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 چکیده

اهان های جدی در گیعامل بروز بیماری وبه آوند چوبی  دمحدوو  کشتسختگونه ای  ،Xylella fastidiosaباکتری 

 هدر ده ده است.شدر نقاط مختلف دنیا از این باکتری گزارش کننده کن و ریشهوسیع  هایاپیدمیتاکنون، د. باشمختلف می

مشاهده  و انگوربادام  ملهجاز در برخی از مناطق ایران روی درختان میوه  X. fastidiosaهای ناشی از علائم بیماری ،اخیر

 گیاهان و حشرات در X. fastidiosaهای ردیابی اعتماد بودن روش و قابلمؤثر ، به صرفه بودن ،حساسیتمیزان . شده است

 ینه و مدیریت بیماریاز نظر قرنط ،ها کم استدر آن جمعیت باکتری که مانند انگور و پسته هچند سال گیاهان درویژه به ناقل

بسیار  X. fastidiosa کشت باکتری ،کشت شده هاییاختهروی  PCR ردیابی به روش علیرغم دقت بالای ضروری است. بسیار

ع، کم هزینه و با دقت سازی روشی سریبهینه وربه منظ بنابراین، .است گزارش شده و با درصد موفقیت پایین برزمان ،هزینهپر

تکثیر برای  ،ایدو مرحله ایآشیانه PCR، طور مستقیم از گیاه میزبانبه X. fastidiosa رشد آوندیبرای ردیابی باکتری سخت

راج های استخکل نمونه %2از ، از این روش دست آمدهنتایج بهطبق  .طراحی شد  RNA polymerase gene 70S sigmaژن

سریع،  اند روش جایگزینتوای میآشیانه PCRاستفاده از روش  بنابراین، های استخراج یافته بهبود یافت.در نمونه %7به  ،یافته

 برای ردیابی مستقیم این باکتری از میزبان باشد. ثرصرفه و مؤبه

 ،RNA polymerase gene 70S sigmaای، آشیانه PCR، استاندارد PCR کشت،سختباکتری  ،پیرس انگور کلیدی: گانواژ
Xylella fastidiosa  

 

 مقدمه

های گیاهی نبسیاری از میزبا در یباکتر. این است یو محدود به آوند چوب یمنف گرمیک باکتری  X. fastidiosa باکتری

ی از باکتری ـهای ناشمارییب سارتـو خ یودگـآل زانیم(. Wells et al., 1987کند )می ایجاد با علائم مختلف یهایبیماری

X. fastidiosa، گزارش درصد 30متفاوت است و از چند درصد تا  زبانیم تیناقل و حساس تیفعال ،یطیمح طیبسته به شرا 

مناطق  زا یها قبل در برخاز سالX. fastidiosa  از یناش هایمارییعلائم ب(. Purcell, 2013; Wang et al., 2024) تشده اس

های از نمونه زایلاا جینتا بر اساس .شده است مشاهده دارهیو سا یدرختان جنگل ،بادام، مو ژهیوبه وهیروی درختان م رانیا

  اری،یهای چهارمحال و بختشامل استان رانیمختلف ا شده از مناطق آوریجمع X. fastidiosa مارییبعامل  مشکوک به
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ها نمونه یبرخ ،1388-1393 هایالـس یاه طـانشـکرمو دانـفهان، همـاص رز، کرمان،ـالب ن،یرضوی، قزوفارس، خراسان 

 (.Amanifar et al., 2019) اندگزارش شدهآلوده 

 1970ا پایان دهه ت (. عامل بیماریPierce, 1892های انگور کالیفرنیا مشاهده شد )انگور ابتدا در باغ پیرس بیماری عامل

 عات انجام شدهبا بیشترین مطال برتر گیاهی پاتوژن 10 زمره در باکتری این امروزه (.Davis et al., 1978قابل کشت نبود )

 (. Mansfield et al., 2012دارد ) قرار

X. fastidiosa  وره دشود و چون های رویشی تکثیری آلوده منتقل میمخروطی و اندام های سرا زنجرکبدر طبیعت

 ناشی از یظاهر آلوده بدون علائمهای ممکن است با نهال ،نسبتاً طولانی استX. fastidiosa  های ناشی ازیماریبکمون 

