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  چكيده

هاي انجـام شـده طـي    در طـي بازديـد  . گـردد  ر كـدوئيان مـي  باعث كاهش شديد محصول ددر بسياري از مناطق جهان، ويروس موزائيك زرد كدو 
با نمونه در آزمون الايزا  72آوري شده،  نمونه جمع 392ي و جنوبي، از بين هاي خراسان رضوي، شمال ، از مناطق مختلف در استان1388-1389هاي  سال

 ة ميزبـاني و منطقـة  در ادامه تحقيق، دو نمونه مثبت بـر اسـاس دامن ـ  . ش مثبت بودندداراي واكن ZYMVاي ويروس آنتي بادي اختصاصي چند همسانه
اري برد از طريق نسخه (cp)ها  آن) bp970( ژن پروتئين پوششي انتخاب شده و  اين دو جدايه. تر مورد بررسي قرار گرفتند جغرافيايي براي مطالعات بيش

جهـت تعيـين   . پس از همسانه سازي، تعيين ترادف گرديد ZYMVمك آغازگرهاي اختصاصي تكثير اي پليمراز و با ك معكوس مبتني بر واكنش زنجيره
گزارش شده در دنيا درخت فيلوژنتيكي توسـط نـرم افـزار     ZYMVهاي  د بررسي در مقايسه با ساير جدايهمور ZYMVجايگاه تكاملي دو جدايه ايراني

MEGA4×1 اي تـرادف نوكلئوتيـدي، ناحيـه ژن   ر مبن ـنتايج حاصله بيانگر آن است كه ب. رسم گرديد cp  هـاي درگـز   جدايـه(Da)   و نيشـابور(Po3) 
  .از كشور سوريه نشان دادند SYZY-30ترين تشابه را با جدايه  بيش

  
   اي پليمراز، آناليز فيلوژنتيكي واكنش زنجيره ،آزمون داس اليزا، موزائيك زرد كدوويروس  :كليديهاي  واژه

  
    1 مقدمه

انـد كـه در    ها شناسـايي شـده   نس از پوتي ويروسج حداقل هفت
 و 11(نماينـد   ايجاد آلـودگي مـي   )Cucurbitaceae( كدوئيان خانوادة

به عنوان يك گروه جديد  (ZYMV)ويروس موزائيك زرد كدو ) . 12
) 8(سپس از فرانسه ). 9(از اين جنس اولين بار از ايتاليا گزارش گرديد 

ــا ــان  ،)12و  13( ، آمريكـ ــايوان) 7(لبنـ ــد) 6( و تـ ــزارش گرديـ . گـ
كشـت كـدوئيان در    به عنوان عامل محـدود كننـدة   ZYMVويروس

  ).6(تايوان شناخته شده است 
ZYMV   2و  1(باشـد   هـا مـي   متعلق به خانوادة پـوتي ويـروس( .

اي تـك  .ان.اي آر هاي گياهي كه ژنوم يـك قطعـه   گروهي از ويروس
هــا  ات بــارز آنخصوصــي اي شــكل از اي مثبــت و ذرات رشــته رشــته

 ـ.ان.آر. باشد مي وسـيله سـه    هاي به يك پروتئين ترجمه شده كه بعداً ب
پوشـش پروتئينـي   ). 3(شود  از وابسته به خود ويروس شكسته ميپروتئ
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  مشهد ، دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسيگروه گياهپزشكي كارشناسي ارشد
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گيــرد كــه در تعــين  اي ويــروس را در بــر مــي.ان.تــوني آركيلودال 36
ي ميزباني و علائـم بيمـار   مانند انتقال بوسيله شته، دامنةخصوصياتي 

  .)5(نقش مهمي دارد 
  

  ها مواد و روش
  ها برداري و شناسايي ويروس نمونه

منظور شناسايي ويروس  هب 1389و  1388در بهار و تابستان سال 
 Cucurbita)مسمايي از مناطق اصلي كشت كـدو   موزائيك زرد كدو

sp.) ــزه ــار(.Cucumis melo)، خرب  sativus)  (Cucumis ، خي
ــه ــه مزرع ــه اي، اي و گلخان ــالبي(Citrullus lanatus) هندوان  ، ط

