
  
  توتوناي  از خصوصيات بيولوژيكي و مولكولي ويروس رگهاي  پارهبررسي 

Tobacco streak virus آفتابگردان جدا شده از   
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  چكيده

،  از 87_86زراعـي  طي دو سـال  . باشد مي آلوده كننده آفتابگردانهاي  يكي از ويروس )Tobacco streak virus -TSV(توتون اي  ويروس رگه
گياهان آلوده نمونـه بـرداري شـده    . نمونه جمع آوري شد 520 آذربايجان غربي، اصفهان، تهران، قم، مركزي و همدان تعدادهاي  مزارع آفتابگردان استان

تعـدادي از   بـود عـلاوه بـر آن    در بوتـه   رشـد  توقـف كلروزه و نكروزه در برگ و هاي  لي برگها، وجود لكهپيچيدگي و بد شك: شاملداراي علائم مختلف 
اصـفهان ويـروس    جدايه به منظور تعيين دامنه ميزباني ويروس. استفاده شد DAS-ELISAبراي شناسايي ويروس از آزمون  .ها بدون علائم بودند نمونه

در مرحلـه  ) Chenopodiaceae, Solanaceae, Amaranthaceae, Asteraceae, Papilionaceae( خـانواده  5گونـه گيـاهي از    13بـر روي  
) Vigna unguiculata(و لوبيا چشم بلبلـي  ) Chenopodium amaranticolor, C. quinoa(علائم روي سلمه تره . حساس گياه مايه زني شد

 Gompherna(اي  ، گل تكمـه (Helianthus annuus)، آفتابگردان )Datura stramonium(كروتيك موضعي، روي داتوره هاي  به صورت لكه

globosa ( و باقلا)Vicia faba (       به صورت پيچيدگي و بدشكلي در برگها و در نهايـت كوتـولگي عمـومي در بوتـه و در گيـاه توتـون)Nicotiana 

benthemiana (آزمـون   در. ي شدير و خالص سازثاين ايزوله روي باقلا تك. ن علائم ظاهري بوددوبSDS-PAGE    يـروس ووزن پـروتئين پوششـي 
.  اين باند به عنوان پروتئين پوششي ويروس تاييـد شـد   وسترن بلاتبا استفاده از آنتي سرم اختصاصي ويروس در آزمون . كيلو دالتون تعيين گرديد 9/30

جفت بـاز   717به طول اي  قطعه IC-RT-PCRو  RT-PCR ر آزموند همكاران طراحي شده بود،و  Bathبا استفاده از جفت آغازگر اختصاصي كه توسط 
  .تكثير شد

  
  ، وسترن بلاتPCR IC-RT ، RT-PCR-توتون، ايزوله، اي  ويروس، رگه :كليدي ه هايواژ

  
    1 مقدمه

هـاي   آفتابگردان همانند سـاير گياهـان زراعـي در برابـر آلـودگي     
اي  بل ملاحظهويروسي بطور قاهاي  آلودگي. باشد مي ويروسي حساس

ويروسـهاي گيـاهي بـه    . دهند مي كيفيت و كميت محصول را كاهش
كنند كه  مي صورت منفرد يا به همراه يكديگر گياه آفتابگردان را آلوده

سطح زير كشت  .باشد مي توتوناي  از جمله اين ويروسها ويروس رگه
 هكتار بوده و ميزان توليـد  25000، 1387آفتابگردان در ايران تا سال 

عليـرغم اهميـت ايـن    . باشـد  مـي  تـن 22000سالانه آن بطور متوسط 
                                                            

 ،گـروه گياهپزشـكي   و دانشـياران  ارشـد  كارشناسـي دانشجوي  به ترتيب -3و  2، 1
پرديس كشـاورزي و منـابع طبيعـي دانشـگاه      ،دانشكده علوم باغباني و گياهپزشكي

  تهران، كرج 
  )  Email: marzie.moatamedi@ gmail.com:نويسنده مسئول -(*

عامـل  هـاي   محصول تاكنون تحقيق علمي دقيـق در مـورد ويـروس   
بيماري در آفتابگردان در ايران صورت نگرفتـه اسـت و تنهـا تحقيـق     

معرفي چنـد ويـروس از    )7(صورت گرفته گزارش حسيني و همكاران 
اي  لذا بررسي پاره. باشد مي گردانتوتون  از آفتاباي  جمله ويروس رگه

توتـون بعنـوان   اي  از خصوصيات مولكولي و بيولوژيكي ويـروس رگـه  
ايـن ويـروس گونـه جـنس     . هدف ايـن تحقيـق در نظـر گرفتـه شـد     

