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 چکیده

یار ) یک خ یان در ترین ویروس( از مهمCucumber Mosaic Virus, CMVویروس موزای کدوئ نده  هان های آلوده کن ایران و ج
سی پراکندگی و اهمیت می شد.   به منظور برر ستان  CMVبا ستان فارس، طی بهار و تاب ، از مزارع  1394در منطقه کوار در ا

نمونه گیاهی با علائم: موزائیک و زردی  85مختلف  کدوئیان ) شامل: هندوانه، خربزه و کدو(  نمونه برداری شد. در مجموع 
ها با کمک آزمون های  الیزای آوری شددد. بررسددی تکمیلی نمونهها و کوتولگی ، جمعیک روی رگبرگهای نکروتها، لکهبرگ

بادی ) با نسددخه برداری موکوس )DAS-ELISAسددداندویو دو طرفه آنتی  (انجام RT-PCR( و واکنش زنجیره ای پلی مراز 
ربزه، آلوده به ویروس تشخیص داده شدند. نمونه خ 40، توداد DAS-ELISAهای مشکوک با آزمون گردید. در بررسی نمونه

که ژنوم پوشددش پروتنینی ویروس را  P2و  P1، از جدت آغازگرهای RT-PCRبه منظور ردیابی  ویروس با اسددتداده از آزمون 
رد مو 20مورد از نمونه ها ) 30جدت باز را تشکیل می دادند، استداده شد. در 950ای به طول تقریبی کردند، و قطوهتکثیر می
سدده جدایه به طور  PCRمورد مندی( واکنش زنجیره ای پلی مراز انجام و نتایج آزمون الیزا تایید شددد. مولددول  10مثبت و 

دست های بهیابی گردید. برای مقایسه و آنالیز فیلوژنتیکی توالیتلادفی انتخاب و پس از خالص سازی باند مورد نظر، ترادف
افزار توالی ثبت شده در بانک ژن استداده گردید. درخت فیلوژنتیکی با کمک نرم 19دنیا، از آمده در این پژوهش با سایر نقاط 

MEGA6 روش و بهNeighbor-Joining  ترسددیم گردید. توالی ها در دو گروه جداگانه قرار گرفتند که نمونه های ایرانی همگی
شمگیر مزارع  خربزه به ویروس موزائیک خیار در منطقه کوار و احتمالا در یک گروه بودند. نتایج این توقیق بیانگر آلودگی چ

 قابل ملاحظه این ویروس بود.  خسارت 

 ، آنالیز فیلوژنتیکی.6ویروس موزاییک خیار، ساندویو دوطرفه الیزا، مگا :های کلیدیواژه

 مقدمه
اسددت. دامنه  یانمهم کاهش مولددول در کدوئ یاز فاکتورها یکیو  یاهیگ یهاروسین ویع تریاز شددا یکیار یک خییروس موزایو
بانیم جدا یز په ایخانواده گ 100جنس از  500گونه از  1300ش از یب CMV یهاهیمجموع  هان دول په یا تک ل  باشددددیم یاو 
(Tomlinson, 1987) . 

 پزشکیگیاهتحقیقات نوین در فصلنامه 
 دانشگاه آزاد اسلامی شیراز

8-1 ( :1 )10 - 1400 
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 یرژنومیز یا.ان.مثبت و دو آر یتبا قطب یاتک رشته ی.اان.از سه قطوه آرچند بخشی است و ( CMV)یارخ ییکموزا یروسژنوم و
شک ست یلت ساختار کلاه مانند )شده ا شبه  5ʹ( در انتهای Cap like. هر رشته آر. ان. ای دارای یک  ساختار  در انتهای  tRNAو یک 

  (.Gorbalenya et al., 1989 )می باشد  3ʹ

یی دارو یاهان. گشودیم یا منتقلگونه شته به صورت ناپا 80از  یشو توسط ب یار وسیوی داردبس یزبانیدامنه م خیار موزاییک ویروس
 برخی در داشته و وجود بومی آب و هوایی به صورت مناطق اغلب در این ویروس هستند. یروسو ینا یهایزباننونا از م و پونه مانند

 .(Rahimian & Izadpanah, 1987)می شود  و علوفه هامیوه ها،یسبز مانند مولولاتی در شدید یهایسبب واگیر مناطق از

