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 شهرستاندر  فلفل كننده هاي مهم ويروسي آلودهارگربررسي وقوع برخي بيم
 ورامين

 
Study on the occurrence of some important viral pathogens infecting pepper in 

Varamin area 
  

  3نراقيعليرضا گل و 2مژده ملكي ،1زادهآذين آقا

  
  12/2/1393 :ذيرشپ                        10/9/1392: دريافت

  
  چكيده

نمونه علف هرز با  11و فلفل  نمونه 110، شهرستان وراميناز مناطق مختلف  1391- 93زراعي  هايلدر فص
ويروس  هايباديكمك آنتيو با روش سرولوژيكي الايزا به شد آوري جمعويروسي  مشكوك به آلودگي علائم

، )CMV(، ويروس موزاييك خيار )PVX(زميني سيبس ايكويروس ، )TYLCV(فرنگي زرد گوجه پيچيدگي برگ
همچنين . مورد بررسي قرار گرفتند )ToMV(فرنگي و ويروس موزاييك گوجه) TMV(ويروس موزاييك توتون 

بر . ها مورد بررسي قرار گرفتدسته از ويروس الطيف اينبادي وسيعها به كمك آنتيويروسها به پوتيآلودگي نمونه
-ويروسپوتيو سپس  درصد TMV 7/26مربوط به فلفل  هاينمونه درويروسي آلودگي ترين ، بيشيزانتايج الااساس 

نشان نتايج . دبو درصدPVX  9/1و  درصدToMV 3/13، درصد CMV 3/13، درصد TYLCV 8/23، درصد 3/24ها 
به  درصد 5/34و ناقل ات شرمنتقل شونده با حهايي هاي برگي فلفل به ويروساز نمونه درصد 1/64تقريباً داد كه 
آلودگي به ترتيب ها از نمونهدرصد  77و درصد  21همچنين، . ه بودندآلودشده ناقل شناخته فاقد هاي ويروس

 RT-PCRها توسط آزمون ويروسي نمونهويروسي و پوتيدر اين تحقيق، آلودگي توبامو .ويروسي منفرد و توأم داشتند
و با  NIb2F/NIb3R و Tob-Uni1/Tob-Uni2 هاي عمومي قبلاً توصيف شدهازگربه ترتيب با استفاده از جفت آغ

در  TYLCVعلاوه، حضور به. ييد گرديدتأ) بازجفت 350و  800 به ترتيب با اندازه(ر ـمورد نظ DNAر قطعات ـتكثي
-به كمك آغازگر PCRن بازي در آزمو جفت 670با اندازه مورد انتظار  DNAهاي مثبت الايزا با تكثير قطعات نمونه

دهنده وقوع گسترده اين مطالعه، نشان .تأييد شد TYLCV-Isrو  TYLCV-Sarشامل هاي اختصاصي اين ويروس 
در اين تحقيق، . در مزارع فلفل شهرستان ورامين بودها ويروسو پوتيها ويروستوباموهاي مختلف به ويژه ويروس

  .نيز به اثبات رسيد) Ipomoea purpurea(گياه نيلوفر پيچ ويروسي آلودگي پوتي
  

  .هاويروسها، توباموويروسهاي عمومي، پوتيآغازگر الايزا،آزمون هاي فلفل، ويروس: واژگان كليدي
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  مقدمه
هايي بودند مكزيك و پرو اولين كشور .تاس در جهانسبزيجات ترين مهميكي از ) .Capsicum annuum L( فلفل

در ) FAO(اساس آمار سازمان خواروبار جهاني بر ). Votata, 1999 andBosland(كه كاشت اين گياه را رواج دادند 
در اين . هكتار در سطح جهان برداشت شده است 1914685تن فلفل سبز تازه از  31171567حدود ، 2012سال 

را در جهان  36و  38رتبه ، به ترتيب ،تن فلفل سبز تازه 52000هكتار و توليد  3000شت بين، ايران با سطح زير ك
اي يا هاي كشور به صورت مزرعهبسياري از استانگياه فلفل در  ،ايران در. )Anonymous, 2012( در اختيار دارد

اي كشور را  گلخانه كشت اي حدود دو درصد سطح در مجموع، ميزان كشت فلفل گلخانه. شودمياي كشت گلخانه
، اين گياه نيز در برابر آلودگي به چندين ويروس گياهي حساس است زراعيمشابه ديگر محصولات . گردد شامل مي

)Hartman et al., 1999.(  ل را ـد فلفـتواننهاي مختلف ميها و خانوادهويروس يا سويه متعلق به جنس 40بيش از
هاي فلفل از ميزبان. باشدمي DNAيا  RNAها از نوع ژنوم اين ويروس. وده نمايندـي و آزمايشي آلـورت طبيعـبه ص

 Vargas et( طور قابل توجهي كاهش دهندتوانند كيفيت و كميت آن را بههاي ويروسي ميمهمي است كه بيمارگر

al., 2011(.  ،ويروس موزاييك خيار به عنوان مثال)Cucumber mosaic virus-CMV (را  محصول فلفل كيفيت
كاهش د ـرشمراحل اوليه ورت آلودگي گياه در ـصوص در ـد به خصـدرص 100تا  60ول را ـاً و ميزان محصـمشخص

 Tobacco mosaic(ويروس موزاييك توتون همچنين،  ). 1995et alGeorge ,.؛  Rataul, 1978 andDeol(دهد مي

TMV-virus (80تا رشد، مراحل اوليه آلودگي در شود كه در محسوب مي هاي فلفلترين بيمارگرنيز يكي از مخرب 
  ). Feldman et al., 1969(كند درصد به اين گياه خسارت وارد مي

بازارپسندي و در كاهش هاي ويروسي بيمارگركشت و ميزان توليد فلفل در كشور و نيز اهميت  با توجه به سطح
از . وردار استـور از اهميت بالايي برخـدر كشل ـكننده فلف ههاي آلودويروس، مطالعه و بررسي يا كاهش محصول

