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Abstract 

Objective 

Alfalfa mosaic virus (AMV) is one of the most important plant viruses that has a wide host range 

and economically is a destructive virus in the world and Iran. The aim of this research is to study 

the MP gene of Iranian AMV isolates and its application in the phylogenetical analysis and 

compare it with the CP gene. 

 

Materials and methods 

During 2014 to 2017, a number of plant samples including alfalfa and weeds were collected from 

alfalfa fields in six Iranian provinces. ELISA test using polyclonal antibodies and RT-PCR were 

employed to check the AMV infection of the samples. Among the AMV infected samples, 20 

isolates including 17 from alfalfa and three wild species including Sonchus oleraceus L., 
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Chenopodium amaranticolor L. and Plantago ovate L. were chosen for phylogenetical analysis 

based on the sequence of the MP gene. 

 

Results 

Phylogenetic analysis based on the nucleotide sequence of movement protein (MP) gene of AMV 

including Iranian (n=20) and GenBank isolates (n=15) showed that all isolates are divided into 

two group I and II and each group is also divided into two subgroups A and B. The majority of 

Iranian isolates were placed in group II. All abroad and two Iranian isolates (Accession numbers: 

KX535454 and KX535456) were placed in subgroup IA, and subgroup IB is limited to three 

Iranian isolates (Accession numbers: KX535460, KX535458 and KX535462). Whereas based on 

the part of the nucleotide sequence of the MP gene (468nt), most of Iranian isolates, together with 

one Spanish isolate (JQ691163) were clustered in a new subgroup (IIB). 

 

Conclusions 

According to the results of this study, it seems that the MP gene can be used to analyze the 

phylogenetic relationships between AMV isolates. Since the origin of AMV is from Far-East and 

central Asia and due to the host variability of the virus in these regions, AMV probably has a high 

genetic diversity in Iran. 
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  چکیده

این تحقیق،  باشتتتد. هدز ازهای گیاهی در ایران و جهان میترین ویروسیکی از مهم (AMV)ویروس موزائیک یونجه  هدف:

ساس ترادز ژن مطالعۀ تعدادی از جدایه سی موقعیت تبارزائی، MPهای ایرانی این ویروس بر ا سۀ آن با ژن آن برر  CPها و مقای

 باشد.می

 و کرمان، هرمزگان، اصفهان، فارس، خوزستانکشور ) استانیونجه شش  از مزارع، 1396تا  1393های طی سال :هاروشمواد و 

ستان سی آلودگی نمونههای مشکوک )یونجه و علف هرز( نمونه( بازدید گردید و از بوتهگل شد. جهت برر ها، از آزمون الایزا و گیری 

جدایه از گیاه یونجه و ستته جدایه از  17جدایه شتتام   20های بررستتی شتتده، از بین جدایه .استتتفاده گردید RT-PCRهمچنین 
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شیرتیغی نام هرزهایعلف سلمه(L..Sonchus oleraceus )های  و بارهنگ  (L..Chenopodium amaranticolor )تره ، 

(Plantago ovate L.)استتاس های این ویروس بردنبال آن موقعیت تاکستتونومیکی جدایهت مطالعه مولکولی انتخاب و به، جه

 آن مورد بررسی قرار گرفتند. ای ازژنوم کام  پروتئین حرکتی و همچنین ناحیه

قرار  II و  Iها در دو گروه نشتتان داد که جدایه ویروس پروتئین حرکتیرستتم درخت تبارزایی بر استتاس طول کام  ژن  :نتایج

واقع گردیده و تمامی  IIروه گهای ایرانی به تنهایی در شوند. اکثر جدایهتقسیم می Bو  Aگیرند که هر گروه نیز به دو زیر گروهمی

 IAگروه ر زیردKX535454 و KX535456 های های انتخاب شده از بانک ژن به همراه دو جدایه از ایران با رس شمارهجدایه

شماره های  IBگروه اما زیر قرار گرفتند. سه جدایه ایرانی )رس  صر به  ( KX535460و  KX535462 ،KX535458نیز منح

