
 
  پیچیدگی برگ زرد  هاي علفی ویروس شناسایی مولکولی میزبان

 فرنگی در جنوب استان کرمان  گوجه
 

 3جهانگیر حیدرنژاد -2سیده عاطفه حسینی -*1خدیجه سالاري
  26/04/1393: تاریخ دریافت

 23/06/1394: خ پذیرشتاری
  چکیده

هـاي گوجـه    اي به کشت هاي اخیر خسارت گسترده در سال )Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV(ویروس پیچیدگی برگ زرد گوجه فرنگی 
هاي هرز حاشیه و داخل  ویروس، از علفهاي هرز میزبان این  به منظور شناسایی علف. فرنگی و انواع کدوئیان در مناطق جنوب و جنوب شرقی ایران وارد نموده است

دست آمـده   هنتایج ب. برداري صورت گرفت نمونهگوجه فرنگی در مناطق منوجان، کهنوج، فاریاب، عنبرآباد و جیرفت  ها و مزارع به شدت آلوده انواع کدوئیان و گلخانه
 سلمه و )Malva neglecta(، پنیرك )Heliotropium annum( تآفتاب پرس ،)Chrozophora tinctoria(ارزق اورشلیمی  هاي هرز نشان داد که علف

جفت بازي مربوط  550هاي هرز آلوده، قطعه  موجود در علف TYLCVهاي  به منظور مقایسه جدایه. به این ویروس آلوده بودند) Chenopodium murale( هتر
هاي موجود در  ها با جدایه بررسی شباهت ژنتیکی این جدایه. یروس تعیین ترادف گردیدجدایه مختلف و 4به بخشی از ناحیه بین ژنی و بخشی از ژن پروتئین پوششی 

درصـد در   42/87-15/98درصد در سطح نوکلئوتیدي و  24/93-98/99هاي مورد مقایسه از بانک ژن در گستره  ها با جدایه بانک جهانی ژن نشان داد که این جدایه
چنین نتایج به دست آمده نشان داد  هاي مورد مقایسه در این تحقیق در سطح نوکلئوتیدي مشاهده شد، هم جهش در بین توالی 66و تعداد سطح آمینواسیدي تشابه دارند 

 این اولین گزارش از گیـاه . باشد گیري شناسی بیماري نقش مهمی دارند، در برنامه مدیریت این بیماري حائز اهمیت می در همههاي هرز میزبان که  که شناسایی علف
 . باشد در ایران می TYLCVسلمه تره و پنیرك به عنوان میزبان علفی 

 
 ، واکنش زنجیره اي پلیمرازهاي هرز، سفید بالک علف، بگوموویروس: هاي کلیدي واژه

 
  1مقدمه

ــروس  ــه ویـ ــرگ زرد گوجـ ــدگی بـ ــی پیچیـ ــنس فرنگـ ، از جـ
Begomovirus  تیرهو Geminiviridae  هـاي ایـن    ویـروس . اسـت

تک لا و حلقوي دارند و در نواحی گرمسیر و نیمه  DNAخانواده ژنوم 
گرمسیر گسترده هستند و چندین گونه گیاهی با اهمیت اقتصـادي را  

این خانواده بر اساس نوع حشره ناقل، دامنه ). 30و 27(کنند  آلوده می
هـاي فیلـوژنی بـه هفـت جـنس       میزبانی، ساختمان ژنـوم و بررسـی  

)Becurtovirus, Begomovirus, Curtovirus, Eragrovirus, 
Mastrevirus, Topocuvirus   وTurncurtovirus ( تقســـیم

هاي آلوده  ترین پاتوژن ناك ها در بین خطر بگوموویروس). 42(شود  می
کننده گیاهان کشت شده در سراسر دنیا هستند و تنها گیاهان دو لپه 

 هـایی کـه در جـنس    ویـروس ). 31و  27(دهند  را مورد حمله قرار می
                                                        

 دانشـگاه  کشـاورزي،  دانشکده ،گیاهپزشکی گروه شناسی گیاهی مربی بیماري - 1
  جیرفت
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 بیرجند
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  کرمان باهنر شهید

Begomovirus شوند توسط سـفید بالـک    بندي می طبقه)Bemisia 
tabaci( هاي با ژنوم تک  شوند و به دو تیپ بگوموویروس منتقل می

ها بـر اسـاس    بگوموویروس. )5(شوند  بخشی و دو بخشی تقسیم می
ساختمان ژنوم، تنوع ژنتیکی و توزیع جغرافیـایی در دو گـروه جهـان    

تقسـیم  ) آمریکـا (و جهـان جدیـد   ) و استرالیا اروپا، آفریقا، آسیا(قدیم 
گیرنـد   هایی که از جهان جدید منشـا مـی   بگوموویروس). 4(شوند  می

شناخته  DNA-Bو  DNA-Aژنوم دو بخشی دارند که تحت عنوان 
ــی ــط    م ــا فق ــوند، ام ــه DNA-Aش ــدي در طبق ــونومیکی  بن تاکس

کنون هــیج شــود و تــا هــاي دو بخشــی اســتفاده مــی بگومــوویروس
ویروس بومی با ژنوم تک بخشی از جهان جدید شناسایی نشده بگومو
سـازي و   در هماننـد  DNA-Aهاي کد شده توسط  پروتئین). 5(است 

هاي کد شـده توسـط    که پروتئین دار شدن نقش دارند، در حالی کپسید
DNA-B  حرکت بین و درون سلولی و ظهـور علائـم در گیـاه    براي

ــان قــدیم). 22(باشــند  ضــروري مــی ــر در جه چــه تعــداد کمــی  اگ
بگوموویروس با ژنوم دو بخشی وجـود دارد امـا اکثریـت ژنـوم تـک      

در ). 4(هاي دو بخشی دارند  در بگوموویروس DNA-Aبخشی مشابه 
شـامل   ORFهاي دو بخشی شش قـاب خوانـدنی بـاز     بگوموویروس

)AV1, AV2, AV3, AV4 ( رويDNA-A  و دوORF  شــامل
)BC1, BV1 ( رويDNA-B  گیرند قرار می)36 .( 
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ل دنیـا سـا  بیماري پیچیدگی برگ زرد گوجه فرنگی اولین بار در 
از اسـرائیل  ) Bemisia tabaci(با شیوع گسترده سفید بالـک   1939

