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های ترین ویروسیکی از مهم Cucumber mosaic virus (CMV) ویروس موزائيک خيار

های مخلوط با سایر وجود آلودگیباشد. کدوئيان و دارای دامنه ميزبانی بسيار وسيعی می

. هدف از شودسارت ناشی از این ویروس میها سبب کاهش و یا تشدید علائم و خویروس

-جنس پوتیویروسهای این تحقيق بررسی آلودگی مخلوط ویروس موزایيک خيار با 

( شامل Cucurbitaceaeهای کدویيان )آوری شده از خانوادهدر گياهان جمع ویروس

 نریزی، پنيرکافرنگی، فلفل و تاجشامل گوجه( Solanaceae)خيار و کدو، بادمجانيان 

(Malvaceaeشامل ختمی و پنيرک می ) باشد. تعيين آلودگی مخلوطCMV  با جنس

ها در افزایی و خسارت مضاعف بين این ویروس، از لحاظ بوجود آمدن همویروسپوتی

ویروس بيشتر در چه های جنس پوتیکشاورزی مهم است. به منظور تعيين اینکه ویروس

خيار آلودگی مخلوط دارند و در کدام گياهان این هایی با ویروس موزایيک نوع ميزبان

 گياهی نمونه 300تعداد باشد. برای این منظور، آلودگی مخلوط کمتر است مهم می

آوری، جمعغرب کشور ی شمالهای مذکور از منطقهمشکوک به آلودگی از خانواده

سی واقع شد. های مختلف مورد بررنمونه مربوط به جدایه 25نگهداری و از هر ميزبان 

های برجسته، بدشکلی، موزایيک زرد، موزایيک، پيسک، تاولعلایم  نمونه ها دارای

ه بودند. بشدن برگ های ویروسی از جمله نخیکوتولگی بوته و نيز سایر علائم بيماری

ای با استفاده از ی وجود ویروس موزایيک خيار کارهای گلخانهمنظور بررسی اوليه

همچنين کارهای آزمایشگاهی با استفاده یک CMV ضعی و سيستميک موميزبان های لکه

انجام شد. سپس، برای  CMVجفت آغازگر اختصاصی منطبق بر ژن پروتئين پوششی 

هایی که آلودگی آنها به ویروس از نمونه ویروسردیابی آلودگی مخلوط با جنس پوتی

ویروس استفاده شد و موزایيک خيار محرز شده بود از آغازگرهای عمومی جنس پوتی

ویروس در های جنس پوتیبيشترین آلودگی مخلوط ویروس موزایيک خيار با ویروس

 کدو و گوجه فرنگی و کمترین اختلاط در ختمی، پنيرک، فلفل و خيار مشاهده شد.

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

ها و مصارف متعدد آنها در تغذیه انسان، با توجه به اهمیت سبزی

ها در سبزیجات و نیز بررسی بررسی خسارت ناشی از ویروس

های ویروسی مربوط به آنها در منطقه از وضعیت شیوع بیماری

ای برخوردار است. سبزیجات از جمله گیاهان العادهاهمیت فوق

-روند که مورد حمله ویروسا به شمار میهحساس به ویروس

از  (. یکیRizos et al, 1992) گیرندهای متنوع گیاهی قرار می

های آلوده کننده کدوئیان و همچنین سایر مهمترین ویروس

باشند و مخصوصا روی کدوئیان ها میسبزیجات کوکوموویروس

-که یکی از محصولات عمده و مهم کشاورزی در ایران و شمال

هستند از نظر اقتصادی اهمیت فراوانی دارند  کشور غرب

(Kolivand et al, 2012 ویروس موزاییک خیار پراکندگی .)

های ترین دامنه میزبانی را در بین ویروسجهانی داشته و وسیع

گیاهی دارد، بطوریکه طیف وسیعی از گیاهان زراعی، باغی و 

 میزبان  هایاد گونه(. تعدGallitelli, 2000کند )زینتی را آلوده می

CMV  خانواده از تک 100گونه گیاهی در بیش از  1300بیش از 

ها شامل اکثر سبزیجات، گیاهان زینتی و ایها و دو لپهایلپه

 ,.Duarte et alگیاهان چوبی و نیمه چوبی بیان شده است )

های (. ویروس موزاییک خیار علائم متنوعی را در میزبان2013

دهد و منجر به آلودگی سیستمیک در اکثر می مختلف بروز

شود اما ممکن است در تعدادی از های گیاهی میمیزبان

 محصولات از جمله یونجه بدون علائم باشد. اغلب کدوئیان به 

CMV ( حساس هستندZitter et al.,  2009.)  آلودگی توام دو یا

چند ویروس در گیاهان یک امر طبیعی است و ممکن است بر 

(. Edwardson, 1966ها تأثیرگذار باشد )پیدمی و تکامل ویروسا

مرتبط با هم در بعضی از موارد آلودگی مخلوط دو ویروس غیر

افزایی شود، که این پدیده هممنجر به تشدید علائم می

(synergismنامیده می ) شود. آلودگی مخلوط ممکن است بر

(. هدف Hull, 2013های آلوده کننده تأثیر بگذارد )غلظت ویروس

از این تحقیق بررسی آلودگی مخلوط ویروس موزاییک خیار با 

های آوری شده از خانوادهدر گیاهان جمع ویروسجنس پوتی

)لازم به ذکر است چون جنس صیفی، جالیزی بود مختلف سبزی

های متفاوتند، ها دارای سویهها و گونهپوتی ویروس شامل گونه

به طور اختصاصی برای هر گونه و سویه سی آلودگی مخلوط ربر

سی رپذیر نبود و بربه دلیل حجم بالای کار در این تحقیق امکان

های یونیورسال ویروس با پرایمرصورت گرفته در حد جنس پوتی

 بود(. 