 )Bromoviridae(و از تيـره برموويريـده   ) Illarvirus(ايلارويـروس  
توتـون   از ويسكانسين آمريكا از روي jahnsonباشد، كه اولين بار  مي

اولين گـزارش ايـن ويـروس از آفتـابگردان در سـال       .)5( گزارش شد
هند بود، كه علائـم كـروز و نكـروز در     )6(از ديجكستر توسط  1983

ويروس با انجام آزمون سرولوژيكي . كرد مي برگهاي آفتابگردان ايجاد
و تعيين دامنه ميزباني و با توجه به نوع علائم توليد شده بعنوان يـك  

  .شناسايي شد TSVه از ايزول

  )علوم و صنايع كشاورزي(حفاظت گياهان نشريه
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ايـن ويـروس را از    )12( و همكـاران راوي ، 2001مجدداً در سال 
تأثير تـاريخ  ) 17(شيرشيكر ، 2003در سال . آفتابگردان گزارش كردند

متفاوت را در شيوع بيماري نكروز آفتابگردان بررسي نمـود  هاي  كشت
رين تيـر و مـرداد بيشـت   هـاي   و نشان داد كه كشت آفتابگردان در مـاه 

توانـد در   مـي  گردد و تغيير در تاريخ كشت مي شيوع بيماري را موجب
دامنه ميزبـاني و   )11( و همكاران وپراسادرا. كنترل بيماري مؤثر باشد

را در هند مورد بررسي قرار دادند، نتايج تحقيـق   TSVانتقال ويروس 
م نشان داد كه آفتابگردان و بادام زميني و گل هميشه بهار از منابع مه

روي  )18( و همكـاران ومانـا   2010در سـال . روند مي آلودگي به شمار
. دامنه ميزباني و انتقال بـا بـذر در گياهـان لگومينـه تحقيـق نمودنـد      

در اسـتراليا بـراي    )16(شـارمن و همكـاران    2011همچنين در سال 
سه گونه . اولين بار ويروس را از آفتابگردان پنبه و نخود گزارش كردند

و  Megalurothrips usitatus ،Frankliniella schultzeiتريپس 
Scirtothrips dorsalis آلوده بعنوان ناقلين ايـن  هاي  با انتقال گرده

  ). 11( كنند مي ويروس عمل
رسد نقش ناقلي تريپس ها حمل گرده ها از گياه آلـوده   مي به نظر
وس به باشد كه هنگام تغذيه تريپس از گياه سالم، وير مي به گياه سالم

آلوده انتقـال ويـروس   هاي  گرده). 14( كند مي درون اندام گياهي نفوذ
كنند بدين ترتيـب كـه تـريپس هـا بـا       مي به وسيله تريپس را تسهيل

آلوده ويروس را دريافت و به گياهان هاي  تغذيه و حركت بر روي گرده
اين ويروس تنها در تعدادي از گياهان توسط ). 6( كنند مي سالم منتقل

در لوبيا چشم % 1شود، بطوريكه ميزان انتقال با بذر را از  مي ر منتقلبذ
ايـن ويـروس در   ). 9و  3( در سويا گزارش كرده اند درصد 90بلبلي تا 

براي اولين بار از آفتابگردان توسـط حسـيني و همكـاران     1385سال 
به منظور كنترل ويـروس، اسـتفاده از حشـره كشـها     ). 7( گزارش شد

ريپس ها و از بين بردن علفهاي هـرز و منـابع آلـودگي    براي كنترل ت
براي كاهش بيماري مناسب بـوده ولـي در كنتـرل ويـروس بـه نحـو       

يافتن منابع ژنتيكي مقاومت نسبت به ويـروس  . مطلوب مؤثر نبوده اند
هـاي   و انتقال آن به كولتيوارهاي تجاري و همچنين استفاده از تـوالي 

ئين پوششي ويـروس  بـه وسـيله    شامل ژن پروت TSVاسيد نوكلئيك 
در گسـترش  ) تهيه گياه ترانس ژنيـك ( انتقال ژنتيكي به ژنوم گياهي 

  ).10( گياهان مقاوم به ويروس مفيد هستند
  

  ها مواد و روش
 نمونه برداي و نگهداري ويروس

خرداد، تيـر، مـرداد و   هاي  طي نمونه برداريهاي انجام شده در ماه
، 87ديبهشت، خرداد، تير و مـرداد سـال   ارهاي  ه و ما 86شهريور سال 

هم داراي علائم آلـودگي بـه   (نمونه بصورت تصادفي  520در مجموع 
آذربايجـان  هاي  از مزارع آفتابگردان استان) ويروس و هم بدون علائم

