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 چكيده

هاي توليد گياهـان زينتـي    از مزارع پيازكاري و گلخانه 1387در تابستان سال  Iris yellow spot viruseبه منظور بررسي ويروس لكه زرد زنبق 
رز، گلايـول، زنبـق، شـمعداني،    (از گياهان زينتـي   نمونه 142نمونه از مزارع پياز و تعداد  435تعداد . برداري صورت گرفت در استان خراسان رضوي نمونه

هاي برگي بودند در شرايط خنك به آزمايشگاه انتقـال داده   گياهاني كه داراي علايم كلروز، نكروز و لكه .آوري شد جمع )داوودي بگونيا، اطلسي، و ميخك
كاشـته   گونـه محـك   4گياهاني كه مثبت ارزيابي شدند به  مورد بررسي قرار گرفت و عصاره DAS-ELISAسپس به وسيله آزمون سرولوژيكي . شدند

 .N. benthamiana N clevelandii ,N.tabacum var) بدشـكلي بـرگ كلـروز سيسـتميك و نكـروز     (  Nicotiana rustica,شده در گلخانه

Samson )سپس گياهان مايه زني شده به وسيله آزمون  .مايه زني گرديد )و نكروز سيستميك كلروزDAS-ELISA     آزمايش شـدند، عصـاره گياهـان
رقم پياز شامل زرد نيشابور، سفيد نيشابور، قرمز درگز و قرمز درچه اصفهان مايه زني گرديـد كـه علايمـي شـبيه بـه علايمـي كـه در         4محك مثبت به 

هاي آلـوده،   و پياز  از گياهان محك RNAجهت بررسي مولكولي ويروس، استخراج . پيازهاي آلوده در مزرعه مشاهده شده بود، در اين گياهان پديدار شد
انجام شد و با استفاده از آغازگر اختصاصي مبني بر ژن كد كننده پروتئين پوششي در واكـنش   ™plus(RNX( و استفاده از كيت PEG 6000از دو روش

RT-PCR نتايج آزمون . جفت باز تكثير گرديد139و  181اي در محدوده  قطعهDAS-ELISA هاي مختلفي به  مام مزارع پياز به نسبتنشان داد كه ت
. نمونه گل داوودي و يك نمونه گل زنبـق شناسـايي شـد    7نمونه پياز ،  107در  IYSV. بيماري از شيوع بالايي برخوردار است اين ويروس آلوده بوده و

  . باشد گل داوودي در ايران مي مزارع پياز و اين اولين گزارش از وجود اين ويروس در
  

  DAS-ELISA ،  RT-PCR ويروس لكه زرد زنبق،: اي كليديه واژه
  
  1مقدمه

در 1981اولين بـار در سـال    Iris yellow spot virusويروس 
هاي پيازهاي جنوب برزيل ظاهر شد و دريافتند كه ايـن   آذين گل  ساقه

 1994ايـن بيمـاري در برزيـل تـا سـال      . يك بيماري ويروسي اسـت 
شـمال شـرق برزيـل دوبـاره گـزارش      گزارش نشد اما در آن سال در 

بيمـاري بـا علائـم كلروتيـك و نكروتيـك بيضـي شـكل يـا         . گرديد
كورتز  ).13و  7(شود  هاي لوزي شكل روي ساقـــه مشخص مي زخم

در  Iris holandicaرا بـر روي  IYSV در هلند ويروس و همكاران

                                                            
به ترتيب دانشـجوي كارشناسـي ارشـد و اسـتادان گـروه گياهپزشـكي،        -3و  2، 1

 .دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد
  ) Email: nedarafizadeh@gmail.com:        نويسنده مسئول -(* 

، در همـان  )5و  4(مزرعه و روي تره فرنگي در گلخانه گزارش كردند 
را روي پيـاز در اسـرائيل گـزارش    اين ويـروس   جرا و همكاران مان ز

ــد  ــاران ). 8(دادن ــزمن و همك ــر روي    )10( كريت ــروس را ب ــن وي اي
Lisianthus (Eustoma grandiflorum)    در اسـرائيل گـزارش

در هنـد،   1999بر روي گيـاه پيـاز در سـال     IYSVتا به امروز . نمود
 2004استراليا و ايتاليا،  2003، ) آمريكا(كلرادو  2002اسلووني،  2000

شـيلي، پـرو،    2005، )آمريكـا (ژاپن، جورجيا، واشـنگتن و نيومكزيكـو   
در ايرلنـد،   2006و در سـال   ،)آمريكـا (اسپانيا، تونس، و مركز ارگـون  

مـامفورد  ). 7(گزارش شده است ) آمريكا(گواتمالا، تگزاس و نيويورك 
گزارش  E.grandiflorum اين ويروس را بر روي )14(و همكاران 

  .گردنــد
IYSV  يكـــــــي از اعضـــــــاي جـــــــنسTospovirus 

هاي اين جنس داراي سه  ويروس .باشد مي  Bunyaviridaeخانواده

  )علوم و صنايع كشاورزي(حفاظت گياهان نشريه
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 nmبـا قطـر   ) گـرد (ذرات ايزومتريـك   ssRNA, ي ويروسي  قطعه
هـاي   كه به وسيله يك غشاي ليپيدي كه شامل برجسـتگي  80 -120

پوشـيده شـده   ) شوند ناميده ميG2  و G1كه (گليكوپروتئيني ) زوايد(
ــات. اســت ــدازه  RNAقطع ــومي ان ــن   ژن ــاي مختلفــي دارد از اي ه
) L(بـزرگ RNA و  M)(متوسط RNA ,)(Sكوچك   RNAجهت

  Thrips tabaciناقل اين ويروس تريپس پياز). 18(شوند  ناميده مي
ــته ــانواده   Thysanopteraاز راس ــات  Thripidaeخ ــي از آف يك
انتقـال  ). 1(باشـد   مـي ناطق توليـد پيـاز در جهـان    بيشتر م كليدي در

