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  از  TuMVشلغم ك ييروس موزايو يو خالص ساز يكيص سرولوژيتشخ

  اه كلزايگ
  2رضا پوررحيم و  2،1اكرم سهندي ،1،2اريرا دهقانيحم ، 2، نوح شهرائين*1 ين قربانيريش

  گروه زيست شناسي ،دانشكدة علوم زهراء،لدانشگاه ا، تهران1
  ويروسهاي گياهي قاتتحقي خشب ،موسسة تحقيقات آفات و بيماريهاي گياهي، تهران2

 27/4/85 :تاريخ پذيرش    5/9/84 :تاريخ دريافت

  چكيده

گياه  يمنطقه خاوه ورامين جمع آوري و در گلخانه رو از .)Brassica napus L( ي داراي علائم موزائيكزراعي كلزا هگيا برگ
 Turnip( ي به ويروس موزائيك شلغمآلودگ )DAS-ELISA(با استفاده از آزمون ساندويچ دوطرفه اليزا . شلغم تثبيت گرديد

Mosaic Virus(  ي مكانيكي جدايه هايزن مايه .دشدر نمونه ها مشخص TuMV هاي زخم  هكاز منطقه ورامين موجب بروز ل
 ، سلمه تره قرمز )Nicotiana tabacum L  cv. White Burley( كروتيك در توتون رقم وايت بارليموضعي ن

)Chenopodium amaranticolor Coste & Reyn (موزائيك سيستميك در اطلسي ، )Petunia hybridia Vilm(  توتون ،
 Zinnia elegans(و آهار .) Brassica rapa L(  ، شلغم.)Brassica pepo L( ، كدو .)Nicotiana glutinosa L(گلوتينوزا

L(. شده جدايه  سازي ي آموده خالصسنج طيف نتيجه. شدنمونه خالص ويروس در شيب چگالي سوكروز استحصال  .گرديد
 هاي طول موج جذبنسبت با استفاده از ورامين 

280
260

A
A شدة ويروس به خرگوش  با تزريق آموده خالص. مي باشد 40/1برابر با

اي  هاي رشته پيكرهالكتروني ميكروسكوپ عصاره خام گياهان آلوده و آموده خالص ويروس، با در بررسي . سرم تهيه شد آنتي
) .Brevicoryne brassicae L(جدايه ايراني ويروس موزائيك شلغم بروش ناپايا و بوسيله شته . ت گرديدپذير رؤي  خمش
  .شدمنتقل 

  سازي  كلزا، ويروس موزائيك شلغم، سرولوژي، خالص: هاي كليدي هژوا
  shiringhorbani@yahoo.com :كيالكتروني، پست 2642511- 12: نويسنده مسئول، تلفن تماس *

   مقدمه
هاي روغني پس از غلات دومين ذخاير غذايي جهان  دانه 

گياه روغني كلزا پس از سويا و پنبه . دهند را تشكيل مي
 .)17( رود شمار ميه نباتي جهان ب سومين منبع توليد روغن

سطح زير ) 11 و 3(بنابرگزارش سازمان خواربار جهاني
تن  17010هكتار با توليد17240لزا در ايران كشت ك

 )است كيلو در هكتار برآورده شده 987عملكرد متوسط (
با توجه . باشد درصد توليد متوسط جهاني مي 67كه معادل 

به مصارف خوراكي و صنعتي اين محصول و افزايش سطح 
زير كشت آن در ايران و نقش مهمي كه اين محصول 

وابستگي به خارج از كشور در تواند در كاهش ميزان  مي
افزايش ميزان  ،باشد واردات روغن گياهي داشتهزمينه 

  .است عملكرد اين محصول مورد توجه قرارگرفته

بيماريهاي ويروسي كلزا در كاهش كيفيت و كميت 
اي دارند و چندين ويروس مختلف  محصول اهميت ويژه

يك توانند گياه كلزا را آلوده سازند كه ويروس موزائ مي
ترين اين عوامل  يكي از شايع Turnip Mosaic Virus شلغم 

 ).24 و 22 ، 13 ،6(باشد كه انتشاري جهاني دارد مي
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TuMV  ويروسي است متعلق بهPotyviridae ترين  مهم و
كننده محصولات تيره   ترين ويروس آلوده و پراكنده
ويروس . )27 و 20،19(باشد  مي )Cruciferae(چليپائيان 

گزارش  Tomlinson توسط  1970ك شلغم در سال موزائي
علائم آلودگي به اين ويروس در گياه . )24( دشو توصيف 

د، عدم تشكيل گل و يا توليد كلزا شامل توقف رش
كه در مواردي  باشد هاي پژمرده و چروكيده ميغلاف
در ). 23و26(تواند منجر به انهدام كامل محصول گردد  مي

