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  چكيده
و يكـي از   Potyviridaeخـانواده   در Potyvirusجـنس  مهـم  يكـي از اعضـاء   ) Turnip mosaic virus; TuMV(ويروس موزائيك شـلغم  

ماننـد  علايم يك بيماري مشكوك ويروسـي   1391در فروردين  .باشد مي (Brassicaceae)كننده گياهان خانواده چليپائيان  هاي آلوده ترين ويروس مهم
اسـتفاده از  بـا  و  RT-PCRو وجـود ويـروس موزائيـك شـلغم بـا آزمـون        گرديددر علف هرز خردل كاذب مشاهده موزائيك، كوتولگي و بدشكلي بوته 

ابتـدا  ) جفـت بـاز   986(قطعـه تكثيـر شـده    . ويروس مورد بررسـي قـرار گرفـت   اين  (coat protein; CP)آغازگرهاي اختصاصي ژن پروتئين پوششي 
 تـا  64/91 و 58/89 تـا  42/85بـين  آناليز توالي نوكلئوتيدي وآمينواسيدي پروتئين پوششي، به ترتيب شـباهت  . تعيين ترادف گرديدسپس سازي و  خالص

نتـايج  . ترسيم شـد  Neighbour joiningو روش  MEGA6افزار  نرم درخت فيلوژنتيكي با .جدايه ديگر اين ويروس در دنيا نشان داد 31را با  12/95
   .دارندقرار  Basal-Bدر گروه  ايراناز  سه جدايه ديگري فيلوژنتيكي نشان داد كه اين جدايه ويروس موزائيك شلغم با اين بررس

  
   )TuMV( ويروس موزائيك شلغمشناسايي مولكولي، ، كاذب خردلتيكي، فيلوژن تحليل :كليدي هاي واژه

  
    1 مقدمه

) Turnip mosaic virus; TuMV(ويروس موزائيك شـلغم  
ــنس  ــاء ج ــي از اعض ــروس  يك ــوتي وي ــانواده  (Potyvirus) پ از خ

Potyviridae 1970و اولين بـار توسـط تاملينسـون در سـال      بوده 

بـالاترين دامنـه ميزبـاني را در بـين      TuMV. گزارش و توصيف شد
هـاي   زيـادي را بـه گونـه    هاي و سالانه خسارت داشتهها  ويروس  پوتي

ايـن ويـروس   . كنـد  از جمله كلـزا وارد مـي   Brassicaمختلف جنس 
ده محصولات زراعي آلوده كنن هاي ترين ويروس مهميكي از عنوان  به

ويروس موزائيـك شـلغم   ). 18(كشور جهان شناخته شده است  28در 
تعداد زيادي ويروس در طبيعت توسط   جنس پوتي ءهمانند ساير اعضا

ــته ــه شـ ــه  گونـ  Myzus persicae ،Brevicoryneاز جملـ

brassica،  Aphis gossypii ،Aphis craccivora  و
Lipaphis erysimi  28و  11، 6( شود نتقل ميمبه روش ناپايا.(  
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يـك  داراي ) نـانومتر  720بـه طـول   (اي اين ويـروس   ذرات رشته
 تــك (ribonucleic acid; RNA) اســيد ريبونوكلئيــك قطعــه
دو  بـا  و نوكلئوتيـد  9833 الـي   9830اي مثبت خطـي بـه طـول     رشته

اين ژنوم مشتمل بر يـك  . باشد مي Poly(A)-′3و  Vpg-′5انتهاي 
كـه ابتـدا   بـوده  ) open reading frame; ORF(باز قاب خواندني 

ترجمـه  اسـيدآمينه   3164 يـا  3163طول  پروتئين به يك پلي صورت به
پـروتئين   10حـداقل  بـه   يتوسـط پروتئازهـاي ويروس ـ   شده و سپس
) coat protein; CP(پروتئين پوششي . )25و  13( شود شكسته مي

ويروس در انتقال و  باشد مي بيان كه يكي از محصولات اين استراتژي
و  ويروس در داخل گيـاه  سيستميك و  با شته، حركت سلول به سلول

