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 Sclerotinia sclerotiorum جداسازي و تعيين خصوصيات مولكولي ميتوويروس همراه با

  *و بررسي تاثير آن بر بيولوژي قارچ

ISOLATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF 

MITOVIRUS ASSOCIATED WITH SCLEROTINIA SCLEROTIORUM 

AND ITS EFFECT ON FUNGAL BIOLOGY 

 محمدرضا و 3نيكخواهجوان محمد ،3حبيبي كوهي مينا ،2مصاحبي لامحسينغ ،**1قباخلو مرضيه

  4احمدي

  )28/2/1393 :پذيرش؛ تاريخ 27/7/1392: تاريخ دريافت(

  چكيده
-به منظور رديابي مـايكوويروس  .باشدزاي گياهي با دامنه ميزباني وسيع ميكي از مهمترين عوامل بيماريي Sclerotinia sclerotiorumقارچ

شـده بـا    هاي ليـوفليزه از ميسليوم جداسازي آر ان اي دولاي. اين قارچ از هرباريوم دانشگاه تهران تهيه گرديد Cea كننده، جدايه آلودههاي 

بـاز از ايـن جدايـه    كيلو 5/2ك قطعه نوكلئيك اسيد به اندازه يدر نهايت . انجام شد  CF-11استفاده از ستون كروماتوگرافي همراه با سلولز

 يبين تـرادف آمينـو اسـيد    ايملاحظه سازي و تعيين ترادف بخشي از اين آر ان اي دولاي، نشان داد شباهت قابلهمسانه. ج گرديداستخرا

هـاي  جدايـه . براي اين ويروس پيشنهاد شدSsMV2/Cea  بنابراين نام وجود دارد Mitovirusمرازي اعضاي جنس بدست آمده با توالي پلي

Sclerotinia sclerotiorum mitovirus2/NZ1 از نيوزيلند و Sclerotinia sclerotiorum mitovirus2/KL1   87و % 94از آمريكا به ترتيب بـا %

 50و  40، 30در سه غلظت  از طريق تيمار سيكلوهگزيميد آر ان اي دولاي تلاش براي حذف .ترين به جدايه ايراني بودندمشابهت، نزديك

دهاني به جدايه عاري از از طريق هم Cea انتقال افقي اين ميتوويروس از جدايه. كشت نوك هيف ناموفق بود با همراه ليترميكروگرم در ميلي

نشان داد اين ميتوويروس Cea  بررسي پتانسيل انتقال عمودي مايكوويروس در جدايه .تكرارها با موفقيت انجام شد يدر تمام Lekhويروس 

دمبرگ كرفس و برگ  زايي رويشناسي و بيماريمشاهدات ريخت. ديمنتقل گرد% 55ها با نرخ طي توليد مثل جنسي و از طريق آسكوسپور

  .ديگرد S. sclerotiorumويرولانس قارچ  و كاهش شديد سويا مشخص نمود آلودگي به ميتوويروس منجر به كاهش رشد خطي ميسليوم

  ، ميتوويروس، ويرولانس، آر ان اي دولاي، مايكويروسSclerotinia sclerotiorum: كليدواژه

تهـران و بـا    دانشـگاه  كرج، طبيعي، منابع و كشاورزي پرديس گياهپزشكي، گروه به شده ارائه اول نگارنده ارشد كارشناسي نامه پايان از بخشي* 

  مصاحبي غلامحسينراهنمايي دكتر 

  Ghobakhloo@ut.ac.ir: الكترونيكي پستمسئول مكاتبات، ** 

  كرج تهران، دانشگاه طبيعي منابع و كشاورزي پرديس گياهي، شناسي ريبيما دكتري دانشجوي -1

  كرج تهران، دانشگاه طبيعي منابع و كشاورزي پرديس گياهپزشكي، گروه استاد -2

  كرج تهران، دانشگاه طبيعي منابع و كشاورزي پرديس گياهپزشكي، گروه استاد -3

  گرگان طبيعي منابع و كشاورزي ومعل دانشگاه گياهي، شناسي بيماري دكتري دانشجوي -4
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  مقدمه

