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 ، رابطه سرولوژيكي1تعيين ترادف بخشي از آر انِ ايِِ شماره : ويروس نوارك ايراني گندم

    و شواهد آلودگي طبيعي در برنجها ويروسبا ساير تنوئي 
  
  

IRANIAN WHEAT STRIPE VIRUS: PARTIAL SEQUENCE OF RNA 1, 
SEROLOGICAL RELATION TO OTHER TENUIVIRUSES, AND 

EVIDENCE OF NATURAL OCCURRENCE IN RICE 
  
 

   2 و كرامت اله ايزدپناه1، ساره شهدائي*1جهانگيرحيدرنژاد
  )۱۸/۱۲/۱۳۸۹ :رشيخ پذي؛  تار۹/۶/۱۳۸۹: افتيخ دريتار(

  

  دهيچك
در ايـن  . يكي از اعضاي غير قطعي جنس تنـوئي ويـروس اسـت   ) Iranian wheat stripe virus, IWSV(ويروس نوارك ايراني گندم 

 آن 3´و مقايسه انتهاي ) RNA 1(به منظور روشن ساختن قطبيت قطعه اول ژنوم .  مورد مطالعه قرار گرفته استIWSVند ويژگي تحقيق چ
بـه  مطالعه ترادف .  اين قطعه تكثير، همسانه سازي و سپس تعيين ترادف شد3´ نوكلئوتيد از انتهاي 650، در حدود ها ويروسبا ساير تنوئي    

، داراي قطبيت منفي بوده و از نظر ترادف نوكلئوتيدي و آمينو اسـيدي ژن  ها ويروسه قطعه فوق مشابه با اكثر تنوئي  آمده نشان داد ك  دست
تا قبل از اين مطالعه، گندم تنها ميزبـان  . ي عامل برگ سفيد برنج در قاره امريكا دارد    ها  ويروسآر اِن اِ پليمراز، بيشترين شباهت را با تنوئي          

عنوان يكي از ميزبانان اقتـصادي ويـروس از منطـق برنجكـاري شـمال شـيراز       ه در اين بررسي، برنج ب.  بود IWSVده  طبيعي و شناخته ش   
 جدايه بـرنج  (NS4) و پروتئين عمده غير ساختماني (CP)هاي پروتئين پوششي  ي گندم و برنج، ژنها جدايهبه منظور مقايسه . شدي  يشناسا

نتـايج نـشان داد كـه    . هاي مشابه در جدايه گندم مقايسه شدند ير و بعد از همسانه سازي، با قسمت      با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي تكث     
.  درصد بـه هـم شـباهت دارنـد         0/99-100 و   6/99ترتيب  ه  ي فوق در دو جدايه، از نظر ترادف نوكلئوتيدي و ترادف آمينو اسيدي ب             ها  ژن

هاي نشت دو طرفه در آگار، ديبـا         ج تنوئي ويروس ديگر با استفاده از آزمون        با پن  IWSVمطالعات سرولوژيكي براي روشن ساختن ارتباط       
ي مـورد   ها  ويروس از ميان ساير تنوئي      IWSV نشان داد كه     NS4 يا   CPهاي توليد شده بر عليه       سرم يا الايزاي غير مستقيم با كمك آنتي      /و

اين نتيجه همراه با نتايج حاصل از . ارتباط سرولوژيكي دارد) Rice hoja blanca virus, RHBV(مطالعه، تنها با ويروس برگ سفيد برنج 
ي عامل برگ سـفيد در قـاره        ها  ويروس را با تنوئي     IWSVبار ديگر شباهت     هاي مربوط به ترادف نوكلئوتيدي و آمينو اسيدي، يك         مقايسه

آميز بـود    خيس خورده بودند، موفقيتCº25دقيقه در آب  30 گندم با تزريق عصاره گياه آلوده به بذرهائي كه  زني  مايه. كند د مي أييامريكا ت 
  .هاي حاصل از اين بذرها منتقل شد  در صد به گياهچه2/5و ويروس با راندمان 

 
  

  ويروس نوارك ايراني گندم، تنوئي ويروس، آزمون نشت دو طرفه در آگار، ديبا، آزمون الايزا، تزريق جنين، انتقال ويروس : يدي كل يها واژه
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  مقدمه
ي گيـاهي   هـا   ويـروس  گروه مشخـصي از      ها  ويروستنوئي  

تـرين  هستند که اعضاي آنها در نقاط مختلف دنيـا بـه مهـم        
 مانند گنـدم، بـرنج و       (Poaceae)خانواده گندميان   گياهان  
هـاي زيـادي مـي        حمله کرده و باعث ايجاد خسارت      ذرت
هـاي   که بيماري باوجودي). Falk and Tsai 1998(گردند 

هـا پـيش شـناخته شـده      ها از مـدت    ناشي از تنوئي ويروس   
عنـوان يـک   ه  ب۱۹۸۱ تنها از سال ها ويروس اين   وليبودند  

و سپس در ) Gingery et al. 1981(گروه مستقل معرفي 
ــنس بـ ـ  ــک ج ــام ه ي ــدند  ) Tenuivirus(ن ــرار داده ش ق

)Toriyama 1995 .( ــنس ــامل Tenuivirusجــ    شــ
  هــاي ويــروس نــوارک بــرنج  نــامه  قطعــي بــشــش عــضو

)Rice stripe virus, RSV(  ــوارک ذرت ــروس ن ، وي
)Maize stripe virus, MSpV(    ويـروس بـرگ سـفيد ،

، ويـــروس بـــرگ ســـفيد دژگـــال    )RHBV(بـــرنج 
)Echinochloa hoja blanca virus, EHBV( ،