 (.Janse and Obradovic, 2010آلوده منتقل شود )به مناطق غیر گربیمار

 دهـش یابـیرد سالهچند یهاگونه ژهیوبه یـاهـیگ گونه 600 از شیب در یباکتر نیا یزبانیم دامنه د،یجد منابع طبق

 تـبافیت ـندوفا هاـآن از یدادـتع کهـبل ،دـنبودن زاـیماریب لـعام واردـم مهـه در اًـلزوم که ،)et al EFSA ,.4202( است

 نیا خطر زهامرو(. Castro et al., 2021) گزارش شدندغذا ه و همهمسفرصورت به بعضاً و( Chatterjee et al., 2008) یاهـیگ

 طیمح و یعیطب یهاعرصه گرید و مرتعی ،یزراع و یباغ محصولات و است یجد اریبس گونهریز تنوع به توجه با یماریب

 (.Castro et al., 2021) است داده قرار دیتهد موردرا  یستیز

 برگتگی ـسوخ (،Davis et al., 1978) انگور رسـیپاری ـتوان به بیمماری میـده عامل بیـی شناخته شهایماریب از

 ،(Chang et al., 1993ت )مرکبا یرنگچند کلروز ،(Wells et al., 1987) ونجهی یکوتولگ(، Mircetich et al., 1976) بادام

 برگ یتگـوخـس ،(Leu and Su, 1993ی )ـلابـگ رگـب یـتگـوخـس ،(Barnard et al., 1998ط )وـبل رگـب یگـوختـس

برگ  یو سوختگ (Luvisi et al., 2017; Saponari et al., 2017) تونیز عیزوال سر یماریب ،(Purcell et al., 1999) خرزهره

 .نمود اشاره( Amanifar et al., 2019پسته )

مقایسه  لوژنی و اخیراً)الایزا(، روابط فی های سرولوژیکیبر مبنای قدرت بیماریزائی، دامنه میزبانی، آزمونمذکور  یباکتر

 multilocus sequencing through partialدار)های خانهژن لوکوس چند یابیو توالی (ITS) داخلی سازفاصله های ناحیهتوالی

sequences of housekeeping genes) دهـگونه عم دو به X. fastidiosa و Xylella taiwanensis شوند یـم مـیـتقس

(Johnson et al., 2021که گ )ونهـ  X. fastidiosa گونهرـزی ت:ـاس هـونـگرـزیش ـشدارای X. fastidiosa subsp. fastidiosa 

 گونهریز (،Buzombo et al., 2006; Nunney et al., 2010رزهره، افرا، رزماری و بادام )ـ، خگورـان بر روی رسیپ یماریب عامل

sandyi  X. fastidiosa subsp.  یور برعامل بیماری ( خرزهرهYuan et al., 2010،) زیرگونه  X. fastidiosa subsp. Multiplex 

 ;Hernandez-Martinez et al., 2006; Schaad et al., 2004 ) وطـلـب وو ـآلزرد ،وـهل، آلو ،بادام یرو یماریب املـع

Schuenzel et al., 2005)، هـونـرگـزی X. fastidiosa subsp. tashke تـدرخ یـتـنـزی تـدرخ روی اریـمـیـب لـامـع 

 ،(CVC) مرکبات هایمیزبان روی بیماری عامل X. fastidiosa subsp. pauca زیرگونه (،Randall et al., 2009) چیتالپا

 X. fastidiosa subsp. Morus زیرگونه و (de Souza et al., 2020) بادام خرزهره، قهوه، ،(OQDS) ونـزیت سریع زوال سندرم

 .(Nunney et al., 2014) باشندو ناندینا می بامبو بهشتی قرمز، توت سفید، توت عامل بیماری

 X. fastidiosa subsp. pauca (Xfp)، X. fastidiosa اصلی گونهزیر سه نیزاروپا  در خاستگاه اصلی، عنوانبهغیر از آمریکا 

subsp. multiplex (Xfm) و  (Xff) X. fastidiosa subsp. Fastidiosaده است )ـش یایـاسـنـشJacques et al., 2016; 

Dupas, et al., 2023.) ین بیماری ردیابی و از دیگر نقاط دنیا چون تایوان هم وجود ا ،مدیترانه منطقهو  قاره اروپا علاوه بر

 (. Su et al., 2016) گزارش شده است

 شدهگزارش  (Amanifar et al., 2019) پستهو  (Amanifar et al., 2014) بادام و انگور باغات از باکتریاین  رانیا در

