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  چكيده
هـاي  هاي عامل موزاييك در مزارع و گلخانهدراين پژوهش براي بررسي پراكندگي ويروس .هاست كشور از ايران و بسياري در مهم سبزيجات از يكي فرنگي گوجه

هاي مذكور از براي شناسايي ويروس. آوري شدكشت جمع ةطق عمدبرگي داراي علايم موزاييك از منا ةنمون 451، 90-91فرنگي شهرستان يزد، در سال زراعي گوجه
 Potato virus Y  )PVY( ،Cucumber mosaic virusاختصاصـي   ةهـاي چندهمسـان  بـادي و آنتـي  ACP-ELISAو  DAS-ELISAهاي آزمون

)CMV( ،Tomato mosaic virus )ToMV (و Arabis mosaic virus )ArMV (درصد . ويروس استفاده شدجنس پوتياي و آنتي بادي تك همسانه
 6/2، درصـد  6/20،  درصد 3/11،درصد 9/35به ترتيب  ToMVو  CMV ،PVY ،ArMVويروس،هاي جنس پوتيآوري شده به ويروسهاي جمع آلودگي نمونه

آوري جمـع  PVYهاي جهت بررسي نوع نژاد جدايه .آوري شده استهاي جمعويروس غالب در بين نمونه PVYبنابراين با توجه به نتايج، . بود درصد 5/13و  درصد
 PVYهـاي آلـوده، بـا اسـتفاده از يـك جفـت آغـازگر اختصاصـي         ي كل از جدايهRNAپس از استخراج . زميني انتخاب شد شده، چهار جدايه از ويروس واي سيب

)P1/P2 (پروتئازي  ةمربوط به ناحيP1هاي مورد بررسي، در آزمون نژاد جدايهبراي شناسايي . جفت بازي تكثير شد 837 ة، يك قطعRFLP  محصولPCR  تحت
مـورد   ةنتايج حاصل از واكنش نشان داد كه هر چهار جداي. استفاده شد PVYهاي قرار گرفت و سپس از جفت آغازگرهاي اختصاصي نژاد HincIIثير آنزيم برشي أت

  .هستند NTNبررسي متعلق به نژاد 
  

   DAS-ELISA ،ACP-ELISA، RT-PCRويروس، پوتيفرنگي،  گوجه: هاي كليدي واژه
  

    2 1مقدمه 
 Lycopersicum esculentumفرنگي با نـام علمـي    گياه گوجه

Mill. هـاي   بيماري. زميني است ي سيبيكي از گياهان دولپه در تيره
فرنگـي   هاي كمي و كيفي در گياه گوجـه ويروسي باعث ايجاد خسارت

 Potato virus Y  )PVY( ،Cucumberهـاي  يـروس و. شـوند مـي 

mosaic virus )CMV( ،Tomato mosaic virus )ToMV (و 
Arabis mosaic virus )ArMV (ةترين عوامل ايجـاد كننـد  از مهم 

اي بـه ايـن   فرنگـي در ايـران بـوده و خسـارات عمـده      موزاييك گوجه
ــي ــد  محصــول وارد م ــروس ). 1(آورن ــنس   PVYوي ــپ ج ــو تي عض

Potyvirus ةدر خانواد Potyviridae  است و گسترش جهاني وسيعي
از  1931در سال ) 11(بار در دنيا توسط اسميت اين ويروس اولين. دارد

از روي  1967درسـال  ) 8(كشور انگلستان و در ايران توسـط كريمـي   
زمينـي   ي ويـروس واي سـيب  پيكـره . زميني گزارش شده اسـت  سيب
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ژنـوم  ). 9(باشـد   ينانومتر م 11نانومتر و عرض  740اي به طول  رشته
PVY ويريده، از يك قطعـه  پوتي ةمانند ساير اعضاي تيرRNA   تـك

نوكلئوتيـد و   10000رشته با قطبيت مثبت تشكيل شده و داراي حدود 
ايـن ويـروس داراي    .)3(اسـت  ) ORF(تنها يك چارچوب خوانش باز 

 ةطـور طبيعـي بـيش از نـه خـانواد     باشد و به دامنه ميزباني وسيعي مي
زميني، كاسني، حبوبات، اسفناج، برخـي   هاي سيبگياهي از جمله تيره

