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   چكيده

 دو حلقـوي  اي ان دي ژنـوم  بـا  ويـروس  ايـن . باشـد  مي Caulimoviridae خانواده از Caulimovirus جنس تيپ عضو گل كلم موزائيك ويروس
 تابسـتان  در ،CaMV)4( گـل  كلـم  موزائيـك  ويـروس  شناسـايي  منظور به. باشد مي كروسيفر خانواده زاي خسارت هاي ويروس ترين مهم از يكي اي رشته
 آلـودگي . شـد  آوري جمـع  آلـودگي  به مشكوك نمونه 343 تعداد شمالي و رضوي خراسان هاي استان در گل كلم كشت مناطق از 1389-1390 هاي سال
 جفـت  از اسـتفاده  بـا  هـا  نمونـه  آلـودگي  تاييـد  جهت. شد تعيين كلونال پلي سرم آنتي از استفاده با و 5DAS-ELISA سرولوژيكي روش كمك با ها نمونه

 تعيـين  PCR محصـولات . شـد  تكثيـر  6PCR روش به پوششي پروتئين ناحيه در واقع باز جفت 1400 اندازه به ژنوم از قطعه يك اختصاصي آغازگرهاي
 بـا  CaMV پوششـي  پروتئين ژن براي فيلوژني درخت رسم. گرديدند مقايسه ژن بانك در موجود هاي جدايه ساير با آن از حاصل اطلاعات و شدند توالي

 بـا  همـراه  و داده تشـكيل  را مسـتقلي  گـروه  زير ايراني هاي هيجدا كه داد نشان Neighbour joining روش بكارگيري و MEGA5 افزار نرم از استفاده
 .گيرند مي قرار شمالي آمريكاي هاي هيجدا گروه از مجزا و شمالي آمريكاي غير هاي هيجدا گروه در مجارستان و چين ازيي ها هيجدا

  
  DAS-ELISA، PCR پوششي، پروتئين گل، كلم موزائيك ويروس :كليدي هاي واژه

  
   6  5 4 3 12 مقدمه

 از يكـي  ).Brassica oleracea var botrytis L( گـل  كلـم 
 آن خـوراكي  قسـمت  كـه  اسـت  كشـاورزي  هاي فرآورده ترين پرارزش
 ـ مجموعـاً  كه نشده باز هاي غنچه يعني  و متـراكم  اي، كپـه  صـورت  هب
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4 - Cauliflower mosaic virus 
5 -Double-Antibody Sandwich-Enzyme Linked 
6 - Polymeras Chain Reaction 

 باعث كه زا بيماري هاي ويروس از زيادي تعداد. شود مي محصول بازده
 در شـوند،  مـي كروسـيفر   خـانواده  گياهان در محصول عملكرد كاهش
 آلوده هاي ويروس ترين مهم از يكي كه اند شده پراكنده جهان سرتاسر
 كـه  بـوده ) CaMV( گـل  كلـم  موزائيـك  ويـروس  گـروه،  اين كننده

 نيوزلنـد،  آسـيا،  آفريقا، نظير معتدل مناطق در خصوصاً زيادي گسترش
 بـر  CaMV آلودگي ميزان. دارد ديگر كشور چندين و شوروي آمريكا،
). 17( اسـت  شـده  گزارش درصد 60 كروسيفر خانواده سبزيجات روي
 گياهان در ويروسي بيماري ترين اصلي عنوان به ويروس اين ايران در

  ).16( است شده شناخته كروسيفر خانواده
 از Caulimovirus جـنس  تيـپ  عضو گل كلم موزائيك ويروس

 7 هـاي  پـارارتروويروس  گـروه  بـه  متعلـق  Caulimoviridae خانواده
 سـال  در آمريكـا  متحـده  ايالات از بار اولين كه ،)10( باشد مي گياهي
  Brassica campestris گونـه  دو روي از Tompkins توسط 1937

