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 چکیده 
 ،یزبرگیر ،یزرد مانند ییعلائم مشکوک به بیماری فیتوپلاسما ،یدر استان خراسان رضو بیاز باغات درختان س 0391بهار و تابستان سال  یدهایدر بازد
. با دیگرد یآورنمونه از برگ درختان جمع 33شده بود در سطح باغات مشاهده شد و  دهیکش یرعادیکه گوشوارک در آن به طور غ ییهابرگ نیو همچن

( PCR) مرازیپل یارهیدر واکنش زنج R16MF2 / R16MR2و  R16F2n / R16R2 ،fU5 / rU3 ایانهیآش یو آغازگرها P1 / P7 یعموم یتفاده از آغازگرهااس
 ریجفت باز تکث 0111و  018، 0201قطعات  بیبه ترت ایانهیآش یهاPCRو در  یعموم PCRز در با جفت 0011 قطعات ،علائم دارای هاینمونه هیز کلا

، R16F2n / R16R2 یآغازگرها جفت با ایدومرحله PCRمثبت بودند. محصول  توپلاسمایآلوده به ف نمونه 00 دیحاصله مشخص گرد جیدر نتاشدند. 
توسط نرم افزار  NCBIموجود در  یهایبه دست آمده با توال یهایتوال سهی. مقادیژن ثبت گرد یترادف شده و در بانک جهان نییو تع یسازهمسانه

BLAST یقطعات برش یطول یچند شکل یبررس نیو همچن (RFLPحق )محصول با  یقیPCR یهامیبا استفاده از آنزای دومرحله AluI ، RsaIو Tru1I 

(MseI)شباهت را با  نیشتریب بیهمراه درختان س یتوپلاسمای، نشان داد که فCandidatus Phytoplasma trifolii  گروه افژولش شبدر )مربوط بهClover 

proliferation group, 16SrVI )ر ها با استفاده از نرم افزایتوال زیدارند. آنالiPhyClassifierبا استفاده از ییتبارزا زیآنال و یدینوکلئوت تشابه زانیم نیی، تع 
 نیاول نیکرد. ا دییتا 16SrVI-A گروه در را یرضو خراسان استان در بیهمراه درختان س یتوپلاسمایتعلق ف زین 16S یبوزومیر RNAترادف کامل ژن 

 .استنقاط جهان  ریو سا رانیدر ا Ca. Phytoplasma trifoliiآلوده به  یهابیگزارش از س
 16SrVI گروه زردی، لی طولی قطعات برشی،چند شک آنزیم برشی، : آنالیز فیلوژنتیکی،کلیديکلمات 
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Abstract 
During spring and summer of 2018, suspected symptoms of the phytoplasma disease such as leaf shrinkage and yellowing as 
well as leaves with abnormally-enlarged stipules were observed in apple orchards in Khorasan Razavi province and 33 leaf 
samples were collected. Samples of symptomatic apple tree were assayed for infection with phytoplasma, using universal 
primer pairs P1 / P7 and nested PCR using primer pair R16F2n / R16R2, fU5 / rU3 and R16MF2 / R16MR2 in Polymerase 
Chain Reaction (PCR). The universal PCR products were 1800 bp fragments and the nested-PCR products were 1250, 876 
and 1400 bp fragments, respectively, which were amplified by primer pairs. Of 33 leaf samples from apple, 18 samples were 
tested positive for phytoplasmas. The R16MF2/R16MR2 primed nested PCR products were cloned, sequenced and submitted 
into GenBank. Comparison of the obtained sequences with the sequences of NCBI using BLAST software and Restriction 
Fragment Length Polymorphism (RFLP) analysis of the nested PCR products using the enzymes AluI, RsaI and TruI (MseI) 
indicated that phytoplasma in apple trees in Razavi Khorasan province was most similar to Candidatus Phytoplasma trifolii 
related to Clover Proliferation (CP) 16SrVI group. Analysis of sequences using iPhyClassifier software, determination of 
nucleotide similarity, and phylogenetic analysis of full-length 16S rDNA showed that phytoplasma in apple tress of Razavi 
Khorasan province belongs to 16SrVI-A subgroup. This is the first report on Ca. Phytoplasma trifolii infections in apple trees 
in Iran and other regions across the world.  
Keywords: Phylogenetic analysis, Restriction enzyme, RFLP, Yellowing, 16SrVI group 
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 مقدمه
( یکی از مهمترین محصولات Malus domestica Borkhسیب )     

ه ردمیوه در ایران و سایر کشورها است. بر طبق آمار فائو، ایران در 
ششم بین کشورهای مهم تولید کننده سیب با میزان تولید 

