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  چکیده
با بررسی  .گردیدمشاهده فرنگی استان کردستان فرنگی در مزارع توتتوت هایبوته ازتعدادی برگ در و بدفرم شدن علایم چروکیدگی 

 Strawberry crinkle)فرنگی به ویروس چروکیدگی توت هانمونه آلودگیها احتمال داده شد که این علایم مربوط به این نمونهعلایم 

virus, SCV)  آزمونبا باشد و برای اطمینان RT-PCR طی )دارای علایم و بدون علایم(  برگی ینمونه 55تعداد  در کل،. ندبررسی شد
با  هاآن cDNAسپس و  گردیدکل با روش سیلیكا استخراج  RNAآوری و جمعکردستان از مناطق مختلف استان  1396تابستان 
ای به طول قطعهانجام و  SCVdetbو  SCVdetaآغازگرهای اختصاصی  با PCR. تایی ساخته شدآغازگرهای تصادفی ششاستفاده از 

به  .بودند SCVآلوده به ویروس  هادرصد از نمونه 9/50 که نشان داد RT-PCR. نتایج تكثیر گردید SCVژن پلیمراز  ازجفت باز  345
 جغرافیایی، رقم میزبان و نوع علایم انتخاب یبر اساس منطقهجدایه  هفت، این ویروس تبارزاییمنظور بررسی مشخصات مولكولی و 

قرار ی اول تبارزایگروه  درمجزا به صورت یک زیرگروه  این تحقیقیابی شده در توالی SCVهای جدایهالی شدند. و تعیین تو شده

-و با سایر جدایه 031/0 ± 005/0یابی شده در این تحقیق در سطح نوکلئوتیدی های توالیجدایهژنتیكی در بین  یمیانگین فاصلهگرفتند. 

بیشترین و کمترین تشابه  نشان داد کههای نوکلئوتیدی دوبه دوی توالی یمقایسه. بود 069/0 ± 014/0بانک  ژندر  های موجود
 5/86از هلند ) HB-A1با جدایه  S26جدایه  و (درصد 1/95) از آرژانتین 4MMجدایه  با SAr6جدایه میان نوکلئوتیدی به ترتیب 

 ردیابیو اولین گزارش از فرنگی استان کردستان ویروس در مزارع توت شناسایی ایناین اولین گزارش از  .وجود داشت (درصد
 باشد.مولكولی این ویروس در ایران می

 .فرنگیژنتیكی،  توت فاصلهاستان کردستان،  ، غازگرهای اختصاصیآ: کلیدی هایواژه

 مقدمه 

 Fragaria ananassa فرنگوی بوا نوام علموی     گیاه تووت 

Duchesne  یتیرهمتعلق به Rosaceae   و جونسFragaria 
از   F. virginiana Duchesneهیبرید بین  باشد. این گیاهمی

از جنووب   F. chiloensis (L.) Duchesneشومال آمریكوا و   
-از اروپوا برموی   1750آن به سوال   أباشد و منشآمریكا می

های تولید شوده در  توت فرنگی یكی از مهمترین میوه .گردد
طبوق گوزارش    .(2007همكاران )کین و سراسر جهان است 

سووازمان بووین المللووی خواربووار و کشوواورزی ملوول متحوود   
(FAOSTAT) را در میان  هیجدهم، ایران رتبه 2012در سال

دارا بوووده توووت فرنگوی در جهوان    یتولیدکننوده  کشوور  76
ح زیرکشت این محصوول در کشوور   . سط(2012)فائو  است
استان کردستان با سطح زیور  که هكتار برآورد شده  4754
رتبوه اول را در بوین   تن،  39366و تولید  هكتار 2388کشت 
و بوه   باشود دارا موی های تولید کننوده ایون محصوول    استان

فرنگی در کشور شناخته شوده  ید کننده توتعنوان قطب تول
 . (1394)آمارنامه جهاد کشاورزی،  است

 1930هووای توووت فرنگووی بووه سووال شناسووایی ویووروس
ویروس، عوامول شوبه   گونة  30گردد و اخیراً بیش از برمی

ی هوای آلووده  فرنگوی فیتوپلاسوما در تووت   شاملویروسی 
)زانتواکیس و همكواران    سراسر جهان گزارش شوده اسوت  

mailto:m.hajizadeh@uok.ac.ir


 حاجی زاده                                                                                                                                                   96

 

هوا  فرنگی در جنسی توتکننده های آلوده. ویروس(2010
انود و نواقلین   های مختلف ویروسی جوای گرفتوه  و خانواده
، 2003تامسووون و همكوواران متفوواوتی دارنوود )بیولوووژیكی 

 و 2004مكوواران ه، مووارتین و 2004و همكوواران  تماسووپو
فرنگوی  ویروس چروکیودگی تووت   (.2010مویر و همكاران 

