
 1398 سال  /4شماره 8پزشکی/ جلد های کاربردی در گیاهپژوهش

نتیکی ژ تنوعدر جنوب شرق ایران و  یانئکدو زردی همراه بادار ایانآر هایویروس شناسایی

 آن شایعویروس 

 4و مجید جعفری 2، سید اسماعیل رضوی3، میلاد لگزیان2، سعید نصرالله نژاد1زهرا صادقی

گرگان،  طبیعی ومنابع کشاورزی ه علومدانشگا گیاهپزشکی، گروه گیاهی، های ویروسیشناسی و بیماریدکتری ویروس دانشجوی-1
 .گرگان، ایران

 .گرگان، گرگان، ایران طبیعی ومنابع کشاورزی گروه گیاهپزشکی، دانشگاه علومو استادیار دانشیار به ترتیب   -2

 .سیستان و بلوچستان، زاهدان، ایران استادیار گروه زیست شناسی، دانشگاه -3

 .آموزش عالی سراوان، ایران استادیار گروه گیاهپزشکی، مجتمع -4

 30/9/98تاریخ پذیرش:    18/12/97 تاریخ دریافت:

 چکیده
Bemisia( های قابل انتقال با مگس سفیدهای زردی محصولات در گلخانه و مزارع کدوئیان که توسط ویروسبیماری

 tabaci( های گیدد. به منظور بررسی آلوباشندر حال افزایش میو ایران ای در جهان شود به طور فزایندهیجاد میا
ها به جمع آوری و آلودگی آن ویروسیبرگ دارای علایم  ینمونه 195تعداد  در استان سیستان و بلوچستان، ویروسی

تعیین برخی از آنها  ومورد بررسی با آغازگرهای اختصاصی  RT-PCRیان از طریق ئهای شایع کدوبرخی از ویروس
مناطق مورد  یکدوئیان در کلیه غالبهای به ویروسها % نمونه 59ده نشانگر آلودگی نتایج بدست آم .ندتوالی شد

(، Cucurbit yellow stunting disorder virusکوتولگی زرد کدوئیان ) اختلال ها به ویروسبرخی از نمونه بررسی بود.
 Cucumber) زردی رگبرگ خیار(، ویروس Cucurbit Aphid Borne Yellows virusویروس زردی شته زاد کدوئیان )

vein yellowing virusویروس زردی کلروتیک کدوئیان ،) (Cucurbit chlorotic yellows virusو ) کوتولگی  ویروس
وری شده آهای جمع بیشترین میزان آلودگی نمونه. ندبودآلوده  Watermelon chlorotic stunt virus)) د هندوانهزرسبز
وی نتایج آنالیزهای تبارزایی ر .بود CYSDVو  WCSV ،CVYV هایبه ویروس طمربوصد در 8و  28، 43 ترتیب به

 یجدایه 12همراه با  SB2 و SBدو جدایه و زیرگروه شرقی و غربی  دو درها نشان داد که جدایه CYSDVهای جدایه
بخشی از ژن پروتئین  کی رویمطالعات ژنتیهمچنین قرار گرفتند. گروه شرقی ردر زیعربستان ی جدایه چهارایرانی و 

 اتفاق افتاده که منجر به جایگزینی CCAبه  CGA های ایرانی و زیرگروه شرقی، جهشپوششی نشان داد که در جدایه
های ایرانی در اختلاف نوکلئوتیدی جدایهپروتئین پوششی شده است. بنابراین  73گلوتامین در کدون  آرژنین به جای
 و قدمت طولانی این ویروس بومی در ایران است  نتیکی بالاژتنوع  یندههدق مختلف نشانهای مناطمقایسه با جدایه

ویروس اختلال کوتولگی زرد ن، تنوع ژنتیکی، استان سیستان و بلوچستاهای ویروسی، آلودگی کلیدی: هایواژه
 .(CYSDV) کدوئیان

 مقدمه
 90یان که به جالیز معروف هستند دارای ئکدو یتیره     

و همگی طالب آب و هووای گور     است گونه 750جنس و 
هوای مهوم ایون تیوره     تعدادی از جونس و گونوه  . باشندمی

(، کودو مسومایی   .Cucumis sativus Lعبارتند از: خیوار ) 
(Cucurbita pepo ( کوووودو حلوووووایی ،)Curcubita 

moschata( کوودو تنبوول ،)Cucurbita maxima خربووزه ،)
(Cucumis melo( و هندوانه )Citrullus lanatus)Salehi) 

and Bananej, 2013)  براسوواس اطلاعووات منوودر  در .
اسووتان ، 1395-96کشوواورزی سووال زراعووی  یآمارنامووه

هکتوار و   23894سیستان و بلوچستان با سطح زیرکشت 
پونجم را از نظور تولیود     یتون رتبوه   532981میزان تولید 

 محصووولات جووالیزی بووه خووود اختصووا  داده اسووت    
((Ahmadi et al., 2017. 

