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 کیدار استان گلستان: گزارش هسته وهیدر درختان م  Candidatusفیتوپلاسما یهمراه
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Association of Candidatus phytoplasma in stone fruit trees of Golestan province of 
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 چکیده

گلستان، علائم  استاندار درختان میوه هستهاز باغات  1401و 1400 هایسال زییبهار، تابستان و پا یهادیبازد در

های میزبانرگ نمونه از ب 28مشاهده شد و  یبرگزیزوال، قرمز شدن و ر ،یمانند زرد ییتوپلاسمایفبیماری مشکوک به 

 یهاگرزو آغا عمومی PCRآزمون  یبرا P1/P7 یعموم یهاگرآغاز. از دیآوری گردجمعدار مختلف درختان میوه هسته

R16F2n/ R16R2 آزمون  یبراPCR باز را در جفت 1800های آلوده قطعات نمونه. ای استفاده شدآشیانهPCR یعموم 

درختان هلو  نمونه از 3ری شده، آونمونه جمع 28ند که از بین کرد ریای تکثآشیانه PCRباز را در جفت 1250و قطعه 

ماره ـبا ش ژن ینک جهاندر بایابی یای پس از توالآشیانه PCRمحصول  سپس ؛نظر بودنددارای باند در ناحیه مد

 وی گیاه محک پروانش با هدف مخزن ذخیرهر همزمان پیوند بر. شدندثبت  OP055811 و OQ945143های دسترسی

توسط  NCBI تیهای موجود در ساآمده با توالیدستهای بهتوالی سهیمقاژن و مشاهده علائم فیتوپلاسما صورت گرفت. 

 کیلوژنتیف زیو آنالنشان داد  Aster yellows phytoplasmaهای فیتوپلاسماشباهت را به  نیشتریب ،افزار بر خط بلاستنرم

ی گزارش شده در توپلاسمایهای مختلف فگروهبا زیر سهیدر مقا نهیشیب یینمادرست نیتخم تمیالگوربا نظر مد یتوال

مرجع  یالگو نیترمشابه ،مجازی RFLP قوش حاصل ازنمقایسه همچنین  .یید کردأنتایج حاصل از بلاست را تنیز  ایران

که این موضوع  را مشخص کرد 77/0شباهت  بی(، با ضرGenBank: DQ286577 ی)دسترس AD رگروهی، ز16SrIگروه 

یتوپلاسما را فنتایج این مطالعه حضور  .دـباش دیدـگروه ج کـیدهنده شانـت نـکن اسـمم هیوـس نـیاداد که شان ـن

به  کینزد ییتوپلاسماـیف ونهـگ ضورـان از حـنشو  ودهـد نمـتأییبرای اولین بار در درختان هلو استان گلستان 

Candidatus phytoplasma asteris  دارددر استان گلستان.  

 و زوال هلو ی، زرددارمیوه هستهدرختان  ،یکیلوژنتیف زیآنال توپلاسما،یف :یدیکل واژگان

 

 مقدمه

ها این بیمارگرتند. با اندازه ژنوم کوچک هس Mollicutes ردهاز  یسلول وارهیبدون د یاهیای گهگربیمار توپلاسماهایف

 هالیپس ایها نجرکاز آوند آبکش مانند ز کننده هیحشرات تغذ لهیوسو به مستقر شدهآوند آبکش  درآلوده،  اهانیدر گ

 ییشناسا توپلاسما،یو کشت ف یازسدر جدا یناتوان .(Salehi et al., 2020) شوندیصورت مداوم منتقل مبه اهانیگ نیب

 یهایکه بر اساس توال عمومی یهااده از آغازگربا استف PCRسنجش  نیها را دشوار کرده است، بنابراآن یبندو طبقه

 اهانیناشناخته مرتبط با گ هایتوپلاسمایاز ف یعیوس فیط صیاند، امکان تشخشدهطراحی 16S rDNAشده ژن حفاظت

 یهاوهیم دیترین مناطق تولاز مهم یکی رانیا .(Alkhazindar and AbdelSalam, 2014) کندیو حشرات را فراهم م

