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  چكيده 

 از 1388 و 1387در سـال هـاي زراعـي     Tomato Spotted Wilt Virus(TSWV)  بررسي ويروس پژمردگي لكه اي گوجه فرنگي به منظور
 نمونـه گوجـه     636تعـداد   ) شهرستان هاي مشهد، نيشابور، قوچان، كاشمر، تربت حيدريه، فريمان، رشتخوار، تخت جلگـه              ( مزارع استان خراسان رضوي     

هاي حلقوي بودند جمع شـده و در شـرايط خنـك بـه آزمايـشگاه      نمونه هايي كه داراي علايم رنگ پريدگي، بافت مردگي و لكه         . فرنگي جمع آوري شد   
 انجـام شـد و نمونـه هـاي          TAS-ELISAدر آزمايشگاه به منظور ارزيابي وجود ويروس در نمونه هاي مشكوك، آزمون سرولوژيكي              . انتقال داده شدند  
 Nicotiana و  Nicotiana rustica،   Nicotiana clevelandii    رقـم توتـون  3 كـه در آزمـون الايـزا مـشخص شـدند بـه       آلوده به ويروس

tabacum var Samson  مايه زني گرديدند و پس از ظهور علائم با آزمونTAS-ELISAدر شناسايي مولكولي نمونه هاي آلوده به .  آزمايش شدند
 قطعـه اي در  RT-PCRر واكـنش   صورت گرفت و با استفاده از آغـازگر اختـصاصي د  RNA استخراج plus(™RNX-(ويروس با استفاده از محلول     

 وجود ويـروس  را در مـزارع گوجـه فرنگـي اسـتان خراسـان        RT-PCR و   TAS-ELISAنتايج حاصل از آزمون     .  تكثير يافت  bp276محدوده باندي   
يير شكل برگ ها تغ ( Nicotiana tabacum var Samsonدر آزمون مايه زني مكانيكي ويروس مورد مطالعه تنها در توتون . رضوي به اثبات رساند

  .علائم مشخص بيماري را نشان داد) و ابلقي 
  

    RT-PCRويروس پژمردگي لكه اي گوجه فرنگي،  مايه زني مكانيكي،: يكليدواژه هاي 
  
     3 2 1 مقدمه 

 اولين بـار در     (TSWV) پژمردگي لكه اي گوجه فرنگي       ويروس
زارش  از استراليا روي گوجه فرنگي توسط بريتل بلنـك گ ـ          1919سال  
 توسـط سـاموئل و      1930ويروسي بـودن بيمـاري در سـال         ). 13(شد  

گزارش شد و در همين سال توسط ساموئل و همكاران          ) 23( همكاران
. مشخص شد كه ويروس مذكور توسط تريپس منتقل مـي شـود            )27(

 در ايران توسـط بنـانج و        TSWVاولين گزارش علمي در مورد وجود       
  .وجه فرنگي ارائه گرديد روي گ1375 در سال )1( همكاران

 در جـنس    (TSWV)ويروس پژمردگي لكـه اي گوجـه فرنگـي          
 قرار دارد   Bunyaviridae در خانواده    Tospovirusتوسپو ويروس   

-110ه و به قطر     بود ) spherical( پيكره ويروس ايزومتريك    ). 15(

                                                            
ــد  -3و1،2 ــشجوي كارشناســي ارش ــتاد  ودان ــروه گياهپزشــكياناس ــشكده ، گ  دان
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اطراف پيكره  ويروس غشاء ليپيدي است كه از         ). 14( نانومتر است    80
 G1 گليكـو پـروتئين     2و توسـط    ) 25(بـان مـشتق گرديـده       سلول ميز 

)kDa 78 (  وG2) kDa 58 (   احاطه گشته)زائده هـاي سـطحي     ،  )16
تـشكيل شـده كـه در    G2  وG1بوده و از دو گليكو پروتئين ميخ مانند 

  ).16( نانومتر قرار گرفته اند 5-10يك ليپيد دو لايه به ضخامت 
) 22( ژنوم سه قسمتي     Bunyaviridaeدر تمام اعضاي خانواده     
آناليز تـوالي نـشان     ) 26( هستند   RNA 4و داراي ژنوم تك رشته اي       

