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)Malvaceae( است. در  پنیرکیان  به خانواده  متعلق  مهم  Abelmoschus esculentus( گیاه دارویی   L.( بامیه 
فروردین‌ماه سال 1402، علایم پیچیدگی، خمیدگی یا چروکیدگی کپسول میوه، ناهنجاری‌های رشدی، کوتاه 
شدن میانگره‌ها، کوتولگی و جارویی‌شدن شاخه‌ها در گیاهان کشت‌شده در گلخانه‌های شهرستان چناران استان 
خراسان ‌رضوی مشاهده شدند. جهت اطمینان از بیماری‌زایی و جداسازی عامل بیماری، انتقال بیمارگر از بامیه به 
بوته‌های بذری پروانش )Catharanthus roseus(، به کمک گیاه انگل سس )Cuscuta campestris( در گلخانه 
صورت گرفت. این گیاهان بعد از یک‌ ماه علایم فیلودی را نشان دادند. جهت شناسایی عامل بیماری، استخراج 
DNA، از رگبرگ‌های میانی و دمبرگ پنج گیاه بامیه بیمار و سه گیاه سالم )شاهد منفی( با روش CTAB انجام 
شد. واکنش‌های زنجیره‌ای پلیمراز )PCR( مستقیم و آشیانه‌ای به ترتیب با استفاده از جفت آغازگرهای عمومی، 
P1/P7 و R16F2n/R16R2 انجام شدند. قطعات تکثیرشده با اندازه مورد انتظار، از محصولات PCR هر پنج گیاه 
 )Virtual RFLP( بیمار به‌دست آمدند. تجزیه و تحلیل‌های فیلوژنتیک و چند شکلی طولی قطعات برشی مجازي
بـا استفاده از برنامه iPhyClassifier و در شرایط آزمایشگاهی با آنزیم‌های برشی نشان دادند که فیتوپلاسمای 
مرتبط با بیماری غلاف پیچ‌خورده بامیه بیشترین شباهت را با Candidatus phytoplasma trifolii متعلق به گروه 
افژولش شبدر )Clover proliferation group, 16SrVI-A( دارد )شماره دسترسی OR784662(. این تحقیق 
که داده‌های تکمیلی نسبت به گزارش اولیه چاپ شده از آن را ارائه کرد، نه تنها نشان‌دهنده گسترش دامنه میزبانی 
فیتوپلاسماها در ایران است، بلکه ضرورت پژوهش‌های بیشتر برای شناسایی سایر میزبان‌ها و تعیین دقیق پراکنش 

این فیتوپلاسماها در دیگر نقاط کشور را به‌خوبی روشن می‌کند.
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مقدمه
بامیهAbelmoschus esculentus L.)i(، گیاهی 
 Malvaceae یک‌ساله حساس به سرما از خانواده
شرق  بومی  گیاه  این  است.   Okra لاتین  نام  با 
آفریقاست که به دلیل ارزش تغذیه‌ای و دارویی 
مناطق  ویژه  به  جهان  نقاط  از  بسیاری  در  بالا، 
می‌شود  کشت  نیمه‌گرمسیری  و  گرمسیری 
این گیاه سرشار  میوه   .)Adetuyi et al., 2008(
پلی‌ساکاریدهای  نظیر  فعال  زیستی  ترکیبات  از 
تانن‌ها  فنلی،  ترکیبات  فلاونوئیدها،  محلول، 
ویژگی‌های  آن  به  که  است  موسیلاژها  و 
و  ضد‌سرطانی  آنتی‌اکسیدانی،  ضد‌التهابی، 
 Chukwuma et al.,( بخشیده‌اند  ضددیابتی 
Sabitha et al., 2011 ;2019(. مطالعات متعددی 