( و از این میزان تولید، FAO 2018تن قرار گرفته است ) 2009219
استان  چهاردرصدی در بین  0/1استان خراسان رضوی با سهم 

 .(Agricultural Statistics 2018)مهم تولید کننده سیب قرار دارد 
زای گیاهی از چندین عامل بیماریسیب تحت تأثیر درختان      

 Seemullerجمله فیتوپلاسماها در سراسر جهان قرار می گیرند )

& Schneider 2004های غیر قابل (. فیتوپلاسماها پروکاریوت
( Mollicutesها )کشت، فاقد دیواره سلولی و متعلق به رده مولیکوت

 Lee etکنند )که در بسیاری از گیاهان ایجاد بیماری می هستند

al. 2000های اجباری محدود به آوند آبکش پاتوژن (. فیتوپلاسماها
در گیاهان مبتلا به زردی  0981هستند که اولین بار در سال 

نتقل ها ماکثر آنها با زنجرک و برخی با پسیل تشخیص داده شدند و
در جنس موقت از نظر جایگاه و  (Dickinson et al. 2013شوند )می

Candidatus Phytoplasma شوند )بندی میطبقهIRPCM 

های فیتوپلاسمایی در (. گسترش روز افزون بیماری2004
محصولات مختلف سبب شده تا این عوامل بیمارگر به عنوان یک 

 .Dickinson et alقرار گیرند ) محققین تهدید جدی مورد توجه

2013.) 
( به عنوان Candidatus Phytoplasma maliجاروک سیب )     

، ندازهامهمترین بیماری فیتوپلاسمای سیب به طور بالقوه با کاهش 
تواند خسارت اقتصادی قابل توجهی کیفیت و عملکرد کلی میوه می

و در حال حاضر در بسیاری از مناطق رشد سیب در اروپا  ایجاد کند
 Loi et al. 1995; Seemuller et al. 1998; Seemullerشیوع دارد )

& Schneider 2004.) شامل تغییر شکل غیر  این بیماری علائم
-ها، برگها، ضعف درخت و زردی برگای شدن برگعادی و دندانه

های کوچک با دم باریک های طویل، میوههای کلروزه با گوشوارک
 Seemuller etباشد )ها میی شدن شاخهئو بلند و همچنین جارو

al. 1998; Seemuller & Schneider 2004 .) ،علاوه بر این
 ;stolbur (Duduk et al. 2010فیتوپلاسماهای مربوط به گروه 

Krizanac et al. 2010; Eckstein et al. 2017)،  گروهaster 

yellows (Bertaccini et al. 1998; Jomantiene & Davis 2005; 

Cieślińska & Kruczyńska 2014)  و گروهPeanut witches-

broom (Hashemi-Tameh et al. 2013 که باعث ایجاد بیماری و )
-نیز گزارش شده شوندخسارت به درختان سیب در اروپا و آسیا می

-توالی RFLPهای و بررسی PCRبه طور مثال، در برزیل نتایج . اند

زا بر روی نشان داد که فیتوپلاسمای خسارت 16S rDNAهای 
-( میCa. P. solani)گونه  16SrXIIدرختان سیب مربوط به گروه 

 & Cieślińska(. در مطالعه دیگری )Eckstein et al. 2017)باشد 

Kruczyńska 2014 درخت سیب در مناطق مختلف  021(، بیش از
 جیتان .لهستان از نظر حضور فیتوپلاسما مورد آزمایش قرار گرفتند

PCR-RFLP ونه های ی ها، گتوال لیو تحل هیو تجزCa. P. mali  و
Ca. P. asteris  در ایران نیز در تحقیقی .کردندشناسایی و ردیابی را 

اصفهان و چهارمحال و  یهادر استان که بر روی درختان سیب
(، نتایج Hashemi-Tameh et al. 2014ی انجام شد )اریبخت

و  Ca. P. aurantifoliaهای آنالیزهای مولکولی نشان داد که گونه
Ca. P. asteris  عامل بیمـاری فیتوپلاسمایی درختان سیب در این

 بودند.ها استان
 هایینمونهرضوی بعد از بازدید از باغات سیب استان خراسان      

ز ا با علائم مشکوک به بیماری فیتوپلاسمایی مشاهده گردید. اما
ورد فیتوپلاسماهایی که درختان سیب را در این آنجائیکه در م

هدف از  ،بودی در دست ناتاطلاعگونه کنند هیچ مناطق آلوده می
 شناسایی فیتوپلاسمای همراه درختان سیبردیابابی و این مطالعه 

 اهعلائم بیماری زردی، ریزبرگی، پر رشدی شاخهکه باعث ایجاد 
تعیین و  RFLP، آزمون PCRاز تکنیک های  با استفاده ،شده است

