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  چکیده
 ختَمـی  .باشدمی Bromoviridaeو خانواده  Cucumovirus، از جنس  Cucumber mosaic virus (CMV) ویروس موزاییک خیار

)Althaea officinalis ( در ایـن   .ردرف دارویـی دا امیوه و ریشه آن مص ـ ،گلکه  است پنیرکیاناز تیره خودرو و ساله یکگیاهی
از جملـه   یکیسـرولوژ هـاي  ونبـا آزم ـ  CMVوجود  و يآورجمع از گیاه ختمی CMV به آلودگی با مشکوكنمونه پنج  ،تحقیق

DAS-ELISA  ،جدایه  ها،از بین آن .شد یابیرد هااز نمونهTa-alth  پس از استخراج انتخاب وRNA  بـا  ، آن کل از گیاه آلوده بـه
ر ی ـقطعه تکث .تکثیر شد يجفت باز 675انجام و قطعه  RT-PCR ،یپوشش پروتئینه ژن یناح یصاصاخت آغازگرهاياستفاده از 

 .گردیـد انجـام   DH5αسویه   Escherichia coliهاي مستعد سلولسپس تبدیل  و سازيهمسانه pTZ57R/Tد  یشده درون پلاسم
بـا اسـتفاده   شده سازيخالصب ید نوترکیپلاسم تحلیلتجزیهحامل، درون موردنظر جهت حصول اطمینان از قرارگرفتن قطعه 

 يهـا یبـا تـوال   GeneDocبا استفاده از برنامه آمده دستتوالی به. گردیدتعیین  يتکثیر توالی قطعهو  انجام یبرش يهامیاز آنز
از روش  سـتفاده بـا ا  تبارزاییدرخت  وسه یمقا )موجود در بانک ژن(ا یدندیگر ران و نقاط یاز ا CMV يهاهیر جدایسامتناظر 

Neighbor-Joining(NJ) برنامه  وTREECON  جدایه پوششی پروتئینترادف ژن  تحلیلتجزیه .گردیدرسمTa-alth   نشان داد که
  .استدر ایران  CMVاین اولین گزارش از آلودگی ختمی به  .باشدمی ویروس موزاییک خیار IBاین جدایه متعلق به زیرگروه 

  

  سازي، ختمی، ویروس موزاییک خیار، همسانهتحلیل تبارزاییتجزیه :هاي کلیديواژه
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  مقدمه
 Cucumovirus جـنس  پی ـت عضو ویروس موزاییک خیار

 و کی ـزومتریا ذرات کـه  باشـد یم Bromoviridae خانواده و
 دارد ايقطعـه  سه و مثبت تیقطب با يارشتهتک RNA ژنوم

 اریبس این ویروس یزبانیم دامنه). 2005بونت و همکاران (
 ای ـناپا صـورت  بـه  شـته  گونـه  80 از شیب ـ توسط و عیوس

 گیاهـان دارویـی   ).2003اسریو و همکـاران  ( شودیم منتقل
 هـاي ایـن ویـروس هسـتند    میزبـان از  ...پونـه، نعنـا و   مانند

 رهی ـت از (A. officinalis) یختَم ـ .)2012داوینـو و همکـاران   (
 رفامص ـ آن شـه یر و وهی ـم ،گل که است سالهکی انیرکیپن

 يهــا گــل .)2009سوتوســکا و همکــاران  ( دارد یــیدارو
 اسـتفاده  داروهـا  روکش يبرا ختمی دیوسف قرمز ،یصورت

 ییهواوآب مناطق اغلب در ویروس موزاییک خیار .شود یم
 سـبب  منـاطق  از یبرخ ـ در و دارد وجـود  بـومی  صورتهب

 و هاوهیم ،هايسبز مانند یمحصولات در دیشد هايواگیري
 يارهـا یمع اسـاس  بـر  CMV هـاي هی ـجدا .شودیم هاعلوفه
 پوشـش  يدی ـپپت نقشه ،یکیسرولوژ روابط جمله از مختلف
 علائـم  زی ـن و روسیو کینوکلئ دیاس گیريدورگ ،ینیپروتئ

داوینـو و  ( رنـد گییم ـ قـرار  یاصـل  رگـروه یز دو در يماریب
 روسیــو يهــاهیــجدا نیبــ یکــیژنت تنــوع). 2005همکــاران 

-داده بـه  توجـه  با هاهیجدا و الاستب اریبس اریخ کییموزا
 سـه  در هـا آن هـاي  RNA در تشابه زانیم و یمولکول يها
 کی رگروهیز هايهیجدا. رندگییم قرار IIو IA ,IB رگروهیز

 76 يدارا دو رگـروه یز هايهیجدا و درصد 99 تا 91 يدارا
-هب ـ). 2005بونت و همکاران ( هستند مشابهت درصد 84 تا