 Tomato yellow leaf(فرنگي زرد گوجه پيچيدگي برگ ويروسكنون در جهان، تاكننده فلفل آلودههاي بين ويروس

TYLCV-curl virus( خيار يكيموزا، ويروس )CMV(، توتون كييموزا روسيو )TMV(، وهيم زرد حلقه روسيو 
 ،)PVY-Potato virus Y( ينيزمبيسواي  روسيو، )TYFRV-Tomato yellow fruit ring virus( ينگفرگوجه

 Tomato mosaic( يـفرنگهـگوج كييوزاـم روسيوو  )AMV-Alfalfa mosaic virus( ونجهي كييموزا روسيو

ToMV-virus( اند زارش شدهـگور ـول در كشـروي اين محص)؛ 1368 ،همكاران و منشآهون ؛1347 ،يمنوچهر
., 1971et alKaiser  2012؛ .,et al Mostafae2013 ,. ؛et alGolnaraghi  2014 ,؛et al.Shirazi .(  

هكتار سطح زير كشت انواع گياهان  70000داراي  ،متري جنوب شرقي تهرانكيلو 40در  شهرستان ورامين
محصولات سطح زير كشت . شودتهران محسوب مياستان هاي كشاورزي اين يكي از قطببنابرو است ي زراعي و باغ

، 1391در سال اين شهرستان همچنين ميزان توليد فلفل . هكتار است 2/497سبزي و صيفي در شهرستان ورامين 
، PVYهاي هاي گزارش شده از فلفل در كشور، تاكنون ويروساز ميان ويروس .تن اعلام شده است 120حدود 

TYFRV وTYLCV 2012(اند ين از اين گياه گزارش شدهدر منطقه ورام ,.et al Mostafae ؛., et alGolnaraghi 

  .) Shirazi et al., 2014 ؛2013
سبزيجات، از جمله فلفل، تاكنون مطالعات كمي در خصوص به رغم اهميت منطقه ورامين در كشت و توليد 

فلفل  كننده هاي مهم آلودهرو در اين تحقيق، وقوع ويروس از اين. هاي آلوده كننده اين گياه انجام شده استويروس
ويروس و يـويروس، پوتويروس، پوتكسوـويروس، توباموموـف ويروسي شامل بگـهاي مختلمتعلق به جنس(

اطلاعات به دست . گرفتيا مولكولي مورد بررسي و مطالعه قرار  در اين منطقه به روش سرولوژيكي و) ويروسكوكومو
  .گرددمحسوب مياين محصول  هاي ويروسيهاي مديريت بيماريدر تدوين برنامهآمده در اين پژوهش، گامي مهم 

  

 هامواد و روش
  هاي فلفلاز مزارع و گلخانه بردارينمونه

  ز ـدر مناطق مختلف شهرستان ورامين و نيشت مزرعه هبرداري از نمونه، 1393-91هاي زراعي سال طي فصول
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به برداري مونهدر مزارع مورد بازديد، ن .صورت پذيرفتآباد اين شهرستان در منطقه فرون فلفل گلخانه يك
شبه ويروسي شامل علائم اراي داز گياهان نمونه برگي فلفل  110در مجموع، . انجام گرديدصورت حركت زيگزاگ 

 نكروزه يهالكه و يروشن رگبرگ، برگ شدن يالوله برگ، يدگيچيپ ،يزرد ،يكوتولگ برگ، يبدشكل ك،يموزائ
مورد بازديد از گياهان علف هرز واقع در داخل يا اطراف مزارع دار علائمنمونه برگي  11به علاوه، . آوري گرديدجمع
ها تا زمان نمونه .ندروي يخ به آزمايشگاه منتقل گرديد قرار گرفته و نايلوني اخل كيسهها در دنمونه. دآوري شجمع

 به دو روش سيليكاژل و فريزدراي ،)Enzyme-Linked Immunosorbent Assay-ELISA(بررسي با آزمون الايزا 
  . گرديدندنگهداري گراد درجه سانتي - 20خشك و در دماي 

  
  آزمون سرولوژيكي الايزا

ريداري شده از ـمثبت خد ـشاههاي ونهـها و نمبادييـوژيكي الايزا، از آنتـرولـام آزمون سـور انجـمنظبه 
و  CMV ،TMV ،ToMV ،TYLCVهاي ون الايزا براي ويروسـآزم. اده گرديدـاستف) سوئيس(وربا ـبيشركت 

از  هاويروسپوتيبراي رديابي  همچنين،. به كار گرفته شد) Potato virus X-PVX(ي ـزمينبـس سيـويروس ايك
  .ها استفاده شدالطيف اين دسته از ويروسهاي وسيعباديآنتي
زاي ـون الايـآزماز  TYLCV و CMV ،TMV ،ToMV، PVXاي ـهروسـي ويـكـوژيـرولـسي ـابـرديراي ـب

-Double-Antibody Sandwich ELISA (DAS(زا ـالاي- بادييـرفه آنتـطچ دوـدويـه روش سانـم، بـيـقـستـم

ELISA)( رديدـاده گـاستف )Clark and Adams, 1977(. اختصاصي بادي  ابتدا آنتي)IgG ( در بافر ويروس مورد نظر
رقيق ) NaN3 ،6/9=pHمولار ميلي 5و  NaHCO3مولار ميلي Na2CO3 ،35مولار ميلي 15شامل (كربنات  پوششي

. گرديداضافه از اين محلول ليتر ميكرو 100، )مكسول، چين(لايزا ا چاهك بشقابك و به هر )1000/1به نسبت ( شده
وزن به ( 15يك به به نسبت  برگي هاي نمونه. ندشد  گراد قرار داده سانتيهدرجچهار دماي يك شب در ها بشقابك

، يك Na2HPO4مولار يـ، هشت ميلNaN3مولار ، سه ميليKClمولار گيري شامل سه ميلي با بافر عصاره) حجم
-PVP(وينيل پايروليدون د پليـدو درص حاوي ،)NaCl ،4/7=pH )PBSمولار  13/0و  NaH2PO4مولار يـميل

