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زميني از هاي سرارغواني و استالبور سيبارزیابي انتقال فایتوپلاسماهاي همراه بيماري
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 **1و مسعود بهار  *1 سيد مهدي لوح موسوي

 ( 24/10/1403، تاریخ پذیرش:  1403/ 23/08)تاریخ دریافت: 

 دهيكچ 

بيماري  Ca. P. trifoliiو    Candidatus Phytoplasma solaniفایتوپلاسماهاي   اصلي  عوامل  استالبور از  و  سرارغواني   هاي 

 بذري در انتقال این   هاي، ولي نقش غدهشوندمحسوب مي ها ناقل اصلي فایتوپلاسماها  زنجرک  چههستند. گر  اصفهاناستان  زميني در  سيب

بيماري انتشار  و  کاشت  فایتوپلاسماها  با  حاضر،  بررسي  در  نيست.  مشخص  منطقه  در  مزبور  از    111هاي  آمده  بدست   بوته   47غده 

هاي  (، طي آزمون22)%  زميني نسل دومبوته سيب  25با عوامل فایتوپلاسمایي در گلخانه و تحت شرایط بدون زنجرک،    هزميني همرا سيب

nested-PCR    آلوده بهCa. P. solani    بدون علایم بودند. در   بوتهعلایم فایتوپلاسمایي داشتند و شش    بوته  19تشخيص داده شدند که

این نمونه ها   از  فایتوپلاسما به گياهان نسل سوم،    Ca. P. trifoliiهيچكدام  انتقال  ارزیابي ميزان  براي  از    82ردیابي نشد.  غده حاصل 

 Ca. P. trifoliiردیابي  ردیابي شد، ولي    Ca. P. solaniاز این گياهان  (  6)%  شدند که فقط در پنج نمونه  کشتدوم  ياهان آلوده نسل  گ

آنها   ميزبان،  در  بالاتر در  تيتر  دليل  به  احتمالا  بود.  بعدي   Ca. P. solaniمنفي  نسل  گياهان  به  طریق غده  از  انتقال  بيشتري در  توانایي 

انتقال   نزولي  پراکندگي از طریق غده  Ca. P. solaniداشت. روند  دليل  نشان داد که احتمالا به  هاي دختري در نسل هاي دوم و سوم 

غده تمامي  آبكش،  آوندهاي  در  فایتوپلاسما  گياه  غيریكنواخت  یک  فایتوپلاسمابيمار  هاي  انتقال نميآلوده    به  نرخ  کاهش  عليرغم  شوند. 

فایتوپلاسما توسط    ناشي از  هايتواند منبعي براي گسترش بيماريين ميزان آلودگي کم نيز ميهاي متوالي، همهاي نسلفایتوپلاسما در غده

 ها در منطقه باشد.زنجرک
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Abstract 

 

Candidaus Phytoplasma solani and Ca. Phytoplasma trifolii are the dominant causal agents of potato purple 

top and stolbur diseases in Isfahan province. While leafhoppers are known as the primary vectors of 

phytoplasmas, the exact impact of seed tubers on the transmission of phytoplasmas across different 

generations is still uncertain.  In this study, 111 potato tubers from 47 phytoplasma-associated plants were 

grown in an insect-proof greenhouse The nested-PCR assays revealed that 25 second-generation potato 

plants tested positive for Ca. P. solani (22%), 19 of which were symptomatic. Ca. P. trifolii was not detected 

in any of these plants. As the third generation, 82 progeny tubers were replanted from the 47 samples. 

Among these, only five plants were identified as infected with Ca. P. solani (6%), while they were negative 

for Ca.P. trifolii. The elevated titer of Ca. P. solani within the host may have played a significant role in 

enhancing the seed transmission of the pathogen to subsequent generations. The decrease in the transmission 

rate of Ca. P. solani in offspring suggests that the uneven distribution of phytoplasma within the phloem may 

result in circumstances where not all tuber derived from an infected maternal tuber becomes infected. 

Despite a relatively low-rate of phytoplasma transmission across successive generations of seed potatoes, 

this reduced transmission level remains significant as a source of phytoplasma inoculum, facilitating the 

spread of the disease through leafhopper vectors. 
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 مقدمه 

 Potato purpleهای فایتوپلاسمایی سرارغوانی )بیماری

top, PPTشدد ) )(، جاروییPotato whiches’broom, 

PWB و )( اسدددتار ورPotato stolbur ازشدددای ) تدددری 

 شددون   دد  زمینددی موبددو  مددیهددای سددی بیمدداری 

 خبارت ساریان  آنهدا در سرتاسدر دنیدا لابدج توجد  اسدت

 (Lee et al. 2006 اگر چ  رور .)های جوا)، ای ش ) برگ
های هوایی های بالایی بوت  و توری  غ هارغوانی ش ) برگ

در     س  بیمداری فایتوپلاسدماییب  عنوا) علایم عمومی ای
(، وری بروز Girsova et al. 2016ان  )زمینی ذ ر ش هسی 

هدا در آخدر ف دج و تورید  علایم زردی و پژمردگی بوتد 
شدلج در هدای نییهای نرم و اسفنجی ب  همراه جوان غ ه

 Lee et al. 2006; Santos-Cervantesبیماری سرارغوانی )

 et al. 2010; Wright et al. 1983 (داه  فالد   میدا  ،)
هدا در بیمداری جدارویی شد ) ها و رش  ان دوه شداخ گره
(. 1997 et alKhadhair  و تورم جوان )  هدای جدان ی بدی

هدای هدای خمید ه از غد هها ب  همراه تورید  جواند شاخ 
 ;Girsova et al. 2016 وچددد در بیمدداری اسددتار ور )

2016 .et alMitrovic حد ودی بد  تفلیدد اید  سد   ( تا
 نمای .بیماری فایتوپلاسمایی در مزرع   مد می

ب  عنوا) عامدج بیمداری  Ca. P. solani در حال حاضر،
 زمینی تدری  بیمداری فایتوپلاسدمایی سدی استار ور، شدای 

 ;Ember, et al. 2011آیدد  )در اروپددا، بدد  حبددا  می

Girsova et al. 2016 (د  ار تد  انتردار آ  ) در  ردورهای
آسیایی، آفریقایی، آمریلای لاتی  و نیوزی ن  نیدز چردمریر 

ب   Ca. P. trifolii (16SrVI)(. اگرچ  EPPO 2024) است
 زمینی شدناخت  عنوا) عامج بیمداری جدارویی شد ) سدی 

 et al. 2011a; Khadhair et alHosseini .شدود )مدی

 (، ورددی فایتوپلاسددماهای متددد د دیرددری نیددز از 1997

 ،Candidatus Phytoplasma asteris (16SrI)جم ددد  

 Ca. Phytoplasma trifolii (16SrVI)  ،Ca.  

Phytoplasma aurantifolia (16SrII) ،Ca. 

Phytoplasma americanum (16SrXVIII)  در بیمدداری
 .Santos-Cervantes et alسدرارغوانی  دخاردت دارند  )

(. علاوه بر ای ، گزارش فایتوپلاسدماهای ج ید تری 2010
( همراه با Franco-Lara et al. 2023)  Ca. P. fraxiniمانن   
دهدد   دد  مملدد  اسددت در آیندد ه زمینددی نرددا) مددیسددی 

فایتوپلاسماهای دیرری نیز ب  ای  فهرسدت اضداف  شدون . 
هددای تنددوف فایتوپلاسددماهای میت ددر در بددروز بیمدداری

ش ) و استار ور در مناطق میت ر دنیا یسرارغوانی، جاروی
دهد   د  مملد  ها نردا) مدیو ش اهت علایم ای  بیماری

های میت ر جغرافیایی، می وطی از اید  است در مولدیت
زمیندی های فایتوپلاسمایی سدی بیمارگرها در بروز بیماری

نق  داشت  باشن     مدمولا ید یدا دو فایتوپلاسدما نقد  
تدری را ر فایتوپلاسماها نق  جزئیمووری و ال ی و دیر

 ;Leyva-Lopez et al. 2002  نن  )زایی ایفا میدر بیماری

Santos-Cervantes et al. 2010) . 
هدای از طریق گون   عم ه  بطور  بیمارگر  هایفایتوپلاسما

 منتقددج مددی شددون ( Cicadellidae) میت ددر زنجددر 
(Weintraub, et al. 2006در بی  آنها زنجر  گج    ) مینا
(Macrosteles facifron Stål و )لندد  زنجددر  چغن ر
(Circulifer tenellus Baker در انتقدال فایتوپلاسدماهای )

نق  بیردتری   زمینیسی   ش )یعامج سرارغوانی و جاروی
 .Hiruki & Wang 2004; Munyaneza et alدارند  )

2006; Murphy et al. 2014 .) در اروپا و منطقد  م یتراند 
  Hyalesthes obsolete Signoretاروپدا ، زنجر  بدومینیز

 می باشد  Ca. P. solani ان ی  ال ی انتقال فایتوپلاسمای 
(2016 et alMitrovic ) . اخیرا زنجر  پ ی فاژLinnaeus 

(Hempiptera: Cixiidae) Pentastiridius leporinus  

مدرفدی شد ه اسدت اید  فایتوپلاسدما  ب  عندوا) نالدج    نیز
(Rinklef et al. 2024). 