وسیعی از  ر شرایط آب و هوایی مختلف دامنهها دویروسپوتی

اجیان و بادمجانیان مانند گندمیان، حبوبات، کدوئیان، اسفنگیاهان 

گرمسیری بهترین هوای گرمسیری و نیمهوکنند. آبمیرا آلوده 

 Holling and)هاست هوایی برای فعالیت این ویروسوشرایط آب

Brunt, 1981). های طبیعی غالبا ها به عنوان پاتوژنویروسپوتی

در طبیعت حضور و در کاهش بازدهی محصولات اثر دارند 

(Hasan, 2004.پوتی .)ها انتقال اول با شته ها در درجهویروس

باشند. ها میویروسی شته از ناقلین موثر پوتییابند. چند گونهمی

کنند و بدین وسیله شته ها از طریق پارتنوژنز تولیدمثل میاین شته

-بدون وقفه تا موقعی که شرایط زندگی فراهم است زاد و ولد می

تخم تولید  100تا  60روز قادر است  20نماید. هر شته در طول 

ها و انتقال آسان ویروس توسط آنها از کند. ازدیاد سریع شته

میزبانی وسیع ویروس از طرف دیگر باعث بوقوع  یکسو و دامنه

-Garcia). های مخرب در سراسر دنیا شده است پیوستن اپیدمی

Arenal et al., 2000) ها ویروسدر بررسی آلودگی همزمان پوتی

ها، یک افزایش قابل توجه در های متعلق به سایر جنسو ویروس

ع مها تجشدت علائم دیده شده است. در بیشتر این برهمکنش

ها افزایش یابد، اما تجمع سایر ویروسویروس افزایش نمیپوتی

و سایر  CMVیابد. به طور مثال در آلودگی همزمان کدوئیان به می

( و ZYMV)Zucchini yellow mosaic virus های ویروسپوتی

Watermelon mosaic virus  (WMVغلظت )CMV  افزایش

(. Wang et al., 2002ها ثابت ماند )ویروسیافت و غلظت پوتی

هچنین بررسی آلودگی همزمان ویروس موزاییک خیار و ویروس 

در گیاهان ( در گیاهان فلفل نشان داده که PepMoV) پیسک فلفل

اما در گیاهان آلوده به این  کاهش یافته CMV، تیتر به تنهایی آلوده

هیچ  PepMoVاما تیتر   .دو ویروس تیتر افزایش یافته است

کنش موجب تفاوتی نشان نداد و این موید این است که این برهم

 ,.Morphy et alبوده است )  PepMoV و CMVافزایی هم

که ( WMV(. آلودگی مخلوط ویروس موزاییک هندوانه )2006

( اثر WNVویروس است با ویروس نکروز هندوانه )یک پوتی

 ,.Fintti et alای را روی کدوئیان نشان داده است )تشدید کننده
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ها در ویروسگزارشهایی نیز در مورد افزایش تجمع پوتی .(2012

زمینی ها داده شده است. در سیبآلودگی مخلوط با سایر ویروس

 Sweet potato feathery mottleشیرین آلوده به پوتی ویروس 

virus (SPFMVو کراینی ) ویروسSweet potato chlorotic 

stunt virus (SPCSV مشاهده شد که غلظت )SPFMV  افزایش

 Karyeija etثابت مانده است ) SPCSVیافته در حالی که غلظت 

al., 2006 .)گوجه یسبزرد یروسو ینکننده ب تشدید کنشبرهم-

منجر به شکستن  فرنگیگوجه دارلکه یپژمردگ یروسو و فرنگی

 ,.Garcia-Arenal et al)ید گرد فرنگیگوجه یاهمقاومت در گ

شده در  یفتوص یاهیگ هاییروسو ییافزاهم ینبهتر (.2006

 وای یروسو و( PVXزمینی )یروس ایکس سیبو بین کنشبرهم

 ,.Srinivasan et al)باشد یدر توتون م (PVYینی )زمیبس

یا سو ییکموزا یروسبا و یاهمزمان سو یدر آلودگ (.2007

(، شدت یروس)آلفاموویونجه  ییکموزا یروس( و وویروسی)پوت

 یبررس یادر سو یروسدو و یناز ا یکعلائم و سطح تجمع هر 

منجر به هم SMVبا  AMVو مشاهده شد، که تعامل  یدهگرد

ای العهدر مط (.Malapi-Nelson et al., 2009) شودیم ییافزا

، پروتئین پوششی (CMV) یک خیاریآلودگی همزمان ویروس موزا

( )پوتی ZYMVزوکینی )یک زرد یآن را که با ویروس موزا

در آزمایشی که  .(Kim, 2010) کندپایدار می بیان شدهویروس( 

ها مانند ویروس پیچیدگی برگ کنش برخی ویروسروی برهم

ها، ویروس س( از بگوموویروTYLCV) فرنگیزرد گوجه

و اثر آنها  فرنگی( با ویروس موزاییک گوجهCMVموزاییک خیار )

فرنگی انجام پذیرفته مشاهده شده بر رشد و عملکرد گیاهان گوجه

افزایی بیشتر توسط که در علائم و شدت بیماری، اثرات هم

ایجاد   ToMV + TYLCV + CMVو ToMV + TYLCV مخلوط

باعث ایجاد   ToMV + CMVازکه ترکیبی شود، در حالیمی

ها باعث کاهش کنشعلائم خفیف شده است. تمامی این برهم

فرنگی فرنگی در گیاهان گوجهاثرات ویروس موزاییک گوجه

طبق مطالعات انجام شده  (.Mohamed, 2010آلوده گردیده است )