 .بود 16s ریبوزومی RNAترادف 

 

 هامواد و روش
 بیز باغات سا ینمونه بردار

جهت مطالعه و بررسی درختان سیب با علائم مشکوک به      
های دارای علائم زردی، ریزبرگی و بیماری فیتوپلاسمایی، نمونه

به طور غیر عادی کشیده  هاهایی که گوشوارک در آنهمچنین برگ
درخت سیب باغات استان  33از  داشتندشده و دمبرگ نسبتا کوتاه 

 .(0)جدول  جمع آوری گردید 0391در سال  خراسان رضوی

 
 PCRو آزمون  DNAاستخراج 

گرم از بافت رگبرگ میانی  3/1های برگی دارای علایم، از نمونه     
اصلاح شده  (Murray & Thompson 1980)و دمبرگ به روش 

کل  DNA (Kim et al. 1990)و  (Rogers et al. 1989)توسط 
استخراج گردید. بعد از خشک شدن رسوب نهایی در دمای اتاق، 

 C˚میکرولیتر آب دو بار تقطیر سترون به آن اضافه و در دمای  01
های الگو در آزمایش DNAنگهداری شد تا از آن به عنوان  -21

PCR .آزمون  استفاده شودPCR  مستقیم با استفاده از جفت آغازگر
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جهت تکثیر توالی اپرون ریبوزومی ( 2)جدول  P7و  P1عمومی 
16S-23S rRNA   فیتوپلاسماها استفاده شد(Schneider et al. 

1995; Deng & Hiruki 1991). ریغ یوجود باندها لیبدل 
 یابی یتوال یلازم برا تیفینبود ک، میمستق PCR در یاختصاص

و  اناهیاز گ یدر درختان و بعض توپلاسمایف نییغلظت پا، باندها
  لهیبوس توپلاسماهایف یابیردی، اهگی هایوجود ممانعت کننده

PCR حیمشکل است و مانع از عملکرد صح PCR شود به همین یم
شود می استفاده( Nested PCRی )ادومرحله PCRاز  منظور

(Hajizadeh et al. 2016; Moslemkhani et al. 2016 .)به  جینتا

آغازگری و به  بیترک کیبا  Nested PCRدست آمده از روش 
در باغات و مزارع  توپلاسماهایف یابیو رد صیبرای تشخ ییتنها
، مختلف مرییپرا بیو اسـتفاده از چند ترک کنـدینمـ ـتیکفا
به منظور اجتناب از واکنش مثبت  یمیهضم آنز ایو  یتوال نییتع

در  نیابرابن .(Moslemkhani et al. 2016د )گردیم هیتوص نیدروغ
( با استفاده از nestedای )آشیانه PCRواکنش  قیتحق نیا

 R16F2n / R16R2 (Lee et al. 1995)، fU5 / rU3آغازگرهای 
(Lorenz et al. 1995 ) وR16MF2 / R16MR2 (Gundersen & 

Lee 1996(2)جدول  ( انجام شد.
 

 .ز مناطق مختلف استان خراسان رضویهای جمع آوری شده انمونهاطلاعات مربوط به  -1جدول 

Table 1. Information of samples obtained from different regions of Khorasan Razavi province. 

Sampling site Plant organ Number of Samples 
Mashhad Leaf 7 

Torghabeh Leaf 3 

Shandiz Leaf 3 

Chenaran (Kahoo, Akhlamad) Leaf 7 

Golbahar Leaf 2 

Quchan (Aghkariz, Chalaki) Leaf 6 

Nyshabour (Bouzhan Fooshenjan) Leaf 5 

 

در  الگومستقیم را به عنوان  PCRدر این واکنش محصول 
ریبوزومی  16Sای جهت تکثیر بخشی از ژن دو مرحله  PCRواکنش

میکرولیتر بود  PCR ،20. حجم نهایی مخلوط واکنش شداستفاده 
پیکومولار،  01میکرولیتر از هر آغازگر با غلظت پایه  10/1که شامل 

 02نانوگرم و  01الگو با غلظت تقریبی DNAیک میکرولیتر 
 2X Red PCR)آمپلیکون  PCRمیکرولیتر مستر میکس 

mastermix ) میکرولیتر  20مقطر استریل به حجم که با افزودن آب
( Biorad) در دستگاه ترموسایکلر PCRها برای رسانده شد. لوله

 91شامل دو دقیقه در دمای  PCRقرار داده شدند چرخه دمایی 

چرخه شامل یک  30گراد جهت واسرشته سازی اولیه، درجه سانتی
 درجه و سه دقیقه 01ثانیه دمای  10درجه،  91دقیقه در دمای 