می‌توانند  بامیه  عصاره‌های  که  داده‌اند  نشان 
فعالیت آنزیم‌های آلفا آمیلاز و آلفا گلوکوزیداز 
را مهار کرده و موجب کاهش جذب گلوکز در 
امر در کنترل دیابت نوع ۲  این  روده شوند که 
بسیار مؤثر است )Khan et al., 2013(. همچنین 
عملکرد  بهبود  سبب  بامیه  موسیلاژی  خواص 
دستگاه گوارش، کاهش کلسترول خون و بهبود 
 Lengsfeld et al.,( زخم‌های مخاطی شده است

.)2004

ایران،  سنتی  طب  در  گیاه  این  از  استفاده 
مدر،  ضدالتهاب،  داروی  عنوان  به  هند  و  چین 
ملین و حتی درمان بیماری‌های پوستی گزارش 
 .)Mahfuzul Hoque et al., 2007( است  شده 
این  بالای  دارویی  و  اقتصادی  اهمیت  وجود  با 
گیاه، بامیه در سال‌های اخیر با ظهور بیماری‌های 
و  کیفیت  بر  که  است  شده  مواجه  نوپدیدی 
کیی  می‌گذارند.  منفی  اثر  آن  محصول  کمیت 

از عوامل بروز اختلالات رشدی و فیزیولوژکیی 
عنوان  به  که  هستند  فیتوپلاسماها  بامیه،  در 
می‌توانند  کشت،  غیرقابل  مکیروارگانیسم‌های 
ریزبرگی،  نظیر کوتولگی،  بروز علایمی  باعث 
زایشی  اندام‌های  شکل  تغییر  و  میوه  پیچیدگی 

 .)Bertaccini & Lee, 2018( شوند
ایران به دلیل موقعیت جغرافیایی خاص، تنوع 
ارتفاعات، فاصله از دریا، وسعت و اختلاف زیاد 
آب‌وهوایی  دارای  جنوب،  و  شمال  مناطق  بین 
است.  متفاوت  بارندگی  میزان  و  متنوع  بسیار 
وقوع خشکسالی در دهه‌های اخیر در کشور به 
و  شیوع  بر  ناقل،  فعالیت حشرات  افزایش  دلیل 
همه‌گیری بیماری‌های فیتوپلاسمایی مؤثر است. 
در سال‌های اخیر، بیماری‌های فیتوپلاسمایی در 
بی‌ثمر  درختان  مختلف،  گلخانه‌ای  محصولات 
برخی  پیدا کرده‌اند.  و جنگل‌های کشور شیوع 
خسارت‌زای  مهم  بیماری‌های  نمونه‌های  از 
 16SrI گروه‌های  در  که  کشور  فیتوپلاسمایی 
)زیرگروه‌های R ,B و S (، 16SrII )زیرگروه‌های 
 ،)A 16SrIII )زیرگروه   ،)Z ,V , D و    , C,  B
 16SrVII  ))Fو  D  ،A )زیرگروه‌های   16SrVI

 ،B  ،A )زیرگروه‌های   16SrIX  ،)A )زیرگروه 
 16SrXI )C زیرگروه( 16SrX ،)Iو H ،E ،D ،C
 16SrXIV )A زیرگروه( 16SrXII ،)A زیرگروه(
A و  16SrXXIX )زیرگروه‌های   ،)A )زیرگروه 
B( و 16SrXXX )زیرگروه A( جای دارند، در 
همکاران  و  حسینی  اسماعیل‌زاده  مروری  مقاله 

)2023(، ارائه شده‌اند.
شناسایی و طبقه‌بندی دقیق عامل بیماری‌زا با 
روش‌های مولکولی، گامی اساسی در مدیریت 
تنش  به  حساس  دارویی  گیاهان  بیماری‌های 
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اثبات  ....

سال  ماه  فروردین  در  است.  بامیه  مانند  زیستی 
گیاهان  در  بیماری  از  جدیدی  علایم   ،1402
بامیه کشت شده در گلخانه‌ها دیده شد. مطالعه 
حاضر به منظور بررسی علت بیماری انجام شد.  
بخشی از این داده‌ها پیش‌تر به صورت گزارش 
 Gharouni-Kardani( منتشر شده‌اند  اولیه کوتاه 
Taheri, 2024 &(.  این مقاله، اطلاعات تکمیلی 

را  عامل مذکور  بیماری‌زایی  و  را ارائه می‌دهد 
اثبات می‌کند.

