
                                                                                   
 

 

  مجله بيوتكنولوژي كشاورزي

 ISCپژوهشي و - علمي

 Candidatus  Phytoplasma‘به ) .Citrus medica L(اولين گزارش از آلودگي طبيعي بالنگ 

aurantifolia’ در ايران  

  

 2بارانوال .ك .، و1، موسي نجفي نيا1، سميه رنجبر∗∗∗∗1مهدي آزادوار

مان تحقيقات، ساز، و منابع طبيعي جنوب استان كرمانكشاورزي و آموزش بخش تحقيقات گياه پزشكي، مركز تحقيقات  1

 .، ايران78615-115جيرفت، آموزش و ترويج كشاورزي، 

، 110012واحد ويروس شناسي گياهي، بخش بيماري شناسي گياهي، انستيتو تحقيقات كشاورزي هندوستان، دهلي نو، 2

  .هندوستان
08/02/1393: ، تاريخ پذيرش25/04/1391: تاريخ دريافت  

  

  چكيده

'Candidatus Phytoplasma aurantifolia'  قبلا به عنوان عامل بيماري جاروك ليموترش)Citrus 

aurantifolia L.( ،بكرايي)Citrus sp. ( گريپ فروت و)Citrus paradisi Macfad ( از ايران گزارش شده

درحال حاضر تقريبا تمامي باغات ليموترش استان هاي هرمزگان، سيستان و بلوچستان و كرمان به . است

 1389 سال در. ايران گزارش نشده استدر اين بيماري روي ساير ارقام مركبات . لا هستنداين بيماري مبت

باغات مركبات جنوب استان  از برخيدر  ).Citrus medica L(درخت بالنگ تعدادي  علائم جاروك روي

نوكلئيك استخراج اسيد به منظور رديابي و شناسايي فيتوپلاسماي عامل بيماري، . ايران مشاهده شد ،كرمان

و ) شاهد منفي(سالم بدون علائم بالنگ درختان بالنگ داراي علائم جاروك، درختان برگ از رگبرگ مياني 

در آزمون واكنش زنجيره اي پليمراز . انجام گرفت) شاهد مثبت(درختان ليموترش داراي علائم جاروك 

 ،R16F2n/R16R2و  P1/P7 سماعمومي فيتوپلا هايبا استفاده از جفت آغازگر) nested PCR(آشيانه اي 

در نمونه هاي . نمونه هاي بالنگ و ليموترش داراي علائم جاروك تكثير شد دربا اندازه مورد انتظار  قطعه

 در تمام نمونه ها يكسان و شامل PCRتوالي نوكلئوتيدي باند حاصل از . اين باند تكثير نشدبالنگ سالم 

. نشان دادند ’Ca. Phytoplasma aurantifolia‘لي نوكلئوتيدي تشابه با توا% 8/99جفت باز بود كه  1250

 .است ايراندر اين اولين گزارش از آلودگي طبيعي بالنگ به فيتوپلاسما 
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  مقدمه

برگيرنده گروه بزرگي از  مركبات در

امل پرتقال، نارنگي، لايم، ليمو، ها ش  ميوه

 فروت، دارابي، تانجلو، كامكوات، نارنج گريپ

 .باشد ها مي  ميوه سايربرگ، بالنگ، سيترنج و  سه 

گسترش وسيع جغرافيايي و ميزان بالاي توليد 

مركبات موجب شده است كه اين محصول از 

 اهميت اقتصادي زيادي در جهان برخوردار باشد

)Ray, 2002.( هزار هكتار  267ران با دارا بودن اي

 نظرميليون تن مركبات از  2/4بيش از  و توليد

ميزان توليد و سطح زيركشت در بين كشورهاي 

به خود كننده مركبات مقام هفتم را  توليد

 است و اين جايگاه نسبتاً خوبي دراختصاص داده 

   .كشور مركبات خيز دنيا است 140بين 

بيماري ناشي از عوامل  40حدود 

مختلف بيماريزاي گياهي از مركبات گزارش شده 

بيماري ). Alizadeh Aliabadi,  2009(است 

 witches' broom disease of( ليموترش جاروك

lime( ناشي از فيتوپلاسماي ،’Ca. 