  2528000دود ـح ازدار ستهـهای هوهـتن انواع می 231000 مجموع در 1396ال ـدر سان است. ـدار در سراسر جههسته
 ، گرگان، ایرانگرگان طبیعی منابع و کشاورزی علوم دانشگاه پزشکی، گیاه گروه گیاهی، شناسی بیماری ارشد کارشناسیسابق  دانشجوی -1

 رگان، ایرانگ گرگان، طبیعی منابع و کشاورزی علوم دانشگاه گیاهی، تولیدات دانشکده پزشکی،گیاه گروه ،دانشیار -2

 گرگان، ایران گرگان، طبیعی منابع و کشاورزی علوم دانشگاه پزشکی، گیاه گروه گیاهی، شناسی بیماری دکتری یدانشجو -3

 snasrollanejad@yahoo.com نویسنده مسئول مکاتبات:
doi: 10.30495/plant.2023.704984 
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متوسط طول  داران،هسته نییپا یطیمح یباتوجه به نرخ سازگار .(Zirak et al., 2020) شد دیتول رانیدر ا نیزمهکتار 

 یاهیت تغذلاکو بروز حاد انواع مش یطیمح یاست، اما فقدان سازگار دهیسال ذکر گرد 25تا  15 نیدرختان ب نیعمر ا

اهش یابد کداران به ده تا دوازده سال موجب شده تا متوسط عمر هسته (گریکدیدو عامل مرتبط با ) هایماریو ب

(Beckman and long. 2003) .یـروسیوو شبه یروسـیو یزایماریعامل ب 30از  شیب زبانیدار متهـان هسـدرخت 

دار تهـهس وهیان مـدرخت کیروتـنک یه حلقوـلک یهاروسـیو زین ییوپلاسماـتیو ف یروسـیعوامل و نیستند. بـه

(Prunus necrotic ringspot ilarvirus, PNRSVلکه حلقو ،)یفرنگگوجه ی (Tomato ringspot nepovirus, ToRSV ،)

اران دتهـهس ییاـاروپ ید عامل زردـمانن هاوپلاسماـتـیـاز ف یـواعـو ان (Plum pox potyvirus, PPVآبله آلو )

(Candidats Phytoplasma prunorumو جاروک بادام ) (Candidatus Phytoplasma phoeniciumبه ) عنوان عوامل

 یزردو سبز کینکروت یاهلکه ،یابلق ،یشامل زرد یعلائم برگ از یازوال و دامنه ،یدگیخشکسر جادیا ییزا با توانایماریب

ن میوه مرتبط با درختا یکشاورز داتیشدت بر تول که بهگزارش شده است  دارمناطق کشت درختان هسته ریدر سا

هلو دار، درختان هدر بین درختان میوه هست. (Davis et al., 2013؛ 1399علوی و تیموری،  ) دنگذارمی ریتأثدار هسته

باط با هلو در سراسر جهان در ارت یمارـیب نیندـ. چهستندحساس  اریبس توپلاسمایاز ف یناش ینسبت به آلودگ

لق دارند ـتع 16Sr یدـبنروه طبقهـگ ازدهیوده و حداقل ـب زیتماـم تیـزیسو  یکـیظر ژنتـن که از ییهاتوپلاسمایف

(16SrI ،II ،III ،V ،VI ،VII ،IX، X ،XII ،XV  وXVIIگزارش )ییتوپلاسمایف یهایماریوجود ب یمطالعات قبل .اندشده 

 گرددزوال می وروزت، زرد شدن  ،یبرگزیشدن برگ، ر لولهگزارش کردند که باعث  رانیرا در ادار درختان میوه هسته

(Salehi et al., 2020). با علائم مشکوک به  یهایاستان گلستان، نمونه داردرختان میوه هستهدر باغات  دیپس از بازد

در مورد  یشخصو م نیمع یابییو توال یکیلوژنتیف زیآنال روش کهآنجایی . ازدیمشاهده گرد ییتوپلاسمایف یماریب

 ییناساو ش یابیمطالعه رد نیهدف از الذا ، نیستدر استان گلستان در دست  دارمیوه هستهدرختان  یهاتوپلاسمایف

