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 الراسقي نبات علىCandidatus Phytoplasma  التحري الجزيئي عن الفايتوبلازما
Jasminum sambac  العراق في 

 

 درين صفوت جميل ،طارق عبد السادة كريم ،*نورس عبد الاله صادق الكويتي
 , بغداد, العراقجامعة بغداد, كلية الزراعة, تقسم وقاية النبا

 

 الخلاصة
 .الراساي نباات  عن الفايتوبلازما المسببة لمرض تفلطحهرياً وجزيئياً ظماجريت هذه الدراسة بهدف الكشف 

مختلفاااة مااان  شاااات مااان م فايتوبلازمااااالاصاااابة بالرازقااا  تظهااار عليهاااا اعاااراض  نباتااااتمااان جمعااات عيناااات 
 لفارو  المصاابةلعان طرياق عما  ميااطو يدوياة  وذلا  اً مجهرياالمصاابة  ت العينات النباتياة. فحصالعراقبغداد
 polymerase  بوسااطة جزيئيااً نمااذ  ال تفحص وتحميلها على شرائح زجاجية. Deinesبصبغة ها صبيغتو 

chain reaction (RCP)   البادئااتللكشف عن الفايتوبلازما باساتعما RP/RP 3وverAceS/verAAccP 
. علااى هاالام الاكاااروز RCPوماان  اام ترحياا  نااوات   ’Candidatus Phytoplasma‘ جنسمتخصصاة بااالال

ماان خاالا  تصااب   الراسااي عاان وجااود اصااابة بالفايتوبلازمااا فاا  انسااجة نبااات  الفحااا المجهاار  اظهاارت نتااائ 
 الجزيئا  عان اصاابة الانساجة المفحوصاة بالفايتوبلازماائ  الفحاا ت نتااكد. كما ابالون الازرق الغامق اللحاء
 ذو ANAب والمتم لااة  verAAccP/verAceS3 لباااد اخاالا  تعاااعف المنطياة الجينيااة المسااتهدفة بازو  مان 

عن الفايتوبلازما جزيئيااً  الكشفمن  RP/RP كن زو  الباد لم يتمف  حين  .اعد زو  ق 038الوزن الجزيئ  
 ياةالفايتوبلازمالمساببات المرعاية للكشاف عان مان نوعهاا  الدراساة ها  الاولاى ف  الانسجة المصابة. تعاد هاذه

 العراق.-بغداد ف  الراسي على نبات جزيئياً 
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Infecting Arabic Jasmine (Jasminum sambac) in Iraq 
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Abstract 

This study was conducted to investigate phytoplasma causing a virescence 

disease on Arabic jasmine Jasminum sambac based on microscopy and molecular 

approaches. Samples were collected from symptomatic Arabic jasmine plants grown 

in nurseries in Baghdad-Iraq. Specimens from infected plants were prepared and 

Dienes stained for light microscopy examination. Phytoplasma were detected in 
infected plants by polymerase chain reaction (PCR) using P1/P7 and 

SecAfor1/SecArev3 Candidatus Phytoplasma specific primer sets. Light microscopy 

test showed symptomatic Arabic jasmine plants were phytoplasms infected when 

phloem tissues were stained with a dark blue color. PCR test confirmed the 

symptomatic plants were phytoplasms infected when SecAfor1/SecArev3 primers 

could detect phytoplasms in tested samples. This primer set amplified the 831 bp 

DNA fragments of secA gene within phytoplasma genome from infected Arabic 

jasmine samples. Whereas, P1/P7 primer sets could not detect phytoplasms in tested 

samples. This study is the first molecular confirmation of the phytoplasma disease 

on Arabic jasmine in Baghdad-Iraq.  
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 المقدمة:
 من نباتات الزينة المهمة واسعة Arabian jasmineاو الياسمين العرب   AotcA .(L ) Jasminum sambac  الراسي 

كما تدخ  ازهاره ف  صناعة العطور  Oleaceaeالانتشار ف  العديد من دو  العالم بعمنها العراق ويعود الى عائلة الزيتون  
 [.P  ,2معافة الى الشا , ويعتيد ان منشأه الاصل  هو جبا  الهملايا وبوتان والمناطق المجاورة للهند]الوالنكهات 

