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، ويروس موزائيك سيب (Prunus necrotic ringspot virus, PNRSV)داران ويروس لكه حلقوي بافت مرده هسته
(Apple mosaic virus, ApMV)     و ويـروس موزائيـك آرابـيس(Arabis mosaic virus, ArMV) مهمتـرين   از

هـا در  ويـروس  اين و تعيين پراكنشرديابي از انجام اين پژوهش هدف . آيند هاي گل رز در دنيا به شمار ميويروس
نمونه برگي طـي دو   749به اين منظور، . هاي اصفهان، كرمان و مركزي بود هاي گل محمدي واقع در استان گلستان

، PNRSVها به  آلودگي اين نمونه. ري شدندآوها جمع گلستاناين و بصورت تصادفي از  1392و  1391سال زراعي 
ArMV  وApMV       با استفاده از آزمـون سـرولوژيكي بـه روش اليـزاي مسـتقيم(Double Antibody Sandwich-

ELISA, DAS-ELISA) نتايج نشان . شدهاي اختصاصي براي هر كدام از سه ويروس، بررسي  و با استفاده از پادتن
درصـد از   3/6و ApMV ها به  درصد از نمونه ArMV ،20/2ها به  درصد از نمونه 41/4، 1391داد كه در سال زراعي 

 ApMVها بـه   درصد از نمونه ArMV  ،32/5ها به  درصد از نمونه 31/2، 1392و در سال زراعي  PNRSVها به  نمونه
به دو ويـروس ديگـر   نسبت  PNRSVكه پراكنش   با توجه به اين. آلوده بودند PNRSVها به  درصد از نمونه 16/4و 

هاي ايـن ويـروس انجـام،     براي بررسي بيشتر جدايه PNRSVبيشتر بود، تعيين توالي ژن رمزكننده پروتئين پوششي 
، بر اساس درخت فيلوژنتيكي. م شدنددرخت فيلوژنتيكي ترسيم و ماتريس درصد تشابه و رديابي وقايع نوتركيبي انجا

در ايـران و   PNRSVاين اولين گزارش از بررسـي تنـوع ژنتيكـي    . فتندقرار گر PV96هاي ايراني در گروه جدايه
و  PNRSV ،ApMVهـاي مركـزي و اصـفهان بـه      هاي گل محمدي اسـتان  اولين گزارش از وقوع آلودگي گلستان

ArMV باشد مي.  
 

 هاي كليدي واژه

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  مسعود شمس بخش و همكاران    ...هاي آلوده كننده  روسو تعيين پراكنش ويشناسايي 
 

 12  1394بهار/1شماره/دهمدوره/ ژنتيك نوين

 

 

   مقدمه
از مهمترين گياهان  (Rosa damascene Miller)گل محمدي 

باشد كه از روغن و اسانس آن براي توليد دارو، عطر،  معطر مي
شود هاي معطر استفاده مي اسانس و برخي ديگر از فرآورده

(Demirozer et al. 2009) . اين گياه در بسياري از مناطق دنيا از
ستان، مراكش، ايران، مصر، فرانسه، چين و جمله تركيه، بلغار

هاي اصفهان و  استان. (Weiss 1996)د شو هندوستان كشت مي
هاي توليد كننده گل محمدي به لحاظ  ز مهمترين استاناكرمان 

. (Nikbakht and Kafi 2010)وسعت سطح زير كشت هستند 
هاي ويروسي رز در كاهش  هاي مختلف از جمله بيماري تنش

اي دارند و چندين ويروس  كميت محصول اهميت ويژهكيفيت و 
را آلوده كنند كه از اين  Rosaهاي جنس  توانند گونه مختلف مي

، (Apple mosaic virus, ApMV)ميان سه ويروس موزائيك سيب 
و لكه  (Arabis mosaic virus, ArMV)ويروس موزائيك آرابيس 
 Prunus necrotic ringspot)داران حلقوي بافت مرده هسته

virus, PNRSV)  ها به  زاترين اين ويروساز مهمترين و خسارت
  .(Sertkaya 2009)آيند  شمار مي

و  Nepovirusمتعلق به جنس  (ArMV)ويروس موزائيك آرابيس 
پيكره . باشد با دامنه ميزباني وسيع مي Secoviridaeخانواده 

 با تك لا  RNAژنوم آن از دو قطعهويروس ايزومتريك بوده و 
اين . (Loudes et al. 1995)قطبيت مثبت تشكيل شده است 

 .Xو  Xiphinema diversicaudatumويروس در طبيعت توسط 

americanum شود و نيز بوسيله بذر، دانه گرده و پيوند منتقل مي .
هاي مناطق مختلف  ويروس موزائيك آرابيس در ايران از رزكاري

و گوجه فرنگي و انگور  (Rakhshandehroo et al. 2006)تهران 
Rakhshandehroo et al. 2005; Rakhshanderoo et al. 2006; 

Massumi et al. 2009; Doustsedigh et al. 2012)(  
  .گزارش شده است

و  Ilarvirusمتعلق به جنس  ApMVو  PNRSVهر دو ويروس 
ها ايزومتريك بوده  اين ويروس. باشد مي Bromoviridaeخانواده 

