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 چکیده

های اخیر در مناطق مختلف کشور شیوع پیدا کرده است.  ایت        فرنگی در سال گوجه بیماری فیتوپلاسمایی تورم جوانه     : سابقه و هدف  

منظور ردیابی سریع تر بیمارگتر     فرنگی، به  فیتوپلاسما استرالیزیا در گوجه   کاندیداتوس  پژوهش با هدف تعیی  غلظ. و الگوی گسترش         

 ویژه در دوره کمون بیماری و مدیری. بهتر آن انجام شد   به

کتانتدیتداتتوس     وسیله پیتونتد بته          فرنگی به  در یک آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی، سه گیاه گوجه           ها:    مواد و روش  
های انتهایی گتیتاهتان     برداری از برگ زنی، نمونه روز پس از مایه 01 و  01 ، 21 ، 11 فیتوپلاسما استرالیزیا آلوده شدند  در فواصل زمانی        

ای پلی مراز در زمان  های فرعی انجام شد  سپس با روش واکنش زنجیره های بالا و پایی  محل پیوند و نیز ریشه ساقه  ها از تیمار، برگ

ای پلی مراز مستقیت  و      های واکنش زنجیره   واقعی، غلظ. و الگوی گسترش فیتوپلاسما در گیاهان یاد شده تعیی  شد  همچنی ، روش              

 ای در ردیابی فیتوپلاسمای همراه با بیماری استفاده و مقایسه شدند  آشیانه

فیتوپلاسما استرالیزیا پس از ورود به گیاه، به سم. بالا و پایی  حرک. کرده و به همی  دلیتل             کاندیداتوس  نتایج نشان دادند که     ها:    یافته

های ای  پژوهش، میانگی   های میانی و پایینی بود  براساس یافته های گیاهان آلوده، غلظ. آن بیشتر از برگ های بالایی و ریشه در برگ

ای پتلتی متراز       تر از واکنش زنجیره    ای حساس  ای پلی مراز آشیانه    روز تخمی  زده شد  واکنش زنجیره        01 کمون بیماری حدود     دوره

 کمون بیماری بود   ویژه در دوره مستقی  در ردیابی ای  فیتوپلاسما به

 فیتوپلاسما استرالیزیتا، بتهتتتر است. از            کاندیداتوس  فرنگی ناشی از     برای ردیابی و تشخیص بیماری تورم جوانه گوجه       گیری:    نتیجه

 ای استفاده شود   ای پلی مراز آشیانه برداری و از روش واکنش زنجیره ها نمونه های انتهایی و ریشه برگ

 فرنگی  های انتهایی، ریشه، غلظ.، فیتوپلاسما، گوجه برگواژگان کلیدی: 

 89مهر ماه پذیرش برای چاپ:   89شهریور ماه  دریاف. مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: استان فارس، زرقان، ایستگاه تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی زرقان

 mm.faghihi@yahoo.comپس. الکترونیک:       18109610190تلف :  

 مقدمه     

فیتوپلاسماها که قبلًا بته نتام ارگتانتیتست  هتای شتبته                          

های بدون دیتواره   شدند، پروکاریوت مایکوپلاسمایی نامیده می  

سلولی و غیرمارپیچی، محدود به آوند آبکشی، غیرقابل کشت.،          

ها هستند کته در     دارای ژنوم کوچک و متعلق به رده مولیکوت 

ها و تعداد کمی نیز توستط        شرایط طبیعی اغلب توسط زنجرک    

شوند  فیتوپلاستمتاهتا      پسیل از یک گیاه به گیاه دیگر منتقل می     

کنند و بته بترختی از           در بسیاری از گیاهان بیماری ایجاد می 

هتای   گیاهان باغی و زراعی در عرصته کشتاورزی خستارت            

( در /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ اس.  ای  مقاله با دسترسی آزاد و تح. مجوز مالکی. خلاقانه )
 ها منتشر شده اس.  هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز اس.  فصلنامه دنیای میکروب
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 ( 1کتتنتتنتتد )     اقتتتتتصتتادی قتتابتتل تتتوجتتهتتی وارد متتی            

یتک    (tomato big bud)فترنتگتی       گوجه  بیماری تورم جوانه  

 1803بیماری فیتوپلاسمایی اس. که برای اولی  بار در ستال             

فرنگی گزارش و  در استرالیا روی گیاه گوجه    (Hill)توسط هیل   

گتفتتته شتد          big budبه عل. متورم بودن جوانه گل، به آن         

 هتای متختتتلتف شتامتل             چندی  فیتتوپتلاتستمتا از گتروه           

 فتتیتتتتتوپتتلاتتستتمتتا اورانتتتتتیتتفتتولتتیتتا         کتتانتتدیتتداتتتوس     

 (Candidatus Phytoplasma aurantifolia    ،)     کتانتدیتداتتوس

(،  (Ca. Phytoplasma australasiaeفیتوپلاسما استرالتیتزیتا       

(،  Ca. Phytoplasma trifoliiفیتوپلاسما تریفولی )   کاندیداتوس  

 فتتیتتتتتوپتتلاتتستتمتتا آستتتتتریتتس            کتتانتتدیتتداتتتوس       

 (Ca. Phytoplasma asteris ،)   فتیتتتوپتلاتستمتا        کاندیداتوس

(، کتانتدیتداتتوس      Ca. Phytoplasma phoeniciumفوئنیسیوم ) 

(، کاندیداتتوس   Ca. Phytoplasma solaniفیتوپلاسما سولانی ) 

( و کاندیتداتتوس    Ca. Phytoplasma pruniفیتوپلاسما پرونی ) 

( همراه با بیتمتاری    Ca. Phytoplasma ulmiفیتوپلاسما اولمی ) 

 (  3و      2انتد )     فترنتگتی گتزارش شتده          تورم جوانه گوجه  

 در ایران، اولی  گزارش از وقوع بیماری تورم جوانته گتوجته             

(  پس از آن، عتلایت  ایت            0بوده اس. )     1882فرنگی در سال    

سبز، رشد بیش از اندازه و غتیترطتبتیتعتی                بیماری شامل گل  

ها در تعداد زیتادی      ها، رگبرگ ارغوانی و تورم جوانه      کاسبرگ

های مختلف ایتران      از مزارع گوجه فرنگی و بادمجان در استان       

(،  9(، یتزد )       0(، هرمتزگتان )      6(، بوشهر )  5و  0شامل فارس ) 

 (، ختراستان ریتوی و شتمتالتی                11(، زنجتان )      8قزوی  )  

(، کرمانشاه، کردستتان، آرربتایتجتان       12(، اردبیل، اصفهان )11) 

( مشاهده و گتزارش شتد           10( و لرستان )     13شرقی و غربی )    

فرنگتی در     وقوع بیماری تورم جوانه در برخی از مزارع گوجه        

 (  5در صتد گتزارش شتده است. )                  0/5استان فارس تتا      

فیتوپلاسما استرالیزیا، در    کاندیداتوس  الگوی توزیع و گسترش     

فرنگی آلوده تاکنون مطالعه نشده اس.؛ اگترچته           گیاهان گوجه 

نظتر   براساس مطالعات انجام شده روی فیتوپلاسماهای دیگر به       

رسد که توزیع فیتوپلاسماها در گیاهان میزبانشان نامنظ  و           می

( نشان دادند  2110و همکاران )   (Wei)غیریکنواخ. باشد  وی  

 Chrysanthemum)که فیتوپلاسمای زردی پیاز در گیاه داوودی  

coronarium  )زنی شده به ساقه  های مایه به طور مداوم از برگ

کند و    های بالایی و پایینی گسترش پیدا می       اصلی، ریشه، برگ  

روز بتعتد    29ها و  ها بیشتر از برگ غلظ. فیتوپلاسما در ریشه  

 ( 15زنی علای  اولیه بیماری قتابتل مشتاهتده بتود )                از مایه 

( به روشنی نشان دادند که  2116و همکاران ) (Saracco)ساراکو  

 فیتتتوپتلاتستمتای زردی متیتنتا  در بترگ هتای جتوان                           

 هتای گتیتاه کتریتزانتتتمتوم کتاریتنتاتتوم                    انتهایی و ریشته    

 (Chrysanthemum carinatum بیشتر از برگ )      های پاییتنتی و

(  غلظ. فیتوپلاسما در گتیتاهتان          16کنند )   پیر تجمع پیدا می   

فیتوپلاسما و هتمتچتنتیت           بیمار ممک  اس. با توجه به سویه 

 (  10حساسی. گیاه متیتزبتان بستیتار متتتفتاوت بتاشتد )                      

 های متفاوتتی از      های مختلف گیاه ممک  اس. غلظ.      قسم.