و  ) negative(  رشته منفي    (LRNA) بزرگ   RNAداده است كه    
RNA ــط ــكRNA و(MRNA) متوســــ  ، (SRNA) كوچــــ

ambisence   اين ويروس باعث ايجاد بيماري در بـيش        ). 24( هستند
شود  از گياهان تك لپه و دو لپه مي        خانواده   70 گونه گياهي در     800از  
ميزبان هاي مهم زراعي شامل سيب زميني، گوجه فرنگي، فلفل          ). 23(

دلمه اي،  توتون و بسياري گياهـان زينتـي از جملـه بگونيـا، داوودي،        
). 16(سيكلامن، گل حنا، كوكب و بسياري از  علف هاي هرز هـستند              

                                                            
4- Single-stranded RNA 

  )شاورزيعلوم و صنايع ك(حفاظت گياهان  نشريه
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ه، پيچيدگي، تغييـر   علائم در برگ ها شامل برنزه شدن، رشد يك طرف         
). 10(شكل برگ ها و ايجاد  لكه هاي قهوه اي مايل به سـياه اسـت                 

گياه بالغ كوتاه مانده و بر روي ساقه نوارهاي ارغواني يا سياه ديده مي              
ــود ــودگي    . شـ ــر آلـ ــوان در اثـ ــاي جـ ــرگ هـ ــا و بـ ــه هـ   جوانـ

در مراحل بعدي آلودگي موزائيك، ابلقي و تغييـر شـكل در            .  مي افتند 
گياهـان آلـوده امكـان دارد       ). 28( ممكن است گسترش يابـد       برگ ها 

توليد ميوه نكنند و در صورتي كه گياهان بعد از ميوه دهي آلوده شـوند   
  ). 4(ميوه هايي با نقاط گرد رنگ پريده يا  بافت مرده ايجاد مي شود 

TSWV  در طبيعت بوسيله تريپس ها )thrips  ( انتقال مي يابـد 
ــيله  ). 6( ــه وس ــروس ب ــي  وي ــه روش گردش ــسها ب ــري –تريپ  تكثي

Propagative-circulative) (  منتقـــــل مـــــي شـــــود)15 .(
Frankliniella occidentalis و Thrips tabaci ــرين  مهمت

تريپس هاي بالغ نمـي تواننـد       ). 5( در طبيعت هستند     TSWVناقلين  
ويروس را از گياهان آلوده دريافت كنند كه اين ناشـي از حـضور يـك           

تنها پـوره هـا هـستند كـه         ). 7(ه در روده مياني آنها است       مانع پيشرفت 
و برخـي بـر ايـن       ) 23( توانند ويروس را از گياه آلوده كسب نمايند        مي

). 8(عقيده اند كه تنها پوره هاي سن يك ايـن قابليـت را دارا هـستند            
 بوسيله بذر قابل انتقـال نيـست        TSWVمطالعات نشان مي دهد كه      

  ).12(انه گرده نيز قابليت انتقال ندارد و همچنين بوسيله د)  9(
 كـه تـا بـه حـال مـورد           TSWVروش هاي شناسايي ويـروس        

 روش ميكروسكوپ الكترونـي، اسـتفاده از        4بررسي قرار گرفته شامل     
. گياهان محك، روش هاي سرولوژيكي وروش هـاي مولكـولي اسـت        

از ). 17(اسـت    (ELISA) 1 آزمون الايزا  يمهمترين روش سرولوژيك  
هان محك براي اثبات بيماري زايي، نگهداري ويـروس و بررسـي            گيا

علايم ويروس بهره برده مي شـود مهمتـرين گياهـان محـك شـامل          
 Nicotiana rustica. ،N. bentamianaتوتــــون هــــاي 

،N.glutinosa  )17( N. tabacum var Samsun) 2(،N. 

clevelandii    ،همچنــين گياهــان محــك ديگــري از قبيــل خيــار
نيز در شناسايي اين ويـروس      ) 17(و لادن   ) 21(، گل حنا    )17 (اطلسي

از روش هــاي  مولكــولي واكــنش .  مــورد اســتفاده قــرار مــي گيرنــد
را   )PCR) Polymerase Chain Reactionاي پليمـراز   زنجيـره 

 شـامل سـيكل هـاي تكـرار شـده اي        PCRتكنيك  . توان نام برد   مي
 كمك آنزيم از روي يك      است كه در آن به كمك يكسري آغازگر و با         

DNA               روش  ). 3( الگو عمل همانند سـازي انجـام مـي شـودRT-

PCR      مرتبـه حـساسيت بيـشتري دارد     1000 تا   100 نسبت به  الايزا 
)20.(  

  
  