 جهوان  سراسور  اخیور در  هوای  در دهه زردی بیماری     
 بوه  در ابتودا  این اختلالات حال، این با است. شده مشاهده
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 از شوود. اسووتفاده نسووبت داده مووی  غوویایی مووواد کمبووود
 عمودتا این علایم  که داد مناسب نشان ابزارهای تشخیص

 ,.Kassem et al) دنشوو موی  ایجواد  هوا ویوروس  توسوط 

مختلووف  یگونووه 39هووای اخیوور حوودود  در دهووه. (2007
 ،کنود ویروس که به طوور طبیعوی کودوئیان را آلووده موی     

تاکنون  .(Lecoq and Desbiez, 2012) گزارش شده است
های مختلف هموراه و  های متعدد از جنس و گونهویروس

مختلوف   مناطقزردی کدوئیان از  علایمیا دخیل در بروز 
حوداقل   .(2013حی و بنوانج  )صوال  انود گزارش شده جهان
 Cucurbitشوامل:   Crinivirusویوروس از جونس    چهوار 

yellow stunting disorder virus (CYSDV) ,Cucurbit 

chlorotic yellows virus (CCYV), Beet pseudo-

yellows virus (BPYV), Lettuce infectious yellows 

virus (LIYV) یان علایم زردی ایجواد موی  ئبرروی کدو-

 . (Gil-Salas et al., 2011) کنند
( (CYSDVویووروس اخووتلال کوتووولگی زرد کوودوئیان      

توانود باعوث کواهش    شود که میباعث سندرو  زردی می
ایون   .(Martelli et al., 2002) عملکرد گیاهان آلوده گردد

 عربوی  متحده امارات از 1991 سال در بار ویروس اولین

و  شود.  گوزارش  Hassan and Duffus (1991) توسوط 
از  Ce′lix et al. (1996)توسووط  1996سوو س در سووال 

-اس انیا گزارش گردید. از مناطق انتشار این ویروس موی 

، مکزیک، آفریقا، لبنان، عربستان سعودی، زاسگتوان به ت
ترکیه، موراکش، پرتاوال، فرانسوه، ایوران،     ، اسرائیل، اردن

 کورد  آریزونوا، مکزیوک و چوین اشواره     ،تونس، کالیفرنیوا 
(Abrahamian and Abou-Jawdah, 2014). 

خوانواده  ) Crinivirus جونس این ویوروس متعلوق بوه         
Closterviridae ،) ای انعطواف پوییر   میله هایپیکرهدارای

(. Liu et al., 2000) باشود نوانومتر موی   750-80با طوول  
تک رشته ای  آر ان ایحاوی دو مولکول  CYSDVژنو  

 2ای انآر و 1ای انآر که به صورتبا قطبیت مثبت است 
میزبانی این ویروس محدود  ینامگیاری شده است. دامنه

 سوت بکش اآهای آوند یان و سلولئهای تیره کدوبه گونه
(Ce´lix et al., 1996; Marco et al., 2003).    بور ارور

به ویروس تعوداد، وزن و   کدوئیان یگی گیاهان تیرهدآلو
بوه طوریکوه کواهش     مییابود کواهش  ی میوه شودیدا  اندازه

 درصود گوزارش شوده اسوت     40تا  30یزان محصول به م
(López-Sesé and Gómez-Guillamón, 2000). 

از  1384در ایوران ایوون ویووروس اولووین بووار در سووال       
 Keshavarz) استان بوشهر گزارش شود  یمزارع خربزه

and Izadpanah, 2005)  و در مطالعووات بعوودی آلووودگی
ان مناطق جنوبی و مرکزی ایران بوه ایون ویوروس    کدوئی

تواکنون چنود   . (Keshavarz et al., 2013) مشوخص شود  
ویووووروس از جملووووه ویووووروس موزائیووووک هندوانووووه   

(Watermelon mosaic virus  ویوووروس موزائیوووک ،)
ویروس موزاییوک زرد  (، Cucumber mosaic virusخیار)
 ، ویووروس نقطووه زرد (Zucchini yellow mosaic)کوودو 
ویوروس زردی  ،  (Zucchini yellow fleck virus)کودو  

 Cucurbit Aphid Borne Yellows)شوته زاد کودوئیان   

virus)  کدوویروس موزائیک و Squash mosaic virus) )
 انووداز جنوووب سیسووتان و بلوچسووتان گووزارش شووده    

(Bananej and Vahdat, 2008). باتوجووه بووه  ،نووابراینب
ویروسوی در موزارع جوالیز    هوای  گیری بیماریبروز همه

شناسایی و آگاهی دقیق از  ،استان سیستان و بلوچستان
در مطالعوات  منطقوه  عوامل ویروسی خصوصیات و تنوع 

های ویروسی یوا مقاوموت ارقوا  میزبوان     مرتبط با جدایه
 در بار اولین برای ،تحقیق در این لیا. دارداهمیت بسزایی 

 ولکوولی م ردیوابی  سیسوتان و بلوچسوتان   اسوتان  سطح

 آغازگرهوای  از اسوتفاده  هوای مولود زردی بوا   ویوروس 

ویووروس  آنالیزهووای ژنتیکووی اختصاصووی بووا تاکیوود بوور
CYSDV موورد های برداشت شوده از مزرعوه   در نمونه 

 برخوی  CP ژن تووالی  تعیین ضمن و گرفت قرار بررسی

 هایجدایه سایر با ویروس این تبارزایی بررسی ها،جدایه

  .شد جا ان آن خارجی و ایرانی
 

 هامواد و روش
کیل   اسیتررا  آر ان ای های برگیی و  جمع آوری نمونه

 گیاهی
، 1395- 97هوای  سوال بازدیدهای بعمل آموده در  طی      

مختلوف کودوئیان    هوای گونوه بورگ از   ینمونه 195تعداد 
هندوانووه، خربووزه، طووالبی، کوودو حلوووایی و کوودو    شووامل

: شوامل وسوی  هوای ویر شبیه به آلودگی علایمبا مسمایی 
 ، (Brittleness)توردی  و ، شوکنندگی (Yellowing) زردی

 هوواو کوتووولگی بوتووه( Vein yellowing)زردی رگبوورگ 
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(Stunting)    از منووواطق مختلوووف اسوووتان سیسوووتان و ،
 هوای  آزموایش  انجوا   و بورای  بلوچسوتان جموع آوری  

دانشوگاه سیسووتان و  مرکوزی   آزمایشوگاه  بوه  مولکوولی 
هوای عامول   شناسایی ویروسبرای  .شد منتقلبلوچستان 

