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 چکیده

 Cucumber mosaic virus (CMV)،Tomato spotted wilt virusشریز    فونگری شریی  زررع گ گو ره    هری   ویروو   آلودگی به

(TSWV) ،Tomato mosaic virus (ToMV)   وTobacco mosaic virus (TMV)  قوع  گوفر  بو سی زو د  شوقیآذ بییجین د .
عز نظرو   وآو   هری  مر   هری و زیرو   دع ع  علائم زوزعییک، کوتولگی، نکووز، بی یک شدن، بدشکلی برو  نمونه  205 تعدعد

 زشرکو  بره   هی نمونه و   CMV  دییبی  پس آززون علایرع بوع س. ندقوع  گوفتع  زطیلعیت گلخینه ، زو دبو سی علائم
بی آغیزگوهری  عتتاییری    RT-PCR، آلود هی  ونهعز نمک   RNAعستخوعج  عنجیم پذیوف . پس عز آلودگی بی عین ویوو 

CMV،   سریز   بهینره   بری . شدعنجیم  بی تو ه به علایم ویووسی توبیزوویوو  ییآغیزگوهی  عموزی  نس توسپوویوو
PCR   بری آغیزگوهری   نمونره بره توتیر      23 و 37، 6 تعردعد  زرو د عنتظری  د     ، قطعریت تکییرو ییفتره   عز نظو دزی  عتاری 

تکییرو   یتقطعر روی  XbaIو  HindIII ، EcoRI بری ی برو  آنریمر  پووفی  شد.  حیی  CMV ییتوبیزوویوو   توسپوویوو ،
همسرینه   برود.  TSWV آنهری   همهکه هوی  ویوو  د  نشین دعد نمونه  ششعز تعدعد  توسپوویوو  بی آغیزگوهی ییفته 
بری آغیزگوهری    تکییو ییفتره   DNAد نمود. قطعیت  ع تیییهی بودن  دعیه TSWV زیهی تعیین توعلی عین قطعیت نیر  و سیز 

د  حریلی کره    نمونه زحروز شرد   37د   ToMV به  آلودگی ،ی  بوشیدعد  شدند که طبق پووفبو   TaqI بی توبیزوویوو 

TMV بو  زحاو  د  هیچیک عز نمونه هی پیدع نشد .PCR   حیی  عز آغیزگوهیCMV بی آنریم MspI    کره  دعدنشرین  هم 
 ToMV و CMVنتییج گویی  فوعوعنی بیشتو آلودگی بی همچنین، دند. عین ویوو  بو Iزیو گوو   زتعلق به CMVهی   دعیه

 هی بود.د  نمونه

فونگی، ویوو  فونگی، ویوو  زوزعییک تیی ، ویوو  زوزعییک گو هع  گو هویوو  پژزودگی لکه های کلیدی:واژه
 .زوزعییک توتون

 مقدمه
 ١3٩2-٩3 ز ععری  سری   د  یفونگگو ه کش  زیو سطح
 تولیرد  زیررعن  و هکتری   587٩ شوقیآذ بییجین عستین د 
 بریش  . (١3٩4  عس  )بی نریم  شد بوآو د تن 27464٩ آن
 سرطح  د  فونگی گو ه  کنند  آلود  ویوو  گونه 25 عز
 ویروو  آنهی شیز   عز تعدعد  که عس  شد  گرع   دنیی

 ،2یفونگررگو رره زوزعییررک ویرروو  ،١توتررون زوزعییررک

                                                           
1
Tobacco mosaic virus 

2
Tomato mosaic virus  

 ،4ززینرری سرری  وع  ویرروو  ،3تیرری  زوزعییررک ویروو  
یروو  برری  و ،5فونگری گو ررهع   لکره  پژزودگری  ویروو  

6بذ   گو ه فونگی
-زری  آ عبریس  زوزعییرک  ویروو   و  

ویروو  پژزودگری     (.200٩ زعاوزی و همکی عن)بیشند 
د   تیپ  نس توسرپوویوو    ع  گو ه فونگی گونهلکه

ی  وع د آو دن تسری ت  که بردل  عس  تینوعد  بنییویوید 

                                                           
3
Cucumber mosaic virus 

4
Potato virus Y 

5
Tomato spotted wilt virus 

6
Tomato aspermy virus 
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ع  زطیلعریت گسرتود    ،زیربینی وسی   عقتاید  و دعزنه

زهوبرین و همکری عن    -حسنی) و  آن عنجیم گوفته عس  

 RNAچنررد و هرری و دع ع   توسرپوویوو  . ذ عت (20١0
نیزیرد    S و  L  ،M بیشرند کره  ع  سه قسمتی زیتک  شته

زتعلرق   هری  ویروو   (.2005)سیزپینی و همکی عن  عندشد 
پییری و   یرو ت  نس د  طبیع  توسط تویپس به عین  به

وی  فیلد و همکی عن ؛2005 ونر ) دنشوتکییو  زنتق  زی

2005 .)TSWV  زیربینهرری  عز برری  نخسررتین ،عیرروعن د 
 د  تیرری  و ع  دکمرره گرر  بلبلرری، چشررم توتررون، عطلسرری،
 همکرری عن و بنررینج) عسرر  شررد  گرررع   و عزررین زنطقرره
 دیگرو  نیرر ( INSV) ١حنری  گر   نکرووز  لکه ویوو (. ١٩٩6

عز  گررع    عولرین  که عس  توسپوویوو   نس ویوو 
 یرو ت  و عزین زحلات زنطقه د  زینتی گییهین  و  آن

  .(2005 قطبی و همکی عن)  عس  گوفته
هرری برری هری، توبرریزوویوو  عرلاو  بررو توسررپوویوو   
زیربینی وسی  زنجو به تسی ت عقتاید  فوعوعن   دعزنه

فونگری و گییهرین زینتری د  سوعسرو دنیری زری       د  گو ره 
ویرروو  زوزعییررک  (.١٩8٩)آلونسررو و همکرری عن  شرروند

گسرتو   هرینی دعشرته و     ،توتون عضو تیپ عین  رنس 
هری   هری  وسریعی عز گونره   زنجو بره بیمری   د  وع یتره   

 شررودنظیررو توتررون، گو رره فونگرری و فل رر  زرری  گیرریهی

ویرروو   .(2000زیتلررین،  ،20١١)وینییرری عنی و همکرری عن 

عولین بی  توسط کلینتون  (ToMV) زوزعییک گو ه فونگی

(. ١٩76هرولینگر و هوتینگری   ) توییف شد ١٩0٩د  سی  
ترک   تطری  RNA زتشک  عز یرک قطعره   ژنوم عین ویوو 

کلاهرک  دع ع   ،زیبر  قطبیر     ،نوکلئوتید 63٩5ع   شته
عسر    3ʹد  عنتهری    t-RNAشربه    یو سیتت 5ʹد  عنتهی  

کینر  و همکری عن   )  کنرد  زر زری  ع پووتئین  4حدعق   که

20١2). 

هی  شیی  ویوو  زوزعئیک تیی  یکی عز ویوو 
که عولین بی  د  سی   عس زرع گ سبر  و یی ی  یت 

به عنوعن عیز  زوزعییک  و  تیی  و هندوعنه عز  ١٩١6
)پیلوکییتیس و  آزویکی گرع   گودید ل  زیشیگینعیی

تح  د  سوعسو دنیی عین ویوو   .(١٩٩2همکی عن 

                                                           
1Iris necrotic spot virus 

عکیو زحاولات کشیو ز   عز ی زتنوگآب و هوعیشوعیط 
 بو زبنی گرع شیتی. همچنین، گرع   گودید  عس 

 دع د و ود عیوعن غوب شمی  د  ویوو عین  بی آلودگی
( که بو عسی  آن 2008، 2006)سخندعن و همکی عن 

 هی  و  به بی  عولین بوع  عین ویوو  هی  دعیه
 شوقیآذ بییجین ی عززنیطق د  زولکولی و سوولوژیک

 د  شد   دییبی CMV هی   دعیه ل  دییبی شدند، عغ
بود  عند  CMV  I زیوگوو  زتعلق به کشو  غوب شمی 

 (. 2008)سخندعن و همکی عن 

-گو ره  د  توسرپوویوو   و رود  عز یعنردک  عطلاعیت

 غروب  شرمی   د  عیرن زحارو    کشر   زنریطق  د  فونگی
 و علائرم  برو  تکیره  بی زطیلعیت عغل  و عس  زو ود عیوعن
برود    ژنوزی بدون توعدف ییبی و سوولوژیکی هی  و 
 زنیطق عز هیتوسپوویوو  و ود عز نیر گرع شیتی. عس 

 زیننرد  هری زیربرین  سرییو  و فونگری گو ه د  عیوعن زختلف
 هری   و  عسری   برو  زینتی گییهین و سویی ززینی،سی 

)بنررینج و  دع د و ررود زیربررین گییهررین و سرروولوژیکی
پرو   حریم و    ،2000زحمد  و همکری عن   ،١٩٩6همکی عن 
قطبررری و  ،200١گلنوعقررری و همکررری عن  ،200١همکررری عن 
   (.20١2 و 200٩حی ی آبید  و همکی عن  ،2005همکی عن 
د  سرطح وسری  د     فونگری  گو ره  عینکره  به تو ه بی
غوب کشو  عز  مله عستین آذ بییجین شوقی کش  شمی 

لایم آلرودگی هری  ویووسری عغلر  د  عیرن      زی شود و ع
 آلرودگی بره   وضرعی   بو سری زرع گ زشیهد  زی شوند، 

 عز زنطقه د  زحاو  عین  کنند  آلود  زهم هی ویوو 
هردف عز عیرن    ،بنریبوعین  .عسر   بوترو دع   فوعوعنی عهمی 
هری  توسرپوویوو ،    دعیره   دیریبی و شنیسریئی  تحقیق 

  زوزعییررک ویرروو  دعیرره هرری   دیرردتوبرریزوویوو  و 
-زری  شوقیعستین آذ بییجینفونگی تیی  د  زرع گ گو ه

   بیشد.

