
                                                                                   
 

 

  مجله بيوتكنولوژي كشاورزي

 ISCپژوهشي و - علمي

 استان فلفل در آلوده كننده فرنگي گوجه حلقوي لكه ويژگي هاي مولكولي و زيستي جدايه هاي ويروس

  تهران

 
  2 ∗∗∗∗رو رخشنده فرشاد ،1سنج سخن يلدا

 واحد اسلامي آزاد دانشگاه طبيعي، منابع و كشاورزي دانشكده گياهي، شناسي بيماريداننشجوي سابق كارشناسي ارشد  1

  .نتهرا تحقيقات و علوم
  .تهران تحقيقات و علوم واحد اسلامي آزاد دانشگاه طبيعي، منابع و كشاورزي استاديار گروه بيماري شناسي گياهي، دانشكده 2

12/03/1393: ، تاريخ پذيرش17/03/1392: تاريخ دريافت  

    چكيده

 تهديد عوامل از يكي Tomato ringspot virus (ToRSV) يا فرنگي گوجه حلقوي لكه ويروس
 نمونه 110 تعداد 1389-1391 هاي سال زراعي فصول طي در .است جهان در سبزيجاتكشت  نندهك

قلمي  فلفل از تصادفي صورت به علايم بدون يا و ويروسي آلودگي به مشكوك علايمداراي  برگي
 Double سرولوژيكي  هاي آزمون از استفاده با. شد آوري جمع تهران استان اي گلخانه و ايمزرعه 

،Antibody Sandwich Elisa (DAS-ELISA)  وDot immunobinding assay (DBIA)  حضور 
با مايه زني مكانيكي  ويروس خصوصيات بيولوژيكي جدايه هاي  .شد ائيدت ها نمونه% 22 در ويروس

با روش گياهان محك و ويژگي هاي مورفولوژيك آن ها با مشاهده پيكره هاي ايزومتريك 
Immunosorbent electron microscopy (ISEM) ي گياهينمونه ها آلودگي .مورد بررسي قرار گرفت 

 و reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) آزمون از استفاده با ToRSVبه 
 ژن توليد كنندهاز  يقسمت تكثيرجهت در اين تحقيق  شده طراحي اختصاصي آغازگركاربرد 
 پلاسميد درمربوط به يكي از جدايه ها  شده تكثير ژني قطعه .گرفت قرار يدتائمورد  ويروس پليمراز

pTZ57R/T سويه به و وارد DH5α باكتري E. coli قسمتي از ژن پليمراز  سازي همسانه و شد داده انتقال
 تعيين مربوط ژنتيكي قطعه ترادف سپس و استخراج شده سازي همسانه پلاسميد. پذيرفت انجامويروس 
 Blast جستجوي ابزاراستفاده از  با مقايسه. ثبت گرديد NCBIدر  JQ972695 يو با كد دسترس گرديد
 بين اي آمينه اسيد توالي مبني بر شباهت% 94-98 و نوكلئوتيدي توالي مبني بر شباهت%  87- 94 ميزان

پراكنش و  رديابي، بررسيداده هاي اين بررسي مي تواند جهت  .مشخص شد  آمريكايي و ايراني نژادهاي
  .كار روده ويروس در مزارع فلفل ايران ببا مديريت مبارزه  روش هايزباني و استفاده در يدامنه م

  

  .RT-PCR ، phylogenetic analysis ،sequencing سازي، همسانه ،ToRSV : كليدي هاي واژه
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  مقدمه