خسائر اقتصادية ف  جميو انحاء لها  ةسببم عائ  نبات  388تصيب اك ر من  ة المهمة اذتعد الفايتوبلازما من المسببات المرعي
الفايتوبلازما كائنات بدائية النواة ووحيدة الخلية وعديمة الجدار ولا يمكن تنميتها على الاوساط الغذائية  الصناعية   .[4,  3] العالم

 2884ف  حين وععت ف  عام  Mollicutes[. وتعود الفايتوبلازما الى صف 5,  4وييتصر نموها على نسي  اللحاء داخ  النبات ]
بالفايتوبلازما تظهر على النباتات المصابة Candidatus Phytoplasma’  [3  ,4  ,6 .]’عمن مرتبة تصنيفية جديدة ه 

 ظهرت . ف  العراق,[3] الساحرةاعراض تورق الازهار وتفلطح السييان وقصر السلاميات مما يعط  للنبات مظهراَ شبيها بمكنسة 
 . [8,  7] الراسي علاوة على نبات  اصابات الفايتوبلازما على عدة انوا  نباتية مهمة اقتصادياً م   الطماطه والبطاطا والسمسم

الفايتوبلازما  كشف عنلل (Dienes`s stain) بصبغة دينس  تصبي ال الفايتوبلازما بعمنها شخيات العديد من طرائق تاستعمل
 .[9,  4,  3] مجهرياً وتعيين موقعها ف  انسجة النباتات المصابة 

ف  الكشف عن الفايتوبلازما باستعما  بواد  عامة مؤخراً ى نطاق واسو عل  )RCP استعم  اختبار تفاع  البوليمريز المتسلس  )
وبلازما تللفاي الرايبوسوم  ANAمن   NAPc23Sو   NAPc P1vمن عمنها استهدفت مناطق جينية متعددة  [5] ومتخصصة 

[P8]  الجين وAerA [PP]. طرائقال شخصت العديد من الامراض الت  تسببها الفايتوبلازما على محاصي  مختلفة اعتمادا على 
تصبي  المياطو اعتماداً على ف  مصر لفايتوبلازما المرافية لمرض مكنسة الساحرة على الباقلاء ا [ P2]سج   المجهرية والجزيئية فيد
كما .  P1v  23v cPNA   الفايتوبلازمامتخصصة بجينباستعما  بواد   RCPلمجهر الالكترون  وتينية اليدوية بصبغة دينس وا

. اعتمدت اربعة بواد  [P3]اعتماداً على الفحوصات ذاتهاف  ايران  شخصت الفايتوبلازما المرافية لمرض البرعم الكبير على الطماطه
لمرض التخطط الاصفر على النخي  ف   والتصبي  بصبغة دينس لتشخيا الفايتوبلازما المرافية  rRNA 16Sصممت من منطية 

 .[P4]مصر 
اذ اقتصرت على تشخيا مرع   الراسي محدودة على الامراض الت  تسببها الفايتوبلازما على نبات جزيئية اجريت دراسات 

اما ف  العراق ليد اجريت دراسات تشخيصية على الفايتوبلازما ولكنها اقتصرت على  .[P]و تيزم واصفرار الرز [P1]مكنسة الساحرة 
ات تشوهظهرت مؤخراً وبصورة واسعة اعراض . [8 , 7]اختبارات الامراعية والفحا المجهر  والمصل  ولم تتعمن دراستها جزيئياً 

العراق -ف  محافظة بغداد المزروعة ف  المشات  والحدائق العامة الراسي شبيهة بتل  الت  تسببها الفايتوبلازما على العديد من نباتات 
لتأكيد تشخيا المسبب   الجزيئ هر  و ظالمبوساطة الفحا  الراسي تشخيا الفايتوبلازما على نبات لذا وععت هذه الدراسة بهدف 

 .الاخرىة يرعالميزه عن المسببات يالمرع  وتم
 :العملوطرائق مواد 

 جمع وتهيئة العينات النباتية:
بغداد ووععت ف  اكياس مشات  مختلفة ف  فايتوبلازما من الاصابة بال تظهر عليها اعراض الراسي جمعت عينات من نباتات 

ت ف  كلية ابو ليسم وقاية النباالفحا ف  مختبر ابحاث الامراض الت نيحل سيليزية 4بلاستيكية بعد تعليمها  م حفظت بدرجة حرارة 
 جامعة بغداد.ب الزراعة

