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Abstract 
      Over the past decade, symptoms of abnormal fruit coloration and deformation have been observed in mandarin (Citrus reticulata) 

trees in the Siyahoo region of Hormozgan Province, resulting in significant economic losses due to reduced marketability. To 

investigate the potential involvement of phloem-limited prokaryotes (Candidatus Liberibacter asiaticus, Candidatus Phytoplasma spp., 

and Spiroplasma citri), forty symptomatic and five asymptomatic trees were examined. Sampling was primarily conducted on the 

peduncles of symptomatic fruits, and DNA was extracted from both peduncles and midribs. Molecular detection of the target pathogens 

was performed using PCR assays with specific primer sets. Results revealed that Ca. Liberibacter asiaticus, the causal agent of the 

Asian form of citrus huanglongbing (HLB), was consistently identified in all trees exhibiting fruit discoloration and deformation. In 

contrast, phytoplasmas were not detected in any symptomatic trees, while Spiroplasma citri, the causal agent of citrus stubborn disease, 

was identified in only four trees with symptomatic fruits and leaves. None of these pathogens were detected in the five asymptomatic 

trees. Sequencing of selected PCR products, BLAST search and phylogenetic analyses confirmed the presence of Ca. L. asiaticus in 

symptomatic trees. Overall, PCR detection demonstrated a strong association between Ca. L. asiaticus and fruit malformation and 

uneven coloration, confirming the presence and spread of HLB in mandarin orchards of the Siyahoo region. 
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 مقاله پژوهشي

 

در درختان  گیری غیرطبیعی میوهآبکشی با علایم بدشکلی و رنگمحدود به آوند زای گیاهی بیماریهای بررسی همراهی پروکاریوت

 (cv. Siyahoo Citrus reticulataنارنگی سیاهو )

، نازنين سادات 5ي، محسن اميري مزرائ 4، سياوش سماوي3، مجيد عسکري سياهویي2، عبدالنبي باقري1محمد مهدي فقيهي

   6عبادي 

 و آموزش تحقیقات، سازمان فارس، طبیعی منابع و کشاورزی آموزش و تحقیقات مرکز ،پزشکیگیاه تحقیقات خشب :6 و1

 ایران ،زرقان کشاورزی، ترویج

 آموزش تحقیقات، سازمان ،هرمزگان طبیعی منابع و کشاورزی آموزش و تحقیقات مرکز ،پزشکیگیاه تحقیقات بخش :3 ،2

 ایران بندرعباس، کشاورزی، ترویج و

 ایران ساری، ساری، طبیعی منابع و کشاورزی دانشگاه زراعی، علوم دانشکده پزشکی،گیاه بخش :4

 ن: بخش گیاهپزشکی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه شیراز، شیراز، ایرا5

 

 

 چکيده

شده ها مشاهده گیری غیرطبیعی در میوهسیاهو در استان هرمزگان علایم بدشکلی و رنگ در دهه اخیر در درختان نارنگی منطقه       

های محدود به آوند آبکشی شامل نقش پروکاریوت منظور بررسیبه باغداران وارد کرده است. بهرا خسارت اقتصادی زیادی که 

Candidatus Liberibacter asiaticus ،Candidatus Phytoplasma spp.  وSpiroplasma citri  درخت دارای علایم و پنج  40با این علایم، از

میوه و رگبرگ میانی انجام کل از دم DNAهای اطراف میوه انجام شد. استخراج میوه و برگ، دمبرداری از میوهدرخت بدون علایم، نمونه

ها علایم درختانی که در میوه آن با استفاده از آغازگرهای اختصاصی انجام شد. در همه PCRو ردیابی مولکولی این بیمارگرها با آزمون 

سبز میوه) اتبینگ مرکبلونگهوانگ، عامل فرم آسیایی بیماری Ca. L. asiaticusگیری غیرطبیعی و بدشکلی وجود داشت، باکتری رنگ

، عامل Spiroplasma citriتنها در چهار درخت، و  منفی بود  فیتوپلاسما ردیابی های دارای علایم، نتیجهردیابی شد. در نمونه ،مرکبات(

ردیابی شد. در هیچ یک از پنج درخت بدون علایم، بیمارگرهای نامبرده ردیابی نشدند. با  Ca. L. asiaticusاستابورن مرکبات، به همراه 

در درختان  Ca. L. asiaticus بلاست و آنالیز تبارزایی، وجود گونه جستجو با برنامه ،PCRتعیین توالی برخی از قطعات تکثیر شده در 

گیری غیرطبیعی و بدشکلی میوه در درختان با علایم رنگ Ca. L. asiaticusه باکتری دست آمده نشان داد کدارای علایم تایید شد. نتایج به

 سبز مرکبات در این منطقه است.گسترش بیماری میوه دهندهباشد و این نشاننارنگی سیاهو همراه می

 

 PCRبینگ، لونگهوانگهرمزگان، مرکبات،  کليدي: هایواژه

 

                                                 
 

https://orcid.org/my-orcid?orcid=0000-0001-5178-5686
https://orcid.org/0000-0002-5147-1844
https://orcid.org/my-orcid?orcid=0000-0001-5178-5686


  هاي گياهيبيماريآفات و 

3 

 

 

 