های ایرانی به همراه یک جدایه از اسپانیا نوکلئوتید( اکثر جدایه 468است. در حالیکه براساس درخت تبارزایی بخشی از ژن یاد شده )

(JQ691163.زیر گروه جدیدی را تشکی  دادند ) 

شان داد ترادز ژن پروتئین حرکتی برای تعیین روابط تباریافته گیری:تیجهن ص  از این تحقیق ن  AMVهای زائی جدایههای حا

ز تنوع ژنتیکی نسبتا بالائی است احتمالا این ویروس ا خاور نزدیک و آسیای مرکزیموفق عم  نمود. از آنجائیکه گیاه یونجه بومی 

 باشد.در ایران برخوردار می

 ویروس موزائیک یونجه، الایزای غیرمستقیم، پروتئین حرکتی: هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله

توصیف تبارزائی ایی و شناس (1400) حمد، مداحیان مکبرا پورحسینی ،جهانگیر حیدرنژاد، سینح معصومی، رشتهف پورعلی استناد:

-81(، 4)13، وژی کشاورزیمجله بیوتکنول. ترادز ژن پروتئین حرکتیهای ایرنی ویروس موزائیک یونجه مبتنی بر تعدادی از جدایه

100. 
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 مقدمه

از  ) .1931Weimer et al(توسط  برای اولین بارهای گیاهی است که ترین ویروسیکی از مهم 1یونجهویروس موزائیک 

. این ویروس ( 1969Hull) گزارش گردید این گیاهعنوان عام  ایجاد موزائیک در بهمریکا آدر ایالات متحده  2روی گیاه یونجه

ها متعلق کند که بیشتر آنخانواده را آلوده می 68جنس از  245گونه گیاهی متعلق به  599 و باشدای میمیزبانی گسترده ۀدارای دامن

                                                      
1 Alfalfa mosaic virus, AMV 
2 Medicago sativa 
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شوند از چهار های گیاهی که توسط این ویروس آلوده می(. بیشتر گونهJaspars and Bos 1980باشند )بقولات می ۀبه خانواد

 ;Legominosae (Crill et al. 1970; Smith 1972 و Umbeliferae ،Compositae ،Solanaceaeخانواده 

Miczynski and Hiruki 1987کند. بطور طبیعی بسیاری از گیاهان چوبی و علفی را آلوده می ( بوده وAMV  باعث ایجاد

ها، رگبرگ روشنی، تغییر شک  برگ و دمبرگ، بافت های جانبی برگعلائم مشخص از جمله موزائیک خفیف و سبزرد بین رگبرگ

علائم موزائیک مخصوصا در  های حساس، کوتولگی شدید، بدشکلی، پیچیدگی، ایجاد نوارهای سبزرد ومردگی و مرگ گیاه در واریته

زایی یونجه اثر گذاشته و باعث کاهش قدرت بقای گیاه و کاهش معنی دار عملکرد روی گره AMVگردد. میهای تازه روییده برگ

 (.Tu and Hulmes 1980شود )آن می

شک  1باسیلی آن هایپیکره ،است Bromoviridae خانواده از و Alfamovirusویروس موزائیک یونجه گونه تیپ جنس 

برای  1958در سال  (. .2014Bergua et al) گیرندمیباشد که در سه پیکره جداگانه قرار می 2لاتک ایانآربوده و ژنوم آن از نوع 

نام گذاری  (T) 5( و بالاییM) 4(، وسطیB) 3پائینی هااولین بار وجود سه پیکره از این ویروس تشخیص داده شدکه این پیکره

به  2و  1قطعات  باشد کهمی 3ای انو آر 2ای ان، آر1ای انآر موسوم به این ویروس دارای ژنوم سه قسمتی(. Hull 1969اند )شده

و  6پوششی و پروتئین باشدمیسیسترون  دارای دو  3ای انآرقطعۀ  کنند.می رمزگذاریرا  2Pو  1P های رپلیکازپروتئین ترتیب