گزارش شد ولی اولین علائم بیماري از روي گوجـه فرنگـی در سـال    
ایـن بیمـاري   ). 7( مشاهده و سبب کاهش شدید محصول شـد 1931

مـیلادي از مـزارع گوجـه فرنگـی      1996ر سـال اولین بار در ایـران د 
هاي جنوبی ایـران شـامل سیسـتان و بلوچسـتان، هرمزگـان،       استان

هاي هرز  تشخیص علف). 19(خوزستان، فارس و کرمان گزارش شد 
هاي ویروسـی   تواند یک بخش مهم مدیریت بیماري منبع ویروس می

یی در مـورد بررسـی و شناسـا    تا کنـون مطالعـات زیـادي    )33(باشد 
در . در دنیا انجام شده اسـت  TYLCVهاي علف هرز ویروس  میزبان

عنوان میزبان این  هب) Solanum nigrum(ریزي  اسپانیا علف هرز تاج
چنـین در جنـوب کالیفرنیـا آلـودگی      هـم . )2(ویروس شناسایی شـد  

از تیره فرفیون، بگونیا  )Acalypha virginica( هاي هرز آکالیفا علف
)Begonia sp(یرتیغی ، ش ـ)Sonchus oleraceus(،   تـاج خــروس
)Amaranthus retroflexus ( و توتون)Nicotiana tabacum ( در

بررسی انجام شده در تانزانیا در ). 44(مثبت ارزیابی شد  PCRآزمون 
آلـوده  ) Datura stramonium( و تـاتوره توتـون  هـاي هـرز    علـف 

گونـه   49ز نمونه علـف هـرز ا   461در قبرس در . )26(گزارش شدند 
مختلف متعلق به چندین خانواده گیاهی حضور ویروس مشخص شـد  

و همکــاران در ایتالیــا وجــود ویــروس مــذکور را در فــانیگلیلو ). 32(
، )Sonchus asper(، شـیرتیغی  )Cardaria draba(هرز ازمک  علف
هـاي   فاضلی و همکاران علـف ). 10(ریزي و تاتوره ردیابی کردند  تاج

و فتـق  ) Chrozophora heirosolymitana(می هرز ارزق اورشـلی 
 TYLCVرا از ایران به عنوان میزبـان   .)Herniaria sp(کرك آلود 

علف هرز تـاتوره را از   حسین زاده و همکاران نیز ).13( معرفی کردند
چنـین   هـم ). 24(بجنورد در ایران آلوده به این ویروس گزارش کردند 

از علـف هـرز آفتـاب پرسـت      اي حیدر نژاد و همکاران آلودگی گونـه 
)Heliotropium annum ( بــهTYLCV  را گــزارش نمودنــد)23 .(

دهـد کـه عامـل     هاي اخیر نشان می اي در طی سال مشاهدات مزرعه
و گوجه فرنگی در جنوب  ها و مزارع کدوئیان اصلی خسارت در گلخانه

 ).25(باشد  میزرد گوجه فرنگی  استان کرمان ویروس پیچیدگی برگ
 هاي ناقل در حـین تغذیـه از شـیره گیـاهی     ناقل سفید بالک حشرات

هاي گیـاهی کشـت    هاي هرز و میزبان ها را بین میزبان بگوموویروس
ها و اپیـدمی بیمـاري نقـش     کنند و در تکامل ویروس شده منتقل می

هـاي جدیـدي از ایـن ویـروس در      در ایران واریانـت ). 34و  1(دارند 
ست که بر اساس مطالعات انجـام  مناطق شمال شرقی مشاهده شده ا

هاي جدید از نژادهاي این ویروس  رسد ظهور واریانت شده به نظر می
ویروس از حشرات ناقل،  ناشی از انتشار طبیعی جمعیت هاي آلوده به

ها یا از طریق انتقال مواد گیاهی آلوده به ویروس از مناطق  سفید بالک
ل فقـدان اطلاعـات   بـدلی  ).24(جنوبی به مناطق شمال شرقی باشـد  

اي در خصوص نحوه پایداري و بقاء عامل بیماري در خـارج از   منطقه
هاي جاري در کنترل این بیمـاري مـوثر نبـوده و     ، روشفصل زراعی

هدف از این . شود عنوان بیماري مهم در منطقه شناخته می هچنان ب هم
هاي علفی ویروس و دستیابی بـه اطلاعـات    میزبانتحقیق شناسایی 

ی و تدوین برنامه مدیریتی مناسب جهت کاهش خسارت بیماري و کاف
  .باشد فزایش عملکرد میا

  
 ها ش  رو و مواد

  هاي هرز در علف ویروس ردیابی و برداري نمونه
هـاي کـدوئیان و    در طی بازدید ازحاشیه و داخل مزارع و گلخانه 

هاي علـف هـرز بـا و     نمونه 1391-1393هاي  گوجه فرنگی در سال
علائم از حاشیه و داخل مزارع گوجه فرنگی، خیار، کدو، خربزه،  بدون

منوجـان،  (هـا در جنـوب اسـتان کرمـان      گرمک از مناطق کشـت آن 
جـدول  ( آوري شد جمع) جیرفت، عنبرآباد و ساردوئیهکهنوج، فاریاب، 

1( . 
  

