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 استان در شرق ای(دار )برگ نقرهدرختان میوه هسته و زوال شناسایی عامل خشکیدگی شاخه

 مازندران

 
Identification of the causal agent of stone fruits die back and decline (Silver Leaf) 

in east of Mazandaran province 
 

 *2سید وحید علوی و 1سا تیمورییپر

 2/10/1396 پذیرش:                                       3/4/1396دریافت: 

 

 چکیده

 زوالو  هارگشدن بای نقره ،هاموجب خشکیدگی سرشاخه داردرختان میوه هسته خشکیدگی شاخه و زوال عارضه

 و شد یرداربنمونه ،1393-95های های تابستان سالطی ماه واجد علائمشلیل  هلو و از درختان. گرددمی درخت

-RTبا روش ها . نمونهندمورد بررسی قرار گرفتزا با توانایی ایجاد چنین علائمی عوامل بیماری آلودگی بهر ظناز  هانمونه

PCR اروپایی ی زردیفیتوپلاسما برای های اختصاصیو استفاده از آغازگر (’Candidatus Phytoplasma prunorum‘) ،

 دارحلقوی نکروتیک درختان میوه هستهلکه ویروس ،(’Candidatus Phytoplasma phoenicium‘) جاروک بادام

(Prunus necrotic ringspot ilarvirus ((PNRSV))، فرنگیلکه حلقوی گوجه (Tomato ringspot nepovirus 

(ToRSV)و آبله آلو ) (Plum pox potyvirus (PPV)) در محیطاز هر نمونه قطعاتی  .گردیدند بررسیPDA  وNA  

اساس برشده و سازی خالص ،قارچیهای پرگنه یت نگردید.کلنی باکتریایی در محیط کشت رؤشت داده شد. ک

 مورد هایژنوم جدایه ،زاییاثبات بیماری پس از شد. شناسایی Trametes versicolor چقار خصوصیات مورفولوژیک،

از تعیین توالی و پس PCR. محصول نهایی دنشدتکثیر  LACو  ITS1 ،ITS4 آغازگرهای نواحیبا  و سازیلصخانظر 

های مورد جدایه مقایسه و شباهت BLAST افزارتوسط نرم (NCBI) های موجود در بانک ژنسازی، با توالیردیفهم

از درختان موجود در  درصدده تا هشت . مشخص گردیددرصد  100تا  95در سطح Trametes versicolor  با قارچ نظر

ها به ی احتمال آلودگی نمونههمچنین بررس .بودند و در حال زوال مبتلا به این بیماری مازندران استانشرق باغات 

 بود. الذکرفوقها به عوامل حاکی از عدم آلودگی نمونهل مورد بررسی عوام

 Trametes versicolorدار، سرخشکیدگی و زوال، ای، درختان میوه هستهبرگ نقره :کلیدی گانواژ
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 مقدمه

از بیست هزار هکتار در استان مازندران رسیده  داران به بیشزیر کشت ارقام مختلف هسته حال حاضر سطحدر

استان محدود بوده و عموماً از سطح رغم افزایش چشمگیر سطح زیر کشت، تولید نهال درو علی( 1393،نامبی) است

مشخص اصالت فاقد  بومی و غیر ع بذوراز انواو ای مورد استفاده اغلب بذری بوده ه. پایهگرددیمکرج و گرگان وارد 

ارقام پیوندک هلو، شلیل و آلو نیز از باغات سالم مادری تهیه  است. سازگاری روی آنها انجام نگرفته و مطالعات ،هستند

رویه نهال درختان میوه واردات بیقابل انتقال از طریق پیوندک را دارند.  هایبیمارینشده و احتمال ابتلا به انواع 

 با وبرگ است وهای مختلف ریشه، تنه و شاخجمله آنها بروز بیماریدار تبعات نامطلوبی را به همراه داشته که ازههست

ها هوایی مرطوب این استان، شرایط برای گسترش و طغیان بیماریوشرایط آب توجه به قرارگرفتن این درختان در

های ویروسی و فیتوپلاسمایی در اسایی و کنترل بیماریهای سلامت برای شنآزمون، دیگر سوی ازفراهم است. 

گیرد. معدودی نهالستان در استان نیز با اخذ مجوز اقدام به تولید مبدا نیز به صورت استاندارد انجام نمی هاینهالستان

 .دار نموده که شرایط مشابهی دارندنهال هسته

 سال ذکر گردیده 25تا  15ط طول عمر این درختان بین داران، متوسهسته باتوجه به نرخ سازگاری محیطی پایین 

)دو عامل مرتبط با یکدیگر( موجب  هابیماریای و ، اما فقدان سازگاری محیطی و بروز حاد انواع مشکلات تغذیهاست

 .(Beckman and Long, 2003) این استان برسد داران به ده تا دوازده سال درشده تا متوسط عمر هسته

