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چکیده

Cucumberاي در برخی جدایه هاي ویروس موزاییک خیارستلایت آران mosaic virus,

(CMV) شود. جهت بررسی وجود ستلایت سبب کاهش یا تشدید علائم این ویروس می

.آوري شدندهاي مختلف جمعیزباناز م CMVهاي آلوده گیاهی مشکوك به ، نمونهايآران

ردیابی شد. به منظور  CMVو دیبا  DAS-ELISAابتدا با استفاده از روشهاي سرولوژیک مانند 

اي بر روي علائم، آزمون تک لکه گیري با بررسی بیشتر علائم و اثر احتمالی ستلایت آران

جداگانه بر روي میزبان ها استفاده از گیاهان میزبان لکه موضعی انجام شد و سپس تک لکه

ها روي توتون بندي علائم حاکی از ایجاد کلروز برخی از جدایهزنی شدند. گروهتکثیري مایه

باشد. با استفاده از یک جفت آغازگر اي روي علائم میانبود که از اثرات بارز ستلایت آر

اي به طول قطعهردیابی شد که  CMVاختصاصی منطبق بر منطقه رمز کننده پروتئین پوششی، 

اي با استفاده از یک جفت آغازگر اختصاصی جفت باز تکثیر شد. ردیابی ستلایت آران 675

CMV Sat-FوCMV Sat-R اي پلی مراز (انجام شد که در واکنش زنجیرهPCRي ) قطعه

جفت باز در یکی از جدایه ها تکثیر یافت. مایه زنی هاي متعدد  360مورد نظر به طول حدود 

CMVاي موجب کاهش علایم انفرنگی نشان داد که وجود ستلایت آرتوتون و گوجه روي

non-necrogenicروي میزبان می شود که از خصوصیات بارز اثر  Satellite RNA   بر روي

باشد. از ایران می CMVاي انباشد. این اولین گزارش ستلایت آرعلائم می

Non-necrogenic،RT-PCRاي ، ستلایت آران واژه هاي کلیدي:

مقدمه

از سه قطعه  (CMV)ژنوم ویروس موزاییک خیار 

RNA1اي با قطبیت مثبت (اي تک رشتهآران ,RNA2,

RNA3(١اي زیرژنومی) و دو آرانRNA4, RNA4A(

Fauquetتشکیل شده است ( et al., هاي ). بررسی2005

انجام شده نشان داد که همراه با ویروس آلوده کننده 

اي کوچک نیز همراه است که به احتمال زیاد یک آران

شود. این رنگی میـسبب نکروز شدید روي گوجه ف

1. Sub genomic RNA

CARNA5)CMVراCMVاي کوچک همرا با آران

associated RNA ) نامیدند. با وجود این، بیشتر 5

-ها باعث کاهش علائم در میزبان میايستلایت آران

بستگی به ترکیب شوند. البته تشدید یا کاهش علائم 

اي و ویروس کمک کننده داردمیزبان ، ستلایت آران

)Escriu et al., 2003; Liao et al., 2007; Du et al.,

ردیابی  CMVاي هاي ستلایت آران). اغلب جدایه2007

اند اما نوکلئوتید داشته 342تا  332شده در حدود 

ر حدود هاي ردیابی شده ژنوم بزرگتر و دبرخی از جدایه

هایی که داراي نوکلئوتید دارند. اغلب جدایه 406تا  386
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تعداد نوکلوتید بیشتري هستند، در شرق آسیا و ایتالیا 