هدای مدویی   ت ور اوری  ای  بود    ب  دریج توری  جواند  
های م تلا ب  بیمداری  های ب ست آم ه از بوت  ضدیر در غ ه 



 ينيزم بيغده س يتوپلاسماهایو بهار: انتقال فا يلوح موسو

17 17 
 

ارغوانی، املددا) رشدد   امددج گیدداه و در نتیجدد  انتقددال  سددر 
های بدد ی فدراهم نیبدت،  فایتوپلاسما از طریق غ ه ب  نبج 

مانی  ه های م تلا ب  جارویی ش )، املا) زند  هر چن  در غ ه 
(. بددا ایدد  حددال،  Wright 1983فایتوپلاسددما وجددود دارد ) 

از طریق    PPTعامج بیماری    33تا%   6گزارشاتی مانن  انتقال % 
(، انتقدال   Nagaich 1973 &Giri غ ه بذری در هن وسدتا) ) 

میندا  همدراه بدا فایتوپلاسدماهای زردی گج آرودگی می دو   
yellows (16SrI)  Aster    و افدددزور  شددد  رClover 

proliferation group (16SrVI)   % %هدای  از غد ه  6بدا ندر
 بددذری حالددج از گیاهددا) آرددوده بدد  گیاهددا) نبددج بددد  در 

و ردیدابی فایتوپلاسدما در    (  2003et alKhadhair .)   اندادا   
زمینی ب سدت آمد ه از گیاهدا) فالد  علایدم  های سدی  غ ه 

 (Paltrinieri and Bertaccini 2007  ( نرا) دادن   د  انتقدال
زمیندی لابدج  هدای بدذری سدی  فایتوپلاسماها از طریق غد ه 
قددات بددد ی نیددز تاییدد  انتقددال  اغمددان نیبددت. در توقی 

 فایتوپلاسددماهای گددروه اسددتار ور از طریددق غدد ه در ارلددام 

( و  Ember et al. 2011زمینی با موتوای نراست  بدالا ) سی    
هدای  از غد ه   Ca. P. trifolii (16SrVI)انتقال فایتوپلاسمای  
شد ه از مدزارف مدورد    آوری زمینی جمد  هرت واریت  سی  

طی سد     % 50لن  با نر% انتقال لفر تا  هجوم زنجر  چغن ر 
(،  Crosslin et al. 2011سدال متدواری ببدت  بد  ندوف رلدم ) 

 هددای بددذری را در انتقددال  فایتوپلاسددماهای  اهمیددت غدد ه 

زمینی ب  گیاها) نبج بد ی بیرتر روش  سداخت. اید   سی  
توانند  بد   نی نیدز مدی زمی های سی  نتایج مد وم نمود    غ ه 

هددای  عنددوا) یددد من دد  دددانوی در انتقددال و انترددار بیمدداری 
 سدددرارغوانی، جددداروی جدددادوگر و اسدددتار ور در مدددزارف  

 زمینی ایفای نق   نن . سی  
زمیندی  داری اسدتا) هدای الدفها) و در مناطق سدی 

بد   Ca. P. solaniچهارمودال و بیتیداری، فایتوپلاسدمای 
در ح   متر انترار دارند   Ca. P. trifoliiلورت غار  و 

(Gholami et al. 2020; Hosseini, et al. 2011a; 

Hosseini, et al. 2011b; ،بر اساس ید فدرن عمدومی .)

ها عامج ال ی گبترش ای  عوامج بیمارگر در بای  زنجر 
(  د  مرداه ات Weintraub, et al. 2006منطقد  باشدن  )

ها طی ماه های تیدر مربو  ب  انترار جمدیت بالای زنجر 
زمینی الدفها) نیدز اید  فرضدی  را و مرداد در مزارف سی 

هدا های شای  زنجدر در بررسی گون   ن . وریتقویت می
 25زمینی استا) الفها) مریص ش   د  از  در مزارف سی 

زنجدر  جنس، فقد  دو    22گون  شناسایی ش ه مربو  ب   
Macrosteles laevis وCirculifer tenellus   بدا پتانبدیج

 Khajealiانتقال فایتوپلاسما در ای  مزارف حضدور دارند  )

. 2001et al درحاریل ،) Hyalesthes obsoletus  (ب  عندوا
 ;P. solaniCa (EPPO 2024 . ان یدد  الدد ی انتقددال 

. 2016,et alMitrovic )   حتی با  گون  ن ود. 25در بی  ای
 Paoli 1930 Empoasca decipiensوجود توانایی زنجر 

 Ca.P. solani (Galletoهای دیرر در انتقدال و یا زنجر 

et al. 2011 شواه ی م نی بدر حضدور اید  زنجدر  در ،)
زمینی الفها) وجدود ند ارد. از طدری دیردر، مزارف سی 

تددا نو) هددیو پژوهرددی در الددفها) راجدد  بدد  انتقددال 
زمینی از طریق غد ه بدذری بد  اهای رایج سی فایتوپلاسم

هدای های بد ی انجام نر ه است تا نق  غد هگیاها) نبج
های فایتوپلاسمایی روشد  شدود. دختری در انتقال بیماری

ب  ای  رواظ، تدیدی  ندر% انتقدال فایتوپلاسدماها از طریدق 
، ب  عنوا) ه ی الد ی اید  پدژوه  زمینیهای سی غ ه

انتیا  شد  تدا بتدوا) اطلاعدات مناسد ی در مدورد نودوه 
زمینی پرا ن  و انتقال ای  بیمارگرها در مناطق  رت سی 

 استا) الفها) فراهم نمود. 
 

 مواد و روش

نمونه برداري از مزارع سيب زميني، ردیابي و شناسااایي 
 فایتوپلاسماهاي همراه

 

طی بازدید  از مدزارف   1398در اواخر شهریور و مهرماه  
هدای الدفها) )نداژوا)، دامند ، فرید )، زمینی اسدتا)سی 
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شهر و چادگا)( و چهارموال و بیتیداری )فرادن د ، فری و)
زمینی دارای ی سی هابروج  و سفی  دشت(، از برگ بوت 

ها ب  همراه تغییر رنگ ای ش ) برگعلایم زردی بوت ، رور 
برداری ش . از های هوایی نمون ارغوانی آنها و ترلیج غ ه

هر   ام از گیاها) جم  آوری ش ه، س  غ ه بطور ت ادفی 
انتیا  و همراه نمون  برگی مربو  ب  خود بد  آزمایردراه 

 منتقج ش .  

 دج بد   DNA آوری شد ه، های جم نمون  از رگ رگ
اسدتیرا  شد   CTAB 3%روش موری و تامبو) بدا بدافر 

(Murray & Thompson 1980 و غ ظددت نموندد ) هددای
DNA   سدازی نانوگرم بر میلروریتر رلیدق 30تا  20 در ح

ای ای پ یمددراز آشددیان گردیدد . از آزمددو) وا ددن  زنجیددره
(nested-PCRبرای ردیدابی فایتوپلا ) هدا سدماها در نموند

استفاده ش . مرح   اول آزمو) با استفاده از جفدت آغدازگر 
P1 (Deng & Hiruki 1991و )P7 (Schneider et al. 

میلروریتری شامج دو میلروریتدر   25( در ید وا ن   1995
DNA  ندانوگرم(، یدد میلروریتدر از هدر  30تا  20)غ ظت

 Taq DNAمیلروریتدددر 5/12(، 20µM/µlآغدددازگر )

Polymerase 2.x Master Mix Red (Ampliqon, 

Denmark  میلروریتر آ  دوبار تقطیر و بدا شدرای    5/8( و
سدازی انجام ش . پدس از رلیدق  1دمایی من ر  در ج ول  

بدا آ  مقطدر   1:30مرح د  اول بد  نبد ت    PCRمو ول  
با جفت آغازگر    nested-PCRاستریج، وا ن  مرح   دوم  

R16F2n/R16R2 (Gundersen and Lee 1996 (با همدا )
 annealingشرای  وا ن  ل  دی، وردی بدا دمدای ات دال )

temprature )°C58  ای هددای زنجیددرهانجددام گرفت.وا ن
 Bio Rad پ یمددراز بددا اسددتفاده از دسددتراه ترموسددایل ر

100Thermal cycler انجددام شدد . بدد  منظددور مردداه ه
 nested PCR  ،10تلثیر ش ه طی وا ن   DNAهای لطد 

 TBEمیلروریتر از هر مو ول وا ن  بدر روی ژل آگدارز  
وردت ارلتروفدورز   90ب  م ت یدد سداعت بدا ورتداژ    1%

 bp plus 100گردی . برای تیمی  ان ازه بان ها، از نرانرر 

DNA ladder  (Fermentas Co., # SM0321)  . استفاده ش
دلیق  در مو دول  10پس از ارلتروفورز، ژل آگارز ب  م ت 

 آمیدزی شد  و پدس( رندگµg/ml1-5/0وم برومای  )  اتی ی
 از شبترو با آ ، تودت اشدد  مداورای بدنف  بدا طدول  