 12دقیقه در دمای  01گراد و در نهایت درجه سانتی 12در دمای 
دو  PCRدرجه جهت طویل شدن نهایی تنظیم شد. در آزمون 

مستقیم با استفاده از آب دوبار تقطیر  PCRای، ابتدا محصول مرحله
ای الگو اندیرقیق گردید و از آن به عنوان  0:31سترون به نسبت 

مستقیم  PCRای مانند شرایط دو مرحله PCRاستفاده شد. شرایط 
درجه  00بود. فقط برای چرخه دمایی در مرحله اتصال از دمای 

حاصل از هر دو آزمون در  PCRگراد استفاده شد. محصول سانتی

عکس تهیه  DNAدرصد الکتروفورز و از نوارهای  2/0ژل آگاروز 
 شد. 

 
 (RFLP) یطول قطعات برش یآزمون چندشکل

آغازگرهای ای با جفت دومرحله PCRدر این آزمون محصول     
R16F2n / R16R2  هایآنزیممربوط به هر نمونه به طور جداگانه با 

AluI, RsaI وTru1I (MseI)  (Thermo Fisher Scientific) هضم 

(. برای انجام آزمون طبق دستور شرکت Lee et al. 1998شدند )
میکرولیتری،  31این رو در یک واکنش ها عمل شد. از سازنده آنزیم

میکرولیتر بافر مناسب هر  2میکرولیتر آب فاقد نوکلئاز،  00شامل 
میکرولیتر از  01میکرولیتر آنزیم برشی به  0-2آنزیم به همراه 

ای اضافه گردید. لوله محتوی این مواد در دومرحله PCRمحصول 
-درجه سانتی 31ساعت در دمای  RsaI، 1و  AluIهای مورد آنزیم

گراد( قرار داده شد. دما و درجه سانتی Tru1I 80گراد )برای آنزیم 
ها طبق زمان غیر فعال شدن بعد از واکنش هضم برای همه آنزیم
ای هآنزیمدستور شرکت سازنده اعمال شد. محصول هضم آنزیمی با 

گاه فاده از دستدرصد الکتروفورز شد و با استو مختلف در ژل آگارز د
  .بررسی قرارگرفته و عکس برداری گردید مستند ساز ژل مورد
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 .Nested PCR و PCR های های مورد استفاده در آزمونآغازگراطلاعات مربوط به  -2جدول 

Table 2. Primer information's used in PCR and Nested PCR methods. 
Reference Amplified fragment 

size 
Sequence 5'→ 3'  Primer name 

Deng & Hiruki 1991 1800 bp AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT  P1: Forward 
Schneider et al. 1995  CGT CCT TCA TCG GCT CTT P7: Reverse 

Lee et al. 1995 1250 bp GAAACGACTGCTAAGACTGG  R16F2n: Forward  

  TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG R16R2: Reverse 

Lorenz et al. 1995 876 bp CGGCAATGGAGGAAACT  FU5: Forward  

  TTCAGCTACTCTTTGTAACA RU3: Reverse 

Gundersen & Lee 1996 1400 bp CATGCAAGTCGAACGGA  R16mF2: Forward  

  CTTAACCCCAATCATCGAC R16mR1: Forward 

 

 ترادف نییتع سازی، همسانه
 / R16F2nآغازگرهایای با جفت مرحله دو PCRمحصول      

R16R2 با استفاده از کیت شرکت فرمنتاسIns TA Clone PCR 

product Cloning Kit (Fermentas, Vilnius, Lithuania) و 

همسانه سازی و  pTZ57R/Tدستورالعمل این شرکت در پلاسمید 

 Sambrook)منتقل شد  DH5aسویه  Escherichia coliبه باکتری 

et al. 1989) . پس از رشد باکتری حامل همسانه، پلاسمید نوترکیب

پس از خالص  .(Sambrook et al. 1989)جدا و خالص سازی شد 

 Bioneerبه شرکت  جهت تعیین توالیو ، سه جدایه انتخاب سازی

ها با استفاده از نرم کشور کره جنوبی ارسال گردید. سپس ترادف

های به دست آمده ترادف اصلاح گردید. BioEdit ver. 7.0.9.0افزار 

با  NCBIدر سایت موجود برخط بلاست با استفاده از نرم افزار 

 ترینمقایسه و نزدیک (GenBank)های موجود در بانک ژن ترادف

هر سه ترادف،  کامل و به دلیل شباهت شد جستجو آنها با ترادف

. ددریافت ش دسترسی ثبت و شماره بانک ژنفقط یکی از آنها در 

آنالیز  iPhyClassifier رها نیز با استفاده از نرم افزاهمچنین توالی

 RNAاز ژن  بخشی) های نوکلئوتیدیآنالیز فیلوژنتیکی توالی شدند.