 الفحص بالمجهر الضوئي:
مياطو  حعرتبصبغة دينس مو اجراء بعض التحوير عليها وكالات :  الراسي لنبات لتصبي  المياطو المصابة [ 9]طريية اتبعت 
) % P8بتركيز  صبغة دينس لمدة عشر دقائق ف  محلو  ت المياطو النباتيةغمر ة و ادالمصابة بوساطة شفرة ح للأفر يدوية عرعية 

غم  Azur II  ,P8 غم صبغة الازور eetb teAe htee  ,P.21غم من صبغة الم ي  الزرقاء  2.1 اذابةب هار يحعت مت
بالماء الميطر لمدة غسلت المياطو بعدها  .(م  ماء ميطر P88ف   Na 2 CO 3غم كاربونات الصوديوم  maltose ,8.21مالتوز
P8-P1  لغرض الفحا بوساطة المجهر العوئ  على شرائح زجاجية المياطو النباتية لتحممن  م الصبغة الزائدة و  لإزالةدقيية. 
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 الفحص الجزيئي:
 :استخلاص الحامض النووي اولًا:

 سحيت العينات النباتيةالى اجزاء صغيرة  م  النباتيةقطعت العينات  اذ[ P1]وفق للفايتوبلازما استخلا الحامض النوو  الكل  
ما ييارب  وعو .م  P.1انابيب بلاستيكية سعة الى مسحوقة بصورة منفصلة ت ك  عينة نيل ف  هاون خزف . النيتروجين السائ  ف 

8.P1  انابيب سعة  ف  النباتية المسحوقة العينةغم منP.1  دار   محلو  مايكروليتر 088 م  واعيف اليهاcetyl trimethyl 
ammonium bromide (CAAC)   وزن/حجم من مادة 2 المؤلف منو  سيليزية 18مسبياً الى درجة  سخنوالذ %CTAB ,P.4 
 Tris-HClمل  مولار   EDTA, P88مل  مولار  ا يلين  نائ  الامين رباع  حامض الخلي   NaCl ,28مولار  كلوريد الصوديوم 

هزاز المستخلا ف  حمام مائ  الانابيب الحاوية على .  م تم تحعين mercaptoethanol-2% حجم/حجم من مادة 2معافاً اليه 
 محلو من الحجم الكل   2/3اعيف اليه  تم تبريد المستخلا بدرجة حراة الغرفة ومن  م .سيليزية 18بدرجة حرارة  دقيية 28لمدة 

chloroform-isoamylalcohol  بنسبة(P/24) نيلت ت الانابيب الحاوية على المزي  باستعما  جهاز الماز  الكهربائ  م رج .
. جمو الطور لمدة  مان دقائق دورة/دقيية P3888  م اجر  انتباذ على سرعة الانابيب الحاوية على المزي  الى جهاز طرد مركز 

اعيف اليه حجم مكافئ من مادة  م  P.1 بوساطة ماصة دقيية وني  الى انابيب سعةلك  عينة بصورة منفصلة المائ  
isopropanol  دة م. تم حفظ المزي  لومز  بلطف عن طريق قلب الانابيب واعادتها عدة مرات سيليزية 28-المبردة بدرجة حرارةP1 

باستعما  جهاز طرد مركز   لمدة عشر دقائق دورة/دقيية P3888على سرعة   م اجر  عليه انتباذ سيليزية  28-دقيية على درجة 
اعادة الانابيب عدة وقلب و  P8%بتركيز  28-اي انو  مبرد بدرجة  اعافة عن طريق الراسباهم  الجزء السائ  وتم غس   مبرد.

 .سيليزية 28- م حفظ على درجة  ماء معيم عال  النياوةم   P88ف   راسباذيب الجف ف  الهواء. يل لراسبتر  امرات ومن  م 
 :PCRتفاعل انزيم البوليميريز المتسلسل الفحص باستعمال تقنية  ثانياً:

 :والبادئان , PCRلتفاع   استعم  مستخلا الحامض النوو  الكل  المنيى من الخطوة السابية  كيالب
(5′-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3′) RP وCGTCCTTCATCGGCTCTT-3′) -(5′ RP 