(Strawberry crinkle virus, SCV)   متعلوووق بوووه جووونس
Cytorhabdovirus،  خوووووانوادهRhabdoviridae  و راسوووووته
Mononegavirales  در طبیعوت  میزبوانی آن   یکه دامنهاست
)وان رگنمورتوول و همكوواران   Fragariaمحوودود بووه جوونس 

پشت و در شرایط آزمایشگاهی محدود به عروسک  (2000
( و توتوووون 1988)ریچاردسوووون و سیلوسوووتر   1پووورده

این ویوروس بوا دو    .باشد( می1987 و همكاران )سیلوستر
و  Chaetosiphon fragaefolii هووای علمووی بووه نووام  شووته

Chaetosiphon jacobi  منتقووول تكثیوووری پایوووای بوووا روش
و  تکواهش کمیو  سوبب   و (1972)ریچاردسون و همكواران  

. (2003)زانتواکیس و همكواران    دگورد محصوول موی   تکیفی
ای منفی بوده رشتهتک  RNAژنوم این ویروس به صورت 

، نوکلئوکپسوید  (G)های گلیكوپروتئین و پنج پروتئین به نام
(N) پروتئین ساختاری ،(NS) ماتریكس ،(M)  و پلیمراز(L) 

توا سوال   . (2000پوسوتوما ، 1995چوین و لیونه (کند کد می
، ردیابی ایون ویوروس بور اسواس پیونود بورگ گیواه        2002

 فرنگوی محوک  مشكوک به آلودگی با این ویوروس بوه تووت   
بوووده اسووت و سووپس ردیووابی مولكووولی ایوون    UC-S رقووم

طراحوی  توسوط آغازگرهوای اختصاصوی     PCRویروس با 
کووه دارای  پلیموورازمرکووزی ژن  یبوور اسوواس ناحیووه شووده

و  ومات)پوسوو، انجووام شوود شوودگی بووودبیشووترین حفا ووت
های این ( جدایه2004کلرکس و همكاران ). (2002همكاران 

در دو  پلیموراز مرکوزی ژن   یویروس را بر اسواس ناحیوه  
 تفواوت کوه اسواس تفكیوک آنهوا بیشوتر       نود گروه قورار داد 
    جغرافیایی بود.  

مطالعوات   ،فرنگی در ایرانکشت قابل توجه توتعلیرغم 
های ویروسی این محصوول  بیماری یکمی در زمینهبسیار 

بوه  ( 2004)فتواحی و همكواران   مهم صوورت گرفتوه اسوت.    

                                                           
1
 - Physalis 

 ، SCVفرنگی از جملوه های مهم توتمنظور ردیابی ویروس
(SMoV) Strawberry mottle virus ،Strawberry mild yellow 

edge virus (SMYEV)، Strawberry vein banding virus 

(SVBV) و Strawberry latent ringspot virus (SLRV)  بور ،
هوووای فرنگوووی اسوووتاننمونوووه از گیاهوووان تووووت 150روی 

کردستان، مازندران، گرگان، گیلان و تهوران بوا اسوتفاده از    
ای رشوووتهدو RNAو اسوووتخراج  PCR، الایوووزاروش هوووای 

نشان  PCRتی را انجام دادند. نتایج حاصل از الیزا و مطالعا
 ی. در مطالعوه داشوت بورده   های ناماز عدم ردیابی ویروس

از جملوه   ( هفت ویوروس 1395نیا و همكاران )دیگر، نصیری
SCV های گویلان و مازنودران   فرنگی استانرا از مزارع توت

سووازمان جهوواد  ردیووابی نمودنوود.%( 7/1)بووا درصوود پووایین 
را  SVBVو  SLRVویوروس   دو، 1389کشاورزی در سوال  

کشور قرنطینوه اعولام کورده     فرنگیهای توتزاربرای کشت
 . است

های توت فرنگی در با توجه به شایع بودن اکثر ویروس
میزبوانی   یو محدود نبوودن دامنوه  جهان  فرنگیمزارع توت

که اسوتان کردسوتان از   ها به یک گیاه و نظر به اینآناغلب 
تووت فرنگوی در ایوران     اظ میزان سطح زیرکشت و تولیدلح

ی هابررسی و ردیابی ویروس باشد،دارای مقام نخست می
در ایون تحقیوق، بوا    . باشود این گیاه در استان ضروری موی 

علایم چروکیدگی در بعضی از گیاهوان،   یتوجه به مشاهده
-ردیلبی و شناسوایی مولكوولی ویوروس چروکیودگی تووت     

 فرنگی مورد مطالعه قرار گرفت.
 

