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 Cacopsylla( یل گلابیو پس یزوال گلاب يماریهمراه با ب يتوپلاسمایف ییو شناسا یابیرد

pyricola(  يفارس و خراسان رضو يها استاندر*  
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  دهیچک
 ـ علائـم و فـارس   يخراسـان رضـو   يها استان یگلاب يها در باغ 1391تا  1386 يها سال يدر بازدیدها در . مشـاهده گردیـد   یزوال گلاب

در دور  fO1/rO1و  R16F2n/R16R2 يآغازگرهـا در دور اول و جفـت   P1/P7با استفاده از جفت آغـازگر   يا مرحله دو PCR يها آزمون
و سه منطقه از فارس شامل باجگاه، دشـت ارژن و   يمشهد و چناران در استان خراسان رضو يها علائم زوال در باغ يدوم، در درختان دارا

و گیاهـان   رازیباجگاه شونال مشهد و یناس يها در باغعلائم  يدرختان دارا ياز رو شده يآور جمع يها )Cacopsylla pyricola(لیاستهبان، پس
 ـتکث  16Sیبـوزوم یر. يا. ان. آرجفت باز از ژن  1050و  1200 یبیبه اندازه تقر یب قطعاتیبه ترت یشده با عامل زوال گلاب یزن هیما  .ر شـد ی

 ـاهان مایل و گی، حشرات پسیدرختان گلاب در شده یابیرد يها توپلاسماینشان داد که ف يو مجاز یواقع RFLP يها آزمون  ـ هی ، بـا  شـده  یزن
 شـده  یابیرد يتوپلاسماهایز تعلق فین یکینتژلویز فیآنال. باشند یمکسان ی یزوال گلاب عامل،  'Candidatus Phytoplasma pyri'گر و با یکدی

ونال یناس ـ يها از باغ یزوال گلاب يماریعامل ب يتوپلاسمایف. کرد دییتأرا   'Ca. Phytoplasma pyri'ل بهیپس يها و نمونه یدر درختان گلاب
گلابی و  يها وند به نهالیق پیاز طر يفارس و خراسان رضو يها در استان یعامل زوال گلاب يها ندهیب به عنوان نمایبه ترتمشهد و باجگاه 

 ـیدر پس ـ یعامل زوال گلاب يتوپلاسماین گزارش از وجود فین اولیا .ق سس به پروانش انتقال داده شدیو از طر "به"  ـدر ا یل گلاب ن و رای
  .باشد یماز استان فارس  يدیو نقاط جد يدر استان خراسان رضو یزوال گلاب يمارین گزارش از بیاول

  Candidatus. Phytoplasma pyri' ، 16SrX-C'، فیتوپلاسما، یز مولکولیآنال: کلیدواژه

  .به دانشگاه زابل شده ارائهارشد نگارنده اول،  یکارشناس نامه انیپااز  یبخش* 
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Abstract 
During 2007-2012 surveys, pear decline (PD) symptoms was observed in different pear orchards in Mashhad 
and Chenaran (Khorasan-e-Razavi province), and 11 areas in Fars province. In nested PCR assays using 
P1/P7 primer pair in the first round and R16F2n/R16R2 and fO1/rO1 primer pairs in the second round, 
expected fragments of 1250 and 1050 bp, respectively, were amplified from symptomatic naturally infected 
pear trees, pear psyllid (Cacopsylla pyricola) insects collected on PD affected trees and experimentally 
inoculated plants. Real and virtual RFLP analyses showed that phytoplasmas detected in naturally decline 
affected pear trees, inoculated plants and psyllid insects were identical and belonged to 'Candidatus 
Phytoplasma pyri'. Phylogenetic analysis also confirmed that the detected phytoplasmas  are closely related 
to  'Ca. Phytoplasma pyri'. As representatives of PD phytoplasmas detected in Fars and Khorasan-e-Razavi 
provinces, respectively, pear decline agents from Bajgah and National orchard were transmitted from PD 
affected trees to pear and quince young trees by grafting and to periwinkle via dodder inoculation. This is the 
first report of association of 'Ca. Phytoplasma pyri' with PD disease and psylla insects in Khorasan-e-Razavi 
and some areas in Fars province, Iran. 
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  مقدمه

مهـم و   يهـا  يمـار یباز  یکی یگلاب ییتوپلاسمایزوال ف
وه، یم یو کم یفیاست که موجب کاهش ک یخطرناك گلاب

 يها هیپا يرو شده وندیپ یرشد و مرگ درختان گلابتوقف 
از  1948در سـال   يمـار ین بی ـن بار ایاول. شود یمحساس 

باغـات   در همـه د و امـروزه  ی ـا گـزارش گرد یش کلمبیتیبر
 يکـا یانوس آرام در امری ـاق یسـاحل  یواقع در نواح یگلاب
. وع داردیکـا ش ـ یامر متحـده  الاتی ـا یو شمال شرق یشمال
قبـل از آنکـه در    يمـار ین بی ـاست که ادر دست  يشواهد
وع داشـته اسـت   یا ش ـی ـتالیدا شـود، در ا یپ یشمال يکایامر

)Seemüller 1989 .(ــاریب ــ يمـ ــذکور در بسـ از  ياریمـ
ــورها ــا يکش ــه ییاروپ ــر ازجمل ــش، بلژیات ک، چــک و ی
س، آلمان، انگلستان، فرانسـه  ی، سوئیونان، رومانی، یاسلواک

 ,Davis et al. 1992(سـابق   ير شـورو یو اتحـاد جمـاه  

Kristensen 1976, Nemeth 1986(ا ی، اسپان)Avinnent et 

al. 1997, Garsia-Chapa et al. 2003 ( و کشـــور
. اسـت  شـده  گزارش) Gazel et al. 2007(ه یترک ییایاوراس
) Hsiu-Lin et al. 2007(وان یاز تـا  يمارین بیز ایا نیدر آس

  .ده استیگزارش گرد
ــارز ب  ــم ب ــاریعلائ ــر  يم ــد از زوال س ع، زوال یعبارتن

بـرگ   یدگی ـچیبـا پ  یکه گاه ها برگو قرمز شدن  یجیتدر
ص یتشـخ  ياز علائـم مـذکور بـرا    کی ـ چیه ـ. همراه است

 یص قطعیتشخ يبرا رو نیازا. ستین بخش نانیاطم يماریب
، الکتــرون یکیمونولــوژی، ایمولکــول يهــا آزمــوند از یــبا
اه ی ـانتقـال بـه گ  ا ی ـو  DNA يری ـگ دو رگ، یکروسکوپیم

ع یزوال سـر ). (Seemuller et al. 2011معرف استفاده کرد 
درخـت و مـرگ آن در    یناگهـان  یعبارت است از پژمردگ

 ـ    ی ـخلال چنـد روز   ش از زوال یا چنـد هفتـه کـه اغلـب پ
ع یزوال سـر . ردی ـگ یم ـصـورت   ها برگ يا قرمزی یجیتدر

مواجه شـدن درخـت بـا     هنگامز و ییا پایاغلب در تابستان 
ن نشـانگان  ی ـا. دهد یخشک رخ م يا هوایگرما  يها تنش

 Pyrus یشـرق  يهـا  هی ـپا يکـه رو  یدر درختان مخصوصاً

pyrifolia (Burm. F) Nak و P. ussuriensis Maxim. 
. انـد  حسـاس  يماریزیرا به ب کنند یموند شده باشند بروز یپ

 تحمـل  کمو  یشرق يها هیپااز  یز در بعضین یجیزوال تدر
 ,Seemüller 1989( شـود  یمده ید .P. communis Lمانند 