به منظور  نمونه برداري شدهمناطق مختلف  مشخصات - 1جدول 
  یروس پیچیدگی برگ زرد گوجه فرنگیشناسایی میزبان هاي هرز و

Table 1- Details of sample collection sites to identifty weed 
hosts of TYLCV 

 نمونه برداري شده مناطق
sample collection sites  

 ن شهرستا
Province  

 ردیف   
Row 

چاه حسن، چاه آموزي، نهضت آباد، 
 چغوکی، نور آباد

Chah hasan, Chah amoozi, 
Nehzat Abad, Choghooki, 

Noor Abad 

 منوجان
Manoojan   

1 
  

دهپیش سهران، سعید آباد، زه، رضاآباد، 
 چاه زیارت، زه واردراز

Dehpish Sohran, Saeed 
Abad, Reza Abad, Zeh, Chah 

Ziarat, Zehvar Deraz 

 کهنوج
Kahnooj   2  

مزارع حاشیه رودخانه هلیل، باقرآباد، 
 بهجرد

Halil River Farms, Bagher 
Abad, Behjerd 

 جیرفت
Jiroft   3  

تل شیراز، جهاد آباد، امیر آباد نظري، 
 علی آباد قدیري، توکل آباد

Tal shiraz, Jahad Abad, Amir 
abad Nazari, Aliabad 

Ghadiri, Tavakol Abad 

 عنبرآباد
Anbarabad  4  

  
ئیـک،  وزاعلائم مشاهده شده در میزبان اصلی در مزرعه شامل م

شـدن   اي شکل در سطح برگ، جـاروئی  کوتولگی، ایجاد علائم ستاره
شدن سطح برگ و بد  بوته، پیچیدگی حاشیه برگ به سمت بالا، تاولی

 . باشد شکلی در میوه می
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د گوجه فرنگی مشخصات علف هاي هرز جمع آوري شده از مزارع مختلف کدوئیان و گوجه فرنگی جهت ردیابی ویروس پیچیدگی برگ زر -2جدول
TYLCV 

Table 2- Detail of collected Weeds from different fields of tomato and cucurbitae to detecting TYLCV. 
 گونه

Species  
 

 خانواده
Family  

 عداد نمونه برداشت شدهت
Number of collected samples  

  منطقه نمونه برداري
Sample collection site  

  گ نازكتاج خروس بر
Amaranthus viridis 

 وحشی تاج خروس

Amaranthaceae 20   جیرفت(مزرعه گوجه فرنگی( 
Tomato field(Jiroft) 

" 
 15 

Amaranthus retroflexus 
 "  Asteraceae 7 کنگاوچاق                    

  )منوجان(مزرعه خربزه
Melon field(Manoojan) 

Lactuca serriola (L.) 
  8  گلرنگ                   

Carthamus tinctorius L. 
  "  Compositae 6 گل گندم              

"  
"  Centaurea solstitialis L. 

  10  پیر گیاه                 

Senecio vulgaris L. 
  Boraginaceae 30 آفتاب پرست اروپایی

  )کهنوج(مزرعه گوجه فرنگی 
Tomato field(Kahnooj) 

 
Heliotropium europaeum L 

 Chenopidiaceae سلمه تره
26  

"  
"  Chenopodium murale L. 

 30  سلمه تره

Chenopodium album L. 
 علف شور

 
Convolvulaceae 

  
20  

"  
  
" 

 )عنبر آباد(مزارع کدو و خیار
Salsola sp. 

  5   علف مورچه
Cressa cretica L. 

  "  Cruciferae 15  )ازمک(تره تیزك 
  
"  

  
" 
" 

Cardaria draba  
  10  شلغمی

Rapistrum crantz  
 )منوجان(مزرعه گوجه فرنگی   Cyperaceae 10 اویارسلام

Cyperus sp.  
  Euphorbiaceae  16 فرفیون

" 
" Euphorbium helioscopia L  

  14  گوش بره-)ارزق(رنگینک
Chrozophora tinctoria  

  Gramineae 10 علف عشق
" 
" Eragrostis sp. P.Beauv  

  8  سوروف
Echinochloa sp.  

 "  Legominosae 7 یونجه زرد

Melilotus officinalis (L.) 
Desr  
 پنیرك

Malvaceae 25  جیرفت(مزرعه کدو( 
 

Malva  neglectaL   
Orobanchaceae 5  " 
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 گل جالیز
  تاج خروس برگ نازك

Amaranthus viridis 
 وحشی تاج خروس

Papilionaceae 9  " 

Amaranthus retroflexus 
 کنگاوچاق                    

Polygonaceae 
 10  

" 
" Lactuca serriola (L.) 

  10  گلرنگ                   
Carthamus tinctorius L. 

 "  primulaceae 10 گل گندم              

Centaurea solstitialis L. 
 "  Protulacaceae 10 پیر گیاه                 

Senecio vulgaris L. 
 "  Solanaceae  10 آفتاب پرست اروپایی

 Heliotropium europaeum L )منوجان(مزرعه کدو 
  10  سلمه تره

Chenopodium murale L. 
 "  Umbelliferae 5 سلمه تره

Chenopodium album L. 
  Zygophyllaceae 5 علف شور

" 
" Salsola sp. 

  7   علف مورچه
Cressa cretica L. 

 
  )ازمک(تره تیزك 

Cucurbitaceae 15  " 

 
بـدون علائـم   ) موارديبجزء در (هاي هرز جمع آوري شده  علف

لاستیک قـرار داده شـد و بـر روي    هاي مشکوك درون پ نمونه. بودند
هـا   تمامی نمونه. برداري ثبت شد و تاریخ نمونه آوري ها محل جمع آن

  .روي یخ به آزمایشگاه منتقل گردید
 

  اسایی علف هاي هرزشن 
آوري شـده، توسـط    هـاي جمـع   شناسایی جـنس و گونـه نمونـه   

  .)2جدول ( انجام شد متخصین گیاه شناسی
  

   DNAاستخراج 
و بر اساس ژانگ و  )CTAB(1تب  به روش سی DNAاستخراج 

درجـه سـانتی    -20حاصل به دماي DNA. شدانجام  )45(همکاران 
 . منتقل شد گراد

 

 ـ مولکـولی  شناسـایی   واکـنش  از اسـتفاده  بـا  روسوی

  ها الکتروفورز و تعیین ترادف توالی ،مراز پلی اي زنجیره
DNA آوري شـده، جهـت    جمع هرز استخراجی از علف هايهایی

در ایـن   .اي پلیمراز مورد استفاده قرار گرفتند تکثیر در واکنش زنجیره
                                                        
1 cetyltrimethylammonium bromide, 
hexadecyltrimethylammonium bromide 

ــنش  ــاي ازواکـ ــی  آغازگرهـ ــته ویروسـ  PCR v181(رشـ
TAATATTACCGGWTGGCC( رشـته مکمـل    و)PCR Bc 