ژن پروتئين  .ويروس نقش دارد اسيد ريبونوكلئيك تنظيم همانندسازي
و در  بـوده هـا   ويـروس  يك ناحيه بسيار متغير در ژنـوم پـوتي   ،پوششي
 دروندر تعيـين تفـاوت   همچنـين  هـاي مختلـف و    بندي جدايـه  طبقه
). 26و  25، 21( حائز اهميت اسـت ها بسيار  اي آن اي يا بين گونه هگون

 مختلف ويـروس موزائيـك شـلغم از   هاي  ژنوم جدايهعلاوه بر اين كه 
ايران، ايتاليا، آلمان، كانادا، ژاپن، دانمارك، روسيه، لهسـتان، نيوزلنـد و   

ژن كامـل   شـده اسـت، تـوالي    تعيين تـوالي صورت كامل  به انگلستان
در دنيـا   ايـن ويـروس  هـاي   جدايـه از بسياري  نيز درپوششي  پروتئين

ويروس  ).27و  26، 17، 16، 15، 14، 13، 12، 7(مشخص شده است 
براساس تفاوت در توالي نوكلئوتيـدي بـه چهـار گـروه      موزائيك شلغم

  )علوم و صنايع كشاورزي(حفاظت گياهان  نشريه
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-Basal؛  Basal-B: تقسـيم شـده اسـت   ) Genogroup(ژنتيكي 

BR  ؛Asian-BR  وWorld-B .هاي تيپ ميزباني  جدايهB  بسيار
و  Brassicaمونوفيلتيك نيسـتند و از دو گـروه ميزبـاني     ر بوده،متغي
هـاي   جدايـه رسـد كـه    بـه نظـر مـي   . انـد  مشتق شده Brassicaغير 
هاي آسـيايي موجـود    و جدايه Asian-BRو  Basal-BRهاي  گروه
و  Brassicaخــود از جملــه  هــاي ميزبــانبــه  World-B گــروه در

Raphanus هـاي   بنـدي جدايـه   در تعيين گروه .اند بيشتر سازگار شده
TuMV  باشـد و بـا داشـتن     نيازي به توالي كامل ژنوم ويروس نمـي

تـوان ايـن    مـي ) هـا  ويـروس  هماننـد سـاير پـوتي   (ويروس  CPتوالي 
  ).25 و 24، 20، 19، 18، 8( بندي را انجام داد گروه

را از اسـتان  ويروس موزائيك شلغم  ،در ايران نخستين بار ايزدپناه
 از بهـار و همكـاران  در اصفهان نيـز توسـط    و) 1( فارس گزارش نمود

قرباني و همكـاران خصوصـيات   . )2(گزارش گرديد گياه شب بو  روي
 اينو مورفولوژي  B. brassica، دامنه ميزباني، انتقال با شناسي سرم

. )6( بررسي كردنـد د، بوجدا شده ويروس را كه از گياه كلزا در ورامين 
بـوي خيـري    شـب گياهـان زينتـي    در ايران ازويروس موزائيك شلغم 

)Cheiranthus cheiri(، اي گــــــــل داوودي گونــــــــه 
)Chrysanthemum sp.(،  گل حنا)Impatiens balsamina( ،

و  )Zinnia elegans( آهــار و )Petunia hybrida(اطلســي 
ــين ــرز    همچنـ ــف هـ ــه علـ ــد گونـ ــانواده چاز چنـ ــان از خـ ليپائيـ

(Brassicaceae) خـردل كـاذب   خردلي يا  مانند)Hirschfeldia 

incana(، شــلمي )Rapistrum rugosum(   خاكشــير تلــخ ،
)Sisymbrium irio ( كـرك   و خاكشير بـي)S. loeselii (  گـزارش

نمونه گياه كلزا كـه   1160شهرآيين و همكاران از . )9و  8( شده است
 ، ويروس موزائيك شلغمكرده بودندآوري  از مناطق مختلف كشور جمع

