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  چکیده

عوامل و جلوگیري از گسترش آنها از طریق مواد  توانمندي تشخیص و ردیابی صحیح فیتوپلاسماها از گیاهان، اهمیت به سزایی در کنترل موثر این
اي که کمترین مواد ممانعت کننده و بیشترین میزان ماده ژنتیکی فیتوپلاسما حاصل گردد، در موفقیت آزمون به گونه DNAاستخراج . گیاهی آلوده دارد

نشان داد که استفاده از  DNAهاي مختلف استخراج قایسه روشدر این تحقیق، م. اي پلیمراز و صحت نتایج حاصل از آن تاثیرگذار استواکنش زنجیره
هـاي منفـی   مبتنی بر استفاده از ستون نیز واکنش DNAموفق استخراج  اما حتی در روش. روش مناسب، در کاهش واکنش منفی کاذب اهمیت دارد

هـاي فیتوپلاسـمایی در   از غلظت پایین و پراکنش نـامنظم سـلول   تواند ناشیاین امر می. کاذب هرچند به تعداد اندك اما به صورت پراکنده وجود دارد
، واکـنش مثبـت   P1/P7-R16F2n/R16R2بر اساس نتایج حاصل از تعیین توالی قطعه تکثیر شده با ترکیب آغازگري . هاي گیاه میزبان باشد بافت

هاي مثبت دروغین، آزمون ي متقاطع و اجتناب از واکنشهابه منظور کاهش آلودگی. به دست آمد Nested PCRدروغین در برخی تکرارهاي آزمون 
Single Tube Nested PCR جویی در هزینه و زمان علیرغم دستیابی به محاسن مختلف این روش از جمله سهولت اجرا، صرفه. بهینه سازي گردید

در مجموع نتایج . شدها همچنان مشاهده عداد کمی از نمونههاي مثبت کاذب در تهاي پایین، متاسفانه واکنشو همچنین توان ردیابی بیمارگر در غلظت
کنـد و اسـتفاده از   هاي وسیع باغات و مزارع کفایـت نمـی  با یک ترکیب آغازگري و به تنهایی براي ردیابی و ارزیابی Nested PCRحاصل از روش 

 .   گرددش مثبت دروغین توصیه میترکیبات پرایمري مختلف، تعیین توالی و یا هضم آنزیمی به منظور اجتناب از واکن
  

  اي پلیمرازواکنش زنجیرهردیابی و   چالش ها،: کلیدي هاي واژه
  

    1 مقدمه
هاي بدون دیـواره سـلولی در   فیتوپلاسماها گروهی از پروکاریوت

ها هستند که جهت استقرار در آونـد آبکـش گیاهـان و    رده مولیکوت
تشخیص دقیق و حساس ). 16(اند ي حشرات ناقل سازگار شدهپیکره

هــا در برخــی فیتوپلاسـماها بــا توجـه بــه خسـارات قابــل تأمـل آن    
نیاز ضروري مطرح اسـت و  محصولات کشاورزي به عنوان یک پیش

گردد همچنین باعث کارآمدي راهبرد ممانعت از گسترش بیماري می
به عنوان یک نیاز اولیه در مطالعات اپیدمیولوژیک بیماري و مدیریت 

از آنجایی که تشخیص این عوامل به دلیل غیـر  ). 2(رح است آن مط
اي همـراه بـوده اسـت، امـروزه     قابل کشت بودن با مشکلات عدیـده 

هـایی بـر پایـه تشـخیص     هاي جدید سـرولوژیکی و نیـز روش  روش
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آغازگرهـاي  ). 17(اسیدنوکلئیک فیتوپلاسـماها توسـعه یافتـه اسـت     
ماننـد تـوالی   (ت شـده  هاي حفاظعمومی طراحی شده بر اساس توالی

16S rRNA  16و فاصلهS-23S (      با طیـف کـاربرد وسـیع قـادر بـه
هـاي عمـومی   براي نمونه آغـازگر . اندردیابی انواع فیتوپلاسماها بوده

