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و برخي مشخصات مولكولي تعدادي از جدايه هاي ويروس دامنه ميزباني
 موزائيك يونجه در استان كرمان

4و اكبر حسيني پور3، جهانگير حيدرنژاد*2، حسين معصومي1فاطمه منگلي

 دانشگاهو دانشياران بيماري شناسي گياهي، دانشكده كشاورزي دانشجوي سابق كارشناسي ارشد4و1،2،3
. باهنر كرمانشهيد

)30/3/91 تاريخ تصويب؛–21/6/90تاريخ دريافت؛(

 چكيده

,Alfalfa mosaic virus(ويروس موزائيك يونجه AlMV(يكي از مهم ترين ويروس هاي 

طي. يونجه در سرتاسر دنياست  به منظور مطالعه جدايه هاي اين ويروس در استان كرمان، در

وته يونجه با علائم موزائيك، زردي، تاولي شدن سطوح برگب514از 1387 تا 1386سالهاي

و  و پيچيدگي ، در شهرستان)Calico( بوته سيب زميني با علائم زرد ابلقي66ها، بدشكلي

به. هاي مختلف استان كرمان نمونه برداري به عمل آمد  با AlMVآلودگي نمونه هاي فوق

 با RT-PCRو واكنش)Indirect ELISA(يم استفاده از آزمون سرولوژيكي الايزاي غير مستق

در. اثبات گرديد)CP(استفاده از جفت آغازگر اختصاصي چارچوب ژني پروتئين پوششي

مطالعات بيولوژيكي، نمونه هاي آلوده در شرايط گلخانه بر روي گياهان محك مايه زني

بسيار علائم) .Nicotiana tabacum L(جدايه هاي مختلف، در ارقام مختلف توتون. گرديدند

و در بوته هاي داتوره  و Ke. Si. Alفقط دو جدايه ) Datura maxima(متنوعي ايجاد كردند

Ke. Ba. Al و لكه هاي اي  علائم ويروسي متفاوتي به ترتيب به صورت ايجاد علائم توته

سه(از بين جدايه هاي جمع آوري شده، چهار جدايه. موضعي نكروز ايجاد نمودند شامل

و يك جدايه سيب زميني براساس موقعيت جغرافيايي به منظور مطالعات) جدايه يونجه

 با استفاده از جفت آغازگر اختصاصي پروتئين RT-PCRواكنش. مولكولي انتخاب گرديدند

اي به طول شد780پوششي ويروس منجر به تكثير قطعه پس از همسانه سازي. جفت باز

و مقايسه آنها با ناحيه متناظر از جدايه هاي موجود در بانك جدايه هاي ايراني، تعيين ترا دف

و اسيد آمينه ترجمه شده%)9/92-3/98(ژن، بيانگر درصد تشابه بالا در ترادف اسيد نوكلئيك 

 بين جدايه هاي ايراني با جدايه هاي ايتاليايي اين%)9/91-100(از ترادف نوكلئوتيدي

، جدايه CPرسم شده براساس ترادف نوكلئوتيدي ناحيه در درخت فيلوژنتيكي. ويروس بود

و جدايه هاي AlMVهاي و جدايه هاي ايتاليايي در يك شاخه مورد بررسي در اين تحقيق

و تعيين جايگاه فيلوژنتيكي. فرانسوي در شاخه اي جداگانه قرار گرفتند بررسي بيولوژيكي

بAlMVجدايه هاي  .ار گزارش مي شوند مربوط به استان كرمان براي اولين

 سازي همسانه، Indirect ELISA ،RT-PCRويروس موزائيك يونجه،:واژه هاي كليدي
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 مقدمه
 گونه تيـپ جـنس)AlMV(ويروس موزاييك يونجه

Alfamovirus متعلـــق بـــه خـــانواده Bromoviridae 
,.Murphy et al(مـي باشـد  بـراي ايـن ويـروس ). 1995

 به عنوان عامل Weimer توسط 1931اولين بار در سال
اين ويروس داراي. بيماري موزائيك يونجه گزارش گرديد

. مـي باشـد RNA1 ،RNA2 ،RNA3ژنوم سـه قـسمتي 
ازا زير ژنـومي.ان.همچنين داراي يك آر مـي باشـد كـه

 قطعـات. مي گردد نسخه برداري RNA3 قطعه3َ`ناحيه 
RNA1 ،3644)kb65/3(وRNA2 ،2593)kb6/2(

و تنها داراي يـك چـارچوب ژنـي بـزرگ نوكلئوتيد بوده
 رمزگذاري مي كنند را P2وP1 هستند كه پروتئين هاي

كه اين پروتئين ها در همانندسازي ويروس نقـش دارنـد
)Ahlquist, 1994 .(ا شماره سـه.ان.آر)بـا وزن مولكـولي

و داراي دو چارچوب ژني)kb2/2 نوكلئوتيد، 2037 بوده
و) movement protein, MP(پــروتئين هــاي حركتــي 

 را رمـز گـذاري مـي كنـد)coat protein, CP(پوشـشي
)Dore et al., 1991(.