در حالـت  ). 7و  6(كنـد   هاي هرز و گياهان زينتي را آلوده مـي از علف
. شـود  بنـدي مـي    تقسـيم  C و O، Nبه سه نـژاد   PVYكلي نژادهاي 

زمان اين دو  در اثر حضور هم Nو  Oهاي زيادي بين دو نژاد نوتركيب
و  Oهايي كه از نـوتركيبي بـين   به نژاد. در يك گياه ظهور كرده است

N هـاي  نـژاد  انـد اصـطلاحاً  حاصل شدهN:O   گوينـد كـه از   نيـز مـي
 3/ ةناحي ـ .اشاره كـرد  N-Wilgaو  NTNتوان به ها ميترين آن مهم
  .)10(است  Nشبيه به نژاد  5/ ةو ناحي Oبه نژاد  شبيه NTNنژاد 

  

  ها روش مواد و
هـا  هاي عامل موزاييك از گلخانهبرداري و رديابي ويروس نمونه

  فرنگي و مزارع گوجه
فرنگـي در سـال    هاي عامل موزاييك گوجـه  براي رديابي ويروس
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نمونه داراي علايم موزاييك به ترتيب از  290و  161، 91 -90زراعي 
-فرنگي شهرستان يزد جمعكشت گوجه ةانه و مزارع مناطق عمدگلخ

ويـروس از  هاي آلـوده بـه جـنس پـوتي    براي بررسي نمونه. آوري شد
-و آنتـي ) antigen-coated plate ELISA )ACP-ELISAآزمون 

، PVYو براي تشخيص ) AS-0573(ها ويروسسرم اختصاصي پوتي
CMV ،ToMV و ArMV از آزمونdouble antibody sandwich 

ELISA (DAS-ELISA) هـاي   اي ويروس بادي چند همسانهو آنتي
) AS-475و AS-0041 ،AS-0137 ، AS-0008بـه ترتيـب   (مذكور 

آلمان بر اساس دستورالعمل كـلارك و   DSMZتهيه شده در موسسه 
نتايج حدود نـيم سـاعت بعـد از آخـرين مرحلـه      ). 4(آدامز استفاده شد 

 ,®BioTek(ا خوان سـاخت كشـور آمريكـا    آزمون توسط دستگاه اليز

Elx 808 ( هايي كه ميزان  نمونه. نانومتر خوانده شد 405با طول موج
هـاي سـالم بـود بـه      تر از دو برابر ميانگين جذب نمونه شان بيش جذب

  .در نظر گرفته شدند ويروسهاي آلوده به  عنوان نمونه
  
 PVY ةسازي بيولوژيكي و تكثير چهار جداي خالص

-جمـع ( T5 ،T2هـاي  با نـام  PVY ةتعيين نژاد، چهار جداي براي
انتخاب و ) ه از گلخانهآوري شدجمع( G2و  G1، )آوري شده از مزرعه

سازي بيولوژيكي، به صورت مكانيكي روي گياهان بـاقلا   براي خالص
هـاي  هاي موضعي براي تكثيـر روي بوتـه  زني شدند و سپس لكهمايه
مـولار،   05/0زني از بافر فسـفات  ي مايهبرا .فرنگي منتقل شدندگوجه

pH 7 هـاي   جدايـه هاي آلوده بـه  بوته. و پودر كاربوراندوم استفاده شد
بـا  اي مناسـب  به عنوان منبع ويـروس در شـرايط گلخانـه   تكثير شده 

  .سلسيوس نگهداري شدند ةدرج 30تا  25دماي 
 

 RT-PCRي كل و واكنش  RNAاستخراج

RNA   يـت ي كـل بـا اسـتفاده از كRneasy Plant Mini Kit  
براسـاس دسـتورالعمل شـركت سـازنده     ) ساخت شركت كياژن، آلمان(

ي كل اسـتخراج  RNA ةگيري كيفي و كمي آموداندازه. استخراج شد
) يك درصد(هاي الكتروفورز افقي در ژل آگارز  شده، به ترتيب با روش

انومتر ن 280و  260هاي گيري ميزان جذب آموده در طول موجاندازهو 
هـاي  انجام شد و آموده) Termo 2000®, USA(با دستگاه نانودراپ 

RNAمناسـب بـراي آزمـون     ي كلRT-PCR     مـورد اسـتفاده قـرار
براي انجام اين آزمـون از چنـدين جفـت آغـازگر اختصاصـي       .گرفتند
PVY  جفت آغازگرهاي ). 1جدول ) (2(استفاده شدP1/P2 ةكه ناحي ـ 

