتئ
بیوانفورماتیکی یجتان.ستابلوك حفاظت شده 8يداراینیپروتئ

ترشح  یزانمیشترینکه بنشان داد ین،پروتئیريگمربوط به هدف
.بوده استغشاء پلاسمائیدرینپروتئ

بحث و نتیجه گیري
یت اهمهاي باکتریایی،  خسارت بیماريبا در نظر گرفتن 
در هاي باکتریایی هاي مقاوم به پاتوژنشناسایی و آنالیز ژن

خسارت بالاي با توجه به . ي حائز اهمیت استکشاورز
هاي باکتریایی در باغبانی تولید گیاهان تراریخته متحمل از بیماري

یدات، کاهش مصرف تولیشمنجر به افزاتواند طریق انتقال ژن می
.آن در واحد سطح شودیدبه راندمان مطلوب تولیدنرسسم و 

هاي بیماريترینمهمبیماري میوه سبز مرکبات یکی از 
Salehi(ایران است درمرکبات  et al. -ولی با توجه به آن).2010

تواند همه گونه پسیل مرکبات میکه ناقل این بیماري یعنی 
را آلوده نماید، در صورت عدم کنترل به موقع این بیماري مرکبات

ترین مهم. تر از جاروك لیموترش باشدرسد خطرناكبه نظر می
کوتاهی، مرگ ن،کم پشت بودآلوده شامل علایم در درختان

رنگ سبز در ، ایجاد شدید میوهها، زردي شاخساره یا ریزشترکه
Akhtar and Ahmad)است میوهگاهگلقسمت  باکتري .(1999

ها و نیز ها، هیبریدها، گونهتواند بیشتر رقمعامل میوه سبز می
Sindhuja and Ehsani)خویشاوندان مرکبات را آلوده کند  2010) .
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واکنش ارقام مختلف و هیبریدهاي مرکبات به عامل میوه سبز 
در مالزي گزارش شده که علائم بیماري . مرکبات متفاوت است

شود، اما نارنگی رقم میوه سبز مرکبات روي پوملو مشاهده نمی
C. reticuluta(عسلی  cv. Honey Mandarin( ،C. madurensis

cv. Calamondin ،C. aurantium به ترتیب علائم را با شدت
15بیماري میوه سبز مرکبات روي . نشان دادند% 50، 65%، % 75

- از آلودگی از طریق پیوند دیده میگونه از مرکبات، شش ماه پس 

هاي مختلف متفاوت بود اما ظهور و شدت علائم بین گونه. شود
(Sindhuja and Ehsani 2010).

کهانددادهعات اخیر نشاندر مطالآمدهبدستهايداده
نقش مهمی در مقاومت به باکتري عامل میوه NBS552تظاهر ژن 

Gholampour(سبز مرکبات دارد  et al. ژن براي این. )2014
و سازيجداPCRطریق فروت ایرانی ازاولین بار از گیاه گریپ

این ژن در به یشماره دسترس. کلون شدpGEMدر پلاسمید 
این اولین گزارش از . استJZ775596نبانک جهانی ژ

جداسازي و کلونینگ این ژن از طریق مهندسی ژنتیک در ایران 
. است

يهاگونهینبNBS552یبراساس توالیلوژنیدرخت ف
دهد که نشان مییروابط تکاملیبه منظور بررسیاهیمختلف گ

دهد که را شکل میباغیگیاهان زراعی وشامل یدو شاخه اصل

و بقیه شامل گیاهان غیر Poncirus trifoliaباغی شامل شاخه 
فروت جدا از  یپگرNBS552ژن کهینقابل توجه ا.باغی است

در یلوژنیدر درخت فیاهیگونه گیگردین، همچنگرفتهبقیه قرار
به عنوان مثال اند گرفتهنقرار یکیلحاظ تاکسونومبهیمناسبیگاهجا

که دارویی است Rhazya stricست با گیاه گیاه پنبه که زراعی ا
در NBS552ژن يشباهت بالایانگرباند که کنار هم قرار گرفته

که نقش مهمی در و ایناستیاهیگيهاگونهینبیسطح ملکول
.هاي مختلف گیاهی داردمقاومت در گونه

آنالیزهاي مختلف بیوانفورماتیکی  مشخص شد براساس
هاي سایر ده شباهت زیادي با توالی ژنیابی شي توالیقطعه

با NBS552بررسی شباهت ژن . داردNCBIدر گیاهان ثبت شده 
ژن در اکثر ایننشان داد که NCBIهاي موجود در سایر ژن

ها در NBS-LRRاز آنجایی که خانواده . حفظ شده استگیاهان
تولید گیاهان این مطالعه راهی براي مقاومت عمودي نقش دارند، 
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itrus greening disease is the most important bacterial diseases of citrus and is
present in the southern region of Iran. Due to the nature of the pathogen, disease
control is difficult. cDNA-AFLP analysis shows that the expression pattern of
NBS-LRR (Nucleotide Binding Site- Leucine-Rich Repeats) genes was

upregulated in grapefruit plant interacting with Candidatus Leiberibacter aciaticus. In
this study we have isolated the NBS552 gene from grapefruit by PCR and clone it by
ligation of this product to pGEM-T vector transformed E. coli bacteria. Sequencing
analysis revealed an open reading frame for a gene of 171 bp that encodes a protein of 57
amino acids. Results of bioinformatic analysis showed that this gene contains regions
that are conserved in different plant species. The NBS552 protein is associated with
membranes and its extracellular secretion is low. The aim of this study was isolation and
cloning of NBS552 genes from the grapefruit genome and characterization of the genes
in view of their potential for practical use in plants.

Grapefruit,C itrus Greening, Gene NBS552, Resistance
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