 Photodocument (Uvitec در دسدتراه  nm 254مدو   

Cambridge) برداری ش .علس 
 
هاي مختلاا  مورد استفاده در این تحقيق براي ردیابي گروه  PCRو شرایط    مورد نظر جفت آغازگرها  DNAنام، توالي، قطعه    -1جدول  

 فایتوپلاسمایي در پژوهش حاضر

Table 1. Primer names, sequences, PCR product sizes, and PCR conditions used for detecting of 

phytoplasmas studied in the current study  
Primer Primer sequences (5’-3’) Amplicon 

size (bp) 

PCR cycling conditions Reference 

P1 

P7 

AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT 

CGTCCTTCATCGGCTCTT 

1784 94˚C 5ʹ; 35× [94˚C 30ʺ, 55˚C 30ʺ, 72˚C 

75ʺ]; 72˚C 10ʹ 

Deng and Hiruki 

1991 

Schneider et al. 1995 

R16F2n 

R16R2  

GAAACGACTGCTAAGACTGG 

TGACGGGCGGTGTGTACAAACCC 

1239 94˚C 5ʹ; 35× [94˚C 30ʺ, 58˚C 30ʺ, 72˚C 

75ʺ]; 72˚C 10ʹ 

Gundersen and Lee 

1996 

rp(I)F1A 

rp(I)R1A 

TTTTCCCCTACACGTACTTA 

GTTCTTTTTGGCATTAACAT 

1240 94˚C 11ʹ; 35× [94˚C 60ʺ, 50˚C 90ʺ, 

72˚C 90ʺ]; 72 ˚C 7ʹ 

Lee, etal. 2004 

 

TRF6F 

TRF6R 

GAAACTGTCTTGACTAGAGTGA 

CGTTAAAGTCCCCACCATTACG 

509 94˚C 5 ʹ; 35× [94˚C 30ʺ, 58˚C 30ʺ, 

72˚C 75ʺ]; 72 ˚C 10ʹ 

This study 

Solani1 2F 

Solani1 2R 

GGAAAAACCATTATGACGGTACC 

GTCTTGCTAAAGTCCCCAACTTAA 

680 94˚C 5 ʹ; 35× [94˚C 30ʺ, 58˚C 30ʺ, 

72˚C 75ʺ]; 72 ˚C 10ʹ 

This study 
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زمینددی آرددوده بدد  هددای سددی بددد  از شناسددایی نموندد 
هدای ، بقید  نموند   nested-PCRفیتوپلاسما با آزمایردات  

مربو  ب  آنهدا از ادامد    هایفال  فایتوپلاسما ب  همراه غ ه
آزمایرات حذی شد ن . همنندی ، بدرای شناسدایی دلیدق 

، nested-PCRفایتوپلاسدددمای ردیدددابی شددد ه، از نتدددایج 
و   PTW30مرح د  دوم دو نموند  منتید     PCRمو ول  
PTW58     آغدازگر  تلثیر یافت  با جفدتR16F2n/R16R2 ،

  ره جنوبی(.  -یابی گردی  )ما روژ)بطور مبتقیم تواری

و  Ca. P. solaniطراحي آغازگرهاي اختصاصااي بااراي 
Ca. p. trifolii  

 بدد  دریددج عدد م مدرفددی جفددت آغددازگر اخت الددی 
و  Ca. P. solaniبرای ردیابی و شناسایی فایتوپلاسماهای، 

Ca. P. trifolii در ایدد  توقیددق یددد جفددت آغددازگر ،
و بر م نای تواری ناحید  بدی  ژندی   اخت الی برای هر  ام
16SrRNA-23SrRNA   آنها طراحی ش     ب  دریدج طدول

مناس  و تنوف نو  ئوتی ی، برای پردازش آغدازگر مناسد  
های (. ب  ای  منظور، ابت ا تواریSmart et al. 1996هبت )

بدددا  ددد های دسترسدددی  Ca. P. solaniنو  ئوتیددد ی 
EU661607  ،JQ730750  ،EU344884    وHG531809   و

 بددا  دد های  Ca. P. trifoliiهددای نو  ئوتیدد ی تددواری
از  FJ427296و  KP864665  ،AY390261دسترسددددددی 

 دریافددت و بدد   مددد  NCBIپایردداه اطلاعدداتی بانددد ژ) 
  CLC Sequence Viewer v6.0ندددددرم افدددددزار

(https://clc-sequenceviewer.software.informer.com) 
 هدای موجدود  تفداوتسازی ش ن . بدا توجد  بدهمردیر

و  Ca. P. solaniهدای میت در گون  DNAهای بی  تواری 
Ca. P. trifolii  برای طراحدی جفدت آغازگرهدا از برنامد ،

Oligo 7 (https://www.oligo.net  استفاده شد . در اید )
های ید آغازگر مناس  از ل یدج موتدوای نرم افزار ویژگی

G+C(  دمای ذو ،Tm  عد م تردلیج سداختار سدنجا ،)
 سری و ع م ترلیج دایمر پرایمر آغازگرها بررسی گردی . 
برای ارزیابی عم لدرد اخت الدی جفدت آغازگرهدای 

 بددددرای Solani12F/Rاخت الددددی طراحددددی شدددد ه 

 Ca. P. solani   و همنندددیTRF6F/TRF6R بدددرای 

 Ca. P. trifolii(آزمو ، nested -PCR (P1/P7   در مرح د
 DNAت پرایمر اخت الدی در مرح د  دوم( بدا  اول و جف

 Ca. P. solani 12CBهای شاخص فایتوپلاسدماهای نمون 
(EU661607  ،)Ca. P. trifolii A6 (FJ427295   شناسایی )

 ,Hosseinei et al. 2011aشدد ه در توقیقددات ل  ددی )

Hosseinei et al. 2011b و )Ca. P. asteris (HAY1: 

HQ433338( )Vali Sichani et al. 2014 انجدام گرفدت )
 nested- PCR(. در تمامی ای  آزمایرات، آزمو) 1)ج ول 

 R16F2n/R16R2)مرح د  اول( و  P1/P7با  هاهما) نمون 
هدای نموند   DNA)مرح   دوم ( ب  عنوا) شاه  مث دت و 

ب ست آمد ه از  ردت بافدت بد  عندوا)   زمینیبرگی سی 
 شاه  منفی استفاده ش .

هاااي ردیابي و شناسایي فيتوپلاسماهاي همراه بااا نمونااه
 آوري شده زميني جمعسيب

 هددای فایتوپلاسددمایی همددراه بددا بددرای شناسددایی گددروه

زمیندی هدر بوتد  سدی   DNAهای جم  آوری ش ه،  نمون 
فدت آغدازگر عمدومی م تلا ب  فایتوپلاسما با اسدتفاده از ج

P1/P7    (توت آزمو )دور اول(PCR   لرار گرفت. مو ول
PCR  رلیق ش  و ب  عندوا) ارردو  1:20هر نمون  ب  نب ت

مجددزا بددا جفددت آغازگرهددای  nested-PCRدر آزمددو) 
rp(I)F1A/rp(I)R1A (Lee et al. 2004 ،)اخت الددی 

Solani12F/Solani12R  وTRF6F/ TRF6R  طراحدددی(
ه ( ب  ترتی  بدرای ردیدابی و تردییص ش ه در ای  پژو
Ca. P. asteris  ،Ca. P. solani  وCa. P. trifolii  اسدتفاده
 ( 1گردی . )ج ول  

 کاشت غده هاااي بااذري جمااع آوري شااده از ماازارع 

 )نسل دوم( 

از   ب  منظور بررسی املا) انتقال عوامدج فایتوپلاسدمایی
هدای آوری شد ه از بوتد غ ه جم   123طریق غ ه بذری،  
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، آردوده بد  nested-PCRهدای  زمینی    طدی آزمدو)سی 
فایتوپلاسما ترییص داده ش ن ، پس از سرمادهی دو ماه  

هدای بدا در داخج یینال هر   ام ب ورت منفرد در گ  ا)
متری با می و  خا  مناسد  سانتی  18و ارتفاف    20دهان   
(  اشدت  2:1:1برگ، ماس  و خا  زراعی ب  نبد ت  )خا   

 C24-32°شدد ن  و در گ یاندد  بددا دمددای  نتددرل شدد ه 
نرهدد اری گردی ندد . در تمددام مراحددج رشدد  گیاهددا)، از 

درهدددزار  5/0سمپاشدددی دو هفتردددی بدددا سوسپانبدددیو) 
بددرای  نتددرل  (گرگددا)-گددج سددم ) 35% ایمی ا  وپریدد 

 ها در گ یان  استفاده ش .  زنجر 
ج میت در رشد  گیاهدا) در گ یاند ، علایدم طی مراح

دهدی،  -ها یادداشت ش . در مرح   غ هفایتوپلاسمایی بوت 
های چن ی  برگ انتهایی هر بوتد  گرم از رگ رگمی ی  100

انتیا  و پس از پودر رد) در نیتدروژ) مدای ، از آنهدا بد  
انجددام گرفددت  DNAتامبددو) اسددتیرا  -روش مددوری

