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  چكيده
نمونه از گياهـان ميخـك كـه برگهـاي آنهـا       450هاي اطراف مشهد و چناران تعداد  گلخانه ، از1387و  1386طي فصلهاي زمستان و بهار سالهاي 

ي  RNA.گرديـد هاي آلـوده مشـخص    الايزا نمونهساندويچ دو طرفه با استفاده از آزمون . آوري شد پريدگي، ابلقي و بدشكلي بود، جمع داراي علايم رنگ
به همـراه   AccuPowerR RT Pre Mix Kitكيت . گرديدستخراج جمع آوري شده اهاي  نمونهاز  RNXTM (-Plus)كل گياه با استفاده از محلول 

نيـز بـا اسـتفاده از كيـت      PCRواكـنش  . كـار رفـت   ي ويروسـي بـه  cDNAجهـت سـاخت رشـته    مورد هـدف  پرايمر اختصاصي برگشت هر دو قطعه 
AccupowerR PCR PreMix  واكنش . انجام شدRT-PCR هاي تقريبـي   را به اندازه دو قطعه از ژنوم ويروسbp 1037  وbp 676   تكثيـر كـرد 

 23بـا تـوالي نوكلئوتيـدي     FUM2جدايه  bp 676از قطعه  ژن 3توالي نوكلئوتيدي . مورد استفاده قرارگرفتند؛ PCRجهت تعيين توالي محصولات  كه
تجزيه و تحليل فيلوژنتيكي جدايه ايراني   .ت فيلوژنتيكي رسم شدمقايسه و درخ ClustalW2و در   BioEditافزار جدايه از ساير نقاط دنيا با كمك نرم

FUM2 هاي موجود در بانك ژن نشان داد كه جدايه مذكور در گروه  در مقايسه با جدايهI  و در زير گروهIA گيرد قرار مي.   
  

  ايران ،درخت فيلوژنتيكي، تعيين توالي ،CarMV( ،FUM2 ،RT-PCR(ويروس ابلقي ميخك  :كليدي واژه هاي
  
    1 مقدمه

اولـين بـار توسـط كاسـانيس     ) CarMV(ويروس ابلقي ميخـك  
)Kassanis ( از جــنس و از انگلســتان  1955در ســالDianthus 

spp. اين ويروس عضو تيپ جـنس  . )1( گزارش شدCarmovirus 
است كه داراي ذرات ايزومتريـك بـه    Tombusviridaeدر خانواده 
اي خطـي مثبـت    تـك رشـته   RNAو يك قطعه  nm30قطر حدود 

هــاي  ســاير اعضــاي ايــن خــانواده شــامل جــنس     . باشــد مــي
Tombusvirus ،Avenavirus ،Aureusvirus ،
Dianthovirus ،Machlomovirus ،Necrovirus  و
Panicovirus  كارموويروسها كوچكترين ژنوم را در ميـان   .باشد مي

ي ايـن  RNAژنـوم   .ي مثبـت دارنـد  ssRNAويروسهاي بـا ژنـوم   
 Leader(يـك تـوالي پيشـرو    . باشـد  مـي  ORF پنجويروس داراي 

sequence ( در انتهاي5    نوكلئوتيـد و قبـل از اولـين     69بـه انـدازه
AUG يك كدون خاتمه . وجود داردUAG  باعث توليد يك پروتئين

                                                            
، استاد و دانشجوي سابق ياستاد، كارشناس آموزشبه ترتيب  -4و  3، 2, 1

  گروه گياهپزشكي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد ،كارشناسي ارشد
  )Email: jafarpour226@yahoo.com            :نويسنده مسئول -(*

KDa 27 شود مي )p27(خـواني ايـن كـدون     ، اما با استراتژي پيوسته
)Read through (ــه كــدو ، )UAA(ن خاتمــه ديگــر و رســيدن ب

ايـن دو پـروتئين   . )p86( آيد وجود مي به KDa 86پروتئيني به اندازه 
آينـد، نقـش پليمـراز ويروسـي را      وجود مي به 2و  1هاي ORFكه از 
) Subgenomic(ي زيرژنومي RNAها از طريق ORFساير . دارند

و در حركـت   )p7( بـوده  ORF3 ،KDa 7محصـول  . شـوند  كد مـي 
 بـوده  ORF4 ،KDa 9محصول . ويروس نقش دارد سلول به سلول