مواد و روش‌ها
نمونه‌برداری از مناطق آلوده

چناران  در  واقع  بامیه  گلخانه  از  بازدید  طی 
سال  در  خراسان‌رضوی  استان  آباد(،  )محسن 
فیتوپلاسما  به  مشکوک  نمونه‌هایی   ،1402
دارای علایم پیچیدگی کپسول میوه، کوتاه‌شدن 
میان‌گره‌ها، کوتولگی و جارویی شدن اندام‌های 
داخل  نمونه‌ها   .)1 مشاهده شدند )شکل  هوایی 

زمان  تا  و  منتقل  آزمایشگاه  به  کاغذی  پاکت 
قرار  آزمایش در دمای چهار درجه سانتی‌گراد 

گرفتند.
انتقال عامل بیماری به گیاه پروانش 

 Cuscuta( با سس )Catharanthus roseus(

)campestris

به  سس  انگل  گیاه  کمک  به  بیماری  عامل 
برای  شد.  داده  انتقال  پروانش  بذری  بوته‌های 
این گیاه روی  بذور  تهیه ریسه‌های سس سالم، 
شدند.  داده  رشد  مرطوب  کاغذی  دستمال 
پروانش  بوته‌های جوان  ساقه‌های حاصل، روی 
بوته  به  سس  رشته‌های  سپس  گردیدند.  منتقل 
داده  ارتباط  ذکرشده،  غیرعادی  علایم  با  بامیه 
ارتباط  بوته آلوده،  استقرار روی  از  شدند. پس 
آنها با گیاه مادری قطع شد. دو هفته بعد، ریسه‌ها 
از  بعد  پروانش متصل شدند.  بذری  بوته‌های  به 
و  شده  سس  از  عاری  بوته‌ها  این  ماه  یک  طی 

 

مشاهده شده در گلخانه چناران، استان خراسان رضوي. (الف)  ) Abelmoschus esculentus (. علايم غيرعادي باميه1شكل 

ج) پيچيدگي و بدشكلي كپسول ميوه، (د) كوتاه شدن ميان گره ها، (ه) تغيير شكل كپسول، كوتولگي و رشد متراكم )تا 

  اندام هاي هوايي، در مقايسه با (و) گياه سالم
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برای بروز علایم در شرایط رطوبتی و حرارتی 
 Přibylová( مناسب در گلخانه نگهداری شدند

.)and Špak, 2013

شناسایی عامل بیماری

واکنش زنجیره‌ای پلیمراز 

)Polymerase chain reaction, PCR(

از   DNA‌ بیماری،  عامل  شناسایی  جهت 
رگبرگ‌های میانی و دمبرگ‌های پنج گیاه بیمار 
با  منفی  عنوان شاهد  به  بدون علایم  گیاه  و سه 
استفاده از روش CTAB استخراج شدند )1998   

.)Zhang et al.,

برای انجام PCR، 1/5 ميكروليتر DNA الگو، 
2 مکیرولیتر از هر یک از آغازگرها با غلظت 5 
قرمز  مکیس  مستر  مکیرولیتر   12/5 و  پکیومول 
ساخت کشور دانمارک )®)AMPLIQON( در 
حجم نهایی 25 مکیرولیتر مخلوط شدند. برنامه 
PCR عبارت بود از: 94 درجه‌سانتی‌گراد به مدت 

دو دقيقه )واسرشته‌سازی آغازین( و به دنبال آن، 
مدت  به  درجه‌سانتی‌گراد   94 شامل  چرخه   35
درجه‌سانتی‌گراد   55 )واسرشته‌سازی(،  ثانیه   30
ثانیه )اتصال(، 72 درجه‌سانتی‌گراد  به مدت 90 
چرخه  يك  و  )گسترش(  دقيقه   2 مدت  به 
دماي  در  دقيقه   7 مدت  به  انتهايي  طویل‌شدن 
تبدیل  از  اطمینان  جهت  درجه‌سانتی‌گراد   72
شد.  انجام  رشته  دو  به  رشته  تک  DNAهای 