Palukaitisاند (ردیابی شده and Garcia-Arenal,

اي ویروس موزاییک خیار فاقد قاب ). ستلایت آران2003

باشد و براي همانندسازي، انتقال و بسته خواندنی می

بندي کاملاً به ویروس کمکی نیازمند است. تاسال 

CMVاي واریانت ستلایت آران 100بیشتر از  2007

به عنوان ویروس CMVجدایه  65همراه با بیشتر از 

Liaoکمکی شناسایی شده بود ( et al., ). ستلایت  2007

هاي در توتون در مقایسه با سایر میزبان CMVايآران

کند. در برخی یادي تکثیر پیدا میاین ویروس به مقدار ز

ها ممکن است باعث کاهش علائم ناشی از از میزبان

شود که کاهش ویروس کمک کننده  شود. تصور می

که داراي CMVهاي علائم ناشی از برخی جدایه

اي ویروس اي هستند در اثر کاهش آرانستلایت آران

اي در بافت ستلایت آرانکمک کننده به دلیل وجود

Palukaitisباشد (لوده  میزبان میآ and Garcai-

Arenal, اي نکروز کننده ). از طرفی، ستلایت آران2003

اي ویروس با وجود آنکه باعث کاهش تجمع و مقدار آران

شود، در گوجه فرنگی ایجاد نکروز کمکی در میزبان می

باعث  CMVهاي اينماید . برخی از ستلایت آرانمی

Simonفرنگی یا توتون (کلروز در گوجه  et al., 2004(

اي بر شوند که از اثرات بارز این نوع ستلایت آرانمی

باشد و حتی ممکن است باعث می CMVعلایم ناشی از 

بوجود آمدن علائم موزاییک نقش خطی در توتون شوند 

)Sato et al., ). کلروز ایجاد شده در برخی از 2000

ل به سفید است ها بسیار شدید و متمایمیزبان

)Palukaitis and Roossinck, ). با توجه به اینکه 1996

ي این ویروس از در مطالعات قبلی پراکنش گسترده

منطقه شمالغرب کشور گزارش شده است و این ویروس 

سالانه باعث خسارات فراوانی به محصولات کشاورزي به 

شود خصوص مزارع صیفی جات و گوجه فرنگی می

CMVالعات جزئی تر بر روي خصوصیات شناسایی و مط

اي آن امر مهم و از جمله خصوصیات ستلایت آران

رسد. از طرفی با توجه به تنوع زیاد ضروري بنظر می

اي در تشدید و کاهش و اثر ستلایت آران CMVنژادهاي 

، ردیابی آن در جدایه هاي موجود CMVعلائم ناشی از

تر و احیاناً نژادهایی در ایران و شناسایی نژادهاي متهاجم

که ممکن است باعث کاهش علائم ویروس شود ممکن 

است یک گام اولیه در جهت مدیریت این بیماري و 

کاهش خسارات ناشی از این ویروس باشد. همچنین، با 

اي توجه به بررسی تبارزایی و خصوصیت ستلایت آران

پی  CMVمیتوان به سیر تحول و تکامل جدایه هاي 

ایه هاي ایرانی را با سایر جدایه ها مورد مقایسه برد و جد

قرار داد. 

هامواد و روش

جمع آوري نمونه ها

CMVاي به منظور ردیابی و شناسایی ستلایت آران

بر اساس  CMVابتدا نمونه هاي گیاهی مشکوك به 

علائم توصیف شده در توصیف نامه ویروس  (موزاییک 

اي برجسته بر روي هبر روي برگ و میوه، پیسک، تاول

، و نیز سایر علائم میوه، بدشکلی میوه، کوتولگی بوته

فرنگی ، باریک از جمله نخی شدن در برگ گوجه بیماري

شدن، بد شکلی برگ و کلروز) جمع آوري شدند. نمونه 

هاي بهار، تابستان و پاییز دو سال برداري در طی فصل

ان این زراعی از برخی محصولات مختلف و گیاهان میزب

هاي ویروس از شمال غرب کشور شامل استان

شرقی، آذربایجان غربی و اردبیل انجام شد. آذربایجان

شناسی و ها بر روي یخ به آزمایشگاه ویروسنمونه

مهندسی ژنتیک دانشکده کشاورزي دانشگاه تبریز 

منتقل شدند. نمونه ها در کیسه هاي پلاستیکی تا انجام 

نگهداري شدند و قسمتی از  مراحل بعدي داخل یخچال

ها بر روي کلرید کلسیم خشک و در فریزر نمونه

نگهداري شدند. 

ردیابی ویروس موزاییک خیار

هاي سرولوژیکروش

اي ابتدا با استفاده اي ماهواربه منظور شناسایی آران

هاي سرولوژیک  از جمله الایزاي مستقیم از آزمون

DAS-ELISA(double-antibody sandwich ELISA)و

dotروش دیبا  immunobinding assay)(DIBA

ویروس موزاییک خیار به عنوان ویروس کمکی  ستلایت 

هاي اي مورد ردیابی قرار گرفت. در آزمونآران

سرولوژیک جهت ردیابی ویروس از آنتی بادي چند 

,DSMZ(١وگیتــــاي و کانجهــــانــهمس Germany(

1. Conjugate
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DAS-ELISA. در آزمون استفاده شد CMVاختصاصی 

اي ها با آنتی بادي چند همسانهپس از تیمار چاهک

Clarkرقیق شده در بافر پوششی مراحل دیگر مطابق (

and Adams, ) ادامه پیدا کرد.  علاوه بر روش 1977

سرولوژیک ذکر شده، از آزمون دیبا با اندکی تغییرات نیز 

,Ball(استفاده شدCMVبراي ردیابی اولیه  1990.(

اي با استفاده از کاغذ آزمون لکه گذاري نقطه

نیتروسلولزي بریده شده در ابعاد مناسب انجام گرفت. 

