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  چکیده
 خـانواده باشد. این ویروس متعلق به گیاهان خانواده کدو در جهان میکننده  هاي آلودهیکی از مهم ترین ویروس )SqMV(ویروس موزائیک کدو 

Sequviridae  و جنسComovirus  بوده، ژنوم آن شامل دو قطعهRNA هاي فروردین تا مـرداد مـاه سـال    باشد. در طی ماهاي مثبت میتک رشته
جنـوبی و مازنـدران    هاي خراسان رضوي،دو، خربزه و هندوانه استانپیچیدگی سطح برگ در مزارع ک ، زردي و، از گیاهان داراي علائم موزائیک1393
 176با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی مورد بررسی قرار گرفت، از میان RT-PCRنظر توسط روش  هاي موردبرداري صورت گرفت. آلودگی نمونهنمونه

سازي تعیین ترادف گردیدند. همسانه هاي آلوده پس ازنمونهص داده شدند، نمونه آلوده به ویروس موزاییک کدو تشخی 10آوري شده نمونه گیاهی جمع
رسم گردید. نتایج حاصله  MEGA6هاي موجود، درخت فیلوژنتیکی توسط نرم افزار ها در مقایسه با سایر جدایهجهت تعیین جایگاه تکاملی این جدایه

 گیرند. ایرانی در دو گروه جداگانه قرار می هاياسیدي، جدایهترادف نوکلئوتیدي و آمینو  بیانگر آن بود که براساس مقایسه
  

  پلی مراز، ویروس موزائیک کدو ايواکنش زنجیره، ایران:  هاي کلیديواژه
  

   1  مقدمه
 عوامـل  از ویروسـی  هـاي بیمـاري  جملـه  از مختلف هايبیماري

). ویروس موزائیک 16(  باشندمی در دنیا کدوئیان تولید محدودکننده
 خــانواده  و Comovirus) یکــی از اعضــاي جــنس SqMVکــدو (

Sequiviridae  ،سوسـک و بصـورت مکـانیکی     است که توسط بـذر
هاي مهمی در دامنه وسیعی از گیاهان باعث ایجاد بیماريمنتقل شده، 

این ویروس داراي  ).4 و 2شود (می Cucumisو  Cucurbitaجنس 
کـه   )RNA-1 ,RNA-2اي دوقسمتی اسـت ( تک رشته RNAژنوم 

اي بنـام پـروتئین پوششـی    هر کدام درون پروتئین پوششی جداگانـه 
پلـی   RNA1). 12( گیرنـد بزرگ و پروتئین پوششی کوچک قرار می

مراز، هلیکاز، پروتئاز و پروتئین ویروسی متصل هایی چون پلیپروتئین
هایی چون پلی پروتئین RNA2کند و را کد می VPgشونده به ژنوم 
پـروتئین   و (CPL) ، پروتئین پوششی بـزرگ  (MP)پروتئین حرکتی

ژن جایگاه ). در این ویروس4کند (را کد می (CPS)پوششی کوچک 
) بوسیله مطالعات ترجمـه در  22Kda( CPS) و CPL )41Kda هاي
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). توالی 8و  5است ( شده یابینقشه  RNA2 رويمحیط آزمایشگاه بر
ویروس موزائیک کـدو در جدایـه ژاپنـی     RNA-1نوکلئوتیدي کامل 

)SqMV-Y () تــاکنون 6تعیــین شــده اســت .(SqMV  از آمریکــاي
شمالی و جنوبی، اسـترالیا، ژاپـن، چـین، جمهـوري چـک و ترینیـداد       

هـاي  ). نلسـون و کنواسـتون جدایـه   17 و 12، 3اسـت (  گزارش شده
SqMV    ــرولوژیکی ــورت س ــو بص ــده و پورتوریک ــالات متح را از ای

تـوان  میه محققین گزارش کردند ک همچنین .)12( اندشناسایی کرده
شش بیوتیـپ   را به SqMVهاي جدایههاي میزبانی، براساس واکنش

مربـوط بـه    SqMVهاي . تنوع در بین جدایه)12 و 11(نمود تقسیم 
). شناسـایی سـروتیپ  7ایالات متحده مورد بررسی قرار گرفته است (

ز آزمون سـلامت بـذر   هاي مختلف ویروس موزاییک کدو با استفاده ا
). میـزان تنـوع در   13صورت پذیرفته اسـت (  کارانو هم لینگ توسط
 مناطق دنیـا تعیـین نشـده    اي گزارش شده از دیگرهجدایه سایربین 

  است. 
  