محصول این مرحله به نسبت 1:30 با آب مقطر 
مکیرولیتر  یک  و  گردید  رقیق  ضدعفونی‌شده 
یاد  اجزاء  با  قالب   DNA عنوان  به  رقت  این  از 
شده در مرحله دوم PCR به‌کار برده شد. شرایط 
دمایی PCR آشیانه‌ای مشابه قبل بود با این تفاوت 
که دمای اتصال آغازگرها 52 درجه‌سانتی‌گراد 

در نظر گرفته شد.
به  توالیی‌ابی  برای   PCR محصولات 
شدند.  ارسال  کره‌جنوبی  ماکروژن  شرکت 
افزار  نرم  با  برگشت حاصل،  و  توالی‌های رفت 
سر   )Geneious Prime® 2019.1.3( جنیوس 
 BLAST هم شدند، سپس ارزیابی آنها با برنامه
رسم   .)Altschul et al., 1997( گردید  انجام 
توالی‌های  ارزیابی  جهت  فیلوژنتکیی  درخت 
با گروه‌ها  نوکلئوتیدی جدایه‌ها و نزدکیی آنها 
نرم‌  از  استفاده  با  فیتوپلاسمایی  زیرگروه‌های  و 
با  الحاق همسایه‌ها  به روش  و   MEGA-X افزار 
1000 تکرار در ارزیابی )Bootstrap( انجام شد 
 .)Saitou & Nei, 1987; Kumar et al., 2018(
به عنوان برون  نیز   Acholeplasma laidlawii از 

گروه استفاده گردید.
چند شکلی طولی قطعـات برشـی مجـازي 

 PCR و حقیقی محصول )Virtual RFLP(

آشیانه‌ای

ریبوزومی  گروه‌های  وابستگی  تعیین  برای 
برشـی  قطعـات  طولی  شکلی  چند  کمک  به 
 16S rRNA توالی ژن ،)Virtual RFLP( مجـازي
R16F2n/ آغازگر  جفت  با  تکثیر‌شده  )ناحیه 

 iPhyClassifier نرم‌افزار  از  استفاده  با   )R16R2

http://plantpathology.ba.ars.usda.( تارنمای  در 
 17 با   ،)gov/cgi-bin/resource/iphyclassifier.cgi

 P1جهت انجام واكنش زنجيره اي پليمراز از آغازگرهاي عمومي 

)5'-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3' و (

P7) 5'-CGTCCTTCATCGGCTCTT-3') (Deng 

&Hiruki, 1991 براي (PCR مستقيم و آغازگرهاي R16F2n  

)5'-GAAACGACTGCTAAGACTGG-3' و (R16R2 

)5'-TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3' (

)Gundersen& Lee, 1996 ( برايPCR.آشيانه اي استفاده شد  
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 ،BstUI  ،DraI  ،EcoRI  ،HaeIII شامل:  آنزیم 
 ،KpnI  ،Sau3AI  ،MseI  ،AluI  ،BamHI  ،BfaI

 RsaI و SspI ،TaqI ،HhaI ،HinfI ،HpaI ،HpaII

برش داده شـد و جایگـاه فیتوپلاسمای همراه با 
گردید تعیین  بامیه  پیچ‌خورده  غلاف   بیماري 

.)Zhao et al., 2009( 
از  استفاده  با   PCR محصول  آنزیمی  هضم 
HpaII و   TaqI  ،AluI  ،RsaI  ،HinfI آنزیم‌های 

 RFLP محصولات .)Lee et al., 1998( انجام شد
الگوهای  الکتروفورز و  در ژل آگارز 2 درصد 
موجود  الگوهای  با  روش  این  از  آمده  به‎دست 