ورسازي کاغذ در آب مقطر بدین صورت که پس از غوطه

ده از ـو خشک شدن آن، شیره گیاهی استخراج ش

هاي مشکوك و نمونه سالم (شاهد) گیاهی بر روي نمونه

اده شد. همچنین مسدود سازي کاغذ بصورت لکه قرار د

 2به مدت  BSA%2با استفاده از بافر حائل حاوي 

ساعت در دماي اتاق انجام شد. پس از شستشو با بافر 

)CMV)IgG-CMVحائل تیمار با آنتی بادي پوششی 

در بافر پوششی انجام گرفت.  1:500رقیق شده به نسبت 

پس از جمع آوري آنتی بادي پوششی، شستشو مطابق 

مرحله قبل انجام گرفت و سپس کانجوگیت یونیورسال با 

اضافه شد و انکوباسیون مانند مرحله قبل  1:1000رقت 

به مدت دو ساعت انجام گرفت. در نهایت پس از 

5/16شستشو، غشاء در بافر آلکالین فسفاتاز حاوي 

قرار داده شد   BCIPمیکرولیتر  33و  NBTمیکرولیتر 

دقیقه پس از اضافه نمودن  30تا و تغییر رنگ لکه ها 

ثبت گردید.

RT-PCR

میلی گرم بافت برگی  200اي کل از استخراج آران

میلی لیتر بافر استخراج مطابق  2هموژنیزه شده در 

Rowhaniروش et al. انجام گرفت و در نهایت  1993

میکرولیتر آب مقطر  25اي استخراج شده در آران

هاي تر جدایهابی موفقاستریل حل شد. به منظور ردی

بومی ویروس موزاییک خیار از منطقه مورد مطالعه از 

(مستقیم) و  CMVCPFیک جفت آغازگر با نام هاي 

CMVCPR ي بومی (معکوس) که بر اساس توالی جدایه

)AY871070 .طراحی شده بودند استفاده شد (

م ــــر مستقیــازگـــوتیدي آغـــی نوکلئــوالــــت

ATGGAAAATCTGAATCAACCCGGAT5'AGT

CAG3'وس ــکــــــمعو

TTC(GT)ACTGGGAGCAA(CT)TTCGAA5'AC

CC(AG)GAGTGGG3'  بود که تکثیر قطعه اي به

فراهم  RT-PCRجفت باز در واکنش  675طول حدود 

میکرولیتر از  RT،4/0ساخت. براي هر واکنش می

5آغازگر معکوس ( pmol/ml میکرولیتر از آب  1/1) با

اي استخراج میکرولیتر از آران 1دیونیزه شده و  استریل

ها در شده به هر میکروتیوب اضافه شد و میکروتیوب

دقیقه قرار  5به مدت  (ºC)سلسیوسدرجه  70دماي 

ها به روي یخ منتقل داده شدند و سپس، بلافاصله نمونه

میکرولیتر از  5/7شدند تا سریعاً سرد گردند. آنگاه 

میلی  5x ،1لیتر بافر واکنش میکرو 2ترکیب حاوي 

5/0واحد( 200و  RNasinواحد  dNTP ،40مولار 

,M-Mulv(Fermentasمیکرولیتر) آنزیم ترانسکریپتاز 

Lithuania) درجه  37ها در به هر لوله اضافه شد و لوله

ها دقیقه قرار گرفتند. سپس، لوله 15به مدت  سلسیوس

دل دقیقه در ترموسایکلر م 60بمدت  ºC42در

CORBET RESEARCH CG1-960 .قرار داده شدند

پس از انجام واکنش، آنزیم ترانس کریپتاز معکوس با 

دقیقه غیرفعال  10به مدت  ºC70ها در قرار دادن لوله

 20مراز در حجم نهایی اي پلیشد. واکنش زنجیره

PCRمیکرولیتر بافر  2میکرولیتر تهیه شد که حاوي 

10x ،2  میلی مولارMgCl2،pmol5/2  آغازگر مستقیم

Taqواحد  25/1و DNA polymerase (Fermentas,

Lithuania) .بود

ورده حاصل از واکنش سنتز آمیکرولیتر فر 5سپس،  

PCRبه این ترکیب اضافه گردید. برنامه  cDNAرشته 

دقیقه واسرشت  1به مدت  ºC94شامل یک سیکل

رشت ثانیه واس 30به مدت  ºC94سیکل 35سازي، 

 1به مدت  ºC72ثانیه اتصال،  45به مدت ºC50سازي،

دقیقه بسط  5به مدت  ºC72دقیقه بسط و سیکل نهایی

نهایی اجرا شد. به منظور بررسی نتایج حاصل از واکنش 

RT-PCR ،5  میکرولیتر فرآورده حاصل از هر واکنش

PCR  حاوي اتیدیوم بروماید در 2/1بر روي ژل آگارز %

Xبافر  TBE (Tris-base, Boric acid, EDTA)5/0

الکتروفورز گردید.