  هامواد و روش
  بردارينمونه

ي بـرگ  نمونـه  176تعداد  1393طی فروردین تا مرداد ماه سال 
ــه ویــروس  ــودگی ب ــه آل شــامل گیاهــان کــدو  SqMVمشــکوك ب

 (علوم و صنایع کشاورزي)حفاظت گیاهان  نشریه
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)pepo Cucurbita( خربــزه ،)Cucumis melo(  خیــار چنبــر ،
)Cucumis flexuosus var. melo) و هندوانــــه ( Citrullus 

lanatus(    که داراي علائمی همچون موزائیک، تـاولی، بندکفشـی و
هاي بشـرویه، جـوین،   ها بودند، از مزارع شهرستاناي شدن برگتوته

ار و قائم خوسف، بیرجند، قاین، تربت جام، طبس، درح، سربیشه، جویب
در قطر مزرعه از مزارع  Wشهر به صورت تصادفی (حرکت به صورت 

بـه   شـرایط سـرد   ها بلافاصله درآوري شدند. نمونهشدیدا آلوده) جمع
 آزمایشگاه جهت انجام آزمایشات تکمیلی منتقل گردید.

  
  ویروس RNAاستخراج 

شـرکت   RNAاز کیت اسـتخراج   ،کل RNAبه منظور استخراج 
 RNA .اسـتفاده گردیـد   )Total RNA Isolation Kitدنازیسـت ( 

استخراج شده طبق دستوالعمل شرکت سازنده جهت انجام آزمایشـات  
 بعدي مورد استفاده قرار گرفت.

  
اي ترانویسـی معکـوس واکـنش زنجیـره     آزمون مولکولی

   RT-PCR پلیمراز
آوري شده از آزمون هاي جمعبه منظور شناسایی ویروس در نمونه

اي پلیمراز استفاده گردیـد  مولکولی ترانویسی معکوس واکنش زنجیره
تائید گردد. به منظور انجام واکـنش   SqMVتا صحت وجود ویروس 

RT ،2  میکرولیتر  5-3میکرولیتر آغازگر اختصاصی برگشت باRNA 
درجـه   60میکرولیتر آب دپسی مخلوط گردید. ایـن مخلـوط در    6و 

شد و بعد از گذشت این مـدت   ه قرار دادهدقیق 10به مدت  گرادسانتی
به مدت یـک دقیقـه نگهـداري     ه،یخ منتقل گردیدروي بلافاصله به 

میکرولیتـر   dNTP(10mM) ،4میکرولیتر از  2گردید، در این فاصله 
 M-MuLV Reverseآنـزیم  میکرولیتـر  1، و M-MuLV RTبـافر  

transcriptase ي یـخ  هـاي رو با هم مخلوط گردید و به میکروتیوب
، واکنش RTبا استفاده از واکنش  cDNAاضافه گردید. پس از تولید 

  مورد استفاده قرار گرفت. cDNAاي پلیمراز جهت تکثیر زنجیره
 (CPS)براي تکثیـر ژن کـد کننـده پـروتئین پوششـی کوچـک       

-Red Amplicon PCR mix, Kit)هـا از مخلـوط آمـاده    جدایـه 
Denmark)     میکرولیتــر از  3اسـتفاده شــد. بـه ایــن منظـورcDNA 

با دو میکرولیتر از هر یک از آغازگرهاي رفـت   RTحاصل از واکنش 
)TGTGTACAAGATTGGTGGAGATGC (   مربوط بـه ناحیـه

ــی  ــت 1364-1384ژنـــــــــــــــــ  و برگشـــــــــــــــــ
)AGGCTTCTAAAGCGAACTGGG (    مربوط به ناحیـه ژنـی

با یکدیگر مخلوط و به وسیله آب مقطر استریل حجـم   3380-3301
  کرولیتر رسید. می 25نهایی به 

از  µl 2سپس در ژل آگاروز یک درصـد حـاوي    PCRمحصول 
DNA Green Viewer  در بافرTBE  ولـت الکتروفـورز    90با ولتاژ

 Gel documentation (Syngene- UK)بـه وسـیله دسـتگاه    ه، شد
قطعات تکثیـر شـده بـه کمـک     طول تخمین  عکسبرداري انجام شد.

