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 هچکید

 و Candidatus Liberibacter asiaticus ،Ca. L. africanusهاای  بیماری لكه سبز مركبات )گرینینگ( توسط سه گونه بااكرری باه ناا    
Ca. L. americanus آسیایی پسیل هاینا  به مركبات پسیل گونه شود. دوایجاد می Diaphorina citri آفریقاایی  پسیل و Trioza erytreae 

شوند. باه منواور ردیاابی    می منرقل آلوده نیز پیوندک از اسرفاده و آلوده تكثیری منابع طریق از پسیل، كنند. علاوه برمی منرقل را یماریب عامل باكرری
ری نمونه بررسی شده، وجاود بیماا   48نمونه از  12آوری گردید. در های مشكوک به آن از جنوب كرمان جمعهای برگی و میوهعامل این بیماری، نمونه

جفت باز و مقایسه آن با اسررین كنررل مثبت اسراندارد و همچنین تولید دو قطعه  1077)ناحیه ریبوزومی( به طول  آرسییابی محصول پیتأیید شد. توالی
 Candidatus Liberibacterنشان داد كه عامل بیماری لكه سبز مركبات XbaIجفت بازی این ناحیه با هضم آنزیمی توسط  520جفت باز و  640

asiaticus )های مورد بررسی در این مطالعه با وجود بروز علایم مرفاوت، با یكدیگر و با جدایه اسراندارد قرابت كامال نشاان   است. جدایه )تیپ آسیایی
 دادند.

 

 Candidatus Liberibacteri asiaticusآر، تشخیص، تیپ آسیایی، سیپی کلیدی: هایواژ

 

    1 مقدمه

زا در خساارت یا  بیمااری   ه سبز مركبات )گرینینگ( بیماری لك
اغلب ارقا  تجاری مركبات مانند پرتقال، لیمو، گریاپ فاروت و غیاره    

های پسیل و در نمونه 1388(. بیماری نخسرین بار در سال 5باشد )می
مركبات در هرمزگان و سیسران و بلوچسران توسط فقیهی و همكاران 

بیماری را  1389و همكاران در سال  (. سپس علیزاده2گزارش گردید )
صاالحی و همكااران در    (.1) كردناد  از سیسران و بلوچسران گازارش 

های حضور عامل بیماری میوه سبز و ناقل آن را در اسران 1391سال 
(. اساران كرماان   7هرمزگان و سیسران و بلوچسران گازارش كردناد )  
ضر جهت ردیاابی  مقا  سو  تولید مركبات را در ایران دارد. تحقیق حا

هااای و شناسااایی آن بااا اساارفاده از روش كرمااان بیماااری در اسااران
آر و تعیین خصوصایات  سییابی محصول پیآر و توالیسیمولكولی پی

 های ایرانی صورت گرفت. اسررین
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 هامواد و روش

 ,J10, N2, N4, D, D1+ )میعلا یاز درخران دارابرداری نمونه

C, I, G, F, E بارای كنرارل   شاد  انجاا  اسران كرمان  ( از1( )شكل .
 مثبت از دی. ان. ا تیپ آسیایی بیمارگر اسرفاده شد.

طباق   CTAB به روشجهت بررسی بیماری  دی. ان. ااسرخراج 
بارای  انجاا  گرفات.   (، با انادكی تیییارات   6) روش مورای و تامسون

و آر، از دسای باا روش پای   هاا ردیابی مولكولی عامل بیماری در نمونه
( اسارفاده شاد كاه طاول     3) A2/J5( و 4) OI1/OI2cجفت آغاازگر  

جفات بااز در ناحیاه    OI1/OI2c، 1160قطعه تكثیری توسط آغاازگر  
16srDNA  و طول قطعه تكثیری توسطA2/J5  جفت بااز   703برابر
جناوبی  كاره   Bioneerیابی قطعات حاصل توسط شركت است. توالی

قطعه تكثیار شاده باا      ،PCRانجا  شد. در هضم آنزیمی محصولات 
هضم آنزیمی شده و قطعاات    XbaI، توسط آنزیم OI1/OI2cآغازگر 

 تفكی  شدند.  %5/1حاصله بر روی ژل آگارز 
 

 نتایج و بحث

جفت بازی بارای   703قطعه  A2/J5ها با اسرفاده از آغازگر نمونه
جفت بازی برای شناسایی احرماالی فار     669شناسایی فر  آسیایی و 
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جفات باازی    1160قطعاه   OI1/OI2cیی باكرری و از آغاازگر  آفریقا
 16sبرای شناسایی هر دو فر  آسیایی و آفریقایی مرباو  باه ناحیاه    

rDNA  الف و ب(. با وجاود اینكاه هار دو    2آنها اسرفاده شد )شكل ،
اند اماا  طراحی شده HLBآغازگر به صورت اخرصاصی برای شناسایی 