در بسـياري از  ) هـاي قـارچي  ويروس(ها مايكوويروس

هاي بيمارگر گياهي حضور هاي قارچي از جمله قارچگونه

از زمـان اولـين گــزارش   ). Pearson et al. 2009( دارنـد 

، ايـن  )Hollings 1962(ها در قارچ خوراكي مايكوويروس

انـد  قـارچي شناسـايي شـده    ايه ـگروه ها درتماميويروس

)Ghabrial&Suzuki 2009.(  ــايكوويروس ــر م ــاي اكث ه

كننـد،  شان علائم مشهودي ايجاد نميشده در ميزبان گزارش

هـايي كـه كـم   با اين وجود موارد مستندي از مايكوويروس

اين دسـته  . كنند وجود داردآزاري را به ميزبان خود القا مي

هاي در كنترل بيولوژيك قارچبه عنوان ابزاري ها از ويروس

 Pearson et( گيرنـد بيمارگر گياهي مورد استفاده قرار مـي 

al. 2009; Ghabrial & Suzuki 2009(.   از مشـهورترين

 Cryphonectria hypovirusتوان بهها در اين مورد ميمثال

 Cryphonectria parasiticaآزاري در مولـد پديـده كـم    1

اي ره نمود كه به طور گستردهعامل سوختگي شاه بلوط اشا

در اروپا جهت كنترل اين بيماري به كار گرفته شـده اسـت   

)Nuss1992.(  همچنــــين مــــايكوويروسRosellinia 

necatrix megabirnavirus 1   ــارچ ــه ق  Roselliniaك

necatrix كند، جهت كنترل بيمـاري پوسـيدگي   را آلوده مي

  .رودسفيد ريشه به كار مي

ــارچ   ــي از  S. sclerotiorum (Lib.) de Baryق يك

اين قارچ بيش  .باشدمي زاي گياهيمهمترين عوامل بيماري

ــوده مــي  500از  ــا آل ــاهي را در سراســر دني ــه گي ــدگون  كن

)Boland&Hall 1994; Purdy 1979 .( ميــزان خســارت

در محصولات حسـاس زراعـي    S. sclerotiorumناشي از 

در اثـر ايـن    درصد محصول 100بسيار زياد است و گاهي 

 ايـن  از ناشـي  هـاي بيمـاري  كنتـرل  .رودبيماري از بين مي

. است دشوارشيميايي  ويا زراعي هايشيوه ازطريق بيمارگر

 محصــولات از عــلاوه بــر ايــن، ارقــام مقــاوم در بســياري

 .)Purdy 1979( نيست دردسترس

آر  هاي مختلفي با ماهيـت ژنـومي  تاكنون مايكوويروس

 و) dsRNA( آر ان اي دولاي ،)ssRNA( لايان اي تــــك

 S. sclerotiorumاز قــارچ ) ssDNA( لايدي ان اي تــك

ــده  ــايي ش ــازي و شناس ــنس  جداس ــه ج ــه ب ــد ك ــاي ان ه

Sclerodarnavirus ،Mitovirus  وHypovirus  تعلق دارند

)Xie et al. 2006; Liu et al. 2009; Yu et al. 2010; 

Xie et al. 2011.(   جـب بـروز   هـا مو اغلب ايـن ويـروس

اعضـاي  . شـوند مـي  S. sclerotiorumآزاري در فنوتيپ كم

براي تكثير وابسته به ميتوكندري ميزبـان   Mitovirusجنس 

ها از بيمارگرهـاي متعـددي از   ميتوويروس. خود مي باشند

، )Rhizoctonia solani )Lakshman et al. 1998جملـه  

Ophiostoma novo-ulmi )(Hong et al. 1999 ،

Sclerotinia homoeocarpa )Deng et al. 2003( ،

Helicobasidium mompa )Osaki et al. 2005( ،

Chalara elegans )Parketal.2006( ،Botryti cinerea 

)Wu et al. 2007( ،S. sclerotiorum )Xie&Ghabrial 

2012; Khalifa&Pearson 2013(هاي ، و همچنين از قارچ

 .اندگزارش شده) Stielow et al. 2012(مايكوريز 

از  Cea در اين بررسـي وجـود ميتـوويروس در جدايـه    

مشخص شد و توانايي انتقال افقـي،   S.sclerotiorumقارچ 

-شناسـي و بيمـاري  نرخ انتقال عمودي، نقش آن در ريخت

  .زايي قارچ مورد بررسي قرار گرفت

  يروش بررس

  S. sclerotiorumهاي قارچ  تهيه جدايه

مورد استفاده در اين  S. sclerotiorumقارچ  هايجدايه

تحقيق از كلكسيون قارچ شناسي دانشگاه تهران، كرج تهيـه  
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در  از كاهو  Lekhاز كلم برگ و جدايه Ceaجدايه . گرديد

