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 مقدمه

 انگياهممباكتریممایي فيتوپلاسممماها بيمممارگر 

هستند كمه سمبک كماهم عملكمرد اقت مادي در      

چنممدین مو ممول یكسمماله و چندسمماله از جملممه 

 & Bertacciniشموند ) درختان چوبي و ميوه ممي 

Duduk, 2009.)   فيتوپلاسمممماها مومممدود بمممه

گياهان هستند كه از ابتداي كشف آبكم  هايآوند

در دنيا بما   هاي مختلتي، بيماري1967آن در سال 

 ,.Lee et alاین موجودات گزارش شمده اسمت )  

-لاسماها در وبيعت توسط زنجمرک فيتوپ (.2000

بمين   اي و پسميل هماي بوتمه  هاي برگي، زنجمرک 

 & Weintraubد )نشممومممي منتقمملگياهممان 

Beanland, 2006.)  

( یكي از مو ولات Prunus persicaهلو )

درختمان ميموه   باشمد.  ایمران ممي   جهمان و  مه  در

دار نظير هلو به چنمدین بيمماري ممرتبط بما     هسته

در جنمو  لبنمان،    حسما  هسمتند.   هافيتوپلاسما

گياهان هلو و شليلي كه به ومور قابمل توجمه بمه     

فيتوپلاسما با علائ  ازدیاد جوانه آلموده بودنمد بما    

اي با جتت آغازگرهاي و مرحلهد PCRاستتاده از 

P1/P7  وR16F2n/R16R2  مممورد ارزیممابي قممرار

در  Ca. Phytoplasma phoeniciumگرفتنممد و 

ارتباط با بيماري فيتوپلاسممایي هلمو و شمليل در    

 Abou-Jawdah et) این منماوق گمزارش گردیمد   

al., 2009 .)     این فيتوپلاسما كمه متعلمق بمه گمروه

باشمد سمبک   ( ممي 16SrIXجاروک نخود كبموتر ) 

خسارت به شمار زیادي از درختان بادام در ایمران  

 ;Abou-Jawdah et al., 2002و لبنان شده است )

Salehi et al., 2006 هماي  (. تنوع ژنتيكي اسمترین

Ca. Phytoplasma phoenicium   هممممراه بممما

درختان هلو و شليل در لبنان با تتماوت در ومول   

رسمي و  بر PCR( مو ول RFLPقطعات برشي )

را از گمممروه  Gو  Fحضمممور دو گمممروه جدیمممد 

16SrIX   ( اعملام كردنمدMolino Lova et al., 

هماي بمه دسمت    در آناليز مولكولي نمونمه (. 2011

آمده از باغات هلمو در منماوق مركمزي و شممال     

یابي بخشي از ناحيه با استتاده از تواليغر  ایران 

16S rRNA    16و ناحيه فاصله انداز بمين ژنميS-

23S rDNA كممممممه  همشمممممماهده شممممممد

Ca. Phytoplasma aurantifolia،Ca. 

Phytoplasma solani  و Ca. Phytoplasma 

trifolii  هستند شایعدر این مناوق (Zirak et al., 

هاي جمع آوري شمده از  نمونهدر بررسي . (2010

در  برگي ریزهلوي داراي علائ  زردي و درختان 

به دست  كردستان، آناليزهاي مولكولي توالياستان 

جتمممت  اي بمممادو مرحلممه  PCRتوسمممط  آمممده 

، نزدیكي R16F2n/R16R2و  P1/P7آغازگرهاي 

 Ca. Phytoplasma phoeniciumرا بما   این توالي

 در توقيق (.Ghayeb zamharir, 2014) نشان داد

خراسمان   هماي در مناوقي از باغات اسمتان  حاضر

هلمو  برگمي   رضوي و شمالي علائ  زردي و ریمز 

هاي مولكولي در این راستا بررسي مشاهده گردید.

اي بمما جتممت  دو مرحلممه PCRبمما اسممتتاده از  

https://www.google.com/search?q=Candidatus+Phytoplasma+aurantifolia,+%C3%94Ca.+Phytoplasma+solani+and+%C3%94Ca.+Phytoplasma+trifolii%C3%95&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjflpWiyvvYAhXLLFAKHSd9CuoQBQgiKAA
https://www.google.com/search?q=Candidatus+Phytoplasma+aurantifolia,+%C3%94Ca.+Phytoplasma+solani+and+%C3%94Ca.+Phytoplasma+trifolii%C3%95&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjflpWiyvvYAhXLLFAKHSd9CuoQBQgiKAA
https://www.google.com/search?q=Candidatus+Phytoplasma+aurantifolia,+%C3%94Ca.+Phytoplasma+solani+and+%C3%94Ca.+Phytoplasma+trifolii%C3%95&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjflpWiyvvYAhXLLFAKHSd9CuoQBQgiKAA
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و بررسي  R16F2n/R16R2و  P1/P7آغازگرهاي 

چنممد شممكلي وممولي قطعممات برشممي مجممازي    

(Virtual-RFLP   جهت شناسمایي فيتوپلاسمماي )

همراه با زردي و ریز برگمي هلمو در ایمن منماوق     

 انجام شد.