ها سبب افزایش غلظت یا آنچه در آلودگی چندگانه به ویروس

شود، وجود یک پروتئین کد شدة وس میمیزان انتقال یک ویر

کنش (. برهمDing et al., 2003فعال از ویروس دیگر است )

ها، در حالت سوم، به این دلیل است که کاملاً خنثی بین ویروس

باشد و همانندسازی و انتقال هر ویروس مستقل از دیگری می

هیچ افزایشی در غلظت دو ویروس وجود ندارد، در حالیکه 

زایی مجموعه دو ویروس در گیاه ممکن است ماریشدت بی

-کنش ویروس(. بررسی برهمZhang et al., 2011افزایش یابد )

های موزاییک خیار و موزاییک چغندر در گیاه چغندرقند در 

شرایط گلخانه نشان داد که غلظت ویروس موزاییک خیار در 

اغلب گیاهانی که با دو ویروس آلوده شده بودند نسبت به 

آلوده شده بودند افزایش یافته بود و  CMVیاهانی که تنها با گ

غلظت ویروس موزاییک چغندر در گیاهان دارای آلودگی منفرد و 

ی دیگرآلودگی (. در مطالعهMali et al., 2013) دوگانه یکسان بود

که دارای (Ls,Sny)  های مخلوط ویروس موزاییک خیار استرین

در  (WL47-sat RNA, B5sat RNA)ماهواره بودند  آر ان ای

بندی ها، میزان تجمع و بستهویروسآلودگی مخلوط با پوتی

 B5sat RNAویروس موزاییک خیار کاهش یافت مگر زمانی که 

بود. همچنین زمانی که استرینLs-CMV در آلودگی مخلوط با 

 در آلودگی مخلوط با ویروس موزاییک زرد کدو CMVهای 

ره نقش ممانعت کننده روی تجمع و بستهبودند، آر ان ای ماهوا

بندی ویروس موزاییک خیار داشت و تجمع آن در گیاه را کاهش 

-طهماسبی و همکاران بر روی برهم . ((Wang et al., 2001داد 

کنش ویروس موزاییک خیار و ویروس موزاییک زرد لوبیا به 

ند که اصورت همزمان در گیاهان لوبیا و باقلا پرداخته و نشان داده

های میزبان و مرحله وابسته به گونه BYMV و CMV کنشبرهم

توان گفت می (.Tahmasebi et al., 2010کند )رشد گیاه فرق می

ها مخصوصا با سایر ویروس CMVکه تعیین آلودگی مخلوط 

-افزایی بین این ویروسها، از لحاظ بوجود آمدن همویروسپوتی

ها و ایی نیازمند شناسایی گونهافزسی همرها مهم است )البته بر

های آنها با ویروس ویروس و برهم کنشهای جنس پوتینژاد

های آزمایشگاهی و های مختلف با روشموزاییک خیار در میزبان

های سی آلودگیرباشد که در این تحقیق فقط به برای میگلخانه

مخلوط این جنس با ویروس موزاییک خیار پرداخته شد و اثرات 

سی قرار رافزایی یا آنتاگونیستی بین دو ویروس مورد برهم

بیشتر در چه  ویروسهمچنین به درک اینکه جنس پوتی نگرفت(.

هایی با ویروس موزاییک خیار آلودگی مخلوط دارند و نوع میزبان

 در کدام نوع گیاهان این آلودگی مخلوط کمتر است. 
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  هاروش و مواد

بهههار، تابسههتان و پههاییز   هههای بههرداری در طههی فصههل  نمونههه

از برخهههی محصهههولات صهههیفی، سهههبزی و گیاههههان میزبهههان   

غهههرب کشهههور شهههامل ویهههروس موزاییهههک خیهههار در شهههمال

هههههای آذربایجههههان شههههرقی، آذربایجههههان غربههههی و اسههههتان

 1394اردبیهههل بهههه منظهههور تهیهههه منبهههع ویروسهههی، در سهههال  

ههها بههر اسههاس علائههم    نمونههه  .(2انجههام گرفههت )جههدول    

مههول ویههروس موزاییههک خیههار شههامل     مشههاهده شههده و مع 

ههههای موزاییهههک بهههر روی بهههرگ و میهههوه، پیسهههک، تهههاول   

برجسههههته روی میههههوه، بدشههههکلی میههههوه، موزاییههههک زرد،   

هههای ویروسههی  کوتههولگی بوتههه و نیههز سههایر علائههم بیمههاری   

فرنگهههی، باریهههک از جملهههه نخهههی شهههدن در بهههرگ گوجهههه  

ههههای شهههدن و بهههد شهههکلی بهههرگ و کلهههروز در طهههی فصهههل

بنهههدی و انتخهههاب شهههدند. از و پهههاییز طبقههههبههههار، تابسهههتان 

هههر مزرعههه نیههز یههک نمونههه بههه  ههاهر سههالم بههه عنههوان         

شهههاهد منفهههی برداشهههته شهههد کهههه بعهههدا عهههاری بهههودن آن از 

CMV ای و آزمایشهههههگاهی از طریهههههق کارههههههای گلخانهههههه

ی مشههکوک بههه  جدایههه 25در ایههن پههژوهش   محههرز شههد. 