ويروس از نوع پاياي تكثيري است، وقتـي تـريپس يكبـار ويـروس را     
  ).5(تواند آن را براي بقيه زندگي انتقال دهد  آورد مي بدست مي

 IYSV باعث ايجاد زخم هايي به شكل لوزي با يك مركز سبز و
شود و يـا   قه باريك ميشود، همچنين سا با دو هاله زرد روي ساقه مي

هاي دوكي شكل روي ساقه به تعداد زياد در بخش وسط و پايين  زخم
ايـن ويـروس   . شود ساقه ايجاد و در نهايت باعث خشك شدن آن مي

هـاي قرمـز و    همچنين بــاعث كاهش اندازه ي پياز به ويژه در واريته
شـود   كنـد و باعـث مـي    سـاقه را ضـعيف مـي    IYSVشود،  سفيد مي
  خسـارت   گـزارش ). 13(سر ساقه بريزد و ساقه واژگون شـود   بذرهاي

روي پياز شامل بيشترين خسارت  IYSVاقتصادي ايجاد شده توسط 
ــايين ــرين خســارت در هلنــد اســت   در اســرائيل و برزيــل و پ ). 19(ت

 Cladosporium leaf( شبيه به لكه برگي كلادوسپوريومي بيماري

spot( باشد  مي)محـك ايـن ويـروس شـامل     ترين گياهـان  مهم). 6 

Nicotiana benthamiana  وN.rustica    با علائم سيسـتميك
و  7(يابـد   اين ويروس بذرزاد نيست و با بـذر انتقـال نمـي   ). 2(هستند 

در ايــــران ايــــن ويــــروس را  )9(قطبــــي و همكــــاران  ).11
و .Plargonium hortorum ،Rosa sp. ،Cycas spروي

Scindapsus sp. گزارش دادند.  
  

  واد و روش هام
هايي كه داراي علائم مشكوك بودنـد، از   برداري از بين بوته نمونه

از مزارع پياز استان خراسـان   1387نيمه تير ماه تا پايان مهر ماه سال 
هاي مشهد، نيشابور، قوچان، تربت حيدريـه و   رضوي شامل شهرستان

به  آوري شده در روي يخ هاي جمع نمونه. هاي مشهد انجام شد گلخانه
  . آزمايشگاه منتقل شد و بلافاصله مورد آزمون قرار گرفت

  
 DAS-ELISAآزمون 

بعد از انتقال به آزمايشگاه براي بررسي مثبت بودن وجود ويروس 
سـانتي متـر را    5ها از هر نمونه مقداري از ساقه آلوده حـدود   در نمونه

-Double-antibody sandwich انتخاب و آزمـون سـرولوژيكي  
enzyme linked immunosorbent assay (DAS-

ELISA)    با استفاده از آنتي سرم تهيه شـده از شـركتDSMZ   بـا

 1دقيقـه تـا    30پـس از  . انجام شد )3(توجه به روش كلارك و آدامز 
بـه   1توان نتيجه آزمون را با استفاده از دستگاه الايزا خـوان  ساعت مي
ارزيابي كـرد   نومترنا 405در طول موج  گيري ميزان جذب وسيله اندازه

تغيير رنگ حفرات به رنگ زرد نشانة آلوده بودن نمونه گيـاهي داخـل   
  .باشد حفره مورد نظر مي

 
  تلقيح مكانيكي

  N.rusticaو Nicotiana benthamianaهــاي  گونــه 
 Nicotiana و Nicotiana tabacum var samsonو

clevelandii ده از آوري ش ـ گياهان آلودة جمع. در گلخانه كاشته شد
درجه سانتي گراد  -27مزرعه كه در ازت مايع منجمد شده و در فريزر 

ــخ    ــافر فســفات پتاســيم روي ي ــا ب ــراه ب ــد هم نگهــداري شــده بودن
هـاي   گيري شدند سپس عصـاره آلـوده بـا انگشـت روي بـرگ      عصاره

هـا پـودر كاربرانـدوم     برگي كـه قـبلاً بـه آن    6تا  4گياهان در مرحله 
 7بـا   M 01/0(بافر فسـفات پتاسـيم  . زني شدندپاشيده شده بود، مايه 

PH   مركاپتواتـانولِ   -2سـديم سـولفيت و  % 2/0همراه بـاM 01/0 (
همچنـين بـراي   . تهيه گرديـد  )12( ماندال و همكاران مطابق با روش

هـاي زرد   مشاهده انتقال ويروس به پياز بذر چهـار نـوع پيـاز بـه نـام     
فيد نيشـابور در شـرايط   نيشابور، قرمز درچه اصفهان، قرمز درگـز و س ـ 

برگـي، گياهـان توسـط     4تـا   3سپس در مرحله . گلخانه كاشته شدند
. ي مايـه زنـي گرديـد    عصاره استخراج شده از گياهان گياهـاني آلـوده  

اي زيــر پلاســتيك بــراي  گياهــان محــك و پيــاز در شــرايط گلخانــه
جلوگيري از ورود حشرات نگهداري گرديدند و پس از دو هفتـه بـراي   

  .ه علايم بيماري مورد بررسي قرار گرفتندمشاهد
  

  RNAاستخراج 
ي دو روش استخراج و همچنين دقت بيشـتر از   به منظور مقايسه

اين  PEG6000روش رسوب با ) 1: شامل RNAدو روش استخراج 
استخراج با اسـتفاده  ) 2و ) 17(روش بر اساس روش اشميتز انجام شد 

ت سـيناژن مطـابق   تهيـه شـده از شـرك     ™plus(RNX(از محلول 
  .دستور العمل شركت سازنده استفاده گرديد

