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  دهیچک
در . اسـت  جهـان  مختلـف  نقـاط  در  (.Lycopersicon esculentum Mill) یگوجـه فرنگ ـ  ياقتصاد و مهم يها يماریب از یکیغنچه درشت 

 پیونـد از  وسـیله  بـه  بیمـاري  عامل. دیغنچه درشت مشاهده گرد يماریزنجان، علائم ب يکار یاز مناطق گوجه فرنگ 1392سال  يها دیبازد

شـده   یه زنیاهان مایدر گ. به پروانش انتقال داده شد یه فرنگحله سس از گویو بادنجان و به وس یبه گوجه فرنگ علائم داراي فرنگی گوجه
و P1/P7 بـا اسـتفاده از جفـت آغـازگر     يک مرحله ایآر   یس یپ يها آزمون در. ظاهر شد ییتوپلاسمایف يها يماریوند و سس علائم بیبا پ

 يدارا یاسـتخراج شـده از گوجـه فرنگ ـ    يان ا يد يها ، در نمونه R16F2n/R16R2و  P1/P7 يبا استفاده از جفت آغازگرها يدومرحله ا
 ـمـورد انتظـار، بـه ترت    يهـا  وند وسس قطعهیشده باپ یه زنیاهان مایعت و گیعلائم در طب  ياز اپـرون ار ان ا  بـاز  جفـت  1250و  1800ب ی

نشان داد  R16F2n/R16R2ناحیه تکثیر شده با جفت آغازگر) Virtual-RFLP( يمجاز یقطعات برش یطول یچند شکل. ر شدیتکث یبوزومیر
 ـزنجان متعلـق بـه ز   در یهمراه با  غنچه درشت  گوجه فرنگ که فیتوپلاسماي  ژولش شـبدر   ریبـوزومی اف  اي ان ار گـروه  در  Aر گـروه  ی

)(16SrVI 16 یبوزومیر يدف کامل ژن ار ان ابا استفاده از ترا یکیلوژنتیز فیدر آنال.باشد یمS   عامـل غنچـه درشـت      فیتوپلاسـماي  تعلـق
 ـین ویـی و تع  یغنچه درشـت گوجـه فرنگ ـ   يمارین گزارش از وجود بین اولیا. د شدییتا  16SrVI-Aزنجان به در یگوجه فرنگ  يهـا  یزگ

  .باشد یهمراه با آن در استان زنجان م يتوپلاسمایف یو مولکول یکیولوژیب

  16SrVI، گروه یکینتژلویز فیوند، آنالیتوپلاسما ، انتقال با سس و پیف: کلیدواژه
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Abstract 
Tomato big bud (TBB) is an economically important disease of tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) in 
various regions of the world. In 2013 surveys of Zanjan province (Iran) tomato fields, symptoms of TBB 
disease were observed. The disease agent was successfully transmitted by grafting from a naturally 
symptomatic tomato in Zanjan to tomato and eggplant and from tomato to periwinkle via dodder (Cuscuta 
campestris Yank.) transmission. In inoculated plants phytoplasma-type symptoms were produced. Expected 
length DNA fragments of nearly 1,800 and 1,250 bp were respectively amplified from naturally infected 
tomato and experimentally inoculated plants in direct polymerase chain reaction (PCR) using phytoplasma 
primer pair P1/P7 or nested PCR using the same primer pair followed by R16F2n/R16R2 primers. Virtual 
restriction fragment length polymorphism (RFLP) of nested PCR products (1.2 kbp) showed that Zanjan  
TBB (ZTBB) phytoplasma is related to subgroup A in 16SrVI (clover proliferation) phytoplasma group. 
Phylogenetic analysis of full length 16S rDNA classified ZTBB with 16SrVI-A subgroup. This is the first 
report of biological and molecular characterization of a phytoplasma associated with TBB disease in Zanjan 
province. 
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  مقدمه
 ،يلادیم ـ 1967توپلاسـماها در سـال   یفاز آغاز کشـف  

ن موجودات  گزارش شده است یهمراه با ا يماریصدها  ب
در اکثـر منـاطق جهـان رو بـه      هـا  يمارینگونه بیست ایلو 
عبارتند  ییتوپلاسمایف يها يماریعلائم بارز ب. ش استیافزا
شدن و سبز رنگ شدن اجـزاء گـل ، جـاروك در     یاز برگ

، کـاهش  یز برگ ـی ـداخل گل و ساقه ، ر يها اثر رشدجوانه
 يها يماریب.  اهی،  زوال و مرگ گي، زردها ان  گرهیاندازه م

زبـان  یاه می ـو مـرگ گ  یم ـیاغلب موجب عق ییتوپلاسمایف
. ز گزارش شده استیدرصد ن 100تا  ها شده و خسارت آن

ت کشـت  یعامل عمـده محـدود   ییتوپلاسمایف يها يماریب
و درختـان   ینتی، زی، زراعیفی، صياهان سبزیاز گ ياریبس

 McCoy et al. 1989; Lee etباشـند  یر مثمر م ـیمثمر و غ

al. 2000; Bertaccini et al. 2014) .(توپلاسماها محدود یف
زبـان بـوده ودر   یاهـان م یآبکـش گ  يبه دسـتجات آونـدها  