 
 هامواد و روش

 هاجمع آوری نمونه
فونگرری گیرریهی عز زرررع گ گو رره  نمونرره 205تعرردعد 

بررو عسرری  علائررم  (١) رردو   شرروقیعسررتین آذ بییجررین
هی، نکووز و زیو ویووسی عز قبی  زوزعییک، بدشکلی بو 

هی  کلووز  و حلقرو  و سرییو علائرم    هی، و ود لکهبو 
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-هی بوع  زییره  م  آو   شد. قسمتی عز نمونه یویووس

 دیگرو  د  گلخینره و بخشری   تشخیاری زنی  و  گییهین 
و قسرم    گوفر  زو د عست ید  قوع   RNAبوع  عستخوعج 

   .نگهدع   گودیدهی د  فویر  عز نمونه بیقی زیند 

 

 .اشت شده از مزارع گوجه فرنگی استان آذربایجان شرقیهای بردمناطق و تعداد نمونه -1جدول 

 تعداد نمونه گیاهی مناطق نمونه برداری

 خسروشهر 20

 ممقان 9

 و روستاهای زینب خاتون، قشلاق  گوگان 74

 تازه کند 16

 بناب 32

 ریعجب ش 27

 و باسمنج زیتبر 10

 مراغه 5

 آذرشهر 7

 ملکان 5

 
 ایمطالعات گلخانه

، آلرودگی ویووسری   عز نیشی علائم بو سی و زنظ به
 تررو  سرلمه  گیری   زیننرد  تشخیارری زختلرف  هری  زیربرین 

(Chenopodium amaranticolor)، زسمییی کدو (Cucurbita 

pepo L)، فونگی گو ه (Solanum lycopersicum )توترون  و 
(Nicotiana tabacum cv White barley & Samsun ) زییره-

بره   زوضرعی  لکره  زیربرین  عنوعن به تو  زنی شدند. سلمه
 زرذکو   هری  ویروو   بیولروژیکی  سریز   تیلص زنظو 

          دوبوگری   زوحلره  د  کردو زو د عسرت ید  قروع  گوفر .    
 گو ره  کیزر ،  بوگی دو  زوحله د  توتون ،(کوتیلدونی) 

و د  ززرین   بوگری  دو  زوحلره  عز پرس   وز چنرد  فونگی
  زوحلره   د ترو   سرلمه  و هی  سوم و چهی مبووز بو 

 نمونره  برو   عز گودید، بدین زنظو  زنی زییه بوگی چهی 
 د  شد  دع  نگه) سود عستوی  هیون دعت  د  نظو زو د
بری   زرولا   ١/0 پتیسریم  فسر یت  بیفو عز عست ید  بی( فویر 

4/7 pH د  د  گیری   بیفر   گروم  یرک ) د  بره  یک نسب  به 
ید زنری توسرط عیجر   و زییره  گیو  عای  ( بیفو لیتو زیلی

 ،آززرییش  طری  د  زتم بی پود کی بوعندوم عنجریم گوفر .  
  طوب  ،گوعد سینتی  د  ه 22-28گییهین تح  شوعیط 

 سرریع  ١6:8 نررو   دو ۀ و د یررد 40 ترری 30 نسرربی
        .ندشد نگهدع  (  وشنییی:تی یکی)

 

  آزمون سرولوژیکی با ردیابی
 آلرودگی  به زشکو  هی  تنهی نمونه حیضو تحقیق د 

عیرن   عتتاییری  هری   برید  آنتری  عز عست ید  بی CMV بی
 -TAS  آززررون و برری ، آلمررین(DSMZ)شرروک   ویرروو 

ELISA  (Triple antibody sandwich ELISA)   زطریبق  و
 .  ( زو د بو سی قوع  گوفتند200٩توییف شد  کووتو )

 
 RNAاستخراج 

RNA هرری  بوگرری آلررود  طبررق پووتکرر  کرر  عز نمونرره
( بری عنردکی تیییروعت کره قربلا       ١٩٩3 وحینی و همکی عن )

عستخوعج ( 2008 سخندعن و همکی عن،) عس گرع   شد  
زیلری لیترو    یرک زیلی گوم بیف  گییهی د   ١00زقدع  شد. 

بیفو عستخوعج زو د عست ید  قوع  گوفر  و د  آترو پلر     
زیکوولیتو آب زقطو عستوی  بره حیلر  زحلرو  د      40د  

   نگهدع   شد.  تی آززییشیت بعد -C20°آو د  و د  
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 آغازگرها
ح یظر     عتتاییری نیحیره      آغریزگو عمروزی   

ع  بوع  تکییرو قطعره   پلی زوعز توسپوویوو  Lژن  شد 
 فر  )چرو و همکری عن      ر  بریز بره کری       8١٩به عندعز  
کره      آغیزگو عز یک  ،د   نس توبیزوویوو  .(200١

 '3 پووتئین پوششی و عنتهری      زرکنندزطیبق بی توعلی 
 گودیرد عست ید   بود،  نس توبیزوویوو تو مه نشوند  

 ، تکییرروعیررن آغیزگوهرری برری(. 2002لتسررچوت و همکرری عن )
  ر  بریز د  وعکرنش     750 – 800ع  به طو  تقویبی قطعه

PCR   ی ویوو  زوزعییک  دییب. به زنظو  بودعنتظی  قیب
زبتنرری بررو بخشرری عز ترروعلی      رر  آغرریزگو عز تیرری  

   زرر کننرد     زنطبرق برو زنطقره   که  RNA3نوکلئوتید  
، عست ید  شد  بود طوعحیCMV-Q پووتئین پوششی نژعد 

ع  به طو  تقویبی ( و قطعه2006)سخندعن و همکی عن شد 
(. 2تکییرو گودیرد ) ردو      PCR    بیز د  وعکرنش   870

بکی گیو  هرو کردعم عز   ر  آغیزگوهری برو عسری  نروگ        
زوبوطره عنجریم    علایم ویوو  و عحتمی  و رود ویروو   

 گوف .

 

 .مشخصات آغازگرهای استفاده شده در این تحقیق -2جدول 

 نام آغازگر توالی هدف  منبع

چو و همکاران 

2001 
Tospovirus 

5ACTTCGAATTC(GT)ACTGGGAGCAA(CT) 

CC(AG)GAGTGGG3 gl3637 

Tospovirus 5CAT(A/T/G)GC(A/G)CAAGA(A/G)TG(A/G)3 gL4435c 
لستچرت و 

 2002ران همکا

Tobamovirus 5ATTTAAGTGGASGGAAAAVCAT3 Tob- uni1 
Tobamovirus 5GTYGTTGATGAGTTCRTGGA3 Tob- uni2 

سخندان و 

 2006همکاران 

CMV 5GCTTCTCCGCGAG3 CMV-CPF 

CMV 5GCCGTAAGCTGGATGGAC3 CMV-CPR 

 

 
RT-PCR 

زیکوولیترو(   4/0)پیکوزرو    ١0 RTبوع  هرو وعکرنش   
زیکوولیترو   دوزیکوولیترو آب دیرونیر  و    ١/١آغیزگو بری  

RNA     ک  زخلوط شد. د  دزیC˚70  دقیقه  پنجبه زدت
نگره   RNA زولکرو   سریتتی هی  اینویره   بیز کرودن بوع  
 5/7 زقردع   سپس سویعی   و  یخ قوع  دعد  شرد.  ودع   

)نسرخه برودع      شرن زیکوولیتو عز زخلروط تروعنس کویپ  
یفو تروعنس کویپتریز   زیکوولیترو بر   دو حریو  که زعکو ( 

 وعحررد عز 40زیلرری زررولا  و  یررک  X١0 ،dNTPsزعکررو  

RNAsin  وعحرررد عز 200 و M-MLV  تررروعنس کویپتررریز
به هرو وعکرنش    ،بود )فوزنتی ( زیکوولیتو( 5/0زعکو  )
 C˚37 دقیقه د  دزری    ١5هی به زدت د و لولهگودیعضیفه 
بره زردت    C˚42 دع   شدند. زخلوط حیی  د  دزی  نگه
دقیقرره د  توزوسررییکلو قرروع  دعد  شررد و سررپس برره    60

