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 چکیده

زاترین بیماری سبز مرکبات ازنظر اقتصادی خسارت( یا میوهHuanglongbing = HLBبینگ )لونگهوانگبیماری 

دهه است که از جنوب ایران نیز گزارش شده است. تاکنون روش درمان قطعی از یکباشد و بیشمرکبات در دنیا می

های مدیریت این بیماری، یافتن ارقامی است که از موثرترین راهاین، یکی برای این بیماری شناخته نشده است. باوجود

سالۀ ده رقم های سهاز مقاومت نسبی یا تحمل بالایی در برابر این بیماری برخوردار هستند. در این پژوهش واکنش نهال

زنی با ، ازطریق مایهHLB Candidatus Liberibacter asiaticusبه عامل فرم آسیایی بیماری و پایۀ تجاری مرکبات نسبت

ای، با کاربرد آرِ معمولی و آشیانهسیهای پیاز روش با استفاده Ca. L. asiaticusزنی، ردیابی از مایهپیوند بررسی شد. پس

زنی های مایهدر نهال، م بیماریئآغازگرهای اختصاصی باکتری، در فواصل زمانی دوماهه انجام و نیز اولین ظهور علا

آر و نیزدورۀ کمون سیبا پی Ca. L. asiaticusده یادداشت شد. سپس، بر اساس میانگین تعداد روزها تا اولین ردیابی ش

و  لیموترش مکزیکیدست آمده، مشخص شد. براساس نتایج به HLBها به بیماری، حساسیت و تحمل نسبی نهال

های جلو بیشترین حساسیت را در برابر این بیماری داشتند. نهاللیمولیسبون بیشترین تحمل و پرتقال والنسیا و اورلاندوتان

فروت، پرتقال محلی، نارنگی محلی و نارنگی کینو، بعداز نارنج و لیموشیرین حساسیت متوسطی به بیماری داشتند و گریپ

تر ها و ارقام مناسباب پایهپرتقال والنسیا واورلاندوتاجلو، در درجۀ دوم حساسیت قرار گرفتند. نتایج این مطالعه برای انتخ

 تواند مفید باشد. و مدیریت بهتر بیماری می HLBدر مناطق آلوده به بیماری 
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 مقدمه

سبز یا که قبلاً به نام میوه 1بینگلونگهوانگ بیماری

ترین از مهمیکی شد،مینیز شناخته  2نینگ مرکباتگری

این  خیز دنیا است.های مرکبات در مناطق مرکباتبیماری

 چین دربار در اواخر قرن نوزدهم برای اولینبیماری 

بینگ )که به معنای زردی لونگمشاهده و هوانگ

شاخساره و در زبان محلی به معنای اژدهای زرد است( نام 

مورد  در آفریقای جنوبی 1928ر سال دسپس،  گرفت.

مرور از سایر و بهنامیده شد  گرینینگتوجه قرار گرفت و 

در که تااینی گزارش گردید. یی و آفریقایکشورهای آسیا

Coletta-) پرتقالدر برزیل روی درخت  2004سال 

2004Filho et al.,  ) پوملو از آن از روی سال پسو یک

 ,Halbert) شدا گزارش در فلورید 3دارابی(درخت )

2008Da Graçan, ; 2006Bove, ; 2005.)  اکنون هم

های دنیا وجود این بیماری در باغات مرکبات تمامی قاره

کند. عامل داران وارد میدارد و هرساله خساراتی را به باغ

باکتریایی بودن عامل این کشت است و بیماری غیرقابل

شامل دیوارۀ سلولی  با هاییسلول ۀمشاهداز پسبیماری 

غشای سیتوپلاسمی و غشای خارجی و یک لایه 

 & Garnier) رسیدبه اثبات  پپتیدوگلایکانی در بین آنها،

a1984et al.,  ; Garnier1977Bové, .)  عامل بیماری

گونۀ مهم عامل  سهکشت است و یک باکتری سخت 

 Candidatusشامل  در دنیا بینگلونگهوانگبیماری 

 Jagoueix et al., 1994 scter asiaticuLiberiba

)CLas( ،" Liberibacter africanusCandidatus 

1994Jagoueix et al.,  )CLaf( و Candidatus 

 Liberibacter americanus" Teixeira et al., 2005

)Clam( های آسیایی، ترتیب عامل فرمباشند که بهمی

ueix et al., Jago) آفریقایی و آمریکایی بیماری هستند

a2005 et al.,Teixeira ; 1994) .40از تاکنون بیش 

های دیگر گونه از گیاهان خانوادۀ مرکبات و برخی تیره

                                                 
1- Huanglongbing = HLB 

2- Citrus greening 

3- Citrus grandis (pomelo)  

گزارش  ".Liberibacter Ca"عنوان میزبان سه گونۀ به

ترین گونه عامل مهم L. asiaticusCa .گونۀ شده است. 

 دشودر دنیا و ازجمله ایران محسوب می HLBبیماری 

(2015Da Graca et al., ; 2006Bove, .)  

، باکتری هستندها دو گونه از پسیلاین بیماری ناقل  

CLas آسیایی توسط پسیلDiaphorina 

Kuwayama citri  باکتریو CLaf  توسط

Del  Trioza erytreaeمرکبات آفریقاییپسیل

Guercio شودمنتقل می (Alizadeh Aliabadi, 

های حرارتدرجهبه ناقلش و  CLafتحمل  (.2009

که صورتیدر، استسلسیوس، کم درجۀ 26بالای 

CLas  بالا را نیز تحمل های حرارتدرجهو ناقلش

همراه ناقل آن هردو به CLafاین حقیقت که  کند.می

های و ناقلش هردو متحمل به حرارت CLasو حساس 

دهندۀ سازگاری و تکامل همراه عامل بالا هستند، نشان

 60حدود مرکبات آسیاییپسیل باشد.ناقل مربوطه می و

سال است که در برزیل حضور دارد و در فلوریدا از 

تقریباً  HLBدیده شده است. ولی بیماری  1998سال 

پسیل در سال این زمان در هر دو نقطه گزارش شد. هم

و در سال (  ,et al.French ,2001) از تگزاس 2001

 کارائیب گزارش شد از چند کشور حوزۀ 2004

(; 2004Halbert & Nunez, ; 1974Bové et al., 

2009Alizadeh Aliabadi, .)  
 HLBغالب عامل بیماری  ۀگون CLasحاضر حالدر

 یی، جایلدر برز متحده است. یالاتو ا یلبرز مرکباتدر 

 امروزه درحد ،بود یاصل و گونۀ غالب CLamی که زمان

 یلاز دلایکیرسد ینظر مهب .شودیم یافت کمی یاربس

 غلظتبودن  یین، پایلدر برز CLam یوعش یدکاهش شد

و  یابیکه احتمال دست ،مرکبات است درختان آن در بافت

 دهدیرا کاهش مپسیل آسیایی مرکبات انتقال آن توسط 

(Gabriel et al., 2020.)  
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شده علائم آلودهدر درختان تازه علائم کلی

با  صورت یک شاخهعمولاٌ بهاست. م "1زردیشاخه"

های آن سبز زرد در داخل درختی که بقیۀ شاخه هایبرگ

 (. ,1970McClean) شودمعمولی است، مشاهده می

هایی از زرد، روشنسایه صورتبهعلائم روی برگ 

های مختلف روی یک برگ سبزروشن و سبزتیره در طیف

 2کپیس موزاییک مانند یا حالت شود و به آنظاهر می

های آلوده معمولا میوه (. ,1968Schneider) دهدمی

کوچک، غیرقرینه، نامتقارن، غرشده با محور کج و بذوری 

 3میوهدم مجاورهای آلوده ابتدا قسمت میوه در .هستندعقیم 

گاه میوه، سبز باقی دهد و منطقۀ مجاور گلتغییر رنگ می

کیده بذور کوچک، پوك، چرو دارایمیوۀ آلوده . ماندمی

 & McClean) هستندای متمایل به سیاه و عقیم و قهوه

2009Alizadeh Aliabadi, ; 1970Schwarz, .)  