 Erochloa hoja blanca(ويروس برگ سفيد يوروکلوآ 

virus, EHBV (روس كوتـــولگي علفـــي بـــرنج و ويـــ  
)Rice grassy stunt virus, RGSV (  و چند عضو غيـر

هـا   ژنوم اين ويروس). Haenni et al. 2005 (استقطعي 
صــــورت آمبــــي ســــنس ه  قطعــــه آر اِن اِ بــــ۴-۶از 

(Ambisense)             و يا با قطبيت منفـي تـشکيل شـده اسـت
)Haenni et al. 2005; Heydarnejad et al. 2006 .(
 كه هر شـش قطعـه ژنـوم آن آر اِن اِي             RGSVناي  استثه  ب

، )Toriyama et al. 1997; 1998(آمبـي سـنس اسـت    
هـا و   ژنوم بقيه تنـوئي ويـروس  ) RNA 1 (۱قطعه شماره 
 داراي MSpV و EHBVژنوم ) RNA 5 (۵قطعه شماره 

 Haenni et al. 2005; Huiet et(قطبيت منفـي هـستند   

al. 1993; de Miranda et al. 1996 .(    بـه دليـل بـزرگ
، ترادف کامل اين قطعـه تنهـا در   RNA 1بودن طول قطعه 

در  RGSV (Accession No AB009656)و RSV (Accession No D31879) مـورد 
، MSpV مانند ها  ويروسدر مورد ساير تنوئي     . دست است 

RHBV   و UHBV    نوکلئوتيد از   ۱۴۰۰-۱۷۰۰ فقط حدود 
   اســـت  ايـــن قطعـــه تعيـــين تـــرادف شـــده۳´انتهـــاي 

)de Miranda et al. 2001; Mahmoud et al., 2007.(  بـا 
استفاده از ايـن اطلاعـات مـشخص شـده اسـت کـه يـک                
چارچوب خوانش بـزرگ روي ايـن قطعـه، آنـزيم آر اِن اِ              

 ;Toriyama et al. 1994(کنـد   پليمراز را رمزگذاري مي

Toriyama et al. 1998.(  
نـه، قـادر   ها بسته بـه گو  قطعات ژنوم تنوئي ويروس 

و  CP که از ميـان آنهـا   هستند پروتئين ۷-۱۲به رمزگذاري  
NS4 )معادل NS6   در (RGSV    بيشتر مـورد توجـه واقـع 
 ـ NS4 و   CPي رمزگـذاري    ها  ژن. اند شده ترتيـب روي   ه   ب

پـروتئين  . انـد   قرار گرفتـه vRNA 4 و vcRNA 3قطعات 
NS4          کيلـو   ۱۹-۲۳، پروتئيني است با وزن مولکـولي بـين 

ه به ميـزان زيـادي در بافـت گياهـان تجمـع پيـدا               دالتون ک 
که هنوز نقش  با وجودي). Falk and Tsai 1998(کند  مي

دقيق اين پـروتئين مـشخص نـشده ولـي هماننـد پـروتئين          
 ـ           ه پوششي از خاصيت ايمونوژني بالائي بر خـوردار بـوده ب

هاي توليد شـده بـر عليـه آن بـراي            سرم همين دليل از آنتي   
عيـين ارتباطـات سـرولوژيکي اسـتفاده        رديابي ويروس و ت   

 ,Toriyama 2000; Sharzei and Izadpanah(شود  مي

1998; Morales and Niessen 1985; Gingery 
1985; 1988; Hibino et al. 1985.(  

هاي خـانواده    ها توسط زنجرک   انتقال تنوئي ويروس  
ــيده  ــري صــورت  ) Delphacidae(دلفاس ــه تكثي ــا رابط ب

انتقال مکانيکي و انتقال ). Falk and Tsai 1998(گيرد  مي
بـه  .  گزارش نشده است   ها  ويروساين  توسط  بذر   به وسيله 

همين دليل، در مورد هر تنوئي ويروس، دسترسي به کلنـي           
. رسـد  ناپذير به نظر مي    اي مطالعات، اجتناب  ناقل جهت پاره  

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  ...تعيين ترادف : ويروس نوارك ايراني گندم:  و همكارانحيدرنژاد

۱۳۷  

با اين وجود، بر اساس روش ارائـه شـده توسـط لـوئي بـا                
ي که براي انتقال وابـسته      يها  ويروسدي از   تزريق بذر، تعدا  

ــال داده    ــالم انتقـ ــان سـ ــه گياهـ ــد، بـ ــل بودنـ ــه ناقـ   بـ
  ).Louie 1995(شدند 

يکي از اعضاي غير قطعي جـنس تنـوئي ويـروس،          
 از ۱۳۶۸اسـت کـه از سـال    ويروس نـوارک ايرانـي گنـدم       

مـــزارع گنـــدم اســـتان فـــارس گـــزارش شـــده اســـت  
)Heydarnejad and Izadpanah 1992 .(نـوم  ژIWSV 

تـر   حاوي چهار قطعه آر اِن اِ است کـه سـه قطعـه کوچـک         
 اطلاعـي در  RNA 1آمبيسنس هستند و از وضعيت قطعـه  

همانند ساير ). Heydarnejad et al. 2006(دست نيست 
هـاي    نيز توسط يکي از زنجـرک      IWSV،  ها  ويروستنوئي  
 Unkanodes tanasijevici نـام ه  بDelphacidaeخانواده 

