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آناليز فيلوژنتيكي و تعيين ترادف ژن اينكلوژن بادي دو جدايه ايراني ويروس خراشك حلقوي ميخك 

)Carnation etched ring virus(  

  

  3، سعيد ملك زاده شفارودي2، بهروز جعفرپور1∗∗∗∗مهناز آشنائي

  .ه فردوسي مشهدبه ترتيب دانشجوي كارشناسي ارشد و استاد گروه گياهپزشكي، دانشكده كشاورزي، دانشگا 2و1
 .، دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهدبه نژادي گياهياستاديار گروه بيوتكنولوژي و  3

24/02/1392: ، تاريخ پذيرش18/05/1391: تاريخ دريافت  
 

  چكيده

جنس  عضو، )Carnation etched ring virus, CERV(ويروس خراشك حلقوي ميخك 

Caulimovirus  خانواده ي وCaulimoviridae اين ويروس به عنوان دومين ويروس مهم ميخك  .است

در طي بازديد از  ،مذكور ويروس شناسايي به منظور .پس از ويروس ابلقي ميخك محسوب مي شود

هاي مشكوك به آلودگي   نمونه ،)محلات(و مركزي ) مشهد(هاي ميخك استانهاي خراسان رضوي گلخانه

با استفاده از آزمون سرولوژيكي الايزاي غير مستقيم صورت  CERVتشخيص اوليه  .آوري گرديد جمع

در آزمون . انجام شد  CTABهاي آلوده، با استفاده از بافراز برگهاي تازه نمونه DNAاستخراج  .گرفت

PCR باز، واقع در ناحيه   جفت 1500بردن جفت آغازگرهاي اختصاصي قطعه اي به اندازه  پس از به كار

ترادف هاي بدست آمده، همراه با تعدادي از ترادف هاي كائوليموويروس هاي . ير شداينكلوژن بادي تكث

و  MEGA5دندروگرام با استفاده از ترادف ژن اينكلوژن بادي با نرم افزار . موجود در بانك ژن مقايسه شد

ه محلات نتايج حاصل از آناليزهاي فيلوژني نشان داد كه جداي. ترسيم گرديد Neighbor joiningبه روش 

از طرفي شباهت دو ايزوله ايراني به . دارد% 4/99به ميزان ) AJ853858( بيشترين نزديكي را با جدايه هند

در بررسي تغييرات . است% 4/99تا  90و با ساير جدايه هاي موجود در بانك ژن بين % 2/92يكديگر 

اگرچه تفاوت قابل ملاحظه اي به . آمينواسيدي جدايه ها، بيشترين تغييرات در جدايه هلند مشاهده گرديد

در سطح توالي هاي آمينواسيدي مربوط به ناحيه اينكلوژن بادي در بين % 6/60-9/92ميزان 

  .ها وجود داشتكائوليموويروس

  .آناليز فيلوژنتيكي، واكنش زنجيره اي پليمراز، ويروس خراشك حلقوي ميخك. :هاي كليدي واژه
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  مقدمه

