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 چکیده

باشـد   داراي دامنه میزبانی وسیعی می(Tomato aspermy virus, TAV)فرنگی بذري گوجه      ویروس بی
 بـه منظـور شناسـایی و بررسـی خـصو صـیات ملکـولی و        .نمایداغلب در گیاهان زینتی ایجاد آلودگی می   و  
از بـین  .  جمـع آوري گردیـد      ایـران  هـاي مختلـف    نمونه گیاهی ار استان    436 تعداد   ،لوژیکی این ویروس  بیو

 با اسـتفاده از آزمـون الایـزا بـه روش     از گیاهان زینتی در سه نمونه TAVآلودگی به هاي مورد بررسی   نمونه
تئین پوششی با استفاده از      جفت بازي مربوط به ژن پرو      687قطعه  . ساندویچ دو طرفه مورد تایید قرار گرفت      

. گردیدنـد و تعیـین تـرادف    همـسانه سـازي   سپس ، تکثیر،جفت آغازگر اختصاصی و یک    RT-PCRآزمون  
نتـایج  . موجود در بانک ژن مورد مقایـسه قـرار گرفـت       ،   ،TAVهاي  با دیگر جدایه  هاي ایرانی   جدایهترادف  
- قـرار مـی  II و I ورد بررسی در دو گروه اصلیهاي مست که جدایه ابیانگر آناز تجزیه فیلوژنتیکی    حاصل  

 IIAهر سه جدایـه ایرانـی در زیـر گـروه     . گردد تقسیم میIIB و IIAنیز به دو زیر گروه  IIگیرند، که گروه    
مربـوط  آمینـه   بالاي ترادف نوکلئوتیدي و اسیدهاي     مشابهتهاي ایرانی داراي    همچنین جدایه . گردندواقع می 

 نتایج حاصل از تعیـین دامنـه میزبـانی سـه     .باشندمی با یکدیگر 99%ه میزان بیش از   ژن پروتئین پوششی ب   به  
بـر روي گیاهـان   اي دامنـه میزبـانی گـسترده   هاي ایرانی از آن است که جدایهدهنده نشان TAVایرانی جدایه  

ن و ایـر فرنگـی در ا بـذري گوجـه  این بررسی اولین گزارش از وقوع ویـروس بـی        . باشندآزمون برخوردار می  
 .باشدمعرفی گیاه اطلسی به عنوان میزبان جدید این ویروس در دنیا می

  RT-PCRآزمون ، جایگاه تکاملیبذري گوجه فرنگی،  ویروس بی:واژه هاي کلیدي
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  مقدمه
گونه اي  1بذري گوجه فرنگیویروس بی

 و خانواده Cucumovirusاز جنس 
Bromoviridae داراي دامنه میزبانی و  بوده

گیاهان تک لپه و دو لپه می بین ی در وسیع
گسترش جهانی داشته و در   این ویروس.باشد

 ،علاوهه  ب.استهاي داوودي بسیار رایج بین پایه
TAV  مهمترین عامل خسارت زا در گیاه گل

. )Choi et al., 2001 (داوودي در دنیا می باشد
 از قبیل متعدديدر میزبان هاي این ویروس 

، فلفل، سنبل، اختر، سوسن، فرنگی، آهارگوجه
گلایول، نعناع، تاج خروس، آفتابگردان، توتون و 

 Brierley et(کند گل استکانی ایجاد بیماري می

al., 1955; Hollings & Stone, 1971; 
Palukaitis. & Garcia-Arenal, 2003( .TAV 

توسط تعدادي از گونه هاي شته خانواده 
Aphididae ،از طریق مایه ین همچن به شیوه ناپایا

این ویروس . گردد منتقل می و بذرزنی مکانیکی
از گیاه ) Ainsworth )1939براي اولین بار توسط 

داوودي گزارش گردیده و تاکنون از نقاط مختلف 
 کشورهاي هند، چین، کره جنوبی، جملهدنیا از 

استرالیا، نیوزیلند، آمریکا، کانادا، فیلیپین، 
ند، روسیه و انگلستان مجارستان، هلند، نیوزیل

 ,Blencowe & Caldwell( گزارش شده است

1949; Hollings & Stone, 1971; Lin et al., 
علائم این ویروس بر روي گیاه گوجه ). 2004

فرنگی به صورت بدشکلی در برگ ها، کوتولگی 
 و همچنین در گیاه در گیاهها، بی بذري بوته

                                                             

1-Tomato aspermy virus, TAV 

 بد ها،داوودي به صورت شکستگی رنگ گلبرگ
ها می شکلی گیاه و کاهش اندازه و پژمردگی گل

 ,Raj et al., 2011; Hollings & Stone(باشد 

ژنوم ویروس به صورت سه قطعه ). 1971
 RNA-1,اي تک لاي مثبت تحت نام هاي .ان.آر

RNA-2 و RNA-3 بوده که قطعه RNA-1 
 و 2b و 2a پروتئین هاي 1a ،RNA-2پروتئین 
RNA-3 ششی هاي پوپروتئین(CP)2 و 
 ,.Canady et al( را کد می نمایند MP3)(حرکتی

 RNAمحافظت  پروتئین پوششی وظیفه .)1995
 و همچنین جهت عهده دار بودههاي ویروسی را 

 نیاز حرکت سلول به سلول ویروس در گیاه مورد
اولین مطالعات  ).Shi et al., 1997(می باشد 

ه مولکولی در مورد ژنوم ویروس بی بذري گوج
انجام  Wilson & Symons 1981)( توسطفرنگی

 بعد از آن مطالعات متعددي در مورد ژن و
هاي پروتئین پوششی و جایگاه تکاملی جدایه

 Raj et (مختلف این ویروس صورت گرفته است

al., 2011; Raj et al., 2009; Verma et al., 
 از آنجائیکه این بررسی اولین گزارش از ).2009

بذري گوجه فرنگی در ایران بیوجود ویروس 
باشد، لذا اهدف این تحقیق شامل بررسی می

 مولکولی بیولوژیکی وخصوصیات برخی از 
  .باشداین ویروس میایرانی جدایه هاي 

                                                             