ها آغاز و پس سرشاخه دار در استان مازندران، خشکیدگی درختان است که ازشکلات مهم درختان هستهیکی از م 

علایمی  گردد و معمولاًاصلی موجب زوال و مرگ درختان می ها سرایت نموده و با رسیدن آن به تنهاز مدتی به شاخه

 برمیوه اندک  تعداد با کند، گلدهی بالامی، رشد هابرگ ای رنگ درنقرهه و ایجاد جلو تغییر شکل، پیچیدگیجمله از

 دار دربا گسترش باغات هسته این عارضه دهد.میرا نشان  هاو عدم استحکام کافی شاخه ی مبتلاهاروی شاخه یا شاخه

و منجر به کاهش میزان تولید  وبه یک معضل حاد و فراگیر تبدیل  های اخیرطی سال درو  شیوع یافتهشرق مازندران 

دار، هسته میوه درختان کاشت مناطق درخسارت آن  رغم گستردگیعلیکه  ،عمر درختان مبتلا گردیده است طول

های ویروسی و عواملی مانند خفگی و پوسیدگی ریشه، بیماری ایمشاهده صورتعامل آن شناسایی نگردیده و تنها به 

 اند.ایجاد آن مرتبط دانسته را درویروسی و گاه باکتریایی شبه

 Fusicoccum توان به، میشوندمیدار هایی که موجب سرخشکیدگی و زوال درختان هستهجمله بیمارگراز

amygdali Del. عامل شانکر فوزیکوکومی ،Valsa sp.  ،عامل شانکر سیتوسپوراییAgrobacterium tumefaciens 

Smith &Townsend (Syn: Rhizobium radiobacterعامل گال ریشه و )  ،طوقهPseudomonas syringae pv. 

Syringae Van Hall باکتریایی،  عامل شانکرArmillaria mellea (Vahl.Fr.) Karst. عسلی و  عامل پوسیدگی

Rosellinia necatrix (Hart.) Berl. ،عامل پوسیدگی تارعنکبوتی ریشه  Phytophthora cryptogea Pethybr. & 

Laff.و عامل گموز  Stereum purpureum Pers. که تغییر رنگ متن برگ و ایجاد  ای اشاره نمودنقرهعامل بیماری برگ

 ,.Rhouma et al) ای شدن روی درختان مبتلا تنها برای دو عامل آخر گزارش شده استعلائمی نظیر ابلقی یا نقره

2006; Agrios, 1988; Guzmán and Latorre, 2005; Romanazzi et al., 2012; Caprile, 2008; Gross, 1987؛ 

  .(1385پیغامی، 

ویروسی هستند. بین عوامل ویروسی و زای ویروسی و شبهبیماریعامل  30درختان هسته دار میزبان بیش از 

 ,Prunus necrotic ringspot ilarvirus) دارهسته حلقوی نکروتیک درختان میوهلکه هایویروس فیتوپلاسمایی نیز

PNRSV)فرنگیهحلقوی گوج، لکه (Tomato ringspot nepovirus, ToRSVآبله آلو ،) (Plum pox potyvirus, PPV)  و

( و جاروک ’Candidatus Phytoplasma prunorum‘) دارانمانند عامل زردی اروپایی هستهها فیتوپلاسماانواعی از 

 وانایی ایجاد سرخشکیدگی، زوال وزا با تبه عنوان عوامل بیماری (’Candidatus Phytoplasma phoenicium‘بادام)

دار ی در سایر مناطق کشت درختان هستهردز های نکروتیک و سبزای از علائم برگی شامل زردی، ابلقی، لکهدامنه
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-Powell et al., 1991; Verdin et al., 2003; Elibuyuk, 2006; Abou-Jawdah et al., 2014; El) گزارش شده است

Saghir, 2017). شناسی آن به منظوربیماری ررسیب، عارضهدقیق عامل این جداسازی و تشخیص به عدم  باتوجه 

 .یافته و موضوع این بررسی قرار گرفت کنترل و مدیریت آن ضرورت و نهایتاًمرتبط با ایجاد شناسایی علت یا عوامل 

 

 هامواد و روش

 نمونه برداری

 هایشهرستاندر  (sun gold)رقم  هلوو  (spring crest)رقم  شلیلاز باغات  1395الی 1393های در تابستان سال 

درختان واجد علائم سرخشکیدگی و  از نمونه 40از هر شهرستان  وساری، نکا و بهشهر بازدید به عمل آمده  جویبار،

 گرفته شد در نظر از شاخه ایهقطع شامل نمونههر به آزمایشگاه منتقل شد. آوری و )بیست نمونه از هر رقم( جمع زوال

در ناحیه مابین  و ترشحات صمغی زیر پوست ای شدنقهوه برگ، شکلیبد و ای یا زردیعلائم برگ نقره که واجد

 .(1)شکل  پوست و چوب بود

 
 ای ( و نقرهسمت راست) مبتلا هایای شدن و ترشح صمغ زیر پوست شاخهقهوه -1 شکل

 .(سمت چپ) در مقایسه با برگ سالم شدن برگ
Fig.1. Browning and gum secretion under the infected branch bark (right) and leaf silvering 

compared to healthy leaf (left). 