Seemüller et al. 2011 .(ــ ــدر یوقت  يرو یجیزوال ت
متوقـف   یکل ـ بـه ا ی ـکـم و   ییانتها يها شاخهرشد  دهد یم
دا کـرده، کوچـک و   ی ـتعدادشان کـاهش پ  ها برگ، شود یم

بــه ســمت  هــا آنه یو ســبز کمرنــگ شــده و حاشــ یچرمــ
و  شـود  یمز قرمز ییل پایدر اوا ها برگرنگ . گردد یبالابرم

. زدی ـر یم ـبرگ درختان آلوده زودتر از برگ درختان سـالم  
ات خـود  ی ـممکن است به ح يماریدرخت بعد از ابتلا به ب

 Seemüller( دیدرآ يا در خلال چند سال از پایادامه داده 

همراه بـا   یکلروز برگ شده ذکر يها بر نشانهعلاوه ). 1989
د برگ در تابستان و ضعف یزش شدیک، رینکروت يها لکه

باشــد  يمــاریجــزء علائــم ب توانــد یمــز یــاه نیــو مــرگ گ
)Avinnent et al. 1997.( نشـان داده کـه عامـل     ها یبررس

 ی، گلاب).P.communis L( يفرانسو یدر گلاب یزوال گلاب
و  Nak (Burm. F) (Pyrus pyrifolia)  ینیچ ی، گلابیژاپن

 يمـار یجـاد ب یز این (.Cydonia oblonga M) "به"درخت 
 ـ يهـا  گونـه شـتر  یب. کنـد  یم ـ  .P، ازجملـه  یوحش ـ یگلاب

betulaefolia Bunge باشـند  یمحساس  يمارین بیز به این 
)Seemüller 1989.(  

ک ی ـاز  یناش ـ ای ـدر اکثـر نقـاط دن   یزوال گلاب يماریب
. ستا 'Candidatus Phytoplasma pyri'توپلاسما با نام یف

ا ی ـ 16SrX در گروه یفعل يبند طبقه يبر مبنا عامل بیماري
 ردیگ یمقرار  16SrX-Cو در زیرگروه  بیگروه افژولش س

)Wei et al. 2007.(  
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 ـ يماریران بیدر ا  ـ يبـرا  یزوال گلاب ن بـار توسـط   یاول
 Salehi(و همکاران از استهبان فارس گزارش شد  یصالح

et al. 2008 .(لان یاز استان اصفهان و گ ـ يمارین بیا راًیاخ
. )Hashemi-Tameh et al. 2014( گزارش شـده اسـت   زین

 ـ  يتوپلاسمایران فیدر ا  .Ca'عمـدتا  یهمراه بـه زوال گلاب

Phytoplasma pyri'     بـوده اسـتSalehi et al. 2007, 

Hashemi-Tameh et al. 2014).(  ــدر ــزارش ی ک گ
)Hashemi-Tameh et al. 2014(،'Ca. Phytoplasma 

pronorum' 16(نـا  یم يگروه زرد توپلاسما ازیک فیوSrI (
   .اند شده یابیعلائم زوال رد يدر درختان دارا

ل یمختلـف پس ـ  يهـا  توسـط گونـه   یزوال گلاب يماریب
 و  Cacopsylla pyricola يها گونه. شود یمنتقل م یگلاب

C. pyri ا اعم از درختان یدر دن یگلاب يها شگاهیرواکثر  در
زوال  يمـار یو ناقل ب اند شده گزارش یو وحش یاهل یگلاب

 ـ  ,Jenes et al. 1964, Leomine 1991( باشـند  یم ـ یگلاب

Davies et al. 1992, Carraro et al. 1998, Garcia-
Chapa et al. 2003 .(يها گونهوان یدر تا C. qianli  وC. 

chinensis اند شده گزارش يماریناقل ب عنوان بهز ین )Hsiu-

Lin et al. 2007 .(ــاریعامـــل ب ــط يمـ ســـس  توسـ
 L. C. europeaو  Yank.  Cuscuta campestrisيها گونه
بـه   .C. odorata Ruiz & Pavاد و توسط گونه یزان زیبه م
 .Catharanthus roseus (L.) G(انشپـرو زان کـم بـه   ی ـم

Don.(0ن ی ـا يبـر رو  يماریجاد بیعلائم ا. است شده منتقل
 ز کـم یو کاهش اندازه برگ و ن يزرد صورت بهاه محک یگ

 .Marcone et al(اه اسـت  ی ـگ یاتی ـشدن رشد و قدرت ح

 ـیتوسط پس يمارین بیهمچن). 1999 بـه پـروانش    یل گلاب
 يروز بـر رو  25تا  1 توانند یمن حشرات یا. ابدی یمانتقال 

ــل ب  ــده و عام ــده مان ــروانش زن ــاریپ ــد  يم ــال دهن را انتق
)Avinent et al. 1997.( ز به یوند نیپ لهیوس به يماریب عامل

 ـ شود یممنتقل  "به "و یدرختان گلاب ک تـا  ی ـن یو علائم ب

 Errea et al. 2002, Salehi( شود یماه ظاهر یدو سال در گ

et al. 2008(  
 نـه یدرزماسـت کـه    ییهـا  پژوهشجه یگزارش حاضر نت

همراه بـا زوال در   يتوپلاسمایف يها یژگیون ییو تع یابیرد
و  يدر استان خراسان رضـو  یل گلابیو پس یدرختان گلاب
  .است آمده عمل  بهاز استان فارس  يدینقاط جد

  بررسی يها روشمواد و 
  ه نمونهید و تهیمورد بازد يها محل

 1391تـا   1386 يها سالز ییتابستان و پا يدهایدر بازد
 يکار یمناطق گلاب در یزوال گلاب يماریب یابیرد منظور به

تان استهبان، دانشکده شهرس یمناطق کوهستان(فارس استان 
 قصردشت، دشت ارژن، )باجگاه(دانشگاه شیراز  يکشاورز

) د و مرودشتیدان، خرم بی، سپزیر یند، یراز، بوانات، اقلیش
پزشـکی،   يهـا  چنـاران و بـاغ  (و استان خراسـان رضـوي   

ــات     ــز تحقیق ــه و مرک ــه نمون ــتقلال، مزرع ــیونال، اس ناس
در هـر  . د به عمل آمدیبازد) مشهد شهرستانکشاورزي در 

و یـک   علائـم  يدارادرخـت   چهـار از  یتصادف طور به باغ
 درخـت  150از  ینمونه برگ ـ 150 درمجموع، درخت سالم
هر نمونـه  ( ینمونه پسیل گلاب 30با آسپیراتور . تهیه گردید
 ـ  از روي) پسیل 5متشکل از  علائـم   يدارا یدرختـان گلاب

و بـا   يآور جمع ناسیونال مشهد و باجگاه يها باغ در زوال
  .شگاه انتقال داده شدیدرج مشخصات به آزما

  وندیانتقال با پ

 يهـا  نهـال و  "بـه "ه یپا يرو ينطنز یگلاب يها نهالاز 
در اسـتان   دیی ـتأک نهالستان مـورد  یاز  شده يداریخر "به"

از  یزوال گلاب يماریانتقال عامل ب يبرا هیپا عنوان بهفارس 
 PCRبا استفاده از آزمون  شتریپ. دیاستفاده گرد وندیق پیطر
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. ده بودیبه اثبات رس توپلاسمایبه ف ها نهالن یا یعدم آلودگ
 يهـا  سرشـاخه از . انجـام گرفـت   یبه روش جانب یزن وندیپ

 عنـوان  بـه  علائم يدارا کوچک همراه با دو برگ از درختان
قسمت پایینی پیوندك برش داده شـد  . پیوندك استفاده شد

 شـده  يداری ـخر يهـا  نهال روي ساقه در شکافی مناسب و
 شـده  ونـد یپس از بستن محل پیوند، قسمت پ. قرار داده شد