 RNA-tو یک ساختار شبه  5در انتهای َ 8درپوش یک ساختار قطعات ژنومی دارای تمامیند. نکمی رمزگذاریرا  7پروتئین حرکتی

آن باسیلی شک  به  ۀباشد که سه پیکر. این ویروس دارای چهار نوع پیکره می(Parrella et al. 2011هستند )خود  3در انتهای َ

 رویژن رپلیکاز این ویروس  باشد.نانومتر می 18چهارم کروی شک  به قطر  ۀنانومتر و پیکر 18نانومتر و قطر  30-57 هایطول

 King etگردد )می نیز رمزگذاری ویروس 9زیرژنومی ایانآرو پروتئین پوششی ویروس توسط  داردشماره یک ویروس قرار  ایانآر

al. 2012های مختلف این ویروس، از نظر ها ندارد. استرینهیچ رابطه سرولوژیکی با سایر ویروس موزائیک یونجه (. ویروس

ویروس در سراسر این باشند، اما از نظر سرولوژیکی بسیار نزدیک به هم هستند. جغرافیایی بسیار متفاوت می ءزایی و منشابیماری

 Bergua etکند )در میان سبزیجات گوجه و فلف  را نیز آلوده می لییونجه است وعمدتا میزبان اصلی آن  و گسترش داشتهجهان 

al. 2014.) 

 

                                                      
1 bacilli shape 
2 single stranded ribonucleic acid, ssRNA 
3 Bottom 
4 Middle 
5 Top 
6 coat protein, CP 
7 movement protein, MP 
8 cap 
9 Sub-genomic RNA 
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 هامواد و روش

های کرمان، هرمزگان، اصفهان، فارس، خوزستان، یونجه استان از مزارع 1396تا  1394های طی سال: نمونه برداری

برداری به عم  آمد. نمونه های هرز در مزارع یونجههای بیماری و همچنین برخی از علفگیاهان دارای نشانهاز بازدید شد و  گلستان

زردی، تاولی، بدشکلی و  ،1)ابلقی(، مات  روشن-بر مبنای علائمی از قبی  موزائیک، موزائیک زرد نمونه( 20ی )گیاهنمونه هر 

 جمع آوری شد. در مزارع یونجه هاپیچیدگی برگ

و به روش  Adamsو  Clarkیزا براساس روش های الاها، آزمونآلودگی ویروسی نمونه بررسیجهت : 2آزمون الایزا

. در استفاده شد 4ایهای چند همسانهاز آنتی بادی( و  1977Clark and adams)( ndirect ELISAI) 3یزای غیر مستقیمالا

نتایج بر اساس تغییر رنگ حفرات  استفاده گردید.در انگلستان(  Phil Jones)تهیه شده از پروفسور  AMV 5سرمروش الایزا از آنتی

نانومتر مورد ارزیابی قرار گرفتند. با  405و در طول موج   EL800 (Biotek Instrument)با استفاده از دستگاه الایزا خوان مدل

ستانه جذب گیاهان آلوده تعیین گردید. در آSD 3+  xبا استفاده از فرمولو منفی( شاهد ) توجه به میزان جذب عصاره برگ سالم

های آلوده مشخص سالم است. بر این اساس نمونه نمونههای انحراز معیار استاندارد چاهک SDمیانگین جذب و  x این فرمول

 .ندگردید

 در هایی کهعصاره نمونه: 6معکوس مراز پلی ای زنجیره واکنش از استفاده با های ویروسجدایه شناسایی

 ( Nicotiana tabacum cv. Samsun)سامسون رقم  توتون نشان دادند بر روی مثبتواکنش  AMVنسبت به  الایزا آزمون

 High Pure Viral Nucleic Acid Kit با استفاده از کیت ،های توتونمایه کوبی شدند. پس از بروز علایم بر روی بوته

)Roche Biochemical, Germany(  مورد استفاده در  7آغازگرهای. ندمورد استفاده قرار گرفتو براساس دستورالعم  ارائه شده

