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  ۲علي نيازي و ۱حمزه زرقاني...حبيب ا ،**۱، سيد محسن تقوي۱محمد مهدي فقيهي

  )۷/۴/۱۳۹۳ :رشيخ پذي؛  تار۹/۹/۱۳۹۲: افتيخ دريتار(
  

  دهيچك
است که اخيراٌ از ايران نيز گزارش شده  مركبات در دنيا خطرناك هاي بيماري از يكي مركبات سبزميوه يا )HLB( بينگلونگهوانگ بيماري
 منظـور  بـه  .اسـت  ناپـذير  اجتناب امري مركبات هايباغ در بيماري سريع و موقع به رديابي ،HLB بيماري بهينه مديريت انجام براي. است
 Loop-mediated( حلقـه  بـه  وابسـته  دمـاي  هـم  و تكثيـر  nested-PCR ،real-time PCR عمـولي، م آرسـي پي هاي روش كارآيي مقايسه

Isothermal Amplification( در رديابي Candidatus Liberibacter asiaticus، بيماري عامل HLB هاي برگ مربـوط بـه   نمونه از ايران، در
نانوگرم تا  ۱۰۰از ( دي ان  اي کل   مختلف مقادير در سپس. کل انجام شداي انيک درخت پرتقال آلوده و يک درخت سالم استخراج دي

بـا سـه   (  nested-PCR ،)با چهـار آغـازگر مختلـف   (معمولي  آرسيپي آزمون از گياه آلوده و سالم رديابي عامل بيماري با) فمتوگرم ۱/۰
 انجـام و حساسـيت،  ) و مجموعـه آغـازگر مختلـف   بـا د ( LAMPو ) با يک جفـت آغـازگر  ( real-time PCR ، )مجموعه آغازگر مختلف

 ۱۰، ۱۰۰، در مقادير )درصد F1/R1 )۹۰آر معمولي با آغازگر سيجز پيها، بهکليه روش .شد روش بررسي هر و صحت براي اختصاصيت
) هر کدام از چهار آغازگر با(آر معمولي سيروش پي. درصد عامل بيماري را رديابي کردند ۱۰۰اي کل با حساسيت اننانوگرم  از دي ۱و 

فمتـوگرم   ۱/۰پيکوگرم تا  ۱درصد رديابي نمود ولي در مقادير  ۳۰طور ميانگين عامل بيماري را در حدود ، بهDNAپيکوگرم  ۱۰۰با مقدار 
رديـابي نمـود    درصد ۳۰تا  ۲۰اي کل را با حساسيت انپيکوگرم از دي ۱۰تا ميزان  LAMPروش . نتوانست عامل بيماري را رديابي نمايد

. ، با هرکدام از دو مجموعه آغازگر قادر به رديابي عامـل بيمـاري نبـود   )DNAپيکوگرم و کمتر از  ۱(تر از اين مقدار ولي در مقادير پايين
روش . تـر از آن اسـت  تر و ارزانآر معمولي بوده ولي سريعسياندکي بيشتر از پي DNAشبيه يا در برخي مقادير  LAMPحساسيت روش 

nested-PCR )ي کـل رديـابي   انپيکوگرم دي ۱درصد تا مقدار  ۱۰۰، عامل بيماري را با حساسيت )با هر سه جفت آغازگر براي دور دوما
 real-timeروش . درصد عامل بيماري را رديابي نمود ۳۰فمتوگرم نيز با حساسيت حدود  ۱/۰اي کل يعني انکرده و در کمترين مقدار دي

PCR  گرم فمتو ۱۰تاDNA فمتوگرم  ۱/۰و  ۱درصد و در مقادير  ۱۰۰، عامل بيماري را با حساسيتDNA ۹۰، عامل بيماري را با حساسيت 
درصد رديابي نمود و بيشترين حساسيت را نشان داد؛ با وجود اين، از عيوب اين روش وقوع بيشتر نتايج مثبـت کـاذب نسـبت بـه سـاير      

در رديابي عامل بيمـاري   nested-PCRو  real-time PCRهاي آمده به دليل حساسيت بالاي روشبراساس نتايج به دست . باشدها مي روش
HLBويژه در مناطقي که بيماري بتازگي وارد شده يا خطر آلودگي وجود دارد در کنار ها در رديابي درختان آلوده به، استفاده از اين روش

با توجه به کمتر بودن نتـايج مثبـت کـاذب و     nested-PCRز شرايط استفاده از روش در بسياري ا. شودهاي رديابي پيشنهاد ميساير روش
  .   باشد  HLBتري براي رديابي بيماريتواند انتخاب مناسبمي real-time PCRتر بودن نسبت به روش ارزان
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  مقدمه
بـه   مركبـات  سبزوهيم يا )HLB( بينگلونگهوانگ بيماري
ا ي ـمرکبـات در دن  يهـا  يمـار ين بيتـر از مهـم  يک ـيعنوان 

باعث كاهش عملكرد محصـول، زوال  شناخته شده است و 
 از بسـياري  در يمـار ين بيا .شوديدرختان متاً مرگ يو نها
هنگفتي  يهاخسارت يجنوب يآمريكا و آفريقا آسيا، مناطق

  ).Bove 2006(كرده است  ايجاد را
كشـت،  سـخت  يهامركبات باكتري HLBعامل بيماري 

ــد آبكشـ ـ    ــه آون ــدود ب ــي و مح ــرم منف ــنس  يگ   در ج
 Liberibacter Candidatus ــي ــ مـ ــه. دنباشـ ــاي  گونـ هـ

Candidatus Liberibacter asiaticus ،Ca. L. africanus 
هـاي  به ترتيب به عنوان عامل فرم.L. americanus   Ca و

ــايي  ــايي و آمريك ــيايي، آفريق ــاري  آس ــناخته  HLBبيم ش
توسـط دو گونـه    يمـار يباكتري عامل بعت يدر طب. اند شده
 ييايآس ـ يهاناقل فرم( Diaphorina citri يهابه نام پسيل
) ييقــاينافــل فــرم آفر( Trioza erytreaeو ) ييکــايو آمر

  ).Bove 2006(ابد ييانتقال م
، D. citri، يمـار يب ييايل ناقـل فـرم آس ـ  يران، پس ـيدر ا

). Bove et al. 2000(گزارش شد  ۱۹۹۷ن بار در سال ياول
مرکبـات جنـوب    يهـا در بـاغ  D. citriر، ياخ يهادر سال

رمزگان، کرمـان  ستان و بلوچستان، هيس يهاران در استانيا
 ـداشته و خسارت ز ياديو فارس انتشار ز جـاد  يز اي ـن يادي

 HLB يمـار ين بـه عنـوان ناقـل ب   يکرده است و علاوه بر ا
  ).Salehi et al. 2012(دارد  ياديت زياهم

از  ۱۳۸۸ن بار در سال ياول يبرا HLB يماريران، بيدر ا
 Faghihi et(ستان و بلوچسـتان و هرمزگـان   يس يهااستان

al. 2009 (  از اســتان کرمــان   ۱۳۹۰و ســپس در ســال

)Mohkami et al. 2011(     گـزارش و در هـر دو مطالعـه
  . ن شدييتع يماريبه عنوان عامل ب Ca. L. asiaticusگونه 

 بـه  رديـابي  ،HLB بيمـاري  بهينـه  مـديريت  انجام براي
ــع ــريع و موق ــاري س ــاغ در بيم ــايب ــات ه ــري مركب  ام
 هـاي روش بـه  نيـاز  آن نبـود  عملي و است ناپذير اجتناب
 يهـا روش .دارد ارزان و سـريع  حـال  عـين  در و حساس

شـامل الکتـرون    HLB يمـار يعامل ب ييص و شناسايتشخ
 يهــاو روش يکيســرولوژ يهــا، روشيکروســکوپيم

 يارهي ـو واکـنش زنج  DNAون يداس ـيبريماننـد ه  يمولکول
 مانند حساس يمولکول يهاروش. باشنديم) PCR(مراز يپل

PCR ص يو تشـــخ يابيـــرد يهـــان روشيتـــرمـــولمع
کشــت ماننــد ســخت يهــاياز بــاکتر يناشــ يهــا يمــاريب
  . هستند HLBعامل  يباکترهايبريل

بـا اسـتفاده از   ). Ding et al. 2005(همکـاران  و  نگيد
  و) يامرحلـــهکيـــ( يآر معمـــوليســـيپـــ يهـــاروش

nested-PCR يبـــا آغازگرهـــا F1/R1  وF2/R2 عامـــل ،  
ــرم آســـ ـ ــايب ييايفــ   ماننــــد ياهــــانيرا در گ يرمــ

wampee (Clausena lansium) وlemon (Citrus limon) 
  nested-PCRت ينمودند و نشان دادند که حساس ـ يابيرد

در ) برابـر  ۱۰۰۰۰تـا  ( يآر معموليسيشتر از پيبه مراتب ب
 ـ  ياسـت؛ بـه نحـو    يماريعامل ب يابيرد آر يس ـيکـه در پ

 يابيـــردص و يآســـتانه تشـــخ nested-PCRو  يمعمــول 
 ۱/۰کـوگرم و  يپ ۱۰ب تـا  ي ـبـه ترت  HLBباکتر عامـل  يبريل

  . الگو بوده است ياانيفمتوگرم از د
) Ding et al. 2008( همکـاران و  نگيدگر يد يقيدر تحق