دو  هـر نهـال   يرو. داده شـد قرار  یکیسه پلاستیک کیدر 
بـا   .ونـد شـد  یعلائم پ يدارا یک درخت گلابیوندك از یپ

 ـ ينطنز یگلاب نهال 15این روش  بـاغ   یبا عامل زوال گلاب
 ـ"نهـال   15ونال مشـهد و  یناس  ـ   "هب   یبـا عامـل زوال گلاب

ونـد  یسـالم و پ  يهـا  شدند و به همراه نهال یزن هیماباجگاه 
به عنوان ) کدام پنج نهال از هر( "به"و  ينطنز ینشده گلاب
از حشـرات تحـت نظـر قـرار      يک گلخانه عاریکنترل در 
  .گرفتند

  انتقال با سس

ونال مشـهد و  یباغ ناس یانتقال عامل زوال گلابمنظور  به
 همکــاران و مــارکوناه پــروانش، از روش یــباجگــاه بــه گ

 .Yunk.  Cبــذور ســس گونــه .دیــاســتفاده گرد) 1989(

campestris سـالم   چغندرقنـد  يها بوته يمحتو یدر گلدان
از  پس .مستقر شود ها آن يکشت داده شد تا سس سالم رو

ــذور ســس و رشــد   ــه زدن ب ــا آنجوان ــه يرو ه ــا بوت  يه
 يجداگانـه رو  طور بهاز سس جدا و  ییها شاخه چغندرقند

 کی ـ .شش بوته پروانش سالم حاصل از بذر قرار داده شـد 
در گلخانه از  قبلاًزوال که  يماریعلائم ب يدارا ینهال گلاب

 ـ   یق پیطر ونال مشـهد  یبـاغ ناس ـ  یونـد بـا عامـل زوال گلاب
 PCRآزمون با   آنتوپلاسما در یشده بود و وجود ف یزن هیما

قـرار داده شـد تـا     هـا  انشوپـر بود در کنار به اثبات رسیده 
ک مـاه بعـد   ی ـ. هـدایت گـردد    آنسس بر روي  يها شاخه

 يها بوتهقطع شد و  یپروانش با نهال گلاب يها بوتهارتباط 

مشاهده علائـم و   يبرا از سسشدن  يپروانش بعد از عار
 يک گلخانه عـار یدر  يان ا ياستخراج د يه نمونه برایته

ن روش  شـش بوتـه   یبـا هم ـ . شـدند  ياز حشرات نگهدار
 ـ هیباجگاه ما یسالم پروانش با عامل زوال گلاب . شـدند  یزن
ها سـس سـالم مسـتقر     آن يشش بوته سالم پروانش که رو

  . شده بود به عنوان کنترل در نظر گرفته شدند

  لیاه و پسیاز گ کل يا ان ياستخراج د

از روش ژانـگ و   اهی ـکل از گ يان ا ياستخراج د يبرا
 .Abou-Jawdah et al( یجزئ یراتییبا تغ )1998(ران همکا

 ل از روشیاز پس ـ کـل  يان ا ياستخراج د يو برا) 2002
. شـد  اسـتفاده ) Avinent et. al. 1997(ننت و همکاران یآو

 50 در ییدر هر دو مورد پس از حـل کـردن رسـوب نهـا    
ان  يد عنـوان  بـه آن  ر، ازیل دو بار تقطیآب استر تریلکرویم
فـوق   يهـا  بـا روش . شد استفاده PCRقالب در آزمون  يا

ک ی ـمـوترش و  یجاروك ل يتوپلاسمایازپروانش آلوده به ف
بـه  ) Salehi et al. 2008( یکه در پژوهش قبل ـ ینهال گلاب

'Ca. Phytoplasma pyri' ن نهـال  یلوده شده بود و همچن ـآ
از  شده يآور جمع يها لیفاقد علائم در گلخانه و پس یگلاب
سـالم   يهـا  فاقد علائم زوال که در باغ یدرختان گلاب يرو

 هـا  کل استخراج شـد و ار آن  يان ا يانتخاب شده بودند د
  .استفاده شد یبه عنوان کنترل مثبت و کنترل منف

  )PCR(مراز یپل يا رهیزنجآزمون واکنش 

براي ردیابی عامل بیمـاري در گیـاه و پسـیل از آزمـون     
PCR ــه ــد ) Nested-PCR( يا دومرحل ــتفاده گردی در . اس

 P1/P7 ییتوپلاسـما یف یجفت آغازگر عموم مرحله اول از
)Deng & Hiruki 1991, Schneider et. al. 1995 (  کـه

ریبـوزومی   RNAجفت باز شـامل   1800با اندازه  يا قطعه
16S 16 يها ژن، فاصله میانS  23وS  23و ابتداي ژنS را
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   يدو مرحله ا PCR يها در آزمون علائم زوال يدارا یواکنش درختان گلاب -1جدول
Table 1. Reaction of pear trees with decline symptoms in  nested PCR assays.  
Locality Fars province  Khorasane-e-Razavi province 

Dasht-e-Arjan Estahban Bajgah  National orchard 
(Mashhad) 

Pezeshki orchard 
(Mashhad) 

Chenaran 

No.of  PCR positive 
trees/No.of  tested trees 

17/26 7/12 12/24  4/8 2/8 2/4 

  
محصـول   ق کـردن ی ـپـس از رق . ، استفاده شدکند یمتکثیر 
PCR  ر، از آن یتقط دو بارل یبا آب استر 1:30اول به نسبت
قالـب بـراي تکثیـر بـا جفـت آغـازگر        يان ا يدعنوان  به

 و) R16F2n/R16R2 )Guendersen & Lee 1996 یعموم
ــازگر   ــت آغـ ) fO1/rO1 )Lorenz et al. 1995جفـ

جفـت  . اسـتفاده گردیـد  ) بیگروه افژولش س ـ یاختصاص(
ب یـــبـــه ترت fO1/rO1 و R16F2n/R16R2 يآغازگرهـــا
ــا  یبــوزومیر يان ا يداز  یقطعــات ــدازهب و  1250 يهــا ان
مخلـوط   ییحجـم نهـا  . کننـد  یم ـر یتکث راجفت باز  1050

 50(تـر  یلکرویم 2 تـر و شـامل  یل کـرو یم PCR ،15واکنش 
تر از هـر آغـازگر بـا    یلکرویم 5/0 الگو، يا ان يد) نانوگرم
تـر از مخلـوط   یلکرویم 35/0کرو مولار، یم 5/0ه یغلظت پا
 5/1مـولار،   یل ـیم 10ه ی ـپا با غلظت) dNTP( يدینوکلئوت

 مـراز یپلم یتر از آنـز یلکرویم 2/0و  برابر 10تر بافر یل کرویم
واحـد در   5ه ی ـبا غلظـت پا ) رانیناژن ایساخت شرکت س(
ر ی ـمقطـر دو بـار تقط   آبتر بود که با افزودن یل کرویمک ی

 يبـرا  ها لوله. تر رسانده شدیلکرویم 15به  ل حجم آنیاستر
مـدل   BIORADکلر یدر دستگاه ترموسـا  PCRچرخه  35

iCyclerTM )ییبرنامه گرما. قرار داده شدند) کایساخت آمر 
PCR  ــامل ــتگ یدق 2ش ــه واسرش ــاول یق ــه  94ه در ی درج
 2گراد، یدرجـه سـانت   94در  یقه واسرشتگیدق 1 گراد،یسانت
 .يقـه بسـط د  یدق 3گراد، یدرجـه سـانت   55قه اتصال در یدق
ل بسط یتکم( ییگراد و چرخه نهایدرجه سانت 72در  يا.ان
 طیشـرا  .گراد بـود یدرجه سانت 72قه در یدق 10) يا.ان .يد