برداشته ابتـدا آن را   5/1در روش اول يك عدد ميكروتيوب سايز 
به طوري  ريزيم وزن كرده و آنقدر در آن از بافت گياهي پودر شده مي

و سپس سـاير   گرم شود 14/1كه وزن ميكروتيوب همراه با بافت گياه 
  ).17(يتز انجام شد مراحل مطابق با روش اشم

گرم از بافت گياهي را در هـاون   05/0تا  1/0مقدار  در روش دوم
سرد كوبيديم تا به خوبي پودر شود و سپس سـاير مراحـل مطـابق بـا      

  .انجام شد  ™plus(RNX(دستور العمل شركت سازنده محلول 
  

                                                            
1- ELISA Reader 
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  ترادف آغازگرهاي اختصاصي مربوط به ويروس  - 1جدول

 (bp)اندازه قطعه  موقعيت )5´-3´(آغازگرترادف  جهت  آغازگر

IYSV-F1 رفت  GAGATGTGGATGTGGTGATTG 139   پروتئين پوششي  
IYSV-R1 برگشت  GTCTTGTAAATGCCTGCTCTGT  
IYSV-F2 رفت  TAGGGTGAAACCGTCAGAAA 181   پروتئين پوششي 

IYSV-R2 برگشت  TGTCTTGTAAATGCCTGCTC   
  

  %1اده از ژل آگاروزاستخراجي با استف RNAالكتروفورز 
استخراج شده به  RNAاز  RNA ،µl5به منظور ارزيابي كيفيت 

ولت به  85در ولتاژ ثابت % 1ز وبر روي ژل آگار بافر رنگ µl 1همراه 
پس از اطمينـان از غلظـت مناسـب    . ديگرد الكتروفورز  ساعت 1مدت 

RNA ،  ميزان لازم براي انجام واكنشRT-PCR تعيين گرديد.  
  

  هاآغازگر
ي رمز  ايِ ويروس و منطقهS-RNAازجفت آغازگر كه منطق بر 

آغازگرهـاي  ). 20( كننده پروتئين پوششي ويروس است اسـتفاده شـد  
 سـفارش داده شـدند    Bioneerمورد نياز، جهـت سـنتز بـه شـركت    

  .)1جدول(
  
   (cDNA) رشته مكمل سنتز

ــزيم نســخه  ــتفاده از آن ــا اس ـــردار معكــوس ب  Reverse( بـــ

transcriptase( ،RNA  استخراجي را بهcDNA سنتز . تبديل شد
 cDNA هاي  با استفاده از كيتAccupower TMRT Premix 

يِ مورد نظر  RNAميكروليتر از  3 .صورت گرفت Bioneer شركت 
در يـك ميكروتيـوب   (Reverse) ميكروليتر از پرايمـر برگشـت    1و 

ها در دستگاه  جهت مخلوط شدن مواد، ميكروتيوب. استريل ريخته شد
هـا در دسـتگاه ترموسـايكلر قـرار      ميكروتيوب. قرار داده شدند 1اسپين

مواد داخـل  . اينكوبه شدند C° 70دقيقه در دماي  5گرفتند و به مدت 
 Accupowerهـاي مخصـوص كيـت     ها به ميكروتيوب ميكروتيوب

TMRT Premix   منتقل شدند سپس به ميـزان µl16   از آب مقطـر
هـا اضـافه شـد تـا حجـم نهـايي داخـل         كروتيـوب تزريقاتي داخل مي

. ها اسپين مختصري شـدند  ميكروتيوب. برسد µl 20ها به  ميكروتيوب
ها در داخل دستگاه ترموسـايكلر قـرار داده شـده و برنامـه      ميكروتيوب

  .دستگاه به صورت زير تنظيم شد
  

 cDNAسنتزيك ساعتگراد درجه سانتي42

ها RNaseغير فعال ساختنيك ساعتگراد درجه سانتي94
  .ها را از دستگاه بيرون آورده و داخل فريزر نگهداري شدند ميكروتيوب

                                                            
1  . Spine 

ــه  ــر قطع ــا اســتفاده از cDNAتكثي ــره ب ــنش زنجي اي  واك
  )PCR(پليمراز

هـاي آزمـون    با توجه به اينكـه نمونـه   cDNAبراي تكثير قطعه 
از روش  با اسـتفاده  181bpبا استفاده از آغازگر  PCRشده در آزمون 

PCR    دستي نتيجه مورد نظر حاصل نشد، از روش اسـتفاده از كيـت
Accupower TMRT Premix شركتBioneer   هـا   بـراي آن

دسـتي   PCRاز روش  139همچنـين در مـورد آغـازگر    . استفاده شد
هـر   Accupower TMRT Premixدر روش كيـت   .استفاده شد

تفاده از بـافر  بوده و لـذا نيـازي بـه اس ـ    Tracking dyeكيت حاوي 
 20هـا در حجـم    در ضـمن غلظـت  . باشد نمي Loadin bufferرنگ

  ).2جدول (باشد  ميكروليتر مي
  

   Accupower TMRT Premix محتويات كيت -  2جدول 
 20واكنش  محتويات

ميكروليتر 50واكنش   ميكروليتر

Taq DNA Polymeraseواحد 5/2  يك واحد  
Tris- HCL(pH=9)  10لي مولارمي 10  ميلي مولار  

KCL  40ميلي مولار40  ميلي مولار  
MgCL2  5/1 ميلي مولار5/1  ميلي مولار  

  
ريختـه شـد    PCRهـاي   مورد نظر داخل ميكروتيوب cDNAاز 
از هر كدام از آغازگرهاي رفت و برگشـت از هـر دو نـوع    µl 1 سپس 

 µl 13  .ها اضافه گرديد آغازگر براي شناسايي ويروس به ميكروتيوب
ها اضافه گرديد تا حجم نهايي مـواد   زريقاتي به ميكروتيوبآب مقطر ت

