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  چكيده

فرنگـي در نـواحي   تـرين ويـروس هـاي گوجـه    از مخـرب  يكـي  )Tomato yellow leaf curl virus(فرنگي گوجه  ويروس پيچيدگي برگ زرد
-هاي كاشت گوجهها و تونلدر طي بازديد از مزارع، گلخانه ،مذكور ويروسو رديابي شناسايي  به منظور .شودگرمسير و نيمه گرمسير جهان محسوب مي

. آوري و به آزمايشگاه منتقل گرديد هاي مشكوك به آلودگي جمع  ، نمونه1390 تا 1388طي سال هاي  ي و جنوبي، شمالخراسان رضوي هايفرنگي استان
بـردن جفـت    پـس از بكـار   PCRدر آزمـون   .شـد نجـام  ا  CTABبافر با استفاده ازهاي مشكوك به آلودگي، نمونهتازه اي از برگهاي . ان. استخراج دي

كه نشـان   باز تكثير شد  جفت 550 اندازه تقريبي به ايقطعه سفيد بالك،ده با وندر جميني ويروس هاي منتقل ش  DNA-Aآغازگرهاي دژنره اختصاصي
جفت آغازگرهـاي اختصاصـي طراحـي     ويروس با استفاده از ژن كامل پروتئين پوششي .در مناطق بررسي شده دارد TYLCVويروس آلودگي به  دهنده
 ـ MEGA5ترادف ژن پوشش پروتئيني با نرم افـزار   استفاده از با دندروگرام و شد و همسانه سازي ز تكثيربا  جفت 776 به اندازه تقريبيشده  روش  هو ب

Neighbor joining در كنار جدايه هـاي اسـرائيل    شمالي و جدايه هاي خراسان رضوينتايج حاصل از آناليزهاي فيلوژني نشان داد كه . ترسيم گرديد
)AB110218 ( و شيراز)GU076444 ( جيرفت  خراسان جنوبي در گروه جداگانه اي قرار گرفته و رابطه نزديكي را با جدايه هايجدايه در يك گروه و
)GU076452 ( و عمان)DQ644565 (نتايج نشان ميدهد كه از زمان اولين گزارش از وجـود  اين  .نشان دادTYLCV     در اسـتانهاي جنـوبي كشـور

بالاي آلودگي از شهرستان نيشابور و درگـز   ميزانبه سمت عرضهاي جغرافيايي بالاتر كشيده شده به نحوي كه وجود تاكنون، دامنه پراكنش اين ويروس 
  .شود در اين تحقيق گزارش مي

  
  ، همسانه سازيآناليز فيلوژني، واكنش زنجيره اي پليمراز، )TYLCV(ويروس پيچيدگي برگ زرد گوجه فرنگي : واژه هاي كليدي

  
    4 3 2  1 مقدمه 

يكي از ويروسهاي آلوده كننده گوجه فرنگي، ويـروس پيچيـدگي   
5برگ زرد گوجه فرنگي

هـاي  است كه از جمله مخرب ترين ويـروس  
گوجه فرنگي در بسياري از نواحي گرمسيري و نيمه گرمسيري جهـان  

درصـد متغيـر    100تـا   55خسارت اين ويـروس از   ،شودمحسوب مي
  ). 21(است 

 چيـدگي بـرگ زرد گوجـه فرنگـي در    مجموعه ويـروس هـاي پي  

                                                            
گـروه گياهپزشـكي،   استادياران  و دكتري، استاد آموخته به ترتيب دانش -4، 3، 1،2

  دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد
  ):saragharooni@yahoo.com Email              :نويسنده مسئول -(*

 
 
 

5- Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV 

6خانواده جميني ويريده
7و جنس بگوموويروس  

. شوندطبقه بندي مي 
بنابر نظر كميته بين المللي ويروس ها، بـر اسـاس تفـاوت در سـاختار     
ژنتيكي، دامنه ميزباني و نوع حشره ناقل، اين خانواده به چهـار جـنس   

  ).12( شده استتقسيم 
امروزه . )7(بار از اسرائيل گزارش شد  ويروس ياد شده براي اولين