(Murray & Thompson 1980)سازی . پس از رلیقDNA 
هدای بدا آ  مقطدر اسدتریج، نموند  1:20ها ب  نب ت نمون 

DNA    با جفت آغازگرP1/P7   و هما) شرای  ل  ی تودت
ب سدت آمد ه   PCRلدرار گرفتند . مو دول    PCRوا ن   

با آ  مقطر استریج رلیدق شد  و در   1:20مج داً ب  نب ت  
 R16F2n/R16R2بدا جفدت آغدازگر    nested-PCRآزمو)  

با وا ن  مث ت در آزمدو)  DNAهای استفاده گردی . نمون 
( در مرح   بدد ی bp  1239ل  ی )تلثیر لطد  مورد انتظار  

بددا جفددت آغددازگر  nested-PCRهددای ج اگاندد  در آزمو)
P1/P7   دور اول( و بطور انفدرادی بدا جفدت آغازگرهدای(

و همننددی   Solani12E/R  ،TRF6F/TRF6Rاخت الددی 
rp(I)F1A/rp(I)R1A  دور دوم( بررسددی شدد ن  تددا بطددور(

مریص آرودگی هر بوت  ب  هر   ام از سد  فایتوپلاسدمای 
Ca. P. solani ،Ca. P. trifolii  وCa. P. asteris   تدیدی

 PCRشود. جهت اطمینا) از نتایج ب ست آمد ه، مو دول  
های وا ن  مث ت با جفت ید نماین ه از هر   ام از نمون 

یدابی بد  انتیا  و بدرای تدواری  nested-PCRآغازگرهای  

  ره جنوبی ارسال ش .    -شر ت ما روژ)

 کاشت گياهان نسل سوم

های ها، غ هدر مرح   پایانی رش  س  تا چهار ماه  بوت 
دختری گیاهانی    آرودگی آنها بد  عوامدج فایتوپلاسدمایی 

هدا از ادامد  تایی  ش ه بود، برداشدت گردید  و بقید  بوتد 
های دختری گیاها) نبدج دوم یرات حذی ش ن . غ هآزما

آروده ب  فایتوپلاسما بد  منظدور شلبدت  دوره خدوا  بد  
م ت دو ماه در یینال نره اری ش ن . پس از ای  مد ت، 

ها ب  م ت دو تا س  هفت  در دمای اتدا  و در مددرن غ ه
زندی لرار گرفتن  تا عمدج جواند   70رطوبت نب ی ح ود %

هدای ، غ ه ها ب  روش ل  ی در گ د ا)لورت گیرد. سپس
 ای  اشت  ش ن .مجزا و با هما) شرای  گ یان 

 در بررسدددی املدددا) انتقدددال عوامدددج فایتوپلاسدددمایی 

زمینی از طریق غ ه ب  گیاها) نبج سوم، س  گدروه از سی 
های دختری گیاها) نبدج دوم انتیدا  شد ن . گدروه غ ه

و نبدج دوم   هایی    گیاها) مادری نبدج اول نیبت غ ه
 بودندد ، گددروه دوم شددامج Ca. P. solaniآنهددا آرددوده بدد  

هایی بودن     گیاها) مادری نبج اول آنها در مزرعد  غ ه 
داشتن  وردی در نبدج دوم فالد   Ca. P. trifoliiآرودگی ب  

هایی از گیاها) مادری نبج آرودگی بودن  و گروه سوم غ ه
 Ca. P. solaniمای دوم    در نبج اول ب  هر دو فایتوپلاس

هدا، دو آرودگی داشتن . در  نار ای  غد ه Ca. P. trifoliiو 
های عاری از عوامج بیمارگر ) تهی  شد ه گ  ا) حاوی غ ه

 از  رت بافت( ب  عنوا) شاه  منفی نیز  رت ش ن .  
های هدوایی گیاهدا)، یادداشت برداری از علایم لبمت

ها در مرح   بوت از رگ رگ    DNAبرداری و استیرا   نمون 
بددا جفددت  nested-PCRهددای دهددی و انجددام آزمددو)غدد ه

 R16F2n/R16R2)دور اول( و    P1/P7آغازگرهای عمومی  
)دور اول( و جفدددت  P1/P7)دور دوم( و همنندددی  بدددا 

اخت الی گدروه )دور دوم( در مدورد گیاهدا)   آغازگرهای
 نبج سوم نیز با هما) شرای  گیاها) نبج دوم انجام ش .  
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 نتایج

هاي ردیااابي عواماال فایتوپلاساامایي همااراه نمونااه
 زمينيسيب

هدای آوری شد ه از اسدتا)زمینی جمد بوت  سی   73از  
 الدددفها) و چهارمودددال و بیتیددداری  ددد  علایدددم زردی 

 ها، ریزبرگدی،  وتدورریارغوانی ش ) برگ  ای وبوت ، رور 

 (،1دادند  )شدلج  های هوایی را نردا) مدیو ترلیج غ ه 

 آزمددو)در bp 1239نموندد  بدد  دریددج تلثیددر لطددد   47 

 nested-PCR بددا اسددتفاده از جفددت آغازگرهددای ،P1/P7  

در مرح   دوم، آروده ب    R16F2n/R16R2در مرح   اول و  
  nested-PCRآزمدو)  داده شد ن . درفایتوپلاسما ترییص  

در دور اول و جفدت   P1/P7با اسدتفاده از جفدت آغدازگر  
در دور دوم، هددیو تلثیددری  rp(I)F1A/rp(I)R1Aآغددازگر 

لددورت نررفددت  دد  نرددا) دهندد ه عدد م همراهددی 
آوری هدای جمد در نموند  Ca. P. asteris فایتوپلاسدمای

 Ca. P. asterisشداه   DNA ،آزمایرداتدر ای   ش ه بود.
(HAY1  شدداه ان از ) همیردد  باندد های مترا مددی توریدد 

زمیندی های سدارم سدی نمود، وری نتیج  وا ن  در نمون  
و   P1/P7) مرح د  اول    nested-PCRبا آزمدو)  منفی بود.  
نموند    35در    bp  680( ید بان   Solani12F/Rمرح   دوم  

 یددابی. تددواری(2یافددت )شددلج آوری شدد ه تلثیددر جمدد 
  bp 1239حدد ود  DNAهمزمددا) لطدددات  نو  ئوتیدد ی

  bp 680 و R16F2n/R16R2بدددددا جفدددددت آغدددددازگر 

 تلثیددر یافتددد  در دو نموندد  منتیددد  Solani12F/Rبددا 

 PTW58 (accession no. PQ628502 ،)PTW58-680 
(accession no. PQ836122)   وPTW80  (accession no. 

PQ628503 ،)PTW80-680 (accession no. 

PQ836123)     رادیبدا تدهدا  تدواریمریص نمود    اید 
 .Caهای شناخت  شد ه نمون  16S rDNAبیری از ناحی  

P. solani های در باند دادهNCBI 100% حد ود ش اهت 

 نموندد  مزبددور آرددوده بدد  35دارندد . بدد  ایدد  ترتیدد ، هددر 

 Ca. P. solani  از دیرر نمون  س ترییص داده ش ن . در 

 نموندد  آرددوده بدد  عوامددج فایتوپلاسددمایی،  47 مجمددوف

و مرح د    P1/P7) مرح د  اول    nested-PCRطی وا دن   
  (3)شدلج    تلثیدر شد   bp  509( ید باند   TRF6F/Rدوم  

 R16F2n/R16R2تلثیر شد ه بدا   DNAهای    تواری بان 
 .PTW30 (accession noدر نمون  نمایند ه  TRF6F/Rو 

PQ628504 ،)PTW30-509 (accession no. 

PQ836124 ،)(بددا تددواری بیرددی 100% حدد ود بدد  میددزا 

در  Ca. P. trifolii ج ایدد  هددای 16SrDNA از ناحیدد  
NCBI هدایاز گیاها)، طی وا ن  ن  نمون  در .مراب  بود 

nested-PCR  بدددا جفدددت آغازگرهدددایSolani12F/R و 
TRF6F/R هر دو بان     ، ب  ترتیbp  680    وbp  509   ثیر لت
دو فایتوپلاسمای ها، هر  داد در ای  نمون نرا) میش ن      

Ca. P. trifolii  وCa. P. solani . حضور دارن 

برای تایی  نتایج شناسایی فایتوپلاسدماهای مدورد مطاردد ،  
از   PTW80و  PTW58رواب  فی وژنتیلی دو نماین ه منتید  

Ca. P. solani    وPTW30   از  Ca. P. trifolii   بدا تدد ادی از 

های فایتوپلاسمایی نزدید بد  فایتوپلاسدماهای همدراه  ج ای  
 شدد . بدد  ایدد  منظددور، بددا اسددتفاده   بررسددی  زمینی سددی  

بیرددددی از ناحیدددد   ،  R16F2n/R16R2آغددددازگر  از جفت   
16SrDNA    یدددابی شددد . پدددس از  تلثیدددر و تواری   ها ج ایددد 