 ين جفت آغـازگر مختلـف را بـرا   يچند يابيت رديحساس
 ـ. سه کردنديمقا HLBعامل  يباکتر  يآر معمـول يس ـيدر پ
ن بـه  ين بـه کمتـر  يشـتر يهـا از ب ت آغازگريب حساس ـيترت
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 OI2/r23S1و  F2/R2 ،F1/R1 ،A2J5 ،OI1/OI2cب يترت
 ـآسـتانه رد  ين بررسيدر ا. بودند   يتوسـط آغازگرهـا   يابي

OI1/OI2c  وA2/J5 ۱۰نـانوگرم و   ۱ب در مقـدار  يبه ترت 
  تين حساســـيهمچنـــ. کـــل بـــود ياانيکـــوگرم از ديپ

nested-PCR  وsemi nested-PCR ــيخ ــالات يلـ   ر از بـ
ش ين غلظـت آزمـا  يد و در کمتـر شذکر  يآر معموليسيپ

، قطعه مـورد  DNAتر يکروليفمتوگرم در م ۱/۰ يعنيشده  
 يهاروش. کردند يابيرا رد يمارير و عامل بيانتظار را تکث

nested-PCR  وsemi nested-PCR   گر اخـتلاف  يکـد يبـا
  .نداشتند يماريعامل ب يباکتر يابيدر رد يداريمعن

 ـجـگ   ـدر ) Jagtap et al. 2013( اپ و همکـاران ت ک ي
 ـ قـادر بـه    يآر معمـول يس ـيمطالعه نشان دادند که روش پ

-انيکـوگرم د يپ ۱۰۰تا مقدار  HLB يماريعامل ب يابيرد

جـه گرفتنـد کـه    ين آنهـا نت يهمچن. اه آلوده بوديکل از گ يا
 ـمختلـف در رد  يت آغازگرهايحساس  يمـار يعامـل ب  يابي

  .شدتواند متفاوت بايم
بـا اسـتفاده از   ) Chen et al. 2006( همکـاران و  چـن 
ــاروش ــه   real-time PCRو  nested-PCR يه ــق ب موف

 يکـه دارا  ياهيگ يهادر عصاره Ca. L. asiaticus يابيرد
بودنـد   PCRمواد بازدارنـده   يو حاو ين باکترييغلظت پا

  .شدند
در ) Wang et al. 2006( همکـاران و  ونـگ مطالعـات  

در  Ca. L. asiaticusمـوثر   يابيرد يد که بران نشان دايچ
 ـ ييفاقد علائم، کـارآ  يهاژه در نمونهيوبه  هاباغ آر يس ـيپ

ر ي ـنظ يتـر حساس يهاد از روشيکمتر  بوده و با يمعمول
real- time PCR استفاده کرد.  
 ـ، که بـه و DNA يدمار هميتکث يهااز جمله روش ژه ي
بـه   يافته است روش ـيش ير کاربرد آن افزايدر چند سال اخ

 Loop-mediated(وابسـته بـه حلقـه     يدمـا ر هـم ينام تکث

Isothermal Amplification=LAMP (ـيم  ن يباشد که اول

) Notomi et al. 2000( همکـاران و  ينوتـوم بـار توسـط   
آغـازگر   ٦تـا   ٤بـا اسـتفاده از    LAMPواکنش  .شد يمعرف

 ٨تـا   ٦ص يتشـخ  يبـرا  يکه به طور اختصاص ـ -متفاوت 
و بـا کمـک    -شـوند  يم يه مستقل از ژن هدف طراحياحن
رشته انجام  ينيگزيجا يت بالايمراز با فعاليپلياانيک دي

  يداخلـــ ين واکـــنش از آغازگرهـــايـــدر ا. رديـــگيمـــ
FIP (F1c, F2)  وBIP (B1c, B2) يخـارج  ي، آغازگرهـا 

F3  وB3 ش سـرعت واکـنش از   يافـزا  يبـرا  يو درموارد
، استفاده LF(LPF)و  LB(LBP)ه، حلق ياضاف يآغازگرها

درجـه   ٦٥-٦٠(ثابت  يک دمايند واکنش در يفرآ. شوديم
قــه صــورت يدق ٦٠تــا  ٣٠ن يو در مــدت بــ) گــراد يســانت

  ).Ushikubo 2004  ; Notomi et al. 2000 (رد يگ يم
نشان ) Li et al. 2006; Li et al. 2007( همکارانو  يل

 ـ TaqMan real-time PCRدادنـد کـه آزمـون     ک روش ي
 يکم يو بررس ييشناسا يبرا يع، حساس و اختصاصيسر

تـر از  برابر حسـاس  ۱۰۰تا  ۱۰باکتر است و يبريل يهاگونه
 ـ يهاروش  ـرد يبـرا  LAMPو  يآر معمـول يس ـيپ و  يابي
ن نشان دادنـد کـه   يباشد؛ همچنيم HLB يماريص بيتشخ
 ـي، از نظـر حساس ـ يآر معموليسيدر پ  ين آغازگرهـا يت ب

OI1/OI2c  وA2/J5 يابيرد يبرا Ca. L. asiaticus ن يو ب
 ـرد يبـرا  A2/J5و  OA1/OI2c يآغازگرهـا   .Ca. L يابي

africanus وجود ندارد يدارياختلاف معن.  
 در HLB يمـار ير بي ـاخ يهـا نکه در سـال يبا توجه به ا

 ـا يجنـوب  يهـا اسـتان  از يبرخ ران گـزارش شـده اسـت    ي
)Faghihi et al. 2009; Mohkami et al. 2011 ( و

ز کشـور را  ي ـخمرکبـات  ير نـواح يل گسترش به سـا يپتانس
 ـدارد، اسـتفاده از    ـرد يک روش مناسـب بـرا  ي عامــل  يابي

ت ي ـاهم يمـار ينـه ب يت بهيريمنظـور اعمـال مـد   به يماريب
 ـعلاوه بر ا. دارد ياديز در رابطـه بـا    يق ـيتـاکنون تحق ن، ي

 HLBعامـل   يبـاکتر  يابيص و رديتشخ يهاسه روشيمقا
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 ق حساسـيت، ي ـن تحقيدر ا .ان صورت نگرفته استريدر ا
ــ يمولکــول يهــاو صــحت روش اختصاصــيت آر يســيپ

ــول ــا  LAMPو  nested-PCR ،real-time PCR، يمعم ب
عامل  ييايفرم آس يابيمختلف در رد ياستفاده از آغازگرها

  . اندسه شدهيو مقا يران بررسيدر ا HLB يماريب
  يروش بررس

  شيروش انجام آزما
  يمــاريعلائــم مشــخص ب يدارا ينمونــه برگــ ۵از  ابتــدا 

سـتان و  ياز اسـتان س (ک درخت پرتقـال آلـوده   يمربوط به 
 ـاز  ينمونه برگ ـ ۵و ) بلوچستان منطقه سرباز ک درخـت  ي
اسـتخراج   طور جداگانـه رآلوده بهيپرتقال سالم در منطقه غ

 ياانيد يهات نمونهيفيت و کيکم. کل انجام شد ياانيد
اه آلــوده و ســالم، بــا دســتگاه يــاج شــده از گکــل اســتخر

 ـ. نانودراپ مورد سنجش قرار گرفـت  از  DNAک نمونـه  ي
ت ي ـفياه سـالم کـه ک  ي ـاز گ DNAک نمونـه  ياه آلوده و يگ

 يهـا يها داشتند انتخاب و سرر نمونهينسبت به سا يبهتر
سپس به طور جداگانـه، از رقـت   . ه شديرقت از هرکدام ته

ــانوگرم،  ۱۰۰ف شــامل ر مختلــيموجــود مقــاد يهــا  ۱۰ن
 ۱کــوگرم،  يپ ۱۰کــوگرم،  يپ ۱۰۰نــانوگرم،   ۱نــانوگرم، 

 ۱/۰فمتـوگرم و   ۱فمتـوگرم،   ۱۰فمتوگرم،  ۱۰۰کوگرم، يپ
مختلـف   يهـا روش يبه عنوان قالـب بـرا   DNAفمتوگرم 

هـر رقـت انجـام     يتکرار برا ۱۰با  يشياستفاده شد و آزما
  . شد

بـا   يعمـول م آريسيپاستفاده شده شامل  يهاروش
با سه جفت  nested-PCRچهار جفت آغازگر مختلف، 

ک يبا  real-time PCRدور دوم،  يآغازگر مختلف برا
 يبـا دو مجموعـه آغازگرهـا     LAMPجفت آغـازگر و 

 rplKAJL-rpoB(اپرون بتا  يبوزومين ريپروتئ يهاژن

operon ( 16وS rDNA هــر  ين، بــرايبنــابرا. بودنــد

اه آلوده ياز گ DNAرد نظر تکرار از رقت مو ١٠روش، 
آب  ش ازيآزمـا  ش شدند؛ در هريو سالم جداگانه آزما

سـپس  . اسـتفاده شـد   منفـي  كنترل عنوان ز بهين سترون
، )Sensitivity(ت يحساس ـ يها ازنظـر پارامترهـا  روش