 

 بررسی عوامل فیتوپلاسمایی و ویروسی

های میانی و دمبرگ نمونه از بافت رگبرگای کل اندیها به عوامل فیتوپلاسمایی، جهت مطالعه آلودگی نمونه

به منظور  P1/P7 هایآغازگر توسط استخراج و (Agdia Co., USA) های منفی و مثبتآوری شده و شاهدمعج

واکنش در  تکثیر و 16S rRNA (Deng and Hiruki, 1991; Schneider et al., 1995)ژن  bp 1800شناسایی قطعه

انجام (AccuPower PCRPreMix; BioNEERCo., Korea)  آماده دارهای دربدر لولهمیکرولیتر و  20حجم نهایی 

به هرکدام از  دیونیزه سترون میکرولیتر آب 8به همراه ( 1)جدول  P7 و P1 ایهمیکرولیتر از آغازگر 5/1. میزان گردید

 94 سازی اولیه درواسرشتو سپس  داده شد قرار( MJ Mini; Bio-Rad, USA) دستگاه ترموسایکلر و در افزودهها لوله

 55 در دقیقه دو، سلسیوسدرجه  94 در دقیقه یک) چرخه حرارتی 35 تکثیر در دقیقه،دو  به مدت سسلسیودرجه 

 سلسیوسدرجه  72دقیقه در  10( و گسترش نهایی به مدت سلسیوسدرجه  72در دقیقه  سه و سلسیوسدرجه 

 . (Zirak et al., 2009; Abbasian and Salehi, 2010) درصد الکتروفورز شد 1. محصول واکنش در ژل آگارز انجام شد

،  Prunus necrotic ringspot virus(PNRSV) دارحلقوی نکروتیک درختان میوه هستهجهت بررسی ویروس لکه

با استفاده از کیت استخراج شرکت  (Agdia Co., USA) های منفی و مثبتو شاهد هاکل از بافت برگ نمونه .ا. ان. آر
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مکمل   DNAفرآیند سنتز شد. استخراج (Dena zist total RNA isolation kit .Cat.No. S-1010-1) دنا زیست آسیا

 دو با افزودن (AccuPower RT PCRPreMix, BioNEERCo., Korea) مطابق با دستورالعمل شرکت سازنده

 MmulvReversمیکرولیتر آنزیم یک ،MmulvRT buffer (5X) میکرولیتر ، دهdNTPs (10mM) میکرولیتر

transcriptase (200U/µl) آغازگر برگشتی میکرولیتر 3 وVP-90 (10µM)  ساعت یک و به مدت  ( انجام شد1)جدول

-VPهای آغازگرمیکرولیتر از  5/1مراز در حضور ای پلینگهداری و سپس واکنش زنجیره سلسیوسدرجه  42 در دمای

-dNTPs ،2مولار  10X ،2/0 بافر واکنشمیکرولیتر  5/2مولار کلرید منیزیوم، میلی 2 ،(1جدول ) VP-92و  90

 ,MJ Mini) دستگاه ترموسایکلر در و آماده دارهای دربدر لولهمراز واحد آنزیم پلی 3مکمل و  DNAمیکرولیتر از 

Bio-Rad, USA)  35 تکثیر در قرار گرفت؛ سپس دقیقه دو به مدت سلسیوسدرجه  94سازی اولیه در واسرشتبا-

 (سلسیوسدرجه  72ثانیه در  90و سلسیوسدرجه  57 ثانیه در 45، سلسیوسدرجه  94 در هدقیق یک) چرخه حرارتی

درصد  5/1آگارز  محصول واکنش روی ژل صورت گرفت. سلسیوسدرجه  72 دقیقه در10مدت  گسترش نهایی بهو 

  (.Rahmanian et al., 2013) الکتروفورز شد

-و شاهد هاز بافت برگ نمونها Tomato ring Spot virus (ToRSV) فرنگیحلقوی گوجهکل ویروس لکه .ا .ان .آر

استفاده از آغازگر  و با با دستورالعمل مکمل مطابق DNAفرآیند سنتز  شد.استخراج مشابه قبل  های سالم و آلوده

ر از میکرولیت5/1حضورمراز درای پلیانجام شد و واکنش زتجیره ToRS-R  (Fuches et al., 2010)برگشتی اخنصاصی

درجه  95 سازی اولیه درواسرشت. پس از بررسی گردیدمشابه مرحله قبل ( 1)جدول  ToRS-R و ToRS-F هایآغازگر

درجه  48در دقیقه یک، سلسیوسدرجه  95 ثانیه در 45) چرخه حرارتی 35 تکثیر در دقیقه،ده به مدت  سلسیوس

. انجام شد سلسیوسدرجه  72در دقیقه  10دت ( و گسترش نهایی به مسلسیوسدرجه  72 در دقیقهیک  و سلسیوس

 (.Farmahini et al., 2014) درصد الکتروفورز شد 1 آگارز روی ژل بر محصول واکنش

مشابه های سالم و آلوده و شاهد هابافت برگ نمونهاز  PPV)) Plum pox virus کل ویروس عامل آبله آلو .ا .ان .آر

 (1)جدول  P4B آغازگر برگشتی اختصاصی بامکمل مطابق با دستورالعمل و  .ا .ان .فرآیند سنتز دی قبل استخراج شد.