های فیتوپلاسما را در برداشته باشند  علاوه برای ، غلظ.           سلول

صورت فصلی تغییتر     فیتوپلاسماها در میزبانشان ممک  اس. به     

توزیع و غلظ. فیتوپلاسماها در گیاهتان    (  نحوه  10و  16کند )  

زایی و ظهور علای  آن و همچنتیت           میزبان ممک  اس. بیماری   

(  پراکنش   16ردیابی و مدیری. بیماری را تح. تاثیر قرار دهد )   

های فیتوپلاسما در داختل       غیریکنواخ. یا غلظ. پایی  سلول 

خصتو  در دوره       تواند ردیابی آن را بته      گیاهان میزبان می 

 کتتمتتون بتتیتتمتتاری بتتا مشتتکتتل متتواجتته کتتنتتد                       

شناسایی گیاهان آلوده در دوره کمون بیماری حتائتز اهتمتیت.            

اس.  چنانچه بتوان با اعمال یک راهکار مناسب آلودگی گیاه را            

در مرحله نهفتگی بیماری شناسایی کرد و قبل از ظهور عتلایت              

بیماری را مدیری. کرد، می توان از گسترش و بروزهمه گیتری            

ای پلتی متراز      آن جلوگیری نمود  در ای  راستا واکنش زنجیره        

(PCR)                   با استفاده از آغازگرهای عتمتومتی و اختتتصتاصتی

 فیتوپلاسماها ابزاری مفید برای شناسایتی ایت  بتیتمتارگترهتا                

طورکلی، فیتوپلاسماها در همولنف و غدد بتزاقتی      باشد  به   می

ناقلی  خود و در عناصر آوندی گیاهان آلوده تکثیر و با شتیتره               

 کنند  بته     آوندی از صفحات غربالی آوندهای آبکشی عبور می  

دلیل مشکلات در انتقال فیتوپلاسماها بتا نتاقتلتیت ، انتتتقتال                  

 شتود   آزمایشگاهی فیتوپلاسماها معمولًا با پیوند انتجتام متی           
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ای پلی متراز      در ای  تحقیق، با استفاده از روش واکنش زنجیره        

گسترش و غتلتظت.       الگوی، (Real-time PCR)در زمان واقعی  

هتای متختتتلتف         فیتوپلاسما استرالیزیا در قسم.   کاندیداتوس  

هتای   فرنگی آلوده به بیماری تورم جوانه، در زمان       گیاهان گوجه 

 زنی با پیوند، بررسی شده اس.   مختلف پس از مایه

 

 مواد و روش ها             

 1380در آبتان متاه ستال           الف( گیاه مورد استفاده در گلخانه:         

در یک گلخانه عتاری       6198فرنگی رق  سانسید     بذرهای گوجه 

از حشرات واقع در بخش گیاه پزشکی مرکز تحقیقات و آموزش        

کشاورزی منابع طبیعی فارس کش. شدند و دو متاه پتس از              

های حاصل، سه گیتاه کته از نتظتر رشتد                  کش. از بی  بوته   

یکنواخ. بودند انتخاب و از طریق پیوند جانبی با فیتوپلاسمتای         

هتا در       زنی شدند  تمامتی آزمتایتش         همراه با تورم جوانه مایه    

 25سلسیتوس در روز و           درجه 31 ای با دمای حدوداً       گلخانه

ساع. نور طبیعی انتجتام      15سلسیوس در شب و حدود  درجه

 شد 

وهتش از     در ای  پژب( منبع آلودگی فیتوپلاسمای مورد مطالعه:     

عنوان منبتع    فرنگی آلوده به بیماری تورم جوانه به       گیاهان گوجه 

ها استفاده شد  ای  گتیتاهتان قتبتلًا در                فیتوپلاسما در آزمایش  

فیتوپلاتستمتا    کاندیداتوس  زنی با پیوند به      وسیله مایه  گلخانه به 

کتانتدیتداتتوس     ها بته     استرالیزیا آلوده شده بودند  آلودگی بوته  
ای پلتی متراز بتا         فیتوپلاسما استرالیزیا با روش واکنش زنجیره     

تکتثتیتر      آغازگرهای عمومی فیتوپلاسماها و تعیی  ترادف قطعه      

 شده مورد تایید قرار گرف.   

در ای  پژوهش غلظ. و الگتوی پتراکتنتش            ج( طرح آزمایش:      

کانتدیتداتتوس    فرنگی )   فیتوپلاسمای همراه با تورم جوانه گوجه     

فرنگی بررسی شتد  بترای         فیتوپلاسما استرالیزیا( در گیاه گوجه     

ای  منظور، در یک آزمایش فاکتوریل در قتالتب طترح کتامتلا               

 فرنگی )سه تکرار( تقریباً دومتاهته بته     -تصادفی سه گیاه گوجه 

فرنتگتی آلتوده       پیوند به فیتوپلاسمای تورم جوانه گوجه      وسیله

، 21،   11برداری با چهار سطت  )     شدند  فاکتور اول زمان نمونه     

 زنی با پیوند( و فاکتور دوم محل نمونه روز بعد از مایه 01و  01

هتا   های انتهایی، برگ   برداری از گیاه آلوده با چهار سط  )برگ        

هتای زیتر      ها از شاخته    های بالایی محل پیوند، برگ     از شاخه 

عبتارت دیتگتر، در         های فرعی( بودند  به      محل پیوند و ریشه   

 01و    01،  21،  11مورد هر سه گیاه در فواصل زمانی مشخص )         