)p9( اين ويروس ماننـد  در  .و در انتشار سيستميك ويروس نقش دارد
ــاير  ــروتئين در  Carmovirusاعضــاء جــنس س كمپلكســي از دو پ

 (Blockدهـد   كه تشكيل بلوك دو ژني را مـي  حركت آنها نقش دارد
"Double-gene" ( كـــه دوORF كوچـــك داخلـــي همپوشـــان 
)ORF و در حركت سلول  كد كننده اين پروتئينها هستند) 4و  3هاي

بـوده كـه    ORF4 ،KDa 38محصـول  . نقش دارد ويروس به سلول
كلاهـك  يـك  ژنـوم   5"در انتهـاي  . پروتئين پوششي ويروس اسـت 

)Cap (ساختمان خاصي وجود ندارد  3"و در انتهاي  وجود دارد) شكل
روس احتمالا محدود به خانواده دامنه ميزباني اين وي. )6و  5، 4، 1( )1

اسـت، داراي انتشـار جهـاني     )Caryophyllaceae(ميخك  گياهي
بـا  . شـود، وجـود دارد   بوده و در هر جا كه گل ميخك پرورش داده مي
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شود و هيچ ناقل بيولـوژيكي بـراي آن شـناخته نشـده      بذر منتقل نمي
همچنين  و) تماس گياه آلوده با سالم(صورت مكانيكي  انتقال به. است

توان در ساقه، برگ، گل و  ويروس را مي. شود از طريق پيوند انجام مي
در ايران اين ويروس بـراي اولـين   . )1(رديابي نمود ريشه گل ميخك 

 از 1982و  1979، 1977بار توسط مشيري و دانش در طـي سـالهاي   
  ).3(اصفهان گزارش شده است 

 4مشـتمل بـر   (نوم بررسي توالي نوكلئوتيدي دو قطعه از ژدر اين 
ويروس مشخص شد و با توالي نوكلئوتيدي  يك جدايه ايراني اين) ژن

) NCBIموجـود در بانـك اطلاعـات ژنـومي     (هـاي دنيـا    ساير جدايه
اين دو قطعه ژنومي با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي . مقايسه گرديد

تعيين توالي اين دو قطعه ژنـومي  . تكثير گرديد RT-PCRو با روش 
  .ود ويروس ابلقي ميخك را در منطقه اثبات كردوج

 

ساختار ژنومي و استراتژي بيان ژنهاي ويروس ابلقي  - 1شكل 
  )CarMV( )1(ميخك 

  
  ها مواد و روش

 هاي آلوده و شناسايي ويـروس بـا روش   آوري نمونه جمع
DAS-ELISA  

، از 1387و  1386فصل هـاي زمسـتان و بهـار سـالهاي     در طي 
از گياهان ميخك  نمونه 450تعداد  و چناران هاي اطراف مشهد گلخانه

 ـكه برگهاي آنها داراي علا پريـدگي و بدشـكلي بـود     م ابلقـي، رنـگ  ي
آوري و جهت بررسي وجـود ويـروس، بـه آزمايشـگاه      ، جمع)2شكل (

شناسايي و رديابي ويـروس ابلقـي    به منظور. )2جدول ( منتقل گرديد
ــزا از آزمــون) CarMV(ميخــك  ــه الاي -DAS( ســاندويچ دو طرف

ELISA (باديهــاي اختصاصــي ويــروس  و آنتــي)DSMZ -آلمــان( 
. )2( استفاده شـد  )1977(مطابق روش شرح داده شده كلارك و آدامز 
تصاصـي  اخ IgGاستيرن با  در اين آزمون ابتدا چاهكهاي پليتهاي پلي

هـاي   ويروس پوشش داده شد و به دنبال آن عصـاره برگهـاي نمونـه   
متصـل شـده بـه آنـزيم      IgGسپس . مورد نظر به چاهكها اضافه شد

انـدازي ويـروس در بـين دو     جهت به دام) IgG-AP(فسفاتاز  آلكالين
هـاي   ايجـاد تغييـر رنـگ در نمونـه     براي. بادي، استفاده شد لايه آنتي

ــت  ــروس، سوبسـ ــالين داراي ويـ ــزيم آلكـ ــفاتاز  راي آنـ ــي(فسـ -پـ

سـاعت از   2الـي   5/0پس از حـدود  . كار برده شد به) فسفات نيتروفنيل
صـورت چشـمي و بـا اسـتفاده از      هـا بـه   اضافه كردن سوبسترا، نمونـه 