 فرنگي گوجه حلقوي لكه ويروس

)ToRSV ( يبه راسته Picornavirales ،ادهخانو 

Secoviridae زير خانواده ،Comovirinae و 

 ,.Sanfacon et al) دارد قتعل Nepovirus جنس

ويروس ايزومتريك گرد و  يها پيكره .(2009

 الترا هنگام به و داشتهنانومتر  30در حدود  يقطر

جزء  سه ساكارز، چگالي شيب در سانتريفوژ

 .(Stace-Smith, 1996) دهند مي شكل را يرسوب

تك رشته اي  RNAژنوم ويروس از دو عدد 

داراي مثبت تشكيل شده است كه هر رشته ژنومي 

به يك  5َدر ابتداي يك قاب خواندني باز بوده و 

 (Vpg) با وزن مولكولي كم پروتئين ويروسي

 .)Sanfacon et al., 2009( شده استمتصل 

ويروس لكه حلقوي گوجه فرنگي تعداد زيادي از 

گياهان علفي و يا درختان مثمر و غير مثمر را 

آلوده مي سازد و موجب كاهش عمر باغات 

با كاهش  اين ويروس. زراعي و زينتي مي شود

كاهش نيز و  ان ميزبانتوان زيستي گياه

-به تنش هاآن افزايش حساسيت وبازارپسندي 

هاي غير زيستي و يا زيستي ديگر موجب بالا 

 ,Stace-Smith)رفتن ميزان خسارت مي شود 

 ToRSVتا كنون جدايه هاي متفاوتي از . (1984

در نقاط مختلف جهان گزارش شده است و هر 

جدايه اختصاصي داراي ويژگي هاي 

بر اين مبني تا . سرولورژيكي مجزايي مي باشد

اين ويروس  گروه سرولوژيكي ازپنج كنون 

 ,Bitterlin & Gonsalven)گزارش شده است 

جدايه هاي مختلف ويروس در توالي كد . (1988

موجود روي دومين مولكول  3َكننده انتهاي 

RNA  هستند قابل تمايز ژنومي از يكديگر

(Wang & Sanfacon, 2000) .نظر از نوع صرف

ميزبان و توان بيماريزايي و يا منطقه جغرافيايي 

جداسازي جدايه هاي مختلف، نپوويروس محل 

ها داراي حفاظت ژنومي در منطقه ژنتيكي غير 

مي باشند  (UTR-'3)قابل ترجمه انتهاي ژنوم 

(Pribylova et al., 2008)  . نتايج تحقيقات اخير

نيز از  ToRSVنشان داد كه جدايه هاي مختلف 

 UTR-'3حفاظت بالاي ژنومي در منطقه 

ويروس لكه  .(Li et al., 2011)برخوردارند 

حلقوي گوجه فرنگي در ايران از پراكندگي 

اين ويروس از مزارع . وسيعي برخوردار است

سويا در استان هاي گلستان، مازندران، خوزستان، 

، Golnaraghi et al., 2004)(اردبيل و لرستان 

 Rakhshandehroo et(تاكستان هاي شمال كشور 

al., 2005(ن هاي مركزي و ، گياهان زينتي استا

، گوجه )Ghotbi & Shahraeen, 2009(تهران 

فرنگي كاري هاي استان هاي جنوب كشور 

)Massumi et al., 2009( ، باغات سيب(Moini, 

و نيز درختان ميوه هسته استان خراسان  (2010

 ,.Sattary et al) دار استان هاي تهران و گلستان 

ن اين ويروس هم چني .گزارش شده است (2012

به تازگي از درختان ميوه هسته دار در برخي از 

 Sattary et(استان هاي كشور گزارش شده است 

al, 2012.(  ويروس مذكور از طريق گونه هاي

توسط در خاك و نيز  Xiphinemaمختلف نماتد 

با توجه به ). EPPO, 2005(منتقل مي شود  بذر

گستردگي ويروس در مناطق و ميزبان هاي 
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ران و به دليل موجود نبودن تحقيقي مختلف در اي

در اين در اين زمينه در سبزيجات زراعي ايران 

زيستي  هاي يويژگميزان آلودگي و نيز پژوهش 

فلفل آلوده كننده  ToRSVدايه هايج يمولكولو 

و گلخانه هاي استان تهران تعيين قلمي مزرعه اي 

  .گرديد

  

  ها وروش مواد

  نمونه برداري

-1391 هاي سال زراعي فصول طي در

 تصادفي صورت به برگي نمونه 110 تعداد 1389

 فلفل هاي نمونه از مزرعه قطر در حركت با و

 با دار علايم (.Capsicum annum L)قلمي 

 بدون نيز و ويروسي آلودگي به مشكوك علايم

 هاي گلخانه و مزارع در شده كاشته علايم

شامل شهر ري، شهريار،  تهران استان متفاوت

مزارع و گلخانه  .شد آوري جمعو ورامين  تهران

كيلومتر از يكديگر انتخاب شدند  10ها با فاصله 

و نمونه برداري از هر منطقه با توجه به ميزان 

سطح زير كشت فلفل در آن انجام صورت 

  .پذيرفت

 

 يباد يبه روش ساندويچ دو طرفه آنت الايزا

)(DAS-ELISA   

يزا آزمون الا از ToRSVبه منظور رديابي 

-DAS(به روش ساندويچ دو طرفه آنتي بادي

ELISA (روش مطابق )Clark & Adams (1977 

 چندي هاي بادي آنت از آزمون نيا در .استفاده شد

برابر  200با رقت  (Agdia, USA)ي ا همسانه

ي ريگ عصاره .استفاده شد ToRSVرديابي  جهت

 كي نسبت ابجمع آوري شده ي برگي ها نمونه از

 بافرميلي ليتر  يك در برگ بافت گرم كي( يك به

. پذيرفت انجام سردي نيچ هاون در) استخراج

 ماده داراي سوبسترا بافر براي اين آزمون از

استفاده  (1mg/mL)به ميزان  فسفات ليتروفنيپاران

 ونمونه هاي مثبت ي يزا رنگ واكنششد و 

الايزا خوان مدل  دستگاه با زرد رنگ حضور

ELX 800-Biotek نانومتر 405 موج طول رد 

نمونه هايي كه مقدار  .گرفت قراري بررس مورد

برابر ميانگين جذب  3عددي جذب آن ها از 

چاهك هاي مربوط به شاهد سالم بيشتر بود به 

عنوان نمونه هاي مثبت و آلوده به ويروس در نظر 

براي هر . Clark & Adams (1977( گرفته شدند

ي كنترل مثبت و منفي بار انجام آزمون از نمونه ها

همچنين از نمونه هاي برگ فلفل . استفاده شد

  .فاقد آلودگي نيز به عنوان شاهد سالم استفاده شد

  

 Dot-immunobinding assayآزمون ديبا  

(DIBA)  
به دليل احتمال خطا در نتايج آزمون الايزاي 

ت كم شستشو و حذف مستقيم به دليل قابلي

آزمون در  اكنشواز چاهك هاي  اكسيدانت ها

في يي ضعيواكنش رنگ زا مذكور، نمونه هايي كه

 DAS-ELISAبا آنتي بادي اختصاصي در آزمون 

 DIBA، براي تائيد آلودگي توسط آزمون داشتند

براي اين منظور . مورد بررسي مجدد قرار گرفتند

با  ToRSVنمونه گياهي آلوده به  50از تعداد 

تفاده اس DAS-ELISAواكنش ضعيف در آزمون 

 & Banttari)(آزمون ديبا مطابق روش . شد
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Goodwin,1985  از آنتي بادي انجام شد و در آن