ل بـه  یو پس ـ ي، بوتـه ا یبرگ ـ يهـا  عت توسط زنجـرك یطب
در اثـر   یعیانتقال طب .شوندیمنتقل م  يریا و تکثیصورت پا

ــد ریپ ــه گیون ــاور نیش ــان مج ــاه ــذی ــان پ ــتیز امک  ر اس
(Weintraub & Beanland 2006)  .بـا   هـا  مـار گـر  ین بی ـا

از ، یشامل قلمه ، پاجوش، پ يتکثر يها وند و اندامیسس، پ
 Lee & Davis(باشـند  یز قابل انتقـال  م ـ یزوم  نیغده و ر

1992( .  
مهم و  يماریک بیبه عنوان  یغنچه درشت گوجه فرنگ

جــان، یجهــان شــامل آذربا يهــا در اکثــر کشــور ياقتصــاد
ن، یزستان، ارمنستان، هندوسـتان، اردن، چ ـ یکستان، قرقیتاج

الات متحده یل، ایا، اسرائیه، استرالیا، روسیتالیه، ایلبنان، ترک
و  یجنـوب  يقای، آفريویک، بولی، مکزیلیل، شیکا، برزیآمر

 ;Amaral-Mello et al. 2006(ده است یمصر گزارش گرد

Omar & Foissac 2012; Sentos-Cervantes 2007; 
Thompson & Mynhardt 1987; Salehi et al. 2014.( 

در  یفرنگ ـ گوجـه  تـن  4826396 دی ـتول با رانیا کشور

در   یفرنگ ـ گوجهکننده  دیکشور تول نیعنوان هفتم به سال
 شـتر در یپ. )FAOSTAT 2009( شـود  یم محسوبجهان 

 يهـا  در اسـتان  یغنچه درشت گوجـه فرنگ ـ  يماریران بیا
ل و یــــاردب، )Salehi et al. 2005(زدیــــفــــارس، 

 .Salehi et al(، بوشـهر )Rashidi et al. 2006(اصـفهان 

و خراسـان   )Dehghani & Salehi 2011( لرسـتان  ،)2014
در  .گـزارش شـده اسـت   )Jamshidi et al. 2011( يرضو
استان زنجان  یرع گوجه فرنگاز مزا 1392سال  يها دیبازد

مـزارع گوجـه    یغنچـه درشـت در تمـام    يمـار ی، علائم ب
 ییهـا  جه پژوهشیگزارش حاضر نت. دیمشاهده گرد یفرنگ

و  یکیولـوژ یب يهـا  یژگ ـیو ییاست که بـه منظـور شناسـا   
غنچه درشت گوجه  يماریهمراه با ب يتوپلاسمایف یمولکول
  .ن استان انجام شده استیدر ا یفرنگ

  بررسی روش
  سالم هاي منبع عامل بیماري و تهیه بوته

در استان زنجان،  پنج   ید از مزارع گوجه فرنگیبازد یط
علائم بارز غنچه درشـت از پـنج    يدارا یبوته گوجه فرنگ

دند وپس از نشاء در گلدان بـه مرکـز   یمزرعه  انتخاب گرد
فارس انتقـال   یعیو منابع طب يقات و آموزش کشاورزیتحق

در مطالعـات مربـوط بـه انتقـال      هـا  ن بوتهیاز ا. داده شدند
  .استفاده گردید PCR يها بیماري و آزمون

، بادنجـان و  یگیاهان مورد استفاده شـامل گوجـه فرنگ ـ  
از حشـرات واقـع در مرکـز     يک گلخانه عاریپروانش در  

کشاورزي و منـابع طبیعـی فـارس، از    و آموزش قات یتحق
زنـی   هـاي مایـه   ر شدند تا از آنها در آزمایشیکثق بذر تیطر

  .با پیوند و سس استفاده شود

  پروانش با سس يها به بوته  يماریانتقال عامل ب

 Cuscuta campestris(انتقال با سس، بذر سـس   يبرا
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Yank. (ــذ ف يرو ــد و   یکاغ ــت داده ش ــوب کش ــر مرط لت
سالم چغندرقند قرار داده شدند  يها بوته يبر رو ها اهچهیگ

 ـ  4بعـد از . ه شـود ی ـتا منبع سس سـالم ته  ن سـس  یهفتـه ب
ک بوتـه  گوجـه   یهر بوته چغندرقند سالم و  يموجود رو

ک مـاه  ی ـ. علائم از مزرعه ارتباط برقرار شـد  يدارا یفرنگ
 يدارا يهـا  ین چغندرقند سالم و گوجه فرنگیبعد ارتباط ب

گوجـه   يز سس کـه رو ا يدیجد يها علائم قطع و شاخه
بوته پـروانش   4علائم رشد کرده بود به   يدارا يها یفرنگ

 ـ  30پـس از گذشـت   . سالم متصل شـدند  ن یروز ارتبـاط ب
و پـروانش سـالم    يمـار یعلائـم ب  يدارا يها یگوجه فرنگ
جهت . از سس شدند يپروانش عار يها د و بوتهیقطع گرد