جدایهههه از کهههل   175آلهههودگی از ههههر میزبهههان )مجموعههها    

آوری شهههده( کهههه از منهههاطق مختلهههف   ههههای جمهههع نههههنمو

نتخهههاب گردیهههد. بهههه منظهههور در   آوری شهههده بهههود ا جمهههع

دسهههت بهههودن منبهههع ویروسهههی در گیهههاه تهههازه قسهههمتی از    

آوری شهههده بهههر روی گیهههاه میزبهههان    ههههای جمهههع نمونهههه

زنهههی شهههدند. سهههپس بخشهههی از آن نمونهههه ای مایههههگلخانهههه

گیههاهی جهههت مطالعههات فههوری بههه یخچههال منتقههل شههد،        

گیهههری و خشهههک بخشهههی نیهههز بهههر روی کلریهههد کلسهههیم آب

-درجههه سههانتی  -20شههده و بخههش دیگههری نیههز در فریههزر     

گهههراد بهههه حالهههت منجمهههد نگههههداری شهههدند. بهههه منظهههور  

بررسهههی بیشهههتر علائهههم ناشهههی از ویهههروس موزاییهههک خیهههار 

ههههای مختلهههف تشخیصهههی، از گیاههههان    بهههر روی میزبهههان 

 Chenopodiumتهههرهتشخیصهههی متفهههاوت شهههامل  سهههلمه  

quinoa Wild) ،(C.amaranticolor، ای تکمهههههههگههههههل

(Gomphrena globousa)  بههههه عنههههوان میزبههههان لکههههه-

سههههازی بیولههههوژیکی ویههههروس موضههههعی بههههرای خههههال 

)البتههه لازم بههه   موزاییههک خیههار مههورد اسههتفاده قههرار گرفتنههد  

هههای ایجههاد  کههر اسههت بههرای خههال  سههازی تههک لکههه      ذ

 شهههده در گیاههههان لکهههه موضهههعی چنهههدین بهههار بهههه گیاههههان

لکههه موضههعی عههاری از ویههروس پاسههاژ داده شههد و بههرای       

موضهههعی سهههازی از چنهههدین میزبهههان لکههههدقهههت در خهههال 

ویهههروس موزاییهههک خیهههار اسهههتفاده شهههد. همچنهههین تعهههداد  

ههها ی لکههههههای اولیههه زیههاد و انههدازه  زنههیههها در مایههه لکههه

کههوچکتر بههود شههاید دلیههل آن وجههود آلههودگی مخلههوط بهها       

ههههای ابتهههدایی بهههوده   زنهههیهههها در مایهههه سهههایر ویهههروس 

 (.1 است()شکل

( با 2)جدول های انتخاب شدهای کل از نمونهاستخراج آران 

استفاده از روش روحانی و همکاران با تغییرات انجام شد 

(Rowhani et al., 2003.)  گرم از برگ آلوده در  1/0در این روش

جهت انجام آر تی  میلی لیتر بافر استخراج سرد استخراج شد. 2

سی آر از یک جفت آغازگر اختصاصی ویروس موزاییک خیار پی 

پروتئین پوششی، بر  مربوط به، RNA3که بر اساس بخشی از 

شده بودند طراحی (AY871070)بومی  توالی جدایه اساس

    (CMVCP-F)توالی آغازگر مستقیم  استفاده شد.

5'AGTGGATCCATGGAAAATCTGAATCAACCAG3'  همچنین توالی

                              (                                                      CMVCP-Rکوس)آغازگر مع

 '5از بودعبارت 

AACTTCGAATTC(GT)ACTGGGAGCAA(CT)CC(AG)GACGTGGG 

جفت باز  675ی ای به اندازه(. با این آغازگرها قطعه1)جدول '3

غرب بر ی شمالمنطقهرفت تکثیر یابد )تمرکز ما در انتظار می

روی زیرگروه یک ویروس موزاییک خیار بود به دلیل اینکه 

زیرگروه دوم بیشتر در مناطق جنوب کشور مشاهده شده و تاکنون 

غرب کشور گزارشی در دسترس نیست(. از وجود آن در شمال

میکرولیتر در ترموسایکلر مدل  10این واکنش در حجم نهایی 

Quanta biotech Q-24 جام گرفت. مرحله اول برای از بین ان

رفتن ساختار ثانویه و اتصال اولیه آغازگرها با الگو انجام شد و 

 1/1میکرولیتر آر ان ای استخراج شده بهمراه  1مواد واکنش شامل 

میکرولیتر از محلول  4/0میکرولیتر آب مقطر دیونیزه استریل و 

ده و ( در میکروتیوب مخلوط شpmol/µl5 آغازگر معکوس )

دقیقه قرار داده  5گراد به مدت درجه سانتی 70سپس در دمای 
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شد. سپس جهت اجتناب از تشکیل مجدد ساختارهای ثانویه 