  .جمع آوري شد غربي، اصفهان، تهران، قم، مركزي و همدان

ه سعي شـد  با توجه به هدف تحقيق، در نمونه برداري از هر مزرع
براي ايـن منظـور غالبـاً    . نمونه هايي با علائم متنوع جمع آوري شوند

جهـت تعيـين   . سطح وسيعي از هر مزرعه مـورد كـاوش قـرار گرفـت    
نمونه جمع آوري شـده آزمـون    520بررسي  TSVآلوده به هاي  نمونه

مثبت در آزمون الايزا هاي  سپس نمونه). 4( سرولوژيكي اليزا انجام شد
ــ ــت تكثيـ ــامل   جهـ ــك شـ ــان محـ ــدادي از گياهـ ــر روي تعـ ر بـ

)Chenopodium amaranticolor, C. quinoa, Vigna 

unguiculata, Helianthus annuus, Datura stramonium, 
Vicia faba, Gompherna globosa, Nicotiana 
benthemiana, N. glutinosa, N.rustica, Calandula 

marigold, Phaseolus vulgaris, ( جهت خـالص  . زني شدندمايه
موضعي كلروتيك حاصل از مايـه  هاي  سازي بيولوژيك ويروس از لكه

 Chenopodiaceaeزني ويـروس بـر روي گياهـان محـك خـانواده      
استفاده گرديد كه پس از ظهور لكه ها توسط اسكالپل اسـتريل اقـدام   
به لكه گيري نموده و تك لكه ها روي لام زبر به كمـك قطراتـي از   

ره گيري شده و روي سلمه مايه زني شد اين عمـل سـه بـار    بافر عصا
تكرار و در نهايت به منظور تكثير ونگهـداري ويـروس بـر روي گيـاه     

  .باقلا مايه زني شد
  

خالص سـازي فيزيكـي و تعيـين وزن مولكـولي پـروتئين      
 پوششي ويروس 

ــروس     ــي ويـ ــازي فيزيكـ ــالص سـ ــور خـ ــه منظـ از  TSVبـ
جهـت   .تغييرات استفاده گرديـد با يكسري   Minipurificationروش

تعيين وزن مولكولي پروتئين پوششي ويروس از الكتروفـورز عمـودي   
 -SDS(پروتئين در ژل پلي آكريل آميـد حـاوي دو دسـيل سـولفات     

PAEG ( به روش سمبروك و پروتكل كارگاه عملي مشتركDSMZ 
بعد از . استفاده شد 2003ده كشاورزي دانشگاه تهران در سال كو دانش

لكتروفورز عمودي به منظور رديابي پروتيئن پوششـي در بـين صـدها    ا
در اين آزمون پس از . پروتيئن ديگر از روش وسترن بلات استفاده شد

تفكيك شدن پروتئين هـا روي ژل بـه كمـك الكتروفـورز، بانـدهاي      
پروتئيني تفكيك شده به غشاي نيتروسلولزي انتقـال يافتـه و سـپس    

  ).14(شود  مي آنتي بادي اختصاصي رديابي پروتئين مورد نظر بوسيله
  

  كلRNAاستخراج 
 RNeasy plant Miniكل با اسـتفاده از كيـت    RNAاستخراج 

Kit Qiagen, Germany)(  اين امر به منظور بـالا رفـتن   . انجام شد
گـرم از   1/0ابتـدا مقـدار   . استخراج شده انجـام گرفـت   RNAكيفيت 

له ازت مـايع خـرد شـده و    بافت گياهي تهيه گرديد و سپس بـه وسـي  
در . مطابق دستور العمل موجود در كيت مراحل استخراج انجام گرديـد 

كل استخراج شده در آب مقطر استريل حل و در  RNAمرحله نهايي 
استخراج شده در آزمون نسخه  RNA. درجه نگهداري شد -20دماي 

  .پليمراز به كار برده شداي  واكنش زنجيره -برداري معكوس
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پليمـراز  اي  واكنش زنجيره –نسخه برداري معكوس آزمون 
RT-PCR   

از يك جفت  TSVجهت شناسايي  RT-PCRبراي انجام آزمون 
جفت بازي كـه بخشـي از    717بازي كه تكثير يك قطعه   20آغازگر 

 ).2(توالي كد كننده پروتئين پوششي را بـر عهـده دارد، اسـتفاده شـد     
 خلوط زير استفاده گرديداز م) اي مكمل.ان.دي( cDNAبراي ساخت 

