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 چکیده

ر سـراسر فرنگی دگوجهفرنگی از مهمترین بیماریهای فرنگی یکی از سـبزیجات مهم و بیماری پیچیدگی برگ زرد گوجهگوجه

ویروس پیچیدگی برگ زرد گوجه فرنگی در استان به منظور بررسـی  ،١٣٩٢و بهار  ١٣٩١های زمسـتان طی فصـلدنیاسـت. 

به  از گیاهان مشکوکدشتستان و چند بخش مربوط به آن  ،بوشهر از مزارع کشت گوجه فرنگی واقع در شهرستانهای تنگ ارم

منجر   antisenseو  senseواکنش زنجیره ای پلیمراز با استفاده از آغازگرهای ، DNAنمونه برداری شد. پس از استخراج آلودگی 

محصول واکنش زنجیره ای  شـد. ی و حرکتی ویروس شـجفت باز از ژن پروتئین پوشـ ٥٥٠با اندازه تقریبیای قطعه به تکثیر 

های توالی یابی شده در بانک ژن جهانی ژن .شـدندو به کره ارسـال رادف انتخاب برای تعیین ت ،جدایه پلی مراز متعلق به سـه

انجام و  clustalwتجزیه داده ها نیز به دنبال همردیف ســازی آنها با بانک ژن جهانی با اســتفاده از نرم افزار ثبـت گردیـدند. 

. آنالیز های فیلوژنتیکی نشــان داد که ترســیم گردید bootstrap ١٠٠٠بـا  mega6درخـت فیلوژنتیکی حـاصــل بـا نرم افزار 

جدایه های دشــتســتان  Aقرار گرفتند. در این تقســیم بندی در گروه  Bو  Aهای مورد بررســی در دو گروه جداگانه جـدایه

)KP635447) و تنـگ ارم (KP635448) بـه جدایه های مورد بررســی در کشــورهای دیگر از جمله چین (AY594194 و (

ــیراز ( )EF625895ونزوئلا ( ــور از جمله ش ، KC106648) و تهران (GU076444و به جدایه های مورد بررســی در داخل کش

KC582150 نزدیک بودند. در گروه (B جدایه) ــتان ــتس ــورهای عربی از جمله ) به جدایهKP635446ای دیگر از دش های کش

باشــد. ) نزدیک میGU076450() و به جدایه داخلی جیرفت KF229721 ،KF229725)، عمان (HM590558عربســتـان (

دهد که ویروس پیچیدگی برگ زرد گوجه فرنگی در ایران و همچنین در یک منطقه (دشـتستان) دارای نتایج حاصـل نشـان می

ــتری بر روی جدایه های ایرانی می ــدبتنوع ژنتیکی بوده و برای تعیین وجود نژادهای نوترکیب جدید نیاز به تحقیقات بیش  .اش

متفاوتی با توجه به نوع رقم میزبان، منطقه جمع آوری نمونه و همچنین آلوده شدن گیاه در زمان های متفاوت همچنین علائم 

 ایجاد می کنند.

 .، بوشهرآنالیز فیلوژنتیکی ، توالی یابی،٦مگا ، استخراج دی ان ای :های کلیدیواژه

 مقدمه

در  گیاهی هاي ویروس مخربترین از یکی )Tomato Yellow Leaf Curl Virus, TYLCV( فرنگی گوجه زرد برگ پیچیدگی ویروس

 شده گزارش فرنگی گوجه محصول در درصد ٩٩تا ٥٠ از آن خسارت که شود می جهان محسوب گرمسیري نیمه و گرمسـیري نواحی

 پزشکیفصلنامه گیاه
 دانشگاه آزاد اسلامی شیراز
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 ایران در  .)Cohen & Harpaz, 1964( استشده  گزارش اشغالی فلسـطین از بار براي اولین ویروس این .)Pico et al., 1996( اسـت

 خوزســتان و بوشــهر کرمان، هرمزگان، بلوچســتان، و ســیســتان شــامل جنوبی ایران اســتانهاي از ١٣٧٥ ســال در بار اولین براي نیز

)Hajimorad et al., 1996( گلستان مرکزي، خراسان، اصفهان، استانهاي از آن دنبال به و )Bananej et al., 1998(، تهران )Shahriary 

& Bananej, 1998(  یزد و )Bananej et al., 2008( است شده گزارش. 

