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 زنـی  مایه گیاهان و طبیعت در آلوده هاي پروانش .شد هانتقال داد جاننبادبه  سس لهیوس بهبه پروانش و  وندیبا پ پروانش از يلودیف يماریب
 بـا  يادو مرحلـه   مرازیپل يا رهیو واکنش زنج P1/P7استفاده از جفت آغازگر  با میمستق) PCR( مرازیپل يا رهیزنج واکنش آزموندر  شده

 چنـد  سـه یمقا. شـد  ریانتظار تکث مورد قطعاتها  آن در و دادند نشان مثبت واکنش R16F2n/R16R2و  P1/P7 آغازگرهاي جفت از استفاده
 ـز بـه  متعلق بهشهر پروانش يلودیف با همراه يتوپلاسمایفنشان داد که  يمجاز) RFLP( یبرش قطعات یطول یشکل  گـروه  در Aگـروه   ری

 را يمجـاز   RFLPزیآنـال  جینتـا  زین16S  یبوزومیر يا ان آربا استفاده از ترادف کامل ژن  یکیلوژنتیف زیآنال. بود) 16SrVI( شبدر افژولش
 ـز از ییتوپلاسـما یف ،'Candidatus Phytoplasma trifolii' بابهشهر  پروانش يلودیفعامل  يتوپلاسمایفداد که  نشانکرد و  دییتا گـروه   ری

16SrVI-A ـیو نییتع و پروانش يلودیف يماریب از گزارش نیاول نیا. شود یم يبند طبقه  بـا آن در اسـتان    همـراه  يتوپلاسـما یف يهـا  یژگ
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Abstract 
In 2013 surveys conducted in the green area and parks of Behshahr city (Mazandaran province of Iran), 
phyllody disease of periwinkle was observed. Agent of Behshahr periwinkle phyllody (BPP) was transmitted 
from naturally phyllody affected periwinkle to periwinkle by grafting and to eggplant via dodder inoculation. 
Naturally affected periwinkle plants and all inoculated plants reacted positively in direct PCR using P1/P7 
primer pair and nested PCR using P1/P7 and R16F2n/R16R2 primer pairs and expected fragments were 
amplified. Virtual restriction fragment length polymorphism (RFLP) of nested PCR product sequence (1.2 
kbp), percent homology and phylogenetic analysis of full length 16S rDNA sequence showed that BPP 
phytoplasma belongs to phytoplasma in the clover proliferation (16SrVI) phytoplasma group. The same 
analyses classified BPP phytoplasma with 'Candidatus Phytoplasma trifolli', a member of A subgroup in the 
16SrVI group. This is the first report of periwinkle phytoplasma disease and characterization of associated 
phytoplasma in Mazandran province. 
 
Keywords: Virtual RFLP, Phylogenetic analysis, 16SrVI group 
 
 
 

* A Part of MSc. Thesis of the First Author Submitted to Islamic Azad Univ., Marvdasht Branch, Marvdasht, Iran 
** Corresponding author’s E-mail: salehi_abarkoohi@yahoo.com 
1. Former MSc. Student and Assist. Prof. of Plant Pathol., respectively, Islamic Azad Univ., Marvdasht Branch, 

Marvdasht, Iran. 
2. Res. Assoc. Prof. of Plant Pathol., Plant Protection Research Dept., Fars Agricultural and Natural Resource Research 

and Education Center, AREEO, Shiraz, Iran 
3. Res. Instructor of Plant Pathol., Plant Protection Research Dept., Yazd Agricultural and Natural Resources Research 

and Education Center, AREEO, Yazd, Iran  
 
 
 

  

  
   



 ۱۴۱-۱۳۵: ۱۳۹۵ سال / ۱شماره /  ۵۲جلد  / گياهيهاي بيماري

137 

  مقدمه
 فاقـد  ز،یر يها وتیپروکار کوپلاسماهایم ای ها کوتیمول
- 600( کوچـک  ژنـوم  يدارا ،یختیچندر ،یسلول يوارهید