هتای   برداری از قستمت.      زنی با پیوند( نمونه     روز پس از مایه   

های انتهایی از قسم.  زنی شده شامل برگ   مختلف گیاهان مایه  

های بالای محل پیوند )تقریباً وسط        ها از ساقه   بالای گیاه، برگ  

های زیر محل پیوند )پاییت  گتیتاه( و           ها از شاخه   گیاه(، برگ  

هتا   گرم رگبرگ میانتی بترگ        1/2های فرعی انجام و از       ریشه

کل انجام شد  سپس، در هر مقطع زمتانتی بتا                DNAاستخراج  

 ای متعتمتولتی )مستتتقتیت ( و آشتیتانته                      PCRهای  آزمون

(nested-PCR)  نانوگرم از  111درDNA     کل استخراج شده از

گیاهی، ردیابی فیتوپلاسمای همراه با بیماری انتجتام           هر نمونه 

در زمتان       PCRبرای  غلظ. فیتوپلاسما با روش       شد و علاوه  

ها تعیی  شد  هتمتچتنتیت ،        در نمونه (Real-time PCR)واقعی  

زنی شتده زیتر        زمان ظهور علای  اولیه بیماری در گیاهان مایه 

دس. آمده در قالب یتک طترح        های به نظر قرار گرفتند  داده    

 SASافزار   صورت فاکتوریل با استفاده از نرم      کاملاً تصادفی به  

های فیتوپلاسمتا    تجزیه و تحلیل و مقایسه میانگی  غلظ.         9.1

 ( 19در سط  احتمال یک درصد انجام شد )  PLSDبا آزمون 

 زنی با پیوند، از یک گیاه گوجه       برای مایه زنی با پیوند:      د( مایه  

فرنگی که قبلًا با فیتوپلاسماهای تورم جوانه از طریق پیتونتدک            

ای ظریف با    زنی شده بود، سه پیوندک مشابه )شاخه        آلوده مایه 

طول حدود پنج سانتی متر و دارای دوبرگ( از قستمت. دارای              

گیاه تهیه و هرکدام به روش جانبی و در یتک زمتان               علای  آن 

فرنگی سال  )وسط شاخه اصتلتی( و در           روی یک گیاه گوجه   

مجموع روی سه گیاه پیوند شدند  برای حتفتر رطتوبت. و                  

ها، قسم. پیوند خورده بته        جلوگیری از خشک شدن پیوندک    

پلاستیکی پوشانده شد  پس از اطمینتان         مدت یک هفته با کیسه    

 هتا، کتیتسته پتلاتستتتیتکتی حتذف و                     از گرفت  پیونتدک   

گیاهان پیوند شده در یک گلخانه عاری از حشترات از نتظتر                

 ظهور و گسترش علای  بیماری تح. نتظتر قترار گترفتتتنتد                

 سه گیاه عاری از فیتوپلاستمتا نتیتز بتدون متایته زنتی بتا                        
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 ( 18عتتنتتوان شتتاهتتد استتتتتفتتاده شتتدنتتد )             پتتیتتونتتد بتته   

زنی شتده بتا       فرنگی مایه  گیاهان گوجه ه( دوره کمون بیماری:       

فیتوپلاسما و همچنی  گیاهان شاهد، به طور منتظت  و روزانته               

برای بررسی علای  در گلخانه تح. نظر قرار گرفتند  برای هتر        

گیاه تعداد روزها پس از اعمال پیوند تا ظهور علای  بتیتمتاری               

کمون بیماری در هر تیمار      برداری شد و در واقع دوره      یادداش.

 هتا بته     زنی برای هر گیاه ثب. شد  ارغوانی شدن رگبرگ          مایه

عنوان علای    سبزی به  همراه ریزبرگی، رشد زیاد کاسبرگ و گل      

های لازم در    (  از ای  گیاهان، نمونه5و  2بیماری تلقی گردید ) 

 معمولی، آشیانه   PCRهای   های مشخص به منظور آزمون     زمان

 در زمان واقعی تهیه شدند   PCRوای 

هتای   کتل از بترگ         DNAاستخراج کل:    DNAو( استخراج   

 زنی شده و شاهد براساس روش دویتل و دویتل               گیاهان مایه 

گترم     1/2( با تغییراتی در آن به شرح زیر انجام شد  حدود   21) 

صورت پتودر در       ها در ازت مایع به     باف. رگبرگ میانی برگ   

لیتری منتقتل شتد       های اپندورف یک و نی  میلی     آمد و به لوله   

میکرولیتر بافر ستیل تری متیل آمونتیتوم بترومتایتد           011سپس  

(CTAB)     5سلسیوس به ایتافته      درجه 65دو درصد با دمای 

ها ایافته و در       مرکاپتواتانول به هر نمونه در لوله-2میکرولیتر  

سلسیوس قترار    درجه 65دقیقه در دمای  31حمام آب به مدت  

میکرولیتتر متختلتو          011داده شد  در مرحله بعد، به هر لوله          

( ایافه و در     1به    20ایزوآمیل الکل )به نسب. حجمی       -کلروفرم

دقیقه سانتریفوژ شد  حتدود         11دور در دقیقه به مدت        12111

میکرولیتر از روماند هر لوله برداشته شد و به یتک لتوتلته        511

میکرولتیتتتر     011دیگر منتقل گردید  پس از ایافه کردن حدود  

سلسیوس( به هر کتدام و         درجه  -21ایزوپروپانول سرد )دمای     

سلسیوس  درجه -21دقیقه در دمای  31مدت   مخلو  کردن، به  

دور    13111دقیقه در     11ها به مدت     نگهداری شد  سپس لوله    

در دقیقه سانتریفوژ شدند  رونشی  به آرامی دور ریخته و بته                

% ایافه و پنج دقیقه در  01میکرولیتر اتانول  511رسوب حاصل  

دور در دقیقه سانتریفوژ گردید  ای  عمل دو بار تکرار و     9111

 111ها از باقی مانده الکل خشک شدند  در انتها   پس از آن لوله 

 DNAمیکرولیتر آب مقطر سترون به هر لوله ایافه و به عنتوان           

 ( 21استفاده شد )  PCRقالب در

 ای:  معمولی و آشیانه  PCRهای ز( ردیابی فیتوپلاسما با آزمون
زنی با پیوند برای وجتود یتا          فرنگی، قبل از مایه    گیاهان گوجه 

ای با استفاده از     آشیانه  PCRعدم وجودآلودگی فیتوپلاسمایی با     

آغازگرهای عمومی فیتوپلاسماها مورد آزمایش قرار گترفتتتنتد           

های هر چهار قسم. از گیاه که        زنی با پیوند، نمونه    بعد از مایه  

 01و     01،  21،  11طور جداگانه در فواصل زمانی مشخص )        به

زنی( از گیاه گرفته شده بودند، بترای ردیتابتی            روز بعد از مایه   

ای  معمولی و آشیتانته      PCRهای   ها با آزمون   فیتوپلاسما در آن  

معمولی از جتفت.         PCRمورد بررسی قرار گرفتند  در آزمون        

 ای از جتفت.       آشیتانته    PCR( و در  22و    21)   P1/P7آغازگر

 )دور دوم(        R16F2n/R16R2)دور اول( و        P1/P7آغازگرهای

( استفاده شد  نام و ترادف نوکلئوتیدی آغازگترهتا، دمتای               23) 

آمتده     1کنند در جدول      ای که تکثیر می    اتصال و اندازه قطعه   

میتکترولتیتتتری       21ای در حج      معمولی و آشیانه    PCRاس.    

 ناحیه  هدف منبع
 اندازه قطعه تکثیر شونده

 )جفت باز( 
 دمای اتصال
 )سلسیوس(

 نام آغازگر ترادف

 16S & 23S rRNA 1911 55 5′-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT- 3′ P1 22و  21

        5′-CGTCCTTCATCGGCTCTT- 3′ P7 

23 16S rRNA 1251 55 5′-GAAACGACTGCTAAGACTGG-3′ R16F2n 

    (PCR  )5   آشیانه ای′-TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3′ R16R2 

25 16S rRNA 86 56 5′-GCCGCGGTAAGACATAAGGG-3′ FTWB 

    (PCR )5   در زمان واقعی′-AGCGTTGCCATTACACCACTG-3′ RTWB 

 در زمان واقعی   PCRای و  معمولی، آشیانه PCRهای  مشخصات آغازگرهای مورد استفاده در آزمون: 1جدول 
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میکرولیتر از هر  1میکرولیتر مستر میکس )آمپلیکون(،         11شامل  

الگتو   DNAمیکرولیتر  2تا 1میکرومول(،   11کدام از آغازگرها )   

میکرولیتر آب مقطر سترون انجام شد  برای انجتام آزمتون           6و  

PCR  ای، یک میکرولیتر از محصول به دست. آمتده از        آشیانه

استفتاده    PCRقالب در دور دوم        DNAبه عنوان   PCRدور اول   

ای شامل واسترشت.      معمولی و آشیانه PCRدمایی  شد  چرخه 

 چترخته   35دقیقه، سپس  3درجه سلسیوس  85سازی اولیه در  

ثانتیته،    31درجه سلسیوس  80دمایی شامل واسرش. سازی در  

ثانیه و گستتترش       31سسلسیوس   درجه  55اتصال آغازگرها در    

گستتترش    ثانیه، همراه با یک مرحله 81درجه سلسیوس     02در  

دقیقه بود  ده میکرولیتتر        11سلسیوس به مدت     درجه  02نهایی  

ای روی ژل آگتاروز        معمولی و آشیانه    PCRهای   از محصول 

 (FluoroVue, NS1000)یک درصد حاوی رنگ ایم  فلتوروو      

ترانس ایلومیناتور مشتاهتده و بتا             UVبرده شد و در دستگاه      

گرفته شد  سپس، بتر       برداری از ژل از آن عکس      دستگاه عکس 

هتای   اساس وجود یا عدم وجود باند مورد نظر، تعداد واکتنتش   

مثب. و منفی در هر آزمایش ثب. گردید  برای اطتمتیتنتان از                  

 بته     PCRصح. آزمایش، تعدادی از قطعات تکثیترشتده در         

صورت مستقی  تعیی  توالی شدند )توسط شرکت. متاکتروژن،          

 بلاست. در بتانتک جتهتانتی              کره جنوبی(  جستجو با برنامه      

ها با استفاده از قطعات تعیی  توالی شده برای تشخیتص          ترادف

 و تایید قطعی فیتوپلاسمای همراه با بیماری تورم جوانه گوجته       

 ( 20فرنگی انجام شد )

