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 یرانی پیچیدگی بوته چغندرقند با کمک کاوشگر رادیواکتیوتعیین فرمهای تکثیری ویروس ا

 ، وحید حسینی *امید عینی
 38791-45371گروه گیاه پزشکی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه زنجان، کد پستی  

های بیشترین تعداد ویروسهای با ژنوم آر ان ا مثبت باشند که پس از ویروسزای گیاهی میهای بیماریها از مهمترین ویروسویروسجمینی چکیده:

 شوند. در این تحقیق کاربرد مواد رادیو اکتیو در ردیابی دقیق و همچنین تعیین فرم تکثری ویروس ایرانی پیچیدگی بوته چغندرقند ارزیابیگیاهی را شامل می

( سبب بروز علایم htnebanaana aaaieaanaشده است. تلقیح همسانه عفونت زای ویروس ایرانی پیچیدگی بوته چغندرقند در گیاهان توتون )

های تکثیری این گیاهان تلقیح شد. هیبریداسیون دی ان ا با کمک مواد رادیواکتیو بیانگر وجود فرم %91کوتولگی شدید و پیچیدگی برگ به طرف بالا در 

اد که استفاده از هیبریداسیون دی ان ا در ردیابی ویروس ایرانی مراز نشان دای پلیویروس در گیاهان آلوده بود. مقایسه نتایج بلات نقطه ای و واکنش زنجیره

باشد. . بنابراین هیبریداسیون دی ان ا روشی مطمئن و مناسب در تعیین فرمهای مراز میای پلیپیچیدگی بوته چغندرقند دقیق تر از روش واکنش زنجیره

 می باشد.گیاهی دی ان ا ویروسهای تکثیری و ردیابی ویروس ایرانی پیچیدگی بوته چغندر قند و سایر 

 ویروس، هیبریداسیون دی ان ا، ساترن بلات، بلات نقطه ایکلیدی: جمینی گانواژ

Omid Eini*, Vahid Hoseini 

Address: Dept. Plant Protection, Faculty of agriculture, University of Zanjan 

Abstract: Geminiviruses are important plant pathogenic viruses. They are the second largest 

plant viruses. This study presents the application of radioactive materials for precise detection 

and characterization of replication forms for Beet curly top Iran virus (BCTIV). Virus 

inoculation in tobacco ( aaaieaana  htnebanaana) plants using an infectious clone produced 

severe stunting and leaf rolling in 90% of the inoculated plants. DNA hybridization using 

radioactive materials showed replication forms for this virus in the infected plants. 

Comparison of dot blot and polymerase chain reaction (PCR) results showed that DNA 

hybridization is more precise than PCR in detection of BCTIV. Therefore, DNA 

hybridization is a reliable method for studying replication forms and detection of BCTIV and 

other plant DNA viruses. 

 

 مقدمه

باشکند كکه معمکولا داخکل يک       اي از ي  يا چند مولکو  اسيد نوكلئي  )دي ان ا يا ار ان ا( مکي هاي گياهي مجموعهويروس

باشند و همانندسازي هاي ميزبان مناسب قادر به تکثير ميها تنها درون سلو پوشش حفاظتي پروتئيني قرار گرفته اند. ويروس

اي اي، چند وجهي و يکا رشکته  هاي ميلههاي گياهي پيکرهويروس .باشداخت پروتئين ميزبان ميها كاملا وابسته به سيستم سآن

هکاي مهکم داراي   هاي گياهي داراي ژنوم از نوع آر ان اي و تعداد قابل تکوجهي از ويکروس  از نظر ژنومي، اكثر ويروس .دارند

 .(Hull, 2002)باشند ژنوم از نوع دي ان اي مي

اي، حلقوي ي  يکا  هاي گياهي است كه داراي ژنوم دي ان ا ت  رشتهها شامل گروه بزرگي از ويروسويروسخانواده جميني
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باشکند. انکدازه ژنکوم دي ان ا    نانومتر مي 50تا  88دوقلو به ابعاد   (Isometric particles) هاي ايزومتري دوبخشي با پيکره

و   DNA-Aنکام  بکا دو قطعکه   هکاي بکا ژنکوم دو بخشکي داراي    ويکروس  باشکد. ميدالتون  يلوك دو و نيم تا سه هااين ويروس

DNA-B سکازي،  هکاي مسکئو  در هماننکد   ژن. باشکند ها موجود ميباشند كه در روي هركدام از قطعات ي   سري از ژنمي

تعيين كننده دامنه ميزبکاني و  هاي هاي مسئو  در حركات ويروسي و ژنو ژن Aتنظيم بيان ژن و كپسيده كردن در روي قطعه 