سیار خیار ویروس موزاییک یجدایه ها بین ژنتیکی تنوع ست ب شابه در یزانو م یمولکولداده های  به توجه با جدایه ها و بالا  RNA ت
 دو زیرگروه یجدایه ها و درصددد 99 تا 91 ییک دارا زیرگروه یقرار می گیرند. جدایه ها IIو  IB ،IAزیرگروه  در سددههای آن ها، 

صد 84 تا 76  یدارا شابهت با یکدیگر در ستند.  م سبت به جدا یک یرگروهمتولق به ز ییه هاجدا یطور کل بهه دو  یرگروهز ییه هان
 یک یرگروهمتولق به ز یابی شدهرد ییه هاجدا یدرصد تمام 80از موارد  یدر برخ به صورتی که  دارند، یاهاندر گ ییشترب یپراکندگ

 (Conde et al., 2010)است  یشترب IBنسبت به  IAیرگروه زفراوانی  ین بینهستند و در ا

سط بذر منتقل م یاهیگونه گ 20روس در ین ویا صد انتقال از طر؛ اما شودیتو شده، در ساس مطالوات انجام  در  یق بذر، حتیبر ا
گونه سددس قابل انتقال  10ش از یتوسددط ب روسین ویاهمچنین  (،Yang et al., 1997) باشدددیر میک گونه متغین ارقام مختلف یب

 یتغذیه، داراه یثان 10تا  5 پس از ها شته ین پورگیسن یهیشود و کلیا منتقل میق ناپایبه طر روس توسط شتهین ویوت ایاست. در طب
ستوداد آلوده سط یم CMVشوند. یم یکنندگا شته 86تواند تو شود. گونه از   و ایران، ایته ناقل در دنش یهان گونهیترمهم ها منتقل 
 .(Ali et al., 2012)( است Aphis gossypiiز )یو شته جال (Myzus persicae)شته سبز هلو 

صورت موزا یارخ ییکموزا یروسو علائم سته  یا نکروز موضویها و کلروز شدن برگ ی، نخیکوتولگ ،یکلروز عموم ک،ییبه  )که ب
ستر ست( مین ویبه  ا شد. یروس متداوت ا شنتوانند کلروز ریم CMV یهایهاز جدا یبرخبا جاد یتنباکو ا یهااز گونه یبرخ یرو و

 و آلوده ناصدداف یهایوهم .(Palukaitis & Roosinck, 1996) دنشددو یها ماوقات سددبب خشددکاندن زود هنگام برگ یگاه و ندینما
سندی  کاهشو این امر موجب زرد خواهند بود  یلکه ها داراینامنظم  شودم آن هابازارپ  یافتهکاهش  یماریدر اثر ب یزبانم رشد .ی 

 .(Yu et al., 2005) کند. یم یدتول یو مولول کمتر

 هامواد و روش
 هاآوری نمونهجمع

برداری از مزارع مختلف از قبیل: هندوانه، کدو و نمونه 1394منظور بررسددی ویروس موزاییک خیار، در فلددول بهار و تابسددتان به
 مناطق مختلف کوار انجام گرفت.خربزه در 

گیاهان  مذکور با توجه به علائم ایجاد شددده ناشددی از ویروس  موزاییک خیار شددامل: موزاییک برگی، کوتولگی  برداری از برگنمونه
درون آوری شده در های جمعگیاه، زردی، بد شکلی برگ و میوه گیاهان، ، کاهش رشد گیاه، ابلقی و کم رشدی صورت گرفت. نمونه

ها تا زمان انجام آزمون الیزا تا های پلاسددتیکی و بر روی یو و به صددورت خنک و تازه به آزمایشددگاه انتقال داده شدددند. نمونهکیسدده
های مولکولی در صددورت گرفتن جواب مثبت از آزمون الیزا در تر و بررسددیهای طولانیحداکثر یک هدته در یخچال و  برای مدت

سانتی -20دمای  شدند. در مجموع توداد کل نمونهدرجه  سی در روش الیزا  های جمعگراد نگهداری  شده برای برر نمونه  85آوری 
 بود.
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 (DAS-ELISA) صورت ساندویچ دوطرفه پادتنه آزمون الیزا ب
وس های آلوده و نیز تویین اهمیت ویرآوری شده، و مشخص نمودن نمونههای جمعدر نمونه (CMV)جهت بررسی حضور ویروس 

