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 چکیده

هاي کدوئيان گزارش شده است. اخيرا تغيير در جمعيت ويروس. است طالبي و مهم توليد خربزه مراکز از يکي تهران جنوب در واقع ورامين يمنطقه
 و پيشزوا  منزاط  ورامزين،   طزالبي  مززارع  روس دريي تغيير احتمالي جمعيت اين وو بررس ويروس موزائيک خيار ژنتيکي تنوع بررسي رو، به منظوراز اين

 نيز کوتولگي و برگ پيسک و بدشکلي موزاييک، شامل ويروسي آلودگي به مشکوک علايم با 1394 و 1393 سالهاي طي برگي ينمونه 132پاکدشت، 
توسط آزمون الايزا تعيين شد که نشزان دهنزده ميززان آلزودگي بزالاي       CMVبه درصد(  69/44ها )نمونه از کل نمونه 59آوري شد. آلودگي جمع گياه

هايي اي کل استخراج و ژن پروتئين پوششي به همراه بخشيآنمثبت، آر الايزا هاينمونه برداري شده از مزارع مورد مطالعه است. ازگياهان طالبي نمونه
 MspIبزا اسزتداده از آنززيم     RT-PCRمحصزولا    شزده،  آوريجمزع  هزاي جدايه هايهزيرگرو تعيين براي. تکثير شد RT-PCRاز اطراف آن طي 

(HpaII) آوري شده در اين مطالعه هاي جمعجدت باز توليد شدند. بر اين اساس جدايه 537و  335هاي برش داده شدند که در اثر آن قطعاتي به اندازه
 Escherichiaمتصل و در ميزبان pTG19-Tحامل  به بودند شده انتخاب مکاني فاصله اساس بر که جدايه چهار در CPژن . گرفتند قرار Iدر گروه 

coli توالي، وجود جايگاه برشي آنزيم  تعيين سازي شد. نتايجهمسانهMspI در ايزن   شزده  تزوالي  تعيين يجدايه را در موقعيت ياد شده تأييد کرد. چهار
 ها باجدايه اين تشابه درصد در سطح آمينواسيدي با يکديگر تشابه داشتند. ميزان 100همچنين  هاي نوکلئيک ودرصد در سطح اسيد 100-99پژوهش، 
درصد در سطح نوکلئوتيدي و آمينواسيدي ديزده شزد. نتزايج فيلزوژني در سزطح       100-98و  100-93ترتيب  به ايران از گزارش شده قبل از هايجدايه

در مزارع طالبي ورامين متعل  به زيرگزروه   CMVهاي را تأييد نمود و مشخص شد که جدايه RT-PCR-RFLPنوکلئوتيدي و آمينواسيدي نيز نتايج 
AI زايي شديد هستند. هايي با شد  بيماريو جدايه 

 

  RT-PCR-RFLPطالبي، فيلوژني، ورامين، ويروس موزائيک خيار،  کلیدی: هایواژه
 

  3 2 1 مقدمه

به  (Cucumber mosaic virus, CMV)ويروس موزائيک خيار 
( 10تعل  داشزته )  Bromoviridaeاز خانواده  Cucumovirusجنس 

گونزه   1000و داراي دامنه ميزباني بسيار وسيع مشزتمل بزر بزيش از    
هاي ويروس باعز   بسياري از جدايه .(16) خانواده است 75گياهي از 

 .شوندايجاد خسار  اقتصادي و علايم موزاييک در گياهان ميزبان مي
هزاي ناقزل بزه روش    روس از طري  انتقال مکانيکي، از طري  شتهوي

اين ويزروس  (. 11يابد )ناپايا و نيز عصاره گياهي در طبيعت انتقال مي
-بر اسزاس ويژگزي   CMVهاي هاي مختلدي است. سويهداراي سويه

 Iهاي بيولوژيکي، سرولوژيکي،  فيزيکي و نيز مولکولي در دو زيرگروه 
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شوند. از لحاظ توالي نوکلئوتيزدي اعازاي يزک    يتقسيم بندي م IIو 
هزاي  زيرگروه تشابه بالايي دارند ولي تشابه نوکلئوتيزدي بزين جدايزه   

درصد اسزت بطوريکزه برخزي محققزين      70-75متعل  به دو زيرگونه 
هاي متعل  بزه  . سويه(10)کنند معرفي دو گونه مستقل را پيشنهاد مي

نوکلئوتيدي در منطقه رمز نشده  بر اساس مقايسهنيز بعدها  Iزيرگروه 
يا فيلوژني مبتني بر ژن پروتئين پوششي  RNA3مربوط به  5'انتهاي 

