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 چکیده
 های مهم زیانبار با دامنۀ میزبانی گسترده است. در این پژوهش با( یکی از ویروسPotato virus Y, PVYزمینی ) ویروس وای سیب

های سه ، ویژگی1392شلغم استان خوزستان در سال زراعی  کشتزارهایو جداسازی آن از  زمینی سیبویروس وای  شناساییتوجه به 

 ( بررسی شد. در آزمون تعیین دامنۀ میزبانی، سه جدایه10Tuو  7Tu ،9Tuهای دزفول، شوشتر و شوش )جدایۀ انتخابی از شهرستان

سه  زنی شدند. هرمکانیکی مایه صورت به، Amaranthaceaeو  Solanaceae ،Chenopodiaceaeروی گیاهانی متعلق به سه خانوادۀ 

د ولی روی ایجاد کردن (سیستمیک) فراگیر موضعی و های نشانهای  فرنگی، فلفل، تاتوره و گل تکمه زمینی، گوجه جدایه روی سیب

ۀ شد خالصکیلودالتونی در آمودۀ  31و  33، دو باند با اندازۀ حدود SDS-PAGEهایی مشاهده نشد. در آزمون  تره، نشانه های سلمه بوته

 PVYهای انتخابی از جفت آغازگرهای اختصاصی سویۀ  شده مشاهده شد. برای تعیین سویۀ جدایه یساز خالصهر سه جدایۀ 

(CF/OR, NF/NR, OF/OR  وPVY3TIM/PVNIBIP که )بر پا( یۀ ناحیۀCP طراحی )استفاده شد. در آزمون  اند شدهPCR با 

در  جفت بازی 1200و  608( به ترتیب دو قطعۀ PVNIBIPو PVY3TIM) NTN( و سویۀ OR/OF) Oآغازگرهای اختصاصی سویۀ 

 یت با استفاده از مجموعدرنهایابی شد. سازی و توالی ، افزایش، همسانه هر سه جدایه CPهر سه جدایه افزایش شد. در ادامه، ناحیۀ 

 7Tu ،9Tuهای  جدایهکه  مشخص شد ینواسیدیو آم یدینوکلئوت یتوال یبررسیستی )بیولوژیکی( و های زآمده از آزمون دست نتایج به

 نخستیناین  .دارند PVYویروس  Wو  NTN های با سویه بیشترین همسانی را از کشتزارهای شلغم استان خوزستان جداشده 10Tu و

 .استشلغم  کشتزارهایزمینی در  گزارش از شناسایی ویروس وای سیب

 

 .RT-PCR ،SDS-PAGEزمینی،  ویروس وای سیب ی، شلغم،پروتئین پوشش :های کلیدی        واژه
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ABSTRACT 
Potato virus Y is one of the most important damaging viruses with a broad host range. In this research due to 

detection and isolation of Potato virus Y in turnip fields of Khuzestan province during 2014 growing season, 
characteristics of three selected isolates (7Tu, 9Tu and 10Tu) from Dezful, Shushtar and Shush cities were 

investigated. To analyze the host range of the isolates, three selected isolates were mechanically inoculated on some 

members of Solanaceae, Chenopodiaceae, and Amaranthaceae. All three isolates induced local and systemic 

symptoms on the leaves of potato, tomato, pepper, datura, and gomphrena plants, but no symptoms were observed on 

Chenopodium quinoa. Analysis of the PVY partially purified preparations indicated that molecular weight of two 

protein bands obtained by SDS-PAGE was estimated to be about 33 and 31 KDa. To determine the strain of selective 

isolates the specific primer pairs CF/OR, NF/NR, OF/OR, and NF/OR were used. Using OF/OR and 

PVY3TIM/PVNIBIP primers, two fragments with 609 and 1200 bp length respectively were amplified. The CP 

region in the all three isolates was amplified, cloned and sequenced. The results of all aforementioned tests showed 

that 7Tu, 9Tu, and 10Tu isolates are probably a member of NTN or W strain groups. According to our knowledge, 

this is the first report on occurrence of PVY in turnip fields. 
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 مقدمه