های فیتوپلاسمایی گروهبا  آنهـاها و نزدیکی جدایه (16Sریبوزومی 

 افزار  با استفاده از نرم( 3 جدول( های فیتوپلاسماییزیرگروهو 

Mega7 نسخه βتکرار در 0111ها با همسایه و بـه روش الحـاق

. از (Kumar et al. 2016) انجـام شـد Bootstrap ارزیابی

Acholeplasma laidlawii استفاده  خارجی نیز به عنوان گروه

 .گردید

 
 .یکیلوژنتیف زهاییاستفاده شده در آنال ییتوپلاسمایهای فگروه ینام و شماره دسترس -3ل جدو

Table 3. List of Phytoplasmas groups and GenBank accession numbers used in phylogenetic analysis. 

Phytoplasma strain designation RFLP Group Host Origin Accession 

number 

Candidatus Phytoplasma asteris 16SrI Apple Iran KC902802 

Candidatus Phytoplasma aurantifolia 16SrII Apple Iran KC902796 

Candidatus Phytoplasma ulmi 16SrV Elm Czech Republic EU184021 

Candidatus Phytoplasma trifolii 16SrVI-A Apple Iran MT981209 

Candidatus Phytoplasma trifolii 16SrVI-A Peach Iran FJ204395 

Candidatus Phytoplasma trifolii 16SrVI-A Alsike Clover Canada AY390261 

Candidatus Phytoplasma trifolii 16SrVI-A Cowpea Iran KC633094 

Candidatus Phytoplasma trifolii 16SrVI-C American Elm USA AF409070 

Candidatus Phytoplasma trifolii 16SrVI-D Eggplant India EF186820 

Candidatus Phytoplasma trifolii 16SrVI-E Yellow Star-Thistle Italy AY270156 

Candidatus Phytoplasma phoenicium 16SrIX Tomato Iran JF508513 

Candidatus Phytoplasma mali 16SrX Apple Italy AJ542541 

Acholeplasma laidlawii    M23932 
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 نتایج

 مارییعلائم ب
هایی با علائم مشکوک به بیماری در این بررسی نمونه     

فیتوپلاسمایی در باغات آلوده استان خراسان رضوی مشاهده 

 ها وگردید. علائم بیماری شامل زردی، ریزبرگی، پر رشدی شاخه

های که گوشوارک در آن به طور غیر عادی کشیده همچنین برگ

 .(0 نسبتا کوتاه بود )شکل آنها شده و دمبرگ

مستقیم  PCRهای جمع آوری شده دارای علائم با آزمون نمونه     

از نظر آلودگی به فیتوپلاسما بررسی گردیدند. در هر ای و دومرحله

 اتقطع DNAدر نمونه  PCRدو آزمون پس از الکتروفورز محصول 

 یبازجفت  0201(، P1/P7 آغازگر) یجفت باز 0011 مورد انتظار

( fU5 / rU3آغازگر) یبازجفت  018(، R16F2n / R16R2 آغازگر)

 .ندشد تکثیر( R16MF2/R16MR2آغازگر ) یبازجفت  0111و 

های تهیه شده از درختان سالم در همین راستا هیچ باندی از نمونه

(. سرانجام از 2 و بدون علائم )کنترل منفی( مشاهده نگردید )شکل

آلوده به فیتوپلاسما نمونه  00نمونه جمع آوری شده،  33مجموع 

 شناسایی شدند.

 

 

 
ها با برگ .C ،کم برگی )زوال(B.  ،هاجارویی شدن شاخه .A ،فیتوپلاسما در باغات استان خراسان رضویبیماری درختان سیب آلوده به . علائم 1 شکل

 .هازردی برگ .D ،های بزرگگوشوارک
Figure 1. Symptoms of apple trees infected with phytoplasma diseases in Khorasan Razavi province, A. Proliferation 

(Witches, broom), B. Defoliation, C. Stipule enlargement, D. Yellowing. 
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 آگارز ژل در آلوده سیب درختان از R16MF2/R16MR2 و R16F2n/R16R2، fU5/rU3 با آغازگرهای PCRمحصول  الکتروفورزی نقوش. 2شکل 

 فیتوپلاسما. به آلوده سیب هاینمونه 9تا  0ها  چاهک و مثبت کنترل (+) چاهک سیب، سالم نمونه (H) چاهک نشانگر، (M) علامت با چاهک درصد،2/0

Figure 2. Electrophoresis pattern of nested PCR using primers pairs R16F2n / R16R2, fU5 / rU3 and R16MF2 / R16MR2 

from infected apple in 1.2 % agarose gel. lane marked (M) DNA ladder, lane (H) healthy apple sample, lane (+) positive 

control and lanes 1 to 9 samples of apples infected with phytoplasma. 

