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  چكيده

هاي  ويروس به منظور تعيين پراكندگي جميني 1391و بهار و تابستان  1390طي زمستان سال 
گوجه فرنگي از مناطق عمده گوجه فرنگي كاري استان فـارس كـه   ) زرد(مولد بيماري پيچيدگي برگ 

سعادت شهر و آباده بازديد به عمـل   هاي لامرد، لار، فراشبند، كازرون، ممسني، شيراز،شهرستان شامل
داراي علائـم پيچيـدگي    هاي مشكوك از مزارع گوجـه فرنگـي  پس از شناسايي مزارع آلوده نمونه. آمد

ها، ريزش گـل و كوتـولگي گيـاه بودنـد در ايـن      شديد برگ همراه با كوتولگي و زردي در حاشيه برگ
 اسـتفاده از هـاي داراي علائـم بـا    نمونه گيآلوداز ايپس از استخراج دي ان . مناطق جمع آوري شدند

گوجه ) زرد(جفت آغازگرهاي اختصاصي جدايه آباده و جفت آغازگرهاي دژنره ويروس پيچيدگي برگ 
 ،لامرد، لار، سعادت شـهر  در اين تحقيق بيماري در مناطق .پي سي آر قرار گرفتند بررسيفرنگي مورد 

و نقشه پـراكنش ايـن ويـروس در اسـتان     مذكور رديابي  جفت آغازگرهاياستفاده از با و ممسني  آباده
  .  تهيه شد

  

               پراكندگي، آغازگر دژنره، گوجه فرنگي )زرد(ويروس عامل پيچيدگي برگ  :كليدي  هاي واژه
   نقشه پراكنش آر،. سي. آزمون پي

  
  
  

                                                 
   pakniat@farsagres.ir: پست الكترونيكي: مسئول مكاتبات*



  1391، سال مچهارپزشكي، جلد  گياه                                                                                               84
  

  مقدمه
ترين مهم ي ازگروهعنوان  با سرعت بسيار وصف ناپذيري به هاويروس امروزه جميني

وسعت . اندگرديدهمعرفي  گرمسيري دنيا بيمارگرهاي گياهي در مناطق گرمسيري و نيمه
ها،  هاي جديد اين ويروسها مديون پديدار شدن سويهويروس آلودگي و تنوع ميزباني جميني

ن در ها و گرم شدن زميكش حشره هاي ناقل آنها، مقاومت ناقلين بهفراواني و تنوع در بيوتيپ
هايي كه توسط جميني يكي از شديدترين بيماري .)Seal et al., 2006(باشد مي هاي اخيرسال

است كه عامل آن ) leaf curl(شود، بيماري پيچيدگي برگ  ها در گوجه فرنگي ايجاد ميويروس
 Tomato yellow leaf curl هاي باشند كه همگي بنام مي Begomovirusچند ويروس از جنس 

virus (TYLCV)  وTomato leaf curl virus (TLCV) ژنوم يك        كه داراي . شوند اميده مين
اين كمپلكس ايجاد  ).(Rojas et al, 2005 گردند ها منتقل مي توسط سفيد بالك بخشي بوده و

تيپ دوم بدون نمايد و  ها مي كند كه تيپ اول ايجاد زردي در حاشيه برگ دو تيپ از بيماري مي
   .باشد زردي ميعلائم 

 ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses( طبق هشتمين گزارش
از نقاط مختلف دنيا معرفي  TYLCVو  TLCVويروس تحت نام هاي  گونه بگومو 42تعداد 

برخي گونه ها نيز داراي . نمايند فرنگي مي در گوجه) زرد(شده كه توليد بيماري پيچيدگي برگ 
استرين متفاوت از نقاط مختلف دنيا  178بعنوان مثال  .باشند ك استرين يا جدايه ميبيش از ي

هاي شمال هند و تايلند  ها، به جز جدايههمگي اين ويروس. گزارش شده است T(Y)LCVاز 
 Stanley et al., 2005; Fauquet ( كه ژنوم دو بخشي دارند، داراي ژنوم يك بخشي مي باشند

et al., 2008( .مولكولي كمك  توان از روشهاي سرولوژي و ت شناسايي اين بيماري ميجه
  .گرفت

و   2000و همچنين موريونس و نواس كاستيلو در سال  1996پيكو و همكاران در سال 
 مديريتو  يهاي بيولوژيكي، مولكولي، اپيدميولوژيكويژگي 2007زسنك در سال  "اخيرا