 در را مرکبات صنعت، HLBحاضر بیماری درحال

 .است کرده ویران آمریکا و آفریقا، آسیا مناطق از بسیاری

، لوئیزیانا، کالیفرنیا، فلوریدا به سرعتبه HLBبیماری 

، متحده ایالات در تگزاس و جورجیا، وبیجن کارولینای

 ,2004Halbert & Manjunath ;) است یافته گسترش

2015; da Graca et al., 2012Kumagai et al., .)  

 ،فلوریدا در ایالت فقط بیماری گرینینگ مرکبات،

 و کاهش به محصول دلار میلیارد 8/7بر خسارت بالغ باعث

 (،4201 تا 2007 )از لهسا 7 دورۀیک در شغل 7000 ازبیش

، 2017 سال در (. ,.2015Hodges et al) است شده

نسبت به  دوبرابر، تقریباً زیرکشت سطح )با ایالت فلوریدا

از ایالت کالیفرنیا  پرتقال ایالت کالیفرنیا(، در میزان تولید

 برای ضروری و فوری نیاز آمار، این. افتاده است عقب

 اقتصاد حفظ برای، را ریاین بیما بردنازبین و مبارزه

  .دهدمی نشان وضوحبه مرکبات، تولیدکنندگان

های از جنوب ایران در استان 2009در سال  HLBبیماری 

 ,.Faghihi et al) سیستان و بلوچستان و هرمزگان گزارش شد

                                                 
1- yellow shoot 

2- blotchy mottle 

3- peducular 

خیز جنوب سپس، بیماری از سایر مناطق مرکبات (.2009

 رس گزارش گردیدهای کرمان و فاکشور و همچنین در استان

(; Mohkami et al., 2010Alizadeh Aliabadi et al., 

2012Salehi et al., ; 2011.)  

برای تعیین پراکندگی  2007ای ازسال مطالعات گسترده

 این بیماری در ایران صورت گرفت و گزارش آن منتشر شد

(2013 et al., Alizadeh Aliabadi.) مدت درخلال این

آوری شده از های جمعبدن نمونهدر  CLasباکتری 

 Alizadeh) مرکبات نیز ردیابی شدآسیاییپسیل

2018Aliabadi & Ghasemi, .) ًنحوۀ مدیریت  ضمنا

این بیماری )تعیین پراکندگی عامل بیماری و ناقل آن و 

نحوۀ مبارزۀ شیمیایی، بیولوژیکی و فیزیکی با آنها( نیز مورد 

2016h Aliabadi, Alizade ;) بررسی قرار گرفته است

2018Moghbeli Gharaei et al., .) های از توصیهبرخی

 Alizadeh) فنی و ترویجی نیز در این مورد منتشر

d2017c and 2017b; 2017a; 2017Aliabadi, )  و

 های مولکولی این بیماری نیز بررسی شده استجنبه

(a; Ghayeb 2014Ghayeb zamharir et al., 

, 2014b; Hamzeh et al., 2014; zamharir et al.

2014et al., pour lamGho.)  

وداشت مرکبات با تولید بالا، در راه برای کاشت تنها

با کشورهایی که این بیماری شیوع دارد، مدیریت بیماری 

تهیۀ  -1 : شاملهای مدیریت تلفیقی است. برداز راه استفاده

منظور بههای عاری از آلودگی نهال سالم از نهالستان

 ،درختان مناطق غیرآلودهگیری از گسترش آلودگی بهپیش

تمرکز روی کاهش مایۀ آلودگی اولیه با حذف درختان  -2

داری جمعیت کنترل ناقلین و نگه -3و  های آلودهو یا شاخه

  .، استترین سطح ممکنپسیل در پائین

. هستند HLBمیزبان  مرکباتهای جنس اکثر گونه

فروت از ی، لیموشیرین، نارنج و گریپپرتقال، نارنگ

، رنگپور،لیموترش مکزیکیحساسیت بیشتری نسبت به 
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 Wang) برخوردارند ،به این باکتری دارابی،کلماندین و 

et al., 2013 .) 

برای  بیماری،این  مرکبات به آلودگی درختان دنبالبه

 ممکن عفونت، درهنگام درخت سن به بسته علائم، ظهور

. باشد لازم هاسال تا هاماه از طولانی ۀدور یک است
 توانندمی علائم، بدون اما آلوده، درختان ،حالبااین

کمک سازی سایر درختان، بهآلوده منابع عنوانبه

 ;Irey et al., 2006) کنند عمل مرکباتآسیاییپسیل

Albrecht et al., 2014،) این  مدیریت مشکل ،این امر

 ،HLB بیماری پیشرفت با. دکن می تررا سخت بیماری

 پایین کیفیت با همراه کم بازدۀ دلیلمرکبات به درختان

 اقتصادی نظر از نهایت در و شوندمی ضعیف میوه،

  (.Gottwald, 2010) شوندمی صرفه غیرقابل
، HLB تأثیر کاهش برای راه موثرترین، رسدنظر میبه

. هستند بیماری برابر در متحمل یا و مقاوم که یافتن ارقامی است

 برابر در واقعی مقاومت هیچ که است شده مشخص کلی طوربه

 پرتقال، ازجمله مرکبات انواع آلودگی. ندارد وجود بیماریاین 

منجربه زوال آنها شده  نارنگی و پوملو، لایم، لیمو، فروتگریپ

 مرکبات(.  ,Gottwald, 2006Bove ;2010) است

 بنابراین ،شودیر میرویشی تکث روشبه محصولی است که

 رایج ارقام بین در HLB بالا به مقاومت شناسایی احتمال

 مرکبات انواع اکثر اگرچه. رسدمی نظربه بعید تجاری مرکبات

 رسدمی نظربه اما، هستند HLB با مرتبط مئعلا دارای پرورشی

عنوان پایه استفاده که بههاییویژه آنآن، به انواع از برخی

 اندشده HLB تسلیم دیگران از ترکم شوند،می

(; 2009; Shokrollah et al., 2009Folimonova et al., 

2011Stover & McCollum, .)  

در این پژوهش واکنش ده رقم و پایۀ تجاری 

HLB (CLas )مرکبات به عامل فرم آسیایی بیماری 

زنی با پیوند بررسی و حساسیت و تحمل مایه طریقاز

 ه این بیماری تعیین شد.ها نسبت بنسبی آن

                                                 
1- Mexican lime 

2- Bitter orange, sour orange 

3- mandarin orange 

4- Kinnow mandarin 

 هامواد و روش

 ها و ارقام مرکباتانتخاب و تهیۀ پایه
در  متداول و رقم تجاری مرکبات تعداد ده پایه 

(، 1)لیموعمانی لیموترش مکزیکیشامل  ،جنوب کشور

Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle ،

 Citrus 3نارنگی، L aurantium × Citrus,. 2نارنج

var L. ulataretic 4کینومحلی )سیاهو(، نارنگی ،

J.  tangelo × Citrus 5اورلاندوتانجلونارنگی 

Ingram & H. Moore پرتقال ، sinensis× Citrus

 (L.) Osbeck والنسیا، پرتقالجنوب محلی Citrus 

[L.] Osbeck sinensis، 6لیموشیرین ، Citrus

Risso limettaفروت ، گریپ Citrus × paradise

Macfad 7و لیمولیسبون  Citrus limon

(L.) Osbeckنارنج صورت دانهال و نهال پیوندی ، به(

ها با پایۀ بذری و بقیه نهال لیموترش مکزیکیو 

و  تهیهاصله نهال سه ،و از هر کدام (لیموترش مکزیکی

 نهالاصله تعداد سهند. نگهداری شد گلخانهدر شرایط 

علائم  و دارای HLBوالنسیای آلوده به پرتقال ۀسالسه

از باغ های  ،پیوندكتهیۀ مشخص این بیماری نیز برای 

 2017شهر( که در سال شهرستان داراب )حوالی جنت

و در محلی فراهم آلودگی آن تشخیص داده شده بود 

 .نگهداری شدهای پیوندی جدا و دور از نهال

شده برای پیوند های انتخاببررسی سلامت نهال

 و تهیه پیوندک:

صورت بذری و سایر به موترش مکزیکیلینارنج و  

از نهالستانی  لیموترش مکزیکیها روی پایۀ ارقام و گونه

معتبر و مورد تایید حفظ نباتات و مرکز تحقیقات 

 حدود شش ماه تا )در خفر جهرم( خریداری وکشاورزی 

ها، از اطمینان از سلامتی نهالسال نگهداری شدند و پسیک

با استفاده  HLBها به دم آلودگی آنآر نیز عسیبا آزمون پی

 (.1قرار گرفت )جدول بررسی مورد  A2J5از جفت پرایمر 

5- Orlando tangelo 

6- sweet lemon 

7- 'Lisbon' lemons 

https://web.archive.org/web/20110512023634/http:/plants.usda.gov/java/profile?symbol=CISI3
https://web.archive.org/web/20110512023634/http:/plants.usda.gov/java/profile?symbol=CISI3
https://web.archive.org/web/20110512023634/http:/plants.usda.gov/java/profile?symbol=CISI3
https://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
https://en.wikipedia.org/wiki/Osbeck


 1400 زمستان، 4شماره  44(، جلد یکشاورز ی)مجله علم یپزشکاهیگ

 

5 

 زنی با پیوندمایه

 HLBها با عامل بیماری زنی نهالمنظور مایهبه 

سالۀ های سههای کوتاه و ظریف نهالمرکبات، از شاخه

والنسیای دارای علائم مشخص بیماری، که آلودگی پرتقال

نیز تایید شده بود، آر سیپیوسیله آزمون به CLasه ها بآن

صورت و تعداد دو پیوندك آلوده بهتهیه هایی پیوندك

یلم زخم حاصل از پیوند بااستفاده از پارافپیوند، و جانبی، 

محلی نیز با محلی، والنسیا و نارنگینهال پرتقالسه بسته شد.

سالم و  سالۀ پرتقال والنسیایهای یک نهال سهپیوندك

عنوان شاهد منفی، پیوندزنی ، بهHLBاز آلودگی به عاری

، هابرای حفظ رطوبت و رشد بهتر پیوندكشدند. 

پلاستیکی  ۀماه در کیسهای پیوندشده حداقل یکقسمت

ک گلخانۀ یها در . نهالنندها رشد کتا پیوندك گرفتندقرار 

در سلسیوس درجۀ 25در دمای مناسب عاری از حشرات 

 شدند. نگهداریدر روز سلسیوس درجۀ 30و شب 

های عامل بیماری در نهال مولکولی ردیابی

 زنی شدهمایه

آر سیپیهای با آزمون زنی،از مایهدو ماه پس 

شرحی با آغازگرهای اختصاصی، به 1ایآشیانه معمولی و

فرم آسیایی عامل ، CLasکه در ادامه خواهد آمد، 

زنی شده ردیابی شد. این های پیوندبیماری، در نهال

بار، تکرار و زنی، هردوماه یکاز مایهماه پس12ردیابی تا 

بودن آلودگی گیاهان مورد بررسی، به نتایج منفی یا مثبت

 ، ثبت شد. HLBبیماری 

 ایاناستخراج دی

 Hung etاز روش کل بااستفادهای اندیاستخراج  

al. (1999)  .گرم از  3/0 مقدارمنظور، اینبهانجام شد

و به  خردبا ازت مایع هر نهال آلوده، های اصلی رگبرگ

میکرولیتر بافر  800لیتری منتقل و های اپندورف دو میلیلوله

 ,EDTA؛ Tris-HCl, 100mM)ای اندیاستخراج 

100mM ؛NaCl, 250mM ؛Proteinase K,100 

                                                 
1- nested-PCR 
 

 
 

 

μg/ml  8باpH=میکرولیتر اِن 80همراه ( به-

 هم زدهبهآن اضافه و کاملاً به درصد01 2سارکوزینلوریل

 55دمای  ساعت دریکمدت های اپندورف به. لولهشد

 مدت پنجبه g 4000نگهداری و سپس در سلسیوس درجۀ

 125/0و  آوریجمع آن . رونشیننددقیقه سانتریفوژ شد

در  درصدCTAB 10مولار و پنج طعامنمکحجم از 

دمای  در . مخلوطدیدگرآن اضافه به طعامنمکمولار 7/0

آن و سپس به دقیقه نگهداری10مدت بهسلسیوس درجۀ 65

 10000( اضافه و در یکبه  24الکل )ایزوآمیلو  کلروفرم

بار دیگر یکمرحله و این ،سانتریفوژ ،دقیقه10مدت دور به

حجم ایزوپروپانول با  6/0و  آوریتکرار شد. رونشین جمع

دقیقه  20از آن اضافه و پسبهسلسیوس درجۀ 20 منفی دمای

 g 12000در سلسیوس درجۀ 20منفی نگهداری در دمای 

دقیقه سانتریفوژ شد. سپس رونشین حذف و  10مدت به

شسته )با سانتریفوژ  درصد 70رسوب حاصل دوبار با الکل 

هر لوله . بهگردید( و خشک g8000کردن پنج دقیقه در 

ای اندیعنوان همقطر سترون اضافه و بمیکرولیتر آب100

 شداز آن استفاده  آرسیهای پیبرای آزمون 3قالب

(Ruangwong et al., 2006 .) 

 ایآشیانه معمولی وآر سیهای پیآزمون

های گیاهی، در نمونه CLas ردیابی باکتری برای 

آغازگرهای  ازاستفادهمعمولی با  آرسیپیاز آزمون 

در و  5J/2A و c2OI/1OI، یعنی گونه اختصاصی این

آغازگر از جفت ایآر آشیانهسیپیآزمون 

c2OI/1OI آغازگر در دور اول و از جفت

F3R/CGO5CGO ،جدول شد  در دور دوم استفاده(

میزان  ایآشیانه معمولی وآر سیپیواکنش  در هر. (2

شده، ای استخراجانمیکرولیتر از محلول دی2

آب مقطر  4رفتمیکرولیتر از هریک از آغازگرهای 1

یک محلول آماده است  مسترمیکسکار رفت. خالص به

 DNA Polymerase Taq ،dNTPs ،2MgCl شامل

2- N-Lauroylsarcosine 

3- Template DNA 

4- Forward 
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برای  باشد.آر میسیو بافرهای مربوط به واکنش پی

 ک میکرولیتر ازی، ایهآر آشیانسیپیانجام آزمون 

آر، سیپیاز دور اول  شده )یک به پنج(محلول رقیق

 ایآر آشیانهسیپیقالب در آزمون  DNAعنوان به

 ,.1996Jagoueixet et al ;) (2جدول) استفاده شد

2007; Zhou et al., 1999Hocquellet et al., .)  
 هایهای گرمایی مورد استفاده در آزمونچرخه