، فضـاي بـین   16Sکه این جفت آغازگر تمام طول ) P1/P7 )8مانند 
16S-23S  23و قسمت کوچکی از ژنS rRNA کنـد و  را تکثیر می

کنـــد و همچنـــین آغازگرهـــاي تولیـــد مـــی bp 1800محصـــول 
R16F2n/R16R2 )18 ( وFU5/RU3 )22 ( کــه قســمتی از ناحیــه

16S rDNA اي  کنند و به ترتیب تولید محصولی با اندازهرا تکثیر می
می کنند، بیشترین کاربرد را در ردیـابی   bp 876 و  bp 1250حدود 

جایی که برخـی از  ناز آ. اندهاي مختلف فیتوپلاسمایی داشتهآلودگی
کلروپلاست و  16Sاین آغازگرها از نظر توالی مشابهت با توالی ناحیه 

 False) ها دارند، لذا امکان مشاهده واکـنش مثبـت کـاذب    پلاستید
positive  reaction)  مشکل دیگري که در ردیابی ). 13(وجود دارد
هاي هبسیار شایع است وجود ممانعت کنند PCRفیتوپلاسماها بوسیله 

شود و واکنش منفی می PCRگیاهی است که مانع از عملکرد صحیح 
و  19، 13(را باعث می گـردد   (False negative reaction)دروغین 

28.(  
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هاي تشخیصی دقیق، قابل اطمینان و مقرون به استفاده از روش
صرفه از پیش نیازهاي اساسی فرایند گواهی سلامت درختان مادري، 

واد تکثیر شـونده رویشـی بـا هـدف کنتـرل گسـترش       نهالستانها و م
 26(رود هاي فیتوپلاسمایی در سطح باغات کشور، به شمار میبیماري

اما با توجه به حجم بسیار بالاي نمونـه هـاي گیـاهی مـورد     ). 32 و
ارزیابی در فرایند گواهی سـلامت کـه عمـدتاً فاقـد علائـم شـاخص       

بالقوه به عنوان منابع اولیـه  توانند بیماري فیتوپلاسمایی هستند و می
هـاي  آلودگی در باغات جدید الاحداث ایفاي نقش کنند، انجام آزمون

براي  Nested PCRو توالی یابی به دنبال  RFLPگران قیمتی چون 
تشخیص نوع فیتوپلاسماي ردیابی شده در کلیه نمونه ها مقرون بـه  

بـه   Nested PCRصرفه نمی باشد، لذا به منظور استفاده از آزمـون  
تنهایی، لازم است میزان اطمینان پذیري این روش در ردیابی واقعی 

در شمار ) بدون در نظر گرفتن نوع فیتوپلاسما(آلودگی فیتوپلاسمایی 
زیادي نمونه تعیین گردد،  لذا مقاله حاضر به بررسی نقـاط ضـعف و   

 .   اشکالات پیش روي استفاده از این روش پرداخته است
  

  هامواد و روش
  نمونه هاي گیاهی

یک نمونه لیموترش با علائم اختصاصی جارویی و ریزبرگی کـه  
ــه فیتوپلاســمایی   ــا ب ــودگی آنه  Candidatus Phytoplasmaآل

aurantifolia   با استفاده ازPCR-RFLP یابی محرز شده بود و توالی
از پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي دریافت گردید و به عنوان کنترل 

ي گیاهی سالم همچنین نمونه. کلیه آزمایشات استفاده شدند مثبت در
 . و فاقد علائم به عنوان کنترل منفی مورد استفاده قرار گرفت

  
 DNAروشهاي استخراج 

در یـک آزمـون   . ، به دو صورت کلی انجام شـد DNAاستخراج 
هاي پودر شده گیـاه آلـوده و در آزمـون    گرم از رگبرگ 5/0مستقیماً  

استفاده  DNAجهت استخراج ) 1(ول مرحله پیش تیمار دیگر از محص
، کیـت  )36( سپس با اسـتفاده از پـنج روش ژانـگ و همکـاران    . شد

