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  چكيده
يكـي از  ) CGMMV( پيـسك سـبز خيـار     موزائيـك ويـروس   .  عوامل محدود كننده توليـد كـدوييان در ايـران اسـت            هاي ويروسي يكي از   آلودگي

منظور رديـابي ايـن ويـروس     به. شوديمبه اين گياهان ه رشد يدر مراحل اولو مهمي   ي جد تسبب خسار كه    مهم آلوده كننده كدوييان است     هاي ويروس
گرمك از مزارع    هاي ارقام مختلف خيار، كدو، هندوانه، خربزه، طالبي،       هاي بوته  ه مشكوك به آلودگي از برگ      نمون 220 تعداد   1388 -1389هاي   طي سال 

 نمونه  47آلودگي  . آوري و تحت شرايط استاندارد به آزمايشگاه منتقل گرديد         هاي خراسان رضوي و شمالي جمع      هاي خيار استان  يان و گلخانه  يمختلف كدو 
زني شـد و بـر اسـاس ظهـور     ها به چند گونه گياه محك مايهعصاره برخي از اين نمونه    .  به اثبات رسيد   DAS-ELISA  با انجام آزمون   CGMMVبه  

اسـتخراج  RNXTM(-Plus)  هاي الايزا مثبت با استفاده از محلول كل از نمونهRNA. علايم و بررسي مجدد با آزمون الايزا وجود آلودگي تاييد گرديد
پـس از الكتروفـورز   .  استفاده از يك جفت آغازگر اختصاصي منطبق بر ژن كد كننده پروتئين پوششي ويـروس انجـام شـد    باRT- PCR شد و واكنش 

نتايج اين تحقيق اولين گزارش از وجـود آلـودگي بـه ويـروس موزائيـك      .  مشاهده گرديدbp  420باندي معادل% 7/1 بر روي ژل آگارز PCRمحصول 
  .باشدهاي خراسان رضوي و شمالي مي ستانپيسك سبز خيار در مناطق مختلف ا

  
   رضوي و شمالي خراسانهاي ، استانDAS-ELISA ،RT-PCR پيسك سبز خيار، موزائيك ويروس :هاي كليديواژه

 

     1مقدمه
انـد كـه      شناسـايي شـده     ويروئيـد  4ويروس و    41تاكنون بيش از    

يان را  يهاي مختلـف خـانواده كـدو      طور طبيعي يا آزمايشگاهي گونه     به
 )CGMMV (ويروس موزائيك پيسك سبز خيار    ). 11(سازند  آلوده مي 

 CGMMV. تهاي معمول خانواده كدوييان اس ـ   عامل يكي از بيماري   
.  اسـت  Virgaviridae از خـانواده     Tobamovirusجـنس   متعلق بـه    

-320 و طـول     18اي شكل خمش ناپذير به قطـر        روس ميله پيكره وي 
 مثبت به طـول     لاي تك RNAاز نوع    نانومتر و ژنوم يك بخشي       300

 )1( ورثساين ـ اولين بار توسط     CGMMV). 9( نوكلئوتيد است    6624
 3 در انگلـستان از روي خيـار بـا نـام ويـروس شـماره                 1935در سال   

)(Cucumber virus 3ايزدپناه،در ايران.  گزارش شد ) اولـين  ) 1361
 1365بار اين ويروس را در منطقه فـارس گـزارش نمـوده و در سـال                 

بـا  بـسيار    ايـن ويـروس      . از مزارع ورامين جدا شده است       قرباني توسط

                                                            
،  گياهپزشـكي  وه گـر  مربيكارشناسي ارشد، استاد و     دانشجوي   به ترتيب    -3 و   2،  1

  دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد
  ):zohrehmoradi2008@yahoo.com Email   : نويسنده مسئول-(*

روش مكـانيكي   ثبات و فاقد ناقل اختصاصي است اما به سـهولت بـه             
همچنين از طريق پوسـته بـذر و آلـودگي خـاكي نيـز              . انتقال مي يابد  