  ) :1جدول (
  

براي  RTغلظت مواد مصرفي جهت واكنش  ر ويدامق -1جدول 
  TSVويروس 

 غلظت )µL(مقدار ماده  ماده مصرفي
  RNase 5/8  آب مقطر دوبار تقطير عاري از

  RT-5X 4بافر
dNTPs 5/1  

DTT 1  
 Down(  1 Pmol5يا  Reverse(آغاز گر

RNase inhibitor 5/0 u/µl20 
 M-Mul-V  5/0 u/µl200آنزيم

RNAكل ng/µl)57(3  
  20 جمع كل

 

 cDNAپليمراز پس از ساخته شدن اي  براي انجام واكنش زنجيره
هـاي   توتون با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي نسبتاي  ويروس رگه

  ).2جدول ( مشخص مواد جهت تكثير انجام گرفت
  

براي  PCRاد مصرفي جهت واكنش غلظت مو ر ويدامق -2جدول 
  TSVويروس 

 غلظت )µL(مقدار ماده  ماده مصرفي
  RNase 2/10  آب مقطر دوبار تقطير عاري از

  PCR 10x  2بافر
dNTPs 1  

  MgCl2(  8/0(كلرور منيزيم
 Down(  3/0 Pmol5/1يا  Reverse(آغاز گر
 UP(  4/0 Pmol2يا  Forward(آغاز گر
 Tag DNA Polymerase 3/0 u/µl5/1آنزيم

cDNA ng/µl)53(5  
  20 جمع كل
 
جهـت  ) Immunocapture- RT-PCR )IC-RT-PCR آزمون

 TSVشناسائي 

روشي حساس و بسيار دقيق به منظور تشخيص ويروسهاي داراي 
RNA اين روش جهت انجام واكنش . باشد ميRT-PCR   بدون نيـاز

ه تلفيقي از روش سـرولوژي و  كل انجام ميگيرد ك RNAبه استخراج 
RT-PCR  بــوده و در نهايــت جهــت تكثيــرcDNA واكــنش ،PCR 

بـه   TSV (IgG)در ابتدا مشابه آزمون اليزا، آنتي بـادي   .انجام ميشود
 100بـه ميـزان    ،دوش ـ مـي  در بـافر پوششـي رقيـق    500به  1نسبت 

 3-4ميلي ليتـري ريختـه و بـه مـدت      2/0هاي  ويالميكروليتر درون 
سـپس  . شددرجه سانتيگراد در انكوباتور نگهداري  37در دماي ساعت 

 5سـه بـار و هـر بـار     ) PBST(به آرامي توسط بافر شستشـو  ويال ها 
ميكروليتـر   100پس از خشـك شـدن كامـل    . داده شددقيقه شستشو 

د و به مدت يـك شـب در   يعصاره نمونه گياهي به هر لوله اضافه گرد
سپس ويال ها همانند مراحـل  . شددرجه سانتيگراد نگهداري  4دماي 
ماننـد   RT-  PCR و پس از خشك شدن كامل، واكـنش   هشستقبل 

گرفت، با ايـن تفـاوت كـه     مي انجامدر داخل ويال ها  آنچه گفته شد،
  .افزوده نشد RNAديگر 
  

جهـت تعيـين تـرادف     PCRآماده سازي محصـول واكـنش   
  TSVويروس  RNA3نوكلئوتيدي بخش تكثير شده 

 RNA3ر تعيين ترادف نوكلئوتيدي بخـش تكثيـر شـده    به منظو 
و مقايسـه آن بـا تـرادف همـان ناحيـه از ژنـوم سـاير         TSVويروس 
 PCRميكروليتر از محصول  30هاي موجود در بانك ژن، ميزان  جدايه

 PCR به دسـت آمـده پـس از خـالص سـازي بـا اسـتفاده از كيـت         

Purification  جهت تعيين ترادف به مؤسسهDSMZ ان ارسـال  آلم ـ
نـرم افـزاري   هـاي   پس از تعيين تـرادف بـا اسـتفاده از برنامـه    . گرديد
Blast ،DNA MAN  وClustal W      مـورد مقايسـه قـرار گرفـت و

  .درصد تشابه آنها تعيين گرديد
  
  نتايج

  نمونه برداري 
، آذربايجـان غربـي  استانهاي  طي بازديدي كه از مزارع آفتابگردان

 86-87در طي دو فصل زراعي  همدان ، قم، مركزي واصفهان، تهران
علائم آلودگي به صورت كلروز و نكروز برگي، بدشـكلي  . انجام گرفت

 در رگبرگ ها و برگ ها و كوتولگي عمومي بوته در مزارع آفتابگردان
  ).1شكل ( ديده شد

نتايج بدست آمده از آزمايشات فوق حاكي از وجود ميـزان بـالاي   
از تعـداد   .باشد مي توتون اي  رگهيروس به و آفتابگردانآلودگي مزارع 

