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‌چکیده

 شدهرمان کبکرایی در جنوب استان  ۀاز درختان مرکبات با پای یادیاخیر سبب مرگ تعداد ز یها در سالسریع نوظهور زوال  ۀعارض
با هدف  پژوهششود. این  ها و مرگ سریع درختان مشاهده می ، پوسیدگی ریشهها برگصورت پژمردگی  ن بیماری بهیا علائماست. 

ی پلیمراز با استفاده از ا رهیزنجی گیاهی با انجام واکنش زا یماریبهای  پروکاریوت حضور. شدمذکور انجام  شناسایی عوامل بیماری
ها و ویروئیدها با استفاده از  . ردیابی ویروسبررسی شد Miseq سامانۀچنین با استفاده از  آغازگرهای عمومی و اختصاصی و هم

. همراهی نماتد شدیاهی انجام های گ از نمونه dsRNAزنی به گیاهان محک و همچنین جداسازی  و مایه ELISA ،RT-PCRهای  آزمون
Tylenchulus semipenetrans  و شبه قارچPhytophthora nicotiana  با جداسازی و ارزیابی جمعیت این بیمارگرها در ریشه و

 Candidatus ۀ همراهیدهند نشان پژوهشنتایج این  ،درمجموعبررسی شد.  بدون علائمریزوسفر درختان بیمار و مقایسه آن با درختان 

Liberibacter asiaticus ی ها تنشوجود  علاوه به. استدر جنوب استان کرمان با پایۀ بکرایی درختان مرکبات سریع بیماری زوال  با
و نماتد  Phytophthora nicotiana ، شبه قارچCa. Phytoplasma aurantifolia درختان بیمار به زمان همخشکی و دمایی و آلودگی 

Tylenchulus semipenetrans شود.درختان منجر به تشدید بیماری و تسریع در زوال  تواند یم 
 

 لیبری باکتر.بکرایی، پوسیدگی ریشه، فیتوپلاسما،  های‌کلیدی:‌واژه
 
 

Etiology of quick decline disease of citrus on Bakraee (Citrus sp.) rootstock in 
southern Kerman 

 
Mehdi Azadvar1, Hamidreza Alizadeh2*, Mohamad Reza Safarnejad3, Mousa Najafinya1 and Pero Atellio Bianco4 
1. Assistant Professor, Plant Protection Department, South Kerman Agricultural and Natural Resources Research and Education 

Center, AREEO, Jiroft, Iran 
2. Assistant Professor, Department of Plant Protection, Faculty of Agriculture, University of Jiroft, Jiroft, Kerman, Iran 

3. Associate Professor, Department of Plant Viruses, Iranian Research Institute of Plant Protection, AREEO, Tehran, Iran 
4. Professor, University of Milan, Department of Agricultural and Environmental Sciences, Milan, Italy 

(Received: Aug. 25, 2018 - Accepted: Mar. 13, 2019) 
 

ABSTRACT 
The emerged citrus quick decline disease has destroyed many of citrus plants grafted onto Bakraee rootstock in 
southern Kerman during recent years. Disease symptoms are included leaf wilting, root rot, and quick decline. In this 
project, the etiology of quick decline disease was studied. Symptomatic and asymptomatic plants were tested for the 
presence of plant pathogenic prokaryotes using PCR with universal and specific primers, and Miseq Illumina method. 
Furthermore, ELISA, RT-PCR, inoculation on index plants, and dsRNA extraction were used for detection of viruses 
and viroids in symptomatic and asymptomatic plants. The correlation between the presence of Tylenchulus 
semipenetrans, Phytophthora nicotiana, and quick decline disease was investigated by isolation and quantification of 
pathogens from root and rhizosphere of asymptomatic and infected plants. Overall, results indicated the association of 
Candidatus Liberibacter asiaticus with citrus (on Bakraee rootstock) quick decline disease in southern Kerman. In 
addition, drought and heat stresses and co-infection of the diseased plants by Ca. Phytoplasma aurantifolia, 
Phytophthora nicotiana, and Tylenchulus semipenetrans lead to severe symptoms of the disease and accelerated the 
decline of the infected plants. 
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‌مقدمه

 ریهکتار سطح ز 3۰555جنوب استان کرمان با بیش از 

این  و دارا بودن جایگاه سوم تولیدمرکبات کشت 

مرکبات کشور به  نی، سهم مهمی در تأممحصول در ایران

 .(Ebadzadeh et al., 2017) خود اختصاص داده است

ی بسیاراخیر با مشکلات  های در سالتولید مرکبات 

های  بیماری های گیاهی مواجه بوده است. ازجمله بیماری

( و huanglongbingسبز ) میوه ،شانکر باکتریایی، جاروک

تولید مرکبات را  عارضۀ زوال مرکبات، ای اخیره در سال

نوب استان طور خاص ج در نواحی جنوبی ایران و به

 ,Najafinia & Azadvar) اند به چالش کشیدهکرمان 

متعددی با علائم ظاهری زوال و  های بیماری .(2016

ناشی از عوامل زنده و غیرزنده، مرتبط با درختان مرکبات 

 Seriwastavaاند ) شدهگزارش از کشورهای مختلف دنیا 

& Singh, 2009 .)سبب زوال ناگهانی  عواملی که ازجمله

توان به بیمارگرهای  می اند شدهدرختان مرکبات در دنیا 

 Tristezaویروس تریستزای مرکبات )زوال سریع  سویه

quick decline)  متعلق به جنسClostruvirus 
(Maccheroni et al., 2005 ویروس عامل بیماری ،) مرگ