برابر و  200با رقت  ToRSVچند همسانه اي 

 ,Sigma-Aldrich) آنتي بادي ضد خرگوش 

Germany) Goat Anti-Rabbit (GAR)  با رقت

براي رديابي ويروس از  .برابر استفاده شد 10000

 nitro blue (NBT)يي رنگزا مواد شيميا

tetrazolium (Sigma-Aldrich)  و(BCIP) 5-

bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate  استفاده

حضور لكه هاي بنفش رنگ در سطح غشاء . شد

دقيقه از زمان افزوده شدن به  20به فاصله زماني 

در  . منزله آلودگي به ويروس در نظر گرفته شد

سالم و آلوده فلفل گ هاي اين آزمون از عصاره بر

 .  به عنوان شاهد هاي منفي و مثبت استفاده شد

  

زيستي جدايه هاي بررسي خصوصيات 

ToRSV رديابي شده از فلفل  

  Immunosorbent electronآزمون 

microscopy (ISEM)  

به منظور مشاهده پيكره ويروس لكه 

نمونه از جدايه  سهحلقوي گوجه فرنگي، تعداد 

با  شهرريشهر هاي ورامين و به  هاي مربوط

استفاده از ميكروسكوپ الكتروني مورد مشاهده 

  Milne مطابق روشق ين تحقيا. قرار گرفتند

براي اين منظور . )Milne, 1993( انجام پذيرفت

از آنتي بادي چند همسانه اي ويروس با رقت 

ها منفي پيكرهزي يرنگ آم  .برابر استفاده شد 200

 .پذيرفت انجام %2 ل استاتيانوريمحلول توسط 

ها توسط مشاهده پيكره ها و عكسبرداري از نمونه

گذاره مدل كروسكوپ الكتروني يدستگاه م

Philips EM-208 كيلوولت و  80با ميدان ولتاژ

 .انجام پذيرفت هزار برابر 80-100بزرگنمايي 

  

  زيست سنجي گلخانه اي 

 زيستيبه منظور بررسي برخي خصوصيات 

در اين تحقيق از  ToRSVه جدايه هاي مربوط ب

و عصاره برگ  گياهان علفي سنجشي استفاده شد

 آنهانمونه هاي آلوده به صورت مكانيكي بر روي 

جدايه پنج براي مايه زني از تعداد . مايه زني شد

 ToRSVشاخص داراي نوع شاخص علايم 

نمونه  پنجبراي اين منظور عصاره هر  .استفاده شد

  =1/7pHمولار  با  1/0 پتاسيم در بافر فسفات

استخراج و مركاپتواتانول  - 2 از ماده %15 داراي

خيار  اهانيگصورت مكانيكي بر روي به 

)Cucumis sativus L.(،  توتون(Nicotiana 

tabacum cv. Samsun)لوبيا چشم بلبلي ، 

(Vigna unguiculata L.) ،لوبياي معمولي  و)  

(Phaseolus vulgaris L ه يمارار درگلخانه با تك

روز پس  10برگي و  4تا  2در مراحل  .زني شد

از مايه زني، علايم ظاهر شده روي گياهان مايه 

 14آزمون الايزا تا زني شده يادداشت برداري شد 

روز پس از مايه زني به منظور اطمينان از آلوده 

  .انجام پذيرفت مايه كوبي شدهبودن گياهان 

  

  RT-PCRآزمون 

 هاي نمونه در ويروس دقيق صتشخي براي

 از هايي نمونه براي  RT-PCRآزمون از آلوده

 مثبت الايزا سرولوژيك آزمون توسط كه گياهان

 منظور اين براي. شد استفاده ،بودند شده شناخته
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آلوده به ويروس به صورت  يبرگ يها عصاره

در گلخانه مايه  لوبياگياه محك  يبر رو يمكانيك

 آموده ي،پس از مايه زنروز چهارده . شد يزن

RNA با  لوبياجوان  يبافت برگ ها كل از

 mini)ستون هاي كوچك استخراج استفاده از 

column RNA extraction kit, Vivantis, 

Malaysia) استخراج شد.  

  

 يروسو يمرازژن پل براي آغازگر طراحي

ToRSV  و سنتزDNA  مكملcDNA  

 (ToRSV-RDR-F, R) آغازگرهاي جفت

 مربوط شده حفاظت ژنتيكي ي منطقه به جهتو با

 هاي جدايه RNA-1 برروي واقع پليمراز آنزيم به

 شامل  NCBIژن جهاني بانك در موجود
AF135410, AF135409, DQ641947, 

GQ141525, GQ141528, GQ141527, 

GQ141526  شدند طراحيبراي اين تحقيق. 