را مورد بررسي قرار داده و  (TYLCV) رنگيف گوجه )زرد(كمپلكس بيماري پيچيدگي برگ 
 سر جهان گسترش يافته استاهاي اخير در سراند كه اين بيماري ويروسي در سالنشان داده

)Pico et al., 1996; Czosnek, 2007; Moriones & Navas-Castillo, 2000 .( از زمان اولين
 اند خاورميانه گسترش يافتههاي مشابه آن به سرعت در منطقه و ويروس TYLCVگزارش، 
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)Hajimorad et al., 1996.( ها از جنوب شرقي آسيا، نواحي شمالي و علاوه بر آن اين ويروس

  ). Rochester et al., 1990( اند مركزي آفريقا، آمريكا، اروپا و استراليا گزارش گرديده
فرنگي در  هداراي ژنوم يك بخشي و دو بخشي از گوج T(Y)LCVتا كنون شش جدايه از 

 Tomato yellow leaf curl virusدو ويروس شامل . اند ايران  بطور كامل تعيين ترادف گرديده

Iran [Iran:Iranshahr:1998] (TYLCV-IR [IR:Ira]) )Bananej et al., 2004( و             
Tomato leaf curl Karnataka virus-Iran [Iran:Iranshahr] (ToLCKV-IR [IR:Ira]) 

)Behjatnia et al., 2004 (فرنگي ايرانشهر واقع در استان سيستان و بلوچستان  از مزارع گوجه
از شهرستان  (TYLCV-[Kahnouj])بنام TYLCV يك جدايه ديگر از. اند جداسازي گرديده

نيز از استان  TYLCV-IR2كهنوج در استان كرمان گزارش شده است و يك جدايه بنام 
فرنگي در  سويه شديد از گلخانه هاي گوجهاخيرا يك جدايه و . است رش گرديدههرمزگان گزا

  .)Pakniat et al., 2010( جداسازي گرديده است TYLCV-Abadehمنطقه آباده به نام 
ها ويروس ها در گوجه فرنگي و ساير بگوموخسارت ناشي از اين ويروسدر سال هاي اخير 

. همراه بوده است Bemisia tabaci سفيد بالك Bتيپ در محصولات ديگر با گسترش جهاني بيو
تر و قدرت باروري و زاد و ولد هاي ديگر دامنه ميزباني وسيعاين بيوتيپ نسبت به بيوتيپ

 ,.Bedford et al(باشد  رفتار تغذيه اي آن با تهاجم شديدتري همراه مي و داشتهبيشتري 

1994; Czosnek & Laterrot, 1997; De Barro, 1995 .(ماري پيچيدگي برگ گوجه بي
- در ايران نيز در گوجه ،فرنگي ضمن گسترش در مناطق گرمسيري و نيمه گرمسيري جهان

اي و هاي مزرعههاي جنوبي كشور در كشتدر استان به ويژهفرنگي و برخي محصولات ديگر 
د موراي اخير ه خسارت اين بيماري در سال .بروز نموده است به صورت همه گيري ايگلخانه
شناسي  محققين و متخصصين علم بيماري ،ودهكشاورزان و وزارت جهاد كشاورزي بتوجه 

  .اندبوده يافتن روش مديريتي مناسب آن بدنبال گياهي كشور 
            يكي از هاي ويروسي همانند ساير بيماري فرنگي بيماري پيچيدگي برگ زرد گوجه

آلوده را  وسيعي كه تاكنون مزارع بودهنگي فر هاي گوجههاي بدون درمان در كشت بيماري
مشاهدات منتشر ( وارد نموده است خسارت تا صد در صد به كشاورزان استانگاهي و نموده 
فرنگي در استان فارس بنا به آمار منتشره اداره كل  كه سطح زير كشت گوجه از آنجايي. )نشده

 ازباشد اين محصول هكتار مي 17140حدود  1389 -  1390آمار استان فارس در سال زراعي 
           مديريت اين بيماري شناسايي  هاي روشيكي از . است برخوردار در استان ايويژهاهميت 

پايداري آن در مزارع از سالي به سال ديگر  روشهايفعاليت ناقل و  نحوه هاي پراكندگي،كانون
فرنگي استان  در مزارع گوجهويروس پراكندگي  رحاض تحقيق در ).Czosnek, 2007( باشدمي

  .  است مطالعه شدهفارس 
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  هامواد و روش
    