تك لا با قطبيت مثبت تشكيل شده  RNAآنها از سه قطعه ژنوم و 
-با پيوند و نيز اندام ApMVانتقال ). Oliver et al. 2009(است 

اين ويروس دامنه متفاوتي از . شود هاي تكثيري گياه انجام مي

و لكه حلقوي بافت  ٣، سبزردي٢، موزائيك١علايم مانند پيسك
در ايران نخستين بار . ندك را در گياهان ميزبان ايجاد مي ٤مرده

ApMV  از ارقام سيب گلاب شفيع آبادي و كهنز در مشهد، كرج
سپس اين ويروس . (Manouchehri 1968)و شهريار گزارش شد 

 Tomato ringspot)به همراه ويروس لكه حلقوي گوجه فرنگي 

virus, ToRSV)  از ارقام سيب فوجي و گلدن دليشز در مزرعه
 Mizani and)كرج گزارش شده است تحقيقاتي كمال آباد 

Hajnajari 2013) . ويروسPNRSV  ،نيز از طريق تماس مكانيكي
دارن  هاي هسته هاي تكثيري آلوده، پيوند و در بسياري از گونه اندام

همچنين انتقال اين ويروس . شود با دانه گرده و بذر منتقل مي
. (Moury et al. 2000)توسط كنه و نماتد نيز گزارش شده است 

هاي  در گياه رز شامل خطوط و حلقه PNRSVعلايم آلودگي به 
در ايران نخستين بار . باشد مي 5سبزردي و نقش برگ بلوطي

PNRSV  از استان اردبيل و دشت مغان گزارش شد(Moini and 

Izadpanah 2000) .هاي زينتي در  پس از آن اين ويروس از رز
هاي هسته  ، باغ(Rakhshandehroo et al. 2006)استان تهران 

و گياه  (Fallah and Nasrollanejad 2009)داران استان گلستان 
 Sabaghian)پيچك صحرايي استان هاي تهران، البرز و مازندران 

et al. 2013) همچنين پراكنش اين ويروس در . گزارش شده است
هاي فارس و گلستان بررسي شده است  هاي هسته داران استان باغ

تاييد شد  RT-PCRها با استفاده از روش  نمونهو آلودگي 
(Rahmanian et al. 2013) .هاي  نژادPNRSV اساس  بر

هاي بيولوژيكي، سرولوژيكي و همچنين تفاوت در توالي  تفاوت
نوكلئوتيدي ژن پروتئين پوششي و حركتي از يكديگر تفكيك 

كه تاكنون از نظر  PNRSVهاي مختلفي از  جدايه. شوند مي
ي تعيين خصوصيت شده در سه گروه فيلوژنتيكي با مولكول

 .Guo et al(گيرند  قرار مي PV32-Iو  PE5-III ،PV96-IIهاي  نام

1995; Hammond and Crosslin 1995; Sanchez-Navarro and 
Pallas 1997 .(ها نشان داده كه بين دامنه ميزباني،  جدايه تجزيه

سيد آمينه ارتباط خاصي منشا جغرافيايي و توالي نوكلئوتيدي يا ا
توالي ژن پروتئين پوششي نشان داده كه اين  تجزيه. وجود ندارد

                                                            
1 Mottling 
2 Mosaic 
3 Chlorosis 
4 Necrotic ring spot 
5 Oak leaf pattern 
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 ;Aparicio et al. 1999)العاده حفاظت شده است پروتئين فوق

Vaškova et al. 2000; Moury et al. 2001; Glasa et al. 2002; 
Hammond 2003; Salem et al. 2004).  

هاي مختلف  ويروسي در ميزبانتعيين پراكنش عوامل  رديابي و
خسارت ناشي از كنترل  براياستراتژي مناسب پيش نياز تدوين 
از نقاط  PNRSV گزارشبا توجه به  همچنين. اين عوامل است

 Moini and Izadpanah 2000; Rakhasandehroo) ،ايران مختلف

et al. 2006; Rahmanian et al. 2013; Sabaghian et al. 2013) 
هاي  يكي از مهمترين راه. باشد ين ويروس ضروري ميكنترل ا

پيش از . باشد هاي گياهي استفاده از ارقام مقاوم مي كنترل ويروس
آن كه مقاومت نسبي ارقام و يا گياه تراريخت براي كنترل ويروس 

ضروري به هاي ايراني  تنوع ژنتيكي جدايه ، بررسيبررسي شود
پراكنش سه بررسي  ضرپژوهش حارو هدف از اين. رسد نظر مي

هايي  يين ترادف قسمتتعو  PNRSVو  ApMV ،ArMVويروس 
   .باشد غالب مي ويروسهاي  از توالي ژنوم جدايه

  
   هامواد و روش

  روش نمونه برداري 
بازديدهايي از  92و  91هاي  يز ساليطي فصول بهار تا پا

هاي قمصر، نياسر و مشهد،  هاي گل محمدي شهرستان گلستان
ال از استان اصفهان، نراق و جاسب از استان مركزي و ارده