تـاكنون از نقـاط   ايـن ويـروس   . )5( نمونه شناسايي كردنـد  278را در 
اسـتان   و مختلف كلزاكاري ايـران از جملـه زنجـان، سـاري، ورامـين     

  ).22و  4(گلستان گزارش شده است 
موزائيك اي از ويروس  ژن پروتئين پوششي جدايه مطالعه، اين در
 بـا  و شـد طور كامل تعيين تـرادف   كاذب به لاز علف هرز خردشلغم 

هـا مـورد    و رابطه فيلوژنتيكي آن دنيا مقايسهجدايه ديگر در  31 توالي
   .بررسي قرار گرفت

  
  ها مواد و روش

  شناسايي ويروس
بخــش (در شهرســتان تربــت حيدريــه  1391در فــروردين ســال 

در علف  به آلودگي به ويروس موزائيك شلغمم مشكوك ئعلا، )كدكن
صورت موزائيـك، كوتـولگي و بدشـكلي     به) خردل كاذب(هرز خردلي 

بـه آزمايشـگاه منتقـل    جهـت بررسـي   ها و بوته مشاهده شـد و   برگ
واكـنش   از آزمـون  ايـن ويـروس،   شناساييرديابي و  منظور به .گرديد

 reverse)بـــرداري معكـــوس  اي پليمـــراز بـــا نســـخه زنجيـــره
transcription-polymerase chain reaction; RT-PCR) 

 آغازگرهاي اختصاصي ژن پروتئين پوششـي ويـروس اسـتفاده شـد    و 
 RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)كيـت  استفاده از با  .)21(

ــتورالعمل و  ــابق دسـ ــازنده،مطـ ــيد ريبونوكلئيـــك شـــركت سـ  اسـ
(ribonucleic acid; RNA) بررسي استخراج مورد هاي  از نمونه

 AccupowerTM RTاز كيـت   ،cDNAبـه منظـور سـنتز    . گرديد
Premix (Bioneer Inc., Korea)  ميكروليتر  20در حجم نهايي

تكثيـر ژن پـروتئين    .شركت سازنده استفاده شدمطابق دستورالعمل و 
ــون   ــا آزم ــروس ب ــن وي ــا PCRپوششــي اي ــتفاده و ب  كيــت از اس

AccuPowerTM PCR PreMix (Bioneer Inc., Korea)  و
ــي ر  ــاي اختصاص ــت  آغازگره ــت و برگش ــدول (ف ــتگاه د) 1ج ر دس

بــا برنامــه ) Biometra, Tpersonal, Germany(ترموســايكلر 
دقيقـه   چهارمدت   بهگراد  درجه سانتي 94 در دماي حرارتي يك چرخه

مدت   بهگراد  درجه سانتي 94 دماي چرخه متشكل از 35دنبال آن  بهو 
 72 و دمـاي  ثانيـه  30مدت   بهگراد  درجه سانتي 5/55 دماي ثانيه، 20

درجـه   72 دمـاي  مـدت يـك دقيقـه و همچنـين      بـه گراد  درجه سانتي
انجـام   ،عنوان تكميـل پليمريزاسـيون   دقيقه به پنجمدت   بهگراد  سانتي

 DNAدر ژل آگارز يك درصد حاوي رنگ  PCRمحصول . )21(شد 

Green Viewer ) با غلظت يك ميكروليتر در ) ايران -طوس پارس
 Gene Ruler™ 100 Plus DNAر حضور نشانگر دليتر و  ميلي

Ladder (Fermentase)،  ــد ــورز گردي ــل  .الكتروف ــاب دلي انتخ
ايـن   پـروتئين پوششـي   دست ژن غازگرها در نواحي بالادست و پايينآ

هـاي ابتـدا و انتهـاي     در صورت از دست رفـتن برخـي تـوالي   كه بود 
 ي ژنقسمت تكثيـر شـده در حـين تعيـين تـرادف نوكلئوتيـدي، تـوال       

