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  دهیچک
در این مطالعه ارتباط سرولوژیکی سه فیتوپلاسـما از گـروه   . فیتوپلاسماها شامل گروهی از بیمارگرهاي مهم گیاهی از رده مولیکوتها هستند

16SrII 16زیر گروه ( شامل فیتوپلاسماهاي جاروك لیموترشsrII-B( جاروك یونجه ،)  16زیر گـروهSrII-C (   و فیلـودي خیـار)  زیرگـروه
16SrII-D ( در این ارتباط از آنتی سرم نوترکیب تولید شده بر علیه پروتئین غشاء فیتوپلاسماي جاروك لیمـوترش  . بررسی قرار گرفتمورد

آنتی سرم مذکور قادر به شناسایی نمونه هاي پـروانش آلـوده بـه فیتوپلاسـماي جـاروك لیمـوترش و       . در الیزاي غیر مستقیم استفاده شد 
بود لکن بین میانگین جذب نوري عصاره گیاه آلوده بـه فیتوپلاسـماي فیلـودي    ) یانگین جذب نوري کمتربا م(فیتوپلاسماي جاروك یونجه 

هنگامی که در آزمون الیزا از آنتی سرم فیتوپلاسماي جاروك یونجه استفاده شد، میـانگین  . خیار و گیاه سالم تفاوت معنی داري مشاهده نشد
با توجه به این . بیشتر از میانگین جذب عصاره آلوده به فیتوپلاسماي جاروك لیمو ترش بود جذب عصاره گیاه مبتلا به فیتوپلاسماي خودي

دو فیتو پلاسماي جاروك لیموترش و جاروك یونجه با یکدیگر ارتباط سرولوژیکی داشتند هر چند مقادیر جـذب نـوري در آزمـون     ،نتایج
این مطالعه نتایج بدست آمده در آزمون الیزا با نتایج آزمون لکـه بـرداري وسـترن     در. الیزا بین این دو فیتوپلاسما از نظر آماري متفاوت بود

با توجه به اهمیت تعیین ارتباط سرولوژیکی بین فیتوپلاسـماها  .مورد بحث قرار گرفته است Impمقایسه شد و ارتباط آن با تنوع ژنتیکی ژن 
و فیتوپلاسـماهاي زیرگـروه   ) جـاروك لیمـوترش  ( 16SrII-Bاي زیرگروه براي شناسایی گونه هاي جدید، احتمال می رود که فیتوپلاسماه

16SrII-D است ازین يشتریبه شواهد ب هیفرض نیاثبات اي وجود برا نیبا ا. متعلق به گونه هاي متفاوتی باشند.  
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Abstract 
Phytoplasmas are among the most important plant pathogens belonging to the class Mollicutes.  In this study 
the serological relatedness of three 16SrII- related phytoplasmas including lime witches’ broom (LWB; 
16SrII-B), alfalfa witches’ broom (AlfWB, 16SrII-C) and cucumber phyllody (CuPh; 16SrII-D) 
phytoplasmas was examined. A recombinant antibody raised against the Immunodominant membrane 
protein of the LWB phytoplasma was used in indirect ELISA. Results showed that the produced antiserum 
reacted with the LWB and AlfWB phytoplasma infected samples, although with lower absorption rate with 
the later. Under the same conditions, the mean OD obtained from periwinkle extracts infected with CuPh 
phytoplasma was not significantly different from that of healthy periwinkle. With the antiserum raised 
against AlfWB phytoplasma, however, the OD value obtained with AlfWB phytoplasma was higher than that 
obtained with LWB phytoplasma samples. These data suggest that LWB and AlfWB phytoplasmas but not 
CuPh phytoplasma are serologically related, although not identical. In this study we compared the results of 
ELISA test and western blot analysis. The serological variation was also compared with Imp and DnaD 
sequence variability. AS serological distinction is an important criterion for description of new phytoplasma 
species within a 16S rRNA group, results of this study argues that phytoplasmas of 16SrII-D (CuPh 
phytoplasma) and II-B (LWB phytoplasma) could be accommodated within two species. However, further 
evidences are needed to support this argument. 
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  مقدمه

هاي فاقـد دیـوارة سـلولی بـا      فیتوپلاسماها پروکاریوت
محـدود بـه   ) میلیون جفت بـاز 35/1تا  53/0(ژنوم کوچک 

 25حـدود  (اندك ) G+C(آوند آبکشی و درصد جی سی  
هستند و گروه مهمی از بیمارگرهاي گیاهی را ) مول درصد

ــوند  ــی ش ــامل م ــه). Lee et al., 2000( ش ــدي  طبق بن
 S16اي ریبـوزومی  .ان.فیتوپلاسماها عمدتاً براسـاس ژن آر 

ــروه     ــک گ ــماها ی ــه فیتوپلاس ــده ک ــخص ش ــوده و مش ب
ــا تشــکیل مــی مونوفایلتیــک را در ردة مولیکــوت ــد  ه دهن