میکرولیتر  5/7ها سریعا بر روی یخ منتقل شدند. آنگاه میکروتیوب

 dNTP-میلی مولار 5x1 ,تی از ترکیب حاوی دو میکرولیتر بافر آر

 نیم میکرولیتر( آنزیم ترانسکریپتاز) واحد RNasin200واحد  40

(Fermentas,   M-MulvLithuania)  اضافه شد.  واکنشبه هر

 10، به مدت تیوبهاپس از ریختن مخلوط تهیه شده به هر کدام از 

دقیقه در دمای اتاق قرار داده شدند و سپس مجدداً به  20تا 

که  C°42دستگاه ترموسایکلر انتقال و تحت برنامه یک ساعت در 

بردار معکوس را دمای مورد نیاز برای فعالیت بهینه آنزیم نسخه

دقیقه  10به مدت  C° 70کند، قرار داده شدند. سپس در فراهم می

به منظور غیر فعال نمودن آنزیم نسخه بردار معکوس و یک دقیقه 

ای پلیمراز در حجم قرار داده شدند. واکنش زنجیره C°25در 

 PCRمیکرولیتر بافر 2ه شد که حاوی میکرولیتر تهی 20نهایی 

10X  ،2  میلی مولارMgCl2 ،5/2  پیکو مول آغازگر مستقیم و

 TaqDNA polymerase (Fermentasواحد آنزیم  25/1

Lithuania)  میکرولیتر از  5/2بود. سپسcDNA  سنتز شده در

واکنش آرتی به این ترکیب اضافه شد. در پی سی آر از پروفیل 

دقیقه، سی و پنج سیکل  1به مدت  C°94ه حرارتی یک چرخ

 C°72ثانیه،  30به مدت  C°50ثانیه،  30به مدت  C°94متشکل از 

دقیقه  5به مدت C°72دقیقه، در نهایت یک سیکل  1به مدت 

، RT-PCRاستفاده شد. به منظور ارزیابی نتایج حاصل از 

حاوی اتیدیوم بروماید در  %2/1 الکتروفورز افقی در ژل آگارز

-RTهای از فرآورده µl4الکتروفورز گردید. آن گاه   TBEافر ب

PCR  باµl2  6رنگ بروموفنول بلوX  وµl6  آب مقطر دیونیزه

ی ها ریخته شدند. برای دانستن اندازهمخلوط و در چاهک

 EcoRI (1 µg/µl، از نشانگر وزن مولکولی )RT-PCRمحصولات 

Lambda  DNA  HindIII+ یابی ویروساستفاده شد. جهت رد-

 هایی که آلودگی مثبت به در نمونه ویروسهای جنس پوتی

(CMV)گر عمومی پی سی آر از جفت آغاز -داشتند انجام آرتی

 'Nib2F 5ویروس استفاده گردید. آغازگر مستقیم جنس پوتی

(GTTTGYGTIG AYGYTTYAAYAA)3'  مطابق با توالی

 3Rو آغازگر معکوس  ،7641-7619نوکلئوتیدی 

3'(TCIACIACIGTIGAIGGYTGNCC) 5'Nib Nib   جدول(

در ویروس وای  7968-7945مطابق با توالی نوکلئوتیدی   (1

حالت حفا ت شده در جنس پوتی ویروس دارد(  کهزمینی )سیب

که با این آغازگرها  (Zheng et al., 2008)طراحی شده بودند 

ز در جفت با 350ای به طول تقریبا رفت تکثیر قطعهانتظار می

 آر قابل انتظار باشد.سیواکنش پی

 واکنش سنتز رشته اول مکمل آر ان ای که دی ان ای مکمل 

(cDNA) شود مطابق با همان مراحلی که در سنتز  نامیده می

cDNA  مربوط به قاب خواندنی پروتئین پوششی ویروسCMV 

ذکر شد )پرتکول روحانی و همکاران با تغییرات(، صورت 

 های مورد استفاده وبه ذکر است غلظت محلول پذیرفت. لازم

حجم آنها در واکنش بر حسب میکرولیتر در حجم نهایی 

راج میکرولیتر آر ان ای استخ 1میکرولیتر مواد واکنش شامل 10

 4/0میکرولیتر آب مقطر دیونیزه استریل و  1/1شده بهمراه 

 ( در میکروتیوبpmol/µl5میکرولیتر از محلول آغازگر معکوس )

 5گراد به مدت درجه سانتی 70مخلوط شده و سپس در دمای 

دقیقه قرار داده شد. سپس جهت اجتناب از تشکیل مجدد 

دند. ها سریعا بر روی یخ منتقل شساختارهای ثانویه میکروتیوب

تی میکرولیتر)ترکیب حاوی دو میکرولیتر بافر آر 5/7آنگاه 

5x1میلی مولارdNTP 40  واحدRNasin د )نیم واح 200و

  -Fermentas, M)میکرولیتر( آنزیم ترانسکریپتاز

MulvLithuania) الکتروفورز افقی در  .اضافه شد تیوب( به هر

رز الکتروفو  TBEحاوی اتیدیوم بروماید در بافر %2/1 ژل آگارز

رنگ  µl2با  RT-PCRهای از فرآورده µl4گردید. آن گاه 

-مخلوط و در چاهکآب مقطر دیونیزه  µl6و 6X بروموفنول بلو 

، از RT-PCRی محصولات ها ریخته شدند. برای دانستن اندازه

استفاده  (Gene Ruler 100bp  DNA) نشانگر وزن مولکولی مارک

 .شد
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 آغازگرهای مورد استفاده در این مطالعه  -1جدول 
Table 1- Primers used in this study 

 

 

 

 

 

  و بحثنتایج 

 

