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  چکیده

ها علائـم  ، در برخی از بوته1395ن آذربایجان شرقی در تابستان ) استاVigna unguiculataهاي انجام شده از مزارع لوبیا چشم بلبلی (در بررسی
ها، ضخیم شدن و کتابی شدن ساقه، ازدیاد جوانه و کوتولگی بوته مشاهده شد. در گلخانه عامل بیماري به ها، فیلودي گلریز برگی، خشبی شدن برگ

ها ظـاهر گردیـد. بـا اسـتفاده از     گل سبزي، برگسانی و کاهش فاصله میانگرهزنی شده علائم وسیله سس به پروانش انتقال داده شد و در پروانش مایه
هاي داراي علائم قطعات اي پلی مراز (پی سی آر) از کلیه نمونهدر واکنش زنجیره R16F2n/R16R2اي و آغازگرهاي آشیانه  P1/P7آغازگرهاي عمومی

اي تکثیر نگردید. هاي گیاهان سالم، قطعهکه در نمونهاي تکثیر شد. در حالیآشیانه جفت باز در پی سی آر 1245جفت باز در پی سی آر عمومی و  1830
، آنالیز فیلوژنتیکی و بررسی چند شکلی طـولی  Blastسازي، تعیین ترادف گردید. جستجو با برنامه اي پلی مراز پس از همسانهمحصول واکنش زنجیره

و مقایسه نقوش حاصله نشان داد که  HinfI, RsaI, AluI, TaqI, HpaII هاي برشی ، با آنزیماي) محصول پی سی آر دو مرحلهRFLPقطعات برشی (
دارد.  )Clover proliferation group, 16SrVIبا اعضاي گـروه افـژولش شـبدر (    را نزدیکیلوبیا چشم بلبلی بیشترین  همراه با فیلودي فیتوپلاسماي

 علاوه بر تأیید نتـایج آنالیزهـاي   ،نزیم برشیآ 17با استفاده از مجازي   RFLP و انجام iPhyClassifierافزار ها با استفاده از نرمهمچنین آنالیز توالی
RFLP   16 مورد بررسی در گروهفیزیکی و تبارزایی نشان داد که فیتوپلاسمايSrVI-A  گیرد. قرار می )1(با ضریب تشابه  
  

  لوبیا چشم بلبلیولی قطعات برشی، فیتوپلاسما، چند شکلی ط : آنالیز فیلوژنتیکی،هاي کلیديواژه
 
  1مقدمه 

هاي فاقد دیواره سلولی هستند و عامـل  فیتوپلاسماها پروکاریوت
عمـده محـدودیت کشـت بسیاري از گیاهان سبزي، صیفی، زینتـی،  

). ایـن  22 و 13، 1باشـند ( زراعی و درختــان مثمـر و غیرمثمـر مـی    
هاي آبکشی گیاه بوده و بـه وسـیله   ها محدود به آوندمیکروارگانیسم

  .)22یابند (حشرات تغذیه کننده از آوندها انتقال می
چنـد شـکلی   و  16S rRNAژن این بیمارگر بـر اسـاس تـرادف    

گروه تقسیم شده در هـر   33) حاصل از آن به RFLP( قطعات برشی
وجود دارد کـه   Candidatus phytoplasmaحداقل یک گونه گروه 

و صـفات   گیـاهی بیمـاري شناسـی   ،بیولـوژیکی  بر اساس مشخصات
 و 1( هایی استشوند و هر گروه نیز شامل زیرگروهژنتیکی تعیین می
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12(.  
غـرب   استان آذربایجان شرقی یکی از مستعدترین نقـاط شـمال  

حبوبات در سطح وسیعی در مزارع  .باشدمی کشور به لحاظ کشاورزي
دي بـالایی اسـت. در   شود و داراي اهمیت اقتصااین استان کشت می

هاي هاي اخیر علائم ریزبرگی و فیلودي در مزارع حبوبات و بوتهسال
لوبیا چشم بلبلی این استان فزونی یافتـه لـیکن در رابطـه بـا عامـل      