 (RFLP) یقطعات برش یطول یچند شکل
آشیانه با  PCRنقوش قطعات حاصل از هضم آنزیمی محصول     

 2در ژل آگارز   Tru1I (MseI)و AluI  ،RsaIهایاستفاده از آنزیم

 و حاصل باندهای تعداد نظر از درصد، الگوهای برشی مشابهی

های جمع آوری شده در جدایه باندها گرفتن قرار موقعیت همچنین

(. مقایسه 3نشان داد )شکلاز باغات سیب استان خراسان رضوی 

های فیتوپلاسمایی با هفده آنزیم الگوهای برشی با الگوهای گروه

های استان خراسان نشان داد که جدایه (Lee et al. 1998)برشی 

رضوی با هم مشابه و بیشترین شباهت را با گروه افژولش شبدر 

Clover proliferation group (16SrVI) .داشتند 

 

 
 2آگارز  ژل (، درR16F2n / R16R2آغازگر ) جفت با ایآشیانه PCR( محصول RFLPچند شکلی طولی قطعات برشی ) الکتروفورزی نقوش .3شکل

 RsaI ،AluIهای برشی های استان خراسان رضوی با آنزیمجدایه 0تا  0ها چاهک و شاهد مثبت (+) چاهک ،b011 نشانگر (M) علامت با درصد. چاهک

 .Tru1I (MseI)و 
Figure 3. RFLP pattern of nested PCR using R16F2n/R16R2 primer pair in 2 % agarose gel. lane marked (M) 100bp DNA 

ladder, lane (+) positive control and and lanes 1 to 8 isolates of Khorasan Razavi province with RsaI, AluI and Tru1I (MseI) 

restriction enzymes. 

 یکیلوژنتیف زیآنال و ترادف نییتع
 / R16F2nای با جفت آغازگر دومرحله PCRترادف محصول      

R16R2 ره پس از همسانه سازی تعیین ترادف شد و با رس شما

MT981209 (GenBank accession no.)  به ثبت در بانک ژن

رادف ت . جستجو با برنامه بلاست با استفاده از قطعه تعیینرسید

این تحقیق در میان  شده، نشان داد که ترادف مورد مطالعه در

، بیشترین نزدیکی را با ژنفیتوپلاسماهای موجود در بانک 

Candidatus Phytoplasma trifolii (GenBank accession: 

AY390261)،  16زیرگروه فیتوپلاسماییSrVI-A  دارند. با استفاده

های مشابه از بانک های مورد مطالعه و ترادفهای جدایهاز ترادف
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-والیبا ت، آنالیز تبارزایی انجام شد. درخت تبارزایی ترسیم شده ژن

به های مربوط و همچنین توالی های مختلفهای مربوط به گروه

راه درختان ، فیتوپلاسمای هم16SrVIهای موجود در گروه زیر گروه

سیب در استان خراسان رضوی دارای رابطه نزدیکی با اعضاء زیر 

ارزیابی درصد (. 1 )شکل را نشان داد 16SrVIاز گروه  Aگروه 

ه های فیتوپلاسمایی ردیابی شدکه استرین بیانگر آن استهمولوژی 

 011تا  99/99)نوکلئوتیدی در این پژوهش، بیشترین تشابه 

 Vigna unguiculata virescence phytoplasmaرا با  (درصد

isolate Tabriz (KC633094)  13/01) تشابهو همچنین کمترین 

 Iranian apple phytoplasmaبا فیتوپلاسمایی متعلق به  را درصد(

Candidatus Phytoplasma asteri (KC902802) داشتند )شکل 

1.) 

 
ترادف نوکلئوتیدی بر اساس  Neighbor-joining  (Bt×1000)ها با استفاده از الگوریتم الحاق همسایه Mega7دندروگرام رسم شده در برنامه  .4 شکل

های مختلف مشخص شده با گروه ●یابی شده در تحقیق حاضر که با علامت ، برای تعیین نزدیکی جدایه توالی16Sریبوزومی  RNAبخشی از ژن 

مربوط  انتخاب شده است. شماره دسترسی خارجی به عنوان گروه SrVI .Acholeplasma laidlawii 16 ییفیتوپلاسمایی و زیرگروه های گروه فیتوپلاسما

 آورده شده است. 3جدول به هرجدایه در 
Figure 4. A neighbor-joining tree (Bt × 1000) constructed by Mega7 program using the 16S rRNA gene, of the phytoplasma 

strain used in this study (showed with ●) associated with some phytoplasmas groups and subgroups of 16SrVΙ group, selected 

phytoplasmas from GenBank. The sequence of Acholeplasma laidlawii served as an out group. See Table 3 for abbreviations 

and accession numbers.