 هامواد و روش
 منبع گیاهی

در  کردسوتان  اسوتان فرنگی توت مزارعاز  یبردارمونهن
فرنگوی  مزارع توتدر بازدید از انجام گرفت.  1396تابستان 

رای ابرخی از آنان دکه مشاهده شد علایم چروکیدگی برگ 
که ممكن است ناقول ویوروس    بودندنیز شته در پشت برگ 

  SCVناشوی از  اینكه  هوور علایوم   به علت . (1)شكل باشند 
-میزبوان دارد و اسوترین  بستگی به استرین ویروس و رقم 

در تموامی ارقوام بودون علایوم      های با توان بیماریزایی کوم 
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 برخوی  بورداری از ، نمونوه (1988هستند )کرزال و همكاران 
-از هور مزرعوه تووت    .انجام گرفوت نیز بدون علایم  گیاهان

 آوری شد.فرنگی یک و حداکثر دو نمونه جمع
 

 کل  RNAاستخراج 
 همكووواران و سووواکیفو روش مطوووابق RNA اسوووتخراج

 کیو  در خلاصوه،  بطور. شد انجام راتییتغ یاندک با (2000)

 M guanidine 4.0) اسوووتخراج بوووافر از توووریل یلووویم

thiocyanate, 0.2 M NaOAc, 25 mM EDTA, 1.0 M 

KOAc, 2.5% w/v polyvinylpyrrolidone (PVP-40), 

1% 2-mercaptoethanol)، 100 بورگ  بافوت  از گورم  یلو یم 

 در عصواره  لیتور میلی 5/0 سپس،. شد زهیهموژن فرنگیتوت

 میكرولیتور  100 آن بوه  و ریخته لیتریمیلی 5/1 تیوب داخل

 بوه  و اضوافه  استریل مقطر آب در درصدده  سارکوسیل از

 .شود  داده قورار  گوراد سوانتی  یدرجه 70 در دقیقه 10 مدت

 خیو  یرو بور  قوه یدق دو مودت  بوه  ها لوله مرحله، نیا از بعد

 g12000 در دقیقوه  پونج  مودت ه بو  سوپس  و شدند داده قرار

 بووه رونشووین از میكرولیتوور 300 مقوودار. شوودند سووانتریفوژ

 از تووریكرولیم 300 و شوود ختووهیر لیتووریمیلووی 5/1 تیوووب

 25 و خوال   اتوانول  از میكرولیتر  150 م،یسد دیدی محلول

 مودت  به و اضافه آن به كایلیس ونیسوسپانس از میكرولیتر

 مدت به هالوله آنگاه،. شد داده قرار اتاق یدما در دقیقه پنج

 و حوف   ییرو فاز و شدند سانتریفوژ g6000 در قهیدق یک

 ,mMTris-HCl pH 7.5 20) شستشوو  بافر تریكرولیم 500

100 mMNaCl, 1 mM EDTA, and 50% ethanol) هر به 

 در. شود  حول  کامول  طوور  بوه  پلوت  ورتكس با و اضافه لوله

 g6000 در قوه یدق یوک  مودت  به دوباره هالوله بعد، یمرحله

پوس از خشوک    پلوت  و حوف   ییو رو فواز  شدند، سانتریفوژ

 بوه  لیاسوتر  مقطر آب تریكرولیم 100 اضافه کردن شدن با

حووداکثر  در هووالولووه سووپس. درآموود ونیسوسپانسوو حالووت

 حواوی  یوی رو فواز  و فوژیسوانتر  قوه یدق 3 مودت  به سرعت

RNA   دیگرد منتقل دیجد لوله بهکل. 