  .نیست بیماري اطلاعی در دست
  

  هامواد و روش
  هاي مشکوك به آلودگیآوري نمونهجمع

آذربایجان شرقی (تبریز،  طی بازدید از مزارع کاشت لوبیا در استان
قراملک، شبستر، نظرلو، جلفا، هادیشـهر و سـیه سـران) در تابسـتان     

هاي گیاهی مشکوك به در مزارع تبریز، شبستر و نظرلو نمونه ،1395
آلودگی فیتوپلاسمایی مشاهده شد. یک بوتـه مشـکوك بـه آلـودگی     

ان منبع داخل گلدان قرار داده شد و به گلخانه منتقل گردید تا به عنو
عامل بیماري در مطالعات انتقال عامل بیماري مورد استفاده قرار گیرد. 

هاي جداگانه قرار داده شدند و بر روي یخ به ها داخل پاکتسایر نمونه
و  C4° ها تا زمان آزمایش در دمايآزمایشگاه منتقل گردیدند. نمونه

  (علوم و صنایع کشاورزي)حفاظت گیاهان  نشریه
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و یـا بـه صـورت خشـک شـده       -C 20°در طولانی مدت در دمـاي 
 اري شدند.نگهد

  
  انتقال عامل بیماري از طریق سس به گیاه پروانش

هـاي  عامل بیماري در گلخانه به کمک گیاه انگل سس به بوتـه 
 Cuscuta)هاي سس بذري پروانش انتقال داده شد. براي تهیه ریسه

campestris)   سالم، بذور این گیاه بر روي دستمال کاغذي مرطـوب
زنـی ایـن بـذور بـر روي     از جوانه هاي حاصلرشد داده شدند و ساقه

هاي سس بر روي هاي جوان پروانش منتقل گردیدند. سپس رشتهبوته
ها و فیلودي ارتبـاط  بوته لوبیا چشم بلبلی با علائم خشبی شدن برگ

داده شدند و پس از استقرار سس بر روي بوته آلوده، ارتباط آنها با گیاه 
هاي لوبیـا  س بر روي بوتهمادري قطع شد. دو هفته پس از استقرار س

هاي بذري پروانش متصل شدند. بعد ها به بوتهبا علائم فیلودي، ریسه
ها عاري از سس شده و براي بروز علائـم در  از طی یک ماه این بوته

شرایط رطوبتی و حرارتی مناسب در گلخانه و در زیر توري نگهداري 
 شدند.
  

  مرازاي پلی استخراج دي.ان. اي و واکنش زنجیره
به منظور تعیین ماهیت عامل بیماري، اسـتخراج دي. ان. اي بـا   

هـاي  به روش ژانـگ و همکـاران از رگبـرگ     CTABاستفاده از بافر
ها و فیلودي انجام هاي داراي علائم ریز برگی، خشبی شدن برگبرگ
  ). 23شد (

 از آغازگرهــــــــــــــاي عمــــــــــــــومی  
P1)AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT و (P7 

)CGTCCTTCATCGGCTCTT) (19ــیانه ــاي آش اي ) و آغازگره
R16F2n )GAAACGACTGCTAAGACTGG و (R16R2 

)TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG ــابی ــراي ردی ) ب
  ). 11( گردیدعامل بیماري استفاده 
میکرولیتر دي. ان. اي الگو با  5/1اي پلی مراز در واکنش زنجیره

 5/2 ،لمــوپیکو 5ر یــک از آغازگرهــا بــا غلظــت میکرولیتــر از هــ 2
میکرولیتـر کلریـد    25/1 ،برابـر  10میکرولیتر بافر واکنش با غلظـت  

ــوم  ــی 50منیزی ــولارمیل ــوط  5/0 ،م ــر مخل  dNTPs10 (میکرولیت
(بـا   Taq DNA Polymeraseمیکرولیتر آنـزیم   25/0مولار) و میلی

میکرولیتـر مخلـوط    25واحد در میکرولیتر) در حجم نهائی  5غلظت 
دقیقـه بعنـوان    2به مـدت   C94°کنش شامل شد. پروفایل دمایی وا

بـه   C 94° چرخـه شـامل   35 ،سازي آغازین و به دنبال آنواسرشته
دقیقـه و   2به مـدت   C 72°ثانیه، 90به مدت  C 55°ثانیه، 30مدت 

به عنوان تکمیل  C72°دقیقه در دماي  7یک چرخه انتهایی به مدت 
بـا آب مقطـر    1:30پلیمریزاسیون بود. محصول این مرحله به نسبت 

استریل رقیق گردید و یک میکرولیتر از این رقت به عنـوان دي. ان.  