 در گیاهـان  کی ـ رگـروه یز بـه  متعلـق  ايه ـهی ـجدا یکل طور
 دارنـد،  دو رگـروه یز هايهیجدا به نسبت يشتریب یپراکندگ

-هی ـجدا یتمـام  درصـد  80 موارد از یبرخ در کهصورتیبه
در ایـن   و هسـتند  کی ـ رگـروه یز به متعلق شدهي ردیابیها

گـالیتلی  ( بیشتر است IBنسبت به  IAبین فراوانی زیرگروه 
2000 .(  

 يهــاهیــجدا و شناســایی یابیــرد قیــتحق نیــا از هــدف
 يبنـد گـروه گیاه دارویی ختمـی،   از اریخ کییموزا روسیو

ــجدا ــا منتخــب هی ــتفاده ب ــاروش از اس ــرولوژ يه  و کیس

مولکـولی ایـن جدایـه بـا      اتیخصوص ـ سـه یمقا و یمولکول
اســتفاده از تعیــین تــوالی ژن پوشــش پروتئینــی بــا ســایر  

   .باشد یمهاي موجود در بانک ژن جدایه
  

  هاروش و مواد
  منبع نمونه

 فیتوص علائم اساس برکه  ختمی برگ نمونهتعداد پنج 
آلـودگی  مشـکوك بـه    ،اری ـخ کیی ـموزا روسی ـو براي شده

 تبریـز  راز شه 1389در تابستان  توسط این ویروس بودند،
 تـا  یکیپلاسـت  يهـا سـه یک درون هانمونه. دیگرد يآورجمع
 يرو بر هانمونه از یقسمت و خچالی در يبعد مراحل انجام
  .شدند يدارنگه  -20زریفر داخل و خشک میکلس دیکلر

  
  باید

 از اسـتفاده  بـا ) dot-immunobinding assay(بـا  ید آزمون
 بـود  شـده  دهیبر مناسب ابعاد در که يتروسلولوزین يغشا
-بـه  لیاستر مقطر آب رد غشا این .)1990بال ( گردید انجام
 قـرار  يکاغذ دستمال يرو سپس و ورغوطه قهیدق 15 مدت
 از تــریکرولیم 15 مقــدار .گــردد خشــک کــاملاً تــا شــد داده

 بـا  همـراه  آلـوده  يهانمونه از شدهاستخراج یاهیگ عصاره
 غشــاء يرو لکـه  صــورتهب ـ ســالم نمونـه  یاهیــگ عصـاره 

 بافر از استفاده با يسازحائل. شد قرارداده يتروسلولوزین
 بـه  BSA (bovine serum albumin)  درصـد  دو يحـاو  حائل
 در کریشاستفاده از  با همراه اتاق يدما در ساعت دو مدت
 پنج مدت به بار هر و بار سه سپس. گرفت انجام نییپا دور
 از پـس . داده شـد شستشـو   حائـل  بـافر  از استفاده با قهیدق

  1:500 نسـبت  بـا  DSMZ, Germany( IgG-CMV( شستشـو 
 سـاعت  دو تمـد  بـه  غشاء و اضافه يترسلولوزین غشاء به
ــا در ــاق يدم ــا دور در ات ــ يرو نییپ ــرار کریش ــت ق . گرف

 تی ـکانجوگو  انجـام  قبـل  مرحلـه  مطـابق  ي بعديشستشو
ــوم ــا )DSMZ, Germany( یعم  و اضــافه 1:1000 نســبت ب
 تی ـنها در. نگهداري شد ساعت دو مدت به قبل مرحله مانند
 نیآلکــال بــافر حائــل، بــافر بــا شستشــو بــار چهــار از پـس 

 تـر یکرولیم 33 و  NBT  تـر یکرولیم  5/16 يوحـا  فسـفاتاز 
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BCIP  پـس  قهیدق 30 تا هالکه رنگ رییتغ و اضافه غشاء به 
  .شد ثبت نمودناضافه از
  
  زایالا

کــلارك و آدامــز ( میمســتق روش بــه زایــالا آزمــوندر 
1977 ( DAS-ELISA(double-antibody sandwich ELISA)  

 يبـاد یآنت ـ از CMV هـاي هی ـجدا ییشناسـا  و یابیرد يبرا
 ,CMV  )DSMZیاختصاص ـ تی ـکانجوگ و ايهمسـانه چنـد 

Germany (کـردن مشـخص  منظـور به ن،یچنهم. شد استفاده 
 يبـاد یآنت ـ از اسـتفاده  بـا   TAS-ELISA آزمـون  رگروه،یز