 24ولت و شدت جریان  100الکتروفورز با ولتاژ  

میلی آمپر به مدت حدود یک و نیم ساعت انجام شد و 

باندهاي تکثیر یافته توسط دستگاه عکسبرداري از ژل 

)Biomerta,Qiagen,Tehran و نور ماورابنفش بررسی (

شد.
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ايمطالعات گلخانه

هاي میزبان لکه موضعی شامل از گونه

Chenopodium quinoa, C. Amaranticolor, Vigna

radiate, V. unguiculata  براي خالص سازي بیولوژیک

استفاده شد. همچنین سه گونه میزبان تکثیري شامل 

Nicotiana rusticaCucurbita pepo, Nicotiana

tabacum cv. Samsun ها استفاده براي تکثیر جدایه ,

هاي شد. گونه هاي سلمه تره در مرحله چهار برگی، گونه

لوبیا چشم بلبلی و ماش پس از مرحله کوتیلدونی و در 

-مرحله دو برگی، کدو مسمایی در مرحله بروز کوتیلدون

هاي توتون در مرحله دو برگی کامل مایه زنی ها و گونه

1/0سیم زنی گیاهان از بافر فسفات پتاشدند. براي مایه

 5(یک گرم بافت در  5به  1به نسبت  4/7pHمولار،  

میلی لیتر بافر) به هر نمونه اضافه و عصاره گیري بر روي 

یخ انجام گردید. عصاره حاصله بر روي سطح برگ 

زنی شدند و پس از بروز گیاهان میزبان تکثیري مایه

هاي مایه زنی شده با آزمون الایزا مورد علائم، نمونه

و اثر  CMVی قرار گرفتند. به منظور بررسی علائم بررس

ده، ــاي روي علائم ایجاد شاحتمالی ستلایت آران

هاي هاي مثبت مطابق روش ذکر شده روي میزباننمونه

هاي ایجاد شده زنی شدند  و از تک لکهلکه موضعی مایه

بر روي میزبان لکه موضعی بصورت جداگانه عصاره به 

به دست آمده مجدداً بر روي ي دست آمد و عصاره

زنی شد. در نهایت به منظور میزبان لکه موضعی مایه

ا و ـهتکثیر ویروس و بررسی علائم مربوط به جدایه

ها روي بندي علائم، عصاره به دست آمده از تک لکهگروه

هاي تکثیري ذکر شده مایه زنی شدند.میزبان

هاي ویروس موزاییک خیارتعیین زیرگروه جدایه

روشCMVاي جدایه براي تعیین زیرگروه دو از

سرولوژیک و مولکولی استفاده شد. در روش سرلوژیک 

هاي مثبت آلوده به به منظور تعیین زیرگروه نمونه

CMV هاي ذکر شده، از آزمون الایزاي در آزمون

tripleغیرمستقیم ( antibody sandwich(TAS-ELISA

اي اختصاصی انهبا استفاده از آنتی بادي تک همس

)DSMZ, Germany زیرگروه (I  ویروسCMV استفاده

چاهک هر تشتک ابتدا با استفاده از -شد. در این روش 

آنتی بادي پوششی تیمار شد و مراحل بعدي مطابق

)Palukaitis, et al., ) ادامه پیدا کرد. در روش 1992

با استفاده از  RT-PCRمولکولی قطعات تکثیرشده در 

,MspI)Fermentasآنزیم Lithuania(  مطابق

CMVدستورالعمل شرکت سازنده براي تعیین زیرگروه

نانوگرم از هر محصول  100برش داده شدند. تقریباً 

PCR  1میکرولیتر از بافر آنزیم برشی  20درX  محتوي

100 ng/ μlbovine serum albumin (BSA)  واحد  5و

ساعت در  3الی  2آنزیم برش داده شد. واکنش به مدت 

انجام شد. سپس، محصول برش در ژل  C37°دماي 

% مطابق روش ذکر شده الکتروفورز شد.8/1آگارز 

اي ویروس موزاییک خیارردیابی ستلایت آران

اي کل جهت ردیابی ستلایت به منظور استخراج آران