علائم بیماری ای نشان داد که تنوع زیادی از مشاهدات مزرعه 

ویروسی در منطقه به خوبی قابل مشاهده است. این تنوع علایم به 

ی ویروسی و نوع احتمال زیاد ناشی از آلودگی مخلوط، جدایه

-هایی که بر روی میزبانشده در منطقه است. با بررسیارقام کشت

تره موضعی انجام شد دو نوع سلمههای مختلف لکه

Chenopodium amaranticolor, C. quinoa، گیری و برای لکه

زنی بر روی میزبان تکثیری ویروس موزاییک خیار استفاده مایه

های مختلف بر روی شدند. تعداد، شدت و نوع علائم در جدایه

واسط و هایی که در حدهای مختلف، متفاوت بود. جدایهمیزبان

 های آنها بر رویگرفتند، از لکههای متوسط قرار میدارای لکه

های سیستمیک و تکثیری برای بررسی نوع علائم زنی میزبانمایه

تره برخی از (. علاوه بر سلمه1مورد استفاده قرار گرفتند )شکل

نیز  (Gomphrena globosa)ای ها نیز بر روی گل تکمهجدایه

ی ای اندازههای ایجاد شده بر روی گل تکمهزنی شدند. لکهمایه

شدند به های ایجاد شده نکروزه میلکهمتوسط داشته و خیلی زود 

سازی سیستمیک های این گیاه برای خال همین دلیل از لکه

سریع استفاده شد. بطور کلی علائم ویروس موزاییک خیار روی 

های تکثیری کدو بخوبی مشخ  بود و نسبت به سایر میزبان

کردند. اولین علائم بر روی خیار ویروس شدیدتر و زودتر بروز 

روز هشتم به بعد قابل مشاهده بود هر چند علائم بر روی این  از

میزبان تکثیری به اندازه کدو واضح نبود اما در برخی از موارد در 

-مراحل ابتدایی آلودگی ویروس سبب از بین رفتن و مرگ بوته

شد. از نظر شدت علایم خیار بعد از کدو در جایگاه های خیار 

-ی شده قرار گرفت. برخی از جدایهزندوم در میان گیاهان مایه

فرنگی مایه زنی شدند هیچ علائمی نشان هایی که بر روی گوجه

زنی موزاییک روز پس از مایه 10ندادند اما در برخی دیگر حدود 

هایی بر روی برگ خفیف همراه با تغییر شکل برگ و تاول

مشاهده شد و در مواردی نیز بدشکلی برگ در مراحل ابتدایی 

های انتهایی فرنگی و باریک شدن و نخی شدن برگوجهرشد گ

دیده شد. علائم ویروسی بر روی توتون به مراتب دیرتر از سایر 

روز(.  20تا  12)در حدود  های تکثیری ویروس دیده شدمیزبان

علائم ایجاد شده نسبتاً ملایم بود فقط در موارد نادری علائم 

های انتهایی ریکی برگدیده شد که با با N. tabacum شدید در 

همراه بود. بطور کلی علائم ایجاد شده بر روی توتون شامل 

ها دیده شد. کوتولگی بوته موزاییک خفیف بود که در اکثر جدایه

کمی نیز کلروز و زردی برگ در توتون  و در موارد N. rusticaدر 

ای مخصوصا دیده شد. علائم ویروسی در گیاهان تکثیری گلخانه

هایی که از مزرعه جمع آوری شده زنی شده با جدایههکدو مای

شد روز علائم اولیه دیده می 6تا  4بودند خیلی شدید و در فاصله 

و بصورت سیستمیک درآمد و و پس از مدتی علائم شدیدتر 

ها قابل مشاهده بود که به حتی پارگی برگ نیز در برخی از جدایه

اییک خیار با سایر احتمال زیاد ناشی از آلودگی ویروس موز

زنی سازی و مایههای آلوده کننده بود. اما پس از خال ویروس

تر بود البته در های خال  شده علائم به مراتب کمتر و ملایملکه

ها تغییری در علائم ایجاد نشد و حتی در موارد برخی از جدایه

 (.1تر نیز بود )شکلکمی خفیف

هها  ویهروس ردیهابی پهوتی   در این مطالعه از گیاهان محهک بهرای   

استفاده نشد چرا که هدف ابتدا شناسایی ویروس موزاییهک خیهار   

ها بود. البتهه در  ویروسسی آلودگی مخلوط آن با پوتیروسپس بر

هایی که آلودگی مخلوط ای بعضا مشهود بود نمونهکارهای گلخانه

در آنها بعدا با کارهای آزمایشگاهی مشاهده شهد در گیاههان لکهه    

های ریزتر و بیشتر و در گیاهان سیستمیک سهریع تهر   عی لکهموض

 PCRمحصول  توالی آغازگرها ژن

(CMV CP-F) 5'AGTGGATCCATGGAAAATCTGAATCAACCAG3' 675 

(CMV CP-R) 5'AACTTCGAATTC(GT)ACTGGGAGCAA(CT)CC(AG)GACGTGGG3' 675 

Nib2F 5'GTTTGYGTIG AYGYTTYAAYAA3' 350 

Nib3R 5'TCIACIACIGTIGAIGGYTGNCC3' 350  
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کردند. در این تحقیق آر ان آی کل جهت ردیابی آلهودگی  بروز می