) Begomovirus( بگوموویروس جنس به بوده و) Geminiviridae( دوقلو هايویروس تیره فرنگی ازگوجه زرد برگ پیچیدگی ویروس

 منتقل پایای چرخشی به روش )Bemisia tabaci( بالکسفید توسط و ودهحلقوی لاي تک يDNA-تیره  این اعضـاي ژنوم  د.دار تعلق

 تک نیز آنها از ژنوم گروهی اما دارند، ايقطعه دو ژنوم فرنگی زرد گوجه برگ پیچیدگی ویروس هايجدایه چند بیشــتر هر. شــود می

 مسئول بوده که باز خواندنی قاب شش داراي ژنوم بخشـی، تک ژنوم با هايبگوموویروس . در)Stanley et al., 2005( اسـت بخشـی

 ,Czosnek(هستند  بیماریزایی و علائم بروز و حرکتی، پوششی هايپروتئین ژن، بیان تنظیم همانند سـازي، مسـئول هايژن کردن رمز

 همراه بخشــی تک هايTYLCV اغلب با باز جفت ١٣٥٠ حدود طول به کوچک حلقوي رشــته تک هاي DNAاین بر علاوه .(2007

  که هستند
ً
 .)Briddon & Stanley, 2006( هستند علائم تشدید مسئول معمولا

 اگــرچــه مــهمــتریــن مــیزبان ایــن ویــروس گــیاه گـوجه فـرنگی اسـت، ولـی در مـیزبـان هـای دیـگـری، از جـمله لـوبیـا

)Phaseolus vulgaris L.( )Navas-Castillo et al,, 1999(، فـلـفل )Capsicum annum( )Reina et al, 1999( تاجریزی و )Solanum 

nigrum( )Bedford et al, 1998(  پارویفلورا ملوا که علف های هرزی نظیرنیز ایجاد بیماری می کند. در حالی )Malva parviflora (

کوتوم هـای هرزی نظیرهیچ گونـه علائمی از خود نشـــان نمی دهـد علف  Daturaداتوره ( و) Acutum cynachum( ســینـاکوم آ

stramonium( ،ــد ــم مشـــخصی دارنـ ــه طور طبیعی .علائـ خسارت ) Eustoma grandi( گرندی یوستما به گیاه زینتی این ویروس بـ

 .)Cohen et al, 1995( را می تواند آلوده کند داتوره) و گیاه .Nicotiana sp( جدی وارد می کند و به طور مصنوعی تنباکو

ـه ) بBemisia tabaci( ها توسط سـفید بالـك توتـونماننــد ســایر بگموویروسویروسهاي ایجاد کننده پیچیدگي برگ گوجه فرنگي 

حشره همراه بوده   Bها با گسترش جهاني بیوتیپهاي اخیـرگسترش این ویروسصورت پایا و گردشي منتقــل مــي شـوند. در سـال

ر و رفتار تارد. همچنین دامنه میزباني وســیعهاي دیگر، قدرت باروري و زاد و ولد بیشــتري داســت. این بیوتیپ نســبت به بیوتیپ

 .)Czosnek & Laterrot, 1997( اي آن بـا تهاجم بیشتري همراه استتغذیه

فرنگی، بسـته به مرحله رشدی گیاه، زمان ایجاد بیماری، شرایط محیطی و نوع فرنگی در گیاه گوجهویروس پیچیدگی برگ زرد گوجه

د، ریز برگی، جمع شدن بــرگ به سمت بالا، کلـروز از حاشیه برگ، ریـزش گـل و تا حدودی رقم گیاه علائمی شامل کوتولگی شدی

 .)Moriones & Navas-Castillo, 2000( کندکاهـش محـصول ایجاد می

د اشبفرنگی و همچنین دارای تعداد زیادی گلخانه تولید نشاء میاز آنجایی که اسـتان بوشهر دارای سطح زیر کشت وسیعی از گوجه

ــال می ــاء ارس ــتانهای مجاور نش ــی مذکور به عنوان یک خطر جدی برای مزارع گوجه فرنگی به که به اس کند بنابراین بیماری ویروس

ن های پایـــداری آروشو  های پراکندگی، نحوه فعالیت ناقلهای مدیریتی این بیماری شناسایی کانونآید. یکی از روشحسـاب می

 ).Czosnek, 2007( باشددیگر میدر مـزارع از سـالی به سـال 
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 هامواد و روش
وده از مزارع گوجهآوری نمونهجمع آل  فرنگی استان بوشهرهای 

به منظور تعیین پراکندگی و بررســی فیلوژنتیکی عامل بیماری پیچیدگی برگ زرد گوجه  ١٣٩٢و بهار  ١٣٩١های زمســتان طی فصــل