  ).4( شد گزارش Brassica oleracea  و
 انـدازه  به اي رشته دو حلقوي اي ان دي نوع از ويروس اين ژنوم 

 درون كـه ) 2( بـوده  ژنـي  چارچوب 6-8 برگيرنده در bp8000 تقريبي
                                                            
7 -  Pararetroviruses 

  )علوم و صنايع كشاورزي(حفاظت گياهان  نشريه
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  1394 بهار، 1شماره، 29، جلد)و صنايع كشاورزيعلوم (نشريه حفاظت گياهان      10

 وجهـي  20 تقـارن  بـا  nm50 قطـر  بـه  وجهـي  چند پروتئيني پوشش
)T=7 (گيرد مي قرار )ويروسـي  ژنـي  هـاي  چـارچوب  ميان در). 7 و 1 

ــارچوب صــرفاً ــاي چ ــه I-VI ه ــوبي ب ــناخته خ ــده ش ــد ش  داراي و ان
-IV هـاي  ژن محصولات. باشند مي مشخصي بيولوژيكي عملكردهاي

VI ًدر دارنـد  دخالـت  هـا  ويريون گيري شكل و تكثير پروسه در اساسا 
 بـه  مربوط عملكردهاي با ارتباط در I-III هاي ژن محصولات كه حالي
  ).11( باشند مي ميزبان گياه

ــي ــات از يك ــب نك ــه جال ــورد در توج ــوم م ــروس ژن ــود وي  وج
 طـوري  بـه  بوده، ژنوم حلقوي ساختار در اي رشته تك هاي ناپيوستگي

 رشته برروي ديگر ناپيوستگي دو و رشته يك روي بر ها آن از يكي كه
 ژنـومي  اي.ان.دي ورود از بعد ها ناپيوستگي اين. اند گرفته قرار ديگري
 مولكـول  يـك  صورت به و رفته بين از ميزبان هسته داخل به ويروس

 مورد هاي هيجدا تمام در شكاف 3 موقعيت. است مشاهده قابل وستهيپ
 اسـت،  شـده  حـذف  دسـتخوش  كـه  CM1841 هيجدا جزء به مطالعه
  ).11و  9( باشد مي شده حفاظت

 نسـخه  نـوع  از هـا  پـارارتروويروس  ساير همانند CaMVدر تكثير
 RNA( حدواسـط  اي.ان.آر يـك  طريـق  از كه بوده معكوس برداري

intermediate (شود مي انجام )10.(  
 ناقـل  شـته  وسيله هب و ناپايا روش به ويروس اين هاي هيجدا اغلب

Myzus persicae هـاي  هي ـجدا از بعضـي  كه هرچند شوند مي منتقل 
 طريـق  از ويـروس  ايـن . نيسـتند  انتقـال  قابـل  شته طريق از ويروسي
 از شـته  توسـط  CaMV انتقـال  فرآينـد . شـود  مي منتقل نيز مكانيكي
 اسـاس  ايـن  بر كه كرده پيروي) helper strategy( كمكي استراتژي

 ويروسـي  سـاختاري  غيـر  پـروتئين  يـك  يا1 كمكي مؤلفه يك حضور
 پلي انتقال فاكتور). 18( است ضروري ناقل توسط انتقال واسطه جهت

 چارچوب محصول كه است 18P نام به دالتون 18000 وزن به پپتيدي
  ).18( باشد مي ويروس ژنوم در 2)ORF2(2 ژني

 گياهـان  از زيـادي  تعـداد  كننده آلوده ويروسي مختلف هاي هيجدا
 قادرنـد  هـا  ويـروس  ايـن  از اندكي تعداد هرچند بوده كروسيفر خانواده

ــه از تعــدادي  و Datura stramonium نظيــر سولاناســه هــاي گون
Nicotiana bigelovii 13( كننــد آلــوده را ديگــر گونــه چنــدين و .(