آزمتون  :    (Real-time PCR)در زمان واقعتی        PCRح( آزمون    

PCR  .آغازگر اختتتصتاصتی      در زمان واقعی )با استفاده از جف

TWBF/TWBR   (25       در دستتتگتاه )Exicycler ™ 96 Real-

Time Quantitative Thermal Block         )بیونیر، کره جتنتوبتی(

متیتکترولتیتتتر        11میکرولیتری شامل  21انجام شد  هر واکنش      

 1(،    2X ( )Ampliqon, Denmarkمسترمیکس سایبرگتریت  )      

 0میکرومولار غلظ. نتهتایتی(،          1/5میکرولیتر از هر آغازگر )     

 1و    (  DEPC waterمیکرولیتر آب تیمار شتده بتا دپتس )              

 نانوگرم بر میکرولیتر( بود  برنامته      111الگو )     DNAمیکرولیتر  

دقیقه همتراه   0سلسیوس  درجه 85دمایی عبارت بود از:    چرخه

 درجته    56ثانیته،      21سلسیوس   درجه  85سیکل شامل     01با  

ثانیه همراه با یتک   31سلسیوس  درجه 02ثانیه و     31سلسیوس  

سلتستیتوس     درجه 80تا    61آنالیز منحنی روب آغازگرها که از       

 فرنگی متایته   استخراج شده از گیاهان گوجه  DNAانجام شد     

 عنوان کتنتتترل متنتفتی در              زنی نشده و آب مقطر سترون به      

 استفاده شدند   Real-time PCRمعمولی و   PCRهای  آزمون

ابتدا با آغازگرهای اختتتصتاصتی     سازی مطلق:    ( مراحل کمی  

بتا یتک      Real-time PCR( برای آزمون 1طراحی شده )جدول  

فیتوپلاسما استتترالتیتزیتا       کاندیداتوس  مثب. برای     DNAنمونه  

PCR      باز تکثیر  جف. 86معمولی انجام شد و قطعه قابل انتظار

سازی قتطتعته      منحنی استاندارد اقدام به همسانه     شد  برای تهیه   

شد  برای ای  کار متحتصتول       pTZ57r/tمورد نظر در پلاسمید  

PCR           ستازی متحتصتول       ، با استفاده از کی. ختالتصPCR 

(Roche, Germany)  سازی شد  به وسیله کی. همسانه خالص 

 ,PCR TA Cloning kit)شرک. سیناکلون  PCRسازی محصول

Sinaclon, Iran)      قطعه مورد نظر وارد پلاسمید و سپتس وارد

شد  برای استخراج پلاسمیتد   اشریشیا کلی باکتری  DH5αسویه  

 (Mi-plasmid miniprep kit)نیز از کی. استخراج پلاستمتیتد       

استفاده شد  پلاسمتیتد      (Metabion, Germany)شرک. متابیون 

متورد     (ND1000)خالص سازی شده، با دستتگتاه نتانتودراپ          

 31سنجش قرار گرف. و غلظ. آن تعیی  شد  سپس از غلظ.             

باز( کته      جف.  2892نانوگرم در میکرولیتر پلاسمید نوترکیب )      

جف. باز( و یتک     2996پلاسمیدی )     DNAنانوگرم    31حاوی  

های یتک     باز( بود، سری رق.     جف.    86نانوگرم قطعه هدف )    

نانوگرم در میکرولیتر تهیه شد  یک میکرولیتر از هتر               11-9تا    

در زمان واقتعتی     PCRالگو برای آزمون       DNAرق. به عنوان    

برای هر   (cycle thresholds = Ct)به کار رف. و چرخه آستانه 

دس. آمتد     ها و سپس معادله منحنی استاندارد به       کدام از رق.  

 DNAهای ژن براساس وزن مولتکتولتی        همچنی ، تعداد نسخه  

 (: 26ای با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد ) دورشته

×   6/122×  برحسب نتانتوگترم     DNAها = )میزان    تعداد نسخه 
× برحسب جفت. بتاز      DNA( / )اندازه قطعه تکثیر شده     2311

1 ×811  ×651 ) 
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دالتون )گرم بر متول(    651باز  میانگی  وزن مولکولی یک جف. 

 مولکتول در متول        6/122×    2311فرض شد و عدد آووگادرو     

 باشد  می

با توجه به اینکه فیتوپلاسماها در ژنوم خود دارای دو نسخه از             

(، برای بته دست. آوردن          20-28باشند )   می  16S rRNAژن  

های ای  ژن به عتدد        های فیتوپلاسما تعداد نسخه    تعداد سلول 

 دو تقسی  شد  

 یافته ها        

 در گیاهان گتوجته     شناسی و دوره کمون بیماری:        الف( علای   

روز پتس     39زنی شده با فیتوپلاسمای تورم جوانه،        فرنگی مایه 

هتای   های قسمت.   زنی علای  رگبرگ ارغوانی در برگ      از مایه 

زنی،  روز پس از مایه 03بالایی یکی از گیاهان مشاهده شد و تا  

های بزرگ و تتورم جتوانته          سبز و تشکیل کاسبرگ    علای  گل 

زنتی   (  در گیاهان متایته       1روی هر سه گیاه مشاهده شد )شکل         

های گل، اغلب میوه نیز تشکیتل        شده علاوه بر وقوع ناهنجاری    

نشد و ظهور و پیشرف. علای  بیماری در قسم. انتتتهتایتی و        

الف(  طول دوره کمون در          1بالایی گیاهان مشاهده شد )شکل       

روز و در نتیجه میتانتگتیت       02و    01،  39سه گیاه مورد مطالعه     

دوره کمون بیماری در گیاهان مورد بررسی در شرایط گلختانته            

زنی، علای  مشخص و    روز بود  در روز هفتادم پس از مایه  01

فرنگی قابتل    پیشرفته بیماری و توسعه علای  تورم جوانه گوجه       

 ب(  1مشاهده بود )شکل 

نتتتایتج    ای:     معمولی و آشیانته    PCRب( ردیابی فیتوپلاسما با   

هتای   ردیابی فیتوپلاسمای همراه با تورم جوانته در قستمت.            