                                                            
1- Enzyme-linked immunosorbent assay 

  مواد و روش ها
به منظور شناسايي و بررسـي ويـروس پژمردگـي لكـه اي گوجـه         

ر نمونه برداري از مزارع استان خراسـان رضـوي د  (TSWV) فرنگي 
 صورت گرفت كـه مجموعـاً       1388 و   1387تابستان و پاييز سال هاي      

شهرستان هاي مشهد،   (  نمونه گوجه فرنگي از مزارع استان        636تعداد
نيشابور، قوچان، تربت حيدريـه، فريمـان، كاشـمر، رشـتخوار و تخـت              

نمونه هـاي   . را شامل مي شد    كه داراي علايم مشكوك بودند    ) جلگه  
علايمي نظيـر لكـه هـاي حلقـوي، كوتـولگي،      جمع آوري شده داراي   

موزائيك و بافت مردگي بودند كه بر روي يـخ بـه آزمايـشگاه منتقـل                
به منظور شناسايي ويروس مورد نظر در نمونه هاي جمع آوري      .  شدند

TAS-ELISAشده، آزمون   
 به وسيله آنتي سـرم هـاي  خريـداري           2

، مورد  1977 آلمان به روش كلارك و آدامز          DSMZشده از شركت    
 افـزودن   -1آزمايش قرار گرفتندكه اين آزمون شـامل مراحـل اصـلي            

 افزودن  -4 افزودن مونوكلونال    -3 افزودن آنتي ژن     -2ايمنوگلوبولين  
  ).11( افزودن سوبسترا است -5آنتي بادي اختصاصي 

براي تلقيح گياهان محك بافر تلقيح مورد استفاده براسـاس بـافر            
(  شـامل بـافر فـسفات پتاسـيم          2001،  )19( تلقيح ماندال و همكاران   

، محتـوي  pH =7 مـولار بـا   K2HPO4 ( 01/0 و KH2PO4شامل 
ــديم   ــولفيت س ــاي  س ــسيدان ه ــي اك  -2و  %  2/0 (Na2SO3)آنت

  . مولار تهيه شد01/0مركاپتواتانول 
 ساعت قبل از مايـه      24جهت بالا رفتن راندمان مايه زني گياهان        

ن سـقف گلخانـه در سـايه قـرار داده     زني  توسط كشيده شدن سايه با      
 ميلي  2نمونه هاي آلوده به ويروس با       . شدند و به خوبي آبياري گشتند     

ليتر بافر تلقيح سرد و در هاون چيني كه داخل تشتك حاوي يخ قـرار               
سپس بر روي برگ هـا و در داخـل          . داده شده بود عصاره گيري شدند     

ذ ويروس را تسريع كند و      هاون از ساينده كربوراندوم پاشيده شد تا نفو       
عصاره ها به طور جداگانه  با استفاده از انگشت سـبابه بـر روي بـرگ                 

بايد دقت كرد كه يك دسـت زيـر بـرگ قـرار داده            . مايه زني گرديدند  
شود و با انگشت دست ديگر به آرامي از ناحيه دمبرگ به طرف نـوك               

-3). به موازات رگبرگ ها به خصوص رگبرگ مركزي         ( برگ بكشيم 
 دقيقه بعد از مايه زنـي بـرگ هـا بـراي حـذف كربورانـدوم اضـافه                   2

مايه زني در ساعات خنك روز در قبل از ظهر و يا            . شستشو داده شدند  
گياهـان مايـه زنـي شـده در شـرايط           . درهنگام غروب صورت گرفـت    

گلخانه نگهداري شدند و مرتب آبياري گرديدند و بازديد گياهان بـراي            
  .كار هر روز صورت گرفتثبت  چگونگي پيشرفت 

اسـتخراج گرديـد  و   RNA به منظور شناسايي مولكولي ويروس 
 صـورت   RT-PCR سنتز شد و بعـد از ايـن مرحلـه    cDNAسپس 

                                                            
2- Three-antibody sandwich-enzyme linked 
immunosorbent assay 



  1391 زمستان، 4شماره، 26، جلد)علوم و صنايع كشاورزي(هان نشريه حفاظت گيا     350

 plus(™RNX-( بــا اســتفاده از محلــول RNAراج خاســت. گرفــت
  .شد انجام شركت تجاري سيناژن ايران