 749در مجموع . شهرستان بردسير از استان كرمان انجام گرفت
ها جمع  صورت تصادفي و با حركت در قطر گلستانه نمونه ب

نمونه در  153و  1391نمونه در سال  115تعداد . آوري شدند
و  1391ل نمونه در سا 144از استان مركزي، تعداد  1392سال 
نمونه در  58از استان اصفهان و تعداد  1392نمونه در سال  212

آوري از استان كرمان جمع1392نمونه در سال  67و  1391سال 
  ).2و  1هاي  جدول(شد 

  آزمون سرولوژيكي
هاي  آوري شده به ويروسهاي جمع بررسي آلودگي نمونه

ه هسته موزائيك سيب، موزائيك آرابيس و لكه حلقوي بافت مرد
هاي اختصاصي تهيه شده از شركت  داران با استفاده از پاتن

DSMZ )اليزا  ١و به روش ساندويچ دو طرفه) آلمان -برانشوايك
)DAS-ELISA( مطابق دستورالعمل شركت سازنده انجام گرفت .

                                                            
1 Double antibody sandwich 

عنوان تكرار ه عصاره هر نمونه به طور تصادفي در دو چاهك ب
پارا -4جاد شده در ماده زمينه ميزان تغيير رنگ اي. شد بارگذاري

 405در طول موج ) شركت مرك، آلمان( نيتروفنيل فسفات 
مدل  ELISA –reader(نانومتر به وسيله دستگاه اليزا خوان 

Beckman AD340 هر پانزده دقيقه تا يك ساعت ) ساخت آمريكا
با . اي مورد ارزيابي قرار گرفت و نيم پس از افزودن ماده زمينه

ميانگين جذب نمونه  xكه در آن  =x + 3 SD Rز فرمول استفاده ا
سطح آستانه آلودگي  Rها و  انحراف معيار چاهك SDمنفي و 

  .، محاسبات انجام شدباشد مي
  كل RNAاستخراج 

 PNRSVبا توجه به نتايج بدست آمده از اليزا و پراكنش بيشتر  
 RNAنسبت به دو ويروس ديگر، از گياهان آلوده به اين ويروس 

تغييرات  اندكيبا  Chang et al. (1993( كل به روش توصيف شده
هاي  به اين منظور يك گرم بافت برگ تازه درون نايلون. انجام شد
  مقدار نمونه   هر  به  شد و  داده قرار   عصاره گيري  مخصوص

 مولارميلي HCl 100-شامل تريس(  بافر استخراج  ليترميلي  سه
8 =pH مولار ميلي 20مولار،  4/1 ، كلريد سديمEDTA دو ،

) PVP-40، سولفيت سديم يك درصد و دو درصد CTABدرصد 
ليتر از يك ميلي. گيري شداضافه و بصورت يكنواخت عصاره

عصاره حاصل به ميكروتيوب منتقل و به مدت پنج دقيقه در حمام 
سپس به . گراد قرار داده شددرجه سانتي 65آب گرم با دماي 

به (ميكروليتر مخلوط آماده كلروفرم و ايزوآميل الكل  700ميزان 
در مرحله بعد، به مدت . اضافه و مخلوط شد) به يك 24نسبت 

گراد و در دماي چهار درجه سانتي g ×14000 دقيقه در 15
فاز رويي به ميكروتيوب جديدي منتقل و يكبار . ميانگريز شد

ده كلروفرم و ديگر به ميزان هم حجم فاز رويي از مخلوط آما
دقيقه  15ميانگريزش به مدت . ايزوآميل الكل اضافه و مخلوط شد

سپس . گراد انجام شدو در دماي چهار درجه سانتي g ×14000 در
فاز رويي به ميكروتيوب جديدي منتقل شده و به ميزان برابر 

مولار به مخلوط اضافه و به مدت يك شب كلريد ليتيم چهار ميلي
به  عمل ميانگريز. گراد نگهداري شدجه سانتيدر دماي چهار در

. گراد انجام شددقيقه و در دماي چهار درجه سانتي 30مدت 
ميكروليتر بافري متشكل از تريس  200رسوب بدست آمده در 

HCl  10  8  مولارميلي =pH مولار يك ميليEDTA  درصد  دوو  
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در سال هاي اصفهان، مركزي و كرمان  استانهاي  در گلستان ApMV و PNRSV ،ArMVهاي  دگي ويروسميزان پراكننتايج آزمون اليزا براي تعيين  -1جدول
1391.  