های بود، از آزمون سددرولوژیک الیزای مسددتقیم ها برای انجام آزموندر مزارع، گوجه فرنگی، کدو، خیار و خربزه و انتخاب نمونه
 Clark & Adamsو مطابق روش  (DAS-ELISA)اسددتداده شددد. آزمون سددرولوژیکی الیزای مسددتقیم از نوع سدداندویو دولایه پادتن 

 ) ای موجود در کیت تجاری بادی چندهمسددانهاز مولددولات و آنتیروش مذکور،  برای ردیابی ویروس با .انجام گرفت  (1977)
Bioreba, Swiss)CMV reagent set  .استداده شد 

ستگاه الیزا خوان ) سط د سی و میزان چگالی نوری )Mukoraپس از انجام آزمون، تغییر رنگ چاهک ها تو ( هر چاهک در OD(  برر
کنترل مندی، به عنوان مثبت )آلوده به   های دارای چگالی نوری دوبرابر چگالی نورینانومتر به دسدددت آمد. نمونه 405طول موج 

 ویروس( در نظر گرفته شد.
 

 RT-PCR آزمون 
 (total RNA) کل از بافت گیاهی RNAاستخراج 

 Total نمونه توسددط کیت تجاری  30های آلوده کل از برگ RNAاسددتخراج  RT-PCRهای مولکولی و انجام آزمون جهت بررسددی
RNA Purification Kit (Jena Biosciences co., Germany.انجام گردید ) 

 بردار معکوس با استفاده از آنزیم نسخه cDNAساخت 
 65دقیقه در دمای  5میکرولیتر پرایمر موکوس مخلوط شددده و به مدت  1کل و  RNAمیکرولیتر  9،  ابتدا cDNAبه منظور سدداخت 

،  10X bufferمیکرولیتر  2درجه سلسیوس قرار گرفته و سپس بلافاصله روی یو انتقال یافت. بود از آن دیگر ترکیبات واکنش شامل 
 20تر آب مقطر اسددتریل اضددافه و حجم نهایی آن به  میکرولی 5میکرولیتر آنزیم نسددخه بردار موکوس  و  dNTPs  ،1میکرولیتر از  2

 10تا  5درجه سلسیوس قرار گرفت. به منظور توقف واکنش نمونه ها  42دقیقه در دمای  60میکرولیتر  رسانده شد. مخلوط واکنش 
سیوس قرار گرفت.  72دقیقه در دمای  سل ستداده بودی در دمای  cDNAدرجه  ست آمده برای ا سی -20به د سل وس نگهداری درجه 

 شدددددد. آغددددازگددددرهددددای مددددورد اسدددددتددددددددداده عددددبددددارت بددددودنددددد از: آغددددازگددددر پددددیشدددددرو
 P1: 5ʹ CAACTCCAGATGGAACAATTG3ʹ  کوس و م غازگر   & P2: 5ʹ CCATTCATCACAGTTGGC3ʹ (Ayazpourو آ

Sajedi, 2020 .) 
 

 (PCR)مراز ای پلیواکنش زنجیره
 25جنوبی اسددتداده شددد. ترکیبات موجود در حجم کل کره Bioneerتهیه شددده از شددرکت  master mix، از PCRبرای انجام واکنش 

بارت بود از:  غازگرهای  cDNA ،1میکرولیتر  Master mix ،3میکرولیتر  12میکرولیتری ع کدام از آ  P2 ،2و  P1میکرولیتر از هر 
سازی ا 6و  dNTPsمیکرولیتر  شت  سر شامل: وا ستریل. برنامه دمایی واکنش  ولیه به مدت یک دقیقه در دمای میکرولیتر آب مقطر ا

سپس  94 سانتیگراد،  شامل  35درجه  سانتیگراد به مدت  94چرخه   سانتیگراد به مدت  50ثانیه،  30درجه   72ثانیه و  45درجه 
درجه سددانتیگراد  72دقیقه در دمای  15درجه سددانتیگراد به مدت یک دقیقه. در نهایت به منظور تکمیل رشددته های ناقص به مدت 