 متعلق به .Brassica napus Lشلغم با نام علمی 

که  گیاهی است دو ساله)چلیپاسانان(،   Cruciferaeتیرة

(. Kuchacki et al., 2013یابد )از راه بذر افزایش می

سطح زیر کشت شلغم در ایران بنا بر آمار سازمان جهاد 

هکتار  3474، 1388-1387کشاورزی خوزستان در سال 

های غیر  یسبز کشت یرزاز سطح  درصد 66/2است که 

 ,.Kuchacki et alدهد ) اختصاص میاصلی را به خود 

(. سطح زیر کشت این محصول در استان 2013

بر آمار ها بنا یسبزخوزستان، یکی از مناطق مهم کشت 

 ، 1389سازمان جهاد کشاورزی خوزستان در سال 

 . بالاترین میزان کشت استهکتار  300

 های دزفول، شوش و شلغم مربوط به شهرستان

 .Khuzestan agriculture jahad) شوشتر است

http://www.kaj.maj.ir)باعث ویروسی های. بیماری 

. شوندمی شلغم گیاه در کیفی و کمی هایآسیب ایجاد

 این گیاه روی شده مشاهده ویروسی های نشانه ینتر مهم

 تا ملایم ییکموزا مرده، بافت هایلکه ایجاد: ازاند  عبارت

 کوتولگی، ها،برگ روی حلقوی هایلکه ایجاد شدید،

. (Kachroo et al., 2000)پژمردگی  و رشد کاهش

طبیعی از  صورت بههای اندکی تاکنون ویروس

 ,.Leisner et al) اند شده کشتزارهای شلغم گزارش

از کشتزارهای  شده انجامهای برداریدر نمونه. (1992

گیاهانی  94-93شلغم استان خوزستان در سال زراعی 

های یک و بدشکلی مشاهده شد. بررسییموزاهای  با نشانه

ة رابطۀ عامل بیماری با ویروس دهند نشاناولیه با الایزا 

( بود. با توجه Potato virus Y, PVYزمینی ) وای سیب

به اینکه تاکنون این ویروس از شلغم گزارش نشده است، 

در این پژوهش سه جدایۀ انتخابی از مناطق عمدة کشت 

 بررسی شدند.شلغم در استان خوزستان 
ترین ( یکی از مهمPVYزمینی ) ویروس وای سیب

ای  هایی است که گسترش جهانی گستردهویروس پوتی

در  دارد. این ویروس نخستین بار در جهان توسط اسمیت

از کشور انگلستان و در ایران توسط کریمی  1931سال 

زمینی گزارش شده است  از روی سیب 1346در سال 

(Smith, 1931) .زمینی ژنگان )ژنوم(  روس وای سیبوی

کیلو باز تنها یک چارچوب  10لا به اندازة حدود  تک

کند که  پروتئین کد می ( دارد و یک پلیORFخوانش باز )

( به ده NIaو  P1 ،HC-Proتوسط سه پروتئاز ویروسی )

، P1 ،HC-Pro ،P3 ،6K1 ،CI ،6K2پروتئین عملگر )

NIa،VPG ،NIb   وCPشود ( شکسته می (Ha, 2007) .

مولکول  2000ها توسط حدود ویروس ژنگان پوتی

( احاطه شده است. این CPواحد پروتئین پوششی )زیر

ترین ناحیۀ ژن در شدهپروتئین شناخته

 بندی های آرایه هاست و برای هدف ویروس پوتی

رود. )تاکسونومیکی( و تعیین تنوع ژنتیکی به کار می

-C، مرکزی و N-terminalپروتئین پوششی از سه ناحیۀ 

terminal  تشکیل شده است(Higgins et al., 1998; 

Fuji et al., 2003) پروتئین پوششی در افزایش، انتقال .

ویروس، حرکت یاخته  RNAبا شته، ایجاد پوشش برای 

-Urcuqui)به یاخته و حرکت راه دور دخالت دارد 

Inchima et al., 2001)های  . جدایهPVY امنۀ یۀ دبر پا

زمینی،  فرنگی، سیب های گوجه میزبانی طبیعی به سویه

یۀ دامنۀ میزبانی بر پا( و Hull, 2002توتون و فلفل )

 Nهای ناقل ویروس به سه سویۀ آزمایشگاهی و شته

(Tobacco vein necrotic strain ،)O (Ordinary or 

Common strain و )C (Stipple streak strain تقسیم )

های زیادی . نوترکیبی(Missiou et al., 2004شوند )می

در نتیجۀ حضور همزمان این دو در  Nو  Oبین دو گروه 

آمده از  دست یک گیاه ظهور کرده است. دو سویۀ مهم به

PVYاز  اند عبارت Nو  Oنوترکیبی بین دو سویۀ 
NTN  و

PVY
N-W (Nanayakkara et al., 2012) .Visser et al. 

های  نشان دادند که موقعیت و طول قطعه (2012)

نوترکیب و تنوع در محل ایجاد نوترکیبی باعث ایجاد 

، N:O ،N-Wiهای  های مختلف از جمله زیر گروه سویه

NTN شده است. 

 

 ها مواد و روش
 در شرایط گلخانه افزایشو  PVY ۀانتخاب سه جدای

های ویروسی از  هایی با نشانهنمونه 1392در سال 

کشتزارهای شلغم سه شهرستان دزفول، شوش و شوشتر 

که با توجه به آمار جهاد کشاورزی استان خوزستان 

در آوری و بالاترین سطح کشت این محصول را دارند، گرد

برای تشخیص شد. شرایط خنک به آزمایشگاه منتقل 

، از شده یگردآورهای زمینی در نمونه وای سیب  ویروس

بادی( چند  دتن )آنتیو پا DAS-ELISAآزمون 
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شده از مؤسسۀ  ( تهیهAS-0137) PVY ای همسانه

DSMZ  آلمان با استفاده از روشClark & Adams 

 30استفاده شد. نتایج پس از گذشت حدود  (1977)

BioTek)دقیقه با دستگاه الایزاخوان 
®
, Elx 808 با )

هایی که میزان  نمونه .نانومتر خوانده شد 405 موج طول

های  جذبشان بیشتر از سه برابر میانگین جذب نمونه

نمونۀ آلوده به ویروس در نظر گرفته  عنوان بهمنفی بود 

زمینی  های ویروس وای سیببرای بررسی ویژگیشد. 