ختارپـل و  ( گردید انجام رگروهیز یاختصاص ايهمسانهتک
ــار    DAS-ELISA و  TAS-ELISA  روش در. )1995کوم
 یپوشش ـ يبـاد یآنت ـ از اسـتفاده  بـا  ابتـدا  تشتک هر چاهک

) 1977(کلارك و آدامـز  روش  مطابق يبعد مراحل و ماریت
-DASهـاي دیبـا و   در آزمـون  مثبـت  يهـا نمونه. انجام شد

ELISA آزمــون يبــرا TAS-ELISA   قــرار  اســتفادهمــورد
 Ta-althنـام  هاي ب ـمولکولی روي جدایـه  هايهمطالع. گرفتند

  .انجام شد
  

  کل RNA استخراج
 بـرگ  بافـت  گـرم یل ـیم 200 از کل RNA ستخراجا

 بـافر  تریلیلیم دو در شدهزهیهموژن Ta-althآلوده به جدایه 
 و انجـام ) 1993(روحانی و همکاران روش مطابق استخراج

 25 در شـــدهاســـتخراجRNA سوسپانســـیون تیـــنها در
  .تهیه گردید لیاستر مقطر آب تریکرولیم

  
  آغازگرها

 آغـازگر بـه عنـوان    CMVCP-F غـازگر آ جفت کی از     
 یتـوال . شـد  استفاده معکوس آغازگر  CMVCP-Rو میمستق

               AGTGGATCCATGGACA'5 میمسـتق  آغازگر يدینوکلئوت
AATCTGAATCAACCAG3'  معکــوس  آغــازگر یتــوالو  

5'AACTTCGAATTC(G/T)ACTGGGAGCAC(C/T)CC(A
/G)GACGTGGG3'  الی جدایـه بـر اسـاس تـو    کـه  بـودB13 

)AY871070(  حـدود  طـول بـه  ياقطعه ریتکث .طراحی شدند 
  .بود انتظار مورد RT-PCR واکنش در باز جفت 675

   RT-PCR آزمون
 از تـر یکرولیم  4/0 ،رونویسی معکوس واکنش هر يبرا

ــا  )pmol/μl)5  معکــوس آغــازگر ــریکرولیم 1/1 ب  آب از ت
 RNA از رتــیکرولیمیـک   و شــده مخلـوط  زهیونیــد لیاسـتر 

 در هـا وبیکروتیم و اضافه وبیکروتیم هر به شدهاستخراج
 داده قـرار  قـه یدق پـنج  مـدت  بـه  گرادسانتی درجه 70 يدما

 طـور بـه  تا انتقال یافتند خی يروبه بلافاصله هانمونه .شدند
 يمحتـو  بی ـترک از تریکرولیم 5/7 سپس. شوند سرد عیسر
 dNTP، 40 ولارم ـ یلیم یک ،x10 واکنش بافر تریکرولیم دو

-تـرانس  میآنـز ) تریکرولیم 5/0( واحد 200 و RNasin واحد
 37 در هـا لولـه  و شـد  اضـافه  لولـه  هر به M-Mulv پتازیکر

 سـپس، . گرفتنـد  قـرار  قـه یدق 15 مـدت  به گرادیسانت درجه
 در قــهیدق 60 بــه مــدت گــرادیســانت درجــه 42 در هــالولــه

 میآنـز  اکـنش، و انجام از پس.  شدند داده قرار کلریترموسا
 درجـه  70 در هـا لولـه  قـراردادن  بـا  معکوس پتازیکرترانس
 واکــنش. گردیــد رفعــالیغ قــهیدق 10 مــدت بــه گــرادیسـانت 
 شـد  هی ـته تریکرولیم 20 یینها حجم در مرازیپل ايرهیزنج
 مـولار یل ـیم دو ، x10 PCRبـافر  تـر یکرولیم دو يمحتـو  که

MgCl2،pmol 5/2 واحـد  25/1 و میمستق آغازگر Taq DNA 

 از حاصـل  وردهآفـر  تـر یکرولیم پـنج  سـپس . بـود  مرازیپل
. دی ـگرد اضـافه  بی ـترک نی ـا به cDNA رشته ساخت واکنش
 35 قـه، یدق یـک  مـدت به Cº94 چرخه کی شامل PCR برنامه
 Cº72 ه،یثان 45 مدتبه Cº50 ه،یثان 30 مدتبه Cº94چرخه 

 قـه یدق پـنج  مـدت بـه  Cº72یینهـا  چرخه و قهیدق یک مدتبه
-RTواکـنش  از حاصـل  جینتـا  یبررس ـ منظـور به. شد جراا

PCR، واکنش هر از حاصل فرآورده تریکرولیم پنجPCR  بر 
 بافر در دیبروما ومیدیات يحاو درصد، 2/1 آگارز ژل يرو