روز پتس از       01و  01، 21، 11زنی شده،  مختلف گیاهان مایه  

ای در    معمولی و آشیانه   PCRهای  زنی با پیوند، با آزمون    مایه

 های گرفته شتده از گتیتاهتان            آمده اس.  در نمونه      2جدول  

 زنی شده در روز ده  بعد از پیوند، در هیچ کدام از نمونه             مایه

 هایی که از چهار قسم. ای  گیاهان گرفته شده بود بتا روش      

ای فیتوپلاسمای همراه با بیتمتاری       مستقی  و آشیانه     PCRهای  

 زنی، در تمام    های روز بیست  بعد از مایه      ردیابی نشد  در نمونه    

ای فیتوپلاسمای بیماری ردیابتی      آشیانه   PCRها با روش   نمونه

هتای   مستقی  تنها در نتمتونته    PCRشد، در حالی که در آزمون   

ها و تورم اندک  ها، ارغوانی شدن رگبرگ سبز، رشد زیاد کاسبرگ الف( شروع علای  بیماری از قسم. بالایی گیاه  که به صورت گل             :  1شکل  

 زنی با پیوند    روز بعد از مایه 01فرنگی در یکی از گیاهان  ها مشخص هستند  ب( پیشرف. علای  بیماری تورم جوانه گوجه جوانه
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هتای   زنی شده و در نتمتونته        های بالایی هر سه گیاه مایه      برگ

ریشه یک گیاه نتیجه ردیابی فیتوپلاسمای بیماری مثبت. و در             

 های بالا و پایتیت  متحتل پتیتونتد                های برگی از شاخه    نمونه

ها متنتفتی بتود          های وسط و پایی  گیاه( نتیجه ردیابی        )شاخه 

های گرفته شده  زنی، در همه نمونه روز پس از مایه 01چهل و   

 PCRزنی شده، فیتوپلاسمای بیماری ه  با         از هر سه گیاه مایه    

 (  2ای ردیتابتی شتد )جتدول               آشیانه PCRمستقی  و ه  با   

زنی شده، قطعات    گیاهان مایه    DNAهای مثب.، در     در واکنش 

 بتاز بته تترتتیتب           جتفت.     1251و    1911قابل انتظار حدود  

گتیتاهتان       DNAای تکثیر شدند و در مستقی  و آشیانه  PCRدر  

زنی نشده( و آب مقطر سترون ای  قطعات تکتثتیتر       شاهد )مایه  

 طور مستقی  تعییت  تترادف شتد            به   PCRنشد  دو محصول     

 جتتو بتتا بتترنتتامتته بتتلاتتستت. بتتا استتتتتفتتاده از                و جستت.

  قطعات تعیی  توالی شده تایید کترد کته گتیتاهتان گتوجته                  

 16S rRNAزنی شده با فیتوپلاسمایی از گروه  دو           فرنگی مایه 

 فیتوپلاسما استرالیزیا، کاندیداتوس  ،  ( 16SrII-Dو زیرگروه دی )    

  (Accession Nos. MN565885, MN565886)اند  آلوده شده

 بتتعتتد از      21هتتایتتی کتته در روز           در اغتتلتتب نتتمتتونتته     

فترنتگتی     زنی )در دوره کمون بیماری( از گیاهان گتوجته        مایه

   PCRامتا، مستتتقتیت  متنتفتی             PCRگرفتته شتد، نتتتایتج            

  PCRالکتروفتورز متحتصتولات        2ای مثب. بود  شکل       آشیانه

فیتوپلاسمتا  کاندیداتوس  ای مربو  به ردیابی      مستقی  و  آشیانه   

روز پس از مایه زنی بتا     21که   DNAاسترالیزیا را در سه نمونه 

دهتد    فرنگی استخراج شدند، نشان متی      پیوند از گیاهان گوجه   

  PCRای که در       شود در سه نمونه    همان طور که مشاهده می    

 مستقی  نتیجه ردیابی فیتوپلاسما منفی بود )قطعه قابل انتتتظتار           

  PCRباز روی ژل الکتروفورز مشاهده نشتد(، در          جف.  1911

خوبتی   باز به جف.  1251ای مثب. بودند و قطعه حدود        آشیانه

قسمت نمونه برداری شده                         

 PCRو روش 

  

 زمان نمونه برداری

 و شماره گیاه

برگ های انتهایی و 

 بالای گیاه

برگ از شاخه های  

 بالای محل پیوند

برگ از شاخه های زیر 

 محل پیوند
 ریشه فرعی

PCR 
 مستقی 

PCR 

 آشیانه ای
PCR 

 مستقی 
PCR 

 آشیانه ای
PCR 

 مستقی 
PCR 

 آشیانه ای
PCR 

 مستقی 
PCR 

 آشیانه ای

 روز 11

 بعد از مایه زنی

 - - - - - - - - 1گیاه 

 - - - - - - - - 2گیاه 

 - - - - - - - - 3گیاه 

 روز 21

 بعد از مایه زنی 

 + - + - + - + + 1گیاه 

 + - + - + - + + 2گیاه 

 + + + - + - + + 3گیاه 

 روز 01

 بعد از مایه زنی 

 + + + + + + + + 1گیاه 

 + + + + + + + + 2گیاه 

 + + + + + + + + 3گیاه 

 روز 01

 بعد از مایه زنی

 + + + + + + + + 1گیاه 

 + + + + + + + + 2گیاه 

 + + + + + + + + 3گیاه 

های بالایی گیاه، برگ از شاخه بالای محل پیونتد، بترگ از        های مختلف )برگ  نتایج ردیابی فیتوپلاسمای تورم جوانه در قسم.:  2جدول  

زنی با پیوند  در هتر واکتنتش          ( پس از مایه 01و  01، 21، 11شاخه پایی  محل پیوند و ریشه( سه گیاه مورد آزمون در روزهای مشخص ) 

PCR  نانوگرم  111معمولی و آشیانه ایDNA  عنوان الگو استفاده شد  کل استخراج شده از گیاه به 
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 تتتکتتثتتیتتر و روی ژل التتکتتتتتروفتتورز مشتتاهتتده شتتد                 

فرنگی بتا روش     ج( ارزیابی کمی فیتوپلاسما در گیاهان گوجه       

PCR  :در زمان واقعی 
منظور ایجاد منحنی استتانتدارد بترای          منحنی استاندارد: به     -1

به دس. آمده،    Ctافزار اکسل مقادیر  سازی مطلق، در نرم کمی

قرار داده شد و یک رگترستیتون      DNAدر برابر لگاریت  مقادیر     

 خطی رس  شد که معادله آن به ای  صورت بود:

 y = -3.5191x + 6.4991 (R² = 0.9963)     (3)شکل 

بتا قترار دادن اعتداد             PCRهدف در محصول   DNAمقادیر  

در زمتان        PCR( )که از آزمتون   هاCtآستانه )  مربو  به چرخه  

دس. آمده بودند( در معادله یاد شده تعیی  و ستپتس     واقعی به 

ای  دورشته  DNAهای ژن براساس وزن مولکولی       تعداد نسخه 

 تعیی  شد  “  ”با استفاده از فرمول یاد شده در قسم. 

هتای   آنالیز واریانس: نتایج تجزیه و تحلیل واریانتس داده            -2

PCR              در زمان واقعی نشان داد که هر کدام از فاکتورهای زمان

داری  فرنگی، اثر معنتی    و محل نمونه برداری در گیاهان گوجه      

فترنتگتی     بر غلظ. فیتوپلاسمای همراه با تورم جوانه گتوجته         

برداری در گتیتاه      داشتند  همچنی  اثر متقابل زمان و محل نمونه        

 دار بود    معنی

 همانهای مختلف گیاه:  ارزیابی کمی فیتوپلاسما در قسم. -3

مشخص اس.، با گذش. زمان غتلتظت.            3طور که در جدول     

فیتوپلاسمای همراه با تورم جوانه تا آخری  روز نمونه بترداری،           

 ای در اندام طور قابل ملاحظه زنی، به روز پس از مایه 01یعنی 

 11های مختلف رو به افزایش اس.  با وجود ای ، در روزهای              

داری بتیت  غتلتظت.           زنی، اختلاف معتنتی     بعد از مایه    21و  

های مختلف گیاهان  مشاهده نشد  در هر      فیتوپلاسما در قسم.  