  

  يه زني آنها گياهان محك مايه زني شده با ويروس و سن ما-1جدول
  سن مايه زني  سن نشاء  نحوه كاشت  گياه محك

Nicotiana tabacum var Samson  برگي4-6   برگي2-4  خزانه   
Nicotiana rustica  برگي4-6   برگي2-4  خزانه   

Nicotiana clevelandii  برگي4-6   برگي2-4  خزانه   
  

   ™plus(RNX(مراحل انجام استخراج با استفاده از محلول
 50-100حـدود   : )يكنواخت كردن( كردن  هموژنيزه مرحله 

 توسط ازت مايع در هاون استريل سـرد پـودر            گياهي   بافتميلي گرم   
  به بافت پودر ™plus(RNX(از محلول يك ميلي ليتر  س سپشده 

مايع قهوه اي رنگـي     گرديد تا   مخلوط    و با دسته هاون     شد شده اضافه 
سوسپانـسيون داخـل     ميكروليتـر    1000 رتوسـط سـمپل    . گشت حاصل

ها براي چند   تيوبميكرو.  انتقال يافت  هاون به ميكروتيوب هاي استريل    
به مـدت   نمونه ها   ،  لحظه ورتكس شدند تا محلولي هموژن بدست آمد       

  .اي اتاق نگهداري شدنددم دقيقه در 5
م بـه هريـك از   روفليتر كلروو ميكرRNA:  200مرحله استخراج  

 ـ     15به مدت    .نمونه ها اضافه شد     بـه   شـدند تـا    هثانيه نمونه ها سرو ت
نمونـه هـا بـه       .نبوددر اين مر حله ورتكس لازم       . ندوخوبي مخلوط ش  

 . روي يخ نگهـداري شـدند   سانتي گراددرجه4 دقيقه در دماي 5مدت 
  rpm  بـا دور درجـه   4دقيقـه در دمـاي   15 نمونه ها به مـدت  سپس

. شدفاز تشكيل  3 ريفيوژبعد از انجام سانت. گرديدند ريفيوژسانت 12000
 شامل پروتئين   ميانيفاز  . فرم بود فاز پاييني رنگي و شامل فنل و كلرو       

اين مرحلـه   دربود  RNA شامل  نبودفاز روئي كه رنگي و DNA  و
از حجم آغازين آن توسط سمپلر كشيده شد         درصد 50فاز روئي حدود    

  .گرديدو به ميكرو تيوب استريل جديد منتقل 
 بـه   سرد يك حجم مساوي از ايزوپروپانول : RNAمرحله رسوب    

نمونه هـا بـراي     . يك حجم مساوي از فاز روئي مرحله قبل اضافه شد         
نمونه هـا بـه مـدت     . به خوبي مخلوط شوندگرديدند تاو ته  مدتي سر

 هـا  سپس آن  درجه سانتي گراد نگهداري و4 در دماي دقيقه 25-20
 rpm  12000 دور  درجـه سـانتيگراد بـا   4دقيقه در دماي 15به مدت 

  .  شدندريفيوژسانت
ميلـي ليتـر    1فاز روئي حذف و سپس   :RNAمرحله شستشوي  

سپس نمونـه   گرديد  اضافه  كه با آب دپسي تهيه شده بود         ٪75اتانول  
 8رسوب حاصل در اتانول بـه مـدت         . سروته شدند ها براي چند لحظه     

ز روئـي  فاگشته  ريفيوژسانت rpm  7500دور  درC °4دقيقه در دماي 
ايـن   در. اجازه داديم كه رسوب در دماي اتاق خـشك شـود        را حذف و  

خشك شود فقط تا زماني كه بـوي         مرحله لازم نيست تا رسوب كاملاً     
  .از بين برود لتانوا

براي كمك بـه    نموده و  حلDEPC ميكروليتر 30 رسوب را در
دقيقه در بن ماري    10 به مدت     نمونه ها    DEPCحل شدن رسوب در     

سپس نمونه هاي آماده شـده در فريـزر    . قرار گرفتندC 40°دماي  در
 RNA به منظور ارزيـابي كيفيـت   . قرار داده شدند   -C 20°در دماي   

 ميكروليتـر از بـافر      1 به همـراه     RNA ميكروليتر از    3استخراج شده،   
 15 ولـت بـه مـدت        110ثابـت    در ولتـاژ  % 1رنگ بر روي ژل آگاروز      
  .دقيقه الكتروفورز گرديد