هددای دریافددت شدد ه، درخددت  و انتهددای تواری   ابتدد ا   ویددرای  
 ای نو  ئوتیدددد ی ذ ددددر شدددد ه هددددفی ددددوژنتیلی تواری 

فایتوپلاسماهای همدراه بدا سدی  زمیندی    16SrDNAبا تواری   
   Mega V 7.0افدزار  بدا نرم ،    NCBI databaseد دت شد ه در  

 بدددا اسدددتفاده از مددد ل   maximum-likehoodروش    بددد  

  Tamura 3-parameter+6  (T92+6)   سددددددنجی  و اعت ار
 (bootstrap )   نتدایج اید     . ( 4)شلج    تلرار ترسیم ش    1000با

  PTW58تجزی  و تو یج فی وژنتیلی نرا) داد    ج ای  هدای  
 با حد ا ثر شد اهت بد  یلد یرر و ج اید  هدای   PTW80و  

  Ca. P. solani    د ددت شدد ه درNCBI   در یددد خوشدد ،
 (cluster )    ، لرار می گیرن . همننیPTW30     نیز با ید ج ای

   (. 4گرفت )شلج    در ید خوش  دیرر لرار   Ca. P. trifoliiاز 
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( cهاي راس بوته، )اي و ارغواني شدن برگ( لولهb( زردي، )aزميني: )هاي فایتوپلاسمایي در گياهان سيبشاخص بيماريعلایم   -1 شكل

  هاي هوایي در زاویه ساقه( تشكيل غدهdها، )متورم شدن قاعده دمبرگ

Fig 1. Characteristic symptoms of phytoplasma diseases on potato plants: (a) yellowing, (b) upward 

curling and purpling of top leaves, (c) swelling the base of the petiole, (d) the formation of an aerial 

tuber  

 

c d 

a b 
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با جفت  nested-PCRواکنش  طي، Ca. P. solaniزميني آلوده به هاي سيببرخي نمونه DNAاز  bp 680تكثير یک قطعه  -2شكل 
 (مرحله دوم) Solani12F/Solani12R و( مرحله اول) P1/P7آغازگرهاي 

 

  M  .  نشااانگرDNA   (Ladder plus   1-  PTW21  2-  PTW22   3-  PTW25  4-  PTW34   5-  PTW49  6-  PTW58  7-  PTW60  8-  PTW62  9-  PTW64  10-  

PTW66  11- PTW70  12- PTW71   13- PTW80  14-  ( شاهد مثبتCa. P. solani 12CB  )15-  ( شاهد منفيCa. P. trifolii A6  )16-  زميني سالم  برگ سيب 

Fig 2. The nested-PCR amplification of a 680bp fragment from DNA of potato samples infected with 

Ca. P. solani using primer pairs P1/P7 (first round) and Solani12F/Solani12R (second round) 

 

M. DNA marker, ladder 100plus, 1. PTW21, 2. PTW22,  3. PTW25,  4. PTW34,  5. PTW49 6. PTW58,  7. PTW60, 8. PTW62, 
9. PTW64, 10. PTW66, 11. PTW70, 12. PTW71, 13. PTW80, 14. Positive control (BB17), 15. Negative Control (Healthy 

potato leaf), 16. Water 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
با جفت آغازگرهاي  nested-PCRواکنش  طي، Ca. P. trifoliiهاي آلوده به برخي نمونه  DNAاز   bp 509تكثير یک قطعه   -3شكل 

P1/P7 (مرحله اول )و TRF6F/R (مرحله دوم) 

 

M . نشانگرDNA (Ladder plus  1- PTW64 2- PTW66 3- PTW68 4- PTW30 5- PTW37 6- PTW51 7- PTW54 8- PTW55 9-  شاااهد
 زميني سالم برگ سيب -10( Ca. P. trifolii A6مثبت )

Fig 3.  The nested-PCR amplification of a 509bp fragment from DNA of potato samples infected with 

Ca. P. trifolii using primer pairs P1/P7 (first round) and TRF6F/R (second round) 

 

M. DNA marker, ladder 100plus 1. PTW64 2. PTW66 3. PTW68 4. PTW30 5. PTW37 6. PTW51 7. PTW54 8. PTW55 9. 

Positive control (Ca. P. trifolii A6) 10. Negative Control (Healthy potato leaf( 

 

500  bp 

1000  bp 

 1      2     3      4     5      6     7      8      9     10    11   12    13   14   15   16    M 

M         1         2         3        4         5        6        7         8         9       10 

1000  bp 

500  bp 
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 16SrDNAنوکلئوتياادي ژن 1200درخت فيلااوژنتيكي ترساايم شااده باار اساااس تااوالي هاااي نوکلئوتياادي بخشااي از ناحيااه   -4شكل  

 . تااواليNCBIبدساات آمااده از بانااک اطلاعاااتي    و تااوالي فایتوپلاسااماهاي)پاار رناا (    فایتوپلاسماهاي مورد مطالعه در این تحقيااق

 A. laidlawii  خارج از گروه استفاده شد.به عنوان 

Fig 4.  The phylogenetic tree was constructed based on partial ~1.2 kbp 16SrDNA gene sequences from 

the study’s phytoplasmas (bold) and the representetive phytoplasmas obtained from the NCBI 

database. Sequence of A. laidlawii as the outgroup to root the tree. The numbers on the branches are 

bootstrap (confidence) values. 

 

  nested-PCRبا در نظر گرفت  مجمدوف نتدایج وا دن   
نمون  فال  آردودگی بد    26نمون  مورد بررسی،    73در بی   

، Ca. P. solani( فق  آروده ب  48نمون  )% 35فایتوپلاسما، 
و ند  نموند   Ca. P. trifolii بد  ( فق  آروده4س  نمون  )%

( بطور همزما) آروده ب  ای  دو فایتوپلاسما ترییص 12)%
های آروده بد  فایتوپلاسدما، هر   ام از نمون   داده ش ن . از
آوری ش  تا در آزمایرات مربدو  بد  انتقدال س  غ ه جم 

 فایتوپلاسما از طریق غ ه ب  نبج دوم استفاده شود.

 ردیابي فایتوپلاسما در گياهان نسل دوم 

غ ه ب ست آم ه از گیاها) آروده ب  فایتوپلاسمای    141از  

غد ه بد  دریدج ریدز بدود) و   18آوری ش ه از مزرعد ، جم  
   123چرو یدد گی زود هنرددام  رددت نردد ن . بددا  اشددت  

 نموندد  آرددوده بدد  فایتوپلاسددماهای   47غدد ه جواندد  زده از  
  Ca. P. trifolii    و/ یاCa. P. solani    ، غ ه نیز    12در گ یان
بوتد     111  دریج پوسی گی، جوان  نزدن  و از بی  رفتن . از  ب 

رش   رده )گیاها) نبج دوم(، تد ادی از بوت  هدا در همدا)  
پنج هفت  ابت ای رش  علایم ریزبرگی و  م رشد ی از خدود  
نرا) دادن . بروز ای  نوف علایم ب  همراه زردی یدا ارغدوانی  

هدا  رتری از بوت  ها تا اواخر دوره رش  در تد اد بی ش ) برگ 
بوت  سدی  زمیندی    46ادام  یافت. در ارزیابی نهایی گیاها)،  

 هدای فدایتو پلاسدمایی را نردا) دادند ، وردی علایم بیمداری 

 Candidatus Phytoplasma solani isolate Dst (HE598779 ) 

 Candidatus phytoplasma solani Strain PTW80 (PQ628503) 

 Candidatus Phytoplasma solani isolate 974BN (AM933137 ) 

 Candidatus Phytoplasma solani isolate P1 (HG531809 ) 

 Candidatus Phytoplasma solani isolate EGYPOT5 (LN907231 ) 

 Candidatus phytoplasma solani Strain PTW58 (PQ628502) 

 Candidatus Phytoplasma americanum strain PPT2-TX (DQ174119 ) 

 Candidatus Phytoplasma americanum strain PPT10-NE (DQ174121 ) 

 Candidatus Phytoplasma fragariae isolate 192nmg (JX273491 ) 

 Candidatus Phytoplasma fragariae isolate Y28 (JX273494 ) 

 Candidatus Phytoplasma asteris isolate PPAP-2 (PQ622689 ) 

Candidatus Phytoplasma asteris clone CuPP5 (PP235001) 

 Candidatus Phytoplasma ulmi isolate AL2 (OL873125 ) 

 Candidatus Phytoplasma ulmi strain EY24 SRB (HM038460 ) 

 Candidatus phytoplasma trifolii Strain PTW30 (PQ628504) 

 Candidatus Phytoplasma trifolii clone C12 (MT505703 ) 

 Acholeplasma laidlawii strain NBRC14400 (AB680603 ) 

100 

100 

100 

100 

100 
99 

99 

97 

97 

100 

0.01 
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بوت  دیرر فال  علایم بیماری بودند . نلتد  لابدج توجد    65  
هددای  اینلدد ، در بدضددی از ایدد  گیاهددا)، علایددم بیمدداری 