 مجازی RFLPه نقوش و مقایس کیلوژنتیف زیآنال ،PCRهای تکنیک تکیه بربا دار میوه هستههمراه درختان  یتوپلاسمایف

(Virtual Restriction fragment length polymorphism)  16 هیاستفاده از ناحباs rRNA .بود 
 

 هامواد و روش

 داربرداری از باغات درختان هستهنمونه

 یماریم مشکوک به بلائبا ع دار از جمله هلو، شلیل، آلو و گیلاسدرختان میوه هسته یجهت مطالعه و بررس

های مختلف درختان باننمونه با میز 28از  برگی و زوال،قرمز شدن برگ، ریز ،یزرد علائم یدارا یهانمونه ،فیتوپلاسمایی

 دیآوری گردجمع 1401و  1400 هایسالیز ـستان و پایـفصول بهار، تابدر  گلستانباغات استان  دار درمیوه هسته

 دند.شبه آزمایشگاه منتقل  دانیخ ونها بلافاصله درون یک فویل آلومینیومی پیچیده و در(. نمونه1)جدول 

 PCRو آزمون  DNAاستخراج 

DNA استخراج  تیبا ک یاهیگ کیژنومDNA (Genomic DNA isolation kit IV; DENA Zist Asia, Iran طبق )

لکتروفورز ژل با ا تیفیشد و ک یریگاندازه NanoDropبا اسپکتروفتومتر  DNAالعمل سازنده استخراج شد. غلظت دستور

 تریلکرویمبر رم گنانو 50 ییشده با غلظت نها لیاز آب مقطر استر هبا استفاد DNA یهاشد. نمونه دییدرصد تأ 1آگارز 

 شدند. ینگهدار سلسیوسدرجه  -20 یشدند و تا زمان استفاده در دما قیرق

هت تکثیر توالی اپرون ریبوزومی ـج P1/P7عمومی  هایطور مستقیم با استفاده از جفت آغازگربه PCRآزمون از 

16s-23s rRNA ارای فیتوپلاسما یک مرحله آزمون های دجهت حصول اطمینان بیشتر از نمونهو  فیتوپلاسما استفاده شد

PCR از این دو مرحله آزمون  وجود، نتایج حاصلاین . باگرفتای نیز انجام آشیانهPCR  نیز برای تشخیص و ردیابی

باز برای  جفت 1250های دارای باند در محدوده ای نمونهآشیانه PCRکه محصول بود و نیاز  هکردفیتوپلاسما کفایت ن

ای آشیانه PCRزمون آر این تحقیق نظر ارزیابی شود. د تری حضور ارگانیسم موردد تا با دقت بالاییابی ارسال گردتوالی

 (.2انجام شد )جدول  R16R2و  R16F2nهای با آغازگر
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 شده از مناطق مختلف استان گلستانآوریهای جمعاطلاعات مربوط به نمونه -1جدول 
Table 1. Information about samples collected from different regions of Golestan province 

 تعداد نمونه
Total No. 

 علائم
Symptoms 

 میزبان
Host 

 اندام گیاهی
Plant Organ 

GPS 
 برداریمنطقه نمونه

Sampling site 
 Leaf 36.786217, 54.141910برگ       Peachهلو           Decline and Yellowsزردی و زوال             1

 کردکوی
Kordkoy 

 Leaf 36.786286, 54.160407برگ       Nectarineشلیل   Yellowsزردی                                        1

 Leaf 36.835556, 54.335501برگ       Nectarineشلیل   Decline زوال                                        2

 Leaf 36.823940, 54.283780برگ       Peachهلو           Decline and Yellowsزردی و زوال            2

 گرگان
Gorgan 

 Leaf 36.847405, 54.489525برگ       Plumآلو             Reddeningقرمز شدن                              2

 Leaf 36.852282, 54.518364برگ        Plumآلو             Small leavesریز برگی                             1

 Leaf 36.864918, 54.486950برگ        Nectarineشلیل   Yellowsزردی                                        2

 Leaf 36.828171, 54.512871برگ        Nectarineشلیل   Yellowsزردی                                        1

 Leaf 36.920490, 54.760098برگ        Peachهلو           Yellows and small leavesزردی و ریزبرگی  1