اين . منتقل گرديدند  ميكروتيوبها داخل گيري شده و عصارهعصاره درصد 05/0به ميزان  20- توئينو  )24000
ها، ارهـعص. دور در دقيقه سانتريفوژ شدند 5000 گراد و سرعتسانتي ها به مدت ده ثانيه در دماي چهار درجهعصاره

با بافر  )سه مرتبه و هر بار پنج دقيقه( ها ابكـوي بشقـشستشپس از  .ندداري شدهـال نگـدر يخچون ـتا زمان آزم
- رمـن سـار درصد آلبوميـچهگ ـول بلاكينـ، محل)PBS-T: درصد Tween-20 05/0حاوي  PBSمحلول (شستشو 

-بشقابكريخته و ) ميكروليتر100(هاي بشقابك الايزا در چاهك PBSدر ) Bovine Serum Albumin-BSA(اوي ـگ
ليتر از عصاره ميكرو 100در مرحله بعد و پس از شستشو، . ندشدبه مدت دو ساعت در دماي اتاق نگهداري ها 

بار شستشو  چهارپس از  .قرار داده شدنديخچال مدت يك شب در ها به  گياهي به هر چاهك اضافه شده و بشقابك
كانجوگيت  در بافر) IgG-AP(آنزيم آلكالين فسفاتاز  متصل بهبادي  آنتيمحلول از ليتر ميكرو 100قبل، ه مانند مرحل

)PBS  حاويPVP-24000 2 درصد، Tween-20 05/0 درصد ،BSA  مولار و يك ميليدرصد  2/0به ميزانMgCl2 ،
4/7=pH(  به مدت سه ساعت هاي الايزا در اين مرحله، بشقابك. هر چاهك اضافه گرديدتهيه و به  1000/1به نسبت
در برابر ها  واكنش نمونه، PBS-T بافر با ها ي بشقابكشستشوپس از . ندشدداري نگهگراد  سانتي هدرج 35دماي  در

ات در يك ـوفنيل فسفگرم نمك پارانيتر شامل يك ميليسوبسترا  محلولبا استفاده از  ،هاي مورد آزمون ويروس
  .ارزيابي گرديد) NaN3 ،8/9=pHمولار سه ميليحاوي اتانول آمين يمولار د 9/0محلول (ليتر بافر سوبسترا  ميلي

-Pathogen( مستقيمالايزاي غيرآزمون  ،كننده فلفل هاي آلودهويروسپوتي سرولوژيكيبه منظور رديابي 

Trapped Antibody ELISA (PTA-ELISA)(  كار گرفته شد به)Movat and Dawson, 1987 .( ،ابتدا در اين روش
خريداري شده از شركت ( PTAتجاري بافر با ) وزن به حجم(پنجاه به به نسبت يك هاي برگي  گيري نمونهعصاره
سپري  پس از. ندريخته شد يزاالا هاي بشقابكچاهكدرون  ،ليتريميكرو 100در مقادير ها عصارهو شد انجام  )بيوربا

. شده دقيقه شست پنجه فاصلبار و هر بار به  ، بشقابك الايزا چهاررادگ سانتي هدرجچهار شدن يك شب در دماي 
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ها شده و بشقابكريخته هاي بشقابك الايزا در چاهك) 1000/1به نسبت (رقيق شده در بافر كانجوگيت  IgGسپس 
بادي بز  آنتي، هاپس از شستشوي بشقابك. ندگرديدهداري نگ گراد سانتي هدرج 37 دماي ساعت در به مدت زمان دو

تهيه و در كانجوگيت در بافر  1000/1با رقت آلكالين فسفاتاز ل به آنزيم ـمتص )Goat Anti-Mouse(موش ضد
 هدرج 37 دماي دو ساعت درداري به مدت ـنگهاز پس . ريخته شدهر چاهك ليتري در ميكرو 100هاي  حجم
  .قبل انجام گرفت روش اضافه كردن سوبسترا مانند. ه شدشستشقابك الايزا ب ،گراد سانتي

 متر با استفاده از دستگاهنانو 405 در طول موجبشقابك الايزا نور هر چاهك ميزان جذب الايزا، در هر دو روش 
ELISA-reader )Biotek مدل ،ELX800ب چاهك ذهايي كه ميزان ج نمونهسپس . گيري گرديداندازه) ، آمريكا

 منفيچاهك شاهد از سه برابر ميانگين جذب مساوي يا بيش ، يك ساعت پس از اضافه كردن سوبسترا هاآن مربوطه
هاي مثبت، مجدداً به در اين تحقيق، آلودگي نمونه .در نظر گرفته شدند )مثبت(آلوده ه بود، به عنوان نمون )سالم(

  .كمك روش الايزا مورد بررسي و تأييد قرار گرفت
  

  )RT-PCR(اي پليمراز واكنش زنجيرهبرداري برگردان و كل، رونوشت RNAاستخراج 
 نمونه نهو دوازده ، به ترتيب هاويروسي در نمونهويروسي و پوتيدر اين تحقيق و به منظور تأييد آلودگي توبامو

-Tob هايفت آغازگرهاي عمومي توصيف شده قبلي شامل جبه كمك آغازگر RT-PCRآزمون توسط  مثبت الايزا

Uni1  وTob-Uni2 )Letschert et al., 2002(، NIb2F  وNIb3R )Zheng et al., 2010( مورد بررسي قرار گرفتند. 
  .ساخته شدند) آلمان(هاي مورد استفاده در اين مطالعه، توسط شركت متابيون تمام آغازگر

 ، خريداري شده از شركت سيناژنRNX plusTMاز محلول با استفاده ، )Total RNA(كل گياه  RNAاستخراج 
ل سانتريفوژ در ـتمام مراح. اد شده توسط شركت سازنده با تغييراتي انجام گرفتـاس روش پيشنهـبر اسو  )ايران(