TBE 0.5x  ،100 ولتـاژ  بـا  الکتروفـورز . دی ـگرد الکتروفورز 
 مین ـوکی ـ حـدود  مدت به آمپریلیم 24 انیجر شدت و ولت

 از يبــردارعکــس دســتگاه توســط جــهینت و انجــام ســاعت
  .شد یبررس ماورابنفش نور و  (Biomerta,Qiagen)ژل
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  برشی يهامیآنز با RT-PCRمحصول  هضم
 MspI میآنز از استفاده با RT-PCR در رشدهیتکث قطعات

 نیـی تع يبـرا  سـازنده  شرکت کاردستور مطابق) فرمانتس(
 هر از نانوگرم 100 باًیتقر. شدند داده برش CMV رگروهیز

 X1 يمحدودســاز بــافر تــریکرولیم 20 در  PCRمحصــول
. شـد  داده بـرش  ،میآنز واحد پنج و ng/μl100 BSA يمحتو

 انجـام  Cº37يدمـا  در سـاعت  سـه  یال ـ دو مدت به واکنش
 درصــد 8/1 آگــارز ژل در بـرش  محصــول ســپس،. گردیـد 
  .شد الکتروفورز ذکرشده روش مطابق

  
  ترادف نوکلئوتیديسازي و تعیین همسانه

نظـر در پلاسـمید   انـدازه قطعـه مـورد    هب PCRمحصول 
pTZ57R/T    ــت ــتفاده از کی ــا اس  InsT/AcloneTM PCRب

Product Cloning Kit (Fermentas, Lithuania)  همســانه-
شـده بـا   هاي سـفید مشـاهده  پلاسمیدها از کلنی. سازي شد

ــالینی  ــز آلک ــل  ( روش لی ــمبروك و راس ــت  )2001س و کی
راج پلاسمید شرکت کیاژن استخراج شدند و سپس با استخ

حضـور قطعـه مـورد     ،هاي برشی مناسـب استفاده از آنزیم
پلاســمید . گردیــدانتظــار در پلاســمیدهاي نوترکیــب تاییــد 

کـره  ( Macrogenمنظور تعیین ترادف به شرکت نوترکیب به
تعیـین تـرادف بـا اسـتفاده از آغـازگر      . شدارسال ) جنوبی

  .گردیدنجام ا M13Fعمومی 
  

  تحلیل تبارزاییتجزیه
ــايداده    ــدي ه ــوال نوکلئوتی ــابییت ــا شــدهی ــايداده ب  ه

 در قبل از که ویروس موزاییک خیار هايجدایه نوکلئوتیدي
هـایی کـه   و برخـی از جدایـه   بودند موجود اطلاعاتی پایگاه

 افـزار  بـا اسـتفاده از نـرم    ،قبلاً از ایران ردیابی شده بودنـد 
GeneDoc  تبارزایی هیتجز و شدند سازي چندگانهردیفمه 

ــاآن ــتفاده از روش  هـ ــا اسـ ــرم  Neighbor-Joiningبـ در نـ
. )1997و واچـر   ون د پیـر ( صورت گرفت TREECONافزار
 روش اسـاس  بـر  نوکلئوتیدي هايداده ژنتیکی فواصل ابتدا

هـا بـا   کلیـه شـاخه  مشخص شدند و  )1969(جیوکس کانتر 
در ایـن   .گردیدنـد ادغـام   70تـر از  استرپ پایینارزش بوت

بـه   ER، Peanut stunt virus(PSV) جدایـه  از تحلیـل تجزیـه 
  .شداستفاده  )out group( گروهعضو برون عنوان

  
  نتایج
  کیسرولوژ هايآزمون

کـه داراي   شـده يآورجمـع  هاينمونه يرو باید آزمون
نشـان   ،)1شکل ( بودند CMVعلائم موزاییک و مشکوك به 

هاي مـذکور بـه ویـروس موزاییـک خیـار      نمونه همه داد که
ــندآلـــوده مـــی ــذ از ،کیســـرولوژ آزمـــون در. باشـ  کاغـ

 هــايپـادتن  بـه  توجـه  بـا  و گردیـد  اسـتفاده  يتروسـلولز ین
هـا  و آلودگی آن بودند مثبت که هایینمونه در شده،استفاده

 عصـاره  قـراردادن  محـل  در رنگ رییتغ ثابت شد، CMVبه 
 نمونـه  بـا  سـه یمقا در آزمون نیا جینتا ،آمد وجودهب یاهیگ

هـاي ایجـاد شـده    لکـه  رنـگ  رییتغ يمبنا برو  یمنف و مثبت
ــذ نیتروســلولزي ــارز ،روي کاغ ــ و یابی ــد ریتفس  در .گردی

 از يمساو زمان در هاهیجدا رنگ رییتغ شدت ،موارد یبرخ
 روسی ـو غلظـت  تفاوت از یناش تواندیم و بود متفاوت هم
  .باشد آلوده هاينمونه در