 ي گلخانهک یپروانش در  يها بوته ،یمشاهده علائم احتمال
  .شدند ياز حشرات نگهدار يعار

  انتقال با پیوند

غنچـه درشـت     يمـار یعامـل ب  ير و نگهـدار یتکث يبرا
علائـم از   يدارا ی، از هربوتـه گوجـه فرنگ ـ  یگوجه فرنگ ـ
ه ی ـته) کوچک با دو تا سه برگ يشاخه ا(وندك یمزرعه  پ

بوته  5و  یبوته سالم گوجه فرنگ 5 يرو یو به روش جانب
 يبـرا . وند شدیپ) هر بوته يوندك رویدو پ( ان سالم بادنج

، هـا  ونـدك یاز خشـک شـدن پ   يریحفظ رطوبت و جلـوگ 
 یکیسه پلاستیک هفته با کیوند خورده  به مدت یقسمت پ

سـه  ی، کهـا  ونـدك ینان از گـرفتن پ یپس از اطم. پوشانده شد
 يک گلخانه عاریوند شده در یاهان پیحذف و گ یکیپلاست

تحـت   يمـار یاز حشرات از نظر ظهور و گسترش علائـم ب 
 . نظر قرار گرفتند

ــتخراج د ــنش    يان ا ياس ــون واک ــام آزم ــل و انج ک
  (PCR)مراز یپل يا رهیزنج

بـا   یهـاي گوجـه فرنگ ـ   گرم رگبرگ میانی برگ 2/0از 

زنـی شـده بـا پیونـد و      علائم غنچه درشت و گیاهان مایـه 
 )al. 1998 Zhang et(و همکـاران   ژانـگ بـه روش   سس،

به عنوان قالب در آزمـون   دي ان اي کل استخراج گردید و
PCR از رگبرگ میانی گیاهان سالم گوجـه  . استفاده گردید
، بادنجـان و پـروانش بـه عنـوان شـاهد منفـی و از       یفرنگ

مـوترش بـه   یپروانش آلوده به فیتوپلاسماي عامل جاروك ل
 يبـرا . شـد ز  دي ان اي کل استخراج یعنوان شاهد مثبت ن

توپلاسـما از  یاز نظـر وجـود ف   يان ا يد يها نمونه یبررس
مستقیم از جفت  PCRدر آزمون . استفاده شد PCRآزمون 
 P1/P7 )Deng & Hiruki et al. 1991; Schneiderآغازگر 

et al. 1995(    و در آزمـونPCR  از جفـت   يدو مرحلـه ا
 R16RF2n/R16R2در مرحلـه اول و   P1/P7 يهـا  آغازگر

)Guendersen & lee 1996 (  ــتفاده ــه دوم اس در مرحل
ــگرد ــاي  درحجــم PCR. دی ــامل  25ه ــري ش  50میکرولیت

نانوگرم دي ان اي الگـو، مخلـوط نوکلئوتیـدها بـا غلظـت      
 یلیم 5/0 ییبا غلظت نها ها کرومولار ، آغازگریم 2/0نهایی
، کلریـد منیـزیم بـا    PCRمیکرولیتر بـافر  م یک و نی، مولار 

مـولار، آنـزیم پلیمـراز تـک      غلظت نهایی یک و نـیم میلـی  
به مقدار دو و نیم واحـد و  ) ساخت شرکت سیناژن، ایران(

میکرولیتر  25آب دو بار تقطیر شده استریل تا حجم نهایی 
چرخه  35 يمخلوط واکنش برا يمحتو يها لوله. انجام شد

PCR کلر یدر دستگاه ترموسا)Bio-Rad(  قرار داده شـدند .
عبارت بـود از یـک چرخـه در دمـاي      PCRچرخه دمایی 

C°94  35بــه مــدت دو دقیقــه بــراي واسرشــتگی اولیــه و 
، دو C°94چرخه که هر یک شـامل یـک دقیقـه در دمـاي     

. بـود  C°72و سـه دقیقـه در دمـاي     C°55دقیقه در دماي 
دقیقه  10به مدت  ها تکمیل ساخت دي ان اي و بسط قطعه

اي،  دومرحلـه  PCRدر آزمـون  . انجام شـد  C°72 در دماي
مستقیم با استفاده از آب دو بار تقطیـر   PCRابتدا محصول 

رقیق شد و از آن به عنوان دي  30سترون به نسبت یک به 
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سی و پنج چرخه دمایی مرحلـه  . ان اي الگو استفاده گردید
به مـدت یـک    C°94شامل  PCRاي  دوم آزمون دو مرحله

، )بـراي واسرشـته کـردن اولیــه    C°94قـه در دو دقی(دقیقـه  
C°55  ثانیه،  90به مدتC°72  ثانیه و بسـط   150به مدت
در ژل  PCRمحصــولات . بــود C°72دقیقــه در  10 یینهــا

آمیـزي بـا    آگارز یک درصـد الکتروفـورز و پـس از رنـگ    
 .ه شدیاتیدیوم بروماید عکس ته