شرکت فرمنتـاس، روش لیـوپ و همکـاران     DNAتجاري استخراج 
مبتنی  Genet Bioو کیت تجاري ) 30(، روش پاستریک و میز )21(

  .صورت گرفت DNAبر استفاده از ستون، استخراج 
له پیش تیمار با تغییراتی در روش آرنز و سـیمولار در حجـم   مرح

براي این منظور ابتدا نیم گرم از رگبرگ پودر شده ). 1(کم انجام شد 
دقیقـه در   15میکرولیتر بافر پیش تیمار به مدت  1800گیاه آلوده در 

فسـفات پتاسـیم،    mM125بافر ذکر شـده حـاوي   . یخ قرار داده شد
mM30  ،درصد بوین سرم  15/0درصد سوکروز ،  10آسکوربیک اسید

پـس از ترکیـب نمـودن بـافر و     . است PVP25درصد  5/1آلبومین و 
 25گـراد بـه مـدت    محتویات تیوب، سانتریفوژ در چهار درجه سـانتی 

انجام شد و از رسوب حاصله در مراحـل بعـدي    rpm13000دقیقه در 
 .استخراج استفاده گردید

  
  (Nested PCR)اي آشیانه PCRآزمون 

و  P1/P7 آغازگرهـاي  جفت از استفاده بااي آشیانه PCRآزمون 
بـه   FU5/RU3و  R16F2n / R16R 2 هاي درونـی   جفت آغازگر

 Single Tube Nested)اي و یک مرحلـه ) 11(اي صورت دو مرحله
PCR)   27(انجام شد.( 
  

  ايیک مرحله Nested PCRشرایط آزمون 
با استفاده از یک  Single Tube Nested PCR (STNP)آزمون 

و جفـــت آغـــازگر درونـــی    P1/P7جفـــت آغـــازگر بیرونـــی   
R16F2n/R16R2 نهـایی  حجـم . در یک تیوب بهینه سازي گردید 

الگو،  DNA میکرولیتر  3میکرولیتر شامل  PCR 50واکنش  مخلوط
میکرومـولار،   1/0هـر یـک بـا غلظـت      P1/P7جفت آغازگر بیرونی 

هـر  ) 1جدول ( fU5/rU3یا  R16F2n/ R16R2آغازگرهاي درونی 
میلـی   MgCl2  ،4/0مـولار  میلی 4میکرومولار،  3/0یک با غلظت 

میکرولیتر بافر بـا غلظـت    dNTP( ،5(مولار  از مخلوط نوکلئوتیدي 
چرخـه  . بود Taq DNA Polymeraseواحد از آنزیم  3و   X 10پایه

ي دمـا  اي شـامل چرخـه  یـک  برنامه یک از بود عبارت PCRدمایی  
دقیقه و یـک برنامـه    4 مدت به درجه سلسیوس 94واسرشتگی اولیه 

درجه سلسـیوس بـه مـدت     94اي شامل دماي واسرشتگی  چرخه 40
ثانیه و دماي  35درجه سلسیوس به مدت  53ثانیه، دماي اتصال   35

چرخه نهایی در دمـاي  . ثانیه 45درجه سلسیوس به مدت  72توسعه  
در ژل  PCRمحصول  .یقه انجام شددق 5درجه سلسیوس به مدت  72

مورد ارزیابی قرار  Gel Redدرصد بوسیله رنگ آمیزي با  5/1آگاروز 
  . گرفت

  از ژل و توالی یابی DNAخالص سازي 
و  R16F2n/R16R2محصولات تکثیر یافتـه دو جفـت آغـازگر    

fU5/rU3 ) حاصل ازDNA  استخراج شده با روش مبتنی بر سـتون  (
جـدا و خـالص    )کیاژن(از ژل  DNAسازي الصبا استفاده از کیت خ

و هضم ) توسط شرکت بایونیر کره جنوبی(شدند و جهت تعیین توالی 
 .آنزیمی مورد استفاده قرار گرفتند