فایتوپلاسمایی فق  در ید یا چن  شداخ  مرداه ه شد ، در  
 های هما) بوت  ظاهر سارمی داشتن . حاریل  برخی شاخ  
بوت  ب ست   111های  از رگ رگ  DNAپس از استیرا   

 nested-PCRنموندد  اوریدد  و انجددام وا ددن   47آمدد ه از 

(، R16F2n/R16R2و مرح ددد  دوم  P1/P7)مرح ددد  اول  
(    از اید  22نمون  تلثیر ش  )%  25لطد  مورد انتظار در  

گیاه دارای علایدم فایتوپلاسدمایی و شد  گیداه   19تد اد،  
 فال  علایدم ظداهری در بوتد  بودند . بدا توجد  بد  اینلد  

بررسی از گیاها) مادری رش   درده   های دختری موردغ ه
در مزرع  ب ست آم ه بود، احتمالا تد ادی از آنها آردودگی 

ای علایددم ویروسددی داشددتن . چددو) تفلیددد مردداه ه
فایتوپلاسمایی از علایم ویروسی آسا) نیبت، املا) خطدا 
در شمارش گیاها) با علایدم فایتوپلاسدمایی موتمدج مدی 

گیاهدا) در گ یاند  هدای رشد   باش . همننی ، مو ودیت
ممل  است باعث بروز عوارن فیزیوروژیلی در آنها شود 
 دد  بدد  دریددج دشددواری ترددییص ایدد  علایددم از علایددم 

های م تلا ب  فایتوپلاسمایی، احتمال اشت اه در شمارش بوت 
 فایتوپلاسما دور از ذه  نیبت. 

 در مرح دد  شناسددایی نددوف فایتوپلاسددمای همددراه ایدد 
) مرح دد  اول  nested-PCRهددای و)نموند ، طددی آزمد 25 

P1/P7    و مرح   دومSolani12F/R   لطد ،)bp680    مربو
هدای مدورد بررسدی بد  در تمدامی نموند Ca. P. solani ب 

 هددا ازتلثیددر شدد . ایدد  بوتدد  12CBهمددراه شدداه  مث ددت 
هایی ب ست آم ه بودن     در وار ی  نبج اول خدود غ ه 

روده بودن  و یدا آردودگی آ Ca. P. solaniب  فایتوپلاسمای 
داشتن . در مقابدج، در هینلد ام  Ca. P. trifoliiمی و  با 
هدای نبدج دوم طدی مربدو  بد  بوتد   DNAهای  از نمون 

، لطدد  مدورد TRF6F/TRF6Rبا   nested-PCRآزمایرات  
 تلثیدر نرد   د  Ca. P. trifoliiمربدو  بد   bp 509نظدر 

از طریق غ ه  Ca. P. trifoliiتوان  دری ی بر ع م انتقال می 

در ای  آزمایرات باش . تلثیدر باند  مدورد نظدر در تمدامی 
، نردا) دهند ه شدرای  A6های نمون  شاه  مث دت  وا ن 

 بود.  nested- PCRدرست آزمو) 

هاااي بررسي وجود آلودگي فایتوپلاساامایي در گياهچااه
 نسل سوم

بوتد  از گیاهدا)  82ظداهری    در مراه ه هفتری علایدم
ها فالد  علایدم فایتوپلاسدمایی بودند ، بوت   46نبج سوم،  

، Ca. P. solaniبوت  دیرر با سابق  آردودگی بد   36وری در 
دهی و یا ترلیج غ ه، علایمدی نظیدر در مراحج پس از گج

هددا، شدد ) ملایددم حاشددی  بددرگزردی همددراه بددا ارغددوانی
ریزبرگدی مرداه ه شد    رش ی وها،  مبرگرتری ر   برگ

 (. گیاهددا) فالدد  علایددم فایتوپلاسددمایی از غدد ه 5)شددلج 
گیاها) نبج دومی ب ست آم     در نبج اول آردودگی بد  

Ca. P. trifolii  داشتن ، وری درگیاها) نبدج دوم عداری از
Ca. P. solani  وCa. P. trifolii   ترددییص داده شدد ن

ی ددو  دو هددای آرددوده بدد  م)گددروه دوم( و یددا از بوتدد 
 در نبدج Ca. P. trifoliiو  Ca. P. solaniفایتوپلاسدمای

 اول و بد و) آردودگی درنبددج دوم )گدروه سدوم( بودندد .  
در هینلدد ام از ایدد  گیاهددا) بدد و) علایددم، در وا ددن  

nested-PCR  مرح دددددد  اول (P1/P7  و مرح دددددد  دوم
R16F2n/R16R2لورت نررفدت و انتقدال   ( تلثیر بان ی

  فایتوپلاسما در آنها منفی ارزیابی ش .  

غد ه مدورد   82در بررسی بوتد  هدای ب سدت آمد ه از  
هدای گدروه اول آزمای ، در پنج بوت  ب ست آم ه از غد ه

 Ca. P. solani(    در هر دو نبج اول و دوم آروده ب  %6)
بددا جفددت آغددازگر  bp1239بودندد ، باندد  مددورد نظددر 

R16F2n/R16R2    (تلثیر ش . طی آزمدوnested-PCR   بدا
 bp  680نیز لطد  مورد انتظار    Solani12F/Rجفت آغازگر  

در همدد  آنهددا تلثیددر گردیدد  ورددی هددیو نددوف باندد ی بددا 
TRF6F/R    توری  نر . در بی  ای  پنج نمون ، چهار نموند

PTW70-1a  ،PTW80-1a  ،PTW80-2a    وPTW82-3b 
 ش ) حاشی و ارغوانیعلایم ریزبرگی،  وتورری، زردی 
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( aدر محاايط گلخانااه: ) Candidatus phytoplasma solaniزميني نسل سوم آلااوده بااه گياهان سيبعلایم  -5 شكل

 ( کم رشدي گياهان همراه با ریزبرگي  cها، )( برگشتگي ملایم حاشيه برگbزردي همراه با ارغواني شدن کم رن ، )
Fig 5. The symptoms of third-generation potato plants infected with Candidatus phytoplasma solani in 

a greenhouse environment: (a) yellowing accompanied by a pale purpling, (b) a mild upward curling 

of leaf margins, and (c) the growth stunting with little leaves 
 

فالد  علایدم   PTW18-1aبرگ را نرا) دادن ، وری نموند   
فایتوپلاسمایی بود. مقایب  تواری نو  ئوتی ی لطدد  تلثیدر 

 PTW70-1aدر  Solani12F/Rش ه توس  جفدت آغدازگر 
نردا) داد  د   )ب و) علایم( PTW18-1a)دارای علایم( و 

) نموند  نبدج  PTW80با هم و با تواری   100آنها در ح  %
مادری نبج دوم( شد اهت دارند . عد م تلثیدر باند  مدورد 

بدا   nested-PCRهای گیاهی در آزمو)  انتظار در بقی  نمون 
P1/P7  در دور اول و جفددددددت آغددددددازگر هددددددای

R16F2n/R16R2،Solani12F/R   وTRF6F/R  در دور
های مورد آزمای ، عداری از د    دیرر غ هدوم مد وم نمو

توا) آرودگی ب  فایتوپلاسما هبتن . با توج  ب  ای  نتایج می
گفت    املا) حضور فایتوپلاسما در گیاها) نبج سوم    

a 

c b 
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گیاها) وار  نبج دوم آنها عاری از آردودگی باشدن ، منتفدی 
های حالج از ید گیاه آردوده بد  است. همننی ، هم  غ ه

Ca. P. solani   . ارزاما نالج ای  بیمارگر نیبتن 
گیداه مدورد بررسدی،   82با احتبا  پنج نمون  آروده از  

انتقال عوامج فایتوپلاسمایی از گیاها) نبج دوم ب  گیاهدا) 
برآورد ش     نرانرر  اه  میزا)   6بج سوم در ح ود %ن

انتقال عوامج فایتوپلاسدمایی در نبدج سدوم در مقایبد  بدا 
 نبج دوم است. 

 بحث

ارغدوانی ای و  رش ی، رور در استا) الفها)، زردی،  م
 ازهدای هدوایی  هدای راس بوتد  و تورید  غد هش ) بدرگ

زمیندی فایتوپلاسدمایی سدی های  تری  علایم بیماریشای  
 Ca. P. solaniروندد   دد  دو فایتوپلاسددمای برددمار مددی

  Ca. P. trifolii( بددا غار یددت بیرددتر و Stolbur)گددروه  

( با فراوانی  متدر بد  عندوا) Clover proliferation)گروه 
 Gholami etها شناخت  می شون  )عوامج ال ی ای  بیماری

al. 2020; Hosseini, et al. 2011a, Hosseini, et al. 