Phytoplasma aurantifolia‘،  يكي از بيماريهاي

 داخليي اقرنطينهمهم مركبات است كه از اهميت 

اين بيماري تاكنون از . است برخوردار خارجيو 

كشورهاي عمان و ايران و عمدتا از درختان 

. )Bové, 2000( ليموترش گزارش شده است

 ,Djavaheri & Rahimian( و رحيميان جواهري

 ,.Bagheri et al(و باقري و همكاران ) 2004

نيز بترتيب بكرايي و گريپ فروت را  )2010

عنوان ميزبان طبيعي عامل اين بيماري در ايران ب

اين پاتوژن از ساير ارقام . گزارش كرده اند

عامل . مركبات در ايران گزارش نشده است

 و زيت اجباريرااجاروك مركبات پ بيماري

در محيط كشت هاي مصنوعي غيرقابل كشت 

عمدتا با در گياه ميزبان ولذا رديابي آن بوده 

و استفاده از  يمرازواكنش زنجيره اي پل

 انجام مي گيردپلاسما وآغازگرهاي عمومي فيت

)Zhao et al., 2010(.  

از باغات طي بازديدهاي بعمل آمده 

 در نيمه دوم سالمركبات جنوب استان كرمان 

 Citrus medica(تعدادي درخت بالنگ  1389

L. ( رخي از باغات بداراي علائم جاروك در

رختان ليموترش و عمدتا در نزديكي د مركبات

اين تحقيق با هدف . مبتلا به جاروك مشاهده شد

با بيماري اين عامل احتمالي فيتوپلاسماي  رديابي

تعيين شناسايي دقيق و و  PCRاستفاده از تكنيك 

از ارتباط آن با عامل بيماري جاروك ليموترش 

 16Sتعيين توالي قطعه ژنومي تكثير شده  طريق

rRNA انجام گرفت.  

  

  ها روشمواد و 

نيمه طي  :نمونه برداري از درختان آلوده

 بازديد از باغات مركبات در 1389 دوم سال

درخت بالنگ داراي تعدادي جنوب استان كرمان، 

از نمونه برداري . علائم جاروك مشاهده شد

هاي شاخه هاي داراي علائم جاروك انجام برگ
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نمونه برداري از درختان بالنگ سالم و . گرفت