TGGACYTTRCAWGGBCCTTCACA) (37 ( که اختصاصی
هاي منتقل شـده بـا سـفید     جمینی ویروس DNA-A یجهت شناسای

بازهاي نامشخص کـه بـاحروف دیگـري     .باشد، استفاده شد بالک می
: درترادف آغازگرقراردارنـد بـه صـورت زیرهسـتند     Gو A ،T ،Cغیراز

.Y= C/T, W=A/T, R=A/G,K= G/T, B= C/G یـن جفـت   ا
هاي آلوده تکثیر نمود  جفت باز در نمونه 550اي به طول  آغازگر قطعه

 AccuPower PCR PreMix)با استفاده از کیت  PCRآزمون  .)39(
Kit, Bioneer- South Korea)   میکرولیتـري شـامل   25در حجـم 

 یـک  ،نانو گرم بـر میکرولیتـر  200به غلظت  cDNAمیکرولیتر  یک
ــر ــک هــر از میکرولیت ــه غلظــت   ی ــا ب ــول 10از آغازگره ، پیکوم

میکرولیتــر از 5/0، )میلــی مــولارMgCl2 )10میکرولیتــر از بــافر 2/1
 0/ 5، )مـولار  میلـی 10( (dNTPs)مخلوط نوکلئوتید تري فسفات هـا 

واحـد در   5بـه غلظـت    Taq DNA Polymeraseمیکرولیتر آنـزیم  
 مقطـر  آب میکرولیتـر  5/15 و PCRمیکرولیتـر بـافر    3/4میکرولیتر،

ابتـدا  اي پلیمراز  در برنامه دمایی واکنش زنجیره. گرفت انجام استریل
درجـه   94سازي اولیه بـه مـدت سـه دقیقـه در      یک مرحله واسرشت

ثانیه در دماي  50چرخه شامل مرحله واسرشت سازي  30گراد،  سانتی
گراد و  درجه سانتی 55ثانیه در دماي  50گراد، اتصال  درجه سانتی 94
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 10گراد و در انتها بـراي مـدت    درجه سانتی 72ثانیه در  60ش گستر
الکتروفــورز . گــراد انجـام گرفــت  درجـه ســانتی  72دقیقـه در دمــاي  

درصـد و   1اي پلیمراز بـر روي ژل آگـارز    محصولات واکنش زنجیره
صـورت   sinaclon-IRAN (DNAsafe stain( رنگ آمیـزي ژل بـا  

به منظور تعیین توالی بـه   اي پلیمراز، محصول واکنش زنجیره. گرفت
ها بـا اسـتفاده از    این نمونه. کره جنوبی ارسال شدند ماکروژن شرکت

 . یابی شدند به روش اتوماتیک سانجر توالی ABI 3130دستگاه 
 

  ها مقایسه ترادف
در  blastnو رویـه   BLASTهاي حاصل با استفاده از ابزار  توالی

. یـابی شـدند   مشابهت http://www.ncbi.nlm.nih (NCBI( پایگاه
جفت بازي مربوط  550پس از به دست آوردن میزان همولوژي قطعه 

 هاي هـرز ارزق اورشـلیمی،   به ژن پروتئین پوششی چهار جدایه علف
 Bio editتوالی آنها توسط نرم افزار  هتر سلمه و پنیرك ،آفتاب پرست

اي ه به منظور بررسی رابطه فیلوژنتیکی جدایه. رج بندي شدند) 21( 
 Maximum likelihoodمورد مطالعه، درخت فیلوژنتیکی بـه روش  

هـاي داراي   با حذف تمـامی جایگـاه  ) MEGA 5 )40توسط نرم افزار
 CLC Mainسپس با استفاده از نرم افزار . خطا و فواصل ترسیم شد

work bench       درصد شـباهت در سـطح تـوالی نوکلئوتیـدي و اسـید
 .ژنتیکی تعیین گردید اي به همراه ماتریس فاصله آمینه

  
  نتایج و بحث

  ویروس آلودگی میزان بررسی
علفـی میزبـان ویـروس    گیاهـان  به منظور تعیین دامنه میزبانی 

TYLCV گوجه فرنگی در  از مناطق مختلف تحت کشت کدوئیان و
از ) و جیرفتعنبر آباد منوجان، فاریاب، کهنوج، (جنوب استان کرمان 

 350تعـداد  . برداري صـورت گرفـت   مونهن 93تا خرداد ماه 91ماه  رآذ
هـاي   جـنس بـا گونـه    30خانواده شامل21نمونه علف هرز متعلق به 
و  خیار، خربزه، طـالبی  گوجه فرنگی،(هاي  مختلف از مزارع و گلخانه

مـورد بررسـی    PCRبـا آزمـون    ه،آوري شـد  مناطق فوق جمـع ) کدو
د کـه  نشـان دا  PCRهاي فوق بـا آزمـون    بررسی نمونه. قرارگرفتند

هاي هرز آفتاب پرست، سلمه تره، ارزق اورشلیمی و پنیرك آلوده  علف
هـیچ گونـه    هاي هـرز معمـولاً   اغلب علف. باشند به ویروس فوق می
هاي هرز آفتاب پرسـت و   دادند اما بندرت در علف علائمی نشان نمی

شکل (پنیرك آلوده، مقداري علائم کلروز و رنگ پریدگی مشاهده شد 
ه برداري معمولا از داخل و حاشیه مزارع با آلودگی شدید نمون). 5و  3

علائم در کدو شامل موزائیک شـدید، کوچـک شـدن    . صورت گرفت
هـا،   ها به سمت داخل، صاف ایسـتادن بـرگ   ها، لوله شدن برگ برگ

 باشـد  ها و ایجاد لکـه سـبز رنـگ روي میـوه مـی      تاولی شدن برگ
)Error! Reference source not found.  علائـم در  ). 1شـکل

اي شکل در متن برگ،  هاي کلروز ستاره میزبان خیار شامل ایجاد لکه
موزائیک خفیف در سطح برگ، کلروز حاشیه برگ، سبز روشن شـدن  

ها به سـمت   حاشیه برگ، زردي در متن برگ و کمی لوله شدن برگ
  ). 2شکل(باشد  پائین می