تعداد نمونه  شهر استان
  مورد بررسي

PNRSV

 
ArMV  

  
ApMV  

  
  درصد آلودگي  تعداد نمونه آلوده  درصد آلودگي  تعداد نمونه آلوده درصد آلودگي تعداد نمونه آلوده

  %6  3  %10 5 %12 6  50 قمصر 
  %92/1  1  %92/1 1 %7/7 4  52 نياسر اصفهان

  0  0  %14/7 3 %14/7 3  42 مشهد اردهال 
             

  %81/1  1  %45/5 3 %14 7  55 نراق مركزي
  %33/3  2  %33/3 2 0 0  60 جاسب 
             

  0  0  0 0 0 0  58 بردسير كرمان
  %20/2  7  %41/4 14 %3/6 20  317 كل 

  
  .1392در سال هاي اصفهان، مركزي و كرمان  استانهاي  در گلستان ApMV و PNRSV ،ArMVهاي  ميزان پراكندگي ويروسون اليزا براي تعيين نتايج آزم -2جدول

تعداد نمونه مورد شهر استان
  بررسي

PNRSV 

 
ArMV  

  
ApMV  

  
  درصد آلودگي  ودهتعداد نمونه آل  درصد آلودگي  تعداد نمونه آلوده  درصد آلودگي  تعداد نمونه آلوده

  %26/11  8  %63/5  4  %4/8  6  71  قمصر  
  %47/4  3  %98/2  2 %47/4 3  67 نياسر اصفهان

  %40/5  4  0  0  %4/5  4  74  مشهد اردهال  
              

  %63/2  5  %94/3  3  %57/6  5  76  نراق  مركزي
  %29/1  3  %29/1  1 0 0  77 جاسب 

                  
  0  0  0  0 0 0  67 بردسير كرمان

  %32/5  23  %31/2  10 %16/4 18  432 كل 
  

SDS آورده شده و پس از آن  به حالت سوسپانسيون درRNA  كل
 300مولار و ميكروليتر كلريد سديم پنج ميلي 100 با افزودن

دقيقه  10  ميكروليتر ايزوپروپانول سرد رسوب داده شد و به مدت
سپس ميانگريزش . گراد قرار داده شددرجه سانتي - 20در دماي 

-و در دماي چهار درجه سانتي g ×14000دقيقه در  15مدت به 

درصد  70پس از آن رسوب بدست آمده با اتانول . گراد انجام شد
ميكروليتر آب تيمار شده  100در نهايت رسوب در . شستشو شد

به حالت سوسپانسيون در آمده و ) شركت مرك، آلمان(  DEPCبا 
  .گراد نگهداري شددرجه سانتي -70تا زمان استفاده در دماي 

  واكنش نسخه برداري معكوس

- '3با توالي  Ilar1 رفتهاي  ، از آغازگرPNRSVبراي رديابي 
TTCTAGCAGGTCTTCATCGA-5'  برگشتو Ilar2  با توالي

3'-CCACCGAGAGGTTGGCA-5' )(Candresse et al. 

براي تكثير قسمتي از منطقه ژني مسئول بيان پروتئين  1997
نوكلئوتيد در فاصله نوكلئوتيدهاي  206اندازه پوششي ويروس به 

 PE5 (Hammond andبر اساس ژنوم جدايه  1772تا  1568

Crosslin 1995)  و براي تكثير كامل ژن پروتئين پوششي
PNRSV  رفت  نوكلئوتيد از آغازگر 675به طول MG1  با توالي

3'-ACTCTAGATCTCAAGCAGGTC-5'  برگشتو آغازگر 
MG2 5 با توالي'-ATGGTTTGCCGAATTTGCAAT -3' 

(Glasa et al. 2002) استفاده شد.  
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كه در  GenBankمنتشر شده در  PNSRVهاي  جدايهمشخصات  -3جدول 
  .اند اين مطالعه مورد استفاده قرار گرفته

گروه
فيلوژنتيكي

شماره دسترسي
بانك ژن

ميزبان  جدايه كشور

PV96-II AF170160 آلو 54-6 چك
PV32-I U57046 هلو 4-30 آمريكا
PV96-II EF565247 بادام AlmCl.car1 شيلي
PV96-II AJ133204 بادام AlmIt-cor1 ايتاليا
PV96-II AJ133202 بادام AlmIt-pre1 ايتاليا
PV96-II AJ133199 زرد آلو AprIt-caf1 ايتاليا
PV32-I AJ133201 AprIt-try1 ايتاليا زرد آلو
PE5-III AF034994 آلبالو CH30 آمريكا
PV32-I AF034991 آلبالو CH38 آمريكا
PV32-I AF034993 آلبالو CH57 آمريكا
PV32-I AF034992 آلبالو CH9 آمريكا
PE5-III AF03445 آلبالو Ch71 آمريكا
PV96-II JQ005030 آلبالو Chr1 كانادا
PV96-II AJ133210 آلبالو ChrIt.bla1 ايتاليا
PV96-II AJ133203 بالوآل ChrIt-lam1 ايتاليا
PV96-II AJ133209 آلبالو ChrIt-mrs1 ايتاليا
PV32-I AJ619958 گل رز E260 هند
PV96-II DQ983493 زرد آلو I-9 لهستان
PV96-II AF170169 آلو Nahnuta چك
PV96-II AJ133208 شليل NctSp-mur1 اسپانيا
PV96-II JQ005047 هلو Pch1 كانادا
PV96-II AJ133205 هلو PchIt-may1 ايتاليا
PE5-III AJ133207 هلو PchIt-mry1 ايتاليا
PV32-I AJ133206 هلو PchTu-unk1 تونس
PE5-III L38823 هلو PE-5 آمريكا
PV32-I AJ133211 آلو PlmAl-unk1 آلباني
PV96-II AJ133212 آلو PlmIt-clf1 ايتاليا
PV96-II EU368735 بادام PNRSV-AL1 استراليا
PV96-II FJ610341 آلبالو PNRSV-Ch41 چين
PV96-II EU368738 گيلاس PNRSV-Mk مجارستان
PV32-I DQ003584 گل رز PNRSV-RP84 لهستان
PV32-I AF170159 آلبالو PS 14-22 چك
PV32-I AF170158 آلبالو PS12-16 چك
PV96-II AF170162 آلبالو PS7-12 چك
PV32-I Y07568 سيب PV-32 امريكا
PV96-II S78312 محلب PV-96 آلمان
PV32-I AY948440 گل رز -RM هند