P1 چهـار  . ر به تفكيك نژادهاي مختلف نيسـتند كنند، قادرا تكثير مي
اي از پـروتئين پوششـي قـادر بـه     جفت آغازگر ديگر بـا تكثيـر ناحيـه   

  . هستند PVYتفكيك نژادهاي مختلف 
. اسـتفاده گرديـد   Vivantisدر اين پژوهش از محصولات شركت 

 در سـاعت  كي مدتبهميكروليتر،  20در حجم نهايي  cDNAساخت 
ــا  ,Bio-Rad(ترموســايكلر  دســتگاه در وسيسلســ درجــه 42 يدم

C1000TM( مواد مورد اسـتفاده در ايـن مرحلـه عبـارت     . انجام گرفت
، سه )ميكروليتر/پيكومول 10(معكوس  يك ميكروليتر آغازگر :بودند از

 و 5X MuMLVبافر  تريكروليم چهاري كل، RNAميكروليتر آمودة 
 ـ ،)تـر ميكرولي/ واحـد  MuMLV-RT )200 ميآنـز  تريكروليم كي  مين
 5/2 و) ميكروليتـر / واحـد  RNase inhibiror  )40آنـزيم  تـر يكروليم
بـا واكـنش    cDNA). ميكروليتـر /ميلي مـول  dNTPs )10 تريكروليم

PCR مـورد   مـواد . شدتكثير  بر طبق دستورالعمل شركت سازندة مواد
 PCR 10X تريكروليم 5/2: عبارت بودند از PCRانجام  ياستفاده برا

buffer، يكروليتــر نــيم مMgCl2 )50 نــيم ، )ميكروليتــر/ميلــي مــول
نيم ميكروليتر آغـازگر   ،)ميكروليتر/ ميلي مول dNTPs )10ميكروليتر 

 Taqنيم ميكروليتر آنزيم  ،)ميكروليتر/ پيكومول 10(معكوس و پيشرو 

DNA polymerase )5 ميكروليتـر   5/2و ) ميكروليتر/ واحدcDNA 
 . تريكروليم 25 ييدر حجم نها

  
  هاي آغازگرهاي مورد استفادهويژگي -1جدول 

روي ژنوم موقعيت  دماي اتصال  )جفت باز(تكثيري اندازه قطعه  
آغازگر توالي نوع  )درجه سلسيوس(  نام آغازگر 

937-916  

837 55 

 TTCCAAAGTGTCCTTTGAG-3 P1-5 معكوس
120-101  CTTCATCAAACAAACTCTTT-3 P2-5پيشرو 

9295-9274  609 58 

عكوسم  5-TGTACTGATGCCACCGTCGAAC-3 OR 

8710-8687  TCTGGRACACATACWGTRCCR-3 OF-5 مستقيم 

9236-9214  

549 58 

 CCTTCATTTGAATGTGTGCCTCT-3 NR-5 معكوس

8710-8687  TCTGGAACTCAYACTGTGCCAC-3 NF-5 مستقيم 

9295-9274  

609 58 

 TGTACTGATGCCACCGTCGAAC-3 OR-5 معكوس

8708-8687  TCTGGAACWCATACTGTACCAA-3 CF-5 مستقيم 

9295-9274  

609 58 

 TGTACTGATGCCACCGTCGAAC-3 OR-5 معكوس

8710-8687  TCTGGAACTCAYACTGTGCCAC-3 NF-5 مستقيم 
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  PCR-RFLPآزمون 
 )HincII )Hind IIداراي يك مكان برشي براي آنزيم  P1 ةقطع

يـك ميكروليتـر آنـزيم     به ايـن منظـور  . است NTNو  Nدر نژادهاي 
ــي  ــاز     Hinc IIبرش ــركت فرمنت ــول ش  19و ) ER0491#(محص

بـر  ) 1X Thermo scientific Tango buffer(ميكروليتر بافر آنزيم 
 ميكروليتـر محصـول   20طبق دستورالعمل شـركت سـازنده بـر روي    

هاي ميكروتيوب. ريخته شد P1/P2توسط آغازگرهاي  PCRحاصل از 
سلسيوس و سـپس بـراي   ة درج 37ت در دماي حاوي آنزيم، سه ساع