در منابع مقایسه شدند.
نتایج و بحث

انتقال عامل بیماری به گیاه پروانش با سس

بامیه  بوته‌  از  سس  کمک  به  بیماری،  عامل 
آلوده، به بوته‌های پروانش سالم منتقل شد. بعد 
از یک ماه، همانطور که در شکل 2 نشان داده 
زردی  و  کوتولگی  فیلودی،  علایم  است،  شده 
گردیدند.  ظاهر  شده  مایه‌زنی  پروانش‌های  در 

کیسانی  بیمار، علایم  گیاهان  تکرارهای  تمامی 
نشان دادند و پروانش‌های متصل شده به گیاهان 

بامیه سالم، فاقد علایم بودند.
شناسایی عامل بیماری

انتظار  مورد  اندازه  با  تکثیر‌شده  قطعات 
)1830 جفت باز حاصل از پرایمرهای P1/P7 و 
R16F2/ پرایمرهای  از  حاصل  باز  1247 جفت 

آمدند.  به‌دست  بیمار  گیاه  پنج  هر  از   )R16R2

همانند‌سازی قطعات مذکور در گیاهان بیمار و 
گیاهان  در  تکثیرشده  نواحی  این  حضور  عدم 
فیتوپلاسما  به  بامیه  آلودگی  نشان‌دهنده  سالم، 
عامل  که  کردند  تأیید  توالی  تعیین  نتایج  بود. 
ماهیتی  بامیه،  غلاف  پیچیدگی  بیماری  همراه 
توالی‌های  نوکلئوتیدهای  دارد.  فیتوپلاسمایی 
حاصل، 100 درصد به کیدیگر شباهت داشتند 
با   )NCBI( بانک جهانی ژن از آنها در  و کیی 
شماره دسترسی OR784662 ثبت شد. از مقایسه 
موجود  ترادف‌های  با  آمده  به‌دست  ترادف 
فیتوپلاسمای  که  شد  مشخص  ژن،  بانک  در 

 

Catharanthus(. الف) بوته پروانش 2شكل  roseus(  سالم و استقرار

Cuscuta(سس  campestris ( انتقالروي آن. ب) علايم فيلودي و زردي ناشي از 

 از طريق سس به گياه پروانش بعد از يك ماه غلاف پيچ  خورده باميه همراه با يتوپلاسماي ف

اثبات  ....
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به  درصد   100 بامیه  غلاف  پیچیدگی  عامل 
 16Sr )زیرگروه  سویا  از  حاصل  فیتوپلاسمای 

VI-A( در ایران شباهت دارد.     

بر اساس توالی‌های 16SrRNA جزئی )1247 
پیچ‌خورده  غلاف  فیتوپلاسمای  از  باز(  جفت 
شناسایی   )Abelmoschus esculentus L.( بامیه 
شده در این مطالعه )دایره(، جدایه‌های به‌دست 

توالی‌های  و  )مربع(  هند  در  بامیه  از  آمده 
موجود در بانک ژن با سایر زیرگروه‌های گروه 
در  دسترسی  شماره‌های   16SrVΙ فیتوپلاسمایی 
 Acholeplasma laidlawii پرانتز ذکر شده‌اند. از

به عنوان گروه خارجی استفاده شد.
جفـت‌بـازي   1247 قطعه  آنزیمی  هضم   از 
حاصل از پرایمرهای R16F2n/R16R2 با آنزیم 

 

 تكرار در ارزيابي) 1000 به روش اتصال همسايه اي (MEGA-X. درخت فيلوژنتيكي رسم  شده با استفاده از نرم افزار 3شكل 

 

 

 



33

 HpaII آنزیم  با   ،450 و   800 قطعات   HinfI

قطعات 850، 350 و 150، با آنزیم AluI قطعات 
 800 قطعات   TaqI آنزیم  با   ،150 و   280  ،700
 500 و   700 قطعات   RsaI آنزیم  با  و   380 و 
جفت بازی تولید شدند. مقایسه الگوی به‌دست 
نشان داد که  منابع  الگوهای موجود در  با  آمده 
افژولش  گروه  در  بامیه  با  همراه  فیتوپلاسمای 
 )Clover proliferation group, 16SrVI( شبدر 