به  های مربوطهای تنگ ارم، برازجان و بخشبوشـهر که عبارت بودند از شهرستان فرنگی از مناطق عمده گوجه فرنگی کاری اسـتان

ــایی مزارع آلوده نمونه ــناس ــتان برازجان بازدید به عمل آمد. پس از ش ــهرس ــکوک از مزارع گوجه فرنگی که دارای علائم ش های مش

یشگاه آوری و سپس به آزماولگی گیاه بودند جمعها، ریزش گل و کوتپیچیدگی شـدید برگ همراه با کوتولگی و زردی در حاشیه برگ

مزرعه بازدید به عمل آمده و از هر مزرعه  ١٠منتقل گردیدند. سـعی شـد که در هر منطقه بسـته به سـطح زیر کشت حداقل از تعداد 

 بسته به سطح آلودگی تعداد دو تا ده نمونه گرفته شد.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  .مزارع گوجه فرنگی دشتستان و تنگ ارم در TYLCVعلائم ویروس  دارایفرنگی گیاهان گوجه -١شکل 

Figure 1. Tomato Plants with symptoms of TYLCV in tomato fields of Dashtestan and Tang –e- Eram. 

 

 DNAاستخراج 

دلاپورتا و همکاران کـل گیـاه طبق روش  دی ان ایبـه منظور ردیـابی ویروس در گیـاهـان آلوده بـا واکنش زنجیره ای پلیمراز، ابتـدا 

)Dellaporta et al., 1983( گرم  ٥٧٦/١شامل  اسـتخراج شـد. بافر اسـتخراج با اندکی تغییرTris-HCl ،۹۲/۲  گرمNaCl ،۸۶/۱  گرم

EDTA ،۱  گرمSDS  بود لیترمیلی ۱۰۰مرکاپتواتانول در حجم -۲میکرولیتر  ۷۰۰و. 
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آغازگرهای اختصاصی واکنش زنجیره ای پلیمراز با   استفاده از 

ــتفاده در واکنش زنجیره ــی از ژن که ای پلیمرازتوالی جفت آغازگرهای مورد اس ــش پروتئینی و پروتئین حرکتی با طولبخش  های پوش

 :TY2(Antisense)و  ´TY1(Sense): 5´GCCATGTATCGGAAGCC3عبـارت بودند از: کرد جفـت بـاز را تکثیر می ۵۵۰تقریبی 

GAGGCATGCGTAC3´5´GGATTA . میکرولیتری شامل یک میکرولیتر  ٢٥واکنش زنجیره ای پلیمراز در حجمDNA ،میلی  ٥/٢

./. میکرومولار از هر کدام ٢٥ ،)dTTP, dGTP,dCTP,dATPمیکرومولار از هر کدام از نوکلئوتیدهای چهارگانه(٢٠٠، 2MgClمولار 

شامل  PCRچرخه دمایی در بافر واکنش انجام پذیرفت.  )شرکت سیناژن(مراز پلی Taq از آغازگرهای اختصاصی و دو واحد از آنزیم

درجه سانتی  ٩٥چرخه شامل دمای  ٣٠ و به دنبال آندرجه سانتی گراد  ٩٥دقیقه در دمای  ٥به مدت  یک چرخه ی واسرشتگی اولیه

و امتداد نهایی  ثانیه ٥٠درجه سانتی گراد به مدت  ٧٢ثانیه  و دمای  ٣٠درجه سانتی گراد به مدت   ٥٦ثانیه، دمای  ٣٠گراد به مدت 

گارز یک درصد مورد بررسی DNAدرجه سانتی گراد ، بود. تکثیر قطعات  ٧٢دقیقه در  ٥شامل   قرار گرفت. با الکتروفورز در ژل آ
 

والی در بانک ژن جهانی و ثبت ت والی ژنومی   تعیین ت

ها مشـخص گردید. سـه توالی ژنی مشخص شده در سـه جدایه جهت تعیین توالی به کره جنوبی ارسـال و توالی آن PCRمحصـول 

 ) دریافت گردید.Accession numberبانک ژن جهانی ثبت و شماره ثبت (

 نتایج و بحث
آزمون   واکنش زنجیره ای پلیمرازنتایج 

های تنگ ارم، دشتستان و چندین مرکز های شهرستانروی نمونه antisenseو  senseمراز با اسـتفاده از آغازگرهای ای پلیواکنش زنجیره