 نشانگر مولکولی انجام شد.
  

 سازي وتعیین ترادف نوکلئوتیديهمسانه
 Denazist Gelبا اسـتفاده از کیـت   PCRقطعات تکثیر شده در 

Extraction Kit    مطابق دستورالعمل شرکت سـازنده از ژل خـالص
 PTG19 شـده در ناقـل   سـازي سازي شدند. الحاق قطعـات خـالص  

(Vivantis, Malaysia)     بـا اسـتفاده از آنـزیمT4 DNA ligase 
(Fermentas)  انجـام  گراد سانتیدرجه  4به مدت یک شب در دماي

بـه روش   αDH5سـویه   E. coliسازي ناقل در باکتري شد. همسانه
شوك حرارتی انجام شد. استخراج پلاسمید نوترکیب از سلول باکتري 

 Denazist Plasmid DNAبا اسـتفاده ازکیـت اسـتخراج پلاسـمید    
Isolation Kit     طبق دستورالعمل شرکت سازنده انجـام شـد. تعیـین

ترادف نوکلئوتیدي پلاسمید نوترکیب با استفاده از آغازگرهاي عمومی 
M13 کره جنوبی). -انجام شد (ماکروژن  
  

  ها و آنالیزهاي مولکولیمقایسه توالی
افـزار بلاسـت   هاي رفت و برگشت هر جدایه به وسیله نـرم توالی

ها، با اسـتفاده از نـرم  ینان از صحت توالیبررسی و پس ازحصول اطم
ها بـه یـک تـوالی نهـایی     آن  TMVector NTI Advance  9.0افزار

از ترادف ژن  ها حذف شد.ترادف ناقل پلاسمیدي از توالیه، تبدیل شد
موجـود در بانـک ژن در    SqMVهـاي  پروتئین پوششی سایر جدایـه 
 ).1(جدول  آنالیز فیلوژنتیکی استفاده شد

ها، ترجمه پروتئینی هـر جدایـه بـا    سازي چندگانه توالییفهمرد
انجام شد. ماتریس درصـد   DNAMAN v.4. 02افزار استفاده از نرم

 Speciesافـزار بـا اسـتفاده از نـرم    SqMVهـاي  شباهت بین جدایـه 
Demarcation Tool (SDT) v. 1.0    .جهـت تعیـین   ترسـیم شـد

بـا   Bootstrap و  MEGA 6افـزار از نرم ارتباط فیلوژنتیکی جدایه ها
 تکرار استفاده شد.  1000
  
  و بحث نتایج

علائم بـه صـورت زردي بـرگ ،     SqMVهاي آلوده به در نمونه
 ها مشـاهده گردیـد  موزائیک، بند کفشی شدن و تاولی شدن رگبرگ

). براي شناسایی این ویروس از آغازگرهاي اختصاصی جهت 1 (شکل
استفاده شـد.   SqMV) ویروس CPLتکثیر پروتئین پوششی کوچک (

نوکلئوتیدي در ژل الکتروفورز تائیـدي بـر وجـود     1900مشاهده باند 
  هاي آلوده بود.ویروس مورد نظر در نمونه
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  در آنالیزهاي فیلوژنتیکی مورداستفادههاي جدایه - 1 جدول

Table 1- Isolates used for phylogenetic analysis  
 Countryکشور  Accession numberشماررس  Genome ناحیه ژنومی موردمطالعه  Isolateنام جدایه

RZ یشپروتئین پوش Coat Protein  KP223324.1 اسپانیاSpain   
melon پروتئین پوششی Coat Protein M96148.1 آمریکاUSA   