از جنس  (Citrus sudden deathناگهانی مرکبات )

Marafivirus (Maccheroni et al., 2005گونه ،)  های

Phytophthora (Ippolito et al., 1990; Safdar et al., 

 F. solaniو  Fusarium semitectumهای  و قارچ (2010

(Safdar et al., 2010)یتوپلاسمای جدیدی از ف ، سویۀ

، نماتد ریشه 16SrII (Alhudaib et al., 2009) گروه

چنین عوامل  ( و همSafdar et al., 2010مرکبات )

اشاره  ازحد شیبتنش دمایی و آبیاری  ازجملهغیرزنده 

(. پراکنش جغرافیایی و میزان Meena et al., 2018نمود )

های ناشی از این عوامل در کشورهای  خسارت بیماری

از رقم و  متأثرمختلف متفاوت بوده و به میزان زیادی 

 .است مورداستفادهپایۀ  ژهیو به

زوال عارضه ناشناخته و نوظهور های اخیر،  در سال

جنوب استان کرمان مرکبات  به تهدیدی برای سریع

این بیماری که زوال جیرفتی مرکبات ت. شده استبدیل 

در جنوب استان  1381شود، اولین بار در سال  نامیده می

کرمان مشاهده شد و هرساله موجب مرگ تعداد زیادی از 

شود و خسارت  درختان مرکبات در این منطقه می

نماید  اقتصادی چشمگیری را به باغداران وارد می

(Najafinia & Azadvar, 2016 مرگ .) سریع )طی یک

تا دو هفته( درختان مرکبات مثمر با پایۀ بکرایی در فصل 

ة این بیماری از سایر زکنندیمتماهای  تابستان، از ویژگی

. پژوهش حاضر با استهای دارای علائم زوال  بیماری

 شناسی این بیماری انجام شد. هدف سبب

 

‌ها‌مواد‌و‌روش
 گیاهی یها نمونه یآور جمعتعیین پراکنش بیماری و 

تا  1315ی ها سالی مختلف و در فاصله ها ماهطی 

های مرکبات نواحی  ای از باغ بازدیدهای دوره 1311

ی جنوب استان کرمان انجام و اطلاعات ا هیکوهپادشت و 

برداری شد. در هر  مربوط به رقم و مکان دقیق یادداشت

برگ و ریشۀ درختان پرتقال دارای علائم از آزمایش، 

ین درختان فاقد علائم با الگوی تصادفی در زوال و همچن

ی ها نمونه. دمبه عمل آ یبردار نمونهجنوب استان کرمان 

 تا در کلمن روی یخ به آزمایشگاه منتقل و شده یآور جمع

درجۀ سلسیوس نگهداری  ۴دمای  دراستفاده زمان 

ها، شستشو و ضدعفونی  شدند. در ردیابی پروکاریوت

 ( انجام شد.2014) .Mori et alمطابق روش  ها نمونه

 

( از DNA ،RNA ،dsRNAاستخراج اسیدنوکلئیک )

 های گیاهی نمونه

 Zhang های گیاهی به روش از نمونه DNAاستخراج 

et al.(1998 انجام )استخراج شد .RNA  از با استفاده

Lithium Chloride  و یاSDS/Potassium acetate 

از  dsRNAی جداساز(. Pallas et al., 1998انجام شد )

پوست ساقه و برگ هر گیاه بر مبنای روش پیشنهادی 

و با استفاده از ستون  Valverde (1990)توسط 

 شده اشباع CF-11کروماتوگرافی متشکل از پودر سلولز 

مولار  میلی ۰55مولار تریس،  میلی STE (155با بافر 

درصد  11( حاوی EDTAمولار  میلی ۰کلرید سدیم، 

جام شد. از برگ گیاه آلوده به ویروس موزاییک اتانول ان

کنترل مثبت  عنوان به (Cucumber mosaic virus)خیار 

 استفاده شد. dsRNAجهت استخراج 

 

 زای گیاهی های آوندی بیماری ردیابی پروکاریوت

ی، با واکنش هۀ گیانمون ۰0ردیابی فیتوپلاسما در بیش از 

و استفاده از جفت  یا دومرحله پلیمراز یا رهیزنج
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در مرحلۀ اول و  P1/P7آغازگرهای عمومی فیتوپلاسما 

R16F2n/R16R2  از ( انجام شد. 1در مرحلۀ دوم )جدول

 با کاربرد آغازگرهای اختصاصیای پلیمراز  واکنش زنجیره

OI1/OI2c  وA2/J5  ی ها یردیابی باکتر ( برای1)جدول

Candidatus Liberibacter spp. ،گیاهی  یها در نمونه

استفاده شد. ردیابی اسپیروپلاسمای عامل بیماری 

ای پلیمراز با استفاده از جفت  استابورن با واکنش زنجیره

ردیابی باکتری  برای انجام گرفت. p89-f/p89-rآغازگر 

Xylella fastidiosa ،از ، عامل بیماری سبزردی ابلقی

 اختصاصیآغازگرهای  ای پلیمراز و واکنش زنجیره

X1for/X1rev (.1شد )جدول  هاستفاد 

 