) Accuracy(و صـــحت ) Specificity(ت ياختصاصـــ
  .سه شدنديمقا

  كل از گياه ياانيداستخراج 
 همکارانو  هانگبا استفاده از روش كل  ياانياستخراج د

)Hung et al. 1999 ( ر انجــام شــد يــبــه شــرح ز.  
م و يبه قطعـات کوچـک تقس ـ   ياصل يهام گرم از رگبرگين

؛ DNA )Tris-HCl, 100mMتر بـافر اسـتخراج   يليليم ۴در 
EDTA, 100mM ؛NaCl, 250mM؛ N-Lauroylsarcosine  

1% (w/v)، Proteinase K,100 μg/ml  ۸باpH= (   کـاملاً لـه
منتقـل و   يتـر يليليم ۲ يهاون حاصل به لولهيسوسپانس. شد
و  يسـاعت نگهـدار   ۱گـراد بـه مـدت    يدرجه سـانت  ۵۵در 

ن يرونش ـ. فوژ شديقه سانتريدق ۵به مدت   g ۴۰۰۰سپس در 
ــع و   CTAB ۱۰مـــولار و  NaCl ۵حجـــم از  ۱۲۵/۰جمـ
مخلـوط در  . ديبه آن اضافه گرد NaClمولار  ۷/۰درصد در 

شـد و   يقـه نگهـدار  يدق ۱۰گراد بـه مـدت   يدرجه سانت ۶۵
اضـافه  ) ۱بـه   ۲۴(ل الکل يزوآميا/سپس دوبار به آن کلروفرم

ن يرونش. فوژ شديقه سانتريدق ۱۰دور به مدت  ۱۰۰۰۰و در 
بـه آن   - C  ۲۰°يزوپروپـانول بـا دمـا   يحجـم ا  ۶/۰جمع و 

. وژ شـد فيقـه سـانتر  يدق ۱۰به مـدت    g ۱۲۰۰۰اضافه و در 
درصـد   ۷۰ن حذف و رسوب حاصل بـا الکـل   يسپس رونش

تـر آب مقطـر   يکروليم ۵۰بـه هـر لولـه    . شسته و خشک شد
 يمراحـل بعـد   يالگـو بـرا   DNAسترون اضافه و به عنوان 

  ).Ruangwong et al. 2006( دشش استفاده يآزما
  

  nested-PCRو  يآر معموليسيپآزمون 
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هـاي  در نمونـه ،  Ca. L. asiaticusجهت رديـابي بـاكتري  
آغازگرهـاي   بـا كـاربرد   يآر معموليسيآزمون پگياهي از 

ــي  RPF1/RPR1و  OI1/OI2c، A2/J5 ،F1/R1 اختصاصـ
 nested-PCRدر آزمـون  ). ۱ جدول(استفاده شد   گونه اين

 RPF1/RPR1و  OI1/OI2c، F1/R1 يهـا آغازگراز جفت 
ــه ترت ــدر دور اول و بــ ــايــ ــت آغازگرهــ   يب از جفــ

/CGO5R CGO3F، F2/R2  وRPF2/RPR2  دور دومدر   

  .nested-PCRمعمولي و  آرسيپي هايآزمون استفاده در مورد آغازگرهايمشخصات  .۱ جدول
Table 1. Characteristics of the oligonucleotide primers used in conventional PCR and nested-PCR tests. 
 

  منبع
Reference 

ناحيه 
  هدف

Target 

قطعه تکثير  زهاندا
  )بازجفت( کننده

Amplicon size 
(bp) 

دماي اتصال 
درجه (

  )گرادسانتي
Annealing 

(°C)  

  ترادف
Sequence 

نام 
  آغازگر
Primer 
name  

Jagoueix et al. 
1996 

16S 
rDNA 

1160  56 5′-GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA-3′  OI1  

  5′-GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3′  OI2c  
Zhou et al. 2007  800  

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

  5′-GAAAATAYCATCTCTGATATCGT-3′ CGO5R 

Hocquellet et al. 
1999 

β-operon  700 60  5′- TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT-3′  A2 

  5′- ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA-3′ J5 

 β-operon  530  53  5′-TGAATTCTTCGAGGTTGGTGAGC-3′  1F  

Villechanoux et 
al. 1993  

5′-AGAATTCGACTTAATCCCCACCT-3′  R1 

   400 
)nested-PCR(  

  
55 

5′-GCGTTCATGTAGAAGTTGTG-3′  F2  
  5′-CCTACAGGTGGCTGACTCAT-3′ R2  

طراحي شده در 
  اين مطالعه

β-operon  1780  56  5′-GCTTAAAGAGCGTGCTACGG-3′ RPF1  

Designed in this 
study  

5′-CCTAAAAACGAAGCCCCTTT-3′  RPR1 

    1090  
)nested-PCR(  

56 5′-TGCCTAATTTGAGGGTTGG-3′  RPF2  
  5′-GAAAGTTCCGCAGCTTCAAT-3′ RPR2  

  
هـر واکـنش    ياد لازم برامقدار مو. )۱جدول (شد استفاده 

شـامل   nested-PCRو  يآر معمـول يسيپ يتريکروليم ۲۵
Taq buffer ×10 :ــر،يکروليم ٥/٢ : MgCl2 (50mM) ت

ــر، يکروليم ٧٥/٠ ــريکروليم ١ت ــا   ت ــدام از آغازگره   از هرک
)µM ۱۰ ( ،۵/۰ تــر ازيکروليمmM)  dNTPs (10 ،۲۵/۰ 
 Lµ/u۵(Taq DNA polymerase  ،۱۸(تـــر يکروليم

الگـو   DNAمقطر سترون و مقدار مناسب از تر آبيکروليم
مـورد   ييگرمـا  يهـا چرخـه . بود) تريکروليم ۲تا  ۱اغلب (

 يسـاز شامل واسرشـته  يآر معموليسيپ استفاده در آزمون
 ۱درجــه  ۹۴کل شــامل يســ ۳۵قــه، يدق ۳درجــه  ۹۴ه يــاول
قـه و  يدق ۲درجـه   ۷۲قـه و   يدق ۱درجـه   ۶۰تا  ۵۳قه، يدق

در آزمـون   ييچرخـه دمـا  . قه بـود يدق ۱۰ه درج ۷۲سپس 
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nested-PCR ۳۵قـه،  يدق ۳درجه  ۹۴ه ياول يواسرشته ساز 
ه، ي ـثان ۴۰درجه  ۵۶تا  ۵۵ه، يثان ۳۰درجه  ۹۴کل شامل يس
قـه  يدق ۱۰درجـه   ۷۲ه و سپس يثان ۳۰قه و يدق ۱درجه  ۷۲
بـه دسـت    محصـول  ،nested-PCRآزمون انجام  يبرا. بود

مقطـر سـترون   بـا آب  ١٠به  ١بت نسبه  اول PCR آمده از
 nested-PCRدر آزمون  الگو DNAرقيق و از آن به عنوان 

 .Chen et al. 2006; Das 2004; Deng et al( استفاده شد

2007; Ding et al. 2005; Jagoueix et al. 1996; 
Villechanoux et al. 1993 .( ـ   يدي ـنوکلئوترادف نـام و ت

کننـد  ير م ـيکه تکث ياقطعه اتصال و اندازه يآغازگرها، دما
  .است آمده ۱ جدول در

و  يمعمــول آريســيپــ يهــامحصــولتــر از يکروليده م
nested-PCR ــار يرو ــد و% ١ز وژل آگ ــرده ش ــس از  ب پ

ــگ ــآمرنـــ ــد   يزيـــ ــديوم برومايـــ  يژل رودر اتيـــ
ــتگاه ــاهده  transilluminator  UVدس ــتگاه مش ــا دس و ب
س براساس سپ. گرفته شد از ژل از آن عکس يبردارعکس
 يهـا ا عدم وجود باند مـورد نظـر، تعـداد واکـنش    يوجود 

  .دشش ثبت يدر هر آزما يمثبت و منف
  

   real-time PCRآزمون
شده در  يطراح ياز آغازگرها real-time PCRانجام  يبرا
 يبوزومين ريژن پروتئ ياز توال ين مطالعه براساس قسمتيا

 يبانـک جهـان   در  Ca. L. asiaticusاپرون بتا که از گونـه  
ن آغازگرها شـامل  يا. ها در دسترس بود استفاده شدترادف

FRP-RT 5′-ATTGCTTCTTTACCCGATCTTGAG-3′) (
)  RRP-RT  )5′-AACTTGAGTCTGTGGCGTACC-3′ و

 يتـر يکروليم ۲۰هر واکـنش   يمواد استفاده شده برا. بودند
 SYBR(ن يبرگريکس سـا يتـر مسـتر م ـ  يکروليم ۱۰شامل 

Green Master Mix, Bioneer, Korea( ،۱ تـر از  يکروليم
 ۲تـا   ۱تر آب دوبار سـترون شـده و   يکروليم ۷هرآغازگر، 

ــر يکروليم ــود  DNAت ــو ب ــا. الگ ــتگاه ي ــون در دس   ن آزم
 BIOER line gene K ــ ــاس  يچ ــد و براس ــام ش ن انج

 ـر و ي ـبر تکث يحاصل مبن يها يمنحن ر قطعـه  ي ـا عـدم تکث ي
 ييچرخـه دمـا  . منظـور شـد   يج مثبت و منفيمورد نظر نتا