اين ويروس را از استان  1361ناه در ايران نخستين بار ايزدپ
 TuMVبهار و همكاران  1362در  ).1(فارس گزارش نمود

 1381در  ).2(بو در اصفهان گزارش نمودند  از گياه شب را
شهرآيين و همكاران آلودگي ويروس موزاييك شلغم را در 

 ).21( دندكرگياه كلزا در شيراز، ساري و ورامين گزارش 
دامنه ميزباني، , ات سرولوژيكيدر تحقيق حاضر خصوصي

جداشده از  TuMVچگونگي انتقال و مورفولوژي ويروس 
همچنين آموده خالص . گياه كلزا در ورامين بررسي شد

سرم تهيه  ويروس جدايه مزبور تعيين و عليه آن آنتي
  .يددگر

  مواد و روشها
هاي كلزا داراي  نمونه 1382در بهار سال : منبع ويروس

اي در منطقه خاوه ورامين  از مزرعهعلايم موزاييك 
آوري و به آزمايشگاه مؤسسه تحقيقات و آفات  جمع

هاي مشكوك به  نمونه. هاي گياهي منتقل گرديد بيماري
. دشآلودگي ويروس در گلخانه روي گياه شلغم تثبيت 

ها و موزاييك  شدن برگ علايم روي شلغم شامل چروك
در طول تحقيق  TuMVاين گياه بعنوان منبع ويروس . بود

  .مورد استفاده قرار گرفت

تشخيص ويروس عامل آلودگي : آزمون سرولوژيكي
 Double( روش ساندويچ دوطرفه اليزا هاي بيمار به نمونه

Antibody Sandwich DAS-ELISA (  مطابق روش
 TuMVسرم  با استفاده از آنتي )15و7(توصيفي توسط

انجام  )آلمان- برانشوايك( DSMZشده از شركت  تهيه

ر آلودگي به هاي آلوده همچنين از نظ نمونه. گرفت
 Cauliflower mosaic( كلم هاي موزاييك گلويروس

virus,CaMV(  , ويروس موزاييك خيار)Cucumber 

mosaic virus,CMV(اييك زرد شلغم، ويروس موز 
)Turnip yellow mosaicvirus,TYMV( ويروس موزائيك ،

، و )Bean common mosaic virus,BCMV(معمولي لوبيا 
 Beet western yellow(ويروس زرد غربي چغندرقند

virus,BWYV( و ويروس موزائيك تربچه) Radish 

mosaic virus,RaMV( شده از شركت  سرمهاي تهيه با آنتي
DSMZ )در آزمون سرولوژيكي اليزا ) آلمان - برانشوايك

  .بروش مستقيم مورد بررسي قرارگرفت

حجم بافر نمونه 5رگهاي جوان با افزودن گيري از ب عصاره
PBS ،4/7=pH  پلي وينيل پيروليدون انجام  درصد 2حاوي
 - در هر حفره بشقابك ميكروپليت اليزا) 14(شد 
ميزان تغيير ايجادشده در . ميكروليتر عصاره ريخته شد100

نانومتر  405نيتروفنيل فسفات در طول موج  -4ينه مماده ز
 Lab Systemمدل   ELISA readerبوسيله دستگاه 

Multiscom 334 )گيري و با توجه به  اندازه) ساخت فنلاند
و با ) كنترل منفي(ميزان جذب عصاره برگ سالم 

هان آلوده آستانه جذب گيا 3SDX+درنظرگرفتن فرمول 
 انحراف SDميانگين جذب و  Xتعيين شد در اين فرمول

برگهاي . هاي سالم استچاهكاستاندارد مقادير جذب 
را در آزمون اليزا نشان دادند  TuMVجواني كه آلودگي به 

در ساير آزمونها مورد ) شاهد آلوده(ثبت مبعنوان كنترل 
   .استفاده قرارگرفتند

براي مطالعه دامنه ميزباني ويروس : تعيين دامنه ميزباني
TuMV  آلوده در بافر  يلزاهاكجدايه ورامين، عصاره برگ

 EDTA،  pHدرصد  05/0مولار فسفات پتاسيم حاوي  1/0
ليتر بافر، به  ميلي 5به نسبت يك گرم برگ در  5/7برابر 

روش معمولي به تعدادي از گياهان زراعي و غيرزراعي از 
 آسا ، پروانه)Cruciperae( هاي چليپائيان خانواده

)Legominosae(اسفناج ، )Chenopodiaceae( بادمجان ،
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)Solanaceae(كمپوزيته ، )Compositae( و كدو 
)Cucurbitaceae ( از هرگونه . زني شد طريق مكانيكي مايهب

برگي مورد تلقيح  2- 6بوته در سه گلدان از مرحله  20-10
قرارگرفت و پس از يك هفته تا يك ماه علائم آنها بررسي 

سرم  يبا آنت ELISAبرخي از اين گياهان با آزمون . شد
TuMV مورد سنجش قرارگرفتند.  