TYLCV    انتشار جهاني داشته به طوريكه در بسـياري ازكشـورهاي
تايلند، هنـد، چـين، ژاپـن و كشـورهاي      ايران، هايخاورميانه و كشور

وجـود   8جزايـر كارائيـب   و آمريكا، استراليا، اروپاي غربي، شمال آفريقا
   ).18 و 17، 10، 9، 8(دارد 

TYLCV از اسـتانهاي   1375ان براي اولين بـار در سـال   در اير

                                                            
6- Geminiviridae 
7- Begomovirus 
8- Caribbean Islands 
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جنوبي كشور شامل سيستان و بلوچستان، كرمان، هرمزگان، بوشـهر و  
 به دنبال آن ويروس ياد شده از اسـتانهاي ). 15(خوزستان گزارش شد 

گرگـان و آق  (، گلسـتان  )دليجـان (، مركـزي  )دهند(اصفهان  ،خراسان
  .زارش شدنيز گ) 23) (ورامين(و تهران ) 1) (قلا

ژنوم ويروس هاي مولد پيچيدگي بـرگ زرد گوجـه فرنگـي يـك     
بگوموويروسـهاي ايجـاد كننـده بيمـاري     . بخشي يـا دوبخشـي اسـت   

اسـترين تعلـق    178گونـه و   42پيچيدگي برگ زرد گوجه فرنگي بـه  
هستند  ORFبگوموويروس هاي يك بخشي داراي شش  ).13(دارند 

چهارتـاي آن روي   V2)و  (V1كه دوتاي آن روي رشـته ويروسـي   
،  C1هاي ORFبه طوري كه  ،مي باشند C4)تا  (C1رشته مكمل 

C2  وC3  با هم نسبتا همپوشاني دارند وC4   به طور كامل توسـط 

C1هـاي يـك بخشـي فاقـد دو ژن      بگومـوويروس  .شـود پوشيده مي
  ).19(باشند  مي Bقسمت 

ير ويروسهاي ايجاد كننده پيچيدگي برگ گوجه فرنگي ماننـد سـا  
بـه  ) Bemisia tabaci( بگموويروسها توسط سـفيد بالـك توتـون    

در سـالهاي اخيـر    ).16 و 3(ايا و گردشي منتقـل مـي شـوند    صورت پ
حشره همراه بوده  Bگسترش اين ويروسها با گسترش جهاني بيوتيپ 

ولد  و اين بيوتيپ نسبت به بيوتيپهاي ديگر، قدرت باروري و زاد. است
دامنه ميزباني وسيع تر و رفتار تغذيه اي آن بـا  همچنين . بيشتري دارد

  ).9 و 5( تهاجم بيشتري همراه است
از نقاط مختلف كشور  TYLCVتاكنون توالي كامل جدايه هاي 

 TYLCV-Ir )2(، TLCV-Ir )4( ،TYLCV-Kahnoojبـا نــام  
بـا توجـه بـه     .استگزارش شده ) 20( TYLCV-Abadehو ) 14(

به سمت عرضهاي جغرافيايي بالاتر در سالهاي اخير  TYLCVاينكه 
گسترش يافته است، نياز به بررسي پراكنش و رابطـه فيلوژنيـك ايـن    

  .باشدويروس در اين مناطق مي
  

  مواد و روش ها
طي بازديد از مزارع، گلخانه ها و تونل هاي كاشت گوجه فرنگـي  

 -1388در سـال هـاي    ، شـمالي و جنـوبي  در استان خراسان رضـوي 
 ـ1390 رداري از نمونـه هـاي گيـاهي مشـكوك بـه آلـودگي       ، نمونه ب

TYLCV  بر روي يخ بـه آزمايشـگاه   نمونه ها ). 1جدول (انجام شد
و در طـولاني مـدت در    C4°تا زمان آزمايش در دماي و منتقل شدند

  . نگهداري شدندو يا به صورت خشك شده  -C 20°دماي
  

 زنجيره اي پليمرازبا استفاده از آزمون  TYLCVتشخيص 

ودگي يا عـدم آلـودگي كليـه نمونـه هـا بـا اسـتفاده از آزمـون         آل
. ان. براي انجام اين آزمون ابتدا دي .تعيين گرديد1اي پلي مراز  زنجيره