 و نیلیس ـ یپن ـ کیوتیب یآنت به مقاوم، )باز لوجفتیک 1200
 يدارا و نیلیکیتتراس ـ گـروه  يهـا  کی ـوتیب یآنت به حساس
ــا G+C درصــد ــ نییپ در داخــل  توپلاســماهایف .باشــندیم
ــار  کیــهــا  کــوتیمول  يشــنهادیجــنس پ(شــاخه تــک تب

'Candidatus Phytoplasma'( ـا. دهنـد یم ـ لیتشـک  را   نی
 اهانیگ یقابل کشت و محدود به آوند آبکش ریغ مارگرهایب
توسط حشرات ناقل با رابطـه   عتیباشند و در طبیم زبانیم
 .)Bertaccini et al. 2014(شـوند  یمنتقل م ـ يریو تکث ایپا

 یاهی ـگ  [.Catharanthus roseus (L.) G. Don]پـروانش 
ماداگاسکار  ریجزا یبوم و Apocynaceae ي رهیبه ت متعلق
 ینتیز يها جنبه بر علاوهاه ین گیا. باشد یمهند  انوسیدر اق

 عـلاوه  .باشـد ینیز م ییدارو باتیترک يحاو ع،یو رشد سر
ــر ــوان   ،آن ب ــه عن ــروانش ب ــانیمپ ــیطب زب ــ یع از  ياریبس
 16SrIي هـا  گروهاز  ییهاتوپلاسمایها از جمله فتوپلاسمایف
)Torres et al. 2004(، 16SrIII-A ،16SrIII-E ، 16SrVI-

A)Lee et al. 1998 ( 16وSrXIII )Gundersen et al. 

که به  1392سال  يها دیبازد در. است شده گزارش) 1994
سـبز   ياز فضاها ییتوپلاسمایف يها يماریب ییمنظور شناسا
 آمد عمل به) مازندراناستان ( بهشهر شهرستان يها و پارك

ــاریب ــودیف( یبرگســان يم ــروانش) يل ــگرد مشــاهده پ . دی
ــزارش ــر گ ــا حاض ــیتع جینت ــاره نی ــیاز و ياپ ــا یژگ  يه

 يمــاریبهمــراه بــا  يتوپلاســمایف یو مولکــول یکیولــوژیب
  .باشد یبهشهر م درپروانش  يلودیف

  ها مواد و روش
 ـعلا يدارا پـروانش  بوتـه  کی  شهرسـتان  از يلـود یف می
 ـ در ءو پس از نشـا  انتخاب بهشهر  گلخانـه گلـدان بـه    کی

 فـارس  یعیو منابع طب يکشاورز و آموزش قاتیتحق مرکز
 در يمـار یب عامـل  منبـع  عنـوان  بـه  آن از تا شد داده انتقال

 يهـا و آزمون) و سس وندیانتقال با پ( یکیولوژیب مطالعات
 مطالعـات  درمـورد اسـتفاده    اهـان یگ. شوداستفاده یمولکول

از حشـرات   يعـار  گلخانه کیدر  بذر قیطر از یکیولوژیب
  .شدند ریتکث

انتقـال   يبـرا ) .Cuscuta campestris Yank(از سـس  
جـان اسـتفاده   نسـالم باد  اهانیاز پروانش به گ يماریعامل ب
ــ ــ. دش ــه کی ــروانش بوت ــعلا يدارا پ ــاریم بی ــايم  يه
پـروانش   يلـود یبا عامـل ف  وندیپ قیطر از که ییتوپلاسمایف

شده بود در کنار چغندر قند آلوده به سـس   یزنهیبهشهر ما
چغندر قند بـه پـروانش    يسالم قرار داده شد تا سس از رو

اط پـروانش آلـوده ارتب ـ   يبعد از رشد سس رو. منتقل شود
سـپس  . شـد  قطـع  آلـوده  پـروانش  و قند چغندر گلدان نیب

شده با  زهیکلونو  توپلاسمایپروانش آلوده به ف يگلدان حاو
جـان سـالم قـرار داده شـد تـا      نباد يبوته پنجسس در کنار 
 ـ. مسـتقر شـود   جـان نباد يهابوته يسس رو مـاه بعـد    کی
-بوتـه  وقطـع   جاننباد يهابوته و پروانش بوته نیب ارتباط