به کمک  2008et al. ( Sharifi(مطابق روش  8cDNAسنتز  گردیدند. طراحی PCR-Fastبا استفاده از نرم افزار این بررسی 

 پروتئین ژن تکثیر جهت انجام شد. .AMV-R:5´- GTAGGTTTACCAGCTTTCCCACCA -3 آغازگر معکوس

 AMV-F: 5'- TTCGTGAGTAAGTTGTGTTAGCCA) آغازگرهای از cDNAتکثیر  و AMVهای جدایه حرکتی

ه بمراز ای پلیهای زنجیرهواکنش .گردیداستفاده حرکتی  پروتئین ۀکنندرمز ژن نوکلئوتیدی زدترا بر مبتنی (´AMV-R) و (´3-

                                                      
1 mottle 
2 enzyme linked immunosorbent assay, ELISA 
3 Indirect ELISA 
4 polyclonal antibodies 
5 antiserum 
6 reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR 
7 primers 
8 complementary DNA 
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درجه  47دقیقه در دمای  یکدرجه سانتیگراد، اتصال  92دقیقه در دمای  به مدت یکشام  واسرشت سازی چرخه  30صورت 

ها کام  ، واکنشدرجه سانتیگراد 72دقیقه در دمای  سهبه مدت  پایاندرجه سانتیگراد و در  72دقیقه در  یک گسترشسانتیگراد و 

 مورد ارزیابی قرار گرفت. یک درصدآگارز با استفاده از ژل  آرسیپی. سپس محصول شدند

و همچنین  آلودگییید أبه منظور ت: AMVایرانی  هایو بررسی تبارزائی جدایه حرکتی پروتئینعیین توالی ت

در کره  Bioneerبه شرکت تعیین توالی  ها جهتجدایه آرسیپیمحصول  ،های دنیاجدایه مقایسه بادر  هاآن تبارزائیبررسی جایگاه 

 1NCBI( http://www.ncbi.nlm.nih) در پایگاه BLASTهای حاص  با استفاده از نرم افزار توالی. ارسال شد جنوبی

 Bio Editجفت بازی مربوط به ژن پروتئین حرکتی توسط نرم افزار  903پس از تعیین میزان شباهت، قطعات ابی شدند. یمشابهت

(1999Hall هم )به روش  تبارزائیشدند. سپس درخت  2سازیردیفNeighbor joining  6توسط نرم افزارMEGA 

(Tamura et al. 2013 رسم شد. همچنین )های اسیدهای آمینه، از نرم ها به ترادزهای نوکلئوتیدی جدایهجهت تبدی  توالی

 DNAMANهای اسیدهای آمینه از برنامه نرم افزاری پروتئینی استفاده شد. جهت بررسی و تجزیه تحلی  ترادز MEGA6افزار 

اسیدی ماتریس تشابه توالی نوکلئوتیدی و آمینوSDTv1/2 (Muhire et al.2014 ،)استفاده گردید. سپس با استفاده از نرم افزار 

های ایجاد شدند. جهت تخمین فاصله ژنتیکی و تعیین میزان تنوع ژنتیکی بین و درون گروه 3ها به همراه ماتریس فاصله ژنتیکیجدایه

 PBLروش سازی شده بودند، با استفاده از ردیفاز ایران و سایر مناطق دنیا که جداگانه هم AMVهای چنین جدایهو هم تبارزائی

(Li 1993; Pamilo and Bianchi 1993) ( و نیز روش دو پارامتری کیموراKimura 1980 در نرم افزار )MEGA6  استفاده

استفاده  ( DnaSP )2009Libardo and Rozasافزار از نرم 5به جانشینی مترادز 4تعیین نسبت جانشینی نامترادز برای گردید.

 شد.