 كويروس خراشك حلقوي ميخ

)Carnation etched ring virus, CERV( ،

عضو تيپ . مي باشد Caulimovirusعضو جنس 

. اين جنس ويروس موزاييك گل كلم است

ويروس هاي جنس كائوليموويروس داراي پيكره 

نانومتر با ضريب  50-40به قطر  ايزومتريك

هستند و شامل يك ملكول  S 200 -250رسوب 

DNA  بطول (التون د 5×106دو رشته اي به وزن

از وزن پيكره را % 17كه ) كيلو جفت باز 8/7-8

از ديگر مشخصات اين جنس . شامل مي شود

توليد اندامك هاي درون سيتوپلاسمي است كه 

بطور مشخص نوعي پروتئين كد شده توسط 

اين اندامك ها در بافت هاي . ويروس مي باشد

آلوده توليد شده و اغلب شامل پيكره هاي 

 ;Raikhy et al., 2006(شند ويروس مي با

Fujisawa et al., 1971 .( ژنوم كامل ويروس

نوكلئوتيد  7932خراشك حلقوي ميخك به طول 

بوده و هفت قالب % CG 4/36و محتوي 

 . (Hull et al., 1986)خواندني باز را كد مي كند

ORF VI در تشكيل ماتريكس پروتئيني اندامك -

1هاي درون سلولي
ميزباني و  و تاثير بر دامنه 

اين اينكلوژن بادي ها . گستردگي علائم نقش دارد

هستند كه شامل پيكره هاي  2همان ويروپلاسم

بالغ ويروس بوده كه در ماتريكسي با تراكم 

 & Lawson(الكتروني بالا قرار گرفته اند 

                                                           
1
 Inclusion body, IB 

2
 Viroplasm 

Hearon, 1980; Buchen-osmond, 2006 (و در 

 كائوليموويروس ها اين ساختارها لوله اي شكل

گاه ). Chenault & Melcher, 1994(مي باشند 

ميكرومتر مي  5/4اندازه اين ويروپلاسم ها تا 

. رسد و با افزايش سن آلودگي بزرگتر مي شوند

وجود اين ماتريكس با تراكم الكتروني بالا حاصل 

 & Lawson(فعاليت ريبوزومي مي باشد 

Hearon, 1980 .( اغلب فرم هاي ابتدايي تر آنها

واحي كوچك با تراكم الكتروني بالا و شامل ن

حاشيه مشخص بوده كه همراه با ريبوزوم ها و 

پيكره هاي ويروسي هستند، حال آن كه اينكلوژن 

بادي هاي ويروس خراشك حلقوي ميخك بيشتر 

شامل پيكره هاي ويروسي بوده و كمتر شامل 

 & Rubio-Huertos(ماتريكس تيره مي باشد 

Castro, 1972.( تحليل رايانه اي نشان  تجزيه و

براي كد كردن پروتئين  ORFداده كه ششمين 

كيلو دالتون توسط رشته مثبت  10هاي بزرگتر از 

 ,.Raikhy et al(ژنوم ويروس بكار مي رود 

2006 .(ORF VI  حداقل ناحيه حفاظت شده را

در بين ) مشابهت در سطح آمينواسيد% 5- 37(

ه ميزان ها دارد و احتمال مي رود ك ORFديگر 

تنوع در جدايه هاي ويروس در ارتباط با تشكيل 

 ,Hull & Donson(اينكلوژن بادي ها باشد 

رود يك آنالوژي بين همچنين احتمال مي). 1981

با برخي   Caulimovirusدر  ORF VIژن 

ويروس هاي جانوري بر روي ميزبان، وجود 

  ).Sanger et al., 1991(داشته باشد 
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تا كنون از استان هاي  اين ويروس در ايران

مركزي، خراسان رضوي و شمالي گزارش شده 

). Ashnayi et al., 2012; Bayat, 2008(است 

تنها دو گزارش از توالي نوكلئوتيدي كامل اين 

ويروس از هلند و هند در بانك ژن به ثبت رسيده 

از آنجا كه تا كنون ). Raikhy et al., 2006(است 

تنوع در جدايه هاي  مطالعه اي در مورد بررسي

ايراني اين ويروس و مقايسه آن با ديگر جدايه ها 

انجام نشده است، لذا در مقاله حاضر تلاش ما در 

جهت تعيين ميزان شباهت در بخشي از ترادف 

مربوط به ژن توليدكننده اينكلوژن بادي و مقايسه 

تفاوت هاي آمينواسيدي در اين ناحيه از چهار 

  .جدايه ويروس مي باشد

  

  مواد و روش ها

  نمونه برداري و شناسايي ويروس ها

طي بازديد ازگلخانه هاي ميخك استان هاي 

در ) محلات(و مركزي ) چناران(خراسان رضوي 

، نمونــه بــرداري از 1389پــاييز و زمســتان ســال 

گياهان ميخك كه داراي علائمـي نظيـر نقـاط يـا     

. خطوط نكروز، كلروز و ابلقي بودند، انجـام شـد  

و ه ها در شرايط خنك به آزمايشـگاه منتقـل   نمون

درجه سانتي  4تا زمان انجام آزمايش ها در دماي 

گراد و بـه منظـور مانـدگاري طـولاني مـدت در      

. درجه سانتي گـراد نگهـداري شـدند    -20دماي 

جهت شناسايي سـرولوژيكي ويـروس از آزمـون    

  .استفاده گرديد 1الايزاي غير مستقيم

  