)Hogenhout et al., 2008(  
، S16اي ریبوزومی .ان.بر اساس آنالیزهاي ترادف ژن آر

گـروه طبقـه بنـدي شـده انـد       32فیتوپلاسماها در بیش از 
)Jomantiene et al., 2016; Yang et al., 2016 .( در ایران

نیز فیتوپلاسماهاي متعلق بـه چنـدگروه بـا بیماریهـایی در     
سـماهاي  فیتوپلا. گونه هاي مختلف گیاهی همراه بوده انـد 

ــروه  ــمایی    16SrIIگ ــاي فیتوپلاس ــروه ه ــرین گ از مهمت
 ).Salehi et al. 2005( شناسـایی شـده در ایـران هسـتند    

بیماري جاروك لیموترش و جاروك یونجه و فیلودي خیار 
از بیماریهاي مهم شناسایی شده در ایران هستند که توسـط  

 Salehi(فیتوپلاسماهاي متعلق به این گروه ایجاد می شوند 

et al. 2002, 2015; Esmailzadeh et al. 2015 .(
از نظر اکولـوژیکی   16SrIIفیتوپلاسماهاي مربوط به گروه 

متنوع بوده و در گونـه هـاي گیـاهی و منـاطق جغرافیـایی      
فیتوپلاسـماهاي ایـن   . مختلف ردیابی و شناسایی شده انـد 

 Yang(زیرگروه طبقه بندي شده انـد   13گروه در بیش از 

et al. 2016 .(  ــر ــه زی ــق ب ــاکنون فیتوپلاســماهاي متعل ت
ــاي  ــران  16SrII-Dو  16SrII-B ،16SrII-Cگروههـ در ایـ

بیماریهـاي مهـم جـاروك    . شناسایی و گـزارش شـده انـد   
لیموترش، جاروك یونجه و فیلودي خیار گـزارش شـده از   

ــه       ــق ب ــماهاي متعل ــط فیتوپلاس ــب توس ــه ترتی ــران ب ای
ایجاد می  16SrII-Dو  16SrII-B ،16SrII-Cزیرگروههاي 

 ;Salehi et al, 2002; Esmailzadeh et al. 2015(شـوند  

Siampour et al. 2013; Salehi et al. 2015 .(  علیـرغم
تنــوع اکولــوژیکی قابــل توجــه و گســترش وســیع، همــه  
فیتوپلاسماهاي گروه مذکور شباهت قابـل تـوجهی  در ژن   

ایی تنهـا گونـه فیتوپلاسـم   . آر ان اي ریبوزومی خود دارند
 Candidatus Phytoplasmaتوصیف شده در ایـن گـروه   

aurantifolia      است که به عنـوان عامـل بیمـاري جـاروك
عـدم  ). Zreik et al. 1995(لیموترش شناخته شـده اسـت   

ارتباط سرولوژیکی بین یـک اسـترین فیتوپلاسـما در یـک     
گروه آر ان اي ریبوزومی با گونه یـا گونـه هـاي توصـیف     

ه به عنـوان یکـی از شاخصـه هـا بـراي      شده در همان گرو
  ).IRPCM, 2014(توصیف گونه جدید مطرح شده است 

ــاء    ــه غش ــان داده اســت ک ــرولوژیکی نش ــات س مطالع
فیتوپلاسماها غالباً از یک پـروتئین عمـده غشـائی تشـکیل     
ــیت ایمونوژنیــــک   ــه داراي خاصــ ــه اســــت کــ یافتــ

)immunodominant (  ــا ــز ب ــتقرار آن نی ــوده و محــل اس ب
الکترونــی میکروســکوپی در ســطح فیتوپلاســما  مطالعــات

 Milne et al. 1995; Hogenhout et(مشخص شده است 

al. 2008; .(   این پروتئین در مـورد برخـی فیتوپلاسـماهاي  
قادر بـه ایجـاد بـرهمکنش    ) 16SrI )Aster yellowsگروه 

هاي روده زنجرکهاي ناقل بوده  اختصاصی با برخی پروتئین
  )Suzuki et al. 2006; Galetto et al. 2011(است 

ــاء   ــده غشـ ــروتئین عمـ ــدة پـ ــات ژن کدکننـ مشخصـ
هاي چند همسـانه اي و   سرم فیتوپلاسماها با استفاده از آنتی

بعنـوان  (تک همسانه اي  تهیه شـده بـر علیـه فیتوپلاسـما     
هـا پـروتئین    در ایـن روش . تعیین شـده اسـت  ) ایمیونوژن

کـنش سـرولوژیکی   هـا وا  سـرم  فیتوپلاسمایی که با این آنتی
ایجاد کرده شناسایی و تـرادف ژن مسـئول ایـن پروتئینهـا     
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بر این اساس سـه نـوع پـروتئین غیـر     . شده استمشخص 
 Imp )Immunodominant membraneهمولوگ به نامهاي 

protein( ،Amp )Antigenic membrane protein ( و
IdPA )Immunodominant protein A ( ــوان بعنـــ
. غشاء فیتوپلاسماها شناسایی شـده انـد  هاي اصلی  پروتئین

ــروتئین  ــلی از    Impپ ــوژن اص ــروتئین ایمون ــوان پ ــه عن ب
ــه گروههــاي   ــق ب ، 16SrIIو  16SrXفیتوپلاســماهاي متعل

AMP  به عنوان پروتئین ایمونوژن اصلی از فیتوپلاسماهاي
 Westernاز فیتوپلاسـماي   IdPAو  16SrIمتعلق به گروه 

X ) 16متعلق به گروهSrIII ( جدا سازي و گزارش شده اند
)Yu et al. 1998; Berg et al. 1999; Blomquist et al. 