 RNA ®NucleoSpinکیت  توسطای گیاهی انآر آلودگی،
آلموان و   MACHEREY-NAGEL (MN)ساخت شرکت 

شود.   اسوتخرا  مطابق بوا دسوتورالعمل شورکت سوازنده     
هوای اسوتخرا  شوده    ایانآر ،هوا برای تعیین غلظت نمونه

نووانومتر  260توسووط اسوو کتروفوتومتر در طووول مووو    
ز در ژل آگووارز مووورد ارزیووابی قوورار گرفتنوود. الکتروفووور
بوورای مراحوول بعوودی در  ای اسووتخرا  شوودهانسوو س، آر

˚C80 - .نگهداری گردید 

واکینش زنجییره ای   و cDNA) )ای مکمیل  انسینتز دی 
 (PCRمراز )پلی
ای، یک میکروگر  از هور  انبا توجه به میزان غلظت آر    

شووش ر میکرولیتوور از آغووازگ  یووکنمونووه بووه همووراه   
 15میکرومووولار،  10( Random Hexamer) نوکلئوتیوودی

 cDNA(SuPrimeScript RT  میکرولیتر از مستر میکس

Premix ساخت شرکت )GeNet Bio  )بورای  )کره جنوبی
به دیونیزه استفاده و مخلوط واکنش با آب  cDNAسنتز 

برای هر نمونه برنامه سواخت  میکرولیتر رسانده شد.  30
cDNA خه دمایشامل یک چر ˚C25   دقیقوه،   10به مودت

به مدت یک ساعت بورای فعالیوت آنوزیم     C50˚یک چرخه 
نسخه بوردار معکووس و یوک چرخوه در درجوه حورارت       

˚C70     به مدت ده دقیقه برای غیر فعال کوردن ایون آنوزیم
 .گردیداجرا 

cDNA  واکنش از آمده دست به RT ای زنجیره واکنش با
تکثیور   (Polymerase Chain Reaction, PCR)  پلیموراز 

آر بوا اسوتفاده از   سوی مخلووط واکونش پوی    ،بنابراین ،شد
( در حجم نهایی یکآغازگرهای اختصاصی )جدول جفت 

به منظور بررسوی نتوایج حاصول    تهیه شد. میکرولیتر  25
آر سوی هر واکونش پوی  محصول میکرولیتر  دواز واکنش، 

و  الکتروفوورز شود   TBE 1Xدر بافر  %1روی ژل آگارز 
باند موورد نظور    UV Transilluminatorس س با دستگاه 

 مشاهده و مورد ارزیابی قرار گرفت.

 

 .توالی آغازگرهای استفاده شده در تحقیق حاضر -1جدول 
Table1. Sequences of primers used in this study. 

Reference  
 (منبع)

 

Annealing 

temperature 
 (دمای اتصال)

The size 

of the 

expected  
قطعه اندازه )

 (مورد انتظار

The 

corresponding 

section in the 

virus genome 
بخش متناظر در )

 (ژنوم ویروس

Primer sequences  
 (آغازگر توالی)

 

Primer Name 
 (آغازگر)نام  

 

(Cuadrado et al., 2001) 56 450 CP AGCTAGCGCGTATGGGGTGAC 

GCGCCGCAAGTGCAAATAAAT 

CV+ 

CV- 

 

(Desbiez et al., 2003) 51 700 CP ATGGCGAGTTCGAGTGAGAATAA 

ATTACCACAGCCACCTGGTGCTA 

CYSCPF 

CYSCPR 

(Kassem et al., 2007) 57 600 CP GAATACGGTCGCGGCTAGAAATC 

CTATTTCGGGTTCTGGACCTGGC 

CABYV-F 

CABYV-R 

(Zeng et al., 2011) 58 468 Hsp70h 

 

TGCGTATGTCAATGGTGTTATG 

ATCCTTCGCAGTGAAAAACC 

CCYV-F 

CCYV-R 

(Yakoubi et al., 2007) * 700 CP CTGACTCGAGTCAGTTTCCATAAGAA

GC 

CTGACATATGGGAGATAATGATGATG

G 

BPYV-F 

BPYV-R 

(Hu et al., 1995) * 500 CP TATGATAAGAAGCTTGTTTCGCG 

GCCGTAAGCTGGATGGACAA 

CMV-F  

CMV-R 

(Antignus et al., 2001) * 500 CP GCTTACAATCCGATCACACCT 

CTTTCGAGTGGTAGCCTCTGA 

CGMMV-F 

CGMMV-F 

(Wyatt and Brown 1996) 55 600 CP(DNA-A) GCCYATRTAYAGRAAGCCMAG 

GGRTTNGANGCRTGHGTACAYG 

Gem-F 

 Gem-R 

 در دو آرسوی پوی  واکنش در تکثیرشده DNA قطعات      تبارزایی هاینالیزآ

تکاپوزیسوت  شورکت   هب توالی یابی برای  CYSDVجدایه
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 اب آمده به دست  CP ژن یهایتوال شدند. ارسال )تهران(
 در موجوود این ویوروس،  غیرایرانی  و ایرانی یجدایه 35

 سوازی  هوم ردیوف   .شودند  مقایسوه  (NCBI) ژن بانوک 
 انجووا  گردیوود Clustal X چندگانووه توسووط نوور  افووزار

(Thompson et al., 1994).  هوا جدایه این تبارزاییدرخت 
ای بووا برحسوب تطووابق توورادف نوکلئوتیوودی و اسوویدآمینه 

Tamura و مدل  likelihood Maximum استفاده از روش

3-parameter  افووزار ر نووMega 7.0 Kumar et al.,) 