 بحث

هدف از تحقیق حاضر شناسایی عوامل فیتوپلاسمای همراه      

درختان سیب در استان خراسان بود. تقریبا در تمامی مناطق مورد 

و  هابازدیـد، علائم بیماری شامل زردی، ریزبرگی، پر رشدی شاخه

هایی که گوشوارک در آن به طور غیر عادی کشیده همچنین برگ

باشـد، در فیتوپلاســماها می شده که از علائم مشخص بیماری

 (.0 تعـدادی از درختـان سیب مشـاهده گردیـد )شکل

، آزمون PCRدر تحقیق حاضر، نتایج به دست آمده از آزمـون      

RFLP های با آنزیمAluI, RsaI وTru1I (MseI)  ، تعیین ترادف

RNA ریبوزومی، میزان تشابه نوکلئوتیدی و آنالیز تبارزایی، 

یــک فیتوپلاسما با اینگونه علائم در باغات استان  همراهــی

بر همچنین (. 1و 3، 2 خراسان رضوی را به اثبات رساند )شکل

طبق نتایج ذکر شده، وجود این علائم در درختـان سیب بیمـاری 

ل عامدهد. این مطالعه برای اولین بار فیتوپلاسمایی را نشان می

  گروهان خراسان رضوی، فیتوپلاسمای همراه درختان سیب در است

16SrVI-A (Ca. P. trifoliiبا استفاده از تکنیک ) های مولکولی را

که  Ca. P. maliشاخص  علائمدهد. در ابتدا، با توجه به نشان می

ها، ضعف درخت ای شدن برگشامل تغییر شکل غیر عادی و دندانه

های های طویل، میوههای کلروزه با گوشوارکها، برگو زردی برگ

ها ی شدن شاخهئکوچک با دم باریک و بلند و همچنین جارو
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(Seemuller et al. 1998; Seemuller & Schneider 2004 که ،)

 علائمهای انجام شده در تحقیق حاضر نیز اکثر این در بررسی

باعث  Ca. P. maliرسید که احتمالا گونه مشاهده شدند، به نظر می

شود. این فرضیه با توجه به ایجاد بیماری سیب در این مناطق می

در سایر کشورهای خاورمیانه از جمله ترکیه  Ca. P. maliتشخیص 

(Sertkaya et al. 2008( و سوریه )Al-Jabor et al. 2009 و )

همچنین نتایج تحقیقات بر روی درختان گلابی در مناطق مرکزی 

( تقویت شد. در حالیکه نتایج Sharbatkhari et al. 2008ایران )

PCR هضم آنزیمی و تعیین ترادف و آنالیز فیلوژنتیکی در تحقیق ،

 حاضر این فرضیه را رد کرد.

ایران، و سایر کشورها فیتوپلاسماهای  از گذشتهدر مطالعات      

مختلفی بر روی درختان سیب گزارش شده است. در تحقیقی که 

اصفهان و چهارمحال و  یها استان در بر روی درختان سیب

علائم (، Hashemi-Tameh et al. 2014ی  انجام شد )اریبخت

 هایشدن شاخه ییجارو مشاهده شده در سطح باغات شامل

 بزرگ، هایبا گوشوارک هابرگ، زوال درختانی و کم برگ، درختان

در تحقیق  مشاهده شده علائمو روزت بودند که با  برگ ها یزرد

-Hashemiحاضر شباهت داشتند. اما نتایج آنالیزهای مولکولی )

Tameh et al. 2014های ( نشان داد که گونهCa. P. aurantifolia 

عامل بیمـاری فیتوپلاسمایی درختان سیب در  Ca. P. asterisو 

بودند در حالی که در  یاریاصفهان و چهارمحال و بخت یاستان ها

عامل های مولکولی، استفاده از تکنیکتحقیق حاضر با 

  گروهفیتوپلاسمای همراه درختان سیب در استان خراسان رضوی، 

16SrVI-A (Ca. P. trifolii را نشان داد. پیش از این نیز مطالعاتی )

( را بر روی Ca. P. trifolii) 16SrVIوجود فیتوپلاسمای گروه 

شورها گزارش کردند درختان هلو، بادام و نارون در ایران و سایر ک

(Zirak et al. 2009,2010; Flower et al. 2018 به طور مثال .) در

ی هلو و بادام، درختان یاریاصفهان و چهارمحال و بخت یهااستان

که به طور قابل توجه به فیتوپلاسما با علائم زردی و ریز برگی و 

ای با جفت دو مرحله PCRکم برگی آلوده بودند، با استفاده از 

مورد ارزیابی قرار گرفتند  R16F2n / R16R2و  P1/P7آغازگرهای 

دیگر در ارتباط با بیماری  و چند گونه Ca. P. trifoliiو 

 ,Zirak et al. 2009فیتوپلاسمایی هلو و بادام گزارش شدند )