 %٢٠آلودگی بـه ویروس پیچیـدگی برگ زرد گوجـه فرنگی در  ای پلیمراز،واکنش زنجیرهنتـایج آزمون  .اطراف آن انجـام گردیـد

 که مورد انتظار بود تکثیر گردید ٥٥٠ bpقطعه ژنومی به طول  . در نمونه های ذکر شــدهدانبه اثبات رســ را مورد بررســی هاینمونه

   .)٢(شکل 

 

گارز  هامراز جدایهای پلینتایج آزمون واکنش زنجیره -٢شکل جدایه  ١٢و  ٤مارکر، چاهک های ١چاهک شماره درصد.  ١روی ژل آ

 جدایه تنگ ارم می باشد. ١٣چاهک شماره  های دشتستان و
Figure 2. PCR results of Isolates on 1% agarose gel. 1 Marker, 4 and 12 Dashtestan isolates, 13 Tang -e- Eram isolate. 
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والی والیمقایسه ت گ ارم با سایر ت و تن  های جهانهای دشتستان 

ی های ویروس پیچیدگی برگ زرد گوجه فرنگمنظور تعیین جایگاه تاکســونومیکی جدایهبه ها در بانک ژن جهانی، س از ثبت توالیپ

 ٦مگا و ) clustal wدبلیو ( کلاستال با استفاده از برنامه ثبت شـده در سایر نقاط دنیاهای تنگ ارم، دشـتسـتان و مراکز اطراف با جدایه

در بانک  Kp635446, Kp635447, Kp635448های بررسی با شمارههای مورد . توالی)٣درخت فیلوژنتیکی آن ترسـیم گردید ( شکل  

 ژن جهانی ثبت شدند.

ــا حروف  ــد که بـ نامگذاری  Bو  Aبر اساس درخت تکاملی ترسیم شده، جدایه های مورد بررسی در دو گروه جداگانه قرار گرفته انـ

هشت جدایه   A1-1گروه  در .تقسیم شدند A1-2و  A1-1به دو زیـــر گـــروه  A1و زیر گروه  A2و  A1 به دو زیر گروه  Aگروه  .شدند

(هاوایی)،  GU322423(چین)،  JX669544به همراه جدایه های (تنگ ارم)  KP635448(دشتستان) و  KP635447جدایه هـای شامل 

GU178816  ،(اســترالیا)JX456644  ،(چین)AY594194 ،(چین) KC582150   (تهران) گروه و در زیرA1-2  ســه جدایهEF625895  )

 GU076443شــامل جدایه  A2. زیر گروه در کنار یکدیگر قرار گرفتندنزدیک    (تهران) KC106648  ،(شــیراز)  GU076444 ،ونزوئلا )

(عربستان)،   HM590558 ،(دشتستان)  Kp635446هایجدایه دربرگیرنده ی  B(مشهد) می باشند. گروه  JQ928346جدایه و  (میناب)

KF229721  ،(عمان)KF229725  (عمان) وGU076450  (جیرفت)بود. 

ین به صورتی که در حال حاضر وقوع ا ؛به سرعت در کشور گسترش پیدا کرد و این بیماری برای اولین بار از جنوب ایران گزارش شد

استرین  ٧از بین  )Lefeuvre et al., 2010(یفوور و همکاران . با توجه به گزارش ل)Hajimorad et al., 1996( بیماری بسیار رایج شده است

طبق نتایج  .اسـترین در ایران وجود دارد و این تنوع وسـیع ویروس نسـبت به سایر کشورها را نشان می دهد ٥توصـیف شـده در دنیا 

گیرند. گروه اول جدایه های قرار می جدایه های ایران حداقل در دو گروه )Shirazi et al., 2012(حاصل از پژوهش شیرازی و همکاران 

 (TYLCV-Albitaneh)استان های هرمزگان، کرمان و خوزستان را شامل می شود که رابطه نزدیکی با سویه گزارش شده از کشور عمان

مصر نشـان می دهند و گروه دوم شـامل جدایه های اسـتان های بوشـهر، فارس و مرکز ایران که در کنار سـویه های گزارش شــده از 

(TYLCV-Egypt)  و فلسـطین اشغالی(TYLCV-Mid) گیرند. در تحقیق حاضر نیز جدایه های مورد بررسی در دو گروه قرار میA   وB 

تقســیم بندی شــدند و جدایه تنگ  A1-2و  A1-1بـه دو زیر گروه  A1و زیر گروه  A2و  A1بـه دو زیر گروه  Aقرار گرفتنـد کـه گروه 