 مقدمه

یک محصول منحصر به فرد در عنوان نارنگی محلی سیاهو به

اد ای در اقتصاهمیت ویژه ،سیاهو در استان هرمزگان منطقه

های اخیر در  برخی از سال خانوارهای این منطقه دارد. در

عدم تقارن، بدمزه  بدشکلی، علایمدرختان نارنگی در این منطقه 

ها مشاهده شده که تغییر رنگ غیر طبیعی در میوهشدن توام با 

م بازارپسندی و حتی منجر به کاهش شدید کیفیت میوه، عد

روند  شده است. انغیرقابل برداشت شدن آن توسط باغدار

زای زنده را در گسترش این علایم احتمال نقش عوامل بیماری

ایجاد شده در این درختان شبیه  علایم. کردتر میبروز آن پررنگ

بینگ لونگهایی نظیر هوانگناشی از بیماری علایمبه 

(Huanglongbing = HLB )ناشی از سبز مرکبات یا همان میوه

Candidatus Liberibacter spp. استابورن مرکبات ناشی از ،

Spiroplasma citri می های فیتوپلاسماییین بیماریو همچن-

 .باشد

 .Caباکتری  از سه گونه سبز مرکبات ناشیبیماری میوه     

Liberibacter asiaticus ،Ca. L. africanus  وCa. L. americanus 

رکبات در بسیاری از نقاط دنیا م یزاو خسارت ممه بیماری

باشد که باعث کاهش محصول درختان و در نهایت نابودی می

ها در شرایط طبیعی با دو گونه پسیل این باکتریگردد. ها میآن

های آسیایی و آمریکایی( )ناقل فرم Diaphorina citriهای به نام

بیماری شوند. )ناقل فرم آفریقایی( منتقل می Trioza erytreaو 

HLB  با گسترش به برزیل و آمریکا که حدود یک سوم مرکبات

(. Bové, 2006ای یافته است )کنند اهمیت ویژهدنیا را تولید می

، اولین بار در سال D. citriپسیل ناقل فرم آسیایی بیماری، 

در در ایران، (. Bove et al., 2000) گزارش شد از ایران 1997

های های جمع آوری شده و در نمونهدر بدن پسیل 1387 سال

های هرمزگان لنسیا در استاناهای محلی و وگیاهی شامل پرتقال

فرم آسیایی عامل  ،Ca. L. asiaticus ،و سیستان و بلوچستان

برای  nested-PCRمستقیم و  PCRهای با آزمون ،HLB بیماری

 های بعد،در سال .(Faghihi et al., 2009) اولین بار ردیابی شد

 گزارشنیز  و فارس کرمان هایاین بیماری از استان فرم آسیایی

 Salehi et al., 2012; Salehi and؛ Mohkami et al., 2011)شد 

Rasoulpour, 2016.) 

ها شاخهها و علاوه بر علایمی که روی برگ HLB بیماری  

های میوهدهد. روی میوه نیز علایمی را نشان می ،کندایجاد می

 یاسیدیته آنتر بوده که دلیل مزهآلوده کوچک، نامتقارن و ترش

. تشکیل (Dala-Paula et al., 2019) باشدتر میبالاتر و قند پایین

های ها در مقایسه با میوههای ریز و بدشکلی که پوست آنمیوه

ریزش میوه قبل از بلوغ و سبز  ماند،سالم سبز کم رنگ باقی می

دیگر بیماری است. در  علایماز  هایی از میوهماندن قسمت

و  تیره ،آلودگی شدید، بذور داخل میوه اغلب ریز، چروکیده

عمومی بیماری در مرکبات عبارتند از:  علایم شوند.عقیم می

های مجاور و در نهایت زردی شاخساره، زردی رگبرگ و بافت

در برگ، چرمی شدن،  ماتلینگ و موزاییکت زردی یا حال

ها، ریزش قبل از کمبود روی در برگ علایمقاشقی شدن و 

ها، سرخشیکدگی، به گل رفتن خارج از فصل و موقع برگ

های فرعی، کاهش رشد و ریزش شدید میوه، مرگ ریشه

 (.Bové, 2006; da Graca, 1991سرانجام مرگ درخت )

 ناشی از بیمارگرمرکبات  بیماری استابورن یا ریزبرگی     

Spiroplasma citri های مرکبات در دنیا ترین بیمارییکی از مهم

باشد. این بیماری اولین بار در ایران توسط کاکران و و ایران می

ین ( گزارش شده است و پس از آن محقق1976صمدی )

ستان، کرمان، هرمزگان،  های خوزدیگری این بیماری را از استان

اند فارس، مازندران، بوشهر و سیستان و بلوچستان گزارش کرده

(Rahimian and Habashi, 1992; Salehi et al., 1993 رحیمیان .)

-فروت جمعهای پرتقال و گریپ( از تعدادی نمونه1361)

سازی کرد. را جدا S. citriهای استان کرمان، آوری شده از باغ

ود همه ها جدا شده بکه عامل ریزبرگی مرکبات از آندرختانی 

. وجود این نوع میوه بودندمتقارن های کوچک و نادارای میوه

شاید بهترین نوع علایم برای تشخیص آلودگی احتمالی به 

سازی ترین راه، جداولی مطمئن ،استابورن در جنوب ایران باشد
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 ,Rahimian)باشد می S. citri و کشت و یا ردیابی مولکولی

1982 .) 

لگی خفیف تا شدید، رشد متراکم وکوت ،درختان آلوده به بیماری

را  هابرگ موقع، ریزبرگی و فنجانی شدندهی بی، گلهاشاخه

و ریزش پیدا  بوده نامتقارن ها کوچک ومیوه .دهندنشان می

 شوندمیو عقیم  ، تیرهنیز چروکیده هاآن بذورکنند و می

((Bove, 2006 . 

های جاروک نخود تاکنون چندین فیتوپلاسما از گروه      

و گروه جاروک بادام زمینی  (16SrIزردی مینا )، (16SrIXکبوتر )

((16SrII کشورهایی مانند در ( برزیلTeixiera et al., 2008) ،

همراه با  ،(Feng et al., 2015) و تایوان (Chen et al., 2009چین )

 اند. مرکبات گزارش شده در HLBعلایم شبیه به بیماری 

توانند طور بالقوه میها بهبا توجه به اینکه این بیماری       

تهدیدی جدی برای تولید نارنگی در منطقه سیاهو باشند در 

اولین گام ردیابی مولکولی این عوامل در درختان نارنگی دارای 

 د. در حال حاضر این علایم دریرسنظر میعلایم، ضروری به

-های منطقه سیاهو رو به گسترش هستند و یکی از دغدغهباغ

اند. با بررسی نقش این عوامل های اصلی باغداران منطقه شده

در بروز بدشکلی، تغییر رنگ و کاهش کیفیت میوه و میزان 

های مدیریتی صحیح جهت اعمال برنامه ها، امکانوقوع آن

 شود. مدیریت و کاهش این علایم فراهم می

در طورکلی، این تغییرات در شکل، رنگ و عدم تقارن میوه به

خصوص توزیع نابرابر بهها اثر تغییر در فیزیرولوژی و هورمون

 در گیاه( ABA( و آبسیزیک اسید )IAAاستیک اسید )-ایندول

ممکن که  (Gaikwad et al., 2025) دافتاتفاق می و در بافت میوه

استابورن و برخی از ، HLBهای مهمی نظیر در بیماری است

های فیتوپلاسمایی، که اخیراً از روی مرکبات گزارش بیماری

  .اند، نیز مشاهده شودشده

شناسی دقیقی در مورد وقوع این علایم نکه سببیبا توجه به ا

تعیین  این تحقیق با هدفهای نارنگی انجام نشده بود، میوه در

استابورن با علایم و سبز میوهفیتوپلاسمایی،  هایارتباط بیماری

 نارنگی سیاهودر درختان  بدشکلی و تغییر رنگ غیرطبیعی میوه

 انجام شد.