2011b,   زمیندی بوت  سی   73(. طی ای  پژوه  نیز در بی
آوری ش ه با علایم سرارغوانی، اسدتار ور و جدارویی جم 

 .Ca. P، 48( بدا %Stolbur)گدروه  Ca. P. solaniشد )، 

trifolii  گروه(Clover proliferation% بدا )و می دو   12
   عنددوا) عوامددج الدد ی ، بدد4ایدد  دو فایتوپلاسددما بددا %

زمیندی الدفها) و های فایتوپلاسمایی مدزارف سدی بیماری
چهار موال و بیتیاری شناسدایی شد ن . اگرچد  همراهدی 

  Ca. P. asteris ،Ca. P. aurantifoliaفایتوپلاسددماهای 

 .Lee et alبا بیماری سرارغوانی ) Ca. P. americanumو 

2006; Santos-Cervantes et al. 2010) ،Ca. P. trifolii  
 ,Khadhair . 2011a; et alHosseiniبا جاروی جدادوگر )

. 1997et al )  و . P. solaniCa ( با استار ور. et alEmber, 

2011; Girsova et al. 2016 )  تایی  ش ه است، وری در ای
توقیق ید هم بتری مری ی بی  علایم بیماری و گدروه 

فایتوپلاسمای همراه با گیاها) مورد بررسی مراه ه نر  و 
هدای مدورد بررسدی علایدم مردابهی روی هم رفت  نموند 

 داشدددتن . احتمدددالا عم لدددرد فیزیوردددوژیلی یلبدددا) 

 لدد ،ایدد  فایتوپلاسددماها در مودد ود بددود) بدد  آوندد  آب

فراین های انتقال مواد لن ی ب  ویژه سو روز از برگها  ارقای
ب  آون های آبل ، ب و    درد) تجزید  نراسدت ، تیرید  
   روپلاست، افزای  سیتو ینی  در زوایای انرددا  برگدی

و  اه  سنتز جی رری ، در ش اهت علایدم آنهدا ب دورت  
زردی، ریزبرگی،  اه  رش  و حارت جاروی جادوگر در 

 نقدد  داشددت  اسددت. همننددی ، (Wei 2022)زبددا) می

توانایی عمدومی فایتوپلاسدماها در مود ود  درد) انتقدال  
ها بد  غد ه و در نتیجد  تجمد  نراسدت  در نراست  از برگ

( و فدال Namba 2019های هوایی )ها ب ورت غ هدم رگ
شود    آنها از نظدر نمود) مبیر سنتز آنتوسیانی  باعث می

هدا در هوایی و ارغوانی ش ) حاشدی  بدرگهای  توری  غ ه
زمینددی علایددم مرددابهی ایجدداد  نندد  هددای سددی بوتدد 

(Bertaccini 2022.) 
 nested-PCRزمینی ب  روش  نمون  سی   73در بررسی  

)مرح دد  اول( و  P1/P7بددا جفددت آغازگرهددای عمددومی 
R16F2n/R16R2    ،)نمون  م تلا ب  عوامدج   47)مرح   دوم

هدای فایتوپلاسمایی ترییص داده ش ن . در تفلید گدروه
 هددا بددا اسددتفاده از فایتوپلاسددمایی همددراه بددا ایدد  نموندد 

جفت آغازگرهای اخت الی، مطابق انتظدار فایتوپلاسدمای 
Ca. P. asteris در آنها ردیدابی نرد . در مقابدج، شناسدایی 

 ، سدد  نموندد  آرددوده Ca. P. solaniبدد  نموندد  آرددوده  35 

و ن  نمون  دارای آردودگی می دو  بد   Ca. P. trifoliiب   
Ca. P. solani  وCa. P. trifolii  نرا) دهن ه غار یت لابدج

های مورد بررسدی بدود. در بی  نمون  Ca. P. solaniتوج  
اگرچ  تدیی  غ ظت عوامج فایتوپلاسمایی در گیاها) آروده 

نیداز   qPCRای مانند   و ب  ابزارهای پیردرفت   ممل  نیبت
  bp 509دارد، ورددی بدد  رودداظ وجددود باندد های ضدددیر 

 TRF6F/TRF6Rتلثیر ش ه با جفت آغدازگر اخت الدی  
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 فایتوپلاسددمای  bp680در مقایبدد  بددا باندد های متددرا م 

 Ca. P. solani  تلثیر یافت  با جفت آغازگرSolani12E/R 
رودگی می دو ، چندی  اسدتن ا  های دارای آدر ا ثر نمون 

تیتدر و  Ca. P. trifoliiهدا شد   د  احنمدالا در اید  بوتد 
دارد. آردودگی  Ca. P. solaniتری نب ت بد  عم لرد پایی 

هدای می و  فایتوپلاسمایی ید اتفدا  متد اول در میزبدا)
گیاهی است    ب  دریج همپوشدانی نالدج و میزبدا)، دو یدا 

ب ورت می و  در ید میزبدا)   توانن چن  فایتوپلاسما می
(. اید  وضددیت آردودگی Lee et al. 2004فداریت نماین  )

زمینی هم رایج است  د  از می و  فایتوپلاسمایی در سی 
های های آرودگی می و  گروهتوا) ب  گزارشآ) جم   می

 در ملزیددددددددد  16SrIIو  16SrIفایتوپلاسددددددددمایی 

(Leyva-Lopez et al. 2002 گددروه ،)16SrXII-A  بددا 

  .Girsova et alدر روسدی  ) 16SrIIIیدا  16SrIهای گروه

2016 ،)Ca. P. asteris   وCa. P. fraxini  در   م یددا
(Franco-Lara et al. 2023  و )Ca. P. solani (16SrXII) 

 .Golami et alدر ایدرا) )  Ca. P. trifolii( 16SrVIبدا )

2020, Hosseini, et al. 2011b .اشاره  رد ) 
زمیندی دارای علایدم های سی طی فراین  انتیا  بوت  

 هدای نالدج فایتوپلاسدمایی،فایتوپلاسمایی برای تامی  غ ه

هددای نموندد  واجدد  علایددم فایتوپلاسددمایی در آزمددو) 26 
nested -PCR  باند ی تلثیدر نلردند  و فالد  فایتوپلاسدما

های مزبور یا در مرح   گ د هی ترییص داده ش ن . نمون 
برداری ش ه بودند  و یدا ها نمون و ل ج از بزرگ ش ) غ ه

ها جمدیت زیادی متد ق ب  مناطقی بودن     الولا زنجر 
ن اشتن . مدمولا تیتر فایتوپلاسما در مراحج اورید  و میدانی 
ف ج رش  )بهار و اوایج تاببتا)( میزبدا)  دم و در اواخدر 

ر تاببدتا) و اوایدج پداییز( زیداد اسدت مرح   رشد  )اواخد
(Wright et al. 2022 ازطری دیرر، گیرش فایتوپلاسدما .)

از گیداه آردوده توسد  زنجدر  نالدج، دوره انلوباسددیو) و 
انتقال ب  میزبا)، ببت  ب  تیتر پاتوژ) و شرای  مویطدی، بد  

 Weintraub & Beanlandزمانی طدولانی نیازمند  اسدت )

ها در منطقد  ریج جمدیت پایی  زنجر (. احتمالا ب  د2006
و در نتیج  نر%  م انتقال فایتوپلاسدما و همنندی  غ ظدت 
پایی  فایتوپلاسما در اوایج شدهریور، تیتدر فایتوپلاسدما در 

بوت  در ح ی ن دود  د  بتدوا) آنهدا را از   26های ای   برگ
ردیابی نمود. ار تد  احتمدال تردییص   nested-PCRطریق  

های ویروسدی توپلاسمایی از علایم بیماریاشت اه علایم فای
هدا را نیدز ن اید  از نظدر دور و عوارن فیزیوروژیلی بوتد 

 داشت.  

تغییددرات فیزیورددوژیلی میزبددا) در رابطدد  متقابددج بددا 
فایتوپلاسما عمد تا سدازگاران  بدوده و ضدم  اینلد  گیداه 

بین ، فایتوپلاسما نیز با جریا) شیره ن اتی، آسی  ج ی نمی
عنالر غرباری در آون های آبل  بد  عندوا) یدد   از طریق
(.  (Bertaccini 2022شدود( ا وروژیلی وارد میnich نج )

در عنالر غرباری، ضم  اینل  فایتوپلاسما لادر است فرار 
توان  اسمزی خود را با فرار اسمزی موی  تط یق ده ، می

از مناب  غندی اسدی های امیند ، لند های فبدفری   شد ه و 
هدای فیزیوردوژیلی و های ای  ناحی  برای فداریدتنو ئوتی 

های سنتز تلثیر خود استفاده نمای ، چو) خود آنها فال  ژ)
اسددی های امیندد ، نو  ئوتیدد  و فبددفری    ددرد) لندد ها 

 (. بد  اید  روداظ، van Bel and Musetti 2019هبدتن )

توا) فرن نمود    در تلمیدج اید  تدامدج سدازگاران  می
  زمینی، فاتیوپلاسما از طریدق آوند های سی  -فایتوپلاسما

 هدای دختدری منتقدج شدود و بدا فداریدت در آبل  ب  غ ه

های نبج بد ی بقای ا وروژیلی خود را ادام  ده . بدا بوت 
هدای دختدری و ای  حال، انتقال فایتوپلاسما از طریق غد ه

های سرارغوانی، جداروی نق  آ) در اپی میوروژی  بیماری
 ور، در گذشت  چن ا) ج ی در نظر گرفتد  جادوگر و استار