 دامنه ميزبـاني طبيعـي ايـن ويـروس محـدود بـه              ).5(شود  منتقل مي 
سبب خسارت جدي در مراحل اوليـه رشـد در          يان است و    يخانواده كدو 

 CGMMVآلـودگي بـه     ). 3(شـود   كدويياني مثل خيار و هندوانه مـي      
سبز، زرد، يا سفيد نه تنها روي       هاي   و لكه  موزائيكسبب پديدار شدن    

و سـبب آسـيب رسـاندن بـه         ) 1(شـود    مـي  برگها بلكه روي ميوه هم    
كاهش بازدهي توسط اين بيمـاري تـا         شود و كيفيت و كميت ميوه مي    

 يك ويروس با گسترش     CGMMV). 5(تواند برسد     درصد هم مي   50
جهاني است و در بسياري از كشورها از جمله چين، كره، ژاپن، يونـان،              

 ،6 ،2 ،1 ( اسـت  انگلستان، پاكستان و فرانسه مورد بررسي قرار گرفتـه        
استان خراسان از جمله مناطق مهـم كـشت         كه   از آنجايي ). 10 و   9 ،8

از طـرف ديگـر كـشت    و  انواع مختلف گياهان جاليزي در ايران اسـت  
 بـا توجـه     رو به افزايش است و    اي نيز به سرعت گسترش       خيار گلخانه 

هاي ويروسي در محصولات جاليزي و عدم اطلاع از  به اهميت بيماري  
 ، در اســتان خراســان رضــوي و شــماليCGMMV ويــروس وجــود

شناسايي اين ويروس در اين استانها از نظـر سـرولوژيكي و مولكـولي              
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  .ضرورت دارد
 

 ها  مواد و روش

 از 1389 تـا خـرداد   1388جهت رديابي ويروس مذكور، از تيرمـاه   
مختلـف  هـاي    هاي خيار و مزارع مختلف كـدوييان شهرسـتان         گلخانه
هـا  نمونـه . برداري انجام شد  نمونهشمالي سان رضوي و  هاي خرا  استان

هاي ارقام مختلف خيار، كدو، هندوانه، خربزه، طـالبي          هاي بوته  از برگ 
ي از قبيل موزائيك، پيسك شديد، موزائيك پيسكي        علايمگرمك با    و

آوري  هاي سبز تيره و روشن، بدشكلي و تاولي بـرگ جمـع            شديد، لكه 
س از آزمـون سـاندويچ دو طرفـه الايـزا           جهت شناسايي اين ويرو   . شد

)DAS-ELISA (و گياهان محك استفاده گرديد.  
ــزا ــون الاي ــزا  :آزم ــه الاي ــا ) DAS-ELISA(آزمــون دو طرف ب

-DSMZ(اي اختـصاصي ايـن ويـروس         هاي چنـد همـسانه     بادي آنتي

Germany (  كلارك و آدامز   روشطبق ) نتايج بر اساس   .  انجام شد  )4
و با استفاده از دستگاه الايـزا خـوان در طـول            ها  تغيير رنگ در چاهك   

  .  نانومتر مورد ارزيابي قرار گرفتند405موج 
براي جداسازي بيولوژيكي ويروس از گياه محـك   : دامنه ميزباني 

Chenopodium amaranticolor ــد ــتفاده ش ــور  .  اس ــس از ظه پ
هاي مذكور جدا و در يـك قطـره بـافر فـسفات              لكههاي موضعي،    لكه

هـاي خيـار و     براي تكثير، روي بـرگ  له و 7pH مولار با 1/0پتاسيم 
براي مطالعه دامنه ميزباني و     . زني گرديد  خربزه در مرحله دو برگي مايه     

 1:10هـاي آلـوده بـه نـسبت         مشاهده علايم ويـروس عـصاره نمونـه       
)V:W (7 مولار با 1/0 پتاسيم در بافر فسفاتpH     تهيـه و بـا كمـك 