از  TuMVسازي جدايه ورامين  براي خالص: سازي خالص
 ازهفته پس  2-3هاي گياه آلوده توتون گلوتينوزا برگ
خلوص بيولوژيكي اين جدايه قبلاً . زني استفاده شد مايه

تره و توتون وايت بارلي انجام  روي ميزبانهاي سلمه
  .بود شده

  :روش مختلف استفاده شد سازي از دو در خالص

با اندكي تغييرات  )Tomlinson )25نخست روش 
برگ هاي توتون آلوده سه هفته پس از . بكارگرفته شد

درصد  1/0مولار حاوي  5/0زني در بافر بورات  مايه
گرم برگ و  به نسبت يك pH=5/7اسيد،  تيوگليك

نمودن عصاره با  شفاف. دشگيري  ليتر بافر عصاره ميلي5/1
رصد د  5/8به ميزان   )n-butanol(   بوتانول- انزودن اف

دقيقه  30دور در دقيقه بمدت  8000گريز در  حجم و ميان
انجام  )J2-Mc Beckman (USAدستگاه JA-14در گران

دور در دقيقه  8000رونشين حاصل مجدداً در . شد
مدت يك ساعت تريفوژ شد و سپس رونشين حاصله بسان

 T-30 )روتور( با گردان دور در دقيقه 30000در 
گريز شده و با حذف  ميان )Spinco L2 50B (USAدستگاه

ليتر بافر بورات  ميلي 5/0آمده در  رونشين رسوب بدست
ساعت ساكن ماند و  2روي يخ حل و  pH=5/7مولار 05/0

 با دور 10000دقيقه در  10سپس به مدت 
  .گريز شد ميان  Eppendorf centifuge,5415Xدستگاه

و بعنوان  خارجپيپت  رنگ حاصل با ميكرو شين شيريرون
گراد  سانتي - 20آموده ويروس نسبتاً خالص در دماي 

  . دشنگهداري 

و  ,Choi با روش TuMVسازي  خالص در روش
هفته پس از  سه برگهاي توتون گلرتينوزا آلوده )7(همكاران

 Naمولار حاوي  5/0زني در بافر فسفات پتاسيم  مايه

EDTA درصد به  1/0مولار و تيوگليكوليك اسيد  صدم يك
سازي شد  ليتر بافر همگن ميلي 2/1نسبت يك گرم برگ در 

شد و بمدت  و سپس عصاره از دو لايه ململ عبور داده
منظور  به. گريز شد دور در دقيقه ميان 4800دقيقه در 10

 -X-1001تريتون  درصد1سازي به رونشين حاصله  زلال

(Triton X-100 (  درصد  4وPEG  وNaCl دهم مولار  يك
و  ،قرارداده شد Shakerساعت روي  3مدت و باضافه 

گريز  دور در دقيقه ميان 7500دقيقه در 15سپس به مدت 
مولار  5/0رسوب حاصله در بافر فسفات پتاسيم . گرديد

و  )سوسپانسيون(تعليق داده pH=5/7با  MgCl2حاوي 
. گريز شد انر دقيقه ميدور د 7500دقيقه در 10مدت ب

دور در  25000دقيقه در  90آمده بمدت  دسترونشين ب
گريز  ميان Spinco L2 50Bدستگاه  T30دقيقه با گردان 

  .گرديد

شد  ليتر از بافر قبلي تعليق داده ميلي 1-2رسوب حاصله در 
 Eppendorfدور در دقيقه با  3000دقيقه در  10و 

Centrifuge 5415C شده  صلرونشين حا. گريز شد ميان
شد و سپس  درصد برده 40تا10روي ستون شيب سوكروز 

 SWدور در دقيقه با گردان  24500ساعت در  2مدت ب

گريز شد و باند  ميان Spinco L2 50Bدستگاه  25.1
ويروسي مشاهده شده در ستون سوكروز با سرنگ كشيد و 

 90مدت ب pH=7صدم مولار با  در بافر فسفات پتاسيم يك
-Optimaدستگاه  Type 9Dدور با گردان 26000دقيقه در 

LE- 80K ليتر  ميلي رسوب حاصله در يك. گريز شد ميان
حل گشت و  pH=7صدم مولار  بافرفسفات پتاسيم يك

ميزان . ترتيب آموده خالص ويروسي بدست آمد بدين
 وگيري  نانومتر اندازه 260جذب نور آموده در طول موج 

  .غلظت ويروس تعيين گردد
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بررسي مورفولوژي  بمنظور: ميكروسكوپي الكترون
ه و در آموده هاي ويروس در عصاره خام انساج آلود پيكره