 

 نتایج و بحث

 20جمعا  RT-PCRبا آزمون الایزا و های بررسی شده از بین نمونه: های ویروس موزاییک یونجهشناسایی جدایه

  و .Chenopodium album L. ،Sonchus asper L هایهرز گونههاینمونه از یونجه و سه نمونه از علف 17نمونه شام  

Plantago major L.غربی، سیستان و بلوچستان، های کرمان، هرمزگان، اصفهان، فارس، گلستان، خوزستان، آذربایجاناز استان

 (. 1)جدول انتخاب گردیدندجهت مطالعات مولکولی ( 1رضوی )شک یزد و خراسان

                                                      
1 National Center for Biotechnology Information 
2 alignment 
3 genetic distance 
4 non-synonymous substitution 
5 synonymous substitution 
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ای در واکنش زنجیره: و تعیین توالی ، تکثیر ژنوم پروتئین حرکتیRT-PCRاستخراج آر.ان.ای کل، آزمون 

جفت باز شام  طول کام  ژنوم  1005قطعاتی به طول  AMV-MPF/AMV-MPRپلیمراز با استفاده از آغازگرهای اختصاصی 

های سالم یونجه تکثیر نگردید. محصولات در شرایط مشابه، این قطعه از نمونههای مورد مطالعه تکثیر شد. پروتئین حرکتی جدایه

ها، قطعات به اندازۀ طول کام  ناحیۀ رمزکنندۀ پروتئین حرکتی در بانک جهانی ژن پس از تعیین ترادز و ویرایش ترادز آرسیپی

(NCBI و جهت مطالعات 1( ثبت گردید )جدول )مورد استفاده قرار گرفتند.  تبارزائی 

 

شناسایی شده  AMVای ه. منشاء جغرافیایی، نوع میزبان و رس شمار ژن پروتئین حرکتی جدایه1جدول 

 در این تحقیق
Table 1. Origins of Iranian AMV isolates used in this study 

Accession number 

(MP gene) 

Plant host Province-region Isolates 

KX535451 Alfalfa Yazd.Harat Ya.Ha.A 

KX535452 Alfalfa Yazd.Marvdasht Ya.Ma.A 

KX535453 Alfalfa Yazd.Zarch Ya.Za.A 

KX535454 Alfalfa Azarbayejan Gharbi-Miandoab Az.Mi.A 

KX535455 Alfalfa Azarbayejan Gharbi-Salmas Az.Sa.A 

KX535456 Alfalfa Esfahan-Filor Es.Fi.A 

KX535457 Alfalfa Esfahan-Goldasht Es.Go.A 

KX535458 Alfalfa Fars-Estahban Fa.Es.A 

KX535459 Alfalfa Fars-Fasa Fa.Fa.A 

KX535460 Alfalfa Golestan-Gorgan Go.Go.A 

KX535461 Alfalfa Hormozgan-Minab Ho.Mi.A 

KX535462 Alfalfa Kerman-Manujan Ke.Ma.A 

KX535463 Alfalfa Khozestan-Behbahan Kh.Be.A 

KX535464 Alfalfa Khozestan-Behbahan Kh.Be.A1 

KX535465 Alfalfa Khozestan-Behbahan Kh.Be.A2 

KX535466 Alfalfa Khozestan-Behbahan Kh.Be.A3 

KX535467 Alfalfa Sistan Balochestan-Zehak Si.Ze.A 

KX535468 Chenopodium album L. Esfahan-Jozdan Es.Jo.Ch 

KX535469 Plantago sp. Khorasane Razavi-Sabzevar Kh.Sa.Pl 

KX535470 Sonchus asper L. Khorasane Razavi-Sabzevar Kh.Sa.So 
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هرز شیر تیغی علف : A( شامل. AMVعلائم ناشی از آلودگی طبیعی توسط ویروس موزائیک یونجه ). 1شکل

یونجه دارای علائم : Dبارهنگ بدون علائم و : C، سلمه تره بدون علائم  B:دارای علائم زرد و موزائیک،

 موزائیک همراه با روشن شدن برگها

Figure 1. Symptoms of naturally infected with Alfalfa mosaic virus, A:  . Sonchus oleraceus 

showing general yellowing and partial chlorophyll denaturing, B: Chenopodium 

amaranticolor and C: Plantago ovate non symptoms, D: Medicago sativa showing mosaic and 

vein clearing  

 