براساس اندازۀ قطعۀ هدف  ایآشیانه معمولی ور آسیپی

 آورده شده است. 2 جدول و دمای اتصال آغازگر در

 معمولی وآر سیپیهای ده میکرولیتر از محصول

و  الکتروفورز درصد،یکروی ژل آگارز  ایآشیانه

 اتیدیوم باآمیزی از رنگپسالگوی باند تولیدشده، 

شد. سپس براساس  مشاهده UV1ه روی دستگا ،بروماید

های مثبت و منفی در وجود یا عدم باند موردنظر، واکنش

ترین تا بندی ارقام از حساسشد. رتبه هر آزمایش ثبت

ترین، براساس تعداد روز بین زمان پیوندزنی متحمل

های ها تا تاریخ اولین تشخیص آلودگی در نهالنهال

تعیین  پیوندی. در این روش میانگین تعداد روز هر رقم،

 ها با روش آنالیز واریانس انجام شد. و آنالیز داده

 

 نتایج

 شناسی و دورۀ کمون بیماریمئعلا

شده در گلخانه زنیطی دو سال نگهداری گیاهان مایه

های مختلف م بیماری در زمانئوسیعی از علا طیف

ای شدن( در م شامل ماتلینگ )پیسهئمشاهده شد. این علا

می شبیه به کمبود ئها و علارگبرگها، زردی بین برگ

آهن و روی و ریزبرگی، زردی رگبرگ و زردی عمومی 

  (.1هایی از گیاه بود )شکل در قسمت

 

 

 Ca. Liberibacter asiaticus برای ردیابی ایآشیانه معمولی وآر سیپیهای مشخصات آغازگرهای مورد استفاده در آزمون -1جدول 
Table 1. Characteristics of primers used in conventional and nested PCR tests to detect Ca. Liberibacter 

asiaticus 

Reference Target Amplicon 

size (bp) 

Annealing 

(C) 
Sequence Primer 

name 

Jagoueix et al., 

1996 

16S 

rDNA 1160 56 
5-GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA-3 OI1 

5-GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3 OI2c 

Zhou et al., 

2007 
16S 

rRNA 

800 

(nested-PCR) 56 

5- RGGGAAAGATTTTATTGGAG-3 CGO3F 

5-GAAAATAYCATCTCTGATATCGT-3 CGO5R 

Hocquellet et 

al., 1999 
-

operon 
669 (Laf) 

60 
5- TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT-3 A2 

703 (Las) 5- ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA-3 J5 

 
 آرسیپیهای های دمایی مورد استفاده در آزمونچرخه -2جدول 

Table 2. Temperature cycles used in PCR tests 
Duration Annealing temp. (°C) Reaction steps Cycle number Primers 

3-4-min. 93-94 Initial 

denaturation 1 All primers 

40 sec. 94 Denaturation 35 OI1/OI2&CGO3F/CGO5R 

45 min. 56 Annealing 35 OI1/OI2&CGO3F/CGO5R 

1.5 min. 72 Extension 35 OI1/OI2&CGO3F/CGO5R 

30 sec. 94 Denaturation 35 A2/J5 
45 sec. 60 Annealing 35 A2/J5 
1 min. 72 Extension 35 A2/J5 

10 min. 72 Final extension 1 All primers 

                                                 
1- Transilluminator UV 
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الف: ماتلینگ و کلروز بین. شده در گلخانه زنییهما یاهاناز گ یدر برخ HLB یماریب ئمعلا -1شکل 

ای در برگ پرتقال والنسیا؛ ج: بلاتچی ماتل در برگ نارنج؛ د: رگبرگی در پرتقال محلی؛ ب: پیسک لکه

 در نارنگی محلی. HLBعلائم زردی و کمبود آهن در اثر 
Figure 1. Symptoms of HLB in some inoculated plants in greenhouse. a: Mottling and 

interveinal chlorosis in local orange, b: Mottling in Valencia orange leaves, c: Blotchy mottle 

in sour orange leaves, d: Yellowing and Fe deficiency like symptoms in Local mandarin 

 

م مشاهده شده، در ئای از علاخلاصه 3در جدول  

های مختلف، ماه در میزبان 24ماهه، تا فواصل زمانی سه

طورکه در این جدول است. همان تفکیک آورده شدهبه

یک از زنی در هیچاز مایهماه پسمشخص است تا شش

می از بیماری ئهای تجاری مرکبات علاها و پایهگونه

ترتیب زنی بهاز مایهاه پسهشت و نه م مشاهده نشد ولی،

زنی از مایهدر یک و دو نهال پرتقال والنسیا و نیز نه ماه پس

م بیماری ظاهر شد، ئتانجلو علادر سه نهال اورلاندو

شده و گیاهان شاهد زنیهای مایهکه در سایر گونهدرحالی

از  سال پسم بیماری مشاهده نشد. حدود یکئعلا

ارقام مختلف پرتقال و نارنگی،  م بیماری درئزنی، علامایه

فروت، رانگپورلایم و ماکروفیلا )آلِمو( بکرایی، گریپ

ها صورت ماتلینگ خفیف و زردی بین رگبرگاغلب به

های بالایی گیاه قابل مشاهده بود. باوجوداین، در در برگ

از و لیمولیسبون پس لیموترش مکزیکیلیموشیرین، نارنج، 

می از بیماری مشاهده نشد. ظهور ئزنی علاسال از مایهیک

و زردی صورت ماتلینگ خفیف م بیماری بهئعلا

های زنی روی نهالاز مایهماه پس 15تا  13رگبرگی بین بین
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های ماه روی نهال 19تا  16لیموشیرین و نارنج و بین 

 و لیمولیسبون مشاهده شد. لیموترش مکزیکی

تلف های مخواریانس تاثیر گونهتجزیه  4جدول  

دهد. نشان می HLBمرکبات را روی دورۀ کمون بیماری 

طور که در این جدول مشخص است، دورۀ کمون همان

زنی شده های مختلف مرکبات مایهدر گونه HLBبیماری 

 داری متفاوت است. صورت معنیبه

های ی میانگین دورۀ کمون بین ارقام و پایهمقایسه 

لیموترش کمون در  داد که بیشترین دورۀمرکبات نشان

که اختلاف  ،شودو لیمولیسبون مشاهده می مکزیکی

های مرکبات دارند. بعد ( با سایر نهالP<0.05داری )معنی

اند، از این گروه، ارقام لیموشیرین و نارنج قرار گرفته

تری نسبت به که دارای دورۀ کمون کوتاهطوریبه

لانیکمون طو ۀو لیمولیسبون و دور لیموترش مکزیکی

ری نسبت به ارقام پرتقال و نارنگی بودند. بین پرتقال ت

فروت محلی، نارنگی محلی، نارنگی کینو، و گریپ

( از نظر طول دورۀ کمون P<0.05داری )اختلاف معنی

 (.5بیماری در گلخانه مشاهده نشد )جدول 

ها با آزمون در ژنوتیپ Ca. L. asiaticusردیابی 

 آرسیپی

آر و سیها در مورد اثر روش پیادهتجزیه واریانس د

 Ca. Liberibacter asiaticusمرکبات بر ردیابی گونۀ 

آورده شده است. بر اساس آن، روش  6در جدول 

  ای( و نوع ژنوتیپ مرکباتآر )مستقیم و آشیانهسیپی
 

 ماهه تا دو سال  زنی شده با پیوند در فواصل زمانی سههای مایهدر میزبان HLBبیماری م ئعلا -3جدول 
Table 3. Symptoms of HLB disease in the graft inoculated hosts at intervals of three months up to two 

years 
Symptoms (months after inoculation by grafting)  