PCR طیمانند شرا يا دومرحله PCR ن ی ـدر ا .م بـود یمستق

 يهـا  علائم از باغ يدارا یدرخت گلاب 150آزمون واکنش 
اهـان  ی، گ)1جـدول  (و خراسـان رضـوي  فارس  يها استان
ــما ــ هی ــده یزن ــا پ ش ــس و  یب ــد و س  ــ 30ون ــه پس ل ینمون

ونال یناس ـ يها درختان آلوده در باغ ياز رو شده يآور جمع
حاصـل از هـر دو    PCRمحصـول  . شـد  یو باجگاه بررس ـ

درصد الکتروفورز و با استفاده از  2/1آزمون در ژل آگاروز 
  .شد يبردار عکسو  یدستگاه مستند ساز ژل بررس

  )RFLP(طول قطعات برشی  یچندشکلآزمون 

بـا جفـت    يا دومرحلـه  PCRن آزمـون محصـول   یدر ا
 آرژن  باز ازجفت  1250حدود ( R16F2n/R16R2آغازگر 
جداگانـه   طور بهمربوط به هر نمونه ) 16S یبوزومیر يان ا
 ,TaqI ) (Fermentasو  AluI ،HinfI، RsaI يهـا  میآنـز با 

Vilnius, Lithuania هـر   يه بـرا ی ـمحلـول پا . هضم شدند
م یبرش با هر آنز يبرا. دیم گردیتنظ تریل کرویم 20واکنش 

بـافر   تـر یل کـرو یمم به همراه دو یاز آن آنز تریلکرویم 15/0
 8ر سـترون بـه   ی ـآب دو بـار تقط  تـر یلکرویم 85/9م و یآنز
توصـیه  اضافه و سپس بر اسـاس   PCRمحصول  تریلکرویم

چهار ساعت در دسـتگاه   به مدت )فرمنتاز(شرکت سازنده 
 يدرجـه بـرا   65( گـراد  یسانتدرجه  37 يترموبلاك با دما

بـا   یم ـیمحصـول هضـم آنز  . قـرار داده شـد   )TaqIم یآنز
ژل آگارز دو درصد الکتروفورز شـد  مختلف در  يها میآنز

 ــ ــا اســتفاده از دســتگاه مســتند ســاز ژل م  یبررســ وردو ب
  .دیگرد يبردار عکسو  قرارگرفته
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  ها ترادف لیوتحل هیهمسانه سازي، تعیین ترادف و تجز

ــول  ــه PCRمحصـ ــازگر   يا دومرحلـ ــت آغـ ــا جفـ بـ
R16F2n/R16R2 ) يان ا آرژن جفت بـاز از   1250حدود 

 InsT/A clone PCRاسـتفاده از کیـت  بـا  ) 16S یبوزومیر

product Cloning Kit (Fermentas, Vilnius, 
Lithuania)     و دســتورالعمل ایــن شــرکت در پلاســمید
pTZ57R/T  يه بــاکتریســوهمســانه ســازي و بــه DH5a 

Escherichia coli   منتقـل شـد )Sambrook et al. 1989( .
دا پس از رشد باکتري حامل همسانه، پلاسمید نوترکیب ج

بـراي   و) Sambrook et al. 1989( شـد  يسـاز  و خـالص 
جنـوبی  در کشـور کـره    Bioneerتعیین ترادف به شـرکت  

آمده با اسـتفاده از برنامـه    دست هاي به ترادف. ارسال گردید
BLAST )http://www.ncbi.nlm.nih.gov(هاي  ترادف ، با

مقایسـه و  ) GenBank(هـا   موجود در بانک جهانی تـرادف 
بـا اسـتفاده از    .هـا جسـتجو شـد    ترادف بـا آن  نیتر کینزد
ــرم  و روش) MEGA5 )Tamura et al. 2011افــزار  ن

Neighbour-Joining تـرادف  ( يجفت بـاز  1250، ترادف
 يها هیجدا) R16F2n/R16R2توسط جفت آغازگر يریتکث
ــرد ــدر ا شــده یابی ــهی ــرادف ن مطالع ــا ت  مشــابه از هــاي ب

هـا   موجود در بانـک جهـانی تـرادف    یفیتوپلاسماي انتخاب
)GenBank(  سـازي   فی ـرد بـا انجـام هـم   . مقایسه گردیـد

چندگانــه میــزان تشــابه نوکلئوتیــدي مشــخص و درخــت 
در ایـن آنـالیز تـرادف مشـابه در     . رسم گردیـد  فیلوژنتیکی

Acholeplasma laidlawii ــه ــوان  ب منظــور  Outgroupعن
در ) Bootstrap( یسنجاعتبار شاخه با انجام اعتبار . گردید
  . قرار گرفت سنجش مورد تکرار 1000

در نرم افـزار   یکس فاصله جفتینه ماتریبا استفاده از گز
DNAMAN 4.02ش یرایــو )LynnonBiosoft, Qebec, 

Canada( يتوپلاســماهاین فیبــ یجفتــ يدرصــد همولــوژ 
ن پـژوهش و چنـد   ی ـدر ا شده یابیرد یهمراه با زوال گلاب

بر اساس ترادف  یهمراه با زوال گلاب یانتخاب يتوپلاسمایف
  .شد یابیارز 16S  یبوزومیر يان ا يد

 Virtual(مجـازي   یقطعـات برش ـ  یطـول  یچندشکل

RFLP(  

ر ین زیدر ب مطالعه مورد يها نیگاه استرین جاییتع يبرا
ــروه ــا گـ ــروه  يهـ ــه  ، 16SrXگـ ــتفاده از برنامـ ــا اسـ بـ

iPhyClassifier )http://www.Usda.gov) (Zhao et al. 

ــوال، )2009 ــل از  یت ــتکثحاص ــی  ياز ژن آر ان ا یر بخش
 17، بـا  R16F2n/R16R2با جفت آغـازگر   16S یبوزومیر

، AluI ،BamHI ،BfaI ،BstUI ،DraI: شـامل  یبرش ـ آنزیم
EcoRI ،HaeIII ،HhaI ،HinfI ،HpaI ،HpaII ،KpnI ،

Sau3AI ،MseI ،RsaI ،SspI و TaqI انجام آزمون  يکه برا
  RFLPرنـد  یگ یاستفاده قـرار م ـ  مورد)Lee et al. 1998( 

بـا نقـوش    و برش داده شد و نقـوش حاصـل بـا یکـدیگر    
 ها میآنزن یتوپلاسماها با همیفگر ید یمیحاصل از هضم آنز

  .مقایسه شدند

  جینتا
  يماریعلائم ب

علائم بیماري زوال گلابـی   د،یمورد بازد در کلیه مناطق
بالا، ریـزش   طرف  به، لوله شدن برگ ها برگشامل قرمزي 
و زوال مشاهده گردید  یدگیسر خشک، ها برگقبل از موقع 

 ـ يها باغاز  یدر بعض). 1 شکل( در اسـتان خراسـان    یگلاب
 یست درصد درختان علائـم زوال را نشـان م ـ  یتا ب يرضو
درختـان   ی، حت ـ "بـه " درختـان از  کی چیه يبر رو. دادند

  .مشاهده نشد يماریآلوده علائم ب یمجاور نواح

  وندیانتقال با پ

  يهـا  ونـدك یپکـه بـا    "به"و نهال گلابی  30از مجموع 
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 ـی -1 شکل  ،يشـامل قرمـز   علائـم زوال  يدارا یک درخت گلاب

در باجگـاه   یک باغ گلابیدر  یدگیو سر خشک ها برگخزان شدن 
  ). استان فارس(

Fig.1. A pear tree showing decline symptoms, 
including leaf reddening , defoliation and dieback  in 
a pear orchard in Bajgah (Fars province). 