قطعه  تبارزائی، آنالیز AMVهای یهو مقایسه بیشتر جداجهت تعیین جایگاه تکاملی : AMVهای بررسی تنوع ژنتیکی جدایه

، 425Madisonهای شام  جدایه)توالی نوکلئوتیدی  15جدایه ایرانی با  20برای  MPنوکلئوتیدی حاوی طول کام  ژن  905

انجام گرفت. بر اساس نتایج بدست آمده،  MEGA6با استفاده از نرم افزار های مرجع از بانک ژن به عنوان جدایه (VRUو  1564

موجود  AMVهای تقسیم شدند. همه جدایه Bو  Aکه هر کدام به دو زیر گروه ( 3)شک بندی شدند طبقه ها در دو گروهاین جدایه

قرار گرفتند  IB( در زیر گروه Ke.Ma.Aو  Fa.Es.A ،Go.Go.Aتعلق داشتند و سه جدایه ایرانی ) IAدر بانک ژن به زیر گروه 

 .باشنداختصاصی مربوط به این گروه می آمینهاسیدهایدارای و IA در زیر گروه  Az.Mi.Aو  Es.Fi.Aو تنها دو جدایه ایرانی 

های ایرانی را نیز در جدایه IIواقع شدند. بنابراین، به احتمال زیاد گروه  IIBو  IIAهای ایرانی در دو زیر گروه همچنین سایر جدایه

همچنین بودند.  IIB (n=3)های زیر گروه تر از جدایههای ایرانی متنوعجدایه IIA (n=12)گیرد. به طور کلی، در زیر گروه بر می
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هایی که پیش از این توسط های ایرانی با جدایهجدایه نشان داد MPنوکلئوتیدی ژن  468های توالیارزیابی تبارزائی بر مبنای 

Bergua et al. (2014) .تجزیه تبارزائی شده بودند، مطابقت ندارد 

، AMV-MPFتکثیر شده با استفاده از آغازگرهای  حرکتیژن پروتئین  آرسیپی الکتروفورز محصول . 2شکل 

AMV-MPR  1105به اندازه %1 آگارزدر ژل bp  . (M دی.ان.ا  نشانگر اندازهDNA 1Kb Ladder,(Gen 

)Fermentase, lithuania TMRuler .1( دایهج Es.Go.A ،2(  جدایهGo.Go.A ،3( جدایه .Zb.ASi 

Figure 2. Electrophoresis of the PCR products using specific primers of AMV-MPF / AMV-

MPR showing amplification of 1105 bp segment of movement protein gene. Lane M, 1-kb 

DNA ladder, lane 1, Es.Go.A isolate, lane 2, Yaz.Yaz.Tom isolate, lane 2, Si.Zb.A isolate 

 

نیز به  IIشام  دو گروه اصلی می باشد که گروه  MPنوکلئوتیدی ژن  468ناحیه  تبارزائیبر اساس گزارش نامبردگان تجزیه 

 MPنوکلئوتیدی ژن  468 تبارزائی(. در حالیکه در این مطالعه، تجزیه Bergua et al. 2014گردد )تقسیم می Bو  Aدو زیر گروه 

گیرند که هر قرار می IIو  Iها در دو گروه توالی نوکلئوتیدی از بانک ژن بیانگر آن است که این جدایه 60یرانی و جدایه ا 20جهت 

های نوکلئوتیدی شام  جدایهترادز  60(. لازم به ذکر است که 4شک )شوند تقسیم می Bو  A( نیز به دو زیر گروه IIو  Iدو گروه )

در این بررسی،  باشند.جدایه دیگر موجود در بانک ژن می 15و همچنین  Bergua et al. (2014) گزارش شده از اسپانیا توسط 

رسد یک زیر گروه جدید قرار گرفتند که به نظر می IB( در زیر گروه Hb 106های ایرانی همراه با یک جدایۀ اسپانیایی )اکثر جدایه

 و  IAهای باقی مانده نیز در دو زیر گروه جدایه( است. جدایه 20اسپانیایی )های تنها شام  جدایه IIBباشد. در حالی که زیر گروه 