برداری انجام شد، بیتشتتتریت  غتلتظت.              نقطه زمانی که نمونه   

زنی شتده    فیتوپلاسما در برگ های انتهایی و بالایی گیاهان مایه        

زنی، اختلاف بی  غلظ.  پس از مایه  01و  01بود  در روزهای  

 هتتای بتتالایتتی گتتیتتاه و           فتتیتتتتتوپتتلاتتستتمتتا در بتترگ        

های اطراف محل پیوند )بالا و پایی  پتیتونتد(             های شاخه  برگ

  غلظ. فیتوپلاسمتا    (P<0.01)اختلاف معنی داری مشاهده شد    

بعد از مایه زنی، بتیتشتتتر از          01های انتهایی در روز    در برگ 

 های فرعی گیاه بود ولی، اختلاف متعتنتی      غلظ. آن در ریشه   

داری را از نظر آماری با غلظ. فیتوپلاسما در ریشه نشان نتداد             

زنی، غلظ. فیتوپلاسما در     بعد از مایه    01با وجود ای ، در روز      

داری را    های انتهایی با غلظ. آن در ریشه اختلاف معنی         برگ

 نشتتتان داد و بتتتیتتتشتتتتتتتر از آن بتتتود                              

زنی با  روز بعد از مایه 01و   21، 11ارزیابی غلظ. فیتوپلاسما    

مستقی  در      PCRای با  آشیانه   PCRمقایسه حساسی. روش:  2شکل  

روز  21هایی که   فیتوپلاسما استرالیزیا برای نمونه   کاندیداتوس  ردیابی  

فرنگیِ بدون علای  )در دوره کمتون    زنی، از گیاهان گوجه بعد از مایه  

: 0تتا       2هتای     : کنترل منفی؛ چاهک 1بیماری( گرفته شدند  چاهک     

روز پس از متایته        21های بالایی محل پیوند  های شاخه نمونه برگ 

مستقی  منفی بودند )عدم وجود باند مورد انتتتظتار(؛        PCRزنی که در 

ای )وجتود    آشیانه  PCR: نتیجه مثب. را در آزمون      9تا    6های   چاهک

مستقی  منفی  PCRها )که در     باز( برای همی  نمونه     جف.  1251باند  

 باز(   کیلو جف. 3جف. باز )تا  111: مارکر 5دهند   بودند( نشان می

هدف )تعتداد      DNAسازی   منحنی استاندارد که برای کمی    :  3شکل  

فیتوپلاسما استرالیزیتا   کاندیداتوس  های ژن هدف( مربو  به          نسخه

،  (Ct)به کار رف.  ای  منحنی براساس رابطه بی  چرخته آستتتانته               

 به دس. آمد  DNAهای مشخص و استاندارد  لگاریت  میزان
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 زمان نمونه برداری 

 
 نمونه برداری محل

روز بعد از  43

 مایه زنی

روز بعد از  33

 مایه زنی

 روز بعد از  13

 مایه زنی

 روز بعد از  33

 مایه زنی

 میانگین محل 

 نمونه برداری

 †g39†† 123 ± fg1305 91121 ± de1819333 1101033 ± a20951111 3560209 ± A0002030 ± 3/2††† برگ های انتهایی

برگ از شاخه های 

 بالایی محل پیوند
1/8 ± g21 21 ± g001 11301 ± fg336166 329105 ± c0215111 501083 ± C1135010 

برگ از شاخه های 

 زیری  محل پیوند
2/2 ± g10 30 ± g386 15136 ± fg285111 220921 ± cd3113333 389183 ± C952196 

 g21 99 ± g855 51102 ± ef1305111 903681 ± b18651111 2519216 ± B5256080 ± 1/2 ریشه های فرعی

 میانگی  زمان

 نمونه برداری
2/9 ± C23† 120 ± C088 218822 ± B891125 3169800 ± A13010593   

های میانی جدول،  های دارای حروف کوچک در خانه میانگی  ††های دارای حروف بزرگ در ستون سم. چپ و پایی  جدول )مربو  به اثرات انفرادی فاکتورها( و  میانگی †

برای مقتایسته     LSD  مقدار  )SEM(خطای استاندارد میانگی  †††  داری با ه  ندارند   اختلاف معنی  PLSDدرصد آزمون  1که حداقل دارای یک حرف مشترک هستند، در سط   

 اس.  1301111برای مقایسه اثر متقابل دو فاکتور برابر   LSD  مقدار 696816اثر انفردی زمان و نوع باف. برابر 

 ها بر غلظ. فیتوپلاسما  میانگی  اثر انفرادی زمان و نوع باف. و اثرمتقابل آن مقایسه: 3جدول 

هتای فترعتی       پیوند نشان داد که غلظ. فیتوپلاسما در ریشته        

های بالا و پایی  محل پیوند بود، امتا          های شاخه  بیشتر از برگ  

زنی نشتان    بعد از مایه    01داری را حتی در روز       اختلاف معنی 

 زنی اختلاف معتنتی     بعد از مایه    01نداد  باوجود ای ، در روز       

های پایتیتنتی      ها و برگ   داری بی  غلظ. فیتوپلاسما در ریشه     

هتای   فرنگی مشاهده شد  مقایسه میانگی  غلتظت.         گیاه گوجه 

بترداری از گتیتاهتان          های مختلف نمونه   فیتوپلاسما در زمان  

های برداشت.   طور کلی در نمونه  فرنگی نشان داد که به     گوجه

زنی، بتالاتتریت  غتلتظت.           شده در هفتادمی  روز پس از مایه      

فیتوپلاسما مشاهده شد  به عبارت دیگر بتا گتذشت. زمتان                 

روز پتس از     01و  01خصو   افزایش غلظ. فیتوپلاسما )به 

 های مختتتلتف گتیتاه مشتاهتده شتد                 زنی( در قسم.    مایه

های وسطی و پاییتنتی    (   غلظ. فیتوپلاسما در برگ  3)جدول   

های بالایی و پایینی محل پتیتونتد،      های شاخه  گیاه، یعنی برگ  

داری را با غلتظت.    زنی، اختلاف معنی   پس از مایه    01در روز   

برداری نشان داد  هرچنتد       های نمونه  فیتوپلاسما در سایر زمان   

هتای   زنی غلظ. فیتوپلاسما در بترگ       بعد از مایه    01در روز   

طور محسوس بالاتر رفتته بتود امتا،         وسط و پایی  گیاه نیز به 

بعتد از      21و    11داری ازنظر آماری با روزهای       اختلاف معنی 

های انتهایی و ریشته گتیتاهتان            زنی نشان نداد  در برگ      مایه

زنی شده، غلظ. فیتوپلاسما افزایتش قتابتل           فرنگی مایه  گوجه

 01و      01های گرفته شده در روزهای     ای را در نمونه    ملاحظه

 11زنی نشان داد و با غلظ. فیتوپلاسما در روزهای           بعد از مایه  

داد  داری را نشتان متی         زنی اختلاف معنتی    بعد از مایه    21و  

(P<0.01) های گرفتتته شتده در           غلظ. فیتوپلاسما در نمونه

داری  را بتا       زنی، اختلاف معنی بعد از مایه 01و    01روزهای  

یکدیگر نشان می داد و در مورد هر قسم. از گیاه در مقایسه با              

طور قابل تتوجتهتی        به  01خودش، غلظ. فیتوپلاسما در روز      

 عنتوان متثتال، بتیت            زنی بود  به    بعد از مایه    01بیشتر از روز    

بتعتد از       01و    01های انتهایی که در روزهای       های برگ  نمونه

زنی از گیاه گرفته شده بودند، غلظ. فیتوپلاسما متتفتاوت            مایه

طتور   به 01داد و در روز  داری را نشان می بود و اختلاف معنی 

 ( 3زنی بود )جتدول      بعد از مایه 01قابل توجهی بیشتر از روز      

نمودار تغییرات غلظ. فیتوپلاسما از ابتتدای زمتان            0در شکل   

زنتی،   بعد از مایته     01برداری در روز     زنی تا آخری  نمونه    مایه

فرنگی نشان داده شده اس.   های مختلف گیاه گوجه    در قسم. 