 ١0 ،زعکو   بودع زنظو  غیو فعی  نمودن آنریم نسخه
د  حجم نهرییی   PCRگوف . وعکنش  C˚70دقیقه د  دزی  

زیکوولیتو زحارو    5زیکوولیتو عنجیم شد که شیز   20

RT ،زیکوولیتررو عز برریفو  دوPCR 10Xبرری  ، کلویررد زنیررریم
پیکوزرو ( و   5/2 (زرولا ، آغریزگو   زیلی  دو غلظ  نهییی

 پلیموعز بود.   Taq DNA وعحد ١/25
دزری  عتاری     د  هو سه زو د پرس عز بهینره سریز    

ع  شروعیط دزرییی بره عیرن     د  ه دوآغیزگوهی بی تیییوعت 
 بوع   دییبی  نس توسپوویوو  یو ت ععمی  شد که 

دقیقرره  هرر    چهرری برره زرردت   ٩4 ˚C   یررک چوترره 
 45بره زردت    ٩4 ˚Cچوتره شریز     35وعسوشتگی عولیه، 

بره   C˚ 48 اینیه  ه  وعسوش   شته هی  سرنتر شرد ،   
 یکبه زدت  C˚ 72دقیقه  ه  عتای  آغیزگوهی،  یکزدت 

د  دزی    یک چوته د  نهیی و  DNAدقیقه  ه  سنتر 
C˚ 72  دقیقه  هر  کیزر  شردن  شرته هری        ١0به زدت

 یوو به کی  بود  شرد. د  زرو د  رنس توبریزوو     نیقص
دقیقره،  سری و پرنج     چهری  بره زردت    ٩4 ˚C   یک چوته
اینیه،  45به زدت  C˚ 50 دقیقه ، ١به زدت  ٩4 ˚C  چوته

C˚ 72  یک چوته  و د  آتو ،  دقیقهیک به زدت  C˚ 72 
ویروو  زوزعییرک    دقیقه ععمری  شرد. بروع     ه   به زدت
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سری و پرنج     دقیقره،  ١به زدت  ٩4 ˚C   تیی : یک چوته
  30برره زرردت  C˚ 50اینیرره،  30برره زرردت  ٩4 ˚C  چوترره
 ˚C  چوتهیک  و د  آتو دقیقه، یکبه زدت  C˚ 72اینیه، 
 PCRزحارولات  به کی  بود  شرد.   دقیقه پنجبه زدت  72

علکتووفو ز شرد  و   TBE 0/5X د  بیفو % ١د  ژ  آگی ز 
 بی عتیدیوم بووزیید  ن  آزیر  شدند.

 
 آنالیز برشی

  ویووسرری زتعلررق برره  ررنس هرری هرر  تعیررین گونرره
-تکییو ییفته عز همه  RT-PCRتوسپوویوو ، زحاولات 

و  EcoRI هی بی آنریم هی بی آغیزگوهی  زوبوطه، دعیه   

HindIII  وXbaI ) قطعرریت  بررو  ییفتنررد. سررپس )فوزنترری
بروع   . % علکتووفرو ز شردند  5/١د  ژ  آگی ز  بو  ییفته

ی چند شکلی به زنظو  بو س و CMV هی تعیین زیوگوو 
  MspI ،  آنریمPCRحیی  عز  DNAقطعیت   همه ژنتیکی

. بوع  تعیرین  (2008به کی  بود  شد )سخندعن و همکی عن 
هرری  ویووسرری زتعلررق برره  ررنس توبرریزوویوو ،  گونرره

 20د  حجرم نهرییی    TaqI آنرریم  بری  RT-PCRزحاولات 
برو   سریع   2-3بره زردت    C ˚65زیکوولیتو و د  دزری  

 ند.% علکتووفو ز شد 5/١د  ژ  آگی ز  و سپس دعد  شد 
 

 همسانه سازی و توالی یابی
تکییررو ییفترره توسررط آغیزگوهرری   هقطعررشررش تعرردعد 

 pGEM-T easy حیزر   د  عمروزی  رنس توسرپوویوو    
 هری  پلاسرمید  وشرد   )پووزیگی، آزویکی( همسینه سریز   

 کو ) Bioneer شوک  به توعدف تعیین زنظو  به نوتوکی 
 عز عسررت ید  برری ترروعدف تعیررین. دشرر ع سرری (  نرروبی

 .گودید د  دو  ه  عنجیم M13F/R عموزی آغیزگوهی 
 تروعلی  تعیرین  عز آزرد   دسر   به نوکلئوتید  هی دعد 
بری عسرت ید  عز نروم     (بریز    ر   8١٩) شد  تکییو  زنطقه
 بری  BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) عفررع  
نرک زرو د زقییسره    ژنبی د  زو رود  نوکلئوتید  هی دعد 
 عین د  زو ود هی توعلی بی که  دعیه هییی و گوفتندقوع  
 زشرخص  ،دعشتند )همولوژ (  ع بیشتوین شبیه  تحقیق
 .  شدند

 

 تبارزایی و هاتوالی تحلیل تجزیه
پس عز آنکه توعلی هی  بی حردعکیو زشریبه  بری تروعلی     

توسپوویو  د  عین زطیلعه زشخص  هی  بدس  آزد  عز
 دعیره هری  تحر  بو سری تعیرین       ویروو   نهگو وشد  
-تروعلی  سرییو  بری  ه د  عین تحقیرق حییل هی توعلی گودید

 عز عسرت ید   بری ( 3  دو ) بودند همولوژ  دع ع  که هییی
 سرریز   دیررفهررم ClustalW  و  و Mega6  عفرررع  نرروم
 سیز ،  دیفهم عز پس. (20١3)تیزو ع و همکی عن  شدند
 زطیلعره،  زرو د  ژنی  نطقهز بو زنطبق فیلوژنتیکی د ت 
 بروت  ١000 بری  Maximum Parsimony (MP)  و  توسط
 م سر  Mega6  (Tamura et al., 2013) عفرع  نوم د  عستوپ
 PV-0529 نرژعد  عز فیلروژنی  د ت   سم زنظو  به. گودید
 Chrysanthemum stem) دعود  گر   سریقه  نکووز ویوو 

necrosis virus )گروو  بروون  عضرو  عنوعن به (out-group )
 فیلروژنی،  د تر    سرم  عز پرس  د  نهییر ، . شرد  عست ید 
 70 عز ترو پرییین  عسرتوپ  بروت  ع ز  بری  هری شیته  کلیه
 .گودیدند عدغیم

 
 نتایج 

 ایمشاهدات مزرعه
 علائررم ویووسرری د  زرررع گ بیزدیررد شررد  شرریز      

 و بنرد ک شری شردن و تیییرو شرک  برو  برود        ،زوزعییک
هری     شرد. د  نمونره  هری زشریهد  زوزعییک د  عکیو نمونه

آلود  به ویوو  زوزعییک گو ه فونگی، زوزعییک و بو  
 د  بیشرتو  غیلبیر   بی علائم عین .دید  شد سوتسی شدن

 زنیطق زرع گ د  علبته شد،  دید  بنیب و شیو عج  زرع گ
. شرد  دیرد   علائم عین نیر کند تیز   وستی   مله عز دیگو

و بدشرکلی د    بی علائم زوزعییکویوو  زوزعییک توتون 
هی  زشکو  بره آلرودگی بری    د  هیچ یک عز نمونههی بو 

عین ویوو   دییبی نشد. د  نمونه هی  آلود  به ویوو  
هری، بدشرکلی   پژزودگی لکه ع  گو ه فونگی نکرووز برو   

تقویبری د    زیو  و حلقه هی  کلووتیک د  زیو  دید  شرد. 
 ،آزرد  عغل  زرع گ گو ه فونگی که عز آنهی بیزدید به عمر  

 آلودگی به ویروو  زوزعییرک گو ره فونگری زحروز شرد      
 ،تیری   زوزعییرک  ویروو   بره  آلود  هی  نمونه .(١ شک )

 دعدنرد،  نشرین   ع شدن ک شی بند و زوزعییک علائم بیشتو



 کولیوند و همکاران                                                                                                                                                                    26

 عیررن. بررود زشررهود بیشررتو هرری نمونرره د  زوزعییررک علبترره
 آن  وسرتیهی   و گوگرین  زررع گ  هری   نمونه د  ویوو 
 دیرد   نیرر  دیگرو  زنریطق  د  گوچه  دعش بیشتو  غیلبی 
 ع  لکره  پژزودگری  ویروو   بره  آلود  هی  نمونه د . شد

 هری   حلقره  و زیرو   بدشرکلی  بوگهری،  نکووز فونگی گو ه
 نمونره  عز فقرط  ویروو   عیرن . شد دید  زیو  د  کلووتیک

 عز کمری  تعدعد د  علبته شد،  دییبی شیو عج  زنطقه هی 
 علائمری  وگرین گ زنطقره  عز شرد   آو    مر   هری   نمونه
 گو ره  ع  لکه پژزودگی ویوو  به زشکو  علائم زشیبه
-RT بری  ویروو   عین به آنهی آلودگی ولی شد دید  فونگی