 .است



 1404 سال ،1 شماره ،14 جلد ،کاربردی پزشکیگیاه

47 

 

 یلو تحل یبررس یازمندن ید،آن بر تول هاییامداز نقطه نظر پراکنش و پ رانیا در پسته و بادام انگور، باغات در یماریببروز 

 یو شور یخشک یرنظ یطیمح یهااز تنش یموارد با علائم ناش یاریدر بس یماریب ینا یهاکه نشانه آنجا است. از یقدق

تا  1396از  سال پنج یط که قیتحق نیا در برخوردار است. ییبالا یتاز اهم یماری،درست ب یصتشخ شود،یاشتباه گرفته م

های مختلف در مناطق مختلف نسبت به ردیابی عامل بیماری از روی میزبان ،گرفت انجام رانیا مختلف یهااستان در 1401

 ایران اقدام شد. 

 هامواد و روش

 برداری پایش بیماری و نمونه

 نارون، ،یگلاب ب،یس، بادام پسته، انگور، جمله از مختلف یهازبانیم ازنمونه  374تعداد  1396-1401 یهاسال یط

 و آلوده نقاط زا ی،ماریب آشکار میعلا بدون یهازبانیم از زین و یماریب یظاهر میعلا مشاهده اساس بر مرکبات و لاسیگ

  .(1ل )شک دیگرد یآورجمعها شدن دمبرگ یتیچوب کبر و هابرگ یسوختگ یهبا علائم حاش یآلودگ به مشکوک
 

 
  (B)انگور، یزبانها در مشدن برگ یتیو چوب کبر یسوختگ یهعلائم حاش  (A)مختلف: هاییزباندر م یعلائم آلودگ -1شکل 

 برگ درخت پسته یهحاش یسوختگ یمعلا
Fig. 1. Symptoms of infection in different hosts: (A) Leaf scorch and matchstick-like of leaves on grape 

host; (B) Marginal leaf scorch symptoms in pistachio trees. 

 

 مازندران، ،یغرب جانیآذربا ،یشرق جانیآذربافارس،  سمنان، تهران، زد،ی ن،یقزو کرمان، عبارت از هدف یهااستان

 .(2)شکل  بودندو کردستان  یخراسان رضو یاری،وبختمحالچهار

 مشخص ببرچس با نمونه هر و شد آوریجمع مختلف ینواح درختان یهابرگ و هشاخ از ی مشکوک به آلودگیهانمونه

 داده نتقالا شگاهیآزما به آریسیپ هایکشت و انجام آزمون جهت ظرف حاوی یخ در و گرفت قرار یکیپلاست سهیک کی در

مثبت به کل  یهااز تعداد نمونه یصورت کسرشده، به یبردارنمونه یزبانهر استان، بر اساس م یبرا ی. درصد آلودگشد

 تست شده در هر استان محاسبه شد. یهانمونه
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 شده است. یه( ته1.5.4 نسخه)  RStudioافزارنقشه، با نرم یناستان کشور. ا 12ها از نمونه یآورنقشه جمع -2شکل 

Fig 2. Map of collecting samples from 12 provinces of the country. The map was generated using RStudio 

(version 4.5.1). 
 

 اختصاصی هایکشت محیط
 BCYE (Buffered charcoal yeast extract) Wells et al., 1987) ،)PWG املـش یـاصـصـتـاخ تـشـی کاـهطـیـحـم

(Periwinkle wilt Gelrite) (Davis et al., 1980; Hill and Purcell, 1995; Janse et al., 2012)،PW (Periwinkle wilt) 

(Schaad et al., 2001) و PDA2 (Potatp Dextrose Agar 2) (Davis et al., 1980) (1)جدول  تهیه شدند. 
 

