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  )۱۲/۱۱/۱۳۹۰:رشيخ پذيتار ؛۲۷/۲/۱۳۹۰: افتيخ دريتار(

  

  دهيچك

 و يمـار ينه پـراکنش ب ي در زمييها يبررس. ران گزارش شده است يشتر از جنوب ا   ي پ (HLB)  نگيا هوانگ لونگ ب   يبيماري ميوه سبز مرکبات     

 ـ ي حاصل از آنها در مقاله حاضر ارا       يج که نتا  شد جنوب کشور انجام     يناقل آن در مناطق مرکبات کار      پـسيل آسـيايي مركبـات      . شـود  يه م

)Diaphorina citri(ي داراب و لار در هـا   و شهرسـتان  بلوچستان، هرمزگان و کرمان-ستاني سيها  استانيد در مورد بازدي مناطق تمام در

 يمـار ي عامل بيياي نوع آس  ي اختصاص يا  دو مرحله  يم و  آر مستق  ي س ي پ يها در آزمون . شد يآور  درختان مرکبات جمع   ي از رو  استان فارس 

  اسـتفاده از با . شدنديابي مثبت ارز   نمونه ۱۰۳ بلوچستان و هرمزگان     -يستان س يها  شده از استان   يآور ل جمع ي نمونه پس  ۱۴۰ن  ي ازب ،وه سبز يم

 ـس( سرباز   وکشهر  ي از ن  ي نارنگ يک نمونه ،  ي، دو نمونه پرتقال محل    يا اصله درخت پرتقال والنس    ۲۲ها   ن آزمون يهم  ۱۶و  ) ن بلوچـستا  -ستاني

ي بـا   ا  آر دو مرحلـه    ي س ـ ين ترادف محصول پ   يي تع . شدند يابي آلوده ارز  )استان هرمزگان (ز سندرک و رودان     ا ا ي درخت پرتقال والنس   اصله

 بلوچستان و هرمزگـان نـشان داد   -ستاني از سيا نمونه پرتقال والنس    در دو  ) جفت باز  opm ) ۹۰۹ ژن   ي شده از رو   ي طراح ي آغازگرها جفت

و بـا  % ۸/۹۹گر يکـد  يبا)  در بانک ژنHQ267230  وHQ267229 يب رس شمارها  يترت به( ترادف شده    يين قطعات تع  يهمسانکه در صد    

 يـز  نيين ترادف شدهتع  با استفاده از قطعهيکيلوژنتيز فيآنال. است% Liberibacter asiaticus Ca.،۱۰۰-۵/۹۹ ي باکترopm ژن قطعه مشابه

 يهـا   نهـال  يکشهر رو يدر ن ي  ماري علائم ب  ي دارا يايک نمونه پرتقال والنس    ي ونديپ. د کرد أييران را ت  يبز درا وه س ي م يماريبيي  ايوجود نوع آس  

 ي مرکبات بـرا   ييايل آس يوجود پس  .شد) وه سبز ي م يماريبي  اختصاص(يا سک لکه يا موجب ظهور علائم پ    يپ فروت و پرتقال والنس    يگر سالم

ل مرکبـات و درختـان      ي در پس  يماري عامل ب  يباکتري  ابيوند، رد ي، انتقال با پ   يمارياساس علائم ب  بر. شود يبار از استان فارس گزارش م      نياول

 نـوع  ين ترادف شـده بـا قطعـه مـشابه از بـاکتر           ييقطعه تع  ز شباهت ين  و ي اختصاص يم با استفاده از آغازگرها    ي علا يداراي  پرتقال و نارنگ  

  .وجود دارد طور گسترده و هرمزگان به  بلوچستان-ستاني سيها وه سبز در استاني ميماري بيياينوع آس ،ييايآس
  

  

  

 ـل مرکبات، جنـوب ا ي، پس .L .asiaticus Ca مرکبات، لکه سبز وه سبز مرکبات،ي م،نگيهوانگ لونگ بمركبات،  : يدي كل يها واژه ران، ي

   مرکباتيها يماريب

  
  

  يعي و منابع طبيقات کشاورزيلکه سبز، سازمان تحق نظر وجود بيماري خيز جنوب ايران از بررسي مناطق مركبات يقاتي از طرح تحقيبخش :*

  salehi_abarkoohi@yahoo.com :يكي مسئول مكاتبات، پست الكترون:**
   فارسيعي و منابع طبيقات کشاورزي، مرکز تحقياهي گيشناس يماري بيار پژوهشياستاد .١

  هرمزگان بع طبيعي پژوهشي مرکز تحقيقات کشاورزي و مناانترتيب مربي به. ۲

  دانشکده کشاورزي، دانشگاه شيراز، شناسي گياهي ارشد و استاد بيماري ترتيب دانشجوي سابق کارشناسي به. ۳
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  مقدمه

ا  ي)huanglongbing, HLB(نگ يبيماري هوانگ لونگ ب

greening   ن ي اول يکه برا  ا لکه سبز  يميوه سبز   ي  رانيبا نام ا

جنـوب   زي ـخ ق مرکبـات   از منـاط   يلاديم ۱۹۱۹در سال    بار

 از عوامــل يکــيد در حــال حاضــر يــن گــزارش گرديچــ

ز يخ  از نقاط مرکبات   ياريد مرکبات در بس   يمحدودکننده تول 

 Bové 2006, DaGraca and (باشـد  يقـا م ـ يا و افريآس ـ

Korsten 2004, .(ــا ــارين بيـ ــ اخيمـ ــ از برزراًيـ   ليـ

Teixeira) 2005 a, b Coletta-Fiho et al. 2004,( ،

و کوبا ) Halbert 2005(کا يالات متحده آمريا ا دريفرنيکال

)Luis Panja et al. 2008 (در .ز گـزارش شـده اسـت   ين 

ترين بيماري بـراي پرتقـال،       ميوه سبز مهم  كشورهاي ياد شده    

 درختـان آلـوده     .شـود  نارنگي و گريپ فروت محـسوب مـي       

دچـار زوال و      سـال پـس از شـروع آلـودگي         ۵ تـا    ۳ معمولاً

 حاله  هاي موجود تا ب    براساس گزارش . شوند يغيراقتصادي م 

ها ميليون درخت مرکبات بـه ايـن بيمـاري آلـوده شـده و                ده

  ). (Bové 2006, DaGraca and Korsten 2004 اند ازبين رفته

، )Bové et al. 1974(براســاس حــساسيت بــه دمــا 

و ) Garnier et al. 1991(ســرولوژيکي خــصوصيات

اي  ان ي ان ا و آناليز ژن آر      مولکولي، شامل هيبريداسيون د   

 )S ۱۶) Villechanoux et al. 1992, 1993ريبـوزومي 

 Candidatusپيشتر دو گونه باکتري از جنس پيـشنهادي  

Liberibacter  باکتري همراه بيماري ميوه سـبز      به عنوان 

 در آسـيا،   .asiaticus L. Ca گزارش شده بود که گونـه     

ــا    ــده آمريکـ ــالات متحـ ــا و ايـ ــل، کوبـ ــه و برزيـ   گونـ

africanus L. Ca.    براسـاس   اخيـراً . در آفريقا وجود دارد 

و ناحيـه بـين      S ۱۶اي ريبـوزومي   ان مقايسه ترادف ژن ار   

ــوزومي  ژن ــاي ار ان اي ريب ــد S ۲۳ وS ۱۶ه ــه جدي   ، گون

americanus L. Ca.     از برزيــل گــزارش شــده اســت

)Teixeira et al. 2005 a, b, c, d .( هـاي   بـاکتري

 ميوه سـبز محـدود بـه اونـد آبکـشي            همراه با بيماري  

  ، گــرم منفــي) Lafleche & Bove 1970( ميزبــان

)Garnier et al. 1984 (و متعلـــــق بـــــه رده  

α- Proteobacteria) Jagoueix et al. 1994( باشند مي .