)(Cucumis melo var.reticulatus،   خيـارچنبر)Cucumis melo 

var.flexuosus(     در استان خراسان رضوي، شـمالي و جنـوبي شـامل
مناطق خواجه ربيع، نيشابور، فريمان، سـبزوار، تربـت حيدريـه، تربـت     

د نمونــه جــام، ســبزوار، درگــز، بيرجنــد، سربيشــه، شــيروان و بجنــور 
علائم آلودگي . عمل آمد هبهاي متوالي در مراحل مختلف رشد  برداري

علائم مشـاهده شـده   . ويروسي بعد از تشكيل ميوه قابل تشخيص بود
 هـا،  هـا، نخـي شـدن بـرگ     ، بدشكلي در بـرگ ، زرديوزائيكم: شامل

  )علوم و صنايع كشاورزي(حفاظت گياهان  نشريه
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هـاي   بـرگ . )1شـكل  (باشـد   بدشكلي در ميوه و كاهش محصول مـي 
ها در شـرايط خنـك    اين نمونه. آوري شدند جمع ودهجوان از گياهان آل

درجـه   4هـا در دمـاي    اه منتقل و تا زمان انجـام آزمـايش  به آزمايشگ
گــراد  درجــه ســانتي -20لاني مــدت در دمــاي گــراد و در طــو ســانتي

ها از آزمـون   هت شناسايي و تعيين پراكنش ويروسج. نگهداري شدند
  .الايزا استفادده گرديد

  
 Enzyme linked immunosorbent assayآزمـون الايـزا   

(ELISA)   
هـاي   در نمونـه  ZYMVبراي شناسايي و تعيين پراكنش ويروس 

بـادي اهـدايي از    و آنتـي  DAS-ELISAآوري شـده، از آزمـون    جمع
-DSMZ (DSMZو تهيه شده از موسسه تحقيقـاتي   Agdiaشركت 

AS 0239) آزمون الايزا طبق روش كـلارك و . آلمان استفاده گرديد 
نتايج بر اساس تغيير رنگ حفـرات بـا اسـتفاده از    . انجام شد) 6(آدامز 

و در طـول مـوج    FAX 2100, USA) (STATدستگاه الايزا خـوان 
با توجه به ميزان جذب عصـاره  . نانومتر مورد ارزيابي قرار گرفتند 405

، آسـتانه  با اسـتفاده از فرمـول   ) كنترل منفي(برگ سالم 
ميـانگين جـذب و    در اين فرمـول  . آلوده تعيين گرديد جذب گياهان

SD با اسـتفاده از ايـن    .هاي سالم است انحراف معيار استاندارد چاهك
هاي بيمار مشخص و درصد آلودگي نقاط مختلف تعيـين   آزمون، نمونه

  .گرديد
  

ــتفاده از    ــا اسـ ــروس بـ ــولي ويـ ــايي مولكـ روش شناسـ
 اي پليمـراز  ر واكنش زنجيرهاري معكوس مبتني ببرد نسخه

(RT-PCR)  
هايي كه در آزمون الايزا مثبت ارزيابي شدند، براي استخراج  نمونه

RNA با استفاده از كيت  كل گياهAccuzol  و طبق روش پيشنهادي
جهـت تعيـين    .مورد استفاده قـرار گرفتنـد   (Bioneer)شركت سازنده 

فتومتري، اســتخراجي پــس از انجــام اســپكترو RNAميــزان كيفيــت 
اسـتخراج شـده تعيـين و از آن در واكـنش      RNAبهترين كيفيـت از  

PCR رهـاي  اي پليمراز از جفـت آغازگ  در واكنش زنجيره. استفاده شد
سـنگ وك  پروتئين پوششي كه توسط  اختصاصي ناحيه ژن كد كنندة

  ).1جدول(طراحي شده بود، استفاده گرديد  )14( وون و همكاران
طبـق روش توصـيه    cDNAسنتز ز كيت براي ساخت اين رشته ا

شــده از شــركت  تهيــه TM Premix Accupowerشــده در كيــت 
Bioneer سه ميكروليتر از . استفاده گرديدRNA   5/1ي مورد نظـر و 

پيكومـول و يـا    15با غلظت  (Reverse)ميكروليتر از پرايمر برگشت 
در يـك ميكروتيـوپ اسـتريل     Oligo dTميكروليتـر از   1معـادل آن  

  .شود خته شده و بقيه مراحل طبق دستورالعمل كيت اجرا ميري
 (PCR Premix, Kit, Bioneer با استفاده از كيت PCRآزمون 