نيـز ترجمـه مـي RNA4از روي CPعلاوه بـر ايـن،
را. شود اين ويروس يكي از گسترده ترين دامنه ميزبـاني
و قادر به آلـوده سـازي در بي  ن ويروس هاي گياهي دارد
 خـانواده گيـاهي71 جنس مربوط بـه 167 گونه از 698

 ;Hull, 1969; Schmelzer et al., 1973(مـي باشـد

Edwardson & Christie, 1997(.
بيشتر گونه هاي گياهي كه توسط اين ويروس آلـوده

، Umbelliferae ،Compositaeمي شوند از چهار خانواده 
Solanaceae وLeguminosae ــند ــي باش ــا AlMV. م  ب

و و انتقـال از طريـق بـذر دامنه ميزباني بسيار گـسترده
شته، يكي از پاتوژن هاي مهم گونه هاي مختلف گيـاهي 

 & Crill et al., 1970; Smith, 1972; Miczynski(است 

Hiruki, 1987.(اين ويـروس از طريـق شـته )Weimer, 

 نـــه هـــاي مختلـــف ســـس شـــامل، گو)1934 ,1931
Cuscuta campestris ،C. europea،C. epilinum،

C. lupuliformis وC. subinclosa)Schmelzer et al., 

 Belli, 1962; Frosheiser, 1964; Zschau(، بذر)1973

& Janke, 1962(ــوده ــي آل ــاي ســيب زمين ــده ه و غ
)Oswald, 1950 (ئم اين معمولا علا.قابل انتقال مي باشد

ويروس بر روي گياه سيب زميني بصورت نكروز رگبرگها 

و ابلقي شدن برگ ها مي باشـد  و زرد  در يـك.و غده ها
 از AlMV، هفت نـژاد CPمطالعه ترادف نوكلئوتيدي ژن

 -Lye(و فرانـسه)Daو 126A ،195 AN،F430(ايتاليـا

80 ،Caa- 1 وDac-16(و با ترادف ساير نژاد هاي تعيين
ALMV ــامل ،425L ،425M ،YSMV ،S شــــــــــــ

VRU،15/64 وDa ــد ــسه گرديـ  et al. 2000( مقايـ
Parrella .( 

براساس اين مقايـسه، نژادهـاي ايـن ويـروس بـه دو
و ايتاليايي تقسيم شـدند بـه طـوري كـه  گروه فرانسوي

ــروه  ــايي در زيرگ ــاي ايتالي ، I)126A ،195 ANنژاده
F430،Da ،425L ،425M ،YSMV وS(هـــايو نـــژاد

، II )Lye-80 ،Caa- 1،Dac-16 فرانـسوي در زيـر گـروه 
VRUعليرغم نظريه. قرار گرفتند)15/64وCodoner et 

al. )2005(مبني بر استفاده از ترادف نوكلئوتيـدي كـل
ژنوم در تعيين روابط فيلوژنتيـك بـين اعـضاي خـانواده 

Bromoviridae هنوز ناحيه ،CP در بررسي فيلـوژنتيكي
و بيشترين تـرادف هـاي از اهميت   خاصي برخوردار بوده

موجود در بانـك ژن مربـوط بـه ايـن ناحيـه مـي باشـد
)Parrella et al., 2000 .( 

ويروس موزائيك يونجه براي اولين بـار در ايـران، در
از روي گياه Manouchehri-Kashani توسط 1968سال 

و ورامين گـزارش شـد   & Kaiser.يونجه از كرج، شيراز

Danesh)1971 ( اين ويـروس را از نظـر علائـم، ميزبـان
هاي ثانويه، خصوصيات بيولوژيكي، دامنه ميزباني، انتقال 
و تاثير آلودگي اين ويـروس بـر روي  و ناقل از طريق بذر
و كاهش عملكـرد بـذر مـورد بررسـي قـرار دادنـد  . رشد

Mossahebi & Alizadeh)1974 ( موفق بـه تهيـه آنتـي
 & Massoumi همچنـين. يدنـد سـرم ايـن ويـروس گرد 

Negarestani براي اولين بار اين ويـروس 1995در سال 
. را از مزارع يونجه كرمان گزارش كردند

بررسي پراكنش ويروس موزائيك يونجه با استفاده از
 نشان داد كه مـزارع يونجـه، سـيب Das-ELISAآزمون 

و مركزي استان و گوجه فرنگي در مناطق شمالي زميني
و ميـانگين درصـد خراسا ن به اين ويـروس آلـوده بـوده

 درصــد مــشخص53آلـودگي در منــاطق مــورد بررســي
از آنجايي كه سـطح ). et al. 2005 Zeynaddini(گرديد

 هكتار 42937زيركشت يونجه در استان كرمان با حدود 
و)Anonymous, 2009(از اهميت خاصي برخوردار بوده
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ه لالـه زار بردسـير نيـز در بعضي از مناطق استان از جمل
سطح زيركشت سيب زميني قابل توجه مي باشد، لذا در
و  اين بررسي سعي گرديده است كه آلودگي مزارع يونجه