 

 هامواد و روش

 برداريگذاري درختان  و نمونهشماره

سیاهو شامل  مختلف از مناطق 1395 در پاییز سال        

خرسین، زاکین، درگز، سغ، بنگلایان و فورفوج در استان 

درخت دارای  40و در مجموع  به عمل آمد  هرمزگان بازدید

ها و پنج درخت بدون علایم تغییر رنگ غیرطبیعی در میوه

از چهار طرف هر شدند. و مشخص گذاری علایم شماره

و در های دارای علایم( میوه )از میوهدمهای نمونهدرخت، 

های برگ میوه نمونههای دمتعدادی از درختان علاوه بر نمونه

یک نمونه عنوان بهبرای هر درخت  و آوریجمعها یوهاطراف م

های محدود به آوند آبکشی پروکاریوتبرای ردیابی  مرکب

و فیتوپلاسماها   Ca. Liberibacter spp.،Spiroplasma citriشامل 

مورد نظر در های شد. بدین منظور از نمونهبه آزمایشگاه منتقل 

 شد.انجام  DNA استخراجطور جداگانه هر درخت به

 

 هاي محدود به آوند آبکشي پروکاریوتردیابي 

 nested-PCRمعمولي و  PCR هايآزمون، DNAاستخراج 

رگبرگ میانی و  (3)شکل  میوهاز دم کل DNAاستخراج        

 (Doyle and Doyle, 1990) تغییریافته CTABروش با استفاده از 

 انجام شد.

 .Sهای محدود به آوند آبکشی شامل پروکاریوت ردیابی        

citri، Ca. L. asiaticus   در و فیتوپلاسماDNA دست آمده از به

 هاآنبا استفاده از آغازگرهای اختصاصی های گیاهی نمونه

 انجام  nested-PCRمعمولی و  PCRهای ( با روش1)جدول 

 شد. 

های گیاهی، از در نمونه Ca. L. asiaticus جهت ردیابی باکتری

 و OI1/OI2cمعمولی با آغازگرهای اختصاصی  PCRآزمون 

A2/J5  (. در آزمون 1)جدول  شداستفادهnested-PCR  از جفت
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 CGO5R/جفت آغازگر  و در دور اول OI1/OI2cآغازگر 

CGO3F (. 1شد )جدول  هدر دور دوم استفاد 

در درختان نارنگی با استفاده از جفت آغازگر  S. citriردیابی 

P58-6f/P58-4r  باPCR  معمولی و ردیابی فیتوپلاسماها با روش

PCR آغازگر معمولی با جفتP1/P7  و روشnested-PCR  با

)دور  R16F2n/R16R2)دوراول( و  P1/P7آغازگرهای جفت

، nested-PCRبرای انجام آزمون موارد  دوم( انجام شد. در همه

رقیق  10به  1 به نسبت PCRدست آمده از دور اول محصول به

در آزمون  الگو DNAبه عنوان آن میکرولیتر از  تا دو کو ی

nested-PCR  شد.استفاده  

 PCR هایهای گرمایی مورد استفاده در آزمونچرخه      

 در دقیقه 4سازی اولیه شامل واسرشته nested-PCRمعمولی و 

C 94 ،35  در ثانیه 40چرخه شامل C 94 ،50 در ثانیه C 

 10و سپس  C 72 در ثانیه 80 و( 1)جدول  C 60تا  53

 20مقدار مواد لازم برای هر واکنش . بود C 72 در دقیقه

میکرولیتر  10شامل  nested-PCRمعمولی و  PCRمیکرولیتری 

آب میکرولیتر  6، )آمپلیکون، دانمارک( PCRمستر میکس 

 DNAمیکرولیتر  2و  میکرولیتر از هر آغازگر 1مقطرسترون، 

  الگو بود.

 

و ترسيم درخت  PCRشده در قطعات تکثير  واليتعيين ت 

 تبارزایي

مثبت بود، جهت تایید  PCRدر مواردی که نتایج آزمون        

دست آمده به PCRتعدادی از محصولات و صحت آزمایش، 

های یافته در واکنش بنابراین، قطعات تکثیرشدند.  والیتعیین ت

PCR  با آغازگرهایOI1/OI2c  ژن(16S rRNAو ) A2/J5  ژن(

طور مستقیم برای به)ژن اسپیرالین(  P58-6f/P58-4rاپرون بتا( و 

در نهایت  .شدندهای مربوطه ارسال به شرکت والیتعیین ت

-Bioافزارهای تعیین توالی شده با استفاده از نرم DNAقطعات 

Edit و DNA STAR (SeqMan) و در مجموعه داده  ویرایش 

NCBI مقایسه شد و صحت آزمایش مورد بررسی و  بلاست

  قرار گرفت.

های برای مشخص کردن جایگاه تاکسونومیکی جدایههمچنین، 

و تایید گونه ارنگی سیاهو نمربوط به  Ca. L. asiaticusباکتری 

 دست آمده ازبههای براساس ترادف یزایدرخت تبارباکتری، 

 هایتوالیردیفی همبدین منظور،  ترسیم شد. 16S rRNAژن 

های های مختلف و تعدادی از جدایهدست آمده از جدایهبه

 از گزینهبا استفاده  (بانکژن)ها موجود در بانک جهانی ترادف

ClustalW  نرم افزار درMEGA11 نهایت درخت  انجام و در

 maximum) نماییحداکثر درست آنالیز تبارزایی به روش

likelihood ) این با استفاده از( نرم افزارTamura et al., 2021 )

 ترسیم شد. 