از ليتر يك ميلياستفاده از با خشك  برگ گرم از نمونه 05/0ابتدا مقدار . گراد انجام گرديدار درجه سانتيـدماي چه
به مدت پنج دقيقه در يخ قرار داده و و محلول به دست آمده به ميكروتيوب منتقل شده گيري عصاره ،محلولاين 
دور  12000دقيقه در  15ليتر كلروفرم به محلول اضافه و ميكروتيوب به مدت ميكرو 400در مرحله بعد، ميزان . شد

. نتقل و مرحله شستشو با كلروفرم تكرار گرديدفاز رونشين حاصله به ميكروتيوب جديد م. در دقيقه سانتريفوژ گرديد
دقيقه در يخ قرار  15و به مدت اضافه گرديد سپس رونشين به ميكروتيوب جديد منتقل و هم حجم آن ايزوپروپانول 

شستشوي پس از حذف رونشين، . دور در دقيقه سانتريفوژ گرديد 12000دقيقه در  15به مدت سپس  ؛داده شد
دقيقه در  10به مدت انجام گرديد و متعاقباً ميكروتيوب  درصد 75ليتر محلول اتانول يك ميليرسوب به كمك 

ليتر محلول ميكرو 100پس از حذف رونشين و خشك شدن نسبي رسوب، . دور در دقيقه سانتريفوژ گرديد 8000
محلول . اده شدگراد قرار ددرجه سانتي 55دقيقه، در در دماي  30- 20اضافه و به مدت  EDTAمولار يك ميلي

 15به مدت و سانتريفوژ برابر حجم اتانول مطلق سرد  5/2يك دهم حجم استات سديم سه مولار و  حاصله به كمك
رسوب حاوي در نهايت، . در دقيقه رسوب داده شد؛ شستشوي رسوب مانند قبل انجام گرفتدور  12000دقيقه در 

RNA  مولار ليتر محلول يك ميليكرويم 40درEDTA داري گرديدگراد نگه درجه سانتي - 20و در دماي  حل .
RNA  تهيه شده در بافر (درصد  8/0استخراج شده در ژل آگاروزTris-borate EDTA ( حاويμg/ml1  اتيديوم

دقيقه الكتروفورز شده و ژل در نور ماوراي بنفش با استفاده از  30ولت به مدت  100ولتاژ مستقيم  بابرومايد 
لازم به ذكر است كه از  ).Ausubel et al., 1993(ي قرار گرفت ربردامورد ارزيابي و عكس UV-illuminatorدستگاه 
به عنوان كنترل داخلي استفاده شد نيز ) AtropaNad2.2bو  NAD )AtropaNad2.1aهاي آغازگرجفت 

)Thompson et al., 2003.(  
آنزيم ليتر يك ميكرو، )RNA template(لگو ا RNA) μg 2/1( ليترميكروپنج با استفاده از  cDNAساخت 

غلظت ( dNTP ليتردو ميكرو ،)، فرمنتاس، ليتوانيu/μl 200 ،RevertAidTMM-MuLV( برداري برگردانرونوشت
mM10( دست آغازگر پايينليتر يك ميكرو و)pmol/μl 10 ( ليتر بر اساس روش توصيه ميكرو 20در حجم نهايي
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و سپس به  42دقيقه در دماي  60بدين صورت كه مخلوط حاصله به مدت ، جام گرديدشده توسط شركت سازنده ان
  . گراد نگهداري شدسانتي درجه 70دقيقه در  10مدت 

نيم و ، يك cDNAليتر محلول حاوي ليتر شامل شش ميكروميكرو 50در حجم نهايي اي پليمراز زنجيرهواكنش 
، )X10( PCRر ـليتر از بافروـج ميكـ، پن)pmol/μl 10(دست  نـدست و پاييهاي بالارـازگـليتر از هريك از آغميكرو

 Taq DNAليتر از آنزيم و نيم ميكرو) mM10 ( dNTPليتر مخلوط ، يك ميكرو)MgCl2 ) mM50ر ـليتروـميكدو 
، οC94شامل  Tob-Uniهاي آغازگرجفت براي مورد استفاده  PCRبرنامه . انجام گرفت) سيناژن واحد، 2.5(پليمراز 

، نود ثانيه و در οC72ج ثانيه و ـ، چهل و پنοC55دقيقه،  οC94 ،1ه با برنامه ـچرخ 30چهار دقيقه و به دنبال آن 
، چهار دقيقه و به دنبال οC94شامل  PCR، از برنامه NIbهاي غازگرآجفت در مورد . بود οC72دقيقه در  10نهايت 

دقيقه در  10، يك دقيقه و در نهايت οC72، چهل و پنج ثانيه و οC45، ، يك دقيقهοC94چرخه با برنامه  38آن 
οC72 هاي همچنين، برنامه چرخه دمايي براي جفت آغازگر. استفاده گرديدNAD  شاملοC94 چهار دقيقه و به ،

دقيقه  10، يك دقيقه و در نهايت οC72، چهل و پنج ثانيه و οC50، يك دقيقه، οC94چرخه با برنامه  35دنبال آن 
  . الكتروفورز گرديددرصد  2/1به دست آمده به همراه ماركر مولكولي در ژل آگاروز  PCRمحصول . بود οC72در 

  
  )PCR(اي پليمراز واكنش زنجيره و كل DNAاستخراج 

به  PCRنمونه مثبت در آزمون الايزا توسط آزمون  ده، TYLCVها به ويروس به منظور تأييد آلودگي نمونه
مورد بررسي قرار ) TYLCV-Isr )Pico et al., 1999و  TYLCV-Sarهاي اختصاصي اين ويروس شامل زگركمك آغا

  .گرفت
و بر اساس  )آمريكا ،كياژن( DNeasy Plant Mini Kit با استفاده از كيت) Total DNA(كل  DNAاستخراج 

سديم استات و اتانول مطلق دن به دست آمده با اضافه كر DNA .شدانجام  سازنده شركت توسط توصيه شده روش
 به. حل گرديد DEPCليتر آب تيمار شده با ميكرو 40در ،درصد 75اتانول رسوب داده شد و پس از شستشو با سرد 