نور    (، رسوم گردیود. از  bootstrapتکرار ) 1000 با( 2016
( (DnaSP version 6.12.03  Rozas et al., 2017افوزار 

ارامترهای ژنتیک جمعیت استفاده شود.  پ یبرای محاسبه
اسوتفاده از   بوا  کدون سطح در انتخابی همچنین فشارهای

2.2.4version  Hyphy (Pond et  Kosakovskyنر  افزار 

al., 2005)  وبگووووواهDatamonkey  آدرس  بوووووه
www.datamonkey.org هووای بووا روشFEL (Fixed 

cts LikelihoodEffe(،odel M ffectsE ixedM(MEME 

volutionEof ( و )ountingC ncestorA ikelihoodL 
(Single SLAC شد. زده تخمین 

 نتایج
بییا  هییاتعییییآ آلییودگی نمونییهای و مزرعییه مشییاهدا 

  RT-PCRاستفاده از روش 
های جمع آوری شده از نتایج بدست آمده برای نمونه

گیاهان طالبی، خربوزه  آلودگی  ینشاندهندهمزارع استان 
یان از قبیول:  ئکدوی های آلوده کنندهبه ویروسو هندوانه 

اخوتلال  (، ویوروس  CABYVیان )ئویروس شته زاد کودو 
زردی (، ویوووروس CYSDVکوتوووولگی زردی کووودوئیان )

یان ئ(، ویروس زردی کلروتیک کدوCVYV) رگبرگ خیار
(CCYV   و ویوووروس کوتوووولگی سوووبز )رد هندوانووووه ز

(WmCSV) 5و  7، 43، 28، 8همچنین . (1)شکل  باشدمی 
،  CYSDVیهوا ها به ترتیوب بوه ویوروس   درصد از نمونه

CVYV ،WmCSV ،CCYV  وCABYV   .آلوووده بودنوود
برداشووت  ینمونووه 195نمونووه از  116بنووابراین آلووودگی 

نشووان داد   RT-PCRشووده تاییوود شوود. همچنووین نتووایج   
-به ویروس ستانهای جمع آوری شده از اآلودگی نمونه

رزیوابی گردیود   امنفوی   CGMMVو  CMV، BPYVهای 
 (.2)جدول 

 

علایم :. b( CCYVویروس زردی کلروتیک کدوئیان )دارای آلودگی  یخربزه یبوته: a مزرعه ازهای برداشت شده علایم برخی از نمونه -1شکل 

رد زعلایم ابلقی و زردی ویروس کوتولگی سبز: Cطالبی.  میزبانوی ربر( CYSDVزردی ایجاد شده توسط ویروس اختلال کوتولگی زردی کدوئیان )

 )اصلی(. برروی خربزه (CVYV) زردی رگبرگ خیارعلایم زردی رگبرگها ویروس : dوی هندوانه ررب( WmCSVهندوانه )

Figure 1. Symptoms of some samples collected from fields a: Melon plant infected by Cucurbit chlorotic yellows virus 

(CCYV). b: Symptoms of Yellowing caused by Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV) on cantaloupe. C: 

Mottle and yellowing by Watermelon chlorotic stunt virus (WmCSV) on Watermelon Plant d: Symptoms of Vein 

yellowing on Cucumber vein yellowing virus (CVYV) in melon (Original). 

http://hyphy.org/sergei
http://hyphy.org/sergei
http://hyphy.org/sergei
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های جمع آوری شوده نیوز   آلودگی همزمان بین نمونه     
مربووط بوه    هوا مشاهده شود و بیشوترین میوزان آلوودگی    

درصد بوود و   هفتنمونه( حدود  14های دوگانه )آلودگی
( از CYSDVکوتوولگی زردی کودوئیان )   اخوتلال  ویروس

 .هووای دو گانووه و سووه گانووه بوووداجووزای اصوولی آلووودگی
های فووق در تموا    ویروس. براساس علایم مشخص شد

بررسووی در اسووتان سیسووتان و بلوچسووتان منوواطق مورد
هووای زهووک در شوومال  شهرسووتان و پراکنوودگی داشووت 

سیستان و کنارک در جنوب بلوچستان بیشترین تنوع بوه  
کدوئیان را دارا بودند )جودول   یهای آلوده کنندهویروس

2.) 

 

 .مورد مطالعه در مزارع استان سیستان و بلوچستانهای وضعیت آلودگی و پراکنش جغرافیایی ویروس -2جدول 
Table 2. Status of contamination and Geographic distribution of viruses studied from fileds of Sistan and 

Baluchestan province. 
Sampling site 

 (محل نمونه برداری)
Host 

 میزبان( (
Name of infectious 

viruses 
 (آلوده کنندههایروسنام وی)

Number of 

samples with 

simultaneous 

contamination 

 هایتعداد نمونه)

گی آلود دارای

 (همزمان

Numbers of 

sample tested 
های تعداد نمونه)

 (مورد آزمایش

 CYSDV 0 6 طالبی زاهدان

 CVYV+CYSDV  2 7 هندوانه و طالبی سراوان

کدومسمایی،  نیکشهر

 ندوانهطالبی و ه

CVYV+CYSDV  3 21 

 +CVYV+CYSDV طالبی و هندوانه کنارک

CCYV 
- 20 

کدو حلوایی و  چابهار

 هندوانه

CVYV+CYSDV 2 18 

 15 - - هندوانه سریاز

 CVYV+ CCYV - 15 خربزه و هندوانه هامون

 CCYV  2 15   خربزه و هندوانه زابل

 CYSDV+CCYV - 20 خربزه  هیرمند

 +CVYV+CYSDV دوانهخربزه و هن زهک

CCYV+CABYV 
- 30 

 +CVYV+CYSDV خربزه و هندوانه نیمروز

CCYV 
- 16 

 
 نوکلئوتیدیتعییآ توالی حاصل از نتایج 

 کول  ایانآر از اسوتفاده  بوا کوه   RT-PCR آزموون      

آغازگرهوای   جفوت  و آلووده  بافوت  از اسوتخرا  شوده  
انجوا    Hsp70hو  CPهوای  ژن از (1)جودول  اختصاصی 