 هاکشت مواد تشکیل دهنده محیط -1جدول 

Table 1. Constituent components of culture media 
PD2 (g/L) PW (g/L) PWG (g/L) BCYE (g/L) 

Disodium succinate 1 Phytone peptone 4 Phytone peptone 4 Yeast extract 10 
Tryptone 4 Trypticase 1.2 Trypticase peptone 1 Activated charcoal 2 
Soytone 2 MgSO₄·7H₂O 0/5 Hemin chloride 0/01 L-cysteine HCl 0/4 

Trisodium citrate 1 Hemin chloride 0/01 Phenol red 0/01 Ferric pyrophosphate 
0/25 MgSO₄·7H₂O 0/5 K₂HPO₄ 1.5 K₂HPO₄ 1 ACES buffer 10 

K₂HPO₄ 1.5 KH₂PO₄ 1 KH₂PO₄ 1 Difco Bacto Agar 17 

KH₂PO₄ 1 L-glutamine 4 Gelrite gellan gum 9 40 ml KOH (1M) 

Hemin chloride 0/01 Bovine serum albumin 
6 

MgSO4.7SO4 0/4 - 
Bovine serum albumin 6 Agar 15 L-glutamine 4 - 

Agar 15 - Bovine serum albumin 
6 

- 

- - Agar 15 - 
 

 مقدار ،ودندب یماریب کیپیت میعلا یها که دارابرگ یاصل یهارگبرگ و دمبرگ محل از ابتدابرای تهیه سوسپانسیون 

 یدعفونض قهیدق سه مدت به %5 میسد تیپوکلریه محلول در سپس. شد خشک و شسته سترون آب با و هیته نمونه گرم 5/0

 5 مدت به سترون مقطر آب در تینها در و شد داده قرار %70 اتانول محلول در قهیدق سه مدت به سپس. شد انجام یسطح

ر د و 28℃ یدر دما به مدت چهار هفته کشت شده یهایپتر .(EPPO, 2016) شد کشت آماده و شستشو سه نوبت قهیدق

 ند.دحذف ش ویهعوامل ثانعنوان بهکه قبل از یک هفته ظهور کردند، رشد  عیسر یهایکلن ند.دقرار داده ش یکیتارشرایط 

 قرار گرفتند. مورد بازبینیتا هفته چهارم، طور روزانه هب به بعد هفته دوماز  زیار ریبس کلنی تشکیل یا عدم تشکیل
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  PCRآنالیز وDNA اجاستخر

DNA اژنیک تیک از استفاده با گیاه، کلQIAGEN (Cat. No. 69104) ، هم  و سازنده کارخانه العملدستور اساس بر

 در. (Ausubel et al., 1992)ند شد استخراج CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide) بافر چنین با استفاده از

 یسیس 5 در عیما ازت با اهیگ تازه بافت شده خرد یاصل یهارگبرگ و انبرگیم از نمونه گرمیلیم 50مقدار  ، CTABروش

  (.Hendson et al., 2001) دیگرد استخراج  pH=8 باCTAB  بافر

 Conventional PCR)) آر استانداردسیپیواکنش 

 هایشواکندر  RNA-Pol sigma-70 factor ژن ریجهت تکث RST 31/33 (Minesavage et al., 1994) مریپرا جفت

PCR یک میکرولیتر شامل تریکرولیم 14 هیپا محلول حجمی با معمول  DNA، µL 6 میکسمستر، µL5 و یقیآب تزرµL 1 

 اولیه اسیون )گسست(دناتور مرحله یک شامل تکثیر، برنامه(. 2ت )جدول گرف قرار استفاده موردهای پیشرو و پسرو، پرایمر از

 55 اتصال دمای ثانیه، 45 به مدت سلسیوس درجه 95 شامل چرخه 35 دقیقه، 5 مدت سلسیوس به درجه 95 دمای در

درجه سلسیوس به مدت  72ثانیه و بسط در دمای  30به مدت  RNA-Pol sigma-70 factor ژن تکثیردرجه سلسیوس برای 

 انجام شد. معمولی PCR برای واکنش دقیقه، 8 برایدرجه سلسیوس  72 در دمای طول افزایش و مرحله ثانیه 30
 

 X. fastidiosaفهرست آغازگرهای مورد استفاده برای ردیابی  -2 جدول
Table 2. List of the primers used for detection of X. fastidiosa 

 نوع آغازگر
Primer type 

 (3'به  5'توالی )
Sequence (5' to 3') 

 ژن هدف
Target 

gene 

 محصولاندازه 
(bp) 

Amplicon 

size (bp) 

 منبع
Reference 

RST31/ RST33 
5'-GCGTTAATTTTCGAAGTGATTCGATTGC-3' 

5'- CACCATTCGTATCCCGGTG-3' 

RNA 

polymerase 

gene 70S 

sigma 

733 
Minesavage 

 et al., 1994 

ALSC491-F 

ALSC491-R 
5'-AATGTTGCAGCAGTTTGGTCG-3' 