 

 

 نتایج

 يماريبم یعلا

اولین علایم مشخص در درختان نارنگی که در فصل میوه       

بدشکلی و تغییر رنگ غیرطبیعی  ،توجه را به خود جلب می کرد

های طبیعی که ها، برخلاف اغلب میوهمیوه بود. در این میوه

گاه به مدت قسمت گلگیرد، طور طبیعی انجام میبه تغییر رنگ

درنتیجه تغییر رنگ )از سبز به و  انده بودزیادی سبز باقی م

شد و میوه مشاهده میدر قسمت بالای میوه و دمفقط نارنجی( 

(. چنین 1ها حالت دورنگ داشتند )شکل یاری از این میوهبس

بودند. از  هایی اغلب بدشکل و فاقد طعم و مزه طبیعیمیوه

ای، چروکیده و کوچک قهوه یبذرهامیوه وجود در علایم دیگر 

درختانی که دارای علایم روی میوه بودند  .(E، 1)شکل  بود

در برگ،  ماتلینگها، حالت م زردی شاخهیعلااغلب 

 (.2دادند )شکل را نشان می زوال و سرخشیکدگی

 

 هاي محدود به آوند آبکشي پروکاریوتردیابي مولکولي 

مستقیم با استفاده از آغازگرهای اختصاصی مربوط به  PCRدر  

های اوپرون بتا که پروتئینژن ( و OI1/OI2c) 16S rRNA ژن

های در تمام نمونه ،(A2/J5د )کنریبوزومی را رمزگذاری می

DNA  قطعات  ،های دارای علایمدرخت با میوه 40مربوط به
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 700( و 4باز )شکل جفت 1160قابل انتظار  به ترتیب حدود 

همراه  Ca. L. asiaticusدهنده وجود باز تکثیر شد که نشانجفت

با استفاده   nested-PCRدر آزمون با این علایم در درختان بود. 

جفت آغازگر و  در دور اول OI1/OI2cر از جفت آغازگ

/CGO5R CGO3F 800حدود مورد انتظار  نیز قطعه در دور دوم 

 ها تکثیر شد. بازی در تمامی نمونهجفت

 .S بیمارگر ،دارای علایم ر درخت نارنگیچهاهمچنین، در  

citri  با روشPCR حضور  ردیابی شد و درنتیجهطور مثبت به

اثبات شد. با وجود  ر درختاین چها در هر دو بیمارگر، با هم،

ردیابی فیتوپلاسماها در  نتیجه ،های بررسی شدهنمونه این، در

ای منفی بود و همراهی مستقیم و دومرحله PCRهای آزمون

های نارنگی فیتوپلاسماها با علایم بدشکلی و تغییر رنگ میوه

 (. 2اثبات نشد )جدول 

   

 

 عامل بيماريکاندید  گونه مولکولي و تایيد شناسایي 

      دست آمده با آغازگرهای به PCRتعدادی از محصولات        

OI1/OI2c  وA2/J5 تحت  ،شدند و پس از ویرایش تعیین توالی

. بانک ثبت شدندژن( در 3مختلف )جدول  شمارهایرس

دست آمده های بهبلاست با هر یک از ترادف جستجو با برنامه

 هایتعیین ترادف شده با ترادف هایقطعهکه این نشان داد 

درصد  100ا ت 99بین  Ca. L. asiaticus متناظر آن در باکتری

 Ca. L. asiaticusهای برای تعیین جایگاه جدایه. شباهت داشتند

های ، درخت تبارزایی براساس ترادفنارنگی سیاهومربوط به 

درخت تبارزایی شد.  رسم MEGA11افزار نرمبا  16S rRNAژن 

بر  نماییحداکثر درستبا استفاده از روش آنالیز آماری  حاصل

 هایاز جدایه 16S rRNAدست آمده از ژن های بهاساس ترادف

خی از برو  Ca. L. asiaticusهای ایرانی نارنگی سیاهو، جدایه

نارنگی  هایجدایه داد کهنشان  بانکژنهای موجود در جدایه

و  Ca. L. asiaticusهای ایرانی سایر جدایهبه همراه  سیاهو

ژاپن، آمریکا، سایر نقاط دنیا مانند از این باکتری های جدایه

تایوان، اندونزی، مالزی، برزیل و مکزیک در یک گروه مجزا 

 .Caهایهای لیبریباکتر مانند جدایهو از سایر گونه ندقرار گرفت

L. africanus ،Ca. L. americanus ،Ca. L. solanacearum ،Ca. L. 

europaeus  وLiberibacter crescens (. 5 )شکل ندجدا شد 

 

 

 بحث 

های نارنگی سیاهو در در بازدیدهای انجام شده از باغ       

دهی علایم عدم رنگ گیری بسیاری از مناطق در فصل میوه

کامل و وارونگی و بدشکلی میوه مشاهده شد. این علایم در 

 Blotchy mottleهمراه با زردی و حالت  ،برخی از درختان

( 2)شکل  ها( و زردی رگبرگحالت ماتلینگ و موزاییکی)