که در  PVYاز کشتزارهای شلغم، چند جدایۀ  جداشده

ت پتاسیم آزمون الیزا مثبت بودند، انتخاب و با بافر فسفا

زمینی سالم  های سیبهای بوتهمولار له روی برگ 05/0

زنی شد. از بین در مرحلۀ چهار تا پنج برگی مایه

 7Tuهای شده سه جدایه با نام های افزایش جدایه

)جداشده از  9Tu)جداشده از شهرستان دزفول(، 

)جداشده از شهرستان  10Tuشهرستان شوشتر( و 

زنی شده های مایهبوتهشوش( که غلظت بالایی در 

ها های آلوده به این جدایهداشتند، انتخاب شدند و بوته

ای مناسب با منبع ویروس در شرایط گلخانه عنوان به

 درجۀ سلسیوس نگهداری شدند. 30تا  25دمای 

 

 PVY انتخابی ۀیجداسه  میزبانی ۀدامن تعیین

انتخابی به  PVYهای  برای تعیین دامنۀ میزبانی، جدایه

مولار با  05/0نسبت یک به ده در بافر فسفات پتاسیم 

گیری و روی گیاهانی از تیرة عصاره 7اسیدیتۀ 

Solanaceae ،Chenopodiaceae  وAmaranthaceae 

ای زنی و در شرایط مناسب گلخانه مکانیکی مایه صورت به

شاهد  عنوان بهنگهداری شدند. برای هر گیاه، یک نمونه 

زنی شد. این  مکانیکی مایه صورت بها بافر فسفات تنها ب

آزمون چهار مرتبه تکرار شد. این گیاهان به دلیل افتراقی 

های ویروس وای  توانند به جداسازی سویه بودن می

زمینی کمک کنند. برای اطمینان از افزایش ویروس  سیب

 PVYو پادتن اختصاصی  DAS-ELISAاز آزمون 

  استفاده شد.

 

نسبی ویروس و تعیین وزن مولکولی  سازی خالص

با استفاده از  PVY ۀسه جدای (CP)پروتئین پوششی 

SDS-PAGE. 

 minipurificationاز روش  PVYسازی  برای خالص

تعیین  منظور به .(Jensen et al., 1986) شداستفاده 

، میزان شده خالصهای خلوص ویروس در آموده ۀدرج

نانومتر  280و  260 یها موج طولجذب نوری آن در 

گیری  ( اندازهBioTech, Epochبا دستگاه نانودراپ )

تعیین وزن مولکولی پروتئین  برایشد. در ادامه 

، الکتروفورز عمودی شده خالصهای  پوششی آموده

آمید حاوی سدیم دو دسیل اکریل پروتئین در ژل پلی

( با ژل جداکننده با غلظت SDS-PAGEسولفات )

به روش  درصد 5 ةکنند راکمو ژل مت درصد12

Laemmli (1970)  شد.انجام 

 

 RT-PCRآزمون 

دار شرکت ویروسی از کیت ستون RNAبرای استخراج 

شرکت سازنده  کاردستور یۀبر پادنازیست )ایران( 

ی ویروسی برای RNAاز استخراج  پساستفاده شد. 

های  جدایه CP ۀناحی ،PVY ۀشناسایی اولی

 با استفاده از آغازگرهای اختصاصی این شده انتخاب

شد.  افزایش RT-PCRدر واکنش  (CPf/CPr) ناحیه

 ۀزیر سوی جداسازیاین آغازگرها قابلیت  ازآنجاکه

NTN  را ندارند از آغازگرهایNF/NR ،OF/OR ،

CF/OR (ۀناحی یۀبر پا شده یطراح CP و )

PVY3TIM/PVNIBIP (ۀناحی یۀبر پا شده یطراح 

CP ۀناحی کربوکسی و انتهای NIb برای( به ترتیب 

 NTNو  N ،O ،Cهای  اختصاصی سویه افزایش

تولید  برای RT-PCRواکنش  .شد( استفاده 1)جدول

cDNA  میکرولیتر  20در دو مرحله در حجم نهایی

 2های حاوی  (میکروتیوب) . در آغاز ریزلولهانجام شد

 Reverse transcriptase Buffer (10X)، 1میکرولیتر 

 یکرولیترم dNTPs (10 mmol/μ lit)، 1 یکرولیترم

Reverse Primer (10 pmol/ul)  آب  یکرولیترم 10و

را به مدت پنج دقیقه در  (استریل) شده ة ستروندیونیز
o
C65 ( در دستگاه ترموسایکلرT100 Bio-Rad قرار )

روی یخ قرار داده شد. در  درنگ بی پس از آن داده و

 MuMLV Reverseهای  دوم آنزیم ۀمرحل

transcriptase (RT)  وRNase inhibitor (40 U/μl) 

ها اضافه و  ریزلولهمیکرولیتر به  5/0میزان به  هرکدام

oبه مدت یک ساعت در دمای 
C42  در دستگاه

 افزایش برای PCRترموسایکلر قرار داده شد. واکنش 
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cDNA  5/5: شاملمیکرولیتر  25در حجم نهایی 

 تریکرولیم 5/12 ،شده سترون ةزیونیآب د تریلکرویم

Master mix (1.5mM MgCL2)  ساخت شرکت

 تریکرولیم 1 ،(AmpliqonII: TaqDNAPol2X) راژنیو

از  یکرولیترم 5و pmol/ul10 غلظت با آغازگر هر از

cDNA ۀانجام گرفت. برنام یکلردر دستگاه ترموسا 

 ،CPf/CPr یآغازگرها یبرا PCR واکنش گرمایی

NF/NR ،OF/OR  وCF/OR سازی  : واسرشتصورت به

oاولیه به مدت یک دقیقه در دمای 
C94  چرخه  30و

oسازی یک دقیقه در دمای  شامل واسرشت
C94 ،

oاتصال به مدت یک دقیقه در دمای 
C57 بسط به ،

oمدت دو دقیقه در دمای 
C72  و بسط نهایی به مدت

oدقیقه در دمای  ده
C72  برای جفت شدتنظیم .