بترتيب به  ،يموترش مبتلا به جاروكدرختان ل

. انجام گرفت ،عنوان شاهد منفي و شاهد مثبت

با ذكر مشخصات  هاي جمع آوري شده نمونه

هاي پلاستيكي مجزا نگهداري و در در كيسهلازم 

  .ندشرايط مناسب به آزمايشگاه منتقل شد

استخراج : افت گياهياز ب DNAاستخراج 

DNA آوري شده ي جمعاز رگبرگ مياني برگها 

از  DNAبا استفاده از كيت آزمايشگاهي استخراج 

) Qiagen, GmbH, Hilden, Germany(گياه

  . مطابق دستورالعمل شركت سازنده انجام گرفت

 آشيانه اي آزمون واكنش زنجيره اي پليمراز

)nested PCR(: رديابي عامل بيماري در نمونه-

 ززنجيره اي پليمراواكنش آوري شده با هاي جمع

عمومي  آغازگرهايجفت استفاده از  وآشيانه اي 

در ) P1/P7 )Schneider et al., 1995 فيتوپلاسما

 R16F2n/R16R2 آغازگرجفت  مرحله اول و

)Gundersen & Lee, 1996 ( در مرحله دوم كه

مي  16S rRNAناحيه اي از ژن  منجر به تكثير

 1xشامل  PCRهر واكنش . جام گرفتناگردد 

Tris-Hcl PCR buffer ،1.5 mM MgCl2 ،200 

µM dNTPs ،200 از هريك از  پيكومول

 Taq polymeraseواحد آنزيم  5/2ها، آغازگر

)Fermentas ( ميكروليتر  5وDNA  در حجم

پروفيل دمايي . ميكروليتر بود 50نهايي 

دقيقه،  5به مدت  C° 94 :ترموسايكلر بصورت

 C° 55، ثانيه 35 به مدت C° 94چرخه شامل  35

 و )ه دومبراي مرحل C° 56( يك دقيقهمدت ه ب

C° 72 مرحله  برايدقيقه  5/1( دقيقه 2مدت ه ب

ه ب C° 72پس از نگهداري در . دتنظيم ش )دوم

دقيقه، نمونه ها تا زمان انجام  10مدت 

. نگهداري شدند C° 4 الكتروفورز در دماي

محتوي بافر % 1 در ژل آگارز PCRمحصولات 

1X TBE  برومايد الكتروفورز و سپس اتيديوم و

 ,DI-01( ژلدستگاه مستند ساز با استفاده از 

Major Science, USA( نددش عكسبرداري .  

تعيين توالي نوكلئوتيدي محصولات واكنش 

منظور  به :و آناليز داده ها زنجيره اي پليمراز

، عامل بيماريفيتوپلاسماي شناسايي دقيق 

توالي مستقيما براي تعيين  PCRمحصولات  

استفاده مورد ژني تكثير شده  هنوكلئوتيدي ناحي

داده هاي حاصل از تعيين توالي  .قرار گرفتند

 نوكلئوتيدي با استفاده از نرم افزار بيولوژيكي

BioEdit )Hall, 1999 ( و اطلاعات موجود در

 )NCBI(بانك ژن 

)last.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgihttp://b( 

شناسايي گونه . گرفتندمورد تجزيه و تحليل قرار 

ي همراه با بيماري گروه فيتوپلاسماتعيين و 

داده هاي حاصل از با استفاده از  جاروك بالنگ

ناحيه ژني تكثير شده و تعيين توالي نوكلئوتيدي 

 iPhyClassifier  )Zhao etنرم افزار با كمك 

al., 2009( انجام گرفت.  
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  نتايج و بحث

در درختان بالنگ علائم بيماري جاروك 

كوچك و زرد شدن برگها، ايجاد جوانه  بصورت

هاي جانبي فراوان، كوتاه شدن فاصله ميانگره ها 

 و توليد شاخه هاي جاروك مانند مشاهده شد

خار، گل و يا ميوه  جاروك هادر . )1شكل (

لائم بيماري اين علائم با ع. مشاهده نشد

در . جاروك ليموترش مشابه استفيتوپلاسمايي 

با آشيانه اي آزمون واكنش زنجيره اي پليمراز 

از  ،استفاده از آغازگرهاي عمومي فيتوپلاسما

نمونه هاي جمع آوري شده درختان بالنگ داراي 

علائم جاروك و همچنين درختان ليموترش مبتلا 

 8/1حدود   با اندازه قطعه اي ،به بيماري جاروك

 2/1حدود كيلوباز در مرحله اول و با اندازه 

 هاي در نمونه. تكثير شددر مرحله دوم باز كيلو

 هيچ گونه باندي تكثير نشددرخت بالنگ سالم 

آغازگر عمومي فيتوپلاسما جفت . )2شكل (

R16F2n/R16R2  قادر به تكثير قطعه اي در

 16S rRNAجفت باز از ناحيه ژني  1250حدود 

 Zhao et al., 2009 and( توپلاسماها مي باشدفي

2010(.  

  

  
 علائم بيماري جاروك در درخت بالنگ شامل كوچك و زرد شدن برگها، كاهش فاصله ميان -1شكل

  .ها و توليد جوانه هاي جانبي فراوانگره
Figure 1- Citron witches' broom symptoms including yellow and little leaves, reducing 

internodes and proliferation of axillary buds. 
  

  

 PCRتوالي نوكلئوتيدي باند حاصل از 

جفت باز  1250در تمام نمونه ها يكسان و شامل 

 تشابه با توالي نوكلئوتيدي% 99بود كه 

 فيتوپلاسماي همراه با جاروك ليموترش
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)GenBank accession no. EF186828 ( نشان