 Heydarnejad and(يابـد    تکثيـري انتقـال مـي   بـا رابطـه  

Izadpanah 1992 .( هــا ويــروسدر ميــان ســاير تنــوئي ،
IWSV    ــا ــوم ب ــرادف ژن ــر ت ــباهت را از نظ ــشترين ش  بي
 EHBV و   RHBVي عامل بـرگ سـفيد ماننـد         ها  ويروس
هر سه ويروس عامل ). Heydarnejad et al. 2006(دارد 

ــفيد   ــرگ سـ ــاري بـ ) UHBV و RHBV ،EHBV(بيمـ
ارتباطات سرولوژيکي و مولکولي نزديکي با يکديگر دارند        

)Haenni et al. 2005; de Miranda et al. 2001; 

Falk et al. 1987 .(    علاوه بر ايـن، ارتبـاط سـرولوژيکي
IWSV   با RHBV         نيز با استفاده از آزمون نـشت در آگـار 

)Agar Gel Diffusion, AGD (    به اثبـات رسـيده اسـت
)Heydarnejad and Izadpanah 1992 (  ولي از ارتبـاط

 اطلاعـي در   هـا   ويروس با ساير تنوئي     IWSVسرولوژيکي  
که گندم، تنها ميزبان طبيعي شناخته       باوجودي. دست نيست 

 است به نظر مي رسـد کـه ايـن ويـروس در              IWSVشده  
طبيعت گسترش زيادي روي ايـن محـصول نداشـته باشـد            

 ف ديگـر، اخيـراً    از طـر  ). حيدرنژاد، مطالعات منتشر نشده   (

 چند بيماري شـبه     تأثيرعملکرد برنج در استان فارس تحت       
 منظوراي   همين منظور مطالعه  ه  ب. ويروسي قرار گرفته است   

 در طبيعت   IWSVعنوان ميزبان احتمالي    ه  ي برنج ب  يشناسا
چنين  هم. هاي گندم و برنج صورت گرفت      و مقايسه جدايه  

 ـ IWSVدر اين تحقيق چنـد ويژگـي مـبهم           ر قطبيـت    نظي
RNA 1    و قابليت انتقال ويروس از طريـق تزريـق جنـين 

  .مورد بررسي قرار گرفته است

  
  روش بررسي

  منبع ويروس
ــه ــدم  بوت ــرنج ) .Triticum aestivum L(هــاي گن ــا ب ي

)Oryza sativa L. (   آلوده به ويروس به ترتيـب از مـزارع
و مـزارع بـرنج   )  کيلومتري شـمال شـيراز   ۱۰(گندم باجگاه   

براي . آوري شدند  جمع)  کيلومتري شمال شيراز   ۵۰(دشتک  
ي از مزارع انجام شد و ده       يي آلودگي برنج، بازديدها   يشناسا

 ـبوته با علائم کوتولگي شديد و نواري شدن خف   ف بـرگ،  ي
بررسـي  . آوري و در گلدان بـه گلخانـه منتقـل شـدند           جمع

 با آزمون نشت در آگـار       IWSVهاي فوق به     آلودگي نمونه 
)AGD (در برخي از مراحـل تحقيـق، بـه         .  گرفت صورت

دليل سهولت استخراج عصاره از بافت گندم، ابتدا ويـروس         
عامل بيمـاري از طريـق ناقـل اختـصاصي ويـروس يعنـي              

هاي برنج بـه    از بوتهUnkanodes tanasijeveciزنجرک 
هـاي گنـدم بـراي     هاي گندم منتقل و از بافت بـرگ     گياهچه
  .گيري استفاده شد عصاره

  
  (total RNA)راج آر اِن ايِِ كل استخ
 ياز بافـت آلـوده گنـدم دارا         اسـتخراج آر اِن اِيِ کـل       يبرا

 High Pure از كيـت  ،)۱شـکل   (علائم مشخص بيماري

Viral RNA (Roche, Germany)  ــاس ــر اسـ    بـ
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 آخرين بـرگ سـمت   .(IWSV) درجات مختلف نواري شدن برگ گندم در اثر آلودگي به ويروس نوارك ايراني گندم            .1شكل  
  .دهدراست، برگ سالم گندم را نشان مي

Fig. 1. Different stages of striping on leaves of wheat infected by Iranian wheat stripe virus. The first 
leaf from right is the healthy sample. 

  
 ـ ايبرا. دستورالعمل کارخانه سازنده استفاده شد     ر ن منظـو ي

 توسـط ناقـل بـه گنـدم منتقـل و            IWSVه برنج   يابتدا جدا 
  .دي استخراج استفاده گرديسپس از بافت گندم برا

  
  RNA 1 قطعه 3´ناحيه تكثير 

 ويـروس نـوارک   RNA 1 قطعـه  ۳´ انتهاي تكثيربه منظور 
 ـايراني گندم مربـوط بـه جدا       ه بـرنج، ابتـدا بـا توجـه بـه           ي

ل برگ سفيد   ي عام ها  ويروس به   IWSVهاي ژنوم   شباهت
ــد( ــه )UHBV و RHBV مانن ــماره ۳´، ناحي ــه ش  ۱ قطع

 نوکلئوتيـد بـا     ۱۴۰۰ي فـوق بـه طـول تقريبـي          هـا   ويروس
ــستقيم     ــازگر م ــه آغ ــسه و س ــديگر مقاي ، IWSV-1aيک

IWSV-1b   و IWSV-1c     ۱ جـدول ( طراحي گرديدنـد .(
 ۱ از قطعــه شــماره يکــه هنــوز هــيچ اطلاعــ توضــيح ايــن

