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  چكيده

توسپوويروسـي   هاي آلودگي شبيه علائم ،)مشهد-رضوي خراسان( .)Alstroemeria sp(لسترومريا آ كشت هاي گلخانه از يكي در ،1388 پاييز در
 گيـاه  تعـدادي  بـه  عصـاره  ايـن  و شـده  گيري عصاره آلوده گياهان از. گرديد مشاهده گياهان برخي گل و دمبرگ ساقه، برگ، روي بر) نكروز صورت به(

 مـرده  بافـت  هـاي  زخـم  صـورت  بـه  آلودگي علائم) Chenopodium quinoa( سلمه و) Petunia hybrida(اطلسي  روي بر. گرديد تلقيح محك
 مـرده  بافـت  هـاي  زخـم  صورت به ابتدا Nicotiana benthamiana و) Datura stramonium( تاتوره روي بر آلودگي علائم. شد ظاهر موضعي
 تلقـيح . شـد  مشـاهده  سيسـتميك  مـرده  بافت هاي لكه نيز. N. glutinosaروي  بر. گرديد ظاهر سيستميك مردگي بافت علائم سپس و بوده موضعي
پـروتئين   نوكلئـو  عليـه  بـر  شـده  تهيـه  بـادي  آنتـي  از اسـتفاده  بـا . بـود  نـاموفق  آلسترومريا، آلوده هاي نمونه از شده تهيه عصاره با آلسترومريا مكانيكي

)Nucleoprotein; N ( هـاي  ويـروسTomato spotted wilt virus(TSWV)، Tomato yellow ring virus(TYRV)،Iris yellow 

spot virus(IYSV)، Impatiens necrotic spot virus(INSV)، Groundnut bud necrosis virus(GBNV)، Tomato chlorotic 

spot virus(TCSV)، Groundnut ring spot virus(GRSV) و Chrysanthemum stem necrosis virus(CSNV)، آلوده هاي نمونه 
 بـا  هـا  نمونـه  بررسـي  منظـور  به. هستند آلوده TYRV به ها نمونه اين كه داد نشان نتايج و گرفته قرار بررسي مورد) DAS-ELISA( الايزا آزمون با

 بـا  PCR آزمـون  نتيجـه  در. گرديـد  اسـتخراج  تريـزول  از استفاده با داشتند، آلودگي علائم كه N. benthamiana از كل RT-PCR ،RNA آزمون
 ايـن  آمينواسـيدي  تـوالي . گرديـد  تكثيـر  باز جفت 805 حدود در DNA قطعه يك ،TYRVويروس N ژن تكثير براي اختصاصي پرايمرهاي از ادهاستف

 N پـروتئين  آمينواسـيدي  تـوالي  بـا  تـوالي  اين. گرديد ثبت HQ154130(Accession number)شمار رس با GenBank در تعيين، از پس قطعه،
 هـاي  اسـتان  از TYRVويروس N پروتئين آمينواسيدي توالي با درصد 99 كه شد مشخص و گرديد مقايسه GenBank در موجود هاي توسپوويروس

 اسـترين  تعيـين  منظـور  بـه . دارد شـباهت  )ACT09488شـمار  رس(مركـزي   و) AAV98587شمار رس(تهران  ،)ABH07703 شمار رس(فارس 
. اسـت  TYRVويـروس  فرنگـي  گوجـه  اسـترين  ،جدايـه  ايـن  كه شد مشخص و گرديد ادهاستف RT-PCR آزمون در اختصاصي پرايمرهاي از ويروس،
 لپـه  تـك  گيـاه  يـك  آلـودگي  از گـزارش  اولـين  ايـن . گرديـد  منتقـل  سالم به آلوده هاي تاتوره زا Thrips tabaciاز  استفاده با ويروس اين همچنين،

  .باشد مي TYRV به) آلسترومريا(
  

  ايران، رضوي خراسان استان ،Tomato yellow ring virus(TYRV) آلسترومريا، :كليدي هاي  واژه
  
     1 مقدمه

 Tomato spotted wiltشــامل  Tospovirus جــنس

virus(TSWV) تعـداد  در تواننـد  مي كه بوده ديگر گونه چندين و 
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  فردوسي مشهد
    ، هلندWageningen شناسي، دانشگاه ويروس آزمايشگاهاستادياران – 5و4

). 18 ،4(شـوند  بيمـاري  باعـث  زينتي و زراعي باغي، گياهان از زيادي
 لاروي، سـنين  در فقط و شده قلمنت ها تريپس توسط ها ويروس اين
 قطـر  بـه ( ويـروس  ذرات). 18( شوند مي كسب اول، سن خصوص به

 هـاي  جنس ساير همچون جنس، اين هاي گونه در) نانومتر 110-80
 قطعـه  سـه  حـاوي  و بـوده  پوشـش  داراي ،Bunyaviridae خانواده
RNA 7( هسـتند ) بزرگ و متوسط كوچك،( اي رشته تك .(RNA 
  بزرگ، RNA. هستند دوقطبي نيز ديگر قطعه دو و بوده منفي بزرگ،

 را RNA-depended RNA polymerase(RdRp) پــروتئين
 cell-to-cell] حركتــي  پــروتئين  كــه  حــالي  در نمــوده  كــد 

movement(NSm)] گليكــوپروتئين و[glycoproteins(Gn 

  )علوم و صنايع كشاورزي(حفاظت گياهان نشريه
 314-324.ص ،1390 پاييز، 3شماره ،25جلد

Journal of Plant Protection 
Vol. 25, No. 3, Fall 2011, P. 314-324 



  315      ...زرد حلقه ويروس مولكولي تشخيص

and Gc)] پـروتئين  نوكلئوكپسـيد . شود مي كد متوسط قطعه توسط 
]nucleocapsid(N) protein[ ژن خاموشـي  بازدارنـده  پروتئين و 
]suppressor of RNA silencing(NSs) [ قطعـه  توسـط  نيـز 

 توالي تشابه اساس بر ها توسپوويروس). 13 ،7( شود مي ستنز كوچك
 بـين  در شناسـي  سـرم  روابط ميزباني، دامنه ،N پروتئين آمينواسيدي

 شـوند  مـي  يبنـد  طبقه گونه درچندين ناقل اختصاصيت و Nپروتئين
ــران در). 7( ــا اي ــتفاده ب ــون از اس ــزا آزم  Enzyme-linked) الاي

immunosorbent assay; ELISA)  توسـپوويروس  گونـه  چنـد 
ــامل  ،TSWV، Iris yellow spot virus(IYSV) شــ

Impatiens necrotic spot virus(INSV) وGroundnut 

bud necrosis virus(GBNV) شناسايي مختلف هاي ميزبان در 
 RNA نوكلئوتيدي توالي اساس بر ،2005 سال در). 24 ،13( اند دهش

ــه يــك كوچــك، ــد گون ــا توســپوويروس از جدي ــران در ه    روي از اي
ــه ــي گوج ــزارش فرنگ ــد گ  Tomato yellow ring و گردي

virus(TYRV) از فقـط  تـاكنون  ويـروس  اين). 13( شد نامگذاري 
 گياهان زيادي عدادت ايران در. است شده گزارش دولپه گياهان و ايران
 برخي پرورش و تكثير براي اگرچه. شوند مي كشت بريده شاخه زينتي