24 21 18 15 12 9 6 3 Citrus genotypes 

Y, M, IC, VY, 

Fe/Zn Df. 
Y, M, IC, VY, 

Fe/Zn Df 
PY, IC, M, 

Fe/Zn Df 
IC, MM, 

Fe/Zn Df 
IC, MM, 

Fe/Zn Df 
IC, 

MM NS NS Valencia orange 

M,Y, Fe/Zn 

Df 
M,Y, Fe/Zn 

Df 
IC, MM, 

Fe/Zn Df 
MM, 

Fe/Zn Df IC, MM NS NS NS Local orange 

IC, MM, 

Fe/Zn Df 
IC, MM, 

Fe/Zn Df 
IC, MM, 

Fe/Zn Df 
MM, 

Fe/Zn Df 
MM, 

Fe/Zn Df NS NS NS Local mandarin 

Y, M,VY, IC, MM IC, MM IC, MM MM NS NS NS Kinnow mandarin 
Y, M, IC, VY, 

Fe/Zn Df 
IC, MM, 

Fe/Zn Df 
IC, MM, 

Fe/Zn Df 
IC, MM, 

Fe/Zn Df 
IC, MM, 

Fe/Zn Df 
IC, 

MM NS NS Orlando tangelo 

M, IC,Fe/Zn 

Df 
IC, MM, 

Fe/Zn Df 
IC, MM, 

Fe/Zn Df MM MM NS NS NS Grapefruit 

M,Y, Fe/Zn 

Df 
IC, MM, 

Fe/Zn Df 
IC, Fe/Zn 

Df MM NS NS NS NS Sweet lemon 

Y, M, VY,  Y, M, VY,  MM NS NS NS NS NS Lisbon lemons 
IC, MM IC, MM MM NS NS NS NS NS Mexican lime 
M,Y, Fe/Zn 

Df 
IC, MM, 

Fe/Zn Df 
MM, Fe/Zn 

Df MM NS NS NS NS Sour orange 

 These symptoms were observed in at least one of the three replicates inoculated for each genotype. 

No symptom (NS); Interveinal chlorosis (IC); Vein yellowing (VY); Mottling (M); Mild mottling (MM); Symptom-like Fe and Zn 
deficiencies like symptoms, (Fe/Zn Df); Yellowing in a part of the plants (PY); General yellowing (GY); Blotchy mottle (BM). 

 

 HLBمربوط به اثر ژنوتیپ بر دورۀ کمون بیماری  یهاواریانس داده ۀتجزی -4جدول 

Table 4. Analysis of variance related to the effect of citrus genotypes on incubation period 

of HLB disease 
Coefficient 

of 

variation 

F statistic 
Mean of 

Square 

Sums of 

squares 

Degrees of 

freedom 
Source of variation 

 39.1  27.4 246.3 9 Genotype 
6.6 - 0.7 14.0 20 Exp. Error 

 - - 260.3 29 Total 

** Significant at 1%, 

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjxgaHz0_fuAhWEnVwKHWQUAFMQFjAAegQIAhAD&url=https%3A%2F%2Fnahalestanmirnia.ir%2FNews%2F20%2F%25D9%2586%25D8%25A7%25D8%25B1%25D9%2586%25DA%25AF%25DB%258C-%25D8%25A7%25D9%2588%25D8%25B1%25D9%2584%25D8%25A7%25D9%2586%25D8%25AF%25D9%2588-%25D8%25AA%25D8%25A7%25D9%2586%25D8%25AC%25D9%2584%25D9%2588&usg=AOvVaw1N87h27Vmjk41QxuK2Azyx
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 مرکباتهای تجاری در ارقام و پایه HLBکمون بیماری  ۀمیانگین دور ۀمقایس  -5جدول 
Table 5. Mean comparison of the incubation period of HLB disease in 

citrus genotypes 

Incubation period Citrus genotypes 
18.0 a Mexican lime 
16.7 a Lisbon lemons 
14.0 b Sour orange 
14.0 b Sweet lemon 
11.7 c Local orange 
12.3 c Grapefruit 
11.3 c mandarinKinnow  
11.3 c Local mandarin 
9.0 d Orlando tangelo 
8.7 d Valencia orange 
1.425 LSD 

Means with at least one similar letter had no significant difference based on LSD at 5% of 
.probability level 

 

های در نهال CLasتعداد روز لازم برای ردیابی بر 

 داری است.مورد مطالعه اثرگذار و دارای اختلاف معنی

، عامل فرم آسیایی CLas زمان تشخیصاولین

از پیوند با نهال آلوده، های سالم، پسدر نهال ،HLBبیماری

در جدول  ایآشیانه معمولی وآر سیپیبا استفاده از روش 

 ،شودطور که مشاهده میهمان ه است.آورده شد 7

در  CLasای در تشخیص آر آشیانهسیحساسیت آزمون پی

تواند آلودگی آر معمولی است و میسیها بیشتر از پینهال

دو ماه زودتر تشخیص دهد. آنالیز آماری  ،طور متوسطرا به

ها و مقایسۀ میانگین تعداد روزهای بین زمان پیوندزدن نهال

آر در سیبا روش پی CLasزمان ردیابی مثبت و اولین

های مختلف داد واکنش ارقام و پایههای مرکبات نشاننهال

ی میانگین داری متفاوت است. مقایسهطور معنیبه HLBبه 

با  Ca. L. asiaticusتعداد روزها در اولین ردیابی مثبت 

ای( در آر مستقیم و دومرحلهسی)میانگین پی آرسیپی

در  Ca. L. asiaticusداد که های مرکبات نشانگونه

ترتیب پرتقال والنسیا و اورلاندو تانجلو در زودترین زمان، به

زنی با پیوند، نسبت به سایر از مایهروز پس 200و  180

داری نظر اختلاف معنیها ردیابی شد و از اینگونه

(P<0.05با اغلب ژنوتیپ )نظیر پرتقال محلی،  ،ها

نارنج و گریپ  ، لیمولیسبون،لیموترش مکزیکیین، لیموشیر

داری را با نارنگی که اختلاف معنیفروت نشان داد؛ درحالی

 CLasشده، های مطالعهکینو و محلی نشان ندادند. در گونه

 330طور میانگین با بیشترین تاخیر )به لیموترش مکزیکیدر 

رنج در زنی( ردیابی شد و لیمولیسبون و نااز مایهروز پس

زنی( از مایهروز پس 290و  300طور میانگین رتبۀ بعدی )به

( در P<0.05داری )این، اختلاف معنیقرار داشتند. باوجود

آر بین سیزنی تا واکنش مثبت در پیاز مایهتعداد روز پس

 با لیمولیسبون و نارنج مشاهده نشده است لیموترش مکزیکی

-در گونه CLasیابی (. براساس میانگین زمان رد7)جدول 

، لیمولیسبون و نارنج لیموترش مکزیکیزنی شده، های مایه

بودند  CLasدارای بیشترین مقاومت )تحمل( در برابر تکثیر 

لیموشیرین،  .ها ردیابی شدو دیرتر عامل بیماری در آن

یعنی مقاومت  ،پرتقال محلی و گریپ فروت در سطح بعدی

و نارنگی کینو  نارنگی محلی )تحمل( متوسط بودند؛

حساس و پرتقال والنسیا و اورلاندوتانجلو حساس در نیمه

 (.1و شکل  7بودند )جدول  CLasبرابر تکثیر 

 