 AlMVسيب زميني در مناطق مختلف استان نسبت بـه 
همچنين وضعيت تكـاملي چهـار. مورد بررسي قرار گيرد

و سيب زميني مورد بحـث AlMVجدايه   از مزارع يونجه
.و بررسي قرار گرفته است

و روش ها  مواد
 نمونه برداري
وبــه منظــور ويــروس موزاييــك بررســي شناســايي

 مـزارع تعـدادياز1387و 1386 سـالهايطي يونجه،
واقـع در منـاطق مختلـف اسـتان كرمـان شــامل يونجـه

كرمــان، جيرفــت، كهنــوج، شــهربابك، بافــت، ســيرجان، 
و مزارع سيب زميني منط  و بم قه لاله زار بردسير بردسير

. نمونه برداري به عمل آمد
و 514تعداد از66 نمونه يونجه  نمونه سيب زمينـي

 AlMVگياهاني كه داراي علايم مشكوك به آلـودگي بـا
، موزائيـك)ابلقـي( شامل موزائيك، موزائيك زرد روشـن

و پيچيدگي برگها بودنـد، خفيف، زردي، تاولي، بدشكلي
 انجـام جهـت نظـر مـورد هـاي نمونه. انتخاب گرديدند

 آزمايشگاه بهRT-PCRآزمونو الايزا آزمون سرولوژيكي
.شدند نگهداري گراد سانتيCº4دمايدرو منتقل

 آزمون الايزا
بهالا آزمون با استفاده از آنتـي روش غير مستقيم يزا

دكتـر، اهـدايي)1:1000با رقت( بادي چند همسانه اي
 ,IACR-RothamstedHarpenden, Hearts(فيـل جـونز 

UK(صورت گرفت ،.
بـر اسـاس تغييـر رنـگ الايزا نتايج حاصل از آزمون

و ميزان جذب آنها در طول موج   نـانومتر 405چاهك ها
ــدل ــوان م ــزا خ ــتگاه الاي ــتفاده از دس ــا اس  Biotek(ب

Instrument EL800, USA(بـا. مورد ارزيابي قرار گرفت
و) شاهد منفـي(م توجه به ميزان جذب عصاره برگ سال 

 آسـتانه جـذب گياهـان x+3SDبا اسـتفاده از فرمـول
. آلوده تعيين گرديد
وxدر ايــن فرمــول  انحــراف SD ميــانگين جــذب

معيار استاندارد در مورد چاهك هاي نمونه سالم منظـور
.)Clarck & Adams, 1997( گرديد

 لوژيكخالص سازي بيو
و علائم متفاوت اين ويروس با توجه به دامنه ميزباني
و هـوايي متفـاوت در  در ارقام مختلف يونجه، شرايط آب
و محدوديت آنتي سـرم هـاي  مناطق نمونه برداري شده
ــزا، ابتــدا خــالص ســازي  مــورد اســتفاده در آزمــون الاي
. بيولوژيكي بر روي جدايه هاي اين ويروس انجام گرديـد 

ظــور از ارقــام مختلــف لوبيــا از جملــه رقــم بــه ايــن من
Bountiful سپس از لكه هـاي موضـعي،.استفاده گرديد

جهت تكثير ويـروس بـر روي ميزبـان هـاي تكثيـري از 
 .N. tabacum cvو N. tabacum cv. Samsunجملـه 

Turkish استفاده گرديد.
 تعيين دامنه ميزباني

ج(هفت جدايه ميزباني، دامنه جهت تعيين دايه پنج
از روي يونجه در منـاطق شـهربابك، سـيرجان، كرمـان، 

و دو جدايه از روي سيب زميني بردسير  و بردسير ) بافت
و در شرايط گلخانه بر روي گياهان محـك انتخاب شدند

ــاي  ــانواده هـــ ــه خـــ ــق بـــ ، Leguminosaeمتعلـــ
Chenopodiaceae ،CucurbitaceaeوSolanaceaeمايه 

 مولار01/0ور از بافر فسفات براي اين منظ. گرديدند زني
 اسـتفاده 600و پودركاربورانـدوم بـا مـش 4/7pHبـا

گياهان مايه زني شده در شرايط گلخانه در دماي. گرديد
Cº25-20و نور مناسـب60-70و رطوبت نسبي  درصد

و از نظر ظهور علايم بطور مرتب مورد بررسـي نگهداري
بوتـه هـاي ليـهك جهت تأييد نتايج حاصله،. قرار گرفتند

 قـرار ارزيـابي زني شده توسط آزمـون الايـزا مـورد مايه
از. گرفتند و نگهداري ويـروس همچنين به منظور تكثير

 .Nicotiana tabacum Lارقام مختلف توتـون از جملـه 

cv. Turkish ،N. tabacum L. cv. Samsun NN.،N. 

glutinosa L. ،N. clevelendi Gray ،N. debneyii L. و
N. tabacum L. cv.White burlyاستفاده گرديد .