چرخـه   ۴۰قه و سـپس  يدق ۲درجه  ۹۴استفاده شده شامل 
ه يثان ۳۰درجه  ۷۲ه و يثان ۱۵درجه  ۵۸ه، يثان ۱۰درجه  ۹۴
  .بود

  
  LAMPواکنش 

ه ي ـمربوط به ناح ياز آغازگرها LAMPانجام واکنش  يبرا
16S rDNA اپرون بتا استفاده  يبوزومين ريپروتئ يهاو ژن

 ـا. شـد   Primer Explorer 4نامـه  ن آغازگرهـا توسـط بر  ي
 .Caکه از گونـه   ين نواحيموجود از ا يهايبراساس توال

L. asiaticus  ها در دسترس بود در ترادف يدر بانک جهان
مورد اسـتفاده   يست آغازگرهايل. شدند ين مطالعه طراحيا

  .آورده شده است ۲ جدولو ترادف آنها در 
 LAMPکـنش  انجـام وا  يز برايزان آنها نيمواد لازم و م

بـه غلظـت    dNTPs: شـامل  تـر يکروليم ۲۵ ييدر حجم نها
مـولار،   يل ـيم ۲/۰بـه غلظـت    X۱۰مولار، بـافر   يليم ۴/۱
 Bst DNAم يواحـد آنـز   ۸مـولار،   ۸/۰ن بـه غلظـت   يبتائ

polymeraseي، آغازگرهــا FIP  وBIP   ۶/۱بــه غلظــت 
ــا يم ــولار، آغازگرهـ ــت   B3و  F3يکرومـ ــه غلظـ  ۲/۰بـ
 DNAسـترون و مقـدار مناسـب از    مقطـر  کرومولار، آبيم

ــت  ــو اس ــنش . الگ ــا  LAMPواک ــا آغازگره ــرون  يب اپ
rplKAJL-rpoB  16ه ي ـناح يو با آغازگرهـاS rDNA   بـه

انجـام و   DNAمختلـف   يهـا رقـت  يطور جداگانـه بـرا  
ر يت و صحت آنهـا بـا هـم و بـا سـا     يت، حساسياختصاص
  ).Okuda et al. 2005(سه شدند يها مقاروش

گراد به مـدت  يدرجه سانت ۶۵ يادر دم LAMPواکنش 
 ۸۲قـه در  يدق۱۰هـا را  وبي ـقه انجام شـد؛ سـپس ت  يدق ۶۰
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ن مرحله بـه هـر لولـه    يگراد گذاشته و بعد از ايدرجه سانت
درصـد اضـافه و    ۱/۰ن يبرگريتـر از سـا  يکروليک ميمقدار 

که از  ييهاب لولهين ترتيها مشاهده شد؛ بدر رنگ لولهييتغ
به رنـگ   يبودند در نور معمولمثبت   LAMPنظر واکنش 

 يمنف يهاو لوله) ل به زرديمتما يگاه(رنگ کم يليسبز خ
 ـز. مشاهده شـدند  يال به قهوهيما يبه رنگ نارنج ر نـور  ي

UV مشـاهده  ) فلورسـنت (مثبت  بـه رنـگ سـبز     يهالوله
  ها ر رنگ در لولهييبراساس تغ LAMPج واکنش ينتا. شدند

  LAMPرد استفاده در روش مشخصات آغازگرهاي مو. ۲جدول 
Table 2. Characteristics of the primers used in LAMP method  

 

  نام آغازگر
Primer name  

  ترادف
Sequence 

  Regionناحيه 

rDNA-FIP 5′- ACCGTCATTATCTTCTCCGGCG-TTTT-CATGCCGCGTGAGTGAAG -3′  
16S rDNA rDNA-BIP  5′- AGAAGCCCCGGCTAAACTTCG-TTTT-CGCCCAGTTATTCCGAACAA -

3′ 
rDNA-F3 5′- AATGGGGGCAACCCTGAT -3′ 
rDNA-B3 5- CTTAATCGCCCGCCTACG -3′  

rpl-FIP 5′- ACCAATCTAGTTGCATTAGATTGGA-TTTT-
GCAAATTGCTTCTTTACCCG -3′ 

rplKAJL-rpoB 
operon 

(β-operon) rpl-BIP 5′- GTACGCCACAGACTCAAGTTG-TTTT-CGATGAACAGAACTAACCTTG 
-3′ 

rpl-F3 5′- GGGCGTCCTTAATCAAGA -3′  
rpl-B3 5′- GGACATATCACATATTTCCTTTGT -3′  

  
از محصــولات  ين حــال، برخــيــدرنظــر گرفتــه شــد؛ بــا ا

با الکتروفورز در  LAMPمثبت حاصل از واکنش  يها لوله
ر شـده  ي ـد و محصول تکثش يز بررسيدرصد ن ۱ژل آگارز 

ــدها LAMPدر واکــنش مثبــت  ــه صــورت بان متعــدد  يب
 Notomi et al. 2000; Parida(شـد   ديده) شکل ينردبان(

et al. 2008.(  
  

  ت و صحت يت، اختصاصياسمحاسبه حس
  ت اتکاءيقابل يهابرآورد فراسنجه

که متعلق به  ين بررسيشده در ا يآورجمع يبرگ يهانمونه
 ـبودند  HLBآلوده به عامل  قتيدرحقاهان آلوده بودند يگ ا ي
اهان سـالم  يمتعلق به گ يبرگ يهان فرض شدند و نمونهيچن

 .شـدند ن فرض يا چنيبودند  HLBاز عامل  يعار قتيدرحق

اه آلـوده بـه   ي ـاستخراج شـده از گ  DNA يهان، نمونهيبنابرا
HLB  و   يق ـيبه عنوان مثبـت حقDNA    اسـتخراج شـده از

 يق ـيحق يبه عنوان منف ـ يمارياز ب ياه سالم در منطقه عاريگ
  .ن فرض شدنديا چنيدرنظر گرفته 
توان  يها را مليه تحليج تجزينتا ،ن مفروضاتيبر اساس ا

  :ر قرار داديز يهااز گروه يکيدر 
طـور  ه ب يابيروش رد): True positive=TP( يمثبت واقع

نمونـه  که به عنـوان   DNA را در نمونه HLBح عامل يصح
  .کرد يابيرد مثبت استفاده شد،

طـور  ه ب يابيروش رد): True negative=TN( يواقع يمنف
که به عنـوان نمونـه    DNA را در نمونه HLBح عامل يصح
  .نکرد يابيد، رداستفاده ش يمنف
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طـور  ه ب يابيروش رد): False positive=FP(مثبت کاذب 
که به عنوان نمونه  DNA را در نمونه HLBح عامل يناصح
  .کرد يابيرد استفاده شد، يمنف
طور ه ب يابيروش رد): False negative=FN(کاذب  يمنف

نمونه که به عنوان  DNA را در نمونه HLBح عامل يناصح
  .نکرد يابيرد شد،مثبت استفاده 

 ٣در جداول  يابيمختلف رد يهاج حاصل از روشينتا
ــبه صــحت   ٤و  ــا محاس ــ)Accuracy=AC(ب ت ي، حساس
)Sensitivity=SE (ــ ) Specificity=SP(ت يو اختصاصـــ

  ).Enøe et al. 2000(شده اند  يابيارز
 يياسـت کـه توانـا    يافراسـنجه ) Accuracy=AC(صحت 

آلوده بـه عامـل    يهانهح نمويصح يابيرددر را ک روش ي
HLB  مثبــت يهــانمونــهدرHLB   را در  يابيــعــدم ردو
 HLB) يمنف ـ يهـا نمونـه ( HLBعامل از  يعار يهانمونه
  :دهدينشان م

 

  
  

 ييتوانااست که  يافراسنجه) Sensitivity=SE(ت يحساس
آلـوده بـه عامـل     يهـا ح نمونـه يصح يابيرددر  ک روشي

HLB  مثبـت  يهـا به عنوان نمونـه  HLBيري ـانـدازه گ  را 
  :کند يم

  
است کـه   يفراسنجه از ين) Specificity=SP(ت ياختصاص

 ـ) reliability(ت اتکاء يقابل  ـرددر  ک روشي ح يصـح  يابي
 يمنف ـ يهـا نمونه عنوانه ب HLBاز عامل  يعار يهانمونه
HLB  داشته باشدرا:  

  

ــال  ــله احتمــــــ ــد ب ٩٥فاصــــــ ــدرصــــــ   ز يــــــ
)95% Bayesian probability intervals ( بر اساس روش
درباره فراسنجه ناشناخته وجود ندارد و  يز، که دانش قبليب

در بـاره فراسـنجه را بـا     ينـان ياستنباط در بـاره تمـام نااطم  
صـحت،   يهـا همـه فراسـنجه   يکند، بـرا  ياحتمال مدل م

 ٩٥فاصـله احتمـال   . ورد شـد آت بريت و اختصاصيحساس
ه مقـدار  اسـت ک ـ  يقيز در واقع فاصله احتمال حقيدرصد ب

درصـد در آن فاصـله قـرار     ٩٥فراسنجه با احتمـال   يواقع
 يهـا فراسـنجه  يدرصـد بـرا   ٩٥نـان  ياطم يهافاصله. دارد

ــا  )binary( يــيدودو يهــامحاســبه شــده براســاس داده ب
له يبـه وس ـ  proc sqlاستفاده از برنامه نوشته شده براسـاس  