  

  
بـا   شده یزن هیما "به"و یگلاب يها در  نهال يماریعلائم ب -2شکل

 ـیر: ونـد یق پیاز طر یعامل زوال گلاب در  يو قرمـز  ي، زردیزبرگ
 ـی؛ ر"به" يها در نهال) B(و پاجوش) A(سرشاخه  ، يزرد یزبرگ

  ).C(یک  نهال گلابیانگره در یو کاهش فاصله م يقرمز
Fig. 2. Disease symptoms on the graft-inoculated pear 
and quince trees with pear decline agent: little leaf, 
yellowing and reddening on branch (A) and sucker 
(B) of the quince trees; little leaf, yellowing, 
reddening and shortened internodes in the pear tree 
(C). 

  

  

 10بودنـد در   شده زدهعلائم، پیوند يدارا از گلابی شده هیته
. سـالم ماندنـد   ها وندكیپ "به"درخت  14درخت گلابی و 

بـود،   زی ـآم تیموفقها  که عمل پیوند در آن ییها نهالاز بین 
درختـان   يهـا  ونـدك یپبـا   شـده  ونـد یدرخت گلابی پ 6در 
وندشـده بـا   یپ "بـه "درخـت   5و  ونال مشهدیاز ناس یگلاب
 يمـار یب علائم از باجگاه علائم يدرختان دارا يها وندكیپ

 صورت به یگلاب يها نهالدر  يماریعلائم ب. دیمشاهده گرد
 و در يانگره وزردی ـ، کـاهش فاصـله م  یز برگ ـی ـ، ريقرمز
 در سـر  يو نـدرتا قرمـز   يزرد صـورت  به "به" يها نهال
فاصـله  حداقل ). 2شکل (و زوال بود  ها و پاجوش ها شاخه
در  يمارین علائم بیوند تا ظهور اولیبا پ یزن هین مایب یزمان
. مـاه بـود   10و  8ب حدود یبه ترت "به "و یگلاب يها نهال
 ـ يو دارا شده یزن هیما يها نهال واکنش  یعلائم در آزمون پ
  .مثبت بود يا دومرحلهآر  یس

  انتقال با سس

 ـ ییها در پروانش  یکه از طریق سس با عامل زوال گلاب
ب ی ـشده بودند به ترت یزن هیماونال مشهد و باجگاه یباغ ناس

و علائمـی   ز بـود یت آمیک بوته عمل انتقال موفقیدر دو و 
انگره مشاهده یو کاهش فاصله م یزبرگیر، يزرد صورت به

نـه   دوره نهفتگی در پروانش حـدود  حداقل). 3شکل (شد 
علائم در  يو دارا شده یزن هیما يها واکنش پروانش. بود ماه

کـه   ییهـا  در پروانش. مثبت بود يدو مرحله ا  PCRآزمون
، يمســتقر شــده بــود علائــم زرد هــا آن يســس ســالم رو

د و واکنش یانگره مشاهده نگردیو کاهش فاصله م یزبرگیر
ــا آن ــون ه ــه ا  PCRدر آزم ــود   يدو مرحل ــر وج از نظ
  .بود یتوپلاسما منفیف

  یگلاب يها ل در باغیپس یابیرد

  لیپس ـ ک گونـه حشـره  ی ـد یمناطق مورد بازد یتمام در
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 ـو کاهش م ي، زردیزبرگیر، علائم A-3شکل   ـدر  هـا  انگرهی ک ی

ونال یبـاغ ناس ـ  یق سس با عامل زوال گلابیبوته پروانش که از طر
، پـروانش  )B( شـده بـود؛   یزن هیما) ياستان خراسان رضو(مشهد 
  .سالم

Fig. 3. A, little leaf, yellowing and shortened 
internodes in a dodder-inoculated periwinkle plant  
with pear decline agent from National orchard in 
Mashhad (Khorasan-e-Razavi province); B, a healthy 
periwinkle plant. 
 

  
 ـ   یآلودگ -4شکل  Cacopsyllaل یبـه پس ـ  یبـرگ درخـت گلاب

pyricola  استان خراسان رضوي(در باغ ناسیونال مشهد(  
 Fig. 4. Infestation of a pear leaf with Cacopsylla. 
pyricola in National pear orchard in Mashhad 
(Khorasan-e-Razavi province). 

  
 ـ يهـا  بـاغ در . دیمشاهده گرد باجگـاه، دشـت ارژن    یگلاب

 لیت پس ـی ـجمع يستان خراسـان رضـو  و ا) استان فارس(
 ـ يرو در مرکـز  . )4شـکل  (ر بـود  یچشـمگ  یدرختان گلاب
فارس توسط  یعیو منابع طب يقات و آموزش کشاورزیتحق

بـا   و يمتخصص مربوطه با توجـه بـه خصوصـیات ظـاهر    
ــایی  ــد شناس ــتفاده از کلی  ;Burchardt et al. 1986(اس

Ahmadi et al., 202(ق یتحق نیدر ا شده يآور جمعل ی، پس
. ص داده شدیتشخ Foerster Cacopsylla pyricola گونه 
ــر ــایمهمت ــا Cacopsylla pyricolaز ین وجــه تم ــا س ر یب
 ـ وجود پارامرهـاي  Cacopsyllaجنس يها گونه  ای ـ یهلال
  .شکل در حشرات نر بود یداس

علائــم زوال و  يتوپلاســما در درختــان دارایردیــابی ف
  یان گلابدرخت ياز رو شده يآور جمع يها لیپس

 P1/P7مراز با جفـت آغـازگر   یپل يره ایدر واکنش زنج
گلابـی و پسـیل بانـدي مشـاهده      يها نمونهاز  کی چیهدر 

قطعه آغازگر ن شرایط با این جفت یولی تحت هم. نگردید
پروانش آلـوده بـه    در نمونه )جفت باز 1800(مورد انتظار 

 تکثیـر ) کنترل مثبت(موترش یعامل جاروك ل يتوپلاسمایف
  .شد

واکــنش شــش درخــت  يا مرحلــه دو PCRدر آزمــون 
پزشکی در مشهد، دو درخـت   ونال ویناس يها از باغ یگلاب
درخـت   17گلابـی باچگـاه،    درخت 12در چناران،  یگلاب
 6، )1جـدول (گلابی استهبان  درخت 7دشت ارژن،  یگلاب

پیونـد، سـه    لهیوس ـ به شده آلوده "به"نهال  5و  ینهال گلاب
مثبـت شـامل    يهـا  توسط سس و کنترل شده آلودهپروانش 
موترش یجاروك ل يتوپلاسمایپروانش آلوده به ف يها نمونه

ــو  ــی ــال گلاب  ــ یک نه ــژوهش قبل ــه در پ ــه  یک  .Ca'ب

Phytoplasma pyri' لوده شده بود مثبت بـود و بانـدهاي   آ
 جفــــت آغــــازگر(جفــــت بــــاز  1250انتظــــار مورد

R16F2n/R16R2 ( ــاز   1050و ــت ب ــازگر (جف ــت آغ  جف
fO1/rO1 (يهـا  نمونـه تحت همین شـرایط در  . ر شدیتکث 
دان، ی، سـپ زی ـر یند، ی، بوانات، اقلقصردشت يها گلابی باغ
، باغ اسـتقلال، مزرعـه  )استان فارس(د و مرودشت یخرم ب
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، 4، 3، 2، 1   يها راهک. )B( R16F2n/R16R2 و) fO1/rO1 )Aيآغازگرهابا جفت  يا دومرحله PCR الکتروفورز محصولات -5شکل 