هاي آموده. گرديدالكتروفورز درصد  1ژل آگارز  دردست آمده ه ب DNAاستخراج شده،  DNAمنظور ارزيابي كيفيت 
DNA  واكنشدر استفاده تا زمان PCR ،واكنش  .ندشد نگهداري گرادسانتي درجه - 20 در دمايPCR  در حجم
دست و هاي بالاليتر از هريك از آغازگراستخراج شده، يك ميكرو DNAليتر ميكروچهار  ليتر شاملميكرو 50نهايي 
ليتر يك ميكرو ،)mM50( MgCl2ليتر ، دو ميكرو)X10( PCRليتر از بافر ، پنج ميكرو)pmol/μl 10(دست  پايين

برنامه . انجام گرفت) واحد، سيناژن 2.5( پليمراز Taq DNAليتر از آنزيم و نيم ميكرو) dNTP )mM10مخلوط 
PCR  مورد استفاده شاملοC95 چرخه با برنامه  35، ده دقيقه و به دنبال آنοC95 ،يك دقيقه ،οC50 چهل و پنج ،

به دست آمده به همراه ماركر  PCRمحصول  سپس. بود ،οC72در  دقيقه 10، دو دقيقه و در نهايت οC72ثانيه و 
  . رديدالكتروفورز گدرصد  2/1مولكولي در ژل آگاروز 

 
  جنتاي

  بردارينمونه
در  فلفلو يك گلخانه  از مزارعدار علائم نمونه 110تعداد ، 1393 تا 1391طي فصول زراعي  در اين تحقيق

 نهدهنده وجود علائم ويروسي در تمامي  مشاهدات انجام شده، نشان. گرديد آوريجمع )استان تهران(منطقه ورامين 
وقوع علائم مشاهده شده نه تنها بين مناطق مختلف، بلكه در ميان مزارع . بودبازديد شده مزرعه در مناطق مختلف 

آلودگي ويروسي در براساس مشاهدات چشمي، ميزان وقوع . داد موجود در يك منطقه نيز با يكديگر تفاوت نشان مي
هاي هاي انجام شده روي نمونهبررسي. بود ساير مناطقتر از بسيار بيش آبادرستمو آباد فرون سين،مناطق قلعه

 رگبرگ برگ، يدگيچيپ ،يزرد ،يكوتولگ برگ، يبدشكل ك،يموزائدهنده وجود علائمي نظير آوري شده، نشانجمع
زردي، پيسك، موزائيك،  ،از ميان علائم ذكر شده. )4تا  1هاي شكل( بود برگ شدن يالوله نكروزه، يهالكه ،يروشن



 ...كننده هاي مهم ويروسي آلودهبررسي وقوع برخي بيمارگر

٦ 
 

 1/96 هايي كه داراي اين علائم بودندنمونهتر بيشمشاهده شد و  هاها در اكثر نمونهبدشكلي و پيچيدگي برگ
  .)1جدول ( ها متعاقباً در آزمون الايزا نشان داده شد، آلودگي ويروسي آندرصد

  
  

   
  

                          در مزرعهعلائم شديد موزاييك و بدشكلي برگ در گياه نيلوفرپيچ  -2شكل                      در مزرعه علائم موزاييك روي برگ گياه فلفل -1شكل 
         Fig. 1. Severe mosaic symptoms on pepper leaves in field Severe mosaic and leaf deformation on morning glory t Fig. 2.   

in field plant   
  
  

                                    

   
 

 در مزرعه علائم شديد موزاييك و بدشكلي برگ در گياه فلفل - 4شكل                          در مزرعهعلائم موزاييك خفيف روي برگ فلفل  -3شكل      
Fig. 3. Mild Mosaic symptoms on pepper leaves in field             Fig. 4. Severe mosaic and leaf deformation symptoms  

on pepper plant in field   
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   آوري شده از مناطق مختلف شهرستان وراميندار فلفل جمعهاي علائمنتايج آزمون الايزاي نمونه - 1جدول 

Table 1. Serological test results of symptomatic pepper leaf samples collected from different regions of Varamin 
area  

  هاتعداد نمونه داراي واكنش مثبت به ويروس
Number of samples infected with viruses هاتعداد نمونه 

Number of 
samples 

  منطقه
Location   آلودگي

  كل
Total infections 

 پوتي    
 هاويروس 

Potyvirus 

ويروس موزاييك 
 گوجه فرنگي
ToMV 

ويروس موزاييك  
  توتون
 TMV     

ويروس ايكـس 
 زميني سيب

 PVX 

ويروس پيچيدگي  
برگ زرد گوجه 

 TYLCV فرنگي

  ويروس
 موزاييك خيار

CMV 

)90.9 (10 )27.3 (3 )18.2( 2 )9.09 (1 )9.09( 1 )18.2( 2 c)18.2 ( 2 b 11 
  مركز تحقيقات ورامين
Varamin research center 

 ورامين

)80 (4 )40( 2  0 0 0 )20 (1 0 5 
  رستم آباد
Rostamabad 

)96.2 (25 )19.2( 5  )7.7( 2  )38.5( 10  0 )23.1 (6 )7.7 (2 26 
  يوسف رضا
Yousefreza 

)97.4 (37 )26.3( 10  )15.8( 6  )28.9 (11 )2.63( 1 )21.1 (8 )18.4( 7 38 
  عسگرآباد
Asgarabad 

)100 (20 )50( 4  )15( 3  )30 (6 0 )35 (7 )15( 3 20 
  قلعه سين
Ghalesin 

0 0 0 0  0       0 0 3 
   دانشكده كشاورزي
Agriculture univeresity 

)100( 2  )100 (2 )50 (1 0    0 )50 (1 0 2 
  فرون آباد

Foronabad 

98(93.3)  26(24.3)  14(13.3)  )26.7 (28 )1.9 (2 )23.8 (25  )13.3( 14 110 
  d جموعم