اي قالب با اجزاء یاد شده در مرحله دوم پی سی آر بکـار بـرده شـد.    
اي مشابه قبل بود لیکن دماي اتصال شرایط دمائی پی سی آر آشیانه

 گراد در نظر گرفته شد. درجه سانتی 50آغازگرها 
  

پی ) محصول RFLPطول قطعات برشی ( آزمون چند شکلی
  ايآشیانه سی آر

 HinfIهايهضم آنزیمی محصول پی سی آر با استفاده از آنزیم
,RsaI, AluI, TaqI و  HpaII       طبـق دسـتور شـرکت سـازنده آنهـا

)Fermentas ) محصـولات  12) انجام شـد .(RFLP   2در ژل آگـارز 
یـن روش بـا   درصد الکتروفـورز شـدند و الگوهـاي بدسـت آمـده از ا     

) 8الگوهاي موجود در منابع و الگوي بدسـت آمـده از شـاهد مثبـت (    
 مقایسه شد.

  
 Virtual( چنـد شـکلی طـولی قطعــات برشــی مجــازي      

RFLP( ايمحصول پی سی آر آشیانه  
 ــ ـــتفاده از برنامـ ـــا اسـ ــاي PhyClassifieri هبـ  در تارنمـ

)-http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi
bin/resource/iphyclassifier.cgi( ،      ناحیه تکثیـر شـده بـا جفـت

ــازگر ــه در R16F2n/R16R2 آغ ــايجدای ــرقی  ه ــان ش  و آذربایج
 HaeIII :آنـزیم شـامل   17 بـا ) 1 جـدول هاي فیتوپلاسـمایی ( گروه

،EcoRI ،DraI ،BstUI ،BfaI ،BamHI ، AluI ،MseI ،Sau3AI 
،KpnI ،HpaII ،HpaI ،HinfI ، HhaI، TaqI،SspI ، RsaI   بـرش

چشم  یالوب یلوديف یماريهمراه با ب فیتوپلاسماي جایگـاه داده شـد و
 ).24( تعیین گردید یبلبل

  
  سازي و تعیین ترادف همسانه

با اسـتفاده از   اي پلی مراز،سازي محصول واکنش زنجیرههمسانه
 Ins T/A cloneTM PCR Cloning Kit (Fermentas)کیـت  

و  pTZ57R/Tطبق دستورالعمل شرکت سازنده در ناقل پلاسـمیدي  
ــاکتري   DH5ســویه انجــام شــد. ســپس  Escherichia Coliب

پلاسمیدهاي نوترکیب استخراج شده توسط شـرکت مـاکروژن (کـره    
هاي خوانده شده مربوط بـه  لیکلیه تواگردیدند.  جنوبی) تعیین ترادف

بـه یـک    DNA Baser (V.3.2.5) افـزار جدایه با استفاده از نـرم  هر
  .توالی نهایی تبدیل شدند

ها و نزدیکی آنهـا  هاي نوکلئوتیدي جدایهآنالیز فیلوژنتیکی توالی
هاي فیتوپلاسمایی هاي فیتوپلاسمایی و سپس با زیرگروهابتدا با گروه

 و بـه روش الحـاق   βنسخه  Mega7افزار از نرم ) با استفاده2(جدول 
). از 10انجـام شـد (   Bootstrapتکرار در ارزیابی  1000با  هاهمسایه

Acholeplasma laidlawii .نیز به عنوان برون گروه استفاده گردید  
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  نتایج و بحث
فیتوپلاسما، یکی از مهمترین بیمارگرهاي گیاهی است که باعث 

). در 3شـود ( ین محصـول اقتصـادي مـی   کاهش میـزان تولیـد چنـد   
هاي لوبیا چشم بلبلی آلوده، علائم کوچک ماندن، ضخیم شدن، بوته