  هاي آلوده جمع آوري نمونه
به منظور شناسايي و تعيين پراكندگي جميني  1391و بهار و تابستان  1390زمستان طي 
 در كشت آن زراعتفرنگي از مناطق عمده  هاي مولد بيماري پيچيدگي برگ زرد گوجهويروس

نمونه هاي مشكوك كه داراي  ،پس از شناسايي مزارع آلوده. عمل آمد رس بازديد بهاستان فا
ها، ريزش گل و كوتولگي علائم پيچيدگي شديد برگ همراه با كوتولگي و زردي در حاشيه برگ

در هر منطقه حداقل از تعداد . )1 شكل( آوري و به آزمايشگاه منتقل گرديد مناطق جمع ،گياه
برداشت نمونه  دهتا  دوبه عمل آمده و از هر مزرعه بسته به سطح آلودگي  مزرعه بازديد 10
هاي مورد مطالعه  فرنگي شهرستان هاي گوجه آوري شده از كشت فرنگي جمع گوجه  گياهان .شد

كه عبارت بودند از شهرستان لامرد، لار، فراشبند، كازرون، ممسني، شيراز، سعادت شهر و آباده 
فرنگي شامل پيچيدگي شديد  گوجه) زرد(علائم بيماري پيچيدگي برگ  بهو داراي علائم شبيه 

 شكل(ها بودند  ها، ريز شدن برگ و كوتولگي بوته ها و حاشيه برگ برگ همراه با زردي رگبرگ
  .مورد آزمايش قرار گرفتند T(Y)LCVsبراي تعيين وجود  PCRدر آزمون ) 1

        
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A                                          B  
، كوتولگي و )A(ها همراه با حاشيه زرد پيچيدگي و كوچك شدن برگ -1شكل

  )B(پيچيدگي شديد بوته 
Figure 1.  A. Leaf curl with yellow margin leaves, B. Plant stunting 
and sever curling 

  
  دي ان اياستخراج 

اي واكنش زنجيرهاستفاده از  هان آلوده باگيادر  عامل بيماري ويروس شناساييمنظور  هب  
 اعمالبا ) Zhang et al., 1998(روش ژانگ و همكاران  بهنوكلئيك كل گياه اسيد پليمراز، ابتدا 
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-CTAB  )N-cetyl-N,N,N-trimethylبافر گرم 2. به صورت زير انجام شد جزئي تغييرات

amonio bromide( ،18/8  گرمNaCl ،2 گرم PVP (Poly vinyl pyrrolidon) ،21/1 گرم 

Tris-HCl  2ميكروليتر  100و-Mercaptoethanol  200ليتر آب مقطر  تهيه و ميلي 100در 
مقدار . دمازت مايع كوبيده تا به صورت پودر در آ به كمكگرم بافت در هاون سترون و ميلي
فه و به مدت اضا هالولهبه هر يك از  )سلسيوس درجه 65دماي ( CTABميكروليتر بافر  700
روي يخ   هاقرار دادن لولهپس از  .قرار داده شد سلسيوسدرجه  65دقيقه در حمام آب گرم  45
به  1: 24ميكروليتر مخلوط كلروفرم و ايزاميل الكل به نسبت  700دقيقه، مقدار  20مدت به

دور در  13000دقيقه با  10به مدت  هانهنموسپس . دقيقه بهم زده شد 10به مدت  آنها اضافه
هم  اضافه و لولهرويي به آرامي به  ه بخششد سازيزگري مياندقيقه و در درجه حرارت اتاق 

نگهداري  سلسيوسدرجه  -20دقيقه در دماي  20ايزوپروپانل سرد اضافه و به مدت  آن حجم
 سلسيوسدور در دقيقه و دماي صفر درجه  13000دقيقه با سرعت  10به مدت  سپس .شدند
. شددرصد شستشو  70 قسمت رونشين حذف و رسوب حاصله با اتانول. شدند ازيسزگري ميان

ميكروليتر آب  100به هر لوله . در هواي اتاق خشك گرديدرسوب حاصل  حذف اتانولپس از 
از دي ان اي  .نگهداري شدند سلسيوسدرجه  -20در دماي  سپسبارتقطير استريل اضافه و  دو

  .  استفاده گرديد )PCR( واكنش زنجيره اي پليمراز عنوان الگو دره باستخراج شده 
  

   ) Polymerase chain reaction, PCR( واكنش زنجيره اي پليمراز 
         نانو گرم از 20 - 10ميكروليتري شامل  25اي پليمراز در حجم زنجيرههاي واكنش  