5'-TTGCCCTACACGTGATTAAGCAC-3' 

RNA 

polymerase 

gene 70S 

sigma 

 در دست چاپ 480

 

 (Nested PCR) آر آشیانه ای سیواکنش پی

 µLمقدار و گردید و همگن رقیق تزریقی آب µL19 در اولیه آرسیپی محصول از µL1ای، آر آشیانهسیپی در واکنش

 EmeralAmpMaxHS PCR primer Mix TaKaRa-RR330Q)از مستر میکس  µL6واکنش شامل،  در پایه آن از 8-2/0

or Go Taq-Promega)، µL 5 تزریقی، آب µL1 پرایمر از ALSC491-F/ALSC491-R ینهای حجم در µL14 گردید اضافه. 

  .گردید تکرار اول مرحله همانند ای،آر آشیانهسیپی دوم مرحله تکثیر برنامه

 تکثیر هایباند UV دستگاه با دقیقه اجرا و 45مدت  به ولت 8 ولتاژ در %2/1 آگارز ژل روی بر PCR در پایان، محصولات

 (.4شد )شکل  برداریعکس و مشاهده شده
 

 نتایج

 برداری و میزان آلودگینمونه

 ویژه انگور، پسته، بادامههای مختلف باز میزبان ،نمونه گیاهی 374تعداد  1396-1401های سال درطی فصول مختلف 

، %35استان کرمان با هفت مربوط به  به ترتیب برداری شد. بیشترین درصد آلودگیم و بدون علایم نمونهو گیلاس با علای
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 بودآلودگی  %6بختیاری و چهارمحال  و %9، سمنان %18یزد  ،%23آذربایجان غربی  ،%27، خراسان رضوی با %28قزوین با 

 (. 3، شکل 3)جدول 
 

های مختلف طی یزبانآوری شده از مهای جمعم و درصد آلودگی نمونهئم و بدون علائهای با علامکان، زمان، تعداد نمونه -3جدول 

 1396-1401های سال
Table 3. Place, time, number of samples with symptoms and without symptoms and percentage of 

contamination of samples collected from different hosts during 2018-2021 

 درصد آلودگی
 % of 

infection 

 هانمونه تعداد
Number of samples 

 میزبان 

 
Host 

های استان

 بردارینمونه
Sampling 

province 
 Sampling Time برداریزمان نمونه

 علایم بدون
Asymptom

atic 

 با علایم
Sympto

matic 

 Semnan سمنان Grapevine انگور 44 6 9%
 )پائیز، تابستان(

1398-1399 

(Summer, Autumn) 

2019,2020  

 Qazvin قزوین Grapevine انگور 41 3 28%
 )پائیز، تابستان(

1398-1399 

(Summer, Autumn) 

2019,2020  

 Grapevine انگور 16 3 -
خراسان 

 رضوی
Khorasan Razavi 

 )تابستان(

1398-1399 

(Summer) 

2019-2020  

 Grapevine انگور 17 2 23%
آذربایجان 

 غربی
West Azerbaijan 

 )پائیز، تابستان(

1397-1398 

(Summer, Autumn) 

2018-2019  

 Grapevine انگور 8 - -
آذربایجان 

 شرقی
East Azerbaijan 

 )پائیز(

1398 

(Autumn) 

2019  

 Kurdistan کردستان Grapevine انگور 6 - -
 )تابستان(

1398 

(Summer) 

2019  

 Kerman کرمان Pistachio پسته 96 5 35%
 )پائیز، تابستان، بهار(

1398-1400 

(Spring, Summer, Autumn) 

2019-2021  

 Yazd یزد Pistachio پسته 54 6 18%
 )پائیز، تابستان، بهار(

1398-1400 

(Spring, Summer, Autumn) 

2019-2021  

 Almond بادام 23 3 6%
ومحالرچها

 بختیاری

Chaharmahal and 

Bakhtiari 

 تابستان()پائیز، 

1399-1400 

(Summer, Autumn) 

2020-2021  

 Fars فارس Almond بادام 9 - -
 )تابستان(

1397-1398 

(Summer) 

2018-2019  

 Tehran تهران Plantanus چنار 7 1 -
 )زمستان(

1396 

(Winter) 

2018  

 Mazandaran مازندران Citrus مرکبات 5 1 -
 )زمستان(

1397 

(Winter) 

2019  

 Cherry گیلاس 16 2 27%
خراسان 

 رضوی
Khorasan Razavi 

 )پائیز، تابستان(

1401 

(Summer, Autumn) 

2022  

 

 های اختصاصیها روی محیط کشتکشت نمونه

جداسازی  BCYE، PWG ،PW ،PD2های کشت اختصاصی روی محیط X. fastidiosaهای مکرر، باکتری برغم تلاش

 نشد.