2001; Barbara et al. 2002;.(  
ــتر  ــروتئین  پیش ــه پ ــک مطالع ــماي  Impدر ی فیتوپلاس

ایـران در بـاکتري   ) 16SrIIمتعلق گروه (جاروك لیموترش 
Escehrichia coli  بیان و برعلیه آن آنتی سرم تولید شده و

پروتئین بهمراه ژن کدکنندة آن تعیین شـده  مشخصات این 
در این بررسی با اسـتفاده  ). Siampour et al. 2013(است 

از این آنتی سرم و همچنین آنتی سرم تهیـه شـده بـر علیـه     
) Salehi et al. 2011(فیتوپلاسماي جاروك یونجه فـارس  

لوژیکی بین فیتوپلاسـماهاي نماینـده سـه    ارتباط دقیق سرو
بررسـی و در   16SrII-Dو  16SrII-B ،16SrII-Cزیرگروه 

همچنـین ارتبـاط تنـوع ژنتیکـی     . مورد آن بحث شده است
در ایجاد این تنوع سرولوژیکی و مقایسه میزان  Impژنهاي 

مورد بحث قرار گرفته  DnaDتنوع این ژن با ژن بالا دست 
  .است

  ها مواد و روش
 PCRهاي مورد آزمایش و آزمون  نمونه

در این مطالعه سه استرین فیتوپلاسمایی متعلق به گـروه  
16SrII    که در پروانش نگهداري می شدند  مـورد اسـتفاده

استرین ها شامل جاروك یونجه فارس متعلـق  . قرار گرفتند
، جـاروك  )16SrII-C )Salehi et al. 1995بـه زیـر گـروه    

 .16SrII-B )Siampour et alروه لیموترش متعلق به زیرگ

) ;Salehi et al. 2015استرین یزد ( و فیلودي خیار ) 2013
 16SrII-D )16S rRNA accessionمتعلق بـه زیـر گـروه    

No. KY349111 (ترادف ژن . بودندImp   فیتوپلاسـماهاي
جاروك لیموترش و یونجه کـه قـبلاً مشـخص شـده بـود      

)Siampour et al. 2013 (تـرادف  . از بانک ژن بدست آمد
ژن مذکور در فیتوپلاسماي فیلودي خیار بـا اسـتخراج دي   

و سـپس   PCRان ا از گیاه پـروانش آلـوده، انجـام آزمـون     
روش اسـتخراج دي ان ا، آغازگرهـاي   . ترادف بدست آمـد 

قـبلا  PCR و روش انجام ) IMR1و  IMF1( مورد استفاده 
 DNAژن ). Siampour et al. 2013(گزارش شـده اسـت   

replication initiation protein )DnaD ( در دو
فیتوپلاســماي جــاروك لیمــوترش و یونجــه نیــز تکثیــر و 

 dnaFبه ایـن منظـور آغازگرهـاي   . ترادف آن مشخص شد
)5’-attgccgaagtatatttatc-3’( وdnaR ) 5’-

agattcaatatcgccttcaat-3’ (    طراحی و بـراي تکثیـر قطعـه
) به روش استاندارد DnaD )PCRژن دي ان اي مربوط به 

قطعه تکثیر شده بطـور مسـتقیم   . مورد استفاده قرار گرفتند
  .تعیین ترادف شد

  الکتروفورز و لکه برداري وسترن

اقـدام  ) Western blot(براي آزمون لکه برداري وسترن 
و  Linبــه تهیــۀ پــروتئین کــل از گیاهــان آلــوده بــه روش 

گرم از بافـت   3/0حدود  .(Lin et al. 2009)همکاران شد 
ایـن بـافر   . گیـري شـد   میکرولیتر بافر عصاره 200آلوده در 

مـولار   pH( ،5 %SDS ،8=8/6(مولار تریس  میلی 40شامل 
ــی ــولار  اوره، یـــک میلـ ــی 10و EDTAمـ ــولار میلـ -2مـ

mercaptoethanol  (2-ME)   عصارة حاصل به مدت . بود
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ر دقیقـه  دور د 12000پنج دقیقه در دماي چهـار درجـه در   
 آوري و هـم حجـم آن بـافر    رونشین جمع. سانتریفوژ شد

دقیقه در آب جوش قـرار داده   5بارگذاري اضافه و بمدت 
حـاوي  % 15آکریل آمید  نمونه بدست آمده  در ژل پلی. شد

SDS ها به غشـاء نـایلونی    سپس پروتئین. الکتروفورز شد 

(PVDF)غشاء به مـدت یـک سـاعت در    . انتقال داده شدند
گـرم در لیتـر شـیر     50شامل  blockingاي اتاق در بافر دم