 دائـم  طـور  به جديد ارقام شود، مي استفاه پياز يا غده از گياهان اين از
 Alstroemeria) آلسـترومريا . شـود  مي ايران وارد كشورها ساير از

sp.) بـوده  يجنـوب  آمريكاي بومي باشد، مي اي لپه تك گياه يك كه 
. شـود  مي كشت بريده شاخه زينتي گياه يك عنوان به ايران در و) 8(

 پـاييز  در. شود مي ايران وارد هلند مانند كشورهايي از زينتي گياه اين
 خراسـان  اسـتان  در آلسـترومريا  كشت هاي گلخانه از يكي در ،1388
 برخـي  هـاي  بـرگ  و گـل  دمبـرگ،  سـاقه،  روي بـر  ،)مشهد( رضوي
 مشـاهده  توسپوويروسـي،  هـاي  آلـودگي  شـبيه  آلودگي علائم گياهان
 آلسترومريا در بيماري اين عامل شناسايي تحقيق، اين از هدف. گرديد
  .است

  
  ها مواد و روش

  برداري نمونه
 مشهد در آلسترومريا كشت هاي گلخانه از يكي در1388 پاييز در
. گرديـد  مشـاهده  هـا  توسـپوويروس  به آلودگي به مشكوك هاي بوته
 نكروتيـك،  هاي نوار صورت به دمبرگ و ساقه روي بر آلودگي معلائ
 روي بر و كلروتيك و نكلروتيك هاي زخم صورت به ها برگ روي بر

 نكروتيـك  نواحي تشكيل و ها گلبرگ پيچيدگي صورت به نيز ها گل
 هـاي  آلـودگي  شـبيه  علائم اين كه جا آن از).  1 شكل( شد مشاهده
 بـرداري  نمونه ها بوته اين از ،)28 ،15( هاست توسپوويروس از ناشي
  .شدند منتقل آزمايشگاه به بيشتر بررسي جهت ها نمونه و شده

 
 

  بيماري عامل شناسايي
  آزمون گياهان -

 استفاده با آزمون، گياهان روي بر آلودگي علائم بررسي منظور به
 سـولفيت  درصـد  1/0 حـاوي  كه pH 7 با مولار 01/0 فسفات بافر از

 طريـق  بـه  عصاره و شده گيري عصاره آلوده هاي نمونه از بود سديم
 گياهـان . گرديـد  زنـي  مايـه  بررسي مورد آزمون گياهان به نيكي مكا

تـاتوره   ،)Petunia hybrida(اطلسـي   شـامل  اسـتفاده  مورد آزمون
)(Datura stramonium، Nicotiana glutinosa،  

N. benthamiana سلمه و)Chenopodium quinoa ( بود)13، 
15.(  

 

  
علائم آلودگي بر روي برگ آلسترومريا به صورت لكه  - 1شكل

  هاي نكروتيك و كلروتيك
  
  شناسي سرم
الايـزا   دوطرفـه  سـاندويچ  آزمـون  از هـا،  نمونـه  بررسي منظور به

)Double-antibody sandwich ELISA; DAS-ELISA (
 N پـروتئين  عليـه  بـر  شده تهيه) IgG(بادي  آنتي از و  شده استفاده

 ـ  Tomato yellow ring virus (TYRV)، Irisهـاي   روسوي

yellow spot virus(IYSV)، Tomato spotted wilt 

virus(TSWV)، Impatiens necrotic spot 

virus(INSV)، Groundnut bud necrosis 

virus(GBNV)، Groundnut ring spot virus(GRSV) ، 
Tomato chlorotic spot virus(TCSV) و 

Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV)  در كـه 
 ويــروس رديــابي جهــت بــود، شــده تهيــه Wageningen دانشــگاه
  هـــا نمونـــه از اســـتخراجي، بـــافر از اســـتفاده بـــا. شـــد اســـتفاده

)N. benthamiana ــا ــم ب ــتميك علائ ــاون در) سيس ــي ه    چين
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  آنـزيم  متصـله  و  بـادي  آنتـي . [(w/v)1:30] گرديـد  گيري عصاره
 از و گرديـد  رقيـق  1: 1000 ميزان به  بادي، آنتي –)فاتازفس الكالين( 

 از پـس  سـاعت  يـك . شـد  اسـتفاده  0.1mg/mlغلظـت  با سوبستره
   جـذب  ميـزان  هـا،  چاهـك  بـه ) فسـفات  نيتروفنيل( سوبستره افزودن
ــه ــا نمون ــانومتر 405 در ه ــا ن ــتفاده ب ــتگاه از اس ــزا دس ــوان الاي  خ

(FLUOstar OPTIMA, BMG LABTECH GmbH, 
Germany) منفـي  كنتـرل  بـا  مقايسه در كه آنهايي و گرديد قرائت  

 نشـان  را بـالايي  جـذب  ميزان)  N. benthamiana سالم گياهان( 
 عنـوان  بـه  ،)منفـي  كنترل جذب ميانگين برابر سه از بيش( دادند  مي

  ).28 ،6 ،5(شدند  گرفته نظر در بيشتر بررسي جهت آلوده هاي نمونه
  

   كل RNA  استخراج
 علائـم  و بـود  شـده  زنـي  مايه كه  N. benthamiana اهگي از 

 بـا  كـل RNA  اسـتخراج  جهـت  داد، مـي  نشـان  سيستميك آلودگي
  برگ تازه بافت گرم 1/0. شد استفاده) Invitrogen, USA(تريزول 

. گرديـد  همـوژنيزه  تريزول ميكروليتر 1000 در مايع، ازت از استفاده با
 در دور11000(سـانتريفيوژ   و كلروفـرم  ميكروليتـر 200 افزودن از پس
 رويـي  فـاز  ،)گراد سانتي درجه چهار دماي در دقيقه 15 مدت به دقيقه
 سـانتريفيوژ  با سپس. گرديد اضافه) 1:1(سرد  ايزوپروپانل آن به و جدا
 درجـه  چهـار  دمـاي  در دقيقـه  10 مـدت  بـه  دقيقه در دور 11000 در

 بـا  سوبر شستشوي از پس. شد داده رسوب كل RNA گراد، سانتي
 پـنج  مـدت  بـه  دقيقـه  در دور 9000 در سـانتريفيوژ  و درصد 70 الكل
 خشـك  كـل  RNA رسـوب  گـراد،  سانتي درجه چهار دماي در دقيقه
 عاري استريل مقطر آب ميكروليتر 10 در آن كردن حل از پس و شده
  .  گرديد نگهداري گراد سانتي درجه – 80 در، RNase آنزيم از
  

ــنش ــره واك ــرا اي زنجي ــا زپليم ــي ب ــوس ترانويس   معك
Reverse Transcription PCR( RT-PCR)   

 الايـزا  آزمون در كه هايي نمونه در Nپروتئين ژن تكثير منطور به
ــنش ــت واكـــ ــتند، مثبـــ ــاي از داشـــ ــي آغازگرهـــ   اختصاصـــ