2-Coat Protein 
3-Movment Protein 
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  هامواد و روش
به منظور بررسی و شناسـایی ویـروس بـی       

 1388بذري گوجه فرنگی در ایـران طـی دي مـاه     
ع گوجـه فرنگـی      از مـزار   1390لغایت مرداد مـاه     

استان هاي یزد، کرمان، همدان، آذربایجان غربی و      
مزارع فلفل واقـع در اسـتان هـاي فـارس، یـزد و          
مناطق گلکاري شهرهاي کرمـان، شـیراز، تبریـز و        

گیاهـان جمـع   . همدان نمونه برداري به عمل آمـد  
، فلفل و گل هـاي      گوجه فرنگی آوري شده شامل    

ار، کوکـب،   اطلسی، داوودي، مارگریت، همیشه به    
ستاره اي، جعفري، تـاج خـروس، ابـري و اختـر            

بر این اساس گیاهان داراي علائم مختلـف         .بودند
هــا، ویروسـی از قبیـل موزائیــک، کوتـولگی بوتـه    

زردي، تاولی و بدشکلی برگ ها و گل ها انتخاب    
مشخــصات گیاهــان مــورد بررســی در . گردیدنــد

  .آورده شده است 1جدول 
  

  یزا استفاده از آزمون الاها باشناسایی نمونه
 از  TAVهـا بـه     جهت تعیین آلودگی نمونه   

به روش کـلارك و   1دوطرفه الیزا ساندویچآزمون 
و بـا اسـتفاده از    (Clark & Adams 1977)آدامـز  
 تهیــه شــده از TAVاي ســرم چنــد همــسانهآنتـی 

نتایج .  کشور آلمان استفاده گردید  DSMZموسسه  
 EL800   خـوان مـدل  با استفاده از دستگاه الایـزا 

(Biotek Instrument)  نانومتر 405 در طول موج 
با توجه به میزان جذب     . مورد ارزیابی قرار گرفتند   

اسـتفاده از   بـا   ) کنتـرل منفـی   (عصاره برگ سـالم     

                                                             

4- Double antibody sandwich-ELISA, DAS-ELISA 

گیاهـان آلـوده    آسـتانه جـذب   SD 3 + فرمول 
 میـانگین جـذب،     در این فرمـول     . تعیین گردید 

SD    ها جهت برگ    انحراف معیار استاندارد چاهک
از هـاي آلـوده     بر این اساس نمونـه    . باشدسالم می 

  . گردیدسالم تفکیک
  

  گلخانه شرایط در ویروس میزبانی دامنه بررسی
براي اولین بار از کـشور   TAV آنجائیکه از

 جهـت بررسـی دامنـه       ،ایران گـزارش مـی گـردد      
و رقـم از     گونـه    34میزبانی و علائم ویروسـی از       

 بـه منظـور   . هفت خانواده گیاهی اسـتفاده گردیـد      
هـاي موضـعی    خالص سـازي بیولـوژیکی از لکـه       

 هاي گیـاه کلروتیک ظاهر شده بر سطح روي برگ     
Chenopodium qinoa Wildو تکثیـر   جهت  و 

ــن ــداري ای ــروس نگه ــم  وی ــون رق ــاه توت  از گی
Nicotiana tabacum L. cv. Whiteburly 

ویـروس بـر روي    زنی مایه تجه. استفاده گردید
هـاي  گلخانـه از بـرگ   شـرایط  گیاهان آزمـون در 

 1:4 پس از توزین به نسبت       TAVتوتون آلوده به    
  7pH مـولار بـا   1/0فـسفات   بـافر  و با اسـتفاده  

 علائم ظهور زمان زنی مایه از پس. صورت گرفت

 و بررسـی  مـورد  مـنظم  آنهـا بطـور   مشخصات و
یاهـان مایـه زنـی    گ. گرفـت  قرار برداري یادداشت

 و ºC 25-20 شــده در شــرایط گلخانــه بــا دمــاي
ــسبی  ــت ن ــب  60-70رطوب ــور مناس ــد و ن  درص
 پـس از ایجـاد علائـم بـر روي           .نگهداري شـدند  

آلودگی، گیاهان مذکور  تأیید جهتگیاهان آزمون 
دوطرفـه   بـه روش سـاندویچ   الایـزا  توسط آزمون

 .گرفتند قرار ارزیابی مورد
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  . اطق نمونه برداري و میزان آلودگی نسبت به ویروس بی بذري گوجه فرنگی گیاهان، من- 1 جدول
Table 1- The location, sample plants and rate of infection of Tomato aspermy virus. 

  میزان آلودگی
Infection 

rate 

  تعداد نمونه
Number of 

samples 

   میزبان
host 

  منطقه نمونه برداري
Region  

  نمونه بردارياستان 
province 

 Kerman کرمان Kerman کرمان  Chrysanthemum morifolium داوودي 57  2
  Kerman کرمان  Kerman کرمان  Calandula officinalis همیشه بهار 4 0
  Kerman کرمان  Sarasiabسرآسیاب  Calandula officinalis همیشه بهار  10 0
  Kerman کرمان  Kerman مانکر  Cosmos atrosanguineus ستاره اي  9 0
  Kerman کرمان  Kerman کرمان  Chrysanthemum superbum مارگریت  7 0
  Kerman کرمان  Kerman کرمان  Canna indica اختر  9 0
  Kerman کرمان  Kerman کرمان  hybrida   Petunia اطلسی  22 0
  Kermanکرمان Sarasiabسرآسیاب  hybrida   Petunia اطلسی  15 0
  Kerman کرمان Mahan ماهان  hybrida   Petunia   اطلسی   11 1
  Kerman کرمان  Mahan ماهان Solanum lycopersicon گوجه فرنگی  23 0
  Kerman کرمان Jiroft جیرفت  Solanum lycopersicon گوجه فرنگی  19 0
 Hamedan همدان  Hamedan همدان  Chrysanthemum superbum مارگریت  29 0
  Hamedan همدان  Hamedan همدان  Calandula officinalis ارهمیشه به  5 0
  Hamedan همدان  Hamedan همدان  Dahlia  imperialis کوکب  14 0
  Hamedan همدان Bahar بهار  Solanum lycopersicon گوجه فرنگی  15 0
 Fars فارس Siyakh سیاخ  Capsicum annum فلفل  28 0
  آباداسماعیل   Capsicum annum فلفل  46 0