PCR   (.  2زشخص نشد )شک  
 

 ایهمشاهدات گلخان
 زوزعییرک  ویروو   بری  آلودگی به زشکو  هی  نمونه

 5-6 و شردند  زنی زییه( Cucurbita pepo) کدو  و  تیی 
 بترد یج  کره  شرد  دیرد   عولیره  علائرم  زنی ییهز عز بعد  وز

 ویرروو  برره زوبرروط سیسررتمیک باررو ت زوزعییررک
 بخروبی  کردو   و  علائرم . دگودیر  نمییرین  تیی  زوزعییک
 تکییررو  هرری زیربررین سررییو برره نسررب  و بررود زشررخص
 علائرم  .(١ شرک  ) کرود  برووز  زودترو  و شردیدتو  ویوو 
 عز دیوترو  زوعتر   بره  توتون  و  تیی  زوزعییک ویوو 
 حیی  علائم .شد دید  ویوو  تکییو  هی زیربین سییو
-20 ،توترون   و  CMV زختلرف  هی   دعیه زنی زییه عز
و  زوزعییرک  شریز  که  شد ظیهو زنی زییه عز بعد  وز ١0

 نیرر  فونگری  گو ره   و (. ١ شرک  ) تیو   و  بو  برود 
 بنرد  زوزعییرک،  CMV زختلرف  هری    دعیره  بری  زنری  زییه
   کود. عیجید  ع کوتولگی و شدن ک شی
 د  علائرم  فونگری  گو ره  زوزعییرک  ویروو   زو د د 

 برررو  و زوزعییرررک بارررو ت فونگررری گو ررره گییهرررین
 گودید زشیهد  زنی زییه عز بعد  وز  ١5علی  ١0سوتسی

  زختلرف  هری    دعیره  زنی زییه عز حیی  علائم(. ١ شک )
ToMV  توترررون  و (Nicotiana benthamiana )عز بعرررد 

 کوتررولگی، شرردید، زوزعییررک نرریز زییرره عز  وز ١0-١5
(. ١شررک  ) کودنررد عیجررید بوگهرری د   ع ترریولی و بدشررکلی
  ToMV هری   دعیه  عز بوتی بی زنی زییه عز حیی  علائم

 دیرد   زنری  زییره  عز  وز 7-8 عز بعرد  توتون گییهین  و 
 .  شد

 

 نتایج الایزا 
 بیدیهی  آنتی عز عست ید  بی TAS-ELISA آززون د 
  بی آلودگی به زشکو   نمونه ١05  و  که CMV ویژ 

 زختلف زنیطق عز شد  آو    م  تیی  زوزعییک ویوو 
 که عز دعدند نشین زیب  وعکنش نمونه 28 ،گوف  عنجیم
 شیو، عج  بنیب، تیتون، زین   وستی  گوگین، زرع گ
 عز ویوو  عین ولی بود. زمقین عز  دعیه یک و عیلخچی
 نتییج عسی  بو. نشد  دییبی کند تیز   وستی  زرع گ
 CMV به ع  آلودگی زیرعن بیشتوین گوگین زنطقه علایرع
 .دعش  دیگو زنیطق به نسب   ع
 

 RT-PCRنتایج 
 تعدعد نمونه عز شش عز    بیز  8١٩ع  به طو  قطعه

تکییرو شرد د     ،هری  ویوو توسپو دع ع  علائمنمونه  34
 (. پرس 2ع  تکییو نشرد )شرک    گیی  سیلم ، قطعه عزحیلیکه 

زختلرف بروع  عتاری      آنیلینر   عز بهینه سریز  دزیهری   
بعنروعن   سرینتیگوعد   د  ره  48نهیی  دزری   د  عغیزگو، 
 هری  آغیزگوبیتکییرو قطعره زرو د نظرو     دزی بوع  بهتوین 

همره عیرن شرش نمونره عز     . تعیین گودیدهی توسپوویوو 
عجرر  شرریو و دع ع  علایررم نکررووز بررو ،    نشهوسررتی

بری   لووتیک  و  زیو  بودنرد. بدشکلی زیو  و حلقه هی  ک
 زر کننرد     زنطقه زوبوط به بی آغیزگوهی   PCRعنجیم 

پووتئین پوششی د  نمونه هی  زشکو  بره آلرودگی بری    
CMV  قطعهDAN  نمونه عز  23 د     بیز   870طو  به
د  حیلیکره د  گیری  سریلم قطعره ع       نمونه تکییو شرد  50

و د نمونره هری    د  زر  PCR(. بی عنجیم 3تکییو نشد )شک  
زشکو  به آلودگی بی توبیزوویوو  هری بری آغیزگوهری     

  قطعهیک  ، 3ʹژن پووتئین پوششی و قسمتی عز عنتهی  
DNA    به طروbp800-750    نمونره   ١00نمونره عز   37د

 (.4تکییو ییف  )شک  
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و آنهایی که در این تحقیق از ایران مورد  NCBIموجود در ژنبانک  TSWVهای جدایه شمار، منشا )کشور( و میزبانرس -3جدول 

 استفاده قرار گرفتند.

 رس شماره کشور منبع میزبان 1نام جدایه

PV-0529 - روسیه JQ284452 

CG-1 Lactuca sativa چین JN664254 

TSWV-YN Solanum lycopersicum چین JF960237 

P202/3WT Solanum lycopersicum ایتالیا KJ575619 

CY-CN2 Capsicum annuum کره جنوبی HM581940 

NJ-JN Solanum lycopersicum کره جنوبی HM581934 

CY-CN1 Capsicum annuum کره جنوبی HM581937  

ToSWsLgp1 - هلند NC002052 

Japan - ژاپن AB198742 

South Korea - کره جنوبی AB190813 

TwPep2 Capsicum annuum تایوان HM180088 

TSWLRPOLM - هلند D10066 

TwPep1 Capsicum annuum تایوان GU222652 

Hawaii - تایوان AY070218 

TOS-1 Lycopersicum esculentum عجب شیر -ایران KC767954 

TOS-2 Lycopersicum esculentum عجب شیر -ایران KC767955 

TOS-5 Lycopersicum esculentum عجب شیر -ایران KC767956 

TOS-6 Lycopersicum esculentum عجب شیر -ایران KC767957 

TOS-91 Lycopersicum esculentum عجب شیر -ایران KC767958 
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: به ترتیب، علائم ویروس موزاییک خیار 5و  3، 1زنی شده. ای و روی گیاهان مایههای مزرعههای مختلف در میزبانعلائم ویروس -1شکل 

: به ترتیب، علائم ویروس 6، 4، 2در گوجه فرنگی در مزرعه، مایه زنی شده روی توتون و علائم موزاییک در برگ مایه زنی شده کدو. 

: به ترتیب، علائم ویروس 8و  7موزاییک گوجه فرنگی در مزرعه )برگ سرخسی(، مایه زنی شده روی توتون، مایه زنی شده روی کدو. 

 .رنگی روی میوه و برگ گوجه فرنگیای گوجه فپژمردگی لکه
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Lambda: مارکر )1با استفاده از جفت آغازگر عمومی جنس توسپویورس )الف(  RT-PCRمحصولات  نقوش الکتروفورز ی -2شکل 

DNA/EcoRI+HindIII .)2  می با آنزیم نتایج برش آنزی  : شاهد منفی )گیاه سالم( .   )ب(8های مثبت )آلوده( . نمونه 7تاHindIII 

 .: محصولات برش آنزیمی7تا  2: همان مارکر لامیدا . 1در قسمت الف.  PCRروی همان محصولات 

 
 نتایج برش آنزیمی

  شرش قطعره   و   XbaI و EcoRI ،HindIIIبری  بو  
 رنس توسرپوویوو     بی آغیزگوهی  RT-PCR حیی  عز

 ی هر آنرریم و عیرن  ار نشین دعد که عین قطعیت فیقرد زحر  ع  
  عنردعز    بوشی بودند به طو   که پس عز بو  آنریمی،

ش  و تمیم آنهی قب  عز بو  ت یوتی ندعد  زقییسه بی آنهی 
) شرک    نمودندد  ژ  آگی ز عیجید  زشیبه علگوهی  بوشی

 که  دعیه هی  زو د بو سری نتییج زشخص نمود عین (. 2
هری  زختلرف   ونره فیقد تنوگ لازم بوع  قروع  گروفتن د  گ  

نرد و بری تو ره بره نترییج برو        س توسپوویوو  بود ن
ویوو  پژزودگری  بوشی زو ود بوع    بی نقشهآنریمی 

-بو سری بره   تو ه بی. ندکزطیبق  زیفونگی ع  گو هلکه

بوترری عز و نتررییج شررد   تکییررو  زنطقرره in silico هرری 
( زری تروعن نتیجره    200١چرو و همکری عن   )دیگرو  زحققین 

831bp 

1      2     3      4       5        6      7       

947bp 947 bp 
831bp 

 ب الف
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2 
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 ب الف