 ,TAS-ELISAنمونه جمع آوري شده با اسـتفاده از روشـهاي    520

DAS-ELISA  نمونه آلـوده   124تعدادTSV   تشـخيص داده شـدند 
آذربايجان غربي بـا   اين نتايج همچنين نشان داد كه استان .)3جدول (

اسـتان   گي،درصد آلود 30/31درصد آلودگي، استان همدان با  36/56
، درصـد آلـودگي   54/14بـا   قماستان  ،درصد آلودگي 42/26تهران با 

  ،آلـودگي  مركزي بـدون استان  و درصد آلودگي 8/8اصفهان با  استان
 نـد ه ارا دارا بـود  TSVبترتيب بيشترين و كمترين ميزان آلـودگي بـه   

  .)1نمودار(
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  TSVآلودگي به  و ميزان تعداد نمونه ها و محلهاي جمع آوري آنها -3جدول 

  TSVبه تعداد نمونه آلوده تعداد نمونه كل مناطق نمونه برداري
  31 55 آذربايجان غربياستان

  12 135 استان اصفهان
  37 130 استان تهران

  8 55 قماستان
  0 30 مركزياستان
  36 115 همداناستان

  124 520 جمع كل
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  در استانهاي مختلف TSV فتابگردان بهآدرصد آلودگي مزارع  -1نمودار

  
   DAS-ELISAآزمون 
تهيـه  ( TSVاي  با آنتي سرم چند همسـانه  TSVآلوده به هاي  نمونه

نمونـه هـايي كـه جذبشـان     . تست شدند) آلمان DSMZ شده در موسسه
هـاي   از دو برابر ميانگين جـذب نمونـه   ELISA- Readerتوسط دستگاه 

  .منفي بيشتر بود مثبت در نظر گرفته شدند
  

   TSVدامنه ميزباني 
گونه گياهي برده  13جهت بررسي طيف ميزباني ويروس بر روي 

 Chenopodium(سـلمه   :شد كـه علائـم و نـوع واكـنش در محكهـا     

quinoa (   كلروتيـك سيسـتمك در برگهـا    هـاي   علائم بـه صـورت لكـه
  ).سمت راست 2شكل( مشاهده گرديد

وتيك در موضعي كلرهاي  لكه) C. amaranticolor(سلمه قرمز 
  ).سمت چپ 2شكل ( سطح برگها  مشاهده شد

كلروتيك، پيچيدگي برگهـا  هاي  لكه )Vicia faba(باقلا ويروس در 
  ).3شكل (و در نهايت زردي و پژمردگي بوته را به همراه داشت 

قاشــقي شــدن  برگهــا بــه ) Helianthus annuus(آفتــابگردان 
  ).4شكل ( سمت پايين، تورم رگبرگي

سـه هفتـه پـس از مايـه زنـي       )G. globosa(ي ا گـل تكمـه  در 
بدشكلي برگ و جمع شدن لبه برگها در قسمت بالاي برگ مشـاهده  

  ).5شكل ( شد
كلروتيك دو هفته پس از مايه زنـي در سـطح برگهـا لوبيـا     هاي  لكه

  ).6شكل (ظاهر شد ) Vigna unguiculata(چشم بلبلي 
ن رخ داد در ايـن گيـاه آلـودگي پنهـا    ) N.benthamiana( توتون

  .يعني گياه آلوده فاقد علائم ظاهري بود
  

  و وسترن بلات SDS-PAGEالكتروفورز پروتئينها 
در الكتروفـورز پروتئينهـا بـه روش     TSVباند پوشـش پروتئينـي   

SDS-PAGE    كيلـو   30در ژل پلي اكريل آميد داراي وزني برابـر بـا
ئين پوششـي  پـروت بـه عنـوان    آزمون وسـترن بـلات   كه در دالتون بود 

   ).9و  8، 7هاي  شكل( ويروس تاييد شد
  

  كل RNAاستخراج 
با اسـتفاده از كيـت    TSVآلوده به هاي  كل بوته RNAاستخراج 

RNeasy )در ارزيابي . انجام شد) شركت كياژنRNA  استخراج شده
به وسيله الكتروفورز افقي، باندهاي اسيد نوكلئيك بر روي ژل آگارز به 

استخراج شـده بـراي   هاي  RNAدر نتيجه اين  .خوبي مشخص بودند
  .مناسب تشخيص داده شدند RT-PCRانجام آزمون 
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  RT-PCRآزمون 
 TSVاختصاصـي   هـاي جفـت آغازگر در اين آزمون با اسـتفاده از  

بـا   TSVگياهان آلوده بـه  . دشجفت باز تكثير  717 به طولاي  قطعه
ورد اسـتفاده  و از همان آغازگرهاي م IC-RT-PCRاستفاده از آزمون 