Total   
 

a  الايزا(نتايج ارائه شده در بالا بر اساس آزمون سرولوژيكي (باشد؛ ميb ي؛ هاي برگي داراي آلودگي ويروستعداد نمونهc  ميانگين آلودگي ويروسي)٪( ؛d  ميزان آلودگي
  گلخانه fميزان آلودگي كل ويروسي در مناطق بازديد شده؛  eهر ويروس در مناطق بازديد شده؛ 

a The results were based on serological reactions (enzyme-linked immunosorbent assay); b Number of infected pepper leaf samples; c  
Average of percent virus infection; d Infection rate of each virus in the surveyed regions; e Total virus infection in the surveyed regions. 
f   Greenhouse 

  
  آزمون سرولوژيكي الايزا

، درصد TMV 6/21مربوط به دار مورد بررسي ئمهاي علادر نمونهميزان آلودگي ويروسي ترين بيشبر اساس آزمون الايزا، 
و  درصد ToMV 9/6، درصد CMV 8/13، درصد TYLCV 6/21، درصد 6/21ها ويروسپوتيو پس از آن به ترتيب مربوط به 

PVX 0/2 (ها ويروستوباموهاي مورد بررسي، در ميان ويروس. )1جدول (بود  درصدToMV  وTMV (ترين آلودگي را به بيش
. رديابي گرديدند درصد 6/33نمونه  37و در  درصد 71از مزارع بازديد شده  مزرعه پنج ها دراين ويروس. اختصاص دادندخود 

در تمام مناطق  TMVميزان آلودگي به . ها مشاهده شدندويروس نايهاي آلوده به در غالب نمونه بدشكليو  موزائيكعلائم 
هاي ها دومين دسته از ويروسويروسپوتي .بود ToMVبيش از  ،آبادورامين و فرون مركز تحقيقات مزرعهيد، به جز دمورد باز

مزرعه شش آوري شده از نمونه جمع درصد 22ويروسي در آلودگي پوتي. دار مورد بررسي بودندهاي علائمشايع در نمونه
نمونه از يازده نمونه علف هرز مورد هار چدر  هاويروسپوتيبادي اختصاصي واكنش مثبت با آنتيبه علاوه، . رديابي گرديد

و دو نمونه علف هرز ) 2شكل () Ipomoea purpurea( پيچدو نمونه از گياه نيلوفرها شامل اين نمونه؛ شد مشاهدهبررسي 
فرنگي زرد گوجه ويروس پيچيدگي برگ. بودند موزاييك و پيسك داراي علائمويروس پوتيگياهان آلوده به . بودناشناخته 

)TYLCV(آوري شده از نمونه جمعدرصد  6/21اين ويروس در . دار مورد بررسي بودهاي علائم، سومين ويروس مهم در نمونه
. )3شكل ( مشاهده شدموزائيك خفيف و بدشكلي هاي آلوده به اين ويروس، علائم تر نمونهدر بيش. مزرعه رديابي گرديدشش 

 CMVهاي آلوده به  در بوته. آلودگي داشتند دـدرص 3/13با ميزان  CMVبه  ونهـنم 14هاي مورد سنجش، از ميان نمونه
شكل ( ها مشاهده گرديدشامل زردي شديد، موزائيك، بدشكلي و كوچك شدن برگ يآوري شده از مزارع فلفل، علائمجمع

 .داشتند PVXبادي آنتيا ي بواكنش ضعيف موزاييك، پيسك و تا حدودي بدشكليبا علائم  دو نمونهدر اين مطالعه، تنها . )4
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هاي نمونهدر نه مزرعه مورد بازديد بود و همچنين ميزان آلودگي در ويروسي دهنده وجود آلودگي نشان آزمون الايزا نتايج
درصد محاسبه  98، هادر نمونه درصد متفاوت بوده و ميانگين كل آلودگي ويروسي 100، از يك درصد تا مورد بررسيدار علائم
كه با ها ويروسو پوتي CMV ،TYLCV هايبرگي فلفل به ويروسدار علائمهاي از نمونه درصد 64تقريباً . )1جدول ( گرديد

نتايج . ه بودندآلود اي ندارند،كه ناقل شناخته شده ToMVو  PVX ،TMV هايبه ويروس درصد 35و  شوندناقل منتقل مي
به علاوه، چهار ). 2جدول (ها آلودگي ويروسي منفرد و توأم داشتند مونهاز ندرصد  77و  درصد 21نشان داد كه به ترتيب 

  .مورد استفاده واكنشي نداشتندهاي باديآنتيهيچ يك از با علائم شبه ويروسي با ) درصد 9/3(نمونه 
  

   ف شهرستان ورامينآوري شده از مناطق مختلدار فلفل جمعهاي علائمميزان آلودگي منفرد و توأم ويروسي در نمونه - 2جدول 
Table 2. Rates of single and mixed virus infections occurring in symptomatic pepper samples collected from 
different regions of Varamin area  
 

  آلودگي كل
Total infections  

  آلودگي توام
Mixed infection 

 آلودگي منفرد
Single infection  

 هاهتعداد نمون
Number of samples  

 منطقه
Location  

)100( 2  c )100( b  2  0  2  آبادفرون  
Foronabad 

 

 

 

 

  ورامين

 ورامين مركز تحقيقات  11  2) 18.2(  8 )72.7(  10  )90.9(
Varamin research center  

  رستم آباد  5  0  4  )80(  4  )80(
Rostamabad 

 يوسف رضا  26  7) 28(  18 )72(  25  )96.15(
Yousefreza  

 عسگرآباد  38  11 ) 28.94(  26 )68.42(  37 )97.36(
Asgarabad  

 قلعه سين  20  2) 10(  18  )90(  20  )100(
Ghalesin  

 كشاورزي يدانشكده  3  0  0  0
Agriculture university  

          Totalمجموع 110 22) 21( 76) 72.4( 98 )93.3(

 a الايزا(نتايج ارائه شده در بالا بر اساس آزمون سرولوژيكي (باشد؛ ميb هاي برگي داراي آلودگي ويروسي؛ تعداد نمونهc  درصد آلودگي ويروسي)٪.(  
a The results were based on serological reactions (enzyme-linked immunosorbent assay); b Number of infected pepper leaf 
samples; c Average of percent virus infection. 