جهت رديابي دقيـق ويـروس پژمردگـي لكـه اي گوجـه فرنگـي               
(TSWV)        از جفت پرايمر مشتق شده از L-RNA    21( استفاده شد( 

  .مشخصات آغازگر آورده شده است 2در جدول 
  

  Accupower TMRT Premix روش كار با كيت
 ميكروليتـر از پرايمـر      5/1 ي مورد نظـر و       RNA ميكروليتر از    3

 پيكومـول و يـا بـه جـاي پرايمـر            15 غلظت    با (Reverse)برگشت  
 در يــك ميكروتيــوپ اســتريل Oligo dT ميكروليتــر از 1برگــشت 
  . ريخته شد

جهت مخلوط شدن مواد، ميكروتيوپ ها در دسـتگاه اسـپين قـرار         
 در C 70° دقيقـه در حـرارت     5ميكروتيوپ هـا بـه مـدت        . داده شدند 

ان ذكـر شـده     پـس از گذشـت زم ـ     . دستگاه ترموسايكلر اينكوبه شدند   
  . دقيقه در درون يخ قرار داده شدند5ميكروتيوپ ها به مدت 

سپس مواد داخل ميكروتيوپ ها  به ميكروتيوپ هاي مخـصوص           
 منتقل شدند سپس تا حجـم  Accupower TMRT Premixكيت  

  . ميكروليتر به كيت ها آب مقطر تزريقاتي اضافه شد20

  
  TSWVترادف آغازگر اختصاصي ويروس  -2جدول

  )(bpاندازه قطعه   موقعيت  5'→3'ترادف آغازگر  جهت  آغازگر
L1TSWV-R برگشت  AATTGCCTTGCAACCAATTC 
L2TSWV-F رفت  ATCAGTCGAAATGGTCGGCA 

L-RNA bp 276  
  . انجام شدAccupower TMRT Premix طبق روش موجود در كيت cDNAسنتز 
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كمي يكنواخت  ميكروتيوپ ها در دستگاه اسپين قرار داده شدند تا          
 درجه سانتي گراد    42گردند سپس در دستگاه ترموسايكلر طبق برنامه        

 دقيقـه بـراي     5 درجه سانتي گـراد      94 و cDNA ساعت براي سنتز     1
   ها قرار گرفتندRnaseغير فعال سازي 

 C° ميكروتيوپ ها را از دستگاه خارج كـرده و در فريـزر در دمـاي                  -
 . نگهداري شدند-20

 DNAر واكنش پليمراز باعث سنتز رشـته هـاي          تكرار زنجيره وا  
  .جديد از روي رشته الگو مي شود

  : از دو روش استفاده شدcDNAبراي تكثير 
  Bioneer شركت Accupower TMRT Premix كيت – 1
   روش دستي- 2
  

  PCRروش كار با كيت هاي 
  .ضدعفوني سطحي گرديد در ابتدا محيط كار با الكل كاملاً

 حاوي مواد ذكر شده است جهـت آزمـايش       كه PCRميكروتيوب  
 مورد نظـر    cDNA ميكروليتر از    5انتخاب و نامگذاري شدند و سپس       

 .داخل كيت ها ريخته شد
 ميكروليتــر از هــر كــدام از آغــازگر هــاي رفــت و برگــشت  5/1

 . پيكومول داخل كيت اضافه شدند10اختصاصي با غلظت 
ها اضافه شـد تـا       ميكروليتر آب مقطر تزريقاتي به ميكروتيوب        12

 . ميكروليتر برسد20حجم نهايي به 
ميكروتيوب ها در دستگاه اسپين قرار داده شدند  تا مواد به خوبي              

 .مخلوط گردد و مواد به ديواره ميكروتيوب نچسبد
ميكروتيوب ها در داخل دستگاه ترموسايكلر، كه قبلاً برنامه مـورد           

پـس از پايـان     ). 3جدول  ( نظر به آن ها داده شده بود، قرار داده شدند         
  . درجه سانتي گراد انتقال يافتند-20كار ميكروتيوب ها به فريزر 

  
  PCR مراحل آزمون -3جدول 

تكرار   زمان  دما  مرحله  رديف
  سيكل

  1   دقيقهC94  5°  واسرشت سازي اوليه  1
واسرشت سازي   2

)Denaturing(   °C94  1دقيقه   
   دقيقهAnnealing(  °C50  1(اتصال   3
   دقيقهExtention(  °C72  1(بسط   4