 از آمريكا از گذشته دري جدايه هاي مذكور مامت

 سازي همرديف. بودند شده گزارش ميوه ختاندر

 شده حفاظت منطقه به مربوط ژنتيكي هاي توالي

 نرم توسط فوق هاي جدايه براي پليمراز آنزيم

 Nicholas et) پذيرفت انجام GeneDoc افزار

al., 1997) نرم از استفاده با آغازگر طراحي و 

 .پذيرفت انجام Primer 3 (Ambion, USA) افزار

با استفاده  (cDNA)مكمل  DNAساخت  فرايند

و  (M-MuLV)از آنزيم نسخه بردار معكوس 

آلمان و  Fermentasمطابق دستورالعمل شركت 

 ياختصاص (Reverse Primer) يبا آغازگر برگشت

 يگوجه فرنگ يويروس لكه حلقو يمرازژن پل

(ToRSV-RDR-R) واكنش. پذيرفت انجام 

 يهابا استفاده از آغازگر PCR يمولكول

از  يتكثير قسمت يشده برا يطراح ياختصاص

ويروس باندازه  پليمراز بيانمسئول  يژن منطقه

جفت باز واقع در فاصله بين نوكلئوتيد  411

 يژنوم RNAاز قطعه اول  1647تا  1236يها

 يرفت هاياز آغازگر .ويروس انجام پذيرفت

(ToRSV-RDR-F) يو برگشت (ToRSV-RDR-

R) 5'تيب به تر يها يبا توال'-

GAAGAGCTAGAGCCTCAACCAGG-3 
 'CGCCTGGTAATTGAGTAGCCC-3-'5 و

براي تكثير توالي  يرز يحرارت يو چرخه ها

 داده قرار درجه 95 در دقيقه 4: استفاده شد هدف

 اتصال شدن، واسرشته سيكل، 35 با سپس شد

 95 در دقيقه 1 دماهاي با نهايي وبسط پرايمر

درجه  72در  قهيدق2درجه و 54در  يقهدق1درجه،

 72 يكلس يك يتدنبال شد و در نها يببه ترت

   .يقهدق 10به مدت  يگراددرجه سانت

  

 كيت توسط PCR محصول سازي همسانه

 Inst TAclone) فرمنتاس شركت تجارتي
TM

 

PCR Coling kit, #K1213)   
 ابتدا PCRمحصول  يهمسانه ساز براي

 يباند مربوط به قطعه ژنتيك يحاو PCRمحصول 

از ژل آگارز توسط كيت هدف كثير شده ت

 DNA Extraction Kit) يان ا ياستخراج د

#K0513) قطعه ژنتيكي حاصل در . استخراج شد

وارد  pTZ57R/Tناقل پلاسميدي همسانه ساز 

 نوتركيب باناقل پلاسميد  ،انتقال پس از. شد

 يبه درون سلول هاحرارتي  شوك از استفاده

. يافتانتقال  α DH5سويه  E.coli يباكتر مستعد
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 هاي اكتريب   پرگنه غربالگري از استفاده با

 يدارا يبا استفاده از محيط كشت انتخاب نوتركيب

 يحاو( يدسف يكشت پرگنه ها سيلين وآمپي

 يكشت انتخاب يطمح يرو) يبنوترك يدپلاسم

-X-Gal (5-bromo-4-chloroداراي مواد  يدجد

3-indolyl-β-D-galactopyranoside) و IPTG 

(IPTG (isopropyl-D-

thiogalactopyranoside) نوتركيب  يتوده ها

استخراج پلاسميد با استفاده از   يانتخاب و برا

 يبرا. مورد استفاده قرار گرفتند يروش ليز قليائ

تكثير شده در پلاسميد  DNAتائيد حضور قطعه 

 و BamH1 يبرش يمدو آنزنوتركيب، با استفاده از 

EcoR1  مذكور برش داده شدپلاسميد. 

  