 SASدر نــرم افــزار ) Zhu et al. 2010( زو و همکــاران
  .شدندورد آبر
  
  جينتا
   يآر معموليسيپ

نانوگرم از  ۱و  ۱۰، ۱۰۰ر يدر مقاد يآر معموليسيروش پ
ن يا. را نشان داد يخوب ييعنوان الگو، کارآکل، به ياانيد

و  ۱۰۰ر يمختلـف در مقـاد   يروش با استفاده از آغازگرها
 يمـار يدرصد عامل ب ۱۰۰ت ي، با حساسDNAنانوگرم  ۱۰

HLB نانوگرم  ۱در مقدار . نمود يابيرا ردDNA با جفت ،
ــازگر   ــ F1/R1آغ ــا حساس ــت   ۹۰ت يب ــا جف درصــد و ب

بــــا  RPF1/RPR1و  OI1/OI2c ،A2/J5 يآغازگرهــــا
نمـود   يابيرا رد  Ca. L. asiaticusدرصد  ۱۰۰ت يحساس

) با هر کدام از چهار جفـت آغـازگر  (ن روش يا). ۱ شکل(
عامــل  نيانگيــطــور م، بــهDNAکــوگرم يپ ۱۰۰در مقــدار 

 ـدرصـد رد  ۳۰را در حدود  يماريب ؛ )۱شـکل  (نمـود   يابي
با اسـتفاده از جفـت    DNAکوگرم يپ ۱۰ن در مقدار يهمچن

 ـدرصد قادر بـه رد  ۱۰زان يبه م A2/J5آغازگر  عامـل   يابي



  ... آر معمولی سي های پي مقايسه کارايي روش: و همکاران فقيهی

۲۴۵  

 ۱(تـر  نيير پـا يکه مقـاد  ين، هنگاميبا وجود ا. بود يماريب
تفاده عنوان الگو اساه آلوده بهيگ DNAاز ) کوگرم و کمتريپ

بـا هـر چهـار     يمعمـول  آريس ـيپها در جه واکنشيشد، نت
سـه  يمقا). ۲ شـکل و  ۳ جـدول (بـود   يجفت آغازگر منف ـ

دهـد کـه در   ينشان م) ۴ جدول(درصد  ۹۵نان يفاصله اطم
نـانوگرم   ۱و  ۱۰، ۱۰۰ر ين مقاديب يآر معموليسيروش پ

DNA  ــاد ــا مق ــر از يب ــوگرم يپ ۱۰۰ر کمت ــر  DNAک ازنظ
دار ياخـتلاف معن ـ  Ca. L. asiaticus يابيردت در يحساس

مشـخص اسـت    ۴طـور کـه در جـدول    همان. وجود دارد
 يآر معمـول يسيت و صحت روش پيت، اختصاصيحساس

  هـر چهـار    يبـاً بـرا  يتقر DNAهر مقدار مشخص از  يبرا

  

   

و  HLBاز درخـت آلـوده بـه     DNAنـانوگرم   ۱مقدار ) A2/J5 .Aبا آغازگرهاي ) مستقيم(آر معمولي سيالکتروفورز محصول پي. ۱شکل 
از درخـت آلـوده تکثيـر  شـد      DNAنمونـه   ۱۰بـاز در هـر   جفـت  ۷۰۰قطعه . اندهمچنين درخت سالم به عنوان الگو استفاده شده

از  DNAگرم پيکـو  ۱۰۰مقـدار  ) B).  ۱۰تا ۱هاي راهک(هاي درخت سالم اين قطعه تکثير نشد ولي در نمونه) ۲۰تا  ۱۱هاي  راهک(
بـاز بـه دسـت آمـد     جفـت  ۷۰۰از درخـت آلـوده قطعـه     DNAنمونه  ۴تنها در . انددرخت آلوده و سالم به عنوان الگو به کار رفته

 

700 bp 

700 bp 

A 

B 
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هاي سالم ايـن قطعـه تکثيـر نشـد     و نمونه) ۱۵تا  ۱۱هاي راهک(از درخت آلوده  DNAهاي و در ساير نمونه) ۱۹تا  ۱۶هاي  راهک(
  .مارکر: M ) .۱۰تا  ۱هاي راهک(

Fig. 1. Gel electrophoresis of direct-PCR product obtained by using primer pair A2/J5. A) 1 ng DNA of HLB-infected tree 
and healthy tree used as template. The 700 bp expected fragment was amplified in all DNA samples of infected (lanes 
11-20) but not DNA samples of  healthy tree (lanes 1-10). B) 100 pg DNA from infected and healthy tree used as 
template. The 700 bp fragment was only amplified in 4 DNA samples of infected tree (lanes 16-19)  and was not 
amplified in some DNA templates of infected tree (lanes 11-15) and DNAs of healthy tree (lanes 1-10). Lane M: DNA 
size marker.  

  
  

 ۱/۰نانوگرم تا  ۱۰۰(کل  ياانيدر مختلف يدر مقاد) HLB )Ca. L. asiaticus يماريعامل ب يابيمختلف در رد يهاسه روشيمقا. ۳جدول 
-cPCR-P1 ،cPCR. هر روش محاسبه شده اسـت  يمثبت برا يهااه آلوده که به صورت درصد واکنشياستخراج شده از گ) فمتوگرم

P2 ،cPCR-P3  وcPCR-P4 يب با استفاده از آغازگرهـا يبه ترت يآر معموليسيپ روش OI1/OI2c ،A2/J5 ،F1/R1  وRPF1/RPR1 
و  F2/R2  ،CGO3F/CGO5R يب با استفاده از آغازگرهايبه ترتnested-PCR روش  nPCR-P3و  nPCR-P1 ،nPCR-P2باشند؛ يم

RPF2/RPR2 باشند؛ يدور دوم م يبراLAMP-P1  وLAMP-P2  روشLAMP ـمربوط بـه ناح  يب با استفاده از آغازگرهايرتبه ت  ه ي
16S rDNA هستند و اپرون بتا .  

Table 3. Comparison of different methods in detection of the causal agent of HLB disease (Ca. L. asiaticus) in various 
amounts of total DNA (100 ng-0.1 fg) extracted from an infected tree which calculated as positive reaction percent for 
each method. cPCR-P1, cPCR-P2, cPCR-P3 and cPCR-P4, are conventional PCR using primer pairs OI1/OI2c, A2/J5, 
F1/R1 and RPF1/RPR1, respectively. nPCR-P1, nPCR-P and nPCR-P3 are nested-PCR using F2/R2, CGO3F/CGO5R 
and RPF2/RPR2 primers for second round, respectively. LAMP-P1 and LAMP-P2 are LAMP methods using two sets of 
primers for 16S rDNA and beta-operon regions, respectively. 

 

      
METHOD 

       روش

  cPCR-P1 cPCR-P2 cPCR-P3 cPCR-P4 nPCR-P1 
nPCR-

P2 
nPCR-

P3 
real-time 

PCR 

LAMP
-P1  
 

LAMP
-P2  
 

      

Positive ratio 
(%)  

درصد 
 يها واکنش

هر مثبت در 
       روش

 100 ng 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
 10 ng 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
 1 ng 100 100 90 100 100 100 100 100 100 100 

 100 pg 20 40 30 30 100 100 100 100 40 60 
TRE
AT 10 pg 0 10 0 0 100 100 100 100 20 30 
 pg 0 0 0 0 100 100 100 100 0 0 1 تيمار

 100 fg 0 0 0 0 80 90 100 100 0 0 

 10 fg 0 0 0 0 80 80 90 100 0 0 

 1 fg 0 0 0 0 40 50 50 90 0 0 

 0.1 fg 0 0 0 0 30 30 20 90 0 0 
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 ۹۵نـان  يسـه فاصـله اطم  يگر مشابه اسـت و مقا جفت آغاز
بـا وجـود   . دهديرا نشان نم يداريز اختلاف معنيدرصد ن

کـوگرم  يپ ۱۰تـا   A2/J5 جفت آغازگر  يابين، آستانه رديا
DNA  نظــر و بــه) درصــد ۱۰ت يبــا حساســ يولــ(اســت
ــ ــ يمـ ــد در پـ ــيرسـ ــوليسـ ــرا يآر معمـ ــرد يبـ   يابيـ

Ca. L. asiaticus ــارآ ــر ييک ــبت بـ ـ يبهت ــانس ر يه س
 ـکار رفته در ابه يآغازگرها  ـمز. ق داردي ـن تحقي گـر  يت دي

ن است کـه هـر دو فـرم    يا A2/J5استفاده از جفت آغازگر 

 ـرا رد يمـار يب ييقايو آفر ييايآس  يکنـد و از رو يم ـ يابي
 ۷۰۳( ييايتـوان عامـل فـرم آس ـ   ير شده مياندازه قطعه تکث

گر يکـد يرا از ) بـاز جفـت  ۶۶۹( ييقايو فرم آفر) بازجفت
  . مشخص کرد

  
nested-PCR  

با کاربرد هر سه جفت آغازگر در دور  nested-PCRروش 
   Ca. L. asiaticusکل،  ياانيکوگرم از ديپ ۱زان يدوم تا م

  

  