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
 رنـگ  ریی ـتغ صـورت هب ـ TAS-ELISA و  -DASدر جینتا
. بـود  مشـاهده  قابـل  ،زرد رنـگ  بـه  زایالا تشتک هايچاهک
 هـاي آزمـون  در بودنـد  مثبت باید آزمون در که هایینمونه

آلودگی این بوته به   ،علائم موزائیک در بوته ختمی در مزرعه -1شکل 
 مشخص شد RT-PCRیزا، دیبا و ویروس موزاییک خیار با استفاده از الا
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 بــا TAS-ELISA آزمــون. شــدند یابیــارز مثبــت زیــن زایــلاا
 هی ـثانو يبادینتآ عنوانبه anti-CMV subgroup I از استفاده

 نی ـا در هـا نمونـه  همـه  و شـد  انجـام  مثبت هاينمونه يرو
  . گرفتند قرار کی رگروهیز در آزمون

RT-PCR  
 جفـت  از اسـتفاده  بـا کـل   RNAآموده   RT-PCRآزمون

بـه   منجـر پروتئین پوششـی  ناحیه ژنی  یاختصاص آغازگر
ورد م ـانـدازه  ( بـاز  جفت 675 طول به DNA قطعه کیتکثیر 
  ). 2شکل ( شد CMV ینیپروتئ پوشش ژن از )انتظار

  
  هضم آنزیمی محصول 

PCR در که هایییهجدا از PCR برش يبرا ،بودند مثبت 
 MspI میآنـز  با برش از پس که داد نشان جینتا .شد استفاده

 دآی ـیم ـ وجودهب هاهیجدا در يبازجفت 220 و 450 باند دو
-یم ـ CMV کی ـ رگـروه یز به هاهیجدا نیا به معنی تعلق که

  . باشد
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  مسانه سازي و تعیین توالیه

سـازي  قطعه درون پلاسـمید همسـانه   الحاقبراي تایید  
 EcoRI/BamHI هضم آنزیمی با اسـتفاده از دو آنـزیم  شده، 
ــا  ــراي آزاد EcoRI/HindIIIو ی ــه از پلاســمید  ب ســازي قطع
  . )3شکل ( قطعه مورد نظر آزاد شدو انجام 

نشـان داد کـه    NCBIدر مـوردنظر   لی قطعـه توابررسی 
ویروس موزاییک  یپوششپروتئین به ژن  مربوطآن توالی 
شـمار  بـا رس  NCBIتـوالی مـورد نظـر در    . باشـد خیار می

)Accession Number (JX219970  ــراي جدایــه ثبــت  Ta-althب
   .شد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
ناحیـه ژنـی پـروتئین    تـوالی   سـازي چندگانـه  ردیـف هم

 از شـده هاي گـزارش با سایر جدایه Ta-althپوششی جدایه 
مـوردنظر متعلـق بـه زیـر      جدایـه که نشان داد ایران و دنیا 

ردیـف  حاصـل از هـم   تبـارزایی درخـت   .باشـد می IBگروه 
از منـاطق مختلـف   ) 1 جـدول ( جدایـه  52با  چندگانهسازي 

-نشان داد که جدایـه مـورد   هاي مختلفدنیا و روي میزبان

با استفاده  RT-PCR وش الکتروفورز محصولقن -2 شکل
    CMVCP-F/CMVCP-Rاز جفت آغازگر

M  :  نشـانگرGene Ruler 100bp DNA Ladder   
  موزاییک خیار هاي مثبت آلوده به ویروس نمونه:  5تا1

۱۰۰۰bp 

۵۰۰bp 

 pTZ57R/Tنقوش الکتروفورز واکنش هضم پلاسمید -3شکل 
   هاي برشیتوسط آنزیم  CMV-CPنوترکیب حاوي 

BamHI  EcoRI/  
M : گـر نشـان  Gene Ruler 100bp DNA Ladder1 :

پلاسمید : 9و8هاي فاقد قطعه  کلون: 7تا  2پلاسمید بدون برش 
  CMVداراي قطعه ژن پوشش پروتئینی 

۹۴۷ bp 
۸۳۱ bp 

۵۶۴ bp 

۶۷۵ bp 
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هایی از هندوستان و یک جدایه از چـین  راه با جدایهنظر هم
کـه  ، در حـالی ردیگقرار می IBو در زیرگروه  خوشهدر یک 
هاي ایرانی که قبلاً مورد بررسی قـرار گرفتـه بودنـد    جدایه

  ).4شکل ( قرار گرفتند IAدر زیرگروه 
  

 
  
 
 
 

 
 
 
 
 
  