38  

 C72  10°  مرحله تكميل پليمريزاسيون  5
  1  دقيقه

  
 ميكروليتـر،  25با توجه به حجـم نهـايي   PCR :  روش دستي 

غلظت مواد مورد نياز براي واكنش زنجيره اي پليمراز تعيين گرديد كه            

  . آورده شده است4در جدول 
  

 PCR نجام آزمون واكنش گر هاي مورد نياز در ا-4جدول
  )ميكروليتر ( حجم نهايي   واكنش گر

  10X - PCR 5/2بافر 
  pmol 10  1 –پرايمر رفت 

  pmol 10  1 -پرايمر برگشت 
MgCL2- Mm 50  5/1  
dNTPs – Mm 10  5/0  
cDNA 5  

dd H2O 2/13  
Taq Polymerase – u 5  3/0  

  
يـوب   مواد فوق با يكديگر در حجم هاي قيد شده در درون ميكروت           

استريل مخلـوط شـدند و بـا يـك اسـپين مختـصر در درون دسـتگاه                  
  .ترموسايكلر با برنامه اي كه قبلاً ذكر شد قرار داده شدند

  
  ( Agarose gel electrophoresis ) الكتروفورز ژل آگاروز
 20 گـرم آگـاروز را در        34/0، ميـزان    % 7/1براي تهيه ژل آگاروز     

ــول   ــر محل ــي ليت  ــTBE 1Xميل ــوط ك ــر از 4. رده مخل  ميكروليت
 ميكروليتر از بافر رنگ مخلوط گرديد و به كمـك           2 با   PCRمحصول

و در چاهـك هـاي كنـاري        . سمپلر در  درون چاهك هـا ريختـه شـد          
.  جفت بازي تهيه شـده از شـركت سـيناژن، قـرار گرفـت          100نشانگر  

 سـاعت، وقتـي كـه       5/1 ولت تنظيم گرديد و پس از گذشـت          75ولتاژ
 سانتي متري انتهاي ژل رسيد جريان قطع        2 بلو به    رنگ آبي برموفنل  

جهت رنگ آميزي ژل ابتـدا ژل بـه         . گرديد و ژل از دستگاه خارج شد      
 دقيقه در محلول اتيديوم برمايد و بر روي شيكر قرار گرفت و      10مدت  

 دقيقه شستشو داده شـد تـا رنـگ هـاي            5سپس با آب مقطر به مدت       
نظور مشاهده بانـد، ژل بـر       سپس به م  . اضافي از سطح ژل حذف شود     

ــفحه  ــتگاه   UV Transilluminatorروي ص ــا دس ــي و ب  بررس
Geldocumentationعكسبرداري شد  .  

  
  نتايج و بحث

 نمونـه گوجـه   636نتايج آزمون الايـزا نـشان داد كـه از مجمـوع       
 18فرنگي جمع آوري شده از مزارع استان خراسان رضوي تنها تعـداد             

 نمونـه، تخـت     7دريـه   ، تربـت حي    نمونه 5مشهد  ( نمونه گوجه فرنگي    
رنـگ  ( به اين ويروس آلوده بودنـد     )  نمونه   1، رشتخوار    نمونه 5جلگه  

زرد چاهك الايزا در مقايسه با چاهك هاي شاهد نشان دهنـده وجـود         
ايــن ويــروس بيــشتر در منــاطق گرمــسيري و نيمــه  ).ويــروس بــود



  1391 زمستان، 4شماره، 26، جلد)علوم و صنايع كشاورزي(هان نشريه حفاظت گيا     352

ايج حاصـل از     رواج دارد كه نت    2005گرمسيري بنا به گفته كورملينك،      
تخت جلگه و تربت    . نمونه برداري هاي ما هم به اين گفته اذعان دارد         

حيدريه كه داراي بيشترين آلودگي در بين نواحي نمونه بـرداري شـده             
  .هستند، مناطقي گرمسير بوده و تقريباً خشك هستند

علايم گياهان محك مايه زني شده با برگ هاي تـازه  آلـوده بـه                
TSWVاز قــرار  Nicotiana tabacum var Samson : 

بـدون آلــودگي،  :  N. rusticaبدشـكلي در بـرگ هـا و موزائيـك،      
N.clevelandii :  ــودگي ــدون آلـ ــكل ( بـ ــك). 1شـ ــاه محـ  گيـ