 (Ayazpour & Sajedi, 2020اری شدند )نگهد
 

 هاتجزیه و تحلیل داده 
های منتخب جهت توالی یابی به شرکت جدایه PCRمنظور بررسی فیلوژنتیکی ویروس موزائیک خیار در منطقه کوار، مولولات به

تکثیر شده از دو طرف خوانده شد. توالی های به دست آمده با نمونه  DNAپیشگام بیوتکنولوژی ایران ارسال شد. توالی نوکلنوتیدی 
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شدند. برایNCBIهای بانک ژن جهانی ) ست  سه ( بلا  هایجدایه باکوار منطقه  یارخ ییکموزا یروسو هایجدایه فیلوژنتیکی مقای
سا یهجدا 19توداد  CP یهناح هایتوالی از دنیا، شده در  شابه بالا یدارا که GenBankو موجود در  NCBI یتثبت   یه هایبا جدا ییت

CMV افزار درخت تکاملی با استداده از نرم .یداستداده گرد کوار بودند MEGA6 و روشNeighbor-Joining .ترسیم گردید 

 نتايج و بحث
 نتایج آزمون الیزا

شده،  85از مجموع  شت و  10نمونه کدو و  25نمونه مربوط به خربزه،  50نمونه جمع آوری  سطح زیر ک نمونه هندوانه )با توجه به 
یار در خربزه  یک خ به ویروس موزائ هان دارای علائم( بود. میزان آلودگی  یا کدو و  50نمونه از مجموع  40) %80گ نمونه( و در 

 هندوانه صدر بود.
 

 و تشخیص مولکولی ویروسRT-PCR نتایج آزمون 
هایی که در  آزمون الیزا  مثبت تشددخیص داده روی تمام نمونه  P2و  P1غازگرهای مراز با اسددتداده از جدت آای پلیواکنش زنجیره

ها به ویروس موزاییک خیار را تائید کرد. انجام آزمون مذکور به سددنتز نیز آلودگی نمونه RT-PCRشدددند، انجام گردید. نتایج آزمون 
یابی ک خیارگردید )شکل یک(. بر پایه نتایج حاصل از توالیویروس موزایی (CP)از پروتنین پوششی  bp950قطوه ای به طول تقریبی 

 نشان داد.  CMVدرصد با  99تشابه  NCBIهای ثبت شده در سایت ی توالی این ناحیه با توالیناحیه پوشش پروتنینی و مقایسه

 
های گیاهی و دوطرف های وسط نمونه.  لاین P2و  P1با استداده از جدت آغازگرهای  RT-PCRنقوش الکتروفورزی حاصل از آزمون  -1شکل 

 جدت بازی(. 100مارکر قرار دارد)مارکر 
Figure 1. Electrophoresis patterns of RT-PCR method products, using P1 and P2 Primers. Mid-lines collected samples and Right and 
Left lines 100bp Lader  

1000bp 

500bp 
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 آنالیز و مقایسه فیلوژنتیکی جدایه ویروس موزائیک  خیار کوار با سایر جدایه های دنیا

و  KU382457 ،KU382458در بانک ژن جهانی با رس شددمارهای  CKBA3و   CKBA1 ،CKBA2ی منتخب، شددامل توالی سدده جدایه
KU382459   ثبت شدند. مقایسه فیلوژنتیکی توالی های ناحیهCP  جدایه جهانی  19این سه جدایه باCMV سازی چندگانه با همردیف

DNA  ستداده از نرم سیم MEGA6در مویط   Neighbor joiningانجام و درخت فیلوژنتیکی به روش  MEGA6افزار با ا شکل  تر گردید )
 است. شده آورده یزن نآ یکشور مول جداساز جدایه، هر( Accession Number) کد  کنار در مقایسه راحتی منظور (. به2

 
شده به روش  -2شکل  سیم  سه توالی MEGA6افزار در نرم Neighbor Joiningدرخت فیلوژنتیکی تر ست آمده از مقای جدایه  CPهای ناحیه بد

 از کوار با  چند جدایه از نقاط دیگر جهان  CMVهای ویروس 
Figure 2. Phylogenetic tree drawn by Neighbor-joining method using MEGA6 software obtained from comparison of the coat protein 
genes of CMV isolates from Kavar with some isolates from other parts of the world. 