  يو آناليز فيلوژنتيك يابي واليت

 بهدو تكرار  دراستخراج شده  يها پلاسميد

به شركت  يابي يتوال يبرا يمصورت مستق

Bioneer يستتوسط شركت تكاپوز يكره جنوب 

 يرديابتوالي نوكلئوتيدي مقايسه . يدارسال گرد

با  NCBIموجود در  يها يشده با ساير توال

انجام  nBlastز موتور جستجو گر استفاده ا

منطقه  ClustalWبا استفاده از نرم افزار . پذيرفت

و ساير  يجدايه ايران يتكثير شده برا يژنتيك

) 1جدول ( NCBIدر  شدهثبت  يجدايه ها

 يهمرديف شدند و پس از حذف نوكلئوتيدها

استفاده  با يفيلوژنتيك درخت ي،پوچ از درون توال

با  p-distanceصورت  هو ب Mega 5از نرم افزار 

اين منظور  يبرا. ترسيم گرديدتكرار  1000

-Broad bean wilt virusباقلا  يويروس پژمردگ

  .قرار گرفت يبه عنوان گروه خارج 2

 نتايج

با استفاده از آزمون هاي   ToRSVرديابي 

و  DBIAو    DAS-ELISAسرولوژيكي 

  RT-PCRمولكولي 

كي الايزا با استفاده از آزمون سرولوژي

مشخص شد كه ويروس لكه حلقوي گوجه 

 آوري جمع فلفل نمونه 110 از% 22فرنگي در 

حضور  تهران استان هاي گلخانه و مزارع از شده

 يمربوط به آلودگ% 10 يزانم ينكه از ا دارد

 يگلخانه ا يمربوط به آلودگ% 12و  يمزرعه ا

نمونه اي كه در الايزا واكنش  50از تعداد . بود

ي را با آنتي بادي نشان داده بودند و توسط ضعيف

مجدداً براي حضور ويروس مورد  DIBAآزمون 

رديابي قرار گرفتند، همگي نمونه ها واكنش 

رنگزايي قوي را نشان دادند كه بيانگر قابليت 

براي  ELISAدر مقايسه با  DIBAبيشتر تكنيك 

نمونه در  ).1شكل (رديابي ويروس مي باشد 

آلوده  ToRSVالايزا براي يي كه توسط ها

-RTاز انجام آزمون  پس تشخيص داده شدند،

PCR  يطراح ياختصاص آغازگر از استفادهبا 

 وزن به نظر مورد ژني قطعهپژوهش  ينشده در ا

كد كننده  يژنتيك منطقه مربوط به باز جفت 411

همچنين با  .)4شكل ( گرديد تكثير يمرازپل يمآنز

صاصي طراحي شده استفاده از جفت آغازگر اخت

در اين بررسي براحتي قطعه ژنتيكي مورد انتظار 

از بخشي از ژن پليمراز ويروس در گياهان محك 

  .مايه كوبي شده با ويروس تكثير گرديد
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منتخب كه براي بررسي  ToRSVكدهاي دسترسي، ميزبان و منطقه جغرافيايي جدايه هاي  -1جدول 

نوكلئوتيدي مربوط به ژن توليد كننده آنزيم پليمراز در اين تحقيق  فيلوژنتيكي بر مبني بخشي از توالي

  .انتخاب شده اند
Table 1- Accession numbers, host and origin of ToRSV isolates selected for phylogenetic 

analysis on the basis of a partial nucleotide sequence of the RdRP gene encoding viral 

polymerase in this study. 

Isolate or Strain Accession no. Host Origin 

T392 AF135410 Peach USA 

Rasp-1 AF135409 Raspberry USA 

PYB-1 AF135408 Raspberry USA 

19-7 GQ141525 Blueberry USA 

4-5 GQ141526 Blueberry USA 

11-12 GQ141528 Blueberry USA 

5-11 GQ141527 Blueberry USA 

Teh JQ972695 Pepper Iran 

BBWV-2 HQ602940 Verbena Netherlands 

  

 از آزمون با استفاده استان تهران فلفل هاياز  فرنگي گوجه حلقوي لكه رديابي ويروس -1شكل 

DBIA  . نمونه (و بيرنگ بيانگر واكنش منفي ) نمونه آلوده(حلقه هاي بنفش رنگ بيانگر واكنش مثبت

 فردي .جدا شده از شهر ورامين فلفلنمونه هاي   A 1, 2,3,4,5 :رديف. مي باشد) غير آلوده

B1,2,3,4,5:  رديف ،.جدا شده از شهر ري فلفلنمونه هاي C 1,4,5  : رديف.فلفل شهريارنمونه هاي ،  

D 1,2  : شهر رينمونه هاي فلفل.، D 3,4,5 : فلفل تهراننمونه هاي.، :C2  سالم و فلفلنمونهC3   :بافر.  
Figure 1- Detection of Tomato ring spot virus (ToRSV) from pepper plants in Tehran by 

dot immunobinding assay. Test results representing the total leaf protein extracted from 

pepper plants isolated from Tehran. Infected samples and ⁄ or positive reactions are 

represented by lilac dots. No reactions are obtained from healthy pepper material 

(colorless). Lanes A1,2,3,4,5 represent ToRSV-infected pepper isolated from Varamin 

district; B1,2,3,4,5 are for infected pepper from Shahriar district; D1,2 infected pepper 

plants from Shahrerey district; D3,4,5 infected pepper plants from Tehran district; C2: 

Healthy pepper sample and C3: Buffer. 
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  ToRSVآناليز فيلوژنتيكي جدايه هاي 

 قطعه توالي تعيين و سازي همسانه از پس

توالي ژنتيكي مذكور با كد  شده تكثير ژني

در بانك جهاني به ثبت ) JQ972695(دسترسي 

نوكلئوتيدي  يها توالي مقايسه). 1جدول (رسيد 

نشان داد  pBlastو  nBlast جستجوي هايابزار با

 هاي جدايه ساير با فلفل نندهآلوده ك ايراني جدايه

%  89- 94 ميزان در بانك جهاني ژن به شده ثبت

 در سطح%  94-98 و نوكلئوتيدي توالي در سطح

). 1جدول (مشابه مي باشد  اي آمينه اسيد توالي

بيشترين ميزان تشابه بين جدايه هاي آمريكايي 

 درخت در .ويروس با جدايه ايراني مشاهده شد

 جدايه ساير كنار در ايراني جدايه فيلوژنتيكي،

 گزارش اخته زغال از كه ويروس آمريكايي هاي

. )2 شكل( گرفت قرار اول گروه در بودند شده

جدايه جدا شده از هلو با فاصله ژنتيكي از ساير 

جدايه هاي جدا شده از زغال اخته و نيز فلفل در 

گروه فيلوژنتيكي اول قرار گرفت و جدايه هاي 

شك جدا شده بودند در كنار ويروسي كه از تم

يكديگر در گروه فيلوژنتيكي دوم قرار گرفتند 

  ). 2شكل (

  

 

يكايي بر مبني قطعه آمر يها يهبا جدا يرانيا يهجدا يسهحاصل از مقا يلوژنتيكيدرخت  ف - 2 شكل