Nicotiana tabacum var Samson   ــا ــي ب ــه زن ــد از ماي بع
هاي تازه علائم  بدشكلي در برگ ها و موزائيك را نشان داد كـه                برگ

  . مطابقت دارد2005 با نتايج كورملينك
الكتروفــورز ژل آگــاروز قابــل اعتمــادترين روش ارزيــابي كيفيــت 

RNA        بوده و امكان ارزيابي سريع كيفيت RNA     را به روش چشمي 
 استخراج شـده بـر روي       RNAبه منظور ارزيابي كيفيت،     . فراهم نمود 
    ).2شكل (الكتروفورز گرديد % 1ژل آگاروز 

د تلقيح مكانيكي مشاهده شد كه       ، همانن  RNAدر مورد استخراج    
استخراج هايي كه با برگ هايي كه بـا ازت مـايع منجمـد شـده و در                  

 را بـه مـا      RNAفريزر نگهداري مي شدند، اصلاً غلظـت مناسـبي از           
نشان ندادند در صورتي كه استخراج هـاي بـا بـرگ هـاي تـازه بانـد                  

  . را تشكيل دادندRNAمناسبي از 
صـل از مايـه زنـي مكـانيكي و نتـايج             پس با استناد به نتـايج حا      

 از بــرگ هــاي بــا ازت منجمــد شــده  و RNAحاصــل از اســتخراج 
رسيم   درجه سانتي گراد به اين نتيجه مي       -20نگهداري شده در فريزر     

 درجـه  سـانتي گـراد        -20كه پايداري اين ويروس در شـرايط فريـزر          
ي و  بسيار كم است و براي نگهداري اين ويروس،  مايه زنـي مكـانيك             

  . درجه سانتي گراد پيشنهاد مي شود-80استفاده از فريزر 
 RNA پـس از اسـتخراج       TSWVبه منظور شناسايي ويـروس      

 سـنتز شـده و   cDNA سنتز شـد و بـا اسـتفاده از     cDNAكل گياه،   
بـراي  .  تكثير يافت PCR ،DNAآغازگر هاي اختصاصي در واكنش 

ژل آگاروز تزريـق  ارزيابي كيفيت محصول تكثير يافته در چاهك هاي       
 از ژل آگـاروز     PCRبه منظور ارزيـابي كيفيـت محـصولات         . گرديدند

 DNA   ، 100استفاده شد و در يكي از چاهـك هـا از نـشانگر              % 7/1
 شناسـايي ويـروس     3بـا توجـه بـه شـكل         . جفت بـازي بهـره بـرديم      

TSWV  هاي   با روش مولكولي بر ما ثابت گرديد و با استفاده از روش
وژيكي وجود ويروس در اسـتان خراسـان رضـوي بـه           مولكولي و سرول  

  .اثبات رسيد
  

  سپاسگزاري
بر خود لازم مي دانم از اساتيد گرانقـدرم آقـاي دكتـر جعفرپـور ،                
خانم دكتر فلاحتي رستگار كه مرا در اجـراي ايـن پايـان نامـه يـاري                 
كردند كمال تشكر و قدرداني را داشته باشم و همچنين از آقاي دكتـر              

آقاي دكتر كاووسي ، آقاي مهنـدس سـبك خيـز ، آقـاي              ملك زاده ،    
مهندس قبولي و خانم بوستاني و دوستانم خانم ها رفيـع زاده، الـواني،              
ربيعي و آشنايي و آقايان مكرم و اشرفي به خـاطر مـساعدت هايـشان               

  .بي نهايت سپاسگزارم 

  

  

  

Nicotiana tabacum var Samson بر رويTSWVعلايم ويروس -1شكل

 مايه زني شده با برگ هاي آلوده به ويروس

گوجه  استخراج شده از نمونه هاي RNA نمونه هاي -2شكل 
   بر روي ژل آگاروز TSWVآلوده به ويروس فرنگي و توتون 
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 1چاهك . bp 276گاروز و مشاهده باند اختصاصي ويروس در منطقه آ% 7/1 بر روي ژل TSWV ويروس PCR ارزيابي كيفيت محصول -3شكل

   . شاهد منفي و بقيه چاهك ها نمونه هاي آلوده به ويروس است7 و چاهك DNAنشانگر 
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