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  چكيده

بـدين  . از مناطق عمده پياز كاري استان خراسان نمونه برداري صورت گرفـت  1389رد پياز در بهار و تابستان به منظور شناسايي ويروس كوتولگي ز
شـيروان،   منظور نمونه برداري تصادفي از مزارع حومه شهرستان هاي مشهد، چناران، قوچان، تربت حيدريه، نيشابور، بردسـكن، گنابـاد، فريمـان، فـاروج،    

آلـودگي  . نمونه هاي برگي با علائم موزائيك، زردي، رگوز و پيچيدگي همراه با كوتولگي غده هاي پياز جمع آوري شدند. مدبجنورد و آش خانه به عمل آ
-RTدر واكـنش   (CP)و آغاز گرهاي طراحي شده براي تكثير ژن پـروتئين پوششـي    DAS-ELISAنمونه هاي فوق با استفاده از آزمون سرولوژيك 

PCR بدين منظور استخراج  .تندمورد ارزيابي قرار گرفRNA  از نمونه هاي آلوده با استفاده از كيت آمـاده)plus(RNX™      انجـام شـد و بـه دنبـال آن
 bp291قطعه تكثير شده  ،% 5/1در ژل آگارز  PCRالكتروفورز محصول . انجام گرديد PCRو سپس آزمون  cDNAجهت ساختن  RT-PCRآزمون 

همچنـين آلـودگي بـا روش    . قطعه تكثير شده جهت توالي يابي ارسال و تائيد شد. نه هاي مورد آزمايش نشان دادرا در تمام نمو CPمربوط به ژن كامل 
نتـايج بـه   . همچنين صحت بيماري زايي ويروس نيز در شرايط گلخانه بر روي سه گونه از گياه سلمه مورد بررسـي قـرار گرفـت   . سرولوژيك تائيد گرديد

ومه چناران، گناباد و نيشابور به اين ويروس آلوده مي باشند و در مزارع ساير شهرستان ها آلودگي با درصد بسيار ضـعيف  دست آمده نشان داد كه مزارع ح
   .مشاهده مي شود يا هيچ آلودگي مشاهده نگرديد

  
 DAS-ELISA ،RT_PCRويروس كوتولگي زرد پياز، شناسايي، دامنه ميزباني،  :واژه هاي كليدي

  
  3 2 1 مقدمه

توسط ملهوس  1929كوتولگي زرد پياز اولين بار در سال  ويروس
تواند  ميزبان اصلي آن پياز مي باشد اما مي ).7(و همكاران گزارش شد 

ــانواده     ــري از خــ ــاي ديگــ ــه هــ ــه گونــ و   Alliaceaeبــ
Chenopodiaceae  ايــن ). 2(حملــه كــرده و آنهــا را آلــوده ســازد

 ز ايران گزارش شدتوسط شهرآئين و همكاران ا 1998بيماري در سال 
و در بيشتر كشورهاي دنيا كه كشت پياز و موسـير دارنـد گـزارش    ) 9(

  ).6( شده است
و  4يكي از اعضاي خانواده پتي ويريـده  ويروس كوتولگي زرد پياز

  و داراي ذرات رشـته اي خمـش پـذير بـه طـول       5جنس پتي ويروس

                                                            
به ترتيب دانشجوي دكتري، استاد و استاديار گروه گياهپزشكي، دانشكده  -3و  2، 1

  كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد
  )Email: majid.shahi.1364@gmail.com:       نويسنده مسئول -(*

 
 

4- Potyviridae 
5- potyvirus 

nm772 -723  مي باشد و ژنوم آن شامل يك مولكول منفردRNA 
در آلودگي به اين ويروس برگهـا  ). 4( است) ssRNA+(طي مثبت خ

رفته رفته زرد مي شود و حالت بد شكلي و تمايل به سـمت پـايين در   
جوانه هاي گياه كوچكتر شده و بذر گيـاه از كيفيـت خـوبي    . آنها است

  .برخوردار نخواهد بود
  

  مواد و روش ها 
 1389و پـاييز  به اين منظـور در تابسـتان    :جمع آوري نمونه ها

نمونه برداري از مزارع پياز استان هاي خراسان رضوي و شمالي انجام 
جهـت تعيـين   ( نمونه برداري با روش هـاي انتخـابي و تصـادفي   . شد

  .  انجام شد) پراكنش
  

شناسايي و تعيين پـراكنش ويـروس كوتـولگي زرد پيـاز     
  )ويروس كوتولگي زرد پياز(

در نمونه هاي جمـع آوري  جهت رديابي ويروس و تعيين پراكنش 

  )علوم و صنايع كشاورزي(حفاظت گياهان نشريه
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  1392 پاييز، 3شماره، 27، جلد)علوم و صنايع كشاورزي(نشريه حفاظت گياهان      400

  .استفاده شد DAS-ELISAشده از آزمون 
جهـت   :بررسي دامنه ميزباني ويروس در شـرايط گلخانـه   

بررسي دامنه ميزباني ويروس در شرايط گلخانـه، از روش مايـه زنـي    
  . ويروس به روش انتقال مكانيكي به سه گونه سلمه استفاده گرديد