به اي  در اين آزمون هم قطعه. مورد بررسي قرار گرفتند RT-PCRدر 
 717هاي بانـد % 1بـر روي ژل آگـارز   . گرديدجفت باز تكثير  717طول 

  .)10شكل ( جفت بازي مشاهده گرديد
  

پوشـش  تعيين ترادف نوكلئوتيـدي قطعـه تكثيـر شـده از     
 TSVپروتئيني 

ئوتيـدي قطعـه تكثيـر شـده از     نتايج حاصل از مقايسه ترادف نوكل

بــا ســاير اصــفهان  TSV ايزولــه PCRمحصــول  پوشــش پروتئينــي
با توجـه  . تشابه بود% 99نشان دهنده  ،موجود در بانك ژنهاي  جدايه

بالاترين شباهت را با جدايه باقلا كه  Blastnبه مقايسه انجام شده در 
ن داشـت  آفتابگردا 1974بود و كمترين شباهت را با جدايه  درصد 99
در مقايسـه تـرادف آمينواسـيدي آن بـا اسـتفاده از      . بود درصد 82كه 

) TSV )CAP71888.1نيز بـالاترين شـباهت را بـا     Blastx برنامه 
 Lilac ringبود و كمترين شباهت را با ويروس  درصد 99داشت كه 

mottle virus 11شكل ( بود درصد 23 داشت كه. (  
  
  

  
  

  
  آلوده آفتابگردان در مزرعههاي  گها و روشني رگبرگ در بوتهعلائم بدشكلي بر - 1شكل 

  

  
  C. amaranticolorموضعي كلروتيك در برگهاي  و شكل سمت چپ لكه C. quinoaكلروتيك در برگ هاي  شكل سمت راست لكه -  2شكل

  

  
  بوته كلروتيك ، پيچيدگي برگها و در نهايت زردي و پژمردگيهاي  لكه )Vicia faba(باقلا  -  3شكل
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  در آفتابگردان قاشقي شدن  برگها به سمت پايين، تورم رگبرگي - 4شكل

  

  
  بدشكلي برگ و ) G. globosa(اي  گل تكمه - 5كل ش

  برگ سالم: جمع شدن لبه برگها در قسمت بالاي برگ سمت چپ
  

  
  كلروتيك در برگهاي هاي  لكه - 6شكل

  )Vigna unguiculata(لوبيا چشم بلبلي  
  

  
  TSVون خالص ياهان آلوده و سوسپانسيعصاره گ  SDS-PAGEآزمون  - 7شكل 

  ،TSVاه آلوده به يعصاره گ 6و  2اه سالم، يعصاره گ 7و  1 
  ينيپروتئ يگر وزن مولكولننشا 4و  TSVروس خالص يو 5و  3 
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    TSVجه آزمون وسترن بلات ينت - 8شكل 

   روسياه آلوده به ويعصاره گ) 1
  .آن است SDS-PAGEماركر مربوط به مرحله : TSV Mروس خالص يو) 2

  

  
  ماركرهاي  پروتئين خط رگرسيون بر اساس فاصله باند از سر ژل و لگاريتم وزن مولكولي - 9شكل 

 A  : وزن مولكولي پروتئين پوششيTSV A= 30/9 KD  
  

  
 ين پوششيكد كننده پروتئ ياز توالاي  هيناح ر شده مربوط بهيقطعه تكث TSV ياختصاص يبا استفاده از آغازگرها RT-PCRآزمون  -10شكل 

  .باشد مي روسيو
   TSVباقلا آلوده به ) 1

  TSVآفتابگردان آلوده به ) 2
  )1Kbp( DNAنشانگر اندازه  ) 3
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>TSV_f 

ATGAATACTTTGATCCAAGGTCCAGACCATCCATCCAACGCCATGTCTTCTCGTACTAACAACCGCTCA
AACAACAGCAGATGCCCAACTTGTGTTGACGAGTTGGAAGCTTTGGCGAGGAATTGTCCCGCCCATACTC
CCGCGAACATTGTGTCGCGACGTCAGCGGCGTAATGCCGCTAGGGCTGCTGCGTATCGAAACGCGAATGC
CCGTTTACCAGTACCAATTCCAGTGGTGCCGGTTTCCCGCCCTCAAGCGAAGGCGTCGTTGAGGTTGCCCA
ATAATCAAGTTTGGGTGACTCGCAAAGCGAGTGAATGGTCTGCAAAGACCGTTGATACCAACGATGCTAT
CCCCTTCAAAACCATAGTCGAGGGGATTCCCGAAATCAATGATGAGACGAAGTTTTTCCGTCTCTTAATTG
GTTTTGTCGCCGTCTCTGATGGGACGTTTGGGATGGTTGATGGAGTAACAGGCGATGTTATTCCTGACCCA
CCGGTCGTTGGACGGTTGGGTTTCAAGAAGAATACTTACCGCAGCCGAGATTTTGATCTCGGTGGTAAAC
TTCTCAACCAACTAGACGACAGAGCTGTCGTCTGGTGCCTCGACGAAAGACGTCGAGATGCCAAGAGGGT
TCAGCTGGCAGGTTATTGGATTGCCATTTCCAAACCAGCTCCCTTGATGCCACCAGAAGATTTTCTGGTGA
ATCAAGA 