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 .یپوشش نیپروتئ کنندهرمز  ژناساس  بر Althaea officinalis از شدهیابیردیه جدا شامل اریخ کیموزائ وسریوي هاهیجداتحلیل تجزیه -4 شکل
هـا  شـاخه  يدر بـالا درصـد   70درجه اطمینان بیش از . شده است میترس TREECONدر نرم افزار  Neighbour-Joiningروش اساس بردرخت 

 عضـو بـه عنـوان    PSV-ER. مشخص شده استهاي ایرانی که قبلاً ردیابی شده بودند با دایره ایهبا بیضی و جد  Ta-alth هیداده شده و جدا شینما
  .انتخاب گردیدبرون گروه 

IA 

IB 

II 



 35                                                                                                                                    ...شناسایی مولکولی و تجزیه تحلیل تبارزایی

 رس شماره کشور میزبان جدایه یا استرین

B23 ایران خیار AY871071 

B13 ایران خیار AY871070 

S337 Cucumis sp. ایران AY871069 

SH17 ایران خیار AY871068 

IA - اندونزي AB042294 

BAR96 - اسپانیا AJ829777 

Hawaeii Musca sp. هاوایی U31219 

Fny - آمریکا U20668 

K - چین AF127977 

SD - چین AB008777 

IA - اندونزي AB042294 

   D105381 
Ri-8 اسپانیا گوجه فرنگی AM183119 

MY17 - ژاپن AF103993 

Woj Cucumis sativus هستانل FJ621496 

M - آمریکا D10539 

D8 - ژاپن AB004781 

Iizuka ژاپن لگوم D16405 

P1 - چین AJ006988 

M22710 - ژاپن M22710 

Y - ژاپن D12499 

HL - ژاپن AB049568 

CS - ژاپن D28489 

yunyan 87 Nicotiana tabacum چین JF327832 

DI1 - ایران DQ002876 

GI1 ایران خیار DQ002885 

FI2 ایران کدو DQ002884 

FI3 ایران کدو DQ002883 

HC210 - چین X65017 

    
    

   
 
 
 

    

هاي که در بررسی NCBIموجود در بانک ژن CMV هاي مختلفهاي جدایهو میزبان) کشور(شماره، منشا رس -1جدول 
  ولی این تحقیق مورد استفاده قرار گرفته استمولک
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  بحث
 ،هـا ي آنهـا گیاهـان دارویـی و فـراورده   اهمیت به دلیل 

ها در پـرورش و  ها مانند ویروسآن بیمارگرهايی شناسای
 ،رسـد نظـر مـی  هتولید این نوع از گیاهان امري ضـروري ب ـ 

کننـده رشـد و   زا اثر محـدود زیرا ممکن است عوامل بیماري
هاي این نوع از گیاهـان را  وردهآتغییر ترکیبات و خواص فر

هـاي  شـده توسـط جدایـه   علائم ایجاد .داشته باشنددنبال هب
 علائـم  از یبرخ ـ. دامنه بسـیار وسـیعی دارد   CMVتلف مخ
ــد CMV توســط جادشــدهیا ــاًیتقر کییــموزا مانن  همــه در ب

کـه   )2008سخندان و همکاران ( است مشاهده قابل هاهیجدا
 .)1شکل ( قابل مشاهده بود نیز گیاه ختمی چنین علائمی در

را  علائـم  از ياگسـترده  دامنـه  روسی ـو نی ـا ،وجـود  نیا با
سخندان و همکاران ( دکنمی جادیا مختلف يهازبانیم يرو

 يادی ـز عوامل از تواندیم علائم یگستردگ و تفاوت). 2006
 و زمـان هـم  یآلـودگ  عوامـل  نی ـا از یکی .باشد شده یناش

 در کـه  باشـد یم ـ هـا روسی ـو ریسـا  با روسیو نیا مخلوط
 شـود یم ـ آن کاهش ای و علائم دیتشد سبب موارد از یبرخ