PCR ( استانداردConventional PCR) 

استاندارد یک  PCRهای گیاهی، با روش برای تمام استخراج RNA polymerase gene 70Sدر این روش تکثیر ژن 

نمونه با  7نمونه گیاهی استخراج شده، تعداد  374انجام شد. از مجموع  RST31/33ای با استفاده از پرایمر اختصاصی مرحله

https://en.wikipedia.org/wiki/Chaharmahal_and_Bakhtiari_province
https://en.wikipedia.org/wiki/Chaharmahal_and_Bakhtiari_province
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های گیاهی استخراج شده د. بنابراین، درصد موفقیت این روش برای نمونهنشان دادن مثبت PCRشده، واکنش پرایمر یاد 

 برآورد شد. %2ایرانی، حدود 
 

 
 برداری شدهها بر اساس میزبان نمونهمودار درصد آلودگی استانن -3شکل 

Fig. 3. Percentage of infection in provinces based on the sampled host plants 

 
PCR ایآشیانه (Nested PCR) 

، انجام شد و ALSC491  نمونه استخراج شده گیاهی با استفاده از پرایمر طراحی شده 374ای برای آشیانه PCRواکنش 

 ایآشیانه PCRو  استاندارد PCR دو روش نمونه در 7نمونه، با نتیجه مثبت تکثیر شدند. از این تعداد،  25در مجموع تعداد 

تواند، بیانگر افزایش ای شناسایی شدند که این عملکرد میآشیانه PCRنمونه صرفاً با  18شدند. تعداد تکثیر مثبت  با نتیجه

های استخراج های استخراج شده گیاهی باشد. بر این اساس، درصد موفقیت این روش، برای نمونهکارائی این روش در نمونه

 .دشبرآورد  %7شده گیاهی، حدود 

 
 ALSC491-F/ ALSC491-R با آغازگر (B)و  RST31/RST3 با آغازگر (A) :هاتکثیر نمونهژل الکتروفورز  -4شکل

Fig. 4. Electrophoresis gel of PCR-amplified samples: (A) Using primers RST31/RST33; (B) Using primers 

ALSC491-F/ALSC491-R 
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 بحث

ها، سه رنگی، صورت سوختگی حاشیه برگاغلب به X. fastidiosa های مختلفهای ناشی از سویهم شاخص بیمارییعلا

شاهده ـمان آلوده ـره مرگ درختـها و بالاخهـرشاخـشکی سـدگی میوه، خـها، چروکیرگـزان زودرس بـی، خـوتولگـک

های روی محیط کشت کشت بر مختلف از جمله هایاین تحقیق، ردیابی بیماری با روشدر . (Amanifar et al., 2014) شودمی

ه ـرفتـگ ارـکای بهـهده از روشـت آمـدسایج بهـی انجام گرفت. نتـولـکـهای مولو روش X. fastidiosaاختصاصی باکتری 

اب روشی موثر و کارآمد، احساس ـتخـیاز به انـراین نـابـنـت، بـاخـو این ادامه کار را با دشواری مواجه سده متغیر بود ـش

 .(Baldi and La Porta, 2017) شد
های غذائی ویژه، مکان زیستگاه خاص )آوند چوبی(، دور از انتظار نبود. نیاز ،X. fastidiosaعدم موفقیت درکشت باکتری 

 های هرز میزبان ازتوجه باکتری از شرایط محیطی از جمله دما، حضور و میزان فعالیت ناقلین و وجود علفپذیری قابلثیرأت

(. علاوه بر مشکلات جداسازی، Sicard et al., 2018ثر در میزان موفقیت کشت این باکتری گزارش شده است )ؤم عواملجمله 

های خشکی، شوری و کمبود زنده از جمله تنشبا دیگر علائم مرتبط با عوامل غیر X. fastidiosaتشابه علائم بیماری ناشی از 

و  ریگوقت افزون بر این، روش کشت (.De Pascali et al., 2022) کندتر میدیابی این بیماری را نیز پیچیدهعناصر غذائی، ر