 قيم آزمون الايزاي غير مست

جهت بررسي وجود ويروس در نمونه ها 

به  Indirect-ELISAآزمون سرولوژيكي 

با استفاده از آنتي سرم ) Martin, 1990(روش

تهيه شده از موسسه ( CERVچند همسانه اي 

DSMZنتايج بر اساس تغيير . انجام شد) ، آلمان

رنگ حفرات با استفاده از دستگاه الايزا خوان 

)ELISA Reader, AWARNESS Tech. Inc., 

Stat fax-2100 USA ( 405و در طول موج 

با توجه به . نانومتر مورد ارزيابي قرار گرفتند

و ) كنترل منفي(ميزان جذب عصاره برگ سالم 

SDxبا استفاده از فرمول  آستانه جذب  +3

گياهان سالم تعيين گرديده و ارقام بالاتر از اين 

در . ونه آلوده مشخص گرديدمقدار به عنوان نم

ميانگين جذب شاهدهاي منفي  xاين فرمول 

انحراف معيار استاندارد بين جذب  SDبوده و 

  .نوري آن چاهك است

  

شناسايي مولكولي ويروس با استفاده از 

  2واكنش زنجيره اي پليمراز

پس از تاييد آلـودگي نمونـه هـا در آزمـون     

اي كـل گيـاه   . ان. قيم، ابتـدا دي الايزاي غيرمسـت 

الگـو مـورد اسـتفاده     DNAاستخراج و به عنوان 

                                                           
1
 Indirect-Enzyme linked immunosorbent assay 

(Indirect-ELISA) 
2
 Polymerase chain reaction, PCR 
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بـه روش ژانـگ و    DNAاسـتخراج  . قرار گرفت

CTABهمكاران و با استفاده از بافر
1
  )Zhang et 

al., 1998 (با اندكي تغييرات انجام شد.  

، از PCRدر آزمون  CERVبراي تشخيص 

 IBU / IBDيك جفت آغازگر اختصاصي 

كه مبتني بر ترادف نوكلئوتيدي ژن ) 1جدول (

. كدكننده اينكلوژن بادي بودند، استفاده شد

ميكروليتري شامل يك  25در حجم  PCRواكنش 

نانوگرم بر  200به غلظت  DNAميكروليتر از 

ميكروليتر، يك ميكروليتر از هر يك از آغازگرها 

ميكروليتر از بافر  5/2، )پيكومولار 10به غلظت (

PCR )X10( يك ميكروليتر ،MgCl2 )25  ميلي

ميكروليتر از مخلوط  5/0، )مولار

) ميلي مولار 10((dNTPs) فسفاتها  تري نوكلئوتيد

 Taq DNA Polymerase ميكروليتر آنزيم  3/0و 

واحد در ميكروليتر  5با غلظت ) كره،2جنت بايو(

اي  برنامه دمايي واكنش زنجيره. انجام گرفت

سازي اوليه به  رحله واسرشتپليمراز شامل يك م

 34گراد،  درجه سانتي 94ثانيه در دماي  120مدت 

گراد به مدت  درجه سانتي 94چرخه شامل دماي 

ثانيه،  60گراد به مدت  سانتي درجه  57ثانيه،  30

ثانيه و يك  120گراد به مدت  درجه سانتي 72

. درجه بود 72دقيقه در  10مرحله نهايي به مدت 

درصد و بافر  5/1ر ژل آگارز ، دPCRمحصول 

1X TAE در حضور نشانگر ،Gene Ruler™ 

100bp DNA Ladder, Fermentase) (

 Gelالكتروفورز شد و نتايج با دستگاه 

                                                           
1
 Cetyltrimethyl ammonium bromide 

2
 Genet bio  

documentation محصول . مشاهده شدPCR 

كره ( Macrogenجهت تعيين ترادف به شركت 

 Automaticارسال و با دستگاه ) جنوبي

Sequencer ABI 3730XL تعيين ترادف گرديد.   