EHBV   از آغازگر .  در دست نيست IWSV-JHG1  ه  نيز ب
 بـا   ايـن آغـازگر قـبلاً     . عنوان آغازگر معکوس استفاده شـد     

ــات   ــاي قطعـ ــده دو انتهـ ــرادف حفاظـــت شـ   کمـــک تـ
 طراحــي گرديــده بــود هــا ويــروسمختلــف ژنــوم تنــوئي 

)Heydarnejad et al. 2006.(  

 NS4 و CPي ها ژن تكثير

ي پروتئين پوششي و پروتئين عمـده غيـر         ها  ژنبراي تکثير   
ي جدايه برنج و مقايسه آنها بـا قطعـات مـشابه در             ساختمان

، به ترتيـب از آغازگرهـاي مـستقيم و          IWSVجدايه گندم   
گـذاري  نـام .  استفاده گرديد  IWSV4 و   IWSV3معکوس  
 ـ       ه  آغازگرها ب  ترتيـب روي   ه  دليل قرار گرفتن ايـن دو ژن ب
ــات  ــت RNA4 و RNA3قطع ــن . اس ــي اي ــراي طراح  ب
قطعـات سـوم و چهـارم       از تـرادف نوکلئوتيـدي      آغازگرها  

 ـ(جدايه گندم اين ويروس، موجود در بانک جهـاني ژن            ه ب
در . اسـتفاده شـد  ) AY 312436 و AY 312435ترتيـب  
  نوكلئوتيـدي تـرادف اسامي آغازگرهـا بـه همـراه        ۱جدول  

ــت  ــده اسـ ــا آورده شـ ــراي . آنهـ ــاخت بـ   وcDNAسـ

-RT)اي پليمــراز  هــاي زنجيــره واکــنش اســتفاده از آن در

PCR) ــاران از روش ــدرنژاد و همکـــــــــ  حيـــــــــ

 (Heydarnejad et al. 2006)ديـــد و  اســـتفاده گر
دست آمده، در ژل آگـاروز يـك        ه   ب RT-PCRمحصولات  

  .در صد الكتروفورز شد
 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  ...تعيين ترادف : ويروس نوارك ايراني گندم:  و همكارانحيدرنژاد

۱۳۹  

   قطعـه  3´هاي پروتئين پوششي، پروتئين عمـده غيـر سـاختماني و انتهـاي              ژنفهرست آغازگرهاي مورد استفاده به منظور تكثير        . 1جدول  
RNA 1وس نوارك ايراني گندم وير.  

Table 1. The list of primers used for amplification of coat protein and non-structural protein genes and the 3´ end of RNA 1 
of Iranian wheat stripe virus. 

Target Sequence (5′- 3′) Length  Primer name  

RNA 3 TCGGATCCATGTCGATGTCTGTTGa 24  IWSV3-F 

RNA 3 TCTGTCGACAACATCCTCGGGAGCGAb 26  IWSV3-R 

RNA 4 GCGGATCCATGGACTTTCTGAAAACa 25  IWSV4-F  

RNA 4 TGGGTCGACCTTGTGCAGCATCTGCATCb 28  IWSV4-R  

RNA 1 TCCGCGGCCGCACACAAAGTC 21  IWSV-JHG1  

RNA 1 GCRACWCAAGCTAGCTCATC 20  IWSV-1a 

RNA 1 CAGTTCCWKCAGCRCATGAT 20  IWSV-1b 

RNA 1 AACCWRTTGASACTGGCTCAG 21  IWSV-1c 

a ترادفGGATCCي آنزيم برشي ي جايگاه شناساHIBamمي باشد كه در درون ترادف آغازگر قرار داده شده است .  
b ترادفGTCGACي آنزيم برشي ي جايگاه شناساISalمي باشد كه در درون ترادف آغازگر قرار داده شده است .  

  
   و تعيين ترادفسازي همسانه
 قطعه  ۳´اي  شامل انته  RT-PCR محصولات   سازي همسانه

RNA 1جفـت  ۶۵۰ه برنج به طول تقريبي ي مربوط به جدا 
 و ۹۲۵ترتيب بـه طـول    ه   ب NS4 و   CPي کامل   ها  ژنباز و   
 ™ Ins T/A Clone کيـت اسـتفاده از  بـا  جفت بـاز  ۹۵۴

PCR Product Cloning Kit (Fermentas, 
Lithuania)   انجـام  بر اساس دستورالعمل کارخانه سازنده

 ـقطعات فوق . شد  T4 DNA( آنـزيم ليگـاز   اسـتفاده از  اب

ligase ( ــميد ــدند pTZ57R/Tدرون پلاس ــرار داده ش .  ق
 آمده براي انتقال بـه      به دست سپس پلاسميدهاي نو ترکيب     

 طبق روش شركت سـازنده  XL-blue، نژاد  E.coliباکتري  
ــد   ــرار گرفتن ــتفاده ق ــورد اس ــت، م ــا . كي ــد از شناس ي يبع

ــاکتري ــورد نظــر،   ب پلاســميدهاي هــاي حــاوي قطعــات م
بــه منظــور اطمينــان از عمــل . نوترکيــب اســتخراج شــدند

هـاي برشـي     ، پلاسميدهاي فوق توسط آنـزيم     سازي همسانه

SalI و BamHI)  ي هــــا ژندر مــــوردCP و NS4 ( و
در مورد انتهـاي ناحيـه    (Pst I و EcoRIهاي برشي  آنزيم

بريــده شــدند و انــدازه قطعــات    ) RNA 1 قطعــه ۳´
در نهايت پلاسميدهاي فـوق     . شدترل  سازي شده کن   همسانه