 RT-PCRانجام و مکمل  DNA ساخت 

از آغازگرهوای شوش نوکلئوتیودی     ،cDNA ساختبرای 

در واکنشوی بوا   )شرکت فرمنتاز، کشوور لیتووانی(   تصادفی 

سواخت   cDNA میكرولیتر توسط کیت سنتز  دهحجم نهایی 

مطابق دسوتورالعمل شورکت   )کره جنوبی(  GeneAllشرکت 

به منظور ردیابی این ویروس بوا   آن استفاده شد. یسازنده

PCR،  هوووووای آغوووووازگراز در ایووووون تحقیوووووقSCVdeta 

(5´CATTGGTGGCAGACCCATCA 3´)   به عنوان آغوازگر

 SCVdetb (5´TTCAGGACCTATTTGATGACAمستقیم و 

جفوت   345کوه قابلیوت تكثیور    به عنوان آغازگر معكوس  (´3

)تامسوون و   استفاده شدرا داشتند،  SCVپلیمراز باز از ژن 

 5/12در حجوووم نهوووایی PCR  واکووونش(. 2003همكووواران 

 PCRمیكرولیتووور از مخلووووط   25/6میكرولیتووور محتووووی  

(GeneAll, ) ،2/0 اختصاصوووی  هوووایآغازگر پیكوموووول از

میكرولیترآب اسوتریل دیوونیزه و    75/4معكوس،  و مستقیم

شواهد   یهمچنین در نمونوه انجام شد.  cDNAیک میكرولیتر

شورایط زموانی و   از آب اسوتفاد شود.    cDNAمنفی به جای 

بوه مودت دو    گراد سانتی یدرجه 94به صورت  PCRدمایی 

 یدرجوه  94چرخوه شوامل    32دقیقه برای شروع و سوپس  

گوراد بوه    سوانتی  یدرجوه  54ثانیوه،   30گراد به مدت  سانتی

گراد به مدت یوک دقیقوه و    سانتی یدرجه 72ثانیه،  45مدت 

دقیقوه بوود.    هفوت گراد به مدت  سانتی  یدرجه 72یت در نها

الكتروفورز در برای مشاهده و تفكیک قطعات تكثیر شده از 

برای شواهد منفوی از آب   درصد استفاده شد.  2/1ژل آگارز

آلوده  یاولین نمونهدیونیزه استریل و برای شاهد مثبت از 

های بعدی استفاده برای واکنش (F3)در این تحقیق  SCVبه 

 شد.

 

 هاتوالی بررسینوکلئوتیدی و  تعیین توالی

مواکروژن )کوره    بوه  نمونوه  هفوت از تكثیر شده  یناحیه

بوا روش اتوموات   سوازی،  ارسال و پوس از خوال   جنوبی( 



 حاجی زاده                                                                                                                                                   98

 

های نوکلئوتیدی به دست آموده   . دادهیابی شدندتوالیسنگر 

 پووس از حووف وارد و ( 1999)هووال  BioEditدر نوورم افووزار 

 نوکلئوتیوود 304آن، دو طوور  توووالی هووا در  توووالی آغووازگر

  MEGA 6افزاردرنرم ClustalWبدست آمده توسط الگوریتم

 تبوارزایی درخت  .شدندردیف  هم( 2013)تامورا و همكاران 

 بوا روش  1000ردیف شوده بوا بووت اسوتر      های همتوالی

در افوزار ترسویم شود.    نورم  با این (NJ)1 نزدیكترین همسایه

کواهو   تبارزایی از ویوروس زردی نكروتیوک   ترسیم درخت

(LNYV)
آنوالیز  به عنوان فرد بورون گوروه اسوتفاده شود.      2

پارامترهای ژنتیكی مانند تعداد  و تخمین برخی تنوع ژنتیكی

هووای ، تعووداد جایگوواه (Hd)، تنوووع هاپلوتیوو (H)هاپلوتیوو  

، (π)، تنووع نوکلئوتیودی    (η)هوا ، تعداد کل جهوش  (S)افتراقی

، نسبت جانشینی غیرمتوراد   (dS)نسبت جانشینی متراد  

(dN)،   فشووار انتخوواب(dN/dS)  افتووراق ژنتیكووی  و(FST)  بووا

 (2009)روزاس  DnaSP v. 5.10.05 افوزار  اسوتفاده از نورم  

 محاسبه گردید.  

 
 نتایج 
   RT-PCRبا آزمون  SCV ردیابی

بووا اسووتفاده از آغازگرهووای اختصاصووی ایوون ویووروس، 
 28جفت باز در  345به طول تقریبی  پلیمرازژن  ای از قطعه
 درکه، درحالی تكثیر گردیدها( درصد از نمونه 9/50نمونه )

تكثیوور نگردیوود ای هوویق قطعووه( )نمونووه سووالمشوواهد منفووی 
نمونوه   17نمونه آلووده تعوداد    28در کل، از تعداد  .(1)شكل

 نمونه علایم خاصی را نشان ندادند. 11دارای علایم و 
 

 پلیمرازتوالی بخشی از ژن  بررسی
و   F3 ،SAr6 ،SAr1 ،SS21 ،SS23، SS26هفووووت جدایووووه 

SAr15 جغرافیوایی، رقوم میزبوان و نووع      یبر اساس منطقه
به صورت مستقیم تعیوین   PCRعلایم انتخاب و محصولات 

                                                           
1
Neighbor Joining 

2
Lettuce necrotic yellow virus 

های های حاصل درپایگاه اطلاعاتی دادهتوالی شدند. تراد 
 (.1به ثبت رسیدند )جدول   (NCBI)نوکلئوتیدی

 304های مربوط به آغازگرها، تعوداد  پس از حف  توالی
هوا و تبوازرایی   نوکلئوتید از ژن پلیمراز برای بررسی توالی

ویروس مورد استفاده قرار گرفت. میانگین فاصوله ژنتیكوی   
یابی شده در ایون تحقیوق در سوطح    های توالیجدایهدر بین 

هووای در و بووا سووایر جدایووه  031/0 ± 005/0نوکلئوتیوودی 

 کلیووهمحاسووبه شوود.  069/0 ± 014/0دسووترس در ژنبانووک 
هووای توووالی یووابی شووده در ایوون تحقیووق بووه عنوووان  جدایووه