 1     2    3   4   5    6   7    8   9    10    

9+پ 10  

 1     2     3     4     5    6    

bp831 

bp831   

بو سری حیضرو،    د بی شد  گیو  نمود که ویوو   دیی
 .(2زی بیشد )شک   فونگیگو ه ع لکه پژزودگی ویوو 

توبرریزوویوو     دعیرره 37 دعیرره عز  20 د  تعرردعد
 دعد برو    TaqIبری آنرریم    ، وقتی کهPCR  دییبی شد  بی

زشیهد  شد کره   bp 430و   bp282دند قطعیتی به طو  ش
که عز و نمونه ع   زطیبق  دعش  ToMV ی  بوشیبی پووف

بیشرد زشریهد  نشرد     TMV ی  بوشی زتعلق بره نظو پووف
د  عارو برو     د  زو د ویوو  زوزعییک تیری   (.4)شک  

  ر  بریز زشریهد      340و  540قطعیتی به طرو    MspIبی 
 (.3شد )شک  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 /Lambda DNA: مارکر )1)الف(  CMVبا جفت آغازگر اختصاصی  RT-PCRنقوش الکتروفورزی محصولات  -3شکل 

EcoRI+HindIII .)2  نتایج برش با آنزیم   : شاهد منفی )گیاه سالم(.   )ب(5های مثبت )آلوده(. : نمونه4تاMspI  روی محصولات

PCR .1( مارکر :bp DNA Ladder 100 . )2  محصولات برش آنزیمی5تا :. 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 /Lambda DNA: مارکر )1ومی جنس توباموویروس. )الف( با جفت آغازگر عم RT-PCRنقوش الکتروفورزی محصولات  -4شکل 

EcoRI+HindIII  ،)2  نتایج برش با آنزیم   : شاهد منفی )گیاه سالم( .   )ب(10های مثبت )آلوده( ، : نمونه9تاTaq I  روی محصولات

PCR .1( مارکر :bp DNA Ladder 100 ،)2  قطعات حاصل از برش آنزیمی5تا : 
 
 

 ب الف

 1          2        3        4         5  1       2      3     4      5      6 

500bp 
bp831 
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 ازی و تعیین توالینتایج همسانه س
 عز عزررد  دسرر  برره  هرریترروعلی  زقییسرره  نتیجرره
آغیزگوهری    حیی  عز قطعیت تکییو شد  بری  هی همسینه

ژنبینک  د  هی دعیه سییو بی عموزی  نس توسپویو و 
NCBI ویروو   بره  زتعلرق  هری  دعیره   همه که دعد نشین 

  زقییسرره نتررییج. نرردبود فونگرریگو رره ع لکرره پژزودگرری
برین  د یرد    ٩٩ تری  ٩4 دهند  شبیه نشین وتیدهینوکلئ

  و V5  دعیرره برری%( ٩4) شرربیه  کمترروین و آنهرری بررود 
Salabintana   عندونر  و چک  مهو   کشو  عزبه توتی 

 عیتیلیرری عز یئهرری دعیرره برری%( ٩٩) شرربیه  بیشررتوین و
P202/3WT نرروبی کررو  و  NJ-JN   رردع شررد  عز گو رره 

  زقییسره  نترییج  ،عیرن  برو  عرلاو   ع نشرین دعدنرد.    فونگی
- دعیره  سییو بی شد  تکییو  زنطقه آزینه عسید هی توعلی

 عین که بودزشیبه  بین آنهی  د ید ٩٩ تی ٩8 حیکی عز هی
 عسررید هرری دعد   زقییسرره عز حییرر  نتررییج برری نتررییج

 .دعش  زطیبق  نوکلئیکی
 تکییرو   زنطقره  بو زنطبق تبی زعیی تحلی  تجریه نتییج
 عیوعنری  هری   دعیره  بری  همروع    دعیره  سر  بی شیز  شد ،

 همره  کره  دعد نشین( 3  دو ) بو سی شد  د  عین تحقیق
 P202/3WT، NJ-JN هری   دعیه بی هموع  عیوعنی هی  دعیه

 (.5 شک ) زیگیوند قوع  توشه زیو یک د  Hawaii و

 

 

 

 

 

 

یه های ایرانی شناسایی شده جدابرای . MEGA6نرم افزار رسم شده با    Maximum Parsimony (MP)درخت تبارزایی  -5شکل 

. ارزش ، راست )اسید نوکلئیک(، چپ )اسید آمینه(توسپوویروس (L)بزرگ  RNAاساس  بر TSWVدر این تحقیق و سایر جدایه های 

 .ده شده استقرار دابرون گروه  عضوبه عنوان  CSNV- PV-0529 ده وداده ش شانها نشاخه یدر بالادرصد  70بوت استرپ بیشتر از 

 
 بحث

د  زرع گ گو ره   ویووسی زختلفتحقیق علائم عین د      
شیز  زوزعییک زعمولی تری شردید،   که  زشیهد  شد فونگی

 هری هی و تیییو شک  برو  بندک شی شدن، تیو   و  بو 
هری،  هی و سریقه هی  نکووز   و  بو بطو  کلی، لکه بود.
 بودنرد.   گبرو   وشرنی   و حلقو ، نکووز بریفتی هی  لکه

علائررم  عز هرری، پژزودگرری وکوتررولگی نرر  پویرردگی زیررو 
 زعمو   و  گییهین گو ه فونگی د  عکیرو زررع گ بودنرد    

 سط سییو زحققین نیر گررع   شرد  عنرد   که تو(  ١)شک  

زحمرد  و همکری عن    و 20١2همکری عن  )حی ی آبرید  و  
فونگی که آلودگی به ویروو   هی  گو ه. د  نمونه(2000

غیلبرری  علائررم  ،  د  آنهرری برره عابرریت  سرریدزوزعییررک تیرری
هی قیب  زشریهد  برود.   بندک شی شدن و زوزعییک د  بو 

هری  آلرود  بره ویروو  زوزعییرک      علائم عمد  د  نمونره 
فونگی شیز  زوزعییک ت یف تی شدید و تیییو شک  گو ه
هری  گو ره فونگری    هی  نکووز  د  برو  هی بود. لکهبو 

-هری   سرید  گو ره    و  زیو هی  کلووز  هموع  بی لکه

(. عیرن علائرم بری علائرم     ١فونگی نیر زشیهد  شدند )شک  

جدایه های جدید ایرانی   جدایه های جدید ایرانی
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هری   هی  زذکو  د  توییف نیزره توییف شد  ویوو 
آنهی زطیبق  دع د هرو چنرد عحتمری  آلرودگی هموزرین بری       

هی  آلود  کنند  گو ره فونکری نیرر و رود     سییو ویوو 
 عند.  دع د که د  عین تحقیق زو د بو سی قوع  نگوفته

  و  شرد   زشیهد  علائم زحک، گییهین زنی زییه د 
 شرد   تویریف  علائرم  بری  N. tabacum cv Samsun و کردو 

 ToMV( و 20١١)کوزرری  و همکرری عن    CMV عز نیشرری
عین علائم شیز  زوزعییک ت یف تی شردید   دعش .  طیبقز

   (.١هی بود )شک  هموع  بی تیولی شدن بو 
 عنجریم  CMV  دیریبی  وع بر  فقرط  علایرع ،تحقیق عین د 
 بری  آلرودگی  بره  زشرکو   که ع  نمونه ١05 زیین عز و شد

 ELISA -آززرون  زرو د و  بودنرد  تیری   زوزعییک ویوو 
TAS  بره  آلرود    نمونه 28 گوفتند قوع CMV  تشرخیص 
 زنرریطق د  ویروو   عیرن  برره آلرودگی  نسرب  . شردند  دعد 

 یجهنت د  توعند زی عزو عین عحتمیلا  بود که زت یوت زختلف
 شد  و یی نیشری  عست ید  ع قیم نسبی زقیوز  بودن پییین
د  زنریطق زختلرف    ویوو  عین نیق   معی  بودن بیلا عز

   بیشد.
ععضری   رنس توسرپوویوو  د      ،د  زطیلعیت قبلی

هی  توعسین  ضو  و شمیلی زرع گ گو ه فونگی عستین
قرروع   دیرریبی  زررو د DAS-ELISAبرری عسررت ید  عز  و  

گرع شریت دیگرو  عز و رود ویروو       ،نرین هم چ گوفتند.
 فونگری د  زررع گ گو ره فونگری    ع  گو ره پژزودگی لکره 

بنینج و همکری عن   ،200٩، 20١2)حی ی آبید  و همکی عن 
 هرری( و سررییو زیربررین2000زحمررد  و همکرری عن  و ١٩٩6

ی ی آبرید  و همکری عن   حر  و 200١)پو  حیم و همکی عن 
. د  و رود دع د  عیروعن  زنیطق شوقی و  نروبی  عز (200٩

علائررم  یهد هرری  گیرریهی برری و ررود زشرربوترری عز نمونرره
دید  نشرد کره عحتمریلا      RT-PCRهیچ بیند  د   ،ویووسی
   آلود  کننرد هی  آلودگی توسط سییو ویوو دلی  آن 
. بدون شک ژن پلی زروعز  بودفونگی د  عین گییهین گو ه