كلي داراي پوشش يهاي مسي و نخالص ويروس از پولك
ها  آميزي منفي پيكره رنگ. ار و غبار كربن استفاده شدوفرم

براي مشاهده . استات انجام شد درصد اورانيل با محلول يك
 Zeis EMميشن  روسكوپ الكتروني ترانسميك ازها  نمونه

استفاده االله اعظم تهران  بخش پاتولوژي بيمارستان بقيه 900
  .شد

 5/0سرم  براي تهيه آنتي: سرم و سرولوژي تهيه آنتي
ليتر از آموده ويروس خالص همراه حجم مساوي از  ميلي

 ) Freund`s incomplete adjuvant( كننده روغن تقويت
عضلاني در عضله ران خرگوش و يك صورت سه تزريق ب

روز  ده. هفته صورت گرفت تزريق زيرجلدي به فواصل يك
گيري از رگ كناري لاله  پس از آخرين تزريق عمل خون

گوش خرگوش به ميزان كم انجام شد و پس از سرولوژي 
و مشاهده رسوب،  رزبروش نشت دوطرفه در ژل آگا

رگ كناري لاله ليتر از  ميلي 25گيري اصلي به ميزان  خون
دقيقه  20گوش انجام شد و سرم آن جدا گرديد و بمدت 

سرم حاصله در  گريز شد و آنتي دور در دقيقه ميان 5000در 
دادن واكنش  بمنظور نشان). 10(زده خشك گرديد حالت يخ
هاي ويروس در عصاره خام و همچنين آموده  بين پيكره

از  TuMVسرم تهيه شده عليه جدايه خالص ويروس و آنتي
 SDS )4حاوي رزآزمون نشت دو طرفه در ژل آگا ،ورامين

 DIBA= Dot Immuno(اي سنجي نقطه ايمني )18و 

Binding Assay ( طبق روش)سنجي بافتي ، ايمني)5 
)TIBA=Tissue Immuno Binding Assay(  با روش

Makkouk & Comeau1994(()16( ،روش تلفيق  و
 IEM=Immuno(سرولوژي و ميكروسكوپ الكتروني

Electron Microscopy( اندازي و  هاي بدامبا تكنيك
  ).17(دكوراسيون انجام گرفت

ها با  پولك leaf-dipاندازي با روش  دام هدر تكنيك ب
در روش . تيمار گرديد 1000/1رقت  در TuMVسرم  آنتي

بادي  آنتي 500/1تها از رق زني پيكره يون براي هالهدكوراس
  .استفاده شد

سرم  آنتي: گاماگلوبولين و تعيين تيتر آن سازي خالص
دقيقه در  20مدت همراه سولفات آمونيوم اشباع بب حاصل
رسوب حاصل در . گريز گرديد دور در دقيقه ميان 5000
ساعت، يك شب  يك  بمدت(بار  حل و سه PBS ×2/1بافر

براي تصفيه گاماگلوبولين از . دياليز گرديد )ساعت و دو
 ,DEAE(گرم سلولز 3اوي ستون كروماتوگرافي ح

Diethylamino ethyl cellulose(  ليتر بافر ميلي 20در 
2/1× PBS ميزان جذب استاندارد در ) 8(استفاده شد
4/1=OD تعيين تيتر گاماگلوبولين با استفاده  .تنظيم گرديد

  .با تغييراتي انجام شد )9(از آزمون اليزاي غيرمستقيم 

انتقال بيماري با شته،  انبمنظور بررسي امك: بررسي انتقال
آوري  جمع، .)(.Brevicoryne brassicae Lاز گونه شته 
. ي و شلغم در تهران و ورامين استفاده شدتشده از كلم زين

هاي اطلسي، توتون گلوتينوزا و  هاي سالم روي ميزبان شته
ساعت 2دند و پس از شكلزاي عاري از ويروس تكثير 

رگهاي اطلسي و توتون از ب تغذيهتيمار گرسنگي اجازه 
و  داده شديقه دق 2-3 مدت ب TuMVتينوزا آلوده به وگل

متعاقباً گياهان . روي گياه سالم قرارداده شدندبهمين مدت 
اين گياهان پس از . پاشي و در گلخانه نگهداري شدند سم

مون اليزا مورد سنجش آز با انجام بروز علائم آلودگي و
  .)15(قرارگرفتند

  نتايج
آوري شده از  نمونه كلزا جمع: ليزا و دامنه ميزبانيآزمون ا

ورامين داراي علائم موزائيك سيستميك، اختلال در رشد 
 TuMVسرم اختصاصي  و تشكيل غلاف بذري با آنتي

آلمان در آزمون اليزا واكنش مثبت  DSMZشده از  تهيه
  .نشان داد

 TuMVنتايج حاصل از بررسي دامنه ميزباني ويروس 
  . آمده است) 1( ين در جدولجدايه ورام
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  در شرايط گلخانه  TuMVنتايج مايه زني مكانيكي جهت تعيين دامنه ميزباني  – 1جدول 

 علائمعلائم سيستميك آزمون اليزا
 موضعي

زمان ظهور
 )روز(علائم

 گياه ميزبان

+ _ LCS7-10 Chenopodium murale Coste & Reyn 

+ _ LCS 5-10 C.amaranticolor L. 