هوایی از یوک ژن   هاپلوتی  مجزا درنظر گرفته شدند. تووالی 
که حتی در یک نوکلئوتید باهم اختلا  داشته و منحصر بوه  

شووند  نظر گرفته موی فرد باشند، به عنوان یک هاپلوتی  در 
هوای  دوبوه دوی تووالی   ی(. مقایسه2017)گاوو و همكاران 

و  SS21هوای  با جدایه SAr6نوکلئوتیدی نشان داد که جدایه 
SS23 ( را در بوین   7/98بیشترین تشابه نوکلئوتیدی )درصد
های ایون تحقیوق   های این تحقیق دارد و در بین جدایهجدایه

با سایر جدایه ها بیشترین تشوابه نوکلئوتیودی بوین جدایوه     
SAr6  4و جدایووهMM  درصوود  1/95از آرژانتووین بووه میووزان
که، کمتورین تشوابه نوکلئوتیودی را جدایوه     باشد درحالیمی

S26  با جدایهHB-A1  درصود نشوان    5/86از هلند به میزان
یوابی شوده در   های تووالی در سطح آمینواسیدی، جدایهداد. 

بوا یكودیگر و    06/0 ± 014/0این تحقیوق بوه طوور میوانگین     

های در دسترس در ژنبانوک  با سایر جدایه 048/0 ± 013/0
فاصووله ژنتیكووی نشووان دادنوود. بیشووترین میووزان تنوووع       

هوای افتراقوی   ، بیشترین تعداد جایگاه(π= 0.07)نوکلئوتیدی 
(S=41)  و بیشترین تعداد جهش(η = 42)  های هلند جدایهدر

-بورای جدایوه   (π=0.031)و کمترین میزان تنوع نوکلئوتیدی 

بیشوترین تغییورات اسوید    های ایران به دست آمد. همچنین، 
هوای ایون   در جمعیوت ایرانوی )جدایوه    (dN= 0.025)ای آمینوه 

 (. 2دست آمد )جدول تحقیق( به
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: پشت بمشخص گردید.  RT-PCRفرنگی با که آلودگی آن به ویروس چروکیدگی توت دارای علایم پیچیدگی SAr6نمونه : الف -1شکل 

 دهد.فرنگی را روی برگ نشان میهای توتشته یکه تغذیه SAr6برگ نمونه 

آوری شده از فرنگی جمعهای توت: نمونه1-9های ، چاهکM :Ladder 1kb% . 2/1در ژل آگاروز  RT-PCRالکتروفورز محصولات  -2شکل 

 .: شاهد مثبتPC: شاهد منفی و NCمناطق مختلف استان کردستان، 

 

 .های تعیین توالی شده در این تحقیقبانک جدایهبرداری، علایم و شماره دسترسی در ژنمیزبان، محل نمونه -1جدول 

 کد نمونه میزبان علایم برداریمحل نمونه طول قطعه شماررس
MG251306 345 بدشکلی برگ دیواندره Fragaria ananassa var. Paros F3 

MG251307 345 بدشکلی و چروکیدگی برگ نانآره F. ananassa var. Paros SAr6 

MG251308 345 نامتقارن شدن برگ نانآره F. ananassa var. Kurdistan SAr1 

MG251310 345 نامتقارن شدن برگ نانآره F. ananassa var. Ventana SAr15 

MG251311 345 بدون علایم سنندج F. ananassa var. Queen Elisa SS21 

MG251312 345 بدون علایم سو F. ananassa var. Paros SS23 

MG251309 345 بدون علایم نشور F. ananassa var. Paros SS26 
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 .فرنگیتوتویروس چروکیدگی های جمعیتی براساس قسمتی از ژن پروتئین پلیمراز  رامترانتایج تخمین پ  -2جدول

N:  ،تعداد نمونهHرفیسم، وم: تعداد پلیHd ،تنوع هاپلوییدی :Sهای افتراقی،  جایگاه: تعدادηها،  : تعداد کل جهشπ  ،تنووع ژنتیکوی :dN   تنووع :
های غیر مترادف نسبت جانشینی: dN/dS، اندمنجر به تغییر اسیدآمینه شدههایی که  تنوع جهش: dSاند،  هایی که منجر به تغییر اسیدآمینه نشده جهش

  .اندبیشترین مقدار در هر پارامتر به صورت برجسته نشان داده شده .های مترادفبه جانشینی
 

 تبارزایی بررسی
 304براسواس   SCVهوای  جدایوه  ،تبارزایی یدر مطالعه

و چهووار زیرگووروه گووروه  دودر  پلیموورازنوکلئوتیوود از ژن 
در یوک  های ایون تحقیوق   تمامی جدایهقرار گرفتند.  تبارزایی

، یوک  به همراه یک جدایه از آرژانتین (I-A)زیرگروه مستقل 
یه از هلنود  جدایه از مكزیک، یک جدایه از انگلستان و دو جدا

هوا  هجدایو  یو بقیه (I) یک تبارزاییدر گروه ( I-B)زیرگروه 
گوروه  جدایوه از هلنود در    شامل پنج جدایه از شیلی و چهار

درصد تشابه نوکلئوتیدی نیز این نتایج قرار گرفتند.  (II)دو 
به دسوت آموده همخووانی     تبارزاییدر درخت را تایید کرد. 