هـا، ضـخیم شـدن    ها، سبز شدن گلبـرگ چروکیدگی و بدشکلی برگ
هـا، ظـاهري   ساقه، عدم تشکیل میوه و کوتولگی مشاهده شـد. بوتـه  

هایی پیچیـده، کوچـک، خشـبی و سـخت     فشرده و زرد رنگ با برگ
  ). 1 هاي سالم هم شرایط داشتند (شکلسبت به بوتهن

هاي لوبیاي آلوده به بوته با استفاده از سس، عامل بیماري از بوته
زنی شده بعد از حـدود  هاي مایهپروانش سالم منتقل شد و در پروانش

  ).2یک ماه، علائم فیلودي ظاهر شد (شکل 

  

  
) در گیاه لوبیا D)، کتابی شدن ساقه (Cها ()، سبز شدن گلبرگBو  Aها (گی و بدشکلی برگعلائم کوچک ماندن، ضخیم شدن، چروکید - 1شکل 

  ا در مزارع استان آذربایجان شرقیچشم بلبلی آلوده به فیتوپلاسم
Figure 1 - Symptoms of phytoplasma associated with phyllody cowpea showing little, thickened, wrinkled and malformed 

leaves (A,B), phyllody (C) and stem fasciation (D) collected from East Azarbaijan province 
  

هـا در  هاي داراي علائم فیلودي و خشـبی شـدن بـرگ   از نمونه
 1245و  1830اي قطعـات  هاي پی سی آر و پی سی آر آشیانهآزمون

سـنتز نشـد    که از نمونـه سـالم بانـدي   جفت باز تکثیر شدند در حالی
جفـت بـاز، بوسـیله     1830). همانندسـازي قطعـه   4و  3هـاي  (شکل

جفت باز به وسـیله آغازگرهـاي    1245و قطعه   P7و P1آغازگرهاي 
R16F2n/R16R2  در لوبیاي داراي علائم و فقدان آن در گیاه سالم

  هاي لوبیا به فیتوپلاسما بود.نشان دهنده کننده آلودگی نمونه
ــی آر  حاصــل ا RFLPالگــوي  ــی س ــر شــده در پ ز قطعــه تکثی

). از هضـم  5ها، مشابه یکدیگر بـود (شـکل   اي، در تمام جدایهآشیانه

و  280، 700قطعـات   AluIجفت بازي با آنـزیم   1245آنزیمی قطعه 
قطعـات   HpaII، بـا آنـزیم   450و  800قطعات  HinfI، با آنزیم 150
آنـزیم   و بـا  500و  700قطعـات   RsaI، با آنـزیم  150و  350، 850

TaqI  جفت بازي تولید شد. مقایسه الگوي برشی  380و  800قطعات
 بدست آمده با الگوهاي موجود در منابع نشان داد کـه فیتوپلاسـماي  

 Cloverلوبیا چشم بلبلی در گروه افـژولش شـبدر (   همراه با فیلودي
proliferation group, 16SrVI( قرار می) 24گیرد.(  

نشـان   يجفـت بـاز 1245 قطعه يمجاز RFLPآنالیز همچنین 
که فیتوپلاسماي عامل فیلودي لوبیا در استان آذربایجـان شـرقی    داد
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 Candidatus Phytoplasma trifolli )GenBankمشابه با گونـه  
accession: AY390261باشد. الگوي مجـازي بـرش آنزیمـی    ) می

با  ) نشان داد که1هاي توالی یابی شده (جدول توالی حاصل از جدایه

مشابه و ) 16SrVI )AY390261از گروه  Aاسترین رفرنس زیرگروه 
 16SrVI-Aگـروه   یرمتعلق به ز یالوب یلوديفهمراه با  یتوپلاسمايف

  ).6 (شکل باشـدمـی
  

  
  یک ماه به گیاه پروانش، بعد از از طریق سس یچشم بلبل یالوب یلوديهمراه با ف یتوپلاسماانتقال فعلائم فیلودي ناشی از  - 2 شکل

Figure 2- Periwinkle plant infected by cowpea phyllody phytoplasma showing phyllody after one month 
  

  یابی شده در تحقیق حاضرهاي توالیمشخصات جدایه - 1جدول 
Table 1- Characteristics of the sequences identified in this study 

Isolates name 
 نام جدایه

Location 
  موقعیت

Host plant 
  نام میزبان

GenBank acc No. 