، 450، 700تی به طوول حودود   قطعادید، منجر به تکثیر گر
هوای  به ترتیب مربووط بوه ویوروس    باز جفت 468و  600

CYSDV ،CVYV ،CABYV  وCCYV  روی و گردیود 

بانودهای مووردنظر مشواهده شود      یوک درصود   آگارز ژل
مربووط   هوای آریسمحصول پیتعدادی از  (.3و  2)شکل 

 CYSDVویوروس  از دو جدایوه  های میکور و ویروسبه 
 و زهک و زابل( تعیین تووالی  هایشهرستانروی طالبی )

 در RT-PCRقطعووات تکثیوور شووده در   یصووحت انوودازه 

BLASTn های به دست آموده توالیهمچنین . تایید گردید 
 یجدایوووه و (3)جووودول  شووودند NCBIنوووک ژن با در

348160MH     زهوووک( بیشوووترین شوووباهت در سوووطح(
  470000KCی ایوووهدرصووود( بوووا جد 8/98نوکلئوتیووودی )

ی دیگر سیستان و بلوچسوتان  )جیرفت( داشت و با جدایه
348161MH  درصووووود تشوووووابه  5/98)زابووووول( دارای
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ی دزفوول  ی زابول بوا دو جدایوه   و جدایوه  بودنوکلئوتیدی 
(469991.1KC)  و بوشوووهر(730779.1AY)  نیوووز دارای

 باشند.درصدی می 9/99تشابه نوکلئوتیدی 
سووتان سیسووتان و بلوچسووتان از  از اتوووالی توواکنون     

ربوت  بانوک ژن  در  یانئکوتولگی زرد کدواختلال ویروس 

س ابوا ر بوه ترتیوب   این قطعوات در بانوک ژن    استنشده 
و تحوت عنووان    MH348161 و MH348160 هوای شماره

SB  وSB2 اندربت شده.   

 
کوتولگی زرد اختلال پوشش پروتئینی ویروس  یرمز کننده ژن یدرصد مربوط به ناحیه 1نتایج آزمون پی سی آر در ژل آگارز  -2شکل 

 Gene rulerاندازه نشانگر به مربوط  Mاهکر ،چپشکل سمت  ،(bp 450) خیار ویروس زردی رگبرگ ،راستشکل سمت ، ( 700bp)یانئکدو

DNA ladder 50 bp )اصلی( لیتوانی( فرمنتاس، شرکت(. 
Figure 2. The results of the PCR test in the 1% agarose gel belong to the gene encoding coat protein of the CYSDV (700 bp) 

figure on the right. And CVYV (450 bp) figure on the left. M: The gene marker of DNA ladder size 50 bp (Fermentas 

Company, Lithuania) (Original). 

 

 
 (CABYVان )شته زاد کدوئی پوشش پروتئینی ویروسی ژن رمز کننده یدرصد مربوط به ناحیه 1آر در ژل آگارز  نتایج آزمون پی سی -3شکل 

(600bp ) یان )ئویروس زردی کلروتیک کدو پروتئین شوک حرارتی ینتایج مربوط به ناحیه ژن رمز کننده ،شکل سمت راست(CCYV (468bp ) 

 .)اصلی( لیتوانی( فرمنتاس، شرکت( Gene ruler DNA ladder 50 bpندازها نشانگر به مربوط  Mاهکر شکل سمت چپ.
Figure 2. The results of the PCR test in the 1% agarose gel belong to the gene encoding coat protein of the CABYV (600 bp) 

figure on the right. The results of the gene encoding HSP70h of the CCYV (468 bp) figure on the left. M: The gene marker of 

DNA ladder size 50 bp (Fermentas Company, Lithuania) (Original). 



 21                                                                                     ..های آران ای دار همراه با زردی کدئیان در جنوب.شناسایی ویروس

 .در تحقیق حاضرهای تعیین توالی شده ویروس توالی مشخصات -3جدول 
Table 3. Sequence characteristics of the sequenced viruses in this study. 

Year of 

sampling 
سال نمونه )

 (برداری

NCBI in 

accession 

number  
شماره )

دسترسی در 

NCBI) 

Sequencin

g section 
بخش تعیین )

 (توالی شده

Sampling 

site 
محل نمونه )

 (برداری

Host 

 (میزبان)
Isolate 

 (جدایه)
 The virus name 

 (نام ویروس)