درخت  .Tomato ring spot virusجفت باز از طول ژن پليمراز جدايه هاي  411ژنتيكي باندازه 

 Boot)درصد هاي بوت استراپ . و با هزار تكرار ترسيم شده است p-distanceژنتيكي به روش فيلو

strap) گروه ها بر روي انشعابات نشان داده شده است .Scale bar .05/0باندازه  ژنتيكي فاصله بيانگر 

جي به عنوان گونه خار (BBWV-2)ويروس پژمردگي باقلا  RdRPتوالي نوكلئوتيدي ژن  .باشد يم

  .انتخاب شده است
Figure 2- Phylogenetic tree of Tomato ring spot virus isolates constructed from the 

alignment of 411 nucleotide sequence of the polymerase gene of isolates from Iran, 

together with the homologous American isolates. Tree rooted using the p-distance 

method based on 1000 replicates.  Bootstrap percentages of clades are shown along 

internal branches of trees. Branch lengths represent genetic distances.  The tree was 

rooted with the RdRP of Broad bean wilt virus-2 (BBWV), used as an outgroup species. 



 1393، سخن سنج و رخشنده رو

٨٣ 

 

 

 الكترون ميكروسكوپيايمينو زيست سنجي و

با استفاده از آزمون ميكروسكوپ الكتروني 

پيكره هاي ايزومتريك ) ISEM(و تكنيك 

ويروس در عصاره برگ مربوط به نمونه هاي 

از اين . آلوده مشاهده و مورد عكاسي قرار گرفتند

با قطري حدود  ToRSVطريق پيكره هاي كروي 

نومتر مشابه ابعاد ذكر شده توسط نا 32تا  30

 ;Stace-Smith, 1984; 1996(محققان پيشين 

Samuitiene et al., 2003(  در عصاره ي نمونه

بين جدايه هاي . )3شكل ( هاي آلوده مشاهد شد

مختلف از لحاظ مورفولوژيكي تفاوت معني داري 

روز  10گياهان محك سنجشي تا . مشاهده نشد

ي توسط تمام جدايه هاي پس از مايه زني مكانيك

مربوط به ميزبان ها و مناطق مختلف علايمي 

يكسان به مانند آنچه كه در گذشته براي ويروس 

ToRSV  گزارش شده بود را نمايان ساختند

(EPPO, 2005) ) با اين ). 5شكل (و ) 2جدول

وجود بين جدايه هاي مربوط به مناطق مختلف 

ك تفاوت در ايجاد علايم در برخي گياه هاي مح

لوبياي چشم  يها گياه. در علايم وجود داشت

جدايه پس از مايه زني  بلبلي و لوبياي معمولي

هاي مختلف ويروس مربوط به مناطق مختلف با 

لكه هاي كلروزه موضعي سيستميك، نكروز 

سيستميك، بدشكلي، موزاييك و موزاييك 

شكل ( دسيستميك به آلودگي ويروس پاسخ دادن

در پاسخ به مايه  لوبيا هاي مذكوردر حالي كه ) 5

جدايه هاي مختلف گلخانه اي و زني با عصاره 

  .خ دادنداسمزرعه اي يكسان پ

  

جدا شده از فلفل در استان تهران بر روي گياهان  Tomato ring spot virusدامنه ميزباني  -2جدول 

  .علفي محك
Table 2- Host range of pepper infecting Tomato ring spot virus isolates from Tehran, on 

indicator herbaceous plant species. 
  

 نام علمي گياه محك
Scientific name of indicator 

plant 

 علايم
Symptoms 

  الايزانتيجه آزمون 
ELISA test 

result 

Vigna  unguiculata L. Sn, Sc, LD, Mo + 

Cucumis   sativus L. Mo, Sc + 

Nicotiana  tabacum cv. Samsun Vc, Mo, SL + 

Phaseolus vulgaris L. CLL, LD, Sc + 

Sn: Systemic necrosis; Sc: Systemic chlorosis; Vc: Vein clearing; Mo: Mosaic; LD: Leaf deformation; 

CLL: Chlorotic local lesion, SL: Symptomless. 
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پيكره ها پس از تكثير ويروس . نانومتر 32-30با قطر حدود  ToRSVپيكره هاي ايزومتريك  - 3شكل 

با  EM-208جداسازي شده و توسط ميكروسكوپ الكتروني گذاره در گياه محك لوبيا از عصاره برگ 

مكان حضور پيكره ها در شكل با پيكان . مورد عكاسي قرار گرفته اند ISEMتكنيك استفاده از 

  . (Bar. 100nm)مشخص شده است 
Figure 3- Isometric particles of Tomato ring spot virus with a diameter about 30-32 nm. 

Particles were captured with ISEM technique and photographed with using EM-208 

electron microscope system after viral replication in bean propagative-indicator host 

plant. Viral particles indicated by arrow head through in picture. Bar. 100 nm. 