سازی  واسرشت PVY3TIM/PVNIBIPآغازگرهای 

oاولیه به مدت سه دقیقه در دمای 
C94 چرخه  35و

oثانیه در دمای  30شامل 
C94 ،30  ثانیه در دمای

o
C62 ،90  ثانیه در دمایo

C72  دقیقه  پنجو به مدت

oدر دمای 
C72 .بسط نهایی انجام شد  

 
 RT-PCRدر آزمون  PVY. آغازگرهای مورد استفاده برای 1 جدول

Table 1. Oligonucleotide primers used for PVY in the RT-PCR test 
References Fragment Sequence Primer 

 

Folwarczna et al., 2008 
 

824bp 
5´- CATAAAGCTTGCAAATGACACAATCG -3´ CP for 
5´- CATAAAGATCTTCACATGTTCTTGACT -3´ CP rev 

 

Boonham et al., 2002 
 

609bp 
5´-TCTGGRACACATACWGTRCCR-3´ OF 
5´-TGTACTGATGCCACCGTCGAAC-3´ OR 

 
Boonham et al., 2002 

 
549bp 

5´-TCTGGAACTCAYACTGTGCCAC-3´ NF 
5´-CCTTCATTTGAATGTGTGCCTCT-3´ NR 

 

Boonham et al., 2002 
 

609bp 
5´-TCTGGAACWCATACTGT ACCAA-3´ CF 

5´-TGTACTGATGCCACCGTCGAAC-3´ OR 
 

Ohshima et  al., 2000 
 

1224bp 
5´-GGGGCGGCCGCCTCTCCTGATTGAAGTTTACAG-3´ PVY3TIM 

5´-GGGGCGGCCGCGC(C/T)TTCAC(C/T)GAAATGATGGT-3´ PVNIBIP 

 

و  درصد1، در ژل آگارز  PCRمحصولاتبررسی 

میکرولیتر محلول  2 پس از افزودنTBE (1X )بافر 

Red safe  محصول شرکت(Intron )آمیزی رنگ برای، 

-Bio-Rad, Miniبا استفاده از دستگاه الکتروفورز )

sub® Cell GT شد انجامولت  85( با ولتاژ ثابت .

 ®uvidocترانسلومیناتور ) UVنتایج با دستگاه 

Uvitecشد.  یبردار عکس و ( مشاهده 

 

در حامل  CP ۀی ناحیDNAعات قطسازی  همسانه

 پلاسمیدی

 InsTAclone یتبا استفاده از ک CP یۀناح سازی همسانه

PCR Cloning Kit #K1214  محصول شرکتThermo 

Scientific  در حاملpTZ57R/T  باکتریو Escherichia 

coli یۀسو DH5α شرکت سازنده  دستورالعمل یۀبر پا

به  یاز باکتر یبنوترک یدانجام گرفت. استخراج پلاسم

انجام گرفت.  Doly & Birnbiom (1979)روش 

شده، پس از هضم  یساز همسانه یها الکتروفورز نمونه

 HindIIIو  EcoRI یبرش یمبا استفاده از دو آنز یمیآنز

از الحاق  ینان(، برای اطمFermentas)محصول شرکت 

درصد انجام شد. 1در حامل در ژل آگارز  PCRمحصول 

 یۀو ناح یمورد بررس یبا آغازگرها PCR محصولات

 یستاز شرکت دناز یتوال یینشده، برای تع یساز همسانه

 فرستاده شدند. یجنوب ةکر Macrogenبه شرکت 
 

توالی  یۀبر پا PVYهای  بررسی فیلوژنتیکی جدایه

 پروتئین پوششی

ة سه جدایۀ مورد بررسی در آغاز آمد دست به CPترادف 

بازبینی شد و سپس   Chromas, version 2.13با برنامۀ

با  NCBIدر پایگاه اطلاعاتی  BLASTبا استفاده از برنامۀ 

 GenBankموجود در  PVYهای  برخی از جدایه  ترادف

وتحلیل ترادف  یهتجز(. 2مقایسه شدند )جدول 

ف به ترادف اسیدآمینه، نوکلئوتیدی، ترجمه این تراد

های  مقایسۀ ژنگان جدایۀ مورد بررسی با دیگر جدایه

PVY سازی چندگانه  ردیف در بانک ژن و هم شده ثبت

ترادف نوکلئوتیدی و اسیدآمینه و بازسازی درخت 

 VectorNTI یافزارها نرمتبارزایی )فیلوژنی( با 

Advance™ 11 (Invitrogen)  وMEGA6.2.2  انجام

یۀ روش بر پا MEGA6.2.2شد. درخت تبارزایی با برنامۀ 
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Maximum Likelihood, ML  تکرار رسم شد.  1000با

 Wheat streak mosaicهای تبارزایی از جدایۀ  در تحلیل

virus, WSMV (GU724847 )برون گروه  عنوان به

 استفاده شد.
 