ــه  ــد 20ب ــوب. برس ــپس    ميكروتي ــدند س ــري ش ــپين مختص ــا اس ه
ها در داخل دستگاه ترموسايكلر، كه قبلاً برنامه مورد نظـر   ميكروتيوب

پــس از پايــان كــار دســتگاه . بــه آن داده شــده بــود قــرار داده شــدند
  .انتقال يافتند -C  20˚ايها به داخل فريزر با دم ميكروتيوب

: مواد شـامل  cDNAابتدا براي هر نمونه  PCRدر روش دستي 
Taq DNA Polymerase µl3/0،MgCL2 µl 1 ،dntp µl 

5/0،10x Buffer µl 5/2 ،Forward Primer µl 1 ،Reverse 

Primer µl 1 ، cDNA   µl5  آب مقطر تزريقـاتي ،µl7/13  را در
بايـد در آخـر    Taqجه شود كه مـاده  يك ميكروتيوب مخلوط كرده تو
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هـاي جديـد انتقـال     اضافه شود ميزان مساوي از آن را به ميكروتيـوب 
هـا را   بـه هـر كـدام اضـافه كـرده و آن      µl5 cDNA داده و ميـزان  

رسانده، خوب  µl 25نامگذاري نموده و حجم آن را براي هر نمونه به 
سايكلر با برنامه كنيم سپس آن را در دستگاه ترمو با سمپلر مخلوط مي
  .دهيم تعيين شده قرار مي

 Taq: مواد شـامل  cDNAدر روش دستي ابتدا براي هر نمونه 

DNA Polymerase µl 3/0، MgCL2 µl 1 ، Dntp µl 
5/0،10x Buffer µl 5/2، Forward Primer µl 1، Reverse 

Primer µl 1، cDNA µl 5   و آب مقطر تزريقـاتيµl 7/13  را در
بايـد در آخـر    Taqب مخلوط كرده توجه شود كه مـاده  يك ميكروتيو

هـاي جديـد انتقـال     اضافه شود ميزان مساوي از آن را به ميكروتيـوب 
هـا را   بـه هـر كـدام اضـافه كـرده و آن      µl5 cDNA داده و ميـزان  

رسـانده و   µl 25نامگذاري نموده و حجم آن را براي هـر نمونـه بـه    
ا در دستگاه ترموسايكلر بـا  كنيم سپس آن ر خوب با سمپلر مخلوط مي

 ثانيـه،  C61 ، 30° ثانيـه،  C94 ، 30° دقيقـه،  PCR °C94،3برنامه
°C72 ، 20   سـيكل،   36ثانيه از مرحلـه دوم°C72 ،3  دقيقـه و°C4 

جهت مشاهده كيفيت محصولات  .دهيم دقيقه تعيين شده قرار مي 10،
PCR  داده  استفاده شد كه قـبلاً شـرح  % 7/1از الكتروفورز ژل آگاروز

به دليل اينكه علاوه بر قطعه تكثير شده در محدوده مـورد  . شده است
 PCRي ديگري نيز در واكنش  ، محصولات ناخواسته) bp 139(نظر 

 DNAبراي تكثيـر   Touchdown-PCRشدند، از روش  تكثير مي
به منظور حذف اين قطعات استفاده شد كه مراحل آن ) cDNA(الگو 

  .تآورده شده اس 3در جدول 
  

  Touch-down PCRواكنش  -3جدول 
)C°(درجه حرارتزمانمرحله انجام شده تعداد چرخه ها

 94دقيقه2واسرشت سازي آغازين چرخه1

 چرخه  9
  واسرشت سازي

   اتصال
  بسط

  ثانيه30
  ثانيه 30
 ثانيه 30

94  
62  
72 

 چرخه  24
  واسرشت سازي

   اتصال
   بسط

  ثانيه30
  ثانيه 30
 ثانيه 30

94  
60  
72  

 72دقيقه3 بسط نهايي چرخه1

  
  نتايج وبحث

  IYSVعلايم ويروس 
در بازديد از مزارع استان خراسان رضوي و همچنين گياهان پيـاز  
. كاشته شده در گلخانه تحقيقاتي علايم مشخص بيماري مشهود بـود 

هـاي نكروتيـك كشـيده و لـوزي شـكل در سـطح        علايم شامل لكه
هـاي شـديد باعـث     هاي گل دهنده بود، كه در آلودگي ها و ساقه برگ

ي  همچنـين علايـم تغذيـه    شـد،   هاي گـل دهنـده مـي    افتادگي ساقه
هـا، بدشـكلي و    اي و سـفيد شـدنِ بـرگ    ها بـه صـورت نقـره    تريپس

  ).2و1هاي شكل( شد ها در مزارع ديده مي پيچيدگي برگ
  

  
همراه با علايم  IYSVنقاط نكروتيك در سطح برگ آلوده به  - 1شكل

  تغذيه تريپس در سطح مزرعه
  

  
هاي آلوده به  هاي نكروتيك لوزي و كشيده بر روي برگ لكه -  2شكل

IYSV در سطح مزرعه  
  

هـاي   همچنين آلودگي در گياهان زنبق مانند پياز به صـورت لكـه  
شـد امـا علايـم     هـا مشـاهده    نكروزه كشيده همراه با نكروز سر برگ

در گيـاه داوودي علايـم بـه صـورت نكـروز      . گرديدتريپس مشاهده ن
شديد در برگ مشاهده شد به طوري كه تقريباً كل سطح بـرگ تغييـر   

  .رنگ داده بود
  

و شناسايي گياهان آلوده به ويروس   ELISAنتايج آزمون
  در گياهان زينتي و پياز

نتايج آزمون الايزا كه با استفاده از الايزا ريـدر خوانـده شـده بـود     
شـهرهاي مشـهد،   (نمونه از مـزارع پيـاز    435داد كه از مجموع نشان 