_ _ _  Datura stramonium L. 

+ SMLNS7-10 Nicotiana glotinosa L. 

+ _ LNS 5-9 N.tabacum  L.cv. White Barly 

+ _ LCS7-10 N. tabacum L. cv. Rustica 

+ _ LNS 5-7 N. tabacum  L.cv. Samsun 

+ SM_ 7-12 Petunia hybrida Vilm 

+ SM_ 7-10 Zinnia elegans L. 

_ _ _  Capsicum annuum L. 

_ _ _  Lycopersicon esculentum L. 

_ _ _  Lectuca sativa L. 

_ _ _  Pisum sativum L. 

_ _ _  Phascolus vulgaris L. 

_ _ _  Vigna unguiculata L. 

_ SCDLCD7-10 Cucurbita pepo L. 

_ _ _  Cucumis sativus L. 

+ SM_ 10-15 Brassica rapa L. 

+ VNLNS 10-15 B. napus L. 

_ _ _  Cucumis melo L. 

_ _ _  B. oleracea  L.var.capitata 

_ _ _  B. oleracea L. var.sabuda 

_ _ _  B. oleracea L. var. gongylodes 

+ _ LNS 7-10 B. oleracea L. subsp.italica 

_ _ _  Raphanus sativus L.  
LCS: Local Chlorotic Spots, LNS: Local Necrotic Spots, SM: Systemic Mosaic,   توضيح علائم:  
LCD: Local Chlorotic Dotting, SCD: Systemic Chlorotic Dotting, VN: Veinal Necrotic  

  

هاي مختلف گياهي در شرايط گلخانه به  گونه از تيره 13
در شرايط گلخانه تنها گياهان . ندشداين جدايه آلوده 

تينوزا و شلغم بطور واطلسي، كدو، آهار، توتون گل
  در برخي از . لائم آلودگي را ظاهر ساختندسيستميك ع

  

هاي موضعي كلروتيك و صورت زخمك علائم بمحگياهان 
زني  روز پس از مايه 10-15در كلزا . نكروتيك ظاهر گشت

هاي حلقوي سياه نكروتيك موضعي در برگها ظاهر شد  لكه
زني در  ماه پس از مايه يك. كه منجر به نكروز برگ گرديد
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ئم نكروز رگبرگي قابل مشاهده بود كه برگهاي جوان علا
در ميان  .در نتيجه آن برگها خشك شده و فرو ريختند

آپشن  رقمدر چهار رقم كلزاي مورد بررسي در گلخانه، 
)Option( علائم بسيار زودتر ظاهر گشت)روز پس از  5 -7

كندي رشد كاملاً  )PF( .اف.پي  و در رقم) زني مايه

اهان داراي علائم آلودگي گي). 1-11اشكال( محسوس بود
هاي موضعي يا سيستميك در بصورت زخم TuMVبه 

و با  اشتندواكنش مثبت د TuMVسرم  آزمون اليزا با آنتي
 BWYV, CaMV, TCV TYMV,CMVسرمهاي  آنتي
  .واكنشي نشان ندادند  RaMVو

  

        
 زخم موضعي در سلمه تره قرمز -1شكل

  

ك شدگي موزاييك سيستميك و چرو-2شكل
  در شلغم

  موزاييك در برگ كدو -3شكل 

        
موزاييك سيستميك  ، بدشكلي برگ -5شكل شكستگي رنگ در گلبرگهاي اطلسي-4شكل

  و كوتولگي در اطلسي
  موزاييك سيستميك در برگ آهار-6شكل 

          
  در توتون گلوتينوزا موزاييك سيستميك -8شكل لكه هاي حلقوي تيرة نكروتيك در برگ كلزا - 7شكل 

  

شده  هاي ويروسي خالص مودهآ طيف جذبي: سازي خالص
داد كه حداكثر   نانومتر نشان 300 تا 220هاي وجم بين طول

نانومتر  259ميزان جذب آموده نيمه خالص در طول موج 
. باشد نانومتر مي238و حداقل ميزان جذب در طول موج 

280
260

A
A دبدست آم 68/1خالص  براي آموده نيمه.  