 و سولاناسـه  هـاي  گونـه  آلـودگي  قابليـت  نظـر  از CaMV هاي هيجدا
 شــلغم نظيـر  خــود معمـول  هـاي  ميزبــان در كـه  علائمــي چنـين  هـم 

)Brassica rapa L. (آرابيدوپسـيس  و )Arabidopsis thaliana (
  ).6( اند متفاوت باهم كنند مي ايجاد

 نظيـر  گونـاگوني  علائـم  ايجـاد  باعـث  گل كلم موزائيك ويروس
 رگبــرگ ،)Vein clearing( روشــني رگبــرگ ،)Mosaic( موزائيــك

 ،)Leaf deformation( بـرگ  بدشـكلي  ،)Vein banding( نـواري 
                                                            
1 - Helper Component 
2 - Open Reading Frame 

 گياهـان  در) Stunting( رشـد  از بازمانـدن  و) Chlorosis( سـبزردي 
 دهيپوش ـ صـورت  به است ممكن علائم). 15 و 8،13 ،5( شود مي آلوده

)Masked (گياهـان  در بـالا  حرارت درجه در خصوصاً مزمن طور به و 
  ). 16( شوند ظاهر آلوده

 و فرزادفـر  توسـط  قـبلاً  CaMV ويـروس  بـه  گـل  كلـم  آلودگي
 برخي )8( همكاران و فرزادفر. است شده گزارش ايران از )8( همكاران

 ايرانـي  هـاي  درجدايه را CaMV مولكولي و بيولوژيكي خصوصيات از
 دي ـتول مراكـز  ازي يك ـ خراسـان  اسـتان  كـه  ني ـا به نظر. كردند تعيين
 تحقيـق  اين در است، كشور سطح در گل كلم خصوص هب و جاتيسبز
 رضـوي  خراسان هاي استاني ها يكار كلم در را ويروس اين وجود ما
 موزائيـك  ويروس وقوع از گزارش اولين اين. مينمودي بررس شمالي و

 خراسـان  هاي شهرستان از بعضي و شمالي خراسان استان در گل كلم
 اسـت،  جام تربت و فريمان گناباد، قوچان، حيدريه، تربت نظير رضوي

 ORF( 4 شـماره  ژن ويروس، مولكولي خصوصيات بررسي جهت كه

IV (اي زنجيـره  واكـنش  از اسـتفاده  با جدايه چهار به مربوط ويروسي 
 در موجـود  اطلاعات با نهايتا شده، ترادف تعيين سپس و تكثير پليمراز
 . گرديدند مقايسه ژن بانك

  
  ها روش و مواد
  الايزا روش با ويروس رديابي و برداري نمونه
 گـل  كلم كشت زير مناطق از 1389-1390ي ها سال تابستان در

 عمـدتاً  كـه  نمونـه  343 تعداد شمالي و رضوي خراسان هاي استان در
 برگ بدشكلي و موزائيك نواري، رگبرگ روشني، رگبرگ علائم داراي
 بـه  يـخ  بـرروي  و خنـك  شـرايط  در هـا  نمونـه . شـد  آوري جمع بودند،

 هـا،  نمونـه  در ويـروس  وجـود  بررسـي  جهـت . شدند منتقل آزمايشگاه
 اندكي با آدامز و كلارك روش به DAS-ELISA سرولوژيكي آزمون

 شـركت  از شـده  تهيـه  كلونـال  پلـي  سرم آنتي از استفاده با و تغييرات
  .  شد انجام DSMZ آلماني

 الايزاخوان دستگاه از استفاده با حفرات رنگ تغيير اساس بر نتايج
 نظـر  در بـا . گرفتنـد  قـرار  ارزيـابي  مـورد  نانومتر 405 موج طول در و

 از اسـتفاده  بـا  و منفـي  كنتـرل  سالم برگ عصاره جذب ميزان گرفتن
 ايـن  از بـالاتر  ارقـام  و تعيـين  سـالم  گياهان جذب آستانه 3X فرمول
 مختلـف  منـاطق  آلودگي درصد و مشخص آلوده نمونه عنوان به مقدار
 .است منفي شاهد جذب ميزان 3X فرمول اين در. گرديد تعيين
  