 گیریبحث ونتیجه

رقم و پایۀ تجاری  10سالۀ های سهدر این پژوهش واکنش نهال

 .HLB (Ca. Lمرکبات به عامل فرم آسیایی بیماری 

asiaticusبا پیوند بررسی و براساس سازی ( از طریق آلوده

از روش از پیوند با استفادهردیابی باکتری عامل بیماری پس

زمان بین آر و همچنین دورۀ کمون بیماری )مدتسیپی

ها، ( در نهالبیماری و ظهور اولین علائمسازی با پیوند آلوده

 ها نسبت به این بیماری تعیین شد.حساسیت و تحمل نسبی آن

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjxgaHz0_fuAhWEnVwKHWQUAFMQFjAAegQIAhAD&url=https%3A%2F%2Fnahalestanmirnia.ir%2FNews%2F20%2F%25D9%2586%25D8%25A7%25D8%25B1%25D9%2586%25DA%25AF%25DB%258C-%25D8%25A7%25D9%2588%25D8%25B1%25D9%2584%25D8%25A7%25D9%2586%25D8%25AF%25D9%2588-%25D8%25AA%25D8%25A7%25D9%2586%25D8%25AC%25D9%2584%25D9%2588&usg=AOvVaw1N87h27Vmjk41QxuK2Azyx
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 Ca. Liberibacterمرکبات بر ردیابی ۀ آر و گونسیها در رابطه با اثر روش پیواریانس داده ۀتجزی -6جدول 

asiaticus 
Table 6. Analysis of variance related to effect of PCR method and citrus genotype on detection 

of Ca. Liberibacter asiaticus 

Coefficient 

of variation 
F statistic 

Mean of 

Square 

Sums of 

squares 

Degrees of 

freedom 
Source of variation 

 0.45  54000 54000 1 PCR 

13.6 11.5  13760 123840 9 Genotype 
 0.7 ns 800 7200 9 PCR   × Genotype 

 - 1200 4800 40 Exp. Error 
 - - 133040 59 Total 

ns**, ns= Significant and non-significant at 1%, respectively 

 

 در ارقام مختلف مرکبات HLBمقایسه میانگین تعداد روزهای بین پیوندزنی و تشخیص عامل بیماری  -7جدول 
Table 7. Mean comparison of the number of days between grafting and HLB diagnosis 

times in different citrus cultivars 

First positive detection of CLas 

(day post inoculation) 
 

Average (Host) Nested-PCR Direct-PCR Genotype 

A 330 † 320 ab a 340 †† Mexican lime 
300 AB 280 bcd 320 ab Lisbon lemons 
290 AB 260 cde 320 ab Sour orange 
280 B 240 de 320 ab Sweet lemon 

260 BC 220 ef 300 abc Local orange 
260 BC 240 de 280 bcd Grapefruit 

220 CD 180 fg 260 cde mandarinKinnow  
220 CD 180 fg 260 cde Local mandarin 
200 D 180 fg 220 ef Orlando tangelo 

180 D 140 g 220 ef Valencia orange 

 224 B 284 A Average (Method) 
† There is no significant difference at the 5% level of the LSD test between the averages in the left column and the 

bottom row in capital letters (comparing the individual effect of two factors) and also †† Averages in the middle two 
columns of the table in lowercase (comparing the interaction of two factors), which have at least one letter in common. 
a= Each number is the average of 3 numbers related to 3 grafted seedlings of each cultivar 

 

 

است و در محیط  1رشدجاکه این باکتری سختاز آن

کند، امکان تکثیر آن در های متداول رشد نمیکشت

سازی گیاه با آن های مصنوعی و آلودهکشتمحیط

انتقال و روش مرسوم برای وجود ندارد. تنها سه

ها وجود دارد، که گونه باکتریسازی میزبان با اینآلوده

کتری ازطریق ناقل آن، اند از: انتقال باعبارت

 ;Coletta-Filho et al., 2014مرکبات )آسیاییپسیل

Canale et al., 2017; Canale et al., 2019 ،)

 ,.2007Zhou et al ;) 2هرز انگل سساستفاده از علف

                                                 
1- Fastidious 

2- Parasitic plant dodder (Cuscuta spp.)  

2018Li et al.,  و پیوندزدن گیاه با پیوندك آلوده )

(Hilf & Lewis, ; 2012et al.,  Muhammad

2016 .) 

به امکانات و شرایط موجود و هدف این تحقیق، اتوجهب

تشخیص  هاتر از سایر روشانتقال ازطریق پیوند، مناسب

داده شد. در این روش میزان معینی از مایۀ اولیۀ تلقیح 

)اینوکولوم اولیه (، که در بافت پیوندك وجود دارد، 

شود، در این روش، مستقیما به بافت گیاه میزبان منتقل می

مایۀ سازی، میزان خلاف دو روش دیگر، زمان دقیق آلودهبر

 

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjxgaHz0_fuAhWEnVwKHWQUAFMQFjAAegQIAhAD&url=https%3A%2F%2Fnahalestanmirnia.ir%2FNews%2F20%2F%25D9%2586%25D8%25A7%25D8%25B1%25D9%2586%25DA%25AF%25DB%258C-%25D8%25A7%25D9%2588%25D8%25B1%25D9%2584%25D8%25A7%25D9%2586%25D8%25AF%25D9%2588-%25D8%25AA%25D8%25A7%25D9%2586%25D8%25AC%25D9%2584%25D9%2588&usg=AOvVaw1N87h27Vmjk41QxuK2Azyx