Esmailabad 
  Fars فارس

  Fars فارس Shiraz شیراز  Amaranthus caudatus تاج خروس  6 0
  Fars فارس  Shiraz شیراز  Agreatum houstonisum ابري 9 0
 Yazd یزد Ashkezar اشکذر  Capsicum annum فلفل  11 0
  محمد آباد  Solanum lycopersicon گوجه فرنگی  28 0

Mohammad abad 
  Yazd یزد

  آذربایجان غربی Tabriz تبریز  Tagetes erecta جعفري  12 0
West-Azarbayjan 

  آذربایجان غربی  Tabriz تبریز  Chrysanthemum morifolium داوودي  33 0
West-Azarbayjan 

 -East آذربایجان شرقی  Ourmia ارومیه  Solanum lycopersicon گوجه فرنگی  14 0

Azarbayjan  
  -  - Total کل  436 3
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   cDNAو ساخت   کلRNAاستخراج 
 کـل   RT-PCR  ،RNA جهت انجام آزمون  

 .Nicotiana tabacum L از گیاهان توتـون رقـم  

cv. Whiteburly   هـاي  آلوده شـده توسـط جدایـه 
 High Pure Viralبا استفاده از کیت  TAVایرانی 

RNA Kit) شرکت  ساختRoche کشور آلمـان  (
اي .ان.ت دي بــه منظــور ســاخ.اســتخراج گردیــد

 کــل  RNAمیکرولیتــر  cDNA، 5/2)(مکمــل 
 میکرولیتــر آغــازگر برگــشت 5/2اســتخراجی بــا 

(10μM) ــر 5/8 و ــتریل میکرولیت ــونیزه اس  آب دی
 بـه  ºC95 مخلـوط و در حمـام خـشک در دمـاي    

پس از سـرد نمـودن   . دقیقه قرار گرفتند  یک  مدت  
میکرولیتـر بـافر    چهـار   ها بر روي یخ، مقـدار       لوله
RT1 (5x) ، میکرولیتــــر مخلــــوط داکــــسی دو

/. 5، (dNTPs, 10μM)ریبونوکلوتید تري فسفات 
-M) میکرولیتــر آنــزیم نــسخه بــرداري معکــوس

MuLV)) l/200U ( ــرکت ــاخت شــــ ســــ
Fermentas ،5 ./  ــده ــزیم بازدارنـ ــر آنـ میکرولیتـ

RNase) l/10U ( ها اضافه و بـه مـدت       به لوله
 ºC42مـاري در دمـاي       دقیقه درون دستگاه بن    45
ــرار دادن  . ار داده شــدندقــر ــا ق توقــف واکــنش ب

 انجـام   ºC72 دقیقه در دمـاي      15مخلوط به مدت    
 .گرفت

 جهت تکثیر قطعه ژن PCR2آزمون 
- بیهاي ایرانی ویروسپروتئین پوششی جدایه

 از آغازگرهاي استفاده گوجه فرنگی بابذري

                                                             

5-Revers-transcription 
6-Polymerase Chain Reaction 

 FASTافزار اختصاصی طراحی شده توسط نرم

PCRبا آغازگر هاي رفت ) TAV-F1: 5΄ 

CTGAGATGGTACAAAACGCTA-3΄ (  و
 ΄TAV-R9: 5 (برگشت

TAGACAGCGATGCAGCTGGT-3΄ (
 بترتیب لوله هر روش این  در.ورت گرفتص

 و   از هر کدام آغازگرهاي رفت µM2/0 شامل 
مخلوط  mM 1 MgCl2 ،mM 2/0 برگشت،

dNTP، µL 5/2 بافر  
 PCR (10x)، U 25/1 آنزیم Taq DNA 

polymeraseو  شرکت سیناژن از µL 5/2 
cDNA  آب دیونیزه استریلبود که با افزودن 

واکنش  . میکرولیتر رسانده شد25حجم نهایی به 
اي پلیمراز شامل یک مرحله واسرشت زنجیره

 ، ºC 94 دقیقه در دمايچهار سازي اولیه به مدت 
  چرخه شامل مرحله واسرشت سازي در دماي35
ºC 94  اتصال درمرحلهدقیقه، یک به مدت  ºC 
 مرحله گسترش در دمايدقیقه، یک  به مدت 58
ºC 72  دقیقه و مرحله گسترش یک به مدت

  صورت ºC 72  دقیقه در دماي10نهایی به مدت 
% 1قطعات تکثیر شده در ژل آگارز . گرفت

  .الکتروفورز و با اتیدیوم برماید رنگ آمیزي شدند
  

 همسانه سازي، تعیین ترادف و تجزیه و تحلیـل        
  هاداده

قطعات ژن پروتئین پوششی بـا اسـتفاده از         
 رفــتاي پلیمــراز و آغازگرهــاي واکــنش زنجیــره

)(TAV-F1 برگـشت  و  (TAV-R9)شـدند تکثیر .
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 InsTA (کیـت  از اسـتفاده  بـا  قطعات تکثیر شـده 

cloneTM PCR Cloning Kit( در پلاســمید 
pTZ57R/T،  ســــویهJM 107 بــــاکتري 

Escherichia coliهمـسانه سـازي    سپس وارد و 
پلاسمید هاي نوترکیب، به منظور تعیین      . گردیدند

ترادف به شـرکت مـاکروژن کـشور کـره جنـوبی            
هاي بدست آمده جهـت   از ترادف.ارسال گردیدند 

هاي مشابه در بانـک ژن توسـط        جستجوي ترادف 
 جدایـه  36افزار بلاست استفاده گردید و تعداد  نرم

بررسـی  حاصله از بانک ژن جهت مقایـسه مـورد          
 چندگانـه   همردیـف سـازي  پـس از . قرار گرفتنـد 

 بـا ) multiple sequence alignment(هـا  تـرادف 

با اسـتفاده از    دندروگرام مربوطه    ClustalWبرنامه  
 بـر اسـاس   DNAMAN Version 4.02افـزار  نرم

ترجمــه .  رســم گردیــدNeighbor-Joiningروش 
هاي اسیدآمینه و   هاي نوکلئوتیدي به ترادف   ترادف

هاي نوکلئوتیدي و محاسبه میزان تشابه بین ترادف    
ــه  ــه جدای ــیدهاي آمین ــرم اس ــط ن ــا توس ــزار ه اف

DNAMANصورت گرفت .  
  