 از استفاده باای پلیمراز نگهداری و سپس واکنش زنجیره سلسیوسدرجه 42ساعت در دمای  1به مدت انجام شد و 

 Candresse et) زهسترون دیونی میکرولیتر آب 8به همراه ( 1جدول  )P4B  و P3D هایآغازگرهریک میکرولیتر از  5/1

al., 1998)  سازی اولیه در واسرشتپس از  صورت گرفت. آماده دارهای دربدر لولهمیکرولیتر و  20و در حجم نهایی

ثانیه  30، سلسیوسدرجه  92 ثانیه در 30) چرخه حرارتی 40تکثیر در دقیقه، چهاربه مدت  سلسیوسدرجه  94

درجه  72دقیقه در  10( و گسترش نهایی به مدت سلسیوسدرجه  72در دقیقه یک  و سلسیوسدرجه  62در

 (. Jafarpour and Sabok khiz, 2013) درصد الکتروفورز شد 1آگارز  در ژل PCRمحصول  صورت گرفت. سلسیوس

 
 های اختصاصی مشخصات آغازگر -1جدول 

Table 1. The Specific Primers characterization. 

 

 

 ماخذ طراحی آغازگر
References 

 توالی
Sequences 

 آغازگر
Primer 

 بیمارگر
Pathogen 

Aparicio and Palla, 2002 5’-ATCAAGCTTATTGCAAATTCGGCAAAC-3’ 
5’-TCAGGATCCGTTTTTACCAAAATGAAATC-3’ 

VP-90 
VP-92 PNRSV 

Schneider et al. 1995; Deng 
and Hiruki, 1991 

5’-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3’ 
5’-CGT CCT TCA TCG GCT CTT-3’ 

P1 
P7 Phytoplasmas 

Farmahini et al.,2014 5’-CCACACACACTCCACCTAC-3’ 
5’-ACTTCTGAAGGCTACCCGTT-3’ 

ToRS-F 
ToRS-R ToRSV 

Candresse et al.,1998 5’- ACATTGCGGAGACAGCACTG-3’ 
5’-TGCCTTCAAACGTGGCACTG-3’ 

P3D 
P4B PPV 
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 بررسی عوامل باکتریایی

 وجدا  متردو سانتی به طول قطعاتیها، نمونهچوب  و ناحیه مابین پوسترنگ یافته  تغییر بافت سالم وز حد فاصل ا

به مدت  ،گرفتلیتر آب مقطر سترون قرار حاوی ده میلی در لوله گردید. سپس هر قطعه % ضدعفونی70با الکل اتانول

قرار داده شد. از محلول به دست آمده با لوپ و یک ساعت به طور ثابت در دمای آزمایشگاه  یک دقیقه تکان داده

  (.Roos and Hattingh, 1987) پخش گردید NA  غذاییبرداشت و روی محیط 
 

 بررسی عوامل قارچی

 ناحیه مابین پوسترنگ یافته  تغییر %، از حد فاصل بافت سالم و70ها با الکل اتانولپس از ضدعفونی سطحی نمونه

ور غوطه درصد5/0سدیم  کلریت هیپومحلول  دردقیقه  سهمدت  به  و جدا مترییمیلده  تاقطعاتی پنج چوب  و

دمای  منتقل و در PDA حاوی محیط غذایی دیش و به پتری شد سترون آبگیریصافی  گردید. سپس روی کاغذ

°C25 .روی )تک ریسه( منفردهای ت ریسهشک باهای قارچی سازی جدایهخالص بعد، روزتا شش  چهار نگهداری شد 

ماکروسکوپی  بررسی میکروسکوپی و الذکر،فوقدمای  در نگهداریروز  هفتاز  پس و شدانجام  PDA یط کشتمح

 .(Ozgonen et al., 2006) ها انجام شدجدایه
 

 آزمون بیماریزایی

 ،PDA متری از کشت سه روزه آن روی محیط کشتچهار میلی هایهای قارچی با قرار دادن بلوکهر یک از جدایه

شلیل  متری از سطح خاک ده نهال دو ساله از هر یک از ارقامدر بیست سانتی تنهداده شده  در قسمت خراش