آوري شـــده اســـت و حضـــور اســـتان گلســـتان جمـــع

هـا در تحقيـق پيشـين بررسـي      مايكوويروس در اين جدايه

ها روي محـيط  تاسكلرو). Ghobakhloo 2012( شده بود

) PDA, Merck(آگـار   -دكسـتروز  -كشـت سـيب زمينـي   

سپس در انكوباتور با شرايط تاريكي مداوم و . كشت شدند

  . نگهداري شدند درجه سلسيوس 21±1در دماي

آر به منظور توليد توده ميسليومي قارچ جهت اسـتخراج  

، پنج قرص ميسليومي هر يـك بـه قطـر پـنج     ان اي دولاي

شيه پرگنه جوان حاصـل از كشـت سـختينه    ميلي متر از حا

 100 برداشته شدند و بـه ظـروف ارلـن    PDAروي محيط 

 PDB(potato( ميلـي ليتـري حـاوي محـيط كشـت مـايع      

dextrosebroth )گـرم   18گرم سيب زمينـي و   200عصاره

براي هر جدايـه سـه   . ، انتقال داده شد)دكستروزدر يك ليتر

دت پـنج روز درون  ها به م ـظرف. تكرار در نظر گرفته شد

 1دور در دقيقـه در دمـاي   100شيكر انكوباتور بـا سـرعت   

هـاي  درجه سلسيوس نگهـداري شـدند، سـپس تـوده     ±21

ميسليومي به كمك پمپ خـلاء و كاغـذ صـافي قـرار داده     

 شده در قيف بوخنر از محيط كشت مـايع جـدا شـده و دو   

بار با آب مقطر اسـتريل شستشـو داده شـدند تـا باقيمانـده      

-ميسـليوم . ها شسته شـود ط كشت روي سطح ميسليوممحي

اي درب دار انتقال يافـت  هاي شيشههاي شسته شده به لوله

ليـوفيليز   (freeze-dryer)خشك كـن  -خيتا توسط دستگاه 

سـاعت از دسـتگاه خـارج     48هـا پـس از   ميسـليوم . شوند

در  dsRNAهاي ميسليومي تـا زمـان اسـتخراج    توده. شدند

  . نگهداري شدند سيوسدرجه سل -21دماي 

 از بافت قارچي آر ان اي دولاي جداسازي

ويروســي از روش  آر ان اي دولايجهــت اســتخراج  

 .اسـتفاده شـد   (Rigling et al.2009) همكاران و ريگلينگ

ويروسـي   آر ان اي دولايهاي اسـتخراج  اصول كلي روش

و عبـور   آر ان اي دولاياز قارچ بر پايه تهيه عصاره حاوي 

ميان سـتون كرومـاتوگرافي متشـكل از پـودر سـلولز      آن از 

)Whatman( CF-11ابتدا بافت پودر شده ميسليوم . باشدمي

، فنول، كلروفرم و ايزوآميـل الكـل   SDS ،STEقارچ با بافر 

هاي ذكر شده در دسـتورالعمل مـوردنظر مخلـوط    به نسبت

پس از انجام سانتريفوژ، رونشين حاصل بـه كمـك   . گرديد

يزوآميل الكل زلال سازي شده و پس از اضـافه  كلروفرم و ا

ــق  ــانول مطل ــردن ات ــا( ك ــم ت ــايي  حج ــتون  %)15نه از س

در ايـن   .كروماتوگرافي حاوي پودر سلولز عبـور داده شـد  

-به سلولز متصل شده و ساير اسـيد  آر ان اي دولاي مرحله

حـاوي   STEهاي نوكلئيك طي سه مرحله شستشو با بـافر  

آر ان اي  در مرحلـه بعـدي،   .شـوند اتانول حذف مـي % 15

فاقـد   STEبه كمـك دو مرحلـه  شستشـو بـا بـافر       دولاي

بعـد از اضـافه كـردن    . گـردد اتانول از ستون استخراج مـي 

آمـده و سـانتريفوژ    استات سديم و اتانول به محلول بدست

ميكروليتر آب مقطـر   20كردن، رسوب حاصل از آن درون 

جه سلسـيوس  در -20حل گرديد و در دماي  RNaseفاقد 

 هـاي اسـيد  نوكلئيـك  اينكه از اطمينان جهت. نگهداري شد

 تحـت  حاصله محصول هستند آر ان اي دولاي آمده بدست

 RNase Aو DNase I (Fermentas) آنزيمـي  هضـم  تيمار

(Fermentas) تمــك  مــولار 03/0و  3/0 تظ ـغل دوNaCl 

 8/0 آگـاروز  ژل در واكـنش  هـر  از اينمونـه  و قرارگرفت

آر ان اي  لازم به ذكـر اسـت كـه    .گرديد تروفورزالك درصد

 RNaseتحت تيمـار بـا    NaClدر غلظت كم نمك  دولاي

Aگردد اما به ، هضم ميRNase A     در غلظـت زيـاد نمـك

NaCl مقاوم است )(Howitt et al. 2006.  

  و فيلوژني ابي، آناليز توالييتوالي

-پس از جداسازي جهت توالي آر ان اي دولايقطعات 
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تـوالي تعيـين   . آلمان ارسال شـدند  DSMZ موسسه بي بهاي