قرار می‌گیرد.
جدایه  رسم‌شده،  فیلوژنتکیی  درخت  در 
زیر  به  متعلق  فیتوپلاسماهای  با  بامیه،  بیمارگر 
ایران  در  که  داشت،  شباهت   16SrVI گـروه 
 Fattahi et al.,( پروانش  گیاهان  از  پیش‌تر 
 ،)Jamshidi et al., 2014( گوجه‌فرنگی ،)2016

بادمجان )Salehi et al., 2021(، لوبیا چشم بلبلی 
 ،)Gharouni-Kardani and Jamshidi, 2018a(
ماش )Ghayeb Zamharir et al., 2021(، کنجد 
Esmaeilzadeh-( گز   ،)Salehi et al., 2022(

 Ghayeb( سویا   ،)Hosseini et al., 2024

 Ghayeb( کدوسبز   ،)Zamharir et al., 2022

Esmailzadeh-( و خیار )Zamharir et al., 2018

 Hosseini et al., 2015; Gharouni-Kardani

بودند.   شده  گزارش   ،)  and Jamshidi, 2018b

و  حسینی  اسماعیل‌زاده  مروری  مقاله  در 
همکاران، فیتوپلاسماهای این زیرگروه بیمارگر 
ذکر شده‌اند که محققین ایرانی در سایر گیاهان 
موجود در کشور از جمله کلزا، کلم، گل همیشه 
کانادایی،  پیربهارک  زرد،  بابونه  هندوانه،  بهار، 
تلخ  ایتالیایی،  کاج  خرما،  یونجه،  ژاپنی،  ارس 
کردند  گزارش  عناب  و  ذرت  انگور،  بیان، 

.)Esmaeilzadeh-Hosseini et al., 2023(
ارتباط  بامیه  با  که  مختلفی  فیتوپلاسماهای 
دارند، از سایر کشورها گزارش شدند. علایمی 
که گروه‌های 16SrXII و 16SrV فیتوپلاسما در 
عبارت  کردند  ایجاد  بامیه  در  موریس  جزیره 
پیچیدگی  برگ‌ها،  بدشکلی  و  زردی  از  بودند 
این  گیاه.  کوتولگی  و  بالا  سمت  به  برگ‌ها 

اثبات  ....
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فیتوپلاسمایی  آلودگی  که  کردند  بیان  محققان 
وقوع  و  یافته  انتشار  جزیره  در  زیادی  میزان  به 
این بیماری در برخی مناطق به 75 تا 100 درصد 
رسیده و حدود 40 درصد از محصولات از بین 
 .)Gungoosingh-Bunwaree et al., 2011( رفتند
هند  از   16SrI فیتوپلاسمایی  دیگر  گروه 
در  شده  مشاهده  رایج  علائم  شد.  گزارش 
گیاهان بیمار بامیه، شامل کوتاه شدن میانگره‌ها، 
پهنک  کاهش  رأسی،  ناحیه  در  برگ‌ها  تجمع 
برگ، قرمز شدن ساقه، خم شدن میوه، فیلودی 
و کوتولگی گیاهان بود. میزان شیوع بیماری از 
۲ تا ۶۰ درصد متغیر بود و کاهش قابل توجهی 
 Kumar et al.,( در تولید گل و بذر ایجاد نمود

.)2012

صورت  به  داده‌ها  این  از  بخشی  پیش‌تر 
Gharouni-( اولیه کوتاه چاپ شده‌اند  گزارش 

به  توجه  با   .)Kardani & Taheri, 2024

بررسی‌های انجام شده، این اولین گزارش سویه 
مرتبط با )Ca. P. Trifolii( است که باعث بیماری 
غلاف پیچ‌خورده بامیه در ایران و جهان می‌شود. 