(CP ) به دو زيرگروهIA  وIB ( 21تقسيم شدند .) زيرگزروه  اعازاي-

 کنندمي فرق هم با مختلف هواي و آب در توزيع لحاظ از II و I هاي
 زيرگزروه  عاايا و گرمسيري مناط  در I گروه زير اعااي بطوريکه

II هزاي  (. بررسزي سزويه  18) پراکنزده هسزتند   سردسزيري  مناط  در
CMV  مطالعززا ( 27، 26هززاي مختلدزي ماننززد سزرولوژي )  بزا روش 

dsRNA (17،) PCR-RFLP (24،20) انجززاش شززده   (4) ريزآرايززه و
که يزک روش سزريع و سزاده بزراي      RT-PCR-RFLPروش  .است

بزا اسزتداده از    IIو  Iروه يرگز زبزه دو   CMVهزاي  گروهبندي جدايزه 
است  MluIو   BsuRI (HaeIII) ،EcoRI ،HPaIIهاي برشي آنزيم
(2.) 
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در گياهزان پراکنزدگي بيشزتري     I يرگزروه هاي متعل  بزه ز جدايه
 ،دارند، به صورتي که در برخي مزوارد  IIهاي زيرگروه نسبت به جدايه

 ينا ند و درهست I يرگروهي رديابي شده متعل  به زهادرصد جدايه 80
نشان  مطالعا  (.7) بيشتر است IBنسبت به  IAفراواني زيرگروه  بين
هزا  اند که به آناز آسيا منشأ گرفتها اکثر Iزيرگروه  هايجدايهکه  هداد

-ين پيشنهاد شد کزه سزويه  بنابرا شود.نيز گدته ميي يآسيا هايجدايه

قزرار   IA هزا در زيرگزروه  و ديگزر سزويه   IBيرگروه زهاي آسيايي در 
هزاي  انجاش شده به منظور تعيين جدايه هايپژوهشنتايج (. 15گيرند )
CMV  زيرگزروه  در شمال غرب و يا غرب کشور نشان داده که هر دو

I  وII   در شمال غرب کشور و زيرگروهI      در غزرب وجزود دارنزد، امزا
(. 25و  12از فراواني بيشتري برخزوردار بودنزد )   Iهاي زيرگروه جدايه
از شيراز  که عامل ايجاد موزائيزک و   CMVاي از يج بررسي جدايهنتا

اي از ( بود و همچنين جدايهCMV-Ldيزک )تره ترگبرگ روشني در 
متعلزز  بززه  CMV-Ld( نشززان دادنززد کززه جدايززه CMV-Cuخيززار )
-(. از استان19) است IAمتعل  به زيرگروه  CMV-Cuو   IIزيرگروه

گزارش شده  IIو  Iل  به زيرگروه هاي متعهاي شمال کشور نيز سويه
و  CP ،MP(. در پژوهشي بر اساس مناط  ژنومي 13، 9، 5، 1) است

2b  هاي روي جدايهCMV  فرنگزي و کزدوئيان   که از گياهان گوجزه
بودنزد، نشزان داد کزه     آمده دست بهمناط  مختلف آذربايجان شرقي 

در  2b اسبزر اسز  و  IAو  IBيرگزروه  زدر  CPها بر اساس اين جدايه
نشانگر اين مطلب بود  آمده دست بهگيرند. نتايج قرار مي IAيرگروه ز

کزه  يدرحزال  استهاي ايراني که نوترکيبي عامل مهم در افتراق جدايه
. فرزادفر (13)هاي ايراني داراي يک جد مشترک هستند ي جدايههمه

ان از مناط  ميناب، است CMVهاي آلوده به يفرنگگوجهو همکاران، 
 2012تزا   2011هزاي  هرمزگان، ورامين و استان تهران را بزين سزال  

تحليل فيلزوژنيکي در   و يهتجز. در اين بررسي دادند قراري بررس مورد
هزاي  ورامين و جدايزه  نشان داد که هر سه جدايه CPي ژنومي ناحيه

، IAبودند در زيرگروه  گرفته قراري بررس موردکه قبلا در شمال ايران 
(. بررسزي فيلزوژني   6قرار گرفتند ) IBيرگروه زهاي ميناب در يهو جدا
-ي اسزتان فرنگز گوجهمزارع  از CMVهاي جدايه CPي ژنومي ناحيه