2.India.Rose
- KJ599816 مشهد اردهال-ايران گل محمدي RosIr1-Mas1
- KJ599817 نياسر-ايران گل محمدي  RosIr2-Nis1
- KJ599818 قمصر -ايران گل محمدي  RosIr3-Ghs1
- KJ599819 نراق-ايران گل محمدي  RosIr4-Nag1

PV32-I AJ969095 RSIn-95 هند گل رز
PV32-I EU869295 آلبالو S-Ch95 چين
PV96-II AF170163 آلو UH1 چك
PV96-II AF170171 هلو Valticka چك
PV32-I AY684271 گل رز Yunnan چين

 15ابتدا . ميكروليتر انجام شد 10واكنش در حجم نهايي 
 به برگشتپيكومول آغازگر  20اه به همر RNAميكروگرم 

گراد به درجه سانتي 70و در دماي  انتقال يافته PCRهاي  لوله
سپس مخلوطي از دو . مدت پنج دقيقه در ترموسايكلر تيمار شدند

مولار ميكروليتر بافر واكنش با پنج برابر غلظت، يك ميلي
آنزيم  واحد dNTPs( ،20(ها  دزوكسي نوكلئوتيد تري فسفات

واحد  Ribonuclease inhibitor( ،50(ارنده ريبونوكلئاز بازد
به هر تيوب  DEPCو آب تيمار شده با  M-MuLV RTآنزيم 

. ميكروليتر شد 10طوري كه حجم نهايي واكنش ه اضافه شد، ب
گراد به مدت درجه سانتي 37در دماي  cDNAواكنش ساخت 

دقيقه  60گراد به مدت درجه سانتي 42پنج دقيقه، سپس در دماي 
گراد در دستگاه درجه سانتي 70دقيقه در دماي  10و در آخر 
 .انجام شد) اپندورف، آلمان(ترموسايكلر 

 DNAسازي و تعيين توالي اي پليمراز، همسانهواكنش زنجيره
ميكروليتر  5/2ميكروليتر شامل  20در حجم نهايي  PCRواكنش 

 10 و،برداري معكوس به عنوان الگاز محصول واكنش نسخه
، دو (MgCl2)مولار كلريد منيزيم پيكومول از هر آغازگر، دو ميلي

 KClاز  mM500 شامل ( ميكروليتر بافر واكنش با غلظت ده برابر
 25/1و  dNTPsمولار از ميلي 5/1، )) 4/8اسيديته ( Tris-HClو 

و ) پرومگا، آمريكا( )Taq Polymerase(مراز پليواحد آنزيم تك 
هاي  چرخه. انجام شد) اپندورف، آلمان(سايكلر در دستگاه ترمو

-دمايي مورد استفاده در اين مرحله شامل يك چرخه واسرشت

 33گراد به مدت دو دقيقه، درجه سانتي 95سازي اوليه در دماي 
گراد به درجه سانتي 95سازي در دماي چرخه شامل واسرشت

 54دماي  ها به رشته الگو در ثانيه، مرحله اتصال آغازگر 30مدت 
گسترش رشته جديد  ثانيه و مرحله 30گراد به مدت سانتي درجه

ثانيه و سرانجام يك  70گراد به مدت درجه سانتي 72در دماي 
گراد به مدت پنج درجه سانتي 72چرخه گسترش نهايي در دماي 

روي  اي پليمرازهاي زنجيره محصولات واكنش. دقيقه انجام شد
شد و براي تعيين توالي ابتدا  ژل آگارز يك درصد تفكيك

 ®Wizardمحصول به دست آمده از روي ژل با استفاده از كيت

SV Gel and PCR Clean up system )جدا و ) پرومگا، آمريكا
-pGEMقطعات استخراج شده براي الحاق به حامل پلاسميدي 

Teasy  طبق دستورالعمل شركت سازنده انجام و پس از آن با
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هاي  به داخل سلول) اپندورف، آلمان(لكتريكي استفاده از شوك ا
براي استخراج . ترانسفورم شدند Escherichia coli 1022مستعد 

 Wizard® Plus SV Miniprep DNAپلاسميد از كيت

Purification system  )پس از آن به . استفاده شد) پرومگا، آمريكا
 DNAهاي نوتركيب براي بررسي قطعات منظور هضم حامل

هاي  قي به حامل چهار ميكروليتر از حامل نوتركيب با آنزيمالحا
درجه  37به مدت يك ساعت در دماي   EcoRIو  NotIبرشي 
ها روي ژل آگارز يك  گراد هضم شد و در نهايت نمونهسانتي

هاي حاوي قطعات مورد  تعدادي از همسانه. درصد بررسي شدند
به شركت آلماني  انتظار انتخاب و براي تعيين توالي نوكلئوتيدي

MWG Biotech ارسال شد . 