2016 MH3481

60 
CP Zahak Cucumis melo var. 

canaloupensis SB Cucurbit yellow stunting disorder 

virus 
2016 MH3481

61 
CP Zabol Cucumis melo var. 

canaloupensis 
SB2 

Cucurbit yellow stunting disorder 

virus 
2016 MH3481

62 
CP Chabahar Cucurbita moschata 

Chb Cucumber vein yellowing virus 
2018 MH9393

56 Hsp70h 
Nimruz Watermelon 

Nim Cucurbit chlorotic yellows virus 
2018 MH9393

55 Hsp70h 
Hirmand Melon 

Hir Cucurbit chlorotic yellows virus 
2018 MH9393

59 Hsp70h 
Zabol Cucumis melo var. 

canaloupensis Zab Cucurbit chlorotic yellows virus 
2018 MH9393

57 Hsp70h 
Hamun Cucumis melo var. 

canaloupensis ham Cucurbit chlorotic yellows virus 
2018 MH9393

60 Hsp70h 
zahak Cucumis melo var. 

canaloupensis Zak Cucurbit chlorotic yellows virus 
2018 MH9393

58 Hsp70h 
Hirmand Cucumis melo var. 

canaloupensis 

Hir2 
Cucurbit chlorotic yellows virus 

2016 MH6605

32 Hsp70h 
konark Cucumis melo var. 

canaloupensis kon Cucurbit chlorotic yellows virus 
2018 MH6605

31 

CP zahak Melon 
Sam-2 

Cucurbit aphid-borne yellows 

virus 
2018 MH6605

30 

CP zahak Melon Sam-4 Cucurbit aphid-borne yellows 

virus 
2015 MH2202

06 CP 
Zabol Melon 

Zb 
Watermelon chlorotic stunt virus 

2017 MH2444

59 CP 
Zahedan Watermelon Zh Watermelon chlorotic stunt virus 

2017 MH2444

58 CP 
Saravan Watermelon 

Sav2 
Watermelon chlorotic stunt virus 

2016 MH2444

54 CP 
Chabahar Watermelon 

Chb 
Watermelon chlorotic stunt virus 

2016 MH2444

47                  CP 
Nikshahr Cucumis melo var. 

cantalupo NIC 
Watermelon chlorotic stunt virus 

 
کوتییولگی زرد  وییروس اتیتلال   آنالیزهیای تبیارزایی  

  یانئکدو

هووا بووه  کلاسووتر توووالی  و تحلیوول براسوواس تجزیووه      
هوای موورد   جدایوه  ی، کلیوه likelihood Maximumروش

مطالعوات روبیوو و   هماننود  مطالعه از مناطق مختلف دنیوا  
)شورقی   گوروه زیر  دودر ( Rubio et al., 2001همکاران )
 شوامل  شورقی گوروه  زیر(. 4گرفتند )شوکل  قرار  و غربی(

 بررسوی ی )دو جدایه مورد مطالعه در این های ایرانجدایه
موی  و عربسوتان   (بودند جدایه که قبلا گزارش شده 12و 

، هوای اردن شامل جدایه غربی زیرگروهکه در حالیباشد، 
ی جدایوه . ، یونان، ترکیه و شمال امریکا بودایتالیااس انیا، 
( در KC470000ی جیرفت )( با جدایهMH348160زهک )

یووک خوشووه قوورار گرفووت و بیشووترین شووباهت را بووه آن  
 .داشت

 تنوع ژنتیکی و فشار انتراب بررسی
 تنووع  ( کوه Selective pressureفشوار انتخواب )   تعیین    

 تکواملی  مطالعوات  از مهمی دهد بخشرا شکل می ژنتیکی
تعیوین  ر، روش معمول برای این امو  یکگیرد. را در بر می

در  (dS) متوورادفبووه ( dN) مترادفجانشووینی نووا نسووبت
شوود.  نشوان داده موی   ωکه با علاموت   است آمینواسیدها

انتخواب   یدهنوده نشوان  ،اگر این نسبت بالاتر از یک باشد
مثبت و تثبیت جانشینی آمینواسویدی در پوروتئین اسوت.    
در غیوور ایوون صووورت پووروتئین در سووطح آمینواسوویدی   

( بوووده و انتخوواب منفووی در Conservedمحافظووت شووده )
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)فورحبخش و   تکامل و تاییر ویروس دخالت داشته اسوت 
هوای مختلوف در   در گروه dN/dSنسبت  (.2013همکاران 
 dN/dSولوی تفواوت در نسوبت    ذکر شوده اسوت    4جدول 

( در ایووون dS) متووورادفمربووووط بوووه مقووودار جانشوووینی 

بوه  مربووط   Pi(s)یوا   dSهاست که بیشوترین مقودار   گروه
اسووت کووه  )عربسووتان، لبنووان و اردن( گووروه خاورمیانووه

 (. 4)جدول  مشاهده شد 05/0معادل 

 DQ903107.1 Jordan, Squash

 DQ903108.1 Jordan, Cucumber 

 AF312801.1 Turkey

 AF312800.1 Turkey

 MF960770.1 USA

 DQ903109.1 Jordan, cucumber

 AF312803.1 Lebanon

 AF312809.1 Spain: Almeria

 AJ439690.2 Spain:Almeria, Cucumis sativus

 AY584064.1 Spain, Watermelon

 AY584060.1 Spain, Watermelon

 AY584046.1  Spain, melon

 DQ903110.1 Jordan, melon

 LT992904.1 Cyprus

 AY584031.1 Spain

 LT992901.1 Greece, Cucurbita pepo 

 KX768875.1 Italy: Sardina

 AF312808.1 Spain: Almeria

 NC 004810 Spain, melon

Western subpopulation

 AF312796.1 Saudi-Arbia

 AF312798.1 Saudi-Arbia

 AF312797.1 Saudi-Arbia

 AF312795.1 Saudi-Arbia

 KC469992.1 Varamin, melon

 MH348160.1 Zahak,Cucumis melo var.canaloupensis 

 KC470000.1 jiroft, Cucumber 

 KC469995.1 Busheher, melon 

 KC469999.1 Tehran, Cucumber

 MH348161.1 Zabol, Cucumis melo var.canaloupensis

 KC469991.1 Dezfool, melon  

 AY730779.1 Busheher

 KC469998.1 Tehran, melon 

 KC469997.1 Varamin,Cucumber  

 KC469994.1 Busheher,Cucumber

 KC469993.1 Busheher, Snakemelon

 KC469990.1 Busheher, Squash

 KC469996.1 Busheher, melon

Eastern subpopulation

 TCV

0.05

 پوشش ژن بازی جفت 700 قطعه نوکلئوتیدی براساس توالی likelihood Maximum روش به شده رسم درخت تبارزایی -4شکل 

 ,Tomato chlorosis virusس زردی گوجه فرنگی )ویرو. ژن بانک در موجود هایجدایه 35وCYSDV ویروس یهجدای دو پروتئینی

TCV)  با مورد بررسی در این تحقیق هایجدایه. گردیدبرون گروه انتخاب عضوبه عنوان اندشده داده نشان. 