-ELISA Reader, Avareness, Stat faxدسـتگاه الايزاخـوان  

ز شاهد در همه آزمونها ا .نانومتر قرائت شد 405در طول موج  (2100
  .مثبت نيز استفاده مي شد

 PCRو انجام واكنش  cDNAي كل، سنتز RNAاستخراج 
RNA      ي كـل گيـاه بـا اسـتفاده از محلـولRNXTM (-Plus) 

-DASهـايي كـه آلـودگي آنهـا در آزمـون       از نمونـه ) سيناژن ايران(

ELISA  كيـت  . به اثبات رسيده بود استخراج شـدAccuPoweR 

RT Pre Mix Kit (Bioneer Inc. Korea)   پرايمـر   هبـه همـرا
ي cDNAجهـت سـاخت رشـته     هـر دو قطعـه   اختصاصي برگشـت 

ميكروليتـر و   20در حجـم نهـايي    RTواكـنش  . كار رفت به ويروسي
ــر  3از پرايمــر برگشــت و  pmol 10غلظــت  از ) µg 1/0(ميكروليت
RNAاين واكنش سـپس بـا دمـاي    . ي استخراج شده انجام شدºC 

 ºC 94ير فعـال سـازي آنـزيم در دمـاي     مدت يك ساعت و غ به 42
نيـز بـا اسـتفاده از كيـت      PCRواكـنش  . دقيقه ادامه يافت 5مدت  به

AccupowerR PCR PreMix (Bioneer, Korea)  و غلظت
DNA يng 20  و همچنينpmol 10  از هر پرايمر در حجم نهايي

 Biometra Tpersonalميكروليتـر در دسـتگاه ترموسـايكلر     20

(Germany) با برنامه حرارتـي يـك چرخـه     وºC 94    4بـه مـدت 
چرخـه   39دقيقه به عنوان واسرشـته سـازي آغـازين و بـه دنبـال آن      

 ºC دقيقـه،  1به مدت  ºC 50ثانيه،  30به مدت  ºC 94متشكل از 
دقيقه بـه عنـوان    10به مدت  ºC72 ثانيه وهمچنين 70به مدت  72

 PCRواكــنش پـس از پايــان  . تكميـل پليمريزاســيون انجـام گرديــد  
 درصـد  TBE 1تهيه شـده در بـافر   % 1در ژل آگارز PCR محصول 

ــا  الكتروفــورز و پــس از رنــگ ــايج ب ــد، نت ــا اتيــديوم بروماي  آميــزي ب
-RTدر تمـام واكنشـهاي   . مشاهده شد لوميناتور ترانس  UVدستگاه

PCR  و شاهد مثبت نيز ) گياهان سالم ميخك(از شاهد منفيRNA 
توالي نوكلئوتيدي پرايمرهاي . اده قرار گرفتاستخراج شد و مورد استف

  .آمده است 1اختصاصي در جدول 
  PCRهاي  تعيين توالي نوكلئوتيدي فرآورده
؛ دو نمونه براي تعيين توالي PCRجهت تعيين توالي محصولات 

فرسـتاده   MWG Biotech (Germany)انتخاب شد و به شركت 
سـايت بانـك    تـوالي نوكلئوتيـدي ژنهـاي مختلـف ويروسـي در     . شد

بلاست شدند و صحت انجام توالي مـورد  ) NCBI(اطلاعاتي جهاني 
از قطعـه  ) CPو  P7 ،P9(ژن  3توالي نوكلئوتيـدي  . تاييد قرار گرفت

bp 676  جدايهFUM2  جدايه از ساير نقـاط   23با توالي نوكلئوتيدي
و   BioEdit (Fullversion 7.0.9.1)افـزار  دنيـا بـا كمـك نـرم    

ــا   ClustalW2همچنــين در  ــوژنتيكي ب مقايســه شــد و درخــت فيل
  . رسم شد MEGA 3.1افزار  نرم
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 .دهند پريدگي را نشان مي در برگهاي گياهان ميخك كه علايم بدشكلي و رنگ) CarMV(علايم ويروس ابلقي ميخك  - 2شكل 

  
  )CarMV ّ)FUM2( )6ي جدايه ايراني cDNAتوالي نوكلئوتيدي پرايمرهاي اختصاصي جهت تكثير  -1جدول 