  هاي حاصل از تعيين توالي تجزيه و تحليل داده
 Vector  افـزار هاي نوكلئوتيدي بدست آمده بـه وسـيله نـرم   توالي

NTI advance 11.5 )سپس . شدند ١يهمگذار) اينويترون، امريكا
هـاي  هاي تعيين توالي شده در اين پژوهش بـا تـوالي   توالي جدايه

موجـود در   CLASTAL Wاز  با اسـتفاده  GenBankت شده در ثب
. شدند ٢سازيهمرديف) MEGA6 )Tamura et al. 2013افزار نرم

 BioEdit )Hallهـا توسـط نـرم افـزار      سپس درصد تشابه تـوالي 

تعيين فشار  براي بررسي روابط فيلوژنتيكي و. محاسبه شد) 1999
افـزار  از نـرم  PNSRVانتخابي موجود بر روي پـروتئين پوششـي   

MEGA6 افـزار  وقايع نوتركيبي احتمالي از طريق نرم. استفاده شد
RDP v.4 )Martin et al. 2010 (بررسي شدند .  

  
    نتايج و بحث

آوري شده نمونه جمع 317نتايج آزمون اليزاي انجام شده بر روي 
نشان  1391هاي مركزي، اصفهان و كرمان در سال زراعي  از استان
 21/2(، هفت نمونه ArMVبه ) درصد 41/4(نمونه  14داد كه 
آلوده  PNRSVبه ) درصد 3/6(نمونه  20و  ApMVبه ) درصد
نمونه بررسي  432از  1392در سال زراعي ). 1جدول(بودند 

) درصد 32/5(نمونه  ArMV ،23به ) درصد 31/2(شده، ده نمونه 
آلوده بودند  PNRSVبه ) درصد 16/4(نمونه  18و  ApMVبه 

 علايمي  PNRSVدر گياهان گل محمدي آلودگي به ). 2جدول(

                                                            
1 Assembly 
2 Alignment 

 
هاي بوته گل محمدي  علايم موازييك و بد شكلي ايجاد شده در برگ -1شكل 

  .ويروس لكه حلقوي بافت مرده هسته داران در اثر ابتلا به
 

 وزائيك، كلروز بين رگبرگي و بد شكلي مشاهده شدشامل م

  ).1شكل(
 1392و  1391 هايكه در سال نشان دادنتايج اليزاهاي 

در قمصر نسبت به ساير مناطق مطالعه  هاي گل محمدي گلستان
و  ApMV ،ArMVداراي آلودگي بيشتري به هر سه ويروس شده 

PNRSV صر از هاي گل محمدي در شهرستان قم رويشگاه .بودند
ترين مناطق پرورش اين محصول در كشور  ترين و سنتي قديمي

هاي ميوه  علاوه اين مراكز در مجاورت باغه شوند، بمحسوب مي
. (Nikbakht and Kafi 2010)اند داران واقع شدهداران و دانههسته

هاي مورد مطالعه نسبت به ساير  از اينرو شيوع بالاتر ويروس
هاي مركزي و كرمان مورد انتظار  استانمناطق استان اصفهان و 

ها  رسد ويروس از اين مناطق به ساير گلستاننظر ميه و ب بوده
شك مطالعات بيشتر براي تعيين منشا آلودگي بي .انتقال يافته باشد

  . اوليه ضروري است
آوري شده از منطقه بردسير هاي جمع نتايج نشان داد كه نمونه

هاي مورد مطالعه آلوده نبودند، با اين وجود كرمان به ويروس
ها تر منطقه براي آلودگي به ساير ويروسبررسي بيشتر و دقيق

صورت اثبات عدم آلودگي به ويروس،  در. شد باضروري مي
ها پيشنهاد  اعمال قرنطينه استاني براي جلوگيري از ورود ويروس

گل  هاي تجاري پرورش بردسير كرمان يكي از قطب. شودمي
و  (Nikbakht and Kafi 2010)رود شمار ميه محمدي در كشور ب

هاي ازدياد درون پرورش دهندگان گل در اين منطقه از روش
 كنند كه مي هاي جديد استفاده مي گلستان  احداث  براي  ايشيشه
  .دليلي براي عدم وقوع آلودگي ويروس در اين منطقه باشدتواند 
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ويروس لكه حلقوي بافت مـرده  هاي  جدايهژن پروتئين پوششي ) بالاي شكل(اسيدهاي  و آمينو) پايين شكل(هاي  نوكلئوتيد رابري دوبه دو بينماتريس درصد ب -4 جدول
   PE5.و  PV32 ،PV96 داران ايران و نماينده سه تيپ گروههسته

  
تكثير و توليد  درمناسبي   تواند خزانه ها بردسير مي اينرو گلستان از
مطالعات قبلي در مورد درصد آلودگي و  .ه گل محمدي باشدقلم