  
  هاي بدست آمدهآنالیز توالی

با اندازه مورد نظر با  PCRتوالی هر یک از قطعات تکثیر شده در 
نوکلئوتیدي ثبت شـده در   با توالیهاي BLASTnاستفاده از الگوریتم 

آزمـون   مـورد  Clustalwپایگاه اطلاعاتی مقایسه شد و با استفاده از 
  .همردیفی قرار گرفت
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  Nested PCRهاي اطلاعات مربوط به پرایمرهاي مورد استفاده در آزمون - 1جدول 

Table 1: Primer information's used in Nested PCR methods 
  نام آغازگر      

Primer name  
  توالی آغازگر

Sequence                
  جایگاه   

Position  
  منبع        

Reference  
P1  
P7  

5 ´ -AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3 ´ 
 

5 ´ -CGTCCTTCATCGGCTCTT-3 ´  
16S rDNA  
23S rDNA 8  

R16F2n 
R16R2  

5 ´ -GAAACGACTGCTAAGACTGG-3 ´ 
 

5 ´ -TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3 ´ 
  

16S rDNA 
16S rDNA  18  

fU5 
rU3  

5 ´ -CGGCAATGGAGGAAACT-3 ´ 
5 ´ -TTCAGCTACTCTTTGTAACA-3 ´ 

16S rDNA 
16S rDNA  22  

  
 نتایج و بحث 

تحقیق حاضر در تأیید گزارشات برخـی محققـین نشـان داد کـه     
بخشـی نتـایج ردیـابی    انتخاب روش اسـتخراج مناسـب در اطمینـان   

کار گرفتـه   مرحله پیش تیمار به). 4(ت است فیتوپلاسماها حائز اهمی
 DNAهـا تـاثیري در ارتقـاء کیفیـت و کمیـت      شده در غالب نمونـه 

اي چون روش لیوپ و همکاران کـه  ساده البته در مورد روش. نداشت
است و همچنین به دلیل  DNAفاقد برخی از مراحل معمول استخراج 

سازي موثر واقع گردید  هاي زیاد، استفاده از پیش غنیوجود ناخالصی
باعث غیـر   BSA، آسکوربیک اسید و PVPو استفاده از موادي مانند 

هاي گیاهی شد و بـه تبـع آن دقـت    فعال شدن برخی ممانعت کننده
با ). 2جدول ( ردیابی و تکرار پذیري نتایج در این روش افزایش یافت 

ایشـات  هاي گیاهی مورد اسـتفاده در کلیـه آزم  عنایت به اینکه نمونه
نمونه هاي فریز شده بودند و غنی سـازي تـاثیر مثبتـی بـر افـزایش      

ها نداشت، لذا به نظر می ي استخراج شده از این نمونهDNAغلظت 
و ) 12(هاي تـازه مـوثر اسـت    رسد فرایند غنی سازي تنها براي بافت

کمیـت و کیفیـت   . کارایی لازم براي نمونه هاي فریز شـده را نـدارد  
DNA از روش هاي مختلـف، تفـاوت مشخصـی نشـان     هاي حاصل

دادند، کمترین کمیت و کیفیت مربوط به روش لیوپ و همکاران بود 
هـا  در حالیکه در روش مبتنی بـر سـتون در مقایسـه بـا سـایر روش     

هـاي منفـی دروغـین در    بیشترین کمیت و کیفیت و کمترین واکنش
روغین وجود واکنشهاي منفی د. مشاهده گردید Nested PCRآزمون 

هـاي  هـاي فـراوان در نمونـه   تواند ناشی از وجود ممانعـت کننـده  می
هاي مختلف گیاهی خصوصاً گیاهان چوبی گونه). 15(بیولوژیکی باشد 

سـاکاریدها و  هاي مختلفی از متابولیت هاي ثانویه، پلـی داراي غلظت
را دارنـد   PCRها هستند که قابلیت ایجاد اختلال در واکنش فنلپلی

  ). 35و  3(
. شوندمی PCRدر  Mg2+ها مانع فعالیت کوفاکتور ممانعت کننده

Mg2+  ضمن اینکه باdNTP    ،یک ترکیب قابل حل ایجاد مـی کنـد
می گـردد و کمبـود    Taq DNA Polymeraseباعث تحریک فعالیت