  

  آناليز توالي

نتايج حاصل از تعيين ترادف با استفاده از 

. مورد بررسي قرار گرفتند DNA Baser نرم افزار

3توالي نهايي با برنامه 
BLAST  در پايگاه

آناليز فيلوژنتيكي بر . بررسي شد NCBIاطلاعاتي 

پس از هم ) IB(اساس ژن اينكلوژن بادي  

هاي نوكلئوتيدي  توالي 4گانه  سازي چند رديف 

با برخي جدايه هاي موجود  CERVهاي  جدايه

افزار  با استفاده از نرم ) 2جدول(در بانك ژن 

Mega5  نسخهβ  و به روشNeighbor joining ،

. انجام شد Bootstrapتكرار در ارزيابي  1000با 

درصد  DNAMANسپس با استفاده از نرم افزار 

وكلئوتيدي و آمينواسيدي شباهت در سطح توالي ن

  .به همراه ماتريس فاصله تعيين گرديد

                                                           
3
 Basic Local Alingment Search Tool 

4
 Multiple sequence alignment 
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  CERVجهت تكثير ژن كدكننده اينكلوژن بادي ويروس  ترادف آغازگرها - 1جدول 
Table 1- Sequences of primers used for amplification of inclusion body gene of CERV. 

 Primer آغازگر Direction  جهت Primer sequence )5´-3´(ترادف آغازگر  Reference منبع

Raikhy et al., 2006 TCCCCCGGGGGAATGGAACGTCATGAACA  رفتForward CERV-IBU 

Raikhy et al., 2006 TCCCCCGGGGGATTATTCAGAGTCTGATA  برگشتReverse CERV-IBD 

 

  

و ناحيه ي ژنوم در  Caulimoviridaeهاي   هايي از ويروس شماره دسترسي، اسامي جدايه  -2جدول 

GenBank.  
Table 2- Accession number, strains of virus from Caulimoviridae and region of genome 

deposited in GenBank. 

 Isolate جدايه virus ويروس  

 Accessionدسترسي شماره

No. 

 Region of ناحيه ژنوم

genome 

Carnation etched ring virus (CERV) Netherland NC-003498 Complete genome 

Carnation etched ring virus (CERV) India AJ853858 Complete genome 

Cauliflower mosaic virus (CaMV) BBC M90542 Complete genome 

Cauliflower mosaic virus (CaMV) Xinjang AF140604 Complete genome 

Cauliflower mosaic virus (CaMV) NY8153 M90541 Complete genome 

Cauliflower mosaic virus (CaMV) CMV M90543 Complete genome 

Cauliflower mosaic virus (CaMV) B29 X79465 Complete genome 

Figwart mosaic virus(FMV) Unknown NC-003554 Complete genome 

Dahlia mosaic virus (DMV) Unknown AY291588 Coat protein 

Dahlia mosaic virus (DMV) Holand EU090955 Coat protein 

Dahlia mosaic virus (DMV) Holand EU090952 Movement protein 

Dahlia mosaic virus (DMV) D10 HQ416675 Movement protein 

Strawberry vein banding virus 

(SVBV) Unknown NC-001725 Complete genome 

(Mirabilis mosaic virus (MiMV) Unknown NC-004036 Complete genome 

Blueberry red rigspot virus 

(BbRSV) Unknown NC-003138 Complete genome 

Cestrum yellow leaf curling virus 

(CYLCV) Unknown NC-004324 Complete genome 

Peanut chlorotic streak virus 

(PCSV) Unknown NC-001634 Complete genome 
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  نتايج و بحث