 آباد کتولعلی
Aliabad Katul 

 Leaf 36.898392, 54.796147برگ        Plumآلو             Small leavesریزبرگی                               1

 Leaf 36.948482, 54.932618برگ        Nectarineشلیل   Yellowsزردی                                        1

 Leaf 36.948482, 54.932618برگ        Cherryگیلاس      Decline  زوال                                        2

 Leaf 37.034997, 55.056801برگ        Peachهلو           Reddeningقرمز شدن                              2

 دلند
Daland 

 Leaf 37.029995, 55.030494برگ        Nectarineشلیل   Reddening and yellowsقرمز شدن و زردی  1

 Leaf 37.034997, 55.056801برگ        Plumآلو             Yellows and small leavesزردی و ریزبرگی  2

 Leaf 37.034997, 55.056801برگ        Cherryگیلاس      Yellowsزردی                                        3

 Leaf 36.760474, 53.976279برگ        Peachهلو           Small Leavesریزبرگی                             1
 بندگز

Bandare Gaz 
 Leaf 36.768106, 54.004002برگ        Plumآلو             Reddeningقرمز شدن                              1

 Leaf 36.773813, 54.018422برگ        Plumآلو             Yellowsزردی                                        1

  Total Number of Samples            ها                                                                                      تعداد کل نمونه 28

 

صورت دینب .استفاده شد2X Taq  premix آر سیمیکس پیای از مسترآشیانه PCRعمومی و  PCRدو آزمون  برای هر

با غلظت  ازگر برگشتآغ تریلکرویم 1، مولارمیکرو 5/0با غلظت  رفتآغازگر  تریلکرویم 1 کس،یممستر تریلکرویم 10که 

ده و به حجم ش شده با هم ترکیب لیآب استر لیترکرویم 5شده و  استخراج DNAنمونه  تریلکرویم 3، مولارمیکرو 5/0

تک ک برنامه عبارت بود از ی PCRهای دمایی های عمومی، چرخهبا آغازگر PCR. در آزمون رسانده شد تریلکرویم 20

به مدت  C°95دمای تکرار شامل  35یک چرخه با ، اولیه ونیدناتوراسبرای  دقیقه 2به مدت  C°95شامل دمای ای چرخه

به  C°72دمای  با یک تکرار درچرخه نهایی  یکو  ثانیه 90به مدت  C°72ثانیه، دمای  75به مدت  C°54ثانیه، دمای  30

  .دقیقه در نظر گرفته شد 10مدت 
 

 ایآشیانه PCRو  PCRهای آزمونشده در استفاده هایاطلاعات مربوط به آغازگر -2جدول 
Table 2. Information about primers used in PCR and nested PCR methods 

 نام آغازگر
Primer name 

 توالی
Sequence 

اندازه قطعه 

 شده تیتقو
Amplified 

fragment size 

 موقعیت
Position 

 منبع
Reference 

P1: Forward AAGAATTTGATCCTGGCTCAGGATT 
1800 bp 16sr DNA Deng and Hiruki, 1991 

P7: Reverse CGTCCTTCATCGGCTCTT 23sr DNA Schneider et al., 1995 

R16F2n: Forward GAAACGACTGCTAAGACTGG 
1250 bp 16sr DNA Gundersen and Lee, 1996 

R16R2: Reverse TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG 16sr DNA Lee et al., 1993 
 

 PCR سپسو گردید الکتروفورز  %2/1در ژل آگارز  DNA Fluorescent Loading Dyeهمراه با  PCRسپس محصول 

ای نیز در این مرحله کمی با آشیانهPCR چرخه دمایی  ؛انجام شد R16R2و  R16F2nهای ای همراه با آغازگرآشیانه

 ونیدناتوراسبرای  دقیقه 2ه مدت ـب C°94شامل دمای ای تک چرخهمرحله قبلی متفاوت بود و عبارت بود از یک برنامه 

به مدت درجه  C°72ثانیه،  75ه مدت ـب C°60ثانیه، دمای  30دت ـبه م C°94دمای امل ـرار شـتک 35یک چرخه با ، اولیه
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ای که شامل قطعه آشیانه PCRصول ـمح. C°72ای در دمای قهـدقی 10 رارـک تکـبا ی اییـرخه نهـک چـو ی ثانیه 90