 :والبادئان [P8]لفايتوبلازما ا ANAالواقعتين عمن  P1v-23vيستهدفان المنطيتين الجينية  اللذان 
(5′-GARATGAAAACTGGRGAAGG–3′) SecAfor1 5)) و′–GTTTTR CAGTTCCTGTCATNCC–3′ 

SecArev3 ن يستهدفان الجين اذلالsecA    فANA الفايتوبلازما [PP].  حعر مزي  تفاع RCP  بإعافةP  من مايكروليتر
 RCPمزي  تفاع  مايكروليتر من  P2.1 بيكومو ( الى  P8)بتركيز  من ك  باد مايكروليتر  Pالحامض النوو  المستخلا و

 Taq DNA polymerase  , 488  /م Promega   ,AvA ) 18Aمن شركة CAtec  oe RCP  المجهز مسبياً  
 يكروليترام 21 م اكم  الحجم الى  MgCl2)مل  مولار  كلوريد المغنيسيوم  sNARA   ,3 مايكرومو  من ك  من اليواعد الاربعة

من شركة  C rtec  المدور الحرار  من نو  ف  جهاز  PCR تينية خطوات تعاعف  تبعتا وفياً لتعليمات الشركة المصنعة.
CDAPAA  ,AvA  ين ئمخصصة للبادبظروف تفاع  وRP/RP  ل وفيا[P1]:  اشرطة دقييتان لدورة تفريقANA  الاولية على درجة

على  بط البواد ر دقييتان لدورة  و سيليزية 94على درجة  DNAلدورة تفريق اشرطة   دقيية واحدة دورة تتعمن 31 و سيليزية 94
على درجة  , ودورة واحدة للاستطالة النهائية لمدة عشر دقائقسيليزية P2 لاث دقائق لدورة الاستطالة على درجة  و سيليزية 11 درجة
P2 البادئين  ظروف تفاع اما  .سيليزيةverAAccP/verAceS3  ل وفيا اتبعت[PP]  : دقييتان لدورة تفريق اشرطةDNA  الاولية

, دقيية واحدة لدورة ربط سيليزية 94على درجة  DNA انية  لدورة تفريق اشرطة  38دورة تتعمن  31, سيليزية 94على درجة 
, ودورة واحدة للاستطالة النهائية لمدة سيليزية P2لدورة الاستطالة على درجة  دقيية و لا ين  انية, سيليزية 13البواد  على درجة 

 1اذ مزجت  RCPالنات  من  DNAللكشف عن  الترحي  الكهربائ  عملت تينيةاست .سيليزية P2على درجة  ةييعشر دقخمسة 
واعيفت الى  RcceelC, AvAمن شركة  htee/ccCAleتحمي مايكروليتر من صبغة ال 2النات  مو  DNAمايكروليتر من محلو  

 Pبتركيز  ACTبوريت  -تريسالترحي   محلو  دار م  من  P88اكاروز حرارياً ف  غم  Pالمحعر من اذابة % Pحفر لوح الهلام 
X  مل  مولار  98 المؤلف منو Tris-borate,  مل  مولار   2وEDTA يدمايكروليتر بروم 3اعيف اليه   م 0هيدروجين   اس 

النات  من  DNA. تم ترحي  سيليزية 41م  عند درجة حرارة  مايكروغرام/  0.5بتركيزethidium bromide (EtBr ) الا يديوم
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PCR  دقيية على  38لمدةP21 بجهاز تو يق الهلامتصوير الجهاز الاشعة فوق البنفسجية و تم تظهير الهلام باستعما   .مل  امبير 
 Ctcc AroeAre let screeeAtCtocA A Atee  من شركة Ctcc AroeAre ,AvA. 

 والمناقشة: النتائج
ف   مختلفة ف  محافظة بغدادمشات  ف   الراسي  اتنباتلمرض تفلطح   مرعالسبب الاجريت هذه الدراسة بهدف الكشف عن 

الساق وقصر السلاميات وتيارب الافر  وتجمعها ف  اليمة علاوة على تورق تفلطح ب يةعراض المرعالا ظهرتو . 28P4-28P1عام 
اظهر  .[P1,  3] الفايتوبلازماالاصابة بتسببها  تل  الت  الراسي مرعية على نباتات هذه الاعراض ال ما  ت. و P-شك  الازهار