   وبحثنتایج
دوطرفـه   سـاندویچ نتایج حاصل از آزمـون  

-گوجـه بذريالایزا نشان دهنده وجود ویروس بی     

 ایـن   .باشـد فرنگی براي نخستین بار در کشور می      
- نمونـه جمـع    436 از   ویروس تنها در سه نمونـه     

ــد  ــابی گردی ــین . )1جــدول  (آوري شــده ردی اول
مناطق گلکاري منطقـه ماهـان کرمـان از         از  جدایه  

روي گیاه اطلسی با علائـم تـاولی و موزائیـک در           
دو جدایه دیگر نیز از گیاهـان       . ها بدست آمد  برگ

داوودي با علائم رنگ پریدگی شدید بـرگ هـا و           
اري شـهر کرمـان     ها از مناطق گلک   بدشکلی در آن  

  ).A-1شکل (جمع آوري گردیدند 
بررسی دامنه میزبانی سـه جدایـه       به منظور   

 و  Ker.Mah.P  ،Ker.Ker.Ch.1(مورد نظر   ایرانی  
Ker.Ker.Ch.2( ــانواده ــان خــ ــاي ، ازگیاهــ هــ

Compositae   ،Solonaceae   ،Leguminosae ،
Chenopodiaceae             ،Cucurbitaceae ،

Brassicaceae   و Umbelliferae ستفاده گردیـد  ا .
بذري گوجه فرنگـی    هاي ایرانی ویروس بی   جدایه

 گونـه   34 نـوع گیـاه از       21کـردن   قادر بـه آلـوده      
ــاهی  ــدند گیــ ــدول (شــ ــانواده  ).2جــ در خــ

Solonaceae   گوجـه فرنگـی،   ( میزبان هاي طبیعی
ارقـام توتـون و     (و آزمایـشگاهی    ) فلفل و اطلسی  

 ـ. این ویروس مورد بررسی قرار گرفتند     ) داتوره ر ب
 TAVهاي ایرانـی   اساس نتایج بدست آمده جدایه    

-قادر به آلوده سازي تمامی گیاهان مورد نظر مـی         

علائـم ایجـاد شـده بـر روي گیـاه گوجـه             . باشند
ابتــدا بــه ) Lycopersicon esculentum(فرنگــی 
-موزائیک، رنگ پریدگی و ابلقی در برگ      صورت  

ها و سپس بدشـکلی، سـوزنی شـدن بـرگ هـا و       
از جملـه علائـم     ). E-1شکل  (باشد  کوتولگی می 

  زردتـوان بـه   ایجاد شده بر روي گیاه فلفل نیز می       
 F .(TAV-1شـکل  ( اشاره نمـود   (Calico)ابلقی

که براي نخستین بار در دنیا      (بر روي گیاه اطلسی     
-به عنوان میزبان طبیعی این ویروس گزارش مـی        

 علائمـی بـه صـورت بدشـکلی، موزائیـک           )گردد
نمایـد  گ پریـدگی ایجـاد مـی      خفیف، زردي و رن   

 بـر روي    TAVهـاي ایرانـی     جدایه). D-1شکل  (
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ــا ــاينمیزب ــشگاهی ه ــان در  آزمای ــانواده گیاه خ
Solonaceae طیــف وســیعی از علائــم از جملــه 

 Daturaهـاي گیـاه   در زیـر بـرگ  اي شـدن  توته

maxima L.  هـاي گیـاه   ، ماتل بـر روي بـرگN. 

debneyii L.بــر روي و نکــروز، نقــش حلقــوي  
ــاه بـــرگ ــاي گیـ  .N. tabacum L. cvهـ

Whiteburly.ــاه ، و بدشــکلی بــرگ  .Nهــاي گی

tabacum L cv Samsun NN.  را ایجاد نمودنـد .
- نیز از جمله میزبان  Compositaeخانواده  گیاهان  

 مهمتـرین  ، محسوب می گردنـد  TAVهاي اصلی   
علائم ایجاد شده بر روي گیاه داوودي از خـانواده     

-ها می کلی و پژمردگی گل   مذکور به صورت بدش   

همچنین موزائیک، ابلقـی، رگبـرگ نـواري،        . باشد
نکروز سطح برگ ها و کوتولگی از دیگـر علائـم           

هـاي  شـکل (باشد  ایجاد شده بر روي این گیاه می      
1-C 1 و-B .( در گیاهـــــــــان خـــــــــانواده

Chenopodiaceae      علائم به صورت ایجاد لکـه -

تا  7هاي نکروتیک و کلروتیک موضعی در حدود     
 .Ch  پـس از مایــه زنــی بــر روي ســه گونــه 10

amaranticolor Coste et Reyn،Ch. qinoa 

Wild  و L.  Ch. murale   شـکل  ( ظـاهر گردیـد
1-I .(  هـاي ایرانـی     همچنین جدایـهTAV   باعـث 

 Spinacia(کوتــولگی شــدید گیــاه اســفناج    

oleracea L. (ــد ــان خــانواده  .گردیدن  در گیاه
Leguminosae   لوبیا رقـم   علائم بر رويSunrise 