 .(Rodríguez-Pardina et al., 2006)قرار دارند   Bنوع علايم در روي قطعه

فرنگي، كنند و خسارت اقتصادي بالايي در محصولات مهم از قبيل گوجهها دامنه وسيعي از گياهان را آلوده ميويروسجميني

ها بسته به تعداد گياهان آلوده و سکن گياهکان   كنند. ميزان خسارت اين ويروسلوبيا، كدو، چغندرقند، توتون و ذرت ايجاد مي

 (.Morales and Anderson, 2001)باشد مي 800تا  20در موقع آلودگي بين 

-دهنکد و بکرگ  هاي پيس  مشخص تا نوعي موزائي  زرد را از خود نشکان مکي  ها اغلب نشانهويروسگياهان آلوده به جميني

-اي مکي ها كوتوله شده و كپکه هايشان ممکن است پيچيده و يا بد شکل گردد. وقتي گياهان جوان آلوده به ويروس شوند بوته

 . (Hull, 2002)شودتر منتج به كاهش رشد شاخ و برگ جديد و كاهش تشکيل ميوه ميمانند. آلودگي گياهان مسن

هکايي مثکل   ريوفکاژ شبيه باكت  (Rolling Circle Replication) ها توسط مکانيسم دايره غلتانويروسسازي جمينيهمانند

M13 اي حلقوي به دهد. ابتدا دي ان ا ت  رشتههاي آلوده گياهي رخ ميسازي در هسته سلو و پلاسميدها مي باشد. همانند

ي دي شود كه در آن رشکته شود و سپس مکانيسم دايره غلتان شروع مياي حد واسط يا فرم تکثيري تبديل ميدي ان دو رشته

( Replication-associated proteinي واقع در مبداء همانندسازي توسکط پکروتئين تکثيکري )   ان ا در ي  سايت مشخص

 .(Chasan, 1995)سازي شروع شود شود تا همانندشکاف داده مي

 
 ها ويروسمکانيسم دايره غلتان و همانند سازي جميني0 -8 شکل

برخکي   كکه  نيزحضوردارند ژنوم كوچکتراز ان ا دي مختلفي انواعي ژنوم ان ا يد بر لاوهع هاويروسجميني به آلوده درگياهان
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 هماننکد سکازي،   رايمولکولهکا بک   يکن . بيشتر اهستند ويروس ز ژنوممتفاوت ا هايتوالي داراي ويا شده مشتق ويروس ژنوم از

 ديگکر و  مداخلکه   ناقص اهاي ان دي، ناقص هاي ان ا دي. هستند وابسته اصلي ويروس به درگياه وحركت يشپوشپروتئين 

هکاي كوچک  دي ان ا بکر    . اين مولکو (Briddon and Stanley, 2006)ها از اين گروه مولکولها مي باشند ستلايت ان ا

 .ويروسي تاثير گذارندميزان و شدت بيماري 

هکا در مطالعکه تکثيکر ايکن     هاي كوچک  دي ان ا مکرتبط بکا آن   و همچنين مولکو  هاويروسجمينيهاي تکثيري شناسايي فرم

-فکرم هاي دقيق و حساس در مطالعه ها در بيوتکنولوژي اهميت دارد. از روشگيري از اين مولکو ها و همچنين بهرهويروس

-هاي كوچ  دي ان ا مرتبط، استفاده از روش ساترن بلات يا دات بلات مکي و رديابي مولکو  هاوسويرجمينيهاي تکثيري 

هاي تکثيري و همچنين ميکزان آلکودگي   فرم (P32باشد. در اين تحقيق با كم  كاوشگرهاي نشان دار شده با مواد راديواكتيو )

 گردد.بررسي مي بوته چغندرقندايراني پيچيدگي به ويروس  (Nicotiana benthamina)گياه توتون 

 

 واد و روشهام

 تلقيح گياهان با همسانه عفونت زاي ويروس  

( اسکتفاده  Beet curly top Iran virusزاي ويروس ايراني پيچيکدگي بوتکه چغندرقنکد  )   در اين تحقيق از همسانه عفونت

 , Eini et alباشد )ٍبرابر ژنوم ويروس مي زاي ويروس كه حاوي قطعه دي ان ا معاد  ي  و چهار دهم شد. همسانه عفونت

unpublished  در يکک  حامککل دوتککايي وارد گرديککد. سککپس ايککن همسککانه بککه سککلولهاي بککاكتري )Agrobacterium 

tumefacience  سويهGV3101      با روش شوک دمايي منتقل شد. پس از گزينش سلولهاي باكتري با كمک  آنتکي بيوتيک

با بکاكتري   (Kheyr-Pour et al., 1991)ميلي ليتر(؛ گياهان توتون با روش اگرواينوكوليشن  ميکروگرم در 50كانامايسين )

روز بعکد از آلکودگي بررسکي و از گياهکان داراي      28تکا   84باشد مايع زني شدند. علايم بيماري حاوي پلاسميد نوتركيب مي

 علايم پيچيدگي برگ و كوتولگي نمونه برگي جمع آوري گرديد. 