و  ArMVهاي نشان داد كه  هاي رزكاري ترين ويروستعيين شايع
PNRSV  آلودگي با  درصد 8/18و  درصد 1/23به ترتيب با
 Rakhshandehroo)هاي رز در استان تهران  ترين ويروساهميت

et al. 2006)  و شرقيهاي آذربايجان غربي  استانو در ArMV  به
 (Doustsedigh et al. 2012) درصد 2/30و  درصد 3/30 ترتيب

كه در پژوهش حاضر بيشترين درصد گزارش شده است، در حالي
روش . ها كمتر از هفت درصد بود آلودگي به اين ويروس

برداري يا نمونهعلايم داراي هاي  نمونهآوري  جمع(برداري  نمونه
حشرات  و جمعيت حضورد مطالعه، ، تنوع گياهان مور)تصادفي

هاي  و تراكم بالاي باغ گرده افشان با توجه به شرايط آب و هوايي
در از علل تفاوت توان هاي متعدد را مي داران و وجود تاكستان دانه

هاي يافته. هاي ياد شده با مطالعه حاضر تلقي كرد نتايج پژوهش
سه ويروس حضور  كه Sertkaya (2009) نتايجبا اين پژوهش 

موزائيك سيب، ويروس موزائيك آرابيس و ويروس لكه حلقوي 
بررسي كرد در طي دو سال را نكروتيك درختان ميوه هسته دار 

  .مطابقت دارد
 PNRSVنتايج رديابي مولكولي و تعيين توالي پروتئين پوششي 

هاي  جفت بازي مورد انتظار با استفاده از آغازگر 206قطعه 
جفت  675و نيز قطعه ) Ilar2و  Ilarviruses )Ilar1اختصاصي 

با استفاده از  PNRSVبازي براي تكثير پروتئين پوششي 
تكثير  RT-PCRدر واكنش  MG2و  MG1هاي اختصاصي  آغازگر

آوري شده  هاي جمع PNRSVتوالي چهار جدايه از ). 2شكل(شد 
در اين پژوهش، پس از تعيين توالي در پايگاه اطلاعاتي 

GenBank س شمارهاي با رKJ599816  تاKJ599819 ثبت شد .
  هاي ويروسي و ترسيم ماتريس برابري تجزيه و تحليل توالي

تعيين توالي شده در اين پژوهش در سطح اسيدهاي   چهار جدايه
 6/98-100و  4/99-100نوكلئيك و اسيدهاي آمينه به ترتيب 

 تشابه در سطح نوكلئوتيد در منطقه ژني. درصد تشابه داشتند
هاي ايران با سه تيپ گروه  رمزكننده پروتئين پوششي در جدايه

)Phylogroup ( معرفي شده توسطAparicio et al. (1999)  كه
 Y07568 ،Sanchez-Navarro andرس شمار ( PV32شامل 

Pallas 1997( ،PV96 ) رس شمارS78312 ،Guo et al. 1995 ( و
PE5 ) رس شمارL38823 ،Hammond and Crosslin 1995 (
درصد و در سطح  1/88و  8/98، 2/95باشند به ترتيب  مي

). 4جدول (درصد بود  7/89و  6/98، 6/94اسيدآمينه به ترتيب 
بنابراين بيشترين شباهت در هر دو سطح نوكلئوتيدي و 

  .مشاهده شد PV96آمينواسيدي با گروه 
ي ها هاي ايران و جدايه تشابه توالي در سطح نوكلئوتيد بين جدايه 

PV96  وPV32  ــيش از ــود  90ب ــد ب ــوالي  . درص ــين ت ــاط ب ارتب
هاي ايران و سه مدل تيـپ   نوكلئوتيدي ژن پروتئين پوششي جدايه

-طبقـه  PV96گروه نشان داد كه هر چهار جدايه ايراني در گـروه  

  .بندي شدند
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-Minimumهاي ايران، با روش و جدايه GenBankهاي موجود در  جدايه يژن رمز كننده پروتئين پوشش هاي درخت فيلوژنتيكي در طول نوكلئوتيد -3 شكل

evolution   بر اساس مدلTajima-Nei (Tajima and Nei 1984) و درصد حمايتي(Bootstrap)   درخت با . تكرار 1000باApMV –Shiel )شمار  رس
U15608  (قرمز براي : ده استها براساس رنگ نشان داده ش گروه بندي جدايه .ريشه دهي شده استPE5-IIIآبي براي  ؛PV32-I  و مشكي برايPV96-II . 