 ـاز  شـده  هیته يها وندكیبا پ شده وندیپ "به"به ترتیب در نهال  يان ا يد يها ، نمونه6و 5  ـ ی علائـم زوال در بـاغ    يدارا یک درخـت گلاب
 ـ يها درخت ياز رو شده آوري ک نمونه پسیل جمعیونال، یناس بـا   شـده  ونـد یعلائـم زوال در بـاغ ناسـیونال، نهـال گلابـی پ      يدارا یگلاب
ناسیونال بـا سـس و دو    یبا عامل زوال گلاب شده یزن هیعلائم زوال در باجگاه، پروانش ما يدارا یک درخت گلابیاز  شده هیته يها وندكیپ

 ـبـه ترت  يان ا يد يها ، نمونهB7وو  A 7 يها راهک. گلابی باجگاه و دشت ارژن يها علائم زوال از باغ يدارا یدرخت گلاب ب در نهـال  ی
، A 8 يهـا  مثبت؛ راهـک  يها موترش به عنوان کنترلیجاروك ل يتوپلاسمایو پروانش آلوده به ف 'Ca. Phytoplasma pyri'آلوده به یگلاب

فاقد علائـم   یدرختان گلاب يز روا شده آوري ل جمعیفاقد علائم زوال در گلخانه و پس یب در نهال گلابیبه ترت يان ا يد يها ، نمونهB 8و
  .(Fermentas, Vilnius, Lithuania) يجفت باز 100 ی، نشانگر مولکول Mراهک.؛یمنف يها زوال به عنوان کنترل

Fig.5. Gel electrophoresis of nested PCR products with the primer pairs fO1/rO1 (A) and R16F2n/R16R2 (B). 
Lanes 1, 2, 3, 4, 5 and 6 represent DNA templates from a quince tree graft -inoculated with a scion from a pear 
tree showing decline in the National pear orchard, psyllid insects collected from the  pear trees showing decline 
symptoms in National orchard, a grafted pear tree with a scion from a pear tree showing decline in a pear 
orchard in Bajgah, a dodder-inoculated periwinkle plant  with National pear decline agent, and two naturally 
decline affected pear trees in Bajgah and Dasht-e-Arjan, respectively. Lane 7 (A and B) represents amplified 
DNA from a pear tree and a periwinkle plant infected with 'Candidatus Phytoplasma pyri' and 'Ca. Phytoplasma 
aurantifolia' respectively, as positive controls. Lane 8 (A and B) representing DNA templates from a healthy 
pear tree and healthy pear psylla, respectively, were used in PCR as negative controls. M, 100 bp molecular size 
marker (Fermentas, Vilnius, Lithunia). 

  
ــات کشــاورزي   ــز تحقیق ــه و مرک ــان مشــهد، (نمون خراس

 ـ) يرضو ر نشـد  ی ـتکث ین قطعـات یسـالم چن ـ  یو نهال گلاب
  ).5شکل(

وجود عامل بیمـاري در بـدن    ازنظرز ین پسیل يها نمونه
بــا اســتفاده از جفــت  يا دومرحلــه PCRبــا آزمــون  هــا آن

 و R16F2n/R16R2و ) در مرحله اول( P1/P7آغازگرهاي 
fO1/rO1 )گـروه   يفیتوپلاسماها یجفت آغازگر اختصاص

در ایــن . در مرحلــه دوم آزمــایش شــدند )افــژولش ســیب
 3 و ينمونه از استان خراسان رضـو  4( نمونه 7 آزمون در

 يبانـدها  ینمونه  مورد بررس 30از  )نمونه از استان فارس
. ر شدیتکث) جفت باز 1050و  1250ب یبه ترت(مورد انتظار 

 ـدرختان گلا ياز رو شده يآور جمعل یپس يها نمونهدر   یب
سالم انتخـاب شـده بودنـد     يها فاقد علائم زوال که در باغ

  ).5شکل (د یمشاهده نگرد ییباندهان یچن

  RFLPآزمون 

بـا جفـت    يا دومرحله PCRمحصول  RFLPدر آزمون 
 ـ يهـا  مربـوط بـه نمونـه    R16F2n/R16R2 آغازگر یگلاب
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با اسـتفاده   R16F2n/R16R2با جفت آغازگر  شده ریتکث يان ا يمحصولات هضم آنزیمی قطعات دنقوش حاصل از الکتروفورز  -6شکل 

پسیل  نمونهک نمونه یب در یبه ترت شده ریقطعات تکث 5،4،3،2،1 يها راهک). D(Taq1و ) HinfI )A( ،RsaI )B(، AluI )C يها میآنزاز 
 ـاز  شده هیته يها وندكیبا پ شده وندیگلابی پباجگاه،  نهال  در یگلاب يها درخت ياز رو شده آوري جمع  ـ ی علائـم   يدارا یک درخـت گلاب

باجگـاه و   يهـا  علائم زوال از باغ يق سس، گلابی دارایباغ ناسیونال از طر یزوال گلاب با عامل شده یزن هیماونال، پروانش یزوال در باغ ناس
  .(Fermentas, Vilnius, Lithuania)يجفت باز 100 ی، مارکر مولکولMراهک . دشت ارژن

Fig. 6. Gel electrophoresis patterns from digestion of the R16F2n/R16R2 amplified fragments  using HinfI (A), 
RsaI (B), AluI (C) and TaqI (D) enzymes. Lanes 1,2,3,4 and 5 represent the amplified fragment from a psyllid 
sample collected on pear trees in Bajgah pear orchard, a grafted pear tree with a scion from a pear tree showing 
decline in the national orchard,  a dodder-inoculated periwinkle plant with National pear decline agent, and two 
naturally decline affected pear trees in  Bajgah and Dasht-e-Arjan, respectively. Lane M, 100 bp DNA molecular 
marker (Fermentas, Vilnius, Lithunia). 

  
، )ياستان خراسان رضو(ونال یعلائم زوال از باغ ناس يدارا

ل یپس ـ يهـا  ، نمونـه )اسـتان فـارس  (باجگاه و دشت ارژن 
 شده وندیپ ی، نهال گلابباجگاه یدر باغ گلاب شده آوري جمع
 ـیاز  شده هیته يها وندكیبا پ علـئم   يدارا یک درخت گلاب

با عامـل زوال   شده یزن هیما و پروانش ونالیزوال در باغ ناس
 TaqIو  HinfI ،RsaI ،AluI يهـا  میآنـز  بـا باجگـاه   یگلاب

 یدر تمـام  یم ـینقوش حاصل از هضـم آنز . برش داده شد
  ) 6شکل (کسان بود یگر یکدیبا  ها نمونه

  تعیین ترادف و آنالیز فیلوژنتیکی

بـا جفـت آغـازگر     يا دومرحلـه  PCRمحصـول   ترادف
R16F2n/R16R2 ) يان ا آرژن جفت بـاز از   1250حدود 

در درختـان   شـده  یابی ـن ردیدر پنج  استر )16S یبوزومیر

 يهـا  و نمونـه  ونال مشهدیناس باجگاه، استهبان و باغ یگلاب
 ـدرختـان   يشـده از رو  يآور جمـع ل یپس باجگـاه و   یگلاب
پس از همسانه سازي و تعیین تـرادف، بـه    ونال مشهدیناس

، )Accession numbers(هــاي  ترتیــب تحــت رس شــمار
KP136789 - KP136785 ها ثبـت   در بانک جهانی ترادف

ن یـی تعجستجو با برنامه بلاست با استفاده از قطعـه  . ندشد
مطالعـه در ایـن    هاي مـورد  ، نشان داد که ترادفشده ترادف
هـا،   هاي موجود در بانک ترادف در میان فیتوپلاسما تحقیق

ــترین ــباهت  بیشـ ــا شـ  'Ca. Phytoplasma pyri'را بـ
)AJ542543(، 16رگروه یزاز  ییتوپلاسمایفSrX-C  دارنـد .