ــه  ــورد جداي ــزار  SsMV/Caeشــده در م ــا اســتفاده از اب ب

 BLAST )Basic Local Alignment Searchجسـتجوي  

Tool) (Altschulet al. 1997 ( موجود در پايگاه اطلاعاتي

NCBI )National Center for Biotechnology 

Information(  ــا ــوالي 13ب ــروتئين  ت ــراز  يآر ان ا پ پليم

شـده   ميتوويروس ثبـت جنس ) RdRp( وابسته به آر ان اي

، 1در جدول شماره  .مقايسه شد) GenBank(در بانك ژن 

ــوالي  ــات ت ــت و مشخص ــيدي  فهرس ــاي آمينواس  RdRp ه

هاي خارجي جنس ميتوويروس كه براي مقايسـه بـا    جدايه

مـورد   جدايـه ايرانـي   RdRpتوالي نوكلئوتيدي ژن پروتئين 

هـا   رديفي تـوالي  هم. اند، ارائه شده است استفاده قرار گرفته

)multiple sequence alignment( افـزار  ، با استفاده از نـرم

CLUSTAL X, ver. 2.1 )Larkin et al. 2007 (  انجـام

 Neighbor Joiningآناليز تبارزايي به كمـك روش  . گرديد

)NJ ( مرتبــه  1000وbootstrap  رخــت انجــام شــد و د

بـه  . رسـم گرديـد   Mega 5تبارزايي با استفاده از نرم افزار 

، از تـوالي پـروتئين   )out group(عنوان عضو بـرون گـروه   

RdRp  دو ويــروسScNV-23s  وScNV-20s  ــه متعلــق ب

  .استفاده شد Narnavirusجنس 

  مايكوويروس افقي انتقال

 جدايـه  از مـايكوويروس  افقـي  انتقـال  بررسي منظور به

Cea دايـه ج به Lekh، ـ قـارچي  جدايـه  هـر  از   قـرص  كي

 و ديواره از متريسانتي دو فاصله به هم روبروي ميسليومي

 15 فاصـله  بـا  PDA حـاوي  پتـري  تشـتك  سـمت  كي در

 سـاعت،  36 گذشـت  از پس. شدند داده قرار هم متري ميلي

 ميسليومي قرص كي ،Lekh جدايه پرگنه بيروني حاشيه از

 قـرار  PDA جديـد  پتري تشتك كي در و برداشته كوچك

ــد داده ــاي درو  ش ــه21±1 دم ــيوس درج ــرايط و سلس  ش

 .Zhang et al( شد داده قرار انكوباتور درون مداوم تاريكي

جدايه نماينده از  13و  )SsMV/Cea(آمده در اين تحقيق بين جدايه ايراني بدست RdRpدرصد شباهت توالي آمينو اسيدي  .1 جدول

 .جنس ميتوويروس

Table 1. Percent amino acid sequence identity (RdRp) between SsMV/Cea and 13 members of the genus 

Mitovirus. 

Mitovirus  isolates Acronym Identity(RdRp) GenBank 

accession no. 

Cryphonectria cubensis Mitovirus 1a CcMV1a 41% AAR01970 

Cryphonectria cubensis Mitovirus 2a CcMV2a 35% AAR01973 

Cryphonectria cubensis Mitovirus 1c CcMV1c 41% AAR01972 

Gremmeniella abietina mitochondrial RNA virus 

S2 

GaRV-MS2 50% YP_077184 

Gremmeniella Mitovirus S1 GMV-S1 50% AAN05635 

Ophiostoma Mitovirus 5 OMV5 45% NP_660180 

Ophiostoma Mitovirus 6 OMV6 40% NP_660181 

Sclerotinia sclerotiorum Mitovirus 1/KL1 SsMV1/KL1 41% AEX91878 

Sclerotinia sclerotiorum Mitovirus 2/KL1 SsMV2/KL1 87% AEX91879 

Sclerotinia sclerotiorum Mitovirus 2/nz1 SsMV2/NZ1 94% AGC24231 

Sclerotinia sclerotiorum Mitovirus 3/nz1 SsMV3/NZ1 44% AGC24232 

Sclerotinia sclerotiorum Mitovirus 4/nz1 SsMV4/NZ1 40% AGC24233 

Thielaviopsis basicola Mitovirus TbMV 46% YP_002822229 
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 جديــد پرگنــه ايــن از ميســليوم تهيــه از بعــد .)2006