 انتخابی در این پژوهش PVY هایجدایه شمار و رس نام .2 جدول
Table 2. Name of selected PVY isolates in this study and their accession number 

Source Host Strain country Accession No. Isolate 
Potato W Hamedan HM243477 HAM-KA  
Potato W Chenaran/Khorasan HM243484 KH-CH 
Potato W Soghan/Kerman HM243483 KER-SO 

Tomato W Tabriz HM243472 AZA.TA.O.T 
Potato W Tabriz HM243471 AZA.TA.O 
Potato W Oghlid/Fars HM243474 FA.OG 
Potato O Sardo/Kerman HM243481 KER-SA 
Potato NTN Kerman HM243475 KER-KER 
Potato NTN Jiroft HM243480 KER.JI.NTN 

Tomato NTN Jiroft HM243482 KER.JI 
Potato NTN Isfahan HM243473 ESF-CH 
Potato NTN Lalezar/Kerman HM243478 KER-LA 

Eggpalnt C Bushehr EF455803 Boushehr 
Potato NTN Syria AB270705 SYR-NB-16 

- NTN Japan AB331515 D6 
Potato NTN Slovenia AJ585342 NIB-NTN 

Tobacco NTN Poland AJ890342 34/01 
Tobacco NTN Germany AJ890345 Linda 
Potato NTN New Zealand AM268435 NZ 

 NTN  Canada AY166866 TU660 
- NTN USA AY884982 423-3 
- NTN USA AY884984 RRA-1 

Potato NTN China GQ200836 HN2 
- NTN Hungary M95491 Thol 
- N Canada AY166867 NJg 
- N USA AY884983 Mont 
- N USA DQ157180 NE-11 
- N Switzerland X997895 CH605 

Pepper C Italy AF237963 Nnp 
Nightshade C France AJ439544 Son41 

Tomato C Spain AJ439545 LYE84.2 
Potato C France AJ890348 Adgen 
Potato O England AJ585195 SASA 110 
Potato O England AJ585196 SCRI-O 
Potato O England AJ585198 SASA 61 

- O USA EF026074 OZ 
Potato W England AJ584851 SASA 207 

- W Canada AY745492 L56 
- W USA DQ157178 ID-1 
- W USA DQ157179 OR-1 

Tobacco - USA DQ309028 NC 
Out group Out group  GU724847 WSMV 

 

 نتایج و بحث
 های مورد بررسی میزبانی جدایه ۀبررسی دامن 

در مورد تعیین دامنۀ میزبانی،  آمده دست بهیۀ نتایج بر پا

های مورد  از میان گیاهان آزمون مورد آزمایش، جدایه

فرنگی، تاتوره  زمینی، گوجه در گیاهان سیب PVYبررسی 

های موضعی یا فراگیر  و فلفل افزایش شدند و نشانه

ییک و سبزردی موضعی پس موزا صورت به)سیستمیک( 

ییک خفیف تا موزازنی یا  از هفت تا نه روز پس از مایه

تا  14مردگی فراگیر پس از  شدید و در برخی موارد بافت

در گیاهان محک ایجاد شد زنی  روز پس از مایه 16

های مشاهده شده توسط  (، که همسان نشانه3)جدول 

 Boonham)بود  PVYشده برای  های گزارش دیگر جدایه

et al., 2002). شده از جمله  های گزارش برخی نشانه

 7Tuزمینی توسط دو جدایۀ  ایجاد بدشکلی برگ در سیب

 9Tuفرنگی توسط ، ایجاد تیرگی رگبرگ در گوجه9Tuو 

ای ییک در گل تکمهموزاهای  و ایجاد نشانه 10Tuو 

 Hosseiniها )در دیگر پژوهش آمده دست بهبرخلاف نتایج 

et al., 2012; Inoue-Nagata et al., 20011( بود )شکل .)

که  NTNو  Nهای های گذشته، سویهبا توجه به پژوهش

زمینی  ی روی سیبمردگ بافتهای  قادر به ایجاد نشانه

کنند و هایی ایجاد نمی د، روی سلمه تره نشانههستن

ی به ترتیب فرنگ گوجههای تاتوره و همچنین در برگ

سبزردی و روشنی  -ییکموزاهای  باعث ایجاد نشانه

 Cو  Oهای که سویه یدرحالشوند. ییک میموزا -رگبرگ
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ییک در موزاهای  های مختلفی از نشانه باعث ظهور درجه

های لکۀ موضعی بافت مرده  نشانهزمینی و  های سیببرگ

ی تاتوره و ها برگشوند و در و سبزرد در سلمه تره می

-ییکموزاییک و موزاهای  ی به ترتیب نشانهفرنگ گوجه

 ;Fakhrabad et al., 2012)کنند بدشکلی ایجاد می

Inoue-Nagata et al., 2001; Hosseini et al., 2012) .

ه جدایۀ انتخابی در این آزمون در بیشتر گیاهان، س

های همسانی ایجاد کردند. با توجه به ایجاد  نشانه

زمینی و دیگر  ی در سیبمردگ بافتهای  نشانه

احتمال این سه جدایه متعلق به  های یادشده، به نشانه

هستند. یکی از گیاهان  NTNو یا  Nسویۀ 

گیاه فلفل است  Nو  NTNهای سویه کنندة جداسازی

های فراگیر روی  تواند نشانه می NTNکه تنها سویۀ 

. در این پژوهش (Singh et al., 2008)فلفل ایجاد کند 

زنی های یادشده روی فلفل دو هفته پس از مایه جدایه

نظر ییک ایجاد کردند. بنابراین بهموزاهای  نشانه

و  7Tu ،9Tuهای  که احتمال دارد جدایه رسد می

10Tu های سویۀ  از نظر دامنۀ میزبانی همسان با جدایه

NTN های گذشته تنها با  باشند. با توجه به پژوهش

توان نوع سویه را تشخیص تکیه بر دامنۀ میزبانی نمی

ی مولکولی و ها روشداد، اما این آزمون در کنار دیگر 

 PVYتواند برای تعیین قطعی سویۀ  یمسرولوژیک 

(. برای اطمینان از ,.Moury et al 2005استفاده شود )