مدت و طی انکوباسیون طولانی ثانویه یهایآلودگ پیدایش گران است وهای کشت متعدد و بسیار دهنده محیطمواد تشکیل

  .کندرشد 

باره چند یضدعفوندر بسیاری از موارد، حتی با (. Mourou et al., 2025) ندبرانگیزچالشبسیار  X. fastidiosa هایکلنی

رست و پوده هاییباکترهای توسط کلنی ،کشت بعد از روز 4-5 ها اغلبسطح پتری ی،جداساز یبرااستفاده  مورد هایبافت

 ورط. بهسازدیناممکن م راآنها  یسازو خالصکلنی اصلی  صیو تشخ دوشیاشغال م ،ماریب هایهمراه بافترشد کند یگاه

در هر گرم   (CFU)دهنده کلنیواحد تشکیل 1000ی، برابر با جداساز یبرا X. fastidiosa باکتری تیحداقل جمعنظری، 

حد آستانه لازم کمتر از  X. fastidiosaی باکتر تیجمع ،اهانیاز گ ی. در برخ(Purcell et al., 1999)بافت تعیین شده است 

های روش ،بنابراینکم است.  اریبس نیزی باکتر یداریپا ی،اهیدر عصاره گ وجود مواد بازدارنده لیو به دل برای جداسازی است

ی جداساز تیو موفق ندستین زیآمتیموارد موفقسیاری از ـبدر  ،رـمارگـیب نیا یابـیرد برای اندارداست PCR و یجداساز

  (.Amanifar et al., 2014گزارش شده است ) %5کمتر از  ،کشت طیدر مح X. fastidiosaباکتری 

های موردی در خصوص این باکتری از ایران گزارش همچنان، X. fastidiosaرغم سختی کار با باکتری سخت کشت علی 

این تحقیق و مشاهدات ماکروسکوپی علائم بیماری بر روی  نتایجشده و همچنین  به موارد یاد توجه شود. بامنتشر می

ای، آشیانه PCRسازی روش رو، با بهینهاینهای متعدد، وجود بیمارگر بسیار محتمل شد. ازهای مختلف در استانمیزبان

میلادی، در  1980بار در اواخر دهه . این روش اولینآمددست  به موفقیت چشمگیر در ردیابی این باکتری مهم و خطرناک

 برای افزایش حساسیتنوین عنوان یک تکنیک به کم، با تعداد نسخه بسیارهای ها و ژنویروسمقالات مربوط به تکثیر ژنوم در 

PCR   ت ـبا غلظ یهاونهـدر نم یژهوبه یمولکول یهایصاستاندارد در تشخ یعنوان روشبه بعد؛ به 1990از سال معرفی و

وص برای ـخصگیاهی به زایبیماریای، در تشخیص عوامل آشیانه PCRروش (. Saiki et al., 1988) مرسوم شد یژنوم یینپا

ای دارد کاربرد گسترده X. fastidiosaها، از جمله باکتری تعداد در سلول گیاهی، محدود به آوند کشت، کمهای سختباکتری

(Cruaud et al., 2014 این روش در تشخیص .)Colletotrichum siamense آمیز فرنگی نیز موفقیتعامل بیماری آنتراکنوز توت

برابر  DNAهای بسیار پایین، معادل حداقل یک پیکوگرم توانائی شناسائی پاتوژن را در غلظت کهطوریگزارش شده است، به

فیتوپلاسمائی پژمردگی برگ چنین در مورد عامل (. همChung et al., 2022ان داده است )ـسلول قارچی نش 15با حدود 

(. در De Silva et al., 2023آمیز گزارش شده است )یتای، موفقآشیانه  PCR، تشخیص پاتوژن با روشWCLWD)نخل )

ای استفاده شد که حساسیت آشیانه PCRاز روش   16SrIIو  16SrI، برای تشخیص دو گروه فیتوپلاسمائی مطالعه دیگری

https://loop.frontiersin.org/people/3029736/overview
https://loop.frontiersin.org/people/3029736/overview
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Scortichini%20M%22%5BAuthor%5D
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گزارش  ng/µL 7−10×  4 ، معادلSrII16و برای گروه فیتوپلاسمائی  ng/µL 7−10× 7.5به میزان  SrI16ص برای گروه ـتشخی