هاي گيلان، خوزستان، اصدهان، تهران، خراسان رضزوي در زيرگزروه   
II يرگروه زها در ي جدايهو بقيهI  آمزده  دسزت  بزه قرار گرفتند. نتايج 

بيشزترين ارتبزاط    Iيرگروه زهاي ايراني، متعل  به هنشان داد که جداي
در گيزاه   علائزم  نظزر  از هزا هيز جدافيلوژنتيکي را به يکديگر دارند اين 

از آنجزا کزه   . (1) اسزت  IBو  II يرگزروه زهاي ميزبان متمايز از جدايه
 RNA dependentبزا اسزتداده از آنززيم     RNAهاي با ژنوش ويروس

RNA polymerase (RdRP) يابنزد و ايزن آنززيم فاقزد     يزر مزي  تکث
باشد، لذا طزي مراحزل تکثيزر    ( ميproof reading) خاصيت تصحيح

 دهزد هزاي تزک نوکلئوتيزدي در ژنزوش آن ر  مزي     ويروس، جايگزيني
(Drake and Holland, 1999 .)   بعززلاوه نززوترکيبي، بززازآرايي
(reassortmentتوزيع مجدد جهش ،)هاي کزاملا   هاي خنثي بين ژنوش
هاي ديگري هستند که سزبب ايجزاد تنزوع    نسبتا  نزديک، مکانيسميا 

 ,Worobey and Holmesشزوند ) هزا مزي  ژنتيکي در ژنوش ويزروس 

با توجه به اهميت بالاي کشت طالبي در شهرستان ورامين و  (.1999
نيز وجود گزارشي مبني بر تغيير در جمعيت ويروس موزائيک زرد کدو 

وجود يزا عزدش وجزود     ، به منظور بررسي(1395زاده و همکاران،  ي)قل
همچنزين  منطقزه و   يزن در مززارع ا  CMV يزت در جمع ييريتغ چنين

مطالعزا    بررسي ميزان تغييرا  جمعيت اين ويروس نسبت به آخرين
ورامزين و حومزه ايزن مطالعزه      در منطقزه  CMVانجاش شده در مورد 

شناسزايي مولکزولي، بررسزي تنزوع ژنتيکزي و تعيزين       صور  گرفت. 
هاي اين ويروس در مزارع طالبي ورامزين و بررسزي تغييزرا     يرگروهز

تواند اطلاعا  مديدي در ارتباط با تحقيقا  هاي شايع در آن ميجدايه
شناسايي ارقاش طالبي مقاوش و يا گياهان طالبي تراريخته مقاوش به ايزن  

 ويروس در آينده در اختيار پژوهشگران قرار دهد.

 

 هامواد و روش

 نمونه و آزمون الایزا ریآوجمع

ورامزين، پاکدشزت، پيشزوا و    هاي خربزه و طالبي شهرستانمزارع 
و  مزاه ارديبهشزت  طزي ي پزرديس ابوريحزان   هزا گلخانزه نيز مزارع و 

هزاي  مورد بازديد قرار گرفتنزد و نمونزه   1393-94هاي سال ماهخرداد
بزه   .آوري شزدند جمزع از ايزن منزاط     CMVبه مشکوک به آلودگي 

-DAS)از آزمزون الايززا    CMVهاي آلوده بزه  شناسايي نمونه منظور

ELISA)  هزاي  بزادي (. آنتزي 3) به روش کلارک و آدامز استداده شزد
 آلمان تهيه شد. DSMZاز شرکت  AS-0929)مورد استداده )کد: 

 

 یستتت زو همستتت نه RT-PCR ، واکتتت  RNA استتتاج ا 

 RT-PCR تمحصولا

بززه روش  RT-PCR-RFLPو انجززاش کززل  ايانار اسززتخراج
-RTو قبل از برش با آنزيم، محصولا  ( 25) انجاش شدتوصيف شده 

PCR  اسزززتداده از کيزززت اسزززتخراج از ژل سزززيليکا شزززرکت   بزززا
بخشزي از ايزن    سزازي شزدند.  ترموساينتيديک کشور ليتزواني خزالص  

 پلاسزميد خطزي  محصولا  طب  روش پيشنهادي شرکت سيناژن به 
pTG19-T هاي مستعد الحاق شدند. تهيه سلولEscherichia coli 

DH5هزاي  ، انتقال پلاسميد نوترکيب و استخراج پلاسميد طب  روش
براي بررسي  (.22)انجاش شد  همکارانمعرفي شده توسط سمبوروک و 

 BamHIسازي شده، با توجه نقشه حامل، از آنزيم اندازه قطعه همسانه
 استداده شد. 