نتیجه‌گیری کلی
 RFLP و  فیلوژنتیک  تحلیل‌های  و  تجزیه 
فیتوپلاسمای  که  دادند  نشان  حقیقی  و  مجازی 
متعلق  بامیه  پیچ‌خورده  غلاف  بیماری  با  مرتبط 
از  گروه  این  است.   16SrVI-A زیرگروه  به 
اهمیت  اعضا،  زیاد  تعداد  به‌دلیل  فیتوپلاسماها 
سطح  در  توجه  قابل  گسترش  و  بالا  اقتصادی 
تأثیرگذار  و  از گروه‌های کلیدی  کیی  جهانی، 
می‌آید.  به‌شمار  کشاورزی  اکوسیستم‌های  در 
که  است  آن  از  حاکی  تحقیق  این  یافته‌های 
میزبانی  دامنه  گسترش  حال  در  فیتوپلاسماها 

خود در ایران هستند و این امر می‌تواند تهدیدی 
توجه  با  باشد.  کشور  کشاورزی  برای  جدی 
مخربی  اثرات  و  بیماری‌زا  عامل  این  ماهیت  به 
در  محصول  عملکرد  چشمگیر  کاهش  بر  که 
از طریق  انتقال آن  احتمال  دارد،  آلوده  گیاهان 
ناقلین هوایی، اهمیت مطالعات آتی در زمینه‌ی 
مناطق کشور  فیتوپلاسما در دیگر  این  پراکنش 
دقیق‌تر  بررسی  بنابراین،  می‌کند.  دوچندان  را 
روند گسترش این بیماری و شناسایی میزبان‌های 
کنترل  استراتژی‌های  طراحی  به‌منظور  جدید 
آن  از  ناشی  اقتصادی  خسارات  کاهش  و  مؤثر 

ضروری به نظر می‌رسد.
شناسایی  به  نه‌تنها  تحقیق  این  نهایت،  در 
دقیق عامل بیماری پیچیدگی غلاف بامیه کمک 
مطالعه  جهت  تحقیقات  ادامه  لزوم  بلکه  کرده 
پراکنش این فیتوپلاسما در دیگر نقاط کشور و 
نیز روشن ساخته  را  میزبان‌های جدید  شناسایی 
آینده،  در  که  می‌شود  پیشنهاد  بنابراین،  است. 
شود  انجام  زمینه  این  در  بیشتری  پژوهش‌های 
و  بیماری  این  از  جامع‌تری  درک  به  بتوان  تا 

چگونگی مدیریت آن دست یافت.
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Abstract

Okra (Abelmoschus esculentus) is an important medicinal plant belonging 

to the Malvaceae family. In April 2023, new symptoms in greenhouse-grown 

okra, including twisted, curled, or wrinkled fruit capsules, growth abnormalities, 

shortened internodes, dwarfing, and witches’ broom, were observed in the 

Chenaran district of Khorasan Razavi province. To confirm the pathogenicity and 

identify the causal agent, the pathogen was transferred from infected okra plants 

to periwinkle seedlings (Catharanthus roseus) using dodder (Cuscuta campestris) 

under greenhouse conditions. After one month, the periwinkle plants exhibited 

phyllody symptoms. DNA was extracted from the midribs and petioles of five 

infected okra plants and three healthy plants (negative controls) for pathogen 

identification using the CTAB method. Direct and nested polymerase chain reaction 

(PCR) assays were performed using universal phytoplasma primers, P1/P7 and 

R16F2n/R16R2, respectively. The expected amplicons were obtained from PCR 
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Demonstrating

products of all five infected plants. Phylogenetic and virtual RFLP analyses using 

the iPhyClassifier software and in vitro RFLP with restriction enzymes revealed 

that the phytoplasma associated with okra’s twisted pod disease closely resembled 

Candidatus phytoplasma trifolii from the Clover proliferation group (16SrVI-A) 

(accession number OR784662).  This study adds more data to the initial published 

report. It not only demonstrates the expanding host range of phytoplasmas in 

Iran but also underscores the need for further research to identify other hosts and 

determine the precise distribution of these phytoplasmas in Iran and worldwide.

Keywords: Clover proliferation, Curled pod, Okra, Phyllody, Prokaryote.