Figure 4. Phylogenetic tree plotted by Maximum likelihood method based on the 700-bp of two CYSDV isolates 

and 35 isolates in the gene bank. (Tomato chlorosis virus, TCV) used as out group. The isolates examined in this 

study are labeled (black Diamonds). 
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 .های تبارزاییدر گروه CYSDVپارامترهای ژنتیکی مربوط به تنوع ژنتیکی ویروس  -4جدول
Table 4. Genetic parameters related to genetic variation of CYSDV in the Phylogenetic groups. 

Nucleotide 

diversity (π) 
 )تنوع ژنتیکی(

Parsimony 

informatives 

site 

های )مکان

 پارسیمونی(

Variable site 

 های متغیر(مکان(
ω =dN/dS Synonymous 

substitution 
 مترادفجانشینی )

(ds) 
 

Non-

Synonymous 

substitution 
جانشینی )

 (dN) نامترادف

 

Number of 

isolates  
-تعداد جدایه)

 (ها

Group  
 )گروه(

  Iran (ایران) 13 0/0028 0/007 0/4 20 4 0/00422

0/00455 1 6 0/18 0/011 0/002 56 Europe 

 )اروپا(

0/03346 70 79 0/06 0/05 0/003 16 Middle East 
 )خاورمیانه(

 
جدایوه در   45از  که ی انتخاب نشان دادنالیزهانتایج آ     

 های با انتخابکدون به 73و  163 هایکدون، FEL روش
 سه MEME که در روش حالی ، درندشد شناسایی مثبت
 کوه در ( 229 و 215 ،160) گردیود  شناسوایی  دیگور  کدون

 کودون  شوش  از گوروه  یوک  نهایوت،  تنوع نقش داشتند. در
داشوتند.   قورار  CP آمینی نتهایا در همه شد که شناسایی
انود  شوده  واقوع  در انتهای کربوکسیلی منفی های موقعیت

اسوید   زیرگروه شرقیهای در جدایه 73کدون  .(5)جدول 
کند در حالیکوه ایون کودون در    را کد می (R) امینه آرژنین

مینوه  آهوای دیگور از منواطق مختلوف جهوان، اسوید       جدایه
ی ینووه مآاسووید  .(5)شووکل  کنوودرا کوود مووی( Q)گلوتووامین 
، در طول زمان از پرولین بوه لوسوین تاییور    166موقعیت 

  یافته است.

 

 

مینه آمورد بررسی در این تحقیق، اسید  CYSDVهای جدایه (CP)های اسید آمینه بخشی از ژن پروتئین پوششی همردیفی توالی -5شکل 

  .ه آرژنین تغییریافته استهای عربستان و ایران )زیرگروه شرقی( به اسید امینجدایه 73در موقعیت 
Figure 5. Alignment of Amino Acid Sequences as part of the CYSDV isolates of the CYSDV isolates examined in 

this study, the amino acid of position 73 of the Saudi and Iranian isolates (Eastern subgroup) was changed to 

Arginine amino acid.                                                                      
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برروی ژن پوشش پروتئینی ویروس  (MEME و FEL, SLAC) های انتخاببا استفاده از روش کدون آنالیزهای انتخاب نتایج -5جدول 
CYSDV. 

Table 5. Analysis of codon selection by selection methods (FEL, SLAC and MEME) on the coat protein gene of 

the CYSDV. 

Negative Positions 
 (های منفیموقعیت)

Positive Positions 
 های مثبت()موقعیت

 

(Positive) 
 مثبت

Neutral 
 )خنثی(

Negative 
 )منفی(

Method 
 )روش(

43, 105, 158, 111 73, 166 2 141 4 FEL 

- 215, 160, 166, 229 4 - - MEME 

193, 194, 182 - 0  3 SLAC 

 

 بحث
ای در تحقیق حاضر حواکی از تنووع   مشاهدات مزرعه     

مزارع کدوئیان منواطق موورد مطالعوه    در علائم ویروسی 
های متنووع از  استرین یتواند نشاندهندهبود. این تنوع می

یک ویروس، یا آلودگی همزمان چند ویوروس و همچنوین   
ع ارقا  مختلف کدوئیان در مناطق متفاوت های متنوپاسخ
 (Hull, 2014). باشد
از نمونوه   195روی  RT-PCRدر این مطالعه، آزمون      

کوتووولگی زرد اخووتلال ویووروس کوودوئیان نشووان داد کووه 
 محصووولات جووالیزیدر بیشووتر منوواطق کشووت  کوودوئیان

 های جنوبی )بوشوهر، مشاهده شده و شیوع آن در استان
ن( ، هرمزگوان و سیسوتان و بلوچسوتا   خوزستان، کرموان 

بیشتر است که ممکن است به دلیل شرایط مناسبتر بورای  
در ایون منواطق   (  .tabaciB) آن سفید بالوک   فعالیت ناقل

 . (Keshavarz et al., 2013) باشد
 تووالی  براسواس صوورت گرفتوه    تبوارزایی  هایآنالیز     

بوا  CYSDV های جدایه پوشش پروتئینی ژن نوکلئوتیدی
 Keshavarz and)مطالعوووات کشووواورز و ایزدپنووواه  