Accupower (  ــر   25در حجــم ــه ميكروليت ــامل س ــري ش ميكروليت
cDNA پيكومول  10، يك ميكروليتر از هر يك از آغازگرها به غلظت

وسيله دسـتگاه   به PCRمه برنا. ميكروليتر آب مقطر انجام گرفت 15و 
. انجــام گرفــت 2مطــابق جــدول  Biometra (USA)ترموســايكلر 
و بـا ولتـاژ    TBEدرصـد در بـافر    7/1در ژل آگارز  PCRمحصولات 

دقيقـه الكتروفـورز گرديـد و آنگـاه پـس از       80ولت به مدت  75ثابت 
دقيقه در محلول اتيديوم برومايـد بـه غلظـت     10آميزي به مدت  رنگ

وگرم بر ميلي ليتر رنگ آميزي شده و سپس در آب مقطر به ميكر 5/0
 UVژل بـر روي صـفحه   . دقيقه رنـگ بـري انجـام گرفـت     5مدت 

Transilluminator     بررسـي و بـا دسـتگاه Gel documentation 
  .عكسبرداري شد

    
 ه توسط سنگ ووك ون و همكاران طراحي شد ZYMVتوالي و موقعيت آغازگر اختصاصي مورد استفاده جهت شناسايي مولكولي  -1جدول

)5´-3´(ترادف آغازگر آغازگر ژنوم  در موقعيت    اندازه قطعه 
prZCP-Forward CTTTGAACAAGGAGACACTG 8528–8547 

970bp 
prZCP-Reverse GCGGTAAATATTAGAATTAC  9439–9458 

 
  ZYMVجهت شناسايي مولكولي  prZCPF/prZCPRبا استفاده از جفت آغازگرهاي  PCRبرنامه انجام آزمون  -2جدول 

 تكرار سيكل)دقيقه( زمان )گرادسانتي(دمانوع واكنش مرحله
1 944واسرشت سازي اوليه 1
2      Denaturation 941 35 
3       Annealing   561  35 
4       Extensions 721 35 
1 727مرحله تكميل پليمريزاسيون 5
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  آناليز توالي
بـراي   .انجام شد MEGA4.1ررسي توالي با استفاده از نرم افزار ب

سـازي   از كيت خـالص  ZYMV,970bp)(جداسازي قطعه تكثير شده 
اسـتفاده   )K-3035-1شماره كاتالوگ ( Korea  Bioneer,ژن شركت

 ,MWG (Biotech AGو نمونه براي تعيين توالي به شركت  گرديد

Germany)  ــا ــا آغازگره ــراه ب ــتفاده در  ي اختصاهم ــورد اس ــي م ص
هاي ايزوله شده از  جدايه. اي پليمراز، ارسال گرديد هاي زنجيره واكنش
قابـل دسـترس   (جدايه ديگر  24به همراه  (Da)و درگز (Po3)نيشابور

جهاني براي تعيين روابط فيلوژنتيكي مورد بررسـي  ) Gene Bankدر 

 970با مقايسـه  ناليز فيلوژنتيكي جدايه ايراني آ). 3جدول (ر گرفتند قرا
. هاي دنيا انجـام گرفـت   ژن پروتئين پوششي با ساير جدايه جفت باز از

همرديفي چندگانه توالي نوكلئوتيدي و اسيد آمينه با استفاده از برنامـه  
Clustal W   در نرم افزارBioedit (version 7.0.9.) انجام گرفت. 

، بر اسـاس  هاي مورد بررسي بندي جدايه درخت فيلوژنتيكي براي گروه
بـا   MEGA 4.1توالي نوكلئوتيدي و اسيد آمينه با استفاده از نرم افزار 

 Neighbor-joiningو   Similarity matrix اســـتفاده از روش
(Bootstrapped-1000 replication (انجام گرفت   .  