N-Start(5'-ATGGCTACCGCACGAGTG-3') و   
 N-Stop(5'-TTAAAATGCATC-3'))13 (ابتدا. شد استفاده 

 عـاري  سترون تقطير دوبار وآب كل RNA  ازگرفوق،آغ دو حضور در
 سـه  مـدت  بـه  گـراد  سـانتي  درجه 85 دماي در و RNAse آنزيم از

 فـوق  مخلـوط  سپس. گرديد انجام cDNA سنتز مرحله اولين دقيقه،
 مـدت،  ايـن  از پس. گرديد نگهداري اتاق دماي در دقيقه سه مدت به

 AMV آنـزيم  لشام كه معكوس ترانويسي مخلوط از ميكروليتر 15

Reverse Transcriptase(22u/μl, Promega, USA) ،
ــافر ــزيم ،5x cDNAبـ  ,RNase inhibitor(40u/μl آنـ

Promega)، مخلوط dNTP(10mM) سـترون  تقطيـر  دوبار آب و 
 60 دماي در و شده مخلوط cDNA سنتز مرحله اولين مخلوط با بود،

 گهـداري ن  cDNAسـنتز  جهت دقيقه 60 مدت به گراد سانتي درجه
 اي زنجيـره  واكـنش  با RT واكنش از آمده دست به cDNA. گرديد

. شــد تكثيــر) polymerase chain reaction; PCR(پليمــراز 
 5x GoTaqشامل  كه بوده ميكروليتر پنجاه ،PCR واكنش مخلوط

buffer، 25mM MgCl2، 10مخلــوطmM dNTP،  آنــزيم
GoTaq polymerase(5u/μl, Promega) ،هر(ق فو آغازگر دو 

 سـترون  تقطير دوبار آب و) ميكروليتر 5( cDNA ،)ميكروليتر 1 كدام
 اوليه سازي واسرشت مرحله يك شامل پليمراز اي زنجيره واكنش. بود
 شـامل  چرخـه  30 گـراد،  سـانتي  درجه 92 دماي در دقيقه دو مدت به

 ،)denaturation(ثانيـه   30 مـدت  بـه  گـراد  سانتي درجه 92 دماي
 72 در و) annealing( ثانيه 30 مدت به گراد نتيسا درجه 55 دماي
 مرحلـه  يـك  و) extension(دقيقـه   يـك  مدت به گراد سانتي درجه

 final(گــراد  درجــه ســانتي 72 در دقيقــه هفــت مــدت بــه نهــايي

extension (در الكتروفروز% 1 آگاروز در ژل شده تكثير قطعات. بود 
  .شدند آميزي گرن برمايد اتيديوم از استفاده با و TAE بافر

  

ــي هضــم ،)Cloning(ســازي همســانه  و) Digestion(آنزيم
   )Phylogenetic analysis( فيلوژنيتيك آناليز
 با ابتدا ،PCR واكنش در يافته تكثير قطعه توالي تعيين منظور به

 GFX™ PCR DNA and Gel Band كيــت از اســتفاده

Purification Kit(GE Healthcare UK Limited) بــر و 
 آگـاروز  ژل از DNA قطعـه  ايـن  سازنده، شركت دستورالعمل اساس

 ،)T4 DNA Ligase( ليگاز آنزيم از استفاده با سپس و شده خالص
 داده قـرار  pGEM-T Easy(Promega)پلاسميدي ناقل داخل در
. گرديـد  سـازي  همسـانه  Escherichia coli DH5α باكتري در و

 درجـه  چهـار  ايدم ـ در شب يك مدت به ،ligation واكنش مخلوط
 جريـان  از اسـتفاده  بـا  مـدت،  ايـن  از بعـد . شـد  نگهداري گراد سانتي

   بــه شــده نوتركيــب پلاســميد ،)Electroporator(الكتريســيته 
 اسـاس  بـر  سـرانجام . گرديـد  منتقل فوق باكتري شايسته هاي سلول
 از اسـتفاده  بـا  سپس. شدند انتخاب مناسب هاي كلني آبي،/سبز كلني
 ,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit(Fermentasكيـت 

Germany) نوتركيب پلاسميدهاي شركت، دستورالعمل اساس بر و 
 نظـر  مـورد  قطعه وجود تاييد و بررسي منظور به. گرديد استخراج شده
 سـرانجام، . گرديـد  اسـتفاده  NotI برشـي  آنزيم از پلاسميد، داخل در

 ـ تعيـين  جهت بودند نظر مورد قطعه حاوي كه پلاسميدهايي  بـا  واليت
 آمـده،  دسـت  به نوكلئوتيدي هاي توالي. گرديدند ارسال ،SP6آغازگر

بلاسـت   از پـس  و شـده  ترجمـه  پـروتئين  بـه  Expasy افـزار  نرم با
)protein blast (در NCBI، هـاي  تـوالي  بـا  هـا  تـوالي  اين تشابه 

 بررسـي  مـورد  GenBankدر موجود هاي توسپوويروس آمينواسيدي
 جايگـاه  تعيين و آمده دست به هاي توالي ليزآنا منظور به. گرفت قرار

 آمينواسـيدي  تـوالي  ابتـدا  شـده،  شناسايي هاي ويروس تاكسونوميكي
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 تـوالي  بـا  تحقيـق  ايـن  در شـده  شناسـايي  هـاي  ويروس N پروتئين
ــروتئين    موجــود GenBank در كــه هــا توســپوويروس برخــي N پ

چندگانــه  ســازي همرديــف ،Clustal W از اســتفاده بــا باشــد مــي
)Multiple alighnment ( شد)از آمـده  دسـت  بـه  هاي داده). 26 

 بـا  فيلـوژنيتيكي  درخـت  سـاخت  بـراي  اي، چندگانـه  سازي همرديف
  ).  25(گرفتند  قرار استفاده مورد MEGA 4افزار نرم از استفاده
  

   ويروس استرين تعيين -
 فرنگـي  گوجـه  زرد حلقـه  ويـروس  اسـترين  نوع تعيين منظور به

 از ])TYRV-s( سويا استرين يا) TYRV-t(فرنگي  گوجه استرين[
 بــا كــل RNA اســتخراج از پــس. شــد اســتفاده RT-PCR آزمــون
 در الگـو  عنـوان  بـه  آن از و سـنتز  cDNA رشـته  تريزول، از استفاده
 ذكـر  اسـتفاده  مورد آغازگرهاي 1 جدول در. شد استفاده PCR آزمون
 N پـروتئين  تـوالي  از بخشـي  اسـاس  بـر  فوق آغازگر سه .است شده

 تنهـا  cDNA سنتز منظور به). 16(اند شده طراحي TYRV ويروس
 هـر  PCR آزمـون  در. شـد  اسـتفاده  Varamin-N-Stopآغازگر از