آلودگی در نمونه مربو  به شهرسران قادر به شناسایی  A2/J5 آغازگر
و مشااهده   OI1/OI2cباا آغاازگر    PCRفاریاب نبوده كه باا تكارار   

ها این مسئله بدین صورت توجیه شد الگوی باندی مشابه سایر اسررین
ای در ناحیاه  كه این تفاوت ممكن است ناشی از جهش بی اثار نقطاه  

 A2/J5ا آغاازگر  اتصال آغازگر باشد كه تنها در شناساایی بیماارگر با   

آوری شده از اسران كرمان كه ا جمعانهای دینمونه ثر بوده است.مؤ
بازی حاصل از جفت1160تكثیر و سپس قطعات OI1/OI2c با آغازگر 

ها یابی شد. با بررسی همردیفی این توالیتوالی 5΄و  3΄هر دو انرهای 
 هاای موجاود در بانا    باا تاوالی   (GN 049632) شماره رس شامار 

هاای تیاپ   های موجاود در ایاران باا تاوالی    ، توالیNCBIاطلاعاتی 
، انااادونزی: AB555707، تاااایوان:DQ431997آسااایایی )چاااین: 

AB480102 :فلوریاادا ،CP001677:برزیاال ،AY91933 در ناحیااه )
 تشابه داشره و هیچ تفاوتی مشاهده نشد. %100یابی شده توالی

 

 
 (C,D,F,H(، گریپ فروت )E(، نارنگی )B,D,G,J,K(، پرتقال )Aی )علایم بیماری در درختان بکرای -1شکل 

Figure 1- Symptoms of disease (A) Bakraee; (B,D,G,J,K) Orange; (E)Madarin; (C,D,F,H) Grapefruit 
 

 
ترتیب گریپ فروت به ، نارنگی وهای پرتقال، در نمونهOI2cو  OI1آر با آغازگرهای اختصاصی سیپی)الف( واکنش تکثیری  -2شکل  

(J10 ،N2 ،N4 ،D1،C،I ،G،F ،E ،H ،1S ،2S ،کنترل مثبت وکنترل منفی ،)M (lader100bp )با آغازگرهای پی سی آر واکنش تکثیری (، )ب

رل مثبت وکنترل (، کنتJ10 ،N2 ،N4 ،D1،C،I ،G،F ،E ،Hها به  ترتیب )های پرتقال، نارنگی و گریپ فروت. نمونه، در نمونهJ5و  A2اختصاصی 

 M (ladder100bp)منفی، 

Figure 2-Polymerase change reaction with OI1 and OI2 primers. (A) Respectively(J10 ،N2 ،N4 ،D1،C،I ،G،F ،E ،H ،1S ،2S), 

Positeve control and negative control, lader100bp (B) Polymerase change reaction with OI1 and OI2 primers. Respectively 

(J10 ،N2 ،N4 ،D1،C،I ،G،F ،E ،H), positive control and negative control, lader100bp 
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در فار   OI1/OI2c قطعه تكثیاری توساط آغاازگر     XbaIآنزیم 
جفات باازی    520و 640آسیایی را در ی  نقطه بریده و به دو قطعاه  

، 520قطعاه   3طه برش و به كند و فر  آفریقایی را در دو نقتبدیل می

(. نراایج حاصال از هضام    8كناد ) جفت بازی تبدیل مای  130و  506
 OI1/OI2cمنطقه با آغاازگر   13آر مربو  به سیآنزیمی محصول پی

 جفت بازی بریده شد. 560، 640به دو قطعه  XbaI توسط آنزیم
 

 
های پرتقال، نارنگی و ، در نمونه XbaIهضم شده با آنزیم  OI2cو  OI1آر با آغازگرهای اختصاصی سیواکنش تکثیری پی -3شکل  

 M (lader100bp)(، کنترل مثبت، J10 ،N2 ،N4 ،D1،C،I ،G،F ،E ،H ،1S ،2Sگریپ فروت )

Figure 3- Polymerase change reaction with OI1 and OI2 primers.with XbaI (A) Respectively (J10 ،N2 ،N4 ،D1،C،I ،G،F ،E ،H ،

1S ،2S), Positive control, lader 100bp 
 

 A2بر اساس نرایج حاصل از پی سی آر با آغازگرهای اخرصاصی 

نموناه   12باكرری عامل بیماری در  OI2cو  OI1و آغازگرهای  J5و 
جفات بااز از    1160دارای علایم به اثبات رساید. تاوالی نوكلئوتیادی    

های بانا   سه آنها با دادهآر از ناحیه ریبوزومی و مقایسیمحصول پی
های كنررل مثبت تیپ آسیایی از برزیل، و تولید دو قطعاه  ژن و جدایه

 OI1آر با آغازگرهاای  سیجفت باز محصول پی 520جفت باز و  640

های ایران از نوع تمامی اسررینXbaI در اثر هضم آنزیمی با  OI2c و

ند. محصاول  باشمی Candidatus Liberibacter asiaticusآسیایی 
اسررین مشاابه و   12جفت باز ناحیه ریبوزومی تمامی  1077آر سیپی