Primer Sequence Product size Gene (ORF) 
CarMV1UP 5-CGC AGA TCT GGG TAAGCT GGC GGG C-3 1-1037 nt; cDNA1 RNA Polymerase 
CarMV1DN 5-AAT CAG CTG ACT AGC TCC TTG TTG C-3   
CarMV3UP 5-AGG GGG CCC CAG TGT GAA GCG GCA-3 2304-2979 nt; cDNA3 P7, P9 and CP 
CarMV3DN 5-CCC AAG CTT GGG ATA ACA CCC GTG-3   

  
  نتايج و بحث

ويروس ابلقي ميخك با وجود دارا بودن ژنوم بسيار كوچكش يك 
نشان  DAS-ELISAنتايج آزمون . باشد زا مي ويروس بسيار خسارت

آوري شده آلوده به ويروس ابلقي ميخـك   هاي جمع اكثر نمونهداد كه 
هـاي منطقـه مـورد بررسـي  را      گسترش وسيع آن در گلخانـه بودند و 

صـورت مكـانيكي ذكـر     ها و همچنين به توان انتقال از طريق قلمه مي
  ).2جدول (كرد 
 RT-PCR هاي تقريبي  دو قطعه از ژنوم ويروس را به اندازهbp 
 GeneRulerTM 100 bp Plusبـا اسـتفاده از    bp 676و  1037

DNA Ladder (Fermentas).  همـانطور   .)3شـكل  ( تكثير كـرد
ژن ويروسـي بـود؛ قطعـه     4كه عنوان شد دو قطعه تكثير شده شامل 

bp1037  حاوي پليمراز ويروسي)p86 (  و قطعـهbp 676   حـاوي دو
در  p9و  bp200در حـدود   p7بلـوك دو ژنـي؛   (ژن پروتئين حركتي 

بـود؛ كـه تـوالي    ) p38(و بخشي از پروتئين پوششـي  ) bp300حدود 
هــاي پــذيرش  بــا شــماره NCBIدر بانــك اطلاعــات ژنــومي  اينهــا

)Accession Numbers (GU229739   براي ژنهـايp7 ،p9  و
 GU229740و همچنــين ) p38(قســمتي از ژن پــروتئين پوششــي 

  . به ثبت رسيده است p86براي ژن 
  

 
  . )bp 676و  PCR )bp 1037الكتروفورز ژل آگارز محصولات  - 3شكل 

، 3000(باشد  مي GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas)مربوط به  8و خط  1خط : مربوط به ويروس bp676باند ) الف
  )bp 100، و 200، 300، 400، 500، 600، 700، 800، 900، 1000، 1200، 1500، 2000

  .جدايه هاي مختلف ويروس 6الي  1شاهد منفي، خط : 7خط 
شاهد : 6باشد؛ خط  مي GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas)مربوط به  7و خط  1خط : مربوط به ويروس bp1037باند ) ب

  .جدايه هاي مختلف ويروس 5الي  1منفي، خط 
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طح در س ClastalW2و مقايسه آنها در  هاي دنيا كار رفته در مقايسه توالي نوكلئوتيدي جدايه ايراني با ساير جدايه هاي به نام جدايه -3جدول 
  نوكلئوتيدي و آمينواسيدها

  نام جدايه NCBIشماره پذيرش جدايه در  درصد تشابه در سطح نوكلئوتيدي درصد تشابه در سطح آمينواسيد
     

94  97 AF192772  Shanghai, China  
94  97 AJ304989  Valencia, SPAIN  
94  97 AJ309492  isolate Aus, Australia,   
94  97 AJ309493  isolate Col., Colombia  
94  97 AJ309494  isolate fr. France  
93  97 AJ309495  isolate jap. Japan  
95  97 AJ309496  isolate nl-1. Netherlands  
96  97 AJ309497  isolate nl-2. Netherlands  
91  96 AJ309498  isolate isr-1. Israel  
95  97 AJ309499  isolate it-1. Italy  
96  97 AJ309501  isolate isr-2. Israel  
97  98 X02986  isolate China  
95  97 AJ309502  isolate it-2. Italy  
93  96 AJ309503  isolate sp-1. Valencia, SPAIN  
95  97 AJ309504  isolate sp-2. Valencia, SPAIN  
95  97 AJ309505  isolate sp-3. Valencia, SPAIN  
95  97 AJ309506  isolate sp-4. Valencia, SPAIN  
94  97 AJ309508  isolate sp-1. Valencia, SPAIN  
95  97 AJ309509  isolate sp-m. Valencia, SPAIN  
92  96 AJ309510  isolate sp-s. Valencia, SPAIN  
93  96 AJ309511  isolate usa-1. USA  
93  96 AJ309512  isolate usa-2. USA  
94  97 AJ811998  isolate Indian  