  ويروس نگهداري
 حرارت در ها نمونه اين از بخشي ،آلوده هاي نمونه نگهداري جهت
 در هـا  نمونـه  از ديگـري  تعداد و گرديدند خشك شگاهيآزما در معمولي
 مـورد  اسـتخراج  جهـت  لـزوم  صورت در تا شدند نگهداري -20 فريزر

  .گيرند قرار استفاده
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است DNA غلظت

و تعيـين  نانودراپ
واك اين در. گرديد
تكاپوزيست شركت

  CMcp-F1   
)TAGACC-3'

R1 CMcp-   
)GAATCTG-3'

ترادف بر مبتني
bp1400 تقريبي
er شركت از شده

جدو در شده شاره
زنجيره واكنش ز

  

الكتروفو - 1شكل
مشاهده باند مربو
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 حيدريـه،  تربـت  گنابـاد،  نيشـابور،  فريمان، قوچان، حومه، و مشهد
 و بجنـورد  هـاي  شهرسـتان  از شـمالي  خراسان استان در و جام تربت

 جهت كه شد، آوري جمع آلودگي به مشكوك نمونه 343 تعداد شيروان
 سـرولوژيكي  روش از اسـتفاده  با ها نمونه ابتدا در آلودگي وجود بررسي

DAS-ELISA اسـاس  بـر  نتـايج  نهايتـاً . گرفتنـد  قـرار  بررسي مورد 
 405 مـوج  طـول  در جـذب  ميـزان  تعيين چنين هم و چشمي مشاهده
 مناطق تمام در آلودگي وجود بيانگر خوان الايزا دستگاه توسط نانومتر
 بـاهم  آلـودگي  وميـزان  شـدت  نظـر  از البته كه بود، شده برداري نمونه

 .بودند متفاوت
  

  پليمراز اي زنجيره واكنش
 كيفيـت  بهتـرين  و شـد  انجام CTAB روش به DNA استخراج

DNA رفـت  كـار  بـه  پليمـراز  اي زنجيـره  واكـنش  در شده استخراج .
 طـول  بـه  قطعـاتي  CMcp-F1/CMcp-R1 اختصاصـي  آغازگرهـاي 

 ايـن  پوششـي  پـروتئين  از بخشـي  بـه  مربوط باز جفت 1400 تقريبي
 تـرادف  و بـوده  اختصاصـي  كاملاً آغازگرها اين. كرد تكثير را ويروس

 هـيچ  تكثيـر  عـدم . نكردنـد  تكثيـر  گيـاه  در را اي مشـابه  نوكلئوتيـدي 
 در نظـر  مـورد  طول با اي قطعه تكثير و منفي شاهد نمونه در اي قطعه
 . بود پرايمرها بودن اختصاصي بر تاييدي مثبت شاهد

  
 موزائيـك  ويروس پوششي پروتئين از بخشي توالي تعيين

  گل كلم
 سـاير  ميـان  از هي ـجدا 4 شـده،  انجـام  هـاي  بررسي تكميل جهت

ارسـال   كـره  ماكروژن شركت به يابي توالي جهت ويروسي هاي هيجدا
1 ابـزار  از اسـتفاده  با جستجو. گرديد

Blast )3 ( ايـن  كـه  نمـود  تائيـد 
  .دارد مطابقت گل كلم موزائيك ويروس ORF IV با ها ترادف
 پـروتئين  كننـده  كـد  كه گل كلم موزائيك ويروس ORF IV در
 RNA binding domain حضـور  تـوان  مي باشد مي ويروس پوششي

ــف( ــه را) Zinc finger موتي ــورت ب ــش ص  CX2CX4HX4C آراي
 در چنـين  هـم . باشد تواند مي اي اسيدآمينه هرنوع X كه نمود، مشاهده