نامگذاری  Bو  Aاند که توت عنوان در دو گروه جداگانه قرار گرفتههای مورد بررسی بر اساس درخت تکاملی ترسیم گردیده، جدایه
 (. 2اند )شکلشده

خود به دو زیر  Aقرار گرفتند. گروه  Aنمونه های کوار و نیز یک نمونه دیگر از ایران که از بانک ژن انتخاب شدددده بود همگی در گره 
ست که جدایه های ایرانی در زیر گر A2و  A1گروه  شده ا سیم  شود که  A1قرار دارند. زیر گروه  A1وه تق سیم می  سته تق نیز به دو د

اند. دو جدایه از کوار و نیز جدایه ایرانی به همراه جدایه هایی از ژاپن، چین، امریکا و نامگذاری شدددده A1-2و  A1-1توت عنوان 
اند. زیرگروه قرار گرفته A1-2ای از چین در دسته با جدایه KU302457قرار دارند. جدایه سوم کوار با رس شمار  A1-1اسرائیل در دسته 

A2  شامل جدایه هایی از مالزی است و گروهB هایی از استرالیا، چین، هند و افریقای جنوبی است.شامل جدایه 

A1 

A2 

A1-1 

A1-2 

A 

B 
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، بیشتر حالت پیسه ای و تاولی مشاهده شد و حالت بند کدشی یا بسیار CMVدر این مطالوه، در نمونه های جمع آوری شده آلوده به 
مطابقت  Palukaitis & Roosinck (1996)خدیف بوده و یا اصددلا وجود نداشددت. این علائم مشدداهده شددده با نتیجه بررسددی های 

رده بودند، ولی برخلاف نتایج آنها، گیاهان آلوده رشددد کمتری داشددته و مولددول کمتری نیز تولید ک داشددت.هرچند همانند نتایج
 میوه های خربزه در گیاهان آلوده علائمی نداشتند.   ایشان،

سط  شده تو شاره کرد. این  CMVاز دیگر علائم ایجاد  شکلی برگ ا ستان کوار می توان به رگبرگ نواری و بد شهر بر روی خربزه در 
 ابقت داشت. مط  Samei et al. (2008)علائم مشاهده شده با نتیجه بررسی های 

بر روی خربزه، در مزارع خربزه شهرستان کوار می توان به رگبرگ نواری و بدشکلی برگ اشاره  CMVاز دیگر علائم ایجاد شده توسط 
 مطابقت داشت.   Samiei et al. (2008)کرد. این علائم مشاهده شده با نتیجه بررسی های 

ستردگی علائم آلودگی به  شد. یکی از این عوامل آلودگی هم زمان و می ت CMVتداوت، تنوع و گ شده با شی  واند از عوامل زیادی نا
 ,.Sokhandan et alمخلوط این ویروس با سایر ویروس ها می باشد که در برخی از موارد سبب تشدید علائم و یا کاهش آن می شود )

2008.) 

سیت ارقام مختلف کدو سا سایی و بررسی میزان پراکندگی و ح شنا شده در مزارع و گلخانهبه منظور  شت  های ئیان و گوجه فرنگی ک
سبت به شور ن شوبانیان و همکاران CMV  ک  ،(Shaabanian et al., 2005) های گوجه فرنگی و کدوئیان در تودادی از از مزارع و گلخانه

ستان شور بازدید و نمونها ستداده از CMVویروس موزاییک خیار )برداری به عمل آوردند. نمونه ها ابتدا از نظر آلودگی به های ک ( با ا
با اسددتداده از آغازگرهای  PCRهای آلوده نیز در آزمون مورد بررسددی قرار گرفتند. تودادی از نمونه CMVآزمون آلایزا و آنتی سددرم 

صی  سبت به ویروس بررسی شدند. میزان آلودگی مزارع و گلخانه CMVاختلا   4/21و   1/35ا به ترتیب برابر ب CMVهای کدوئیان ن
درصد تویین گردید. علائم در بوته های آلوده شامل موزاییک، ابلقی، زردی، بند کدشی و بدشکلی برگ و میوه گیاهان بود. در آزمون 