قرار گرفتنـد که رابطه نزدیکی با ســویه گزارش شــده از شــیراز   A1-1) در زیر گروه KP635447() و دشــتســتـان KP635448ارم(

)Gu016444.این مورد با نتایج شیرازی و همکاران ( ) نشان می دهندShirazi et al., 2012.مطابقت دارد ( 

) رابطه نزدیک دارد که این KF229721و KF229725) با سـویه گزارش شده از کشور عمان (KP635446جدایه دیگری از دشـتسـتان (

یعنی جدایه دشــتســتان در مطابقت نداشــته اســت.  )Shirazi et al., 2012(نتیجه با نتایج بدســت آمده از تحقیق شــیرازی و همکاران 

با سویه های گزارش شده از مصر و فلسطین اشغالی شباهت داشت و نتایج حاصله نشان می دهد که  و همکاران تحقیقات شـیرازی

ویروس فوق در ایران و همچنین در یـک منطقـه دارای تنوع ژنتیکی بســیـاری بوده و تعیین وجود نژادهـای نوترکیـب جـدید نیاز به 

 تحقیقات بیشتری بر روی جدایه های ایرانی می باشد.

) با سویه گزارش شده KP635443ای از میناب () جدایهMoradpour & Ayazpour, 2016( نجام شده توسط مرادپور و ایازپوردر تحقیق ا

 KP635445و  KP635444) رابطه نزدیک دارد و دو جدایه دیگر از بندر لنگه که شــامل KF229725و  KF2299721از کشــور عمان  (

از میناب با جدایه بررسی شده از استان های کرمان و خوزستان  KP635443گرفتند. جدایه قرار  Bباشـند و بصورت مجزا در گروه می

هم خوانی دارد. در مجموع بـا توجـه بـه موارد فوق می توان نتیجـه گرفت که ســویه های این ویروس در مناطق مختلف ایران رو به 

یروس پیچیدگی برگ زرد گوجه فرنگی در ایران و گسـترش هسـتند و مرز خاصـی برای سـویه ها نمی توان مشخص کرد. همچنین و
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همچنین در یک منطقه (دشـتسـتان) دارای تنوع ژنتیکی بوده و برای تعیین وجود نژادهای نوترکیب جدید نیاز به تحقیقات بیشتری بر 

ونه و همچنین آلوده روی جـدایـه هـای ایرانی می باشــد و همچنین علائم متفاوتی با توجه به نوع رقم میزبان، منطقه جمع آوری نم

  شدن گیاه در زمان های متفاوت ایجاد می کنند.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 maximumویرس پیچیدگی برگ زرد گوجه فرنگی  به روش  هایدرخت فیلوژنتیکی حاصــل از همردیف ســازی جدایه -٣شــکل 

parsimony  در نرم افزرmega6 

Figure 3. Maximum Parsimony Phylogenetic tree of TYLCV isolates by Mega6 software. 
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Abstract 
Tomato is one of the most important vegetables and Tomato Yellow Leaf Curl Virus 
(TYLCV) is one of the most important viral disease of tomato in worldwide. In order 
to study the situation of TYLCV in Bushehr province, sampling of tomato plants 
with symptoms of virus was done during winter and spring of 2013. Samples were 
collected from farms of Tang Eram and Dashtestan areas. After DNA extraction , a 
part of coat protein gene (about 550 pb) was amplified using specific primers. 
Amplified  segments  were  separated  via electrophoresis  and  sequenced.  For  
comparison  and  phylogenetic  analysis,  the  sequences  Blasted  in  Gene bank and  
using  CLUSTALW  and  Mega4  software  the  phylogenetic  tree  was  drawn  via 
maximum parsimony method. TYLCV Phylogenetic analysis showed that all 
isolates were divided into two clades  named  as  A and B. In clade A isolates of 
Dashtestan (KP635447) and Tang Eram (KP635448) were closed to isolates of 
China (AY594194) and Venezuela (EF625895) and some Iranian isolates including 
GU076444 from (Shiraz), KC106648 and KC 582150 from (Tehran). In clade B 
another isolates of this study from Dashtestan was closed to Arabic countries isolates 
including HM590558 from Saudi Arabia, KF229721 and KF229725 from 
Ammanand Iranian isolates of GU076450 from Jirof. Results showed variation 
among Bushehr province. Due to the results of this study can conclude that there is 
variation among isolates of Bushehr province and requires further studies on the 
existence of recombinant strains in Iranian samples. 

Keywords: DNA extraction, Phylogenetic analysis, Sequencing, Mega6, Bushehr. 
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