یـزا و  نتـایج آزمـون الا   ).2008، 2006مکاران سخندان و ه(

  1جدول  ادامه   
ND2 Petunia hybrida چین EU414786 

CA Arachishy pogaea هلند AY429432 

LW چین توتون EU414784 

VAL90 اسپانیا گوجه فرنگی AJ829779 

Pl-1 اسپانیا گوجه فرنگی AM183116 

Tfn ایتالیا گوجه فرنگی Y10886 

BAR92 اسپانیا گوجه فرنگی AJ829778 

Oahu آمریکا موز U31220 

Ixora آمریکا گوجه فرنگی U20219 

HB3 چین فلفل FJ788416 

Bal-In هندوستان خربزه JF279609 

Ch-Ada Capsicum annuum هندوستان FJ168035 

CP25 Physalis minima هندوستان X89652 

Lucknow Chrysanthemum morifolium هندوستان EF153733 

L Hyoscyamus muticus هندوستان AF350450 

Palampur Cucumis sativus هندوستان HE583224 

Tsh چین گوجه فرنگی EF202597 

PF ژاپن سیب زمینی AB368501 

S - آمریکا AF063610 

LS - آمریکا AF127976 

WicDS Lonicera caprifolium لهستان EU191027 

C2 Cucurbita pepo لهستان HM480051 

DKRD Spinacia oleracea آمریکا U10922 

Ta-alth Althaea officinalis ایران  JX219970 
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 Iنظـر متعلـق بـه زیرگـروه     دیبا نشان داد که جدایـه مـورد  
هاي میزبانی احتمـالاً  گونه. باشدویروس موزاییک خیار می

، هسـتند  CMVهاي متفاوت عوامل مهم در پیدایش زیرگروه
هاي گزارش شده از کدوئیان متعلق بـه  که اکثر جدایهطوري

بنــدي بــراي گـروه  ،در ایــن مطالعـه  .باشـند مــی I زیرگـروه 
ــرولوژیکی،  ــه از   TAS-ELISAروش از س ــد ک ــتفاده ش اس

از بـادي اولیـه و   بـه عنـوان آنتـی    ايچندهمسـانه بادي آنتی
-عنـوان آنتـی  بـه ) Iویژه زیرگروه (اي همسانهبادي تکآنتی

، ايچندهمسـانه هـاي  باديآنتی. استفاده گردیدبادي ثانویه 
هـاي مشـترك بـین دو    تـوب کـه در مقابـل اپـی   یل ایـن به دل

هاي متعلـق بـه   دهند، براي تمایز جدایهزیرگروه واکنش می
بـادي  کـارگیري آنتـی  بـه . دنباش ـدو زیرگروه مناسـب نمـی  

ــانه ــک پوشــش داده( ايچندهمس ــه چاه ــده ب -TASدر ) ش

ELISA   هـاي  ، این روش را براي تمـایز سـرولوژیکی جدایـه
ــوع ــ  CMVمتن هــاي اســتفاده از روش. ســازدیمناســب م

 CMVهــاي سـرولوژیکی بـراي ردیــابی و تعیـین زیرگـروه    
چنین قادر بـه تفکیـک زیرگـروه    عاري از مشکل نبوده و هم

IA  وIB در این بررسـی از   ،براي رفع این مشکل. باشدنمی
تعیـین   در نهایـت براي ردیابی و   RT-PCRترروش حساس

 گردیـد ر کـه اشـاره    طـو همـان  .نوع زیرگروه استفاده شـد 
براي ردیـابی، کارهـاي بعـدي از      RT-PCRکاربردبر علاوه 

-سـازي و بررسـی  قبیل تعیین توالی نوکلئوتیدي و همسانه
نیـز   )1992ریزوس و همکاران ( )RFLP(هاي برش آنزیمی 

 PCR. مدنظر بـود  آوريفنعنوان دیگر اهداف کاربرد این به
تواند مورد استفاده نمیبه تنهایی با استفاده از آغازگرهاي 

زیـرا ایـن    ،هاي این ویروس کمک کندبندي جدایهبراي گروه
-آغازگرها بر اساس مناطقی از ژنوم ویروس طراحی شـده 

در . این ویروس مشـابه هسـتند   هايجدایهاند که در تمامی 
بنـدي جدایـه مـورد مطالعـه بـرش      براي گروه رابطه،همین 

تکثیریافتـه بـا    DNAطعه روي ق MspIآنزیمی با استفاده از 
PCR ــه  انجــام گرفــت و نشــان د ــه مــوردنظر ب اد کــه جدای

دو قطعه بـه   تجزیه تحلیلزیرا در این  .تعلق دارد  Iزیرگروه
جفـت بـاز حاصـل     220جفت بـاز و حـدود    400هاي اندازه
بنـدي  سـایر محققـین نیـز از ایـن روش بـراي گـروه      . ندشد

ــه ــدهــا اســتفاده کــردهجدای ــ(ان ، 1992اران ریــزوس و همک
-وجـود دو بانـد مجـزا نشـان    ). 1997ن اسخندان و همکـار 

 IIدهنده عدم وجود آلودگی مخلوط احتمالی بـا زیـر گـروه    
ــروه . باشــدمــی ــودن زیرگ ــراي  CMVهــاي مشــخص نم ب

ویروس امـر مهـم و ضـروري بـه      واگیريشناسایی و فهم 
-چنین ردیابی جدایههم). 2005یو و همکاران ( رسدنظر می

هـا مرحلـه مهمـی در    و ارزیابی تنوع ژنتیکی آن CMVهاي 
-استفاده از مهندسی ژنتیک مـی  در ویژهبهکنترل ویروس، 