 
ویروس پیچیدگی برگ زرد گوجه فرنگی روي کدو علائم   - 1کل ش

  شامل ایجاد لکه هاي زرد و پیچیدگی برگ ها 
Figure 1-Symptoms of Tomato yellow leaf curl virus 
on a pumpkin plant including yellow spot and leaf 

curling 
  

 
 خیارعلائم ویروس پیچیدگی برگ زرد گوجه فرنگی روي  - 2شکل 

  هاه هاي ستاره اي شکل و موزائیک در برگ لکشامل 
star shape spot and mosaic Figure2- Symptoms of 

Tomato yellow leaf curl virus on Cucumber plant 
including   

 

 
 پنیركعلائم ویروس پیچیدگی برگ زرد گوجه فرنگی روي  - 3شکل 

  شامل زرد شدن رگبرگ ها و ایجاد لکه هاي زرد 
Figure3- Symptoms of Tomato yellow leaf curl virus 
on Common mollow plant including vein yellowing 

and yellow spot 
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سلمه علائم ویروس پیچیدگی برگ زرد گوجه فرنگی روي  - 4شکل 

  شامل ایجاد لکه هاي زرد و رنگ پریدگی برگ ها تره
Figure 4- Symptoms of Tomato yellow leaf curl virus 

on Common lambsquarters plant including 
yellowing and yellow spot 

 
سلمه علائم ویروس پیچیدگی برگ زرد گوجه فرنگی روي  - 5شکل 

  شامل رنگ پریدگی برگ ها تره
Figure 5-Symptoms of Tomato yellow leaf curl virus 

on Heliotropium plant including yellowing. 

 
بدون علائم   Chrozophora tinctoriaارزق اورشلیمی -6کلش

  ویروس پیچیدگی برگ زرد گوجه فرنگی روي آلوه به
Figure6- Dyerꞌs litmus no symptoms and infected to 

Tomato yellow leaf curl virus. 
 

  اي پلیمراز واکنش زنجیره
 به دلیل بالا بـودن  (CTAB)به روش سی تب  DNAاستخراج 

. دهد به دست آمده نتیجه خوبی نشان می غلظت ویروس درون عصاره
هان زراعی کدو، خیار، گوجه هاي گیا نمونه PCRالکتروفورز محصول 

هرز سلمه تره، آفتاب پرسـت، ارزق اورشـلیمی و پنیـرك     هاي و علف
جفت بـازي درون ژل آگـاروز یـک     550منجر به تشکیل باند حدودا 

 !Error( ها باند مورد نظر تشکیل نشد ونهدرصد گردید و در سایر نم
Reference source not found.7.(  جفـت   550تعیین توالی قطعه

هرز ارزق اورشلیمی، سلمه تره، پنیـرك و   براي چهار جدایه علف بازي

 ـ 550قطعه . آفتاب پرست انجام گرفت دسـت آمـده از    هجفت بازي ب
  .تیکی مورد استفاده قرار گرفتتوالی یابی، در آنالیزهاي فیلوژن

  
  تجزیه و تحلیل روابط فیلوژنیکی

تـوالی ژن پـروتئین   درصـد تشـابه    BLASTبا اسـتفاده از ابـزار   
نتـایج  . تعیـین شـد   NCBIهاي ثبت شده در پایگاه  پوششی با توالی

هاي تکثیـر شـده مربـوط بـه بخشـی از ژن       توالی نشان داد که اکثر
 ـ پروتئین پوششی و ناحیـه بـین ژ   هـاي   دسـت آمـده از جدایـه    هنـی ب

TYLCV درصـد بـا    93هاي هرز مورد مطالعه در سطح بالاي  علف
هاي ثبت شده در بانک جهانی ژن مورد استفاده در این تحقیق  توالی

 .شباهت داشتند

 
 DNA ازتکثیر شده  PCR نقش الکتروفورزي محصول - 7شکل 

ژل در  Bcو  181vدژنره  کل استخراج شده با استفاده از آغازگرهاي
علف هرز . TYLCV مربوط به چهار علف هرز آلوده به% 1 آگاروز

 ، علف هرز ارزق اورشلیمی)Chenopodium murale )2 سلمه تره
Chrozophora tinctoria )3(  ، آفتاب پرستعلف هرز 

Heliotropium annum )4( پنیرك ، علف هرزMalva neglecta 
، )1(به عنوان شاهد مثبت  TYLCV ، گوجه فرنگی آلوده به)5(

 نشانگر مولکولی، )Ch(منفی  گوجه فرنگی سالم به عنوان شاهد
)Gene Ruler DNA Ladder 100bp, Sinaclon-IRAN)  

)M .(  جفت بازي   550قطعه در نمونه هاي آلوده و شاهد مثبت
 .مربوط به ژن پروتئین پوششی تکثیر گردید

Figure 7- Electrophoretic patterns of PCR products 
of Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) on 1% 

agarose gel using 181v/Bc primer degenerated from 
4 TYLCV-infected weed species; Chenopodium 

murale (2), Chrozophora tinctoria (3), Heliotropium 
annum (4), Malva neglecta (4) TYLCV infected 

Tomato as the positive control (1 healthy Tomato as 
the negative control (Ch), molecular marker (M). 

 
دهد که این ناحیه از ژنـوم ایـن ویـروس     نتایج حاصله نشان می

). 25( دهد نوکلئوتیدي در آن به ندرت رخ می حفاظت شده بوده، تغییر
هاي هرز مورد مطالعـه بـا    علف TYLCVهاي در مقایسه توالی جدایه

 هاي موجود در بانک جهانی ژن مورد اسـتفاده در ایـن تحقیـق    جدایه
ترین جدایـه بـه لحـاظ شـباهت      نزدیکمشخص شد که،  )3جدول (

هرز ارزق اورشلیمی، جدایه  ژنتیکی در سطح نوکلوتیدي به جدایه علف
، بـه میـزان   )HM448447(گوجه فرنگی از کشور هند با رس شـمار  
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ترین جدایه به لحـاظ شـباهت ژنتیکـی در     نزدیک. درصد بود 36/98
یـار از  جدایـه خ  ،آفتاب پرسـت  سطح نوکلئوتیدي به جدایه علف هرز