 نيـز  EG/KHYANECP شده حفاظت آمينواسيدي موتيف ناحيه اين
 شـامل  و بـوده  ويروس پوششي پروتئين توالي از بخشي كه دارد وجود
 كه) HX4C( موتيف اين از قسمتي. است RNA با يافته اتصال دمين

 شناخته Caulimoviruses تمام در باشد مي HYANECP صورت به
 حفاظت SVBV(2( فرنگي توت نواري رگبرگ ويروس در جز به شده،
  ).12( است شده

 ايـن  ،CP ژن بـه  مربـوط  آمينواسـيدي  تـوالي  سازي رديف هم در
                                                            
1 - Basic Local Aligment Search Tool 
2- Strawberry vein banding virus  

 ازجملـه  CaMV مختلـف  هـاي  جدايـه  بـين  در شـده  حفاظـت  دمين
 سـاير  هـاي  يافتـه  بـا  كـه  شـد  مشاهده ويروس اين ايراني هاي جدايه

 ).2شكل( )14 و 12( داشت مطابقت محققين
 پوششـي  پـروتئين  از بخشـي  مطالعـه  منظـور  بـه  تحقيـق  اين در

 ســاير بــا مقايســه در ايرانــي هــاي جدايــه جايگــاه تعيــين و ويــروس
 نـرم  از اسـتفاده  بـا  ژن ايـن  به مربوط فيلوژني درخت دنيا، هاي جدايه
 در تكـرار  1000 با ،Neighbour joiningروش  با و MEGA5 افزار

 هـاي  هي ـجدا شده رسم درخت اساس بر. شد رسمBootstrap  ارزيابي
ــي ــروه دو در ويروس ــلي گ ــامل اص ــاي ش ــمالي آمريك -North( ش

American (ــر و ــاي غي ــمالي آمريك ) non-North-American( ش
 مشـاهده  شـده  رسـم  درخت در كه طور همان). 6( شوند مي بندي گروه
) B29 )X79465 نـام  بـه  فرانسـه  از اي جدايـه  اسـتثناء  تنها نماييد مي
. گيـرد  مـي  قـرار  شـمالي  آمريكـاي  هـاي  هي ـجدا گـروه  در كه باشد مي
 را يمسـتقل  گـروه  زيـر  گـل  كلـم  موزائيك ويروس ايراني هاي هيجدا

 گــروه جارســتانم و چــين از هــايي هيــجدا بــا همــراه و داده تشــكيل
  ).3 شكل( دهند مي تشكيل را شمالي آمريكاي غير هاي هيجدا

 CaMV ميـان  كه فيلوژني منشاء نزديكي دليل به مطالعه اين در
3( ميخـــك حلقـــوي  خراشـــك ويـــروس و

(CERV گـــروه  از 
Caulimoviruses  عنـوان  بـه  آن از كـه  شـد  باعـث  ،داشـت  وجود 

Outgroup 6( كنيم استفاده آناليزها اين در .(  
ــ ــين مه ــم چن ــف ه ــازي ردي ــه س ــن چندگان ــه در ژن اي  برنام

DNAMAN در را تشـابه  تـرين  بيش ايراني هاي هيجدا كه داد نشان 
 و) AF140604( چــين از هــايي هيــجدا بــا اســيدي نوكلئيــك ســطح

ــتان ــم و) درصــد M10376) (97-96( مجارس ــرين ك ــا را تشــابه ت  ب
 ميـزان  به) NY8153)M90541  نام به شمالي آمريكاي از اي هيجدا
  ).3 جدول( باشند مي دارا درصد 93

  
  كلي گيري نتيجه
 خصوصـاً  كلـم  تيره محصولات كشت زير سطح اخير هاي سال در
 از محصـول  ايـن  كشت زير سطح كه طوري به يافته افزايش گل كلم
 بـا  هكتـار  1000 بـه  ،2000 سـال  در تن هزار 20 توليد با هكتار 800
 بـا  تحقيـق  ايـن  در). 8( است رسيده 2003 سال در تن هزار 25 توليد
 ميـان  در آن اهميـت  و محصول اين كشت زير سطح افزايش به توجه