)Lekh+V(، اسـتخراج  جداگانـه  بصورت تكرار، سه هر از 

 در كه چهآن طبق سلولز ستون از استفاده با آر ان اي دولاي

  .گرفت انجام شد ذكر قبل

  مايكوويروس عمودي انتقال

 طـي  Cea جدايـه  مـايكوويروس  عمـودي  انتقال آزمون

 بـر  و آپوتسـيوم  توليـد  طريـق  از جنسـي  مثل توليد فرايند

 بعـد . گرفت انجام) 1383( همكاران و باغباني روش اساس

 100 بـا  هـا آن مقعـر  سـطح  هـا، آپوتسيوم بلوغ و تشكيل از

 آب در اسـپورها  تـا  شد شسته استريل مقطر آب يترميكرول

-آب محـيط  در حاصـله  سوسپانسـيون  سپس و شوند آزاد

. شـدند  داده كشـت  پتـري  هايتشتك درون درصد دو آگار

 بـه  قارچ روئيده تازه ريسه نوك اسپورها، زني جوانه از پس

 دمـاي  بـا  انكوبـاتور  درون و شد منتقل PDA كشت محيط

 انتقـال  از اطلاع جهت. شد داده قرار سلسيوس درجه1±21

 از شـده  توليـد  پرگنـه  هر از آسكوسپورها، به مايكوويروس

آر ان  اسـتخراج  قارچي، ميسليوم تهيه از پس آسكوسپورها،

  . گرفت انجام شد ذكر قبل در كه آنچه طبق اي دولاي

  حذف مايكوويروس از قارچ

شناسي و ر مايكوويروس بر ريختيبه منظور بررسي تاث

از  آر ان اي دولايزايــي ميزبــان اقــدام بــه حــذف ريبيمــا

از جدايـه   آر ان اي دولايبراي حـذف  . جدايه قارچي شد

Cea    كننـده از سـنتز   از سيكلوهگزاميد بـه عنـوان ممانعـت 

RNA در . روش نوك ريسه استفاده شد و پروتئين همراه با

در سـه غلظـت    )Sigma( اين آزمـايش از سـيكلوهگزيميد  

كروگرم در ميلي ليتر در سه تكرار اسـتفاده  مي 50و  40، 30

هـاي  رشـديافته در محـيط   Ceaجدايه  از حاشيه پرگنه. شد

نوك ريسه برداشته شد و به محـيط   حاوي سيكلوهگزيميد،

PDA هاي حاصـل  فاقد سيكلوهگزيميد منتقل شد و تشتك

درجـه سلسـيوس قـرار داده    21±1درون انكوباتور با دماي 

جدايـه هـاي حاصـل بـه     ). Zhou&Boland 1998(شـدند  

منتقل شدند و بعد از تهيه ميسليوم  PDBمحيط كشت مايع 

  .قارچي، استخراج به روش ذكر شده در قبل انجام گرفت

  زايي و ريخت شناسيآزمون بيماري

، Lekh +Vهـاي  زايـي جدايـه  به منظور بررسي بيمـاري 

Cea وLekh ــويا ــان س ــم ( 1، گياه ــرفس) DPXرق (  2و ك

سـازي گياهـان   بـراي آمـاده  . انتخاب شـدند  )Dulceواريته 

هاي كرفس در قطعـاتي بـه طـول ده    دمبرگ مورد آزمايش،

ــرگســانتي ــر و ب ــانول مت % 70هــاي جداشــده ســويا در ات

 مقطــر آب بــا الكــل بقايــاي و ضــدعفوني ســطحي شــدند

قـرص ميسـليومي بـه قطـر پـنج      . شد داده شستشو استريل

كه از حاشيه در حـال رشـد    متر از دو جدايه موردنظرميلي

پرگنه سـه روزه جداسـازي شـده بـود، روي سـطح بـرگ       

شـده كـرفس قـرار     شده سويا و همچنين دمبرگ بريده بريده

سـترون قـرار    هـاي پتـري  هـا درون تشـتك  بـرگ . داده شد

از  يـك  هر روي قارچي جدايه هر اثر براي مطالعه. گرفتند

از هـر يـك از   . گياهان نامبرده سه تكرار در نظر گرفته شـد 

به عنـوان  ) برگ يا دمبرگ(گياهان نامبرده، سه قطعه گياهي 

. شاهد براي اثبات عدم اثر سوء قرص آگار به كار برده شـد 

زني بود كـه  روش قرار دادن قرص آگار مشابه با روش مايه

شرح داده شد با اين تفاوت كه قرص آگـار فاقـد ميسـليوم    

كوبـاتوري بـا دمـاي    شـده در ان  زنـي  گياهان مايه. قارچ بود

% 100درجه سلسيوس و رطوبت نسبي نزديـك بـه    1±21

). Zhang et al. 2009; Boland 2004(نگهـداري شـدند   

                                                      
1
Glycinemax 

2
Apium gravelones 
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زنـي، علائـم ايجادشـده     ساعت از مايـه  60پس از گذشت 