در برابر  F1/R1آر مستقيم با آغازگر سيپي) HLB .Aدر رديابي عامل بيماري  nested-PCRآر مستقيم با سيمقايسه حساسيت پي. ۲شکل 
nested-PCR  با استفاده از آغازگرهايF1/R1 )دور اول ( وF2/R2 )دور دوم .(B (آر مستقيم با آغازگر سيپيOI1/OI2c  در برابر

400 bp 

800 bp 

A 

B 
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nested-PCR  با استفاده از آغازگرهايOI1/OI2c )دور اول ( وCGO3F/CGO5R )۱۰و  ۱در شرايطي که در حدود ). دور دوم 
آر مستقيم قطعه مورد سيکل از درخت آلوده به عنوان الگو به ترتيب براي هر روش استفاده شد، درآزمون پياي انپيکوگرم از دي

 nested-PCRولي در روش ) ۱۴تا  ۵هاي راهک Bو شکل  ۱۸تا  ۱۰هاي راهک Aشکل (انتظار با هيچ يک از آغازگرها تکثير نشد 
تا  ۱هاي راهک Bشکل (باز  جفت ۸۰۰و )  ۹تا  ۱هاي راهک Aشکل (باز تجف ۴۰۰قطعات مورد انتظار  DNAهاي در تمام نمونه

آب مقطر سترون به عنوان : H. مارکر: M. تکثير شد) دور دوم( CGO3F/CGO5Rو  ) دور دوم( F2/R2ترتيب با آغازگرهاي به) ۴
  .کنترل منفي

Fig. 2. Comparison of sensitivity of direct-PCR and nested-PCR in detection of the causal agent of HLB disease. A) Direct-
PCR using primer pair F1/R1 and nested-PCR with primer pairs F1/R1 (first round) and F2/R2 (second round). B) 
Direct-PCR using primer pair OI1/OI2c and nested-PCR with primer pairs OI1/OI2c (first round) and 
CGO3F/CGO5R (second round). Approximately 1 pg and 10 pg of total DNA from an infected tree used as template for 
each method, respectively. The expected fragments were not amplified in direct-PCR (Fig.2A, lanes 10-18 and Fig.2B 
lanes 5-14). However, the 400 bp (Fig.2A lanes 1-9) and 800 bp(Fig.2B lanes 1-4) fragments were amplified by primer 
pairs F2/R2 (second round) and CGO3F/CGO5R (second round), respectively,  from each DNA template using nested-
PCR. Lane M: DNA size marker; lane H: Sterile distilled water as negative control.  

 
  )فمتوگرم ۱/۰نانوگرم تا  ۱۰۰(الگو  DNAکار رفته در تيمارهاي مختلف هاي بهصحت روش مقايسه حساسيت، اختصاصيت و. ۴جدول 

Table 4. Comparison of sensitivity, specificity and accuracy of different methods at various amounts of DNA template 
ranging from 100 ng to 0.1 fg. 
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.۴ادامه جدول   

  روش

Method 

  کل DNAمقدار 

amount of total DNA  

  )Sensitivity(ت يحساس

SEN=TP/(TP+FN) 

  )Specificity(ت ياختصاص

SP=TN/(TN+FP) 

  )Accuracy(صحت 

AC=(TP+TN)/(TP+TN+FP+FN) 

cPCR-P1 100 ng 1.00 (0.7225-1.0000)a 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

cPCR-P1 10 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

cPCR-P1 1 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

cPCR-P1 100 pg 0.20 (0.0567-0.5098) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.60 

cPCR-P1 10 pg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P1 1 pg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P1 100 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P1 10 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P1 1 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P1 0.1 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P2 100 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

cPCR-P2 10 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

cPCR-P2 1 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

cPCR-P2 100 pg 0.40 (0.1682-0.6873) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.70 

cPCR-P2 10 pg 0.10 (0.0179-0.4042) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.55 

cPCR-P2 1 pg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P2 100 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P2 10 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P2 1 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P2 0.1 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P3 100 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

cPCR-P3 10 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

cPCR-P3 1 ng 0.90 (0.5958-0.9821) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.95 

cPCR-P3 100 pg 0.30 (0.1078-0.6032) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.65 

cPCR-P3 10 pg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P3 1 pg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P3 100 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P3 10 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P3 1 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P3 0.1 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P4 100 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

cPCR-P4 10 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 
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.۴ادامه جدول   

cPCR-P4 1 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

cPCR-P4 100 pg 1.00 (0.1078-0.6032) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.65 

cPCR-P4 10 pg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P4 1 pg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P4 100 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P4 10 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P4 1 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

cPCR-P4 0.1 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

  nPCR-P1 100 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 0.90 (0.5958-0.9821) 0.95 

nPCR-P1 10 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

nPCR-P1 1 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

nPCR-P1 100 pg 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

nPCR-P1 10 pg 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

nPCR-P1 1 pg 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

nPCR-P1 100 fg 0.80 (0.4902-0.9433) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.90 

nPCR-P1 10 fg 0.80 (0.4902-0.9433) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.90 

nPCR-P1 1 fg 0.40 (0.1682-0.6873) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.70 

nPCR-P1 0.1 fg 0.30 (0.1078-0.6032) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.65 

nPCR-P2 100 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

nPCR-P2 10 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

nPCR-P2 1 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

nPCR-P2 100 pg 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

nPCR-P2 10 pg 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

nPCR-P2 1 pg 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

nPCR-P2 100 fg 0.90 (0.5958-0.9821) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.95 

nPCR-P2 10 fg 0.80 (0.4902-0.9433) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.90 

nPCR-P2 1 fg 0.50 (0.2366-0.7634) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.75 

nPCR-P2 0.1 fg 0.30 (0.1078-0.6032) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.65 

nPCR-P3 100 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

nPCR-P3 10 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

nPCR-P3 1 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

nPCR-P3 100 pg 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

nPCR-P3 10 pg 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

nPCR-P3 1 pg 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

nPCR-P3 100 fg 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

nPCR-P3 10 fg 0.90 (0.5958-0.9821) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.95 

nPCR-P3 1 fg 0.50 (0.2366-0.7634) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.75 

nPCR-P3 0.1 fg 0.20 (0.0567-0.5098) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.60 
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a      : درصد ۹۵فاصله اطمينان  
   a: 95% confidence interval 

  
ن مقدار يکرد و در کمتر يابيدرصد رد ۱۰۰ت يرا با حساس

DNA  ۲۰( يت کمتريز با حساسيفمتوگرم ن ۱/۰ يعنيکل 
 ـرا رد Ca. L. asiaticus) درصد ۳۰تا  جـدول  (نمـود   يابي
 ـبـه کـار رفتـه در ا    ين، آغازگرهـا يبنابرا). ۱ ن روش، در ي

از ) کـوگرم يپ ۱نـانوگرم تـا    DNA )۱۰۰ر مشـخص  يمقاد

تـر  نيير پـا ينداشتند و تنها در مقـاد  يت اختلافينظر حساس
DNA يار کم ـيفمتوگرم اختلاف بس ـ ۱/۰تا  ۱۰۰از  يعني 

سـه فاصـله   يت در هر مقـدار مشـاهده شـد؛ مقا   يدر حساس
دار ين اخـتلاف معن ـ يدهد که ايدرصد نشان م ۹۵نان ياطم

ج مثبت کاذب ينتا يار اندکيدر موارد بس). ۴جدول (ست ين

RT-PCR 100 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 0.80 (0.4902-0.9433) 0.90 

RT-PCR 10 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 0.70 (0.3968-0.8922) 0.85 

RT-PCR 1 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

RT-PCR 100 pg 1.00 (0.7225-1.0000) 0.80 (0.4902-0.9433) 0.90 

RT-PCR 10 pg 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

RT-PCR 1 pg 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

RT-PCR 100 fg 1.00 (0.7225-1.0000) 0.90 (0.5958-0.9821) 0.95 

RT-PCR 10 fg 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

RT-PCR 1 fg 0.90 (0.5958-0.9821) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.95 

RT-PCR 0.1 fg 0.90 (0.5958-0.9821) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.95 

LAMP-P1 100 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

LAMP-P1 10 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

LAMP-P1 1 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

LAMP-P1 100 pg 0.40 (0.1682-0.6873) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.70 

LAMP-P1 10 pg 0.20 (0.0567-0.5098) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.60 

LAMP-P1 1 pg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

LAMP-P1 100 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

LAMP-P1 10 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

LAMP-P1 1 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

LAMP-P1 0.1 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

LAMP-P2 100 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

LAMP-P2 10 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 0.90 (0.5958-0.9821) 0.95 

LAMP-P2 1 ng 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 (0.7225-1.0000) 1.00 

LAMP-P2 100 pg 0.60 (0.3127-0.8318) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.80 

LAMP-P2 10 pg 0.30 (0.1078-0.6032) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.65 

LAMP-P2 1 pg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

LAMP-P2 100 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

LAMP-P2 10 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

LAMP-P2 1 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 

LAMP-P2 0.1 fg 0.00 (0.0000-0.2775) 1.00 (0.7225-1.0000) 0.50 



  ۲۳۷-۲۵۴: ۱۳۹۳ سال / ۳شماره /  ۵۰جلد  / هاي گياهيبيماري 

۲۵۲  

ــ ــه يدر بررس ــانمون ــد   يه ــاهده ش ــالم مش ــر . س از نظ
نـانوگرم از   ۱۰۰ک مـورد در مقـدار   يت تنها در ياختصاص