، برگمي  ریزهاي داراي علائ  زردي و نمونه

راسان رضموي  هاي خاستان از درختان هلو باغات

همما جهممت آوري گردیممد. نمونممه و شمممالي جمممع

هماي  پيونمدک آلموده در آزممایم   تهيه استتاده در 

كل جهمت   DNAانتقال عامل بيماري و استخراج 

  منتقل شدند.به آزمایشگاه هاي مولكولي آزمون

براي انتقال عامل بيماري با استتاده از روش 

هماي  ظریف نمونمه  هايپيوند جانبي، از سرشاخه

بيماري جمع آوري شده بمه عنموان پيونمدک و از    

و  هاي سال  هلو به عنوان پایمه اسمتتاده شمد   نهال

بما   در شرایط گلخانمه ها نهال پس از انجام پيوند،

سمماعت  9و  روشممنایيسمماعت  15نمموري  دوره

 ممماه 5بممه مممدت  C 2±26° تمماریكي بمما دممماي 

 . ندنگهداري شد

اسممتخراج  ،همماي مولكمموليجهممت بررسممي

DNA روش  ها بهاز نمونهZhang et al. (1998) 

-جهت بررسمي نمونمه   PCRاز آزمون انجام شد. 

اسمتتاده   ،از نظمر وجمود فيتوپلاسمما     DNAهاي 

از جتممت  ايدو مرحلممه  PCRشممد. در آزمممون  

در P1/P7 (Schneider et al., 1995 )آغازگرهاي 

 & R16F2n/R16R2 (Gundersenمرحله اول و 

Lee, 1996 حج  استتاده گردید. ( در مرحله دوم

ميكروليتر بود كه  PCR، 25مخلوط واكنم نهایي 

با غلظت پایمه   از هر آغازگر ميكروليتر شامل یک

با غلظت  الگو DNA ، دو ميكروليترپيكومولار 10

 مستر ميكسميكروليتر  5/12 و نانوگرم 50تقریبي

PCR ه كه با افزودن آ  مقطر استریل ب 1كونيآمپل

 PCR تمو ولا ليتر رسانده شد.وميكر 25حج  

درصد بمه هممراه    2/1به دست آمده در ژل آگارز 

با بارگذاري و به مدت یک ساعت  DNAنشانگر 

ولمت الكتروفمورز شمدند. رنم       100ولتاژ ثابت 

 DNA green viewerآميزي ژل آگمارز بما رنم     

داري از ژل با اسمتتاده از دسمتگاه   انجام و عكسبر

 انجام شد.  2منتژل داكيو

هاي به دست آممده توسمط   توالي یابي قطعه

. سمپس  كمره جنموبي انجمام شمد     3شركت بایونير

 .BioEdit verبما اسمتتاده از نمرم افمزار     ها توالي

هاي به دست آمده با توالياصلاح گردید.  7.0.9.0

 NCBIموجود در  BLAST4استتاده از نرم افزار 

ه گردیممد. بمما تمموالي موجممود در ژن بانممک مقایسمم

هماي  همچنين درخت فيلوژني با استتاده از تموالي 

                                                 
1 Ampliqon 

2  Gel Documentation 

3  Bioneer 

4  Basic local alignment search tool  
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هماي موجمود در ژن بانمک    به دست آمده و توالي

 ترسي  گردید. MEGA 5.05توسط نرم افزار 

چنممد شممكلي وممولي قطعممات برشممي مجممازي    

(Virtual-RFLP)  بممممما اسمممممتتاده از برناممممممه

iphyclassifier (Zhao et al., 2009)    انجمام شمد

ر شممده بمما جتممت آغممازگر    ناحيممه تكثيمم  كممه

R16F2n/R16R2، همماي زردي هلممو و در جدایممه

 17بما   16SrIX گمروه مربموط بمه    فيتوپلاسماهاي

، AluI ،BamHI ،BfaI ،BstUIآنممممزی  شممممامل 

DraI ،EcoRI ،HaeIII ،HhaI ،HinfI ،HpaI ،

HpaII ،KpnI ،Sau3AI ،MseI ،RsaI ،SspI و 

TaqI   و جایگماه   هبمرش داده شمد  بطور شمماتيک

 نظمر  ممورد يتوپلاسماي مورد بررسمي در گمروه   ف

 تعيين گردید.