هاي لکهو لوبیا چشم بلبلی رقم مشهد به صورت         
از مهمتـرین   . ظـاهر گردیـد     بدشـکلی  وکلروتیک  

 TAVهاي ایرانـی    علائم ایجاد شده توسط جدایه    
هـاي  ایجاد لکـه  توان به   بر روي گیاهان آزمون می    

خیـار رقـم   هـاي  موضعی نکروتیک بر روي بـرگ  
Peto Seed ،در  بـرگ  ین سطح زیـر اي شدنتوته

علائـم   کـه از  اشـاره نمـود   .N. glutinosa L گیاه
 Hollings( می باشند CMV و TAVافتراقی بین 

& Stone, 1971) (ــکل ــاي ش ). G-1 و H-1ه
TAV    بر خلاف CMV         قـادر بـه ایجـاد آلـودگی 

 & Taliansky(باشد سیستمیک در گیاه خیار نمی

Garcı´a Arenal, 1995 .(ــه ــی جدای ــاي ایران ه
فرنگی نیز هماننـد جدایـه      بذري گوجه  بی ویروس
ــاي  ــده از   (HP-TAV و V-TAVه ــزارش ش گ

قـادر بـه ایجـاد علائـم      ) کشورهاي استرالیا و هند   
و بدشـکلی بـر     سطح زیـرین بـرگ      اي شدن   توته

 و گوجـه  .Nicotiana glutinosa Lروي گیاهان 
 Verma  et al., 2007; Habili(فرنگی می باشند 

& Francki, 1974a .(این در حالیست که جدایه-

ــاي  ــاد  Luc-TAV و Kol-TAVه ــه ایج ــادر ب  ق
 ایـن رقـم از      هايدر زیر برگ  اي شدن   توتهعلائم  

هـاي ایرانـی بـر      همچنین جدایه . باشندتوتون نمی 
قادر به  ) از کشور هند   (Dha-TAVخلاف جدایه   

 Nicotianaآلـودگی بـر روي گیـاه    علائـم  ایجاد 

glutinosa L و Chenopodium amaranticolor 
 نتـایج حاصـل از   ).Raj et al., 2009(می باشـند  

این بررسی بیانگر دامنه میزبانی وسیع جدایه هاي        
 و تنوع علائـم ایجـاد شـده بـر روي       TAVایرانی  

  .گیاهان آزمون می باشد
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ر علائم بدشکلی د: A.  بر روي گیاهان آزمونTAVهاي ایرانی  علائم ایجاد شده توسط جدایه- 1شکل 

، جمع آوري شده از مناطق گلکاري Ker.Ker.Ch.1برگ هاي گیاه داوودي ایجاد شده توسط جدایه 
 علایم بدشکلی بر روي گل :B. شهر کرمان، برگ سمت راست گیاه آلوده و برگ سمت چپ گیاه سالم

 ایجاد شده پژمردگی گل گیاه داوودي: Ker.Mah.P .Cداوودي ایجاد شده توسط جدایه هاي گیاه 
 ایجاد شده توسط جدایه علایم بدشکلی بر روي برگ هاي گیاه اطلسی: Ker.Mah.P .Dوسط جدایه ت

Ker.Ker.Ch.2 ،سمت راست برگ آلوده و برگ سمت چپ برگ سالم. E : علایم تاولی بر روي برگ
، سمت راست برگ آلوده و سمت چپ Ker.Mah.P ایجاد شده توسط جدایه هاي گیاه گوجه فرنگی

 ایجاد شده توسط جدایه  بر روي برگ هاي گیاه فلفلCalico) (زرد ابلقی علایم: F. برگ سالم
Ker.Mah.P .G : برگ هاي گیاه خیار رقم بر روي علائم لکه هاي نکروتیکPeto Seed ایجاد شده 

 Nicotianaبر روي سطح زیرین برگ هاي گیاهاي شدن توته علایم : Ker.Mah.P. Hتوسط جدایه 

glutinosa L.اوودي ایجاد شده توسط جدایه  دKer.Ker.Ch.1، سمت چپ برگ آلوده و سمت 
 Chenopodiumبرگ هاي گیاه بر روي سطح علایم لکه هاي نکروتیک : I. راست برگ سالم

amaranticolor Coste et Reyn ایجاد شده توسط جدایه Ker.Ker.Ch.2 ، سمت راست برگ آلوده و
  .برگ سمت چپ برگ سالم

Figure 1- Symptoms of different Iranian TAV isolates in various test plants under 
greenhouse conditions. a Leaf deformationin in Chrysanthemum moniliform L.caused by 
Ker.Ker.Ch.1 isolate. b Flower deformation in Chrysanthemum moniliform caused by 
Ker.Mah.P isolate. c Wilt of flower caused Ker.Mah.P isolate. d Ker.Ker.Ch.2 isolate 
produced leaf deformation on Petunia hybrida. e Blistering produced on Lycopersicon 
esculentum Mill. by Ker.Mah.P isolate. f Mottle on Capsicum annum L.cused by 
Ker.Mah.P isolate. g Necrotic local lesions on Cucumis sativus L. cv. Peto Seed produced 
by Ker.Mah.P isolate. h Enations in Nicotiana glutinosa L.caused by Ker.Ker.Ch.2 
isolate. i Necrotic local lesions on Chenopodium amaranticolor Coste et Reyn. Cused by 
Ker.Ker.Ch.2 isolate. 
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 گیاهانبذري گوجه فرنگی بر روي هاي ایرانی ویروس بی علائم ایجاد شده توسط جدایه- 2جدول 
  .آزمون

Table 2- Symptoms induced by Iranian TAV isolates on selected plant species. 
 

 )Isolate (جدایه
Ker.Ker.Ch.2  Ker.Ker.Ch.1  Ker.Mah.P  

  )Scientific name(نام علمی 

   Compositae 
- - W, FD, VB, M, 

MO, M, ST, LD 
Chrysanthemum moniliform L. 

- - NS Agreatum houstonisum L. 
- - NS Calendula Officinalis L. 
- - NS Tagetes erecta.L. 

