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 چکیذٌ

فیتٛپلاسٕبٞب پزٚوبریٛتٟبی فبلذ دیٛارٜ سِّٛی، غیز لبثُ وطت ٚ ٔحذٚد ثٝ آٚ٘ذٞبی آثىطی ٌیبٜ ثٛدٜ ٚ عبُٔ ثیٕبری در ثسیبری اس 

ای خبرج . اٖ. ای وزٚٔٛسٚٔی غٙی اس ثبسٞبی آد٘یٗ ٚ تیٕیٗ ٚ چٙذ لغعٝ دی. اٖ. صْ٘ٛ در فیتٛپلاسٕبٞب یه لغعٝ دی. ٌیبٞبٖ ٞستٙذ

ثٕٙظٛر ٔغبِعٝ پلاسٕیذ . وزٚٔٛسٚٔی است، ِیىٗ در فیتٛپلاسٕبٞب ٘مص پلاسٕیذ ٕٞزاٜ ثب آٟ٘ب تبوٖٙٛ ٔطخص ٘طذٜ است

تطخیص . ای وُ ا٘دبْ ضذ. اٖ. اس ِٛثیبی ٔطىٛن ثٝ آِٛدٌی ثٝ فیتٛپلاسٕب ٕ٘ٛ٘ٝ ثزداری ٚ استخزاج دیفیتٛپلاسٕبی فیّٛدی ِٛثیب، 

ٜ ة.  ٕٞسب٘ٝ سبسی ٚ تعییٗ تزادف ٌزدیذPCR ا٘دبْ ٚ ٔحصَٛ P1 ٚ P7فت آغبسٌز ج ثب استفبدٜ اس PCRفیتٛپلاسٕب در آسٖٔٛ 

 ٚ لغعٝ ای اس پلاسٕیذ ستفبدٜ ٌزدیذا پّی ٔزاس ی اِ. اِٖ.اس آ٘شیٓ فی دیٜ آِٛد ِٛثیبی ٖٔٛ٘ٝپلاسٕیذ فیتٛپلاسٕب اس تىثیز ٔٙظٛر 

ای ریجٛسٚٔی فیتٛپلاسٕبی فیّٛدی ِٛثیب ٔتعّك ثٝ ٌزٜٚ . اٖ . ثز اسبس تزادف صٖ آر.ضذٕٞسب٘ٝ سبسی ٚ تعییٗ تزادف فیتٛپلاسٕب 

16SrVIثبس وٝ تعییٗ تزادف ٌزدیذ، 2508لغعٟبی اس پلاسٕیذ فیتٛپلاسٕبی فیّٛدی ِٛثیب ثٝ عَٛ .  یب ٌزٜٚ خبرٚئی ضجذر است 

ٖ لغعٝ دارای سٝ چبرچٛة ای.  داضتBeat leaf hopper transmitted virescence phytoplasmaثیطتزیٗ ضجبٞت را ثب 

 . پلاسٕیذ فیتٛپلاسٕبی فیّٛدی ِٛثیب ٔیجبضذ ٚ تعییٗ تزادف ایٗ اِٚیٗ ٌشارش اس ردیبثی. است 567 ٚ 759، 444خٛا٘ذ٘ی ثبس ثٝ عَٛ 

 

 . ، ٕٞب٘ٙذ سبسی دایزٜ غّتبٖای خبرج وزٚٔٛسٚٔی. اٖ. دی فیتٛپلاسٕب، :ياشٌ َای کلیذی

 

 مقذمٍ    

فیتٛپلاسٕبٞب ٔحذٚد ثٝ . (6)فیتٛپلاسٕبٞب پزٚوبریٛتٟبی فبلذ دیٛارٜ سِّٛی ٞستٙذ ٚ عبُٔ ثیٕبری ٞبی ٔتعذدی در ٌیبٞبٖ ٔیجبضٙذ 

أىبٖ وطت ٚ خذاسبسی فیتٛپلاسٕبٞب در . (6)آٚ٘ذٞبی آثىطی ٌیبٜ ثٛدٜ ٚ تٛسظ حطزات تغذیٝ وٙٙذٜ اس آٚ٘ذٞب ا٘تمبَ ٔییبثٙذ 

صْ٘ٛ فیتٛپلاسٕبٞب . (6، 3، 2)آسٔبیطٍبٜ تبوٖٙٛ ٔیسز ٘طذٜ است ٚ ثٝ ٕٞیٗ دِیُ ثسیبری اس خصٛصیبت آٟ٘ب وبٔلا ضٙبختٝ ضذٜ ٘یست 