های مختلف از روش  یزبانمدر  PVYوجود ویروس 

استفاده شد  PVYهای اختصاصی  پادتنداس الایزا و 

 های عینی بود. کنندة مشاهده که تأیید

 
 انتخابیهای گیاهی روی گونه PVYهای ایجادشده توسط جدایه های نشانه .3 جدول

Table 3. Symptoms induced by PVY isolates on selected plant species 
Indicator plants 

Isolate 
7Tu 9Tu 10Tu 

Solanaceae    
Solanum tuberosum L. N,M,Mf  N, M, Mf  N, M  
Lycopersicum scullentum Mill. Mf, M VB, M VB, M 
Capsicum annuum L. M  M  M  
Datura  stramonium L. M, NLL M, NLL M, NLL 
Datura metel L. CLL, M CLL, M CLL, M 
Chenopodiaceae    
Chenopodium amaranticolor L. - - - 
Amaranthaceae    
Gomphrena globosa L. Mf, M Mf, M Mf, M 

CLL: ی سبزرد،موضع ۀلک M: کییموزا، Mf:  ،بدشکلی شدنNLL :ی بافت مرده و موضع ۀلکN :ی فراگیر، مردگ بافتVBتیرگی رگبرگ :. 
CLL: chlorotic local lesion, M: mosaic, Mf: malformation, NLL: necrotic local lesion, N: necrosis, VB: vein banding. 

 

 
 9Tu یۀجدا توسط یبدشکل و یمردگ بافت جادیا (A :مختلف اهانیگ یرو 10Tu و 7Tu، 9Tu یرانیا یۀجدا سه های نشانه .1 شکل

 7Tu یۀجدا توسط کییموزا های نشانه جادیا (C ،ینیزم بیس یرو 10Tu یۀجدا یمردگ بافت های نشانه جادیا (B ،ینیزم بیس یرو
 بافت یموضع ۀلک های نشانه جادیا (E ،یفرنگ گوجه یرو 9Tu یۀجدا توسط رگبرگ یرگیت های نشانه جادیا( D ،ینیزم بیس یرو

 10Tu یۀجدا توسط تاتوره یرو مرده
Figure 1. Symptoms of three Iranian PVY isolates on plant species: A) necrosis and leaf distortion on potato caused by 9Tu 

isolate, B) leaf distortion on potato caused by 10Tu isolate, C) mosaic on tomato caused by 7Tu isolate, D) vein banding 
symptoms on tomato caused by 9Tu isolate, E) Necrotic local lesion on Datura stramonium L. caused by 10Tu isolate. 

 

 

 

 

A B C 

E D 
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از  استفاده با پروتئین پوششی مولکولی وزن تعیین

 SDS-PAGE روش

 با 10Tu و 7Tu، 9Tu های جدایه پوششی پروتئین وزن

 خط منحنی رسم و پروتئینی مارکرهای از استفاده

 برآورد کیلودالتون 31 و 33 حدود در( RF) رگرسیون

 پیشین تحقیقات نتایج با که (،3و  2 هایشد )شکل
Huttinga & Mosch, 1974; Moghal & Francki,.  

 

1976; Amer et al., 2004; Sabir, 2012 )همخوانی 

علت احتمالی این پدیده که در برخی پوتی داشت. 

های دیگر هم گزارش شده است، ایجاد تغییر  ویروس

های پروتئولیتیک است. تمایل در نتیجۀ آنزیم

 تواند بههای ویروسی به تجزیه شدن میپروتئین

 & Huttinga) ویروس و یا میزبان بستگی داشته باشد

Mosch, 1974; Moghal & Francki, 1976). 

 
  در ژل پلی اکریل آمید 7Tuو  10Tu ،9Tuهای های جدایه. لکتروفورز پروتئینی پارتیکل2 شکل

M :ینیپروتئ نشانگر (Thermo, 14.4kDa-116kDa ،)phسالم،  اهی: گpd :آلوده اهیگ 

Figure 2. Electrophoresis of proteins from 10Tu, 9Tu and 7Tu particles in polyacrylamide gel 

 M: Molecular weight marker (Thermo, 14.4kDa-116kDa), ph: Healthy plant and pd: Infected plant 

 

 
 (ژل یرو باندها ینسب حرکت= RF) یپوشش نیپروتئ وزن ونیرگرس خط .3 شکل

Figure 3. Linear regression line related to coat protein weight (RF = relative movement of bands in gel) 
 

 آغازگرهای با استفاده از PVYهای  تعیین سویۀ جدایه

 اختصاصی

 با 10Tuو  7Tu ،9Tuهای  با بررسی واکنش جدایه

 ،OF/ORو  NF/NR ،CF/ORآغازگرهای اختصاصی 

 609 ۀناحی افزایشتنها قادر به  ۀهر سه جدای

 O ۀاختصاصی سوی OF/ORبازی با جفت آغازگر  جفت

انتهایی ژن  ۀ(. بنابراین توالی ناحی4بودند )شکل 

های  ها همسان توالی جدایهپروتئین پوششی این جدایه

است. با توجه به اینکه توالی انتهای پروتئین  Oسویۀ 

در اثر نوترکیبی ژنگان  Wو  NTNی ها رگروهیزششی پو

 & Visser, 2012; Karasev)گیرند می منشأ Oاز سویۀ 

Gray, 2013) برای بررسی بیشتر از جفت آغازگر .
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PVY3TIM/PVNIBIP  اختصاصی سویۀNTN  نیز