 اسـترين  بـراي  اختصاصي(  TYRV-t-Ndown2آغازگر دو از كدام
ــه ــي گوج ــي(   Soybean-Ndown496 و) فرنگ ــراي اختصاص  ب
 نـوع  تـا  شـده  ركيبت Varamin-N-Stop آغازگر با)  سويا استرين
 همسانه، PCR آزمون ،cDNA سنتز. شود مشخص ويروس استرين
 شـد،  گفتـه  قبلا كه همانطور توالي تعيين و پلاسميد استخراج سازي،
  .گرديد انجام

  
  Thrips tabaci وسيله به ويروس انتقال -

 T. tabaci گونـه  از تـريپس،  با ويروس انتقال بررسي منظور به
 اي شيشـه  ظروف از گونه، اين جمعيت افزايش رمنظو به. شد استفاده

 تـازه  ساقه از قطعاتي روي بر T.tabaci گونه. شد استفاده مخصوص
 درجـه  20 دمـاي  و نور ساعت 12 و تاريكي ساعت 12 شرايط در سير

 از عـاري  هـاي  جمعيـت  تهيـه  از بعـد . شـدند  داده تكثير گراد سانتي
  ابتـدا  انتقـال،  بـراي . شـد  استفاده ويروس انتقال براي آنها از ويروس،

D. stramonium از پـس  و شـده  زني مايه مطالعه مورد ويروس با 
 تغذيـه  جهـت  ويـروس  منبـع  عنوان به آنها از سيستميك، علائم بروز

 پتـري  داخـل  در كـار  ايـن  براي. شد استفاده ويروس كسب و تريپس
 و گذاشته ويروس به آلوده تاتوره برگ از اي قطعه كوچك، هاي ديش
 قطعـات  ايـن  روي بـر  فـوق  گونه از يك سن لارو زيادي تعداد سپس
 12 نـوري  شـرايط  در هـا  ديش پتري اين سپس). 27(شدند داده قرار

 ضـمن  هـا  لارو تـا  گذاشـته  گراد سانتي درجه 20 دماي و نور ساعت
 يك سن لارو تعدادي همچنين. كنند كسب را ويروس برگ، از تغذيه
 قـرار  منفـي،  كنترل عنوان به اتوره،ت سالم از برگ قطعاتي روي بر نيز
 پـس  ساعت پنج الي چهار. شدند نگهداري فوق شرايط در و شده داده

 روي بـر  هـا  تـريپس  تـاتوره،  سـالم  و آلـوده  هاي برگ روي تغذيه از
 ضـمن  تـا  گرديـده  منتقـل  D. stramonium سالم برگ از قطعاتي
 بـا  يـه، تغذ از پـس  روز چهـار . كننـد  منتقـل  را ويروس برگ، از تغذيه

  و N-Start اختصاصـــي آغازگرهـــاي و PCR آزمـــون از اســـتفاده
N-Stop ،اسـتخراج . شـد  انجـام   بـرگ  قطعات در ويروس شناسايي 

RNA ،سنتز كل cDNA، آزمون PCR، اسـتخراج  سازي، همسانه 
  .گرديد انجام شد، گفته قبلا كه همانطور توالي تعيين و پلاسميد

  
  هت تعيين استرينآغازگرهاي مورد استفاده ج -1جدول 
  منبع  توالي آغازگر

TYRV-t-
Ndown2 

5'-GAATTCACTTTCACTGGG -
3'(F)  14  

Soybean–
Ndown496  

5'- TGTGGAAAATGTGGCTG -
3'(F)  16  

Varamin-N-
Stop 5'-TTAAAATGCATC- 3'(R)  16  

   
  نتايج و بحث

 شـامل  شـده  آوري جمـع  هاي نمونه روي بر شده مشاهده علائم
 علائـم . بـود  گـل  و دمبـرگ  بـرگ،  سـاقه،  روي بـر  نكروز هاي لكه

: هسـتند  متنـوع  معمولا ها، توسپوويروس به گياهان آلودگي مشخص
 بـرگ،  شـكل  تغيير ابلقي، كوتولگي، نكروتيك، و كلروتيك هاي زخم
). 22(حلقـوي   لكـه  و زردي رگبـرگ  سيسـتميك،  پژمردگـي  و نكروز
 علائـم  مشابه علائمي اند، شده آوري جمع كه آلسترومريا هاي نمونه

   از اســتفاده بــا. دهنــد مــي نشــان را هــا توســپوويروس بــه آلــودگي
 پليمـراز  اي زنجيـره  واكـنش  و سـرولوژي  ميزباني، دامنه هاي آزمون
  .    هستند توسپوويروس به آلوده ها نمونه اين كه شد ثابت

  
  آزمون گياهان 

 كننـده  آلـوده  توسـپوويروس  كه داد نشان ميزباني دامنه مطالعات
 منتقل مطالعه مورد محك گياهان به مكانيكي طريق به ها، نمونه ناي

 شـد  ظاهر علائمي ،N. benthamiana و اطلسي روي بر. شود مي
هاسـت   توسـپوويروس  بـه  گياهـان  اين آلودگي مشخص علائم از كه

 هــاي لكــه صــورت بــه اطلســي، روي بــر آلــودگي علائــم). 15 ،13(
 آلـودگي  علائم N. benthamianaدر . شد ظاهر موضعي نكروتيك

 تلقـيح  هـاي  برگ روي بر ابتدا اوليه علائم. بود سيستميك صورت به
 صـورت  بـه  علائـم  سـپس  و بوده كلروتيك هاي لكه صورت به شده

 هـاي  بـرگ  در بـرگ  پيچيـدگي  بـا  همراه پيسي و سيستميك نكروز
   آلــودگي دهنــده نشــان علائــم ايــن. شــد مشــاهده جديــد و بــالايي
 تهيـه  عصاره تلقيح. است ها توسپوويروس به رسيبر مورد هاي نمونه
 صـورت  به آلودگي علائم ابتدا تاتوره روي بر آلسترومريا نمونه از شده
 نكـروز  علائـم  تدريج به اما نمود ايجاد سيستميك كلروتيك هاي لكه
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 علائـم  تـاتوره  روي بر ها توسپوويروس. شد ظاهر ابلقي و سيستميك
   گـزارش  تـاكنون  كـه  TYRVهـاي  جدايـه . كنند مي ايجاد متفاوتي

 در و) 24 ،13(شـده   تاتوره روي بر سيستميك آلودگي باعث اند، شده
 بـا ) علائـم  بـدون  يـا  موضعي علائم(كنند  مي ايجاد كه علائمي نوع

 نمونــه از شــده تهيــه عصــاره كــه آنجــا از. ندارنــد تفــاوتي يكــديگر
 ايجاد  TYRV هاي جدايه مشابه علائمي تاتوره روي بر آلسترومريا،

 و توسـپوويروس  يك به ها نمونه اين بنابراين ،)24 ،15 ،13(اند  كرده
  و ســلمه روي بــر آلــودگي علائــم. هســتند آلــوده TYRV احتمــالا