  
مناطق نمونه برداري و وضعيت پراكنش ويروس در اين  -2جدول 

  مناطق
منطقه نمونه 

  برداري
تعداد نمونه جمع آوري

  شده
تعداد نمونه

  آلوده
 102 213 مشهد و حومه

 127 237 چناران
  

بيشـترين تشـابه را بـا     FUM2توالي نوكلئوتيدي جدايه ايرانـي  
اين در  .رصد تشابه داردد 98با ) X02986(جدايه چيني اين ويروس 

حاليست كه كه با ديگـر جدايـه چينـي و همچنـين دو جدايـه ديگـر       
ــيايي  ــن (آس ــد و ژاپ ــابه دارد  97) هن ــد تش ــطح  . درص ــابه در س تش

درصد بود كـه بيشـترين    X02986 (97(آمينواسيدي در جدايه چيني 

ــدي   درصــد تشــابه را نشــان مــي  ــه هلن ــا جداي دهــد و پــس از آن ب
)AJ309497 (توالي نوكلئوتيدي جدايه . شدبا ميFUM2  97حدود 

ــا جدايــه چينــي   ، جدايــه اســپانيايي )AF192772(درصــد تشــابه ب
)AJ304989( جدايه استراليايي ،)AJ309492(  جدايه كلمبيـايي ، )

AJ309493( جدايـــه فرانســـوي ،)AJ309494( جدايـــه ژاپنـــي ،
)AJ309495 (  و دو جدايه هلنـدي)AJ309497  وAJ309496 (

. مي توان به تفصيل مشاهده كـرد  3ساير اطلاعات را در جدول . دارد
شود كه درصد تشابه در سطح آمينواسيدي ايزوله ايرانـي بـا    يادآور مي

اسـت ولـي بـا وجـود     ) درصد 97(بيشترين ) X02986(جدايه چيني 
 8درصدي در سطح نوكلئوتيدي بين جدايـه ايرانـي و    97اينكه تشابه 

ها  ارد ولي تشابه جدايه ايراني با اين جدايهجدايه ذكر شده فوق وجود د
تـوان   در سطح آمينواسيدي بسيار متنوع است كه علت اين امر را مـي 
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توانـد باعـث تغييـر     اين طور ذكر كرد كه جايگزيني يك نوكلئوتيد مي
همچنين ذكر اين نكته لازم است كه ايزوله . يك رمز اسيد آمينه شود

FUM2 نوكلئوتيدي و هـم در سـطح    كمترين تشابه را هم در سطح
  .دارد) AJ309498(آمينواسيدي با جدايه اسرائيلي 

بيشترين ناحيه حفظ شده در تـوالي نوكلئوتيـدي در ژن پـروتئين    
  .پوششي اين ويروس است

جهت رسم  MEGA 3.1افزار  نرم Neighbor-joiningروش 
). 4شـكل  (درخت فيلوژنتيكي براساس سه ژن ويروسي اسـتفاده شـد   

مقايسه آنهـا  كار رفته در اين درخت را به همراه  هاي به جدايه 2جدول 
. دهـد  نشان مي در سطح نوكلئوتيدي و آمينواسيدها ClustalW2در 

در مقايسـه بـا    FUM2تجزيه و تحليـل فيلـوژنتيكي جدايـه ايرانـي     
و  Iهاي موجود در بانك ژن نشان داد كه جدايه مذكور در گروه  جدايه

  .گيرد ميقرار  Aدر زير گروه 
 

  سپاسگزاري
بدين وسيله از معاونت محترم پژوهشي دانشگاه فردوسـي مشـهد   

هاي اين تحقيق را فراهم نمودند صميمانه تشكر و قـدرداني   كه هزينه
  .شود مي

  

  
  .p38و  p7 ،p9بر اساس توالي نوكلئوتيدي ژنهاي ويروسي ) CarMV(هاي ويروس ابلقي ميخك  درخت فيلوژنتيكي جدايه -4شكل 
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