. ٕٞچٙیٗ تعذادی دی. (6، 2)ای وزٚٔٛسٚٔی تطىیُ ضذٜ وٝ غٙی اس ثبسٞبی آد٘یٗ ٚ تیٕیٗ است . اٖ. ٕٞب٘ٙذ ثبوتزیٟب اس یه لغعٝ دی

ای . اٖ. حضٛر دی. (6)ای خبرج وزٚٔٛسٚٔی ٕٞزاٜ ثب اسپیزٚپلاسٕبٞب، ٔیىٛپلاسٕبٞب ٚ اوّٛپلاسٕبٞب لجلا ٌشارش ضذٜ است . اٖ

، 2)تٟٙب تزادف وبُٔ تعذادی اس آٟ٘ب در دستزس ٔی ثبضذ خبرج وزٚٔٛسٚٔی در ثعضی اس فیتٛپلاسٕبٞب ٘یش ٌشارش ضذٜ است، ِٚی 

پلاسٕیذٞبی ثبوتزیبئی تِٛیذ پزٚتئیٟٙبیی ثب ٘مص ٟٔٓ ثیِٛٛصیىی ثزای آٟ٘ب ٔیىٙٙذ ِیىٗ اعلاعبت وٕی در ٔٛرد پزٚتئیٟٙبی سٙتش . (6

پلاسٕیذٞبی ثبوتزیٟبی ثیٕبریشای ٌیبٞی ٔب٘ٙذ ٌٟٟٛ٘بی . (6، 3)ضذٜ ثٛسیّٝ پلاسٕیذ ِٔٛیىٛتٟب ٚ فیتٛپلاسٕبٞب ٚخٛد دارد 

احتٕبَ . اٌزٚثبوتزیْٛ ثزای ثیٕبری سائی ضزٚری ٞستٙذ ِیىٗ در فیتٛپلاسٕبٞب ٘مص پلاسٕیذ ٕٞزاٜ ثب آٟ٘ب تبوٖٙٛ ٔطخص ٘طذٜ است

در تعذادی اس اعضبی . (6، 3، 2)دارد وٝ ایٗ پلاسٕیذٞب وذ وٙٙذٜ صٟ٘بئی ثبضٙذ وٝ در ارتجبط ثب ثیٕبری سائی یب ا٘تمبَ فیتٛپلاسٕب ثبضٙذ 

. (3، 2)ای خبرج وزٚٔٛسٚٔی ٌشارش ضذٜ است . اٖ.  فیتٛپلاسٕب یب ٌزٜٚ خبرٚئی ضجذر ٘یش ٚخٛد یه یب دٚ لغعٝ دی16SrVIٌزٜٚ 

پلاسٕیذ ٕٞزاٜ ثب فیتٛپلاسٕبی عبُٔ فیّٛدی ِٛثیب خٟت ٔغبِعبت ثیطتز در ٘مص آٟ٘ب در در ایٗ ٔمبِٝ ثٝ ٔٙظٛر ثزرسی احتٕبَ ٚخٛد 
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ای خبرج وزٚٔٛسٚٔی فیتٛپلاسٕبی ٕٞزاٜ ثب فیّٛدی ِٛثیب ٕٞسب٘ٝ سبسی ٚ تعییٗ تزادف . اٖ. ثیٕبری سائی فیتٛپلاسٕب، یه لغعٝ اس دی

 .ضذٜ است

 

 مًاد ي ريشُا 

 :شىاسائی فیتًپلاسما با استفادٌ از آزمًن زوجیرٌ ای پلیمراز

وٛچه ضذٖ ٚ ثذضىّی ثزي، فیّٛدی ٌّجزي ٚ ثٕٙظٛر خذاسبسی پلاسٕیذ ٕٞزاٜ ثب فیتٛپلاسٕب، ِٛثیبی ٔطىٛن ثٝ آِٛدٌی ثب علایٓ 

ثٝ  Cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) ای وُ ثب استفبدٜ اس. اٖ. استخزاج دی.  ثٝ آسٔبیطٍبٜ ٔٙتمُ ضذوٛتٍِٛی

در .  ثزای ضٙبسبئی فیتٛپلاسٕب استفبدٜ ضذP1(1)  ٚP7 (4) اس آغبسٌزٞبی عٕٛٔی . (7)ا٘دبْ ضذ  (1998) ٚ ٕٞىبراٖ رٚش صاً٘