                                                            
1- Polymerase chain reaction, PCR 

 اي الگـو مـورد اسـتفاده قـرار    . ان. اي گياه استخراج و به عنـوان دي 
بــا ) 24(روش ژانــگ و همكــاران  بــهاي . ان. اســتخراج دي. گرفــت

  .شد انجامبا اندكي تغييرات   CTAB2استفاده از بافر
  
نقاط در ويروس پيچيدگي برگ زرد گوجه فرنگي  پراكنش -1جدول

طي سال هاي  ، شمالي و جنوبيخراسان رضوي هايمختلف استان
90-1388  

 تعداد نمونه هاي آلوده   تعداد نمونه ها  مناطق آلوده
  0  38 مشهد
  19  40 نيشابور
  12  20 فديشه
  0  20 فريمان
  5  20 سبزوار
  0  44 چناران
  2  18 كلات

  0  25  تربت جام
  38  50 درگز

  6  22 بجنورد
  7  25 بيرجند

  
، از يك جفت آغازگر PCRدر آزمون  TYLCVتشخيص  براي

جمينـي   ،  DNA-Aاختصاصي) 2جدول ( Bc و PCRv181دژنره 
قسمت تكثير شده . داستفاده ش سفيد بالكبا  قابل انتقالويروس هاي 
 ’5جفت باز از ناحيـه   200و حدود  3خر ناحيه بين ژنيشامل قسمت آ

شـرايط و مـواد تشـكيل    . )22 و 11(مـي باشـد   ژن پروتئين پوششي 
ميكروليتر و به شـرح   25دهنده واكنش زنجيره اي پلي مراز در حجم 

  :زير بود
از هر يك از  4مولوپيك 10 ،)الگو(اي قالب .ان.ميكروليتر دي 5/1

بـا   PCR  ميكروليتر بافر 5/2 ،برگشت رفت و آغازگرهاي اختصاصي
 5/0 ،ميلي مـولار  50ميكروليتر كلريد منيزيوم  25/1 ،برابر 10غلظت 

 آنـزيم ميكرليتر  25/0 ،)ميلي مولار dNTPs  10 (ميكروليتر مخلوط
) Taq DNA Polymeraseواحـد در   5با غلظـت  ) كره،5جنت بايو

  .ميكروليتر
دقيقـه بعنـوان    3دت بـه م ـ  C94°شامل  واكنشدمايي  پروفايل

به مـدت   C 94°چرخه شامل 35 ،واسرشته سازي آغازين و بدنبال آن
دقيقه و يـك   1به مدت  C  72°دقيقه ، 1به مدت  C  56°ثانيه، 50

بعنـوان تكميـل    C 72°دقيقـه در دمـاي    10چرخه انتهايي به مـدت  
  . بودپليمريزاسيون 

                                                            
2- Cetyltrimethyl ammonium bromide 
3- Intergenic region 
4- pmol 
5- Genet bio  
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  ه در اين تحقيقآغازگرهاي اليگونوكلئوتيدي مورد استفاد -2جدول

5) ترادف   نام آغازگر  اندازه (3́ -́
TAATATTACCGGWTGGCC  18  PCRv 181 

TGGACYTTRCAWGGBCCTTCACA 23  Primer Bc  
  :در ترادف آغازگر قرار دارند به صورت زيرهستند Gو A ،T ،Cبازهاي نامشخص كه با حروف ديگري غير از 

 Y= C/T, W=A/T, R= A/G, K= G/T, B= C/G.  
  