 
از فلفل شده  يرديابويروس لكه حلقوي گوجه فرنگي  يجدايه ها PCRالكتروفورز محصول  -4 شكل

 411 قطعه:  3و  2 ،1 هايراهك  .شده در اين تحقيق يآغازگر طراحجفت با استفاده از هاي تهران 

 ينردبان وزن مولكول:  L. فلفل شهرهاي تهران، شهر ري و ورامين هاي نمونه در شده ثيرتك باز جفت

 RNAكه در آن از  يچاهك مربوط به نمونه شاهد منف: C. فرمنتاس آلمان تجفت باز شرك 100باندازه 

  .گياه فلفل سالم به عنوان نمونه استفاده شده بود
Figure 4- Electrophoresis of RT-PCR products amplified with designed primers for 

Tomato ring spot virus isolates detected from infected pepper plants in Tehran.  Lanes 1 

to 3 represent amplified products of about 411 bp from infected pepper samples for 

Tehran, Shahre rey and Varamin districts respectively. Lane L, 100-bp DNA ladder 

(Fermentas, Germany); Lane C, negative control (PCR conducted using RNA from 

healthy pepper plant material). 
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  بحث

ويروس لكه حلقوي گوجه فرنگي 

)ToRSV (با ساير يا همراه  به صورت مستقل و

يعي از به گستره وس عوامل بيماريزاي ويروسي

 حمله مي كند سبزيجات در نقاط مختلف جهان

(EPPO, 2005) . جداسازي و در اين تحقيق

ويروس لكه حلقوي گوجه فرنگي از بررسي 

هم . شودايران گزارش ميبراي اولين بار در فلفل 

ويروس در زراعت هاي اين پراكندگي  چنين

تعيين براي اولين بار مختلف فلفل در استان تهران 

فلفل كاري هاي يج اين پژوهش نشان داد نتا. شد

با درصدهاي  تهراناستان  گلخانه اي و مزرعه اي

 مختلف به ويروس لكه حلقوي گوجه فرنگي

كرد كه اين بررسي مشخص . آلوده مي باشند

% 22در مجموع به ميزان استان تهران در  ها فلفل

% 10 يزانم ينكه از ا دنآلوده مي باش ToRSVبه

مربوط به % 12و  يمزرعه ا يمربوط به آلودگ

بيشتر اين  پراكندگي .بود يگلخانه ا يآلودگ

گلخانه اي ممكن است به فلفل هاي در ويروس

بودن شرايط آب و هوايي براي تر ب سمنادليل 

در مقايسه با مزرعه بهتر ويروس و گسترش تكثير 

از طرفي اين احتمال نيز وجود دارد كه . بوده باشد

بذور آلوده وارداتي از  به دليل استفاده از

كشورهاي آمريكايي و كاشت آنها در گلخانه ها، 

در گلخانه ها  منابع آلودگي بالايي براي ويروس

 اب .فراهم آمده باشددر طي سال هاي اين تحقيق 

اين وجود پايين بودن نسبي درصدهاي آلودگي 

نشان از آن دارد كه اين ويروس احتمالا از قدمت 

خوردار نبوده و در اين مناطق زيادي در منطقه بر

از دامنه ميزباني  مذكور ويروس .وارداتي است

كه نمونه  يآنجاي ازبسيار زيادي برخوردار بوده و 

با محصولات  يمزارع و گلخانه هاها از يبردار

انجام پذيرفته است بنابراين امكان  علفي و يكساله

 استقراربه دليل  يآلودگ يدر درصدها تغيير

در  ييد و ورود منابع جديد آلودگجد محصولات

در سال  يمورد نمونه بردار مزارع و گلخانه هاي

خواهد داشت كه اين امر اتخاذ وجود هاي بعد 

تدابير مديريتي و اجراي اصول قرنطينه و بهداشت 

در منطقه  زراعي را جهت كاهش منابع آلودگي

در بررسي هاي فيلوژنتيكي نيز . مي نمايد طلب

ايه ايراني ويروس داراي مشخص شد كه جد

شباهت بسيار زيادي به جدايه هاي آمريكايي 

بيانگر اين ادعا مي  مطلبويروس است كه اين 

تواند باشد كه بذور وارداتي عامل استقرار منابع 

در بررسي دامنه  .آلودگي در گلخانه ها مي باشد

 هاي مختلف ميزباني آزمايشگاهي جدايه

ToRSV مشخص شد  انمناطق مختلف استان تهر

كه جدايه هاي مختلف در گياه لوبيا از علايم 

تنوع علايم در ). 5شكل (متفاوتي برخوردارند 

در  ToRSVگياهان محك مرتبط با آلودگي 

گذشته توسط ساير محققين نيز گزارش شده 

و اين امر مي تواند به  (Li et al., 2011)است 

دليل حضور نژادهاي متفاوت اين ويروس در 

با اين وجود اثبات اين . مختلف مي باشدمناطق 

مطلب نيازمند تعيين توالي ژنومي جدايه هاي 
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موجود در مناطق مختلف مي  ToRSVمختلف 