ل ـاقـ، نPhilaenus spumariu رهـشـه از حـنمون 2500ر روی ـای که بهـطالعـم (. درGe et al., 2025ت )ــده اسـش

برای ردیابی ای آشیانه PCRو  qPCRفرانسه انجام شد، دو روش مولکولی  در منطقه کورسیکای X. fastidiosa ریـتـاکـب

از حساسیت کافی برای تشخیص برخوردار نبود و میزان برآورد  qPCRاستفاده قرار گرفت. نتایج نشان داد روش  پاتوژن مورد

های نمونه ور باکتری را در همهحضای آشیانه PCRکه روش حالیآلودگی با این روش کمتر از میزان واقعی برآورد شد، در

ای، با افزایش آشیانه PCRروش  دهد کهمجموعه این مطالعات نشان می .(Cruaud et al., 2018درستی تشخیص داد )آلوده به

ثر بر افزایش کارکرد روش ؤای از عوامل مسازد. در مطالعهامکان شناسائی ژنوم در مقادیر بسیار کم را فراهم می ،چشمگیر

PCR آشیانه( ای به دو شاخص کلیدی حساسیتSensitivity( و اختصاصیت )Specificityبه ) ویژه در شرایط تکثیر یک الگوی

 تیجمع ینمونه حاو کیدر  ی بسیار کمکه با فراوان mRNAاز  cDNAشکلی یا تکثیر یک نسخه ژن خاص از خانواده ژنی چند

های این پژوهش، ردیابی بر اساس یافته .(Green et al., 2019اشاره شده است. ) داشته باشد،ها وجود ناهمگن از انواع سلول

بهبود یافت که این ای آشیانه PCRدر  %7استاندارد به حدود  PCRدر  %2صورت مستقیم از گیاه، از مولکولی باکتری به

های آمده، اهمیت استفاده از آغازگردستبهنتایج زای گیاهی است. موفقیت چشمگیری در ردیابی و شناسائی این عامل بیماری

ویژه در به، X. fastidiosaکشت باکتری سخت را برای تشخیص سریع و دقیقای آشیانه PCR اختصاصی و طراحی دقیق

ت ـمعیـکه جرسد، زمانیبه نظر می .دهدخوبی نشان میبهرا  یار مهمـری بسـنه این باکتـط با قرنطیـهای مرتبتـفعالی

استاندارد برای ردیابی این باکتری کاهش  PCR حساسیت روشدر گیاه یا ناقل بسیار پایین است،  X. fastidiosaباکتری 

های اختصاصی، کارآمدی و دقت این روش را در با پرایمرای آشیانه PCR. افزایش چشمگیر درصد موفقیت واکنش یابدمی

دهد. بر اساس نتایج حاصل از فرآیند جداسازی میزبان نشان می های آلودهبافتصورت مستقیم از ردیابی سریع این باکتری به

شده سازی های اختصاصی، روشی بهینهای با آغازگرآشیانه  PCRکارگیریتوان نتیجه گرفت که بهدر این پژوهش، می PCRو 

 است. X. fastidiosaاعتماد برای ردیابی و تشخیص باکتری  و قابل
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ABSTRACT 

Xylella fastidiosa is a difficult-to-cultivate, xylem-limited bacterium that causes sever diseases in various plants. 

Extensive and devastating epidemics of this bacterium have been reported in different parts of the world. In the last 

decade, symptoms of diseases caused by X. fastidiosa have been observed in some regions of Iran on fruit trees, 

including almonds and grapes. Sensitivity, cost effectiveness, and reliability of methods for detecting X. fastidiosa in 

plants and insects, especially in perennial plants such as grapes and pistachios, where the bacterial population is low, 

are essential in terms of quarantine and disease management. Detection by PCR on cultured bacterial cells is highly 

accurate, but the cultivation of X .fastidiosa is very expensive, time-consuming, and has been reported to have a low 

success rate. Therefore, in order to optimize a rapid, low-cost, and accurate method for detecting the hard-to-grow 

vascular bacterium X. fastidiosa directly from the host plant, a two-step nested PCR was designed for gene 

amplification (RNA polymerase gene 70S sigma). The results obtained from this method improved from 2% of the 

total extracted samples to 7% of the extracted samples. Therefore, the use of nested PCR method can be a rapid, cost-

effective and effective alternative method for direct detection of this bacterium from the host. 
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