DNA اه سالم بـا آغـازگر   يگF2/R2 جـه مثبـت کـاذب    ينت
در  ياندکت و صحت را يجه اختصاصيمشاهده شد که درنت

گـر کـاهش داد؛   يد ينسبت به آغازگرهـا  DNAن مقدار يا
ن آغازگر با يت ايت و اختصاصيهرچند اختلاف در حساس

زان ي ـک مين روش در يگر استفاده شده در ايد يآغازگرها
  ).۴جدول (دار نبود  يمعن DNAمشخص از 

ســه بــا  يدر مقا nested-PCRت يتفــاوت در حساسـ ـ
وضـوح  بـه  Ca. L. asiaticus يابيدر رد يآر معموليس يپ

 ياانيکـوگرم از د يپ ۱مار يعنوان مثال در تبه. مشاهده شد
 يبا کاربرد آغازگرها يآر معموليسياه آلوده در پيکل از گ
F1/R1 ـ) کـاذب  يمنف ـ(ر نشـد  ي ـقطعه مورد نظر تکث   يول
 F2/R2 يبـا آغازگرهـا   nested-PCRکه از روش  يهنگام

ــد در  ــتفاده ش ــه  در دور دوم اس ــا قطع ــام تکراره  ۴۰۰تم
مثبـت بـود    Ca. L. asiaticus يابير شد و رديباز تکثجفت

با جفـت   يآر معموليسيسه پين مقايهمچن). A، ۲شکل (
ــا اســتفاده از  nested-PCRدر برابــر  OI1/OI2cآغــازگر  ب

 ـدر دور دوم در رد CGO3F/CGO5Rجفت آغـازگر    يابي
Ca. L. asiaticus کـوگرم از  يپ ۱۰کـه حـدود    يطيدر شرا

هر روش بـه   ياه آلوده به عنوان الگو برايکل از گ ياانيد
قطعـه مـورد    nested-PCRکار رفت نشان داد که تنهـا در  

 ـ ي ـباز تکثجفت ۸۰۰انتظار   يآر معمـول يس ـير شـد و در پ
  ). B، ۲شکل (د ير نگرديقطعه مورد نظر تکث

  
  LAMPروش 
  اپـــرون بتـــا و يبـــا کـــاربرد آغازگرهـــا LAMPروش 

16S rDNA کـوگرم از  يپ ۱۰زان يتا مDNA   ،کـلCa. L. 

asiaticus ــه ترت ــرا ب ــي ــا حساس درصــد  ۳۰و  ۲۰ت يب ب

) کوگرم و کمتريپ ۱(تر نيير پايدر مقاد ينمودند ول يابيرد
جدول ). ۳ شکل(نبودند  Ca. L. asiaticus يابيقادر به رد

بـا اسـتفاده از    LAMPت روش يدهد که حساسينشان م ۳
ر يکسان بـوده و تنهـا در مقـاد   يباً يآغازگر تقر دو مجموعه

ت يحساس ـ ياه آلـوده، انـدک  يگ DNAکوگرم يپ ۱۰و  ۱۰۰
هرچند . شتر استياپرون بتا ب يبا آغازگرها LAMPروش 

 ـدهـد کـه ا  يدرصد نشان م ۹۵نان يفاصله اطم ن اخـتلاف  ي
بـا   LAMPدر رابطه بـا روش  ). ۴جدول (ست يدار نيمعن

 ۱۰ک مورد در مقدار يدر  16S rDNA يکاربرد آغازگرها
جه مثبت کاذب مشاهده شد ياه سالم نتياز گ DNAنانوگرم 
ت و صـحت آن را کـاهش داد   ياختصاص يجه اندکيو در نت

  ). ۴جدول (
  

real-time PCR  
 ـبـالا در رد  ييبـا توانـا   real-time PCRروش  عامـل   يابي

بـه  ) فمتـوگرم  DNA )۱/۰ار انـدک  ير بسيدر مقاد يماريب
 .Ca. L يابيص و رديتشخ ين روش برايترحساسعنوان 

asiaticus فمتوگرم  ۱۰ن روش تا مقدار يا. باشديمDNA ،
و  ۱ر يدرصد و در مقـاد  ۱۰۰ت يرا با حساس يماريعامل ب

 ۹۰ت يرا بــا حساســ يمــاري، عامــل بDNAفمتــوگرم  ۱/۰
 ـدرصد رد ت را نشـان داد  ين حساس ـيشـتر ينمـود و ب  يابي

 يج مثبت کاذب در برخيبروز نتا ن،ي؛ با وجود ا)۳جدول (
  .ن روش بوديها از مشکلات انمونه

  
  بحث

-nested-PCR ،real، يآر معموليسيسه چهار روش پيمقا

time PCR  وLAMP  ـمختلـف در رد  يبا آغازگرهـا   يابي
ــل ب ــاريعام ــدر ا HLB يم در ) Ca. L. asiaticus(ران ي
  )فمتــوگرم ۱/۰نــانوگرم تــا  DNA )۱۰۰ر مختلــف يمقــاد
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هاي  ؛ در لولهHLBاي کل استخراج شده از درخت آلوده به اندر مقادير مختلف دي) آغازگرهاي اوپرون بتا( LAMPنتيجه واکنش . ۳شکل 
تا  ۱هاي در لوله. است اي کل به عنوان الگو استفاده شدهانپيکوگرم از دي ۱و  ۱۰،  ۱۰۰نانوگرم  ۱،  ۱۰،  ۱۰۰به ترتيب مقادير  ۶تا  ۱
اي که به رنگ نارنجي مايل به قهوه  ۶و  ۵هاي شوند نتيجه مثبت و در لولهبه رنگ سبز فلورسنت مشاهده مي UVکه با تابش نور  ۴
  .  باشند نتيجه منفي استمي

Fig. 3. Result of LAMP reaction (beta operon primers) using different amounts of DNA extracted from an infected tree. 
LAMP reaction was carried out in tubes 1-6 using 100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg and 1 pg DNA as template, 
respectively. After addition of SYBR green I dye to each reaction tube under UV light, tubes from 1 to 4 showed green 
fluorescence (positive) while tubes 5 and 6 that remained orange/brown were assumed to be negative. 

  
 ۱۰بـرگ آلـوده و سـالم در     يهـا استخراج شده از نمونـه 

در مجمـوع چهـار   . انجام شـد  DNAهر مقدار  يتکرار برا
 ـ  ييروش مذکور کـارآ   ـرا در رد يش متفـاوت يکـم و ب   يابي
Ca. L. asiaticus   ر يهـا در مقـاد  ه روشي ـکل. نشـان دادنـد

را  يمطلـوب  ييکل کـارآ  ياانينانوگرم  از د ۱و  ۱۰، ۱۰۰
مربوطـه،   يها بـا آغازگرهـا  باً همه روشينشان دادند و تقر

درصـد عامـل    ۱۰۰ت يبـا حساس ـ  DNAن سه مقدار يدر ا
بـا جفـت    يآر معمـول يسيتنها پ. کردند يابيرا رد يماريب

 ۹۰ت يبا حساس DNAنانوگرم  ۱در مقدار  F1/R1آغازگر 
  . نمود يابيرا رد يماريدرصد عامل ب

دهـد کـه   يدرصـد نشـان م ـ   ۹۵نـان  يسه فاصله اطميمقا
از  يزان مشخص ـيکار رفته در هر روش در مبه يآغازگرها

DNA ــ  Ca. L. asiaticus يابيــت در ردياز نظــر حساس

عنوان مثال در روش گر ندارند؛ بهيکديدار با ياختلاف معن
LAMP  نـانوگرم   ۱۰ با مقـدارDNA    دومجموعـه آغـازگر

 يمـار يعامـل ب  يابيدر رد يدارياستفاده شده اختلاف معن
  ).۴جدول (نشان ندادند 

در هرمقـــدار  LAMPو  يمعمـــول PCR يهـــاروش
ــ DNAمشــــخص از    يابيــــت در رديازنظــــر حساســ

Ca. L. asiaticus در . را نشـان ندادنـد   يدارياختلاف معن
 يهـا ت بـا روش يحساس ـ ن دو روش از نظريکه ا يصورت

nested-PCR  وreal-time PCR کوگرم يپ ۱۰۰ر  يدر مقاد
ــا  ــوگرم  ۱۰ت ــ DNAفمت ــطح ياخــتلاف معن  ۹۵دار در س

  .داشتند يت کمتريدرصد نشان دادند و حساس
که  ييار بالايت بسيبا وجود حساس nested-PCRروش 
از  يريفـرد جهـت جلـوگ    ياز به مراقبـت کـاف  ينشان داد ن
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ج مثبـت کـاذب در   يمواقـع نتـا   يدارد و در برخها يآلودگ
 ـن، انجـام ا يهمچن ـ. شوديز مشاهده ميسالم ن يهانمونه ن ي

ازمنـد بـه   ين LAMPو  يآر معمـول يس ـيروش نسبت به پ
 ـاست؛ با ا يشتريب يزمان و صرف مواد مصرف ن حـال در  ي

کـه   HLB يمـار يخصوص درمـورد ب ط بهياز شرا ياريبس
ن ييدر درختان مرکبات پا يماريممکن است غلظت عامل ب