بسته پارافیلم  روی آن با پنبه مرطوب سترون پوشانده و با ونهال مایه کوبی شد  و هلوی سان گلد اسپرینگ کرست

 ها در گلخانه. نهالندکوبی شدمایه مقطر سترون با آب شد. سه نهال از هر رقم نیز به عنوان شاهد به همین روش

و  گردیدندپس از بیست روز بررسی درصد( نگهداری و  70تا  65نسبی  و رطوبت سلسیوسدرجه  30تا  25)دمای 

 (. Taylor, 1978; Jinlus et al., 1992) ها مشابه قبل انجام شدکشت بافت تلقیح شده هر یک از نهال
 

 های قارچیهشناسایی مولکولی جدای

پس سه روز  انجام شد. اتتغییر اندکیبا  (Guo et al., 2005) و همکاران ژئوبراساس روش ژنومی  DNAاستخراج 

ارلن حاوی محیط کشت به  سازی شدههای خالصریسه هر یک از جدایهانتهای ای از ، قطعهPDAکشت روی محیط از 

PDB روز در پنجو به مدت گرفت دقیقه قرار  دور در 120 نی با سرعتها روی دستگاه لرزاننده دورامنتقل شد. ارلن 

 هاونبا آب مقطر شستشو و در  PDBتوده میسیلیومی رشد کرده در محیط  نگهداری شد. سلسیوسدرجه  25دمای 

 800 تری منتقل ویلمیلی 2 شده به میکروتیوب گرم ریسه پودرمیلی 2پودر گردید. مقدار ،مایع ازتچینی با افزودن 

به آن  CTAB (CTAB 2% w/v, NaCl 1.4M, Tris-HCL100mM, EDTA 20mM, pH 8.0)میکرولیتر بافر استخراج 

 -میکرولیتر مخلوط کلروفرم 800سپس داده شد.قرار C65°دمای دقیقه در30به مدت  ،و پس از ورتکسگردید  اضافه

 g10000در دقیقه  10به مدت  شد و ادهتکان دتا یکنواخت شدن  وشد افزوده آن  ( به24:1) آمیل الکلایزو

 اضافه (-C20°) حجم آن ایزوپروپانول سردشد و هم نتقال دادهای به میکروتیوب دیگررویی  لایه سانتریفیوژ گردید.

و پس از خشک  % شستشو70 اتانول حاصل با الکل دقیقه سانتریفیوژ شد. رسوب 15به مدت  g13000در  و گردید

تا زمان سپس  و یخچال میکروتیوب اضافه و به مدت یک ساعت در هر به TE میکرولیتر بافر 50شدن در مجاورت هوا،

 .گردید نگهداری -C20°دمای در استفاده

د و ـه شـتـخــری ادهـآمدار درب ایـههــولــلدر ه ـدایـج رـد هـیـاس کـئیـلـوکـنلول ـحـتر از مـیـرولـکـمی 10

 ITS4 وITS1 (5′- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′ ) ایـهرـازگـیتر از آغـکرولـمی5/1زان ــیـمه ـولـل رـه هــب

(5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′ اضافه و حجم نهایی با آب مقطر دیونیزه سترون به )میکرولیتر رسانده  20
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 35 در و تکثیر دقیقه4به مدت  سلسیوسدرجه  94سازی اولیه در واسرشت قرار داده شد.دستگاه ترموسایکلر  و در

 درجه 72در  ثانیه 90 و سلسیوس درجه 58در دقیقهیک  ،سلسیوسدرجه  94در دقیقه یک) چرخه حرارتی

 .(Innis et al., 1990) ام شدـجـان وسـیـلسـسه ـدرج 72دقیقه در  10دت ـایی به مـترش نهـ( و گسسیوسـسل

 دـش استفاده (Laccase gene) لاکاز تصاصی ژنیه اخـاحـرای نـده بـراحی شـازگر طـه از آغـونـی گـایــناسـرای شـب

(Lac-f: 5′-CACTGGCATGGGTTCTTCCAG-3′, Lac-r:3′-ATG GCTGTGGTACCAGAAAGT-5′ (  برای و

ثانیه  سی) چرخه حرارتی 35دقیقه، سپس تکثیر در4به مدت  سلسیوس درجه 95 سازی اولیه دراین آغازگر واسرشت

 72گسترش نهایی در با (سلسیوسدرجه  72ثانیه در  30 و سلسیوس رجهد 55ثانیه در سی، سلسیوسدرجه  95 در

محصول  .(et al., 1996; Garcia-Mena et al., 2005Souza ) گرفته شد نظر دردقیقه  پنجبه مدت  سلسیوس درجه

 TBE (Tris 90mM, EDTA 20mM, Boricبافر با 5/1% آگارز در ژلها از جدایه یک ای پلیمراز هرواکنش زنجیره

Acid 90mM) بافر  ل توسطژآمیزی از رنگ الکتروفورز گردید و پس 70ولتاژ ساعت در 5/1مدت  هبTBE  حاوی

Prep Oneبا دستگاه ( SYBR GreenI) سایبرگرین 10000/1غلظت
TM

 Sapphire س از تعیین توالیـپ مشاهده و 

(ABI 3730XL DNA Analyzer, BIONEER Co., Koreaو همردیف ) افزار ط نرمسازی توسSequin ، از  استفادهبا

 NCBI (National Center for اطلاعاتیدر پایگاه  BLAST (Basic local Alighnment search tool) ابزار جستجوی

Biotechnology Information) بانک ژن در های ثبت شدهتوالی با (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov مقایسه )

 شد.
 