PCR  از نمونه های آلوده قطوه ای به طولbp950  ساخته شد که مربوط به ژن پروتنین پوششی این ویروس بود. در توقیق حاضر، از
 DAS-ELISAنمونه در آزمون  40نمونه جمع آوری شددده از ارقام مختلف خربزه، هندوانه و کدو از شددهرسددتان کوار،  85مجموع 

 .Shaabanian et al وجود دارد که بیشددتر از نتایج CMVآلودگی به  %47را نشدددان دادند، یونی در مجموع  CMVآلودگی به ویروس 

بود. در هندوانه و کدو آلودگی به این ویروس  %80مربوط به خربزه با حدود  CMVمی باشددد. بیشددترین درصددد آلودگی به  (2005)
 مشاهده نگردید. 

 یا رهیزنج بر واکنش یمبتن موکوس یبردار نسخه واکنش روش از ،یسرولوژ روش بر علاوه ق ویروس،یدق و عیسر ییشناسا منظور به
ستداده مرازیپل سه جدایه یگرد ا شی، از  ش صی ژن پروتنین پو لا ستداده از آغازگرهای اخت مورد مطالوه در این توقیق در  CMVد. با ا

 Shaabanian et al. (2005)جدت باز تکثیر گردید که با نتایج به دسددت آمده از توقیقات  950قطوه ای به طول حدود  RT-PCRآزمون 
 مطابقت داشت. 

ژنتیکی توالی نوکلنوتیدی ناحیه پوشدش پروتنینی سده جدایه ویروس موزاییک خیار به دسدت آمده در منطقه در این توقیق آنالیز فیلو
ثبت شددده بودند، به  GenBankجدایه این ویروس از مناطق مختلف دنیا و ایران که در  19کوار با توالی های ناحیه پوشددش پروتنینی 

سیله نرم افزار  سیم د MEGA6و سه جدایه با انجام گرفت. برای تر سر دنیا و ایران از روش  19رخت فیلوژنتیکی این  سرا     جدایه از 
Neighbor-joining  ( نشان داد که جدایه های ایران با جدایه هایی از ژاپن، چین و امریکا 2استداده شد. نتایج آنالیز فیلوژنتیکی )شکل

های کوار از جدایه های مطابقت دارد. ولی جدایه Ayazpour & Sajedi (2020)و اسددرائیل قرابت زیاد دارند. این نتایج با توقیقات 
های ایرانی جدا گشته و در مالزی کاملا جدا می گردند. همچنین جدایه هایی از استرالیا، چین، هند و آفریقای جنوبی کاملا از نمونه
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 ی ویروس در مناطق مختلف باشد.(. این امر می تواند مربوط به تکامل ژنتیک2دسته جداگانه ای قرار دارند )شکل 

صد بالایی از  ست و در شان داد که ویروس موزائیک خیار در مزارع خربزه منطقه کوار از اهمیت بالایی برخوردار ا نتایج این توقیق ن
شتر این ویروس  در مزارع خربزه ن سی و مدیریت بی ست. از این رو به برر یاز جدی علائم آلودگی در گیاهان مربوط به این ویروس ا
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Abstract 
Cucumber mosaic virus [CMV] is one of the most important viruses infecting 

cucurbits worldwide. To study CMV infections in cucurbit fields of Kavar region in 

Fars province, samples were collected from watermelon, melon and squash plants 

showing symptoms of mosaic, yellowing, necrotic spots and stunting. A total of 85 

samples were collected during spring and summer 2014. The infection of samples 

was examined using DAS-ELISA and RT–PCR. The serological method confirmed 

the infection of 40 samples with CMV. The coat protein gene of the virus was 

amplified by RT-PCR, using primers P1 and P2, which confirmed the results of 

DAS-ELISA. The amplified genes of three isolates were sequenced and compared 

with 19 corresponding sequences from Genbank. Phylogenetic analysis was 

performed using MEGA6, by Neighbor-joining method. Sequenced were divided to 

two separate groups, and all Iranian sequences were placed in group A. The results 

of this study showed a significant infection with CMV in melon fields of Kavar 

region which may cause significant yield losses. 

Keywords: Cucumber mosaic virus, DAS–ELISA, MEGA6, phylogenetic analysis.  
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