 

 ه هو آن لیز دادتعیین توالی نوکلئوتیدی 

شزده بزه حامزل،    هزاي اتصزال داده  ايانديدرسزتي   ييزد براي تأ
( ي)کزره جنزوب  مزاکروژن  بزه شزرکت   پلاسميدهاي نوترکيب انتخابي 

آمده از واکنش تعيين توالي دستهاي نوکلئوتيدي به. دادهندارسال شد
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افززار  نزرش از مونتاژ و زير هزم چيزده شزدند.     BioEditافزار توسط نرش
BioEdit اسزتداده قزرار    هزا مزورد  ي ميزان تشابه تواليحاسبهبراي م

 Phylogenyافززار هزاي فيلزوژنيکي از نزرش   گرفت. براي رسم درخزت 

Inference package (Phylip) version 3.65    .رس اسزتداده شزد
 استداده در جدول هاي مورد( تواليAccession numbers) شمارهاي

 ذکر شده است. 1

 

های فیلوژنیکی این موجود در پایگاه اطلاعات بانک ژن که در بررسی CMVهای مختلف های جدایهأ )کشور( و میزبان، منشرس شمارها -1 جدول

 است گرفته قرار استفاده موردتحقیق 
Table 1- Accession numbers, sources (country) and hosts of different CMV isolates in NCBI that were used in this study 

 جدایه یا سویه

Isolate or Strain 

 رس شمار

Accession 
number 

 کشور

Country 
 میزبان

Host 
 سال

Year 
 زیر گروه

Sub group 

EI2 DQ002881 Iran Cucurbita pepo 2005 IA 
Cues KF873615 Iran Cucumis sativus 2013 IA 
DI3 DQ002879 Iran C. pepo 2005 IA 
FI3 DQ002883 Iran C. pepo 2005 IA 

Sh44 JX025998 Iran C. sativus 2012 IA 
Csu KF873617 Iran C. pepo 2013 IA 
Cud KF873618 Iran C. sativus 2013 IA 
FT D28487 Japan Cucumis melo 1994 IA 

Glad-NBRI-4 KP713798 India Gladiolus dalenii 2015 IA 
Cas DQ018286 Poland Lilium sp. 2005 IA 

CMV-BJ EF158110 China Lily longiflorum 2006 IA 
LK4 AB290151 South Korea C. pepo 2007 IA 
LiCB AB506800 South Korea L. longiflorum 2009 IA 

PoCMV7-7 AB448695 Syria Solanum tuberosum 2008 IA 
S337 AY871069 Iran C. sativus 2004 IA 

12-449 JX280942 Serbia Citrullus vulgaris 2012 IA 
MAD96/2 AJ829774 Spain Cucumis melo 2004 IA 

Behera HF545020 Egypt C. pepo 2012 IA 
LOR_A KT279565 Iran C. sativus 2015 IA 

Cu49 KJ173755 Iran C. sativus 2014 IA 
Fny NC_001440 USA Not reported 1992 IA 

RT06 AJ810265 Greece C. melo 2004 IA 
VAL90/1 AJ829779 Spain Lycopersicon esculentum 2004 IA 

VN-Caobang AM048830 Viet Nam Nicotiana tabaccum 2005 IA 
BG_18_4 DQ873558 China Not reported 2006 IA 

Mde KF873621 Iran Vigna radiata 2013 IA 
RT144 AJ810262 Bulgaria Phaseolus vulgaris 2014 IA 

passionfruit AJ585521 Australia Passiflora edulis 2003 IA 
ML-25 FM999067 Thailand C. melo 2009 IA 
Khn1 JX025993 Iran L. esculentum 2012 IB 

LOR_F KT279570 Iran C. melo 2015 IB 
To33 KJ173753 Iran L. esculentum 2014 IB 
B2 AB069971 Japan Musa sapientum 2001 IB 

WP120/01 AY861397 French Vanilla tahitensis 2004 IB 
Vir HE962480 Italy Capsicum sp 2012 IB 
PJ9 KJ746011 China N. tabacum 2014 IB 
UP AM158321 India Musa x paradisiaca 2005 IB 

VN-Tiengiang HE999621 Viet Nam N. tabacum 2012 IB 
Alfavaca KM651842 Brazil Ocimum campechianum 2014 IB 

KS44 AJ810259 Thailand chilli 2004 IB 
Indian AM396983 Indian Tagetes erecta 2006 II 