 .Ca و Ca. Liberibacter ردیابی و تعیین توالی

Phytoplasma  با استفاده ازMiSeq 

 و  Ca. Liberibacterهمراهی  دییتأ منظور به

Ca. Phytoplasma و برگ درختان  شهیر در 

 DNA تریکرولیم ۰5دارای و فاقد علائم زوال، 

نانوگرم بر  15با غلظت  های گیاهی ی از انداماستخراج

 از ژن  V1-V3 هیناح یابی یتوال برای تریکرولیم

16S rRNA  ابی یدستگاه توالاستفاده از با  

MiSeq 1000 نایلومیشرکت ا (Illumina)  به 

 ارسال  (Personal Genomics, Italy)کشور ایتالیا 

  پیشروی هاآغازگربا  یژن هیناح نیشد. ا

5´-CCTACGGGAGGCAGCAG-3´  و معکوس 

5´-ATTACCGCGGCTGCTGG-3´ گردید  ریتکث

(Muyzer et al., 1993).  نمونه از  18در این بررسی

نمونۀ  1نمونۀ ریشه و  1ریشه و برگ درختان مرکبات )

برگ( در دو گروه درختان فاقد علائم و درختان دارای 

 آمده دست بهی ها یتوالعلائم زوال انتخاب شدند. آنالیز 

به  Ca. Phytoplasmaو  Ca. Liberibacter ردیابیبرای 

 ( انجام شد.2015) .Akinsanya et alروش 
 

های  در نمونه هاو ویروئید ها بررسی همراهی ویروس

 گیاهی

 Citrus suddenتریستزا، پسوروز،  های سرویو همراهی

death  باو اگزوکورتیس  کاچکسیاو ویروئیدهای 

 یکیو سرولوژ( RT-PCR) یمولکول یها روش

(ELISA )استخراج ابتدا  منظور نیابرای . شد یبررس

RNA  با کیتRNeasy Plant Mini Kit ( شرکت

 Randomاز  با استفاده cDNAسنتز کیاژن( انجام شد. 

hexamer و آنزیم ترانویسی معکوس M-MuLV 

Reverse Transcriptase (ایران سیناکلون، شرکت )

 cDNAسپس . انجام شدمربوطه  دستورالعمل مطابق

( 1)جدول یاختصاص یاستفاده از آغازگرها با سنتزشده

ژل از  رشدهیتکثهای  قطعه جهت مشاهدة .تکثیر گردید

 یزن هیاز روش ما نیهمچنشد.  درصد استفاده 1آگارز 

 Chenopodium) سلمه قرمزشامل محک  اهانیگ یرو

amaranticolor) داتوره متل ،(Datura metel) داتوره ،

 بارلی وایتتوتون ، (D. stramonium)استرامونیوم 

(Nicotiana tabacum cv. white burley) توتون رقم ،

، لوبیا (Nicotiana tabacum cv. Sumsun)سامسون 

(Phaseolus vulgaris ،)ی )فرنگ گوجهSolanum 

lycopersicum یا تکمه گل( و (Gompherena globosa) 

 استفاده شد.

ها به ویروس تریستزا از  برای بررسی آلودگی نمونه

کیت تجاری شرکت  با استفاده از ELISAآزمون 

 توسط شرکت شنهادشدهیپیس طبق روش ئبیوربا سو

هایی که میزان جذب  استفاده گردید. نمونه سازنده

 عنوان به بودبرابر نمونه کنترل منفی  3بیش از  ها آن

 .شدندآلوده در نظر گرفته نمونۀ 

 

و  Phytophthoraتعیین جمعیت شبه قارچ ردیابی و 

 مرکبات ۀریش نماتد

جمعیت  وجدا  با احتیاطخاک اطراف ریشه  ةدتو

Phytophthora  به ریشه  دهیخاک چسب ةماند باقیدر

( Graham, 1995) سری رقتاز روش  استفاده با

در یک گرم  Phytophthoraتعداد کلنی شد. تعیین 

 شد تعیین PARPHی خاک با استفاده از محیط انتخاب

(Graham et al., 2011.)  ۰55 ۀنموننماتد از جداسازی 

 ,Whitehead & Hemmingبا روش سینی ) خاک گرمی

نجام ا اتاقنگهداری در دمای ساعت  9۰تا  ۴8( با 1965

از  استفادهبا  منماتد لارو سن دو جمعیت شمارششد. 