درصد همولوژی با یكدیگر و اسررین تیپ آسیایی برزیال نشاان    100
دادند، اگرچه از نور علایم ظااهری تفااوت زیاادی باین آنهاا وجاود       

های داشت. به این منوور تحقیقی جهت بررسی تنوع ژنریكی اسررین
سرفاده از نشانگرهای مولكولی و بیولوژیكی در دست بررسای  ایران با ا

 است.
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Introduction: HLB (Huanglongbing ex greening) caused by three species of bacterium Candidatus 

Liberibacter asiaticus, Ca. L. africanus and Ca. L. americanus, is the most important citrus disease over the 
globe. The causal agent is transmitted by two psyllids Diaphorina citri and Trioza erytreae and infected bud 
woods. The causal agent of HLB disease was identified as a phloem-restricted, Gram-negative bacterium 
belonging to a new genus in the α-Proteobacteria subdivision. In Asia, the pathogen of HLB was categorized as 
the Candidatus Liberibacter asiaticus transmitted by the Asian citrus psyllid (Diaphorina citri). This was also 
reported in the south of Iran over 2000. Diagnosis of HLB disease can be difficult under field conditions when 
relying on visual surveys. This is due to its low concentration in its citrus hosts and the nonspecific nature of 
HLB symptoms, similarity of its symptoms to micronutrient deficiency such as zinc, magnesium, and iron and 
virus-like disease symptoms such as stubborn caused by Spiroplasma citri. Therefore, distinguishing causal 
agents of similar symptoms such as nutritional or stress related symptoms from HLB disease needs a robust 
procedure. Many detection methods have been used to detect Candidatus Liberibacter spp. including biological 
indexing (grafting and vector), electronic microscopy (EM), DNA probe specific to the bacterium, enzyme- 
linked Immunosorbent assay (ELISA). However, TEM methods are less practical, because ultra-thin sectioning 
is tedious and requires expensive equipment. Transmission tests are of limited value due to the latency and the 
long incubation period in insect and plant. Development of conventional polymerase chain reaction (PCR) test 
has great advantages of analyzing the bacterium at genetic level. The objective of this study was the detection of 
HLB in symptomatic citrus plants based on conventional polymerase chain reaction assay (PCR) in the south of 
Iran and the comparison of Iranian strains with other strains on the globe. 

Materials and Methods: In order to detect, identify and characterize the diseases, leaf and fruit samples 
were collected from some suspected sites situated in the southern Kerman. Samples were stored in plastic bags 
and transferred into the laboratory and conserved at low temperature (60C) before DNA extraction. Total DNA 
was extracted from symptomatic samples on the basis of the method/protocol of Murray and Thompson (1980) 
with minor modifications. Briefly, 5 to 10 symptomatic leaves were washed with sterile water and dried on 
paper. The leaf midrib tissue derived from field plants was cut out by sterile scalpel and CTAB buffer added 
with addition of B-mercaptoethanol. The extract was transferred to a new tube and incubated at 65 0c for 15min. 
The other steps were conducted according to the original protocol. Existence of pathogen in samples was 
confirmed using PCR with primers A2 / J5 and OI1 / OI2c. 

Results and Discussion: The PCR products were analyzed by gel electrophoresis using a 1% agarose in TBE 
buffer (Tris base, boric acid and 0.5M EDTA [pH 8.0]) and stained with ethidium bromide. Gel was visualized 
and analyzed by the GEL documentation.12 of 48 samples amplified with primers above and the disease was 
confirmed. By sequencing of PCR products with length of 1077 bp and comparison with the strains positive 
control, also production two fragments of 640 bp and 520 bp resulting from the digestion with XbaI PCR 
products, the agent of disease was found to be Candidatus Liberibacter asiaticus. The agent showed 100% 
homology with standard HLB Asiatic type. BLAST analysis showed that the nucleotide sequences obtained for 
the ribosomal protein (GenBank Accessions No. GN 049632) had 100% identity with sequences of ‘Ca. L. 
asiaticus’ from China (DQ431997), Taiwan (AB555707), Indonesia (AB480102), Florida (CP001677), and 
Brazil (AY91933). The Asian vector of HLB, Diaphorina citri was reported in 2000, therefore, the diseases 
might be distributed in other areas in the southern Iran. Thus, detection of HLB disease in young citrus plants is 
important to prevent a widespread outbreak of this disease. The results also showed that Iranian strain belongs to 
Asian type of Liberibacter and nominated Candidatus Liberibacter asiaticus. In the southern Iran, Diaphorina 
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citri with high ability to spread the Candidatus Liberibacter asiaticus is found in most of citrus cultivating areas 
which implies a high risk of rapid dissemination. Therefore, the survey of the disease by an accurate and 
sensitive method is recommended for the disease detection in new areas and eradication of infected trees. 
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