، sativus  Cucumisي گياهان محك شاملپودر كربوراندوم به برگها
Nicotiana tabacum cv. samsun. Petunia hybrida  

،,Cucumis melo ,Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc,C. 

amaranticolor ,Datura stramonium Cucumis melo var. 
reticulatus اين گياهان در گلخانه عاري از حشرات       . زني گرديد   مايه

  . نگهداري شدندC° 25-20 در دماي
 و انجــام واكــنش cDNAي كــل، ســنتز RNAاســتخراج 

PCR:  هايي كه آلـودگي آنهـا در        ان اي كل گياه از نمونه     .استخراج آر
 RNXTM(Plus) استفاده از محلولآزمون الايزا به اثبات رسيده بود با 

جهـت  . طبق دستورالعمل شـركت سـازنده انجـام شـد    ) سيناژن ايران (
 از يــك جفــت آغــازگر اختــصاصي  RT-PCR هــايانجــام واكــنش

CGMMV  ــوس ــازگر معكــــــ ــامل آغــــــ  -5( شــــــ

AAAACGCGGCTTCAAATG -3 ( و مــــستقيم)5- 

TTATTGCGTTTAGTGCTTCTTATG -3 ()7 (   بـه ترتيـب
 ژنــوم كامــل نــژاد   5794-5817 و 6193-6210واقــع در ناحيــه  

CGMMV-Wســنتز .  اســتفاده شــدcDNAبــا اســتفاده از كيــت  

AccuPower RT Premix (Bioneer Inc. Korea)بعد .  انجام شد
ــراي تكثيــر آن از كيــتcDNAاز ســاخت   AccuPower PCR ب

Premix )(Bioneer Inc. Koreaييچرخــه دمــا.  اســتفاده گرديــد 
 عبارت از يك  Touch down PCRاي پليمراز از نوع  زنجيرهواكنش
 در هـر    كاهش درجه حرارت به اندازه يك درجـه        (يا  چرخه 12برنامه  
 50 درجه به مدت     94قه،  ي دق 2 درجه به مدت     94 يشامل دما ) سيكل

ه و يـك    ي ـ ثان 50 درجه به مدت     72ه،  ي ثان 50 درجه به مدت     62ه،  يثان
 درجـه بـه     50ه،  ي ـ ثان 50 به مدت    94 ي شامل دما  يا  چرخه 30برنامه  
سـپس محـصول    ). 7(د  ه بو ي ثان 50 درجه به مدت     72ه و   ي ثان 30مدت  
PCRدر بـافر  % 7/1ا استفاده از الكتروفورز در ژل آگارز  ب TBE  مـورد

 آميزي ژل با اتيديوم برومايد با دستگاه       پس از رنگ  . بررسي قرار گرفت  
UV Transilluminatorنوكلئيـك مـشاهده و توسـط      باندهاي اسيد

  .برداري شد  از ژل عكسGel documentationدستگاه 
  

 بحثنتايج و 

-DAS نمونـه در آزمـون       47ري شده، تعداد    آو  نمونه جمع  220از  

ELISA    آلوده به CGMMV به جـز گيـاه كـدو سـاير گياهـان           .  بود
هاي علايم بيماري در بوته   . جاليزي در اين آزمون مثبت ارزيابي شدند      

. هاي مختلف خانواده كدوييان متنوع بود  در گونه CGMMVآلوده به
ي خفيف تا شـديد و   مهمترين علايمي كه مشاهده گرديد موزائيك ابلق      

. ها بود اي و تاولي شدن برگ    پيسه،  هاي سبز تيره و روشن     لكهصورت   به
  خيـار، خربـزه و هندوانـه        شـده  زنـي   مايههاي    برگ در شرايط گلخانه،  

 .C آلودگي را بطور سيستميك ظاهر ساختند و گياهـان محـك  علايم

amaranticolor , N. tabacum  نشان دادنـد كلروزهكه موضعي ل  .
و در طـالبي و      ابلقي سيستميك،    موزائيك روي خيار به صورت      يمعلا