انجام و متوسط  X05با بزرگنمایی  استریومیکروسکوپ

نماتد در یک کیلوگرم خاک خشک محاسبه جمعیت 

 Tanha Maafiروش الغ در ریشه بهشد. جمعیت نماتد ب

& Damadzdeh (2008.تعیین شد ) 
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 زای مرکبات ها و ویروئیدهای بیماری ها، ویروس برای ردیابی پروکاریوت مورداستفاده. آغازگرهای 1 جدول
Table 2. Primers used for detection of citrus pathogenic prokaryotes, viruses, and viroides 

Reference Sequence (5  ́to 3 )́ Target Primer set 

Schneider et al., 1995 
AAGAATTTGATCCTGGCTCAGGATT/ 
CGTCCTTCATCGGCTCTT Ca. Phytoplasma P1/P7 

Gundersen & Lee, 1996 
GAAACGACTGCTAAGACTGG/ 
TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG Ca. Phytoplasma R16F2n/R16R2 

Jagoueix et al., 1996 GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA/ 
GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT Ca. Liberibacteri asiaticus OI1/OI2C 

Hocquellet et al., 1999 
TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT/ 
ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA 

Ca. Liberibacteri asiaticus 
A2/J5 

Yokomi et al., 2008 
ATTGACTCAACAAACGGGATAA/ 
CGGCGTTTGTTAATTTTTGGTA 

Spiroplasma citri P89-f/ P89-r 

Yuan et al., 2010 
GGTGCACGCCAAATCGAATG/ 
GTATCGTTGTGGCGTACACTG 

Xylella fastidiosa X1for/X1rev 

Izadpanah et al., 2002 
AACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGGA/ 
TCAACGTGTGTGAATTTCCCAAGC Cirus tristeza virus CTV-F/ 

CTV-R 

Maccheroni et al., 2005 
GTCAGCTGTCCAACCAGTTCC/ 
GTGAAGATCAATGAGAGCCTG 

Citrus sudden death-
associated virus 

TYMOF2/ 
TYMORR 

Francis et al., 1995, Levy & 
Hadidi.,1993 

TTGCCCCGGGGCTCCTTTCTC/ 
CTCTTCTCAGAATCCAGCGA Cachexia C

a
–CCaVd/ 

H
b
–CCaVd 

Palacio & Duran-Vila 1999 
GGTGGAAACAACTGAAGCTT/ 
GGGTAGTCTCCAGAGAGAAG Exocortis CEV+/ CEV- 

Barthe et al., 1998 
GCTTCCTGGAAAAGCTGATG/ 
TCTGTTTTTGTCAACACACTCC Psorosis CPV1/ CPV2 

Banihashemian et al., 2009 

GTGTTGCCCCGGGGCTCCTTTCTCTGG 

Viroides 

HSVd-RT 
GGGGCAACTCTTCTCAGAATCC/ 
GGGGCTCCTTTCTCAGGTAAGTC 

HSVd-F1/ 
HSVd-R1 

CTTCCTCCAGGTTTCCCCGGGGATCCC CEVd-RT 
GGAAACCTGGAGGAAGTCG/ 
CCGGGGATCCCTGAAGGA 

CEVd-F1/ 
CEVd-R1 

CCAACTTAGCTGCCTTCGTCGACGACG CVd-III-RT 
GGCAGCTAAGTTGGTGACGC/ 
TTCGTCGACGACGACAGGTA 

CVd-III-F1/ 
CVd-III-R1 

GCTGACGAGCCTTCGTCGACGACGACC CBLVd-RT 
GGCTCGTCAGCTGCGGAGGT/ 
TTCGTCGACGACGACCAGTC 

CBLVd-F1/ 
CBLVd-R1 

 

‌نتایج‌و‌بحث
 بیماریعلائم و پراکنش 

ها،  برگ یدگیپر رنگ صورت بهعلائم بیماری زوال در ابتدا 

و توقف محسوس رشد در فصل  عدم تولید جوانه جدید

ها )مشابه علائم کمبود آب(  ای شدن برگ لوله، زنی جوانه

 صورت سبز خشک به مرگ کامل درخت تیو درنها

(. 1شود )شکل  مشاهده می (دون ریزش برگ و میوه)ب

شروع و در  ماه بهشتیارداری از اواسط بروز علائم این بیم

 باًیتقرفصل تابستان شدت یافته و در پاییز و زمستان 

 .دوش یممتوقف و یا بسیار کند 

ی جیرفت )نراب، رمون، ها شهرستاناین بیماری در 

و عنبرآباد  (شمالی، خضرآبادجبالبارز دلفارد، زارین، 

رد. در جنوب استان کرمان گسترش دا (جنوبیجبالبارز )

ی پراکنش ا هیکوهپابیماری زوال مرکبات در مناطق 

ای گسترش پیدا  لکه صورت بهها  بیشتری داشته و در باغ

ارقام پرتقال، نارنگی و  بیماری در علائمکند.  می

پیوند شده بودند  بکرایی ۀروی پای که فروت پیگر

که  استبکرایی از ارقام بومی مرکبات . شود یمشاهده م

ای که  ی سطحی بوده و در مناطق کوهپایهها شهیردارای 

شود  از خاک عمقی کمتری برخوردار هستند استفاده می

(Golein et al., 2012 این بیماری در .)ها  نهالستان

علائم  بیماری،در درختان مبتلا به این شود.  مشاهده نمی

و میزان ریشه در  شود می دیده شهیبارز پوسیدگی ر

با درختان فاقد علائم، کمتر درختان بیمار در مقایسه 

 است.