  رس شمار

Iranian vigna virescence phytoplasma isolate Nazarlou-182 
Nazarlou, East Azarbayejan provinces 

 Vigna unguiculata KC633092 نظرلو، آذربایجان شرقی

Iranian vigna virescence phytoplasma isolate Shabestar 
Shabestar, East Azarbayejan provinces  

 Vigna unguiculata KC633093  شبستر، آذربایجان شرقی

Iranian vigna virescence phytoplasma isolate Tabriz-172 
Tabriz, East Azarbayejan provinces 

 Vigna unguiculata KC633094 تبریز، آذربایجان شرقی

  

  
ستون یک کنترل  ،از گیاهان لوبیا آلوده به فیتوپلاسما در ژل آگارز یک درصد P1/P7با آغازگرهاي  پی سی آرورزي محصول نقوش الکتروف -3شکل 

  100bpنشانگر  Mکنترل منفی،  9پروانش آلوده شده از طریق سس در گلخانه، ستون  8نمونه هاي لوبیا آلوده به فیتوپلاسما، ستون  2- 7مثبت، 
Figure 3- Result of electrophoresis of PCR product from cowpea infected by cowpea phyllody phytoplasma using P1/P7 
phytoplasma specific primer pairs in 1 % agarose gel. Lane 1 positive control, lanes 2-7 infected cowpea, lane 8 infected 

Periwinkle by dodder in greenhouse, lane 9 negative control, M 100bp DNA ladder 
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ستون  ،از گیاهان لوبیا چشم بلبلی آلوده در ژل آگارز یک درصد R16F2n/R16R2نقوش الکتروفورزي محصول پی سی آر با آغازگرهاي  -4شکل 

پروانش  8ون لوبیا چشم بلبلی آلوده به فیتوپلاسما، ست 2- 7هاي ، ستون یک کنترل مثبت، ستون100bpنشانگر  Mاول از سمت چپ کنترل منفی، 
  ده در گلخانهآلوده ش

Figure 4- Electrophoresis pattern of nested PCR using primer pairs R16F2n/R16R2 from infected cowpea in 1 % agarose gel. 
Left first lane negative control, M 100bp DNA ladder, lane 1 positive control, Lanes 2-7 infected cowpea, lane 8 infected 

Periwinkle by dodder in greenhouse 
  

  آنالیزهاي فیلوژنتیکیهاي فیتوپلاسمایی استفاده شده در نام و شماره دسترسی گروه - 2 جدول
Table 2- List of Phytoplasmas with group designations and GenBank accession numbers used in phylogenetic study   

Phytoplasma   16S rRNA Group and subgroup   GenBank acc No. 
Vinca virescence phytoplasma  16SrVI-A AY500817 
Strawberry multiplier disease  16SrVI-B AF190224 

Illinoise elm yellows  16SrVI-C AF409070 
Perwinkle little leaf  16SrVI-D AF228053 

Centarurea solstitialis virescence  16SrVI-E AY270156 
Catharanthus phyllody phytoplasma  16SrVI-F EF186819 

Portulaca little leaf phytoplasma  16SrVI-H EF651786 
‘Candidatus Phytoplasma sudamericanum’  16SrVI-I GU292081 

‘Candidatus Phytoplasma asteris’ 16SrI-I   M30790 
Behshahr(Iran) periwinkle phyllody 16SrVI-A KC661072 

Zanjan tomato big bud 16SrVI-A KR150879 
Khorasan Razavi tomato big bud 16SrVI-A JF508509 

‘Candidatus Phytoplasma aurantifolia’  16SrΙΙ U15442 
‘Candidatus Phytoplasma trifolii’  16SrVΙ AY390261 
‘Candidatus Phytoplasma fraxini’  16SrVΙΙ AF092209 

‘Western X-disease’  16SrΙΙΙ L04682 
‘Candidatus Phytoplasma ulmi’  16SrV-A  AY197655 