 Del Guercio Diaphorina citri دو گونـــه پـــسيل

ترتيـب ناقـل طبيعـي     به Yamakuya Trioza erytreaeو

هــاي عامــل ميــوه ســبز   بــاکتريي و آفريقــايينــوع آســياي

 .McClean et al. 1965,Capoor et al( باشـند  مـي 

1967,Halbert & Manjunath 2004(. در شــرايط 

زمايشگاهي ناقل نوع آسيايي قادر به انتقال نوع آفريقايي و       آ

  باشـد  ناقل نوع آفريقايي قادر بـه انتقـال نـوع آسـيايي مـي             

 )Bové 2006 .( تقــال ماننــد روش پايــا و انخــصوصيات

 نيز  انتقال عموديT. erytreaeبا . ها است تکثيري در شته

 .)Halbert & Manjunath 2004(گـزارش شـده اسـت    

براســـاس مـــشاهدات در شـــرايط طبيعـــي و مطالعـــات 

  آزمايشگاهي نوع آسيايي و ناقـل آن بـه دماهـاي بـالاتر از             

C °۳۰        ي بـالا   متحمل ولي نوع آفريقايي و ناقل آن به دماها

  ).Bové et al. 1974(حساس مي باشند C °۳۰تر از 

 نوع امريکايي نيز مانند نوع آفريقايي به دماهاي بالاتر از         

C °۳۰  ــي ــساس م  .)Lopes et al. 2009(باشــد  ح

باشـند   هاي عامل ميوه سبز با پيوند قابل انتقـال مـي           باکتري

)Bové et al. 1996.(  ز ميزان انتقال با پيوند، به قـسمتي ا

شـود، نـوع     درخت مورد نظر کـه از آن پيونـدک تهيـه مـي            

پيوندک و اندازه آن، تعداد پيوندک مورد استفاده روي پايه،          

ــستگي دارد    ــارگر بـ ــه بيمـ ــدزني و جدايـ ــوه پيونـ   نحـ

)van Vurren 1993 .(مختلف ميـوه سـبز بـا سـس      انواع

)Cuscuta spp. (    باشـند   نيز قابل انتقال بـه پـروانش مـي

)Garnier & Bové 1983.(     در يـک بررسـي، براسـاس

 Ca. L. asiaticus بذر بـرد بـودن   PCRرديابي با آزمون 

ولي با توجه بـه  ) Zhou et al. 2008(گزارش شده است 
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هـاي حاصـل از      م بارز بيمـاري در دانهـال      يعدم ظهور علا  

ييد أحال انتقال بذري عامل بيماري ت     ه  کشت اين بذور، تا ب    

  .نشده است

 يهـا  زبانيو ارقام آنها م    Rutaceaeره  يتي  ها گونه همه

 ـ يم Ca. Liberibacter جنس يها  گونهيعيطب ي باشند ول

ــساس ــا يحـ ــسان نيت آنهـ ــکـ ــال . ستيـ ــواع پرتقـ   انـ

)Citrus sinensis (L.) Osb. (يو نــــــارنگ  

)C. reticulata Blanco( ارحــــساس، نــــارنجيبس  

) C. aurantium L.( گريپ فروت ،) C. paradisi Macf.(  و

از نظر حساسيت متوسـط و  ) C. limon (L.) Burm. F(ها  لمون

، نارنج سـه   ).C. aurantifolia(Christm.) Swing(ليمو ترش

  يو بتــاب) .Poncirus trifoliata (L.) Raf (يا برگچــه

)C. maxima (Burm.) Merr. (ــ ــند يمتحمــل م . باش

نيز به بيماري ميوه سبز حساس      ) Kumquat(کامکوات  

 DaGraca 1991, Halbert & Manjunath(اسـت  

ــره  ).  2004 ــارج از تيــ ــسRutaceaeدرخــ    ، ســ

)Cuscuta campestris Yank. ( ــروانش   ، پــــ

)Catharanthus roseous (L.) G. Don. ( و

ميزبـان  )  Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi(توتـون 

 در ).Garnier & Bové 1993(باشـند   عامل ميوه سبز مـي 

براسـاس   وه سـبز  ي م يماريب يابيص و رد  يحال حاضر تشخ  

بـا    عامـل آن   يد وجود بـاکتر   ييأ و ت  يماريم ب يمشاهده علا 

م ي ـعلا. باشد يم) PCR( مراز ي پل يا رهيآزمون واکنش زنج  

 ييها يز مغذ يم کمبود ر  يستند و با علا   ي ن ي اختصاص يماريب

مرکبات مانند اسـتابورن    ي  ها يماري از ب  ي و بعض  يمانند رو 

 شـاخه بـا     ي زرد ي درختان دارا  يطورکل به .شوند ياشتباه م 

 )Blotchy mottle (يا سک لکـه يپ مي علاي دارايها برگ

 ـهاي کوچک بـا علا     و ميوه  م بدشـکلي و عـدم تقـارن،        ي

گيري معکـوس و داراي بـذور چروکيـده، پـوک و             رنگ

. باشـند  يم ـ عقيم مشکوک به آلودگي به بيماري ميوه سبز       

 ـ  در ين درختـان  يد واکنش چن ـ  يان با ني اطم يبرا   آر ي س ـ يپ

 ـي ـحال از دو سه تا ب). Bové 2006( شود يابيارز  يستم پ

ک ي ـر  يستم اول براساس تکث   يس. استفاده شده است    آر يس

 S ۱۶يبـوزوم يري   از ژن ار ان ا     ي جفـت بـاز    ۱۱۶۰ قطعه

جفت   از ييايآس ن قطعه درمورد نوع   ير ا ي تکث يبرا. باشد يم

ــوع و درمــورد OI1/OI2cآغــازگر  جفــت   ازييقــايآفر ن

 کـه هـر     يدر منـاطق   .شود ياستفاده م  OA1/OI2cگر  آغاز

 ـ     به OI1+OA1 وجود دارند از   دونوع ش يعنوان آغـازگر پ

ــوان OL2cاز  و ســو ــه عن ــتفاده  آ ب ــس ســو اس ــازگر پ غ

 Sيبـوزوم ي ري ان ايد. (Jagouix et al. 1996) شـود  يم

دارد و   XbaI مي آنز ي برا يگاه برش يک جا ي يياي فرم آس  ۱۶

لـو  ي ک ۶۴۰ و   ۵۲۰ل قطعات   يم تشک ين آنز يجه هضم با ا   ينت

  . استيجفت باز

 يگـاه برش ـ  ين قـسمت دو جا    ي در هم ـ  ييقايآفر در نوع 

ل سه  يجه هضم آن تشک   ي وجود دارد و نت    Xba1م  ي آنز يبرا

 .باشـد  ي م ـ يباز  جفت ۱۳۰ و   ۵۰۶،  ۵۲۰ يها قطعه با اندازه  

GB1/GB3   بـوده  يي  کايآمر  نوع يغازگر اختصاص آ جفت

بـــازي از ژن ار ان اي  جفـــت ۱۰۲۷و بـــا آن يـــک قطعـــه 

). Teixeira et al. 2005d(شـود   تکثير مـي  S ۱۶ريبوزومي

 rpLKAJ - rpoBcسيستم دوم براساس ترادف خوشه ژنـي 

 ۳۴ ييايآس در نوع  rplJو   rplA يها ن ژن يترادف ب . است

با .  است ييقايآفر ن فاصله درنوع  يتر از هم   جفت باز بزرگ  

شـود و    يمتصل م ـ  rplAژن   که به  A2 يش سو يآغازگر پ 

در گونه   ابدي ياتصال م  rplJکه به ژن     J5ياغازگر پس سو  

جفت باز و در گونه آفريقايي      ۷۰۱اي با اندازه     آسيايي قطعه 

بـا هـر    . شـود   جفت بـاز تکثيـر مـي       ۶۶۷اي با اندازه     قطعه

دونمونه و با استفاده از اين جفت آغازگر در ژل آگاروز هر        

 rpLKAJ-rpoBc ژنـي  شهاز خو . شوند دو باند مشاهده مي   

هاي هيبريداسيون دي ان ا نيـز        به عنوان کاوشگر و روش    

براي تشخيص اختصاصي دو نوع آسيايي و آفريقـايي در         
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 پـــسيل مرکبـــات اســـتفاده گرديـــده اســـت   ودرختـــان