  ٔیىزِٚیتز ثبفز ٚاوٙص ثب غّظت5/2 ، ٔیىزِٚیتز اس ٞز یه اس آغبسٌزٞب2ای اٍِٛ ثب . اٖ.  ٔیىزِٚیتز دی5/1ٚاوٙص س٘دیزٞبی پّی ٔزاس 

 ٔیىزِٚیتز آ٘شیٓ 25/0ٚ  ( ٔیّی ٔٛلارdNTPs10 ( ٔیىزِٚیتز ٔخّٛط 5/0 ، ٔیّی ٔٛلار50 ٔیىزِٚیتز وّزیذ ٔٙیشیْٛ 25/1 ، ثزاثز10

Taq DNA Polymerase ( ٚاحذ در ٔیىزِٚیتز5ثب غّظت )  پزٚفبیُ دٔبیی ٚاوٙص ضبُٔ .  ٔیىزِٚیتز ٔخّٛط ضذ25در حدٓ ٟ٘بئی

°C94 چزخٝ ضب35ُٔ ، دلیمٝ ثعٙٛاٖ ٚاسزضتٝ سبسی آغبسیٗ ٚ ثذ٘جبَ آ2ٖ ثٝ ٔذت °C 94 ثب٘یٝ،30 ثٝ ٔذت °C  55 90 ثٝ ٔذت 

ٔحصَٛ پی .  ثعٙٛاٖ تىٕیُ پّیٕزیشاسیٖٛ ثٛدC 72° دلیمٝ در دٔبی 7 دلیمٝ ٚ یه چزخٝ ا٘تٟبیی ثٝ ٔذت 2 ثٝ ٔذت C  72°ثب٘یٝ،

 Ins TA Clone ™ PCR اس صَ استخزاج ٚ ثب استفبدٜ اس ویت درصذ اِىتزٚفٛرس ضذ ٚ ثب٘ذ حبصُ 2/1سی آر، در صَ آٌبرٚس 

Cloning Kit  ُدر ٘بل pTZ57R/Tٝاِحبق ٚ در سٛی DH5  Escherichia Coli ٖٕٞسب٘ٝ سبسی ضذٜ ٚ تٛسظ ضزوت ٔبوزٚص 

 ثب تزادف ٞبی ٔٛخٛد در ثب٘ه صٖ NCBIدر سبیت  Blastتزادف ثذست آٔذٜ ثٛسیّٝ ٘زْ افشار . ٌزدیذ تعییٗ تزادف (وزٜ خٙٛثی)

 .ٔمبیسٝ ضذ

 

 

  ي َمساوٍ سازی پلاسمیذ فیتًپلاسما بٍ ريش دایرٌ غلتانکثیرت

 Templiphi (GEویت ٔٛخٛد در  ( polymerase)  پّی ٔزاسی اِ. اِٖ.اس آ٘شیٓ فی دی پلاسٕیذ ٕٞزاٜ ثب فیتٛپلاسٕب تىثیزخٟت 

Healthcare) ،ثٝ رٚش دایزٜ ٘ٛوّئیه اسیذ حّمٛی  ، ایٗ ویتاستفبدٜ اسثب . (5) ستفبدٜ ٌزدیذا  ٚ ٕٞىبراٖ ضفزدر اسبس رٚشة

ثٛسیّٝ  pTZ57R٘بلُ ٚ پّیٕز تِٛیذ ضذٜ . ضذٔز خغی تىثیز یصٛرت یه پُةٚ  (rolling circle amplification, RCA)اٖ تغُ

 ,GenCatch PCR Purification Kit (Epoch Life Scienceثب استفبدٜ اس ویتش خٛردٜ ٚ  ثزHindIII  ٔحذٚدوٙٙذٞیآ٘شیٓ 

USA) تعییٗ تزادف پلاسٕیذ فیتٛپلاسٕب ثٝ . سپس پلاسٕیذ فیتٛپلاسٕب در ٘بلُ اِحبق ٚ ٕٞسب٘ٝ سبسی ضذ. خبِص سبسی ضذ٘ذ

. ثب تزادف ٞبی ٔٛخٛد در ثب٘ه صٖ ٔمبیسٝ ٌزدیذ Blastتزادف ثذست آٔذٜ ثٛسیّٝ ٘زْ افشار   ا٘دبْ Primer walkingٚرٚش 

 .  ا٘دبْ ٌزفت Vector NTI ver. 10ضٙبسبئی چبرچٛثٟبی ص٘ی تٛسظ ٘زْ افشار 

 

 

 

                                                
1- Zhang et al., 
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 وتایح ي بحث