  
  )RT-PCR(اي پليمراز برداري برگردان و واكنش زنجيرهرونوشت

هاي هاي ويروسي در نمونهترين آلودگيبه عنوان شايع يويروسپوتيويروسي و توباموبر اساس نتايج سرولوژيكي، آلودگي 
هاي به كمك آغازگر RT-PCRدر آزمون  هااين نمونهرو، آلودگي از اين ،شدند دار مورد بررسي در اين تحقيق شناساييعلائم

آغازگر جفت با  RT-PCRه در آزمون ـونه مورد مطالعـنمنه نمونه از دوازده در مجموع، . بررسي گرديد) 3جدول (عمومي 
Tob-Uni  را تشكيل دادندبازي  جفت 800باند مورد نظر )Letschert et al., 2002( ويروسي آلودگي توباموي تأييد كننده كه

شامل چهار (بررسي شده نمونه  نمونه از نه ششويروس در پوتيبه به علاوه، وجود آلودگي . )5شكل ( بودها در اين نمونه
بازي  جفت 350و تكثير باند مورد انتظار  NIbبه كمك جفت آغازگر  RT-PCRدر آزمون  )نيلوفرپيچ نمونه دو نمونه فلفل و

)Zheng et al., 2010 ( تأييد گرديد) رغم عليويروس، نمونه آلوده به پوتييك ويروس و در سه نمونه آلوده به توبامو ).6شكل
آغازگر  به كمك جفت RT-PCRآزمون استخراج شده كه با استفاده از روش الكتروفورز در ژل و نيز  RNAكيفيت مناسب 

NAD 7شكل ( تأييد شده بود( ،DNA ي مورد انتظار تكثير نگرديدزهبا اندا .  
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و  TMV(ها يروسدر اين مطالعه، توباموو .نمود تأييدشهرستان شده در اين برداري تمام مناطق نمونهدر تقريباً 
ToMV  اين . شدند شناساييآوري شده دار جمععلائمهاي ها در نمونهترين ويروسوان شايعـبه عن) دـدرص 40با
) خـوان مثال ملـبه عن(رات ـي حشـبرخكه ر است ـلازم به ذك. اي براي انتقال ندارندها ناقل شناخته شدهويروس

به نظر  ،با اين حال ).Laterrot and Pecaut, 1965(د ـال دهنـا را انتقهويروسورت مكانيكي توباموـتوانند به صمي
 نكاتعدم رعايت الاً ـدر مزارع فلفل شهرستان ورامين، احتمها يروستوباموووقوع بالاي ترين عامل مهمرسد كه مي

به  با توجه). Broadbent, 1976( هاي آلوده استاـو نيز كشت نشه ـن و كارگران مزرعـتوسط زارعي زراعي يـبهداشت
مورد تر در هاي بيشام پژوهشـه، انجـل اين منطقـها در مزارع فلفيروسو وقوع بالاي توباموو نتايج به دست آمده

  . رسدها در آينده ضروري به نظر ميخصوصيات بيولوژيكي و مولكولي آن
ها ويروسپوتيآوري شده به هاي جمعنهنمو) درصد 3/24( ميزان بالاي آلودگي هددهننشان ،به دست آمده نتايج

 Yamamoto and( ويروسهاي جنس پوتيدامنه ميزباني وسيع بسياري از گونهتواند به دليل اين موضوع مي. بود

Fuji, 2008 (شرايط آب و هوايي در بسياري لاوه، به ع. باشد كاشت محصولات مختلف در دشت ورامينبالاي تنوع  و
  . تا حدودي مساعد استدر منطقه ورامين ها هاي آنويروسي يا ميزبانوع ناقلين پوتياز فصول سال براي وق

آوري شده مورد تأييد قرار گرفت هاي هرز جمعويروسي در سه نمونه از علفدر اين تحقيق، وقوع آلودگي پوتي
طور كه پيش از انـا نمايند، همـها ايفه از ويروسـار اين دستـگذراني و انتشانـي در زمستـش مهمـتوانند نقكه مي
 ,Masumi and Izadpanah( ان داده شده استـهاي گياهي نشاير ويروسـها و سويروسز در مورد پوتيـاين ني

ل ـويروس با پتانسيس پوتيـاز جن وريـيا نوظه هاي جديدتوانند ميزبان گونهرز ميـهاي هعلاوه، علفبه .)1996
هاي وع سويه يا گونهـي نيز تأييد كننده وقـات قبلـي باشند؛ مطالعـاهان زراعـگي درو اپيدمي ارت ـاد خسـايج

 ,.Valouzi et al؛ Yazdani-Khameneh et al., 2013a(ويروسي جديد در اين گونه گياهان در كشور است پوتي

ويروسي گياه ودگي پوتيدر اين مطالعه، آل. دهدرا نشان ميلزوم مطالعات بيشتر در اين خصوص در آينده كه  )2015
شود؛ اين گياه قبلاً زارش ميـبراي اولين بار از ايران گ) Convolvulaceae ؛ خانوادهIpomoea purpurea(نيلوفرپيچ 

 ,.Swapna Geetanjali et al(ان گزارش شده بود ـر در جهـهاي ديگها و ويروسويروسوان ميزبان پوتيـبه عن

  ).Zhang et al., 2014؛ 2013
از گياه فلفل در منطقه  )TYLCV(فرنگي زرد گوجهدر مطالعات قبلي انجام شده، وقوع ويروس پيچيدگي برگ

نشان دهنده وقوع نسبتاً  ،حاصل از اين تحقيقبا اين حال، نتايج . )Shirazi et al., 2014(ورامين گزارش شده بود 
اند به دليل دامنه ميزباني وسيع اين ويروس، به ويژه تواين مطلب مي. و گسترده ويروس فوق در اين منطقه است بالا