های گذاری شده در سالاز درختان شماره تعدادیهمراه بود و 

های بعد دچار زوال و مرگ شده بودند. ردیابی پروکاریوت

محدود به آوند آبکشی در این گیاهان نشان داد که همراه با این 

-ردیابی می Ca. L. asiaticusباکتری  ،علایم در درختان نارنگی

شود و این باکتری در تمام درختانی که علایم تغییر رنگ در 

درخت  40 در هردر مجموع دهند وجود دارد. میوه را نشان می

ولی  ،ردیابی شد Ca. L. asiaticusباکتری  ،میوهدر م یدارای علا

 .Ca. Lها برای ردیابی نتیجه ،علایمدرختان فاقد های در نمونه

asiaticus  منفی بود. با توجه به اینکه نتیجه ردیابی فیتوپلاسماها

در درختان دارای علایم روی میوه، منفی بود و عامل استابورن 

توان نتیجه گرفت که هم تنها در  چهار درخت ردیابی شد، می

ه فرم آسیایی های با رنگ غیرطبیعی بدرختان نارنگی دارای میوه

حتی  HLBشناسایی بیماری  معمولاً مبتلا هستند. HLBبیماری 

نظیر وجود  ،تر این بیماریم تقریباً اختصاصییاز روی علا

زرد در  یها و یا تک شاخهدر برگعلایم ماتلینگ و موزاییک 

درخت نیزروش مطمئنی نیست و برای تایید آلودگی درخت، 

های مولکولی حساس به ردیابی عامل بیماری براساس روش

زیاد نمونه و همبستگی علایم  بررسی تعداد نسبتاً  است.نیاز 

های مولکولی در این پژوهش نشان داد بیماری با نتایج  آزمون

گیری و ایجاد حالت رنگ عدمی مانند علایمکه در منطقه سیاهو 
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توان می را  وارونگی رنگ و اغلب به همراه بدشکلی در میوه

  .دانست HLBناشی از بیماری با بیشترین احتمال 

علایم روی ایجاد علت  ،هایی که اخیراً انجام شدهدر پژوهش

توزیع بررسی شده است. در این میان،  HLBمیوه در بیماری 

 ABAاستیک اسید( و -3-)ایندول IAA غیریکنواخت

شدن ، رشد و بزرگعلایمهای دارای ( در میوهاسید آبسیزیک)

بیان ، )هیپودرم(  های زیر اپیدرمعی سلولی در لایهغیرطبی

و همچنین رونویسی  هافیتوهورمونهای مرتبط با ژنافتراقی 

پدیدار یل احتمالی دلار سنتز اکسین، د GH3 های شبهپروتئین

 در درختان آلودهگیری غیرطبیعی با رنگ های بدشکلمیوهشدن 

 در بافت فلاودو ABA و IAA توزیع نامتقارنند. اذکر شده

درختان دارای علایم های غدد روغنی میوه)پوست بیرونی( و 

های مشاهده شده است. علاوه بر این، میوه HLBآلوده به 

میوه، در بخش بزرگی از همان  HLB علایمبدشکل دارای 

نسبت به طرف مقابل میوه در بافت   IAA سطوح بالاتری از

 (.Gaikwad et al., 2025) فلاودو داشتند

اختصاصی نیست و  HLBبا توجه به اینکه علایم بیماری       

باکتری پراکنش غیریکنواختی در درخت دارد و غلظت آن 

-realیا  nested-PCRممکن است پایین باشد، استفاده از روش 

time PCR  که حساسیت بیشتری نسبت بهPCR معمولی دارد 

های مثبت با رعایت دقت در کار برای حداقل کردن جواب)

 درختانی که در دورهدر  Ca. L. asiaticusبرای ردیابی کاذب( 

(. Faghihi et al., 2014کمون بیماری هستند اهمیت زیادی دارد )

برداری از نمونه، انجام شدههای پژوهش سبر اسا همچنین،

تر و زودهنگام عامل بیماری ریشه درختان برای ردیابی سریع

       .(Braswell et al., 2020) تواند اهمیت زیادی داشته باشدمی

مربوط  A2/J5 ردیابی مولکولی عامل بیماری با آغازگرهای      

 والیو تعیین ت Ca. L. africanusو  Ca. L. asiaticus گونه دوبه 

و سپس جستجو  PCRحاصل از  بازیجفت 700حدود  قطعه

 مورد بررسی نارنگی هایبا برنامه بلاست نشان داد که در نمونه

حال هتا ب وجود دارد.  Ca. L. asiaticus گونه تنهادر منطقه سیاهو 

در منطقه سیاهو و سایر نقاط  وجود فرم آفریقایی بیماری

ردیابی فرم احتمال ولی  است، هاثبات نشد خیز ایرانکباترم

وجود ( در آینده Ca. L. americanus)  HLBآمریکایی بیماری 

 پایین دربا وقوع بسیار  عامل بیماریآمریکایی  زیرا فرم ،دارد

ناقل آن  شده و تایوان گزارش چین ومناطقی از آسیا مانند 

 Diaphorina، پسیل آسیایی مرکبات )Ca. L. asiaticus همانند

citriخیز جنوب ایران شیوع دارد. ( است که در مناطق مرکبات  

در کشورهایی نظیر اغلب فرم آمریکایی بیماری  ،طورکلیبه

آفریقا و برخی  آمریکا و برزیل و فرم آفریقایی بیماری در قاره

 ,Bovéاند )کشورهای آسیایی مانند عربستان و یمن گزارش شده

های مختلف بیماری در فرم HLBبیماری  علایم اگرچه(. 2006

ایجاد  علایمزایی و میزان ولی شدت بیماری ،شبیه به هم هستند

تاحدی   Ca. L. africanusو  Ca. L. asiaticus  شده در دو گونه

 Ca. L. asiaticus زوال و مرگ درختان بر اثرمتفاوت است و 

 (.Bové, 2006است )گزارش شده  بیشتر

 و برخی از مناطق استان کرمان سیاهودر درختان نارنگی     

 عنوان عامل مهم زوال، پررنگ است، ولیبه HLBنقش بیماری 

ای از عوامل غیرزنده و زنده در بروز زوال مجموعهطورکلی، به

توان این بیماری را نمیو برای تمام مناطق،  مرکبات نقش دارند

ها و بیمارگرهای گیاهی نظیر ویروسعامل زوال دانست. 