 RT-PCRواكنش
به منظور بررسي هاي مولكولي، تعداد چهـار جدايـه

سه جدايه از روي يونجه در مناطق شهربابك، سـيرجان(
و يك جدايـه از روي سـيب زمينـي بردسـير  )و بردسير
و منطقـه براساس تنـوع علائـم بـر روي گياهـان محـك

و)2 جدول(نمونه برداري  ا كـل.ان.آراستخراج، انتخاب
 High Pure Viral Nucleic Acid Kit استفاده از كيتبا

)Roche, Germany (تكثير چـارچوب ژنـي. انجام گرفت
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CP جدايه هـاي انتخـاب شـده بـا روشRT-PCR و بـا
 Xu & Nieاسـتفاده از جفـت آغازگرهـايي كـه توسـط

شد)1جدول( طراحي شده اند)2006( . انجام

 Xu(جدايه هاي ويروس موزائيك يونجه)CP( جفت آغازگر مورد استفاده جهت تكثير چارچوب ژني پروتئين پوششي-1جدول

& Nie, 2006(
طول قطعه
 ژنومي موقعيت تكثير شده

3` َ5` 

 توالي آغازگرها

3`َ5`َ
 نام آغازگر

1121-1158* CATTGATCGGTAATGGGCCGT ALMV- F30F 

780 bp 
1894- 1916 ATCCACCCAGTGGAGGTCAGCA ALMV-F 30R 

ژنNC-002025َ آغازگرها براساس رس شمار،`5َ`3موقعيت ژنومي*  موجود در بانك

كل.ان.آرميكروليتر ابتدا دو cDNAجهت سنتز  بـاا
بــا غلظــت( AlMV-F30R پــسرو ميكروليتــر آغــازگردو

10µM(آ8و ل بـه لولـه هـا ديونيزه استريب ميكروليتر
و بـه مـدت  قـرار داده Cº95 دقيقـه در دمـاي1اضافه

ها. شدند شد روي يخ قرار بر بلافاصله سپس لوله و داده
5/4(ساير مواد لازم براي انجـام ايـن مرحلـه از آزمـون

 dNTPmix 10ميكروليتردو،5X RT bufferميكروليتر

mM ،5/0ــر  ميكروليتــــــــــــــــــــــــــــــــــ
RNase inhibitor 10U/lµــر ــك ميكروليتـ و يـ ،

MMLV 200U/lµ(،سپس لولـه. به مخلوط اضافه شد
و در مرحلـه آخـر Cº42 دقيقه در دماي45ها به مدت 

 دقيقه در دماي5 به مدت RTنيز به منظور حذف آنزيم
Cº70 آزمون. قرار گرفتندPCR نمـودن اضـافهاز پـس 

cDNA ،5/0ميكروليتـر5/2ل شـام(نيـاز مـواد مـورد
Taq DNA polymerase 5U/lµ،5/0ميكروليتــر

-ALMVو ALMV-F30Fآغـــازگر ميكروليتـــر از دو

F30R10 با غلظتµM،5/0ميكروليتر MgCl2 50mM ،
 ميكروليتــرdNTP mix 10 mM ،5/2 ميكروليتــر5/0

10x PCR Buffer ــونيز5/17و ــر آب ديـ ه ميكروليتـ
ــتريل ــايكلر) اس ــتگاه ترموس و در دس ــوط ــه مخل در لول
Techne ــدل ــرار داده)TC-132 )Cambridge, UK م  ق

 Cº94واسرشتي اوليه به مدت سه دقيقـه در دمـاي. شد
و  چرخه شامل مرحله واسرشـت30 در طي PCRانجام

، اتصال به مـدت Cº94 ثانيه در دماي30سازي به مدت
سا Cº58 ثانيه در دماي 30 درو  Cº72خت رشته ثانويه

و در انتها بـه مـدت90به مدت در5 ثانيه انجام  دقيقـه
. تكميل ساخت رشـته ثانويـه انجـام گرفـت Cº72دماي

5/1، از ژل آگاروز PCRجهت انجام الكتروفورز محصول
ــافر و ب )1X TBE)Tris Boric Acid EDTAدرصــد

 Gelسپس جهت بررسي، ژل در دستگاه. استفاده گرديد

documentationــدل  ,Bio-Doc )Biometra مـــ

Germany(از.شــد قـرار داده  پــس از حــصول اطمينــان
 نمونـه هـاي PCRتكثير قطعـه مـورد انتظـار، محـصول

.انتخابي جهت همسانه سازي مورد استفاده قرار گرفتند
و تعيين ترادف  همسانه سازي

 Ins T/A Clone با اسـتفاده از كيـت همسانه سازي

™ PCR Product Cloning Kit كمپاني (Fermentase, 

Lithuania) در حامـــــــل PTZ57R/T ــاكتري و بـــــ
Escherichia coli ــويه ــتDH5αس ــورت گرف . ص

 Highاستخراج پلاسـميد نوتركيـب از بـاكتري توسـط
Pure Plasmid Isolation Kit كمپـــاني )Roche, 

Germany(انجام گرفـت )Brown, 2001 .(مونـه هـاين
ازههمسانه سازي شد  و هضم آنزيمـي،، پس  الكتروفـورز