نمونه از گياهـان زينتـي    142و تعداد ) قوچان، تربت حيدريه و نيشابور
) رز، گلايول، زنبـق، شـمعداني، داوودي، بگونيـا، اطلسـي و ميخـك     (

، تمـام مـزارع پيـاز بـه ايـن ويـروس بـه        )2جـدول ( آوري شـده  جمع
درصـدي در   59/24و بيماري از شـيوع   هاي مختلفي آلوده بوده نسبت

نمونـه   7نمونه پيـاز،   107در  IYSV. بين گياهان پياز برخوردار است
اين اولين گزارش از . گل داوودي و يك نمونه گل زنبق شناسايي شد

 باشـد  وجود اين ويروس در مـزارع پيـاز و گـل داوودي در ايـران مـي     
  ).1نمودار(و ) 5و 4جدول(
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گلخانه تو
گلخانه دانشكده...

مناطق نمونه برداري شده

نتايج آزمون الايزا

  
  در مناطق نمونه برداري شده در استان خراسان رضوي IYSVآلودگي به وسيله ويروسدرصد  -1نمودار

  
 هاي استان خراسان در مزارع و گلخانهIYSV  ويروسآلوده به  هاي نمونه درصد -4جدول

 محل جمع آوريتعداد نمونهتعداد نمونه مثبت الايزا درصد آلودگي

 توس 57 8 03/14%

 تربت حيدريه 57 13 80/22%

 جاده قديم قوچان 111 88 27/79%

 قوچان 104 10 61/9%

 نيشابور 106 14 20/13%

 گلخانه در منطقه چناران 57 6 52/10%

 گلخانه دانشكده كشاورزي مشهد 85 2 50/3%

 جمع 577 141 43/24%

 نمونه پياز 435 107 59/24%

 نمونه گلهاي زينتي 142 8 63/5%

    گلخانه دانشكده كشاورزي مشهد -**        
  

 IYSV گياهان زينتي آزمايش شده توسط الايزا و درصد آلودگي به -5جدول 

 درصد آلودگي **2گلخانه *1گلخانه  تعداد كل  هاي گياهي گونه

 0 - - 40  رز

 0 - - 13  گلايول

 5/12% 1 - 8  زنبق

 0 - - 16 شمعداني

 100% 1  6 7  داوودي

 0 - - 18 بگونيا

 0 - - 18  ميخك

 0 - -  22 اطلسي

  گلخانه در منطقه چناران - *
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 Nicotiana benthamiana ،Nicotianaبر روي گياهان محك مايه زني شده با ويروس از راست به چپ  IYSV علايم ويروس -  3شكل

clevelandii ،Nicotiana tabacum var. samson  وN.rustica   
  

  به عنوان گياه محك در شرايط گلخانه IYSVهاي گياهي تلقيح شده بوسيله ويروس  هميزان آلودگي گون -6جدول 
  گونه گياه محكتعداد كلِ گياه تعداد گياه آلوده درصد آلودگي

6/46% 7 15 Nicotiana tabacum var Samson 
40% 4 10 N.rustica  

1/46 6 13 Nicotiana benthamiana  
5/62% 10 16 Nicotiana clevelandii  

  .گياهان محك بيمار نشدند% 50هاي مختلف ويروس  ي گياه محك و خطاي آزمايش و همچنين نژاد به دليل مقاومت گونه
 

هاي پياز به منظور بررسي وجود ويروس در غده و بذر  براي نمونه
برداري شده تعدادي از گياهان كه  پس از آزمون الايزا از گياهان نمونه

هـا   دادنـد غـده و بـذر آن    ويـروس را نشـان مـي   نتايج مثبتي از وجود 
داد كـه از   نشـان   DAS-ELISAگيري شدند نتـايج آزمـون    عصاره
بـود و از  % 6/36غده آلوده بود درصد آلـودگي غـده   11غده  30تعداد 
گيري و آزمـايش شـد    ها به تعداد زياد عصاره بوته كه بذر آن 50تعداد 

داد كـه   ين نتـايج نشـان مـي   اي داراي بذر آلوده نبـود بنـابرا   هيچ بوته
  .ويروس در بذر وجود نداشته است

  
  زني مكانيكي مايهنتايج  

هـاي آلـوده بـه     زني شـده بـا بـرگ    علايم در گياهان محك مايه
ــروس ــورت   IYSVوي ــه ص  .Nicotiana tabacum varب

Samson  ــا نكــروز سيســتميك،  داراي ــروز همــراه ب علايــم كل
N.rustica  ـعلايم داراي  هـا، علايـم سيسـتميك     رگتغيير شكل ب

داراي علايم كلـروز   Nicotiana benthamianaكلروز و نكروزه، 
داراي  Nicotiana clevelandiiهمـراه بـا نكـروزه سيسـتميك و     

  .علايم كلروز همراه با نكروزه سيستميك ظاهر شد
گونه گياهان محـك كاشـته    4سه هفته پس از تلقيح ويروس به 

مشـاهده گرديـد و بـراي اطمينـان از     شده در گلخانه علايم بيمـاري  
آلودگي گياهان تلقيح شده آزمون الايزا روي گياهان تلقـيح شـده بـه    
عمل آمد، ميزان آلودگي در گياهان محك كاشته شـده در گلخانـه در   

بيشترين ميـزان آلـودگي در    ).6جدول( جدول زير مشخص شده است
ن ديــده شــد بنــابراين ايــ Nicotiana clevelandiiگيــاه محــك 

ي گياهي، گياه محك مناسبي براي تكثيـر و شناسـايي ويـروس     گونه
IYSV باشد براي انجام كارهاي تحقيقاتي مي.  
  