 استخراج دي ان ا ژنومي از برگ گياه

( با اندكي تغييرات استفاده شکد.  2008ز روش روحي بخش و همکاران )براي استخراج دي ان ا ژنومي از نمونه هاي گياهي ا

گرم از بافت برگ تازه يا فريز شده در هاون چيني استريل با كم  ازت مايع پودر گرديد. سپس به ميزان ميلي 800ابتدا مقدار 

( C-TAB %2و  EDTA ميلکي مکولار   80كلريدري  اسيد ، -ميلي مولار تريس 800) Gem-CTABليتر از بافر ي  ميلي

به تيوب حاوي پودر گياهي اضافه گرديد.  و پس از مخلکوط كکردن بکه مکدت يک        گراد(درجه سانتي 65كه قبلا گرم شده )

( اضافه و به  8:24حجم تيوب  به آن كلروفرم: ايزوآميل الکل ) 8/0گراد قرار داده شد. حدود درجه سانتي 65ساعت در دماي 

مخلوط شد. پس  از سانتريفوژ نمونه ها به فاز رويي ايزوپروپانو  سرد اضافه و رسوب دي ان ا تهيه  دقيقه به آرامي 80مدت 

ميکروليتر آب مقطر اسکتريل حکل شکدند.  دي ان ا اسکتخراج      50درصد شستشو و پس از خش  شدن در  80شده با  اتانو  
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براي تعيين كيفيت و كميت دي ان ا هاي استخراج شده درجه سانتي گراد نگهداري شدند.  -20شده تا زمان استفاده در دماي 

 ( استفاده شد. Thermo Scientific) شركت  NanoDrop 2000از دستگاه نانودراپ مد  

 مراز  ای پلیانجام واکنش زنجيره

 ATGGCGGTTCAAAGTCAGAAG-'5مراز با استفاده از ي  جفکت آغکازگر اختصاصکي )   اي پليواكنش زنجيره

/5'-TCAATAGAAATAAGCCCTAC-   كنکد انجکام شکد. ايکن     نوكلئوتيد را تکثير مکي  755( كه قطعه اي به طو

پلکي مکراز، بکافر      Taqميکس )شركت سيناژن( كکه حکاوي  آنکزيم    ميکروليتر مستر 80ميکروليتر حاوي  20واكنش در حجم 

 ر از هر آغازكر تهيه گرديد. باشد به همراه پنج پيکومولامي MgCL2ها و مراز، نوكلئوتيداي پليواكنش زنجيره

درجکه بکه    95( با ي  چرخه حرارتي ASTEC PC-320ترموسايکلر )مد   مراز با استفاده از دستگاهاي پليواكنش زنجيره

ثانيه و يک    50درجه به مدت  72ثانيه و  40درجه به مدت  50ثانيه،  50درجه به مدت  95چرخه حرارتي  50دقيقه،  2مدت 

مراز بکا الکتروفکورز در آگکارز بررسکي     اي پليدرجه به مدت پنج دقيقه انجام شد. محصو  واكنش زنجيره 72چرخه حرارتي 

 گرديد. 

 (Southern blotآزمايش ساترن بلات )

مقدار پنج ميکروگرم دي ان ا از گياهان آلوده به ويروس ايراني پيچيکدگي بوتکه چغنکدر و همچنکين گياهکان سکالم بکا كمک          

(  بر اساس اندازه و شکل از هم تفکي  گرديد. سپس قطعات دي ان ا از ژ  بکه يک  غشکاي    %8ژ  آگارز )الکتروفورز روي 

مولار( منتقل گرديدند. قطعات منتقل شده با كم  اشعه  0.4نيتروسلولزي با كم  خاصيت مويينگي و بافر هيروكسيد سديم )

( دي ان ا با كم  دي ان ا كاوشگر كکه مکمکل   Hybridizationماوراي بنفش بر روي اين غشا تثبيت شدند. دورگه گيري )

( نشکاندار گرديکده بکود انجکام گرفکت.      P32) 52ژن پوشش پروتييني از ويروس ايراني پيچيدگي بوته چغندر بوده و با فسکفر  