NLL, LD NLL, LD NLL, LD Zinnia elegans L. 
- - NS Gaillardia pulchella L. 
- - NS Dahlia apiculata L. 
- - LD, ST, M Helianthus annuus L. 
- - NS Lactuca sativa L. 

   Solanaceae 
GI, Y, LD M, Y, LD GI, M, Y, LD Petunia hybrida 
LD, MO LD, MO LD, MO Capsicum annum L. 

- - MM, VB Datura stramonium L 
M, EN, NLL M, EN M, EN, NLL Datura maxima L. 

- - M, LD, MO Nicotiana tabacum L. cv. Turkish 
M, LD, MO, B  M, LD, B, NLL M, LD, MO, B, NLL Nicotiana tabacum var Samsun NN. 
EN, LD, B, ST, 

Y EN, LD, B, ST, Y EN, LD, B, M, MO, ST, Y Nicotiana glutinosa L. 

EN, LD, B, SM,
MO, ST, Y 

EN, LD, B, SM, 
MO, ST, Y 

EN, LD, B, M, 
MO, ST, Y 

Nicotiana Clevelendii Gray. 
 

- - SB, MO, LD, EN Nicotiana debneyii L. 
EN, RS, ST, 
MO, VB, LD, 

NLL 
EN, RS, ST, MO, VB, 

LD, NLL 
EN, RS, ST, B, 

MO, VB, LD, NLL 
Nicotiana tabacum L. cv. 
Whiteburly 

ST, M, MO, 
LD, BL 

ST, MO, LD, 
BL, VB 

ST, M, MO, LD, 
BL, VB 

Solanum lycopersicon Mill. 
   Leguminosae 

LD LD LD Phaseolus vulgaris cv Sunrise. 
- - CLL Vigna unguiculata L cv Mashhad 
- -  Cucurbitaceae 
- - NS Cucurbita pepo L. cv. Khoy 
- - NS Cucurbita pepo L. cv. Maragheh 

CLL, NLL CLL, NLL CLL, NLL Cucumis sativus L. cv. Peto Seed 
- - NS Citrllus lantanus Thunb.cv. 

Crimson Sweet 
- -  Umbelliferae 
- - NS Apium graveolens L. 
- -  Chenopodiaceae 

CLL, NLL CLL, NLL CLL, NLL Chenopodium amaranticolor Coste 
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 )Isolate (جدایه
Ker.Ker.Ch.2  Ker.Ker.Ch.1  Ker.Mah.P  

  )Scientific name(نام علمی 

et Reyn 
- - CLL, NLL Chenopodium qinoa Wild 
- - CLL Chenopodium murale L. 

LD, ST LD, ST LD, ST Spinacia oleracea L. 
- - NS Beta vulgaris L 
- -  Brassicaceae 
- - NS Brassica rapa L. 
- - NS Brassica oleracea var capitata 

 CLL, chlorotic local lesions; RS, ring spots; En, enations; FD, flower deformation; GI, 
green island; LD, leaf deformation; M, mosaic; Mo, mottle; NLL, necrotic local lesions; NS, 
no symptoms; B, blistering; M, severe mosaic; ST, stunting; VB, vein banding; VC, vein 
clearing; W, wilt; Y, yellowing; -, not test. 

  
  سازي و همسانهRT-PCRآزمون 

به  شده قادر طراحی اختصاصی آغازگرهاي
آلوده  گیاهان در ویروس هاي جدایهشناسایی

 PCRآزمون  در آغازگرها این از استفاده با .بودند
 ژن پروتئین مربوط به جفت بازي 687 اي قطعه

 حاصل گردید TAVپوششی سه جدایه ایرانی 
ولات همسانه تعیین ترادف محص .)A-2شکل (

هاي ژن پروتئین  که ترادفنشان دادسازي شده 
 657حاوي  TAVهاي ایرانی پوششی جدایه

  .باشندجفت باز می
  

 TAVهاي ایرانی تعیین جایگاه تکاملی جدایه

 وجود نتایج حاصل از تعیین ترادف،
 براي در کشوررا فرنگی گوجهبذريویروس بی

 .نمودي تائید  گیاهان اطلسی و داووداز اولین بار
جهت تعیین موقعیت  ترادف هاي بدست آمده

 جدایه گزارش شده 33 به همراهها فیلوژنتیکی آن
مورد بررسی قرار ) موجود در بانک ژن(در دنیا 
دندروگرام رسم بر اساس ). 3جدول (گرفتند 

 قرار II و I در دو گروه TAVهاي جدایهشده 
ده از  جدایه گزارش ش6 شامل I گروه .گیرندمی

باشد و می) مجزا شده از گیاه داوودي(کشور هند 
این در حالیست که دیگر جدایه هاي گزارش 

. )3شکل (گردند  واقع میIIشده از دنیا در گروه 
و IIA نیز خود به دو زیر گروه ) II(این گروه 

IIB سه جدایه ایرانی  تقسیم می گردد کهTAV 
ارش هاي گزبه همراه جدایه IIA در زیر گروه

شده از کشورهاي مختلف دنیا از قبیل انگلستان، 
جنوبی، چین و آمریکا، اسپانیا، استرالیا، هند، کره

علاوه اینکه سه ه ب. گردندمجارستان واقع می
 TAV-BR و TAV-GU ،TAV-MPجدایه 

 واقع IIBگزارش شده از کشور هند در زیر گروه 
براساس مقایسه درصد تشابه . )3شکل (گردند می

رادف نوکلئوتیدي ژن پروتئین پوششی، در بین ت
جدایه هاي ایرانی و جدایه هاي گزارش شده از 
کشورهاي مختلف دنیا، کمترین میزان تشابه بین 

 مجزا شده از گیاه Ker.Ker.Ch.1جدایه ایرانی 
مجزا ( از کشور هند TAV-UTداوودي و جدایه 
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- می  درصد5/91به میزان ) شده از گیاه داوودي