. درصـد بـود   98/99، بـه میـزان   )EU143745(اسپانیا با رس شمار 
ترین جدایه به لحاظ شباهت ژنتیکی در سطح نوکلئوتیدي بـه   نزدیک

ــرك   ــرز پنی ــف ه ــه عل ــمار    جدای ــا رس ش ــدو از اردن ب ــه ک جدای
)EU143754 ( ترین جدایه به لحاظ  و نزدیک درصد 59/99به میزان

 ه،تـر  شباهت ژنتیکی در سطح نوکلئوتیدي به جدایه علف هرز سلمه
بـه میـزان   ) JN604484(جدایه گوجه فرنگی از عمان با رس شـمار  

جهـت تاییـد نتـایج حاصـل از مـاتریس فواصـل       . درصد بود 36/98
جدایه هاي مورد مطالعه بـا   CPژنتیکی، درخت فیلوژنتیکی توالی ژن

بـا اسـتفاده از نـرم افـزار      NCBIهاي موجـود در پایگـاه    سایر توالی
MEGA5 درخت فیلوژنیکی ترسیم شده نتـایج  ). 8 شکل( ترسیم شد

نمودار ماتریس . دست آمده از ماتریس فواصل ژنتیکی را تایید کرد هب
آورده شده  5 و 4اسیدي به ترتیب در جدول  تشابه نوکلئوتیدي و آمینو

 .است
یروسی انتخاب شده که از بانک ژن جدایه هاي و - 3جدول 

GenBank نام هر جدایه، شماره  ;توالی آنها بازیابی گردیده
 .، میزبان و محل جمع آورري)رس شمار(دسترسی

Table 3-Details of isolates obtained from 
GenBank;  code of isolates, accession numbers, 

host plant species and location  

 ایزوله
Isolate 

در رس شمار 
 بانک ژن
accession 
numbers  

 میزبان
Host 

 کشور
Country  

TYLCV-
mild EU143754  

 کدو
Cucurbitae 

pepo 

 اردن
Jordan 

 
TYLCV-
mild(sp) EU143745  خیار 

Cucumis sativus 
 اسپانیا

Spain  

Ch16 EU834065  
 ارزق اورشلیمی

Chrozophora 
hierosolymitana 

 ایران
Iran 

Israel HE603243 
 گوجه فرنگی

Lycopersicum 
esculentom 

  فرانسه
French 

BidBid HE819243 
 گوجه فرنگی

Lycopersicum 
esculentom 

 عمان
Jordan 

Mauritius HM448447  
 گوجه فرنگی

Lycopersicum 
esculentom 

 هندوستان
India 

Jangheung 
44 HM856917 

 گوجه فرنگی
Lycopersicum 

esculentom 

 کره جنوبی
South 
Korea 

Jordan EF433426 
 خیار

Cucumis sativus 
 اردن

Jordan 

Egypt AY594174  
 مصر

Egypt 

KW1 JN604484 
 گوجه فرنگی

Lycopersicum 
esculentom 

 عمان
Jordan 

  

  بحث
ترین بگوموویروس  پیچیدگی برگ زرد گوجه فرنگی مهم ویروس

آلودگی ناشی از آن  د کهباش هاي گوجه فرنگی می در کشت خسارت زا
). 3(بسیار گسترده اسـت   مزارع جنوب و جنوب شرق ایران معمولاًدر 

به دلیل آب و هواي نیمه گرمسیري در این مناطق که براي فعالیت و 
تکثیر ناقل یعنی سفید بالک ضروري است، این ویروس باعث ایجـاد  

 ).34( خسارت زیادي در این مناطق شده است
 AY594174

 EF433426

 HM856917

 heliotropium annum

 EU143745

 EU143754

 Malva neglecta

 HE603243

 HM448447

 Chenopodium murale

 HE819243

 JN604484

 EU834065

 Chrozophora tinctoria

 KJ408800.Tomato spotted wilt virus

93
95

59

91

49

39

38

46

0.1 

براساس توالی بخشی از ژن  روابط فیلوژنتیکیدرخت  - 8شکل 
 TYLCVپروتئین پوششی و بخشی از ناحیه بین ژنی جدایه هاي 

مورد مطالعه به همراه جدایه هاي ویروس از ایران و سایر مناطق 
که بر اساس روش ) 3جدول (موجود در بانک جهانی ژن 

Maximum likelihood  مقادیر درصدي ). رفرنس(ترسیم گردید
تکرار در هر گروه نشان داده شده  Bootstrap 1000ایت با حم

خط مقیاس تعداد جایگزینی نوکلئوتیدي هر جایگاه را نشان . است
مورد مطالعه با نام میزبان جداشده و  TYLCVجدایه هاي . می دهد

ویروس پژمردگی لکه اي گوجه . پررنگ نشان داده شده است
در نظر  outgroupنوان به ع tomato spotted wilt virusفرنگی

  .گرفته شده است
Figure 8- Phylogenetic tree of portion of coat protein 

gene and portion of intergenic region (IR) studied 
isolates plus the selected isolates of TYLCV from 
Iran and other parts of the world (Table 3) was 

inferred by using the Maximum likelihood method 
(Tamura et al., 2011). The tree is midpoint rooted to 

enable easier interpretation, and the percentage 
values of the bootstrap support (1000 iterations) are 

indicated at each major node. The bar shows the 
number of substitutions per site. The tree was rooted 
with the CP nucleotide sequences of Tomato spotted 

wilt virus as an out-group species. 
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 TYLCVجدایه هاي ایرانی پوششی و بخشی از ناحیه بین ژنی 
  جود در بانک جهانی ژنمورد مطالعه و جدایه هاي مو

Table 4- Matris of genetic distance of nucleotide 
sequences of portion of coat protein gene and portion 

of intergenic region(IR) Tomato yellow leaf curl 
virus isolates from 4 different and comparison to the 

related sequences inGenBank. 

 
  

بخشی از پروتئین پوششی ماتریس فواصل ژنتیکی توالی  - 5 جدول
 TYLCVجدایه هاي ایرانی و بخشی از پروتئین ناحیه بین ژنی 

 مورد مطالعه و جدایه هاي موجود در بانک جهانی ژن
Table 5- Matris of genetic distance of protein 

sequences of portion of coat protein gene and portion 
of intergenic region(IR) Tomato yellow leaf curl 

virus isolates from 4 different and comparison to the 
related sequences inGenBank. 