Izadpanah, 2005) های مطابقت داشت و جدایهCYSDV 
دو زیرگوروه غربوی و شورقی قورار گرفتنود کوه تنووع        در 

جارافیوایی   پوراکنش ژنتیکی در زیرگروه غربوی علیورغم   
بسیار کم بود  ،های مختلف نمونه برداریگسترده و سال

مربووط بوه    ایون زیرگوروه   نوع کوم یکی از دلایل تاحتمالا 
گسووترش زیوواد و کلونیزاسوویون سووریع مگووس سووفید در  

  (.Brown et al., 1995) باشدمناطق جدید می
 متفواوت  مختلف های( در درون گروهπژنتیکی ) تنوع     

اگرچه بیشترین مقدار تنوع ژنتیکی مربوط به گوروه   است

. بووود (هووای عربسووتان، لبنووان و اردنجدایووهخاورمیانووه )
های مورد بررسوی  در گروه  ωمیزانپایین بودن بنابراین 
تحت محدودیت های انتخواب   CPدهد  که منطقه نشان می
نقوش   ویوروس و در تنووع و تکامول ایون     باشود منفی موی 

هوا  بین گروه تبارزاییبا روابط  ωمقادیر  همچنین ،شتهدا
طبیعووی اسووت کووه تنوووع جارافیووایی و    همخوووانی دارد. 

مستقیم با تاییرات نوکلئوتیودی   یتواند رابطهیمیزبانی م
و جانشینی آمینواسویدی داشوته باشود ایون تاییورات در      

)فورحبخش   زایی شودتواند منجر به گونهروند تکاملی می
   (.2013و همکاران 

 آمینوی  انتهوای همچنین با توجه به نتایج این تحقیوق،       

 یانتهوا  و انتخواب مثبوت   فشوار  تحوت  پوششوی  پروتئین
 عوو  در . منفوی اسوت   انتخواب  فشار دارای کربوکسیلی

نشاندهنده نقش این ناحیه در  N-terminalتنوع در ناحیه 
هوای  های اختصاصوی ویوروس و نیوز بورهمکنش    فعالیت

 ,.Reichmann et al) باشود موی ویروس، ناقل و میزبوان  

یک اسید آمینه منجر به جایگزینی انتخاب مثبت و  1992).
پووروتئین  73 کوودونگلوتووامین( در  )آرژنووین بووه جووای  
و  )مرکووزی و جنوووبی( هووای ایرانوویپوششووی در جدایووه

بنوابراین ایون کودون در    شده اسوت.   های عربستانجدایه
با حفاظت شدگی بالا در  ی زیر گروه شرقیهاتما  جدایه

شوورایط یکسووان وجووود دارد و همچنووین پووراکنش ایوون    
زیواد  ویروس در مناطق جنوبی با وجوود موانوع طبیعوی    

قدمت طولانی این ویوروس بوومی در ایوران     ینشاندهنده
  است.
اسووتان  CYSDVی هووادر درخووت تبووارزایی جدایووه      

در  یهای ایرانو سیستان و بلوچستان همراه با اکثر جدایه
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 یبوا جدایوه   ی زهکجدایه زیرگروه شرقی قرار گرفتند و
براسواس ایون توزیوع    جیرفت در یک خوشه قورار گرفوت   

احتمووال انتقووال آلووودگی از طریووق   یفرضوویه توووانمووی
های آلوده به هموراه  نشاهای آلوده و یا انتقال سفید بالک

از طرفووی علیوورغم  محصووولات کوودوئیان را مطوور. نمووود.
 کشوور،  جنوب هایاستان در وسیع جارافیاییاکندگی پر

ناشوی از   توانود موی  هوا دایوه ج بوین  در ایینپو  تنوع وجود
تموا  ایون منواطق گرمسویر      محیطی باشد کوه در  شرایط

ر ان آهوای گیواهی   بنابراین در مورد ویروسوجود دارد. 
 CYSDV هوای جدایوه  کوه  گرفوت  نتیجوه  توان میای دار، 

 بنوابراین از تنوع ژنتیکوی کموی برخووردار هسوتند،      ایران
 موی  آر ان ای خاموشوی  راهبرد که کرد پیشنهاد توانمی

 طیوف  در قاوموت م بوا  تراریخته گیاه یک تولید برای تواند
 مناسوب  ایران CYSDV هایجدایه همه برابر در گسترده

   .باشد

.  
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Abstract 

Yellowing disease of greenhouse and open-grown cucurbits by whitefly-transmitted viruses is dramatically 

rising in the world and Iran. To study the viral infection of cucurbits in Sistan-Baluchistan Province, 195 leaf 

samples with viral symptoms were collected and tested for infection of some prevalent cucurbit viruses by 

RT-PCR using specific primers and some expected amplified DNA fragments were sequenced. Results 

confirmed the presence of viral infection (%59) in all surveyed areas. Including CABYV, CYSDV, CCYV, 

CVYV and WmCSV. The most infection of collected samples were %43, % 28 and % 8 of WmCSV, CVYV 

and CYSDV respectively. Phylogenetic analysis showed that the CYSDV isolates were divided into two sub-

groups of East and West and two SB and SB2 isolates with 12 Iranian isolates and 4 Saudi Arabia isolates 

were clustered in eastern subgroup. Also genetic studies on the part of the coat protein gene showed that in 

Iranian isolates and Eastern subgroup the CGA had changed to CCA which led to the substitution of 

Glutamine by arginine at the codon position 73 of coat protein. Therefore, the nucleotide differences of 

Iranian isolates than the isolates from different regions indicate high genetic diversity and long dating of this 

native virus in Iran                                                         .                               

Keywords: Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV), Genetic diversity, Sistan and Baluchestan 

Province, viral infection 
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