قـرار داده  ) Phosphate-buffered saline )PBSخشک در 
حاوي  PBSسپس غشا به مدت سه ساعت در محلول . شد
سرم تهیه شده علیه پروتئین غشایی غالب فیتوپلاسماي  آنتی

به  1به نسبت ) Siampour et al. 2013( جاروك لیموترش
غشاء به طور کامل بـا بـافر شستشـو    . به هم زده شد 1000

ــافر   ــه مــدت دو ســاعت در ب حــاوي  PBSداده شــده و ب
بـه   1نسـبت  (ربیت کانجوگیت شده باآلکالین فسفاتاز  آنتی

غشاء دوباره شستشو شـده و نتیجـۀ   . قرار داده شد ) 2500
نـد  بـراي تولیـد با   NBT/BCIPواکنش آن بـا مـاده زمینـه    

  ).Sambrook et al. 1989(موردنظر ارزیابی شد 

  آزمون الیزا

براي ردیابی و تعیین ارتباط سرولوژیکی فیتوپلاسـماها  
گـرم   1/0به این منظور . آزمون الیزاي غیرمستقیم انجام شد

بعنـوان  ( پروانش آلـوده بـه فیتوپلاسـما و پـروانش سـالم      
بـافر  (یري گ میکرولیتر بافر استخراج عصاره 500در ) کنترل
PBS  درصـد  /. 5به همراهTween 20 ( هـاي   و در چاهـک

. نگهداري شد ºC37ساعت در  3میکروپلیت الیزا به مدت 
به رقت (سرم تهیه شده  بعد از شستشو با بافر شستشو، آنتی

ژن به مدت یک شـب در   براي اتصال به آنتی) یک به هزار
ل چهار درجه به چاهک ها اضافه و سپس آنتی بادي متص ـ

سـرم متصـل بـه     شده با آلکالین فسفاتاز براي ردیابی آنتـی 
درجـه مـورد اسـتفاده قـرار      2500ژن به نسبت یک به  آنتی

نیتروفنیل فسفات نیز بعنوان ماده زمینه استفاده -4از .گرفت
سپس میزان جذب نوري در چاهکهاي میکـرو پلییـت   . شد

  .نانومتر سنجش شد 405الیزا در طول موج 

  Impتوپها روي  پیش بینی اپی

ــیمیایی ژن    ــیات فیزیکوش ــتفاده از خصوص ــا اس  Impب
روي آن در فیتوپلاسـماي   B-Cellوجود اپـی تـوپ هـاي    

بر این اساس بـا اسـتفاده   . جاروك لیموترش پیش بینی شد
 BCEPRED )http://www.imtech.res.in/raghaاز برنامه 

va/bcepred (    ــار ــاس چه ــر اس ــود ب ــاي موج ــی توپه اپ
، flexibilityیکوشیمیایی آمینواسیدها شامل خصوصیت فیز

hydrophilicity ،accessibility  وpolarity  روي ژن
آسـتانه هـاي   ). Saha et al. 2004(مذکور پیش بینـی شـد   

، flexibility 9/1مورد استفاده براي پیش بینـی بـر اسـاس    
polarity و  3برابرhydrophilicity  وaccessibility  2برابر 

نه هاي استفاده شده در مورد هر شاخص بهتـرین  آستا. بود
حساسیت و اختصاصـیت را بـراي پـیش بینـی اپـی تـوپ       

  ).Saha et al. 2004(بدست داده است 

  نتایج
  آزمون لکه برداري و سترون و الیزا

در آزمون لکه برداري وسترن بـا اسـتفاده از انتـی سـرم     
فیتوپلاسـماي   Impتولید شده بر علیه پـروتئین  ( نوترکیب 

در  18kDaیک قطعه به انـدازه حـدود   ) جاروك لیموترش
پروتئین هاي استخراج شده از گیاهـان پـروانش آلـوده بـه     
فیتوپلاسماهاي جاروك لیموترش و جاروك یونجه ردیابی 

  .شد
استخراج  آزمون هیچ باند مشخصی در پروتئین هاي در این

شده از گیاه پـروانش سـالم و همچنـین در پـروتیین هـاي      
اســتخراج شــده از گیــاه پــروانش آلــوده بــه فیتوپلاســماي 
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 Impپـروتئین   با استفاده از آنتی بادي پلی کلونال تولید شده علیـه ) نانومتر 405مقدار جذب نوري در (مقایسه نتایج آزمون الیزا  -1جدول 
در مقابل انتی ژن ) 2آنتی بادي (و آنتی بادي تولید شده بر علیه فبتوپلاسماي جاروك یونجه ) 1آنتی بادي (فیتوپلاسماي جاروك لیموترش 

  هاي خودي و نا خودي
Table1. Comparison of ELISA results (ODs at 405 nm) achieved using polyclonal antibodies produced against 
Imp gene of lime witches’ broom phytoplasma (antibody 1) and against Alfalfa witches’ broom phytoplasma 
(antibody 2) with homologous and heterologous antigens 