N. glutinosa، و موضـعي  نكروتيك هاي لكه صورت به ترتيب به 
 بـر  ها توسپوويروس كه دهد مي نشان قبلي تحقيقات. بود سيستميك

 علائم كه حالي در) 13 ،7 ،2(نموده  ايجاد عيموض آلودگي سلمه روي
 ها گونه برخي. است متغير ها ويروس اين به N. glutinosa آلودگي
   سيسـتميك  آلـودگي  باعـث  نيز برخي و) 4 ،2(موضعي  آلودگي باعث
  و ســـلمه روي بـــر شـــده ظـــاهر علائـــم). 15 ،13(شـــوند  مـــي

N. glutinosa تلقـيح  مرياآلسـترو  نمونـه  از شـده  تهيه عصاره با كه 
 و توسـپوويروس  يـك  بـه  نمونـه  ايـن  كـه  دهد مي نشان ،بودند شده

ــوده TYRV احتمــالا ــا. هســتند آل ــه عصــاره تلقــيح ب    از شــده تهي
 جهت قبلي هاي تلاش همچون آلسترومريا، به آلسترومريا هاي نمونه
 Alstroemeria necrotic streakو TSWV با آلسترومريا تلقيح

virus(ANSV) )15 (و بيمـاري  علائم بررسي بنابراين. بود فقنامو 
 يـك  بـه  بررسـي  مـورد  هـاي  نمونه كه دهد مي نشان ميزباني دامنه

مولكـولي   و شناسـي  سـرم  هـاي  آزمـون  و بـوده  آلوده توسپوويروس
)PCR(، از اي گونــه چــه بــه هــا نمونــه ايــن كــه كنــد مــي ثابــت 

  .   هستند آلوده ها توسپوويروس
  

  شناسي سرم 
 و بررسـي  مـورد  هـاي  نمونـه  روي بـر  آلودگي ئمعلا كه آنجا از

 بـه  آلودگي علائم شبيه استفاده مورد آزمون گياهان روي بر همچنين
 شـده  تهيه سرم آنتي از الايزا آزمون در بنابراين بود، ها توسپوويروس

   هشـت  از. شـد  اسـتفاده  هـا  توسـپوويروس  برخي N پروتئين عليه بر
 تهيـه  مختلـف  هـاي  سپوويروستو N پروتئين عليه بر كه بادي آنتي
 بـادي  آنتـي  گرفتنـد،  قـرار  اسـتفاده  مـورد  آزمـون  ايـن  در و بود شده

TYRV آلسـترومريا  بـا  شده تلقيح هاي نمونه از شده تهيه عصاره با 
   ســـاير بـــادي آنتـــي بـــا. داد نشـــان مثبـــت واكـــنش) 2شـــكل(

 بـر . نشـد  مشاهده مثبتي واكنش هيچگونه مطالعه، مورد هاي ويروس
 آلســترومريا، هــاي نمونــه كننــده آلــوده توســپوويروس اســاس ايــن

TYRV-AS شود مي گذاري نام.  
 يـك  عنـوان  بـه  ،)Serogroup( سـرولوژيكي  هاي گروه مفهوم

 بسياري در جديد، هاي توسپوويروس تاييد و بندي طبقه در مهم معيار
 تـرين  فراوان N پروتئين كه آنجا از. گيرد مي قرار استفاده مورد موارد
 اسـاس  بر سرولوژيكي مقايسه بنابراين هاست، توسپوويروس نپروتئي

 بنـدي  طبقـه  و رديـابي  براي مناسب و راحت اي وسيله پروتئين، اين
ــاليز و ســرولوژيكي روابــط اســاس بــر). 3( هاســت توســپوويروس  آن
   مـــوقتي و شـــده تاييـــد هـــاي گونـــه ،N پـــروتئين فيلـــوژنيتيكي
 تـك  سروتيپ چهار و اصلي سرولوژيكي گروه سه در ها توسپوويروس

 با ASNV كه آنجا از). 2جدول)( 19( شوند مي بندي دسته اي، گونه
 گـــروه N پـــروتئين عليـــه بـــر شـــده تهيـــه هـــاي ســـرم آنتـــي

 TSWV )15(، Tomato zonate spotســــرولوژيكي

virus(TZSV) گروه در پروتئين اين عليه بر شده تهيه سرم آنتي با 
 سـرولوژيكي  گـروه  بـا  نيـز   MeSMVو )WSMoV)7سرولوژيكي

TSWV)4 (نظـر  بـه  دهـد،  مـي  نشـان  سرولوژيكي متقاطع واكنش   
 هــاي گــروه در ترتيــب بــه گونــه ســه ايــن كــه رســد مــي

 همچنـين . دارنـد  قرار TSWV و TSWV، WSMoVسرولوژيكي
 شباهت TYRVو IYSVگونه دو N پروتئين آمينواسيدي توالي بين

 سـاير  بـه  سـبت ن TYRV نتيجـه  در و دارد وجود) درصد 78( بالايي
 بيني پيش بنابراين). 13( است تر نزديك IYSVبه ها، توسپوويروس

 ايـن  با. گيرد قرار IYSVسرولوژيكي گروه در TYRV كه شود مي
 بـا  اسـت  ممكن سرولوژيكي هاي گروه مفهوم از استفاده گاهي حال،
 كـه  دهد مي نشان الايزا آزمون نتيجه). 2( باشد همراه اشتباه و تضاد
 اين در بررسي مورد هاي توسپوويروس ساير با  TYRV-AS جدايه
 و TYRVكـه  ايـن  بـا  طرفـي  از. ندارنـد  سـرولوژيكي  رابطه آزمون،

IYSV پـروتئين  آمينواسـيدي  توالي بالابين تشابه وجود لحاظ به N، 
ــه ــديگر ب ــك يك ــد نزدي ــا ،)13( ترن ــه ام ــنش هيچگون ــاطع واك  متق

  .نشد ديده الايزا آزمون در دو اين بين سرولوژيكي
  

    RT-PCRواكنش
 TYRV بـه  ها نمونه آلودگي الايزا، آزمون در كه اين به توجه با
 بر شده طراحي هاي آغازگر از استفاده با PCR آزمون در گرديد، تاييد

 تكثيـر  ژن ايـن  ،)N-Stopو N-Start(ويـروس   ايـن  N ژن اساس
 به نزديك DNA قطعه يك آگاروز، ژل در الكتروفورز از پس و گرديد
) سـالم (منفـي  كنتـرل  نمونـه  در. گرديـد  مشـاهده  بـاز  جفت 805 باند

ــه ــدي هيچگون ــاهده بان ــد مش ــا نش ــي در ام ــوارد برخ ــدهاي م  بان
 نوكلئوتيـد  18 بـا  N-Startآغـازگر ). 3 شكل(شد  ديده غيراختصاصي

 رس با ايران از) TYRV( فرنگي گوجه زرد حلقه ويروس N ژن اول
ــوده يكســان AY686718شــمار ــا نيــز N-Stop آغــازگر و ب  12 ب

 ايـن  ژن. اسـت  مكمـل  ويـروس  ايـن  در ژن ايـن  انتهـايي  نوكلئوتيد
 نوكلئوتيد سه كه است نوكلئوتيد  825 داراي ويروس، اين در پروتئين
 رود مـي  انتظـار  بنابراين ،)13(است  خاتمه كدن به مربوط آن انتهايي