 ش كلارك و آدامز انجام شـد اين آزمون مطابق رو :آزمون الايزا
)3 .(  

كـل از كيـت     RNAبـه منظـور اسـتخراج     : RNAاسـتخراج  
)plus(RNX™ )مطابق با دستورالعمل كيـت  ) كره جنوبي-سينا ژن

  .  استفاده گرديد
براي انجـام ايـن واكـنش از آغـاز گرهـاي       :RT-PCRواكنش 

از ايـالات متحـده آمريكـا جهـت تكثيـر پـروتئين        1اختصاصي كياژن
توالي اين آغازگرها به صورت زير . ويروس، استفاده شد) CP(ششي پو

  ):6( هستند
Forward:5' CGA-AGC-AAA-TTG-CCA-AGC-
AGG 3' 
Reverse:5' CGA-TTA-GCT-GCC-CCT-CTA-AC 
3' 

مرحلــه نســخه بــرداري ( ويــروس RNAاز  cDNAســنتز 
 Accupower طبق روش موجود در كيت cDNAسنتز  :)معكوس

TMRT Premix) Bioneer- korea (انجام شد.  
بـدين منظـور از دو روش    :تكثير با واكنش زنجيره اي پليمراز

  .معمول و استفاده از كيت آماده شركت بايونير كره جنوبي استفاده شد
جهت انجـام الكتروفـورز    :PCRالكتروفورز افقي فراورده هاي 

 1x TBE )Tris Boricدرصـد و بـافر    7/1و 5/1افقي از ژل اگارز

Acid EDTA (استفاده گرديد .  
مربوط به قطعه تكثير شده به طول  PCRمحصول  :توالي يابي

bp 291 براي توالي يابي ارسال شده و مورد تائيد قرار گرفت.  
  

  
  )ب)                           (الف(                                      

س كوتولگي زرد پياز  نمونه هاي مورد آزمايش با علائم ويرو - 1شكل
موج دار شدن،زردي و : رگه هاي زرد رنگ و كوتولگي ب: الف

  كوتولگي
  

                                                            
1- Qiagene 

  و بحث نتايج
: ويـروس كوتـولگي زرد پيـاز   شناسايي و تعيين پـراكنش  

هاي آلوده اي كـه بـا روش هـاي انجـام شـده در ايـن تحقيـق         نمونه
شناسايي شدند متعلق به مناطق خزري گناباد، نوبهار چناران و اسحاق 

  . آباد نيشابور بودند
ويـروس  واكنش گياهان مورد بررسي در برابـر مايـه زنـي    

روز پس از مايه زني ويروس، علائم به  16تا  14 :كوتولگي زرد پياز
روتيك و نكروتيك بر روي برگ هـاي گياهـان مايـه    صورت نقاط كل

  ). 2شكل) (8( زني شده ظاهر شد
  

  
علائم روي برگ هاي تلقيح شده توسط عصاره گياه بيمار  - 2شكل

A : علائم نكروتيك ضعيف روي گونهCh. quinoa  
 B : علائم نكروتيك روي گونهCh. amaranticolor C : علائم

  Ch. Albumنكروتيك و كلروتيك روي گونه 
  

  آزمون الايزا
نتايج مربوط به هر يك از پليـت هـا    DAS-ELISAدر آزمون 

بر اساس تغيير رنگ حفرات از بي رنگ تا زرد پر رنگ با شاهد مثبـت  
 Stat( و منفي مقايسه شد، همچنين با استفاده از دستگاه الايزا خوان

Fax 2100( نانو متر براي هر يـك   405، ميزان جذب در طول موج
حفرات پليت تعيين گرديد و بدين ترتيب نتايج بررسي چشمي تغيير  از

  .رنگ حفرات هر پليت مورد تاييد  قرار گرفت
  

   RT-PCRآزمون 
RNA   استخراج شده از نمونه ها پس از سنتزcDNA   و بسـط

درصـد تزريـق    5/1بر روي ژل آگارز  ،PCRنتايج آن توسط واكنش 
 ـ ويروس كوتولگي زرد پيازباند . شد در مقايسـه بـا     bp  291ا سـايز ب

  .مشاهده مي شود 3اين باند در شكل . اندازه نشانگر مشاهده گرديد
  
  ه گيرينتيج

نمونه، آلـوده   43نمونه مورد آزمايش  729در اين تحقيق از ميان 
بودند كه منطقه نوبهار چنـاران   ويروس كوتولگي زرد پيازبه ويروس  

ن آلـودگي در اسـتان خراسـان    درصد آلودگي بالاترين ميـزا  05/47با 
 .رضوي را نشان داد
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  سپاسگزاري
ــات      ــه تحقيق ــهرآئين از موسس ــوح ش ــر ن ــيله از دكت ــدين وس ب

تهران بزرگ بـه خـاطر ارسـال معـرف هـاي      ) گياه پزشكي(كشاورزي

آزمون الايزا، شاهد مثبت ويروس و راهنمايي هاي بـي دريـغ ايشـان    
  .تشكر و قدرداني مي شود
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