 

 
علائم ظاهری بیماری زوال سریع مرکبات در جنوب  .1 شکل

( علائم اولیۀ b( درخت پرتقال بدون علائم؛ )aاستان کرمان. )

 (d( علائم اولیۀ زوال در کنار درخت فاقد علائم؛ )cزوال؛ )

 شدید و مرگ ناشی از بیماری زوال علائم
Figure 1. Symptoms of citrus quick decline disease in 

southern Kerman. (a) asymptomatic sweet orange; (b) 

early decline symptoms; (c) early decline symptoms 

vs. an asymptomatic tree on the left; (d) sever decline 

symptoms 
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 ن، علائم پوسیدگی ریشه و پژمردگی درختا

، سرخشکیدگی ها وهیم، بدشکلی و ریزش ها برگزردی 

 در بیماری  ها شهیرو ظاهر کثیف  ها شاخه

 شده است گزارشنیز  Citrus sudden deathویروسی 

(Spina et al., 2008; Bassanezi et al., 2003; Safdar 

et al., 2010).  زوال ناشی از ویروس تریستزا 

 شود با  که در برخی از کشورها مشاهده می

همراه است  Stem pitting ازجملهعلائم دیگری 

 در درختان مرکبات مبتلا به زوال  که یدرحال

 بر اساس .شود مشاهده نمی در جنوب کرمان این علائم

گزارش رسمی از بیماری تریستزا در اطلاعات موجود، 

 این منطقه وجود ندارد.

 

 

 گیاهی یزا یماریبهای  ردیابی پروکاریوت

با استفاده از روش واکنش  شده انجامهای  در بررسی

به  ها نمونهیک از  چیهی پلیمراز، مشخص شد که ا رهیزنج

 Xylellaباکتری عامل بیماری سبزردی ابلقی )

fastidiosa و اسپیروپلاسمای عامل بیماری استابورن )

(Spiroplasma citri آلوده ) ی باکتر (.۰نیستند )شکل

در ( .Ca. Liberibacter sppعامل بیماری میوه سبز )

 ریشۀ پنج درخت از شش درخت دارای علائم زوال

در ریشه درختان بدون علائم و  که یدرحالردیابی شد، 

کدام از درختان )دارای یا فاقد علائم  چنین برگ هیچ هم

در  Ca. Phytoplasmaزوال( وجود نداشت. بیمارگر 

های برگی و ریشه مربوط به درختان دارای  برخی نمونه

 (.۰علائم زوال ردیابی شد )جدول 

 
 X1( با استفاده از جفت آغازگر aمرکبات:  یها نمونهی پلیمراز ا رهیزنجواکنش ژل آگارز حاصل از الکتروفورز محصول . ۰شکل 

for/X1rev ،b با استفاده از جفت آغازگر )P89-f/P89-r .C شاهد منفی بدون :DNA ،H ،مرکبات سالم :P ،شاهد مثبت :J1-J3 :

 (bp 155) سایز مارکر M: DNA های درختان دارای علائم زوال، نمونه
Figure 2. Agarose gel electrophoresis of PCR products obtained from citrus trees: a) using P89-f/P89-r primer pair, b) 

using X1 for/X1rev primer pair. C: Negative control, H: healthy citrus tree, P: positive control, J1-J3: citrus decline 

symptomatic trees, M: 100 bp DNA size marker 

 
های  در برگ و ریشۀ درختان مرکبات فاقد و دارای علائم زوال سریع با روش Ca. Liberibacterو  Ca. Phytoplasmaی . ردیاب۰جدول 

PCR یابی  و توالیIllumina 
Table 2. Detection of Ca. Phytoplasma and Ca. Liberibacter using PCR and Illumina MiSeq sequencing techniques in 

leaf and root samples collected from citrus plants with and without symptoms 
Plant sample 

Sanitary status No. tree Leaf  Root 
PCR MiSeq PCR MiSeq 

- P  - - Asymptomatic 1 

- N  - P Asymptomatic 2 

- P  - N Asymptomatic 3 
- P  LP LP Symptomatic 4 

- N  LP LP Symptomatic 5 

P P  P N Symptomatic 6 
- -  LP LP Symptomatic 7 

P P  L LP Symptomatic 8 

- P  L LP Symptomatic 9 

N : ی پرت، ها دادهنمونه و یا حذف  لیوتحل هیتجزعدمP :فیتوپلاسما ردیابی شد ،L :از بیمارگرها ردیابی نشدند. کدام چیه :–، باکتر ردیابی شد لیبری 

N: not analysed or deleted sample, P: Candidatus phytoplasma was detected, L: Candidatus Liberibacter was detected, -: none of the pathogens were detected. 
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، MiSeqبا استفاده از روش  شده انجامی ها یبررسدر 

های گیاهی  های متعلق به اندامک پس از حذف خوانش

 351008تعداد  تیدرنها)کلروپلاست و میتوکندری( 

اندام گیاهی  بر اساس ها نمونهخوانش بررسی شدند. 

ی )برگ یا ریشه( و وضعیت سلامت درختان موردبررس

زوال( به چهار گروه تقسیم  علائمو بدون  علائم)داری 

ی جامعه میکروبی درختان ا سهیامقشدند. نتایج آنالیز 

و یا دارای علائم زوال بر مبنای دو  علائممرکبات بدون 

 و  .Ca. Phytoplasma sppبیمارگر احتمالی 

Ca. Liberibacter spp.  در دو روشMiSeq  وPCR 

 PCRنسبت به  MiSeqبیانگر حساسیت بیشتر روش 

توانست در برخی از  MiSeqی که روش ا گونه به است

 ها آنقادر به ردیابی بیمارگرها نبود،  PCRهایی که  نهنمو

 (.۰را ردیابی کند )جدول 

 OTU (operationalجستجوی اختصاصی 

taxonomic unit مربوط به )Ca. Phytoplasma  وCa. 