از طرفی ایـن ممانعـت   . گرددآن باعث کاهش تکثیر قطعه هدف می
 Taq DNA Polymeraseنـزیم  ها می توانند به محل هـدف آ کننده

متصل شوند و یا بصورت مستقیم از فعالیت این آنزیم ممانعت نمایند 
توانند نتایج کمی اشتباه و یا نتـایج  ها میلذا این ممانعت کننده). 25(

  ).29(منفی دروغین را باعث شوند 
در مجموع انتخاب روش استخراج مناسب بـه میـزان زیـادي در    

روش هاي مبتنی . تشخیص  تاثیر گذار می باشد پذیري نتایجاطمینان
قادر به حذف موفق عناصر ممانعت کننده در برخی گونـه   CTABبر 

ها در تحقیق حاضر و استفاده از این روش)  9 و 7(هاي گیاهی نبوده 
نیز عملکرد مناسبی در حـذف کامـل ممانعـت کننـده هـا از درخـت       

مبتنـی بـر سـتون بـه      لیموترش را  نداشته است در حالیکه  در روش
دلیل عدم استفاده  از موادي مانند فنل و کلروفرم که به شدت باعث 

شوند، واکـنش منفـی دروغـین کـاهش     می PCRاختلال در عملکرد 
بسیار چشمگیري داشت، همچنین با توجه به اینکـه ایـن سـتون هـا     

دارند قادرند ضمن حـذف بسـیاري از    DNAقابلیت بالایی در جذب 
وب، در مقایسه بـا سـایر روش هـاي سـنتی اسـتخراج،       عناصر نامطل

DNAیی با کیفیت و کمیت بسیار بالاتري تولید کنند .  
به منظور اطمینان از صحت نتایج تعدادي از بانـدهاي محصـول   

R16F2n/R16R2  وfU5/rU3     مربـوط بـه آزمـونNested PCR 
-لیبر اساس نتایج توا. جهت توالی یابی و هضم آنزیمی استفاده شدند

 یابی و هضم آنزیمی ردیابی صحیح فیتوپلاسـما متعلـق بـه گـروه     
16SrIIاما در برخی از نمونه هاي سالم و بدون علائـم   . محرز گشت

انجام شده بود،  DNAکه با استفاده از کیت مبتنی بر ستون استخراج 
ــاتی بـــا انـــدازه   ــه  قطعـ ــک بـ در محصـــول  bp1250ي نزدیـ

R16F2n/R16R2 ه  با استفاده از آغازگرهـاي  مشاهده شد در حالیک
fU5/rU3 هیچ باندي مشاهده نگردید. 
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 Candidatus Phytoplasma استخراج شده از درخت لیمو ترش آلوده به فیتوپلاسما  DNAهاي نمونه Nested PCRو  PCRنتایج  - 2جدول 

aurantifolia  با پنج روش مختلف استخراج  
Table 2- PCR and Nested PCR results of DNA samples that extracted from Lime infected with Candidatus Phytoplasma 

aurantifolia by five different DNA extraction methods  
STNP (P1/P7- 

R16F2n/R16R2) 
Nested PCR 

(fU5/rU3)  
   Nested PCR 

(R16F2n/R16R2)   
     PCR  

(P1/P7)  
  روش استخراج   

Extraction method 

ND +  -+/  -+/  
کیت مبتنی بر استفاده از ستون 

)+PT(  
Column based kit (+PT)  

/+-  +  -+/  -+/  
-(کیت مبتنی بر استفاده از ستون 

PT(  
Column based kit (-PT)  

ND  +  -+/  -+/   بدون ستون(کیت فرمنتاس) (+PT(  
Kit without Column (+PT) 

  ) PT-) (بدون ستون(کیت فرمنتاس   -  /+-  +  -+/
Kit without Column (-PT)  