هاي سبز تيـره و       ابلقي شديد به صورت لكه     موزائيكخربزه به صورت    
مـي بـر   يعلا.  مشاهده شـد كيستمي رگبرگ س ي و روشن  يزردروشن،  

مـشاهده نـشد    ,Datura stramonium   Petunia hybridaروي
 ).1شكل (

قـادر بـه   CGMMV ختصاصي آغازگرهاي ا :RT-PCRآزمون 
شناسايي اين ويروس در عصاره گياه آلوده بودنـد پـس از الكتروفـورز              

 % 7/1هاي مثبت الايزا در ژل آگـاروز       مربوط به نمونه   PCRمحصول  
-RTبنابراين نتايج   ) 2شكل  ( مشاهده گرديد    bp 420باندي در حدود    

PCRنيز تاييد كننده نتايج الايزا بود .  
مونهاي سرولوژيكي، مولكولي و گياهان محـك       بر اساس نتايج آز   
 است كـه    CGMMVهاي آلوده كننده كدوييان      يكي ديگر از ويروس   
ها گزارش نشده است و در ساير نقـاط ايـران نيـز       تاكنون از اين استان   

  .گزارشات محدودي از اين ويروس صورت گرفته است
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   لكه موضعي كلروزه در سلمه تره-الف. هاي ويروس در گلخانهزني شده با جدايه مايهگياهان محكتعدادي از  روي علايم -1شكل  

C. amaranticolor)  (هاي  به صورت لكه موزائيك ابلقي شديد -ت و ثاي شدن و تاولي برگ در هندوانه   پيسه-پ ابلقي در خيار موزائيك -ب
  )به ترتيب (خربزهو  طالبي ك دريستمي رگبرگ سي و روشنيزردسبز تيره و روشن، 

  

   
،  به ترتيب هندوانه5 تا 2هاي  راهك. ، شاهد مثبت1راهك  ).bp100(اي .ان.دي نشانگر: M %. 7/1 در ژل آگاروز PCR نتايج آزمون -2شكل 

  . مقطر، كنترل منفي با آب6راهك . CGMMVخيار، طالبي آلوده به  ،خربزه
 

ي كدوييان با علايم گـزارش      اكثر علايم مشاهده شده در بوته ها      
ــاطق جهــان مطابقــت داشــت  اهميــت شناســايي . شــده از ســاير من

CGMMV            علاوه بر تاثير آن در كاهش كيفيت و كميت محـصولات 

تواند به عنوان كـانون آلـودگي بـراي سـاير محـصولات             كدوييان مي 
از آنجا كه ويروس مذكور در خاك بسيار پايـدار          . كشاورزي عمل نمايد  

صـورت مكـانيكي اسـت در نتيجـه رعايـت            قال آن فقط بـه    است و انت  

 ب

ت

 الف

ث پ

3000 bp 
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     M                 5       4        3        2        1      M  
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طبـق  . هـاي خيـار بـسيار مناسـب اسـت          بهداشت در مزرعه و گلخانه    
هـاي خيـار      در گلخانه  CGMMVهاي انجام گرفته آلودگي به       بررسي

در مزارع نيز اكثراً آلـودگي بـه صـورت          . بيشتر از مزارع كدوييان است    
 ,WMVه كـدوييان ماننـد   زمان با ساير ويروسـهاي آلـوده كننـد    هم

ZYMV ,SqMV ,CMV  اطلاعـات نـشان داده نـشده    ( وجـود دارد

ها بسيار بالا بود و حدود       و گاهي ميزان آلودگي در برخي گلخانه      ) است
 ـ        درصد بوته  70 كـه كاشـت     طـوري  هها داراي علايم ويروسي بودنـد ب

مقـاوم   ارقـام  كـارگيري  بـه . رسـيد  محصول غير اقتصادي به نظر مـي 
 از نظر شده است كه شناخته ويروسي بيماري اين كنترل راه ينمؤثرتر

   .باشدمي ارزشمند زيست محيطي و اقتصادي
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