نانومتر و 259آموده ويروس خالص حداكثر جذب را در 
 نانومتر داشت246حداقل ميزان جذب را در 

280
260

A
A  براي

لظت آموده ويروس در غ. دبو 41/1ه ويروس خالص دوآم
ليتر و در  گرم ويروس در ميلي ميلي 6/0خالص  نمونه نيمه

  .مي باشدليتر  گرم در ميلي ميلي 33/0آموده ويروس خالص 
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ميكروسكپ الكتروني،  باه آموده خالص در مطالع
پذير با طول  اي طويل و خمش هاي ويروسي رشته پيكره

همچنين در ) 12شكل ( نانومتر مشاهده گرديد 700تقريبي 
  IgGآزمون اليزاي مستقيم آموده ويروسي خالص با 

واكنش مثبت ) آلمان -برانشوايك( DSMZشده از  تهيه
  .داشت

شده در روش اليزاي  تهيه IgGعيارسنجي : نتايج سرولوژي
 غيرمستقيم، براساس واكنش عصاره توتون با رقتهاي

جدايه ورامين، رقت  TuMVشده عليه  تهيه IgGمختلف از 
 را IgGآخرين حد رقت و  3000/1 را بادي مناسب آنتي

  .نشان داد15000/1

كاربرد عصاره توتون آموده با در آزمون اليزاي مستقيم با 
-IgG(بادي متصل به آنزيم و آنتي IgGي مختلف از هارقت

E ( تعيين گرديد 600/1رقت مناسب.  

سنجي بافتي با  اي و ايمني سنجي نقطه در آزمونهاي ايمني
هاي بنفش در  لكه TuMVهاي آلوده به  كاربرد نمونه

). 15- 13شكل(مقايسه با كنترل سالم بخوبي مشهود بود 
تعدادي از گياهان محك  شده برروي نتايج بررسيهاي انجام

سنجي بافتي با نتايج  ايمنيدر روش سرولوژيكي ديبا و 
  .هاي اليزا مطابقت داشتآزمون

                    

          
  باند ويروسي در شيب سوكروز -11شكل   آزمون ايمني سنجي بافتي-10شكل آزمون ايمني سنجي نقطه اي -9شكل 

  

      
ترون ميكروسكپي پيكره تصوير الك -12شكل

  هاي ويروس در آموده خالص
تصوير ايمونوالكترون ميكروسكپي -13شكل

پيكره هاي ويروس در عصارة خام توتون 
گلوتينوزا پس از به دام اندازي به وسيلة آنتي 

  بادي تهيه شده عليه ويروس

تصوير ايمونوالكترون ميكروسكپي -14شكل 
تون پيكره هاي ويروس در عصارة خام تو

گلوتينوزا پس از آرايش با آنتي بادي تهيه شده 
  عليه ويروس

آنتي سـرم بدسـت As: آزمون نشت دو طرفه در ژل آگارز -15شكل
  2. عصـاره گيـاه سـالم از توتـون گلوتينـوزا        1. آمده بر عليـه ويـروس   

عصاره كـدوي   4.عصاره توتون گلوتينوزاي آلوده  3 .عصاره شلغم آلوده 
  آموده ويروس خالص 6. آموده ويروس نيمه خالص  5.  آلوده 
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در آزمون تلفيق سرولوژي و ميكروسكوپ الكتروني با 
 به TuMVهاي ويروس  اندازي پيكره دام هكاربرد تكنيك ب

  .شده عليه اين جدايه واكنش نشان دادند بادي تهيه وضوح با آنتي

راف به روش دكوراسيون نيز هاله برجامانده دراط ISEMدر 
شده عليه  سرم تهيه هاي ويروس تيمارشده با آنتي پيكره

TuMV دهنده واكنش اختصاصي بين ويروس و  نشان
، رزدر آزمون انتشار دوطرفه در ژل آگا باشد سرم مي آنتي

شده و جدايه  سرم تهيه تشكيل خط رسوبي بين آنتي
TuMV خوبي مشهود بود ورامين به.  

در شرايط  .)(Bracicoryne brassicae Lشته : انتقال
جدايه ورامين را به گياهان اطلسي و توتون  TuMVگلخانه 

انتقال آلودگي ويروس با . گلوتينوزا بطريق ناپايا منتقل نمود
شته فوق براساس علائم مشاهده شده در ميزبانها و نتايج 

  .آزمون اليزاي مستقيم به اثبات رسيد

  بحث
وژيكي و براساس نتايج آزمونهاي سرولوژيكي، بيول

مورفولوژيكي ويروس عامل بيماري در كلزا در ورامين 
مقايسه علائم ايجاد . باشد ويروس موزائيك زرد شلغم مي