  شناسايي ويروس در آزمون الايزاي غير مستقيم

از بين نمونه هاي مثبت در دو منطقه كه از نظر 

جغرافيايي و آب و هوايي كاملا متمايز بودند، دو 

، به )OD=2.5(نمونه با بيشترين غلظت ويروس 

استان خراسان (عنوان نماينده اي از دو منطقه 

جهت انجام مطالعات تكميلي ) رضوي و مركزي

  . انتخاب شدند

  )PCR(واكنش زنجيره اي پليمراز 

به منظور شناسايي سريع و دقيق علاوه بر روش 

سرولوژيكي، از واكنش زنجيره اي پليمراز استفاده 

كل از نمونه هاي آلوده به ويروس،  DNA. گرديد

و  IBDآغازگرهاي استخراج شده و با استفاده از 

IBU ) قطعه اي در حدود ) 1جدولbp 1500 

ژن كدكننده اينكلوژن بادي در جدايه  مربوط به

و ) CERV-M(هاي داراي آلودگي از محلات 

تكثير گرديد كه با نتايج ) CERV-Ch(چناران 

يكسان ) Raikhy et al., 2006(ريخي و همكاران 

شناسايي ويروس خراشك حلقوي ). 1شكل(بود 

يخك با استفاده از واكنش زنجيره اي پلي مراز م

آغازگرهاي اختصاصي . با موفقيت صورت گرفت

IBU/IBD  قادر به شناسايي ويروسCERV  در

عصاره گياه آلوده بوده و كاملاً اختصاصي عمل 

كل از  DNAكردند، بطوري كه با وجود استخراج 

بافت گياه، پرايمرهاي مربوطه باعث تكثير 

عدم تكثير هيچ . ابه در گياه نشدندهاي مش ترادف

اي در نمونه شاهد منفي، اين مطلب را تاييد  قطعه

كرد

 . 

  
در محـدوده تقريبـي   ي مشـاهده بانـد  و % 5/1بر روي ژل آگـارز   PCR الكتروفورز محصول -1شكل 

bp1500  ويروس كدكننده اينكلوژن بادي مربوط به ژنCERV، M-  سايز مـاركرbp100، N-   شـاهد

  .شاهد مثبت -3جدايه چناران،  -2جدايه محلات،  -1 ،نفيم
Figure 1- Gel electrophoresis of PCR products in agarose gel (1.5%) showing 

amplification of ~1.5 kb for inclusion body (IB) gene of CERV. Lane M, 100bp marker, 

lane N, negative control, lane 1, Mahallat isolate, lane 2, Chenaran isolate, lane 3, 

positive control. 
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  آناليز فيلوژنتيكي

پس از اخذ توالي، از هر دو خوانش رفت و 

برگشت مربوط به هر جدايـه بـا اسـتفاده از نـرم     

، دو توالي نهايي با شماره هاي DNA Baserافزار 

ــب  JX430793و  JX442756دسترســي  ــه ترتي ب

ن كد كننده اينكلـوژن بـادي   مربوط به بخشي از ژ

ــاتي  ــاه اطلاع ــيدند  NCBIدر پايگ ــت رس ــه ثب . ب

 گانـه بـا اسـتفاده از برنامـه      سازي چند همرديف

ClastalWهاي نوكلئوتيدي  ، به ترتيب براي توالي

هاي آمينواسيدي جدايه هاي مورد بررسي  و توالي

هـاي   بـا سـاير جدايـه   ) جدايه چناران و محلات(

و ) جدايـه هلنـد و هنـد   (مربوط به اين ويـروس  

ــروس   ــر از ويـ ــي ديگـ ــانواده   برخـ ــاي خـ هـ

Caulimoviridae  علاوه ). 2جدول (انجام گرفت

كدكننـده بـين   ) nt(بر مقايسه توالي نوكلئوتيـدي  

بـا هـم و بـا ديگـر      CERVهـاي مختلـف    جدايه

هـاي   ها، مقايسه در سـطح تـوالي   كائوليموويروس

  .)3جدول (نيز انجام گرفت ) aa(آمينواسيدي 

  

هاي  بين ترادف) قطر زيراعداد (آمينواسيدي  و )قطر بالاياعداد (شباهت نوكلئوتيدي  درصد -3جدول 

  .كائوليموويروس ها با ديگر CERVايراني هاي  مربوط به جدايهاينكلوژن بادي ژن 
Table 3- Percent nucleotide (above diagonal) and amino acid (below diagonal) sequence 

similarities between inclusion body gene of different caulimoviruses inclusive of Iranian 