هاي از نوكلئوتيدميكرو مولار از هركدام  MgCl2 ،200ميلي مولار  5/1الب، غدي ان اي 
ي آغازگرهاجفت ميكرو مولار از هركدام از  يك، )dATP ,dCTP ,dGTP ,dTTP(چهارگانه 
 - ′5(با توالي  TYLCV-[Ab] 349V )اسرائيلي(جدايه آباده  اختصاصي

CTCGAAGGTTCGCCGAAGGC - 3′( و TYLCV-[Ab] 1997C   با توالي)5′ - 

CGCGGCCATGGAGACCTAATAG - 3′( )Pakniat et al., 2010( جفت يا و 
 - ′5(با توالي  )PCRV181 )Rojas et al., 1993 ها ويروس بگومو آغازگرهاي دژنره

TAATATTACCGGWTGGCC - 3′ ( وPrimer Bc )Deng et al., 1994 (ا تواليب )5′ - 

TGGACYTTRCAWGGBCCTTCACA - 3′( ،2  واحد از آنزيم پليمرازTaq  5/2و 
برنامه واكنش شامل  .انجام پذيرفتميكروليتر آب  18و  شركت سيناژن ×10ميكروليتر از بافر 

منظور واسرشت نمودن ه ب سلسيوسدرجه  95دقيقه در دماي  5يك مرحله ابتدائي به مدت 
 55دقيقه، دماي  1به مدت  سلسيوسدرجه  95اي شامل دماي چرخه 35، قالب يدي ان ا

پس از . دقيقه بود 2به مدت  سلسيوسجه در 72دقيقه و دماي  5/1به مدت  سلسيوسدرجه 
تكثير قطعات  نحوه .نگهداري گرديد سلسيوسدرجه  72دقيقه در  20آخرين چرخه، به مدت 

براي تاييد صحت باندهاي  .مورد بررسي قرار گرفت% 1الكتروفورز در آگاروز  انجام با يدي ان ا
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جهت تعيين PCRV181/ Primer BC شده توسط آغازگر از باندهاي ايجاد تعدادي ،توليدي
  .جنوبي ارسال گرديد  كره BioNEER ترادف به شركت

 
  و بحث نتايج

هاي مورد  هاي آلوده و آغازگر ، مختصات جغرافيايي نمونهآوري مشخصات محل جمع
  .تنظيم گرديده است 1استفاده در مناطق مختلف استان در جدول 

از يك آغازگر اختصاصـي مربـوط بـه     ابتدا فرنگي  رديابي ويروس برگ زرد گوجه منظور هب
استفاده گرديد و در صورت عدم شناسايي جدايه مذكور از جفت آغـازگر   )اسرائيلي( جدايه آباده

آغـازگر اختصاصـي   . اسـتفاده شـد   PCRV181/ Primer BCهـا  ويـروس  دژنره اختصاصي بگومو
از گياهـان   bp1648 بـه انـدازه    يقطعـه دي ان ا  )TYLCV-[Ab]349c/1997v(جدايه آبـاده  

قادر به  اختصاصي و آغازگر هي كه داراي علائم بودهايآلودگي نمونه) 2شكل (آلوده تكثير نمود 
 /PCRV181 هـا  ويـروس  بگومـو  از جفـت آغـازگر دژنـره   با استفاده  تكثير قطعه مورد نظر نبود

Primer BC حدود  قطعه به تكثير كه قادرbp 500  از همچنين تعـدادي   ).3 شكل(بررسي شد
 باندهاي تكثير يافته با اين جفت آغازگر جهت تعيين صحت باند توليدي ترادف يـابي گرديدنـد  

فرنگـي مطابقـت    ويـروس پيچيـدگي بـرگ زرد گوجـه     كه با تـرادف   )ها آورده نشده است داده(
   .داشت

ها از مناطق مختلف بسته به وسعت  گردد تعداد نمونه مشاهده مي 1 همانطور كه در جدول
خشت شهرستان و  براي مثال وسعت آلودگي در منطقه لار. باشد در منطقه، متفاوت مي آلودگي

توان فهميد  لامرد داراي گستردگي بالايي بود و با توجه به نتايج حاصل از آزمون پي سي آر مي
نمونه مثبت شناسايي شده  6زيرا از . باشيم كه در اين منطقه داراي تنوع در سويه ويروس مي

نمونه با آغازگر  4تنها ) PCRV181/ Primer BC(ها  ويروس گر دژنره بگوموتوسط آغاز
قابل ) Pakniat et al., 2010( TYLCV-[Ab]349c/1997v) اسرائيلي(اختصاصي جدايه آباده 