ده بر روي ـزنی شهاي مثبت مایهاي از نمونهآران

گرم میلی 100اي از خراج آرانهاي تکثیري استمیزبان

بافت آلوده با استفاده از  فنول و کلروفورم بر اساس 

Sokhandan(روش Bashir et al., انجام گرفت.  )2006

آر از یک جفت آغازگر اختصاصی سیپیجهت انجام آرتی

CMVهاي با نامCMVاي ستلایت آران sat F) آغازگر

CMVو)مستقیم sat R  .توالی نوکلئوتیدي استفاده شد

'5آغازگر مستقیم  GACGAATTCGTTTTGTTGAT

(AT)T(AG) GAGAATT3'5و معکوس'

GACAAGCTTGGGTCCTG(GT)AGACGAAT3'

اي به رفت قطعهکه توسط این آغازگرها انتظار میبود 

آر تکثیر سیجفت باز در واکنش پی 360طول حدود

از  یابد. آزمون آرتی مطابق روش ذکر شده با استفاده

در حجم نهایی  CMVاي آغازگر معکوس ستلایت آران

مراز در اي پلیمیکرولیتر انجام شد. واکنش زنجیره 10

 2میکرولیتر تهیه شد که حاوي  20حجم نهایی 

MgCl2،5/2میلی مولار  PCR10x ،2میکرولیتر بافر

Taqواحد  25/1پیکومول آغازگر مستقیم و  DNA

polymerase (Fermentas, Lithuania)  ،5بود. سپس 

cDNAورده حاصل از واکنش سنتز رشته آمیکرولیتر فر

شامل یک  PCRبه این ترکیب اضافه گردید. برنامه 

به  C˚94سیکل 35دقیقه،  1به مدت  C˚94سیکل 

به مدت  C˚72ثانیه، 45به مدت C˚48ثانیه، 30مدت 

دقیقه اجرا  5به مدت  C˚72ثانیه و سیکل نهایی 45

،RT-PCRمنظور بررسی نتایج حاصل از واکنش شد. به 

بر روي  PCRمیکرولیتر فرآورده حاصل از هر واکنش  5

Xدرصد حاوي اتیدیوم بروماید در بافر  8/1ژل آگارز 

TBE5/0  ولت  100الکتروفورز گردید. الکتروفورز با ولتاژ
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میلی آمپر به مدت حدود یک و نیم  24و شدت جریان 

رهاي تکثیر یافته توسط دستگاه ساعت انجام شد و نوا

) و نور ماورابنفش Biomerta,Qiagenعکسبرداري از ژل(

بررسی شد. 

نتایج و بحث

آوري شده شامل هاي جمعترین علائم در نمونهعمده

موزاییک شدید، موزاییک معمولی، پیسک، پیچیدگی 

،کوتولگی بوته، هاي برجسته روي برگ و میوهبرگ، تاول

ها و بد شکلی میوه بود. در دن فاصله میان گرهکوتاه ش

هاي مختلف ویروس این تحقیق سعی شد از میزبان

فرنگی نمونه برداري انجام موزاییک خیار مخصوصاً گوجه

اي در میزبان گیرد زیرا بطور طبیعی ستلایت آران

فرنگی و توتون تکثیر زیادي دارد. گوجه

ردیابی ویروس موزاییک خیار

 82تعداد  DAS-ELISAده از آزمون دیبا و با استفا

هاي مختلف از میزبانCMVنمونه مثبت آلوده به 

). همانطور که ذکر شد در آزمون 1شناسایی شد (شکل 

دیبا از کاغذ نیتروسلولوزي استفاده شد و تغییر رنگ در 

محل قرار دادن شیره گیاهی بر روي کاغذ در مقایسه با 

ودگی به ویروس موزاییک نمونه شاهد مثبت و منفی آل

نیز  DAS-ELISAداد. نتایج در آزمون خیار را نشان می

هاي تشتک الایزا به رنگ زرد بصورت تغییر رنگ چاهک

هاي مثبت در آزمون دیبا قابل مشاهده بود. همه نمونه

نیز مثبت بودند و علاوه بر  DAS-ELISAدر آزمون 

ها نیز مونههاي مثبت در هر دو آزمون تعدادي از ننمونه

تنها با الایزا مورد ردیابی قرار گرفتند.