 11 1400 زمستان، 4شماره  44(، جلد یکشاورز ی)مجله علم یپزشکاهیگ

کوبی، ها( و محل مایهك)تعداد و اندازه پیوند تلقیح اولیه

 (.Batool et al., 2007) گیری استقابل کنترل و اندازه

ازجمله: نیز )هایی محدودیتدر این روش انتقال، اگرچه 

ا ببافت پیوندك  میزان سازگاریبقای بافت پیوندی، 

بافت پایه، دمای محیط در زمان پیوندزنی و موارد دیگر( 

وجود دارد؛ ولی مزایای متعدد آن باعث انتخاب این 

  سازی شد.روش آلوده

چندان  HLBدر بیماری  علائمکه نظربه این 

ایجادشده در  علائماختصاصی نیستند و نوع و شدت 

دلیل موجود در طبیعت )به علائمگلخانه ممکن است با 

ن گیاه، شرایط اقلیمی، وجود ناقل و...( متفاوت باشد، س

های های آلوده درمقایسه با نهالروی نهال علائمتغییر 

بیماری درنظر  علائمعنوان گونۀ مرکبات، بهشاهد در هر

نیز تاییدکننندۀ  آرسیگرفته شد و در کنار آن نتایج پی

بیماری که اندکی  علائمها بود. آلودگی در نهال

ها و پیسک تر هستند شامل ماتلینگ در برگاصیاختص

ها مانند در میوه علائمها و از شاخه، زردی برخی1ایلکه

، ممکن است علائمکه حالیباشد، درمی وارونگی رنگ

از موارد  یبسیارمتفاوت باشد. در ،در شرایط گلخانه

ی شبیه به کمبود علائمها و ماتلینگ، زردی بین رگبرگ

غالب روی  علائمهای بالایی گیاه برگ آهن و روی در

 های آلوده بود. نهال

های تجاری مرکباتِ مورد مطالعه، ها و پایهدر گونه 

های مختلف ظاهر ماه روی نهال 18تا  8بیماری بین  علائم

ماه  10ها تا شد و در واقع دورۀ کمون )نهفتگی( بین نهال

والنسیا و بیماری روی پرتقال  علائممتفاوت بود. اولین 

زنی مشاهده شد. از مایهاورلاندو تانجلو، هشت تا نه ماه پس

های پرتقال در نهال CLasازسوی دیگر اولین ردیابی مثبت 

ای، چهار آر آشیانهسیوالنسیا و اورلاندوتانجلو با روش پی

آر معمولی، شش تا سیاز پیوند و با روش پیماه پستا شش

از بنابراین، دو تا چهارماه قبل بود.، از پیوندماه پسهشت

آر معمولی و سیهای پیترتیب با روشبه علائمظهور 

                                                 
1- blotchy mottle 

های ای باکتری عامل بیماری در نهالآر آشیانهسیپی

ی شد. زنی شده ردیابپرتقال والنسیا و اورلاندوتاجلوی مایه

چندین ، عامل بیماری در گیاهها نیز سایر ارقام و پایه درمورد

و  3بیماری، قابل ردیابی بود )جدول  علائمز ظهور اماه قبل

 علائمزنی، از مایهماه پس 13تا  10عنوان مثال حدود (. به5

فروت بیماری در سایر ارقام پرتقال، نارنگی و گریپ

های مثبت عامل بیماری با مشاهده شدند ولی، اولین ردیابی

از ها شش تا هشت ماه پسآر در این ارقام و گونهسیپی

بود.  علائماز ظهور تقریباً بین چهار تا پنج ماه قبلپیوند و 

های ماه در نهال 19تا  16بیشترین دورۀ کمون بیماری بین 

و لیمولیسبون مشاهده شد، ولی آلودگی  لیموترش مکزیکی

زنی با از مایهماه پس 12تا  10آر بین سیها با پیاین نهال

تر، حداکثر ر گیاهان متحملپیوند تایید شد. بنابراین، حتی د

آر در سیاز آلودگی، عامل بیماری با پیسال پستا یک

قابل ردیابی است. ردیابی عامل  علائماز مشاهده گیاه قبل

خصوص در شرایط طبیعی، ، بهعلائماز ظهور بیماری پیش

دلیل توزیع غیریکنواخت عامل بیماری و غلظت پایین آن به

آر سیتر پیوش حساسدر مرکبات مشکل است و ر

تواند وقوع آلودگی را چند ماه زودتر از روش ای میآشیانه

 دهد.آر معمولی نشان سیپی

 و شناسایی آر برایسیپی مانند مولکولی هایروش 

 استفاده موفقیت با CLas مختلف هایگونه ردیابی

و آغازگرهای مناسب و کارا برای هر سه گونۀ  اندشده

 وجود دارند HLBامل بیماری مختلف باکتری ع

(, .; Hocquellet et al1996et al.,  Jagoueix

2007Zhou et al., ; 1999.)  
دلیل غلظت پایین باکتری در جاکه برخی اوقات بهازآن

بافت، با انجام  ۀهای مزاحم در عصاربافت و یا وجود متابولیت

آرِ معمولی امکان ردیابی دقیق و حساس باکتری در سیپی

آرِ معمولی سیبر پیبافت وجود ندارد، در این تحقیق، علاوه

ای نیز ای یا دومرحلهآرِ آشیانهسیتر پیاز روش حساس

از روش بااستفاده CLasکلی، ردیابی طوراستفاده شد. به
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آرِ معمولی در سیای در مقایسه با روش پیآرِ آشیانهسیپی

را با یکدیگر نشان داری شده اختلاف معنیزنیگیاهان مایه

آرِ سیرفت حساسیت روش پیطور که انتظار میهماندادند. 

طور متوسط عامل بیماری به ای بیشتر بود و با این روشآشیانه

آرِ سیپی روشزودتر از دو ماه  ،زنی شدهدر گیاهان مایه

 معمولی ردیابی شد. 

ازآنجایی که تکثیر باکتری در بافت گیاه میزبان و  

دهندۀ عدم موانع جدی متابولیکی و نشان علائم ایجاد

فیزیولوژیکی در گیاه میزبان برای جلوگیری از تکثیر و 

توسعۀ عامل بیماری در میزبان است، بنابراین هرچه عامل 

تر در میزبان مستقر شود و تکثیر بیماری بتواند سریع

-که نشان ،بیماری نیز زودتر ظاهر شده علائمپیداکند، 

سیت بیشتر آن میزبان به بیماری است. لذا هرچه دهندۀ حسا

آر در بافت گیاه سیزمان ردیابی عامل بیماری با روش پی

دهندۀ تکثیر بهتر و پیوند شده زودتر صورت گیرد، نشان

ر بودن میزبان برای تغلظت بیشتر عامل بیماری و مناسب

تکثیر عامل بیماری است. بنابراین، زمان تشخیص باکتری 

تواند ، میعلائمهمراه زمان ظهور در بافت گیاه میزبان به

شاخص مناسبی برای ارزیابی واکنش ارقام مختلف 

ترتیب ردیابی زودتر باکتری عامل مرکبات باشد. بدین

ال والنسیا و مانند پرتق ،هااز میزبانبیماری در برخی

تر دهندۀ تکثیر بهتر و افزایش سریعاورلاندوتانجلو نشان

آر سیغلظت باکتری تا رسیدن به آستانۀ ردیابی با پی

با  CLasتر است. همچنین، همبستگی بین ردیابی سریع

های مورد تر بیماری در ارقام و پایهدورۀ کمون کوتاه

ها ی نهالمعنی که هرچه آلودگبررسی وجود داشت؛ بدین

شد و در واقع غلظت آر زودتر مثبت میسیدر آزمون پی

رفت )مانند پرتقال والنسیا و بیمارگر زودتر بالا می

بیماری هم زودتر خود را نشان  علائم ؛اورلاندوتاجلو(

تر بود و عبارت دیگر دورۀ کمون بیماری کوتاهبه داد.می

حساسیت  HLBها نسبت به بیماری در نتیجه این میزبان

شده، غلظت براساس مطالعات انجامبیشتری داشتند. 

باکتری عامل بیماری در گیاه غیریکنواخت بوده و در 

های گیاه آلوده، بیشتر از قسمت علائمهای دارای قسمت

دهندۀ همبستگی مثبت بین نشان این .است علائمبدون 

گیاه است  علائمهای دارای تکثیر بیشتر باکتری در قسمت

(Kunta & de Graca, 2014.)  براساس مقایسۀ میانگین

از پس علائمآر و ظهور سیبا پی CLasزمان ردیابی 

زنی شدۀ های مایهزنی با پیوند )دورۀ کمون(، گونهمایه

، لیمولیسبون دارای بیشترین تحمل، لیموترش مکزیکی

نارنج و لیموشیرین تحمل متوسط، پرتقال محلی، 

و و نارنگی محلی، حساس و فروت، نارنگی کینگریپ

پرتقال والنسیا و اورلاندوتانجلو دارای بیشترین حساسیت 

 (. 1و شکل  5و  3 هایدر برابر بیماری بودند )جدول

خیز جنوب کشور، در بازدیدها از مناطق مرکبات 

مشاهده شده است که پسیل آسیایی مرکبات روی 

ت دارای ترجیح میزبانی است و جمعی لیموترش مکزیکی

بیماری روی  علائمبیشتری روی آن دارد، ولی شدت 

کمتر و درنتیجه در برابر بیماری  لیموترش مکزیکی

این  علائمکه وقوع و شدت تر است؛ درحالیمتحمل

بیماری روی انواع درختان پرتقال و نارنگی بیشتر و 

های زیادی شواهد و گزارشتر قابل تشخیص است. راحت

در درجات  مرکبات ۀشد ام شناختهارق تمام وجود دارد که

شوند و در مطالعات مبتلا می HLBبیماری  مختلف به

ها نارنگی ها ومختلف نشان داده شده است که پرتقال

از تحمل  حساس و لیموفروت و نارنج نیمهگریپ ،حساس

Miyakawa ) بیشتری نسبت به بیماری برخوردار هستند

h, 2004; Zhao, 1990; Halbert & Manjunat& 

2009 et al.,Folimonova .)  

 تمام زیادی وجود دارد که هایشواهد و گزارش

در درجات مختلف به این  مرکبات شدۀ ارقام شناخته

 تانژلو و، هانارنگی ها،پرتقال .شوندبیماری مبتلا می

از تحمل بیشتری  و نارنج لیمو، فروتگریپ و تر،حساس

1970warz, McClean & Sch ;) برخوردار هستند

Miyakawa & Zhao, 1990 Halbert & 

2009; Folimonova et al., 2004Manjunath, .) 