Liberibacter دهندة عدم حضور  نشانCa. Liberibacter 

 .Ca که یدرحال؛ استی موردبررسی برگی ها نمونهدر 

Phytoplasma  ی اه برگدرصد در  ۰به میزان کمتر از

درختان مرکبات )دارای و فاقد علائم زوال( ردیابی شد. 

 ۀ درختان مرکبات دارای علائم زوال، فراوانی شیردر 

Ca. Liberibacter  حداقل پنج برابر بیشتر از 

Ca. Phytoplasma در ریشۀ درختان  که یدرصورت است

 (.3د )شکل فاقد علائم ردیابی نش

 16S rDNA ۀتوالی نوکلئوتیدی ناحی بررسی نتایج

که توالی  ندشده نشان داد در فیتوپلاسماهای ردیابی

به درصد  11ها یکسان بوده و بیش از  تمامی نمونه

 های مختلف گونه  سویهتوالی نوکلئوتیدی 

Ca. Phytoplasma aurantifolia  شباهت دارند که

تا  KY990815 دسترسی های شماره تحت

KY990820  همچنین اند شده ذخیرهدر بانک ژن .

 rplJو  16S rRNAآنالیز توالی نوکلئوتیدی نواحی ژنی 

شده نشان داد که تمامی  باکترهای ردیابی لیبری

به ها دارای توالی نوکلئوتیدی یکسان بوده و  نمونه

 با توالی نوکلئوتیدیدرصد  11و  1/11بیش از  بیترت

 Ca. Liberibacter asiaticusلف مخت یها هیسو

 های تحت شمارهبه ترتیب ها  شباهت دارند. این توالی

 KY990823و  KY990822تا  KY990821 دسترسی

 .اند شده ذخیرهدر بانک ژن  KY990824تا 

 ردیابیهای حاصل از  داده لیوتحل هیتجز

بدون  ی گیاهی نشان داد کهزا یماریبهای  پروکاریوت

درختان ، در تمامی موردمطالعهدام در نظر گرفتن ان

باکتر  دو بیمارگر فیتوپلاسما و لیبری دارای علائم زوال،

 ها در برگ Ca. Liberibacter عدم حضور وجود دارند.

شرایط اقلیمی گرم و خشک  از ناشی مکن استم

 کاهش بسیار شدید جمعیت  جهیدرنتو  منطقه

Ca. Liberibacter مهاجرت های هوایی و در اندام 

 ها باشد. آوندی به سمت ریشه ةشیردر  ها یباکتر

 

 
درختان مرکبات فاقد علائم زوال و  برگدر ریشه و  Ca. Liberibacterو  Ca. Phytoplasma. مقایسۀ فراوانی جمعیت 3شکل 

 بکرایی زوال روی پایۀ علائمدرختان دارای 
Figure 3. Comparison between population densities of Ca. phytoplasma and Ca. Liberibacter in root and leaves of 

asymptomatic and symptomatic citrus plants on Bakraee root stock 
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زیستگاه اکولوژیکی  ها شهیر چنین شرایطیدر 

 های پژوهشبرای این بیمارگرها هستند.  یتر ناسبم

در  باکتر یبریلکه جمعیت اند  قبلی نیز نشان داده

مرکبات مبتلا به بیماری های مختلف  و اندام ها بافت

میوه سبز از توزیع یکنواختی برخوردار نیست 

(Louzada et al., 2016 و )از دمای  متأثر تواند یم

 (.Hoffman et al., 2013محیط باشد )

 
 و ویروئیدها ها روسیوردیابی 

گیاهان  یرودرختان مبتلا به زوال  ةزنی عصار مایه

م مرتبط با ئعلا گونه چیهتشکیل موجب محک 

، کلروز، نکروز، کییموزاهای ویروسی از قبیل  بیماری

 ELISAآزمون . نتایج نشدهای سوخته و یا زردی  لکه

حاکی از عدم وجود ویروس تریستزای مرکبات در 

 (.۴بیماری زوال بود )شکل  علائمدارای  یها نمونه

 عنوان به dsRNAاز روش استخراج  پژوهشدر این 

یک روش تشخیصی برای بررسی همراهی عوامل 

های دارای عارضه زوال مرکبات  ویروسی در نمونه

. نتایج (Jordan & Dodds, 1984)شد استفاده 

حاصله بر  یباندهاتفسیر  بر اساسکه  آمده دست به

عدم وجود این حاکی از  انجاک شدروی ژل آگاروز 

بود. در مواردی  یموردبررسهای  قطعات در نمونه

 ۰های  )ردیف شددر ژل الکتروفورز مشاهده  ییباندها

 RNase( که با انجام هضم آنزیمی با a-0در شکل  3و 

 RNAط به قطعات مربو باندهامشخص گردید این 

 (.b-0)شکل  هستند

با استفاده از آغازگرهای  RT-PCR آزمون

 Citrus suddenتریستزا، پسوروز و  برایاختصاصی 

death-associated virus  و همچنین عوامل ویروئیدی

کاچکسیا و اگزوکورتیس  یها یماریب جادکنندهیا

های آلوده  عوامل مذکور در نمونه وجودحاکی از عدم 

با استفاده از  PCRمراحل آزمون  دییتأ .بودند

 عنوان به 18srDNAهای اختصاصی نواحی آغازگر

 .(1)شکل  صورت پذیرفت کنترل داخلی

 