( بررریلاتوین ح یظررر   ع د  زیرررین  رررنس     L)قطعررره
زرو د    دع د و عیرن ویژگری تکییرو قطعره     توسپوویوو 

نظو  ع آسین کود  عسر ، عز طروف دیگرو بری عسرت ید  عز      
 ی،آغیزگوهی  زو ود د  عین تحقیق و آنیلیر بو  آنریمر 

قیبلی  ت کیک د  بین ععضی   نس توسپوویوو  و ود 
د  عدعزرره، نتررییج بررو     (.200١)چررو و همکرری عن   دع د

ت کیررک عیررن دو  برروع  XbaI برری آنررریم PCRزحاررولات 
هری  نمونره   همره  کره  زشرخص نمرود   ویوو  عز یکردیگو 

فونگری  ع  گو ره دع ع  آلودگی به ویوو  پژزودگی لکره 
د  یررو ت  XbaI زرری بیشررند، زیرروع د  بررو  برری آنررریم 

زحارولات   ١ع  هندوعنره ویوو  پیسک نقرو   آلودگی به
PCR نرد  پس عز بو  دع ع  علگو  بوشی زتشک  عز دو بی

حییر    PCRزحاولات  بود، د  یو تیکهزجرع توعهند 
 )چرو و همکری عن   فیقد زح  بو  توعهند برود  TSWVعز 

فیقرد   PCRبی تو ه به عینکه زحارولات   ،نهیی د  ( 200١

بودنرد،   XbaI و EcoRI  ،HindIII هری   ییگی  بوشی آنریم
به ویروو   آلود  هی   نمونهکه همه نتیجه گوف توعن زی

 ند.گی بودفونع  گو هپژزودگی لکه
 تکییرو  L قطعره  کره  دعد نشرین  هری توعلی آنیلیرهمینطو ،   

 برری عسررت ید  عز آغیزگوهرری   ررنس توسررپوویوو  ییفترره
د  بررین  L  هررو چنررد قطعرره  .بودنررد TSWV برره زتعلررق

  ح یظر  شرد    هری بره عنروعن یرک قطعره     توسپوویوو 
هری  زختلرف عیرن    زمکن عس  بروع  ت کیرک قطعری گونره    

هری زیننرد   عین حی ، بوتی عز  و   نس زنیس  نبیشد بی
توعنرد تری   هری  برو  زت ریوت زری    آنریمی و  ییگی  بو 

 زیررین د  هرری کمررک بنمیینررد.  حررد  برره ت کیررک گونرره   
 فونگرری گو رره  و زعمررولا   TSWV هرری،توسررپوویوو 

 و عیروعن  فونگی گو ه زرع گ عز ویوو  عین و عس  شیی 
 بری  ر عنردون  و  نروبی  کرو   ژعپرن،  قبی  عز کشو هی دیگو
 دیگرو  طروف  عز. عسر   شرد   گررع    زختلرف  هی  و 
 چنرین  هرم  و شد   دییبی هی  دعیه زیین د  بیلا شبیه 
 کره  دهرد زری  نشین هی دعیه دیگو و عیوعنی هی دعیه  بین
گررع    . دع د بریلایی  شردگی  ح یظ  ،شد  تکییو  قطعه
گیررو   شرک   د  ترو هی  قیبر   تریایو عز   هرش  کره  شرد  

)کی و همکری عن   عس بوتو دع   TSWV ی معیت سیتتی 
 ویروو    معیر   ژنتیکی سیتتی  تنوگ بو سی و (20١١
 برین  تعیزر   و ویوو  تکیز  بهتو د   بوع  گییهی هی 

)سریزپینی و همکری عن    عسر   زهرم  بسریی   گیری   و ویوو 
 هری  ه دعیر  تروعلی  تعیرین  و تشرخیص   و، عین عز (.2005
 زختلرف  زنریطق  زبنری   بو توسپوویوو   نس به زتعلق
 زطمئنری   عزری  .دع د ویوو  زدیوی  د  زهمی نقش ژنوزی

                                                           
1
Watermelon silver mottle virus 
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-ژن و کوچرک  RNA قبی  عز ژنوزی نوعحی سییو بو سی

 کمک تنوگ عین تودقیق هوچه تخمین د  نوکلئوکپسید هی 
تمریم   فیلروژنتیکی،  د تر  د  . نمرود  توعهرد  تو هی قیب 
- دعیه. دشدن وعق  گوو  یک د  TSWV عیوعنی هی  دعیه

  بره  نردیک( 3  دو )  NJ-JN  نوبی کو  و عیتیلیی عز هییی
 یرک  گویری   عحتمریلا   کره  گوفتنرد  قروع   عیوعنری  هی  دعیه

 بره  تو ه بی. عس  آنهی بوع  زشتو   یوعفیییی تیستگی 
 ،فونگری گو ره  ع لکره  پژزودگری  ویروو   برودن ن بذ زعد
 عز عسر   زمکرن  عزی ندع د و ود بذ  توسط عنتقی  عحتمی 
 زنرریطق بررین د  نرریقلین آلررود  و هیگیرری زرروعد طویررق

 بره  تو ره  بی طوفی عز. کنند پیدع عنتشی  زختلف  یوعفیییی
 عز عنتشرری  تررویپس توسررط ویرروو  عنتقرری  و  زینرردگی 
 زنیطق بین  یبجییی د  بسرعیی نقش توعندزی نیق  طویق
 فیلروژنتیکی    عبطه چنین نهیی ،د  . بیشد دعشته زختلف
 ع تبریط  د  ویروو   عنتقری   بری  عسر   زمکرن  هی دعیه بین

ترروعلی  زبنرری  بررو فیلوژنتیررک د ترر  کلرری بطررو . بیشررد
  توشره  چهری   که دعد نشین  آزینوعسید و نوکلئوتید 

 د تر   عیرن  د  کره  همرینطو  . دندع  و ودیکسین  عیلی
 د  همردیگو  بی عیوعنی هی (  دعیه5)شک   شد  دعد  نشین
 ،(NJ-JN)  نوبی کو  عز هییی دعیه شیز  توشه زیو یک

 یرک  عز آنهری   همره  کره  شردند  دعد  قروع   هیوعیی و عیتیلیی
 عز. عنرد شرد    دعسیز  فونگیگو ه گیی ، زشتو  زیربین
 عز فل ر   د  شرد   گررع    هری   دعیره   همه ،دیگو طوف
 زبنری   برو   نروبی  کرو   و ژعپرن  تییوعن، زینند آسیی شوق

 قروع    دعگینره   شریته  یرک  د  عسرید  آزینو و نوکلئوتید
 ، زمکرن عسر   دلیر   همین به (.5 شک  ،3  دو ) عندگوفته
- دعیه ژنتیکی هی ت یوت و بند گوو  د  ،زیربینیزنشأ 

. دبیشر  زهرم  فونگری گو ره  ع لکره  پژزودگی ویوو  هی 
 فیلوژنتیرررک د تررر  د  زسرررتق  ع شررریته همچنرررین،
 به(. 5 شک  ،3  دو ) بود هلند عز  دعیه دو   د بودع ند

 عز TSWV  دعیره  دو شریز   دیگرو  ع تهشی توتی ، همین
 و رود  نوکلئوتیرد    دعد  و آزینره  عسرید  زبنری   بو چین
 .  دع د
 کریزلا    نیحیره  یرک  زروعز  پلری  ژن عینکره  بره  تو ه بی
 دع ع  شرد    دیریبی  تریز   هری   دعیه عس ، شد  ح یظ 
 بطو یکه%(  ٩8-٩٩ عز بیش) بیشندزی بیلایی هی  شبیه
 قیبرر  ت رریوت عیرروعن غرروب  شررمی عز TSWV هرری  دعیرره

 زو د د  زطیلعیت عز بوتی دلی ، همین به. ندع ند تو هی
 هری نژعد شنیسییی بوع  N ژن تنوگ  و  هیتوسپوویوو 

، نیشرویتر و  2006)پریپو و همکری عن    عسر   شد  زتموکر
 (.  2008کیمسوزبیت و همکی عن  و 2006همکی عن 
 زوقعیرر  زیننررد زحیطرری شرروعیط عینکرره برره تو رره برری

 زختلرف  زنیطق د  زیب  عنتخیبی عاو زیربین و  یوعفیییی
  RdRp عز  مله  (2005)سیزپینی و همکی عن   TSWV ژنوم

 هرری  دعیرره گرروفتن قرروع  دع د،( 20١١)کرری و همکرری عن 
TSWV  زیربین و  یوعفیییی زح  بو زنطبق هیتوشه د، 

  .  بیشدنمی عنتظی  عز دو و  زعمو  وغی
 ررنس    زتعلررق برره   دیرریبی ویرروو  هرری  برروع  

ژن ق برو  بر زنطتوبیزوویوو  نیر عز یرک   ر  آغریزگو    
 3ʹعنتهری      تو مه نشروند   هنیحیپووتئین پوششی و 
نمونه  مر  آو     ١00عز  نمونه 37 د  عست ید  گودید که

د   عزکرین پرذیو شرد.    هیبی آن توبیزوویوو  دییبی  ،شد 
یرین  بوع  تع TaqI زو د توبیزوویوو  نیر بو  بی آنریم