بوه  هوای ایرانوی   دایوه جبجوز در   تبارزایی و گروه منشابین 
، تبووارزایی گووروهایوون دودر بووین  (.3دسووت نیاموود )شووكل  

و  053/0 ± 007/0یوک  در گوروه   بیشترین فاصوله ژنتیكوی  

 015/0، این دو گروه. در بین بود 035/0 ± 006/0 دوگروه 

 فاصله ژنتیكی به دست آمد.  109/0 ±
 

 بحث
حضور  RT-PCRدر این تحقیق با استفاده از آزمون 

فرنگی در استان کردستان مورد ویروس چروکیدگی توت
توالی ژن پلیمراز در هفت آزمون قرار گرفت و بخشی از 

بررسی شد. این ویروس در  ایرانی این ویروس جدایه
های گیلان و ایران تنها با روش سرولوژیک الایزا از استان

 % گزارش شده است7/1مازندران با درصد آلودگی 
ق حاضر اولین ( و تحقی1395نیا و همكاران ی)نصیر

بررسی مولكولی این ویروس در ایران و اولین گزارش از 
باشد. فرنگی استان کردستان میردیابی آن در مزارع توت

های مورد مطالعه در این درصد آلودگی بالا در بین نمونه
نیا و همكاران یتحقیق در مقایسه با مطالعه پیشین  )نصیر

مورد استفاده ( می تواند ناشی از روش ردیابی 1395
سرم تولید شده در ( از آنتی1995باشد. چوین و لیون )
های ماتریكس، فسفوپروتئین و موش بر علیه پروتئین

ها تنها قادر نوکلئوپروتئین استفاده نمودند و این آنتی سرم
به تفكیک گیاه آلوده از غیر آلوده در میزبان آزمایشی 

ویروس از پرده بودند و قادر به ردیابی عروسک پشت
فرنگی حاوی مقادیر فرنگی نبودند.  از آنجا که توتتوت

باشد ساکاریدی میقابل توجهی از ترکیبات فنولی و پلی
با مشكلاتی نیز  RNA( استخراج 2007)ابای و همكاران 

همراه است. برای غلبه بر این مشكل در این تحقیق از روش 
شد که  ( استفاده2000)فویساک و همكاران  جفب سیلیكا
ها استخراج کند. برای کل را از تمامی نمونه RNAتوانست 

کل از تكثیر ژن اکتین استفاده  RNAاطمینان از استخراج 
بازی با آغازگرهای جفت 181شد که حاکی از تكثیر قطعه 

 ( بود. 2002اختصاصی این ژن )منزل و همكاران 
 
 

مناطق 
 جغرافیایی

N H
 

Hd
 

S
 

η π dN dS dN/dS 

000/1 7 7 ایران  30 31 031/0  025/0  051/0  49/0  

900/0 4 5 شیلی  24 25 046/0  006/0  178/0  033/0  

933/0 5 6 هلند  41 42 07/0  009/0  275/0  032/0  

986/0 18 21 کل جدایه ها  76 91 078/0  018/0  284/0  063/0  
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 1000استرپ مقدار بوت .SCVجدایه  21نوکلئوتید از ژن پلیمراز  304از همردیف سازی  NJترسیم شده به روش  تبارزاییدرخت  -3شکل 

های ردیابی شده در این ها نشان داده نشده است. جدایهروی گره 60به کار رفته است. مقادیر بوت استرپ کمتر از  تبارزاییبرای محاسبه روابط 
 به عنوان فرد برون گروه در نظر گرفته شد. (LNYV)ویروس زرد نکروتیک کاهو  اند.کنار آن نشان داده تحقیق با علامت سیاه

 
فرنگوی  تووت  موزارع بررسوی مشوخ  شود کوه      در این

آلووده   ها(آلودگی بین نمونه درصد 9/50استان کردستان )
 غیریكنواخوت به دلیل توزیوع   ،به این ویروس هستند هرچند

ها و ترکیبات ویروس در گیاه، حضور مواد بازدارنده )تانن
نبوود اختصاصویت کامول بوین     و  فرنگوی فنلی( زیاد در توت
هوا، درصود   ها یوا مخلووطی از ایون روش   آغازگرها و جدایه

بووا توجووه بووه اهمیووت بیشووتر باشوود. ممكوون اسووت آلووودگی 
انتقوال  ، (2006)موارتین و زانتواکیس   اقتصادی این ویروس 