 هاي ويروس از يكي شناسايي بر تصميم اي، تغذيه نظر از باغي گياهان
 در گـل  كلـم  موزائيك ويروس يعني محصول اين زاي خسارت و مهم

 جدايـه  چهـار  آزمايشـگاهي،  هـاي  بررسي از پس كه. شد گرفته استان
 هـاي  جدايـه  سـاير  بـا  همـراه  ژنومي يابي توالي از پس ويروس ايراني
 انجـام  مقايسه نتايج كه. گرفتند قرار مقايسه مورد ژن بانك در موجود

                                                            
3- Carnation etched ring virus 
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 يرانياي ها هيجدا با سهيمقا جهت ژن بانك در موجود  CaMVازيي ها هيجدا -  2جدول

 نام جدايه منطقه شماره توالي

AF140604 چين  Xinjiang 

X79465 فرانسه  B29 

M90543 كاليفرنيا( آمريكا(  CMV-1 

M90541 نيويورك( آمريكا(  NY8153 

M10376 مجارستان  D/H 

V00141 ايتاليا  Cabbage S 

M90542 كاليفرنيا( آمريكا(  BBC 

V00140 كاليفرنيا( آمريكا(  CM1841 

  
 دنيا هاي جدايه ساير با مقايسه در CaMV ايراني هاي جدايه براي شده رسم تشابه ماتريكس -3جدول

                100%  Xinjiang  
              100%  95.8%  D/H  
            100%  94.5%  94.2%  BBC  
          100%  96.8%  94.1%  93.6%  CM1841  
         100% 96.1%  96.4%  94.1%  93.3%  CMV-1  
        100% 96.1% 94.9%  95.0%  93.2%  92.5%  NY8153  
       100% 94.5% 95.8% 95.5%  95.8%  94.7%  93.9%  B29  
      100% 96.0% 94.4% 95.8% 94.3%  95.2%  94.7%  94.5%  Cabbage S  
     100% 94.8% 94.1% 92.9% 94.1% 94.1%  94.4%  96.8%  96.4%  Torbat.H  
   100%  98.9% 94.9% 94.2% 93.1% 94.3% 94.6%  94.8%  96.5%  96.0%  Mashhad  
 100%  98.8%  99.0% 95.2% 94.5% 93.2% 94.4% 94.3%  94.9%  96.7%  96.4%  Bojnord  

100% 99.1%  99.0%  99.2% 95.0% 94.2% 93.2% 94.2% 94.4%  94.7%  96.7%  96.2%  Ghochan  
                    
  

 نشـان  پوششي پروتئين توالي اساس بر شده رسم فيلوژني درخت
 پراكنـدگي  CaMV هـاي  هي ـجدا واگرايـي  عامـل  تـرين  اصلي كه داد

 درخـت  در اسـاس  ايـن  بـر  كـه . باشـد  مي ميزبان-ويروس جغرافيايي
 آمريكـاي  اصـلي  گـروه  دو در ويروسي هاي هيجدا شده، رسم فيلوژني
-non-North( شـمالي  آمريكاي غير و) North-American( شمالي

American (از اي هي ـجدا هيچ كنون تا. شوند مي بندي گروه CaMV 

 نـه،  يـا  باشـد  مـي  شـته  توسـط  انتقـال  قابليت داراي كه اين اساس بر
  ). 6( است نشده بندي گروه

 مطالعـه  مـورد  تحقيـق  اين در كه هايي هيجدا تمام كه اين دليل به
 اختصاصـي  انشعاب الگوي هيچ اند، شده جدا گونه يك از اند گرفته قرار
 . نشد مشاهده ويروسي هاي هيجدا براي ميزباني منبع نظر از
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