کنواخـت  يريدر درخت به صورت غ يباشد و انتشار باکتر
 ـرد يژه برايودارد و به ياريت بسيباشد اهميم عامـل   يابي
در آنجـا وارد   يبتـازگ  يماريکه ب يدر مورد مناطق يماريب

کـاذب را کـاهش    يهـا يتـر اسـت و تعـداد منف ـ   شده مهم
  ).۲شکل (دهد  يم

بـا   LAMPدهـد کـه روش   يق حاضر نشان م ـيتحق
کوگرم يپ ۱۰و  ۱۰۰ر يبه کار رفته در مقاد يآغازگرها

DNA تـر از  حساس ياندکPCR  ـ  يمعمـول   ياسـت ول
 يابيدر رد يت کمترياز حساس nested-PCRنسبت به 

نـگ مرکبـات برخـوردار    يبلونـگ هوانـگ  يماريعامل ب
  . است

مناسـب و کارآمـد آغازگرهـا از     يطراح ـ يبه طور کل ـ
هــدف و  ياســت؛ انتخــاب تــوال LAMPوش مشــکلات ر

توانـد در  يمتفاوت بـه کـاربرده شـده م ـ    يدينوکلئوت يتوال
 .Zhang et al(رگــذار باشــد يثتأن روش يــت ايحساســ

ــود ا  ).2001 ــا وج ــب ــيون، ي ــم  يژگ ــتکث LAMPمه ر ي
زات يدما است که با کاربرد تجهط هميد در شراياس کينوکلئ

 ـي ـمقرون بـه صـرفه و سـاده و بـدون ن     کلر يه ترموسـا از ب
و  يمعمــول آريســيســه بــا پــيرد و درمقايــگ يصــورت مــ

nested-PCR نکـه  يبا توجـه بـه ا  . تر استعيتر و سرارزان
گـران   يکلر و ابزارهـا يترموسا از به دستگاهين PCRروش 

ژه در يـــوبـــه را  LAMPتـــوان روش يمـــمــت دارد  يق
که  ييها، در مناطق محروم و در مکانيشخص يها کينيکل

 يبرا يقاتيستند و مراکز تحقيمذکور ن يهابه دستگاه مجهز

را بـا   ييتوسـعه داد و آغازگرهـا   HLB يمـار يص بيتشخ
  ). Notomi et al. 2000(نمود  يز طراحيشتر نيت بيحساس

روش نشان دادند کـه   )Li et al. 2007( همکاران و يل
LAMP ـ يهـا ه به آزمـون يت شبياز نظر حساس  آر يس ـيپ
رتر اسـت؛  يپـذ بيها آسيدر برابر آلودگ ياست ول يمعمول
ش ين انجـام آزمـا  يدر ح يادياز به دقت زيل نين دليبه هم
  . دارد
 ـ     ينتا آر يس ـيج بـه دسـت آمـده نشـان داد کـه روش پ
جـاد  ياسـت و احتمـال ا   ييت بالاياختصاص يدارا يمعمول

 ـپاسخ مثبـت کـاذب در ا    يهـا ن روش نسـبت بـه روش  ي
nested-PCR  وLAMP جه مثبت يک مورد نتي. کمتر است

 يل آلـودگ ي ـممکـن اسـت بـه دل    LAMPکاذب در روش 
به هـر لولـه     Bst polymeraseم يکه آنز يها هنگامواکنش

  . اضافه شده است باشد
جـاد  يا يبـرا  يمـار يعامـل ب  يت باکتريآستانه جمع

 ـجـه رد يعلائم معمـولاً بـالا بـوده و درنت    درختـان   يابي
مشـکل   يمـار يه بيفاقد علائم در مراحل اول يآلوده ول

باشد ير نميپذامکان يآر معموليس ياست و با روش پ
 real time ماننـد حسـاس   يل ـيخ يهااز به روشيو ن

PCR ـ. دارد   Li et al. 2006; Li et(  همکـاران و  يل

al. 2007 ( نشان دادند که آزمونTaqMan real-time 

PCR يبـرا  يع، حسـاس و اختصاص ـ يک روش سـر ي 
بـاکتر اسـت و   يبريل يهـا گونه يمک يو بررس ييشناسا

 يبـرا  HLB يمـار يت بيريتوانـد در کنتـرل و مـد    يم
ــ يمــاريع و زودهنگــام بيســر يابيــرد  يکمــک فراوان
گر نشان دادند کـه  يد يان آنها در مطالعهيهمچن. دينما

ــا  TaqMan real-time PCR ۱۰روش  ــر  ۱۰۰ت براب
 يبـرا  LAMPو  PCRمعمـول   يهاتر از روشحساس

ــرد ــخو  يابي ــاريص بيتش ــ HLB يم ــه يم ــد و ب باش
   روش مناسـب و  يمـار يخصوص قبل از بروز علائم ب



  ... آر معمولی سي های پي مقايسه کارايي روش: و همکاران فقيهی

۲۵۵  

  اســـت يمـــاريص عامـــل بيتشـــخ يبـــرا يارزشـــمند
)Li et al. 2006; Li et al. 2007.(  

در ) Wang et al. 2006( ونـگ و همکـاران  مطالعـات  
کمتـر   يآر معموليسيت روش پين نشان داد که حساسيچ
. اسـت  Ca. L. asiaticus يابيرد يبرا real-time PCRاز 

ــ ــيهمچنـ ــرعت، اختصاصـ ــين سـ   ت روشيت و حساسـ
real-time PCR جه، ياست؛ درنت يآر معموليسيبالاتر از پ

ژه در نمونه يدر باغ ها به و يماريموثر عامل ب يابيرد يبرا
کمتـر بـوده و    يآر معمـول يس ـيپ ييفاقد علائم، کارآ يها
 real-time PCR ماننــد يتــرحســاس يهــاد از روشيــبا

  .استفاده کرد
 ــ ــان مـ ــر نشـ ــه حاضـ ــه در روشيمطالعـ ــد کـ   دهـ

real-time PCR  ر يدر تمام مقـادDNA  ت يازنظـر حساس ـ
خوب  ييدهنده کارآدار وجود ندارد که نشانياختلاف معن

ن يير پـا يدر مقـاد  يحت ـ يماريعامل ب يابين روش در رديا
DNA کـاذب  ج مثبت يل بروز نتايدلن، بهيبا وجود ا. است
نانوگرم صـحت   ۱۰و ۱۰۰مانند  DNAر ياز مقاد يدر برخ

هـا کمتـر   ر روشياز سـا  DNAر بالاتر ين روش در مقاديا
تـا   ۱۰از  DNAار انـدک  ير بسيکه در مقاديباشد درحاليم
 ـت و صـحت ا يفمتوگرم حساس ـ ۱/۰ ن روش نسـبت بـه   ي
 يهـا صـحت روش  يطور کل ـبه. شتر استيها بر روشيسا

real-time PCR و nested-PCR کـوگرم  يپ ۱۰۰ر يدر مقاد
 LAMPو  يآر معمـول يسيپ يهافمتوگرم از روش ۱/۰تا 
 ـن دو روش در ايج ايجه نتايشتر است و در نتيب ر ين مقـاد ي

DNA تر استکيت نزديبه واقع.  
در  يه بــاکتريــو غلظــت اول DNAروش اســتخراج 

ج يات نتـا ي ـتوانند در جزئيم يماريعلائم ب يدارا يها برگ

 ـييتغ) يمثبـت و منف ـ  يهـا واکـنش (ه دست آمده ب را  يرات
سـه  يمقا يجـه کل ـ يرسـد نت يجاد کنند، هر چند به نظر م ـيا

  .نکند ير چندانييها تغروش
 يهـا از بـاغ  يرسـد در برخ ـ ينظر منکه بهيبا توجه به ا

صورت نهفته وجود به HLB يماريمرکبات جنوب کشور ب
، يطـولان كمـون  دوره با توجـه بـه   ن يداشته باشد و همچن

بـدون علائـم    و هـاي آلـوده  ممكن است بـا نهـال   يماريب
کـه   يياز آنجـا ؛ ظاهري بـه منـاطق غيرآلـوده منتقـل شـود     

ا ين ييدر درون درختان آلوده اغلب پا يماريغلظت عامل ب
عامل  يابيردکسان است يريصورت نامنظم و غانتشار آن به

نـه  يل قرنطن، به منظور اعمـا يبنابرا. باشديمشکل م يماريب
و مرکبـات   يهـا نهـال  يدر کشـور و گـواه   يح داخليصح
ل يدر درختان آلوده و در بدن پس Ca. L. asiaticus يابيرد

وارد  يبتـازگ  يمـار يکـه ب  يژه در منـاطق يوبه يماريناقل ب
 يهـا روشاسـتفاده از  وجـود دارد   يا خطـر آلـودگ  يشده 

ت دقـت  يبا رعا( nested-PCRو  real-time PCRحساس 
ت اسـت و انجـام   يار حائز اهميبس) شيمل در انجام آزماکا

ر اسـت و  يناپـذ اجتناب يابيرد يهار روشيآن در کنار سا
ط اسـتفاده از روش  ياز شـرا  ياريدر بس ـ. گـردد يه ميتوص

nested-PCR ج مثبـت کـاذب و   يبا توجه به کمتر بودن نتا
توانـد  يم ـ real-time PCRتر بودن نسـبت بـه روش   ارزان

  .باشد  HLBيماريب يابيرد يبرا يترناسبانتخاب م
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