ND  +  -+/  -+/   36(ژانگ و همکاران ((+PT)   
 Zhang et al (36) )+PT(  

  )PT-) (36(ژانگ و همکاران   -  /+-  +  -+/
Zhang et al (36) )-PT(  

ND  +  -+/  -+/   21(لیوپ و همکاران) (+PT(  
Liop et al  (21) )+PT(  

ND  -  -  _   21(لیوپ و همکاران) (-PT(  
Liop et al  (21) )-PT(  

ND  +  -  _  
  )PT+) (30(پاستریک و میز 

Pastrik and Maiss 
(30) )+PT(  

ND  +  -  _  
  )PT-(، )30(پاستریک و میز 

Pastrik and Maiss 
(30) )-PT(  

+PT:  با پیش تیمار; -PT: بدون پیش تیمار ; ND:  در برخی نمونه ها ردیابی شد تنها :-/+ ; ردیابی نشد :- ; ردیابی شد :+  ;بررسی نشد 
Detected in some samples:+/-; Not detected:-; Detected:+; Not determined: ND; without pre treatment: -PT; with pre treatment: +PT. 

  

لذا این قطعات پس از جداسازي، خالص سازي و تعیین توالی بـا  
-نوکلئوتیدي را با توالی که توالی هاي BLASTnاستفاده از الگوریتم 

کنـد  هاي نوکلئوتیدي ثبت شـده در پایگـاه اطلاعـاتی مقایسـه مـی     
مطابقت داده شدند و نتایج حاکی از واکنش مثبت دروغین با قسمتی 

درصد شباهت به  99توالی حاصله بیش از . از ژنوم مربوط به گیاه بود
  ).1شکل (نشان داد   Citrus sinensisکلروپلاست

، وجود PCRمشکل مهم و قابل تأمل دیگر در استفاده از آزمون 
هاي اخیر عمدتاً از آغازگرهایی که در سال. نتایج مثبت دروغین است

ــوالی ژن   ــه ت ــر پای ــده 16S rRNAب ــی ش ــابی طراح ــد، در ردی ان
که البته این ژن در گیاهان ) 33، 14(فیتوپلاسماها استفاده شده است

کلروپلاســت و  16Sامـا بــا تـوالی ناحیــه   ) 11و  6، 1(وجـود نــدارد  
ها بروز هاي زیادي دارند که این شباهتها در گیاهان شباهتپلاستید
بر نتـایج   علاوه). 13(نماید هاي مثبت کاذب را امکانپذیر میواکنش

مثبــت دروغــین گــزارش شــده در ایــن مقالــه بــا اســتفاده از        
تصاصـی بـا   ، تاکنون تکثیـر قطعـه غیراخ   R16F2n/R16R2آغازگر

 M1/P7و  P1/P7 ،Pc399/Pc1694 ،P1/U3استفاده از آغازگرهاي 
بر این، واکنش مثبت دروغین در محصـول   علاوه. گزارش شده است

PCR  بوسیله آغازگرهايP1/P7-16R758F/16R1232R ،P1/P7-
Pc399/Pc169 ،P1/P7- fU5/rU3  34و  10(گزارش شده است .(  

ر گیاهان چوبی بـه دلیـل غلظـت    ردیابی فیتوپلاسماها به ویژه د
هاي میزبان کار دشـواري اسـت   پایین و پراکنش نامنظم آن در بافت

کـه حساسـیت و دقـت     nested PCRامـا اسـتفاده از آزمـون    . )31(
-هایی با تیتر آلودگی پایین افزایش میتشخیص را خصوصاً در نمونه

هایی اي بودن غلظت ممانعت کنندهدهد و همچنین به دلیل دو مرحله
 24(دهد  می می شوند را کاهش PCRکه موجب اختلال در کارایی 

  .تواند بسیار کارآمد باشد، می)20 و
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مربوط به نمونه   P1/P7- R16F2n/R16R2با آغازگرهاي  Nested PCRحاصل از آزمون  ~bp1250همردیفی توالی نوکلئوتیدي قطعه  - 1شکل 