های ، جدایه16Sهای (. با توجه به تجزیه و تحلیل توالی ژن2010

ای هدر تحقیق حاضر شباهت زیادی به جدایهفیتوپلاسمای سیب 

اصفهان و چهارمحال و  یهااستاندر ( FJ204395ره رس شماهلو )

انجام شده بر روی  (. همچنین در مطالعه1ی داشتند )شکل اریبخت

زایی مانند زردی درختان نارون در امریکا، گرچه علائم بیماری

ها و تغییر رنگ در آوندهای آبکش، نشان از حضور عمومی برگ

Ca. P. ulmi (16SrV-A)  را میداد، اما نتایج حاصل از آزمونPCR 

 .Flower et alرا در این میزبان اثبات کرد ) Ca. P. trifoliiوجود 

(. در تحقیق حاضر نیز ابتدا علائم مشاهده شده نشان از 2018

نتایج حاصل از تجزیه و تحلیل را میداد اما  Ca. P. maliهمراهی 

بر روی درختان سیب را  Ca. P. trifoliiمولکولی به وضوح وجود 

ابی شده یهای توالیآنالیز فیلوژنی نیز نشان داد که جدایهتایید کرد. 

و درخت  باشدمی 16SrVIمتعلق بـه گـروه  حاضر تحقیق در

 تلفهای مخهای مربوط به گروهتوالیتبارزایی ترسیم شده بر اساس 

های موجود در گروه به زیر گروههای مربوط و همچنین توالی

16SrVI فیتوپلاسمای همراه درختان سیب استان خراسان رضوی ،

 بود )شکل 16SrVIاز گروه  Aدارای رابطه نزدیکی با اعضاء زیر گروه 

از ( MT981209در تحقیق حاضر ) بیس یتوپلاسمایف زولهیا (.1

،  (KC633094)بلبلی لوبیا چشم یتوپلاسمایف هیبا سو ینظر توال

که قبلا از  16SrVIاز گروه  Aزیر گروه  متعلق به توپلاسمایف کی

 & Gharouni Kardani) گزارش شده بود یشرق جانیاستان آذربا

Jamshidi 2018)(.1)شکل  دارد یادی، شباهت ز 

فیتوپلاسمای گروه با توجه به گستردگی محدوده میزبانی      

16SrVI (Ca. P. trifolii) هلو، بادام و نارون و  بر روی درختان

همچنین گیاهانی مانند کلم، گلرنگ، لوبیا و گوجه فرنگی که در 

 .Salehi et al. 2005; Zirak et alاند )ایران گزارش شده کرده

2009,2010; Jamshidi et al. 2014; Flower et al. 2018; 

Gharouni Kardani & Jamshidi 2018 حضور این عامل بیماریزا ،)

 بر روی سیب دور از انتظار نیست. 

های های مورد بررسی و انجام آزمونمشاهده علائم در باغ     

-های به دست آمده با توالیآزمایشگاهی و همچنین مقایسه توالی

 .Caها با ، نشان دهنده شباهت بالای توالیژن های موجود در بانک

P. trifolii  و حضور بیمارگر فیتوپلاسمایی روی درختان سیب است

تواند تهدید جدی برای درختان سیب و حتی می این موضوع که

 اب های مجاور باشد.سایر درختان میوه در این مناطق و حتی استان

 مناطق مختلف در 16SrVIفیتوپلاسمای گروه  گسترش به توجه

 اشد.ب داشته موثر ایحشره ناقل یک که شودمی پیش بینی ایران

های مناسب برای روش در همین راستا مطالعه روی ناقلین و ارائه

مقابله با این بیماری از اهمیت بالایی برخوردار است. همچنین، در 
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مناطق مورد بررسی امکان حضور سایر فیتوپلاسماهای مربوط به 

قیقات های دیگر، در درختان سیب وجود دارد که نیازمند تحگروه

 باشد تا با تخمین پراکنشبیشتر برای دستیابی به این مهم می

فیتوپلاسماها بر روی این میزبان اقدامات لازم جهت کاهش 

 ریزی و انجام شود.خسارت برنامه

 سپاسگزاري

 ،پزشکیاهیگ قاتیبخش تحق ز ریاست و همکاران محترما

استان خراسان  یعیو آموزش کشاورزی و منابع طب قاتیمرکز تحق

، قدردانی اجرای تحقیق حاضر را میسر کردند طیکه شرای رضو

  شود.می
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