بخشی از نتایج آزمون دیبا 1شکل شماره 

CMVهاي داراري علائم مشکوك به : نمونه14تا  3، کنترل مثبت:2،کنترل منفی:1

جفت باز مربوط  675یک قطعه مورد انتظار به طول 

آر با سیپیدر آرتی CMVبه ژن پروتئین پوششی 

استفاده از آغازگرهاي اختصاصی تکثیر شد. با استفاده از 

ي مورد انتظار تکثیر نمونه، قطعه 39این آزمون در 

).2یافت(شکل 

درصد ژ 2/1الکتروفورز در ژل آگارز  - 2شکل شماره 
PlusDNA: مارکر1 100bp Ladder   ،2  قطعات دي5تا :-

با آغازگرهاي منطبق بر  RT-PCRاي افزایش یافته در ان
منطقه رمز کننده پروتئین پوششی ویروس موزاییک خیار.  

: شاهد منفی7: شاهد مثبت 6

ايمطالعات گلخانه

اي ــهرگــر روي بـــی بـــاي موضعــههــــلک

C. amaranticolorوC. quinoa   روز  10تا  5حدود

علائم  ).3زنی قابل مشاهده بودند( شکل پس از مایه

تا  20ایجاد شده روي میزبانان لکه موضعی با گذشت 

روز نیز سیستمیک نشدند. علائم نسبتاً شدید روي 30

600 bp

700 bp
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C. pepo4  هاي ایجاد شده زنی لکهروز پس از مایه 6تا

روي میزبان لکه موضعی قابل مشاهده بود. علائم روي 

تا  12(حدود هاي توتون نسبتاًٌ با تاخیر دیده شدگونه

.Nزنی) و علائم روي روز پس از مایه 20 tabacum cv.