و  282گونه ویووسی عنجیم شد. دو قطعه بی عنردعز  هری    
بی آنریم زذکو   PCR    بیز بعد عز بو  زحاو   430

زری   ToMV دع ع  هویر  که  دعیره هری    حیکی عز عین بود
بیشند. عین نتییج بری نترییج آززییشریت قبلری کره عز همرین       
    آغیزگوهی د  تکییرو عیرن قسرم  عز ژنروم ویروو       

 ترو د  برود،  و بری عیرن آنرریم برو       برود  شرد  عست ید  
 طبق گرع   (.2002)لتسچوت و همکی عن  زطیبق  دعش 

عز برذ    TMV و ToMV عنتقری   ،(١٩٩٩چیتوع و همکری عن ) 
 % زی بیشد که عحتمریلا و رود  ١0و   %١3بتوتی   ءبه نشی

ToMV     د  عکیو زرع گ عین زنیطق نیشری عز  آلرود  برودن
آلود  بود  عسر  زیروع نیقر      عز زرع گ ءنشی  بذ  و تهیه

طبیعی عتتاییی بوع  آنهری شرنیتته نشرد  و آلرودگی     
آلودگی  یشره عز    عغل  د  گو ه فونگی و فل   بوعسطه

هی  عز عین کینون د وآلود  زی بیش ءتی  آلود  و یی نشی
تمری  برو  و     آلودگی نیر ویوو  به آسینی بوعسرطه 

و هوتینگری،  )هرولینگر   ییبرد عملییت ز ععری گسرتو  زری   
د  هیچ یرک عز نمونره    TMV لازم به ذکو عس  که (.١٩76

چیتروع   گرع شیتهی  زشکو  زشیهد  نشد. عین نتییج بی 
قرید    TMV طری آن، همخوعنی دع د کره   ١٩٩٩و همکی عن 
 د  گیی  گو ه فونگی نمی بیشرد زیروع   ToMVبه  قیب  بی 

ToMV نسررب  برره TMV    زهرری م تررو بررود  و سرریزگی
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 TMV نشررینگو آن عسرر  کررهو زیربررین دع د بیشررتو  برری

  پیتوژن ویووسی زهم د  گو ه فونگی نمی بیشد.
ویوو  زوزعییک تیی  نیر عز یک  به زنظو  شنیسییی

 Q نرژعد  3شرمی     RNA    آغیزگو زنطبق بو بخشی عز 
ژن پرووتئین پوششری ویروو  بیشرد       که د  بوگیوند 
-RTو  بری   دعیره عز عیرن ویرو    23 تعدعدعست ید  گودید. 

PCR    . عیرن ویروو  عز بوتری    زو د  دییبی قروع  گوفر
زنیطق نمونه بودع   شد   دییبی نشرد کره زمکرن عسر      

  نیکری ع برودن شرته    ،بدلی  زقیوز  ع قیم عست ید  شرد  
پییین بودن  معی  نیق  عین ویروو  و یری زنیسر      ،نیق 

  نبودن شوعیط آب و هروعیی بیشرد. د   عبطره بری قطعره     
بی آغیزگوهی  پووتئین پوششی ویروو    PCRحیی  عز 

و  540تولید دو قطعه بی عندعز  هی  حدود  ،زوزعییک تیی 
نشرین دعد کره     MspI     بیز د  عاو بو  بی آنرریم  340

هستند. عیرن   I دعیه هی   دییبی شد  زتعلق به زیو گوو  
نتییج بی نتییج آززییشیت زحققین قبلی که عز همرین   ر    

ییو ژن پووتئین پوششی عست ید  کرود  و  آغیزگوهی د  تک
بو  دعد  و بدین توتی   MspI قطعیت حییله  ع بی آنریم

 زطیبق  دعش  ، دعیه هی  ع د  دو زیو گوو  قوع  دعد  عند

  یرو  و همکری عن  و 2006، 2008 )سخندعن و همکی عن
 عحتمری  عردم    دهنرد  و ود دو بیند زجرع نشرین  (.١٩٩2

بیشرد. زشرخص   زی IIی زیو گوو  و ود آلودگی زخلوط ب
توکیرر  برروع  شنیسررییی   CMVهرری  نمررودن زیوگرروو  
زهرم بره نظرو     ،وعگیو  ویروو   د  و  معی  ویوو  

نسرب  بره    CMVویروو    I بطو  کلی زیوگوو  . سدزی
بطو یکره   عسر   غیل ویوو  زوزعییک تیی   II زیوگوو 

هی  ویوو  زوزعییرک تیری  زتعلرق بره     د ید  دعیه 80
غوب کشرو   د  شمی  (.2000)گلیتلی،  هستند I و زیو گو

هی  زوزعییک تیی   دییبی شد  زتعلق بره  نیر عکیو ویو 
 ت ریوت  (.2008 )سرخندعن و همکری عن   هستند Iزیو گوو  

ود ی شر نیش  یدیز عوعز  عز توعندیز ویووسی علائمد  
 ویسری  بری  وو یر و نیر ع زخلروط  یآلرودگ  آنهری  عز یکیکه 

 دیتشرد  سرب   زروع د  عز یبوت د  هک بیشدیز هیوو یو
، 2006سخندعن و همکی عن ) شودیز آن کیهش یی و علائم
-زو د هی نتییج آززون علایرع نشین دعد که  دعیه (.2008

بیشد. ویوو  زوزعییک تیی  زی Iنظو زتعلق به زیوگوو  
هرری  زیربررینی عحتمرریلا  عوعزرر  زهررم د  پیرردعیش    گونرره

-که عکیو  دعیهد، طو  هستن CMVهی  زت یوت زیوگوو 

-زری  Iهی  گرع   شد  عز کدوئیین زتعلق بره زیوگروو    

ع  )ویرژ   همسرینه بید  تکبیشند. د  عین زطیلعه، عز آنتی
هی  زتعلق به دو زیوگوو  ( ، بوع  تمییر  دعیهIزیوگوو  

CMV عین  و  بوع  تمییر سروولوژیکی   عست ید  شد که
 . عس زنیس    CMVهی  زتنوگ دعیه

 
 نتیجه گیری کلی

 زرررع گ عز CMV و TSWV، ToMV بو سرری عیررن یطرر
. گودید  دییبی RT-PCR بی شوقی آذ بییجینفونگی گو ه
شنیسرییی   CMV بره   آلرود  هری   نمونره  علایرع آززوند  
  و  EcoRI و HindIII بری  بو سری برو  آنریمری    .شدند
آنهری   TSWV حریکی عز زیهیر    توسپوویوو  هی  دعیه

 ، دعیررهعیررن  نوکلئوتیررد  ترروعلی تعیررین بررود. همینطررو ،
TSWV  برو  آنریمری بری    .کرود  تیییرد   عبودن آنهی TaqI 
  ع ToMV بره  آنهری  تعلرق  ،توبیزوویوو  هی  دعیه  و 
 تعلرق  MspI ی بری آنریمر ، بو  CMV زو د د . نمود تییید
. زشخص کرود  I گوو  زیو بو سی شد   ع به هی   دعیه

 شرد   آو    م  هی  نمونه د  توتون زوزعییک ویوو 
 بری  زقییسره  د  TMV کره  گودیرد  بروآو د  و نشرد   دییبی
ToMV فونگری  گو ره  گیی  د  کمتو  زعیی بیمی   قد ت 
 دع ع   هری  نمونره  عز بسریی    د  عینکه به تو ه بی .دع د

 و ررود ،نشرردند  دیرریبی زررذکو  هرری  ویرروو  ،علائررم
علاو  بو عین،  .بیشد زی عنکی  قیب غیو دیگو هی  ویوو 
آلرودگی زخلروط شنیسرییی     ،هی  بو سی شرد  د  نمونه

 نشد.

 

 مورد استفاده منابع

 . آزی  نیزه کشیو ز  عیوعن. عدع   ک  آزی  و عطلاعیت وزع ت کشیو ز .١3٩4بی نیم، 



 کولیوند و همکاران                                                                                                                                                                    34

Alonso E, Garcia- Luque I, Avila- Rincon MJ, Wicke B, Serra MT, and Diaz- Ruiz, JR, 1989. A 

tobamovirus causing heavy losses in protected pepper crops in Spain. Journal of Phytopathology 125: 

67- 76.  

Bananej K, Ahoonmanesh A, Shahraeen N and Lesemann D, 1996. Identification of Tomato spotted wilt 

virus from tomato fields in Varamin area. Iranian Journal of  Plant Pathology 32: 29-30. 

Chiemsombat P, Gajanandana O, Warin N, Hongprayoon R, Bhunchoth A, Pongsapich P, 2008. 

Biological and molecular characterization of tospoviruses in Thailand. Archives of Virology 153: 571-

577. 

Chitra TR, Prakash, HS, Albrechtsen SE, Shetty HS, and. Mathur SB, 1999. Infection of tomato and bell pepper by 

ToMV and TMV at different growth stages and establishment of virus in seeds.  Journal of Plant Pathology 

81:123-126 

Chu FH, Chao CH, Chung MH, Chen CC and Yeh SD, 2001. Completion of genom sequence of 

Watermelon silver mottle virus and utilization of degenerate primers for detecting tospoviruses in five 

serogroups. Phytopathology 91: 361-368. 