  .دندشاز هر دو طرف تعيين ترادف 
  

  ي ها ترادفمقايسه 
 مربـوط بــه جدايـه بـرنج بــا    NS4 و CPي هـا  ژنتـرادف  
ي مشابه مربوط به جدايه گندم موجـود در بانـک           ها  ترادف

 بـــــــا اســـــــتفاده از  (GenBank)جهـــــــاني ژن 
ــرم ــزار نـ  DNAMAN Version 7 Lynnon)افـ

Corporation, Quebec, Canada)    مقايسه گرديدنـد و
ــو (Identity)ميــزان شــباهت  ــرادف نوکلئوتيــدي و آمين  ت
 قطعه  ۳´به همين صورت ترادف انتهاي      . اسيدي تعيين شد  

RNA 1  ي مـشابه مربـوط بـه سـاير تنـوئي      هـا  تـرادف  بـا
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  د و شــ موجــود در بانــک جهــاني ژن مقايــسه هــا ويــروس
ميزان شباهت نوکلئوتيدي و آمينو اسيدي بين آنها محاسـبه          

  .شد
  

  زني بذر مايه
 بـه   IWSV گرم بافت برگ تـازه گنـدم آلـوده بـه             ۱۰ابتدا  

ليتر   ميلي ۱۰قطعات کوچک خرد و عصاره آن با استفاده از          
به منظور حـذف  . شده يته) M )pH=7 0.01بافر فسفات 

 ـ      gقيقـه در    مـدت پـنج د    ه  قطعات گياهي، عصاره حاصل ب
 سانتريفيوژ و از مايع رونشين بـراي تزريـق اسـتفاده            ۵۰۰۰
 به بذر، سه تيمار زماني مختلف       IWSVزني   براي مايه . شد

 سـاعت بـراي خـيس    ۲۴ دقيقه، هشت سـاعت و   ۳۰شامل  
هـر  . شـد  انتخاب C°۲۵کردن بذر در آب معمولي با دماي       

-۳۰به هر بـذر  .  عددي بذر بود۱۰۰تيمار شامل يک گروه  
در ( ميکروليتر عصاره توسط سرنگ به قـسمت انتهـائي           ۲۰

بـذرهاي تزريـق شـده      . تزريق شد ) محل قرار گرفتن جنين   
بلافاصله در گلدان کشت و تا ظهـور علائـم روي گياهـان             

  .حاصل، در گلخانه نگهداري شدند
  

  مطالعات سرولوژيكي
 بـا سـاير تنـوئي       IWSVبراي تعيين ارتبـاط سـرولوژيکي       

ــروس ــا وي ــد ه  و RSV ،RGSV ،RHBV ،EHBV مانن
MSpVــون ــاي   از آزمـــ ــا AGDهـــ  dot(، ديبـــ

immunobinding assay, DIBA ( و الايـــزاي غيـــر
هاي ارائه شده  براساس روش) Indirect ELISA(مستقيم 

ــ ــب توســط ه ب  Ball (1990) ،Hibi and Saitoترتي

 اســتفاده Clark and Bar-Joseph (1984) و (1985)
 و  RSV بـا    IWSV سـرولوژيکي    براي تعيين ارتبـاط   . شد

RGSV   هاي توليـد شـده بـر عليـه پـروتئين            ، از آنتي سرم
تـوري  . اس دکتـر    پوششي دو ويروس آخر ارسالي توسط     

 National Institute ofسسه ؤاز م) S. Toriyama (ياما

Agro-Environmantal Sciences, Japan در 
بـراي تعيـين    .  استفاده گرديـد   DIBA و   AGDهاي   آزمون

، و RHBV ،EHBV بـــا IWSVتبـــاط ســـرولوژيکي ار
MSpV   هاي توليد شده بر عليه پـروتئين غيـر           از آنتي سرم

 دکتر مربوط به سه ويروس آخر که توسط         NS4ساختماني  
از )  دانشگاه كاليفرنيـا، ديـويس     Falk Bryce (برايس فاک 

 و  AGDهـاي    دانشگاه کاليفرنيا ارسال شده بود در آزمـون       
آنتـي ژن مـورد اسـتفاده       .  اسـتفاده شـد    الايزاي غير مستقيم  
هـاي تـازه آلـوده بـه         هـا، عـصاره بـرگ      براي تمامي آزمون  

IWSV  طور جداگانه براي هر آزمون بـر اسـاس   ه  بود که ب
سرم توليـد    از آنتي . شدهاي ارائه شده فوق، استخراج       روش

عنـوان شـاهد    ه   نيز ب  IWSVشده بر عليه پروتئين پوششي      
 Heydarnejad(سـتفاده شـد   در مطالعـات سـرولوژيکي ا  

and Izadpanah 1992.(  

  
  نتايج و بحث

 IWSVآلودگي طبيعي برنج به 

تمامي ده نمونه برنج با علائم کوتولگي شـديد و نوارهـاي            
سبز تيره به موازات رگبرگ اصلي که از مناطق برنجکـاري           

آوري شـده بودنـد، بـا        دشتک واقع در استان فـارس جمـع       
 ـ AGDاستفاده از آزمون      تـشخيص داده    IWSVوده بـه     آل

ها، عملکرد محـصول     در اين منطقه در برخي از سال      . شدند
 اين ويروس و دو ويروس ديگـر        تأثيرشدت تحت   ه  برنج ب 

 و  PAVهـاي    سـروتيپ (يعني ويروس کوتولگي زرد جـو       
MAV (         و ويروس عامل بيماري کوتولگي گال سياه بـرنج