و  مطالعــه مــورد يهــا هیــجدا يهــا ده از تــرادفبــا اســتفا
 ییتبار زاز یآنال ،ها ترادف یاز بانک جهانهاي مشابه  ترادف

ــد  ــام ش ــت . انج ــارزادر درخ ــل  ییتب ــکل (حاص  ،)7ش
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 ان اي ریبـوزومی   آراز ژن  یاساس تـرادف نوکلئوتیـدي بخش ـ  بر Neighbor-joining با استفاده از روش  یکیلوژنتیدرخت ف -7شکل 

16Sم شـد؛  یها ترس ـ ترادف یگر از بانک جهانید يلاسماتوپیف 12و ) رهیت( ن پژوهشیشده در ا یابیرد يتوپلاسماهایفCa. ،Candidatus ؛
P. ،Phytoplasma ؛Cacopsylla, C. ـ ياعداد رو؛   ـا زی  ـ  1000 يبـرا ) bootstrap(اعتبـار سـنجی   هـا  ر شـاخه ی باشـند؛ از   یتکـرار م

Acholeplasma laidlawii نیاستر JA1 عنوان به outgroup .استفاده شد .  
Fig. 7. Phylogenetic tree constructed  by the neighbour-joining method based on partial sequence of 16S rRNA 
gene of  the phytoplasmas in the present study (bold) and 12  other phytoplasmas from Genbank; Ca., 
Candidatus; P., Phytoplasma; C., Cacopsylla; Numbers above or below branches are bootstrap values obtained 
for 1,000 replicates. Acholeplasma palmae  strain JA1was used as an outgroup. 

  
 AJ542543( ییاروپـا با دو جدایه مطالعه  مورد يها یهجدا

-KC902803 یرانــــیاو پــــنج جدایــــه ) KF849463و 

KC902807)( 16رگروه یز ازSrX-C شدند يبند طبقه.   
 يهـا  نینشـان داد کـه  اسـتر    يدرصد همولـوژ  یابیارز
ن تشـابه  یشـتر ین پژوهش، بیدر ا شده یابیرد ییتوپلاسمایف

 .Ca'گر، یکـد یرا بـا  ) درصـد  100تا  99/99( يدینوکلئوت

Phytplasma pyri'  )AJ542543 (متعلق بـه    ینیو با استر
'Ca. Phytplasma pyri'  ــفهان ) KC902803(از اصـ

)Hashemi-Tameh et al. 2014(ن ین کمتـر یهمچن. داشتند
 .Ca'متعلق به ییتوپلاسمایبا  ف) درصد  93تا  8/92(تشابه 

Phytplasma asteris'  )KC902811) (Hashemi-Tameh 

et al. 2014(ـی، د  در اسـتان اصـفهان    یگر عامل زوال گلاب
عامـل زوال   يتوپلاسمایبا ف ها نین استریزان تشابه ایم. بود

 Ca. Phytoplasma'از  ینیلان، اســـتریدر گـــ یگلابـــ

prunorum' )KC902808( بود 98/ 8، حد اکتر.  
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همراه  يتوپلاسمایف 16Sان اي ریبوزومی  آرجفت باز از ژن  1250بر اساس ترادف نوکلئوتیدي  يمجاز RFLP نقوش حاصل از -8شکل 

 ـرد يها فیتوپلاسما ندهیبه عنوان نما )KP136786(ونال مشهدیدر باغ ناس یبا زوال گلاب  ـ  شـده  یابی  ـیو پس ـ یدر درختـان گلاب در  یل گلاب
، AluI ،BamHI ،BfaI ،BstUIهـاي   استفاده از آنزیم باAJ542543)(B) (  'Candidatus Phytoplasma pyri' و )A(پژوهش حاضر 

DraI ،EcoRI ،HaeIII ،HhaI ،HinfI ،HpaI ،HpaII ،KpnI ،Sau3AI ،MseI ،RsaI ،SspI وTaqI  .MW،virtual ØX174 

HaeIII digested size marker   
Fig. 8. Virtual RFLP patterns from in silico  digestions of 1250 bp nucleotide sequence of 16S ribosomal RNA 
gene of a phytoplasma associated with pear decline disease in the National pear orchard (KP136786), 
representing  phytoplassmas associated with decline disease in pear trees and pear psylla detected in the present 
study (A) and 'Candidatus Phytoplasma pyri' (AJ542543) (B). The following restriction enzymes were used in the 
simulated digestions: AluI, BamHI, BfaI,  BstUI, DraI,  EcoRI, HaeIII, HhaI, HinfI, HpaI, HpaII, KpnI, Sau3AI, 
MseI, RsaI, SspI and TaqI. MW, virtual ØX174 HaeIII digested size marker. 

  
RFLP مجازي  

جفت باز از ژن ار ان  1250مجازي بر اساس  RFLPآنالیز 
ــه  تکثیـــــري جفـــــت ( 16Sاي ریبـــــوزومی  ناحیـــ

 برشـی  يهـا  نشان دادکـه الگـو  )  R16F2n/R16R2آغازگر
 ـ  يماریب همراه با  يها توپلاسمایف  یزوال در درختـان گلاب

ل یپس ـ يهـا  و نمونـه  ونال مشهدیناسباجگاه، استهبان و باغ 
ونال یباجگـاه و ناس ـ  یگلابدرختان  يشده از رو يآور جمع
ــا الگــو مشــهد ــا ب ــ يه  'Ca. Phytoplasma pyri' یبرش

)AJ542543 (رگــروه یزنــده یو نما یعامــل زوال گلابـ ـ
16SrX-C 8شکل ( باشد یم) 1تشابه ب یضر(کسانی( .  

  بحث
 يا قرمـزي و لولـه   دی ـمورد بازد مناطق یدر تمام باًیتقر

و زوال که از علائم  یدگیسر خشکبالا،  طرف بهشدن برگ 
از درختـان   ي، در تعـداد باشـد  یمبیماري زوال گلابی  بارز
ــ ــد مشــاهده یگلاب ــا اســتفاده از  PCR آزمــوندر  .گردی ب

ــا ــ يآغازگره ــماهایف یاختصاص ــتوپلاس ــ ی، همراه ک ی
مشهد و چناران در  يها در باغ علائم گونه نیا توپلاسما بایف

و سه منطقه از فارس شامل باجگاه،  ياستان خراسان رضو
 دهد یمن امر نشان یا. دیبه اثبات رس دشت ارژن و استهبان

 ـ   نیاکه   يمـار یوجـود ب  نشـانگر  یعلائم در درختـان گلاب
 ـ يمـار یران بی ـدر اشتر یپ. است ییتوپلاسمایف  یزوال گلاب
و همکاران از استهبان فارس  ین بار توسط صالحیاول يبرا

از  يمـار ین بی ـا راًی ـاخ). Salehi et al. 2008(گزارش شد 
-Hashemi( ز گزارش شده اسـت یلان نیاستان اصفهان و گ

Tameh et al. 2014( .  از  یدر پـزوهش حاضـر در بعض ـ
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 ـ  توپلاسـما  یعلائـم زوال ف  يدارا یمناطق در درختـان گلاب
 يمـار یبـودن ب  ییتوپلاسـما ینان از فیاطم يبرا. نشد یابیرد

ماننـد انتقـال    یکیولوژیب يها د از آزمونیبا یزوال در گلاب
آر اسـتفاده   یس ـ یژه پیبه و یمولکول يها وند و آزمونیبا پ
 یو زوال درختان گلاب ها زش برگیو ر يعلائم قرمز. شود
گـر  ید يها يماریا بیو  یطیمح يها از تنش یتواند ناش یم

گر عـدم  یاز دلائل د یکی). Seemuller et al. 2011(باشد 
علائم زوال، رقت کـم   يتوپلاسما در درختان دارایف یابیرد
در  هـــا گســـترش آن یکنـــواختیتوپلاســـماها و عـــدم یف