  
 Gene-Bankثبت شده در  ZYMVاطلاعات مربوط به جدايه هاي -3جدول 

 جدايه شماره نمونهميزباناءمنشتعدادنوكلئوتيد

837 Poland Cucurbita pepo  EF178505 ZYMV-Zug 
840 ChinaCucurbitaAY597207 ZYMV-Hefei 
607 SyriaSquashGU903892 ZYMV-SYZY30 
459 IranCucurbita Maxima   FJ752262 ZYMV-Kho-Mash 

1684ChinaPumpkin EF122498 ZYMV-Liacheng 
837 BrazilTrichosanthes cucumerinaGU586790 ZYMV-ZTRICH 

1944Florida CucurbitaD13914   ZYMV-Florida 
1944 Florida Cucurbita D00593 ZYMV-Florida 
1130 ItalyCucurbitaAJ420020 ZYMV-PV0416 

 جدايه شماره نمونهميزبانمنشاءتعدادنوكلئوتيد

1166China: Shanxi Squash AY611023 ZYMV-CH99/193 
850 South Africa CucumberDQ978272 ZYMV-KZN 
531 Czech Republic Cucurbita pepo.DQ124244 ZYMV-H 

1669Poland ZucchiniEU561044 ZYMV-Zuy 
840 JapanCucumis melo.AB063251 ZYMV-M39 

1260Syria: Hama Cucurbita pepo.AB458596 ZYMV-SYZY3 
1105Taiwan: Tainan Cucumis melo.AF127932 ZYMV-Tw-TNML1 
1224 China: Hainan Watermelon AY611026 HN-01 
9591 Taiwan: Tainan Luffa cylindrical  AF127929 TW-TN3 
1683 China:Zhejiangi Cucurbita muschata AJ316227 P 
1172 Japan Cucurbita pepo AB004641 M 
250 Pakistan Cucurbita pepo. AY016524/1 PAK 

1652 Vietnam Cucumber DQ925449 VN/CS1 
1130 Germany Cucurbita pepo AJ420019 Berlin 1 
9593 Israel Zucchini AY188994 B* 
970 Iran: Dargaz Zucchini ZYMV-Dargaz 
970 Iran: Neyshabour Zucchini ZYMV-Neyshabour 

  
  كدوئيان به اي آلوده محصولات مختلف خانوادةه درصد آلودگي و پراكنش نمونه -4لجدو

 ZYMV هاي مختلف استان خراسان رضوي، شمالي و جنوبي  در شهرستان  
ها شهرستان  درصد آلودگيها تعداد كل نمونه/عداد نمونه آلودهتتعداد مزارع مورد بررسيمحصول     

M,Z,S,C 5 36/21تربت جام  58 

M,Z,C,S,W 11 80/22نيشابور  27 

Z,M,Ca,S 10 107/7مشهد و تربت حيدريه  6 

M,S,Z 4 50/2 بجنورد و شيروان  4 

M.Z,C,W 3 11/4سبزوار  36 

M,Z,C 7 33/0كاشمر و بيرجند  0 

Z,C,Ca,M 3 75/16 درگز  21 

   M;Melon ، Z;Zucchini، C;Cucumber،S;Sunflower،W;Watermelon ،Ca;Cantaloup جدولدر  -  *
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  نتايج و بحث

  بررسي ميزان آلودگي ويروس 
هـاي   آوري شده از مناطق مختلف اسـتان  نمونه جمع 392از ميان 

نمونـه   61نمونـه كـدو،    153خراسان رضوي، شمالي و جنوبي، شامل 
 32نمونـه هندوانـه و    9نمونـه آفتـابگردان،    5نمونه خيار،  14خربزه، 

در آزمـون الايـزا بـا آنتـب بـادي اختصاصـي        نمونه 72نمونه طالبي، 
ZYMV واكنش مثبت نشان دادند.  

در اسـتان   درصـد  91درصد آلـودگي در اسـتان خراسـان رضـوي    
درصـد   21و در اسـتان خراسـان جنـوبي    درصـد   40خراسان شـمالي  

لـودگي بـه   تـرين آ  ترين و كم از اين ميان بيش. تخمين زده شده است
. باشـد  ربت جام و كاشمر، بيرجند ميهاي ت ترتيب مربوط به شهرستان

هـاي حاشـيه مزرعـه، گوجـه      جهت تعيين دامنة ميزباني از آفتابگردان
ور كـه بـه   فرنگي، بادمجان و چغندرقندهاي كشت شده در مزارع مجا

ــانواده  ــه خ ــوط ب ــب مرب ــاي  ترتي  ,Solanaceae, Compositeه

Cruciferae يـن  عمل آمـد ولـي هـيچ يـك از ا    برداري ب بودند، نمونه
نمونـه از   3مون الايزا مثبـت ارزيـابي نشـدند و تنهـا     هاي در آز نمونه