طـول و  . ها مورد بررسي قرار گرفتندها و دمبرگروي برگ

 زايـي ايجادشده به عنوان مشاهدات بيمـاري  يهاعرض لكه

  .گيري و ثبت شدنداندازه

، Lekh + Vهـاي  ميزان رشد خطي ميسـليوم در جدايـه  

Cea  وLekh،    در فاصله زماني دوازده سـاعته روي محـيط

  .گيري شد، با انجام سه تكرار اندازهPDAكشت 

  نتايج

 ـهاي تـوالي جداسازي و آناليز داده  آر ان اي دولاي ابيي

  S. sclerotiorumقارچ  Ceaجدايه 

جدايـه   آر ان اي دولايروفورز محصول اسـتخراج  الكت

Cea  بانـد   كي ـ سـبب تشـكيل   درصـد  8/0در ژل آگاروز

 گرديـد  بـاز  كيلـو جفـت   5/2حدود  تقريبي وزن با واضح

اين ميزان با اندازه تقريبي مورد انتظار در مـورد   ).1 شكل(

-7/2(اعضاي جنس ميتـوويروس   آر ان اي دولاي قطعات

). King et al. 2012(بقت داشـت  مطا) كيلو جفت باز 3/2

 DNase Iهمچنين قطعه استخراج شده به تيمار آنزيمي بـا  

) مــولار NaCl  )3/0نمــك در غلظــت زيــاد RNase Aو 

مقاومت نشان داد اما همين قطعه در اثـر تيمـار آنزيمـي بـا     

RNase A  در غلظت كم نمكNaCl )03/0 حـذف  ) مولار

 قطعه به اثبات رسيد اين آر ان اي دولايگرديد لذا ماهيت 

  ).1 شكل(

 RdRp ژن مقايسه ميزان يكنـواختي تـوالي آمينواسـيدي   

  
 )3راهـك ( Lekh،)2راهـك  ( Lekh + V،)1راهـك  ( Ceaهـاي  مـرتبط بـا جدايـه    آرانايـدولاي نقوش الكتروفـورزي  : (A).1شكل 

راهـك  (NaClمولار 03/0و غلظت ) 4راهك (NaClمولار 3/0در غلظت  RNase Aدر تيمار با آنزيم Ceaمرتبط با جدايه آرانايدولايو

5 ( .M : بازي جفت كيلو 10ماركر .(C) : كشت متقابل دو جدايهCea(B)  وLekh(A) . قرص ميسليومي)     بـا فلـش نشـان داده شـده

مقايسه قطر زخم و نرخ رشـد  بترتيب : (B, D). منتقل گرديدبرداشته شده و به محيط كشت جديد  Lekhاز حاشيه پرگنه جدايه ) است

  .Lekhو  Cea ،Lekh + Vخطي سه جدايه 
Fig. 1. (A): Agarose gel electrophoresis of dsRNA associated with isolate Cea(1), Lekh +V(2), Lekh(3) and 

RNase A (0.03 M NaCl) (4) and RNase A (0.3 M NaCl) (5) treatment of dsRNA extracted fromisolate Cea . M: 

10 kbp marker. (C):Adualculture ofstrains Cea(B) and Lekh(A). A mycelial agar plug (arrow) was removed 

from the colony margin of strain Lekh and transferred to a fresh PDA plate containing. (B, D): Lesion 

diameter and growth rate comparisons between isolates Cea,  Lekh + V and Lekh. 
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هاي موجود در بانـك ژن  با ديگر توالي SsMV/Ceaجدايه 