  .ها متمايز شده اند هاي ايران داخل كادر و با رنگ سبز از ساير جدايه جدايه
  

افزاري رديابي وقـايع  رديابي وقايع نوتركيبي با استفاده از بسته نرم
، RDPهـاي   و با روش RDP v.4 )(Martin et al. 2010نوتركيبي 

GENECONV ،BootScan ،MaxChi ،Chimaera، SiScan  و
3Seq   افـزار، در  با رعايت پارامترهاي پيش فرض موجـود در نـرم

هاي  هم در مقايسه جدايه پروتئين پوششيمقايسه ناحيه مورد نظر 
PNRSV  با هم هيچ گونه شواهد اوليه نوتركيبي را نشان نداد؛ اين

پـروتئين  ناحيـه بررسـي شـده    نتايج نشـان داد كـه نـوتركيبي در    
 . اين ويروس رخ نداده است پوششي

 دارانويروس لكه حلقوي بافـت مـرده هسـته    درخت فيلوژنتيكي
پوششـي،   پـروتئين  درخت فيلوژنتيكي ترسيم شده براساس ناحيه

بـر   Minimum evaluation (Rzhetsky and Nei 1992)با روش 
ي حاصـل از  هـا  در جدايـه  Tajima – Nei  (1984) اسـاس مـدل  

 نرم افزار  با   GenBank  در  ثبت شده هاي  و جدايه  توالي تعيين 

MEGA6  هـاي ايـران در گـروه     نشان داد كه جدايـهPV96   قـرار
ها براساس اولين مطالعات گذاري اين گروهنام). 3شكل(گيرند  مي

باشـد   در دنيـا مـي   PNRSVانجام گرفته روي توالي نوكلئوتيـدي  
)Apariciao et al. 1999, Vaskova et al. 2000, Hammond 

هـاي شـناخته شـده    كه پاتوتيـپ  اين مطالعات نشان دادند). 2003
PNRSV شـوند؛ گـروه   بندي ميطور كلي در سه گروه تقسيمه بI 
(PV32) باشد كه سبب بروز علايم شـديدي   هايي ميشامل جدايه

يمـي  علايم ملا II (PV96)هاي گروه  شوند در حالي كه جدايه مي
 III (PE5)هـاي گـروه    جدايـه . نـد كنهاي خود ايجاد مي در ميزبان

 يك ساختار. شوند سبب بروز هر دو نوع علايم شديد و ملايم مي
ــري   ــنجاق س ــش   ) Stem-Loop(س ــرار ش ــك تك ــامل ي ــه ش ك

در طول توالي ژن پـروتئين پوششـي   ) دو اسيد آمينه(نوكلئوتيدي 
 ) PV32  جدايه ژنوم   ساسا  بر(  1226  نوكلئوتيد  موقعيت  در

PE 5-III 

PV 32-I 

PV96-II 
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معرفـي كردنـد    Iهـاي گـروه    باشد را به عنوان ويژگـي جدايـه   مي
)Aparicio et al. 1999 (  ــوآرايي درون ــه ن ــده ك ــنهاد ش و پيش

پليمـراز سـبب    RNAناشي از رونويسي ناپيوسته آنزيم  ١مولكولي
همچنين آنها با شناسـايي يـك ناحيـه    . شكل گيري آن شده است

چهـار، اعضـاء گـروه     RNAمولكول  5′نتهاي ترجمه نشدني در ا
PE5 را از دو گروه ديگر متمايز كردند .  

و  dN/dS )dN :018/0و نسـبت   Tajimas׳s Dهـاي   برآورد آماره
dS :173/0 (افزار با نرمMEGA6    نشان داد كـه نسـبتdN/dS  در

كه مويد فشار ) 11/0(كمتر از يك بود  PNRSVپروتئين پوششي 
 ـ. روي اين ناحيه اسـت انتخاب منفي بر  عبـارت ديگـر بيشـتر    ه ب

اند و با توجـه   هاي انجام شده منجر به تغيير اسيدآمينه نشده جهش
نتـايج  . هاي پروتئين پوششي اين نتايج قابل پيش بيني بود به نقش
كـه انتخـاب   ) -13/2(د ش ـنيز منفـي بـرآورد    Tajima's Dآزمون 

 ـ    منفي در اين ناحيه را تاييد مي ايج محققـان ديگـر   كنـد كـه بـا نت
(Fiore et al. 2008; Oliver et al. 2009; Boulila et al. 2013) 

  .همخواني دارد
در مجموع نتايج اين پژوهش نشان داد كه ويـروس لكـه حلقـوي    

هاي گل محمدي موجود در برخـي   داران در بوتهبافت مرده هسته
و هاي قمصر، نياسر، مشهد اردهـال   هاي واقع در شهرستان گلستان

نراق در مركز كشور پراكنده شده است و به دليل حضـور شـرايط   
هاي مركز كشور، ويروس از درصـد پراكنـدگي    مناسب در گلستان

متوسطي برخوردار بودند كه اين امر موجب افزايش ميزان آلودگي 
تـوالي   تجزيـه  .هـا از سـالي بـه سـال ديگـر شـده اسـت        گلستان

ي ايرانـي و درخـت   هـا  جدايـه  نوكلئوتيدي ژن پروتئين پوششـي 
آلـوده   PNRSVهـاي   فيلوژنتيكي ترسيم شده نشان داد كه جدايـه 

كه دربرگيرنده نژادهـاي غيـر    ،PV96در گروه كننده گل محمدي 
در از طرفي تنوع ژنتيكي نسبتا كم  .قرار مي گيردباشد،  مهاجم مي

تواند ناشي از گسـترش سـريع و وسـيع     مي PNRSVجدايه هاي 
 .طقه باشداين ويروس در يك من
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