  جدا شده از گياه آفتابگردان TSVترادف نوكلئوتيدي بخشي از توالي كد كننده پوشش پروتئيني مربوط به  -11شكل 
  

  بحث و پيشنهادها
توتـون  اي  در نمونه برداري هايي كه جهت شناسايي ويروس رگه

)TSV ( انجام گرفـت بـا انجـام     1386-87از آفتابگردان طي سالهاي
ميزان آلـودگي و   RT-PCRمختلف سرولوژيكي و آزمون هاي  آزمون

و  ردي. پـراكنش ايـن ويـروس در مـزارع آفتـابگردان مشـخص شـد       
درجه سانتيگراد  25-30در دماي  TSVنشان دادند كه  )13( همكاران

 )17(شيرشيكار همچنين . كند مي روز شديددر شرايط گلخانه ايجاد نك
 TSV بيان كرد كه تـاريخ كاشـت در شـيوع ويـروس      2003در سال 

مـرداد و شـهريور   هـاي   مؤثر است به طوري كه اگر آفتابگردان در ماه
همينطـور كـه از    .خواهد داشت TSVكاشته شود بيشترين آلودگي به 

ن غربـي بـوده   در آذربايجـا  TSVنتايج بدست آمده برمي آيـد شـيوع   
در حالي كه استان قم كه يك منطقه گرمسـير اسـت و كشـت    . است

شـود كمتـرين    مي آفتابگردان در منطقه در ماههاي خرداد و تير انجام
در استان مركزي هيچ گونه آلودگي . آلودگي به ويروس را داشته است

شود كه بـراي روشـن    مي نسبت به هر دو ويروس ديده نشد، پيشنهاد
دم آلودگي، عواملي نظير شـرايط آب و هـوايي، جمعيـت    شدن علت ع

ناقلين، رقم كاشته شده و گياهان كاشته شده در مـزارع مجـاور مـورد    
آلوده در انتشار هاي  ناقل با انتقال گردههاي  تريپس. ارزيابي قرار گيرد

شرايط دمايي در پـراكنش تـريپس هـا    . ويروس ها نقش مؤثري دارند
حتمـالاً در منـاطقي كـه جمعيـت تـريپس هـا       باشد و ا مي بسيار موثر

  . بالاست اين ويروس شيوع بيشتري دارد
بيولـوژيكي كـه بخشـي از آن مربـوط بـه طيـف       هاي  در بررسي
باشد از تعدادي گياه محك استفاده شد و با انجـام   مي ميزباني ويروس

مشـخص گرديـد    RT-PCRسرولوژيكي مختلف و آزمون هاي  آزمون
 با نتايج به دست آمـده توسـط   TSVمنه ميزباني كه نتايج حاصل از دا

ــادو راو ــاران  پراس ــت دارد 2003در ســال  )11(و همك ــا . مطابق ام
 TSVدامنه ميزباني وسيع تري را براي  1983در سال  )6(ديجكسترا 

بيان كرده است لذا نوع جدايه ويروس و نوع گياه محك نقش مؤثري 
گـزارش كـرد    1979سـال  در  )19(يـاروود  . در دامنه ميزبـاني دارنـد  

ــاذب     ــوتركيبي كـ ــده نـ ــروز پديـ ــث بـ ــاني باعـ ــاژهاي ميزبـ پاسـ
)pesudorecombinant ( شده كه باعث تغيير واكنش ميزبان در برابر

  .شود مي ويروس جديد
علـف   2003در سال  )11( و همكاران اراوپراسادبراساس گزارش 

به عنـوان يـك منبـع آلـودگي      Parthenium hysterophorusهرز 
  .باشد مي TSVاي بر

نتايج بدست آمده نشان داد كه باقلا ميزبان تكثيري مناسبي براي 
اي  وزن مولكـولي پـروتئين پوششـي ويـروس رگـه     . باشد مي ويروس

 9/30بـا رسـم منحنـي رگرسـيون      SDS-PAGEتوتون با استفاده از 
 Lister ،Aliو   Gabrilكيلو دالتون مشخص شد كه با نتايج حاصل از