هتا   با مقایسه شیب خطو  برازش شده که در متعتادلات آن              

شود کته شتیتب ختط            روشنی مشاهده می مشخص اس.، به 

های انتهایی گیاه و     مربو  به افزایش غلظ. فیتوپلاسما در برگ      

ای بیشتتتر از       طور قابل ملاحظه   های فرعی  به    سپس در ریشه  
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های وسط و پایی  گیاه اس.  ای  نتر     های بالغ در شاخه برگ

 01ویژه بی  روزهای      های فیتوپلاسما به   افزایش غلظ. سلول  

 شدت بیشتر بود    زنی به پس از مایه 01تا 
 

 بح    

گسترش فیتوپلاسما در داختل گتیتاه و             داشت  دانش از نحوه   

های مختلف میزبان گیتاهتی بترای          توزیع نهایی آن در قسم.    

های ناشی از فیتوپلاسماها و       تشخیص و ردیابی سریع بیماری    

تواند حتائتز      همچنی  فه  از بره  کنش فیتوپلاسما و گیاه می        

ر د   PCRاهمی. باشد  در مطالعه حایر با استتتفتاده از روش         

کتانتدیتداتتوس     زمان واقعی، الگوی کلی پخش و غتلتظت.              
زنتی   فرنگی، پس از مایه    فیتوپلاسما استرالیزیا در گیاهان گوجه    

صورت کمی تعیی  شد  غلظ. فیتتوپتلاتستمتا در             با پیوند، به  

بترداری   های مختلف نتمتونته       زنی شده، در زمان    گیاهان مایه 

بترداری   های نمتونته   طور وای ، در تمام زمان   متفاوت بود  به   

های انتهایی و بالایی گیاه بیشتتر از          غلظ. فیتوپلاسما در برگ   

 های پایینی و ریشه بود  غلظ. بالای فیتوپلاسما در برگ           برگ

 ای ستلتول     های انتهایی گیاه می تواند مربو  به حرک. توده        

هتای   ها و انتدام    های فیتوپلاسما از پیوند آلوده به سم. باف. 

دهتنتد    در گیاه باشد  نتایج ای  پژوهش نشان متی    (sink)مخزن

وستیلته پتیتونتد،         که پس از ورود فیتوپلاسما به داخل گیاه بته  

کند، یعتنتی بته        فیتوپلاسما در هردو جه. در گیاه حرک. می       

های بالایی و به سم. ریشه گیاه و احتتمتالًا ایت                سم. برگ 

 طور عمده در اثر جریان شیتره آونتد آبتکتشتی از             حرک. به 

افتد  در مرحله رویشی گیاه،       های منبع به مخزن اتفاق می      باف.

های انتتتهتایتی و          ها و برگ غالباً شیره آوندی به سم. ریشه  

(  به عبارتی دیتگتر، افتزایتش           31کند )  بالایی گیاه حرک. می   

های انتهایی گیاه لزوماً وابسته      غلظ. فیتوپلاسما و آلودگی برگ    

به حرک. فیتوپلاسما به سم. ریشه و آلودگی ریشه نیست. و             

هتای   طور ه  زمان به سم. ریشه و بترگ           ای  فیتوپلاسما به  

ها در شتاخته       کند  آلودگی برگ    جوان انتهایی گیاه حرک. می    

بالا و پایی  محل پیوند که تقریباً در وسط و پایی  گتیتاه قترار                  

شود، امتا   داشتند نشان داد که فیتوپلاسما در تمام گیاه توزیع می   

های مختلف ممک  اس. تفاوت زیتادی         غلظ. آن در قسم.   

( نشان دادند کته   2118( و همکاران )  Amiriداشته باشد  امیری ) 

هتای   فیتوپلاسما اورانتیفولتیتا در نتهتال         کاندیداتوس  حرک.  

زنی با پیوند،  به هر دو ستمت. بتالا و          لیموترش پس  از مایه    

(  نتایج مشابهی نیز درمطالعات وِی      31دهد )   پایی  گیاه ر  می   

(Wei)   ( و ساراکو  2110همکاران )  و(Saracco)      و همتکتاران 

 (  16و        15دستتت. آمتتتده استتت. )            ( بتتته    2116) 

( مستیتر حترکت.          2112و همکاران )    (Lee)با وجود ای ، لی  

 متتفتاوتتی را بترای فتیتتتوپتلاتستمتای جتاروک عتنتاب                        

(Jujube witches' broom)  زنی به وسیله پیونتد در     پس از مایه

ها نشان دادن که طی متراحتل          گیاه پروانش گزارش کردند  آن     

زنی، در  پس از مایه 01برداری در روز  زنی تا آخری  نمونه فیتوپلاسما استرالیزیا از ابتدای زمان مایهکاندیداتوس تغییرات غلظ. : 0شکل 

 فرنگی  های مختلف گیاه گوجه قسم.
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اولیه آلودگی، فیتوپلاسما از محل پیوند به سم. پاییت  و بته               

یابتد    ها به سم. بالای گیاه گسترش می       سوی ریشه و از ریشه    

( گتزارش     2111و همکاران )    (Sugio)(  همچنی ، سوگیو      32) 

 کردند که فیتوپلاسما پس از ورود به گیاه عمدتتاً بته ستمت.                 

 هتای   ها حرک. متی کتنتد و ستپتس بته قستمت.                      ریشه

 (  33هوایی در حتال رشتد گتیتاه انتتتقتال متی یتابتد )                          

داری بی  ظهور علای  بیتمتاری و غتلتظت.               همبستگی معنی 

فرنگی مشاهده شد  غلظ. بتالای         فیتوپلاسما در گیاهان گوجه   

های انتهایی گیاهان و همچنیت  ظتهتور           فیتوپلاسما در قسم.  

ها نشان داد که در  های بالایی آن   علای  اولیه بیماری در قسم.    

های هوایی گیاه، هرکجا که غلظ. فیتوپلاسما بتیتشتتتر           قسم.

عتبتارت    دهد  بته     باشد، علای  بیماری زودتر خود را نشان می  

های هوایی دارای علای  بیتمتاری غتلتظت.             دیگر، در قسم.  

 ( بتا    1889و همکاران )      (Bove)فیتوپلاسما بیشتر اس.  بووه  

( با آزمتون      2118میکروسکوپ الکترونی و امیری و همکاران )       

PCR             در زمان واقعی نشان دادند که در گیاهان لیموترش آلتوده

فیتوپلاسما اورانتتیتفتولتیتا در         کاندیداتوس  به جاروک، غلظ.    

دار گیاه بسیار زیتاد و     های جارویی و علای  آوندآبکشی شاخه 

 (  30و      31بیشتر از قسم. هتای بتدون عتلایت  است. )                 

در ستال        (Kuske & Kirkpatrick)پاتریتک  کوسکه و کیرک  

کتانتدیتداتتوس     نشان دادند که فیتوپلاسمای زردی مینا )         1882

های اول پس از     فیتوپلاسما آستریس( در گیاه پروانش، در هفته       

هایی که از     زنی به سم. شاخه    زنی با پیوند، از محل مایه      مایه

کند و ستپتس در        گیرند حرک. می   پایی  ساقه اصلی منشا می    

یاد شده ، پس از هف.       شود  در مطالعه    تمام گیاه سیستمیک می   

های جوان انتتتهتایتی      هفته بیشتری  غلظ. فیتوپلاسما در باف.   

 های دارای علای  و کمتری  غلظ. آن در ریشته         گیاه و شاخه  

طور وایت     بود  بدی  ترتیب انتشار فیتوپلاسما و غلظ. آن به         

 های هوایی گیاه همبتستتتگتی داشت.        با بیان علای  در قسم. 