 در ِٛثیبی دارای علائٓ ٚ فمذاٖ آٖ در ٌیبٜ سبِٓ تبئیذ وٙٙذٜ آِٛدٌی ٕ٘ٛ٘ٝ  P1ٚ P7آغبسٌزٞبی ثٛسیّٝ  bp1800ٕٞب٘ٙذ سبسی لغعٝ

ثذست آٔذٜ ثب  اس ٔمبیسٝ تزادف. ٘تبیح تعییٗ تزادف ٘یش ٔبٞیت لغعٝ تىثیز ضذٜ را تبئیذ وزد. (1ضىُ )ٞبی ِٛثیب ثٝ فیتٛپلاسٕب ثٛد 

 یب ٌزٜٚ 16SrVIٌزٜٚ  اس Aتزادف ٔٛخٛد در ثب٘ه صٖ ٔطخص ضذ وٝ فیتٛپلاسٕبی عبُٔ فیّٛدی ِٛثیب ٔتعّك ثٝ سیز ٌزٜٚ 

تزادف حبصُ ضجبٞت سیبدی ثب فیتٛ پلاسٕبی سردی وّٓ ٚ خبرٚئی سیت سٔیٙی دارد وٝ پیطتز . فیتٛپلاسٕبی عبُٔ ا٘جٛٞی ضجذر است

فیتٛ پلاسٕبی عبُٔ سردی وّٓ ٘یش ٔتعّك ثٝ سیز ٌزٜٚ . (ٔغبِعبت ٔٙتطز ٘طذٜ)تٛسظ صبِحی ٚ ٕٞىبراٖ در ایزاٖ ضٙبسبئی ضذٜ ا٘ذ 

A 16ٌزٜٚ  اسSrVIیب ٌزٜٚ فیتٛپلاسٕبی عبُٔ ا٘جٛٞی ضجذر است . 

 

 
 ٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی آِٛدٜ ثٝ 1-8 ، درصذ 2/1 اس ٌیبٞبٖ ِٛثیب ثب علائٓ فیّٛدی ٚ ریش ثزٌی در صَ آٌبرس P1/P7 ثب آغبسٌزٞبی PCR٘تیدٝ اِىتزٚفٛرس ٔحصَٛ : 1ضىُ 

 .(3000bp-100) ٘طبٍ٘ز M.  وٙتزَ ٔٙفی9فیتٛپلاسٕب، ستٖٛ 

 

، 250 در صَ آٌبرس ضص لغعٝ ثب ا٘ذاسٜ تمزیجی  پّی ٔزاسی اِ. اِٖ.فی دیپس اس ٞضٓ آ٘شیٕی ٔحصَٛ ٕٞب٘ٙذ سبسی ضذٜ تٛسظ آ٘شیٓ 

 خفت ثبسی خٟت تعییٗ تزادف ٚ ضٙبسبئی ٔبٞیت 2500لغعٝ . (2ضىُ ) خفت ثبس ٔطبٞذٜ ضذ 5800 ٚ 2500، 1600،  1100، 550

 ٘ٛوّئٛتیذ عَٛ ٚ دارای 2508٘تیدٝ تعییٗ تزادف ٘طبٖ داد وٝ ایٗ لغعٝ دارای . آٖ ثزای تعییٗ تزادف ا٘تخبة ٚ ٕٞسب٘ٝ سبسی ضذ

 Beet leaf hopper transmitted virescence درصذ ضجبٞت ٘ٛوّئٛتیذی ثب لسٕتی اس پلاسٕیذ ثشرٌتز فیتٛپلاسٕبی 96

phytoplasma (AY423627)  اس ٞضٓ آ٘شیٕی پلاسٕیذ ثشرٌتز ایٗ فیتٛ پلاسٕب تٛسظ ٘زْ افشار ٘یش اٍِٛی ٔطبثٟی ثب . (3)است

. (3ضىُ )لغعٝ تعییٗ تٛاِی ضذٜ دارای سٝ چبرچٛة ص٘ی وبُٔ ثٛد .  ایدبد ٔیٍزددHindIIIٞضٓ آ٘شیٕی لغعٝ تىثیز ضذٜ ثب 

 87-90 درصذ ضجبٞت در سغح ٘ٛوّئٛتیذ ٚ 91-93آٟ٘ب دارای .  ٘ٛوّئٛتیذ عَٛ داضتٙذ567 ٚ 759، 444چبرچٛثٟبی ص٘ی ثتزتیت 