)Rice black-gall dwarf virus ( گيــرد  قــرار مــي
)Yassaie et al. 2004 .(ًبه رغم دامنه ميزباني وسيع قبلا ،

IWSV      در شرايط آزمايشگاهي، گندم تنها ميزبـان شـناخته 
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شده طبيعي اين ويروس بـود و بـه اسـتثناي ذرت، تمـامي              
غلات شامل جو، يولاف، چاودار، انواع ارزن و حتي بـرنج           

هـاي آزمايـشگاهي ويـروس معرفـي شـده          عنوان ميزبان ه  ب
  ).Heydarnejad and Izadpanah 1992(د بودن
  

  RNA 1 قطعه 3´ناحيه  تجزيه و تحليل ترادف انتهاي
ــستقيم   ــاي م ــان آغازگره  و IWSV-1a ،IWSV-1bاز مي

IWSV-1cقطعه ۳´ ناحيه  که براي تکثير انتهاي RNA 1 
  در آزمــون) ه بــرنجيــجدا(ويــروس نــوارک ايرانــي گنــدم 

RT-PCR        فاده از آغـازگر    ، طراحي شده بودنـد، تنهـا اسـت
IWSV-1aهمــراه آغــازگر معکــوس ه  بــIWSV-JHG1 

ايـن سـه    .  جفـت بـازي شـد      ۶۶۶منجر به تکثير يک قطعه      
 مربوط به RNA 1 قطعه ۳´ ناحيه آغازگر با مقايسه انتهاي

.  طراحــي شــده بودنــدUHBV و RHBVي هــا ويــروس
بررسي ترادف قطعه تکثير شـده نـشان داد کـه انتهـاي ژن              

مقايسه ترادف  .  پليمراز در اين ناحيه قرار دارد      آنزيم آر اِن اِ   
هاي مـشابه مربـوط بـه        دست آمده با ترادف   ه  نوکلئوتيدي ب 

RSV  ،RHBV  ،UHBV   و MSpV     موجود در بانک ژن 
 بيــشترين و کمتــرين IWSVه بــرنج يــنــشان داد کــه جدا

 UHBV) ۸/۶۷شباهت ترادف نوکلئوتيدي را به ترتيب بـا         
). ۲شـکل   (باشد    دارا مي  ) درصد ۰/۴۹ (MSpVو  ) درصد
چنين ترادف آمينو اسيدي حاصل از ترجمه قطعـه فـوق          هم
هاي مشابه در    با قسمت ) مربوط به پروتئين آر اِن اِ پليمراز      (

RSV  ،RHBV  ،MSpV   و UHBV   در ايـن   . شد مقايسه
 IWSVمقايسه بيشترين و کمترين شباهت به ترتيـب بـين           

ــا   در ۰/۳۷ (MSpVو )  درصــد شــباهتRHBV) ۵/۷۹ب
بـار ديگـر شـباهت       ايـن نتـايج يـک     .  آمـد  به دسـت  ) صد

IWSV    ي عامل بيماري برگ سفيد در قاره       ها  ويروس را با
علاوه بر ايـن، مـشابه بـا سـاير تنـوئي      . کند امريکا تأييد مي 

 نيـز  IWSVايـن قطعـه در     ) RGSVبه غير از     (ها  ويروس

هـاي عميقـي کـه       به دليل تفاوت  . داراي قطبيت منفي است   
 IWSV از جملـه     هـا   ويـروس  و ساير تنـوئي      RGSVبين  

 ;Toriyama et al. 1997; 1998(وجـــود دارد 

Heydarnejad et al. 2006(  ــن ــروس از اي ــن وي ، اي
  .ها حذف گرديده است مقايسه

  
  هاي گندم و برنج مقايسه جدايه

 با استفاده از آغازگرهاي     RT-PCRنتايج حاصل از آزمون     
 براي تکثيـر و     IWSV4-F/R و   IWSV3-F/Rاختصاصي  

 در جدايـه بـرنج   NS4 و CPي هـا  ژنسازي  سپس همسانه 
ويروس نوارک ايراني گنـدم، بـه ترتيـب منجـر بـه تکثيـر               

 جفـت بـاز بـراي دو ژن         ۵۲۵ و   ۹۵۴هاي   قطعاتي به اندازه  
بر اساس مطالعات قبلـي نيـز طـول         ). ۳شکل  (فوق گرديد   

ود اين دو ژن در جدايه گندم به همين ميزان محاسبه شده ب           
)Heydarnejad et al. 2006 .( ي دو ژن ها ترادفمقايسه

ي مشابه مربـوط بـه      ها  ترادففوق مربوط به جدايه برنج با       
جدايه گندم، موجود در بانک جهاني ژن، با استفاده از نـرم            

 نـشان داد کـه بـين دو جدايـه، درصـد      DNAMANافزار  
  مــشابهت تــرادف نوکلئوتيــدي بــراي هــر دو ژن، يکــسان  

علاوه براين، ميزان مـشابهت     . است درصد   ۶/۹۹زان  و به مي  
ــراي   ــيدي ب ــو اس ــرادف آمين ــا ژنت ــين NS4 و CPي ه  ب

 درصـد  ۱۰۰ و ۰/۹۹ي برنج و گنـدم نيـز بترتيـب        ها  جدايه
هاي نزديک و    اين نتايج منعکس کننده شباهت    . شدمحاسبه  

  .استي گندم و برنج ويروس فوق ها جدايهيا يکساني 
  

   بذرزني مايه
روي بـذرهائي   ) C°۲۵حدود  ( در دماي آزمايشگاه     يزن  مايه

صورت گرفت که تحت سه تيمار زماني خيساندن، قبـل از           
   آمده نشان داد که     به دست نتايج  .  قرار گرفته بودند   زني  مايه
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Amino acid homology (%) 