Crowther J.R. (ed.). 2009. The ELISA Guidebook. 2nd edition, Springer Protocols: Methods in Molecular 

Biology, Vol. 516 (J. Walker, Series ed.) Humana Press, NJ, USA, 566 pp. 

Gallitelli D, 2000. The ecology of cucumber mosaic virus and sustainable agriculture. Virus Research 

71:9- 21. 

Ghotbi T, Shahraeen N and Winter S, 2005. Occurrence of tospoviruses in ornamental and weed species 

in Markazi and Tehran provinces in Iran. Plant Disease 89: 425-429. 

Golnaraghi A, Shahraeen N, Pourrahim R, Ghorban S and Farzadfar S, 2001. First report of Tomato 

spotted wilt virus on soybean in Iran. Plant Disease 85: 1290-1290. 

Hajiabadi AM, Asaei  F, Abdollahi MB and Rastgou M, 2012. Natural incidence of tomato viruses in the 

north of Iran. Phytopathologia Mediterranea 51: 390-396. 

Hajiabadi AM, Jafarpour B, Rastegar MF and Mandoulakani BA,  2009. Detection of Tomato spotted 

wilt virus in north-East of Iran. International Journal of Food, Agriculture and Environment 7: 471-

474. 

Hassani-Mehraban  A, Botermans M, Verhoeven JTJ, Meekes E, Saaijer J, Peters D, Goldbach R and 

Kormelink R, 2010. A distinct tospovirus causing necrotic streak on Alstroemeria sp. in Colombia. 

Archives  of Virology 155: 423-428. 

Hollings M, Huttinga H, 1976.  Tomato mosaic virus. Description of plant viruses. http://www.dpv.net/ 

dpvno: 156. 

Jones DR, 2005.  Plant viruses transmitted by thrips. European Journal of Plant Pathology 113: 119-157. 

Kaye A, Moyer J, Parks E, Carbone I and Cubeta M, 2011. Population genetic analysis of Tomato spotted 

wilt virus on peanut in North Carolina and Virginia. Phytopathology 101: 147-153. 

King A MQ., Andams MJ, Carstens EB, and Lefkowitz EJ, 2012. Virus Taxonomy. Classification and 

Nomenclature of viruses. Ninth report of the International Committee on Taxonomy of Viruses 

Kumar S, Udaya Shankar AC, Nayaka SC Lund OS and Prakash HS, 2011. Detection of Tobacco mosaic 

virus and Tomato mosaic virus in pepper and tomato by multiplex RT-PCR. Letters in Applied 

Microbiology 53: 359- 363.  

Letschert B, Adam G, Lesemann DE, Willingmann P and Heinze C, 2002. Detection and differentiation 

of serologically cross-reacting tobamoviruses of economical importance by RT-PCR and RT-PCR-

RFLP. Journal of Virological Methods 106: 1- 10. 

http://www.dpv.net/


 35                        شناسایی مولکولی سه گونه ویروس در مزارع گوجه فرنگی...                                                                         

Massumi H, Shaabanian M, Hosseinipour A, Heydarnejad J and Rahimian H, 2009. Incidence of viruses 

infecting tomato and their natural hosts in the southest and central regions of Iran. Plant Disease 93: 

67- 72. 

Mohammadi M, Esmaeeli-far A, Zad J, Mossahebi G, and Okhovat  M, 2000. Serological Detection and 

Symptomology of Tomato spotted wilt virus in Tehran Province, Iran. Journal of Agricultural Science 

and Technology  2: 107-117. 

Nischwitz C, Mullis S W, Gitaitis R D, and Csinos A S,  2006. First report of Tomato spotted wilt virus in 

soyabean (Glycine max) in Georgia. Plant Disease 90:524. 

Palukaitis P, Roossinck MJ, Dietzgen RG and Francki RIB, 1992. Cucumber mosaic virus. Advanced 

Virus Research 41:281-348. 

Pappu HR, Toit LJ, Schwartz HF, and Mohan SK, 2006. Sequence diversity of the nucleoprotein gene of 

Iris yellow spot virus (genus Tospovirus, family Bunyaviridae) isolates from the western region of 

the United States. Archives of Virology 151: 1015–1025. 

Pourrahim R, Farzadfar S, Moini  A, Shahraeen N and Ahoonmanesh A, 2001. First report of  Tomato 

spotted wilt virus on potatoes in Iran. Plant Disease 85: 442-442. 

Rizos H, Gunn LV, Pares RD and Gillings RM, 1992. Differentiation of cucumber mosaic virus isolates 

using the polymerase chain reaction. Journal of General Virology, 73:2099-2103. 

Rowhani A, Chay C, Golino DA and Falk W, 1993. Development of a polymerase chain reaction 

technique for the detection of grapvein fanleaf virus in grapvein tissue. Phytopathology 83:749-753. 

Sokhandan bashir N, Nematollahi S and Torabi E, 2008. Cucumber mosaic virus subgroup IA frequently 

occurs in the northwest Iran. Acta virologica 52: 237 – 242. 

Sokhandan Bashir N, Rasaei Kalhor M and Nourinejhad Zarghani S, 2006. Detection, differentiation and 

phylogenetic analysis of cucumber mosaic virus isolates from cucurbits in the northwest region of 

Iran. Virus Genes 32:277-288. 

Tamura K, Stecher G, Peterson D, Filipski A and Kuma S, 2013. MEGA6: molecular 

evolutionary genetics analysis version 6.0. Molecular Biology and Evolution 30:2725-2729. 

Tsompana M, Abad J, Purugganan M and Moyer J, 2005. The molecular population genetics of the 

Tomato spotted wilt virus (TSWV) genome. Molecular Ecology 14: 53-66. 

Vinayarani G, Madhusudhan KN, Deepak SA, Niranjana SR and Prakash HS, 2011. Detection of mixed 

infection of tobamoviruses in tomato and bell pepper by using RT-PCR and Duplex RT-PCR. 

International Journal of Plant Pathology 2: 89-95. 

Whitfield AE., Ullman  DE and German TL, 2005. Tospovirus-thrips interactions. Annual Review of 

Phytopathology 43: 459-489. 

Zaitlin M, 2000. Tobacco mosaic virus. Description of plant viruses. http:// www.dpv.net/ dpv= 370. 

https://link.springer.com/journal/705
http://www.dpv.net/


 کولیوند و همکاران                                                                                                                                                                    36

Molecular Detection of Three Virus Species in Tomato Fields of Azarbaijan-e-

Sharqi Province 

D Koolivand
1*

, N Sokhandan Bashir
2
, Sh Sobhi

3
 and M Rastgo

4 

1 
Assistant Professor, Department of Plant Protection, Faculty of Agriculture, University of Zanjan, Zanjan, Iran. 

2
Associate Professor, Department of Plant Protection, Faculty of Agriculture, University of Tabriz, Tabriz, Iran. 

3
Former M Sc Stuedent, Department of Plant Protection, Facultuty of Agriculture, University of Tabriz, Iran.  

4
 Assistant Professor, Department of Plant protection, Faculty of Agriculture, University of Urmia, Urmia, Iran. 

*Coresponding author: Koolivand@znu.ac.ir 

Received:17 August 2016      Accepted: 24 May 2017    

Abstract 

Infections with predominant viruses including Cucumber mosaic virus (CMV), Tomato mosaic 

virus (ToMV), Tomato spotted wilt virus (TSWV) and Tobacco mosaic virus (TMV) in tomato 

fields of Azarbaijan-e-Sharqi Province were surveyed. 205 samples showing symptoms such as 

mosaic, dwarfing, necrosis, leaf narrowing, leaf and fruit deformation were collected from ….and 

subjected to glasshouse inoculations. Samples suspected to be infected by CMV were first screened 

against the virus by ELISA, and then RNA were extracted. RT-PCR reactions were performed by 

the use of CMV-, Tospovirus or Tobamovirus specific primers depending on virus symptoms. Upon 

optimization of the annealing temperature in the PCR the anticipated bands were amplified 

corresponding to Tospovirus, Tobamovirus or CMV in 6, 37 and 23 samples, respectively. 

Restriction analyses with HindIII, EcoRI and XbaI of the fragments which were amplified with 

Tospovirus-specific primers showed, TSWV wasin all the six samples. In addition, cloning and 

sequencing of the amplified fragments proved the TSWV identity of the isolates. When the 

fragments amplified with the Tobamovirus primers were restricted by TaqI the resultant restriction 

profile revealed ToMV identitiy of the virus in 37 samples, but no TMV was present in the samples. 

Also, MspI restriction digestion of the fragments amplified with the CMV primers showed that the 

CMV isolates were placed in Subgroup I. In addition, the resultant data were indicative of high 

frequency of infection with CMV and ToMV in the collected samples. 

Keywords: CMV, ELISA, Restriction analysis, RT-PCR, TMV, ToMV, TSWV.  
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