  ها همسانه سازي، تعیین ترادف و تجزیه و تحلیل ترادف

 P1/P7 )1800مستقیم با جفت آغـازگر   PCRمحصول 
 InsT/A clone  PCRبـا اسـتفاده از کیـت    ) جفـت بـاز  

product Cloning Kit (Fermentas, Vilnius, 
Lithuania)     و دســتورالعمل ایــن شــرکت در پلاســمید
pTZ57R/T     همسانه سـازي و بـه جدایـهDH5a   بـاکتري

Escherichia coli ـ. منتقل شد  اکتري حامـل  پس از رشد ب
همسانه، پلاسمید نوترکیب جـدا و خـالص سـازي شـد و     

در کشـور کـره    Bioneerبراي تعیـین تـرادف بـه شـرکت     
هاي بدست آمده با اسـتفاده از برنامـه    ترادف. ارسال گردید

BLAST )http://www.ncbi.nlm.nih.gov( بـــــــــــا ،
) GenBank(هـا   هاي موجود در بانک جهانی ترادف ترادف

با عامل غنچه درشت گوجـه   ها یکترین ترادفمقایسه و نزد
بـا اسـتفاده از نـرم افـزار      .در زنجان جسـتجو شـد   یفرنگ

MEGA5   (Tamura et al. 2011) کامـل ژن ار ان    تـرادف
فیتوپلاسـماي   17زنجـان بـا    يه ی ـجدا 16Sاي ریبوزومی 

مقایسـه و بـا   ) 1 جدول( ها انتخابی در بانک جهانی ترادف
ندگانه درخت فیلوژنتیکی مربـوط  انجام همردیف سازي چ

در یـک آنـالیز دیگـر بـراي تعیـین موقعیـت       . رسم گردید
نجـان، تـرادف قطعـه    زفیتوپلاسماي جدایه غنچه درشـت  

 يهـا  با تـرادف   R16F2n/R16R2تکثیري با جفت آغازگر 
با استفاده از ) 1جدول (16SrVI گروه  يها مشابه زیر گروه

در آنالیزهـــاي  .مقایســـه گردیـــد MEGA5نـــرم افـــزار 
به  Acholeplasma laidlawiiترادف مشابه در فیلوژنتیکی 

  .منظور گردید Out-groupعنوان 

 -Virtual(چند شکلی طولی قطعـات برشـی  مجـازي   

RFLP(  

 .iPhyClassifier )Zhao et alبــا اســتفاده از برنامــه 

 R16F2n/R16R2، ناحیه تکثیر شده با جفت آغازگر)2009
ــه ــا در جدای ــه   زن   يه ــوط ب ــماهاي مرب ــان و فیتوپلاس ج
: آنزیم شامل 17، با )1جدول ( 16SrVIهاي گروه  زیرگروه

AluI ،BamHI ،BfaI ،BstUI ،DraI ،EcoRI ،HaeIII ،
HhaI ،HinfI ،HpaI ،HpaII ،KpnI ،Sau3AI ،MseI ،
RsaI ،SspI ،TaqI  يتوپلاسـما یگـاه ف یوجا برش داده شـد 

 ـ  یهمراه با غنچه درشت گوجه فرنگ ـ ر ی ـن زیزنجـان در ب
 . دین گردییتع16SrVIگروه  يها گروه

  نتایج
  علائم بیماري غنچه درشت

د  در اسـتان  ی ـمـورد بازد  یمزارع گوجه فرنگ یدر تمام
بر اساس .دیغنچه درشت مشاهده گرد يماریزنجان علائم ب

 يهـا  ژه در شهرسـتان ی ـبـه و  یزان آلـودگ یم يماریعلائم ب
ک مزرعـه در  ی ـدر . ر بـود  یزنجان و زنجـان رود چشـمگ  

 گوجه يها درصد بوته 55ک خط  تا ی ياطراف زنجان رو
علائم بارز بیماري . علائم غنچه درشت بودند يدارا یفرنگ

زنجـان   يطق گوجـه کـار  در منا یتورم جوانه گوجه فرنگ
ها،  ستادن شاخهیم شدن ساقه، راست ایعبارت بودند ازضخ

رات گـل شـامل بـزرگ    ییمتورم و سبز رنگ، تغ يها جوانه
 ،هـا  گلبـرگ  ی، سـبزرنگ ها دن کاسبرگیشدن و به هم چسب