با علائ  مشمكوک  ي یهانمونه در این بررسي

-در باغات آلموده اسمتان  به بيماري فيتوپلاسمایي 

هاي خراسان رضوي و شممالي مشماهده گردیمد.    

بما  هممراه   يبرگ ریزشامل زردي و  بيماري علائ 

ه درختمان آلمود  . (1)شكل  بود هاپر رشدي شاخه

تر از سمایر درختمان بموده و در نتيجمه بما      ضعيف

       مو ول كمتر و یا عمدم توليمد مو مول هممراه     

هماي  پيونمد نمونمه   قال باتاندر همچنين  د.نباشمي

هاي سال  هلو، بعمد از  داراي علائ  زردي به نهال

مشماهده  برگمي   ریمز هماي زردي و  ماه نشمانه  پنج

 گردید.

ي  بما جتمت   مستق PCRپس از انجام آزمون 

مرحلممه دوم بمما جتممت   PCRو  P1/P7آغممازگر 

همماي داراي از نمونممه R16F2n/R16R2آغممازگر 

 1250و  1800قطعاتي بمه ترتيمک حمدود     ،علائ 

جتت باز مشاهده شد. در همين راستا هيچ باندي 

هاي تهيه شده از درختمان سمال  و بمدون    از نمونه

مو مولات  لائ  )كنترل منتي( مشاهده نگردید. ع

PCR   حاصل از جتت آغمازگرR16F2n/R16R2 

تعيين تموالي گردیمد و بما اسمتتاده از نمرم افمزار       

BLAST  موجود درNCBI    هماي  بما سمایر تموالي

. نتمایج نشمان داد   شدموجود در ژن بانک مقایسه 

 GenBank) همماي مممورد بررسممي كممه تمموالي 

accession no. MH084725, MH084726) 

هاي گممروه بيشممترین شممباهت را بمما فيتوپلاسممما 

16SrIX  .هماي  توالي)جاروک نخود كبوتر( دارند

بمر اسما  درخمت    به دسمت آممده در ژن بانمک    

-ههاي مربوط به گروفيلوژني ترسي  شده با توالي

هاي مربوط به گروه هاي مختلف و همچنين توالي

16SrIXهمماي مممورد بررسممي در كنممار   ، تمموالي

Candidatus Phytoplasma phoenicium   وبقمه

 RFLP همچنمين آنماليز  (. 2)شمكل   شمدند  بنمدي 

مجازي توالي تكثير شده حاصل از جتت آغمازگر  

R16F2n/R16R2    نشممان داد كممه فيتوپلاسممماي

همممراه بمما زردي هلممو در منمماوق مممورد بررسممي  

 Ca. Phytoplasmaبيشمممترین شمممباهت را بممما 

phoenicium  مربمموط بممه زیرگممروهB  در گممروه

16SrIX  ( دارد. 97/0)ضریک تشابه 
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و  Aخراسان رضوی و شمالی: های استانبرگی درختان هلو در باغات  علائم بیماری زردی و ریز -1شکل 

B در باغات مشهد،  ریز برگی ، علائم زردی وC  وDدر باغات بجنورد.در برگی  ، علائم زردی و ریز 
Figure 1- Symptoms of leaf stunting and yellowing in peach trees in Razavi and North 

Khorasan provinces: A, B: leaf stunting and yellowing symptoms in Mashhad orchards, C, 

D: leaf stunting and yellowing symptoms in Bojnord orchards. 
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فیتوپلاسماهای جددا شدده از    16S rRNAهای نواحی درخت فیلوژنی رسم شده بر اساس توالی -2شکل 

بدا   NCBIهای موجود در ژن باند   و توالی (B) و شمالی (M) های خراسان رضویهلو در استان زردی

ها نشانگر درصدد تاییدد   اعداد ثبت شده در محل انشعاب .MEGA5و با برنامه  Neighbor joiningروش 

نوکلئوتید در هر محل تعداد ( است. خط نشانه تغییر bootstrapتکرار نمونه برداری ) 1000خوشه بندی با 

 است. 

Figure 2- phylogenetic tree based on the 16S rRNA gene nucleotide sequences of 

phytoplasmas. The tree was constructed by the neighbor-joining method using MEGA5 

Software. The numerals represent the confidence level (bootstrap) from 1000 resampling. 