 

هایی  بسیار بالا در جمعیت بگوموویروس تغییرات ژنتیکی در سطح
 ،28(کنند گزارش شده اسـت   رز مختلف را آلوده میهاي ه که میزبان

ــر مــی    ). 38و  35 ــه نظ ــس ب ــت  و بــر عک ــد در جمعی هــاي  رس
ات هاي آلـوده کننـده محصـولات کشـت شـده، تغییـر       بگوموویروس

ساختار ژنتیکی ). 28و  16 ،11(افتد  ژنتیکی در سطح پائین اتفاق می
وسیله جهش، نوترکیبی و اثر متقابـل   هها ب هاي بگوموویروس جمعیت

 شود و با جغرافیاي ناقل تعیین می سازگاري به گونه میزبان و بیوتیپ
و  28(گیـرد   ها تحت تاثیر قرار می میزبان، ناقل و سایر بگوموویروس

نـد تنـوع   توان هاي مختلف گیاهی مـی  هاي هرز از خانواده میزبان). 35
و بـه  ). 43و  41 ،14 ،6(هـا ایجـاد کننـد     بالایی را در بگوموویروس

مهمی در اپیدمیولوژي و بقاء ش توانند نق ان نگهدارنده میعنوان میزب
در  ).41و  1(ها در زمانی که میزبان اصلی حضور ندارد ایفا کننـد   آن

هـاي هـرز و    ها را بـین میزبـان   ها بگوموویروس این موارد سفید بالک
ها و همـه گیـري بیمـاري     کنند و در تکامل ویروس اصلی منتقل می

ــد  ــش دارن ــر ا). 34و  1(نق ــلاوه ب ــوط ت ع ــودگی مخل ــن آل ــط ی وس

) 15و  1(باشد  هاي هرز شایع می هاي مختلف در میزبان بگوموویروس
. بخشد هاي دورتر از هم را تسهیل می که نوترکیبی بین بگوموویروس

باشـد   ها می نوترکیبی یک مکانیزم تکاملی با اهمیت در بگوموویروس
هـاي   و این امر تغییر پذیري ژنتیکی بسیار بالایی را در جمعیت) 28(

). 28(کنـد   هـاي هـرز ایجـاد مـی     یروسی آلوده کننده میزبـان بگوموو
هـاي   تـرین روش  هاي هرز نگهدارنده ویروس از مهـم  تشخیص علف

هاي هـرزي   یکی از علف). 33( باشد هاي گیاهی می مدیریتی ویروس
تشـخیص داده شـد ارزق یـا     TYLCVکه در این تحقیق آلـوده بـه   

 Euphoriaceaeه از خـانواد   Chrozophora tinctoriaگـوش بـره  
باشد که از مزارع گوجه فرنگی جدا شد و در مطالعـات دیگـري در    می

هـاي دیگـري از ایـن     گونـه  PCRاستان کرمان با استفاده از آزمون 
گوجه فرنگـی   ویروس پالامپور پیچیدگی برگ عنوان میزبان هجنس ب

(Tomato leaf curl palampur virus, ToLCOMV)  و ویروس
 Watermelon chlorotic stunt virusهندوانـه  کوتـولگی سـبزرد   

WmCSV)  (ت این گیاه، در گسترش و بیانگر اهمی معرفی شده بود
نتایج حاصل از رسـم مـاتریس فاصـله    ). 9(باشد  ها می بگوموویروس

ژنتیکی و درخت فیلوژنتیکی نشان داد که توالی ژن پروتئین پوششی 
TYLCV ــه  جداشــده از علــف هــرز ارزق اورشــلیمی در ــن مطالع ای

شده از گوجه  بیشترین شباهت را در سطح نوکلئوتیدي با ویروس جدا
از کشور هنـد   HM448447فرنگی در بانک جهانی ژن با رس شمار 

علف هـرز دیگـر معرفـی شـده در ایـن      . درصد دارد 36/98به میزان 
باشد که از مزرعه  می Boraginaceaeتحقیق آفتاب پرست از خانواده 

و رایـج در   این گیاه علف هـرز یکسـاله تابسـتانه   . بود شده خیار جدا
هاي منطقه مورد بررسی بوده، در مزرعه علائم زردي در پهنک  کشت

عنـوان میزبـان    هنیز گونه دیگري از آن ب دهد، قبلاً برگ را نشان می
بیشـترین   ).9(در این منطقه معرفی شـده اسـت    WmCSVویروس 

جداشده از خیار  TYLCVیروس شباهت ژنتیکی این جدایه با توالی و
از کشـور اسـپانیا بـه     EU143745در بانک جهانی ژن با رس شمار 

 خــانواده علــف هــرز ســلمه تــره از   . باشــد مــی 98/98میــزان 
Chenopodiaceae      علف هرز دیگري اسـت کـه در ایـن تحقیـق از

بـه اثبـات    TYLCVمزرعه گوجه فرنگی جدا شده، آلـودگی آن بـه   
 باشد یکساله با ساقه ایستا و انشعابات فراوان می سلمه تره گیاه. رسید

باشد و نمونه  و علف هرز معمول در مزارع کدوئیان و گوجه فرنگی می
هاي آلوده هیچ گونه علائم ویروسی نشان نمی دادند و در تجزیـه و  

هـاي گوجـه    این جدایه با جدایه تحلیل فیلوژنتیکی نشان داده شد که
ــانی  ــک جه ــود در بان ــی موج ــت   فرنگ ــاخه در درخ ــک ش ژن، در ی

تـوالی ژن پـروتئین پوششـی قـرار      فیلوژنتیکی رسم شده بـر اسـاس  
آوري  مزارع کـدو جمـع  پنیرك علف هرز دیگري است که از  .گیرد می

ایـن  . بـه اثبـات رسـید    TYLCVشد و آلودگی آن در این بررسی به 
و علائم  باشد می Malvaceaeعلف هرز گیاهی پهن برگ از خانواده 