 ـاز سـس در   شدن يعار از پس جاننباد يها  گلخانـه  کی
 ـعلا مشـاهده  يبرا حشرات از يعار  يمـار یب یم احتمـال ی
  .گرفتند قرار نظر تحت
 شـاخه ( ونـدك یپ ،يلـود یف يمـار یپروانش مبتلا بـه ب  از

 يرو یو بـه روش جـانب   هی ـته) سـه بـرگ   تـا کوتاه بـا دو  
روش پنج بوته پروانش  نیبا ا. شد وندیپسالم  يهاپروانش

 يرو. شـدند  یزنهیپروانش ما يلودیف يماریسالم با عامل ب
  .شد زده وندیآلوده پ وندكیپ دوهر بوته پروانش 

 3/0از  )Zhang et al. 1998( ژانگ و همکارانبا روش 
در  میعلا يپروانش دارا يها نمونه یانیگ مرگرم بافت رگب

 ـهیما يهاجاننبادو  هاپروانش ،بهشهر  اناه ـیشـده و گ  یزن
 يبـرا  .شداستخراج  کل يا ان  يد و بادنجان سالم پروانش
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 یس ـ یپ ، آزمونيان ا يد يها توپلاسما در نمونهیف یابیرد
 P1/P7 (Schneiderاز جفت آغازگر با استفاده  میمستق آر

et al. 1995) از جفت  با استفاده ياآر دو مرحله یس یپ و
 R16F2n/R16R2و ) دور اول( P1/P7 يآغازگرهــــــــا

)Gundersen & Lee 1996) (کـه   یطیبـا شـرا   )دور دوم
انجـام  ) Abbasian et al. 2010(شتر گزارش شده اسـت  یپ
 عنـوان  بـه  سالم اهیگ از آر یس یپ يها آزمون هیکل در. شد
استخراج شده از پروانش آلـوده   يان ا ياز د و یمنف شاهد
 کنتـرل  عنـوان  بـه  موترشیعامل جاروك ل يتوپلاسمایبه ف
  .دش استفاده مثبت

 اپـرون  از بـاز  جفت 1800( میمستق آر یس یمحصول پ
 ـو ) یبوزومیر يان آ  آر  1200( يا دو مرحلـه  آر یس ـ یپ

 نیــیتع يبــرا) 16Sیبــوزومیر ي آ ان آرجفــت بــاز از ژن 
  . ارسال شد یبه شرکت ماکروژن کره جنوب ماًیترادف مستق

 ـنزد) BLAST(بلاسـت   برنامـه  از اسـتفاده  با  نیتـر  کی
پـروانش   يلودیف يتوپلاسمایبه ف ییتوپلاسمایف يهاترادف

 ،DNAMAN افـزار  نـرم  از استفادهبا . دیگرد نییبهشهر تع
 يتوپلاســمایف 16S یبــوزومیر ي ا آرانتــرادف کامــل ژن 

 ییتوپلاسـماها یف در بهشهر با ترادف مشابه پروانش يلودیف
 ومختلـــــف  یبـــــوزومیر ياان  آر يهـــــا از گـــــروه

Acholoplasma laidlawii    بـه عنـوانout group سـه یمقا 
 نیهماستفاده از  با. دیگرد میترس یکیلوژنتیو درخت ف شد
 ـ يدی ـتشـابه نوکلئوت  زانیافزار م نرم  ـجدا نیب بهشـهر و   هی
  . دیگرد نییتع یانتخاب يتوپلاسماهایف

 يمجــاز) RFLP( یقطعـات برش ـ  یطــول یچنـد شـکل  
 ـترادف محصول  بـا اسـتفاده از    يدو مرحلـه ا  آر یس ـ یپ

. شـد  انجـام ) iphyClassifier )Zhao et al. 2009 برنامـه 
ــرادف ــا ت ــناح يه ــتکث هی ــازگر     ری ــت آغ ــا جف ــده ب ش

R16F2n/R16R2 پـروانش   يلـود یعامل ف يتوپلاسمایدر ف
 ,A, B, C( يهـا  ر گروهینده زینما يتوپلاسماهایو ف بهشهر