 2میزان جذب با آنتی بادي
OD value with antibody2 

  1میزان جذب با آنتی بادي   
OD value with antibody1  

  استرین فیتوپلاسما
Phytoplasma strain 

Repeat3 Repeat2  Repeat1  Repeat3  Repeat2  Repeat1 

  جاروك لیموترش  0.9 0.68 0.82   0.38 0.35 0.31
Lime witches’ broom 

 جاروك یونجه  0.44 0.38 0.43    0.81 0.74 0.81
Alfalfa witches’ broom 

  فیلودي خیار  0.17 0.19  0.22 ------  -------  ----- 
Cucumber phyllody 

 پروانش سالم  0.15 0.16 0.18 0.15 0.13 0.14
Healthy periwinkle 

  
  .فیلودي خیار ردیابی نشد

نـانومتر بـه دسـت     405میزان جذب نور در طول موج 
در . نمایش داده شده است 1آمده در آزمون الیزا در جدول 

و با استفاده از آنتی سرم نو ترکیب تولیـد شـده   این ارتباط 
فیتوپلاسـماي جـاروك لیمـوترش نمونـه      Impبر علیه ژن 

به فیتوپلاسـماي جـاروك لیمـوترش و     هاي پروانش آلوده
میانگین جـذب  . جاروك یونجه مثبت تشخیص داده شدند

نوري نمونه هاي پروانش آلوده بـه فیتوپلاسـماي جـاروك    
لیموترش در هر سه تکرار از آزمـون الیـزا بـیش از چهـار     

بـا اسـتفاده از ایـن آنتـی سـرم      .  برابر نمونه هاي سالم بود
در نمونـه هـاي پـروانش    نوترکیب، میانگین جذب نـوري  

آلوده به فیتوپلاسماي جاروك یونجه تفاوت معنی داري بـا  
 5/2میزان جذب در نمونه هاي سـالم نشـان داد و حـدود    

آنالیز آماري نشان داد که میانگین جذب نوري . برابر آن بود
بدست آمده از نمونه هاي پروانش آلوده بـه فیتوپلاسـماي   

اروك یونجـه بـا هـم    جاروك لیموترش و فیتوپلاسماي ج ـ
برعکس میـانگین  %). 5در سطح (تفاوت معنی داري دارند 

جـذب نـوري بــه دسـت آمـده در نمونــه هـاي آلـوده بــه       
فیتوپلاسماي فیلودي خیار نزدیـک بـه میـانگین جـذب در     

  .نمونه سالم بود
نتایج آزمون الیزا با استفاده از آنتی سرم به دسـت آمـده   

نمـایش   1یز در جـدول  علیه فیتوپلاسماي جاروك یونجه ن
در این ارتباط میزان جذب نوري به دسـت  . داده شده است

آمده در نمونه هاي پروانش آلوده به فیتوپلاسماي جـاروك  
لیموترش و جاروك یونجه نسـبت بـه نمونـه هـاي سـالم      

حاصـل از سـه   (بطور میـانگین  . تفاوت معنی دار نشان داد
نه هاي آلـوده  میزان جذب نوري در نمو) تکرار آزمون الیزا

برابـر نمونـه    2/2به فیتوپلاسماهاي جاروك یونجه حـدود  
هاي آلوده به فیتوپلاسماي جاروك لیموترش بوده و از نظر 

  . آماري قابل تفکیک بودند

  Impشناسایی اپی توپ ها روي ژن 
قطعه دي ان ا به  ImF1/ImR1با استفاده از آغازگرهاي 

ده بـه فیتوپلاسـماي   جفت باز از گیاه آلو 800اندازه حدود 
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ترادف قطعه مذکور تعیـین و یـک   . فیلودي خیار تکثیر شد
نوکلئوتید در آن مشخص  504چارچوب خوانش به اتدازه 

نشـان داد کـه ایـن چـارچوب ژنـی       BLASTآزمـون  . شد
ردیـابی   Impبـا ژن  ) درصـد  100(داراي بیشترین شباهت 

 .Acc. No(شده در فیتوپلاسماي تورم جوانه گوجه فرنگی 

JQ745285 (همچنین وجود یک ناحیه تراغشایی . می باشد
تـرادف آمینواسـیدي ژن مـذکور پـیش      Nدر سمت انتهاي 

ایـن نتـایج نشـان    ). اطلاعـات نشـان داده نشـده   (بینی شد 
میدهد که ترادف بدست آمده داراي مشخصات مربوط بـه  

  .   گزارش شده در فیتوپلاسماهاست Impژن 
سماي جاروك لیمـوترش  در فیتوپلا Impچارچوب ژن 

)Acc. No. GU339497 (  بـا  . آمینواسـید بـود   172شـامل
چند اپی تـوپ آنتـی ژنیـک     BCEPREDاستفاده از برنامه 

پیش بینی اپی . روي ترادف آمینواسیدي این ژن ردیابی شد
در این ارتبـاط و  . توپ ها براساس مشخصات مختلف بود