‘Candidatus Phytoplasma australiense’  16SrXΙΙ L76865 
‘Candidatus Phytoplasma palmae’  16SrIV U18753 
‘Candidatus Phytoplasma luffae’  16SrVIII AF086621 

‘Candidatus Phytoplasma cynodontis’  16SrXΙV AJ550984 
‘Candidatus Phytoplasma solani’  16SrXII AF248959 
‘Candidatus Phytoplasma oryzae’  16SrXΙ AB052873 
‘Candidatus Phytoplasma mali’  16SrX AJ542541 

'Vigna unguiculata' flat stem phytoplasma  16SrXIV-A KY439870 
Iranian potato witches-broom phytoplasma  16SrVI-A FJ427295 

Columbia Basin potato purple top phytoplasma  16SrVI AY692279 
'Vigna radiata' phyllody phytoplasma 16SrII-D KY439871 

Acholeplasma laidlawii  ------- M23932 
  

ماهیت  P1/P7ترادف قطعه تکثیر شده با آغازگرهاي نتایج تعیین 
فیتوپلاسمایی عامل همراه با فیلودي لوبیا چشـم بلبلـی را مشـخص    

از هــاي بــه دســت آمــده     میزان تشابه نوکلئوتیـدي تـرادف   کرد.
بی شده در تحقیق حاضر با یکدیگر کـاملا مشـابه   اهاي توالی ینمونه
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تا  KC633092رس شمارهاي ت نمونه از آنها تحـ سهو ترادف  بودند
KC633094  ژندر بانک جهانی )NCBI 1) ثبت شدند (جدول.(   

هاي بدست آمده با ترادف موجـود در بانـک ژن   از مقایسه ترادف
مشخص شد که فیتوپلاسماي عامل فیلـودي   Blastافزار بوسیله نرم

ــا داراي  ــماهاي   99لوبی ــا فیتوپلاس ــوژي ب ــد همول  Vinca درص
virescence (AY500817)  وColumbia Basin potato purple 

top (AY692279)  است. همچنین فیتوپلاسماي فیلودي لوبیا داراي
) و جاروئی سـیب  17شباهت با فیتوپلاسماي عامل زردي کلم ( 99%

  ).7( استزمینی در ایران 
یابی شده در این هاي توالیآنالیز فیلوژنی نیز نشان داد که جدایه

بـوده و داراي رابطـه نزدیکـی بـا      16SrVIگـروه   تحقیق متعلق بـه 
Vinca virescence phytoplasma (AY500817) باشد (شکل می

هاي موجود در گـروه  ). در دندروگرام ترسیم شده بر اساس زیر گروه7
16SrVI  فیتوپلاسماي عامل فیلودي لوبیا در ایران نیز داراي رابطـه ،

  ). 8بود (شکل  16SrVIاز گروه  Aنزدیکی با اعضاء زیر گروه 

 

  
) از شاهد مثبت و سه R16F2n/R16R2اي با جفت آغازگر () محصول پی سی آر آشیانهRFLPنقوش الکتروفورزي چند شکلی طولی ( - 5 شکل

 ,HinfI, RsaI, AluI, TaqI هاي برشی ) به ترتیب از مناطق تبریز، نظرلو و شبستر با آنزیم1جدایه توالی یابی شده در تحقیق حاضر (جدول 
HpaII شاهد مثبت،  17و  13،  9، 1،5هاي ستونM  100نشانگرb 

Figure 5- RFLP pattern of nested PCR using R16F2n/R16R2 primer pair from positive control and three infected cowpea 
isolates (Table 1) from Tabriz, Nazarlou and Shabestar with HinfI, RsaI, AluI, TaqI, and HpaII restriction enzymes; Lanes 1, 

5, 9, 13 and 17 are positive control; M: 100bp DNA ladder 
 

  
اي  .ان .رآجفت باز از ژن  1245 بر اساس ترادف نوکلئوتیدي iPhyClassifierافزار با استفاده از نرم مجازي RFLPنقوش حاصل از  -6 شکل