 
: کنترل P control: کنترل منفی، N controlبا پادتن اختصاصی جهت شناسایی ویروس تریستزا.  ELISA. نتایج آزمون ۴شکل 

 ,A1, A4, A6, C1, C3, C9, C12, D1, D3, D8از حومۀ ساری،  شده یآور جمع: گیاه پرتقال آلوده به تریستزا CTV-Nمثبت، 

D11, D14, D18از جنوب کرمان شده یآور جمعهای مختلف پرتقال مبتلا به بیماری زوال  : نمونه 
Figure 4. Results of ELISA test with specific antibody of Tristeza. N control: negative control, P control: positive 

control, CTV-N: a citrus plant infected by tristeza virus from Sari area, A1, A4, C1, C3, C9, C12, D1, D3, D11, D14, 
and D18: samples from citrus with decline symptoms from southern Kerman 

 

 
 RNase( پس از هضم آنزیمی توسط b( قبل از هضم آنزیمی، aدرصد:  1بر روی ژل آگاروز  dsRNA. پروفایل استخراج 0شکل 

 ( مرکبات دارای علائم زوال1-۰( مرکبات بدون علائم زوال، 1)ب(، 
Figure 5. dsRNA extraction profile on 1% agarose gel: a) before digestion, b) after digestion by RNase, 1) asymptomatic 

citrus tree, 2-6) citrus decline symptomatic trees 
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های تریستزا، کاچکسیا، اگزوکورتیس، پسوروز  از آغازگرهای اختصاصی ویروس استفادهبا  RT-PCR( ژل الکتروفورز محصولات a. 1شکل 

 سایز مارکر M )DNA( کنترل منفی، NCی مرکبات، ها نمونه( 18srDNA.1 -1( ژن داخلی Citrus sudden death-associated virus .bو 
Figure 6. a) Gel electrophoresis of RT-PCR products using tristeza, cachexia, exocortis, psorosis, and citrus sudden 

death-associated viruses’ specific primers. b) 18S rDNA internal gene. 1-9) citrus samples, NC) negative control, M) 

DNA size marker 

 

، تریستزا علاوه بردهد که  بررسی منابع نشان می

 Citrus) مرگ ناگهانی مرکباتویروسی بیماری 

sudden death)  سریع درختان باعث زوال تواند  مینیز

های اخیر باعث از  در سال. این بیماری دمرکبات شو

با پایۀ  مرکبات درختانبین رفتن تعداد زیادی از 

در هر دو بیماری،  (در برزیل شده است رافلمون

ها  برگ که یدرحالشوند  درختان آلوده سریع خشک می

 Maccheroni et) (مانند به درخت متصل می ها وهیمو 

al., 2005, Roman et al., 2004). رغم شباهت  علی

 عارضه زوال مرکبات در جنوب استان کرمانظاهری 

مختلف  های آزمونانجام  های مذکور، با بیماری

و آغازگرهای  ها پادتنو مولکولی با  یسرولوژیک

های  در نمونه ها ویروساین  ردیابیاختصاصی منجر به 

، آمده دست بهبه نتایج  با توجه. نشد یموردبررس

شواهدی مبنی بر نقش عامل ویروسی در بروز زوال 

 مرکبات جیرفت وجود ندارد.

 

 Phytophthoraردیابی نماتد ریشۀ مرکبات و شبه قارچ 

 آلودگی به نماتد ریشه نشان داد  پژوهشنتایج این 

(T. semipenetrans در ) بدون تمامی درختان مرکبات

علائم و دارای علائم زوال وجود دارد اما جمعیت نماتد 

تعداد میانگین  زوال بیشتر است. علائمدر درختان با 

 0/1۰سالم  بالغ در یک گرم ریشه درختان ةماد نماتد

 110 بهمبتلا به زوال  در درختان که یدرحال استعدد 

حد  در تواند یممنابع  بر اساسکه  ابدی یمافزایش عدد 

 & Tanha Maafi) باشدبرای بروز زوال بحرانی 

Damadzadeh, 2008, Graham et al., 2013 تعداد .)