)Villechanoux et al. 1992., Planet et al. 1995 .(

 سازي بيولوژيکي نيز براي تشخيص بيمـاري ميـوه         از نموده 

 ترجيحـاً ( در اين مورد از ارقام پرتقال     . شود سبز استفاده مي  

 و تـانجلو  ) Hamlinو  Madam Vinus، Pineappleارقام 

)C. reticulata Blanco x C. paradisi Macf., tangelo(   بـه

 با توجه به گزارش     .عنوان گياه آزمون استفاده شده است     

ميـوه  پسيل آسيايي مرکبات، ناقل نـوع آسـيايي بيمـاري           

   ۱۹۹۷ در يـک نقطـه از شهرسـتان چابهـار در سـال      سبز

)Bové et al. 2000( ر ين آفـت در سـا  ي ـاي وع بعديو ش

ن ي ـن وجـود ا   يچن ـ ن استان و استان هرمزگان و هم      ينقاط ا 

وجـود  ، پاكستان در همسايگي ايـران    و  عربستان  در يماريب

 راًي ـاخ. ديرس ـ يمحتمـل بـه نظـر م ـ      اين بيمـاري در ايـران       

وه ي ـ ميمـار يدر مورد وجـود عامـل ب  ي   مقدمات يها گزارش

 Faghihi et al. 2009, Mohkami(سبز منتشر شده است

et al. 2011  .( ـ  دليل اهميت بيماريبه  خير در أو اينكـه ت

داشـته  ي   نـاگوار  يامـدها يممکن اسـت پ    ي بيماري يشناسا

خيـز   بررسـي منـاطق مركبـات       تحـت عنـوان    يباشد طرح 

اجرا   به اري لكه سبز مركبات   جنوب ايران از نظر وجود بيم     

ن ي ـ ا ياز اجـرا   دسـت آمـده    ج به ينتا گزارش حاضر . درآمد

  .باشد يطرح م

  

  يبررسروش 

  برداري نمونه

ي  مرکبات مظنون به آلـودگ     يها  نمونه يآور به منظور جمع  

 ۱۳۸۷ و   ۱۳۸۶ي  هـا   سال يل، ط يو پس  وه سبز ي م يماريبه ب 

رگلم، سـو (جاسك[از مناطق مركبات كاري استان هرمزگان     

سـرزه، مهمـاني،    (سـيريك ،   )سديچ، كوئيك، جاسك كهنـه    

چاهنـان، داوري، پـوم، چـراك،       (سـندرك    ،)بماني، تلنـگ  

حاجي خـادمي، راونـگ، هـشتبندي، چـاه         (ميناب   ،)سرني

فورخـورج،  ( سـياهو    ،)آبـاد، جغـين    شريف، توكهور، چراغ  

دهبـارز، سـرجوئيه، خراجـي، بـرنطين،        ( رودان   ،)بنگلايان

ري، بيكــاه، خيرآبــاد، زيــارتعلي، رهــدار، بنــدملا، شــه نظــ

 ، اسـتان  ])رودخانه بر، نازدشت، حـسين آبـاد، چيـرم آبـاد          

، ) و سـرباز      قـصر قنـد    ، نيـک شـهر      ( بلوچستان -ستانيس

رفـت، بارگـاه،    يشـرکت کـشت و صـنعت ج       (استان کرمان   

م يان،کريکهنوج، کهور ،رئيس عباس، رضاآباد، کلاب صـوف       

 لار، داراب، ( اسـتان فـارس      و )آباد، جهاد آباد و نـور آبـاد       

عمل  هد ب يبازد) روزآبادي و ف  يگراش، جهرم، کازرون، ممسن   

 بـه   يلـودگ آد در درجه اول از نظـر        يمناطق مورد بازد   .آمد

 يبـرا  (D-Vac)  وک -يد از دستگاه .  شدند يل بر رس  يپس

 آنهـا   ي که آلـودگ   ييها باغ .ديل استفاده گرد  ي پس يآور جمع

ل ي در بدن پس   يماري عامل ب  يابيد ر يد بود برا  يل شد يبه پس 

از ي   انتخـاب  يهـا  در بـاغ   .و درختان مرکبات انتخاب شدند    

 ژهي ـو بـه   علائم مشکوکيکه دارا ي  درختان پرتقال و نارنگ   

 سـبز   يهـا  ز و بد شکل با لکـه      ي ر يها وهي و م  يا سک لکه يپ

 ـ يبـردار  درقسمت گلگاه بودند نمونه     از هـر   .عمـل آمـد    ه ب

 برگ  ۱۰ يک حد اقل دارا   درخت مشکوک سه شاخه کوچ    

شگاه ي ـخ به آزما  ي يرو دار جدا شد و به عنوان نمونه       ميعلا

غ ي ـک ت ينمونه با     هر يدمبرگ و رگبرگ اصل   . ديمنتقل گرد 

تـا   عيدر ازت مـا    د و پس از پودر کـردن      يل جدا گرد  ياستر

 ـ  انجـام ي برا(DNA)ا   .ان. يد زمان استخراج   آر ي س ـيپ

 يها نمونه.  شديدار نگه– C ° ۲۰  اپندورف دريها در لوله

 -C ° ۲۰  کل در در   ي ان ا  يتا قبل از استخراج د     زين ليپس

  . شدندينگهدار

  

ــه  ــد نمونـ ــاي  پيونـ ــان  هـ ــشكوك روي درختـ مـ

  )سازي بيولوژيكي  نموده(معرف

براي اثبات قابليت    يکيولوژي ب يساز در چند مورد از نموده    
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هـاي   از شـاخه  . دي ـ اسـتفاده گرد   يماريص ب يو تشخ انتقال  

 بـه   يوه سـبز   م يماريم ب ي علا يظريف درختان دارا    و كوتاه

يـپ   گر هـاي دو سـاله والنـسيا و        عنوان پيوندك و از نهـال     

  پرتقـال   درخـت  ۵از   .فروت به عنوان پايه استفاده گرديـد      

 -ستاني ـاسـتان س  ( م در منطقه سـرباز    ي علا ي دارا يايوالنس

 نهـال   ۲۰  روي ي به روش جـانب     پيوندك تهيه و   )بلوچستان

 .شـد  پيونـد    ) پيونـدک  ۳هرنهـال   (پ فروت   يا و گر  يسوالن

ونـد شـده    ي پ يها  بهتر قسمت  ييراي حفظ رطوبت و گ    يبرا

  . قرار داده شديکيسه پلاستي دوهفته در کيبرا

  