ــابهت  ــاكي از مش ــدي   94ح ــه نيوزيلن ــا جداي درصــدي ب

SsMV2/NZ1  درصد مشابهت بـا جدايـه آمريكـايي     87و

SsMV2/KL1 از طرفــي در درخــت  ). 1جــدول ( بــود

اين  Neighbour Joiningشده براساس روش  لوژني رسمفي

مونوفيلتيك با حمايـت  سه جدايه در يك خاندان مستقل و 

  ).2 شكل( درجه اعتبارسنجي قرار گرفتند) 100%(بالاي 

بوسيله  تلاش براي حذف مايكوويروس از هيف قارچي

ها تيمار سيكلوهگزيميد و نوك هيف در هيچكدام از تكرار

افـزايش غلظـت   . آميـز نبـود   كرشده موفقيتهاي ذو غلظت

سيكلوهگزيميد بيشتر از مقادير ذكر شده نيز مـانع از رشـد   

  .پرگنه گرديد

انتقال عمودي مايكوويروس و تاثير آن بر ريخت شناسي 

  نتاج

ــا ــداد   ينت ــت تع ــل از كش ــپور و  100ج حاص آسكوس

 .Sيجنس ـ يـي زاحاصل از اسپور استخراج آر ان اي دولاي

Sclerotiorum  درصـد آسكوسـپورها    55نشان داد كه تنها

هـاي  پرگنه حاصل از اين آسكوسپور. روس بودنديو يحاو

آلوده همانند جدايه آلوده مادري رشد كمتـري داشـتند و از   

زايي كمتري برخوردار بودنـد در حـالي كـه    قدرت بيماري

هاي عـاري از ويـروس از نظـر    پرگنه حاصل از آسكوسپور

  .زايي وضعيت طبيعي داشتنداريميزان رشد و قدرت بيم

زايـي و  روس و تـاثير آن بـر بيمـاري   يتوويم انتقال افقي

  ريخت شناسي جدايه گيرنده

در جريان انتقال افقي و تلاش بـراي انتقـال ويـروس از    

در  جدايه آلوده به جدايه عـاري از ويـروس، ميتـوويروس   

كـه   Ceaاز جدايه  )1شكل( ها طي كشت متقابلتمام تكرار

منتقـل گرديـد و    Lekhرت طبيعي آلوده بود به جدايه بصو

بدسـت آمـد كـه     Lekh +Vجدايه آلوده جديـدي بـه نـام    

 حضور مايكوويروس در اين جدايه نيز از طريـق اسـتخراج  

شـده   جدايه آلـوده . بررسي و اثبات گرديد آر ان اي دولاي

نسبت به جدايه مادري  PDAجديد رشد كمتري در محيط 

 3/1 برابـر بـا   Cea  هيجدا سلوميم يخط رشد زانيم .داشت

)cm/12h (ـا يه مـادر ي ـكه در جدا يبود در حال  زان ي ـن مي

  
 Neighborروش  بـا  فيلوژنتيكي ترسيم شده درخت .2شكل

joining  اسيدي ژن آمينومربوط به تواليRdRp  جدايه ايراني

جدايه نماينـده   13و )SsMV/Cea(آمده در اين تحقيق بدست

متعلـق   RdRpاسيدي ژن نوآمياز توالي . Mitovirusاز جنس 

 بـه عنـوان   ScNV-23sو  Narnaviruses، ScNV-20sبه دو 

درجه ها اعداد روي شاخه. عضو برون گروه استفاده شده است

  .دهدرا نشان مي اعتبارسنجي
Fig. 2. Neighbor joining phylogenetic tree based 

onamino acid sequences of the RdRp gene of 

Iranian isolate obtained in this study (SsMV / Cea) 

and 13 representative strains of the genus 

Mitovirus. RdRp amino sequences of two 

Narnaviruses.ScNV-20s and ScNV-23s  were used 

as outgroup. Numbers next to branches represent 

bootstrap values based on 100 replicates. 
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پس از انتقال مايكويروس، ميـزان  . بود) cm/12h( 8/2برابر 

 )cm/12h( 8/1شده بـه   جدايه آلوده رشد خطي ميسليوم در

 نزديكتـر  Cea جدايه در رشد ميزان رسيد، كه اين مقدار به

  ).1شكل ( است

-زايي نشان داد اندازه لكهج حاصل از آزمون بيمارييتان

 Lekhنسـبت بـه    Lekh +Vهاي ايجادشده توسط جدايـه  

مقايسـه  ) 3(و ) 1( شـكل . توجهي داشته اسـت  كاهش قابل

در بـرگ سـويا و    زني سـه جدايـه  قطر زخم حاصل از مايه

هـا در  دهد، كه ميانگين قطر زخمدمبرگ كرفس را نشان مي

به ترتيب برابـر   Lekh +Vو  Ceaط جدايه توس برگ سويا

 Lekhمتر بود در حالي كـه در جدايـه   سانتي 94/1و  33/1

همچنين در دمبرگ كرفس اين مقادير در . بود 86/2برابر با 

 8/2، 2/2به ترتيب برابر با   Lekhو Cea ،Lekh +V جدايه

  .سانتي متر بود 9/3و 

  بحث

قــدرت هـا اغلـب بــا كـاهش    آلـودگي بـه ميتــوويروس  

باشد ماننـد  هاي بيمارگر گياهي همراه ميزايي قارچبيماري

B. cinerea )Wu et al. 2007( ،C. parasitica )Park et 

al. 2006( ،O. novo-ulmi )Hong et al.1999( ،R. 

solani )Lakshman et al. 1998( ،S. homoeocarpa 

)Deng et al. 2003 ( وS. sclerotiorum 

)Xie&Ghabrial 2012 .(    آزاري  با ايـن وجـود ميـزان كـم

 براي مثال. باشدها متغير ميناشي از آلودگي به ميتوويروس

Cryphonectria cubensismitovirus1b  وCryphon-

ectria cubensismitovirus 2a  تـــــاثير انـــــدك و

 .Bكـه   شـان دارنـد در حـالي   تـوجهي بـر ميزبـان    غيرقابل

cinerea  هنگـــــامي كـــــه توســـــطBotrytiscinerea-

mitovirus1(BcMV1) شــود بــه شــدت تــوان آلــوده مــي

). Wu et al. 2007(دهـد  زايي خود را از دست مـي بيماري

نتايج به دست آمده در اين تحقيـق نشـان داد كـه حضـور     

سبب كاهش قابل توجـه   S. sclerotiorumميتوويروس در 

زايـي  و قـدرت بيمـاري   رشد پرگنه درشرايط آزمايشگاهي

  ).4شكل(شد بان مختلف روي هر دو ميز

 RNAتيمار با سيكلوهگزيميد سـبب ممانعـت از سـنتز    

هــاي گــردد و روشــي معمــول بــراي حــذف آلــودگيمــي

 لايو آر ان اي تـك  مايكوويروسي از نوع آر ان اي دولاي

هاي موفقيت در حذف ميتوويروس عدم. باشدها ميدر قارچ

ادي امـري ع ـ  Sclerotiniaمختلف با اين تيمـار در جـنس   

  
-بـرگ زايي در و بيماري) چپ(ريخت شناسي پرگنه  .3شكل 

و  Cea ،Lekh +Vهـاي  جدايـه مربوط به ) راست(سويا  هاي

Lekh .زايـي جدايـه   بيماريLekh +V (A)  وLekh (B)  در

  .كرفس دمبرگ
Fig. 3.Colony morphology (left) and pathogenicity 

assays (right) of the Cea, Lekh+V and Lekh 

isolates based on their reaction on detached 

soybean leaves. Pathogenicity assay of  theLekh+V 

(A) and Lekh (B) on celery. 
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باشد و تاكنون توسط محققـين مختلفـي گـزارش شـده     مي