  .باشد

نپوويروس ها از جمله عوامل ويروسي با 

چنين ويروس . پيكره گرد ايزومتريك مي باشند

هايي در مقايسه با ويروس هاي ميله اي از 

يادي در سطح ژنوم خود ساختمان هاي ثانويه ز

 .Wetzel et al., 2004) (برخوردار هستند 

حضور چنين ساختارهاي ثانويه اي ممكن است 

مانع اتصال آغازگرهاي اختصاصي به توالي هدف 

از اينرو . (Abou-Ghanem et al., 2005)شوند 

از  PCRتوصيه مي شود تا براي انجام بهتر آزمون 

 شود استفاده (Hot Start)واكنش هاي شروع داغ 

 ثانويه ساختارهاي شدن باز اجازه بالا دماهاي تا

 واكنشگرهايي از استفاده. بدهد را ژنوم سطح در

 دي يا و (DMSO) سولفوكسايد متيلن دي مانند

 شدن باز به توانند مي (DTT) تريتول تيو

 اتصال با و نموده كمك مذكور ثانويه ساختارهاي

 تر آسان بيرديا عمل هدف به آغازگر مناسب

پايين بودن دقت  .(Li et al., 2011)شد  خواهد

RT-PCR  در رديابيToRSV توسط محققين 

 ,.Fuchs et al)شده است قبل نيز گزارش 

با اين وجود طراحي آغازگر بر مبني . (2010

قسمت هاي حفاظت شده ژنوم ويروس مي تواند 

در اين تحقيق . را افزايش دهد PCRدقت واكنش 

ري براي رديابي جدايه هاي ايراني جفت آغازگ

ويروس لكه حلقوي گوجه فرنگي طراحي شد كه 

با دقت بالا قادر به رديابي ويروس از منابع گياهي 

 آناليز فيلوژنتيكي مبني بر). 4شكل (آلوده بود 

 جدايه پليمراز آنزيم به مربوط نوكلئوتيدي توالي

 بندي گروه كلاستر دو در ToRSV جهاني هاي

 ژنوتيپ دو حضور احتمال بيانگر كه شدند

 شكل( باشد مي جهان در ويروس اين از متفاوت

 جغرافيايي شرايط در تغيير اينكه وجود با). 2

 به توجه با ولي باشد نمي ها جدايه كننده تفكيك

 ميزبان از شده جدا ويروسي هاي جدايه همگرايي

و نيز فواصل  كلاستر هر درون در مختلف هاي

بين جدايه هاي مربوط به ميزبان ژنتيكي متفاوت 

 باعث ميزباني تنوع رسد مي نظر بههاي مختلف 

 با).  2 شكل( است شده ها جدايه ژنتيكي تفكيك

 توسط تحقيق مورد ويروس ورود امكان به توجه

 سالم بذور از شود مي توصيه كشور به آلوده بذور

 مناسب پايش و شود استفاده ويروس به مقاوم و

 ويروسي عوامل حضور براي وارداتي بذور

.پذيرد انجام مرتبط نهادهاي توسط مختلف
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در برخي از گياه هاي ) جدايه هاي فلفل(علايم آلودگي به ويروس لكه حلقوي گوجه فرنگي  -5شكل 

 .Nموزاييك و روشن شدن سيستميك برگ در توتون سامسون  a) .محك مورد بررسي در اين تحقيق

tabacum cv. Samsun (b   زخم موضعي كلروزه در برگ گياه لوبياي چشم بلبليVigna  

unguiculata  ،(c    موزاييك سيستميك و بدشكلي برگ در برگ لوبياي چشم بلبلي(d  بدشكلي و

موزاييك و زردي سيستميك  Phaseolus vulgaris (eموزاييك سيستميك در برگ گياه لوبياي معمولي 

  نكروز سيستميك در گياه لوبياي چشم بلبلي Cucumis   sativus، (fدر خيار 
Figure 5- Symptoms observed on herbaceous indicator plants inoculated with the 

pepper isolates of Tomato ringspot virus. a) mosaic and systemic leaf chlorosis on N. 

tabacum cv. Samsun, b) Chlorotic local lesion on cowpea leaves Vigna unguiculata, c) 

Systemic mosaic and leaf deformation on cowpea leaves, d) Systemic mosaic and leaf 

deformation on common bean leaves Phaseolus vulgaris, e) Systemic mosaic and 

chlorosis in cucumber plant Cucumis sativus, f) systemic necrosis in cowpea plants. 
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Abstract 

Tomato ring spot virus (ToRSV) is one of the most important viruses threatening 

vegetable production worldwide. During the years 2010 to 2012, a total of 110 asymptomatic 

and symptomatic pepper leaf samples with viral affecting like symptoms were randomly 

collected from fields and greenhouses of Tehran province. Plant samples were tested for 

the presence of ToRSV using Double Antibody Sandwich Elisa (DAS-ELISA) and 

Dot immunobinding assay (DBIA). Results indicated that 22% of the samples were 

infected with ToRSV. Bioassay was performed with the mechanical inoculation of 

herbaceous indicator plants to evaluate the biological properties of the detected 

isolates. The morphological features of the virus isolates were studied using 

Immunosorbent electron microscopy (ISEM). Specific pair of primers designed on the 

basis of a portion of the RdRP gene sequence and the presence of the ToRSV was 

confirmed with the reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) for 

serologically detected samples. An PCR amplicon of a sequence related to the RdRP gene 

from a representative isolate, was selected and cloned into the pTZ57R/T plasmid vector. 

Recombinant plasmid contained ToRSV-RdRP gene was transformed into Escherichia coli 

DH5α. Recombinanat plasmid was isolated and the inserted DNA fragment was sequenced 

and submitted to NCBI with accession number (JQ972695). At the deduced amino acid and 

nucleotide sequence levels of the RdRP gene, Iranian ToRSV isolate showed 94-98% and 87-

94% identity to corresponded American isolates respectively. Results of this study could be 

useful for ToRSV detection, host range determination, distribution condition and designing of 

control management strategies against ToRSV in pepper fields of Iran. 
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