اللحاء  تتلون بالون الازرق الغامق ف  نسي وجود مناطق غير منتظمة المصابة  الراسي نباتات أنسجة مياطو لالفحا المجهر  
 بالفايتوبلازما اذ ان صبغة دينس لحاءاصابة ال يد  علىمما  2-شك السليمة  يةنسجة النباتالا ظهور هذه المساحات ف  لحاءوعدم 

وتصب  الفايتوبلازما فيط ولا تصب  خلايا اللحاء الت  تظهر بلون شفاف ف  حالة خلوها من  تعد صبغة تمييزية للفايتوبلازما
باستعما   نتائ  الفحا الجزيئ  ظهرتا .[ P3  ,P4  ,PP, 7,  4] العديد من المصادروهذه النتيجة اتفيت مو [ 9]الفايتوبلازما 

تم الحصو  على  اذالمصابة  الراسي نباتات تفاعلًا موجباً مو عينات    SecArev3و  SecAfor1وزو  البادئين   و PCRتينية 
مما  من جينوم الفايتوبلازما AerAوالذ  يم   المنطية الجينية  3-شك  قاعد زو   038الحجم المتوقو ب المتعاعفة ANAقطعة 

 Candidatus‘ف  تشخيا الفايتوبلازما  ةمتخصصالبالفايتوبلازما ويعد هذا الزو  من البواد   الراسي يؤكد اصابة نباتات 
phytoplasma’  الى تحت مجاميو  هاوتصنيف[PP  ,P1].  وف  المياب  لم يتمكن زو  البادئينRP/RP   تشخيا  منالمستعم

بالترحي  الكهربائ  على  PCRعند تحلي  نوات   ANAعندما لم يتم الحصو  على ا  قطو  نفسهاالفايتوبلازما ف  النماذ  المصابة 
الفايتوبلازما المسببة لمرض مكنسة  عندما تمكن من تشخيا[ P1]  ولم تطابق هذه النتيجة النتائ  الت  حص  عليها كاروزهلام الا

تشخيا عدم من  الت  حص  عليها ف  حين طابيت هذه النتيجة النتائ ف  عمان بوساطة هذين البادئين و  الراسي  الساحرة على
لا  قد RP/RP زو  البادئين مما يشير الى ان[ P]من قب  ف  الهند البادئين هذين  باستعما    الراسي مرض مكنسة الساحرة على 

 قد فيدانه للتطابق نذ االرايبوسومية للفايتوبلازما وا ANAالواقعتين عمن  P1v-23vف  المنطيتين الجينية  يستهدف ك  التغايرات
المتوفرة للتسلسلات ليلة قاعدة البيانات صمم اعتماداً على عدد قلي  من تسلسلات اليواعد النيتروجينية للفايتوبلازما  الى انه يعود
ان بعض البواد  قد تتفاع  ايجابيأ او سلبياً مو العينات  وهذا ما تم تأكيده من [3] قياساً بالوقت الحال  P994و P99Pعام  آنذا 

ف  العراق اعتماداً على  الراسي وتعد هذه الدراسة ه  الاولى من نوعها لتشخيا الفايتوبلازما الت  تصيب  [P0] المصابة او السليمة
ف  بغداد العراق ه  بسبب الفايتوبلازما  الراسي ان اصابة نباتات  ومن خلا  هذه الدراسة التشخيصية نتأكدالفحا الجزيئ  

‘Candidatus phytoplasma’. 

 
 الساقباعراض تفلطح  )ب(تورق الازهار ( أالمتم لة ) الراسي اعراض الفايتوبلازما على نبات  -1شكل 

 ب أ
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المصابة  الراسي نبات انسجة (  ب ,  )سليم ال الراسي  ( نسي  نباتأ) عرع  ف  ساق نبات الراسي  مياطولالفحا المجهر   -2شكل 

   Rالمصابة بالفايتوبلازما مصبغة بصبغة دينس  بالفايتوبلازما
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

بوساطة   والمنتجة TtCcب زو  قاعد  بعد التصبي   038ييارب   ذوات الوزن الجزيئ  ANAقطو يوعح فيه الاكاروز  هلاملوح   -3شكل 
RCP   وزو  البادئينverAAccP/verAceS3 W  ,عينة ماء فيط :H , عينة راسي  سليمة :  :ANA    اليياسP88  زو  قاعد 

   RcceelC ,AvAمن شركة 
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