  روي چهار رقم پيازِ در شرايط گلخانه IYSVبررسي اثر 
برخي از گياهان متعلق به چهار رقم پياز شامل زرد نيشابور، قرمـز  

هفته پـس از تلقـيح    درچه اصفهان، قرمز درگز و سفيد نيشابور كه دو
علايـم تغييـر   . براي مشاهده علايم ويروس مورد بررسي قرار گرفتنـد 

ها  هاي نكروز در طول برگ شكل برگ و پيچيدگي، سفيد شدگي، لكه
  ).4شكل(دادند   ها را نشان  و نكروز و خشك شدگي نوك برگ

سـه هفتـه پـس از     IYSVبراي اطمينان از آلودگي به ويـروس  
راي آزمايش الايزا به آزمايشگاه انتقال داده شدند كـه  تلقيح، گياهان ب

  .قابل مشاهده است 4نتايج آن در جدول 
  

  
 بر روي پياز تلقيح شده  IYSVعلايم  - 4شكل

  

جدول آلودگي چهار رقم پياز تلقيح شده توسط  -7جدول
  IYSVويروس

درصد آلودگي رقمتعداد گياهان آلودهتعداد كل گياه  نام رقم
  %6/46  7  15 ورزرد نيشاب

  %50  6  12قرمز درچه اصفهان
  %23  3  13 قرمز درگز

  %8/5  1  17 سفيد نيشابور
  ي استخراج شده RNAهاي  باند
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 از طريق الكتروفورز RNAارزيابي كيفيت 

الكتروفـورز ژل آگـاروز قابــل اعتمـادترين روش ارزيـابي كيفيــت     
RNA  است و امكان ارزيابي سريع كيفيتRNA شمي را به روش چ

اسـتخراج شـده بـر     RNAبه منظور ارزيابي كيفيـت،  . كند فراهم مي
كـه در مـورد تمـام     )5شـكل (الكتروفورز گرديـد  % 1روي ژل آگاروز 

ي استخراج شده مشاهده شـد  RNAهاي ارزيابي شده باندهاي  نمونه
هـاي مـورد    در نمونـه  RNA ي صـحت اسـتخراج    كه نشـان دهنـده  

  .آزمايش بود
  

  
 RNAرز محصول استخراج الكتروفو - 5شكل 

  
  و شناسايي ويروس PCRارزيابي كيفيت محصول 

پـس از اسـتخراج    IYSV  به منظور شناسايي و رديابي ويـروس 
RNA     ،كل گياه، با استفاده از آغـازگر اختصاصـي برگشـتcDNA 

سـاخته شـده بـه عنـوان      cDNAمربوط به ويروس سنتز و سپس از 
هايت محصـول تكثيـر شـده    استفاده شد و در ن PCRالگو در واكنش 

PCR گرديـد هاي ژل آگاروز تزريـق   براي ارزيابي كيفيت در چاهك .
همراه %  7/1از ژل آگاروز  PCRبه منظور ارزيابي كيفيت محصولات 

جفت بازي در آخرين چاهك از سمت چپ اسـتفاده   Ladear  100با
باندهاي مورد نظر مشـاهده شـد كـه     bp 181شد كه در مورد آغازگر 

بـه  ). 6شـكل  (باشد  دهنده وجود ويروس در نمونه مورد نظر مي نشان
 bp(دليل اينكه علاوه بر قطعه تكثيـر شـده در محـدوده مـورد نظـر      

تكثيـر   PCRي ديگـري نيـز در واكـنش     ، محصولات ناخواسته)139
الگـو   DNAبراي تكثيـر   Touchdown-PCRشدند، از روش  مي

)cDNA (    در ايـن روش  . شـد به منظور حذف ايـن قطعـات اسـتفاده
يابد، بـه   هاي مختلف كاهش مي دماي اتصال به تدريج در طي سيكل

طوري كه در سـيكل اول دمـاي اتصـال بيشـتر از حـد انتظـار بـراي        
معمـولاً  . باشـد  تر از اين مقدار مـي  پرايمرهاست و در سيكل آخر پايين

. باشد مقدار كاهش دماي چسبيدن يك درجه به ازاي هر دو سيكل مي
هـاي   مل باعث تحريك جفت شدن مطلوب پرايمرها بـه تـوالي  اين ع

هدف شده، در نتيجه قبل از توليد محصولات ناخواسـته، محصـولات   
در مـورد  . يابنـد  اصلي به فراواني توليد شـده و در محـيط تجمـع مـي    

باندهاي مورد نظر در اين منطقـه مشـاهده شـد كـه      bp 139آغازگر 
   ).7شكل(باشد  رد نظر مينشان دهنده وجود ويروس در نمونه مو

انجـام شـده بـراي منـاطق مختلـف در       RT-PCRنتايج آزمون 
گياهان پياز آلوده شده به طور طبيعي و تلقيح . ذكر شده است 8جدول 

هاي نكروتيك  شامل ايجاد لكه IYSVشده در گلخانه علايم بيماري 
هاي لوزي كشيده در سطح بـرگ را نشـان    در سطح برگ و ايجاد لكه

ند كه با علايم گزارش شده توسـط موهـان و ويلسـون، مطابقـت     داد 
هـاي تحـت    هاي زنبق بيمـار در گلخانـه   همچنين در بوته). 13(دارند 
هاي نكروز كشيده مشاهده  برداري علايم ويروس به صورت لكه نمونه

  .هاي داوودي علايم به صورت نكروز شديد مشاهده شد شد در گل

  

  
از سمت چپ چاهك اول مربوط به  bp139مشاهده باند در منطقه % 7/1برروي ژل  IYSVويروس   PCRولاتارزيابي كيفيت محص - 6شكل
Ladear  چاهك دوم شاهد مثبت، چاهك چهارم و ششم مربوط به گياهان زنبق آلوده، چاهك سوم و پنجم و هفتم و يازدهم مربوط به گياهان پياز ،