 در گياهان مـشكوك  .Liberibacter spp. Caرديابي 

  PCRبا استفاده از بدن پسيل مركبات و 

   از گياه كلي ان ايداستخراج  )الف

ــتخرا ــاران روش  ان ا بـــــاي دجاســـ   يـــــي و همکـــ

)Yi et al. 1999 ( دينگ و همکاران و)Ding et al. 2004( 

 گـرم بافـت   ۳/۰(  به هر نمونـه .گرديدانجام با اندکي تغيير  

 لوله  در ) پودر شده در ازت مايع     ا دمبرگ ي و   رگبرگ مياني 

 ي حــاو ميكروليتــر بــافر۸۰۰ ،ليتــري  ميلــي۵/۱اپنــدورف 

CTAB) 100mM Tris-HCl, 1.4 M NaCl, 20mM 

EDTA, 2% CTAB(  ، ــاي ــا دم  اضــافه و C۶۵-۶۰°ب

بـه هـر    . قـرار داده شـد     C °۶۰ دقيقه در  ۲۰سپس به مدت    

بـه  (  ايزوآميل الكل    - ميكروليتر مخلوط كلروفرم   ۶۰۰لوله  

 دور در دقيقه    ۱۲۰۰۰اضافه و در     ) ۱ به   ۲۴نسبت حجمي   

 بـه يـك     رونشين هر لولـه   .  دقيقه سانتريفوژ شد   ۸به مدت   

 ۴۰۰د منتقـل و پـس از اضـافه كـردن            ي ـرف جد ولوله اپند 

 ۳۰ ،هـا  لولـه بـه    -C °۲۰ميكروليتر ايزوپروپانول با دمـاي      

ي اسـپس محتـو   . نگهداري شد  -C °۲۰دقيقه در فريزر در   

ــه ــدت   لول ــه م ــا ب ــه در ۱۰ه ــه ۱۳۰۰۰ دقيق  دور در دقيق

شستـشوي رسـوب     سـه بـار      و پـس از    سانتريفوژ گرديـد  

خشك كردن و حل كردن آن در         درصد، ۷۰حاصل با الكل    

  ان اي  ب مقطر استريل از آن به عنوان دي        ميكروليتر آ  ۱۰۰

  .دي گرد استفاده آري سيپ آزمون درقالب

  

   از بدن پسيلكل ي ان ايد استخراج )ب

گيـري   اي كل از بدن پسيل مركبات با بهره        ان استخراج دي 

و  )De Barro et al. 1995(دبـارو و همکـاران   از روش

 انجام يبا تغييرات )Hung et al. 2004 (هونگ و همکاران

در  يي تـا  ۵ هـاي  حشرات مورد آزمـايش در دسـته      . گرديد

ــوب ــل ميكروتي ــا داخ ــي۵/۱ يه ــري  ميل ــاوليت  ۳۰۰ ي ح

 و  )ب بـالا    ي ـ بـا ترک   CTABبافر ( ميكروليتر بافر استخراج  

 و با يك سرسمپلر ريز داده قرار Proteinase K  واحد۲۰

 ي ساعت نگهدار  ۳ از   پس .له شدند به جدار لوله    با سايش   

ک حجـم مخلـوط     ي ـ افـزودن     ابتدا بـا   ،-C ۵۰° در   ها لوله

و )۱: ۲۴: ۲۵بـه نـسبت   (ل الکـل    ي ـزوامي ا - کلروفرم -فنول

 ،۱:۲۴ل الکل به نسبت  يزوامي ا - کلروفرم استفاده از  با   سپس

آخـر  در  . دي ـ اسـتخراج گرد   يي و زدا ني کل پروتئ  ي ان ا  يد

، مخلوط  ييبه فاز رو  % ۹۶  حجم اتانول  ۵/۲ن  پس از افزود  

ک ي ـ نوکلئ يدهاي، اس  -C ۲۰° ها در  نمودن و قرار دادن لوله    

 ۲۰ رسـوب حاصـل در       و يفوژ رسـوب داده شـده     با سانتر 

 ين به عنـوان د    آل حل شد و از      يتر آب مقطر استر   يکروليم

  .ديگرد  استفادهPCR قالب در يان ا

  

  ر آي سيانتخاب آغازگر و انجام پ )پ

، )OI1/OI2c) Jagoueix et al. 1996 آغازگرهـاي جفـت  

F1/R1 (Ding et al. 2005)، (Jagoueix et al. 

1996) A2/J5 و libEF/ libER  )يبــرا) قي ـن تحقي ـا 

هـاي گيـاهي و    در نمونـه  Ca. Liberibacter sppرديابي 

 آزمـون  و سـه م ي مـستق  آري س ـي با آزمون پپسيل مركبات

PCR  در آزمون اول     . برده شدند  به کار  يا  دو مرحله PCR 

ــه ــا يا دو مرحل ــت آغازگره و ) دور اول (( F1/R1 ي جف
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F2/R2) Ding et al., 2005) (ــون )دور دوم   ، در آزم

و ) دور اول ( OI1/OI2c يدوم جفـــــت آغازگرهـــــا 

)CGO3F/CGO5R Zhou et al., 2007 ( ) دور دوم( 

و libEF/ libER يو در آزمــون ســوم جفــت آغازگرهــا

libIR libIF/ ) مورد استفاده قرار گرفتنـد )ق حاضريتحق . 

 آر  ي س ـ ي پ  محصول يا  آر دو مرحله   ي س ي پ يها در آزمون 

د و از ي ـق گرد ي ـ بـار رق   ۳۰  با آب مقطر سترون    در دور اول  

.  اســتفاده شــددور دوم در  قالــباي ان  بــه عنــوان ديآن

 PCRيهـا   مورد استفاده در آزمـون     يغازگرهاآمشخصات  

  .ده است ذکر ش۱ جدولدر 

  

   آري سي پيا مرحله دو م وي مستقيها  آزمون)ت

ــ  ۱۰۰ ميكروليتــري شــامل ۲۵ يهــا  آر در حجــمي ســيپ

 ۲/۰نانوگرم دي ان ا ، مخلوط نوكلئوتيدها با غلظت نهائي           

 ميكرومولار براي   ۵/۰ي  يمولار، آغازگرها با غلظت نها     ميلي

 بـا غلظـت   PCR  ،MgCl2 ميكروليتر بافر    ۵هر آغازگر،   

سـيناژن،  ( تـک  مـولار، آنـزيم پلـي مـراز        ميلي ۵/۱ نهائي

 واحــد و آب دوبــار تقطيــر شــده ۵/۲بــه مقــدار ) ايــران

پـس   .انجام گرديـد   ميکروليتر   ۲۵ تا حجم نهايي     استريل

هـاي    ميكروليتر روغن معدني به لولـه      ۳۰از اضافه كردن    

چرخـه  .  قرار داده شدند   PCRها در دستگاه     واكنش، لوله 

بـراي واسرشـته     C ۹۴°در دقيقـه    ۳ دمايي واکنش شامل  

بـراي   C ۹۴° در  ثانيه ۳۰ چرخه شامل    ۳۵وکردن ابتدايي   

 براي اتـصال آغـازگر      C ۵۵° در  ثانيه ۳۰،  ه کردن واسرشت

 . ا انجـام گرفـت     نراي ساختن دي ا   ب C۷۲° دقيقه در  ۱و  

هـا    لولـه   ، ا ان ديهـاي    براي افزايش طول قطعه   در آخر   

سي و پـنج چرخـه       . نگهداري شدند  C۷۲° دقيقه در    ۱۰

اي پي سي آر شـامل       دمايي مرحله دوم آزمون دو مرحله     

   دقيقــه در۳( ه کــردنبــراي واسرشــت C ۹۴°ثانيـه در  ۳۰

°C ۹۵    در  ثانيه ۳۰،  ) براي واسرشته کردن ابتدايي °C۳ ۵ 

 بــــراي جفــــت C ۵۶° (بـــراي اتــــصال آغــــازگر 

 بـراي سـاختن دي      C۷۲° دقيقه در    F2/R2(    ،۱آغازگر

 PCRمحـصول   . بـود  C ۷۲°دقيقه در  ۱۰و در آخر  ان ا   

ــاروز  ــس از   ۱در ژل آگـ ــورز و پـ ــد الكتروفـ  درصـ

آميــزي بــا اتيــديوم برومايــد از بانــدهاي حاصــل  رنــگ

 و   از آب  PCRهـاي    در کليـه آزمـون    . عكسبرداري شد 

  .شدمنفي استفاده شاهدهاي عنوان  هبگياه سالم 

  