پس از پايان الكتروفورز  .دست آيده صورت كامل ب به پروتئين پوششي
 باند با استفاده ازاين  و مشاهده باند مورد نظر در زير نور ماوراء بنفش،

 ,.AccuPrep Gel Purification Kit (Bioneer Incكيـت 

Korea)  خـالص شـد و جهـت     شركت سازنده،مطابق دستورالعمل و
  .ارسال گرديدكره جنوبي در  Bioneerشركت  تعيين توالي، به

  

  
  )21(توالي آغازگرهاي مورد استفاده  -1جدول 

 نام آغازگر محدوده آغازگر در ژنوم ويروس ترادف آغازگر
5’-CAAGCAATCTTTGAGGATTAT-3’ 8705-8726  Forward primer (TuMVF)  
5’-TATTTCCCATAAGCGAGAATA-3’ 9690-9669  Reverse primer (TuMVR)  
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  فيلوژنتيكي تحليل

ژن پروتئين پوششي و ترجمه آن  پس از تعيين ترادف نوكلئوتيدي
هـاي نوكلئوتيـدي و آمينواسـيدي بـا      به توالي آمينواسيدي، اين توالي

بـا  رديـف سـازي چندگانـه شـد و      هم ClustalW2استفاده از برنامه 
موجـود در  هاي نوكلئوتيدي و آمينواسيدي ژن پروتئين پوششـي   توالي
 ـ هاي اطلاعـاتي  بانك . گرديـد مقايسـه  ) NCBI GenBank( ومژن

و نواحي ابتداي قطعـه كـه خـوب خوانـده      )Gap(فاصله تمام نواحي 
كلئوتيـد و يـا   نو 864نشده بود از توالي مورد نظر حـذف و در نهايـت   

جدايه  31توالي نوكلئوتيدي و آمينواسيدي  اسيدآمينه باقيمانده با 288
روابـط فيلـوژنتيكي    بررسـي جهـت  ) 2جدول ( GenBankموجود در 

براي تعيين روابط فيلوژنتيكي، درخت فيلوژنتيكي ايـن  . استفاده گرديد
 بر اساس توالي كامل ژن پـروتئين پوششـي و بـا اسـتفاده از    ا ه جدايه
ــرين همســايه  نزديــك روش ــزار  )Neibour-joining(ت ــرم اف در ن

Mega6 )23 ( ــار  و ــه اعتب ــم   bootstrap (1000(درج ــرار، رس تك
 . گرديد
  

  نتايج و بحث
كه ويروس موزائيك شلغم در مزارع كلزاي اسـتان خراسـان    با اين

، اما علف هـاي هـرز ميزبـان ايـن ويـروس      )20(شناسايي شده است 
در مزارع كلزاي ايـن اسـتان   ) هاي بقا ويروس عنوان يكي از مكان به(

لذا با توجه به مشاهده علايم مشكوك ويروسي در . بررسي نشده است

نتـايج حاصـل از آزمـون    . ي نمونـه شـد  آور اقدام به جمع) 9(اين گياه 
RT-PCR شـد جفت باز  986اي به طول حدود  منجر به تكثير قطعه 

. و آلودگي نمونه مورد بررسي را به ويروس موزائيك شلغم تاييـد كـرد  
قطعـه تكثيـر    .اين باند مشاهده نشـد ) گياه سالم شلغم(در شاهد منفي 

 كامـل ژن  ، طـول NIbژن  3′از انتهـاي  جفـت بـاز    54شده شـامل  
 ).1شـكل  ( بـود  UTR-′3از انتهـاي  جفت باز  65و  پروتئين پوششي

نامگذاري شـده و تـوالي    TuMV-IRN HFIجدايه شناسايي شده، 
ــمار   ــا رس ش ــروتئين پوششــي آن ب ــدي پ در  KJ142139نوكلئوتي

GenBank به ثبت رسيد. 
 TuMV-IRN)مـورد بررسـي   درصد تشابه جدايـه   2جدول در 
HFI)، جدايه ديگـر نشـان    31ئوتيدي و آمينواسيدي با در سطح نوكل