(. در مطاردات بد ی، با تایی  Wright et al. 1983ش  )نمی
هدای فایتوپلاسدمایی سدرارغوانی، جدارویی انتقال بیمداری

هدای بدذری زمیندی از طریدق غد هش ) و اسدتار ور سدی 
(. 2011; Khadhair et al. 2011; Ember et alCrossline, 

 Paltrinieri & Bertaccini 2007. 2003; et al) انتردار ،
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فایتوپلاسما ب  وسی   غ ه توج  بیرتری را ج    رد، هدر 
چن  در ارزیابی ندر% انتقدال فایتوپلاسدماها بد  اید  روش 

 .هایی وجود داشتتفاوت
در بررسی حاضر، توانایی انتقدال فایتوپلاسدما از طریدق 

هدای زمیندی بد  بوتد های آروده سی های دختری بوت غ ه
غد ه ب سدت آمد ه از  111های بدد ی تایید  شد . از  نبج

( لادر %22غ ه )  25گیاها) آروده ب  فایتوپلاسما در مزرع ،  
ب  نبج دوم بودند . احتمدالا تیتدر  Ca. P. solaniب  انتقال 

 19هدا متفداوت بدود، بطوریلد  در فایتوپلاسما در ای  غ ه
، زردی یا ارغوانی شد ) نمون  علایم  م رش ی، ریزبرگی

ها در تمام بوت  ظاهر گردی   د  از میدا) آنهدا در سد  برگ
بوت  علایم فایتوپلاسمایی در ید یدا چند  شداخ  از گیداه 

های دیرر هما) بوتد  ظداهر سدارمی وجود داشت و شاخ 
داشتن . در ش  بوت  دیرر علایم فایتوپلاسدمایی مرداه ه 

لاسدما بد  گیاهدا) نبدج نر . در بررسی رون  انتقال فایتوپ
( 6بوت  مورد بررسی، پنج نموند  )%  82سوم نیز از مجموف  

آروده ب  فایتوپلاسما ترییص داده ش ن   د  همد  علایدم 
تددوا) فایتوپلاسددمایی داشددتن . از نتددایج ایدد  پددژوه  مددی

های نبدج استن ا  نمود    میزا) انتقال فایتوپلاسما از بوت 
ردی دارد. در توقیقدات هدای بدد ی روند  نزواول ب  نبج

 سددایری  نیددز ع یددرغم تاییدد  انتقددال فایتوپلاسددما از طریددق

 زمیندی، ندر% انتقدال از طریدق غد ههای دختری سی غ ه 

 ;Crosslin et al. 2011 متغیدر بدود )  50تدا % 6بدی  % 

. 2003et alKhadhair  . 2011;et alEmber  اید  نتدایج .)
هدای فایتوپلاسدما از طریدق غد هده   د  انتقدال  نرا) می

گیرد و ممل  اسدت دختری ب ورت سیبتمید انجام نمی
زمینی، آردوده بد  فایتوپلاسدما های ید بوت  سی هم  غ ه

های رش   درده ن اشن  و حتی در لورت آروده بود)، بوت 
هددا علایددم ظدداهری نرددا) ن هندد . اگددر یددد از ایدد  غدد ه

و شد ت علایدم   هم بتری منطقی بدی  تیتدر فایتوپلاسدما
هدای تدوا) توجید   درد  د  حاردتوجود داشت  باش ، می

ها، ظهور علایم در میت ر بروز  امج علایم در بدضی بوت 

های ید بوت  و یا فق ا) علایم در تد اد مو ودی از شاخ 
های آروده نرانرر آ) است    بد  دریدج توزید  بدضی بوت 

بلدد ،  نددامتواز) جمدیددت فایتوپلاسددما در آوندد های آ
فایتوپلاسما جمدیدت  دافی بدرای انتردار در  دج سیبدتم 

هدای آون ی گیاه را ن ارد. بندابرای ، انتقدال از طریدق غد ه
در  ند . دختری، از ارروی پرا ن  یلنواختی پیدروی نمدی

ای  رابط ، ممل  است تیتدر  دم فایتوپلاسدما در ریرد  و 
هدددای هدددای زیرزمیندددی در مقایبددد  بدددا بدددرگلبدددمت
( و تلثیر  ن  فایتوپلاسما Christensen et al. 2005بالایی)

 م ود نور، یلندواختی دمدا در  ب  دریجای در شرای  گ یان 
هدای مقایب  با شدرای  ط یددی، مود ودیت توسدد  اند ام

را مان  تلثیدر  ،گ  ا) ها درزیرزمینی و ع م رش   افی غ ه
 . از طدری دیردر،بهین  فایتوپلاسما و بروز علایدم دانبدت

هددای فیزیورددوژیلی حر ددت فایتوپلاسددما در ودیتمودد 
تواند  از دلایدج عد م یلندواختی آون های آبلری نیز مدی

 های میت ر میزبا) باش .پرا ن  فایتوپلاسما در لبمت
( و از mass flowفایتوپلاسماها با جریا) شیره گیاهی ) 

هدای ( وارد س ول sieve elementsطریق لفوات آبلری )
 نند .   نیدزه در طول آون  حر ت مدیشون  و  آبلری می

 شدد ) فایتوپلاسددما در آوندد های آبلدد  موجدد   دداه  

بد  خداطر تردلیج  داروس   منافذ لدفوات آبلردیان ازه  
(Wei et al. 2022 یا ایجاد  مپ لس پروتئینی )SERO  در

 هددای دفدداعی نقدد  دارد شددود  دد  در وا ددن مددیآنهددا 
(Pagliari et al. 2018  ای  تغییرات فیزیوروژیلی موج .)

  انب اد آون های آبلردی و تضددیر حر دت شدیره ن داتی
هددایی را در انتقددال سیبددتمید  دد  مودد ودیت شددودمددی

آورد فایتوپلاسددما در آوندد های آبلدد  بدد  وجددود مددی
(Musseti et al 2013  از طری دیردر فایتوپلاسدماها بد .)

   اسدت دریج ات ال ناپاید ار بد  لدفوات آبلردی، مملد
 شدیره گیداهی لدرار نریرند   جریدا)  بطور مولت در مبدیر

 (van Bel & Musetti 2019 تمدام اید  اتفالدات باعدث .)
شود حر ت فایتوپلاسدما در داخدج شدیره گیداهی  ند  می
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همننی ، ترییص می و  فایتوپلاسدماهای فددال و   شود.
غیر فدال یا مدرده در لدفوات آبلردی بدا میلروسدلو  

 confocal laser)  انفو دال ریدزری یدا  روبری هم  دانو)

scanning microscopy ( نرددا) داده اسددت  دد  ع یددرغم
جمدیت زیاد فایتوپلاسما در آون های آبلری ممل  اسدت 
توانایی عم لرد غرای سیتوپلاسمی آنها بر ادر تغییر فردار 
زیاد شیره گیاهی از بی  برود و ع یدرغم حضدور در آوند ، 

(. بدا در Christensen et al. 2004) فداریتی ن اشدت  باشدن 
گیدری نمدود  د  توا) نتیجد نظر گرفت  تمام ای  موارد می

ممل  است تیتدر فایتوپلاسدما در گیداه میزبدا) همیرد  در 
هدای ح ی ن اش     بتوان  با جمدیت  افی در هم  بافدت

زمیندی هدای یدد بوتد  سدی گیاهی و از جم   تمام غد ه
های بدد ی بیمداری ظداهر نبجحضور فدال پی ا  ن  تا در 

 شود. 
 در تددد ادی از Ca. P. solaniتلثیددر فایتوپلاسددمای 

هددای دوم و سددوم نرددا) داد  دد  ایدد  هددای نبددجغدد ه 

فایتوپلاسما    در گیاها) نبج اول غار یت داشت، احتمدالا 
زمیندی در هدای فایتوپلاسدمایی سدی عامج ال ی بیمداری

باشد ، موال و بیتیاری میالفها) و چهار  هایمزارف استا)
هرچند  بدا  Ca. P. solaniدر گیاها) نبج دوم و سوم نیز، 

ید رون  نزوری، تنها عامج فایتوپلاسمایی لابدج انتقدال بد  
رس ، غ ظت بدالاتر اید  فایتوپلاسدما در غ ه بود. بنظر می

 های بد ی باش .گیاها) از عوامج ال ی انتقال آ) ب  نبج
توا) چنی  استن ا   آم ه در ای  توقیق، می ایج ب ست از نت 

هددای  عامددج الدد ی بیمدداری   Ca. P. solani ددرد  دد   
های الدفها) و  زمیندی در مدزارف اسدتا) فایتوپلاسمایی سی  

چهارموال و بیتیاری است  د  مدی تواند  بدا ندر%  دم یدا  
هدای بدد ی منتقدج  های بذری ب  نبدج متوس  از طریق غ ه 
تواند  من د  ببدیار  انتقال مو ود نیدز مدی شود. همی  میزا)  

ها جهت انتقال ای  فایتوپلاسما و س    مناس ی برای زنجر  
 زمینی باش . پرا ن  و شیوف بیماری استار ور در مزارف سی  
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