، شـاخص  پنج اپی تـوپ  flexibilityبا استفاده از شاخص 
hydrophilicity     شش اپـی تـوپ، شـاخصaccessibility 

هفت اپـی   polarity،پنج اپی توپ، و با استفاده از شاخص 
فیتوپلاسماي جاروك لیموترش پیش بینی  Impتوپ روي 

  .شد
بیشترین تعداد آمینو اسید پیش بینی شده به عنـوان اپـی   

 125بـا حـدود    hydrophilicityتوپ مربوط بـه شـاخص   
بـا   flexibilityواسید و کمترین آن مربوط به شـاخص  آمین

براي شناسایی دقیقتـر اپـی تـوپ    . آمینواسید بود 50حدود 
از ) آمینـو اسـید    6شامل حداقل ( ها، نواحی آمینو اسیدي 

 که حداقل بـا سـه روش یادشـده شناسـایی شـده      Impژن 
بـا  . باشند به عنوان اپی توپ هاي اصلی منظـور شـده انـد   

، 16این رهیافت چهار اپی توپ به انـدازه هـاي    استفاده از
 شـکل (شناسایی شد  Impآمینو اسید روي ژن  14و  9، 14
   اپی توپ پیش بینی شده ترادف دو اپی تـوپ  4از بین ). 2

  

  
آزمون لکه برداري وسترن با استفاده از آنتی بـادي تولیـد   : 1شکل 

فیتوپلاسـماي جـاروك     Impشـده بـر علیـه پـروتئین نوترکیـب     
مربوط به به پـروتئین کـل اسـتخراج شـده از      1راهک . لیموترش

به ترتیب مربوط به پـروتئین کـل    4تا  2پروانش سالم و راهکهاي 
گیاهان پروانش آلوده به فیتوپلاسماهاي فیلـودي خیـار، جـاروك    

  .لیموترش و جاروك یونجه
Fig.1. Western blot analysis of total proteins 
extracted from healthy (Lane 1) and phytoplasma-
infected periwinkle plants (Lanes 2-4) probed with 
polyclonal antisera produced against recombinant 
Imp protein of lime witches’ broom phytoplasma. 
Lanes 2- 4 are proteins from plants infected by 
cucumber phyllody, lime witches’ broom and alfalfa 
witches' broom phytoplasmas, respectively.  

  

ــاظر از ژن   ــه متن ــوم در ناحی ــماي  Impدوم و س فیتوپلاس
. نیز وجود داشـت ) Acc. No. JQ745273(جاروك یونجه 

و ) ADLSSDDAKKEGQKAV(ترادف اپی توپهاي اول 
ي متنـاظر  با ترادف ها) NEESAAPKEWNDAD(چهارم 

. فیتوپلاسماي جاروك یونجه متفاوت بود Impخود در ژن 
ضمناً هیچکدام از این اپی توپ هاي پـیش بینـی شـده در    

فیتوپلاسماي فیلـودي خیـار    Impناحیه متناظر خود از ژن 
  ).2شکل (شناسایی نشدند 

  مقایسه تنوع ژنتیکی

ــدي ژن  ــرادف نوکلئوتی ــاروك  Impت ــماي ج فیتوپلاس
 لیموترش با ترادف ژن مذکور در فیتوپلاسـماهاي جـاروك  

  شـباهت  % 85و  8/94یونجه و فیلـودي خیـار بـه ترتیـب     



  ... ييتوپلاسماين فياستران سه يکی ميارتباط سرولوژ: پور و ايزدپناه صيام
 

58 

  
در فیتوپلاسماي جاروك لیموترش بوسیله شاخصه هاي  Impپیش بینی شده روي ترادف آمینو اسیدي  B-Cellاپی توپهاي ): A(  -2شکل 

hydrophylicity ،accessibility ،flexibility  وolarity ) .B :( هم ردیف سازي ترادف آمینو اسیديImp    در فیتوپلاسـماهاي جـاروك
فیتوپلاسـماي جـاروك    Impاپـی توپهـاي روي تـرادف    ).  CuPh( و فیلودي خیار )  AlfWB( ، جاروك یونجه )   LWB(لیمو ترش 

در ) از فیتوپلاسـماهاي جـاروك یونجـه  و فیلـودي خیـار      Impمتناظر آن در ژن لیموترش پیش بینی شده حداقل با سه شاخص و نواحی 
  .داخل کادر قرار داده شده اند

Fig. 2. (A): B-Cell epitopes predicted in the Imp gene sequence of lime witches’ broom phytoplasma based on 
hydrophilicity, accessibility, flexibility and polarity parameters. (B): Amino acid sequence alignment of Imp 
from lime witches broom (LWB), alfalfa witches’ broom (AlfWB) and cucumber phyllody (CuPh). Epitopes of 
Imp gene of lime witches’ broom predicted at least by three parameters and their corresponding amino acid 
stretches in Imp gene of AlfWB and CuPh are shown within boxes. 