 نتايج. شود تكثير باز جفت 825 وزن با قطعه يك PCR آزمون در كه
 مورد هاي نمونه كننده آلوده توسپوويروس كه داد نشان PCR آزمون
  . هستند باز جفت 825 وزن با ژن قطعه يك داراي بررسي،
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Mean absorbance values at 405 nm
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  نانومتر 405نمودار ميانگين جذب نمونه آلسترومريا و كنترل هاي مثبت و منفي در  - 2شكل 

  
 سرولوژيكيطبقه بندي گونه هاي توسپوويروس ها به گروه هاي  - 2جدول

 

                        Serogroup                                                                   Serotype 

_______________________________________                      ________________________________________ 

TSWV            WSMoV                IYSV                   PCFV        MYSV          INSV       PYSV 

TSWV            WSMoV                                           PCFV        MYSV          INSV        PYSV 

TCSV             GBNV 

GRSV             WBNV 

CSNV             CaCV 

ZLCV             CCSV 

* CCSV:Calla lily chlorotic spot virus, CaCV:Capsicum chlorosis virus, MYSV:Melon yellow spot virus, PCFV:Peanut chlorotic 
fan-spot virus, PYSV:Peanut yellow spot virus, WBNV:Watermelon bud necrosis virus, WSMoV:Watermelon silver mottle virus,  

ZLCV:Zucchini lethal chlorotic virus 
  
 تكثير جهت اختصاصي آغازگرهاي از PCR آزمون در كه آنجا از
 بنـابراين  گرديـد،  ويروس حلقه زرد گوجه فرنگـي اسـتفاده   Nژن كل

 ايـن  N ژن انـدازه  بـا  بايسـت  مـي  آزمـون  ايـن  در يافته تكثير قطعه
 قطعـه  يـن ا تـوالي  موضوع، اين تاييد منظور به. باشد يكسان ويروس
  .گرديد تعيين
  

   فيلوژنيتيك آناليز و سازي همسانه
 قطعـه  حاوي پلاسميدهاي سازي، همسانه و PCR آزمون از پس

   تـوالي . شـدند  ارسـال  SP6 آغـازگر  بـا  توالي تعيين جهت نظر، مورد
 HQ154130 شمار رس با ها نمونه اين در N پروتئين اسيدي آمينو
 آمينواسـيدي  هـاي  توالي با ليتوا اين تشابه. شد ثبت GenBank در

 و شـده  جستجو  GenBankدر موجود هاي توسپوويروس N پروتئين
 جدايـه  كـه  داد نشـان  جسـتجو  ايـن  نتيجـه . گرفت قرار بررسي مورد

TYRV-AS )با) مطالعه اين در TYRV رس بـا  مركـزي  استان از 
ــمار ــا ،ACT09488شــ ــتان از TYRV بــ ــارس اســ ــا فــ    بــ

   بــا تهــران اســتان از TYTV-t بــا و ABH07703شــمار رس
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 آنجـا  از. دارنـد  شباهت درصد 99 ميزان به AAV98587شمار رس
 و جديـد  ويـروس  يـك  بـين   N پروتئين آمينواسيدي توالي تشابه كه

 بـه  تـا  باشد درصد 90 از كمتر بايد شده تاييد هاي توسپوويروس ساير
 در بررسـي  مورد جدايه بنابراين ،)6(شود  تاييد جديد گونه يك عنوان
 آمينواسيدي توالي تشابه اساس بر و نبوده جديد گونه يك مطالعه، اين

  . شود مي تاييد) TYRV( فرنگي گوجه زرد حلقه ويروس ،N پروتئين
  

  
با  PCRنقوش الكتروفورزي قطعه تكثير يافته در   - 3شكل 

: Pماركر، : M(نمونه آلسترومريا در  TYRVآغازگرهاي اختصاصي 
  )آلسترومريا: A ، ل منفيكنتر: Nكنترل مثبت،  

  
 جايگــاه تعيــين آمــده، دســت بــه هــاي تــوالي آنــاليز منظــور بــه

 و هـا  توسپوويروس بين در شده شناسايي هاي ويروس تاكسونوميكي
 جدايـه  N پروتئين آمينواسيدي توالي ابتدا فيلوژنيتيكي، درخت ترسيم

 بيسـت  N پـروتئين  كامـل  تـوالي  بـا  تحقيـق  ايـن  در شده شناسايي
ــپو ــه ويروستوس ــود GenBankدر ك ــد، موج ــا بودن ــتفاده ب   از اس

Clustal W، تـوالي  همچنـين ).  26(شـد   چندگانـه  سازي همرديف 
 ويـروس  ايـن  ديگر جدايه هفت با جدايه اين N پروتئين آمينواسيدي

 دسـت  بـه  هاي داده. شد چندگانه سازي همرديف نيز GenBankدر
 فيلـوژنيتيكي  رختد ساخت براي اي، چندگانه سازي همرديف از آمده

) 25(گرفتنـد   قـرار  اسـتفاده  مـورد  MEGA 4افـزار  نرم از استفاده با
ــكل( ــاي شــــ ــت). 5و4هــــ ــوژني درخــــ ــوافقي فيلــــ   تــــ

(Consensus phylogenetic tree) ــف از ــازي همرديـ    سـ
 هـاي  توسـپوويروس  N پـروتئين  آمينواسيدي هاي توالي اي چندگانه
 آمـده  دسـت  بـه  ق،تحقي اين در شده شناسايي جدايه و شده شناسايي

 Neighbor-joining methodروش از درخت اين ترسيم در. است
 500 از درصـدي  صـورت  بـه  نيز Bootstrap مقادير و شده استفاده
   نشـان  4شـكل  در فيلـوژني  درخـت  بررسي. اند شده داده نشان تكرار
 يك. گيرند مي قرار اصلي Cladeدو در ها توسپوويروس كه دهد مي

 گزارش آمريكايي كشورهاي از بار اولين براي كه دهستن آنهايي گروه
 كشـورها  ايـن  در اساساً و) American tospovirus clade( شده

 كـه  هسـتند  هـايي  توسپوويروس ساير نيز دوم گروه و دارند گسترش

  وآســـــيايي اروپـــــايي كشـــــورهاي از بـــــار اولـــــين بـــــراي
(Eurosian tospovirus clade) ايـن  در اساسـاً  و شـده  گزارش 

 جدايـه  كـه  دهـد  مي نشان آناليز اين). 15 ،13( دارند گسترش احينو
 و داشته قرار آسيايي-اروپايي Clade در مطالعه اين در شده شناسايي

ــا  Clusterدر و داده تشــكيل  Cluster يــك IYSV و TYRV ب
 جدايـه . گيرنـد  نمـي  قـرار  آسـيايي -اروپـايي  هـاي  سايرتوسپوويروس

TYRV-AS ــا ــمار رس( TYRVبـ ــك در) AY686718شـ  يـ
Cluster نشـان  كه را قبلي تحقيقات نتايج آناليز، اين. گيرند مي قرار 