 نتیجه و بحث

 وامل ویروسی و شبه ویروسیع

ه که ب P1/P7هایآغازگر ها بااسید استخراجشده نمونهای پلیمراز نوکلئیکدر الکتروفورز محصول واکنش زنجیره

و  16SrIXگروه دار درهای بیمارگر درختان هستهطیفی از فیتوپلاسما صورت فراگیر برای شناسایی اولیه آلودگی به

 دهنده عدمکه نشان (A-2 )شکل باندی مشاهده نگردید گرفته است، استفاده قرار مورد G و D، Fیا  Bهای گروهزیر

 ,.Deng and Hiruki, 1991; Verdin et al) بودگروه  شناسی اینشجره مربوط به bp 1800تکثیر قطعه قابل انتظار

-VP-90 VP) دارتان میوه هستهنکروتیک درخ حلقویویروس لکهاختصاصی  هایآغازگر با هانمونه تکثیر در .(2003

باندی در حدود  هاتکثیر شده با این آغازگر که شاهد آلودهحالی در(، B-2)شکل  ( نیز باندی مشاهده نگردید,92

bp280 برای این ویروس گزارش شده است قبلاً نیز که تشکیل داد (Rahmanian et al., 2013.) در الکتروفورز 

 فرنگیاختصاصی ویروس لکه حلقوی گوجه ToRS-R و ToRS-Fهای آغازگر ها بانمونه به دست آمده از تکثیر محصول

(ToRSV) شکل  نیز باندی تشکیل نشد(2- C اما )درای آمده از تکثیر شاهد آلوده، قطعهدست  محصول به در 

ها با سید نمونهامحصول تکثیر شده نوکلئیکالکتروفورز  در(. Fermahini et al., 2014) یت شدؤباز ر 580حدود

( ولی نمونه شاهد آلوده باندی D-2)شکل  باندی مشاهده نگردید ((PPV ویروس عامل آبله آلو P4B وP3D های آغازگر

 (.Jafarpour and Sabok khiz, 2013) ایجاد نمود 460در حدود 

 

 عوامل قارچی و باکتریایی

های پرگنهمشاهده نگردید ولی  NAو  PDAهای کشت در چهل نمونه کشت شده، کلنی باکتریایی روی محیط

 رشد نسبتاً گرادانتیدرجه س 25در دمای  هاظاهر شد. پرگنه PDAمحیط غذایی رویهم  رنگ مشابه باقارچی سفید

صاف و ی تولید شده دارای سطحی هااسپورگرفت. داشته و پس از پنج الی شش روز کل سطح پتری را فرا می سریع

ای روشن تا یی به رنگ قهوههابازیدیوکارپروز  15. پس از بودند µ5/1-2  ×5-6و به ابعاد تقریبی  ای شکلاستوانه

 Trametes . مشخصات به دست آمده با گونه(3)شکل یت شدؤکشت رروی محیط مترسانتی1/0×2کرم و به ابعاد 

versicolor (L.) Lloyd Syn:Coriolus versicolor(L.) Quél.  داشتتطبیق (Ajay Kumar, 2013.) 
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درصد.  1ژل آگارز  در های اختصاصیویروسی با آغازگرویروسی و شبه عواملژنوم  PCR محصول الکتروفورز -2 شکل

(A) فیتوپلاسما (نشانگر جرم مولکولی با فواصل1 :bp100 ،2 ،5: سان گلد، 4: شاهد منفی، 3: شاهد مثبت.)اسپرینگ کرست : 

(B) PNRSV (1مولکولی با فواصل : نشانگر جرم bp100 ،2 ،5: سان گلد، 4: شاهد منفی، 3: شاهد مثبت.)اسپرینگ کرست : 

(C) ToRS (1 ،نشانگر جرم مولکولی با فواصل2: شاهد مثبت :bp100 ،3 ،اسپرینگ کرست.5: سان گلد، 4: شاهد منفی : (D) 

PPV (1نشانگر جرم مولکولی با فواصل :bp100 ،2 ،5: سان گلد، 4نفی، : شاهد م3: شاهد مثبت.)اسپرینگ کرست : 

Fig. 2. PCR products of the amplified virus and virus-like genomes with the specific primers in 1% 

agarose gel. A. Phytoplasma(1. molecular weight marker with 100bp intervals, 2. positive control, 3. 

negative control, 4. Sungold sample, 5. Spring crest sample). B. PNRSV(1. molecular weight marker with 

100bp intervals, 2. positive control, 3. negative control, 4. Sungold sample, 5. Spring crest sample). C. 