 .باشد هان داوودي آلوده به ويروس ميآلوده و چاهك هشتم نهم و دهم مربوط به گيا
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مربوط به نمونه پياز چاهك  2و1چاهك  bp 181مشاهده باند در منطقه % 7/1برروي ژل  IYSVويروس   PCRارزيابي كيفيت محصولات - 7شكل

  . باشد مي Ladearمربوط به  6مربوط به داوودي و چاهك  5مربوط به توتون ، چاهك  4و  3
 
  

 RT-PCRهاي استان خراسان با استفاده از آزمون  در مزارع و گلخانهIYSV  ويروسآلوده به  هاي ونهنم درصد - 8جدول

 محل جمع آوريتعداد نمونه RT-PCRتعداد نمونه مثبت در واكنش درصد آلودگي

 توس 45 7 55/15%

 تربت حيدريه 45 12 66/26%

 جاده قديم قوچان 50 43 86%

 قوچان 50 10 20%

 نيشابور 55 15 27/27%

 گلخانه در منطقه چناران 45 8 77/17%

 گلخانه دانشكده كشاورزي مشهد 30 1 33/3%

 جمع 320 96 30%

 نمونه پياز 245 87 51/35%

 نمونه گلهاي زينتي 75 9 12%

  
هـاي   لكـه  N.rusticaبـه بـرگ    IYSVدر مايه زني مكانيكي، 

هـاي نكـروزه    كلروتيك كه بعداً سيسـتميك شـدند و همچنـين لكـه    
ها مشاهده شد مانــند آنچه پوزر و  مشاهده شد سپس تغييرشكل برگ

پس از سه هفته  clevelandii.Nدر . گزارش كرده بود )15(همكاران
علايم كلروز سيستميك همراه با نكروز مشـاهده شـد كـه بـا علايـم      

 .N در . مطابقـت دارد  )16( گزارش شـده توسـط راوي و همكـاران   

benthamiana  و N.tabacum var Samson   علايم كلـروز و
  .نكروز سيستميك پس از سه هفته مشاهده شدند

از ميان گياهان محك كه در اين تحقيق مورد استفاده قرار گرفت 
درصد بيشـترين   5/62با آلودگي  Nicotiana clevelandiiي  گونه

ميزان الودگي را داشت بنابراين ويروس به راحتي در اين گياه محـك  
شود و استفاده از اين گونه براي استفاده در كارهـاي   يح و تكثير ميتلق

ايـن در حـالي اسـت كـه چاتزيواسـيليو و      . شـود  تحقيقاتي توصيه مي
 ترين مهم N. benthamiana و N.rusticaدو گونه  )2( همكاران

كه در اين تحقيق علايـم  . اند كردهگياهان محك اين ويروس معرفي 
هـا، علايـم    شامل تغيير شـكل بـرگ   N.rustica مشاهده شده روي

 .N سيستميك كلروز و نكروزه گياهان محـك و علايـم بيمـاري در   

benthamian    شامل كلروز همراه با نكروزه سيسـتميك در گلخانـه
كه اين علايم در گياهان محك به همراه نتايج حاصل از آزمـون  . بود

، حضـور  RT-PCRو آزمون مولكولي  DAS-ELISAسرولوژيكي 
هـاي   را در اكثر مناطق پيازكاري وتعدادي از گلخانه) IYSV(روس وي

گل زينتي استان خراسـان رضـوي تأييـد كـرد و در نتيجـه ويـروس       
IYSV     براي اولين بار در ايران بر روي پيـاز و گـل داوودي گـزارش

اند كه اين به نظر  تقريباً نيمي از گياهان مايه زني شده بيمار نشده .شد
هاي مختلف گياهـان انتخـاب شـده در     قاومت گونهرسد به علت م مي

اين آزمايش نسبت به ويروس بوده همچنين خطاي آزمايش در هنگام 
در بين منـاطق نمونـه بـرداري    . مايه زني در اين امر دخيل بوده است

درصد بيشترين و  27/79در منطقه جاده قديم قوچان با  IYSVشده 
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. زان آلودگي مشـاهده شـد  درصد كمترين مي 61/9در منطقه قوچان با 
برداري شده به ميزان كمي آلـوده بودنـد و    هاي نمونه همچنين گلخانه
مقايسـه ي  . هاي زينتي مثل زنبق و داوودي يافت شـد  بيماري در گل

-RTو   ELISAدرصد آلودگي بـا اسـتفاده از آزمـون     8و 4جداول 

PCR  ــون ــوده و از  PCRنشــان داد كــه آزم ــدتري ب ــون كارام آزم
  .بيشتري برخوردار است حساسيت

رقم پياز آزمون شده براي اين ويروس رقم قرمز درچـه   4از ميان 
 8/5درصد آلودگي بيشترين آلودگي و سفيد نيشابور بـا   50اصفهان با 

آلودگي كمترين ميزان آلودگي به ويروس را داشـت بنـابر ايـن     درصد
ت بـه  كاشت رقم سفيد نيشابور براي كاهش بيماري در مزارع و مقاوم

دهـد   آزمون غده و بذر گياهان بيمار نشان مي. شود بيماري توصيه مي
يابـد و   يابد اما ويروس به بذر انتقال نمـي  كه بيماري به غده انتقال مي

گـزارش شـده    )11(همان طور كه قبلاً توسط كريتـزمن و همكـاران   
  .يابد باشد و با بذر انتقال نمي بذرزاد نمي IYSVاست ويروس 

يشتر به منظور شناسـايي ارقـام مقـاوم پيـاز وگياهـان      تحقيقات ب
زينتي ميزبان ويروس به ويروس و تريپس ناقل بـراي كنتـرل هرچـه    