  Citrus sinencisوپلاست فاقد علائم با توالی نوکلئوتیدي کلر
Figure 1- Alignment of  ~1250 bp nucleotide sequence obtained by Nested PCR using P1/P7- R16F2n/R16R2 from non 

infected sample  with chloroplast sequence of Citrus sinencis 
  

  
 Single Tube Nested)اي در مقایسه با آزمون یک مرحله (Two Step Nested PCR, TSNP)اي دو مرحله Nested PCRنتایج آزمون  - 2شکل 

PCR, STNP)  با استفاده از آغازگرهايP1/P7-fU5/rU3  و P1/P7-R16F2n/R16R2 در ردیابی فیتوپلاسما از نمونه لیموترش آلوده به جاروي
  1Kbمارکر : Lستون . جادوگر

Figure 2- Results of Two Step Nested PCR (TSNP) in comparison with Single Tube Nested PCR (STNP) using  P1/P7-
fU5/rU3 and P1/P7-R16F2n/R16R2 primers in detection of phytoplasma from lime infected with lime witches broom. L: 1KB 

ladder   
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با ( P1/P7- fU5/rU3 و) bp 1239با محصول(  P1/P7- R16F2n/R16R2در استفاده از  ترکیب آغازگري  (FP)واکنش مثبت کاذب  - 3شکل 

  کنترل منفی: NCکنترل مثبت، : 1Kb ،PCمارکر : Lستون . اي در نمونه لیمو ترشیک مرحله  Nested PCRدر  آزمون ) bp 867محصول 
Figure 3- False positive reaction was observed (FP) in using primer combination P1/P7- R16F2n/R16R2 (product is 1239bp) 

and  P1/P7- fU5/rU3 (product is 867 bp) in Single Tube Nested PCR assay in lime sample. L: 1Kb ladder; PC: Positive 
control; NC: Negative control 

 
را عـاملی در ایجـاد    PCRاي بـودن  اما برخی محققان دو مرحله

). 5(دانند افزایش بروز خطا و واکنش مثبت کاذب میآلودگی بیشتر و 
بهینه سازي شده در این تحقیق نشان داد که روش یک  STNPنتایج 
-اي دارد که از جمله مـی اي مزایایی نسبت به روش دو مرحلهمرحله

توان به سهولت اجرا، صرفه جویی در هزینه و زمان و همچنین تـوان  
اشـاره نمـود امـا    )  2شکل (اي  حلهردیابی بیمارگر در حد روش دو مر

هاي مثبت کاذب در این روش نیـز، مشـاهده   برخلاف انتظار واکنش
هاي مثبت رسد بیشتر این واکنش،  لذا به نظر می)3شکل (شده است 

کلروپلاسـت و پلاسـتید    16Sهاي ناحیـه  کاذب ناشی از تکثیر توالی
اي یک مرحله nested PCRلذا . ها گیاه باشد تا سایر میکروارگانیسم

علیرغم تمامی محاسنی که دارد در کاهش واکنش مثبت کاذب موثر 

 .واقع نگردید
بـا وجـود اینکــه واکـنش مثبـت و منفــی دروغـین، اســتفاده از       
را در تشخیص عوامـل فیتوپلاسـمایی بـا     PCRهاي مبتنی بر  روش

مشکلاتی همراه ساخته است، اما به دلیـل غیـر قابـل کشـت بـودن      
هـاي بسـیار   ها در ردیـابی جمعیـت  اها و توانایی این روشفیتوپلاسم

هـاي مبتنـی بـر    هاي گیاهی، همچنـان روش پایین بیمارگر در بافت
PCR شناسـایی و مطالعـات اپیـدمیولوژیک     عنوان ابـزار اصـلی در  به

بنـابراین در راسـتاي مرتفـع    ). 23(فیتوپلاسماها مورد توجـه هسـتند   
ش استخراج مناسب و اسـتفاده از  نمودن این مشکلات دستیابی به رو

روشهاي تکمیلی مانند هضم آنزیمی، تعیین توالی و یا استفاده از چند 
  .نظر می رسده آغازگر در ردیابی بیماري ضروري و اجتناب ناپذیر ب
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