IIA های دنیا های ایرانی حاص  از این تحقیق به جمع جدایهرسد که با اضافه شدن جدایهگردند. بنابراین چنین به نظر میواقع می
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اضافه گردیده است  AMVهای ویروس تبارزائی جدایهباشد به درخت های ایرانی میزیر گروه جدیدی نیز که منحصر به جدایه

  (.4)شک  

 

های هاجدایهباز( جدایه 903) اساس طول کامل ژن پروتئین حرکتی رسم شده بر تبارزائی. درخت 3شکل 

های ایرانی با رنگ جدایه های موجود در بانک جهانی ژن.هاجدایهایرانی مورد بررسی در این تحقیق. و جدایه

( به عنوان CMVمربوط به ویروس موزائیک خیار ) پروتئین حرکتیترادف ژن تیره مشخص شده اند. 

Outgroup است انتخاب گردیده 

Figure 3. Phylogenetic relationships between the Iranian AMV and other published AMV 

isolates. The tree was drawn using the 903 bp sequence of the MP gene. The Iranian isolates 

are in bold. MP gene sequence of cucumber mosaic virus (CMV) included as outgroup 
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های نوکلئوتیدی ژن پروتئین حرکتی  جدایه 468رسم شده بر اساس ناحیه میانی  تبارزائی. درخت 4شکل 

های ایرانی با رنگ تیره مشخص شده اند. های موجود در بانک جهانی ژن. جدایهو جدایه  (1)جدول  ایرانی

انتخاب گردیده  Out groupبه عنوان ( CMVمربوط به ویروس موزائیک خیار ) پروتئین حرکتیترادف ژن 

 است

Figure 4. Phylogenetic relationships between the Iranian AMV and other published AMV 

isolates. The tree was drawn using the 468 bp of the central region of MP gene sequences. 

MP gene sequence of cucumber mosaic virus (CMV) included as outgroup 
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های های این ویروس به گروهجدایه Mangeli et al. (2019)توسط  CPشده بر اساس ژن  در درخت فیلوژنتیکی رسم

 Ke.Ma.A, Kh.Be.A, Kh.Ah.A and)چهار جدایۀ ایرانی  CPنکتۀ مهم این است که بر اساس ژن  .شوندمتعدد تقسیم می

Si.Ni.A) ها تنها جدایۀ هریک به تنهایی در یک گروه مجزا واقع گردیده که از بین آنKh.Be.A  در این مطالعه مورد بررسی

های فارس و گلستان ( که از استانGo.Go.AوFa.Es.A قرار گرفت. در مطالعۀ اخیر، این جدایه به همراه دو جدایۀ دیگر ایرانی )

در این مورد بررسی  MPهای را تشکی  دادند. همچنین با استفاده از ترادزIB گروه  از گیاه یونجه جمع آوری شده بودند زیر

بیشترین شباهت نوکلئوتیدی  ماتریس برابری رسم شد. SDT v1.1افزار های موجود در بانک ژن با استفاده از نرمپژوهش و جدایه

 Fa.Es.Aدرصد و کمترین تشابه بین دو جدایۀ  2/99به میزان  Ya.Ma.A جدایۀبا  Ya.Za.A جدایۀهای ایرانی بین در جدایه

های گزارش شده از در بین جدایهتشابه نوکلئوتیدی درصد برآورد گردید. این میزان کمتر از میزان  9/86به میزان   Kh.Be.Aو

در  100تا  3/82های ایرانی به میزان بین جدایهآمینواسیدی درصد(. ضمنا میزان مشابهت  100 -5/93باشد )سایر مناطق دنیا می

( 4/88به ترتیب کمترین ) Es.Fi.Aو  Kh.Sa.Plهای های دنیا جدایههای ایرانی با جدایهصد برآورد گردید. در مقایسه بین جدایه

 Lstو  (Accession no: KC767660) 175های را با جدایه نوکلئوتیدی( درصد میزان مشابهت توالی 4/98و بیشترین )