Samsun  شدیدتر از  علائم ایجاد شده رويN. rustica

ها نیز سبب ایجاد علائم بندکفشی بود. برخی از جدایه

فرنگی شدند. به منظور بررسی علائم، روي برگ گوجه

بندي علائم صورت گرفت و نتایج نشان داد که گروه

روز روي برگ ـــد کلـــروه تولیـــر گه دــت جدایــهف

لائم بارز ــه از عـــد کـــگیرنرار میـــون قـــوتـــت

ار ـــوزاییک خیـــروس مــــاي ویت آرانــلایـــست

).3د (شکل ــــباشمی

CMVهاي تعیین زیرگروه جدایه

اي مثبت در ـهروه برخی جدایهــتعیین زیرگ

انجام  TAS-ELISAسرولوژیک توسط آزمون هاي آزمون

anti-CMVبا استفاده از  TAS-ELISAشد. آزمون 

subgroup I ه بر روي ــی بادي ثانویـبه عنوان آنت

ها در این آزمون هاي مثبت انجام شد و همه نمونهنمونه

Iقرار گرفتند. بدلیل غالبیت کلی زیرگروه  Iدر زیرگروه 

ده از آنتی بادي زیرگروه این آزمون با استفا CMVدر

یک انجام شد علاوه بر روش فوق بر روي برخی از 

هاي مثبت دیگر برش آنزیمی با استفاده از آنزیم نمونه

MspI هاي مورد انجام شد که نتایج نشان داد جدایه

 220و حدود  450ه به تولید دو باند ـــا توجـــبررسی ب

گیرند. می رارـــروه یک قــــازي در زیرگــــجفت ب

م بر ـولات برش با آنزیـــروفورز محصـــایج الکتــــنت

).4ل ـده است(شکـاهـابل مشـ% ق1,8ارز ــروي ژل آگ

با آرتی پی سی آر CMVاي ردیابی ستلایت آران

استفاده شد که  CMVهایی در این آزمون از نمونه

آر مثبت سیپیهاي سرولوژیک و آزمون آرتیدر آزمون

شده بودند. براي اطمینان بیشتر، از چند نمونه  ارزیابی

هاي ذکر شده منفی ارزیابی شده منفی که در آزمون

بودند نیز استفاده شد. قابل ذکر است که به منظور 

از دو روش استخراج  CMVاي ردیابی ستلایت آران

اي استفاده شد. در مرحله اول از روش روحانی و آران

و به منظور بهینه سازي  استفاده شد )1993(همکاران 

کلروفورم -اي از روش فنولاستخراج ستلایت آران

استفاده گردید که در روش اخیر با توجه به نتایج، 

اي استخراج شده نسبت به روش کیفیت و مقدار آران

اي استخراج شده با این روش قبلی بیشتر بود و در آران

سنتز هايcDNAستلایت ردیابی شد. در این آزمون از  

برداري طی واکنش نسخهاي که در ستلایت آران شده

ه ب PCRدر   بعنوان الگومعکوس سنتز شده بودند 

اي ستلایت آران bp360ي حدود  قطعهمنظور ردیابی

CMV .هاي طی واکنشمورد استفاده قرار گرفتند

هایی که بر روي توتون کلروز از جدایه،متعدد انجام یافته

ئم موزاییک خفیف و تغییر شکل برگ ایجاد کرد و علا

bp360اي در حدودفرنگی را بوجود آورد قطعهگوجه

که اندازه این قطعه با اندازه قطعه )5شکل (سنتزشد 

هاي لکه موضعی و تکثیريکننده بر روي میزباناي غیرنکروزآرانستلایتدارايCMVجدایهعلائم -3شکل شماره 

.Cهاي موضعی کلروزه بر روي سلمه تره لکه  (چپ به راستاز  amaranticolor،  کلروز بر روي برگ توتونN.

tabacum cv. Samsun،کلروز همراه با تاول در برگN. tabacumخفیف و تغییر شکل برگ یر روي برگموزاییکL.

esculentum cv. Rutgers،
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آمد.ـــم بدست نیـــاهد سالـــاي از شن، چنین قطعه ــورد انتظار مطابقت داشت. در ضمــم

قطعات تکثیر یافته با  MspIنقشه برشی-4شکل شماره

آغازگرهاي منطبق بر منطقه رمزکننده پروتئین پوششی 

CMV مارکر:1درصد. 8/1ژل آگارزPlusDNA 100bp

Ladder2  اي تکثیر یافته با ان: هضم قطعات دي10تا

آغازگرهاي منطبق بر منطقه رمز کننده پروتئین پوششی 

CMV  توسط آنزیمMspI

درصد  8/1الکتروفورز در ژل آگارز  - 5ه شکل شمار

با  RT-PCRاي افزایش یافته درانقطعات دي

اي ویروس آغازگرهاي ردیابی کننده ستلایت آران

موزاییک خیار

PlusDNA: مارکر1| 100bp Ladder2 شاهد :

اي ان. قطعه دي3اي) بت(پلاسمید داراي ستلایت آران

رهاي اختصاصی با آغازگ RT-PCRتکثیر یافته در 

ايستلایت آران

مانند  CMVبرخی از علائم ایجاد شده توسط 

موزاییک تقریباً در همه جدایه ها قابل مشاهده است 

)Sokhandan Bashir et al., ). تفاوت و گستردگی 2008

علائم ممکن است ناشی از فاکتورهاي زیادي باشد که 

با  یکی از آنها آلودگی همزمان و مخلوط این ویروس

ها می باشد که در برخی از موارد سبب سایر ویروس

500 bp

200 bp

300 bp

500 bp
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Sokhandan(تشدید علائم یا تضعیف علائم می شود