  

ــت ــیدي ژن    . داش ــو اس ــرادف آمین ــابه ت ــزان تش  Impمی
فیتوپلاسماي جاروك لیموترش بـا ژن همولـوگ خـود در    
فیتوپلاسماي جاروك یونجه و فیلودي خیار نیز بـه ترتیـب   

  .صد بوددر 75و  88
در این مطالعه قطعه دي ان اي فیتوپلاسمایی بـه انـدازه   

در ( DnaDجفت باز شامل ژن حفاظت شـده   1000حدود 
 dnaRو  dnaFبا آغازگرهـاي  ) Impموقعیت بالا دست ژن 

در فیتوپلاسماهاي جـاروك لیمـوترش و جـاروك یونجـه     
اندازه چارچوب ژنی مربوط بـه  . تکثیر و تعیین ترادف شد

DnaD هر دو فیتوپلاسماي جاروك لیمو تـرش   در)Acc. 

No. KY052775 ( ــه ــاروك یونجـ  .Acc. No(و جـ

KY052776 (615  ــود ــد بـ ــباهت  . نوکلئوتیـ ــزان شـ میـ
در دو فیتوپلاسماي  DnaDنوکلئیوتیدي و آمینو اسیدي ژن 

درصـد   4/95و  2/97جاروك لیموترش و یونجه به ترتیب 
  .بود

  بحث
هدف اصلی این مطالعه انجام مقایسات سـرولوژیک بـا   
استفاده از آنتی سرم نوترکیب تولید شده بر علیـه پـروتئین   

Imp  در ایـن راسـتا،   . فیتوپلاسماي جاروك لیموترش بـود
( ارتباط سرولوژیک بین فتوپلاسـماي جـاروك لیمـوترش    

بـا فیتوپلاسـماهاي   ) 16SrII-Bاسترین نماینـده زیـر گـروه   
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و )  16SrII-Cاسـترین نماینـده زیرگـروه   ( ه جاروك یونج
اسـترین نماینـده زیـر گـروه     ( فیتوپلاسماي فیلودي خیـار  

16SrII-D (بررسی شد.  
نتایج آزمونهاي سرولوژیک لکه برداري وسـترن  مقایسه 

بـا هـر دو   . و الیزا شباهت ها و تفاوت هـایی را نشـان داد  
روش به کار رفته مشخص شد کـه فیتوپلاسـماي جـاروك    

موترش و فیتوپلاسماي جاروك یونجـه بـا فیتوپلاسـماي    لی
در آزمـون لکـه   . فیلودي خیار ارتبـاط سـرولوژیک ندارنـد   

ــین فیتوپلاســماي   ــرداري وســترن ارتبــاط ســرولوژیک ب ب
ایـن یافتـه   . جاروك لیموترش و جاروك یونجه تأیید شـد 

 Siampour( منطبق با برخی نتایج گزارش شده قبلی بـود  

et al. 2013 .(رغم این یافته نتـایج آزمـون سـرولوژیک    علی
DIBA      ــه ــده برعلی ــد ش ــرم تولی ــی س ــتفاده از آنت ــا اس ب

فیتوپلاسماي جاروك یونجه عدم ارتباط سـرولوژیک بـین   
فیتوپلاســماهاي جــاروك یونجــه و جــاروك لیمــوترش را 

براي بررسی ایـن تنـاقض   ). Salehi et al. 2011(نشان داد 
  .ژیک الیزا انجام شددر نتایج بدست آمده، آزمون سرولو

براساس نتایج آزمون الیزا نیز فیتوپلاسـماهاي جـاروك   
. لیمو ترش و یونجه با یکدیگر ارتباط سـرولوژیک داشـتند  

نکته مهم در این زمینه تفاوت معنـی دار در میـزان جـذب    
در این ارتباط . مربوط به این دو فیتوپلاسما بود) OD(نور 

 Impیب تولید شده علیـه  در زمانی که از آنتی بادي نو ترک
فیتوپلاسماي جاروك لیموترش استفاده شد، میـزان جـذب   
نوري مربوط به فیتوپلاسماي جاروك لیمو ترش بـه طـور   
معنی دار بیشتر از جذب نـوري مربـوط بـه فیتوپلاسـماي     

برعکس زمانی که از آنتی سـرم تولیـد   . جاروك یونجه بود
اده شـد،  شده بر علیه فیتوپلاسـماي جـاروك یونجـه اسـتف    

میزان جذب نوري در نمونه هاي مربوط بـه فیتوپلاسـماي   
این موضوع نشان مـی دهـد کـه    . جاروك یونجه بیشتر بود

تفاوت میزان جذب مربوط به غلظت هاي متفاوت آنتی ژن 

نیست بلکه مربوط به ارتبـاط بـین آنتـی ژن و آنتـی بـادي      
بر این اساس نتایج این بررسی نشـان مـی دهـد کـه     . است
یت روش سرولوژیک عامل مهمی در تعیین ارتبـاط  حساس

سرولوژیکی فیتوپلاسماهاي جاروك لیمـوترش و جـاروك   
آزمون لکه برداري وسـترن بـدلیل حساسـیت    . یونجه است

ــی    ــاي مخف ــی توپه ــرار دادن اپ ــرض ق ــز در مع ــالا و نی ب
)Cryptotopes (     قادر بـه شناسـایی ارتباطـات سـرولوژیک