Kimble  2پروتئین شماره پلی Poly Protein No. 2 AF059533.1 آمریکاUSA   
Y-SqMV ژنوم کامل Full Genome  AB054689.1 ژاپنJapan  
Arizona  2پلی پروتئین شماره Poly Protein No. 2  AF059532.1 آمریکاUSA  
Tas-1 2پلی پروتئین شماره Poly Protein No. 2  JF922966.1 جمهوري چکCheck Republic  

CH 99/211 ژنوم کاملFull Genome  EU421060.1 چین China  
CA-SqMV پلی پروتئین Poly Protein  HQ263619.1 آمریکاUSA  

  

 
آوري شده از کدو و خربزه، علائم بصورت تاولی، بند کفشی و موزائیک میهاي جمع. در نمونهSqMVویروس  از ناشی بیماري علائم - 1 شکل

  باشند
Figure 1- Symptoms induced by SqMV. Symptomes in collected samples of Squash and Watermelon were consist of 

blistering, shoe string and mosaic 
    

  آوري شده و میزان آلودگی آنهاهاي جمعمشخصات نمونه - 2 جدول
Table 2- Sampling sites and the number of infected cucurbits by SqMV 

  نام استان
Province  

  شهر نام
 City   

هاي جمع آوري  مونهتعداد کل ن
Total no of samples   

 آلوده تعداد نمونه
Infected Samples   

 سالم آلوده به گیاه درصد
Infected/Healthy plant   

  خراسان رضوي
Khorasan Razavi  

  Jovain   10  1  10 جوین
  تربت جام

 Torbat Jam  4  0  0  

  خراسان جنوبی
Southern 
Khorasan 

 Birjand بیرجند
    Boshroyeبشرویه

   Khosf خوسف
   Tabasطبس

   Dorroh درح
   Ghayen قاین

   Sarbisheسربیشه

30  
45 
40  
4  
5  

25  
5  

1  
3  
2  
2  
0  
1  
0  

3.33  
6.66  

5  
50  
0  
4  
0  

 مازندران
Mazandaran  

  

 قائم شهر
Ghaemshahr   4  0  0  

  Joybar   4  0  0 جویبار
 

 Total no of              ها		تعداد کل نمونه
Samples    

 176  10  5.68  
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نمونه از گیاهان کدوئیان مزارع اسـتان  176داد عدر این تحقیق ت
آوري شد. نتیجه آزمون هاي خراسان رضوي، جنوبی و مازندران جمع

نمونـه (   10)، نشان داد که تعـداد  PCRاي پلیمراز (مولکولی زنجیره
 هستند. SqMVدرصد) داراي آلودگی به ویروس  6حدود 

ع تعیین پراکنش ویروس موزائیـک کـدو در مـزار    ،در این تحقیق
جنوبی و مازندران نشان داد کـه   کدوئیان سه استان خراسان رضوي،

، بـه  بـوده پراکنش این ویروس در نواحی مورد بررسی بسیار محـدود  
در  ،نمونه 14نمونه از  1 تعداد که تنها در استان خراسان رضويطوري

نمونـه، آلـوده بـه ایـن      154نمونـه از   9 تعداد استان خراسان جنوبی
کوك هیچ کدام آلوده نمونه مش 8و در استان مازندران از  بودهویروس 

هایی که سمیعی و همکاران از برخـی  طبق بررسی .به ویروس نبودند
هاي مختلـف  در استان 1383تا 1381هاي هاي ایران در سالگلخانه

) و همچنین براساس گزارش شمشیري و همکاران در 14( انجام دادند
ید این مطلـب اسـت کـه ویـروس     مؤ )15خراسان و یزد (هاي استان
باشـد. در بـین   یک کدو داراي گسترش محدودي در ایـران مـی  موزائ

هـا داراي علائـم   آوري شده گـاهی تعـدادي از نمونـه   هاي جمعنمونه
 در خاصی شبیه علائم ویروسی بودند، اما در هیچ کدام باند مورد نظر