The bar indicates number of nucleotide changes per site. 
 

هماي ممورد بررسمي و    مشاهده علائ  در باغ

هماي آزمایشمگاهي اثبمات    همچنين انجمام آزممون  

كننده حضور بيمارگر فيتوپلاسمایي روي درختان 

ي توانمد تهدیمد جمدي بمرا    باشد كمه ممي  هلو مي
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دار در این هسته رختان ميوهدرختان هلو و سایر د

هاي مجاور باشمد. در هممين   مناوق و حتي استان

راستا شناسایي ناقل و یافتن راهكارهماي مناسمک   

بممراي مقابلممه بمما ایممن بيممماري از اهميممت بممالایي 

هاي به دست آممده  مقایسه تواليبرخوردار است. 

نشمان دهنمده    ،هاي موجمود در ژن بانمک  با توالي

 Ca. Phytoplasmaهما بما   شباهت بمالاي تموالي  

phoenicium در ایمن فيتوپلاسمما ابتمدا    باشد. مي

معرفمي  در لبنمان و ایمران   ارتباط با جاروک بمادام  

كه به عنموان یمک   ( Verdin et al., 2003گردید )

گمزارش   قبيماري گسترده و مخر  از این منماو 

 Abou-Jawdah et al., 2002; Salehiشده بود )

et al., 2006; Ghayeb Zamharir, 2011.)  در

به عنوان هممراه   نيز این فيتوپلاسما هاي اخيرسال

بيماري فيتوپلاسمایي زردي هلو از ایمران و لبنمان   

 ;Abou-Jawdah et al., 2009گمزارش گردیمد )  

Ghayeb Zamharir, 2014.)   چنممدین اسممترین

 Ca. Phytoplasma phoeniciumمختلممممف 

-در زیرگمروه  هما اند كه این استرینشناسایي شده

-قرار گرفتمه  16SrIXاز گروه  Gو  B ،D ،Fهاي 

 Bزیمر گمروه    .(Molino Lova et al., 2011) اند

نيمز   Dدر حال حاضر همچنين بمراي زیمر گمروه    

در  .(Quaglino et al., 2015تعيين شمده اسمت )  

منمماوق مممورد بررسممي امكممان وجممود سممایر      

در  ،هماي دیگمر  فيتوپلاسماهاي مربموط بمه گمروه   

ات مطالعم  نيازمنمد وجود دارد كه ان هلو نيز درخت

بما   باشمد. جهت دستيابي به این مه  مي ترگسترده

توجه به گسترش بيماري در مناوق مختلف ایمران  

شمود ایمن فيتوپلاسمما یمک ناقمل      پيم بينمي ممي  

هماي  در نتيجه پژوهماي موثر داشته باشد. حشره

بيشتر جهت یافتن راهكارهاي مناسک براي كنترل 

 در ایمن راسمتا  رسد. بيماري الزامي به نظر مي این

تایيمد  هماي  بایست در مناوق مختلمف از نهمال  مي

ت اسمتتاده كمرد و اقمدامات لازم    شده جهت كاش

جهت مودود كردن گسترش بيمماري بمه منماوق    

چنممين مه مختلممف را در دسممتور كممار قممرار داد. 

دار از نظر وجمود  بررسي سایر درختان ميوه هسته

رو در این پيمهاي مه  نيز از پژوهمفيتوپلاسما 

باشد تا با تخمين پراكنم فيتوپلاسمماها  مناوق مي

ها اقدامات لازم جهت كماهم  بر روي این ميزبان

 ریزي و انجام شود. خسارت برنامه
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Abstract 

In 2017, leaf stunting and yellowing were observed on twigs and branches of stone fruit trees 

in production regions in Razavi and North Khorasan provinces of Iran. For diagnosis of disease 

and identification of the causal agent, symptomatic leaf samples were collected in these orchards 

and were carried to the laboratory. The disease agent was successfully transmitted by grafting 

from naturally symptomatic samples to peach (Prunus persica) seedlings. Total DNA was 

extracted from plant samples and indexed by nested PCR using phytoplasma generic primers, 

P1/P7 and R16F2n/R2. PCR products were sequenced and the nucleotide sequences were 

compared with those of other phytoplasmas in GenBank and analyzed by virtual restriction 

fragment length polymorphism (RFLP). The phytoplasmas associated with leaf stunting and 

yellowing disease in Razavi and North Khorasan provinces were identified as members of the 

16SrIX group or Pigeon pea witches broom (Candidatus Phytoplasma phoenicium). This is the 

first report of leaf stunting and yellowing disease and characterization of associated phytoplasma 

in these regions. 
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