  ها ل ترادفيه و تحلين ترادف و تجزيي، تعيساز همسانه

 جفت بـاز بـا دو       ۹۰۹(اي   ل پي سي آر دو مرحله     محصو

از دو  ) /libIR libIF و libEF/ libERجفت آغـازگر  

 بلوچستان بـا    -جدايه پرتقال والنسياي هرمزگان و سيستان     

 InsT/Aclone PCR product Cloningاستفاده از کيت 

Kit) Fermentas, Lithuania (  و دستورالعمل شـرکت 

ســازي و بــه   همــسانهpTZ57R/Tمزبــور در پلاســميد 

ــه  ــاکتري DH5αجداي .  وارد شــدEcherichia coli ب

متعاقب رشد باکتري حامل همسانه، پلاسـميد نوترکيـب         

 Sambrook et al. 1989(سـازي شـد    جـدا و خـالص  

Holmes & Guigley 1981, (    و بـراي تعيـين تـرادف

. ارسـال گرديـد   ) سئول، کره جنوبي  (به شرکت ماکروژن    

ــرادف ــه  ت ــاي ب ــه     ه ــتفاده از برنام ــا اس ــده ب ــت آم دس

ــرادف ) BLAST(بلاســـت ــا تـ ــود در  بـ ــاي موجـ هـ

GenBank ــا عامــل  مقايــسه و نزديــک تــرين تــرادف ب

از . بيماري ميـوه سـبز مرکبـات در ايـران جـستجو شـد             

هاي عامل بيماري ميوه سبز در بانـک         هاي باکتري  ترادف

 ترادف مورد استفاده قرار گرفتند و سپس به کمـک           ۹ژن  

 . دندروگرام مربوطه رسـم گرديـد      DNAMANافزار   نرم

ــاکتري   ــرادف ب ــوان  Burcella melitensisت ــه عن  ب

outgroup کار برده شد به.  

  



  ...خيز جنوب ايران از نظر بررسي مناطق مركبات : و همکارانصالحي

۲۰۱  

  )PCR(مراز ي پليا رهي مورد استفاده در واکنش زنجي آغازگرهايت اختصاصيت درژنوم وترادف، موقع. ۱جدول

Table 1. Nucleotide sequences, targeted genomic loci and strain specificity of primers used in polymerase chain 
reaction(PCR) 

  

  جينتا

  وه سبزي ميماريم بيل و علايوجود پس

بـه اضـافه     ليک گونـه پـس     ي ـ دي ـه نقاط مـورد بازد    يکل در 

وک از - ياز مکنـده د گـر بـا اسـتفاده    ي حشرات ديتعداد

دسـت   ل بـه  يپـس . دي ـ گرد يآور  درختان مرکبات جمع   يرو

، ناقـل  )Diaphorina citri(پسيل آسـيايي مركبـات   آمده 

در  .ص داده شد  يوه سبز مرکبات، تشخ   ي عامل م  ييايآس نوع

 ييقـا يکه ناقل نـوع آفر  Trioza erytreaeگونه  چ نقطهيه

پـسيل  . مـشاهده نگرديـد   وه سـبز مرکبـات اسـت        يعامل م 

مذكور  مناطقآسيايي مركبات روي ليموترش در بسياري از       

 ظـاهر در    و )۱شکل  ( خسارت قابل توجهي وارد كرده بود     

 ارقـام و    نـارنگي و سـاير    ،  پرتقـال سه بـا    يدر مقا  موترشيل

بـا ايـن    . ل بـود  ين پس ي ا يحيزبان ترج يم  مرکبات يها گونه

ل حال پسيل مذكور در برخي مناطق به وفور از روي پرتقـا         

 آنهـا وجـود     يد رو ي خـسارت شـد    يها که نشانه  و نارنگي 

  . شدآوري جمعداشت 

Specificity  
Amplicon 
size (bp)  

Target Nucleotide sequence (5′3′)(forward reverse)  Primers  

GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA  OI1  
Ca. L. 

asiaticus 
Ca. L. 

africanus 
Ca. L. 

americanus 

1160  16S rRNA 
GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT  OI2c  

TGAATTCTTCGAGGTTGGTGAGC  1F  Ca. L. 
asiaticus 

  
535  

rpLKAJ- 
rpoBc AGAATTCGACTTAATCCCCACCT  R1  

GCGTTCATGTAGAAGTTGTG  F2  Ca. L. 
asiaticus 

 
400  

rpLKAJ- 
rpoBc CCTACAGGTGGCTGACTCAT  R2  

TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT A2 Ca. L. 
asiaticus 
Ca. L. 

africanus 

700 
650  
  

rpLKAJ - 
rpoBc ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA J5 

RGG GAA AGA TTT TAT TGG AG CGO3F Ca. L. 
asiaticus 

 
800  16S rRNA GAA AAT AYC ATC TCT GAT ATC GT CGO5R 

ACG CCG AAT TAC AGA ATC ATA C libER Ca. L. 
asiaticus 

  
1132  omp 

TTC GCA GAA TTA AAA GGT TGT TA libEF 
TTC TCG TCT TTA CCC GAA C 

 libIR Ca. L. 
asiaticus 

  
909  omp TAT GGG TCA AAT ACA TCT A 

 libIF 
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   مرکباتييايل آسي در رودان به پسمو ترشيک درخت لي دي شديآلودگ. ۱شکل

Fig. 1. Heavy infestation of a lime tree with Diaphorina citri in Roodan (Hormozgan). 
  

 مي شبيه بـه   يرودان علا  سندرک و  سرباز، نيکشهر، در مناطق 

راست ايـستادن،    شامل شاخه زردي،   م بيماري ميوه سبز   يعلا

ها، سبز بـاقي مانـدن قـسمت     بد شکلي برگ اي و  پيسک لکه 

ريزش برگ و ميـوه و       در ميوه،  گلگاه و تيرگي و عقيمي بذر     

 در منـاطق  . )A۳ و   ۲هـاي    شـکل (ديـده شـد    سرخشکيدگي

درختـان   در اتجيرفت و کهنوج نيز علاوه بـر پـسيل مرکب ـ         

مي شـامل   يليمو ترش و نارنگي علا     محلي، پرتقال والنسيا و  

 ـحالت موزائيك، چرمي شدن، قاشقي شدن و علا        ،زردي م ي

، بـه گـل رفـتن    هـا   بـرگ ريزش قبل از موقـع  وكمبود روي   

بـا پوسـت     هاي ريز و بدشكل    خارج از فصل و تشكيل ميوه     

پرتقال  ۵از  . سبز كمرنگ و بذور پوك و تيره مشاهده گرديد        

 پيونـدک تهيـه و     م ميوه سبز در سـرباز     يوالنسياي داراي علا  

هاي پرتقـال و گريـپ فـروت بـه عنـوان گياهـان               روي نهال 

حدود يک سال بعد ازپيوند، علائم پيـسک        . محک پيوند شد  

در يک نمونـه گريـپ فـروت و يـک            زردي شاخه  اي و  لکه

  .)B۳شکل( شد ظاهر نمونه والنسيا

  