(35 ) 

 مستتتقتیت  و           PCRهتای  نتایج ردیابی فیتوپلاسما با آزمتون      

، 21،   11های    های مختلف گیاه در زمان     ای در قسم.   آشیانه

بترداری از     زنی نشان داد که با نمونه      روز بعد از مایه     01و    01

روز قبل از    21توان حدود  های انتهایی و یا ریشه گیاه می      برگ

فترنتگتی را بته          وقوع علای  بیماری، آلودگی گتیتاه گتوجته          

عبارتی دیگر،   فیتوپلاسما استرالیزیا تشخیص داد  به     کاندیداتوس  

 فیتوپلاسما را در گیاهان گوجته    PCRهنگامی که بتوان با آزمون 

فرنگی ردیابی کرد، به طور تقریبی حداکثر تا بیس. روز بتعتد               

باید انتظار ظهور علای  را در گیاه داشته باشی   هرچند شترایتط      

تواند  محیطی، سویه بیمارگر و س  گیاه در لحظه آلودگی نیز می          

روی بیان علای  تاثیرگذار باشد  در ردیابی فیتوپلاسمای همراه با       

ای حساسی. بیشتری را نشتان داد      آشیانه   PCRبیماری، روش  

جمتع   نمونه 12ای در تمام  آشیانه  PCRبه عنوان مثال، با روش  

هتای   زنتی از قستمت.        آوری شده در روز بیست  پس از مایته        

مختلف گیاه، فتیوپلاسمای همراه با بیماری ردیابی شد، امتا بتا              

PCR         نمونه نتایج ردیابتی   12مستقی  تنها در چهار نمونه از ای

 فتتیتتتتتوپتتلاتتستتمتتا متتثتتبتت. بتتود  بتتنتتابتترایتت ، بتتا تتتوجتته              

به اینکه غلظ. فیتوپلاسما در دوره کمون بیماری و به ویتژه در      

 PCRتتر     اوایل آلودگی پایی  اس.، استفاده از روش حستاس         

مستقی  اس. و احتمال گترفتتت           PCRای  بهتر از روش       آشیانه

 دهتد    هتا کتاهتش متی         پاسخ منفی کتارب را در نتمتونته            

( بتا ایت  فترض کته              2111( و همکتاران )     Sadeqiصادقی ) 

فیتوپلاسما اورانتیفولیا در درختان لیموترش پس از        کاندیداتوس  

ورود به گیاه در کنار انتشار غیرمنظ  آن در درخ. بته ستمت.                

برداری از پوست. طتوقته       کند، با نمونه ها نیز حرک. می ریشه

تر در مقایسته     طور موثرتر و دقیق    درختان لیموترش توانستند به   

های بدون علای ، فیتوپلاستمتا را در دوره             های برگ  با نمونه 

کمون بیماری ردیابی کنند  در مطالعه ایشان استتفتاده از روش               

PCR  ای کتارایتی بتالاتتری را نستبت. بته روش                    شیانته آ 

PCR                     ( 36مستقی  در ردیابتی فتیتتتوپتلاتستمتا نشتان داد ) 

صتورت   دس. آمده توزیع فیتوپتلاتستمتا بته           براساس نتایج به  

گیترد و     های مختلف گیاه صورت می     غیریکنواخ. در قسم.  

تر اس. کته     های فاقد علای  پایی  غلظ. آن نیز اغلب در برگ 

تواند در دوره کمون بیماری منجر به نتیجه منفی کتارب در              می

PCR         های انجام گرفته در   شود  در ای  پژوهش، در تمام ردیابی

های انتهایی و ریشه گیاهان آلوده ولی فاقد علای  )گیاهتان             برگ
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 در دوره کمون بیماری(، نتتیتجته ردیتابتی فتیتتتوپتلاتستمتا                      

های قستمت.      ها نسب. به نمونه    های انتهایی و ریشه    در برگ 

 تر بود  ردیابی بهتر فیتوپلاسما در برگ وسط و پایی  گیاه موفق

دلیل غتلتظت. بتیتشتتتر             ها به  های جوان بالای گیاه و ریشه     

های گتیتاه     ها نسب. به سایر قسم.     فیتوپلاسما در ای  قسم.   

بود  بنابرای ، برای ردیابی و تشخیص زودهنگام بیماری تتورم            

فیتوپلاسما استرالیزیا،  کاندیداتوس  فرنگی ناشی از     جوانه گوجه 

هتا   های انتهایی و بالایی گیاه و یا از ریشته           بهتر اس. از برگ   

 PCRانجام شود و از آزمون DNAبرداری برای استخراج  نمونه

ای استفاده نمود  نحوه گسترش، انتتشتار و غتلتظت.                 آشیانه 

های گیاهی متمتکت  است.          فیتوپلاسماهای مختلف در میزبان   

براساس نوع فیتوپلاسما و سویه های آن، شرایط میزبان از نظتر            

 های اختصاصی آن علیه بیمارگر و شرایط محیطی،         س ، واکنش 

هایی را نشان دهند  در پژوهش هتای آیتنتده نتحتوه                  تفاوت

گسترش و پخش فیتوپلاسماهایی از گروه های دیگر اران ای            

اس که  با بیماری تورم جوانه گوجته فترنتگتی                16ریبوزومی  

توان نحوه   همراه هستند می تواند انجام شود  علاوه بر ای ، می          

 فیتوپلاسما استرالیزیا را در گیاهان گوجه     کاندیداتوس  گسترش  

 های مختلف با زنجرک نتاقتل آن آلتوده              فرنگی که در زمان   

شوند مطالعه کرد  همچنی ، بررسی تتوزیتع و غتلتظت.                  می

 فیتوپلاسمتاهتای هتمتراه بتا بتیتمتاری در بتختش هتای                        

مختلف گیاه مانند ریشه اصلی، دمگل، دم متیتوه، دمتبترگ و                

 هتای   های مختلف ستاقته گتیتاه آلتوده در شتدت                 قسم.

 هتای آلتوده در شترایتط           مختتتلتف بتیتمتاری در بتوتته              

 طبیعی مزرعه و در گلخانه می تواند حائتز اهتمتیت. بتاشتد                  

 نتیجه گیری          

در زمان واقعی التگتوی      PCRدر ای  مطالعه با استفاده از روش      

فیتوپلاسما استرالیتزیتا در      کاندیداتوس  پخش و نحوه گسترش     

فرنگی بررسی و مشخص شد که ای  فیتوپلاسمتا        گیاهان گوجه 

زنی در دو جه. به سم. بالا و پایی  در گتیتاه                از محل مایه  

های متفاوت در تمتام      کند و پس از مدتی با غلظ.       حرک. می 

شود  بیشتری  غلظ. فیتوپلاسمتا در قستمت.          گیاه پخش می  

بالایی گیاه و در درجه دوم در ریشه بود؛ به همی  دلیتل بترای             

برداری از   فرنگی نمونه  ردیابی ای  فیتوپلاسما در گیاهان گوجه     

 ای پتیتشتنتهتاد         آشتیتانته      PCRها و انجام آزمون   ای  قسم. 

 شود  می
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Ab t a t 

Background & Objectives: Tomato big bud is a phytoplasma disease which has been recently  

distributed in different areas of Iran. This study aimed to determine the concentration and  

distribution pattern of 'Candidatus Phytoplasma australasiae' within tomato plants for its rapid  

detection, especially during the incubation period of the disease. 

Materials & Methods: Three tomato plants were graft-inoculated with 'Candidatus Phytoplasma  

australasiae' in a factorial experiment in a completely randomized design. At the time intervals of 10, 

20, 40, and 70 days post-inoculation, samples of apical leaves, leaves above and below the grafting 

site and lateral roots were taken from the inoculated plants. The concentration of the phytoplasma 

and its distribution pattern were evaluated using Real-time PCR. Also, the direct and nested-PCR  

assays were used and compared for the detection of 'Candidatus Phytoplasma australasiae'. 

Results: The current study found that after entering into the tomato plants, 'Candidatus Phytoplasma 

australasiae' moved upward into the apical leaves as well as downward into the roots. The  

phytoplasma concentration in the apical leaves and roots was higher than the leaves of the middle 

and lower branches of the inoculated plants. The mean disease incubation period was estimated to be 

about 40 days. The nested-PCR was more sensitive than direct-PCR in detecting the phytoplasma. 

Conclusion: For the detection of tomato big bud disease associated with 'Candidatus Phytoplasma 

australasiae', especially during the incubation period of the disease, it is recommended to sample 

form apical leaves and roots as well as using nested-PCR. 
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