* IWSV RHBV UHBV MSpV RSV 

IWSV * 79.5 78.1 37.0 41.8 

RHBV 66.4 * 88.4 36.3 39.7 

UHBV 67.8 73.7 * 34.2 37.7 

MSpV 49.0 49.7 48.5 * 65.8 

RSV 49.2 53.0 51.8 64.9 * 

Nucleotide homology (%) 

 666 ژنوم بين پنج تنوئي ويروس مختلف براي قطعه (RNA 1) 1 قطعه شماره 3´ در صد تشابه نوكلئوتيدي و آمينواسيدي انتهاي .2شكل 
، (RHBV)، ويروس برگ سفيد برنج (IWSV)ويروس نوارك ايراني گندم : ند ازا ها عبارت كوتاهه.  آمينو اسيدي146نوكلئوتيدي و 

  (RSV) و ويروس نوارك برنج (MSpV)، ويروس نوارك ذرت (UHBV)ويروس برگ سفيد يوروكلوآ 
Fig. 2. Percent nucleotide and amino acid sequence homology of the 3´ end of the RNA 1 in five tenuiviruses for 666 

nucleotides and 146 amino acids. Abbreviations are: IWSV, Iranian wheat stripe virus; RHBV, Rice hoja blanca virus; 
UHBV, Urochloa hoja blanca virus; MSpV, Maize stripe virus; RSV, Rice stripe virus. 

  
  

  

 

  

  

  

و انتهاي  (W3) پروتئين غيرساختماني ، (W4)هاي پروتئين پوششي  مربوط به ژنRT-PCR لاتالكتروفورز محصو نتايج حاصل از .3شكل 
  شاخص اندازه دي اِن اِ، M. ژل آگاروز يك درصد ويروس نوارك ايراني گندم در RNA 1 (1) قطعه 3´

Fig. 3. Electrophoresis pattern of PCR products of NS4 gene (W4), CP gene (W3) and the 3´ end of RNA 1 (1) of Iranian 

wheat stripe virus. M, 1 kb DNA ladder (Fermentas, Lithuania). 

  
طولاني شدن مدت زمان خيساندن بذر اثر منفـي در نتـايج            

 ساعت منجر به    ۲۴ و   ۸طوري که تيمارهاي     ه دارد ب  زني  مايه
 ـ            ۳۰مـدت   ه  انتقال ويروس نشد و تيمـار خيـساندن بـذر ب

دقيقه تنها تيماري بود کـه منجـر بـه انتقـال موفقيـت آميـز                

در ايـن  ). ۲ جـدول (ويروس از طريق تزريق به بذر گرديد      
 زنـي   مايـه  درصد از گياهان حاصـل از بـذرهاي          ۲/۵تيمار،  

گياهـان فـوق داراي علائـم       . شده، به ويروس آلوده بودنـد     
  ي  بوده و علاوه بر اين، در آزمايش الايـزا       IWSVمشخص  
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  ...تعيين ترادف : ويروس نوارك ايراني گندم:  و همكارانحيدرنژاد

۱۴۳  

 ، روي قابليت انتقال ويروس نوارك ايراني گندم از طريق مايه زني بذرC°25اثر مدت زمان خيس كردن بذر در آب معمولي . 2جدول 

Table 2. The effect of time of seed soaking in tap water at 25°C on the transmission of Iranian wheat stripe virus 
by seed injection. 

  ت زمان خيس نمودن بذر قبل از تزريقمد

Time of the seed soaking before injection 

  تعداد بذر جوانه زده بعد از تزريق

Number of germinated seeds after 
inoculation 

  هاي آلودهتعداد گياهچه

Number of infected seedlings 

30 minutes 77/100 4/77 

8 hours 69/100 0/69 

24 hours 65/100 0/65 

  

 و ويروس (3) آزمون نشت دو طرفه در آگار با استفاده از آنتي سرم توليد شده بر عليه پروتئين پوششي ويروس نوارك برنج .4شكل 
  ، عصاره گندم آلوده به ويروس نوارك ايراني گندم2 ؛، عصاره گندم سالم1. (4)نوارك ايراني گندم 

Fig. 4. Agar-gel diffusion test with antisera against CP of Rice stripe virus (3) and Iranian wheat stripe virus 

(IWSV) (4). 1, crude sap from healthy wheat; 2, crude sap from IWSV-infected wheat. 
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  135- 145: 1390 سال / 2شماره  / 47جلد   /هاي گياهي بيماري

۱۴۴  

 

 و ويروس نوارك برنج (A)وارك ايراني گندم  آزمون ديبا با استفاده از آنتي سرم توليد شده بر عليه پروتئين هاي پوششي ويروس ن.5شكل 
(B) . ،1عصاره گندم آلوده به ويروس نوارك ايراني گندم4 ؛، عصاره برنج سالم3 ؛، عصاره ذرت سالم2 ؛، عصاره گندم سالم ،  

Fig. 5. Dot immunobinding assay test with antisera raised against CP of Iranian wheat stripe virus (IWSV) (A) 
and Rice stripe virus (B). 1, crude sap from healthy wheat; 2, crude sap from healthy maize; 3, crude sap 
from healthy rice; 4, crude sap from IWSV-infected wheat. 