  PCRوه سبز با آزمون يم يماري عامل بيابيرد

  لي در بدن پس)الف

ي شـده از منـاطق      آور معيل ج  پس يها  نمونه ۱۳۸۶در سال   

م بــا جفــت ي مــستقي آر ســيد در آزمــون پــيــمــورد بازد

 بـا جفـت     يا  دو مرحلـه    آر ي س ي وآزمون پ  F1/R1آغازگر

ــا از ) دور دوم ( F2/R2و ) دور اول (  F1/R1ياغازگره

 يابي ـارز وه سبز ي م يماريمل ب  عا يياي آس نوع به   يلودگآنظر  

 نمونـه  ۱۴۰ن ي ازبيا  دو مرحله آري سيپ زمونآدر . شدند

 شده در سـندرک، رودان و قـصر قنـد در            يآور ل جمع يپس

 مـورد بـر     يها  درصد نمونه  ۷۵شامل حدود    نمونه که    ۱۰۳

ر شـد   ي ـ تکث  جفت بـاز   ۴۰۰ با اندازه    يا باشد قطعه  ي م يرس

 سال   در چند ماه از    ي در صد آلودگ   .)۲ جدول    و B۴شکل(

 ـ يبـردار   که درآنها نمونه   ۱۳۶۸ عمـل آمـد متفـاوت و از         ه ب

ور مـاه   ي درصـد در شـهر     ۴۰ درصد در اسفند ماه تـا        ۵/۸۲

  .ر بوديمتغ

  

   در مرکبات)ب

 OI1/OI2cهاي پس سي آر که بـا جفـت آغازگرهـاي             در آزمون 

،A2/J5 ، F1/R1    ، F2/R2،   و CGO5R CGO3F/، libEF/ 

libER و libIR libIF/ــه ــا نمون ــا  و ب  کــل ي ان اي ديه

 ـ يوس به . انجام شد  يمرکبات مظنون به آلودگ      آر ي س ـ يله پ

 از   درخـت  ۶ در   A2/J5 آغازگر   مستقيم با استفاده از جفت    

   با اندازه   يا  قطعه مظنون در منطقه سرباز    درخت پرتقال    ۱۰
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 ـر: B. ها ستادن برگ ي راست ا   و  شاخه يزرد: A .ا در رودان  يپرتقال والنس نگ در   ي هوانگ لونگ ب   يهعلائم شب . ۲شکل    ـزش بـرگ و م    ي وه و  ي

  .يدگيسرخشک

Fig. 2. Huanglongbing - like symptoms in sweet orange in Roodan. A: Yellow shoot and upright growth of leaves. 
B: Defoliation of shoots and twig dieback.  

  

  
کـشهر  يا در  ن   يک درخت پرتقال والنـس    ي يها  در برگ  يا سک لکه ي پ  و يعلائم زرد : A.  مرکبات يها وه سبز در برگ   ي م يماري ب  علائم .۳شکل

B :ـک نهال گري ينگ رويهوانگ لونگ ب يماريم بي علاي داراياي از درخت والنسيا وند نمونهي از پي ناشيا سک لکهيپ    پ فـروت ي

  ).سمت راست(سه با برگ سالم يدر مقا) مت چپس(

Fig. 3. Huanglongbing symptoms in citrus leaves. A: Yellowing and blotchy mottling in leaves of Valencia sweet 
orange from Nikshahr. B: Blotchy mottling in a leaf of a young grapefruit plant, graft inoculated with 
scions from huanglongbing–affected Valencia sweet orange (left) compared with a healthy leaf( right) 

  

 rplKAJL-rpoBC جفـت بـاز از خوشـه ژنـي           ۷۰۰تقريبي  

هاي مناطق ديگر با ايـن جفـت    نمونه. )A۴شکل ( تکثير شد  

 نمونـه   ۱۰ نمونـه از     ۸چنـين در     هـم . آغازگر بررسي نـشدند   

و دو نمونه پرتقال محلي در قـصر قنـد بـا روش پـي               مذکور  

 در دور   OI1/OI2cاي با جفت آغازگرهاي      سي آر دو مرحله   

 ۸۰۰ اي حدود   در دور دوم قطعه    CGO5R / CGO3Fاول و   

اي  در آزمون پي سـي آر دومرحلـه       ). C۴(جفت باز تكثير شد   

دور ( F2/R2و  ) دور اول ( F1/R1که با جفـت آغازگرهـاي       

ن  و سرباز انجام شد ازبي      مناطق قصر قند   هاي نهو با نمو  ) دوم

 ن نمونه و ازبي   ۱۲ واکنش    مظنون  پرتقال والنسياي   درخت ۲۶

 ـ ن واکـنش   نمونه نارنگي کلمانتي   ۶  ک نمونـه مثبـت بـود و        ي

ن  بـا همـي    .ر شد  جفت باز تکثي   ۴۰۰ اي با اندازه تقريبي    قطعه

  والنـسياي داراي    نمونه پرتقال  ۳۱ نمونه از    ۱۶آزمون واکنش   

   ).۳جــدول ( منــاطق ســندرک و رودان مثبــت بــود ازعلايــم

A B

BA  



  ۱۹۵-۲۰۸ :۱۳۹۱ سال / ۲شماره  / ۴۸جلد   /هاي گياهي  بيماري

۲۰۴  

  
  بلوچـستان و -يـستان  سيهـا   مرکبـات در اسـتان  يل و پسيها  در نمونه Candidatus Liberibacter asiaticusي ان اير دي تکث.۴شکل

ل يب مارکر، پرتقال سالم، پس    يترت  به :W و   M  ،H   ، Hp. لف مخت ي با استفاده از جفت آغازگرها     ي آر  س ي آزمون پ  يلهوس ههرمزگان ب 

 ـ:  .A2/J5 B جفت آغازگر با)۲ و ۱  (م از سربازي علاي داراياي پرتقال والنسيها  نمونهيم مستقي آر سيپ: .A سالم و آب  ي س ـيپ

 ـ:F2/R2. CوF1/R1 ي با اسـتفاده از جفـت آغازگرهـا    از رودان)۲و۱(ل ي پسيها  نمونهيا آر دومرحله  يا  آر دومرحلـه ي س ـي پ

 آر ي سيپ: CGO3F/ CGO5R .D و OI1/OI2c يبا استفاده از جفت آغازگرها) ۴و۱،۲،۳ (دار مي علاياي پرتقال والنسيها نمونه

بـا اسـتفاده از جفـت        ) ۳(و هرمزگـان    ) ۲ (بلوچـستان -يـستان  س يهـا   از اسـتان   دار مي علا ياي والنس ي پرتقال ها  نمونه يا دو مرحله 

  ./libIR libIF و libEF/ libER يها آغازگر

Fig. 4. Amplification of Candidatus Liberibacter asiaticus DNA from psyllid and citrus samples by PCR using 
different primer pairs. M, H, Hp and W, marker, healthy sweet orange, healthy psyllid and water control, 
respectively. A: Direct PCR with Valencia sweet orange from Sarbaz ( 1 and 2) using A2/J5 primer pair. 
B: Nested nested PCR with psyllid samples from Roodan (1 and 2) using F1/R1 and F2/R2 primer pairs. 
C: Nested PCR with sweet orange from Sarbaz (1, 2, 3, and 4) using OI1/OI2c and CGO3F/ CGO5R 
primer pairs.D: Nested nested PCR with symptomatic Valencia sweet orange from Sarbaz (1) and Senderk 
(2) using libEF/ libER and libIF/ libIR primer pairs. 