مربوط به بیشترین درصد تشابه همچنین  .باشد
 مجزا شده از گیاه Ker.Ker.Ch.2ایرانی جدایه 

-B-TAV ،V-TAV-s ،Pداوودي و جدایه هاي 

TAV ،V-TAV-a ،KC-TAV ،BJ-TAV ،
NBRI-TAV ،1-TAV ،Kol-TAV و TAV-Ba 

همچنین در مورد .  درصد می باشد100به میزان 
ن پروتئین مقایسه درصد تشابه اسید هاي آمینه ژ

-  و جدایهTAVپوششی مابین جدایه هاي ایرانی 

هاي گزارش شده از سایر نقاط دنیا، کمترین 
هاي ایرانی درصد تشابه بین جدایه

Ker.Ker.Ch.1 و Ker.Mah.P با جدایه TAV-

UT باشد درصد می6/87 از کشور هند به میزان .
هاي اسیدبعلاوه اینکه بیشترین میزان مشابهت 

 با جدایه Ker.Ker.Ch.2  ایرانیجدایهرا آمینه 
-KC-TAV ،V-TAV-A ،V-TAV-S ،Bهاي 

TAV 1 و-TAV به ترتیب گزارش شده از 
کشورهاي کره جنوبی، استرالیا، اسپانیا، انگلستان 

 و NBRI-TAV ،TAV-Beو آمریکا و سه جدایه 
Kol-TAV گزارش شده از کشور هند به میزان 

هاي ن جدایههمچنی . استه درصد دارا بود5/99
ایرانی داراي میزان تشابه بالاي ترادف نوکلئوتیدي 

آمینه مربوط به ژن پروتئین پوششی به و اسیدهاي
. باشندبا یکدیگر میدرصد  99میزان بیش از 

 و جدایه Ker.Ker.Ch.1موقعیت جدایه ایرانی 
V-TAV-a) در ) گیاه داوودي از کشور استرالیا و

 میزان مشابهت درخت فیلوژنتیکی رسم شده و
ها هاي آمینه آنبالاي ترادف نوکلئوتیدي و اسید

 بیانگر ) درصد5/99 و 7/99به ترتیب به میزان (

. باشدرابطه تکاملی نزدیک بین این دو جدایه می
 در سال V-TAV-aلازم به ذکر است که جدایه 

 و از روي گیاه داوودي گزارش گردیده و 1974
 1991 در سال  کهباشدمی TAVاولین جدایه 

طول کامل ژنوم آن تکثیر گردیده است 
)O’Reilly et al., 1991; Habili & Francki, 

بر پایه درخت فیلوژنتیکی رسم شده ). 1974
 نیز داراي رابطه Ker.Ker.Ch.2جدایه ایرانی 

از کشور  (B-TAVهاي تکاملی نزدیکی با جدایه
از  (V-TAV-sو ) انگلستان، گیاه گوجه فرنگی

 میزان مشابهت بوده و) ر اسپانیا، گیاه داووديکشو
ها  آمینه این جدایههايسیدانوکلئوتیدي و ترادف 

. باشد درصد می100با جدایه ایرانی به میزان 
  تحقیق همانند نتایجنهمچنین نتایج حاصل از ای

Raj et al., (2009 & 2011) وVerma et al., 

نی جدایه هاي ایرابیانگر آن است که  (2009)
TAV علی رغم وجود در یک منطقه جغرافیایی ،

گیاه (و میزبان متفاوت ) کشور ایران(جدید 
، همانند دیگر جدایه هاي این ویروس )اطلسی

گزارش شده از مناطق مختلف در دنیا و از (
 داراي درصد تشابه بالایی از نظر )گیاهان متفاوت

میزان ترادف نوکلئوتیدي و اسیدهاي آمینه ژن 
 با توجه به آلودگی لذا. باشندن پوششی میپروتئی

 و TAVگیاهان اطلسی و داوودي نسبت به 
اي خانههاي زینتی و گیاهان گلافزایش کاشت گل

تحقیق بیشتر به خصوص گیاه گوجه فرنگی، 
جهت تعیین میزان پراکنش این ویروس در سایر 

هاي آن و نقاط کشور، شناسایی دیگر میزبان
  . باشد لازم میTAV  کاملمطالعه ساختار ژنوم
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بذري گوجه فرنگی موجود در بانک ژن جهت  جدایه هاي مورد بررسی ویروس بی-3جدول 
  . مقایسه و رسم دندروگرام و تعیین جایگاه فیلوژنتیکی جدایه هاي ایرانی این ویروس

Table 3-GenBank accession number and origin of several TAV isolates used for 
phylogenetic analysis. 

 

  میزبان
Host 

  منطقه
Region 

  جدایه
Isolate 

شماره  ثبت 
  در ژن بانک
Accession 

number  

شماره 
  ردیف
Row 
numb

er 
 Iran Ker.Mah.P  JQ403614 1 ایران  Petunia hybridaاطلسی

 Iran  Ker.Ker.Ch.1 JQ403613 2 ایران  Chrysanthemum moniliform داوودي

 Iran  Ker.Ker.Ch.2 JQ403612  3 ایران  Chrysanthemum moniliform داوودي

 England  TAV-B S72468.1 4انگلستان Solanum lycopersiconگوجه فرنگی

 USA 1-TAV AJ277269.1 5 آمریکا Solanum lycopersicon گوجه فرنگی

 مجارستان  Capsicum annum فلفل
Hungary 

P-TAV L15335.1 6  

 South جنوبیکره Chrysanthemum moniliform داوودي

Korea 

KC-TAV AJ237849.2 7 

 India NBRI-TAV EU888909.1 8 هند .Gladiolus spp لگلایو

 Spain  V-TAV-s L79972.1 9 اسپانیا Chrysanthemum moniliform داوودي

 England  C-TAV D01015.1 10 انگلستان Chrysanthemum moniliform داوودي

 India TAV-SKR EU573929.1 11 هند .Gladiolus spp ولگلای

 Australia  V-TAV-a AJ277268.1 12 استرالیا Chrysanthemum moniliform داوودي

 China BJ-TAV HQ424165.1 13 چین Chrysanthemum moniliform داوودي

 India Dha-TAV EU163410.1 14 هند Chrysanthemum moniliform داوودي

 India Luc-TAV EU163411.1 15 هند Chrysanthemum moniliform ووديدا

 India  TAV-PU AJ550020.2 16 هند Chrysanthemum moniliform داوودي

 India TAV-UP AJ580841.1 17 هند Chrysanthemum moniliform داوودي

 India TAV-PJ AJ582718.1 18 هند Chrysanthemum moniliform داوودي

 India TAV-HP AJ586134.1 19 هند Chrysanthemum moniliform اووديد

 India TAV-MH AJ965491.1 20 هند Chrysanthemum moniliform داوودي
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  میزبان
Host 