نكته جالب  ).1389 ،يزدپناه و همكارانا(باشد ) Bemisia tabaci(نيز فعاليت بالاي ناقل آن در خانواده سولاناسه، و 
 گرديدرديابي  TYLCVها با علائم ملايم كه به سختي با چشم قابل مشاهده بود نيز اين كه در برخي از نمونهتوجه 

زميني، فرنگي، بادنجان، سيبگياهان سولاناسه مانند گوجهبه عبارت ديگر و در برخي مواقع، آلودگي . )3ل شك(
 رسندبه نظر ميدر ظاهر سالم ، علائم مشخصي در بر نداشته و اين گياهان سوتوتون و فلفل توسط اين وير

)Melzer et al., 2010( در نتيجه فته ودر مزارع آلوده به سختي صورت پذير اين ويروسچشمي رديابي ، بنابراين؛، 
  .گرددميدر مزرعه موجب تسهيل گسترش ويروس 

تر در خصوص اپيدميولوژي و كنترل اين ، انجام مطالعات بيشTYLCVزايي با توجه به پتانسيل بالاي خسارت 
هاي ويروسي را در مزارع فلفل ينتايج به دست آمده، وقوع و تنوع بيمار .ويروس در منطقه ورامين ضروري است

ر در اين ـي مزارع به يكديگـي و نيز نزديكـل كوچكـتواند به دليب ميـاين مطل. دهدشهرستان ورامين نشان مي
ولت ـل كم و نزديك به هم قرار دارند، با سهـي كه با فواصـها بين مزارعار ويروسـع، انتشـدر واق. دـه باشـمنطق

ه ـولات از جملـوده كننده ساير محصـهاي آللاً در مورد ويروسـابه اين وضعيت قبـمش. استپذير تري امكانشـبي
؛ Farzadfar et al., 2006؛ Golnaraghi et al., 2004(زارش شده است ـزميني گد و سيبـسويا، چغندرقن

Pourrahim et al., 2007.(  



 ...كننده هاي مهم ويروسي آلودهبررسي وقوع برخي بيمارگر

١٢ 
 

آلودگي كل ويروسي در مناطق مختلف شهرستان نتايج نشان داد كه ميزان آلودگي مربوط به هر ويروس و نيز 
ها زبانـاير ميـق قبلاً از سـه در اين تحقيـهاي مورد مطالعامي ويروسـتم. اوت استـر متفـيكديگ كاملاً باورامين 
؛ Shahraeen et al., 2003 ؛Ahoonmanesh et al., 1997؛ Hajimorad et al., 1996(اند دهـزارش شـور گـدر كش

Golnaraghi et al., 2004 ؛Pourrahim et al., 2007 ؛Bananej et al., 2009 ؛Aghamohammadi et al., 2013 ؛
Alishiri et al., 2013 ؛Yazdani-Khameneh et al., 2013c( ثانويه  ها ممكن است به صورت ميزبانو اين ميزبان

هاي منتقل شونده با ناقل به ويروس) درصد 65(ها در اين مطالعه، بخش قابل توجهي از نمونه. ويروسي عمل كنند
متراكم و مستمر اي است كه شرايط براي رشد و كشت آب و هواي منطقه ورامين به گونهدر واقع، . آلوده بودند

هاي ها را تقريباً در تمام سال فراهم كرده و منجر به ظهور و گسترش بيماريهاي مختلف و متعاقباً ناقلين آنميزبان
سازي مواد فرار و نيز رها )Irwin, 1980(به علاوه، به دليل جذب ناقلين به رنگ زرد گياهان آلوده  .شودويروسي مي

، ميزان آلودگي توأم به دست آمده در )Eigenbrode et al., 2002(شود از اين گياهان كه موجب جذب ناقلين مي
زارش شده است ـلاً نيز از محصولات ديگر گ؛ مشابه اين نتايج، قب)درصد 4/72(اين مطالعه بسيار بالا بود 

)Farzadfar et al., 2006 ؛Pourrahim et al., 2007.( هاي داراي واكنش مثبت در در اين تحقيق، برخي از نمونه
باند هاي مورد استفاده، با جفت آغازگر PCRاستخراج شده، در آزمون اسيد نوكلئيك رغم كيفيت مناسب الايزا، علي

هاي ايراني هاي فوق در تكثير جدايهدهنده عدم كارايي آغازگرتواند نشانمياين موضوع . تشكيل ندادند مورد نظر را
مشابه اين  ؛دـور را نشان دهـدر كشويروسي ديد ـهاي جها يا گونهوع سويهـبوده و يا وق ونـي مورد آزمهاويروس

  ). 1392؛ يزداني، 1391دي، ـحام(لاً نيز گزارش شده است ـايج قبـنت
؛ Fazeli et al., 2009(است ديد در ايران ـج يهاور ويروسـظهنيز تأييد كننده ر ات اخيـنتايج مطالع

Heydarnejad et al., 2009 ؛Yazdani-Khameneh et al., 2013a,b,c.( هاي ، اهميت پژوهشاين مطلب به نوبه خود
آگاهي از  هاي تشخيصي و پيشسازي سيستمبهينه هاي آلوده كننده گياهي در كشور به منظورمستمر روي ويروس

  .سازدوظهور با پتانسيل ايجاد خسارت را بيش از پيش روشن مينهاي وقوع ويروس
  

  سپاسگزاري
پيشوا كه فرصت انجام اين تحقيق را - دانشكده كشاورزي دانشگاه آزاد اسلامي ورامينمسئولين نگارندگان، از 

و خانم ي ئهمچنين، نگارندگان سپاسگزاري ويژه خود را از آقاي مهندس خزا. دنماينفراهم نمودند، قدرداني مي
هاي به خاطر كمك) مسئول آزمايشگاه(و آقاي مهندس ذاكري  )شناسي گياهيآزمايشگاه بيماري كارشناس(كريمي 

، 92001001ه ، شمار)IGPS(بخشي از اعتبارات اين تحقيق توسط گروه ترويج علم ايران . نمايندابراز مي هاآن
  .تأمين شده است
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