PF AB368501 Japan Solanum lycopersicum 2007 II 
CMV-WSJ F514924 CHina Tagetes erecta 2007 II 

100 JF918965 USA Vinca minor 2011 II 
LY AF198103 Australia Lupinus angustifolius 1999 II 

PORZ DQ639763 Poland Ribes rubrum 2006 II 
PR6A AJ304403 South Korea Alstroemeria 2002 II 
13-79 KJ854451 Serbia Tulipa sp 2014 II 

PV0418 AJ810256 Netherlands unknown 2004 II 

 PSV-ER 
U15730.1  Out of group   
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 نتایج

 RFLP-RT-PCRو  RT-PCRنا یج 

ي از منطقزه  bp870ي بزه طزول   قطعزه  RT-PCRطي واکنش 
بززا اسززتداده از آغازگرهززاي بززه همززراه نززواحي اطززراف   CPژنززومي 

CMVCPf  وCMVCPr هاي الايزا مثبت تکثيزر شزد کزه    در نمونه

در  (.1 ي نتزايج آزمزون الايززا بودنزد )شزکل     اين نتايج تأييزد کننزده  
 MspIبا اسزتداده از آنززيم    RFLP-RT-PCRالکتروفورز محصولا  

باز در تمامي جدايزه جدت 537و  335اي به طول حدود انقطعا  دي
 (.2ها مشاهده شد )شکل 

 
 

   



  CMVCP-R و CMVCP-Fبا استفاده از جفت آغازگر . RT-PCR تمحصولا یالکتروفورزنقوش  -1 شکل
 .است شده داده نشان Kb مارکر مشخصا  زين راست سمت در وbp  يوزن مارکرقطعا  ي اندازهدر سمت چپ 

Figure 1- Electrophoresis of the PCR products amplified by CMVCP-F and CMVCP-R primer pair. 
 Size of consisted fragments in the 50 bp ladder and 1Kbp ladders are shown in the left hand and right hand of the photo, respectively 

 

 

 










 

 

 های مورد بررسیبرای نمونه MspIبا آنزیم  خورده محصول برش یالکتروفورزنقوش  -2شکل 
 شود.مي مشاهده bp در سمت راست نيز مشخصا  مارکر و bpمشخصا  مارکر در سمت چپ  

Figure 2- Electrophoresis of digested RT-PCR products with MspI 
Size of consisted fragments in the 50 bp ladder and 1Kbp ladders are shown in the left hand and right hand of the photo, respectively. 
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( در سطح NJترین همسایه )ش نزدیکبه رو CMVهای فیلوژنی ترسیم شده بر اساس توالی کامل ژن پروتئین پوششی جدایه درخت -3شکل 

 اسید نوکلیئک
هاي مورد بررسي دراين پژوهش به رنگ نارنجي درون اند. جدايهدر سمت راست شکل نشان داده شده CMVهاي زيرگروه شداند. ادغاش 70هاي با بو  استرپ کمتر از شاخه

 اي، آفريقا به رنگ سبز، آسيايي به رنگ آبي و اروپايي به رنگ صورتي نشان داده شده است.ي آمريکا قهوهرههاي قاهاي ايران به رنگ قرمز، جدايه. جدايهکادر آورده شده است
 شود. مراجعه 1 ها به جدولي جزئيا  جدايهبراي مشاهده

Figure 3- Neighbor joining (NJ) tree based on the complete sequence of CMV coat protein gene at nucleic acid level 

Branches with bootstrap support less than 70% are collapsed. CMV subgroups are shown in the left. different colors are used to 

indicated geographical origin of reported isolated: sequenced isolates in this study in orange, , previously reported Iranian isolates  in 

red, American isolates in brown, African isolates in green, Asian isolates in blue and European isolates in pink. For further 

information on isolates please refer to the table 1. 
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( در سطح NJترین همسایه )به روش نزدیک CMVفیلوژنی ترسیم شده بر اساس توالی کامل ژن پروتئین پوششی جدایه های  درخت -4شکل 

 آمینواسید

ش به رنگ نارنجي درون هاي مورد بررسي دراين پژوهاند. جدايهدر سمت راست شکل نشان داده شده CMVهاي زيرگروه شداند. ادغاش 70هاي با بو  استرپ کمتر از شاخه
 اي، آفريقا به رنگ سبز، آسيايي به رنگ آبي و اروپايي به رنگ صورتي نشان داده شده است.ي آمريکا قهوههاي قارههاي ايران به رنگ قرمز، جدايه. جدايهکادر آورده شده است