جفت بازی از ناحیۀ  1124استفاده شد و یک قطعۀ 

(. با توجه به 5سه جدایه افزایش شد )شکل  3/انتهای 

با آغازگر  10Tu و 7Tu ،9Tuهای  افزایش جدایه

ها احتمال دارد متعلق به  ، این جدایهNTNاختصاصی 

برای تعیین دقیق سویه باشند.  Wو یا  NTNسویۀ 

یابی و با دیگر  بایستی نواحی مختلف ژنگان توالی

  ود.های موجود در بانک ژن مقایسه ش توالی

 

 
: OR/ CF  NF/NR/OF/ :M یآغازگرها با 10Tuو 7Tu، 9Tu یها هیجدا PCRمحصولات  ینقوش الکتروفورز .4 شکل

 یاختصاص یآغازگرها با 10Tuو  7Tu، 9Tu یها شامل نمونه بیه ترتب DNA (Qiagen, 100bp DNA ladder ،)1،2،3نشانگر

NF/NR ،  4 ،5  7 یها شامل نمونه بیبه ترت 9وTu، 9Tu  10وTu یاختصاص یبا آغازگرها OF/OR   شامل  بیبه ترت 8و  7، 6و

 است CF/OR یاختصاص یبا آغازگرها 10Tuو  7Tu، 9Tu یها نمونه

Figure 4. Electrophoresis pattern of PCR products of 10Tu, 9Tu and 7Tu isolates with NF/NR/OF/ OR/ CF primers. 

M: DNA ladder (Qiagen, 100bp), 1, 2, 3: related to amplification of 7Tu, 9Tu, 10Tu isolates with NF/NR primer 

pairs. 4, 5, 9: related to amplification of 7Tu, 9Tu and 10Tu isolates using OF/OR primer pairs. 6, 7, 8: related to 

amplification of 7Tu, 9Tu and 10Tu using CF/OR primer pairs. 

 

 
: PVY3TIM/PVNIBIP یآغازگرها با 10Tuو  7Tu، 9Tu یها هیجدا PCR واکنش از آمده دست به یالکتروفورز نقوش. 5 شکل

M )نشانگر DNA (Fermantase, O’GeneRuler 1 kb DNA Ladder) ،C-کنترل منفی ). 
Figure 5. Electrophoresis pattern of PCR products of 10Tu, 9Tu and 7Tu isolates using PVY3TIM/PVNIBIP primer 

pairs. M: DNA ladder (Fermantase, O’GeneRuler 1 kb DNA Ladder), C-: negative control. 

 

  CP ۀبررسی توالی ناحی

یابی و آنگاه با شده از هر دو سو توالی افزایشهای  قطعه

ترادف پروتئین  VectorNTIبرنامۀ  Assembleگزینۀ 

پوششی مونتاژ و تصحیح شد. ناحیۀ همپوشان با دیگر 

شده در بانک ژن توسط برنامۀ بلاست  های ثبتتوالی

دهندة همانندی  مقایسه شد که نتایج همسان انتظار نشان

شده  ثبت PVYهای  یگر جدایهبالای این جدایه با د

داشت. سپس ترجمۀ توالی نوکلئوتیدی به توالی 

انجام گرفت. توالی  VectorNTIاسیدآمینه با برنامۀ 

با یکدیگر به میزان  10Tuو  9Tuهای  نوکلئوتیدی جدایه

درصد همسانی دارند. 7Tu 99 درصد و با جدایۀ100

، 7Tuهای جدایه CPهمانندی توالی نوکلئوتیدی ناحیۀ 

9Tu  10وTu درصد است که  99تا  87ها  با دیگر جدایه

، HN2 ،ID1 ،L56های  بیشترین همانندی را با جدایه
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OR1 ،OZ ،SASA207 ،SCRI-O  وSYR-NB-16  و