محصولات  .الکتروفورز شدند 2/1هست، همانند مرحله قبل در ژل آگارز  16Sریبوزومی  RNAژن  bp1250شده  تکثیر

PCR در محدوده  شده تکثیر ایآشیانهbp1250ئید کنند.أشده ت های استخراجتوانند از نمونه، وجود فیتوپلاسما را می 

 پیوند به گیاه محک پروانش

 اهانیگ عنوانگرگان در استان گلستان بهی ( از نهالستان محلCatharanthus roseusماهه گل پروانش ) 3 یهانهال

عنوان ا استفاده از پروتکل شرح داده شده، بهب یاانهیآش PCR یهاها با استفاده از واکنششدند. همه نهال تهیهمحک 

ای آشیانه PCRی و عموم PCRدهنده باند در و تشکیلعلائم  یاز درختان دارا ییهاشدند. شاخه دییتأ توپلاسمایاز ف یعار

بدون  زیهال نن کیداده شد و  وندیپ یمحک به روش پوست اهانیآنها به گ از وندکیچهار پ .عنوان پیوندک تهیه شدبه

 عنوان مخزنبهه حشرماه در گلخانه ضد 4نشده به مدت  وندیشده و پ وندیپ یهاماند. نهال یعنوان شاهد باقبه وندیپ

 شدند. یو مشاهده علائم نگهدار توپلاسمایژن ف رهیذخ

 تعیین توالی و تعیین ترادف

 سوئیس Microsynthجهت تعیین توالی به شرکت  R16F2n/R16R2های ای با جفت آغازگرآشیانه PCRمحصول 

های اضافی از وجود فاصله Mega-Xافزار آمده در نرمدستشد و نتایج به انجامیابی با روش سانگر توالی گردید.ارسال 

ای مرتبط با هبا تمام توالی NCBIافزار برخط بلاست موجود در سایت توالی حاصل با استفاده از نرم .اصلاح گردید

های دارای شباهت زیاد، از ترادف .شد ها در نظر گرفتهترین توالی به آنفیتوپلاسما موجود در بانک ژن مقایسه و نزدیک

های مختلف گروها و زیرهها با گروهها و نزدیکی آنآنالیز فیلوژنتیکی توالی .ندبه نمایندگی در بانک ژن ثبت شد دو توالی

 1000با  (Maximum likelihood) نهیشیب یینمادرست نیتخم روشو به Mega-Xافزار فیتوپلاسما با استفاده از نرم

عنوان گروه خارجی برای آنالیز فیلوژنتیکی به Acheloplasma axanthumاسترپ انجام شد. از تکرار در ارزیابی بوت

ز برنامـه بـا اسـتفاده امجازی  RFLPمقایسه نقوش جهت تکمیل تعیین ترادف فیتوپلاسما از روش  .گردیداستفاده 

iPhyClassifier  نمـای تارموجود درhttps://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-bin/resource/iphyclassifier.cgi 

 استفاده گردید.
 

 نتایج و بحث

. علائم دیرددر باغات استان گلستان مشاهده گ دارمیوه هستهدر درختان  ییتوپلاسمایف یماریعلائم مشکوک به ب

 یده داراش آوریهای جمعنمونه(. 1)شکل  شدن و زوال درخت بود یاقرمز شدن، لوله ،یبرگزیر ،یشامل زرد یماریب

 ینظر آلودگ از R16F2/R16R2 یهاای با آغازگرآشیانه PCRو  P1/P7 یهاهمراه با آغازگر عمومی PCRعلائم با آزمون 

های نهنمو DNA یحاو PCRنجام مرحله الکتروفورز، محصول ا ازس شدند. در هر دو آزمون پ یبررس توپلاسمایبه ف

 کردند ریای تکثآشیانه PCRباز را در جفت 1250 و قطعه عمومی PCRباز را در جفت 1800 ظارآلوده، قطعات مورد انت

 آورینه جمعنمو 28مجموع از  در از درختان سالم و بدون علائم مشاهده نشد. یباند چیراستا ه نی. در هم(2)شکل 