  تحقيق حاضر آناليزهاي فيلوژنتيكي انجام شده در استفاده در ويروس هاي مورد يا جدايه ها و شماره دسترسيحروف اختصاري  -3جدول 
  نام جدايه رس شمار نام مخفف

TYLCV-JrGU076452Tomato yellow leaf curl virus-[Jiroft:Iran] 
TYLCV-ShGU076447Tomato yellow leaf curl virus-[Shiraz:Iran] 

TYLCV-Sh2GU076444Tomato yellow leaf curl virus-[Shiraz:Iran] 
TYLCV-Is AB110218Tomato yellow leaf curl virus - Israel 

TYLCV-AbFJ355946Tomato yellow leaf curl virus [Abadeh-Iran] 
TYLCV-IrAJ132711Tomato yellow leaf curl virus-Iran 
TLCV-IrAY297924Tomato leaf curl Iran virus 

TYLCV-Alb DQ644565Tomato yellow leaf curl virus isolate Al-Batinah 
MSVHQ693474Maize streak virus 

  
در حضـور نشـانگر   درصـد   2/1ر ژل آگارز دمحصول پي سي آر، 

Gene Ruler™ 100bp DNA Ladder, Fermentase) (
مشـاهده   Gel documentationالكتروفورز شد و نتايج با دسـتگاه  

  .گرديد
  

  همسانه سازي و تعيين ترادف
1به كمك كيت استخراج از ژل شركت كياژن

طبـق دسـتورالعمل    
همسـانه سـازي    واستخراج  از ژل تكثير شده، قطعات شركت سازنده،

 .انجام شد 2با استفاده از كيت شركت فرمنتاس
بـدين  . همسانه سازي شده تعيين ترادف شـدند  هاي نمونهسپس 

به كمپاني ماكروژن، كشوركره جنـوبي   ومنظور با كيت استخراج شده 
 Automatic Sequencer 3730XL بـا دسـتگاه   و ارسـال شـد  

 استفاده ازنرم افزار تعيين ترادف با نتايج حاصل از .دندتعيين ترادف ش

BioEdit    پـس از اخـذ تـوالي، از هـر دو     . مورد بررسـي قرارگرفتنـد
بـا برنامـه    تـوالي نهـايي   ،خوانش رفت و برگشت مربوط به هر قطعـه 

3
BLAST  در پايگاه اطلاعاتيNCBI آناليز فيلوژنتيكي . بررسي شد

هـاي   گانـه تـوالي    سـازي چنـد   يـف رد پـس از هـم     CPاسـاس ژن  بر 
با برخي از جدايه هـاي موجـود در    TYLCVهاي  نوكلئوتيدي جدايه

ــرم  ــا اســتفاده از ن ــه روش  βنســخه  Mega5افــزار  بانــك ژن ب و ب
Neighbor joining تكرار در ارزيابي  1000، باBootstrap  انجام

درصـد شـباهت در    DNAMANبا استفاده از نرم افـزار   سپس. شد
  .وكلئوتيدي به همراه ماتريس فاصله تعيين گرديدسطح ن

                                                            
1- QIAquick Gel Extraction Kit 
2- Ins T/A Clone ™ PCR Cloning Kit ,Fermentas 
3- Basic Local Alingment Search Tool 

  نتايج و بحث
نشان داد كه ويروس  88-90اي طي سال هاي مشاهدات مزرعه

زاي محصـول  فرنگي يكي از عوامل خسارتپيچيدگي برگ زرد گوجه
هاي كاشت گوجـه فرنگـي در   ها و تونلفرنگي در مزارع، گلخانهگوجه
گوجه فرنگـي  در .باشدمي جنوبي، شمالي و خراسان رضوي هاياستان

هاي آلوده علائم به صورت كوتـولگي، كوچـك شـدن سـطح بـرگ،      
زردي، پيچيدگي حاشيه هاي برگ به سمت داخل، چروكيدگي، تـاولي  

هـاي گوجـه    در نمونه ).1شكل(بدشكلي برگ ها مشاهده شد  شدن و
آوري شـده از منـاطق مختلـف و حتـي در يـك مزرعـه        فرنگي جمـع 

ك رقم واحد گوجه فرنگي، تنوع علائم قابـل تـوجهي   مشخص و در ي
اين تنوع علائم ). 1شكل (ديده شد  TYLCVهاي آلوده به  در نمونه

توانـد   تنوع مشاهده شده مـي . مشابهت داشت) 15(با گزارشهاي قبلي 
ناشي از تفاوت در نوع ارقام كشـت شـده، تفـاوت در سـن آلـودگي و      