ل ی، عدم تشـک یمیداخل گل و عق يها ، رشد جوانهيلودیف
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  رس شمارهاي فیتوپلاسماهاي مورد استفاده درترسیم درخت فیلوژنتیکی . 1جدول 
Table 1. Accession numbers of phytoplasmas used in phylogenetic tree construction . 
Acronym Phytoplasma strain designation RFLP Group Accession number 
‘Ca. P. asteris’  ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ 16SrI-I M30790 
‘Ca. P. aurantifolia’  ‘Candidatus  Phytoplasma aurantifolia’ 16SrΙΙ U15442 
 ‘Ca. P. trifolii’ ‘Candidatus  Phytoplasma trifolii’ 16SrVΙ AY390261 
 ‘Ca. P. phoenicium’  ‘Candidatus  Phytoplasma phoenicium’ 16SrIX AF515637 
 ‘Ca. P. mali’  ‘Candidatus  Phytoplasma mali’ 16SrX AJ542541 
 ‘Ca. P. oryzae’  ‘Candidatus  Phytoplasma oryzae’ 16SrXΙ AJ542541 
‘Ca. P. solani’  ‘Candidatus Phytoplasma solani’ 16SrXII AF248959 
 ‘Ca. P. australiense’  ‘Candidatus  Phytoplasma australiense’ 16SrXΙΙ L76865 
 ‘Ca. P. cynodontis’  ‘Candidatus  Phytoplasma cynodontis’ 16SrXΙV AJ550984 
 ‘Ca. P. brasiliense’  ‘Candidatus  Phytoplasma brasiliense’ 16SrXV AF147708 
 ‘Ca. P. luffae’  ‘Candidatus Phytoplasma luffae’ 16SrVIII AF086621 
 ‘Ca. P. palmae’  ‘Candidatus Phytoplasma palmae’ 16SrIV  U18753 
 ‘Ca. P. ulmi’  ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ 16SrV-A AY197655 
 ‘Ca. P. fraxini’  ‘Candidatus  Phytoplasma fraxini’ 16SrVΙΙ AF092209 
MPV Mexican periwinkle virescence 16SrXΙΙΙ AF248960 
WXD Western X-disease 16SrΙΙΙ L04682 
VI-A Vinca virescence 16SrVI-A AY500817 
VI-B Strawberry multiplier disease 16SrVI-B AF190224 
VI-C Illinoise elm yellows  16SrVI-C AF409070 
VI-D Perwinkle little leaf 16SrVI-D AF228053 
VI-E Centarurea solstitialis virescence 16SrVI-E AY270156 
VI-F Catharanthus phyllody phytoplasma  16SrVI-F EF186819 
VI-H Portulaca little leaf phytoplasma  16SrVI-H EF651786 
VI-I  ‘Candidatus Phytoplasma sudamericanum’ 16SrVI-I GU292081 
ZTBB Zanjan tomato big bud 16SrVI-A KR150879 
A.laidlawii Acholeplasma laidlawii ------- M23932 

  
 یکه قبل از آلـودگ  ییها وهیم یبد شکلسنگی شدن و  ،وهیم

، ی، بـرگ قاشـق  یک برگی، باریزبرگیل شده بودند، ریتشک
 ی، ارغـوان رنگ ـ هـا  بـرگ  یدگی ـو رنـگ پر  یم شدگیضخ
 یز کوتـولگ ی ـو ن هـا  بوتـه  ییانتهـا  يهـا  در قسمت ها برگ

  ). 1شکل(

  یانتقال فیتوپلاسماي همراه با غنچه درشت گوجه فرنگ

بـا روش پیونـد    یاهان سالم بادنجان و گوجـه فرنگ ـ یگ
 یجانبی با فیتوپلاسماي عامل غنچه درشـت گوجـه فرنگ ـ  

بوتـه گوجـه    5عامل بیماري از  هر کدام از . زنی شدند مایه
اه ی ـوند به پنج گیعلائم در مزارع زنجان،  با پ يدارا یفرنگ

اه سـالم بادنجـان منتقـل و از    ی ـو پنج گ یسالم گوجه فرنگ
در .  دی ـق سس بـه  چهـار بوتـه پـروانش منتقـل گرد     یطر

م شدن سـاقه ، بـرگ و جوانـه ، لولـه شـدن      یبادنجان صخ
سـاقه و   یجـانب  يهـا  به طرف داخل ، رشد جوانـه  ها برگ
کوچـک و زرد   يها کوتاه با برگ ییها ه شاخهب ها ل آنیتبد

 یو در گوجه فرنگ) 2Aَشکل(اه یو مرگ گ یرنگ، کوتولگ
 یغنچه درشت گوجه فرنگ ـ يماریه به علائم بیشب یعلائم

و  ها شدن جوانه یدر مزرعه از جمله  تورم جوانه و ارغوان
علائـم بـارز   . دی ـمشـاهده گرد  )2Bشکل ( جوان يها برگ
 و ي، زردیزبرگ ـیشـده ر  یه زنیما يها در پروانش يماریب

 یه زنیاهان مایدوره نهفتگی بیماري در گ .بودند يگل سبز
 وند تـا یشده با پ یه زنیما یروز در گوجه فرنگ 45شده از 

  .ر بودیشده با سس متغ یه زنیروزدر  پروانش ما 88
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،  ریز برگی ، B؛، تورم جوانه و بنفش شدن قسمت هاي مختلف گیاهA: علائم بیماري غنچه درشت گوجه فرنگی در مزارع زنجان -1شکل 

  .، کوچک ماندن ، بدشکلی و سنگی شدن میوهE ؛، تورم و جاروك D ؛، رشد جوانه هاي داخل گلC ؛قاشقی شدن و زردي برگ ها
Fig. 1. Symptoms of big bud disease in tomato fields in Zanjan: A, Big bud and purplish of  different parts of the 

plant; B, small, yellowed and cupped leaves; C, floral proliferation; .D, witches’ broom and big bud; E,  Small 

miss-shaped and stony fruits.   
  