M            1      2     H M   Hp   W   1   2   3   4 

700bp→  

 400bp←  

A B 
M    H    2   3 

       ← 909 bp 

H   1   2    3   4    M 

800 bp →  

D C
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 بـا   بلوچستان و هرمزگـان -ستاني سيها در استان Diaphorina citri يها  در نمونهCa. Liberibacter asiaticus يابيج ردي نتا.۲جدول 

  F2/R2 و F1/R1 ي استفاده از جفت آغازگرهاي باا  آر دو مرحلهي سيآزمون پ

Table 2. Detection of Ca. Liberibacter asiaticus in Diaphorina citri samples from Sistan-Baluchistan and 
Hormozgan provinces by nested PCR using F1/R1 and F2/R2 primer pairs 

  

 يهـا   در اسـتان يوه سـبز  ميماريم مشکوک به بي با علاي درختان مرکباتها  در نمونهCa. Liberibacter asiaticus يابيج ردينتا .۳جدول

  PCRله يوس ه بلوچستان و هرمزگان ب-ستانيس

Table 3. Detection of Ca. Liberibacter asiaticus in leaf samples of symptomatic citrus trees by PCR in Sistan- 
Baluchistan and Hormozgan provinces 

S= Sistan-Baluchistan, H= Hormozgan, D= Direct PCR, N= nested PCR 

Percent 
infection  

No. of psyllids 
testing positive 

No. of psyllids 
tested 

Date of collecion  in 
2007 

Location of  psyllid 
collection  

80  8  10  February  Ghasreghand 
82.5  33  40  March  Sarbaz 
75  15  20  April  Roodan 
80  16  20  May  Senderk 
65  13  20  June  Roodan  
65  13  20  July  Roodan 
60  3  5  August  Senderk  
40  2  5  September  Sarbaz 

70.3 103 140  Total 

Ca.L. asiaticus positive 
trees/ total trees tested Primer pair used Location of collection 

 Host 

6/10  
A2/J5 (D) 

  Sarbaz (S)  
Citrus sinensis 

Valencia 

8/10  
OI1/OI2c and CGO3F/ 

CGO5R  
(N)   

Sarbaz (S)  
Citrus sinensis 

Valencia  

2/7  
OI1/OI2c and CGO3F/ 

CGO5R  
(N)    

Ghasreghand (S)  Citrus sinensis 

12/26  
F1/R1and 

F2/R2 
(N)  

Ghasreghand (S)  Citrus sinensis  

1/6  
F1/R1and 

F2/R2 
(N)  

Sarbaz (S)  
Citrus reticulata 

Ponkan  

16/31  
F1/R1and 

F2/R2 
(N)  

Senderk and Roodan (H)  
Citrus sinensis 

Valencia  

0/20  
F1/R1and 

F2/R2 
(N)  

Roodan(H)  
A local Citrus 

reticulata 

45/110   Total 
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رس  (يياي آس ـ  نـوع  يدر بـاکتر   opmبراساس تـرادف ژن     

 و libEF/ libER يجفت آغازگرهـا ) AB576198شمار 

libIR libIF/ ـ    .دي ـ گرد ي طراح   دو   آر ي س ـ يدر آزمـون پ

 ۹۰۹ با انـدازه     يا ن آغازگرها قطعه  ي با استفاده از ا    يا مرحله

 يماري ب ا با علايم  ي درختان والنس  ز ا ييها جفت باز در نمونه   

بلوچـستان و هرمزگـان      -ستاني ـ س يهـا   از استان  وه سبز يم

 شاهد، که در    يها چ مورد از نمونه   يدر ه ). D۴(دير گرد يتکث

 ي ان ا  ي د ياهان سالم بـه جـا     ي گ کيد نوکلئ يا اس يآنها آب   

ر ي تکثيا  قطعهکار برده شده بود  به ياهان مظنون به آلودگ   يگ

  .دينگرد

  