اند. ختان هلو بودهآوری شده از درهای جمعها از نمونهشناسایی شدند که همگی آننمونه آلوده به فیتوپلاسما  3شده، 

و زردی در  برگیهای مورد آزمایش علائم ریزماه از پیوند به گیاه محک پروانش، همه نهال 3همچنین پس از گذشت 

 ها مشاهده گردید و نهال شاهد بدون علامت باقی ماند.برگ

 یکیلوژنتیف زیو آنال توالی نییتع

باهت زیاد با یکدیگر، یابی به علت شسه نمونه درخت هلو دارای باند، پس از توالیای آشیانه PCRمحصول دو مورد از 

. نددیبه ثبت رس NCBIدر بانک ژن  OP055811 و OQ945143های یبا شماره دسترس یترازپس از همبه نمایندگی 

 انیدر م قیتحق نیمطالعه در ا مورد توالی تراز شده نشان داد کههم یجستجو با برنامه برخط بلاست با استفاده از توال

 .بوددارا  Aster yellows phytoplasmaگونه فیتوپلاسمای  را با یکینزد نیشتریموجود در بانک ژن ب یهاتوپلاسمایف
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ند درختان هلو سالم و مشکوک به مقایسه آودر باغات استان گلستان،  توپلاسمایف یماریهلو آلوده به بعلائم درختان  -1شکل 

 (3برگی )شدن و ریزای لوله(، 2(، علائم زوال و قرمز شدن برگ )1آلودگی فیتوپلاسما )
Fig. 1. Symptoms of peach trees infected with phytoplasma disease in the orchards of Golestan province, 

comparing the vascular tube of healthy and suspected phytoplasma infected peach trees (1), signs of 

decline and reddening of leaves (2), rolling and small leaves (3) 

 

 
و  بازجفت 1800باند در محدوده و تشکیل  P1/P7 یهابا آغازگر PCRالکتروفورز محصولات  جینتا -2شکل

R16F2/R16R2  ریبا تصو سهیدرصد در مقا 2/1از درختان هلو در ژل آگارز  بازجفت 1250با تشکیل باند در محدوده 

آوری مونه جمعمربوط به ن 2)سمت چپ(، شماره  P1/P7شده است. در تصویر مربوط به آغازگر  نشان داده نشانگر یراهنما

ه تشکیل باند کهایی باشند و آن دسته از نمونهمربوط به شهرستان گرگان می 3و  4شده از شهرستان کردکوی و نمونه 

 باشند.های سالم و یا فاقد فیتوپلاسما میاند مربوط به نمونهنداده

Fig. 2. The results of electrophoresis of PCR products with universal primers P1/P7 and band formation in 

the range of 1800 base pairs and R16F2/R16R2 with band formation in the range of 1250 base pairs 

from peach trees in 1.2% agarose gel compared to the DNA Ladder guide image show given. In the 

picture related to primer P1/P7 (left side), number 2 is related to the sample collected from Kordkoy 

city and samples 3 and 4 are related to the Gorgan city and those samples that did not form a band are 

related to healthy samples or phytoplasma-free samples. 

 

 نیو همچن ییتوپلاسمایهای مختلف فهای مربوط به گروهاز توالی یی و رسم درخت فیلوژنتیکتبارزا زیجهت آنال

افزار با استفاده از نرم و جهان رانیهمراه درختان هلو در ا یتوپلاسمایشده ف های گزارشهای مربوط به زیرگروهتوالی

Mega-x نهیشیب یینمادرست نیتخم تمیالگور و با (Maximum likelihood)  و مدلTamura 3 parameter  و با

در یک  Aster yellows phytoplasma بامطالعه در درخت فیلوژنتیک  مورد گونهآن شد که در زیآنال 1000استرپ بوت

مرجع همه  یهابا الگو 16S rDNA F2nR2مشتق شده از قطعه  یمجاز RFLP یالگو(. 3)شکل گرفت گره یا شاخه قرار 

روه ــع گــرجـم یوـگـال نیرـتابهـشـ. مودـباوت ـفـتـم (،دـده بودنـش ادـجیلاً اـبـه قـک 16Sr یهارگروهیز) هاگروه