و نارنج که در این مطالعه از مقاومت  لیموترش مکزیکی

بر تولید محصولات نسبی بالایی برخوردار بودند، علاوه
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نیز در نقاط  "پایه"عنوان استفاده و اقتصادی، بهقابل

هایی گزارش گیرند.استفاده قرار می مختلف کشور مورد

های مختلف به این بیماری نیز نسبی پایهاز مقاومتحاکی

 .Cمانند  مرکبات وحشی هایوجود دارد. ژنوتیپ

Tanaka indica و Mont C. macroptera در 

آلوده در منطقه،  رغم حضور پسیلهند علی شرقیشمال

در  (. ,9931Bhagabati) اندمانده باقی علائم بدون

( Risso C. limetta) ای دیگر لیموشیرینمطالعه

 جوانۀ پیوندزده شده با( L C. limon.) لمون رقم چندین

 هیچ علائمی را از خود نشان ندادند، و آلوده، درختان

 رقم چندین . ) ,1981Nariani(ارزیابی شدند متحمل

 شدند شناخته HLB به مقاوم بسیار نیز لایم و لیمو

(2009va et al., Folimono). های نهال و درختان

-جوانه پیوندشده با )Poncirus trifoliata( پونسیروس

 جنوبی آفریقای از که بیمار، مرکبات درختان ۀهای آلود

را  بیماری علائم گونههیچ، بودند گرفته نشأت تایوان و

 ,1970McClean & Schwarz ;) از خود بروز ندادند

1980Miyakawa, ). از  بیماری که علائمیدرصورت

 آن هیبریدهای و ژنوتیپ این روی شدید تا متوسط

 شده است مشاهده هند در 1کاریزو و ترویر  سیترنج

(1981Nariani, .) )1970McClean & Schwarz ( 

شده با کوبیمایهترویر  سیترنجکه  دادند نیز گزارش

"Las" ازپس از خود بروز نداد )اگرچه بیماری را علائم 

 آنها در داد(. اگرچه نشان رشد کاهش مقداری ودگی،آل

میوۀ این درخت، که از قبل  ظاهری شکل و محصول

 دادند نشان اما آلوده شده بود، تغییری مشاهده نکردند،

 بذر غیرمعمولی تعداد درختهای ایندر میوه که

 تایوان همین نتیجه از .شده است تولید چروکیده و عقیم

  (. ,1980Miyakawa) نیز گزارش شده است
در مطالعات آتی بررسی واکنش تعداد بیشتری از 

تواند با روش می CLasهای مرکبات نسبت به ژنوتیپ

هایی که زنی با پیوند انجام شود. همچنین، در میزبانمایه

اند و سایر ژنوتیپعنوان حساس و متحمل شناخته شدهبه

از فادهبا است CLas های مرکبات، غلظت و روند تکثیر

 Real-timeآر در زمان واقعی )سیکمی پی روش

PCR) تواند بررسی و با یکدیگر مقایسه شود. می 

باتوجه به نتایج این تحقیق و نتایج سایر محققین در  

رسد محققین باید منابع مقاومت به عامل نظر میدنیا، به

ای جستجو ها و ارقام پایهرا بیشتر در گونه HLBبیماری 

دو تواند بهمندشدن از این منابع هم میبهره ۀ. نحوکنند

عنوان پایه و استفاده در اقدامات و صورت استفاده به

 گران برای تولید رقم مقاوم انجام شود.های اصلاحتلاش

 گزاریسپاس
از مسئولین محترم مرکز تحقیقات، آموزش و ترویج 

 کشاورزی استان فارس و پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک

فناوری که امکانات، تجهیزات و زمینۀ زیست و

های علمی لازم برای انجام این تحقیق را فراهم مشاوره

د.شواند، تشکر و قدردانی مینموده
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Abstract 
Background and Objectives 
Citrus greening (HLB) is one of the most damaging citrus diseases worldwide. As well, 

the three most important causal agents of this disease in the world include "Candidatus 

(Ca.) Liberibacter asiaticus ("CLas"), Ca. Liberibacter africanus ("CLaf"), and Ca. 

Liberibacter americanus ("CLam"). Accordingly, these were reported from Asian-

American, African, and American countries, respectively. Of note, "CLas" species is found 

as the most important causal agent of this disease in all countries in the world, including 

Iran. It seems that the most effective way to reduce HLB is finding those cultivars that are 

resistant or tolerant to HLB. Accordingly, in the present study, an attempt was made to 

evaluate the reaction of a number of common citrus cultivars to this bacterium.  

Materials and Methods 
In the present research, ten commercial rootstocks and cultivars of the common citrus in 

the south of Iran, including Mexican lime, sour orange, mandarin orange, Kinnow 

mandarin, Orlando tangelo mandarin, local orange, Valencia orange ,sweet lemon, 

grapefruit, and Lisbon lemons were prepared as seedlings. After checking their health, 

they were inoculated with the citrus greening agent and then kept in an insect-free 

greenhouse at night at 25°C and during the day at 30°C.By passing two months from the 

inoculation, the pathogen was detected by performing specialized tests in inoculated 

seedlings. Thereafter, three two-year-old seedlings from each one of the above-mentioned 

rootstocks and cultivars were grafted with two infected buds. Two months after the 

inoculation, normal and nested PCR tests were performed on the vein tissue extract of the 
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infected seedlings, once every two months, for a 12-month duration. Finally, both 

sensitivity and relative resistance of cultivars were evaluated based on the average number 

of days until the detection of the first Ca. L. asiaticus by PCR and also the incubation 

period of the disease, in each seedling. 

Results 

The causal agent of this disease ("CLas") was detected at the earliest time(in Valencia 

oranges and Orlando tangelo mandarin after 180 and 200 days, respectively) after the 

inoculation with infected graft, compared to other cultivars and rootstocks. Among the 

studied species, the "CLas" was detected in both Mexican lime and Lisbon lemon with the 

longest delay (by passing 330 and 300 days from the inoculation, respectively). According 

to the results, "CLas" was detected in sour orange and sweet lemon 290 and 280 days after 

the inoculation with infected graft, respectively. Based on the average number of days until 

the detection of the first Ca. L. asiaticus by PCR and also the incubation period of the 

disease, in each seedling, Mexican lime and Lisbon lemon were found as the most tolerant 

species and Valencia oranges and Orlando tangelo mandarin were found as the most 

susceptible ones to HLB. Moreover, sour orange and sweet lemon seedlings were 

moderately susceptible ones; and grapefruit, local orange, local, and Kinnow mandarin 

were moderately tolerant to HLB.  

Discussion 
Due to the reason that this bacterium does not grow in conventional medium, in this study, 

it was not possible to multiply it in artificial medium and then contaminate the plant with 

it. Therefore, performing the inoculation through grafting the seedlings with HLB infected 

buds was considered as the most appropriate method for seedlings inoculation with the 

pathogen. The faster the pathogen can settle and multiply and the symptoms appear in the 

host, the greater the susceptibility of the host to the disease. Early pathogen’s detection and 

symptoms’ observation in some hosts such as Valencia oranges and Orlando tangelo 

mandarin, indicate better bacterial proliferation in both cultivars. Notably, no symptoms 

of the disease were observed in Mexican lime and Lisbon lemons after 15 months, and 

one year after the inoculation in sour orange and sweet lemon plants. There is evidence 

that all known citrus cultivars are affected to this pathogen with different degrees of 

susceptibility. Based on the results of this study and the results of previous researchers in 

the world, it seems that researchers should look for the sources of resistance factors to HLB 

in more species and cultivars. Correspondingly, these sources can be used in the following 

two ways: used as a rootstock or scion, and used in the efforts of breeders to produce a 

resistant cultivar. 
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