  )PCR(اي پلیمراز  واکنش زنجیره

مستقیم با اسـتفاده از    PCRچرخه در آزمون  35پس از 
بـا جفـت آغـازگر     يو دومرحلـه ا  P1/P7جفت آغاز گـر  

R16F2n/R16R2  حـدود  ب ی ـبـه ترت (قطعات مورد انتظـار
در پـنج نمونـه گوجـه    ) جفـت بـاز   1250جـدود  و  1800

پنج نمونـه  فرنگی داراي علائم غنچه درشت در طبیعت  و 
از هریک از گیاهان مایه زنی شده شامل  بادنجان،  گوجـه  

و یک نمونه از پروانش آلوده به فیتوپلاسماي عامل  یفرنگ
تحـت همـین   .  ر شدیتکث) کنترل مثبت(جاروك لیموترش 
ن سالم گوجه فرنگی، بادنجـان و پـروانش   ها شرایط در گیا

 .)3شکل ( باندي مشاهده نگردید) کنترل منفی(سالم

 يآزمــون چنــد شــکلی طــولی قطعــات برشــی مجــاز
)Virtual-RFLP(  

جفـت بـاز از ژن ار    1250مجازي بر اساس  RFLPز  یآنال
ــوزومی  ــه  تکث( 16Sان اي ریبــ ــناحیــ ــت  يریــ جفــ

 يتوپلاســماینشــان دادکــه ف)   R16F2n/R16R2آغــازگر
 .Ca' در زنجـان بـا   یهمراه با غنچه درشت  گوجه فرنگ ـ

Phytoplasma trifolii'   Ay390261)(رگـروه ینده زی، نما 
A   16در  گروهSrVI باشـد   یم ـ) 1ب تشابه یضر( کسانی
  ).4 شکل(
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،  A:علائم بیماري در بادنجان  و گوجه فرنگی مایه زنی شده با عامل بیماري غنچه درشت گوجه فرنگی زنجان با استفاده از پیوند . 2شکل 

ضخیم و مرگ گیـاه در  ی و تبدیل آن ها به شاخه هاي کوتاه با برگ هاي زرد و بهاي جان ساقه ، قاشقی شدن برگ، رشد جوانهضخیم شدن 
  .، تورم جوانه و بنفش شدن جوانه ها در گوجه فرنگی Bبادنجان؛

Fig. 2. Disease symptoms in  eggplant and tomato   plants graft  inoculated with Zanjan tomato big bud agent: A,  
Thickened  stem, growth of lateral buds to small branches bearing  yellowed and cupped leaves in eggplant; B,  
Big bud and purple buds in tomato. 
 

 
،  نمونه 1راهک %: 1در ژل آگاروز  )جفت باز P1/P7 )1800مستقیم با استفاده از جفت آغازگر  PCRنقوش الکتروفورزي محصول  .3شکل

،  نمونه هاي گوجه فرنگی آلوده به فیتوپلاسماي عامل غنچه  3و2؛ راهک )کنترل مثبت(ي پروانش آلوده به فیتوپلاسماي جاروك لیموترش 
با عامل غنچه درشـت گوجـه زنجـان،     هاي بادنجان و گوجه مایه زنی شده ، نمونه 5و   4درشت درمزارع گوجه فرنگی زنجان، راهک هاي 

  )سیناژن،ایران. ( ، مارکر دي ان ا M؛ راهک)کنترل منفی(نمونه ي گوجه فرنگی،  بادنجان و پروانش سالم : 8و  7، 6راهک 
Fig.3- Agarose gel electrophoresis pattern of PCR products using P1/P7 primer pair. Lane 1,  periwinkle plant 
infected with lime witches’ broom phytoplasma ( positive control); lanes 2 and  3, symptomatic tomato plants 
from tomato fields in Zanjan; lanes  4 and 5, eggplant and tomato  plants graft inoculated with Zangan tomato 
big bud agent; lanes  6, 7 and 8,  healthy tomato, eggplant and  periwinkle plants. M, DNA marker (CinaGen, 
Iran). 



 ۴۲۷-۴۱۵: ۱۳۹۵ سال / ۳شماره /  ۵۲جلد  / هاي گياهيبيماري

423 

  
فیتوپلاسـماي   16Sجفت باز از ژن ار ان اي ریبـوزومی   1250رایانه اي بر اساس ترادف نوکلئوتیدي RFLP نقوش حاصل از : 4شکل     

، AluI ،BamHI ،BfaI: هـاي  با استفاده از آنـزیم  16SrVI-Aوه در زنجان ویک فیتوپلاسما از  زیرگر همراه با غنچه درشت گوجه فرنگی
BstUI ،DraI ،EcoRI ،HaeIII ،HhaI ،HinfI ،HpaI ،HpaII ،KpnI ،Sau3AI ،MseI ،RsaI ،SspI   وTaqI . ،ــارکر دي ان اي مـ

virtual ØX174 HaeIII digested size marker   
Fig. 4. Virtual RFLP patterns obtained by digestion of 1250 bp nucleotide sequence of 16S ribosomal RNA gene 
of Zanjan tomato big bud  phytoplasma and a phytoplasma related to 16SrVI-A subgroup using the enzymes 
AluI, BamHI, BfaI, BstUI, DraI, EcoRI, HaeIII, HhaI, HinfI, HpaI, HpaII, KpnI, Sau3AI, MseI, RsaI, SspI and 
TaqI. MW, virtual ØX174 HaeIII digested size marker. 
 