 ;Boland 1992; Zhou&Boland 1998(اســــت 

Xie&Ghabrial 2012; Khalifa&Pearson 2013 ( به طور

بنا به دلايل  يها از اين جنس قارچكلي حذف ميتوويروس

باشد به نحوي كـه تيمـار دمـايي،    نامعلومي امكان پذير نمي

مـار همزمـان ايـن دو و    يل و همچنـين ت تيمار با كلرامفنيك

نبـوده   ميد نيز قادر بـه حـذف آر ان اي دولاي  يسيكلوهگز

  ).Xie&Ghabrial 2012( است

 Ceaدر جدايـه   Mitovirusك ويروس از جـنس  يتنها 

هـا بـر   ها به مايكوويروسآلودگي منفرد در قارچ. يافت شد

هـاي همزمـان بـه دو يـا چنـد ويـروس از       خلاف آلودگي

از جمله ايـن مـوارد    .ي بسيار كمتري برخوردار استفراوان

ــي ــدود مـ ــرد  معـ ــودگي منفـ ــه آلـ ــوان بـ  R. solaniتـ

)Tavantzis&Brandy 1988 ( وXanthophyllomyces 

dendrorhous )Baeza et al. 2009(   بـا ايـن   . اشـاره كـرد

وجود تاكنون هيچ موردي از آلودگي منفرد به هـيچ جـنس   

ــي در  ــ S. sclerotiorumويروس ــت و گ ــده اس زارش نش

هـاي  همواره حداقل دو مايكوويروس و يا بيشتر از جدايـه 

آلوده اين قارچ گزارش شده است، اين در حالي اسـت كـه   

هاي مخلـوط حـداقل دو ويـروس از    در اغلب اين آلودگي

  .حضور داشتند Mitovirusجنس 

نتايج حاصل از آناليز تبارزايي مربـوط بـه تـوالي آمينـو     

درصـد   94داراي  SsMV/Ceaداد كه  نشان RdRpاسيدي 

 SsMV2/KL1درصـد بـا    87و  SsMV2/NZ1مشابهت با 

، ايـن  RdRpدر درخـت رسـم شـده بـر اسـاس      . باشـد مي

ها در يك خاندان مستقل و مونوفيلتيـك بـا حمايـت    جدايه

اين نتايج . درصد قرار گرفتند 100آناليز درجه اعتبارسنجي 

ده از جدايه ايراني كند كه ميتوويروس استخراج شثابت مي

Cea  قارچS. sclerotiorum  متعلق به گونهSsMV2  مـي-

  .باشد

 O. novo-ulmiمشخص شده اسـت كـه اسـپورزايي در    

در  منجربه از دست رفتن قطعات مختلـف آر ان اي دولاي 

و پيشنهاد شده اسـت كـه   ) Cole etal.1998(شود نتاج مي

ميزبـان باشـد   هـاي  تواند ناشي از تجمع پروتئيناين امر مي

-مـي  RNAكه در نهايت سبب محدود شدن همانندسـازي  

زايـي  احتمالا با مكانيسم مشابه، اسپور). Buck 1996(گردد 

 همانندسـازي  كـاهش  بـه  منجـر  S. sclerotiorumجنسـي  

درصـد آسكوسـپورها حـاوي     55و تنهـا   شـود مي ويروس

اين مشاهدات با نتايج حاصل از نرخ انتقال . ويروس بودند

ــوويروس عمــو در  SsMV4/NZ1و  SsMV3/NZ1دي ميت

از نيوزيلنـد   S. sclerotiorumقـارچ   16235 جدايه شماره

از طرفـي ايـن پديـده ممكـن اسـت سـبب       .مطابقت داشت

ــودگي هــاي همزمــان مايكوويروســي در فراينــد حــذف آل

-زايي طي چندين نسل گرديده و به نـوعي مـي  آسكوسپور

و يا چند ميتـوويروس  وجود آلودگي همزمان به د تواند عدم

  .همزمان در جدايه ايراني را تا حد زيادي توجيه نمايد

  سپاسگزاري

اين تحقيق در بخش بيماري شناسي، گروه گياهپزشـكي  

پرديس كشاورزي و منـابع طبيعـي دانشـگاه تهـران، كـرج،      

انجام گرفته است كه بدين وسيله تقدير و تشـكر بـه عمـل    

  .آيدمي

  منابع

مـتن انگليسـي   ) 159-158(ت جهت ملاحظه به صفحا

  .مراجعه شود

  