 تعيـين جهت، در حاملPCR الحاق محصول اطمينان از
 در كــشور كــره جنــوبي Macrogen بــه كمپــاني رادفتــ

پس از تعيين ترادف نتايج به دست آمده.گرديدندارسال
 بـا اسـتفاده از نـرم افـزار Chromasبا فرمت الكتروگـرام 

Version 1.41 Chromasمــورد بررســي قــرار گرفتنــد .
ترادف هاي بدست آمده در اين بررسي بـا تـرادف قطعـه

در بانـك مورد نظر از جدايه هاي مختلف ويروس موجود 
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همچنــين. گرديدنــدمقايــسه)2جــدول( NCBIژن
 بــا (multiple alignment)همرديــف ســازي چندگانــه

 MEGA3.1و DNAMAN Version 4.02برنامــه هــاي

)Kumar et al., 2004 (ــوژنتيكيا و درخــت فيل ــام نج
. ترسيم شدneighbor joiningحاصل به روش 

و مطالعات ALMV مشخصات جدايه هاي-2جدول و جدايه هاي موجود در بانك ژن جهت مقايسه  مورد مطالعه در اين تحقيق
.فيلوژنتيكي

aو ميزبان نمونه برداري شده مي  مبناي نام گذاري جدايه هاي ايراني به ترتيب براساس استان نمونه برداري شده، منطقه نمونه برداري شده
. از روي گياه يونجه مي باشد كرمان در استانربابكشه جدايه جمع آوري شده از منطقه Ke. Sh. Alبه عنوان مثال. باشد

 نتايج
نتايج حاصل از آزمون الايزا نـشان داد كـه در ميـان

و 514  نمونه سيب زميني مورد بررسـي66 نمونه يونجه
%)12/12( نمونـه8و%)3/31( نمونـه 162، به ترتيـب

سـپس. واكنش نشان دادنـد AlMVنسبت به آنتي سرم
ن  مونه اي كه بيشترين غلظت ويـروس را در از هر منطقه

و بـا توجـه بـه  محـدوديت الايزا نشان داده بود، انتخـاب
آنتي سرم هـاي مـورد اسـتفاده در ايـن آزمـون، خـالص 

ژنرس شمار منطقه نام جدايه ميزبان  در بانك

 JQ685858 شهربابكKe. Sh. Ala يونجه

 JQ673587 بردسير Ke. Ba. Al يونجه

 يونجه
Ke. Si. Al سيرجان JQ685859 

 JQ685860)كشتاب(بردسير Ke. Ba. Po سيب زميني

 AJ130703 فرانسه Lye 80 گوجه فرنگي

 AJ130704 ايتاليا A 126 خرفه

 AJ130705 ايتاليا AN 195 گوجه فرنگي

F لوبيا  AJ130706 الياايت 430

 AJ130707 فرانسه Caa 1 فلفل

 AJ130708 فرانسه Dac 16 هويج

 AJ130709 فرانسه Lyh 1 گوجه فرنگي

Garden Lupin VRU انگلستان AF015716 

Garden Lupin 15/64 انگلستان AF015717 

 K02703 آمريكا Madison 425 شبدر

 L00162 آمريكا L 425 شبدر

 M59241 آمريكا YSMV يونجه

 Y09110 ايتاليا Danza گوجه فرنگي

 X00819 انگلستانS يونجه
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ــا ــام مختلــف لوبي ــا اســتفاده از ارق ــوژيكي ب ســازي بيول
. بر روي اين جدايه انجام گرفت Bountifulمخصوصا رقم 

گ يـاه محـك بـصورت لكـه علائم ايجاد شده بر روي اين
 روز پس از مايه زنـي4-3هاي موضعي قرمز رنگ بعد از 

در گياهان مايه زني شـده ).A-1شكل(مشاهده گرديد
از جملـــه Chenopodiaceaeمتعلـــق بـــه خـــانواده 

Chenopodium amaranticolor Coste et Reyn وC. 

quinoa Wild علائم ويروسي بـصورت ايجـاد لكـه هـاي 
و در مواردي بـصورت علائـم سيـستميك موضعي نكروز
از جملـه Solanaceae در گياهان خانواده. مشاهده شدند

N. tabacum L. cv. Turkish ،N. tabacum cv. 

Samsun NN. ،N. glutinosa L. ،N. clevelendii 

Gray. ،N. debneyii L ،N. tabacum L. cv. White 

burly و ،Datura maxima L.وعي بــسيار متنــ علائــم
شامل موزائيك در شدت هاي مختلف، موزائيـك همـراه 

ــا زردي  از)ابلقــي(ب ، بدشــكلي، از بــين رفــتن قــسمتي
و نواري شـدن و تاولي شدن برگ، روشن شدن كلروفيل
و لكه هـاي  و در مواردي ايجاد نقوش حلقوي رگبرگ ها