 مـشابه   يهـا  زان تشابه با ترادف   ي م ين ترادف وبررس  ييتع

  در بانک ژن

اي   محصول پي سـي آر دو مرحلـه         جفت بازي  ۹۰۹قطعه  

ــازگر  ــا جفــت آغ ــال /libIR libIFب ــه پرتق  در دو جداي

ــتان  ــسيا از اس ــستان  والن ــاي سي ــستان -ه و ) S1( بلوچ

ترتيـب بـا رس       بـه  تـرادف شـد و    تعيـين   ) S2(هرمزگان  

ــمارهاي  و  accession number (HQ267229(شــ

HQ267230   در GenBank    جـستجو بـا    .  قرار داده شـد

ــت   ــه بلاسـ  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)برنامـ

 دي ان اي  اي از     با قطعه  هاي مورد نظر    ترادف نشان داد که  

ــاکتريopm از ژن ــه ب ــوط ب   Ca. L. asiaticus  مرب

افــزار  بــا اســتفاده از نــرم  . بيــشترين نزديکــي را دارد 

DNAMAN جفــت بــازي از ژن ۹۰۹ تــرادف opm در 

 جدايـه   ۹هـاي مـشابه در        با تـرادف   S2 و   S1هاي   جدايه

باکتري عامـل ميـوه سـبز مرکبـات مقايـسه و دنـدروگرام        

ايـن بررسـي مـشخص      . )۵شـکل (تبارزايي ترسيم گرديد    

ــه  ــه جداي ــاخت ک ــا   س ــي ب ــه نزديک ــي رابط ــاي ايران  ه

Ca. L. asiaticus و بادارند Ca. L. africanus   رابطـه 

  .دوري دارند

  بحث

ــوعوجــود  ــن ــاري بيياي آس ــبز ميم ــوه س ــل آن در ي  و ناق

 ي س ي پ ي بلوچستان و هرمزگان بر مبنا     -ستاني س يها استان

 ـ  D. citriيها آر نمونه ن بـه اختـصار   ي ـش از ايو پرتقال پ

براسـاس  ). Faghihi et al. 2009(گـزارش شـده اسـت    

 يماري بر گسترش ب   ي مبن يا  شواهد تازه  يق کنون ي تحق جينتا

 .شـود  يه م ـيران اراي اي جنوبي در نواح D. citriو ناقل آن

 ييايل آس ـ ي پـس  ي وجود تعداد انـدک    يلادي م ۱۹۹۷در سال   

گـزارش  )  بلوچـستان  -ستاني ـاستان س (مرکبات در چابهار    

معلوم نبود که حشره مزبـور  ). Bové et al. 2000(ديگرد

 يشور سابقه طـولان   که در ک   نيا ا يران شده   ي وارد ا  يبه تازگ 

ج ينتـا .  نبوده است  ي قادر به انتشار گسترده    ليداشته و به دلا   

ل مزبور هـم اکنـون در       يدهد که پس   يق حاضر نشان م   يتحق

 بلوچستان،  -ستانيس( ران  يز ا ي از مناطق مرکبات خ    ياريبس

 از نقـاط    يوجود دارد و در برخ    ) هرمزگان، کرمان و فارس   

 .رختـان مرکبـات اسـت      عامل خسارت به د    ييخود به تنها  

 از درختـان  يي در در صـد بـالا  Ca. L. asiaticus يابيرد

 آر با چنـد     ي س ي به کمک پ   يوه سبز م م ي علا يمرکبات دارا 

 از  ي را در منـاطق    يمارين ب يجفت آغازگر مختلف، وجود ا    

. سـازد  ي م ي بلوچستان و هرمزگان قطع    -ستاني س يها استان

 ي در برخ ـيمـار ي ب مي ـجـاد علا  ي و ا  يونـد  با پ  يماريانتقال ب 

 بر وجود   يگريد د أييط گلخانه ت  ي در شرا  شدهوند  ياهان پ يگ

  . در منطقه استيماريب

 ييت بـالا  يا از حـساس   يرسد که پرتقال والنـس     يبه نظر م  

 ي کـه در مـوارد     يطور  برخوردار است به   يمارينسبت به ب  

 يماري عامل ب  ي حامل باکتر  ي علايم  درصد درختان دارا   ۸۰

 ـ      و  در سندرک  .بودند  ۵۰ش از   ي رودان در استان هرمزگان ب

 ۳۱ نمونـه از     ۱۶ (يـم  علا يدرصد از درختـان پرتقـال دارا      

در هيچيـک از    کـه    ي مبـتلا بودنـد درحـال      يماريبه ب ) نمونه

  هاي ارزيـابي شـده در منطقـه مزبـور عامـل بيمـاري               نارنگي
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 جفت باز از    ۹۰۹ براساس   يوه سبز مرکبات   م يماري ب يراني ا يره غ ي با شش جدا   يرانياي  ها هياجد سهي مربوط به مقا   يکيلوژنتي درخت ف  .۵شکل

 outgroup عنوان به  Burcella melitensis ياز باکتر. باشد ي مDNAMAN افزار ز با نرمي حاصل آنالي،کيلوژنتي فدرخت. opmژن

  .مربوطه نشان داده شده است پرانتز رس شمار کي در داخل هيدر سمت راست هر جدا. استفاده شد

Fig. 5. Phylogenetic tree showing the genetic relationship of Iranian isolates of huanglongbing with six "Ca. 
Liberibacter" isolates on the basis of 909 bp of the opm gene. The tree was constructed using phylogenetic 
tree option of DNAMAN software. Burcella melitensis bacterium was used as outgroup. GenBank 
accession numbers are in parentheses to the right of isolate name. 

  

ــشد ــابي نـ ــود . رديـ ــم وجـ ــه رغـ ــر بـ ــق حاضـ   در تحقيـ

D. citri  عامل هوانگ لونگ بينگ در استان کرمـان رديـابي ، 

 جديد نشان داده که فـرم آسـيايي ايـن           هاي نشد ولي بررسي  

 ـ      عليـزاده،  ( جيرفـت  ن اسـتان شـامل    بيماري در منـاطقي از اي

 )Mohkami et al. 2011(و ارزوئيه ) اطلاعات منتشر نشده

 مرکبات در اسـتان فـارس       ييايل آس يوجود پس . وجود دارد 

 نـه چنـدان دور      يا ندهي در آ  وه سبز را  ي م يماري به ب  يآلودگ

 نقـاط   يمـارگر در برخ ـ   ياقب ناقـل و ب    تع. سازد يمحتمل م 

 داطور مثال در فلوري ـ    به.  شده است  ديدهديگر جهان نيز    

  هفت سال بعد از گزارش پـسيل آسـيايي         وه سبز عامل مي 

  درکوبـا نيـز  ). Bové 2006( تشخيص داده شـد مرکبات

D. citri ــي ــراي اولــ ــار ن بــ ــال بــ   و۱۹۹۹ در ســ

Ca. L. asiaticusــال ــد ۲۰۰۶  در س ــزارش گردي    گ

)Luis Pantoja et al. 2008.( ن و ييل غلظـت پـا  ي ـبه دل

 يمـار يص ب ي، تـشخ  يمـار يکنواخت عامل ب  يعدم گسترش   

 يم به سخت  يژه درختان بدون علا   يوه سبز در درختان به و     يم

ل قبـل از ظهـور      ي بـه پـس    در مناطق آلوده  . ر است يپذ امکان

 ـ     تـوان  ي م  در مرکبات  يماريم ب يعلا   آر ي س ـ ي بـا آزمـون پ

وه سـبز   ي ـ م يمـار ي را از نظر وجود عامل ب      لي پس يها نمونه

 لي در پـس   يمـار ي کرد و در صورت وجـود عامـل ب         يبررس

 در مرکبات منطقه مورد نظر هشدار       يمارينسبت به وجود ب   

  .داد

يک مطالعه در فلوريداي آمريکا نشان داد کـه بـا رديـابي             

توان يک تا چند سـال        آسيايي مي  لعامل بيماري در بدن پسي    

 به وجود بيمـاري در      ن مرکبات م در درختا  يقبل از ظهور علا   

در . )Manjunath et al. 2008(منطقه اطمينـان حاصـل کـرد   

 در  يمـار ي ماننـد رودان ابتـدا عامـل ب        يز در منـاطق   يران ن يا

 ـ    از سال  وه سبز ي م يماريم ب يعلا.  شد يابيل رد يپس ش يهـا پ

زدپنـاه،  يا(ران وجود داشـته اسـت       يز ا يخ در مناطق مرکبات  

گـر از   يتواند بر اثر عوامل د     يلکن م ) تشر نشده اطلاعات من 

 Ca.L. africanus from  South Africa –Nelspruit (AY642158)         

Ca.L. asiaticus , Thailand-NakhomPathom(AY842432) 

Ca.L. asiaticus, China-Behai (AY842429)                   

Ca.L. asiaticus,  India-Poona (AY642159)                     

 Ca.L. asiaticus  , Iran,Sistan - Baluchistan (HQ267229) 

Ca.L. asiaticus ,  Iran – Hormozgan (HQ267230) 
58

49

Ca.L. asiaticus,  Nepal- Pokhara (AY842430) 

43

Ca.L. asiaticus,  Philipin – Lipacity (AY842431)         

 

100

Burcella melitensis (NP539747) 

0.05
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  Spiroplasma citri  بهي، آلودگيي غذايجمله کمبودها

 در  stubborn يمـار يوجـود ب  . توپلاسماها باشد ي ف يو برخ 

  ن گــزارش شــده  يــش از ايران پـ ـيــ ايمنــاطق جنــوب 

)Cochran & Samadi 1976, Rahimian 1983, 

Salehi et al. 1993 ( وه سـبز  ي ميماري بو ممکن است با

ه ي ارا يها داده(م مربوط به آن باشد    ي از علا  ي و بخش  مخلوط

و ) Teixeira et al. 2008b(ليـــدر برز). نـــشده

توپلاسما از گروه جاروک ي دو ف)Chen et al. 2009(نيچ

وه سـبز   ي ـ م يماري ب همراه با  ناي م ينخود کبوتر و گروه زرد    

توپلاسـما از  ي ف نيحـال چنـد    هران تا ب  يدر ا . اند مرکبات بوده 

ــروه ــا گـ ــف و گيهـ ــفي مختلـ ــان مختلـ ــزارش اهـ  گـ

جـاد  ي دخالت آنها در اي ول)Salehi et al., 2005(اند شده

 نـشده   کنون معلـوم   در مرکبـات تـا     وه سبز ي م يماري ب علائم

ل ي در بـدن پـس   Ca. L. asiaticusر ي ـل تکثي ـبه دل. است

 به گـسترش  يماري انتشار بيو وابستگ) D. citri(مرکبات 

د، مبـارزه   ي ـ جد يهـا  ي از آلـودگ   يريشگي ـ پ يقل آن، برا  نا

 با ناقل به همراه حذف درختـان آلـوده و مظنـون بـه         يجد

  .شود يه مي توصيآلودگ
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