ToRSV(1. positive control, 2. molecular weight marker with 100bp intervals, 3. negative control, 4. 

Sungold sample, 5. Spring crest sample). D. PPV(1. molecular weight marker with 100bp intervals, 2. 

positive control, 3. negative control, 4. Sungold sample, 5. Spring crest sample).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 روز روی 15پس از  B)) وروز  4پس از  versicolor Trametes پرگنه قارچ (A) -3شکل 

 .PDAمحیط کشت 

Fig. 3. Colony of Trametes versicolor after 4 (A) and 15-days (B) on PDA medium. 
 

 زایی آزمون بیماری

های دکه آونمشاهده شد  تغییر رنگ بافت آوند در محل مابین پوست و چوب ها،کوبی جدایهبیست روز پس از مایه

در محیط های آلوده درکشت مجدد بافت. های اولیه کامبیوم چوب نفوذ کرده بودآبکش را کاملاً نکروز و سپس به لایه

PDAکوبی شده تغییر رنگ بافت دیده نشد و قارچی از مایه های شاهددرنهال نمود. رشدهای مشابه با قبل ، پرگنه

 سازی نشد.ها جدابافت آن
 

 جدایه ها تکثیر شده DNAات تعیین توالی قطع

باندی  آگارز، روی ژل ITS4و  ITS1های از آغازگراستفاده قارچی با هایجدایه محصول به دست آمده از تکثیر ژنوم

 مطابقت داشت.Trametes sp های اروپایی جنس جرم آن با جدایه که ،(A-4)شکل نشان داد bp600 در حدود
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(Tomšovský et al., 2006.) تمحصولاتوالی  سازی و تعیینردیفهماز  پس PCR ،های مرتبط با مقایسه با دیگر توالی

نشان Trametes versicolor درصد را با توالی 100تا  95شد. آنالیز بلاست شباهت انجام  Genbank همان ناحیه در

 شماره دسترسی تیب باه ترببرای این گونه قارچی  ITS4 و ITS1 هایحاصل از تکثیر با آغازگر هایتوالی .داد

KR149809 و KR071880 در بانک جهانی (NCBI.ثبت شد ) 

 Trametes versicolorقارچ  ها با آغازگر اختصاصی طراحی شده بر اساس توالی ژن لاکازجدایه تکثیر ژنوم

ه و حضور داین گونه بو فرم بیمارگر اختصاصی که( B-4)شکل  ایجاد نمودآگارز  روی ژل bp200محدوده  در یمحصول

 یکی از موارد های گیاهی سالم و همچنینبا ورود به بافت های بودن جدایهتهاجم و یگنینتجزیه لاین ژن، توانایی 

  .(Garcia-Mena et al., 2005; Han et al., 2005) ( این گونه استزیچوب) یهای گندروتفاوت با فرم

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 -4شکل 

و   ITS1های عمومیآغازگر تکثیر شده با A) درصد : ) 5/1های قارچی در ژل آگارز جدایهخراجی نوکلئیک اسید استالکتروفورز 

ITS4 :1نشانگر جرم مولکولی با فواصل .bp100 ،2 ،3  شاهد 4 های مورد بررسی،استخراج شده از جدایه نوکلئیک اسید.  5و :

 نوکلئیک اسید: 6و  bp100 ،2 ،3 ،5جرم مولکولی با فواصل  : نشانگر7 و 1(آغازگر اختصاصی لاکاز تکثیر شده با( (Bمنفی، 

 .): شاهد منفی4های مورد بررسی، استخراج شده از جدایه

Fig. 4. PCR products of the amplified fungal isolates genomes in1.5% agarose gel. A. with ITS1 and ITS4 primers (1: 

molecular weight marker with 100bp intervals; 2, 3 and 5: extracted genomes of the isolates, 4: negative control). B. 
with Laccase primer(1 and 7: molecular weight marker with 100bp intervals; 2, 3, 5 and 6: extracted genomes of the 

isolates, 4: negative control). 