Bashir et al., 2006; Sokhandan Bashir et al.,

). یکی از عوامل موثر دیگر بر روي علائم، وجود 2008

است که با توجه به اثر CMVاي  همراه با ستلایت آران

ن، جدایه ویروس کمک کننده و نوع سه فاکتور میزبا

اي علائم ایجاد شده متفاوت و متنوع ستلایت آران

Palukaitisاست( and Garcia-Arenal ). ردیابی 2003

در ابتدا با  CMVاي ویروس کمک کننده ستلایت آران

روش دیبا صورت گرفت. این روش سرولوژیک به منظور 

نجام شد و ردیابی سریعتر و بیشتر ویروس کمک کننده ا

آزمون الایزا براي تایید این آزمون انجام گرفت. محققین 

اند که روشهاي سرولوژیک بویژه الایزا از نشان داده

هایی هستند که براي ردیابی و معمولترین آزمون

Yuرود(به کار می CMVهاي تشخیص جدایه et al.,

ها روي گیاهان . با توجه به رفتار متفاوت جدایه2005

و گوجه فرنگی و N.tabacumان تکثیري بخصوص میزب

اي بر علائم ایجاد شده توسط اثر احتمالی ستلایت آران

CMV  گروه بندي علائم بر روي میزبانهاي مختلف

تکثیري این ویروس انجام شد. با توجه به اینکه ستلایت 

ون ــوتـــر روي تـــروز بـــث کلــباعCMVايآران

Palukaitisشود(می and Garcia-Arenal ) هفت 2003

جدایه باعث بوجود آمدن کلروز بر روي توتون شدند که 

اي بود.  بروز الاً ناشی از اثر احتمالی ستلایت آرانماحت

اي در روي توتون در کلروز در اثر وجود ستلایت آران

Palukaitisمنابع مختلف گزارش شده است( and

Roossinck, 1996;Palukaitis and Garcia-Areanal

2003; Simon et al. 2004; Montasser et al., 1991.(

هاي تکثیري ویروس براي چندین منظور مورد میزبان

استفاده قرار گرفتند که در وهله اول جهت تکثیر جدایه 

هاي لکه آوري شده بود و همچنین همراه با میزبانجمع

ها استفاده موضعی براي خالص سازي بیولوژیکی جدایه

دند. همچنین با توجه به اینکه یکی از فاکتورهاي ش

اي بر روي علائم اساسی و مهم در اثر ستلایت آران

ویروس کمک کننده، نوع میزبان ویروس است از توتون 

CMVاي از و گوجه فرنگی استفاده گردید زیرا جدایه

necrogenic(اي نکروز کننده که داراي ستلایت آران

satellite RNAاعث بوجود آمدن نکروز در گوجه ) است ب

اي اي که داراي ستلایت آرانشود و جدایهفرنگی می

)non-necrogenic satellite RNA(  است سبب علائم

شود. همچنین، بطور کلی تکثیر کلروز بر روي توتون می

اي در توتون و گوجه فرنگی بیشتر از تکثیر نستلایت آرا

ثر علائم ایجاد شده پس باشد. اکآن در سایر میزبانها می

از مایه زنی روي توتون شامل انواع موزاییک خفیف تا 

شدید بود و فقط در یک مورد باریک شدن و تغییر شکل 

شدید برگ در توتون مشاهده شد. در نهایت با استفاده 

روش با آغازگرهاي اختصاصی ستلایت  RT-PCRاز

بی اي ردیاها ستلایت آراناي در یکی از جدایهآران

.)5شکل (شد

از سایر عواملی که بر روي علائم ایجاد شده توسط 

CMV2توان به ژن اثر دارد میb  و ژن تولید کننده

در2bپوشش پروتئینی ویروس اشاره کرد که ژن 

و بازدارندگی دفاع میزبانی در CMVسیستمیک شدن  

Wangکند(جهت تشدید علائم ویروسی نقش ایفا می et

al., ژن کد کننده پروتئین پوششی در تشدید  و)2002

علائم و نیز در انتقال ویروس توسط ناقلین تأثیر دارد. 

RT-PCRاي با روشکه ستلایت آرانCMVاي از جدایه

براي آن ردیابی شد علائم موزاییک زرد و تا حدودي  

.Nنقش خطی روي  tabacum cv. Samsun  )نشان داد

زنی مایهکه ان داده ). تحقیقات سایرین نیز نش3شکل 

اي از ویروس موزاییک خیار که داراي ستلایت جدایه

باعث بوجود آمدن زردي و کلروز در گیاه اي است آران

Sato(شودتوتون می et al., هاي . سایر جدایه)2000

CMV اي ، تغییر شکل برگ و تاول فاقد ستلایت آران

بر روي برگ توتون را موجب شدند.

هاي اي اکثراً همراه با جدایهلایت آراناز طرفی ست 

ویروس موزاییک خیار هستند و وجود آن در  IIزیرگروه 

کم گزارش شده است. از زیر  Iجدایه هاي زیر گروه 

گزارش  Fny-CMVاي همراه با ستلایت آران Iگروه 

Satoشده است ( et al., ). نتایج محققین قبلی در 2000

Sokhandan(بررسی روابط فیلوژنتیکی Bashir et al.,

2006; Sokhandan Bashir et al., هاي جدایه )2008

CMV هاي از شمالغرب نشان داده است که جدایه

ردیابی شده بصورت یک گروه مستقل در کنار گروهی 

نیز در آن گروه قرار دارد.  Fny-CMVگیرند که قرار می

اي در تعداد این نتایج احتمال حضور ستلایت آران

هاي شمالغرب کشور را  بیشتر تقویت ي از جدایهدیگر

می کند.
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هاي مختلف ویروس موزاییک در این تحقیق جدایه

هاي آذربایجان شرقی انـــخیار در برخی از مناطق است

اي سرولوژیک و ــهربی و اردبیل با استفاده از روشــو غ

ویروس  ايمولکولی ردیابی شدند. همچنین ستلایت آران

موزاییک خیار با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی نیز 

هاي متعدد غیر نکروز زنیردیابی شد و با استفاده از مایه

کنندگی جدایه مورد نظر بررسی شد.
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