16Srروهـگرـی، ز AD دسترس(ی GenBank: DQ286577با ضر ،)همین امر  (4مشاهده شد )شکل  77/0شباهت  بی

با این حال این مطالعه حضور فیتوپلاسمایی را  باشد. دیگروه جد کیدهنده ممکن است نشان هیسو نیادهد نشان می
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مرتبط با زردی و زوال درختان هلو در استان گلستان برای اولین بار بررسی و شناسایی نموده است که البته نیاز به 

 طلبد. مطالعه بیشتر جهت تشخیص کامل گونه را در این منطقه می

 

 
استرپ و بوت نهیشیب ییماندرست نیتخم تمیالگور بابا استفاده از  Mega-Xرسم شده با برنامه  کیلوژنتیدرخت ف -3شکل 

حاضر که با  شده در مطالعه یابییتوال هیجدا یکینزد نییتع ی، برا16s rRNAاز ژن  یبخش یدیبر اساس ترادف نوکلئوت 1000

 شده است.انتخاب یعنوان گروه خارجبه Acheloplasma axanthumو  ییتوپلاسمایهای مختلف فبا گروه ●شده علامت مشخص
Fig. 3. Phylogenetic tree drawn with Mega-X program using Maximum likelihood algorithm and bootstrap 

1000 based on nucleotide synonymy of a part of 16s rRNA gene, to determine the proximity of the 

isolate sequenced in the present study, which is marked with the sign ● with different groups 

Phytoplasma and Acheloplasma axanthum have been selected as external groups. 
 

 اغلبدر استان گلستان بود. در  دارمیوه هستههمراه درختان  ییتوپلاسمایعوامل ف ییشناسا ،حاضر قیهدف از تحق

مشاهده شد. در  داردرختان میوه هسته درقرمز شدن و زوال  ،یبرگزیر ،یشامل زرد یماریعلائم ب د،یمناطق مورد بازد

و مقایسه نقوش  کیلوژنتیدرخت ف زیآنال ،یدیتشابه نوکلئوت زانی، مPCRآمده از آزمون تدسبه جیمطالعه حاضر، نتا

های فقط در نمونهرا  16SrI-ADگروه با شباهت بسیار بالایی به زیر توپلاسمایف کی یهمراه ،مجازی RFLPحاصل از 
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 رانیا در شده ییشناسا یهاگونههایی با تفاوت ،رسد فیتوپلاسمای شناسایی شدهنظر میه . ببه اثبات رسانددرخت هلو 

 .استشتریب یلوژنیف مطالعات انجاممستلزم  که داشته باشد
 

 
محصول  دییتبر اساس ترادف نوکلئو iPhyClassifierافزار مجازی با استفاده از نرم RFLPنقوش حاصل از  -4 شکل

PCR ( و پچحاضر )سمت  قیشده در تحق یابییتوالو زوال درختان هلو  یزردهمراه با  توپلاسـماییف ایآشیانه

 .16SrI-ADگروه زیر توپلاسماییف

Fig. 4. Patterns obtained from virtual RFLP using iPhyClassifier software based on nucleotide synonymy 

of the nested PCR product of phytoplasma with yellowing and decline of peach trees sequenced in the 

present research (left) and phytoplasma of subtype 16SrI-AD. 
 

است. در  شده گزارش مختلفیدرختان  یور یمختلف یهاتوپلاسمایکشورها، ف ریو سا رانیدر مطالعات گذشته از ا

در درختان  یبرگزیو ر یزرد مانند یعلائم درختان هلو انجام شد، یور یو شمال یای که در استان خراسان رضومطالعه

را  ییاـمـوپلاسـتـیها، عامل فیـتوال هـسیاـقاما م ؛طالعه مطابق بودم نیا جـیکه با نتا دـیده گردـاهـو مشـهل

Candidatus Phytoplasma phoenicium ی اهمطالعه مشاب زیدر استان گلستان ن .(1397)طریقی و همکاران،  نشان داد

شدن  میضخ ،رشدیها، ضعف و کمبرگای شدن شده شامل لوله صورت گرفت که علائم مشاهده روی هلو و شلیلبر 