 شود. مراجعه1ها به جدول ي جزئيا  جدايهبراي مشاهده

Figure 4- Neighbor joining (NJ) tree based on the complete sequence of CMV coat protein gene at amino acid level  

Branches with bootstrap support less than 70% are collapsed. CMV subgroups are shown in the left. different colors are used to 

indicated geographical origin of reported isolated: sequenced isolates in this study in orange, , previously reported Iranian isolates  in 

red, American isolates in brown, African isolates in green, Asian isolates in blue and European isolates in pink. For further 

information on isolates please refer to the table 1. 
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 ه ی بی همس نهتوالینا یج 
همسانه RT-PCRي محصول نتايج تعيين توالي نشان داد که اندازه

ي مزورد انتظزار   است. اين اندازه با طزول قطعزه   bp870سازي شده 
بزه همزراه    CPاين قطعزه حزاوي طزول کامزل ژن     مطابقت داشت. 

 CMVجدايزه  هشزت  در  CPي ژن اندازههاي اطراف آن بود. توالي
و هزي  گونزه    بزود نوکلئوتيد  654اسيد و وآمين 218تعيين توالي شده 

ي . اندازهبودر  نداده  هادر اين جدايه اضافه شدن يا حذف و ،جهش
و نوکلئوتيزد   654هاي از قبل تعيين توالي شده نيزز  اين ژن در جدايه

در اين  يکديگر باهاي مورد بررسي بود. تشابه جدايهاسيد آمينه  218
در سززطح  100در سززطح نوکلئوتيززدي و   100- 99پززژوهش 

 . بوداسيدي وآمين

 

 ه ی فیلوژنایکینا یج ب رسی

هزاي از قبزل   به جدايه ي مورد بررسي در اين پژوهشهاتشابه جدايه
، E12 ،Cues ،D13 ،F13تعيززين تززوالي شززده از ايززران از جملززه   

SH44 ،Cus  وCud ي مزورد مطالعزه   جدايهر اکه در يک خوشه کن
 است 100- 99( در سطح نوکلئوتيدي 4و  3هاي قرار دارند )شکل
 S33Vهزاي  و درصد تشابه با جدايه 100اسيدي  وو در سطح آمين

هزاي مزورد   که به نسبت دورتر ولزي بزا جدايزه    Med و  LOR Aو 
و   98-91گيرد در سطح نوکلئوتيدي بررسي در يک گروه قرار مي

-است. دورترين جدايه بزه جدايزه    96-93ينه اسيدي در سطح آم

که درصد تشابه  از کشور هلند PV0418ي جدايههاي مورد بررسي 
و  درصزد  81 هاي مورد بررسي در سطح اسيدهاي آمينهآن به جدايه

ي ها به جدايهبود و نزديکترين جدايه درصد 76در سطح نوکلئوتيدي 
، E12 ،Cues ،D13 ،F13 ،SH44هزاي ايرانزي   مورد بررسي جدايه

Cus  وCud  99-100با تشابه   هزاي نوکلئيزک و   در سزطح اسزيد
100   در سطح اسيدهاي آمينه بود. درخت فيلوژني ترسيم شده بزر

نشززان داد کززه  CMV-CPاسززاس تززوالي اسززيدنوکلئيک کامززل ژن 
 7که قبلا گزارش شده بودنزد )  IIو  Iدر دو گروه  CMVهاي جدايه
، PV0418 ،79-13-Serbiaهزاي  جدايزه شزدند.   بنزدي ( گروه21و 

PR6A ،PORZ ،LY ،100-USA ،CMV-WSJ ،PF  وTagetes 
هزاي  قرار گرفتند. تمامي جدايه Iها در گروه و بقيه جدايه IIدر گروه 

خود  Iقرار گرفتند. گروه  Iتعيين توالي شده در اين پژوهش در گروه 
هزاي ورامزين،   ايزه شزود کزه جد  تقسيم مي IBو  IAهاي به زيرگروه

ها همزراه بزا   قرار گرفتند. اين جدايه IAپاکدشت و پيشوا در زيرگروه 
و  Cudو  E12 ،Cues ،D13 ،F13 ،SH44 ،Cusهاي ايراني جدايه
ي از ژاپن در شزاخه  FTي از هند و جدايه Glad-NBRI-4ي جدايه

IA هاي گززارش شزده از ايزران    گيرند. ساير جدايهقرار ميS33V  و
LOR A  وMed  نيز در زيرگروهIA  .ايرانزي  هايجدايهقرار گرفتند 