 در یک گرم ریشهنماتد ریشه مرکبات لارو سن دو 

و در درختان  105تا  9۰از  فاقد علائم زوالدرختان 

سطح عدد متغیر بود.  010تا  9۰ ازدارای علائم زوال 

در کشورهای مرکبات  ۀریش نماتدبحرانی آلودگی 

 ,.Le Roux et al) است شده مختلف متفاوت گزارش

2000; Philis, 1989).  که  دنده یماین نتایج نشان

عامل زوال باشد بلکه آلودگی  تواند ینمیی تنها بهنماتد 

سبب افزایش جمعیت نماتد  زا یماریببه سایر عوامل 

شده و منجر به تشدید علائم بیماری و زوال درختان 

های شبه قارچ  پروپاگول. ردیابی شود یم

Phytophtora nicotianae  در درختان فاقد علائم و

 علائمدارای علائم زوال نشان داد که با گسترش 

 که یطور به. ابدی یمها افزایش  بیماری، تعداد پروپاگول

های تیر، مرداد و شهریور در  در ماه ها پروپاگول تعداد

خاک درختان مرکبات بدون علائم زوال  های نمونه

درختان دارای علائم و در  1/1و  3/9، 0/8ترتیب  به

عدد در یک گرم  1/11و  3/13، ۰/1۴ ترتیب بهزوال 

منابع موجود، وجود تعداد  بر اساس. شدخاک شمارش 

در یک  Phytophthora قارچ پروپاگول شبه ۰5تا  15

منجر به بروز بیماری ناشی از این شبه قارچ گرم خاک 

ی قبلی نشان ها یبررس(. Graham, 2011) شود یم

در درختان مرکبات عاری از هرگونه آلودگی به  اند داده

Phytophthora  که در مراحل اولیه ابتلا به بیماری

نشان  میوه سبز بوده ولی هنوز علائم ظاهری برگی را

 دنرو یمها از بین  درصد ریشه 35دهند حدود  نمی

(Graham et al., 2013 این یافته بیانگر نقش .)

در پوسیدگی ریشه  Ca. Liberibacterاصلی باکتری 
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که آلودگی  دهد یمدرختان مرکبات بوده و نشان 

سبب تسهیل  تواند یمدرختان مرکبات به این باکتری 

بعدی درختان مذکور به شبه قارچ  یها یآلودگ

Phytophthora  افزایش  جهیدرنت وو نماتد ریشه

شود. اگرچه برهمکنش این دو بیمارگر  ها آنجمعیت 

نداشته است  ها شهیری بر کاهش بیشتر میزان ریتأث

(Wu et al., 2017; Graham et al., 2013; Ann et 

al., 2004). 

 

 نهایی یریگ جهینت

های حاصل از این پژوهش، شامل ردیابی باکتری  یافته

Ca. liberibacter asiaticus  در درختان دارای علائم

زوال و عدم حضور آن در درختان بدون علائم، عدم 

ی مرکبات در زا یماریبها و ویروئیدهای  حضور ویروس

ی، تفاوت اندک جمعیت موردبررسدرختان 

Phytophthora  ختان بدون علائم در در شهیرو نماتد

با درختان دارای علائم زوال و مقایسه این نتایج با 

گران، بیانگر اثبات همراهی  های سایر پژوهش یافته

با بیماری زوال  Ca. liberibacter asiaticusباکتری 

سریع درختان مرکبات با پایۀ بکرایی در جنوب استان 

ی ها شهیرای از  . از بین رفتن حجم عمدهاستکرمان 

جذب آب و چشمگیر میزان و کاهش گیاه  کننده هیتغذ

های طبیعی گیاه در  برای جبران فعالیتمواد غذایی 

فصل گرم تابستان، سبب اختلال در فیزیولوژی گیاه و 

ناپذیر زوال  بروز علائم برگشت جهیدرنتانتقال آب و 

لازم به ذکر است  .شود یمناگهانی در این درختان 

های رایج  ی بکرایی در مقایسه با سایر پایهها شهیر

پذیرتر بودن  مرکبات، بسیار سطحی است که سبب آسیب

های محیطی  در فصل تابستان و در پی تنش ژهیو بهها  آن

های  شود. پوسیدگی ریشه در برخی دیگر از بیماری می

ی آوندی ازجمله زا یماریبهای  گیاهی ناشی از باکتری

یتوپلاسماها نیز گزارش شده است های ناشی از ف بیماری

(Graham et al., 2013) شود  بنابراین پیشنهاد می؛

سبز و جاروک و نقش  های میوه برهمکنش عوامل بیماری

نوع پایه در پوسیدگی ریشه درختان مرکبات و بروز 

 بیماری زوال سریع بررسی شود.

ی بیماری شناس سببهای حاصل از  یافتهاساس  بر

، استفاده ات در جنوب استان کرمانزوال سریع مرکب

 جدید های باغجای بکرایی در توسعه  هنارنج ب ۀاز پای

ی عمقی و عدم بروز زوال ها شهیردارا بودن  لیبه دل)

، استفاده از نهال سالم دارای در درختان با پایۀ نارنج(

گواهی سلامت، تغذیه و آبیاری بهینه، انجام عملیات 

 نماتدهای  ل بیماریمناسب جهت پیشگیری و کنتر

 هرگونهو پوسیدگی ریشه، خودداری از ایجاد ریشه 

 هستنداقداماتی  ازجملهتنش در گیاه و هرس مناسب 

که برای مدیریت عارضه زوال درختان مرکبات در 

 شود. جنوب استان کرمان توصیه می
 

‌سپاسگزاری

کشاورزی جنوب کرمان  جهاد سازمان مالی حمایتاز 

از  یالملل نیبعلمی و  یها یهمکارو مرکز مطالعات و 

 گرددپژوهش حاضر، تشکر و قدردانی می
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