 ( مشاهده گرديد.yar-Xساعت روي فيلم ) 48الي  24اتصا  كاوشگر به قطعات دي ان ا هدف پس از 

 (Dot blotبلات نقطه اي )

مولار هيروكسيد سديم  4/0هاي جديد گياهان مورد آزمايش انتخاب و در محلو  گرم از بافت گياهي از برگميلي 800مقدار 

دور در دقيقه( شدند. از هر نمونه مقدار پکنج ميکروليتکر روي    8800ها سپس به مدت پنج دقيقه سانتريفوژ )خرد شدند. نمونه

اده شد. جهت حذف بقاياي پروتئيني غشاي نيتروسلولزي با كلروفرم شستشو داده شد. دورگکه  ي  غشاي نيتروسلولزي قرار د

( yar-Xسکاعت روي فکيلم )   24الکي   2گيري دي ان ا با روش بالا صورت گرفت. اتصا  كاوشکر به ويروس هدف پکس از  

 مشاهده گرديد.

 نتایج و بحث

هان تلقيح شده با همسانه عفونکت زاي ويکروس ايرانکي پيچيکدگي     گيا %90علايم كوتولگي و پيچيدگي برگ به طرف بالا در 
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هاي مختلف اين ويروس از جمله توتون گکزارش شکده اسکت    (. اين علايم در ميزبان2بوته چغندرقند  مشاهده گرديد )شکل 

(Soleimani et al., 2013) شدت بروز علايم توسط اين ويروس و ويروس پيچيدگي شديد بوته چغندرقند قابل مقايسه .

 باشد.باشد كه بيانگر ويرولانس بالاي اين ويروس در ايجاد بيماري ميمي

 

. علايم كوتولگي و پيچيدگي برگ در گيکاه تکوتن   2شکل 

آلوده به ويروس ايراني پيچيدگي بوته چغندرقنکد )سکمت   

 مقايسه با گياه سالم )سمت چ ( راست( در

 

                               

 

 

 

 

 

 

                                

 

 

 

 هاي تکثيري ويروس ايراني پيچيدگي بوته چغندرقند  فرم

ته، فکرا  هکاي تک  رشک   باشند و در ميزبان خکود بکه فکرم   اي ميها داراي ژنوم حلقوي از نوع دي ان ا ت  رشتهجميني ويروس

هاي تکثيري همسانه تهيه . به منظور تاييد تکثير و همچنين مشاهده فرم  (Hull, 2002)پيچشي و خطي قابل رديابي هستند 

ن ا استفاده شد. نتايج هيبريداسکيون دي ان  شده ويروس ايراني پيچيدگي بوته چغندرقند در ميزبان از روش هيبريداسيون دي ا

اي بيشترين مقکدار  هاي آلوده وجود دارد. فرم ت  رشتههاي ت  رشته، فرا پيچشي و خطي در نمونه( نشان داد فرم4ا )شکل 

ير ( و سکا 4اي ايکن ويکروس )شککل    باشد. فرم ت  رشکته گيرد كه بيانگر فرم اصلي ژنوم اين ويروس ميدي ان ا را در بر مي

هکاي  . تعيکين فکرم  (Gutierrez, 1999)دهکد  ها بيشترين مقدار دي ان ا ويروسي را به خکود اختصکام مکي   ويروسجميني

مکراز امککان   اي پليهاي رديابي عمومي از قبيل واكنش زنجيرهها با روشويروستکثيري اين ويروس و همچنين ساير جميني

علاوه بر اختصاصيت بالا بکه دليکل    پذير نيست و نياز به استفاده از روش ساترن بلات و هيبريداسيون دي ان ا دارد. اين روش

نوكلئوتيد قادر است مقادير كم ويکروس را نيکز رديکابي كنکد. بنکابراين ايکن        800استفاده از قطعه دي ان ا با اندازه اي بيش از 

 گردد.روش در تعيين مقدار ويروس در گياه نيز استفاده مي

Control                       infected 
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 . الکتروفورز محصو  واكنش زنجيره اي پلکي مکراز بکا   5شکل 

استفاده از آغازگرهاي اختصاصي ژن پوشش پروتئيني ويکروس  

(و Cايراني پيچيدگي بوته چغندرقند. ي  نمونکه گيکاه سکالم )   

( در ايکن ازمکايش   8-4چهار نمونکه گيکاه بکاعلايم ويروسکي )    

 استفاده گرديد.
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ن پوشش پروتيينکي از ويکروس ايرانکي    ( مکمل ژP32. آزمايش ساترن بلات با كم  دي ان ا كاوشگر نشاندار شده با فسفر )4شکل 

( مشاهده گرديکد. نمونکه   yar-Xساعت روي فيلم ) 24پيچيدگي بوته چغندر قند. اتصا  كاوشگر به قطعات دي ان ا هدف پس از 

تصکوير  (انتخاب گرديد. فرمهاي مختلف دي ان اي ويروس در سمت راست 8-5( و آلوده به ويروس )aهاي دي ان ا از گياه سالم )

ويروس مي باشند. مقدار دي ان ا مکورد اسکتفاده در پکايين شککل      (SS( و ت  رشته اي )SC(، فراپيچشي )Linگر فرم خطي )بيان

 نشان داده شده است.