 یسازردیفو هم یتوال نییاما تع ؛باشدمطالعه می نیانتایج که مطابق با  را گزارش داد هابرگ هیشدن حاش یبرگ و ارغوان

. (1392 پور و همکاران،¬)الهوردی مشخص نمود Candidatus phytoplasma solaniرا به  مارگریشباهت ببیشترین  یتوال

های از توالی با استفاده رانیو شمال غرب ا یدرختان هلو در مناطق مرکز یمولکول زیآنال یرو یاین مطالعات از پیش

و  Ca. Phytoplasma aurantifolia ،Ca. Phytoplasma solani ان دادـشـنت که ـرفـورت گـص 16sRNAاز  یشـبخ

Ca. Phytoplasma trifolii بودند عیمناطق شا نیدر ا (Zirak et al., 2010.) و قرمز  یردچون زوال، ز یدر کانادا علائم

 اعلام Ca. P. asterisو  Ca. P. fraxini هیدو سو حضور یهای مولکولآنالیز از شدن برگ درختان هلو مشاهده شد که پس

( در گروه 16SrI-W) دیدـگروه جزیر کیبه نتایج را  وتر،یشده با کامپ سازیشبیه RFLPتحلیل  و تجزیه سپس ؛شدند

AY داد ختصاصا ( که شباهت زیادی به مطالعه حاضر داردMarcone et al., 2014). 

های توالی سهیو مقا یشگاهیهای آزمابررسی در استان گلستان و انجام آزمون های موردمشاهده علائم در باغ

 نیباشد که امنطقه می نیدرختان هلو در ا یور بر ییتوپلاسمایف مارگریدهنده حضور بآمده در بانک ژن، نشاندستبه

 های مجاور ازاستان یمنطقه و حت نیدار در اهسته وهیدرختان م ریدرختان هلو و سا یبرا یجد دیتواند تهدموضوع می

ها با و امکان انتقال آن رانیدر ا ییتوپلاسمایهای مختلف فگروه یجمله استان مازندران باشد. با توجه به گستردگ

دار درختان هسته یور بر ایگزارش نشده دیهای جدکه گروه ستیدور از انتظار ن ،ایهای حشرههای آلوده و ناقلنهال

پراکنش  نیباشد تا با تخممهم می نیابه  یابیدست یبرا شتریب قاتیتحق ازمندیشوند که ن ییاستان شناسا این در
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ریزی و برنامه ییتوپلاسمایف یهامارگریاز ب یها اقدامات لازم جهت کاهش خسارت ناشمیزبان نیا یور بر توپلاسمایف

 .ردیانجام پذ
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ABSTRACT 

In the visits of the spring, summer, and autumn of 2021 and 2022 to the orchards of stone fruit trees in Golestan 

province, suspected symptoms of phytoplasma disease such as yellowness, deterioration, reddening, and small leaves 

were observed, and 28 samples of leaves from different hosts of stone fruit trees were collected. P1/P7 general primers 

were used for general PCR, and R16F2n/R16R2 primers were used for nested PCR. Infected samples amplified 1800 

bp fragments in general PCR and 1250 bp fragment in nested PCR. Out of the 28 samples collected, 3 samples of 

peach trees had a band in the target area. The nested PCR product after sequencing was registered in the World Gene 

Bank with accession numbers OQ945143 and OP055811. At the same time, transplanting was done on the benchmark 

plant, Periwinkle, with the aim of gene storage and observation of phytoplasma symptoms. The comparison of the 

obtained sequences with the sequences available on the NCBI by the BLAST showed the most similarity to Aster 

yellows phytoplasmas, and the phylogenetic analysis of the target sequence with the maximum likelihood estimation 

algorithm in comparison with the different phytoplasma subgroups reported in Iran also showed the results confirmed 

the blast. Also, the comparison of patterns obtained from virtual RFLP identified the most similar reference pattern of 

the 16SrI group, subtype AD (GenBank accession: DQ286577), with a similarity coefficient of 0.77, which indicates 

that this strain may represent a new group. The results of this study confirm the presence of phytoplasma in peach 

trees in Golestan province for the first time and indicate the presence of a phytoplasma species close to Candidatus 

phytoplasma asteris in Golestan province. 
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