  

  تعیین ترادف و آنالیز فیلوژنتیکی

جفت بازي از اپـرون   1800( م  یآر مستق یس یمحصول پ
علائـم   يدارا یپنج  بوته گوچه فرنگ ـ) ار ان اي ریبوزومی

 ـی ـبوته پروانش ما 5غنچه درشت در مزارع زنجان و   یه زن
. ن تـرادف شـدند  ییتع ها همراه با آن يتوپلاسماهایشده با ف

 100بـه دسـت آمـده     يهـا  ترادف يدیزان تشابه نوکلئوتیم
  تحـت رس شـمار   ها ک نمونه از آنیدرصد بود و ترادف 

KR150879جستجو بـا  . ها ثبت شد در بانک جهانی ترادف
جفت بازي، ضـمن   1800برنامه بلاست با استفاده از قطعه 

در  یتایید فیتوپلاسمائی بودن غنچه درشـت گوجـه فرنگ ـ  
هاي مورد مطالعه در این تحقیـق   زنجان نشان داد که ترادف
هــا،  از  بانــک تــرادف  یهــاي انتخــاب در میــان فیتوپلاســما

ــا فیتوپلاســماهاي گــروه  ار ان ا   يبیشــترین نزدیکــی را ب
، )Clover proliferatin,16SrVI(افژولش شبدر   یوزومبیر

بر اساس درخت تبارزایی حاصل از مقایسـه تـرادف   . دارد
 .Ca. P'  'زنجـان بـا   ، جدایـه  16Sژن ار ان اي ریبوزومی 

trifolii  16از گـروه   ییتوپلاسمایفSrVI  بنـدي شـد    طبقـه
درخت تبارزایی حاصل از مقایسه تـرادف ژن ار  ). 5شکل(

همراه بـا تـورم جوانـه     يتوپلاسمایف 16Sریبوزومی ان اي 
ر ی ـنـده ز ینما يهـا  توپلاسـما یدر زنجان بـا ف  یگوجه فرنگ

ه زنجـان در  ی ـنشـان داد کـه جدا    16SrVIگروه يها گروه
 (  Aر گـروه   ی ـنـده ز ینما بـه  هـا  ر گروهیر زیسه با سایمقا

Vinca virescence phytoplasma  ,16SrVI-A( کتـر  ینزد
  ). 6شکل(رد یگ یک شاخه قرار میاست و با آن در 
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بـا اسـتفاده از گزینـه     outgroupبه عنوان  Acholeplasma laidlawiiفیتوپلاسما و  17دندروگرام حاصل از تطابق نوکلئوتیدي  .5شکل 

. 16Sر ان اي ریبـوزومی  آبر اساس ترادف نوکلئوتیدي کامـل ژن   MEGA5افزار  در نرم Neighbor joining روش ودرخت فیلوژنتیکی 
براي اسامی فیتوپلاسماها  و شماره دسترسی آن هابه جـدول   .تکرارمی باشند 1000براي ) bootstrap(اعداد بالاي شاخه ها، اعتبار سنجی 

  .مراجعه شود 1
Fig. 5. Phylogenetic tree constructed from the alignment of full length 16S rRNA gene nucleotide sequences of 
17 phytoplasmas and Acholeplasma laidlawii as the outgroup by Neighbor joining method  using MEGA5 
Software; Numbers above the branches, bootstrap support (1000 replicates). See table 1 for phytoplasma names 
and related accession numbers. 

  
  بحث

و  ، انتقال عامـل بیمـاري  بـا سـس    يماریبر اساس علائم ب
، بادنجان و پروانش و ظهـور علائـم   یوند به گوجه فرنگیپ
با استفاده از جفت   PCRو واکنش مثبت در  ییتوپلاسمایف

غنچـه درشـت گوجـه    توپلاسـماها،  یف یعموم يآغازگرها
 ـی ـا. دارد یتوپلاسـمائ یت فی ـدر زنجـان ماه  یفرنگ ن ین اول

 یغنچـه درشـت در اسـتان زنجـان م ـ     يمـار یگزارش از ب

مـزارع گوجـه    یدر تمام يمارین بینکه ایبا توجه به ا.باشد
از مزارع گوجـه   ياریشود و  در بس یده میزنجان د یفرنگ
 چه درشتغن يماریبه ب یزان آلودگیاستان زنجان م یفرنگ
 يجد يدیتهد  يمارین بیرسد ا یدر صد م 50ش از یبه ب
در اســتان زنجــان و احتمــالا   یکشــت گوجــه فرنگــ يبـرا 
 نیـی ن چـار چـوب تع  یدر هم. باشد یمجاور  م يها استان