)ریچاردسوون و  شوته بوه روش پایوای تكثیوری      آن توسط
فرنگوی در  و عدم وجوود رقوم مقواوم تووت    ( 1972همكاران 
شناسووایی آن از  ،(2003)تامسووون و همكوواران  برابوور آن 

هوا  در بعضی از نمونوه  اهمیت قابل توجهی برخوردار است.
در  یعلایووم چروکیوودگی روی بوورگ مطووابق علایووم توصوویف

( 1)شوكل  مطابقت داشوت   (2006)مارتین و زانتاکیس منابع 
-ها گیواه سوالم بوه نظور موی     که در بعضی از نمونهدرحالی

زموان بوا   هوم خسارت شدید این ویروس در آلودگی  رسید.
 فرنگی گوزارش شوده اسوت   زاد توتهای شتهسایر ویروس

در این تحقیق مورد بررسوی  و ( 2006)مارتین و زانتاکیس 
رقوم  بور حسوب   نیوز  نووع علایوم و شودت آن     قرار نگرفتند.

بوه   F. vescaویروس متفاوت اسوت و رقوم    سویه و میزبان
عنوان رقم معر  این ویروس شوناخته شوده اسوت کوه در     

بورگ   شدن برگ، پیچیدگی و نامتقارن شدن این رقم دفرمه
)موارتین و زانتواکیس   شود های کلروتیک مشاهده میو لكه
ارقام مختلفی از این گیاه کشت در استان کردستان . (2006
مل پاروس، کردستان، کوئین الیوزا و  شوند که عمدتا شامی

ارقوام انجوام و   برداری از تمامی ایون  نمونه .باشدویتانا می
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پتانسویل   آنهوا، نشان داد کوه تموامی    بررسی مولكولی آنها
اظ باشوند و از ایون لحو   آلودگی به این ویوروس را دارا موی  

 .ارقام وجود نداشتتفاوتی در بین 
 علایم واجد و فاقددر این تحقیق، این ویروس از گیاهان 

بسوتگی بوه نووع اسوترین      SCV هوور علایوم    .ردیابی شود 
(. 1988ویووروس و رقووم میزبووان دارد )کوورزال و همكوواران  

هوم  از گیاهوان دارای علایوم و   هوم  برای مثال این ویوروس  
پوس،  ( 2)جودول  بدون علایم رقم پاروس جودا شوده اسوت    

ویوروس در منطقوه   های مختلفی از ایون  ممكن است استرین
وجود داشته باشد یا ایون ویوروس در آلوودگی مخلووط بوا      

نشوان داده شوده اسوت کوه     های دیگر باشود.  سایر ویروس
فرنگوی منجور   زاد تووت های شتهوسرآلودگی مخلوط در وی

شووود )مووارتین و بوه تشوودید علایوم و خسووارت بیشووتر موی   
 یبنابراین، تهیوه (. 1988، کرزال و همكاران 2006زانتاکیس 
بودون   احداث بوا  جدیود  سالم برای  گیاهان به  اهرقلمه از 

کافی نبوده و ممكن اسوت منجور    گیاهانتست مولكولی این 
 گیاهوان شناسوایی   ،بنوابراین جدید گوردد  به شروع آلودگی 
بورای   RT-PCRهای حساس مولكوولی ماننود   سالم با روش

همچنین  شود.های عاری از ویروس پیشنهاد میقلمه یتهیه
فرنگی در پشت برگ بعضوی گیاهوان   های توتمشاهده شته

که ممكن است ناقل این ویوروس باشوند، مودیریت    ( 2)شكل 
کوه لازم اسوت    این ویروس را با مشكل مواجه خواهد کورد 

نواقلین   کنترل این ،فرنگی گواهی شدههمزمان با کشت توت
 (.2006)موارتین و زانتواکیس    نیز موورد توجوه قورار گیورد    

های مورد مطالعوه در  آلودگی بیش از پنجاه درصدی نمونه
ناقول ایون   دهود کوه بوه احتموال زیواد      این تحقیق نشوان موی  

همچنوین،   در گسترش بیماری نقوش داشوته اسوت.   ویروس 
شود و ایون امور   فرنگی به صورت غیرجنسی تكثیر میتوت
 باشد. میگفار در گسترش بیماری تاثیرنیز 

)کلورکس و  ، مطابق با مطالعات پیشین تبارزاییاز لحاظ 
فرنگوی  های ویروس چروکیدگی توتجدایه، (2004همكاران 
گوووروه  نوکلئوتیووود از ژن پلیموووراز در دو  304براسووواس 
یوین تووالی شوده در    جدایه تع که هفت قرار گرفتند تبارزایی

رار قو (. 3شوكل  ) قورار گرفتنود   I-Aگوروه   این تحقیق در زیر
 در یوک زیرگوروه مجوزا   استان کردستان های گرفتن جدایه