همچنين انجام تحقيقات بيشتر براي شناسـايي   .شود بهتر پيشنهاد مي
هرز ناقل ويروس بـه عنـوان منبعـي بـراي ذخيـره ويـروس         هاي علف

ت بيشـتر بـراي شناسـايي    همچنـين انجـام تحقيقـا    .شود پيشنهاد مي
گياهـان زينتـي و    هـرز،  هـاي  هاي ديگر ويروس در بـين علـف   ميزبان

   .گردد محصولات زراعي پيشنهاد مي
 

  سپاسگزاري
بدين وسيله از معاونـت پژوهشـي دانشـكده كشـاورزي دانشـگاه      
فردوسي كه در تأمين هزينه اين تحقيق اينجانب را ياري كردند تشكر 

  .شود مي

 
  منابع

1- Alston D.G. and Drost D. 2008. Onion Thrips (Thrips tabaci).  Utah Pests Fact Sheet. ENT-117-08PR. 
Logan, UT, 7 p. 

2- Chatzivassiliou E.K., Livieratos I., Jenser G. and Katis N.I. 2000. Ornamental Plants and Thrips 
Populations Associated with Tomato Spotted Wilt Virus in Greece. Phytoparasitica, 28(3): 257-264. 

3- Clark M.F. and Adams A.N. 1977. Characteristics of the microplate method of enzyme linked 
immunosorbent assay for the detection of plant viruses. J. Gen. Virol, 34:475-483. 

4- Cortez I., Livieratos I.C., Derks A., Peters D. and Kormelink R.1998. Molecular and serological 
characterization of iris yellow spot virus, a new and distinct tospovirus species. Phytopathology, 
88:1276-1282. 

5- Crowe F.J. and Pappu H.R. 2005.Iris yellow spot virus. Plant Dis, 89:105. 
6- Evans K. and Frank E.  2009.  Iris yellow spot virus in onions.  Utah Pests Fact Sheet. PLP-010-PR. 

Logan, UT, 4 p.  
7- Gent D.H., DuToit L.J., Fichtner S.F., Krishna Mohan S., Pappu H.R. and Schwartz H.F. 2006. Iris 

yellow spot virus:An Emerging Threat to Onion Bulb andSeed Production .Plant Disease, 90 (12): 
1468_1480. 

8- Gera A., Kritzman A., Cohen J. and Raccah B. 1998.Tospoviruses infecting bulb crops in Israel. Pages 
86-87 in: Recent Progress in Tospovirus and Thrips Research. Peters, D. and Goldbach,R eds. Int. 
Sympos. Tospoviruses Thrips Floral Vegetable Crops 4th. Wagengingen,The Netherlands. 

9- Ghotbi T., Shahraeen N. and Winter S.2005.Occurrence of Tospoviruses in Ornamental and Weed 
Species in Markazi and Tehran Provinces in Iran. Plant Dis, 89:425-429. 

10- Kritzman A., Beckelman H., Alexandrov S., Cohen J., Lampel M., Zeidan M., Raccah B. and Gera A. 
2000. Lisianthus leaf necrosis:A new disease of lisianthus caused by Iris yellow spot virus. Plant Dis, 
84:1185-1189. 

11- Kritzman A., Lampel M., Raccah B. and Gera A. 2001. Distribution and transmission of Iris yellow spot 
virus. Plant Dis, 85:838-842. 

12- Mandal B., Pappu H.R. and Culbreath A.K. 2001.Factors affecting mechanical transmission of Tomato 
spotted wilt virus to peanut (Arachis hypogaea). Plant Dis, 85:1259-1263. 

13- Mohan S.K. and Wilson D.O.Jr. 1989. Scape blight of onion. Pages 103-104 in: Proc.Natl. Onion Res. 
Conf., Boise, ID. University of Idaho, Moscow. 

14- Mumford R.A., Glover R., Daly M., Nixon T., Harju V. and Skelton A. 2008. Iris yellow spot virus 
(IYSV) infecting Lisianthus (Eustoma grandiflorum) in the UK: first finding and detection by real-time 
PCR. Central Science Laboratory (CSL), Sand Hutton, York, YO41 1LZ, UK.  



  1392 بهار، 1شماره، 27، جلد)علوم و صنايع كشاورزي(نشريه حفاظت گياهان      158

15- Pozzer L., Bezerra I.C., Kormelink R., Prins M., Peters D., Resende R. de O. and De Avila A.C. 1999. 
Characterization of a tospovirus isolate of iris yellow spot virus associated with adisease in onion fields 
in Brazil. Plant Dis, 83:345-350. 

16- Ravi K.S., Kitkaru A.S. and Winter S. 2006. Iris yellow spot virus in onions:A new tospovirus record 
from India. Plant Pathol, 55:288. 

17- Schmitz A. 2003. Untersuchungen zum Pathogenitatsmechanismus von viroid RNA. Thesis, Heinrich 
Heine Universitat Dusseldorf, Germany. 

18- Silva M.S., Martins1 C.R.F., Bezerra I.C., Nagata T., De Avila A.C. and Resende R.O. 2001. Sequence 
diversity of NSM movement protein of tospoviruses.Arch. Virol, 146: 1267–1281. 

19- Smith T.N., Wylie S.J., Coutts B.A. and Jones R.A.C. 2006.(b). Localized distribution of Iris yellow 
spot virus within leeks and its reliable large-scale detection. Plant Dis, 90:729-733. 

20- Ward L.I., Perez-Egusquiza Z., Fletcher J.D., Ochoa-Corona F.M., Tang J.Z., Liefting L.W., Martin 
E.J., Quinn B.D., Pappu H.R. and Clover G.R.G. 2008. First report of Iris yellow spot virus on Allium 
cepa in New Zealand. Plant Pathology, 52:406. 

 