D, E, F, G, H, I (یبرش ـ میآنز 17با  درگروه افژولش شب 
 ,AluI, BamHI, BfaI, BstuI, DraI, EcoRI, HaeIIIشامل

HhaI, HinfI, HpaI, HpaII, KpnI, Sau3AI, MseI, 
RsaI, SspI, TaqI. )Lee et al. 1998 (   بـرش داده شـد و

 يالگوهــا بــا پــروانش يلـود یف يهیــجدا یبرشــ يالگوهـا 
 گـر ید يتوپلاسـماها یهـا در ف میآنـز  نیحاصل از برش با ا

)Lee et al. 1998 (دش سهیمقا .  

  ج و بحثینتا
پروانش بهشهر عبـارت   يلودیف يماریبم یلاع نیبارزتر

هـا،   گـره  انی ـکاهش فاصله م ،یبرگسان، يگل سبز از نددبو
 وندیپبا استفاده از  يلودیف يماریب عامل. یکوتولگو  يزرد

بوته سالم پروانش و با استفاده از سس از  پنج بهاز پروانش 
بوتـه از   سـه  به وندیبوته پروانش آلوده شده با روش پ کی

 ـگرد منتقلشده  یزنهیما جاننبادپنج بوته   ـعلا. دی  بـارز  می
 ،يسـبز  گـل  شـامل شـده   یزنهیما يهادر پروانش يماریب

 و جـاروك ها و  گره انیکاهش فاصله م ،یزبرگیر ،یبرگسان
 ـما يهـا جاننباددر   ـهی  ،یشـده شـامل رگبـرگ روشـن     یزن
  . بود يو گل سبز یزبرگیر

 تمامدر  يا پی سی آر دو مرحله ومستقیم  آر یس یپدر 
 1200 و 1800 ترتیـب  بـه (مـورد انتظـار    عـات ها قط نمونه
 سـالم  اهـان یگ در طیشرا نیتحت هم. شد ریتکث) باز جفت
  .نشد ریتکث قطعاتی نیچن جاننباد و پروانش

 يدارانمونه از پروانش  کی میمستق آر یس یپمحصول 
 ان آرترادف کامل ژن  و شد ترادف نییبهشهر تع در میعلا
در بانک  KC661072تحت رس شمار  16S یبوزومیر ي ا

بـا   بلاسـت  هجسـتجو بـا برنام ـ  . شـد  ثبتها ترادف یجهان
 يهــاتــرادف نیبــ کــه داد نشــان آمــدهدســت  بــه فتــراد
 ،هــاتــرادف یموجــود در بانــک جهــان   ییتوپلاســمایف
ــمایف ــل ب يتوپلاس ــاریعام ــودیف يم ــروانش يل ــ پ رهبهش
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بـا اسـتفاده از گزینـه     outgroupبه عنوان  Acholeplasma laidlawiiفیتوپلاسما و  16دندروگرام حاصل از تطابق نوکلئوتیدي  .1شکل 

ر ان اي ریبـوزومی  آبر اساس تـرادف نوکلئوتیـدي کامـل ژن     DNAMANافزار  در نرم Neighbor joining روش ودرخت فیلوژنتیکی 
16S.Ca. P. ،'Candidatus Phytoplasma'هـا، اعتبـار  و اعداد بـالاي شـاخه   هاجهانی ترادفبانک  رس شمار در پرانتز، داخل ، اعداد 

  .باشندتکرارمی 100با ) bootstrap(سنجی 
Fig. 1. Phylogenetic tree constructed from the alignment of full length 16S rRNA gene nucleotide sequences of 
16 phytoplasmas and Acholeplasma laidlawii as outgroup by Neighbor joining using DNAMAN software; Ca. P., 
'Candidatus Phytoplasma'; Numbers in parentheses, GenBank accession numbers; Numbers above the branches, 
bootstrap support (100 replicates).  