-ویروس با ویروس موزاییهک خیهار از نمونهه   مخلوط جنس پوتی

هایی گرفته شد که آلودگی آنها به ویروس موزاییک خیار در آنهها  

 بود.تایید قرارگرفته ای و آزمایشگاهی موردبه روش گلخانه

 ردیابی ویروس موزاییک خیار

بایسهت ویهروس   به منظور بررسهی ویهروس موزاییهک خیهار مهی     

ههای  آوری شهده بها روش  ههای جمهع  موزاییک خیار را از نمونهه 

ی کردیم. ردیابی براساس ژن پهروتئین پوششه  ای ردیابی میگلخانه

 های مثبت درویروس موزاییک خیار انجام گرفت. علاوه بر نمونه

 ای از تعدادی نمونه که علائم بیمهاری ویروسهی  های گلخانهتست

ود ای وجود ویروس ردیابی نشده به های گلخانهداشتند اما با تست

یهاه  )گ نیز در این آزمون استفاده شد. در این آزمون از شاهد منفهی 

)ژن پهروتئین پوششهی کلهون     سالم و بدون علائم( و شاهد مثبت

( نیهز اسهتفاده   Nematollahi et al., 2003سهمید ) شده در یک پلا

نطبهق  مشد. در نهایت با انجام این آزمون با استفاده از آغازگرهای 

های مشکوک به آلهودگی بها   پروتئین پوششی روی نمونه توالیبر 

CMV جفهت بهاز از نمونهه شهاهد      675ای به طول حهدود  قطعه

بق با ر یافت و مطامثبت و تعداد زیادی از جدایه های نماینده تکثی

 انتظار هیچ قطعه ای در شاهد منفی افزایش پیهدا نکهرد کهه نشهان    

ل شک (.2دهنده قابل اعتماد بودن نتایج آرتی پی سی آر بود )شکل

بها اسهتفاده از آغازگرههای اختصاصهی ژن      CMVردیابی 2شماره 

ههای مختلهف مربهوط بهه     را روی جدایهه  CMVپروتئین پوششی 

غهرب ایهران   رهای مختلهف ناحیهه شهمال   گوجه فرنگی که از شهه 

  دهد.آوری شده را نشان میجمع

هاای مبتاآ آلاوده باه ویاروس      ردیابی آلودگی مخلوط نمونه

 ها ویروسموزاییک خیار با پوتی

ههای  ای و استخراج آر ان ای کهل از بهرگ  بعد از مطالعات گلخانه

آر و سهی مشکوک و آلوده به ویروس موزاییک خیار و انجهام پهی  

محرز شدن آلودگی به ویروس موزاییک خیار، انجام آرتی پی سی 

ها برای ار ان ای کهل  ویروسآر با جفت آغازگرهای عمومی پوتی

های مثبت آلوده بهه ویهروس موزاییهک خیهار کهه بها روش       نمونه

)پروتوکول در بالا ذکر شده( اسهتخراج شهده    روحانی و همکاران

 Nib2F/Nib3Rآغهازگر   بود انجام شد. برای پی سی آر بها جفهت  

استفاده شد همچنین در این آزمهون از شهاهد منفی)گیهاه سهالم و     

ی خهانم آیسهان   های پهروژه  cDNAبدون علائم( و شاهد مثبت )

ی ههای منطقهه  زاده و همکاران در مورد ردیابی پوتی ویروسقاسم

نیهز اسهتفاده شهد. در     ((Ghasemzadeh et al., 2002)غرب شمال

ام این آزمون با استفاده از جفت آغازگرهای عمهومی  نهایت با انج

انجهام   CMVهای مثبت به آلهودگی بها   ها روی نمونهویروسپوتی

جفت بهاز   350ای به طول حدود های مثبت قطعهشد و در نمونه

نمونه ی مورد بررسی،  175تکثیر یافت)لازم به ذکر است از این 

ههای  از بین نمونهمورد به ویروس موزاییک خیار و  116آلودگی 

ههای  مورد به ویروس 44آلوده به ویروس موزاییک خیار آلودگی 

ای جنس پوتی ویروس مشاهده گردید(. مطابق با انتظار هیچ قطعه

در شاهد منفی تکثیر پیدا نکرد که نشان دهنده قابل اعتمهاد بهودن   

 نتایج آرتی پی سی آر بود.

(. شهکل شهماره   3کل)ش دهدتصویر نتایج الکتروفورز را نشان می

فرنگهی را بهه   ههای گوجهه  مخلوط در برخهی جدایهه    سه آلودگی

ویهروس نشهان   های جنس پوتیویروس موزاییک خیار و ویروس

آلهودگی مخلهوط   TaTo1 ی جدایه 9دهد.در چاهک شماره ی می

 نشان نداد.

 25بهوده کهه    جدایهه  300آوری شهده  های جمهع تعداد کل جدایه

ینده بوط به جدایه های مختلف به عنوان نمانمونه از هر میزبان مر

 25ای و آزمایشهگاهی انتخهاب شههدند. از   بهرای کارههای گلخانههه  

ههای منفهرد و   ی نماینده برای ههر میزبهان، تعهداد آلهودگی    جدایه

هها بهر اسهاس    مخلوط ویروس موزاییک خیار بها پهوتی ویهروس   

 آمهد.  (2ای )نتهایج در جهدول شهماره   کارهای ملکهولی و گلخانهه  

ههای  بیشترین آلودگی مخلوط ویروس موزاییک خیار بها ویهروس  

ی سولاناسه مربهوط بهود بهه گیهاه     ویروس در خانوادهجنس پوتی

فرنگی و کمترین آلودگی به ویروس موزاییک خیار و پهوتی  گوجه

 ها در فلفل دیده شد.ویروس

ر ی کدوییان بیشترین آلودگی به ویروس موزاییک خیها در خانواده

ز اها در کدو)شاید دلیهل آن عهدم اسهتفاده    ویروسپوتی  همراه با

-شهدن ویهروس موزاییهک خیهار و پهوتی      ارقام مقاوم یها بهذرزاد  

ی فصهل  ههای آلهوده  ها در آن باشد که کشاورزان از میهوه ویروس

   کنند(گیری میجاری برای سال بعد بذر
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 سیستمیک های لکه موضعی وهای ویروس موزاییک خیار  بر روی میزبانزنی جدایهستمیک ایجاد شده حاصل از مایهعلایم لکه موضعی و سی  -1شکل 

A-تره های کلروزه بر روی برگ سلمهلکهChenopodium quinoa:B  یتره گونههای کلروزه بر روی برگ سلمهلکهC. amaranticolor 

C- یاهای کلروزه بر روی برگ گل تکمهلکه Gomphrena globusa های سیستمیک همچنین علایم سیستمیک شدید روی میزبانD-  کدوE- ه فرنگی گوجF-  خیار

G- ا.موضعی گرفته شده بود به منظور خال  سازی جدایه هها علایم لکههایی که قبلا در گلخانه از آنزنی جدایهتوتون حاصل از مایه 
Figure 1- chlorotic and systemic spots on inoculated leaves with CMV isolates on systemic and local  hosts. 

A-  chlorotic spots on Chenopodium  quinoa  B- chlorotic spots on Chenopodium  amaranticolor 

C- chlorotic spots on Gomphrena globusa  and severe systemic symptoms on systemic hosts  D- Cucurbita pepo 

E- Solanum  lycopercicum  F- Cucumis sativus  G-Nicotiana tabacum  produced from inoculation of  isolates  that had shown symptoms of 

chlorotic spots in greenhouse in order to purifying isolates. 
 