آزمون وسترن بلات ايـن بانـد را   . )8و  1( مطابقت داشت و همكاران 
  .به عنوان پروتئين پوششي ويروس تأييد كرد

كه با اسـتفاده از جفـت    IC-RT-PCRو  RT-PCRهاي  آزمون 
)  2(و همكاران بهات كه به ترتيب توسط  TSVپرايمرهاي اختصاصي 

نتـايج بدسـت آمـده نشـان داد كـه      . طراحي شده بودنـد، انجـام شـد   
مولكولي دقيـق و  هاي  روش IC-RT-PCRو  RT-PCRهاي  آزمون

از  IC-RT-PCRباشــند و آزمــون  مــي مناســبي در رديــابي ويروســها
  .اختصاصيت بيشتري برخوردار است
جفت بـاز بـود كـه بـا      TSV ،717 طول قطعات تكثير شده براي

مطابقـت داشـت و در   ) 2(و همكـاران  بهات نتايج گزارش شده توسط 
موجود هاي  با جدايه TSVدف نوكلئوتيدي به دست آمده از مقايسه ترا

بـالاترين  . وجـود داشـت  ) درصد 82-99(در بانك ژن شباهت بالايي 
موجـــود بـــين جدايـــه فـــوق بـــا جدايـــه  ) درصـــد 99(شـــباهت 

)(AM933669.1 Faba bean      بانـك ژن و كمتـرين شـباهت)82 
انـك ژن  آفتـابگردان از ب  EU375481.1 (1974(را با جدايـه  ) درصد
با توجه به شباهت بالاي ترادف نوكلئوتيدي اين جدايه با ساير . داشت

توان نتيجه گرفت كه تفاوت چشمگيري بين اين جدايه با  مي جدايه ها
موجـود در بانـك ژن در ناحيـه كـد كننـده پوشـش       هـاي   ساير جدايه

  .پروتئيني وجود ندارد
ش گياهان با توجه به اهميت آفتابگردان و نقش مهمي كه در بخ
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صنعتي دارد، لزوم پيشـگيري از بـروز بيمـاري بصـورت اپيـدميك در      
باشـد لـذا    مـي  مزارع عمده كشت آفتابگردان كشور بسيار حائز اهميت

  : شود پيشنهادات و اقدامات ذيل انجام گيرد مي توصيه
هرز كه به عنوان منبع آلـودگي بـراي   هاي  با توجه به وجود علف

ذف علفهاي هرز موجب كاهش آلودگي و كنند ح مي اين ويروس عمل
 .انتشار ويروس در مزارع آفتابگردان خواهد شد

 TSVتنظيم تاريخ كاشت با توجه به تحقيقات انجام شده بيماري 
گـردد بررسـي    مـي  در فصل تابستان شيوع بيشتري دارد، لذا پيشـنهاد 

جامعي در مورد تنظيم تاريخ كشت جهت كنترل بيماري در شرايط آب 
ناقل سبب جلوگيري از هاي  كنترل تريپس .يي ايران به عمل آيدو هوا

 .انتشار ويروس خواهد شد
بررسي و تحقيق جهت يافتن ژنوتيپ هايي از آفتابگردان به ويـژه  
آنهايي كه مقاوم به تريپس بوده يا به شكلي تريپس بـه علـت وجـود    

در  موانع فيزيكي مانند كركدار بودن قادر بـه تغذيـه از آن نباشـد كـه    
 .نهايت اين امر منجر به كاهش آلودگي توسط ويروس خواهد شد

كه اين هيبريـد   Poc-64A43كاشت گياهان هيبريد بعنوان مثال 
كمترين واكـنش را بـه     Shirshikarطي تحقيقات انجام شده توسط 

بيماري داشته است براي بررسي اينكه آيا اين هيبريد در شرايط آب و 
 .سودمند باشدTSV اهشتواند در ك مي هوايي ما

با توجه به متفاوت بودن ارقام كاشته شده در مناطق نمونه برداري 
كاشته هاي  رقم كاشته شده در قم باهاي  ارزيابي مقاومت در مورد رقم

مركزي و قم كه هاي  نمونه برداري مجدد از استانشده در آذربايجان 
هـوايي،  آلودگي كمتري بـه ويـروس داشـته و ارزيـابي شـرايط آب و      

  .جمعيت ناقلين و گياهان كاشته شده در مزارع مجاور
 

    سپاسگزاري 
نويسندگان مراتب سپاس و تشكر خـود  را از پروفسـور اسـتفان     

علمي و ارسال آنتي سـرم و تعيـين تـرادف    هاي  وينتر به جهت كمك
 .  دارند مي نوكلوتيدي ابراز
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