 بـين  و بـوده  نزديـك  يكـديگر  بـه  بسيار IYSV و TYRVدهد مي
 همولـوژي  بيشـترين  ويـروس  دو ايـن  N پـروتئين  آمينواسيدي توالي
 ايـن  در بررسي مورد جدايه كه آنجا از. كند مي تاييد ،)13( دارد وجود

 در ندارنـد،  قـرار  آمريكـايي  هـاي  توسـپوويروس   Clade در تحقيق
 آسـيايي –اروپـايي  كشـورهاي  آنهـا،  منشـاء  كـه  گفت توان مي نتيجه
 قـرار  مجـزا  اسـتريني  گروه دو در TYRV هاي جدايه).  15( هستند

 جدا سويا از بار اولين براي كه s (TYRV-s)استرين يكي. گيرند مي
 در بـار  اولـين  بـراي  هك ـ t (TYRV-t) استرين ديگري و است شده
 بررسي). 14( است شده شناسايي TYRVبه آلوده هاي فرنگي گوجه
 دو در اسـترين  دو ايـن  كـه  دهد مي نشان 5 شكل در نيژفيلو درخت

Clade ــزا ــرار مج ــد ق ــي در. دارن ــن از يك ــه ،Clade دو اي   جداي
TYRV-s شمار رس با DQ462163 سـويا  از بـار  اولـين  براي كه 

 Clade در. دارد قـرار  باشـد،  مـي  sآن استرين و هشد جدا )ايران در(
 اولين براي كه AY686718 شمار رس با TYRV-t جدايه نيز دوم
 ههمـرا  باشد، مي t آن استرين و شده جدا فرنگي گوجه از ايران در بار
 ايـران  در مختلـف  هـاي  ميزبـان  از كـه  TYRV هاي جدايه ساير با

 در TYRV-AS جدايـه  كـه  آنجـا  از. دارنـد  قـرار  انـد،  شده گزارش
Clade استرين t با و داشته قرار TYRV-t يك Cluster  تشـكيل 

 N پـروتئين  آمينواسيدي توالي درصدي99 شباهت بنابراين دهند، مي
 و شـده  تاييـد  TYRV-t استرين N پروتئين آمينواسيدي توالي با آن

 تـوالي  تشـابه . باشـند  مـي  t استرين جدايه، اين كه شود مي مشخص
 در TYRV هاي ايزوله ساير و sاسترين بين N پروتئين يآمينواسيد

   تاييـد  را فيلـوژنتيكي  آنـاليز  ايـن  نتايج نيز) درصد 91 - 92( 3 جدول
  .كند مي

  
   ويروس استرين تعيين
فرنگـي   گوجـه  اسـترين  دو داراي فرنگي گوجه زرد حلقه ويروس

)TYRV-t  (سويا  و)TYRV-s (باشد  مي)اين در كه آنجا از). 14 
 جدايـه  اسـترين  بنـابراين  اسـت  شـده  شناسـايي  ويروس اين قيق،تح

 DNA قطعـه  يك فقط PCR آزمون با. گرديد تعيين شده، شناسايي
   اسـترين  بـراي  آغازگراختصاصـي  حضـور  در بـاز  جفت 213 حدود در

 استرين براي اختصاصي آغازگر حضور در و گرديد تكثير فرنگي گوجه
  ).6كلش(نشد  مشاهده باندي هيچگونه سويا،
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نتيكي را بر اساس همرديف سازي چند گانه اي توالي آمينواسيدي پروتئين ژكه روابط فيلو (cluster dendrogram)دندروگرام خوشه اي - 4شكل 

N  توسپوويروس شناخته شده و جدايه شناسايي شده در اين مطالعه،  نشان مي دهد 20در .  
 

 
در اكثر جدايه هاي  Nنتيكي را بر اساس همرديف سازي چند گانه اي توالي آمينواسيدي پروتئين ژروگرام خوشه اي كه روابط فيلودند - 5شكل 

  .در دنيا و جدايه شناسايي شده اين ويروس در اين مطالعه،  نشان مي دهد  TYRVشناسايي شده 
  

 TYRVاي بين جدايه ه Nتوالي آمينواسيدي پروتئين (%) تشابه -3جدول 

 
AY686718 

)تهران(  
FJ970490 

)مركزي(  
DQ810195

)فارس(  
DQ788694

)فارس(  
DQ788693

)فارس(  
DQ462163

)تهران(  
HQ154130 

)رضوي. خ(  
HQ154131

)شمالي. خ(  

AY686718 100 98 98 98 97 91 99 99 

FJ970490  100 99 99 98 92 99 99 

DQ810195   100 99 98 92 99 99 

DQ788694    100 98 91 98 98 

DQ788693     100 91 98 98 

DQ462163      100 91 91 

HQ154130       100 99 

HQ154131        100 
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 و شـده  ترجمـه  پروتئين به آمده، دست به نوكلئوتيدي هاي توالي

 N پروتئين آمينواسيدي هاي توالي با  توالي اين تشابه بلاست، از پس
 مــورد و شــده جســتجو  GenBankدر جــودمو هــاي توســپوويروس

 تـوالي  از بخشـي  آمينواسـيد  70 بـا  تـوالي  ايـن . گرفـت  قـرار  بررسي
 از( AAV98587 شمار رس با TYRV-tدر Nپروتئين آمينواسيدي

 استان از( ABH07703شمار رس با TYRV-TSدر ،)تهران استان
 ،)مركزي استان از( ACT09488 شمار رس با TYRV با و) فارس
 رس بـا  TYRV-s بـا  كـه  حـالي  در داد نشـان  شـباهت  ددرص 100

ــمار ــتان از( ABF59486ش ــران اس ــد 90 ،)ته ــباهت درص . دارد ش
 ژن توالي از بخشي اساس بر تحقيق، اين در استفاده مورد آغازگرهاي

N اسـترين   دو درTYRV-t و TYRV-s  ايـن . انـد  شـده  طراحـي 
 كـه  حالي در بوده نوكلئوتيد 213 داراي TYRV-tدر N ژن از بخش

 يـك  تكثيـر  بنابراين). 14(است  نوكلئوتيد 496 داراي TYRV-sدر 
 وجـود  آلسـترومريا،  هـاي  نمونـه  در بـاز  جفـت   213 با DNA قطعه

 اسـترين  و آمده دست به آمينواسيدي توالي بين درصدي 100 شباهت
 اين بين درصدي 90 شباهت وجود همچنين و TYRV فرنگي گوجه
 tاسترين TYRV-AS جدايه كه كند مي ثابت سويا استرين و توالي
 آلودگي و باشند نمي s استرين به آلوده بررسي مورد هاي نمونه  بوده،

 نـوع  كـه  ايـن  با.  ندارد وجود ها نمونه اين در استرين دو اين مخلوط
 انـد،  شـده  شناسـايي  ايران در كه TYRV هاي جدايه بيشتر استرين
 تشـخيص  بـراي  1 جـدول  اختصاصي آغازگرهاي از و نبوده مشخص

  در فيلـوژني  درخـت  هـاي  داده امـا  اسـت،  نشده استفاده استرين نوع
 فرنگـي  گوجه استرين آنها، در استرين نوع كه دهد مي نشان 5 شكل
 صـورتي  در. اسـت  غالـب  ايران، در استرين اين زياد احتمال به و بوده
) 12(تقـاطعي  حفاظـت  صـورت  آن در باشـد،  صـحيح  احتمال اين كه