یــن آزمــون حســاس دو بــا اســتفاده از ا. ضــعیف میباشــد
فیتوپلاســماي جــاروك لیمــوترش و یونجــه داراي ارتبــاط 

در . سرولوژیک بـوده و از یکـدیگر قابـل تفکیـک نبودنـد     
ــاط    ــد ارتب ــر ضــمن تایی ــا حساســیت کمت ــزا ب ــون الی آزم

، ایـن دو فیتوپلاسـما براسـاس مقـدار جـذب      کیسرولوژی
به دلیـل   DIBAآزمون . نوري از یکدیگر قابل تمایز یودند

اســیت پــایین ارتبــاط ســرولوژیک بــین فیتوپلاســماي حس
جاروك لیموترش و یونجه را نشان نـداده و از ایـن رو دو   
فیتوپلاســماي مــذکور را از یکــدیگر متمــایز کــرده اســت 

)Errampalli and Fletcher, 1993; Niimi et al. 1999; 

Salehi et al. 2011 .(  
یـک  نتایج مربوط بـه پـیش بینـی اپـی توپهـاي آنتـی ژن      

در فیتوپلاسماي  Impموجود روي ترادف آمینو اسیدي ژن 
جاروك لیموترش نیز منطبق بر نتایج آزمونهاي سرولوژیک 

تنها دو اپی توپ از مجموع چهـار اپـی تـوپی کـه بـا      . بود
فیتوپلاسماي جاروك لیمـوترش   Impاطمینان بالا روي ژن 

شناســایی شــدنددر ژن مــذکور در فیتوپلاســماي جــاروك 
  .یز وجود داشتندیونجه ن

ــا در دو     ــی توپه ــن اپ ــرادف ای ــاوت در ت ــالاً تف احتم
فیتوپلاسماي مذکور باعث تفاوت در میزان جـذب نـوري   

هیچ کـدام از ایـن اپـی توپهـاي     . در آزمون الیزا شده است
روي ژن همولـوگ خـود در    Impپیش بینی شده روي ژن 

) 16SrII-Dمتعلق به زیرگروه ( فیتوپلاسماي فیلودي خیار 
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این یافته نیـز تأئیدکننـده نتـایج مربـوط بـه      . وجود نداشت
آزمون لکه برداري وسـترن و الیـزا مبنـی بـر عـدم ارتبـاط       
ســرولوژیک بــین فیتــو پلاســماهاي جــاروك لیمــوترش و 

نتایج آزمون الیزا و لکه برداري و سـترن  . فیلودي خیار بود
به دست آمده در این مطالعه منطبق با آنالیزهاي فیلوژنتیـک  

آزمون هاي فیلوژنتکی نشان داده اند که قرابـت  . بوده است
فیتوپلاسماي جاروك لیموترش با فیتوپلاسماهاي زیرگروه 

16SrII-C )بیشـــتر از قرابـــت آن بـــا ) جـــاروك یونجـــه
 Siampour et(اسـت   16SrII-Dفیتوپلاسماهاي زیرگروه 

al. 2013 .(   مقایسه ي بین میزان تنـوع ژنتیکـی ژنImp  و
 .DnaD )Kakizawa et alفاظت شده بالادست تنوع ژن ح

نشان داد که شباهت ترادف نوکلئوتیدي هـر دو ژن  ) 2009
در فیتوپلاسماهاي جـاروك لیمـوترش و جـاروك یونجـه     

ولی در سطح آمینو اسیدي میـزان  . درصد است 94بیش از 
بـین دو فیتوپلاسـما بطـور چشـم گیـري       Impشباهت ژن 

میـزان شـباهت آمینـو    در صورتی کـه  %) 88(کاهش یافت 
ایـن نتیجـه   . درصـد بـود   95بیش از  DnaDاسیدي در ژن 

نشان می دهد که فاکتورهاي دیگري به جز زمـان تکـاملی   
)evolutionary time (  ــوع در ژن ــاد تن ــئول ایج  Impمس

این یافته مطابق با نتایج مطالعـات دیگـر مبنـی بـر     . هستند
 Kakizawa(وجود فشار انتخاب مثبت روي این ژن است 

et al. 2009; Siampour et al. 2013 .(   از ایـن رو تصـور
 Impمیشــود فشــار انتخــاب مثبــت اعمــال شــده روي ژن 

مســئول تفاوتهــاي ســرولوژیکی بــین فیتوپلاســماهاي     
همچنین نتایج این تحقیق نشان می دهد . باشد 16SrIIگروه

به دلیل (  16SrII-Dکه استرین هاي فیتوپلاسماي زیرگروه 
بـراي  ) Ca. P. auratifoliaارتبـاط سـرولوژیکی بـا    عـدم  

  .توصیف یک گونه جدید قابل بررسی هستند

  سپاسگزاري
ي دکتر محمد صالحی بـه دلیـل فـراهم    آقانگارندگان از

نمودن نمونه هاي گیاهی آلوده بـه فیتوپلاسـما تشـکر مـی     
  .نمایند
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