 

 

 

 

 

 تکثیر شده اسهت.  675bpنشان داد که از جدایه های آلوده قطعه ای به اندازه ی  CMVژن پروتئین پوششی  اختصاصی با استفاده از آغازگرهای CMV ردیابی -2شکل

ی نمونهه ی دی  هااز جدایه اندعبارت 9تا   1 های به ترتیب شماره چاهک استفاده شد.+EcoRI (1 µg/µl Lambda DNA Hind III )نشانگر وزن مولکولی  آگارز و از

 -ShTo1- ArTo1 -OuTo3 -BoTo3 -TaTo1 -TaTo8 -MaTo2 -MaTo1 ان ای شاهد
Figure 2- Detecting of CMV using coat protein specific primers revealed that the isolates have CMV with a 675bp length .using 

agarose and EcoRI (1 µg/µl Lambda DNA Hind III+ molecular weight marker. The number of wells are respectively a witness DNA 

sample- BoTo3-Outo3- ArTo1- ShTo8- MaTo1- MaTo2- TaTo8.TaTo1. 
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ایه های آلوده قطعه ای بهه  نشان داد که از جد Nib2F-(Nib3Rبا استفاده از آغازگرهای عمومی جنس پوتی ویروس) هاپوتی ویروس ردیابی -3شکل

ماره چاههک به ترتیب ش .استفاده شد (Gene Ruler 100bp  DNA) نشانگر وزن مولکولی مارکر پودر آگارز و از تکثیر شده است. 675bpاندازه ی 

 MaTo2-MaTo1-ShTo1-ArTo1-OuTo3--TaTo8-BoTo3شاهد های نمونه ی دی ان ایاند از جدایهعبارت 8تا 1های 

Figure 3- Detecting of Potyvirus genus using universal primers revealed that the isolates have potyvirus with a 675bp 

length. The number of wells are respectively a witness DNA sample- BoTo3-Outo3- ArTo1- ShTo8- MaTo1- MaTo2- TaTo8. 

 

 
 .شد استفاده (Gene Ruler 100bp  DNA) نشانگر وزن مولکولی مارکر آگارز و روی ژل واکنش مالتی پلکس پلی مراز نتیجه: -4شکل

 Figure 4 - Multiplex polymerase chain reaction results on agarose gel and Gene Ruler 100bp DNA molecular weight 

marker. 

 

 نغرب ایرای شمالها در منطقههای منفرد و مخلوط ویروس موزاییک خیار با پوتی ویروسبررسی آلودگینتایج کلی  -2جدول
Table 2- Overall Results for presence of single and mixed Cucumber mosaic virus (CMV) infections with potyviruses in 

North western of Iran  

 

 میزبان تعداد نمونه ی مشکوک انتخاب شده CMVتعداد نمونه  آلوده به  پوتی ویروس ها همراه باCMVتعداد نمونه ی آلوده به 

 خیار 25 19 5

 کدو 25 22 13

 گوجه فرنگی 25 20 14

 فلفل 25 16 4

 تاج ریزی 25 16 8

 ختمی 25 14 0

 پنیرک 25 9 0

 

)احتمالا دلیل  محرز شدیار و کمترین آلودگی مخلوط در خ

های باشد(. علفآن عدم استفاده از ارقام مقاوم وارداتی می

هرزی که از آنها ویروس موزاییک خیار و بعضا آلودگی 

 Solanum: ریزیویروس گزارش شد )تاجمخلوط با پوتی

nigrumفرنگی به نام ای مشترک با گوجه( اتفاقا در خانواده

Solanaceae رند.در این علف هرز پنجاه درصد گیقرار می

لودگی آثابت شد  CMVنمونه هایی که در آنها وجود 

هرز ها را نشان دادند که این علفمخلوط با پوتی ویروس

حاشیه ی مزارع ممکن است در آلودگی مزارع سهم مهمی 

 داشته باشد. 

، ختمی( .Malva spp )پنیرک های پنیرکدر مورد خانواده

بهیک خیار محرز ولی آلودگیموزای آلودگی به ویروس

 .نشدها مشاهده ویروسپوتی
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Abstract: 

Cucumber Mosaic Virus (CMV) is one of the most important viruses infecting Cucurbitaceae and has a 

wide host range. However, presence of mixed infections with other viruses increases symptoms and 

damages of viruses. The present study aimed to investigate the mixed infection of CMV with Potyvirus in 

plants collected from various plant families including Cucurbitaceae with cucumber and Cucurbit, 

Solanaceae with tomato, pepper and Solanum nigrum and Malvaceae with Malva. sp and Althea sp. 

Determining in which hosts Potyviruses are mix infected with CMV and in which plants this infection is 

negligible, is important. Thus, 300 plant samples suspected to be infected were collected and preserved 

from above-mentioned families from Northwestern of Iran for laboratory and greenhouse experiments 

with symptoms of Mosaic, deformity and mottling, shrub dwarfism, yellowing and other symptoms of 

viral plant diseases including (shoe – string in tomato) etc. from each host, 25 samples related to various 

isolates were scrutinized. In order to conduct primary research on the presence of CMV, systemic and 

local host of CMV were applied in greenhouse and a pair of CMV coat protein-specific primers were 

utilized in RT-PCR. Then, detecting mixed infection with Potyviruses was conducted using RT-PCR with 

universal primers of Potyvirus genus NIb2F/NIb3 in samples whose infection to CMV was proved. The 

most of mix infections were observed in tomato and cucurbit and the least of mix infections were 

observed in Malva, pepper and cucumber.  

 

Keywords: Universal and specific primers, Mixed infection, Synergism, Cucumber Mosaic Virus 
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