  ).5جدول (ها در آزمون الايزا داراي واكنش مثبت بودند  آفتابگردان
  
اي پليمـراز   برداري معكوس مبتني بر واكنش زنجيره نسخه

RT-PCR 
به منظور شناسايي سـريع و دقيـق عـلاوه بـر روش سـرولوژي و      

ز روش واكـنش نسـخه بـرداري معكـوس مبتنـي بـر       دامنه ميزباني، ا
هـاي   كـل از نمونـه   RNA. اي پليمراز استفاده گرديـد  واكنش زنجيره

و  prZCPFآلوده به ويروس، استخراج شده و با استفاده از آغازگرهاي 
prZCPR  ــدود ــه اي در ح ــروتئين    bp 976قطع ــه ژن پ ــوط ب مرب

) Da(و درگـز  ) Po3( هاي داراي آلودگي از نيشـابور  پوششي در جدايه
  ).2شكل(تكثير گرديد 

  
 توالي نوكلئوتيدي

توالي نوكلئوتيدي به منظور تعيـين فاصـله ژنتيكـي جدايـه مـورد      
مورد مقايسـه  هاي ثبت شده در بانك ژن جهاني  بررسي با ساير جدايه

هـاي مـورد    بـين جدايـه   (Similarity)ترين تشـابه   بيش. قرار گرفت
درصـد تعيـين    94ر سـوريه بـه ميـزان    جدايه از كشو Syriaبررسي و 

  ).5جدول (گرديد 
  

  آناليز فيلوژنتيكي
درخت فيلوژنيتكي بر اساس همرديفي چندگانه، توالي نوكلئوتيدي 

هاي مورد بررسي را در دو گـروه جداگانـه    ژن پروتئين پوششي، جدايه
A  وB گروه : دهد قرار ميB شامل دو زيرI  وII زير گـروه  . باشد ميI 

هـاي   شـامل جدايـه   IIگروه . هاي پاكستان و تركيه است ايهشامل جد
هاي مشهد، درگز و نيشابور  و جدايه iجمهوري چك و سوريه در گروه 

  ) .3شكل (باشد  مي iiدر گروه 
 

 
 هاي طالبي آلوده به ويروس موزائيك زرد كدو مسمايي در مزرعه نمونه - 1شكل



  5      ...شناسايي سرولوژيكي، مولكولي و فيلوژنتيكي ويروس موزائيك زرد كدو مسمايي

  
: M.  %7/1بر روي ژل آگارز   PrZCPRو  PrZCPFبا استفاده از آغازگرهاي  ZYMVويروس براي  PCRنتيجه الكتروفورز محصول - 2شكل

  نمونه مثبت طالبي از درگز Daمثبت طالبي از نيشابور،  ةنمون: Po3. شاهد منفي: NC. شاهد مثبت ةنمون:PC  ،(1000bp)ماركر
  

  
 MEGA 4.1با استفاده از نرم افزار   ها دايه نيشابور، درگز و ساير جدايهج توالي نوكلئوتيدي بيندرخت فيلوژنتيكي بر اساس درصد تشابه  - 3شكل

  
در بررسي فيلوژنتيكي بر اساس نتايج حاصل از همرديفي چندگانه 

تـرين درصـد تشـابه نوكلئوتيـدي بـين       ، بـيش Clustal Wبـه روش  
از سـوريه بـه    SYZY-30و  (Po3)و نيشـابور   (Da)دوجدايه درگـز  

تـرين درصـد تشـابه     چنين بيش درصد و هم 92و  94ترتيب به ميزان 
 97به ميزان  0SYZY-3هاي درگز و نيشابور و  اسيد آمينه بين جدايه

  ).4شكل (باشد  درصد مي 94و
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ربوط م 100بالاي مربوط به درصد نوكلئوتيد و اعداد  100زير اعداد (  ZYMV.هاي مختلف وكلئوتيد و اسيد آمينه بين جدايهدرصد تشابه ن-5جدول

 )به اسيد آمينه هستند
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 MEGA 4.1با استفاده از نرم افزار ها  دايه نيشابور، درگز و ساير جدايهبين جد آمينه درخت فيلوژنتيكي بر اساس درصد تشابه اسي - 4شكل
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