  منطقه
Region 

  جدایه
Isolate 

شماره  ثبت 
  در ژن بانک
Accession 

number  

شماره 
  ردیف
Row 
numb

er 
 India TAV-TN AJ965492.1 21 هند Chrysanthemum moniliform داوودي

 India TAV-MAN AJ968727.1 22 هند Chrysanthemum moniliform داوودي

 India TAV-SIK AJ970532.1 23 هند Chrysanthemum moniliform داوودي

.India TAV-ArP AM049403 هند Chrysanthemum moniliform داوودي
1 

24 

.India TAV-Asm AM049404 هند Chrysanthemum moniliform داوودي
1 

25 

.India TAV-GU AM055591 هند Chrysanthemum moniliform داوودي
1 

26 

.India TAV-UT AM055592 هند Chrysanthemum moniliform داوودي
1 

27 

.India TAV-ND AM055753 هند Chrysanthemum moniliform داوودي
1 

28 

.India TAV-AP AM055754 هند Chrysanthemum moniliform داوودي
1 

29 

.India TAV-KR AM055755 هند Chrysanthemum moniliform داوودي
1 

30 

.India TAV-MP AM055756 هند Chrysanthemum moniliform داوودي
1 

31 

.India TAV-BR AM055757 هند Chrysanthemum moniliform داوودي
1 

32 

.India TAV-HR AM055758 هند Chrysanthemum moniliform داوودي
1 

33 

 India TAV-Luc-d DQ191798.2 34 هند Chrysanthemum moniliform داوودي

 India TAV-Be EU442883.1  35 هند Chrysanthemum moniliform داوودي

 India  Kol-TAV EF153735.1 36 هند  Chrysanthemum moniliform داوودي
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منجر R9/F1 اختصاصی   تکثیر شده با استفاده از آغازگرهاي PCR الکتروفورز محصول :A -2شکل 
 درون TAVط به ژن پروتئین پوششی جدایه هاي ایرانی ویروس  جفت بازي مربو678به تشکیل باند 

. DNA  (Gene Ruler™1Kb DNA Ladder, Fermentase)اندازه نشانگر ) M . گردید%.1ژل آگاروز
 الکتروفورز :B. گیاه سالم)TAV .4هاي ایرانی ویروس هاي گیاهی آلوده به جدایهنمونه)  3 و 1،2

 هضم شده با آنزیم هاي TAVپروتئین پوششی جدایه هاي ایرانی پلاسمید نوترکیب حاوي قطعه ژن 
EcoR1 و Pst11 درون ژل آگاروز .%(M 1 نشانگر اندازهKb DNA Ladder, Fermentase) DNA 

(Gen RulerTM .1-3 ( 2850 جفت بازي مربوط به ژن پروتئین پوششی به همراه باند 687باندهاي 
  . جفت بازي پلاسمید

Figure 2- A: Reverse transcription-polymerase chain reaction used for the detection of 
Tomato aspermy virus. Lane M,1-kb DNA ladder; lane 1, 2 & 3 plant infected samples 
with Iranian TAV isolates, Lane 4 healthy plant. B: Digested recombinant plasmids 
comprising coat protein gene of Iranian isolates of TAV with EcoR1 and Pst1 restriction 
enzymes. 687bp fragments of coat protein gene of Iranian TAV isolates and 2850bps 
fragments of plasmid. 
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بر پایه  DNAMANم افزار با استفاده از نر  Neighbor-joiningبر اساس روشدرخت فیلوژنتیکی رسم شده  -3شکل 
جدایه  .و سایر جدایه هاي موجود در بانک ژن TAV  هاي ایرانی ویروس جدایه پروتئین پوششیترادف نوکلئوتیدي ژن

 Outgroup به عنوان HQ316637.1به نام  AMVجدا یه اي از . اند نشان داده شدهBoldهاي ایرانی به صورت 
   .انتخاب گردیده است

Figure 3- Neighbor-joining tree illustrating the Phylogenetic relationships between the Iranian 
TAV isolates and other published TAV isolates. The tree was drawn using the 657 bp of coat 
protein sequences. Multiple sequence alignments were generated with DNAMAN software 
(Version 4.02). The Iranian isolates are shown in bold. 
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Abstract 

Tomato aspermy virus (TAV) has a wide host range and usually infects ornamental 
plants. To identify and characterize molecular and biological properties of the virus, 436 
samples were collected from various provinces of Iran. TAV was detected in three samples of 
ornamental plants through double antibody sandwich ELISA test using specific polyclonal 
antibody. The 687 bp segment including the coat protein (CP) gene was amplified by RT-
PCR, cloned and sequenced. Nucleotide sequences of the CP gene of Iranian TAV isolates 
were compared with available GenBank isolates. Phylogenetic analysis showed that TAV 
isolates were classified into two groups I and II, and the group II was divided in two 
subgroups IIA and IIB. All the Iranian TAV isolates were classified in subgroup IIA and 
shared the high nucleotide and amino acid sequence identities (more than 99%). The results of 
this study also showed a wide host range of the Iranian TAV isolates among test plants. This 
study is the first report of TAV occurrence in Iran and the first natural occurrence of TAV on 
Petunia hybrida in the world. 
Key words: Tomato aspermy virus, Phylogenetic position, RT-PCR.  
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