سلسـيوس   ةدرج ـ 72غيرفعال كردن آنزيم برشي، سه دقيقه در دماي 
  . حاصل روي ژل آگارز يك درصد برده شد ةنمون .گذاشته شدند

  
  نتايج و بحث
فرنگـي در مـزارع و    هاي عامل موزاييك گوجـه  رديابي ويروس

  فرنگي شهرستان يزد هاي گوجه گلخانه
آوري شده فرنگي جمعگوجه ةنمون 451پژوهش از مجموع در اين 

 5/13و  درصـد  6/2، درصد 6/20، درصد 3/11، درصد 9/35به ترتيب 
و  CMV ،PVY ،ArMVويروس، هاي جنس پوتيبه ويروس درصد

ToMV  با توجه به ). 2جدول (و تعدادي نيز به دو ويروس آلوده بودند
هاي ن ميزان آلودگي به ويروستري آمار ارائه شده در اين پژوهش بيش

داراي علائـم موزاييـك در    ةآوري شدهاي جمعمورد مطالعه در نمونه
  . بوده است PVYهاي شهرستان يزد، مربوط به مزارع و گلخانه

در ) ToMVو  CMV ،PVY(درصــد آلــودگي بــه ســه ويــروس 

بر اساس مشاهدات، ميزان فعاليت . تر از گلخانه بوده است مزرعه بيش
هاي شهرستان تر از گلخانه هاي ناقل در مزرعه بسيار بيشعداد شتهو ت

هـاي  برداري شده فاصلة كشت بين بوته هاي نمونهدر گلخانه. يزد بود
تري با هم داشـتند كـه ايـن     تر از مزرعه بود و گياهان تماس كم بيش

عوامل دليل احتمالي افزايش پراكنـدگي ايـن سـه ويـروس در مـزارع      
  . هاستبت به گلخانهفرنگي نسگوجه
 

  در گلخانه PVYهاي تكثير جدايه
بر  PVYزني چهار جداية انتخابي  روز پس از مايه 15تا  13حدود 
علائم اوليه . فرنگي، علائم سيستميك ظاهرگشتهاي گوجهروي بوته

زني شده بودكه پـس از گذشـت    صورت موزاييك بر روي برگ مايهبه
  . ك و بدشكلي در كل گياه ديده شدصورت چين و چروزمان، علائم به

  
   P1/P2با آغازگر  RT-PCRواكنش 

ي مـورد بررسـي بـا اسـتفاده از جفـت آغـازگر       در هر چهار جدايه
P1/P2 جفت بازي مربوط به ناحية ژن پروتئاز  837ي قطعهP1  تكثير

 ).1شكل(شد 
 

  RFLPآزمون 
ة در هر چهار جدايـه دو قطع ـ  P1ي در آزمون هضم آنزيمي قطعه

بنـابراين بـر اسـاس ايـن     ). 2شكل (جفت بازي ايجاد شد  400حدودا 
 .است NTNو يا  Nها متعلق به گروه  نتيجه اين جدايه

  
  هاي شهرستان يزدهاي عامل موزاييك در مزارع و گلخانهپراكنش ويروس -2جدول 

  محل   
  نمونه برداري

  ي آلوده به دو ويروسهاتعداد نمونه هاي آلوده به تنها يك ويروستعداد نمونه
 CMV PVY ArMV ToMV ToMV+PVY ToMV+CMV  PVY+CMV پوتي ويروس

  0  1  2 21 10 31 15 65  گلخانه
  4  3  6 40 2 62 36 97  مزرعه
  4  4  8 61 12 93 51 162  مجموع

 
  
  
  
  
  

 O’ Gene(نشانگر يك كيلوبازي فرمنتاز ) T2 ،3 ةنمون) T5 ،2 ةنمون) 1راهك: P1/P2نقوش الكتروفورزي حاصل از تكثير با آغازگر  - 1شكل 

Ruller TM ladder( ،4 (ةنمون G1  ،5 (ةنمون G2  كنترل منفي ةنمون) 6و  
  
  
  

1000 bp 
900 bp 
800 
700 bp 
600 bp 
500 bp 

12345
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 PCRمحصول ) O’ Gene Ruller TM( ،2(نشانگر يك كيلوبازي فرمنتاز ) 1 راهك: T5 ةنقوش الكتروفورزي محصول هضم آنزيمي جداي - 2شكل 