 ).BوA-2اشكال(موضعي نكروز مشاهده گرديد 

ه)A-1شكل و لوبيا چيتي مايه زني شده با جدايه هاي مختلف ويروس موزائيك ايجاد لكه اي موضعي قرمز رنگ در لوبيا سبز
 Datura( ايجاد علائم توته اي بر روي داتوره)B،و شاهد Ke. Ba. Al،Ke. Si. Al به ترتيب از راست به چپ جدايه(يونجه 

maxima(مايه زني شده با جدايه Ke. Si. Al )چپ ك) سمت و سيستميك شدن ويروس در)C،)راست(نار گياه شاهد در بدشكلي
ايجاد)D،)چپ(در كنار گياه شاهد) راست( Ke. Sh. Al مايه زني شده با جدايه(Chenopodium amaranticolor) سلمه تره

در كنار گياه شاهد) استر(Ke. Ke. Alمايه زني شده با جدايه(C. amaranticolor) لكه هاي موضعي نكروز در گياه سلمه تره
).چپ(

ــانواده ــه خـ ــق بـ ــان متعلـ ــه در گياهـ در حاليكـ
Cucurbitaceae ــه  .Cucurbita pepo L. cv از جمل

Khoy ،C. pepo L. cv. Maragheh وCucumis 

sativus L. cv. Peto Seed هيچ گونه علائمـي مـشاهده 
 .D(علائم جدايـه هـاي ايرانـي بـر روي داتـوره.نگرديد

maxima(بصورت ايجاد لكه هاي موضعي بود )1شـكل-B(

و تنها در مـورد دو كه پس از مدتي علائم محو مي شوند

از مـزارع شهرسـتان هـاي جدايه مجزا شده اين ويروس
و به ترتيب ) Ke. Ba. Alو Ke. Si. Al( بردسير سيرجان

و رگبرگ نواري مشاهده  علائم توته اي در پشت برگ ها
).C-2شكل(گرديد 

العات مولكولي بر روي تعـداد چهـار جدايـه ايـن مط
 RT-PCRدر مـورد انجـام واكــنش. ويـروس انجـام شــد 

ــاي ــه ه ــازگر ALMVجداي ــت آغ ــتفاده از جف ــا اس  ب
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ــه ALMV-F30Rو ALMV-F30Fاختــصاصي ).3شكل( جفت باز گرديد 780تكثير قطعه اي به طول منجــر ب

در)A-2شكل و موزائيك شديد همراه با لكه هاي نكروز مايه Nicotiana tabacum cv. Samsun علائم بدشكلي، تاولي شدن

چپ(زني شده با جدايه هاي مختلف ويروس موزائيك يونجه   Ke. Ke. Al ،Ke. Si. Al،Ke. Sh. Al هاي شاهد، جدايه: به ترتيب از راست به

 ،Ke. Ke. Al وKe. Ke. Al،B(درعلا مايه زني شده با N. tabacum cv. Turkish ئم موزائيك شديد همراه با لكه هاي نكروز
چپ( Ke. Si. Al جدايه و رگبرگ نواري شديد) سمت راست( علائم ايجاد لكه هاي موضعي نكروز)C،)راست(در كنار شاهد) سمت

).چپ(در مقايسه با گياه شاهد Ke. Ba. Alمايه زني شده با جدايه)Datura maxima(بر روي گياه داتوره) وسط(

ترادف قطعات تكثير شده با ترادف ناحيـه متنـاظر از
 et al. Parrellaو جدايـه هـاي مـورد بررسـي توسـطد

)2000)  4.02 بــا اســتفاده از نــرم افــزار)2جــداول)

DNAMAN Version همرديف سـازي چندگانـه انجـام 
. گرفت

 تكثير ژن پروتئين پوششي شش جدايه ويروس موزائيك يونجه مربوط به PCR محصول نقوش الكتروفورزي-3شكل
 .DNA 1Kb Ladder, (Gen RulerTM Fermentase, lithuania) 1(Ke. Keا.ان.دي نشانگر اندازهM). درصد5/1در ژل آگاروز

Al،2(Ke. Sh. Al ،3(Ke. Ba. Al ،4(Ke. Ji. Al ،5(Ke. Ba. Po ،6(Ke. Si. Al گياه شاهد)7و 

همچنين براساس درخت فيلوژنتيكي ترسيم شده بـا
 بـــا اســـتفاده از نـــرم افـــزار neighbor joiningروش 

MEGA3.1 (Kumar et al., 2004))همگـي)4شـكل ،
و جدايه هاي ايراني در گروه ايتاليـايي قـرار مـي گيرنـد

 مـي باشـد، ضـمنا9/92-3/98درصد تـشابه بـين آنهـا
 .Ke. Ba بين جدايه ايراني)3/98(ين درصد تشابه بيشتر

PoوF430 و كمتــرين درصــد تــشابه  از كــشور ايتاليــا

 از كشور Lye 80و Ke. Si. Alبين جدايه ايراني)9/92(
و همرديـف سـازي. فرانسه مي باشـد براسـاس مقايـسه

رادف اسيدآمينه هاي ترجمه شده از ترادف نوكلئوتيديت
و جدايه هاي موجود پروتئين پوششي جداي  ه هاي ايراني