توانند موجب زوال های محدود به آوند آبکشی میروکاریوتپ

 ،جنوب کشورهای بسیاری از باغدر  . باوجوداین،مرکبات شوند

 طور خاصو به علت اصلی زوال ،فارس خصوص در استانبه

و درنتیجه  نیست HLBبیماری ناشی از مستقیماً  ،زوال سریع

 اتخاذ کرد.ها مدیریت واحدی برای همه باغتوان نمی

اند که خسارت پسیل های اخیر نشان دادهمشاهدات سال      

سیاهو و توابع آن زیاد  آسیایی مرکبات روی نارنگی در منطقه

های نارنگی پایین است. استفاده از نیست و جمعیت آن در باغ

در بدن  Ca. L. asiaticusتر برای ردیابی دقیق nested-PCRروش 

دارای علایم و مشکوک به داشتن بیماری پسیل و در درختان 

های کاذب را کاهش معمولی است و منفی PCRتر از مناسب

دهد. هرچند باید در انجام این روش نهایت دقت را اعمال می

کرد و کنترل منفی را لحاظ کرد تا خطر نتایج مثبت کاذب به 
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طورکلی، وقوع و به(. Faghihi et al., 2014حداقل برسد )

دهد در درختان نارنگی سیاهو نشان می HLBگی بیماری پراکند

انتقال طبیعی با علاوه بر ، HLBبیماری  ،که طی سالیان گذشته

جایی نهال پیوندک یا جابه وسیلهبه ، بیشترمرکبات آسیایی پسیل

بنابراین، از احداث نهالستان در منطقه گسترش یافته باشد.  آلوده

منظور ای بهقرنطینه و اقدامات در مناطق آلوده باید دوری شود

 های آلوده به مناطق سالمنهال و پیوندکجلوگیری از انتقال 

 های سالم و گواهی شده استفاده شود.انجام و از نهال

همراه با  های مختلفاز گروه چندین فیتوپلاسماتاکنون        

، (Teixiera et al., 2008)از برزیل  HLBشبیه به بیماری  علایم

روی  (Feng et al., 2014)و تایوان  ( Chen et al., 2009)چین 

عدم ردیابی فیتوپلاسما در درختان اند. مرکبات گزارش شده

-nestedبا روش روی میوه  HLBنارنگی دارای علایم بیماری 

PCR  علایم ایجاد شده روی ایجاد  فیتوپلاسماها در که دادنشان

 نقشی ندارند. سیاهونارنگی تغییر رنگ غیرطبیعی میوه 

اخیراً در جنوب استان کرمان بیماری زوال مرکبات در        

فروت و نارنگی روی پایه بکرایی درختان پرتقال، گریپ

مشاهده شده است. نتایج تحقیقات انجام شده نشان داد که 

 Ca. Phytoplasmaو  Ca. L. asiaticusهای پروکاریوت

aurantifolia  به تنهایی با این بیماری همراه به صورت با هم یا

 (. Alizadeh et al., 2017هستند )

های دارای علایم، آلودگی در چهار درخت نارنگی با میوه       

وقوع و وجود داشت.  Ca. L. asiaticusبه همراه  S. citriبه 

-گسترش بیماری استابورن در مرکبات جنوب کشور در استان

شده است. در مناطق مختلف  های فارس و کرمان قبلاً گزارش

کاری استان هرمزگان نیز علایم بیماری استابورن شامل مرکبات

کاهش رشد، ریزبرگی و حالت جمع شدن و راست ایستادن و 

ها به همراه ریزش میوه مشاهده شده است. نوک تیز شدن برگ

منفی کاذب  ممکن است نتیجه PCRبا  S. citriمشکلات ردیابی  

را در مورد بسیاری از درختان نشان دهد و در کنار ردیابی 

 .Sهای سرولوژیک و کشت باکتری مولکولی استفاده از روش

citri  از درختان مشکوک نیز برای تشخیص قطعی درختان آلوده

-nestedهمچنین، استفاده از روش به استابورن ضرورت دارد. 

PCR به حداقل برساند. های کاذب را تواند منفیمی 

همراهی دو بیمارگر در آوند آبکشی و برهمکنش این دو      

تواند روی روند علایم و یا گسترش زوال درختان نارنگی می

تاثیرگذار باشد و این موضوع نیاز به مطالعات بیشتر دارد. علاوه 

ها و علایم بر این، در بسیاری از این درختان پوسیدگی ریشه

ای در تعدادی از نیز مشاهده شد. علایم ساقه آبلهای ساقه آبله

شود های ویروسی و ویروییدی در مرکبات مشاهده میبیماری

 .Ca. Lو درنتیجه احتمال وجود سایر بیمارگرها به همراه 

asiaticus  .حداقل در تعدادی از درختان نارنگی وجود دارد

 (Hop stunt viroidکوتولگی رازک ) سماوی و همکاران ویرویید

 Samavi) را در درختان نارنگی سیاهو  ردیابی و گزارش کردند

et al., 2018) .برهمکنش مطالعه Ca. L. asiaticus  با سایر

قارچی ریشه،  ، بیمارگرهایS. citriبیمارگرها از جمله 

ای برای مطالعات آتی تواند زمینهویروییدی و ویروسی می

  فراهم کند.
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 asiaticus Ca. Liberibacter ،Spiroplasma یابیرد یبراnested-PCR و  یمعمول PCR یها: مشخصات آغازگرهای مورد استفاده در آزمون1جدول 

citri توپلاسمایو ف 

Table 1: Specifications of primers employed in conventional PCR and nested-PCR assays for detecting Candidatus Liberibacter 
asiaticus, Spiroplasma citri, and phytoplasmas. 
 

 منبع
Reference 

 مانيسميکروارگ
Microorganism 

 هدف هيناح
Target 

اندازه قطعه تکثير 
 باز(شونده )جفت

Amplicon size 
(bp) 

 اتصال يدما
 گراد(ي)درجه سانت

Annealing (C) 

 ترادف
Sequence 

 نام آغازگر
Primer name 

Jagoueix et 
al. 1996 

Las*  
16S rDNA 

1160 
 

56 
 
 

5-GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA-3 OI1 

  5-GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3 OI2c 
Zhou et al. 