Khn1 ،LOR_F ،To33  در زيرگززروهIB    قززرار گرفتنززد. الگززوي
مشاهده شده در درخت ترسيم شده بر اسزاس تزوالي آمينواسزيدي از    

هزاي  نيز مشابه درخت ترسيم شزده بزر اسزاس داده    CPطول کامل 
هاي ورامين، پاکدشزت و  بود. بنابراين جدايه CMV-CPنوکلئوتيدي 
  (.3 شکلقرار گرفتند ) IAزيرگروه  پيشوا در

 

 بحث

دو  MspIبا آنززيم محزدود کننزده     RT-PCRبرش محصولا  
 (.2جدت بازي را ايجاد کزرد )شزکل    335و  537هاي قطعه به طول

( نشان داد کزه  14) CMV-Yاطلاعا  به دست آمده از توالي سويه 
اين سويه توسط اين آنزيم به دو قطعه برش داده شده اسزت و جززو   

هزاي  (. همچنزين اکثزر جدايزه   24و  20باشزد ) اعااي گروه يک مي
ويروس از شمال غرب و يا غرب کشور از طريز  الگزوي برشزي بزا     

بنزدي شزدند   گروه Iدر زيرگروه  RFLP-RT-PCRدر  MspIآنزيم 
هزاي  وکلئوتيدي اطلاعا  بيشتري در مورد مکان(. توالي ن25و  12)

تشخيص آنزيم برشي نسبت به آنزيم محدود کننده در يک قطعزه از  
DNA دهد. جهزش يکزي از عوامزل تکامزل در     در اختيار ما قرار مي
دار به دليزل عزدش تصزحيح    RNAهاي باشد و ويروسها ميويروس
RNA( 23باشزند ) سازي مستعد جهش مزي مراز در هنگاش همانندپلي

بنابراين جهش در توالي نوکلئوتيدي سبب تغييزر ترتيزب تزوالي و در    
هاي شود. نتايج دادهنتيجه برش يا عدش برش توسط آنزيم برشي مي

هاي مورد بررسي در ايزن پزژوهش در   فيلوژنيکي نشان داد که جدايه
تزوان  گيرند و ميهايي از ژاپن و هند قرار ميکنار جدايه IAزيرگروه 

هزا داراي جزد مشزترک هسزتند. نتزايج      تيجه گرفت که اين جدايزه ن
هاي از قبل تعيين توالي شزده از  حاصل از بررسي تنوع ژنتيکي جدايه

هزايي از هزر سزه زيرگزروه از منزاط       ايران نشان داده بود که جدايه
داراي پزراکنش   IAمختلف ايران گزارش شزده اسزت امزا زيرگزروه     

 (. 25 و 19، 13، 9، 6، 5، 1بيشتري است )
الگوي مشاهده شده از درخزت ترسزيم شزده بزر اسزاس تزوالي       

، مشزززابه الگزززوي CMVهزززاي در جدايزززه CPآمينواسزززيدي ژن 
، S33V-1 ،Beheraهزاي  اسيدنوکلئيکي بود با اين تداو  که جدايه

MAD96/2 ،Cu49  وLORA  کززه در زيرگززروهIA  قززرار گرفتنززد
تزري هسزتند   اني وسزيع داراي دامنه ميزبز  I(. اعااي گروه 4)شکل 

غالبا از منزاط  گرمسزيري و    I(. از طرف ديگر اعااي زيرگروه 21)
در مناط  معتزدل   IIاند و اعااي گروه نيمه گرمسيري گزارش شده

ي ورامين، پاکدشت هاي بررسي شده در منطقه(. جدايه8) اندپراکنده
اراي بودند و اين منطقه جزو منزاط  د  IAو پيشوا متعل  به زيرگروه 

در  IAهزاي  باشد بعلاوه ساير جدايزه و هواي نيمه گرمسيري ميآب 
 و 19، 13، 9، 6، 5، 1ارش شده است )ايران از اکثر مناط  کشور گز
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محزدود بزه    IAهزاي  رسد در ايزران جدايزه  (. بنابراين به نظر مي25
هزاي  هاي گذشزته کزه جدايزه   ي گرمسيري نيستند. طي سالمنطقه

 CMVهزاي  بودند، تغييري در پراکنش زيرگروهورامين بررسي شده 
 (.6و  1در اين منطقه ر  نداده است )
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Introduction: Varamin is one of the major producer regions of cantaloupes which is located in southern 