isolate. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

BbRSV x 33.5 35.9 34.8 35.8 35.6 46.7 30.1 30.7 33.2 53.2 32.3 

CaMV 9.5 x 52.6 51.9 52.4 52.4 31.2 39.9 40 40.9 31.3 37.5 

CERV-Mahallat 10.9 30.4 x 90.4 99.4 99.2 30.7 41.1 40.2 41.9 33.7 41.5 

CERV-Holland 11.6 30.4 93.8 x 90.4 90 30.7 40.7 40.7 41.1 33.5 41.3 

CERV-India 10.9 30.4 100 93.8 x 99.1 30.5 40.9 39.8 41.9 33.3 40.9 

CERV-

Chenaran 10.9 30.4 98.4 92.2 98.4 x 30.7 41.3 40.4 42.5 32.9 41.3 

CYLCV 22.1 5.6 9.3 10.1 9.3 9.3 x 27.7 29.2 30.9 44 27.1 

DMV 11.2 15.3 23.4 23.4 23.4 24.2 12.8 x 47 63.2 28.7 43.4 

FMV 18.4 18.5 18.7 20.3 18.7 19.5 11.2 21.8 x 48.2 31.1 42.2 

MiMV 10.4 14.5 18.5 19.4 18.5 19.4 9.6 50.4 21 x 28.7 42.6 

PCSV 18.3 7.9 11.6 12.4 11.6 12.4 17.4 11.2 8.8 7.2 x 33.5 

SVBV 7.9 13.6 16.1 14.5 16.1 16.9 7.9 17.6 13.6 18.4 7.1 x 

  

  

ــه   ــه ايــن ژن در دو جداي ــوط ب تــرادف مرب

) JX430793و  JX442756(ايراني اين ويـروس  

شـباهت در سـطح نوكلئوتيـدي    % 2/92به ميـزان  

شباهت در سطح آمينواسيدي با يكـديگر  % 4/98و
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-4/90جدايه هاي ايرانـي بـه ميـزان    . نشان دادند

در % (2/92-8/93و ) در سطح نوكلئوتيـدي % (90

جدايـه هلنـد و بـه ميـزان     بـا  ) سطح آمينواسيدي

-100و ) در ســطح نوكلئوتيــدي % (4/99-1/99

بــا جدايــه هنــد ) در ســطح آمينواســيدي% (4/98

جدايـه   ORF VIزمـاني كـه   . شباهت نشان دادند

 Caulimovirusبـا ديگـر    CERVهاي ويـروس  

مقايســه شــد، بيشــترين شــباهت را در دو ســطح 

ــيدي  ــدي %) 4/30(آمينواسـ -4/52(و نوكلئوتيـ

ــم   %) 9/51 ــل كلـ ــك گـ ــروس موزاييـ ــا ويـ بـ

) Cauliflower mosaic virus, CaMV ( نشــان

هـاي مختلـف بـا     Caulimovirusمقايسـه  . دادند

يكديگر نشان داد كه بيشترين ميـزان شـباهت در   

بـين دو  ) لئوتيديآمينواسيدي و نوك(هر دو سطح 

و %  4/50بـه ترتيـب   ( MiMV و DMVويروس 

همچنين كمترين ميزان تشابه . وجود دارد%) 2/63

ــدار   ــه مق ــيدي ب ــين% 6/13آمينواس و  SVBV ب

CaMV و نيــز SVBV وFMV نشــان داده شــد .