 ايـران  در فرنگي گوجه استرين بودن غالب دلايل از يكي است ممكن
 يـن ا بـا .  باشد ميزبان يك در استرين دو اين زمان هم آلودگي عدم و

  .دارد نياز زيادي تحقيقات به موضوع اين تاييد حال،
  
  Thrips tabaci با ويروس انتقال
 جفـت  825 حـدود  در DNA قطعه يك ،PCR آزمون نتيجه در

 تغذيـه  آن روي بر ويروس به آلوده هاي تريپس كه يبرگ نمونه در باز
 چنين) سالم برگ(منفي  كنترل نمونه در ولي گرديد تكثير بودند، كرده
 آمـده،  دست به نوكلئوتيدي هاي توالي). 7 شكل(نشد  مشاهده باندي

   بــا تــوالي ايــن تشـابه  بلاســت، از پــس و شـده  ترجمــه پــروتئين بـه 
 موجــود هــاي توســپوويروس N پــروتئين آمينواســيدي هــاي تــوالي

 ايـن  نتيجـه . گرفت قرار بررسي مورد و شده جستجو  GenBankدر
 پـروتئين  ايـن  تـوالي  بـا  آمـده  دسـت  به توالي كه داد  نشان جستجو

ــا TYRVدر ــمار رس بــ ــا ،ACT09488شــ ــا TYRVبــ    بــ
   بـــــــــا TYRV-t بـــــــــا و ABH07703شـــــــــمار رس

 ينبنـابرا . دارد شـباهت  درصد 99 ميزان به AAV98587شمار رس
 TYRVوجود تاييد بر علاوه بلاست، و PCR آزمون نتايج اساس بر
 تاييد نيز تريپس توسط ويروس اين انتقال بررسي، مورد برگ نمونه در
 دهـد  مـي  نشان)  24(قبلي تحقيقات و تحقيقات اين نتيجه. شود مي
ــه ــي Thrips tabaci ك ــاقلين از يك ــم ن ــران در TYRV مه    اي
   F. occidentalis آيـا  كـه  نيسـت  مشـخص  حال، اين با. باشد مي
    خير؟ يا كند منتقل را TYRV تواند مي

  

  
جهت  PCRنقوش الكتروفورزي قطعه تكثير يافته در  - 6شكل 

كنترل منفي :  t-ماركر،  :  TYRV-AS  )Mتعيين نوع استرين جدايه 
كنترل منفي با آغازگرهاي :  t  ،-sبا آغازگرهاي اختصاصي استرين 

كنترل مثبت با آغازگرهاي اختصاصي :  s  ،+sين اختصاصي استر
 t  ،A-sكنترل مثبت با آغازگرهاي اختصاصي استرين :  s  ،+tاسترين 

نمونه :  s ،A-tنمونه آلسترومريا با آغازگرهاي اختصاصي استرين : 
 ) t آلسترومريا با آغازگرهاي اختصاصي استرين

  
 ،) Thysanoptera راسـته (  هـا  تـريپس  هـاي  گونه از تعدادي

. كننـد  مـي  منتقـل  را ها توسپوويروس جمله از و گياهي هاي ويروس
 هـاي  بيمـاري  شـوند،  مـي  منتقل ها تريپس توسط كه هايي ويروس

 در). 21( كننـد  مـي  ايجاد گياهان، از زيادي تعداد در خطرناكي و مهم
ــنس ــاي جــــ   ،Thrips، Frankliniella، Scirtothrips هــــ

Microcephalothrips و Ceratothripoides ناقـل  هـاي  گونه 
 ،Frankliniellaاز گونـه  شـش  تنها. دارند قرار گياهي هاي ويروس
ــه ــه ســـ ــك و Thripsاز گونـــ ــه يـــ   Scirtothripsاز گونـــ

 گـزارش  هـا  توسـپوويروس  ناقـل  عنـوان  به Ceratothripoidesو
 Microcephalothrips  هاي گونه ايران از تاكنون). 17( اند شده

abdominalis، Thrips tabaci، Haplothrips sp.، 
Frankliniella tenuirnis، F. intonsa، Tenothrips frici، 
Tenothrips discolor )9 ،10 ( وF. occidentalis )20 (

   در INSV و TSWV الايـزا،  آزمـون  از اسـتفاده  بـا  و شـده  گزارش
 روي از كــه M. abdominalis و Thrips tabaci هــاي گونــه
 و رديابي بودند، شده آوري جمع ويروس دو اين به هآلود زينتي گياهان



  323      ...زرد حلقه ويروس مولكولي تشخيص

ــايي ــده شناسـ ــد  شـ ــين). 10 ،9(انـ ــز TYRVهمچنـ   توســـط نيـ
Thrips tabaci ــرگ از ــا D. stramonium  هــاي ب ــم ب  علائ

 منتقل گياه اين سالم هاي برگ به ويروس اين به سيستميك آلودگي
 تاييـد  ا،ه ـ برگ اين) الايرا آزمون( سرولوژيكي بررسي با انتقال اين و

ــد ــه). 24(گردي ــاي گون  ،F. occidentalisو Thrips tabaciه
 آفـت  يك عنوان به و بوده ها توسپوويروس ناقل هاي گونه مهمترين

 بايسـت  مـي  بنـابراين   ،) 11 ،1(هسـتند  مـزارع  و ها گلخانه در عمده
 انتقــال در هــا آن نقــش و كــارايي همچنــين و جغرافيــايي گســترش

 انتقـال  كـه  آنجا از.  گيرد قرار مطالعه مورد ايران در ها توسپوويروس
) تحقيـق  ايـن  در( TYRVو) 14( ANSV) عصاره تلقيح( مكانيكي

 بنابراين است، بوده ناموفق تاكنون) 23(پياز به IYSVو آلسترومريا به
 بـه  هـا  ويروس اين انتقال در مهمي نقش ها تريپس رسد مي نظر به

 در ها توسپوويروس ناقلين ترشگس به توجه با. دارند پياز و آلسترومريا
 ازجملـه  هـا  ويروس اين گسترش احتمال ايران، در ها وگلخانه مزارع

TYRV مـوثر،  تلفيقـي  كنترل منظور به بنابراين بوده، زياد  ايران در 
 شناسـايي  و هـا  توسـپوويروس  شيوع ميزان از كافي اطلاعات داشتن
  .است ضروري آنها، ناقلين
  
  
  

  گزاري سپاس
 كاركنــان تمــام و Richard Kormelink ازدكتــر نگارنــدگان

 تشـكر  هلنـد،  در Wageningen دانشگاه شناسي ويروس آزمايشگاه
  .كنند مي

  

  
 انتقال بررسي جهت تاتوره نمونه PCR آزمون نتيجه - 7 شكل

TYRV تريپس با )M  :،ماركر N  :سالم، نمونه يا منفي كنترل  
P: مثبت، كنترل D: ويروس انتقال بررسي جهت تاتوره نمونه(  
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