باشکد. هکر   مراز امکان پذير مکي اي پليهاي مختلفي از جمله واكنش زنجيرهها با روشويروسرديابي دقيق و سريع جميني

تري نسکبت بکه   ان آلودگي دي ان ا در هنگام كار يا اتصا  غير اختصاصي آغازگرها دقت پايينچند اين روش به دليل امک

مراز به منظور رديابي ويروس اي پليهاي ديگر از جمله هيبريداسيون دي ان ا دارد. در اين تحقيق از واكنش زنجيرهروش

بلات نقطه اي استفاده گرديکد. شککل شکماره     ايراني پيچيدگي بوته چغندرقند و همچنين مقايسه دقت اين روش با روش

دهد ي  قطعه دي ان ا با اندازه مشابه به قطعه تکثير شده ويروسي در نمونه گياه سالم تکثير يافته كکه بيکانگر   سه نشان مي

ه اي  مراز است. در حاليکه نتيجکه بکلات نقطک   اي پليآلودگي احتمالي در حين تهيه دي ان ا يا هنگام انجام واكنش زنجيره

 (. 5دهد )شکل به درستي عدم وجود ويروس در گياه سالم را نشان مي

بر استخراج دي ان ا و همچنين اختصاصکيت بکالاي رديکابي    هاي معمو  و زمانرديابي نقطه اي به دليل عدم نياز به روش

ح شده بکا همسکانه عفونکت    گياهان تلقي % 90مورد توجه است. در اين تحقيق ويروس ايراني پيچيدگي بوته چغندرقند در 

زاي اين ويروس تکثير كرده است. درصد بيماري به عواملي از قبيل زمان آلوده سکازي گيکاه، نکوع ميزبکان و تعامکل بکين       

باشکد و  درقند  داراي دامنه ميزباني وسيعي مکي . ويروس ايراني پيچيدگي بوته چغن(Hull, 2002)ويروس و ميزبان دارد 
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 Kardani)تاكنون از گياهان مختلفي مثل چغندرقند، لوبيا، گوجه فرنگي و لوبيا چشم بلبلي در ايران رديابي شده اسکت  

et al., 2013) (Soleimani et al., 2013). 

( به ويروس  دو 8-4( و آلوده )aايراني پيچيدگي بوته چغندر در گياه سالم )بلات نقطه اي دي ان ا جهت رديابي ويروس  .5شکل 

( مکمل ژن پوشکش پروتيينکي از ويکروس ايرانکي     P32ساعت پس از هيبريداسيون با كم  دي ان ا كاوشگر نشاندار شده با فسفر  )

 چغندر قند. پيچيدگي بوته

 

. بنکابراين ميکزان   (Bian et al., 2007)ها نيز استفاده شده اسکت  ويروسروش رديابي نقطه اي در تعيين كميت جميني 

ها در شکل پنج بيانگر تکثير بالاتر ويروس در اين گياهکان خواهکد بکود. اگرچکه تعيکين كميکت در ايکن روش        تراكم نقطه

 باشد. و استفاده مقدار يکسان دي ان ا مي گيرينيازمند دقت بالا در نمونه

ها به طور وسيعي استفاده شده و با وجود در دسکترس  ويروساز مواد رايواكتيو در روش هيبريداسيون براي رديابي جميني

( اسکتفاده از ايکن مکواد بکه دليکل      Digoxigening systemبودن نشانگرهاي غير راديو اكتيو از قبيل ديک  سيسکتم )  

 ها خصوصا در مواردي كه ميزان ويروس در ميزبان پايين است اهميت دارد.الاتر در دريابي ويروسحساسيت ب

 تشکر و قدردانی

نويسندگان از دكتر بهجت نيا )دانشگاه شيراز(براي كم  در تهيه كلون بيمارگر اين ويروس، از مهندس قنبري و مهنکدس  

انا پيووارنکو )دانشگاه آدلايد(براي كم  در هيبريداسکيون دي ان  خوش نظر براي كمکهاي آزمايشگاهي و همچنين از تاتي

 ا تقدير و تشکر مي نمايند.
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