در گياهان محك مورد بررسي  TuMVشده جدايه ايراني 
با علائم بدست آمده توسط ساير محققين بيانگر وجود 

از ، يكي  ITAIهت زياد اين جدايه با جدايه ايتاليايي باش
در  و همكاران Stavloneتوسط  معرفي شده  هشت جدايه

  .)23(باشد مي، 1998سال 

ايجاد علائم موزاييك سيستميك در شلغم، توتون 
گلوتينوزا، اطلسي، آهار، كدو و علائم زخم موضعي در 

و عدم ايجاد علائم  بارلي روستيكا و وايت نتره، توتو سلمه
، لوبيا، فرنگي آلودگي در فلفل، خيار، كاهو، گوجه

، گل كلم، كلم و تربچه مؤيد شباهت هنخودفرنگي، تاتور
جدايه . باشد مي ITAІبيولوژيكي جدايه ورامين و جدايه 

از نظر ايجاد علائم Trigidia pavoniaشده از گياه  گزارش
 بارلي و اطلسي با جدايه ايراني روي توتون گلوتينوزا، وايت

TuMVي كلم، ولي اين جدايه رو) 16( مطابقت دارد
كلزا برخلاف جدايه ورامين موزائيك سيستميك ( كلم گل

با ايجاد  TuMV همچنين جدايه مراكشي. كند ايجاد مي
موزاييك در نخودفرنگي و عدم ايجاد لكه موضعي در 

تره و كلزا و علائم سيستميك در توتون گلوتينوزا با  سلمه
ني براي انتساب جدايه ايرا). 12( جدايه ايراني تفاوت دارد

ويروس موزاييك شلغم، مشابهت  ITAІ pathotypeبه 
سرولوژيك،  تباشد و انجام آزمايشا بيولوژيكي كافي نمي

و روشهاي بررسي مولكولي  ونالهاي مونوكل بادي آنتي
  .باشد مي ضروريويروس 

جدايه ورامين با  TuMVواكنش سرولوژيكي مثبت 
سرمهاي  و عدم واكنش آن با آنتي  TuMV سرم آنتي
هاي مهم خانواده براسيكا مثل ويروس موزاييك  يروسو

كلم، ويروس زرد شلغم، ويروس زرد غربي چغندرقند، 
ويروس چروكيدگي شلغم، ويروس موزاييك تربچه و 
ويروس موزاييك خيار در آزمونهاي گوناگون سرولوژيك 

را در گياهان كلزاي زراعي  TuMV وجود آلودگي به
  .ورامين به اثبات رسانيد

تحقيق حاضر ويروس موزاييك شلغم به دو روش در 
ميزان  )Tomlinson)22روش  با استفاده از ،خالص گرديد

نانومتر برابر با  260 جذب آموده ويروسي در طول موج 
 و 571/1

280
260

A
A  گرم ويروس  ميلي15 و 68/1برابر با

روش  با. گرم بافت حاصل شد100 يخالص در ازا نيمه
) 7( و همكاران Choiتوسط  TuMV سازي فراتر خالص

ميزان جذب آموده ويروسي حاصل در طول موج 
 و 548/0نانومتر برابر 260

280
260

A
A  36/3 ، و 41/1برابر با 

گرم بافت آلوده 100گرم ويروس خالص در ازاء  ميلي
 هغلظت محصول نهايي در مقايسه با نتايج ب. بدست آمد

سازي اين ويروس قابل  آمده قبلي در مورد خالص دست 
مولار  01/0در غلظت  NaEDTA كاربرد  .ي باشدمقبول 

و نيز  بوتانل -ان بجاي كلروفورم و Triton-X-100و
مولار و همچنين كاربرد  NaCl 1/0و  PEG%36افزودن 
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 ينسونبافر تعليق بجاي بافر بورات پيشنهادي روش تامل
 انده،به حداقل رسرا ويروسها  )Aggregation( ميزان تجمع

هردو . يافتبدست آمده افزايش  روسوي در نتيجه ميزان
زني  زايي فعال بودند و مايه آموده ويروس از نظر عفونت

  .مكانيكي روي گياهان محك اين مطلب را ثابت نمود

آمده حاصل از تزريق آموده خالص  سرم بدست آنتي
ويروسي به خرگوش نيوزيلندي در آزمون كشت دو طرفه 

. واضح تشكيل دادژن همولوگ خط رسوبي  در آگار با آنتي
جدايه سرم با  چنين واكنش مشابهي در آزمون اين آنتي

دهد كه سويه  اين امر نشان مي. فرانس مشاهده شدر
رفرانس قرابت سرولوژيك نزديك  جدايهبا  TuMVايراني
داراي تيتر ) IgC(سرم بادي جداشده از آنتي آنتي. دارد