بـر  ) Ashnayi et al., 2010(نتايج مطالعات قبلي 

روي نواحي حفاظت شده از ژنوم ويـروس نظيـر   

روتئين پوششي و ژن پروتئين حركتي نشـان  ژن پ

ــين     ــابهت ب ــزان مش ــواحي مي ــن ن ــه در اي داد ك

كـــائوليموويروس هـــا خصوصـــا در ســـطح    

%) 1/60-1/53(آمينواسيدي رقم قابل ملاحظه اي 

بوده، حال آنكه در ژن كدكننـده اينكلـوژن بـادي    

)ORF VI ( مي باشـد  % 4/30 -1/7اين مقدار تنها

 ;Raikhy et al., 2006(كه اين مطلب بـا نتـايج   

Hull & Donson, 1981 ( آنـاليز  . مطابقـت دارد

پس ) IB(اساس ژن اينكلوژن بادي  فيلوژنتيكي بر

ــم  ــف از ه ــد  ردي ــازي چن ــوالي   س ــه ت ــاي  گان ه

ــه ــدي جداي ــاي  نوكلئوتي ــي از  CERVه ــا برخ ب

ــروس ــاي  وي ــتفاده از  Caulimoviridaeه ــا اس ب

ــرم ــزار  ن ــه روش  MEGA 5اف  Neighbourو ب

joining تكـرار در ارزيـابي    1000، باBootstrap 

درخت فيلـوژنتيكي ترسـيم   ). 2شكل (انجام شد 

شامل   Iگروه. شده، دو گروه اصلي را تشكيل داد

بـوده و   Caulimovirusهاي جـنس   تمام ويروس

 Soymovirusهـاي جـنس    شامل ويروس IIگروه 

ويـروس موزاييـك گـل     Iدر ميان گروه . باشد مي

)  (Cauliflower mosaic virus,CaMVكلـــم 

نشـان   CERVهـاي   بيشترين نزديكي را با جدايـه 

 Raikhy et(دادند كه با نتايج ريخي و همكـاران  

al. 2006 (ــت دارد ــه ي  .مطابق ــين دو جداي از ب

ايراني ويروس، جدايه محلات بيشـترين شـباهت   

% 4/99شباهت در سطح آمينواسـيدي و  % 100(را 

با جدايه هند نشان ) شباهت در سطح نوكلئوتيدي

داد و احتمال آن مي رود كه اين جدايه از كشـور  

همچنـين در بـين جدايـه    . هند منشاء گرفته باشد

هاي ويروس، بيشـترين تغييـرات آمينواسـيدي و    

.كمترين شباهت در جدايه هلند مشـاهده گرديـد  
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اينكلوژن بادي  درخت فيلوژنتيكي ترسيم شده بر اساس توالي نوكلئوتيدي ژن كدكننده -2شكل 

CERV با استفاده از نرم افزار ،MEGA 5  به روشNeighbor joining )bootstrap- × 1000) ( جدايه

رجوع  2مشخص شده اند و جهت نام گسترده هر ويروس به جدول  ●هاي توالي يابي شده با علامت 

  ).شود
Figure 2- Phylogenetic tree drawn on the basis of nucleotide sequence of inclusion body 

gene of CERV, by using MEGA 5 software, neighbor-joining method (bootstrap 1000) 

(The isolates which have been sequenced have been marked with ● and for extent virus 

names refer to table 2). 

  

هم ترازي چندگانه بين توالي آمينواسيدي 

جدايه هاي ايراني با دو جدايه هند و هلند، نشان 

دهنده تغييراتي در موقعيت هاي خاصي از ژن 

اينكلوژن بادي بوده و نشان مي دهد در بين 

بيشترين تغييرات آمينواسيدي  CERV جدايه هاي

مربوط به جدايه هلند و كمترين اين تغييرات 

وجود ). 4جدول (مربوط به جدايه هند مي باشد 

غييرات آمينواسيدي احتمالا بدليل وقوع اين ت

موتاسيون در توالي نوكلئوتيدي مي باشد، كه البته 

گاهي اين موتاسيون بصورت حذف يا افزودن 

يك يا چند نوكلئوتيد بوده، كه چنانچه مضربي از 

سه نوكلئوتيد باشد، قاب خواندني دست نخورده 

 2يا حذف1مانده و يك يا چند اسيد آمينه افزوده

                                                           
1
 Insertion 

2
 Deletion 

 Raikhy et al., 2006; Nassaj(شود مي 

Hoseini & Shamsbakhsh, 2010 .( بطوري كه

در دو  insertionوقوع دو موتاسيون از نوع 

قابل  CERVموقعيت از جدايه محلات ويروس 

اولين موقعيت ). 3شكل (تشخيص است 

E (بصورت
3 (T

ژن و  378 و 377در موقعيت  4

 و 437در فاصله  (ET)دومين موقعيت بصورت 

  . ژن مشخص شد 438

                                                           
3
 Glutamic acid 

4
 Threonine 
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كه  CERVهاي  هاي آمينواسيدي ژن اينكلوژن بادي جدايه گانه ترادف سازي چند رديف  هم -3شكل 

  .ترسيم شده است Bioeditتوسط نرم افزار 
Figure 3- Multiple alignment of amino acid sequences drawn on the basis of inclusion 

body gene of isolates of CERV by Bioedit software. 

  

مطالعه حاضر كه اولين مطالعه مولكولي بر 

باشد، به هدف  روي تنوع اين ويروس در ايران مي

بررسي، بر روي بخشي از ژن كدكننده اينكلوژن 

بادي كه باعث تنوع در اين گروه مي شود، انجام 

) Ashnayi et al., 2010(مطالعات قبلي . گرفت

فاظت شدگي بالايي در ناحيه نشان داد كه ح

وجود دارد،  CERVپوشش پروتئيني جدايه هاي 

اين در حالي است كه در مطالعه حاضر ژن 

كدكننده اينكلوژن بادي، حفاظت شدگي پاييني در 

ترادف اين ژن آشكار كرد كه اين مطلب با نتايج 

) Raikhy et al., 2006(ريخي و همكاران 

  . مطابقت نشان داد
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هاي مختلف ژن كدكننده اينكلوژن بادي از جدايه هاي  تغييرات آمينواسيدي در موقعيت - 4جدول 

CERV  اسيدآمينه هاي متفاوت در هر موقعيت با حروف سياه (گزارش شده از ايران، هند و هلند

 ).مشخص شده است

Table 4- Changes in amino acid at different positions of inclusion body gene encoded by 

CERV isolates reported from Iran, India and Holland (Different amino acids in any 

position have been showed in bold). 