همچنين در مورد نمونه آلوده رديابي شده در منطقه سنگر از شهرستان ممسني . رديابي بودند
نشان از تفاوت سويه ويروس دخيل در بيماري پيچيدگي برگ  اين. شود ده مياين مطلب دي

  .فرنگي در مناطق مختلف استان فارس مي باشد گوجه
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آغازگرهاي  هاي آلوده از مناطق مختلف با استفاده ازمحصول واكنش زنجيرهاي پلي مراز نمونه -2شكل
 5نمونه از شهرستان لامرد، راهك  4 و 3 ،2، 1 هايراهك( TYLCV-[Ab]349c/1997vاختصاصي جدايه آباده 
 هاي راهك نمونه از شهرستان شيراز، 7راهك  نمونه از شهرستان سعادت شهر، 6راهك  نمونه از شهرستان لار،

. راشبندنمونه از شهرستان ف 12نمونه از شهرستان كازرون و راهك  11نمونه از شهرستان آباده،راهك  8،9،10
M =شركت فرمنتاز 10000-100ماركر مولكولي.  

Figure 2. electrophoresis patterns of PCR products using TYLCV-[Ab]349c/1997v primer pairs 
from different regions. (lane 1, 2, 3, & 4 samples from Lamerd, lane 5 from Lar, lane 6 from Saadat 
shahr, lane 7 from Shiraz, lane 8, 9 & 10 from Abadeh, lane 11 from Kazeroon and lane 12 from 
Farashband. M= 100-10000 nt DNA molecular ladder of Fermentase Co.   
  
  
  

  
  
  
  
  
  

، 12، 10هاي راهك PCRV181/ Primer BCجفت آغازگر دژنره زنجيرهاي پلي مراز با استفاده ازمحصول  -3شكل 
نمونه آلوده از منطقه سنگر  26هاي آلوده از منطقه لاور خشت شهرستان لامرد و راهك نمونه 23 و 21 ،20 ،14

 29راهك  .باشدهاي ديگر مربوط به مناطق ديگر استان مانند شيراز، فراشبند و كازرون ميراهك. نور آباد ممسني
   .شركت فرمنتاز 10000 -100ماركر مولكولي= M. نمونه سالم

Figure 3  . electrophoresis patterns of PCR products using PCRV181/ Primer BC degenerate primer 

pairs from different regions. (Lane 10, 12, 14, 20, 21 & 23 samples from Lavarekhasht of Lamerd 
region, lane 26 from Sangar of Norabad-e-Mamasani region, other lanes is related to other regions of 
Fars province including: Shiraz, Farashband and Kazeroon. Lane 29 is healthy sample. M= 100-
10000 nt DNA molecular ladder of Fermentase Co.   
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 ـبود  شدهاز مناطق حومه شيراز، فراشبند و كازرون جمع آوري  يهاينمونه علائـم   ا وجـود ب
وجـود  احتمال  اين .اي نگرديدهعقادر به تكثير هيچ قط هاي بررسي شدواكنش زنجيره ،مشكوك

يـا   سـرمازدگي و  هـاي هورمـوني،  كش وم از جمله علفدر اثر پاشش سم دارد كه علائم ايجادي
مناطق آنچه مسلم است احتمال آلودگي در  .عدم توانايي آغازگرها در رديابي عامل بيماري باشد

 تيـره  مختلف به چند عامل از جمله فعاليـت نـاقلين، ورود نشـاء آلـوده و وجـود علفهـاي هـرز       
، بسـتگي  باشـند  سولاناسه ميزبان و آلوده كه به عنوان منبع آلودگي از سالي به سال ديگـر مـي  

در  )4 شـكل (گوجـه فرنگـي   ) زرد(نقشه پراكنش بيماري پيچيدگي برگ طي اين تحقيق  .دارد
  . تهيه گرديد رساستان فا

  
  هاي استان فارسبه تفكيك شهرستان TYLCVنقشه پراكنش  -4شكل 

Figure 4. Distribution map of TYLCV on Fars province towns TYLCV position 

  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

  
  

  سپاسگزاري
اجرا كه در تهيـه نقشـه   حفظ نباتات و بخش  مديريتاندركاران   بدين وسيله از تمامي دست

     قـدراني   انـد،  مسـاعدت نمـوده  در انجـام ايـن تحقيـق    فرنگي آلـوده   مكاني و اعلام مزارع گوجه
  .  گرددمي
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