  
گــروه افــژولش   يرا بــا اعضــا  یکـ ـینزد نیتــرشیبــ
  .شتدا) 16SrVI(شبدر

 يتوپلاسـما یدر ف يمجاز RFLP زیحاصل از آنال نقوش
 Candidatus Phytoplasma'پـروانش بهشـهر و    يلـود یف

trifolii' )،رس شمارAY390261(ر گروه ینده زی، نماA در 
   .کسان بودی 16SrVI گروه

عامـل  ) 1شـکل ( یکیلوژنتیز فیدر درخت حاصل از آنال

در  .شد يبند طبقه 16SrVIپروانش بهشهر با گروه  يلودیف
 Candidatus'با  را یکینزد نیشتریگروه ب نیا ياعضا نیب

Phytoplasma trifolii' (AY390261) ـز ندهینما  گـروه   ری
16SVI-A ــ. داشــت ــده زینما يتوپلاســماهاین فیدر ب ــن ر ی
 يلــودیعامــل ف يتوپلاســمایف ،16SrVI گــروه يهــاگــروه

را %) 5/99(يدیــن تشــابه نوکلئوتیشــتریبپــروانش بهشــهر 
ــا  Candidatus Phytoplasma trifolii'(16SrVI-A)'بـ
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   .داشت
 ـبر اسـاس علا   و سـس  و ونـد یانتقـال بـا پ   ،يمـار یب می

 مرحلـه  دو و میمستق آریسیپ يها در آزمون مثبت واکنش
 ییتوپلاسمایف تیپروانش در بهشهر ماه فیلودي يماریب يا

 ـ نیا. دارد پـروانش در   يلـود یف يمـار یاز ب گـزارش  نیاول
 یو مولکول یکیولوژیب اتیخصوص یبررسو  یعیطب طیشرا
. باشـد  یم ـ مازنـدران  اسـتان  در آنهمـراه بـا    يتوپلاسمایف
 باجگــاه از پــروانش ییتوپلاســمایف يهــا يمــاریب تــر شیپــ
) بلوچسـتان و  سـتان یاستان س( چابهار ،)استان فارس(رازیش
 .Salehi et al(گزارش شده است ) استان کرمان( رفتیو ج

 يتوپلاسـما یف نشـان داد کـه   یمولکـول  يها یبررس). 2005
 يهاتوپلاسـما یف و 16SrIدر باجگاه متعلق به گـروه   همراه

باشند یم 16SrIIبه گروه  متعلق رفتیجهمراه در چابهار و 
)Salehi et al. 2005 .(بلاسـت،   برنامهاساس جستجو با بر
 زیو آنـال  يدی ـتشـابه نوکلئوت  زانی ـم ،يمجـاز  یپ ال. اف.آر
پـروانش بهشـهر    يلـود یعامـل ف  يتوپلاسمایف ،یکیلوژنتیف

) 16SrVI(شـبدر   افـژولش گـروه   در  Aگروه ریزمتعلق به 
 ـ یهمراه از گزارش نیاول نیا. باشدیم  از توپلاسـما یف کی

 در. باشد یم رانیدر ا پروانش يماریب کی با 16SrVI گروه
بـه    16SrVI-Aر گـروه یاز ز ییتوپلاسماهایف تر شیپ رانیا

 گوجـه تـورم جوانـه    ییتوپلاسـما یف يمـار یبعنوان عامـل  
 ،يرضـو  خراسـان  ،یشـرق  جانیآذربا يهااستان در یفرنگ

 گـزارش  )et al. 2014 Jamshidi ( کردسـتان  و کرمانشـاه 
 تیــاز نظــر تعــداد اعضــاء، اهم 16SrVI گــروه. انــد شـده 
 ییتوپلاسـما یف مهم يها گروه از یکی ،و گسترش ياقتصاد
 عامـل  عنوان به گروه نیا از ییتوپلاسماهایکنون ف تا. است
و  یو زراع ـ ینت ـیاهـان ز یجات، گیدرختان، سبز در يماریب

 .Wei et al. 2007, Bertaccini et al(هـرز   يهـا  علـف 

 ـاز ز ییتوپلاسـما یف یهمراه. ستاگزارش شده  ،)2014  ری
 دهـد یم نشانپروانش در بهشهر  اهیگ در 16SrVI-Aگروه 
 تـورم مثـل   ییتوپلاسـما یف يهـا يمـار یب ریسا "احتمالا که

  .است یابیقابل رد مازندران استان در یفرنگ گوجه جوانه
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