 زیرگروه  ي مرجعفیتوپلاسمایابی شده در تحقیق حاضر (سمت راست) و توالی یچشم بلبل یالوب یلوديهمراه با فیتوپلاسـماي ف 16Sریبـوزومی 
16SrVI-A  (سمت چپ)  

Figure 6- Virtual RFLP patterns of 1245 bp fragment of 16S ribosomal RNA gene from cowpea phyllody phytoplasma 
(Right) and reference isolate of 16SrVI-A subgroup of phytoplasmas (Left) 

  
در  تـورم جوانـه گوجـه فرنگـی     عامل بیمـاري فیتوپلاسـمایی   عنوان بــه 16SrVI-A تر فیتوپلاسماهایی از زیر گــروه  ایران پیش در
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)، 8( ، کردستانکرمانشاه ،خراسان رضوي، شرقی هاي آذربایجاناستان
)، فیتوپلاسماي جاروئی سیب زمینی 25ان غربی ()، آذربایج16زنجان (

)، فیلودي خیار از خراسان شمالی 5)، فیلودي پروانش در مازندران (7(
همچنین اخیـرا   اند.) گزارش شده25) و آذربایجان غربی (4)، یزد (6(

ذرت نیز به عنوان میزبان طبیعی جدید بیماري فیتوپلاسمایی زردي و 

سـت و همکـاران از آذربایجـان غربـی     کوتولگی ذرت توسط زیبـا دو 
). بررســی حاضــر اولــین گــزارش از وجــود 25گــزارش شــده اســت (

فیتوپلاسماي همراه با فیلودي لوبیا چشم بلبلی از مزارع لوبیا در ایران 
  است. 

  
 16SrVI-A Vigna unguiculata phytoplasma isolate Sabestar (KC633092)

 16SrVI-A Vigna unguiculata phytoplasma isolate Nazarlou (KC633092)

 16SrVI-A Vigna unguiculata virescence phytoplasma isolate Tabriz  (KC633094)

 16SrVI-A Columbia Basin potato purple top phytoplasma (AY692279)

 16SrVI-A Vinca virescence (AY500817)

 16SrVI-A  Iranian potato witches-broom phytoplasma (FJ427295)

 16SrVI Ca.P.trifolii (AY390261)

 16SrVII Ca.P.fraxini (AF092209)

 16SrV-A Ca.P.ulmi (AY197655)

 16SrVIII Ca.P.luffae (AF086621)

 16SrIV Ca.P.palmae (U18753)

 16SrXI Ca.P.oryzae (AB052873)

 16SrXIV-A Vigna unguiculata flat stem phytoplasma (KY439870)

 16SrXIV Ca.P.cynodontis (AJ550984)

 16SrIII Western X-disease (L04682)

 16SrII-D Vigna radiata phyllody phytoplasma (KY439871)

 16SrII Ca.P.aurantifolia (U15442)

 16SrX Ca.P.mali (AJ542541)

 Ca. P. asteris 16SrI-I (M30790)

 16SrXII_Ca.P.australiense_(L76865)

 16SrXII_Ca.P.solani(AF248959)

 A.laidlawii(M23932)

100

100

100

76

100

98

10087

97

66

98

52

89

100

66

0.01  
) بر اساس توالی بخشی Neighbor-joining )Bt × 1000ها با استفاده از الگوریتم الحاق همسایه Mega7دندروگرام رسم شده در برنامه  - 7 شکل

) که با 1براي تعیین نزدیکی سه جدایه توالی یابی شده در تحقیق حاضر (جدول  23Sو قسمتی از  )SR، توالی کامل ناحیه جداکننده (16Sاز ناحیه 
انتخاب شده است. شماره دسترسی  برون گروهبه عنوان  Acholeplasma laidlawiiهاي فیتوپلاسمایی. اند با سایر گروهمشخص شده ●علامت 

  آورده شده است 2مربوط به هرجدایه در جدول 
Figure 7- A neighbor-joining tree (Bt × 1000) constructed by Mega7 program using the 16S rRNA, intergenic spacer region 