در بانك ژن، درصد تشابه اسيدهاي آمينـه جدايـه هـاي
. مـي باشـد%9/91-100ايراني با ساير جدايه ها حـدود 

 مربوط به)%9/91(كمترين درصد تشابه اسيدهاي آمينه
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و Lye 80 با جدايـه Ke. Si. Alجدايه  از كـشور فرانـسه
 .Ke. Sh به جدايه مربوط)%100(بيشترين درصد تشابه

Al ــه ــا جدايـ ــدS بـ ــي باشـ ــستان مـ ــشور انگلـ . از كـ

French
isolates

Italian
isolates

به-4شكل   درخت فيلوژنتيكي بر اساس ترادف نوكلئوتيدي ژن پروتئين پوششي جدايه هاي ويروس موزائيك يونجه مربوط
و جدايه هاي موجود در بانك ژن با  neighbor joining)QRbootstrapو روش MEGA3.1 استفاده از نرم افزار استان كرمان

. ذكر شده است2مشخصات جدايه ها در جدول.)١٠٠٠

 بحث

براساس نتايج بدست آمده در ايـن بررسـي كـه بـر روي
و 514  نمونه سيب زميني حاوي علائـم66 نمونه يونجه

صورت گرفت، ويروس موزائيك يونجه در مناطق يونجـه
ا  %3/31ميـزان(ز گـسترش بـالايي كاري استان كرمان

ميــزان(در مقايــسه بــا مــزارع ســيب زمينــي) آلــودگي
در مـورد بررسـي. برخوردار مي باشـد) آلودگي12/12%

دامنه ميزباني جدايه هاي ايراني مشخص گرديد كه فقط 
ــه  ــوبي جدايـ ــه كـ ــر رويKe. Ba. Alمايـ  .C بـ

amaranticolor منجر به ايجاد علائم بدشكلي در برگها 
و سـپس سـبب D. maximaو بر روي  لكه هاي موضعي

رگبرگ نواري شديد گرديد، در حاليكه مايه كوبي سـاير
جدايه هاي مورد بررسي در ايـن تحقيـق، بـر روي ايـن 

همچنـين در مـورد دامنـه. گياهان، علائمي ايجاد نكـرد 

ميزباني جدايه هاي مورد بررسـي، مـشخص گرديـد كـه 
هان محك مختلف در اغلـب علائم ايجاد شده بر روي گيا 

 .et al)2005(علائـم گـزارش شـده توسـط موارد شبيه
Zeynaddini مايه زنـي مكـانيكي مي باشد، به نحوي كه

مـــوجب بــروز توسط نامبرده، ويروسايناز اي جدايه
 .C. quinoa ،Cلــــــكه هـــاي مــــــوضعي در 

amaranticolor ،V. unguiculata وP. vulgaris cv. 

Red kidney و ــم سيــستميك رگبــرگ روشــني و علائ
 N. glutinosa ،N. tabacum cv. Samsunموزائيـك در

،Ocimum basilicum ،Cicer arietinum  و
Lycopersicon esculentum ــد ــورد.گرديـــ در مـــ

 مايه زني شـده بـا جدايـه هـاي Cucumis sativusگياه
علائمـي ظاهــــر مورد بررسي در اين تحقيق هيچ گونه

دو.گرديدن  همچنين در اين مطالعـه، بعـد از مايـه زنـي
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 از چهـار جدايـه مـورد Ke. Ba. Alو Ke. Si. Alجدايه
و بررسي بر روي گياه داتوره، علائمـي بـصورت توتـه اي
لكه هاي نكروز ايجاد گرديد، در حاليكه دو جدايه ديگـر 

هـيچ گونـه ) Ke. Sh. Alو Ke. Ba. Po(ايـن ويـروس 
از. اين گياه ايجاد ننمودند علائمي بر روي  نتـايج حاصـل

و تعيين پراكنش ايـن ويـروس در كـشور عمـان  بررسي
و تاييـد علائـم  نشان دهنده گسترش وسيع اين ويـروس

براساس درخت.)Zadjali et al., 2002(مذكور مي باشد 
، جدايه هاي اين CPفيلوژنتيكي رسم شده بر مبناي ژن 

و اي تاليايي تقسيم بندي مي ويروس به دو گروه فرانسوي
ــد ــرادف. گردن و بيــشترين ميــزان مــشابهت ت كمتــرين

و آمينو اسيدي در اين دو گـروه بـه ترتيـب  نوكلئوتيدي
ــد9/91-100و3/98-9/92 ــي باش ــد م ــن. درص در اي

بررسي چهار جدايه ايراني همگي در گـروه جدايـه هـاي 
 ايتاليايي واقع گرديدند، اما بين جدايه هاي مجزا شـده از 

 از گيـاه Ke. Ba. Poگياهان يونجه، تنهـا جدايـه ايرانـي
%8/97سيب زميني از نظر تشابه نوكلئوتيدي به ميزان

با بقيه جدايه هـا تفـاوت دارد، ايـن در حـالي اسـت كـه
درصد تشابه نوكلئوتيدي در بين جدايه هاي مجزا شـده 