  .ننده باشدك  هاي آلوده همچنين تفاوت در جدايه
آغازگرهـاي دژنـره    اسـتفاده از  بـا  PCRنتايج حاصل از آزمـون  

PCRv181 وBc    ــه ــي، را ب ــه فرنگ ــاي گوج ــه ه ــودگي نمون ، آل
TYLCV همان موقعيت قابـل انتظـار    باندهاي حاصل در. تاييد كرد

و در شاهد منفي ايـن بانـد مشـاهده     تشكيل گرديد)  bp550 حدودا(
 ناحيه بين ژني و شامل قسمت آخر شده قسمت تكثير. )2شكل (نشد 

سـپس  . ژن پـروتئين پوششـي اسـت    ’5ناحيه  از جفت باز 200حدود 
نمونه هاي آلوده  كامل ژن پروتئين پوششي در طولبراي دسترسي به 

و  TYLCV-CP F آغـازگر  دو. آغـازگر ديگـر، اسـتفاده شـد     از دو
TYLCV-CP R ژنـوم   ژن پروتئين پوششي در لبه تكثير كام قادر

TYLCV بودند.   
  



  1392 زمستان، 4شماره، 27، جلد)علوم و صنايع كشاورزي(نشريه حفاظت گياهان      430

  

  
  (TYLCV)ابتلاء به ويروس پيچيدگي برگ زرد گوجه فرنگي  علائم پيچيدگي،كوچك شدن و زردي حاشيه برگ هاي گوجه فرنگي در اثر - 1 شكل

  

  
 1ستون  ،درصد  2/1بر روي ژل آگارز  bp 550در محدوده   Bcو PCRv181آغازگرهاي دژنره  قطعات تكثير شده بانتيجه الكتروفورز  - 2شكل 

  شاهد منفي
  

  
بر روي ژل آگارز  ،TYLCVويروس ژنوم كامل پروتئين پوششي به مربوط  bp776در محدوده  قطعات تكثير شدهنتيجه الكتروفورز  - 3شكل 

  شاهد منفي 1ستون  ،2/1%
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به  نيز منجر هااين آغازگر استفاده از با PCRالكتروفورزمحصول 

حالي كه  در. گرديددرون ژل  جفت بازي 776حدودا  تشكيل يك باند
اي اسـتخراج شـده   . ان. دي اسـتفاده از  با PCRمحصول  الكتروفورز

  ).3شكل(به تشكيل چنين باندي درون ژل نشد  ازگياه سالم منجر
در اين بررسي شناسـايي پيچيـدگي بـرگ زرد گوجـه فرنگـي بـا       

ــتفاده از روش  ــت  PCRاس ــورت گرف ــت ص ــا موفقي ــاي . ب آغازگره
به شناسايي اين ويروس در عصاره گياه آلـوده بـوده و   اختصاصي قادر 

 DNAبطوري كه بـا وجـود اسـتخراج    . كاملا اختصاصي عمل كردند
كل از بافت گياه، پرايمرهاي مربوطه باعث تكثير ترادف هـاي مشـابه   

اي در نمونه شـاهد منفـي، ايـن     عدم تكثير هيچ قطعه. در گياه نشدند
  .كندمطلب را تاييد مي

حـاوي پلاسـميد نوتركيـب،     هـاي سـفيد  نتخاب پرگنها به منظور

آزمـايش   نتايج حاصـل از . انجام گرفت روي آن ها بر PCRآزمايش 
PCR به تشـكيل بانـد مـورد     پرگنه هاي سفيد منجر روي تعدادي از

  . گرديد درصد 2/1 انتظار درون ژل آگارز
سه ناحيه ، TYLCVتعيين رابطه خويشاوندي جدايه هاي جهت 

مورد مقايسه  Rep و IR  ،CPصاصي ژنوم ويروسي شامل اخت بسيار
تعيـين رابطـه خويشـاوندي جدايـه هـاي      به منظـور  . )9(قرار ميگيرد 
TYLCV مــي تــوان از ژن  همچنــينCP ،core CP دويســت  و