نتایج بررسی فیلوژنتیکی نشـان داد  . ویروسی در آن آشکار بود زردي
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که این جدایه بیشترین شباهت ژنتیکی را با جدایه کدو و خیار دارد و 
در . ها در یـک گـروه قـرار گرفـت     در درخت فیلوژنتیکی با این جدایه

هـاي   در ایران صورت گرفته است علـف  هاي دیگري که قبلاً بررسی
 از خـانواده  ، تـاتوره Euphorbiaceaeاز خـانواده  هرز ارزق اورشلیمی 

Solanaceae ــود ــرك آلـ ــق کـ ــانواده  .Herniaria sp، فتـ از خـ
Caryophyllaceae   وآفتاب پرسـت از خـانواده Boraginaceae   بـه

عـلاوه بـر    )13و  9(هاي این ویـروس معرفـی شـدند     میزبانعنوان 
ز در آلـودگی علـف هـاي هـر     هاي هرز شناسایی شده در ایران، علف

در جنوب فلوریـدا آلـودگی   . استکشورهاي دیگر نیز به اثبات رسیده 
 TYLCVریزي به  کالیفا، شیرتیغی، تاج خروس و تاجهاي هرز آ علف

در اسـپانیا علـف هـرز    ). 33(مثبت ارزیـابی شـد    PCRتوسط آزمون 
نقش و اهمیت ). 2(عنوان میزبان این ویروس معرفی شد  هریزي ب تاج

ع هـا، نـو   ها، بسته به نوع ویـروس  اکولوژي ویروسهاي هرز در  علف
هاي هرز میزبان بـه   و علف باشد محصول و موقعیت منطقه متغیر می

 ها نقش مهمی در اپیـدمیولوژي دارنـد   عنوان منبع نگهدارنده ویروس
باشند و عـدم   هاي هرز آلوده فاقد علائم می اگر چه اغلب علف). 33(

بـراي تعـداد زیـادي از     قـبلاً  وجود علائم ویروسـی بعـد از آلـودگی   
اما در ایـن  ). 32(ها گزارش شده است  ها شامل بگوموویروس ویروس

ارتبـاط دارنـد نظیـر     TYLCVبررسی علائمی که با آلودگی توسـط  
هاي متعلق به جنس پنیرك و  ي، پیچیدگی و کلروز در برخی گونهزرد

ز هـر  با وجودي که تعداد زیادي نمونه علف. آفتاب پرست مشاهده شد
آوري شد، اما تعداد معدودي آلـوده   از مزارع جنوب استان کرمان جمع

هاي گیاهی  ل این امر شاید این باشد که گونهبه این ویروس بودند دلی
هـاي   تنوع ژنتیکی بیشتري نسـبت بـه گونـه   که  وحشی به علت این

عـلاوه  ). 32(باشند  کمتر مستعد هجوم بیماري می زراعی دارند اساساً
ها وقوع بیماري در  تغییر در جمعیت ناقل و ترجیح میزبانی آنبر این 

دهد و از طرف دیگر  هاي هرز اطراف مزارع را تحت تاثیر قرار می علف
اي از رشد گیاه که  می تواند تا حدودي به مرحله شدت علائم ویروسی

هـاي هـرز و    علـف ). 32(د به ویروس آلوده شده اسـت وابسـته باش ـ  

تواننـد توسـط    درو با منشا بومی و وارداتی مـی هاي گیاهی خو میزبان
هـا آلـوده    هاي گیاهی از جملـه بگومـوویروس   تعداد زیادي از ویروس

هـاي اولیـه بـراي آلـودگی      شوند و به عنوان مخازن ویروس، کـانون 
هـاي   گیاهان زراعی به شمار رونـد و نقـش محـوري در ظهـور نـژاد     

ساس مطالعات انجام شده بر ا در ایران. )35(ویروسی جدید ایفا نمایند 
هاي نژاد ویروس پیچیدگی بـرگ زرد   روي توالی ژنوم کامل واریانت

ها در یک گروه مونوفیلتیک  گوجه فرنگی مشخص شد که این واریانت
هـا   گیرند و مسیر حرکت از جنوب به شـمال شـرق بـراي آن    قرار می

هـاي جدیـد از    رسـد ظهـور واریانـت    به نظـر مـی  ). 24(متصور شدند 
هـاي آلـوده بـه     یروس ناشی از انتشار طبیعی جمعیـت دهاي این ونژا

ویروس از حشرات ناقل، سفید بالک ها، یا از طریق انتقال مواد گیاهی 
در  .آلوده به ویروس از مناطق جنوبی به مناطق شمال شـرقی باشـد  

هـاي مـدیریتی ماننـد     چندین سال گذشـته کشـاورزان از روش  طول 
کـش و   ر طول تابستان، استفاده از حشـره دهاي عاري از میزبان  دوره

چنـان   اي استفاده کرده انـد، امـا هـم    هاي ضد حشره استفاده از توري
تحقیقات ما نشـان  . ی قرار داردآلودگی به این بیماري در سطح بالای

باشد و از  م اکنون نیز در استان همه گیر میدهد که این بیماري ه می
کند و پیدا کـردن یـک روش    رد میلحاظ اقتصادي خسارت بالایی وا

از سوي دیگر چون . باشد می مدیریت کار آمد براي آن بسیار با اهمیت
هاي هرز به عنوان میزبان واسط و زمستان گـذران وسـیله بقـا     علف

کننـد، امـا بـه دلیـل دارا      در غیاب میزبان اصلی را فراهم میویروس 
ی را کمتر نشـان  بودن مواد بازدارنده و تنوع ژنتیکی بالا علائم آلودگ

هاي آلـوده در مزرعـه مشـکل     دهند و به دنبال آن شناسایی گونه می
ها  هاي هرز و کنترل آن که شناسایی این علف در صورتی). 1(باشد  می

به طور کلی وقوع نسبتا زیاد . نقش به سزایی در مدیریت بیماري دارد
هـاي هـرز همـراه بـا تـراکم بـالاي جمعیـت         این ویـروس در علـف  

طلبد که  هاي سفید در سراسر سال، راهکار جدید مدیریتی را می گسم
در آن تاکید بر استفاده از ارقام مقاوم و متحمل، حذف منابع وحشـی  
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