  iPhyClassifierاده از نرم افزار با استف .دادند

فيتوپلاسماي عامل جاروك مشخص شد كه 

تشابه با استرين % 8/99بالنگ در ايران  داراي 

 ’Ca. Phytoplasma aurantifolia‘گونه 

GenBank accession no. AJ293216)( مي -

الگوي مجازي برش آنزيمي توالي حاصل . باشد

شباهت  بيشترين )3شكل ( اين فيتوپلاسمااز 

گروه از  Cزيرگروه را با استرين رفرنس %) 99(

16SrII )GenBank accession no. AJ293216 (

براين اساس بيماري جاروك بالنگ در  .دارد

جنوب استان كرمان ماهيت فيتوپلاسمايي داشته و 

و گونه  16SrII-Cگروه فيتوپلاسماي بعنوان 

‘Ca. Phytoplasma aurantifolia’  شناسايي و

اين فيتوپلاسما قبلا به عنوان . شودرفي ميمع

 ,.Bové et al( عامل بيماري جاروك ليموترش

 & Djavaheri( بكراييجاروك ، )2000

Rahimian, 2004(  گريپ فروتجاروك و 

)Bagheri, et al., 2010 ( از ايران گزارش شده

اين اولين گزارش از آلودگي طبيعي بالنگ  .است

 .16SrII-C )‘Caبه فيتوپلاسماي گروه 

Phytoplasma aurantifolia’ ( استدر ايران.  

  

  
واكنش زنجيره اي پليمراز درختان بالنگ و ليموترش  ژل آگارز حاصل از الكتروفورز محصول -2شكل 

 با استفاده از جفت آغازگر: P1/P7 ، Bبا استفاده از جفت آغازگر : A. مبتلا به جاروك

R16F2n/R16R2) .1  ليموترش مبتلا به جاروك، :  4و  2تلا به جاروك، بالنگ مب: 3وH : ،بالنگ سالم

M : كيلو جفت باز 1ماركر.(  
Figure 2- Agarose gel electrophoresis of PCR products amplified from phytoplasma 

infected citron and mexican lime. A) using P1/P7 primer pair, B) using R16F2n/R16R2 

primer pair. (Lanes 1 and 3: citron witches' broom; Lanes 2 and 4: lime witches' broom; 

H: healthy citron; M: 1 kb DNA ladder).   
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محدود  16S rDNAكيلو بازي ناحيه ژني  25/1الگوي مجازي حاصل از هضم آنزيمي قطعه  -3شكل 

با استفاده ) CWBP(سماي عامل جاروك بالنگ فيتوپلا R16F2n/R16R2به توالي بين جفت آغازگر 

  %. 3آنزيم محدودگر در ژل آگارز  17از 
Figure 3- Virtual RFLP pattern derived from in silico digestion of 1.25 kb 

R16F2n/R16R2 primer primed sequence of citron witches' broom phytoplasma (CWBP) 

using 17 restriction endonucleases. Restriction fragments were resolved by in silico 

electrophoresis through 3 % agarose gel. MW: ΦX174 DNA-HaeIII digestion. 
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Abstract 
‘Candidatus Phytoplasma aurantifolia’ has been reported as causal agent of witches’ 

broom disease in Mexican lime (Citrus aurantifolia L.), Bakraee (Citrus sp.) and Grapefruit 

(Citrus paradisi Macfad) trees in Iran. Almost all of the lime orchards in Hormozgan, Sistan 

& Baluchistan and Kerman provinces are infected by this pathogen now. The pathogen is not 

naturally associated with other citrus varieties in Iran. During 2010, a several number of 

Citron (Citrus medica L) trees in commercial citrus orchards in Southern Kerman, Iran with 

witches’ broom symptoms were found. In order to detection and identification of the 

associated phytoplasma, nucleic acid was extracted from leaf midribs of symptomatic citron 

plants showing witches’ broom symptoms. Healthy citron plants were used as negative 

control. Mexican lime trees infected with ‘Ca. Phytoplasma aurantifolia’ were used as 

positive control. Nested PCR analysis of symptomatic citron as well as mexican lime trees 

showing witches’ broom symptoms produced an amplicon of the expected size using 

phytoplasma universal p1/p7 primer pair in first step and 16F2n/16R2 in second step. The 

healthy citron trees did not. Sequences obtained from all the amplicons were identical and 

consisted of 1250 bp nucleotide which had a high sequence similarity (99.8%) with ‘Ca. 

Phytoplasma aurantifolia’. This is the first report of a natural phytoplasma infection on citron 

in Iran.  
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