٘مص پزٚتئیٟٙبی احتٕبِی .  ثٛد٘ذpBLTVA-1درصذ ِٕٞٛٛصی در سغح آٔیٙٛاسیذ ثب چبرچٛثٟبی ص٘ی چٟبر، ضص ٚ ٞفت پلاسٕیذ 

 ثیٗ چبرچٛة ص٘ی چٟبر ٚ ضص، یه چبرچٛة ص٘ی دیٍز ٘یش pBLTVA-1در . تِٛیذ ضذٜ در ثیِٛٛصی فیتٛپلاسٕب ٔطخص ٘یست

 . ٚخٛد دارد ِیىٗ لغعٝ تعییٗ تٛاِی ضذٜ فبلذ ایٗ چبرچٛة ص٘ی ثٛد
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-100) ٘طبٍ٘ز M، (1چبٞه )% 1 در صَ آٌبرٚس HindIII٘مص اِىتزٚفٛرسی ٞضٓ آ٘شیٕی پلاسٕیذ ٕٞزاٜ ثب فیتٛپلاسٕبی فیّٛدی ِٛثیب ثٛسیّٝ آ٘شیٓ : 2ضىُ

3000bp).لغعٝ ٕٞسب٘ٝ سبسی ضذٜ در تحمیك حبضز ثب فّص ٔطخص ضذٜ است . 

 

 

bean phyllody

2511 bp

CDS7

CDS6CDS4 Pst I (2225)Hin dIII (2) Hin dIII (2507 )

 
 .Vector NTI ver. 10 تزسیٓ ضذٜ ثب  ٘زْ افشار 16SrVI٘مطٝ ص٘ی لسٕتی اس پلاسٕیذ ٕٞزاٜ ثب فیتٛپلاسٕبی فیّٛدی ِٛثیب اس ٌزٜٚ : 3ضىُ 

 

 ٘طبٖ دٞٙذٜ آٖ است وٝ ٍٕٞی اس اٍِٛی ٚاحذی ٔٙطبء HindIIIغّظت ٔطبثٝ ثب٘ذٞبی حبصُ اس ٞضٓ آ٘شیٕی پلاسٕیذ ثب آ٘شیٓ 

اس ٌزٜٚ . ای خبرج وزٚٔٛسٚٔی است. اٖ.  دی تٟٙب حبٚی یه ٘ٛعBLTVAٌزفتٟب٘ذ ٚ احتٕبلا فیتٛپلاسٕبی فیّٛدی ِٛثیب ثز خلاف 

16SrVI ای خبرج وزٚٔٛسٚٔی در . اٖ. دی فیتٛپلاسٕبٞب تبوٖٙٛ تٟٙب حضٛرBLTVAٚ Onion yellows phytoplasma ،

Paulownia witches'-broom phytoplasma ،Candidatus Phytoplasma australiense ،'Brassica napus' phytoplasma 

 ،Aster yellows phytoplasma  ٚ Periwinkle leaf yellowing phytoplasma   ٌشارش ضذٜ ثٛد ٚ ایٗ اِٚیٗ ٌشارش اس

 . خبرج وزٚٔٛسٚٔی در فیتٛپلاسٕبی فیّٛدی ِٛثیب است. ای.اٖ. ضٙبسبئی دی
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Abstract 

Phytoplasmas are prokaryotes that lack a cell wall, inhabit into the phloem sieve elements of plants and are 

the causal agents of numerous plant diseases. Phytoplasmas cannot be cultured in vitro and as a result they 
remain poorly characterized. The genome of phytoplasmas consists of an ciruular A-T rich chromosom and 

several extrachromosomal DNA. However there is extremely little information on function of phytoplasma 

plasmids. To study plasmid of bean phyllody phytoplasma, total DNA were extracted from samples of bean 

which were suspected to phytoplasma infection. PCR was carried out using P1/P7 primer pair followed by 
sequencing to identify phytoplasma. Phi DNA polymerase used in order to amplify extrachromosomal DNA 

of phytoplasma; then, part of the amplified plasmid was sequenced. Based on 16SrRNA sequence, casual 

agent of bean phyllody clusterd in 16srVI group of phytoplasma. A 2508bp fragment of bean phyllody 
phytoplasma have high similarity with larger plasmids of Beat leaf hopper transmitted virescence 

phytoplasma. This fragment contain three open reading fram with 444, 759 and 567 bp lenght. Based on our 

knowledge, it is the first report for amplification and sequencing of bean phyllody phytoplasma plasmids.  
 

Keywords: Phytoplasma, Extrachromosomal DNA, Rolling Circle Amplification 