2007 
Las  800 

(nested-PCR) 
56 5- RGGGAAAGATTTTATTGGAG-3 CGO3F 

  5-GAAAATAYCATCTCTGATATCGT-3 CGO5R 
Hocquellet et 

al. 1999 
Las, Laf -operon 669 (Laf) 

 
 

703 (Las) 

60 5- TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT-3 A2 

5- ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA-
3 

J5 

Deng & 
Hiruki, 1991; 

Phyt 23S & 16S 
rRNA 

1800 53 5′-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT- 3′ P1 

Schneider et 
al., 1995 

    5′-CGTCCTTCATCGGCTCTT- 3′ P7 

Lee et al.  
.1995 

Phyt 16S rRNA 1250 55 5′-GAAACGACTGCTAAGACTGG-3′ R16F2n 

   (nested-PCR)  5′-TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3′ R16R2 
Yokomi et 
al., 2008 

Spir Putative 
P58 

adhesin-
like gene 

450 56 GCGGACAAATTAAGTAATAAAAGAGC -3 
-´5 

P58-6f 

     ´5- GCACAGCATTTGCCAACTACA -3´ P58-4r 

Las* :Ca. L. asiaticus; Laf: Ca. L. africanus; Phyt: Phytoplasma; Spir: Spiroplasma citri 

 

 

 

 

 

  

 

http://ijsb.sgmjournals.org/content/58/2/461.full#ref-14
http://ijsb.sgmjournals.org/content/58/2/461.full#ref-14
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 یذرهابا بهای نامتقارن میوه :E سیاهو ینارنگ وهیم در یعیرطبیغ رنگ همراه با یبدشکل میعلا ،Dو  B ،C؛ نارنگی سیاهو میوه سالم، A: 1شکل 

 .دهیچروک و رهیت کوچک،
Figure 1: A, Healthy-PCR negative Siyahoo mandarin fruit; B, C, and D: Symptoms of malformation accompanied by abnormal 

coloration on Siyahoo mandarin fruits; E, Asymmetrical fruits with small, dark, and shriveled seeds. 
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 میعلا یدارا اهویس ینارنگ یهابرگ. سمت چپ: هابرگ یزرد و یدگیسرخشک زوال، میعلا یدارا اهویس ینارنگ درخت سمت راست: :2 شکل

 .HLB یماریدر اثر ب Blotchy mottle و یردز رگبرگ
Figure 2: Right: Siyahoo mandarin tree showing symptoms of decline, dieback, and leaf chlorosis. Left: Siyahoo mandarin leaves 

exhibiting vein chlorosis and blotchy mottle caused by HLB disease. 
 

    
های پروکاریوت یابیو رد DNAاستخراج  یبرا میعلا یدارا وهیم یک  از چپ: دم میوه ؛یعیرطبیغ رنگ یدارانارنگی  یوهیم، راست: 3 شکل

 . PCR در آزمون محدود به آوند آبکشی 
Figure 3: Right: Mandarin fruit with abnormal coloration; Left: Peduncle of symptomatic fruit used for DNA extraction and detection 

of phloem-limited prokaryotes via PCR assay. 
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 Ca. Liberibacter asiaticus یباکتر OI1/OI2c اختصاصی جفت آغازگربا تکثیر شده  باز(جفت 1160)  PCRالکتروفورز محصول :4 شکل

 M: درختان دارای علایم در میوه؛6و  5، 4های : درختان سالم؛ راهک3 و 2 هایراهک؛ : کنترل مثبت1 راهکدرصد:  1در ژل آگارز 

 ، سیناکلون(.SL7041) بازلوجفتیک 3 مارکر: 

Figure 4: Electrophoresis of PCR products (1160 bp) amplified using the specific primer pair OI1/OI2c for Ca. Liberibacter asiaticus 

on a 1% agarose gel. Line 1: Positive control; line 2, 3: healthy mandarin; lines 4, 5, 6: trees with symptomatic fruits. M: 3 kb ladder 

(SL7041, Sinaclon). 
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 درختان در یآبکش آوند به محدود یهاوتیپروکار یابیرد در nested-PCR و )مستقیم( یمعمول PCR هایآزمون جینتا: 2 جدول

   .بدون علایم هایمیوه و میعلاهای دارای میوه باسیاهو  ینارنگ
Table 2: Results of direct-PCR and nested-PCR assays for the detection of phloem-limited prokaryotes in Siyahoo mandarin trees 

bearing symptomatic and asymptomatic fruits. 

Tree 

number 
Region Symptom Plant organ Result PCR 

Ca. Liberibacter 

asiaticus 
Spiroplasma citri 

 
Ca. Phytoplasma 

Direct- 

PCR 
Nested-

PCR 

Direct- 

PCR 
Nested-

PCR 
Direct-

PCR 

Nested-

PCR 
1 

 
 Siyahoo, Zakin  AFC Peduncle + + - N - - 

2 Siyahoo, Zakin AFC Peduncle + + - N - - 
3  Siyahoo, Zakin AFC Peduncle + + - N - - 
4  Siyahoo, Zakin  AFC Peduncle/Midrib + + - N - - 
5  Siyahoo, Zakin AFC Peduncle + + - N - - 
6  Siyahoo, Zakin AFCM Peduncle + + - N - - 
7  Siyahoo, Zakin AFCM Peduncle + + + N - - 
8  Siyahoo, Zakin AFCM Peduncle + + - N - - 
9  Siyahoo, Zakin AFCM Peduncle + + + N - - 

10  Siyahoo, Zakin AFCM Peduncle + + - N - - 
11  Siyahoo, Zakin AFCM Peduncle + + - N - - 
12  Siyahoo, Zakin AFCM Peduncle + + - N - - 
13  Siyahoo, Zakin AFCM Peduncle/Midrib + + - N - - 
14  Siyahoo, Zakin AFCM Peduncle + + - N - - 
15  Siyahoo, Zakin AFCM Peduncle + + - N - - 
16  Siyahoo, Zakin AFCM Peduncle + + - N - - 
17  Siyahoo, Zakin AFCM Peduncle/Midrib + + - N - - 
18  Siyahoo, Zakin AFCM Peduncle + + + N - - 
19  Siyahoo, Zakin AFCM Peduncle + + - N - - 
20  Siyahoo, Zakin AFCM Peduncle + + - N - - 
21  Siyahoo, Zakin AFCM Peduncle + + - N - - 
22  Siyahoo, Zakin AFCM Peduncle + + - N - - 
23 Siyahoo, Dargaz 

 