آناليزهـاي فيلـوزنتيكي   . اسـتفاده كـرد   CPژن  ’5نوكلئوتيد انتهـاي  
 باشد، اما مقايسه بر بسيار مشابه هم مي CPبراساس اين سه ناحيه از 

تفكيـك   نژادهـا را بهتـر   CPژن  5́اساس دويست نوكلئوتيد انتهـاي  
در اين تحقيق جهت رسـم درخـت فيلـوژنتيكي از تـوالي      ).6( كندمي

  .استفاده شد CPژن  كامل
  

 31-Neyshabur

 Cherry-Fadisheh

 120-Dargaz

 143-Bojnord

 TYLCV-Is (AB110218)

 TYLCV-Sh2 (GU076444)

 TYLCV-Ir (AJ132711)

 TYLCV-Sh (GU076447)

 TYLCV-Ab (FJ355946)

 63-Birjand

 TYLCV-Jr (GU076452)

 TYLCV-Alb (DQ644565)

 TLCV-Ir (AY297924)

 MSV (HQ693474)

99

40

36

88

70

93

83

58

64

43

58

0.2  
جدايه هاي  CPترادف ژن  ازاستفاده  با )Neighbour joining )Bt× 1000به روش   MEGA5 نرم افزار رسم شده با دندروگرام - 4شكل 
TYLCV  ترادف مربوط به . بانك جهاني ژن جدايه هاي موجود در بعضي از وتوالي يابي شده در تحقيق حاضرMSV  به عنوانoutgroup  انتخاب

  . مشخص شده اند ●قيق حاضر با علامت جدايه هاي توالي يابي شده در تح. ذكر شده است 3 حروف اختصاري و شماره دسترسي مربوط به هر جدايه در جدول. شده است
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هاي خراسان رضـوي و شـمالي نشـان داد كـه     مقايسه بين جدايه

اختلاف زيادي در ناحيه مورد بررسي بين آنهـا وجـود نـدارد و ميـزان     
درخـت فيلـوژنتيكي   در . درصد مي باشـد  100تا  5/99شباهت آنها از 

قـرار گرفتنـد    1هدو گـرو نمونه هاي توالي يـابي شـده در   ترسيم شده، 
خراسـان   و كه شامل جدايه هاي خراسـان رضـوي    Iگروه. )4شكل (

، شـيراز  )AB110218(و در كنار جدايه هـاي اسـرائيل   بوده  شمالي
)GU076444 (و آبــاده )FJ355946 (  و بيشــترين قــرار گرفتــه

اسـرائيل   وشـيراز   هاي شباهت را در سطح توالي نوكلئوتيدي با جدايه
و كمترين شباهت را با جدايه ايرانشهر  درصد 3/98و  6/98به ترتيب 

)AY297924 ( گروه . دارا مي باشند درصد 4/72به ميزانII  شامل
بوده كه رابطـه نزديكـي را بـا    ) Birjand-63(خراسان جنوبي جدايه 

نشـان  ) DQ644565(و عمان ) GU076452(جيرفت  جدايه هاي
با دو جدايه فوق  يديدر سطح توالي نوكلئوت راشباهت داد و بيشترين 

درصد و كمترين شباهت را با جدايه ايرانشهر  9/97و  8/97 به ترتيب
)AY297924  ( دارا مي باشد درصد 9/72به ميزان .  

 TYLCVنتايج حاصل از اين تحقيق نشـان مـي دهـد امـروزه     
محدود به استانهاي جنوبي كشور نبوده و به مناطق شمالي كشور نيـز  

نحـوي كـه وجـود درصـد بـالاي آلـودگي از       كشيده شده اسـت، بـه   
عـلاوه   .شـود  شهرستان نيشابور و درگز در ايـن تحقيـق گـزارش مـي    

براين، ويروس فوق در ايران داراي تنوع ژنتيكي زيادي بوده و تعيـين  
وجود نژادهـاي نوتركيـب جديـد در ايـران مسـتلزم مطالعـات بيشـتر        

  .باشدهاي ايراني مي جدايه
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