تقيم در آزمون اليزاي مس 10000/1مناسبي بود و تا رقت 
واكنش مثبت نشان داد ولي رقت مناسب براي استفاده از 

از با استفاده . گردد پيشنهاد مي 3000/1راين آزمون دآن 
رقت  )IgG-E(بادي  اتصال آنزيم آلكالين فسفاتاز به آنتي

. شود توصيه مي 600/1مناسب براي استفاده در آزمون اليزا 
گردد كه  جه ميآمده نتي سرمهاي بدست با توجه به تيتر آنتي

  .باشد اين ويروس ايميونوژن خوبي مي

 Brevicoryne brassicaeبا شته  TuMV نتقال ويروسا

(L(.  موجود در اين زمينه اطلاعات به روش ناپايا مطابق
  .)15( است

در گياه كلزا در ايران، اول بار در  TuMV وجود ويروس
. و همكاران گزارش شده است نيآئط شهرستو 1382سال 

يا موزاييك سيستميك نشان  TuMVزا در اثر آلودگي با كل

هاي موضعي نكروتيك تيره روي برگهاي آن  دهد يا لكه مي
برگي شود و  آيد كه ممكن است منجر به نكروز پديد مي

ظهور اين واكنشها . گردد يا هيچ علائمي در آن ظاهر نمي
س نژاد ويروس و حساسيت يا مقاومت لانبستگي به ويرو

روي چهار رقم  TuMVزني در اثر مايه .)26( داردميزبان 
در گلخانه  Option و PF, Hyola 308, Hyola401: كلزا

 مههاي نكروتيك موضعي ازه سرعت ظهور و تعداد لكه
بيشتر بود و برگها پس از چند روز زرد و خشك شده و 

ر آنها ود نددگل دا PFغير از  تمام ارقام به. افتادند فرو 
ها نسبت به گياه سالم  شد ولي تعداد دانه لغلاف بذر تشكي

. آلوده كاملاً محسوس بود PFكندي رشد در رقم. كمتر بود
اند كه كشت  شده تيپ بهاره اين ارقام از كلزاهاي اصلاح

به علت عدم  PFظاهراً رقم  .آنها در ايران رايج است
خسارت بيشتري را متحمل  TuMVدهي در آلودگي به  گل
  .شود مي

بر تأثير آن در  علاوهTuMV ناسايي ويروساهميت ش
كاهش كميت و كيفيت محصول كلزا در اين است كه 

عنوان كانون آلودگي براي ساير محصولات  تواند به مي
كارگيري ارقام مقاوم كلزا  به. كشاورزي عمل نمايد

است  شناخته شده يمؤثرترين راه كنترل اين بيماري ويروس
. باشد يطي ارزشمند ميمح كه از نظر اقتصادي و زيست

تر در زمينه شناسائي چگونگي  براي انجام مطالعات دقيق
هاي ويروس  مقاومت در گياهان كلزا بررسي فراتر سويه

TuMV  در جهت معرفي ارقام مقاوم كلزا راهگشا خواهد
.بود
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Serological identification and Purification of Turnip Mosaic Virus 
( TuMV) in the oil – seed rape  

Ghorbani Sh.1, Shahraeen N.2 Dehghanyar H.1,2, Sahandi A.1,2, and Poor Rahim R.2 

1 Biology Dept., Faculty of Sciences, Alzahra Univbersity, Tehran, I.R. of Iran 
2 Plant Virus Diseases Research Dept., Plant pests and Diseases Research Institute, Tehran, I.R. of Iran 

Abstract 
Brassica napus (Canola) with mosaic symptoms  from Varamin (Khaveh) ,was fixed on 
B. rapa in green house.  The samples were collected and tested against TuMV by 
D.A.Sandwich ELISA   using specific antibody (DSMZ, Braunschwieg , Germany). 
Mechanical inoculation of ELISA positive samples caused necrotic local lesions on 
Nicotiana tabacum L  cv. White Burley and  Chenopodium amaranticolor Coste & 
Reyn , systemic mosaic on - Petunia hybridia Vilm ,  Nicotiana glutinosa L. , Brassica 
pepo L. , Brassica rapa L. ,  Zinnia elegans L. . Purified sample of virus  revealed  in 
the sucrose density gradient . Using spectrophotometery at wave lengths of 260 nm and 
280 nm  the purified virus  Varamin of isolate had an absorbance ratio of 1.4. Antiserum 
was produced by injection of purified virus to New Zealand white rabbit. Electron 
micrographs of negatively stained row suspension of infected plants and purified virus 
preparations revealed  flexuous ,  filamentous particles. Iranian isolate virus was 
transmitted from TuMV – infected plants to healthy  plants by Brevicorye brassica in a 
non – persistant  manner.  

Key Words: colza, Turnip Mosaic Virus, serology, purification.  
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