  ).2003لین و همکاران ( باشد
شـده از  ردیـابی  CMVهـاي  جدایه تبارزایی هايهمطالع 

قـرار   IAها در زیرگروه ایران نشان داده است که این جدایه
در  Ta-althجدایـه  د کـه  نشـان دا ایـن تحقیـق   گیرند امـا  می

 هـاي بررسـی نتـایج  . )4شـکل  (می گیـرد  قرار  IBزیرگروه 
متعلــق بــه  CMVهــاي کــه جدایــه دهنــدنشــان مــی پیشــین

شـوند  به دو زیرگروه تقسیم می منشابر اساس  Iزیرگروه 
تنهـا در آسـیا    IBهاي متعلق به زیرگروه که جدایهطوريهب

 اطق وجـود دارد در همـه من ـ  IAشوند و زیرگـروه  دیده می
هـا  هوجود سایر مطالعبا این). 1997پالوکایتیس و زایتیلین (

 IBهایی از آمریکا و اروپا نیز در زیرگروه جدایه ،نشان داد
هـاي  تـري نسـبت بـه نمونـه    مامـا فراوانـی ک   ،گیرندقرار می

تحقیـق  شـده در  رسـم  تبـارزایی در درخـت  . دن ـآسیایی دار
د نوجود دار IBیرگروه چهار خوشه مجزا در ز ،حاضر نیز

جدایه با از هندوستان و یک  جدایهیک خوشه شامل پنج  که
 1 طور که در جدولهمان .)4شکل ( قرابت کمتر از چین بود

هـاي قرارگرفتـه در   جدایه هاينشان داده شده است میزبان
شامل کدوئیان و غیرکدوئیان  ود نباشاین خوشه متنوع می

هـاي متعلـق بـه    د کـه جدایـه  ده ـاین امر نشان می .شودمی
-باشـند کـه مـی   داراي تنوع بالاي میزبـانی مـی   IIزیرگروه 

تعیـین جدایه  .توانند کدوئیان و غیرکدوئیان را آلوده نمایند
ــوالی ــدهت ــی  ش ــز (Ta-alth)ختم ــه نی ــه ب ــراه جدای ــاي هم ه

طـور کـه قـبلاً    همـان . هندوستان در این خوشه قرار گرفتند
هـاي  ریکا و اروپا نیـز در خوشـه  ی از آمیهابیان شد نمونه

احتمالاً گونـه میزبـان در   .  جاي دارند IBمجزا در زیرگروه 
-زیرا نمونه ،نقش دارد CMVهاي متفاوت پیدایش زیرگروه
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انـد بیشـتر   هایی که قبلاً از منطقه مورد مطالعه ردیابی شده
 IAي کــدوئیان بــوده و متعلــق بــه زیرگــروه هــااز میزبــان

 IBهایی کـه در زیرگـروه   اکثر نمونه گر،دی از طرف. هستند
 سـازي جـز کـدوئیان جدا  ههـایی ب ـ اند از میزبـان قرار گرفته

  .اندشده

ویروس موزاییک خیار براي اولین بار از  ،در این تحقیق
ــد    ــایی ش ــابی و شناس ــی ردی ــی ختم ــاه داروی ــس از . گی پ

ناحیه ژنی پروتئین پوششـی،  تعیین توالی و سازي همسانه
ویروس موزاییک خیـار تاییـد شـد     IBیرگروه تعلق آن به ز
 خوشهدر یک چیناي از هاي هندوستان و جدایهکه با جدایه

   .گرفت قرار
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Abstract  

Cucumber mosaic virus (CMV) belongs to the genus Cucumovirus in the family Bromoviridae. Althaea 
officinalis, commonly known as hollyhocks in the family Malvaceae, is an annual plant whose fruit, flower and 
root are used as medicinal products. In this study, five samples of hollyhocks leaves with viral symptoms were 
collected and CMV was detected using DAS-ELISA from the samples. Ta-alth isolate was selected and total 
RNA extracted. The PCR reaction was performed using CMV-CPF and CMV-CPR primer pair corresponding to 
the CP region of CMV and as a result, a 675 bp band was amplified. The amplified fragment  inserted into 
pTZ57R/T and transformed into competent cells of E. coli strain DH5α. Extracted recombinant plasmid was 
analyzed by restriction analysis then sequencing. The GeneDoc was used to compare the generated CP sequence 
with the counterpart segment of previously reported CMV isolates from Iran and other parts of the world 
available in GenBank. A phylogenetic tree was generated with Neighbor-Joining (NJ) method in TREECON 
program which showed that the Ta-alth isolate belonged to subgroup IB of CMV. This is the first report of CMV 
from Althaea officinalis in Iran.  

Keywords: Cloning, Phylogeny, Althaea officinalis, Cucumber mosaic virus  
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