RT-PCR چنین اسـتنباط کـرد کـه ایـن      توان اینتکثیر نگردید. می
اند و یـا  هاي آلوده کننده کدوئیان بودهعلائم مربوط به سایر ویروس

مصرف بعضی مواد مانند کود و سموم شیمیایی در مواردي باعث بـه  
گردند، کـه  هاي ویروسی میوجود آمدن علائمی مانند علائم بیماري

باشد. همچنین تعداد تشخیص آنها از علائم ویروس بسیار مشکل می
ري شـده از مـزارع   آوهـاي جمـع  هرز هم در بین نمونهمعدودي علف

 PCRکدوئیان وجود داشتند که به هیچ وجه باند مورد نظر در واکنش 
 تکثیر نگردید. در آنها 

ویروس موزائیک کدو آلوده به هایی که در این تحقیق اکثر نمونه
نمونه آلوده به  10که از بین به طوري ه،بودند مربوط به گیاه خربزه بود

آلوده مشـاهده گردیـد، از طرفـی    این ویروس تنها یک نمونه کدوي 
سراسـر جهـان از جملـه     ازکه تـاکنون   این ویروس هايبیشتر جدایه

گزارش ) 17( ) و ژاپن1( )، یونان9( )، کانادا12( )، آریزونا10( کالیفرنیا
هاي خربزه بوده است. از آنجایی کـه بـذور مـورد    از روي نمونه شده،

میکشورهاي دیگر وارد هاي گذشته از استفاده در کشاورزي در سال
بذر خربزه از هلند  ، به عنوان مثال بذر کدو از آمریکا و ایتالیا وگردیده

توان این طور تصور کرد که ویـروس موزائیـک کـدو از    میو آمریکا، 
ان است و در داخل ایر طریق بذر آلوده ازسایر کشورها وارد ایران شده

  است.  توسط بذر و حشرات ناقل (سوسک) پراکنده شده 
  

  

  
  تکرار 1000با   Bootstrap، به همراهSqMVهاي مختلف هاي نوکلئوتیدي جدایهدرخت فیلوژنتیکی براساس توالی - 2 شکل

Figure 2- Phylogenetic tree based on nucleotide sequences of SqMV isolates with 1000 frequencies in Bootstrap 
  

هـاي گـزارش   هاي ایرانی با سایر جدایـه به منظور مقایسه جدایه
 MEGA6و  DANMAN version8هـاي  شده در دنیا از نرم افـزار 

هاي این استفاده شد. بر طبق نتایج بدست آمده در این تحقیق جدایه

پوششی به دو گـروه  ویروس براساس ترادف نوکلئوتیدي ژن پروتئین 
 Bو A بـه دو زیـر گـروه فرعـی      Iتقسیم شدند. گـروه   IIو   Iاصلی
 Y-SqMV)، melonهـاي ژاپـن   جدایـه  IAبندي شد. در گروه طبقه
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Kimble و جـوین قـرار    3و2و1هاي ایرانـی بشـرویه   به همراه جدایه
، آریزونـا،  CH99/211هـاي چینـی  شامل جدایـه  IBگیرند. گروه می

هاي ایرانـی مربـوط بـه شهرسـتان     و جدایه(Tas-1) جمهوري چک 
هاي ایرانی مربوط بـه شهرسـتان   جدایه IIباشد. و در گروه طبس می

 قرار دارنـد  (RZ)اي از اسپانیا خوسف، بیرجند و قاین به همراه جدایه
  ).2 (شکل

، در سطح نوکلئوتیدي جدایه هابرمبناي مقایسه بین ترادف نمونه
و  % 7/98اهت را با جدایه اسپانیایی به میزان ایرانی قاین بیشترین شب

 1/84جدایه ایرانی بیرجند کمترین شباهت را با جدایه چین به میزان 
بیشترین  1-باشد. در سطح آمینواسیدي جدایه ایرانی بشرویهدارا می %

هـاي ایرانـی بیرجنـد و    ) و جدایـه % 8/99شباهت را با جدایه ژاپـن ( 
  ) دارند.% 94با جدایه چین (کمترین تشابه را  3-بشرویه
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