درصد تشابه ترادفي ژن پروتئين پوششي اين جدايه با . داده شده است
و ) RUS2بـا  (درصد  42/85ها در سطح نوكلئوتيدي بين  ساير جدايه

 درصد 64/91و در سطح آمينواسيدي بين ) TUR9با (درصد  58/89

تشابه تـوالي  . بود) VIET15با (درصد  12/95و ) ITA2و  BZ1با (
، CP845(آمينواســيدي ايــن جدايــه بــا چهــار جدايــه از ژاپــن       

GFD097J ،GFD462J  وTRD05J ( ــه از و يــــــك جدايــــ
تـوالي آمينواسـيدي ژن پـروتئين    . درصـد بـود   ITA7( ،77/94(ايتاليا

 IRN(با سه جدايـه ديگـر از ايـران     TuMV-IRN HFIپوششي 

GSK ،IRN TRa9  و(IRN SS5 ــه تر ــب ب درصــد،  73/93تي
  . درصد بود 38/93درصد و  08/94

  

  
 هاي ستون( بر روي ژل آگارز يك درصد  RT-PCRمحصولات ه از آغازگرهاي اختصاصي و آناليزرديابي ويروس موزائيك شلغم با استفاد - 1شكل 

  )Brassica rapaگياه سالم (شاهد منفي  1، ستون bp 100 نشانگر 9، ستون )6و  3، 2
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دست آمده، تعيين جايگاه جدايـه   منظور تجزيه و تحليل توالي به به

هاي ويروس موزائيك شلغم و ترسيم  بندي جدايه مورد مطالعه در گروه
رد بررسي بـا  هاي مو درخت فيلوژنتيكي، ابتدا توالي آمينواسيدي جدايه

ClustalW2 افزار  و در نرمMEGA6 سازي چندگانه شـد  همرديف .
سازي چندگانه، براي رسـم درخـت     دست آمده از همرديف هاي به داده

مـورد اسـتفاده قـرار    ) Mega6 )23نرم افزار فيلوژنتيكي با استفاده از 
تــرين همســايه  هــاي نزديــك روشدر ترســيم ايــن درخــت، . گرفتنــد

 )Neibour-joining( ،Maximum Likelihood  و
UPGMA ها  دست آمده از اين روش استفاده گرديد اما چون نتايج به

تـرين همسـايه    مشابه بود بنابراين فقط نتايج مربوط به روش نزديـك 
)NJ ( بررسي اين درخت فيلوژنتيكي . نشان داده شده است 2در شكل

هـاي مـورد    دايهدهد كه جدايه مورد مطالعه همراه با ديگر ج نشان مي
و  Asian BR؛  basal-BR؛  basal-Bبررسـي، در چهـار گـروه   

world B اين نتايج با مطالعات قبلي تطـابق دارد  . اند بندي شده گروه
در اين بررسـي فيلـوژنتيكي   ). 27و  26، 17، 16، 15، 14، 13، 12، 7(

همراه با سه جدايه ديگر ايراني در گروه  TuMV-IRN HFIجدايه 
  .قرار گرفتند Basal-Bفيلتيك  پلي

در اين مطالعه، ويروس موزائيك شلغم در علف هرز خردل كـاذب  
عنــوان يكــي از  رع كلــزا بــهايــن علــف هــرز در مــزا. شناســايي شــد

علت هم خانواده بودن آن بـا   شود و به هرز غالب مشاهده مي هاي علف
همراه با چنـدين   اين علف هرز  .ميايي آن مشكل استكلزا، كنترل شي

گونه علف هرز ديگر از خانواده چليپائيان نقش مهمـي در اكولـوژي و   
هـاي   آلوده شدن علـف ). 10(اپيدميولوژي اين ويروس در منطقه دارند 

هـاي گيـاهي عـلاوه بـر خسـارت مسـتقيمي كـه بـه          هرز به ويروس
هاي گيـاهي   ا و انتشار ويروستواند عامل بق كند، مي محصول وارد مي