AFC Peduncle + + - N - - 

24 Siyahoo, Dargaz AFC Peduncle + + - N - - 
25 Siyahoo, Dargaz AFC Peduncle + + + N - - 
26 Siyahoo, Dargaz AFC Peduncle/Midrib + + - N - - 
27 Siyahoo, Dargaz AFCM Peduncle + + - N - - 
28 Siyahoo, Dargaz AFCM Peduncle + + - N - - 
29 Siyahoo, Dargaz AFCM Peduncle + + - N - - 
30 Siyahoo, Dargaz AFCM Peduncle + + - N - - 
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 :2ادامه جدول 

Tree 

number 
Region Symptom Plant organ Result PCR 

Ca. Liberibacter 

asiaticus 
Spiroplasma citri 

 
Ca. Phytoplasma 

Direct- 
PCR 

nested-
PCR 

PCR 
 مستقیم

nested-
PCR 

PCR 
 مستقیم

Direct- 
PCR 

31 Siyahoo, Dargaz AFCM Peduncle + + - N - - 
32 Siyahoo, Dargaz AFCM Peduncle + + - N - - 
33 Siyahoo, Dargaz AFCM Peduncle + + - N - - 
34 Siyahoo, Dargaz AFCM Peduncle + + - N - - 
35 Siyahoo, Dargaz AFCM Peduncle/Midrib + + - N - - 
36 Siyahoo, Dargaz AFCM Peduncle/Midrib + + - N - - 
37 Siyahoo, Dargaz AFCM Peduncle + + - N - - 
38 Siyahoo, Khersin 

 
AFCM Peduncle + + - N - - 

39 Siyahoo, Khersin AFCM Peduncle + + - N - - 
40 Siyahoo, Khersin AFCM Peduncle + + - N - - 
41 Siyahoo, Khersin AS Peduncle/Midrib - - - N - - 
42 Siyahoo, Zaki AS Peduncle/Midrib - - - N - - 
43 Siyahoo, 

Banglayan 

 

AS Peduncle/Midrib - - - N - - 

44 Siyahoo, Forfoj AS Peduncle/Midrib - - - N - - 
45 Siyaho (Segh) 

 
AS Peduncle/Midrib - - - N - - 

N.آزمایش انجام نشد : 

 گیری غیرطبیعی میوه(علایم رنگ غیرطبیعی میوه )رنگ،  گیری غیرطبیعی و بدشکلی در میوهرنگ 

 میوه بدون علایم از درخت سالم 

N: The test was not performed. 

AFC: Abnormal fruit coloration 

AFCM: Abnormal fruit coloration and malformation 

AS: Asymptomatic fruit from a healthy tree 
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 هانآوالی شده ت نییتع یهامربوط به ژن شمارهایرس و زبانیم ،یآورمحل جمع ه،ی:  نام جدا3 جدول

Table 3: Isolate name, collection site, host, and accession numbers corresponding to their sequenced genes. 

 

 

 

Las :Candidatus Liberibacter asiaticus ؛ Sc :Spiroplasma citri  .-  : نشده یا نتایج تعیین توالی خوب نبوده است.تعیین توالی انجام 

-: Sequencing was not performed 

Accession numbers Collection site/ Host Organism Name Isolate code 

Operon beta 16S rRNA 

MG493276 MG212520 Siyahoo (Zakin)-Mandarine Las Sey1 
MG493277 MG212521 Siyahoo (Zakin)-Mandarine Las Sey2 
MG493278 MG212522 Mandarine-Siyahoo (Zakin) Las Sey3 
MG493279 MG212523 Siyahoo (Zakin)-Mandarine Las Sey4 
MG384706 MG212524 Siyahoo (Zakin)-Mandarine Las Sey5 
MG384707 MG212525 Siyahoo (Zakin)-Mandarine Las Sey6 
MG384708 MG212526 Siyahoo (Zakin)-Mandarine Las Sey7 
MG384709 MG212527 Siyahoo (Zakin)-Mandarine Las Sey8 

- - Siyahoo (Zakin)-Mandarine Sc SC1_Siyahoo 
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 ریسا و اهویس ینارنگمربوط به  Candidatus Liberibacter asiaticus یهاهیاز جدا 16S rRNAژن  هایس توالیدست آمده بر اسابه یی: درخت تبارزا5 شکل

مرتبه رسم شده است.   1000استرپ  با بوت یینمادرست حداکثربه روش  MEGA11افزار که با نرم بانکژنموجود در  یهاهیاز جدا یو برخ رانیا یهاهیجدا

های ایران و سایر کشورها در یک گروه مجزا از سایر گونه از Ca. L. asiaticusهای در کنار سایرجدایه اهویس ینارنگ از  Ca. L. asiaticusباکتری  یهاهی:جدا●

 .Leu :Ca ؛Lsol :Ca. L. solanacearum ؛Lam :Ca. L. americanus؛ Laf :Ca. L. africanus؛ Las  :Ca. L. asiaticus اند.کاندید لیبریباکتر قرار گرفته

L. europaeus. 
Figure 5: Phylogenetic tree constructed from 16S rRNA sequences of Candidatus Liberibacter asiaticus isolates associated with Siyahoo 

mandarin, other Iranian samples, and reference sequences from GenBank. The tree was generated using MEGA11 software with the 

Maximum Likelihood method and 1,000 bootstrap replicates. ●: Isolates of Ca. L. asiaticus from Siyahoo mandarin, together with 

other Iranian and international Ca. L. asiaticus isolates, form a distinct cluster separate from other Ca. Liberibacter species. Las: Ca. 

L. asiaticus; Laf: Ca. L. africanus; Lam: Ca. L. americanus; Lsol: Ca. L. solanacearum; Leu: Ca. L. europaeus. 
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 گزاريسپاس

موسسه پروژه تحقیقاتی مصوب انجام این پژوهش حاصل از 

-16-014-940097به شماره تحقیقات گیاهپزشکی کشور 

دات یتولبهبود یس و معاون ئرنویسندگان از باشد. می 62-24

دلیل فراهم به د کشاورزی استان هرمزگانجهاسازمان گیاهی 

مرکز یس ئاز رهای مالی و های پروژه و حمایتکردن هزینه

تحقیقات و آموزش کشاورزی و منابع طبیعی هرمزگان که 

-قدردانی می ، تشکر واین پژوهش را مهیا کردند انجام شرایط

  کنند.
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