  HincIIهضم شده با آنزيم برشي  PCRمحصول ) 4في و كنترل من) P1 3حاوي ژن 
  

هـاي  با جفت آغازگرهـاي اختصاصـي نـژاد    RT-PCRواكنش 
PVY 

 Cهـاي مـورد بررسـي بـا جفـت آغـازگر اختصاصـي نـژاد         جدايه
)CF/OR ( وN )NF/NR (  هيچ واكنشي ندادند، بنابراين هيچ يـك از

امـا هـر چهـار     .نيسـتند  Nو  Cهاي مورد بررسي متعلق به نژاد  جدايه
 609واكنش داده و قطعـات  ) O )OF/ORجدايه با آغازگر اختصاصي 

 N:Oهاي نوتركيب گروه جا كه جدايه از آن). 2(نوكلئوتيدي تكثير شد 
نيز با اين  Oبه گروه  3/ به علت مشابهت توالي Wilgaو  NTNمانند 

ك هاي مذكور از يتر جدايه دهند، براي بررسي بيشآغازگر واكنش مي
اسـتفاده شـد    NTNي اختصاصـي نـژاد   ORو  NFجفت آغازگرهاي 

با توجه به تكثير اين ناحيه در هر چهار جدايه با آغازگر اختصاصي ). 5(
NTN نوكلئوتيدي، اين جدايه متعلق بـه نـژاد    609 ةو ايجاد يك قطع
NTN  4و  3شكل (است .(  

 
  گيري كلي  نتيجه

فرنگـي در   ودگي گوجههاي سرولوژيكي آل در اين پژوهش با روش
بـه اثبـات    ToMVو  CMV ،PVY ،ArMVهـا بـه    مزارع و گلخانه

دار، آلودگي  هاي علايم رسيد كه بر اساس نتايج حاصل از بررسي نمونه
با  RT-PCR نتايج آزمون. تر از بقيه بود بيش) درصد PVY )6/20به 

آلودگي بـه ايـن ويـروس را     PVYاستفاده از جفت آغازگر اختصاصي 
 G1و  T5 ،T2 ،G2براي تعيين سوية چهار جداية انتخابي . ييد نمودتا

در  HincIIبا برش توسـط آنـزيم    RFLPاين ويروس در يك آزمون 
ي دو قطعه P1/P2با جفت آغازگر  P1محصول حاصل از تكثير ناحية 

بـرش در ايـن ناحيـه نشـان دهنـدة      . جفت بازي ايجاد شد 400حدود 
 .است NTNو يا  Nه نژاد ها بمتعلق بودن اين جدايه

  
 
  
  
  
  
  

نشانگر يك ) 2كنترل منفي، ) 1راهك : /OR/ CF  NF/NR/OFبا آغازگرهاي T5 ةواكنش جداي PCRنقوش الكتروفورزي محصول  - 3شكل 
ت آغازگر جف) 5و  Oجفت آغازگر اختصاصي نژاد ) N ،4جفت آغازگر اختصاصي نژاد ) O’ Gene Ruller TM ladder( ،3(كيلوبازي فرمنتاز 

  Cاختصاصي نژاد 
  
  
  
  

و جفت آغازگر اختصاصي نژاد  G1) 5و  T5 ،3 (T2 ،4 (G2) 1راهك  Cبا جفت آغازگر اختصاصي نژاد  PCRنقوش الكتروفورزي محصول  - 4شكل 
NTN  6راهك (T5 ،7 (T2 ،8 (G2  9و (G1  (جفت بازي كياژن  100نشانگر ) 2وGel pilot, 100bp plus(  

  

4          3         2            1
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1       2         3           4       5
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و  Oورد بررسي با آغازگرهـاي اختصاصـي نژادهـاي    هاي م جدايه
NTN )OF/OR  وNF/OR (واكـنش بـا جفـت    . واكنش نشان دادند

 CPچــارچوب ژنــي  3/ انتهــايبــه دليــل شــباهت  OF/ORآغــازگر 

بنابراين با توجـه بـه تمـام    . است Oبا نژاد  NTNهاي نوتركيب  جدايه
مورد بررسي  G2و  T5 ،T2 ،G1 ةنتايج به دست آمده، هر چهار جداي

  .هستند NTN نژاد PVYمتعلق به جنس 
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