 روي موقعيت

 ژن

 CERV محلات جدايه CERV چناران جدايه CERV هلند جدايه CERV هند جدايه

Position in 

gene 

CERV_India CERV_Holland CERV_Chenaran CERV_Mahallat 

311 
Prolineپرولين Leucineلوسين Leucineلوسين Leucineلوسين 

312 
Arginineآرژنين Lysineليزين Lysineليزين Lysineليزين 

334 
Isoleucineايزولوسين Isoleucineايزولوسين Tyrosine وزينيرت  Isoleucineايزولوسين 

345 
Histidineتريپتوفان هيستيدينTryptophan Histidineهيستيدين Histidineهيستيدين 

351 
Leucineسرين  لوسينSerine Leucineلوسين Leucineلوسين 

362 
Tyrosineتيروزين Isoleucineايزولوسين Tyrosineتيروزين Tyrosineتيروزين 

378 ------------ ------------ ------------ 
 Threonineترئونين

379 ------------ ------------ ------------ 
 Glutamic acid گلوتاميك اسيد

381 
Threonineترئونين Tyrosineتيروزين Threonineترئونين Threonineترئونين 

382 
Isoleucineايزولوسين Tyrosineتيروزين Isoleucineايزولوسين Isoleucineايزولوسين 

384 
Arginineآرژنين Lysineليزين Arginineآرژنين Arginine ينآرژن  

389 
Asparagineگلايسين  آسپاراژينGlysine Asparagineآسپاراژين Asparagine آسپاراژين 

390 
Isoleucineايزولوسين Isoleucineايزولوسين Tyrosineتيروزين Isoleucineايزولوسين 

393 

Aspartic 

acidآسپارتيك اسيد 

گلوتاميك 

 Glutamic acidاسيد

Aspartic acid آسپارتيك

 آسپارتيك اسيد Aspartic acid اسيد

416 
Serineسيستئين سرينCysteine Serineسرين Serineسرين 

425 
Serineسرين Serineسرين Asparagineآسپاراژين Serineسرين 

437 ------------ ------------ ------------ 
 Glutamic acid گلوتاميك اسيد

438 ------------ ------------ ------------ 
نينترئو Threonine 

481 
Alanineآلانين Threonineترئونين Alanineآلانين Alanineآلانين 
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Abstract 
Carnation etched ring virus (CERV) is a member of family caulimoviridae, 

caulimovirus genus. The virus is the second important virus after Carnation mottle virus to 

infect carnation. In order to investigate the presence of this virus in greenhouses carnation 

plants of Khorasan Razavi (Mashhad) and Markazi (Mahallat) provinces samples which have 

been showed the symptoms were collected. Primary identification of CERV tested by Indirect 

enzyme-linked immunosorbent assay. Total DNA was extracted from fresh young leaf tissue 

by CTAB buffer. Polymerase Chain Reaction (PCR) was carried out using specific primers 

and fragments of 1500 bp were amplified by PCR. Comparisons were made between these 

isolates and related sequences of other caulimoviruses available in Genbank. The 

phylogenetic tree of inclusion body (IB) gene of CERV was drown, by MEGA5 software 

using Neighbor joining method. The results showed that the maximum similarity of Mahallat 

isolate was 99.4% to Indian isolate (AJ853858). Comparision of nucleotide sequences was 

shown the homology of two Iranian isolates together (92.2%) and with the other isolates (90-

99.4%). Maximum amino acid changes were indicated in Holland isolate. Although there was 

a significant difference (60.6-92.9%) in amino acid level between the sequences of the IB 

region of different caulimovirus. 

 

Keywords: Phylogenetic analysis, Polymerase chain reaction, Carnation etched ring virus. 
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