هاي هرز هسـتند   هايي در بين علف ها داراي ميزبان اكثر ويروس. باشد
. كننـد  كه منابعي را جهت آلـودگي گياهـان مهـم زراعـي فـراهم مـي      

هـاي اوليـه آلـودگي     عنوان منابع و كانون هاي هرز به آلودگي اين علف
. يار مهـم اسـت  شود بس ها ويروس به داخل مزرعه منتشر مي كه از آن

ها صورت  وسيله شته هاي هرز به داخل مزارع به انتشار ويروس از علف
توانند عامل بقا ويـروس از فصـلي بـه     هاي هرز مي اين علف. گيرد مي

هـاي هـرز بـا عمليـات زراعـي،       فصل ديگر باشند؛ لـذا كنتـرل علـف   
هـا اغلـب مـؤثرترين راه جلـوگيري از      كش سوزاندن و استفاده از علف

 ).3(هاست  ار اين گونه ويروسانتش
  

  جدايه ديگر 31در سطح نوكلئوتيدي و آمينواسيدي با  TuMV-IRN HFIدرصد تشابه جدايه  -2جدول 
  پذيرششماره /محل جدايه/نام جدايه نوكلئوتيدي  آمينواسيدي شماره پذيرش/محل جدايه/نام جدايه نوكلئوتيدي  آمينواسيدي 

38/93  85/87  IRNSS5/Iran/AB440239      38/9308/88  A102/11/Italy/AB093597   

08/94  31/88  IRNTRa6/Iran/AB440238     64/91  88/85  BZ1/Brazil/AB093611       

64/91  08/88  ITA2/Italy/AB701721       33/92  46/86  CAR37/Poland/DQ648592    

08/94  54/88  ITA5/Italy/AB701723       33/92  76/85  CAR51/Poland/HQ637383    

77/94  54/88  ITA7/Italy/AB093600       08/94  50/87  CH6/China/AB252103       

08/94  50/87  KWB779J/Japan/AB252125   33/92  11/86  CHZJ26A/China/AB252106    

43/94  77/88  KYD81J/Japan/AB093613     77/94  00/89  CP845J/Japan/AB093614     

03/93  11/86  NZ290/NewZealand/AB093612 73/93  81/86  CZE19/Czeck/AB188976      

99/91  65/85  RUS1/Russia/AB093606     68/92  00/86  DNK2/Denmark/AB252108     

33/92  42/85  RUS2/Russia/AB093607      38/93  54/88  ESP5/Spain/EF061749       

43/94  19/88  TANX2/China/EU734433     33/92  57/86  GBR98/UK/EU861593        

77/94  08/88  TRD052J/Japan/AB252138   77/94  12/89  GFD097J/Japan/AB267345    

43/94  58/89  TUR9/Turkey/AB362513      77/94  00/89  GFD462J/Japan/AB252115    

08/94  89/88  UZB1/Uzbekistan/AB076525  38/93  38/87  GRC42/Greece/AB189006     

12/95  96/87  VIET15/Vietnam/AB747286   08/94  38/87  HRD/China/AB093627       

   73/93  73/87  IRNGSK/Iran/JQ073722      
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سازي چند گانه اي توالي آمينواسيدي پروتئين  فيلوژنتيكي را بر اساس همرديفبط كه روا (cluster dendrogram)اي  دندروگرام خوشه - 2شكل 

 1000ها درصد درجه اعتبار  اعداد روي گره .دهد دايه شناسايي شده در اين مطالعه، نشان ميجدايه ويروس موزائيك شلغم در دنيا و ج 31پوششي در 
 .استفاده شده است) outgroup(عنوان گروه خارجي  به) Plum pox virus; PPV(مربوط به ويروس آبله آلو  ترادف. دهد تكرار را نشان مي

  
  سپاسگزاري
خـاطر شناسـايي    بـاف، بـه   ر كمال حاج محمدنيا قـالي تاز آقاي دك

 .شود هاي هرز تشكر و قدرداني مي علف
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