Tehran. Cucumber mosaic virus (CMV) is the type species of viral genus Cucumovirus in the family 
Bromoviridae and is causal agent of economically important losses in cucurbits. The CMV virions are isometric 
in shape and the genome is composed of three single-stranded positive sense RNAs. Each of the genomic RNAs 
1 and 2 encodes a single large ORF and RNA-2 harbors an additional smaller ORF, 2b, involved in cell-to-cell 
movement and post-transcriptional gene silencing. The RNA-3 has two ORFs, 3a and 3b, encoding a movement 
protein and coat protein, respectively. Each of genomic RNAs has a Cap-like and tRNA-like structures at its 5ʹ 
and 3' ends, respectively. The virus is transmitted by different species of aphids in a non-persistent manner and is 
easily transmissible to the indicator hosts by mechanical inoculation. CMV is reported from several 
cucurbitaceae plants in Iran. Isolates of CMV are classified in different groups or subgroups based on different 
methods especially serology, RT-PCR-RFLP, nucleotide sequencing and phylogeny which are useful data for 
decision making or choosing the strategy during the development of CMV-resistant varieties and producing 
transgenic plants by RNA silencing strategy. 

Materials and Methods: During 2014-2016, a total number of 132 leaf samples were collected from 
cantaloupes showing viral symptoms such as mosaic, mottling, leaf deformation and plant stunting. These 
samples were subjected to double antibody sandwich enzyme linked immunosorbent assay (DAS-ELISA) with 
specific antibodies (DSMZ, Germany) to detect CMV based on the manufactures’ instructions. Total RNA was 
extracted from ELISA positive samples as explained elsewhere. Two microliters of total RNA used as template 
in RT-PCR to amplify a 870 base pair (bp) fragment of partial CMV genomic RNA3 including the coat protein 
gene and its flanking regions using specific primers CMVCPf (5'-GCTTCTCCGCGAG-3') and CMVCPr (5'-
GCCGTAAGCTGGATGGAC-3') corresponded to 1149–1161 nts and 1998–2015 of CMV strain Q, 
respectively. In order to address the subgroups of CMV isolates, RT-PCR products were digested by MspI 
(HpaII) restriction enzyme and electrophoresis was done on 1.5% agarose gel. We expected the presence of the 
bands with 335 and 537 bp in size for the sub-group I and 393 and 559 bp for sub-group II isolates of CMV. 
Then, based on the geographical distance of collected CMV isolates, the CP gene from four isolates were ligated 
into pTG19-T, an A\T cloning vector, and the recombinant plasmids were introduced in Escherichia coli. The 
selected plasmids were extracted via alkaline lyses method and selected recombinant plasmids were sequenced 
by Macrogen, South Korea. The sequencing data were aligned with those of previously reported CMV isolates. 
The alignment and pairwise sequencing to estimate similarity between nucleotide sequences were done with 
BioEdit software. The Phylogeny Inference package (Phylip) version 3.65 was used to draw phylogeny trees.  

Results and Discussion: 59 out of 132 samples (%44.69) positively reacted with CMV specific antibodies in 
DAS-ELISA. Expected DNA fragments of about 870 bp were successfully amplified via RT-PCR from the 
ELISA positive samples. in RT-PCR-RFLP for addressing the CMV subgroups, all MspI digested RT-PCR 
products from the tested samples produced two DNA bands of 537 and 335 bp and it was concluded that these 
isolates belong to the CMV subgroup I. Sequencing data of selected CMV CP clones showed 99-100% and 
100% similarity between tested isolates at the nucleotide and amino acid levels, respectively. These isolates 
shared 93-100% and 97-100% similarity with previously reported CMV isolates from Iran at nucleic acid and 
amino acid levels, respectively. The reconstructed phylogenetic tree, re-confirmed the results of RT-PCR-RFLP, 
and Varamin isolates were placed with few other Iranian CMV isolates including E12, Cues, D13, F13, Sh44, 
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Csu and Cud which were collected from non-melon hosts. Isolate LOR-F, the only CMV isolate previously 
reported from melons, belongs to the IB subgroup of CMV. This is the first report of CMV subgroup I isolates 
from melons.   

Conclusion: The RT-PCR-RFLP and sequencing data confirmed the presence of subgroup IA of CMV 
isolates in Varamin, Pishva and Pakdasht cantaloupe fields whose express severe symptoms in melons. However, 
the change in Zucchini yellow mosaic virus has been reported from these area, the same isolate of CMV were 
distributed in the entire region. Unlike Zucchini yellow mosaic virus populations which has been changed in the 
Varamin, Pakdasht and Pishva regions, it seems that there is just one dominant CMV isolate widespread in these 
regions.  
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