(SR) and portion of 23S rRNA of three phytoplasmas strains (Table 1) used in this study (showed with ●) associated with 
some phytoplasmas groups selected phytoplasmas from GenBank. The sequence of Acholeplasma laidlawii served as an out 

group. See Table 2 for abbreviations and accession numbers 
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 16SrVI-A Behshahr periwinkle phyllody (KC661072)

 16SrVI-A Zanjan tomato big bud (KR150879)

 16SrVI-A Khorasan Razavi Tomato big bud (JF508509)

 16SrVI-A Vigna unguiculata phytoplasma isolate Nazarlou (KC633092)

 16SrVI-A Vigna unguiculata phytoplasma isolate Sabestar (KC633092)

 16SrVI-A Vigna unguiculata virescence phytoplasma isolate Tabriz (KC633094)

 16SrVI-F Catharanthus phyllody phytoplasma (EF186819)

 16SrVI-B Strawberry multiplier disease (AF190224)

 16SrVI-C Illinoise elm yellows (AF409070)

 16SrVI-H Portulaca little leaf phytoplasma (EF651786)

 16SrVI-E Centarurea solstitialis virescence (AY270156)

 16SrVI-D Perwinkle little leaf (AF228053)

 16SrVI-I Candidatus Phytoplasma sudamericanum (GU292081)

 A.laidlawii (M23932)

66

79

93

60

91

77

82

0.01  
) بر اساس زیر Neighbor-joining )Bt × 1000ها یهالحاق همسا با استفاده از الگوریتم Mega7ه در برنامه دندروگرام رسم شد - 8 شکل

 Acholeplasma laidlawii اند. مشخص شده ●یابی شده در تحقیق حاضر که با علامت هاي توالیجدایه 16SrVΙ.هاي گروه فیتوپلاسمایی گروه
  آورده شده است 2جدایه در جدول  ت. شماره دسترسی مربوط به هرانتخاب شده اس برون گروهبه عنوان 

Figure 8- A neighbor-joining tree (Bt × 1000) constructed by Mega7 program using subgroups of 16SrVΙ group. Strains used 
in this study (showed with ●). The sequence of Acholeplasma laidlawii served as an out group. See Table 2 for abbreviations 

and accession numbers 
  

هـا و  گروه دیگر ازفیتوپلاسماهایی  ،نقاط جهانسایر  ازتا بحال 
لوبیـا چشـم بلبلـی    همـراه بــا   ،اي ریبـوزومی .ان .رهاي آزیر گروه

هــاي لوبیــا از بوتــه 16SrII-Dو  16SrI –B ،16SrXIV-A شـامل 
) و 2( 16SrVهـاي  ) و گـروه 20، 15، 9در هندوسـتان (  چشم بلبلی

16SrXII-B ) انــد. همچنــین از گــروه ) گــزارش شــده18از اســترالیا
16SrVI-A ) لوبیا معمولیPhaseolus vulgaris از آمریکا گزارش (
 ).14شده است (

هـاي  به دلیل ماهیت فیتوپلاسمایی و کاهش محصـول در بوتـه  
نتقال با ناقل (ناقلین) هوایی، تحقیق بیشتر آلوده و در نتیجه پتانسیل ا

جهت تعیین میزان پراکنش این فیتوپلاسـما در سـایر نقـاط کشـور،     

هاي آن که از نظر اپیدمیولوژي و کنتـرل ایـن   شناسایی دیگر میزبان
بیماري اهمیت دارد باید مـورد بررسـی و مطالعـه قـرار گیـرد. گـروه       

16SrVI و گسـترش، یکـی از    دينظر تعداد اعضا، اهمیـت اقتصـا   از
. تـاکنون فیتوپلاسـماهایی از   )5( است هاي مهم فیتوپلاسـماییگروه

بیماري در درختان، سـبزیجات، گیاهــان    این گروه به عنوان عامـل
گـزارش شـده اسـت.    ) 21 و 1( هـاي هـرز  علـف زینتـی و زراعــی و 

این در  لوبیادر گیاه  16SrVI-Aگروه  همراهی فیتوپلاسـمایی از زیـر
در  هاي فیتوپلاسماییبیماري سایر "که احتمالا دهـدنشان می استان

  .قابل ردیابی است آذربایجان شرقیاستان 
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