  

، (6)ين پوششي ويروس نوارك ايراني گندم  آزمون نشت دو طرفه در آگار با استفاده از آنتي سرم هاي توليد شده بر عليه پروتئ.6شكل 
 و پروتئين عمده (4)، پروتئين عمده غير ساختماني ويروس برگ سفيد اكينوكلوآ (3)پروتئين عمده غير ساختماني ويروس برگ سفيد برنج 

واكنش بين عصاره . ندم، عصاره گندم آلوده به ويروس نوارك ايراني گ2، عصاره گندم سالم؛ 1. (5)غير ساختماني ويروس نوارك ذرت 
  .گندم آلوده به ويروس نوارك ايراني گندم با آنتي سرم ويروس برگ سفيد برنج با فلش نشان داده شده است

Fig. 6. Agar-gel diffusion test with antisera against CP of Iranian wheat stripe virus (IWSV) (6), the main non-
structural proteins of Rice hoja blanca virus (3), Echinochloa hoja blanca virus (4) and Maize stripe virus 
(5). 1, crude sap from healthy wheat; 2, crude sap from IWSV- infected wheat. Arrow shows reaction 
band between IWSV infected sap and RHBV-NS antiserum. 
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  ...تعيين ترادف : ويروس نوارك ايراني گندم:  و همكارانحيدرنژاد

۱۴۵  

ليد شده بـر عليـه پـروتئين پوشـشي          سرم تو  مستقيم با آنتي  
 Heydarnejad and Izadpanah(واکـنش نـشان دادنـد    

 ماننـد در تحقيقات مشابه روي بذر ذرت، عـواملي     ). 1992
نوع ويروس مورد مطالعه، درجـه حـرارت آب بـه منظـور             
خيساندن بذر و مدت زمان خيـساندن، در رانـدمان انتقـال            

وس موزائيـک  در مـورد ويـر  ). Louie 1995(ثر بودند ؤم
نوار سبزرد قياق، زمان بهينـه خيـساندن بـذر ذرت، چهـار             

دو ). Izadpanah et al. 2002(ســاعت تعيــين گرديــد 
فاکتور دماي آب و مدت زمان خيس کـردن بـذر بـه دليـل             

هـاي   ي است کـه آنهـا در شـروع بـسياري از فعاليـت             تأثير
 بهمـين   احتمـالاً . هاي آنزيمي دارنـد    حياتي بذر مثل فعاليت   

آميز   ساعت، عمل انتقال، موفقيت    ۲۴ و   ۸ليل در تيمارهاي    د
 بـا   IWSVبـراي بـالا بـردن رانـدمان انتقـال           . نبوده اسـت  

بايست اثـر دمـاي متفـاوت آب و          استفاده از اين روش، مي    
 سـاعت   ۸ دقيقه تـا     ۳۰تيمارهاي زماني خيساندن بذر، بين      

  .نيز مورد ارزيابي قرار گيرند
 

 ارتباطات سرولوژيكي

 و ديبا بـا اسـتفاده از   AGDهاي سرولوژيکي  ج آزمايش نتاي
 و  RSVسرم تهيـه شـده بـر عليـه پـروتئين پوشـشي               آنتي

RGSV ــه ــشان داد کـ ــيچIWSV، نـ ــاط   هـ ــه ارتبـ گونـ
). ۵ و ۴هـاي   شـکل (سرولوژيکي با اين دو ويروس نـدارد    

ــساسيت    ــزان ح ــوق، مي ــرولوژيکي ف ــاوت دو روش س تف
ئيد نتايج  أبا براي ت  در حقيقت از آزمون حساس دي     . آنهاست
از طـرف ديگـر، بـراي تعيـين         .  استفاده شـد   AGDآزمون  

ــرولوژيکي  ــاط سـ ــا IWSVارتبـ  و RHBV ،EHBV بـ
MSpV  هاي توليد شده بر عليـه پـروتئين غيـر           سرم  از آنتي

ساختماني مربوط به سه ويروس آخر و عصاره گياه آلـوده           
بـار ديگـر      آمده يک  به دست نتايج  . شد استفاده   IWSVبه  
شکل ( نشان داد    RHBV را با    IWSVرتباط سرولوژيکي   ا
 قبلا نيز ارتباط سرولوژيکي ايـن دو ويـروس از طريـق          ).۶

سـرم توليـد      بـا آنتـي    IWSVواکنش عصاره گندم آلوده به      
 به اثبات رسيده بود     RHBVشده بر عليه پروتئين پوششي      

)Heydarnejad and Izadpanah 1992 .(  علت تـشکيل
سـرم، پـائين بـودن وزن        ي حفره آنتي  خط رسوب در نزديک   

نکتـه قابـل توجـه،      . مولکولي پروتئين غير ساختماني است    
سـه  .  اسـت  EHBV بـا    IWSVعدم ارتباط سـرولوژيکي     

 از نقطه نظر تـرادف      EHBV و   IWSV  ،RHBVويروس  
هاي بسيار نزديکـي     هاي مختلف ژنوم داراي شباهت     قسمت
ذشـته،  از ايـن گ ). Heydarnejad et al. 2006(هـستند  
RHBV بــا IWSV و EHBV ســرولوژيکي دارد  ارتبــاط

)Heydarnejad and Izadpanah, 1992; Falk et al. 

 و IWSVعلاوه بر عدم ارتباط سـرولوژيکي بـين         ). 1987
EHBV     ميزبان اصـلي ،EHBV        در طبيعـت، علـف هـرز 
 ;Falk et al. 1987( اسـت  (.Echinochloa sp) دژگال

Morales and Niessen 1985; Gingery 1988 .(
 از طريق ناقل اختصاصي آن بـه        IWSVتلاش براي انتقال    

حيـدرنژاد، اطلاعـات    (دژگال تاكنون نا موفـق بـوده اسـت          
  .)منتشر نشده
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