بوه ایون   طوی یوک رخوداد    این ویوروس  احتمالا  نشان داد که
-بوا نورم   (FST)آنالیز افتراق ژنتیكوی   شده است. منطقه وارد

نشان داد کوه جمعیوت ایرانوی ایون      DnaSP v. 5.10.05افزار 
های هلند و شیلی کواملا مسوتقل هسوتند    ویروس از جمعیت

(FST>0.25)       و ممكن اسوت ایون ویوروس از کشوور دیگوری
برآورد شوده   FSTکه میزان پارامتر وارد شده باشد درحالی

-بوود و نشوان   25/0برای دو جمعیت هلند و شیلی کمتر از 

هوا و تبوادل جریوان    هوای آن مستقل نبودن جمعیت یدهنده
 باشد.تكثیری آلوده میژنی در اثر انتقال مواد 

هوای ایون   کمترین میزان تنووع ژنتیكوی در بوین جمعیوت    
( و سووپس جمعیووت 0.03π=) ایوورانویووروس بوورای جمعیووت 

بووه دسووت آموود. علووت تنوووع کووم ایوون ژن  (0.046π=) شوویلی
بووه دلیوول منطقووه ویووروس در جمعیووت ایرانووی ممكوون اسووت 

بورداری )یوک اسوتان(،    جغرافیایی نسبتا محدود برای نمونه
منبع مشوترک آلوودگی بوه دلیول تكثیور غیور جنسوی آن در        

هووا، گسووترش سووریع آن در منطقووه بووه دلیوول برخووی خزانووه
کووه تمووامی حضووور احتمووالی ناقوول بوووده باشوود. از آنجووایی

های این ویروس در این تحقیق در یک زیرگروه قورار  جدایه
هوا را  توان تنوع ژنتیكی کم این جدایوه (، نمی2گرفتند )شكل 
 هووای کوومنسووبت کووم در ایوون منطقووه نسووبت داد. بووه قوودمت

ها در همه جمعیت (dN/dS)به غیر متراد   جانشینی متراد 
نقوش عموده را    ،( پیشنهاد می کند که انتخاب منفی4)جدول 

قابل توجه  ینكتهاند. بازی کرده یدر تكامل این ژن ویروس
اینكه میزان تنوع ژنتیكی این ویروس در جمعیوت ایرانوی از   

ها برخوردار بوود  کمترین مقدار در مقایسه با سایر جمعیت
در  dN/dSبیشوترین میوزان    جالب توجه اینكه ( ولی2)جدول 

توانود ناشوی از   جمعیت ایرانی مشاهد شد. علت این امر موی 
-ایون تحقیوق از ارقوام مختلوف  تووت      هایجدایهجداسازی 

باشد که باعث سازگاری ویروس بوا رقوم   ( 1)جدول فرنگی 
 1فشار انتخاب ناشی از میزبانبه عنوان  شود کهمیمیزبان 

 .(2003آرنا و همكاران -شود )گارسیاشناخته می
اطلاعات به دست آمده در این تحقیق به فهم ساختار 

مقابله با  راهكارهایو های این ویروس مولكولی جمعیت

                                                           
1
Host-associated selection 
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های سالم از آلوده جهت صدور گواهی ، غربال قلمهآن
سلامت و بررسی وضعیت کلی ویروس در ایران کمک 

 شایانی خواهد کرد. 
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Abstract 

Leaf crinkle symptoms in some strawberry plants were observed in field, and therefore 55 leaf samples 

(symptomatic and asymptomatic) were collected from Kurdistan province and tested for infection with 

Strawberry crinkle virus (SCV) by RT-PCR. Total RNA was extracted by silica-capture method and subjected to 

cDNA synthesize with random hexamer primers. RT-PCR was done by specific SCV-primers and PCR 

products were observed on 1.2% agarose gels. RT-PCR results were showed that 51.9% of the samples were 

infected by SCV. Based on the geographical origin, cultivar and symptom, seven isolates were selected, 

sequenced and analyzed for molecular characterization and phylogenetic studies on SCV L-gene. Phylogenetic 

analysis showed that all the seven isolates from Kurdistan were placed in a distinct subgroup, phylogenetic 

group II. The average genetic distance between the isolates from Iran was 0.031 ± 0.005 but between these 

isolates and the other isolates, available in GenBank, was 0.069 ± 0.014. Pairwise comparisons of the sequences 

showed that isolate SAr6 had the highest nucleotide similarity (95.1%) to isolate 4MM of Argentina whereas 

isolate SS26 had the lowest nucleotide identity with isolate HB-A1 of Netherlands. This is the first report on 

occurrence of SCV on strawberry in Kurdistan province and also the first report of molecular detection of SCV 

in Iran.    

Keywords: Genetic distance, Kurdistan province, Specific primers, Strawberry. 

 