 

ها، قارچ رنگ برگایداران با جلوه نقره، عامل بیماری سرخشکیدگی و زوال هستهآمده نتایج به دستبا توجه به 

Trametes versicolor (L.) Lloyd .راسته ،از رده بازیدیومیستبیماری  این عامل تعیین گردید  Polyporales و خانواده

Polyporaceae،  در ابتداCondrostereum purpureum هگرفت امن (Hesler, 1917; Dye, 1967و )  تا سالیان اخیر مورد

ذیرفته پ  Trametes versicolorدر حال حاضر عامل این بیماری با ناماما  ،(et al., 2001 Simpson) ه استقبول بود

، هلو، آلو، بادام، زیتون و سایر درختان سیب و زوال پوسیدگی ،امل سرخشکیدگیوع از مهمترین یکیعنوان  بهشده و 

و  کیفیت میوهکاهش  ،کاهش ظرفیت فتوسنتز که با گزارش شدهدار از نواحی مختلف جهان دار و هستههدرختان دان

با رسیدن  های آلوده وقطع ارتباط غذایی شاخه ،هاهای چوبی منجر به تخریب بافتفعالیت قارچ عامل بیماری در آوند

 ;Ozgonen et al., 2006; Melzer and Berton, 1988) گردیده استمیزبان  اندرخت به مرگ منجر به تنه اصلی،

Covey et al., 1981; Luley, 2005; Grand et al., 2009 .)از روی درختان آلو، گوجه و  در ایران اینقره بیماری برگ

در این بررسی، اولین گزارش از وجود این بیماری  ( و1361)بهداد،  است درختان جنگلی در مازندران گزارش شده

ت محدودی روی عوامل در مقایسه با سایر درختان میوه، مطالعا .در شمال کشور است دارهسته ختان میوهدر باغات
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در یکی از آخرین مطالعات ردیابی  صورت گرفته است.کشور دار روی درختان هسته زاویروسی بیماریویروسی و شبه

 آلو، کوتولگی آلو، آبله فرنگی،گوجه حلقوی لکه داران، هسته مرده حلقوی بافت لکهداران شامل های مهم هستهویروس

 (Arabis mosaic virus, ArMV) آرابیس موزائیک ویروس و (Cherry leaf roll virus, CLRV) گیلاس برگ پیچیدگی

فرنگی محرز گوجه حلقوی داران و لکههسته مرده بافت حلقوی لکه ویروس به دو آلودگیدر استان مازندران، تنها 

 ,Prune dwarf virus)  دیگری مانند ویروس کوتولگی آلو هایبیمارگر (.1397)علوی و همکاران،  ستگردیده ا

PDV)زمینی( و فیتوپلاسمای خانواده سیب1396پور و ایازپور، )حسن دار استان فارساز درختان هسته (‘Candidatus 

Phytoplasma solani’) ( گزارش شده که ضمن 1392پور و همکاران، ردیو)اله از درختان هلو و شلیل استان گلستان

ویروسی و  زایدر بین عوامل بیماری .اندایجاد نکردهتفاوت در نوع علائم برگی با این بیماری، علائم مشخصی روی تنه 

 ترین مواردی بوده کهمهم ،عوامل بررسی شده در این مطالعهایران، دار درختان هستهاز گزارش شده  ویروسیشبه

ذکر این نکته ضروری است  عف و زوال و در نهایت مرگ را داشته و به همین علت ردیابی گردیدند، ولیضنایی ایجاد توا

با  از نظر ایجاد علائم بارز برگی و همچنین روی تنه و زیر پوست، کاملاً که علائم ایجاد شده توسط این عوامل بیمارگر،

ه اگرچه گردد کدست آمده این چنین استنباط میلذا از نتایج به .استده بوای متفاوت نقرهبیماری برگعلائم ناشی از 

دار استان مازندران به اثبات رسیده، ولی نوع علائم ایجاد شده در ویروسی در درختان هستهوجود عوامل ویروسی و شبه

ودگی مخلوط نیز در این باشد و آلاین عارضه که در حال حاضر در مازندران شیوع دارد، مختص این عامل بیماری می

فراهم  عامل زمینه را برای هجوم این ،درخت ها و تنه اصلیشاخههرگونه آسیب در  بررسی شناسایی نگردیده است.

عنوان عامل این قارچ وارد فاز تهاجمی شده و به شود تارطوبت سبب میافزایش دما و  ،فقر خاک به علاوه .وردآمی

 (. Grand et al., 2009) گردد ، حتی با ظاهری شادابمیزباندرختان  نابودی زوال و زا موجببیماری

گرم و مرطوب به همراه افزایش قابل ملاحظه سطح  هایشرایط اقلیمی شرق مازندران با تابستان رسدبه نظر می

این بالا در  اییزبا توانایی بیماریای مهاجم گونهبیوتیپ یا زیرهای اخیر، موجب گسترش داران در سالزیر کشت هسته

-های دیگری از ژنوم مرتبط با بیماریاست. قضاوت صحیح در این خصوص نیاز به تعیین توالی قسمت گردیده منطقه

علت عدم گزارش این بیماری از سایر  زایی این گونه و مقایسه کامل توالی ژنوم را دارد که در دست بررسی است.

حرارتی مورد نیاز عامل این بیماری -توان مرتبط با شرایط خاص رطوبتیدار در کشور را میمناطق کشت درختان هسته

 دانست. 
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