 NE-11و  KER-KERی  ها کمترین همانندی را با جدایه

 100دارند. توالی آمینواسیدی سه جدایۀ مورد بررسی 

درصد با هم همسانی دارد. درصد همانندی توالی 

 86ها  ها با دیگر جدایه این جدایه CPآمینواسیدی ناحیۀ 

های  درصد است که بیشترین همانندی جدایه 99تا 

10Tu ،9Tu  7وTu های  به ترتیب با جدایهNC  وSYR-

NIB ،OZ  وSYR-NIB (99  و کمترین همانندی )درصد

10Tu  باKER-KER  وKER-SA  و دو جدایۀ دیگر با

KER-KER  وKER-SA شود. در پژوهش مشاهده می

دو موتیف  Hosseini et al. (2012)شده توسط  انجام

( و 17-9)توالی  GSTKKDAKQشده  حفاظت

PNLNKEKE  های ایرانی  ( در همۀ جدایه31-24)توالی

جداشده از  Nو  NTNهای سویهانتخابی متعلق به 

های متعلق به  زمینی وجود داشت که در جدایه سیب

 10Tuو  7Tu ،9Tuهای  شد. جدایهدیده نمی Oسویۀ 

هایی با توالی ی این دو موتیف دارای موتیفجا به

GSN(S)KKDARP  وSNLNKGKD  همسان با

گزارش  Wو  Oهای های ایرانی متعلق به سویه جدایه

و برخی دیگر  Hosseini et al. (2012)شده در پژوهش 

و  SYR-NBمانند  NTNهای متعلق به سویۀ  از جدایه

HN2 رسد به علت رخداد هستند. بنابراین به نظر می

تواند برای ، این ناحیه نمیCPنوترکیبی زیاد در ناحیۀ 

 Oو  NTNهای متعلق به سویۀ  جداسازی همۀ جدایه

های ایرانی جداشده از شلغم  نظر جدایهکار رود. از این  به

زمینی متفاوت  های ایرانی جداشده از سیب با جدایه

 هستند.

بهترین مدل برای رسم درخت تبارزایی برای توالی 

برنامۀ آمده از  دست نوکلئوتیدی و اسیدآمینه بنابر نتایج به

MEGA6  به ترتیب مدلHasegawa-Kishino-Yano  و

Jones-Taylor-Thornton  تعیین شد. برای رسم درخت

 CPیۀ توالی نوکلئوتیدی و اسیدآمینۀ ناحیۀ بر پاتبارزایی 

استفاده شد. در درخت  MLاز روش  PVYهای  جدایه

ها ، جدایهCPیۀ توالی نوکلئوتیدی ناحیۀ بر پارسم شده 

های  به چهار گروه تقسیم شدند. در گروه یک جدایه

7Tu ،9Tu  10وTu های  در کنار دو جدایۀ آسیایی )جدایه

HN2  وSYR-NB  به ترتیب از چین و سوریه( متعلق به

 Wهای سویۀ  و جدایه Oهای سویۀ  ، جدایه NTNسویۀ 

های از ایران و دیگر نقاط جهان که در زیرگروه جداشده

شوند. در گروه دوم جداگانه جای گرفتند، دیده می

های  ر گروه سوم جدایهو د Cهای متعلق به سویۀ  جدایه

قرار دارند. در درخت  NA/NTNو  Nمتعلق به سویۀ 

یۀ توالی اسیدآمینه نیز چنین بر پاشده  تبارزایی رسم

(. اما به علت 6شود )شکل بندی مشاهده می تقسیم

شدگی زیاد، دو گروه اول و دوم در یک گروه با  حفاظت

در کنار  Cهای سویۀ  شوند و جدایه هم ادغام می

آسیایی قرار  NTNو چند جدایۀ  W ،Oهای  ایهجد

 .گیرند می

 

 
 یتوال ۀسیمقا یۀبر پا شده رسم تبارزایی درخت .6 شکل

 با 10Tu و 7Tu، 9Tu یها هیجدا CP یۀناح ۀنیدآمیاس

 .ML روش به PVY یها هیجدا یبرخ
Figure 6. Phylogenetic tree constructed based on 

amino acid sequences of coat protein region of 7Tu, 

9Tu and 10Tu isolates in comparison with some of 

the PVY isolates using ML method. 
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 از آمده دست به جینتا بر هیتک با تنها رسدیبه نظر م

 نییرا تع PVY ۀیسو تیقاطع با توانینم هیناح کی

نواحی بیشتری از  یستیبا شتریب نانیاطم یکرد. برا

شبیه به  CPاز نظر توالی شود.  یابییتوال ژنگان

هستند. بنابراین با توجه  Wو  NTN ۀهای سوی جدایه

از بررسی نواحی مختلف به نظر  آمده دست بهبه نتایج 

انتخابی در این پژوهش متعلق  ۀرسد هر سه جدایمی

 .است Wو یا  NTN ۀبه سوی

 

 گیری کلی نتیجه

 پادتنو  DAS-ELISAدر این پژوهش با روش 

استان  کشتزارهایاز  یادشده، ویروس PVYاختصاصی 

ردیابی  استاز مناطق مهم کشت شلغم خوزستان که 

با استفاده از  RT-PCR. در آزمون و جداسازی شد

 حضور ویروس  PVYآغازگرهای اختصاصی جنس 

 

 زمینی ثابت شد و با استفاده از روش  وای سیب

SDS-PAGE  کیلودالتونی  31و  33و مشاهده دو قطعۀ

 تأیید PVY÷ از پروتئین پوششی ویروس، وجود ویروس

با استفاده از گیاهان آزمون و آغازگرهای  . در ادامهشد

 10Tu و 7Tu ،9Tuهای  جدایه ۀاختصاصی، نوع سوی

 شوش و شوشتر دزفول، هایشهرستان از جداشده

 یتدرنها. شد تعیین W و NTN های سویه همسان

 CP ینواح ینواسیدیو آم یدینوکلئوت یتوال یبررس

آن با دیگر  یسۀو مقا 10Tuو  7Tu، 9Tu های یهجدا

شده از بانک ژن نشان داد که هر سه  برداشت های یهجدا

متعلق  های یههمسان جدا CP یۀناح یاز نظر توال  یهجدا

آمده از  دست به یجبر نتابنا. هستند Wو  NTN یۀبه سو

مختلف هر سه  ینواح یو بررس یاختصاص یآغازگرها

جنس  ویریده، یپوت ةمتعلق به خانواد یمورد بررس یۀجدا

PVY  گروهو NTN  یاو W هستند. 
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