 Bertaccini and(باشـد   یمختلف درخـت م ـ  يها قسمت

Duduk, 2009 .(ــده ــا وجــود بازدارن ــ يه ــ یپ آر در  یس
ز ی ـن) Musetti et al. 2000, Lepka et al. 1999(درختـان  

ک درخـت  ی ـتوپلاسـما در  یف یابی ـتواند علت عـدم رد  یم
درصــد درختــان مــورد  65ش ازیبــ یآلــودگ. آلــوده باشــد

نشـان  ) 1جـدول  ( یاز مناطق مورد بررس یش در بضیآزما
 ـ يمـار یدهد کـه ب  یم کشـت   يبـرا  يدی ـتهد یزوال گلاب

از  يمـار ین بی ـا تـر  شیپ .باشد یران میدر ا یدرختان گلاب
اســت  شــده گــزارشز یــلان نیاصــفهان و گــ يهــا اســتان

(Hashemi-Tameh et al. 2014).  ـ علائـم  در  یزوال گلاب
ده ی ـران دی ـر نقاط ایدر سا یگلاب يها باغو  ها نهالستاناکثر 
زوال  يمـار یزان پـراکنش و خسـارت ب  یم یابیارز. شود یم

  .دارد يشتریقات بیاز به تحقیران نیدر ا یگلاب
 ـ يماریب ییتوپلاسمایت فیتوجه به ماه با و  یزوال گلاب

 )Seemuller et al. 2011(ونـد  یق پی ـانتقال عامل آن از طر
بـا   يمـار ید، عامـل ب یز به اثبـات رس ـ ین پژوهش نیکه در ا

اه آلوده قابل انتقـال اسـت و   یگ يها ر قسمتیوندك و سایپ
کشـت   يد بـرا ی ـک تهدی یبه روش سنت ینهال گلاب دیتول

 يریشگیپ يها راهاز  یکی. باشد یران میدر ا یدرختان گلاب
از  يعار يها نهاله یته یگلاب يها باغدر  يماریاز استقرار ب

  .باشد یمو مدرن  یعلم يها روشتوپلاسما با یف

 یاهی ـعامل بیماري از طریق سس به گیاه پروانش کـه گ 
ــرا  ــماهایف يمحــک ب ــد  توپلاس ــال داده ش ــت انتق  در. اس

عامـل زوال   يتوپلاسمایوجود ف RFLPو  PCR يها آزمون
 تـر  شیپ. دیبه اثبات رس شده یزن هیما يها در پروانش یگلاب
 C. campestrisگونـه   توسط یزوال گلاب يماریعامل ب زین

 یک ـی ).Seemuller, 1989(بـود   شده دادهبه پروانش انتقال 
ــتکث يهــا راهاز  عامــل زوال  يتوپلاســمایف ير و نگهــداری
 ـ  لهیوس ـ بـه انتقـال آن   در گلخانه یگلاب بـه   یسـس از گلاب

ونـد  یق پی ـاز طر یشـتر و دائم ـ یب ری ـتکثپروانش و سـپس  
  .باشد یم

 يهـا  توپلاسـما یف یاختصاص ـ fO1/rO1جفـت آغـازگر   
 .Lorens et al(باشـد   یم ـ) 16SrX(ب یگروه افزولش س ـ

ــر اســاس). 19955 ــتکث ب ــا جفــت آغــازگر ی  fO1/rO1ر ب
در  مطالعـه  مورددر مناطق  یعامل زوال گلاب يتوپلاسمایف

 ـیدرختان و پس ب یس ـ افـژولش متعلـق بـه گـروه     یل گلاب
)16SrX (براساس . باشد یمRFLP يتوپلاسماهایف يمجاز 
و بـا   گریکـد یل با یپس يها نمونهدر درختان و  شده یابیرد

  'Ca. Phytoplasma pyri' (AJ542543)يشـنهاد یگونـه پ 
ــده ینما ــکســان ی  16SrX-Cرگــروهیزن ــال. دنباشــ یم  زیآن
 ا یدر اکثر نقاط دن. را تایید کرد  RFLPنیز نتایج یکیلوژنتیف

'Ca. Phytoplasma pyri' ــه ــ عنــوان ب  یعامــل زوال گلاب
 ..(Seemuller and Schneider 2004)اسـت   شده  گزارش

گروه  يها توپلاسمایمورد مطالعه با ف يها نیک از استریچیه
کـه   'Ca. Phytoplasma prunorum' و )16SrI(نا یم يزرد
 .Hashemi-Tameh et al( انـد  شتر از ایران گزارش شدهیپ

ــد ) 2014 ــه بن ــد  يطبق ــکل (نش ــارز). 7ش ــد  یابی درص
مـورد   يهـا  نیز  نشان داد که استرین يدینوکلئوت يهمولوژ

 .Ca' يشـنهاد یرا بـا گونـه پ   ين همولـوژ یشـتر یمطالعـه ب 

Phytoplasma pyri' دارند.  
 ـ يها باغدر   ـ  يد روی ـمـورد بازد  یگلاب  یدرختـان گلاب
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 Cacopsylla  گونه یل گلابیو سالم پس علائم زوال يدارا

pyricola، آر بـا جفـت    یس یدر آزمون پ. دیمشاهده گرد
 یو جفـت آغـازگر اختصاص ـ   توپلاسماهایف یعموم آغازگر

روي  شـده  آوري پسـیل جمـع   يهـا  در نمونهب یافژولش س
 یابی ـتوپلاسـما رد یک فیدرختان گلابی داراي علائم زوال 

بـا   یکیلـوژنت یز فیو آنـال  RFLPشد که بـر اسـاس آزمـون    
 ـ  شـده  یابیرد يتوپلاسماهایف در همـان   یدر درختـان گلاب

ــاغ ــا ب ــه پ  ی ه ــه گون ــق ب ــان و متعل ــنهادیکس  .Ca' يش

Phytoplasma pyri' اظهـارنظر  تـوان  یمن اساس یبر ا. بود 
زوال  يمـار یب یع ـیل انتقـال طب یپتانس ـ یل گلابیکرد که پس

 ـ يها باغدر  یگلاب  ازنـان  یاطم يبـرا . ران را داردی ـا یگلاب
 ـ  شده کنترلط ید تحت شرایناقل بودن با  یعامـل زوال گلاب
ن حشره از درختان آلوده به درختان سالم انتقال یرا توسط ا

 .Ca'ت در انتقـال  ی، اختصاص ـگونه  نیا يها یژگیواز . داد

Phytoplasma pyri' ــ ــد یمـ  Weintraub and( باشـ

Beanland, 2006 ( ــل  Ca. Phytoplasma'و ناقــ

pronurum' ــروه زرد ییتوپلاســمایو ف ــه در یم ياز گ ــا ک ن
ــا  ــی ــوان عامــل زوال گلاب ــه عن ــد گــزارش شــده یران ب  ان
)Hashemi-Tameh et al. 2014 ( يگـر یاحتمالا حشـره د 

ران وجود یا يکار یدر همه نقاط گلاب C. pyricola . است
زوال  يمـار ین با انتقال عامل بیبنابرا) Emami 2016(دارد 
 يمـار یک منطقه، بیل به یا پسی یاهیهمراه با مواد گ یگلاب

 ـیا. ابدی یزوال در آن منطقه گسترش م ن گـزارش از  ین اول
 ـ يماریب ط و نقـا  يدر اسـتان خراسـان رضـو    یزوال گلاب

در استان فـارس شـامل باجگـاه و دشـت ارژن و      يدیجد
در بـدن   'Ca. Phytoplasma pyri'اولین گزارش از وجود 

  .باشد یران میپسیل گلابی در ا
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