و ايــن5/98-3/99از گيــاه يونجــه،   درصــد مــي باشــد
آ نست كه ميزبان مي توانـد در تمـايز نـوع موضوع بيانگر
. جدايه موثر باشد
 مجزا شده از گياه سـيب  Ke. Ba. Poبعلاوه اينكه جدايه

 F430زميني از نظر تشابه نوكلئوتيدي، بيـشتر بـه نـژاد
در ايـن. گزارش شده از كشور ايتاليا نزديكتر مـي باشـد

ر از چهاKe. Ba. Alو Ke. Si. Alمطالعه تنها دو جدايه 
جدايه مورد بررسي بـر روي گيـاه داتـوره، ايجـاد علائـم

و. نمودند و بـا توجـه بـه نتـايج مولكـولي بر اين اسـاس
واكنش اين جدايه ها بر روي گياه داتوره مي تـوان بيـان 
نمود كه ظاهرا هيچگونه همبستگي بين ژنوتيپ ويـروس 
و علائم ايجاد شده بر روي اين گياه محك مشاهده نمـي 

عبارت ديگر، جدايه ها صرفا بر اسـاس واكـنشبه. گردد
لازم بـه. بر روي گياه محك داتوره قابل تفكيك نيـستند 

و  ذكر است كه تفكيك جدايه هـا بـه دو گـروه ايتاليـائي
فرانسوي مربوط به مطالعات اوليه مولكولي ايـن ويـروس 
و اخيرا با افزايش جدايه هاي گزارش شـده در  بوده است

 در حال تغيير مي باشد، به نحويكـه دنيا اين گروه بندي 
 جدايــه هــائي وجــود دارنــد كــه از ايــن دو گــروه مجــزا

و جنـوب غربـي. مي باشند موطن اصـلي يونجـه، ايـران
و در   سال قبل از ميلاد مسيح از ايران بـه 470آسياست

و سـاير كـشورها منتقـل و سپس از آنجا به ايتاليا يونان
در مجموع بـه نظـر مـي.)Karimi, 1988(گرديده است 

از ديرباز در ايران وجود داشـته ALMVرسد كه ويروس 
، اما با انتقـال آن بـه نقـاط مختلـف)Hull, 1969(است 

و ALMVدنيا، ژنوتيپ هاي مختلف بـه آنجـا وارد شـده
در طي سالها در كنار يكديگر بصورت تركيبي از ژنوتيـپ 

ي. هاي مختلف درآمده اند  ونجـه در با توجه بـه برداشـت
و امكان انتقال ژنوتيـپ هـاي  چين هاي مختلف در سال
و يـا حـشرات ناقـل،  مختلف ويروس از طريق مكـانيكي
و تغييـرات  تجمع ژنوتيـپ هـاي متنـوع در طـي زمـان
و اثر گياهان  احتمالي در اثر انتقال توسط شته هاي ناقل

لازم به ذكر است كه اگر. ميزبان، دور از انتظار نمي باشد 
ترين راه جهت مطالعـه تنـوع ژنتيكـي اسـتفاده از چه به 

ژنوم كامل مي باشد، اما با توجه به چنـد قـسمتي بـودن 
و ALMVژنوم  ، تعيين ترادف كامل ژنوم بـسيار مـشكل

. وقت گير است
بيشترين مطالعـه ALMVبنابراين عليرغم اينكه در ژنوم

در مورد ژن پروتئين پوششي صورت گرفته است امـا بـه 
رسد كه استفاده از چندين ناحيه از ژنوم جهـت نظر مي 

بررسي تغييرات ژنتيكي مفيـدتر باشـد، زيـرا ايـن روش 
 Codoner et(تصوير بهتري از كل ژنوم را ارائه مي نمايد 

al., 2005 .( و بررسـي هـاي قبلـي بر اساس اين بررسـي
)Massoumi & Negarestani, 1995; Bananej et al., 

1995; Kaiser et al., 1971; Manouchehri-Kashani, 
 اين ويروس از گسترش بـالائي در مـزارع يونجـه)1968

و بر اين اساس به نظـر ميرسـد ايران برخوردار مي باشد
و  داراي دامنــه ميزبــاني وســيعي بــر روي علفهــاي هــرز
همچنين سـاير گياهـان زراعـي از قبيـل سـيب زمينـي 

)Danesh et al., 1986; Massoumi Shahrebabak & 

Mosahebi-Mohammadi, 1991(و حبوبات)Kaiser et 

al., 1968; Danesh & Kaiser, 1969 (و غيره دارد.
و حبوبـات اگرچه وجود آلودگي در مزارع سـيب زمينـي
نسبت به اين ويروس به اثبات رسيده است، اما مطالعـات 
در مورد ميزان آلودگي علف هاي هرز موجـود در مـزارع 

 در گسترش اين ويـروس نقـش دارنـد يونجه كه احتمالا 
و ضروري مي باشد از. لازم ضمنا ارقـام بـومي متعـددي
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.نسبت به اين ويروس مي بايست مورد بررسي قرار گيرديونجه در ايران وجود دارنـد كـه وضـعيت مقاومـت آنهـا
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