ــابع پا ــل و من ــناق ــل ب يداری ــاریعام ــاز اولو يم ــا تی   يه
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، فیتوپلاسماي همـراه بـا    16SrVIفیتوپلاسما به عنوان نمایندگان زیر گروه هاي گروه  8دندروگرام حاصل از تطابق نوکلئوتیدي  -6شکل 

جفت باز از  ژن ار ان اي ریبوزومی 1200بر اساس  outgroupبه عنوان  Acholeplasma laidlawii عنچه درشت گوجه فرنگی زنجان و 
16S  . روش دندوگرام  با Neighbor joining افـزار   در نرمMEGA5     اعـداد بـالاي شـاخه هـا، اعتبـار سـنجی       . ترسـیم شـده اسـت

)bootstrap ( مراجعه شود 1براي اسامی فیتوپلاسماها و شماره دسترسی آن ها به جدول  .تکرارمی باشند 1000براي.  
Fig. 6. Phylogenetic tree constructed from the alignment of 1200 bp of 16S rRNA gene nucleotide sequences of 
8 phytoplasmas as representatives of 16SrVI phytoplasma subgroups, Zanjan  tomato big bud phytoplasma and  
Acholeplasma laidlawii as the outgroup. The  tree  was constructed by Neighbor joining method using 
MEGA5 Software; Numbers above the branches, bootstrap support (1000 replicates). See table 1 for phytoplasma 
names and related accession numbers. 

  
  . باشد یم یپژوهش

ي  ، جستجو با برنامهيمجاز RFLP يها براساس آزمون
BLASTيدی ـزان تشابه نوکلئوتیو م یکیلوژنتیف يها زی، آنال 

در استان زنجان متعلق بـه   غنچه درشتعامل  يتوپلاسمایف
 يا گونـه  ی (16SrVI) در گروه  افزولش شبدر Aزیر گروه

  . باشد یم Can. Phytoplasma trifolii' ' يشنهادیپ
رگـروه  یز يتوپلاسما به عنـوان اعضـا  ین فیتاکنون چند

16SrVI-A   ــد ماننــد  Potato witche'sشــناخته شــده ان

Broom )PWB ()ــماره ــا رس شــ  ,  AY500130 يهــ
AY500818  (وVinca virescence  ) ــماره رس شــ
AY500817  ) (Lee & Bettner 2004 .( ران ی ـشتر در ایپ

 يمـار یهمراه بـا ب  16SrVI-Aر گروه یاز ز ییها توپلاسمایف
و  یشمال يرضو يها اناز است  یگوجه فرنگ غنجه در شت

 Moslemkhani(و البـرز  ) Jamshidi et al. 2015( یجنوب

et al. 2014(   ــد ــده ان ــزارش ش ــماهایف. گ از  ییتوپلاس
 Salehi et( زدی ـفـارس ،   يها در استان 16SrII ي ها گروه

al. 2005 ( و  بوشهر)Salehi et al. 2014 (  16وSrIX   از
  يو خراسان رضـو ) Salehi et al. 2005( فارس يها استان

)Jamshidi et al. 2011 (رسد  یبه نظر م. گزارش شده اند
ــدر ا ــماهایران فیـ ــا یدر مقا 16SrVI-A يتوپلاسـ ــه بـ سـ
از  ییتوپلاسـما یف يهـا  گر گروهیمتعلق به د يتوپلاسماهایف

 يشـتر یت بی ـغنچـه درشـت  اهم   يمـار یبا ب ینظر همراه
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از  ییهـا  توپلاسمایتا بحال در نقاط مختلف جهان  ف.  دارند
غنچـه   يمـار یهمـراه بـا ب   یبـوزوم یر يهفت گروه ار ان ا
ر یز 16SrIعبارتند ار  ها ن گروهیا. اند  درشت گزارش شده

 .Okuda et al(B و ) A )Lee et al. 1998 يهـا  گـروه 

1997; Marcone et al. 1997; Archoa et al. 2007( ،
16SrII  يهـا  ر گروهیز A )Xu et al. 2013 (وD )Omar 

& Foissac 2012; Singh et al. 2012; Salehi et al. 
2014( ،16SrIII )Serrone et al. 2001; Tapia-Tussell 

et al. 2012; Amaral mello et al. 2006( ،

16SrV)Serrone et al. 2001( ،16SrVI ر گـروه  ی ـز A )
Moslemkhani et al. 2014; Du et al. 2013)  Anfoka 

et al. 2003; Lee et al. 1998, ( 16SrIXگـروه   ری ـزE 
)Jamshidi et al.  2015  (16وSrXII ــز ــروه  ی  Aر گ
)Sertkaya et al. 2007; Vellios & Lioliopoulon 2007 

ز  احتمـال وجـود   ی ـاستان زنجان ن يدر مناطق گوجه کار).
 یابی ـوجود دارد که رد 16SrVI-Aر از  یغ ییها توپلاسمایف
ن اسـتان  یغنچه درشت در ا يماریب يریها از نظرهمه گ آن

  .ضرورت دارد
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