(Accession no: FN667967)   بر اساس مطالعۀ  (.5نشان دادند )شکBergua et al. (2014)   در آنالیز تبارزائی ژن کام

MP های تعدادی از جدایهAMV در دو گروه مجزایI   وII  قرار گرفتند که گروه دوم نیز به دو زیر گروهIIA  وIIB  تقسیم

( تعدادی جایگزینی KC767661و  KC767660گردیدند. همچنین مشخص گردیده است که در دو جدایه گزارش شده از نیوزلند )

های آمینواسیدی موثر بوده است. واکاوی همردیف سازی دوگانۀ ترادز IIBاز  IIAو دو زیر گروه  Iدر تفکیک گروه  اسیدهای آمینه

در تفکیک  اسیدهای آمینهاسید آمینه( یک جایگزینی  125)از  123ئوتید( بیانگر آنست که در موقعیت نوکل 468)تعداد  MPبخشی از 

بین جدایه( توالی اسید آمینه آلانین در موقعیت 19جدایه )از  17، در IBموثر بوده است. بعلاوه در زیر گروه  IBاز  IAدو زیر گروه 

های آمینو سازی چند گانه ترادزیافت شدند. بر اساس آنالیز همردیف 137ر موقعیت جدایه اسید آمینه والین د 16و همچنین در  129

آمینه براساس رفرنس اسید آمینه )تعداد و شماره اسیدهای 300از  289تا  262های مشخص گردید که درموقعیت MPاسیدی ژن 

ند اجایگزین گردیده IIBاز  IIAهای یاد شده جهت تفکیک دو زیر گروه اسید آمینه در موقعیت 12ارزیابی گردید(،  425Lاسترین 

  (.2)جدول 
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مربوط به توالی بخشی و همچنین طول کامل پروتئین  تبارزائیهای . تمایز در آمینواسیدها در بین گروه2جدول 

 حرکتی ویروس موزائیک یونجه

Table 2. Differences in amino acid residues among phylogenetic groups of Alfalfa mosaic 

virus according to complete and partial deduced amino acid sequence of the movement 

protein 

 Amino acid position 

aType 123 262 263 268 269 272 275 277 278 279 284 285 286 289 293 295 297 299 

Whole 

MP 

                  

IB - - K S - - - - - - - - - - N A S P 

IIB - A T - A S D A N V I R S D - - - - 

Partial 

MP 

                  

IB L - - - - - - - - - - - - - - - - - 

a Analyzed sequences corresponded to positions 262 to 289 of 299 amino acids of complete MP 

sequence and position 123 to the 155 amino acids of partial MP sequence. 

 

های توانند فاکتورهای انتخاب را تشکی  دهند. توالیهای جغرافیایی میها یا جمعیتبندی جدایههبه منظور بررسی اینکه آیا گرو

 II-Bگروه  در بین سه جدایه ایرانی که در زیر (.3مورد مقایسه قرار گرفتند )جدول های مختلف در جمعیت MPنوکلئوتیدی ژن 

است  مختلف کشور ایران بوده( وجود دارد. مبداء گیاه یونجه با ارقام 062/0اند، تنوع ژنتیکی نسبتا بالایی )( واقع گردیده3)شک 

(1908Westgate  بعلاوه قدمت و تطابق ،)AMV های وحشی میزبانی، سبب تنوع در واریانت هایبا گیاه میزبان و نیز تعدد گونه

های ها و یا ژنوتیپاین ویروس گردیده است. بر این اساس، احتمالا جمعیت نسبتا قدیمی از این ویروس در ایران وجود داشته و واریانت

مورد  AMVهای اند. این در حالی است که در مطالعات قبلی تعداد معدودی از جدایهاین ویروس به سایر کشورهای دنیا منتق  شده

 Garcia-Arenalهای این ویروس دارای تنوع ژنتیکی پائین و بادوام هستند )فته است و تصور بر این بود که جمعیتبررسی قرار گر

et al. 2001 تا قب  از این مطالعه تنها بررسی که در مورد تنوع ژنتیکی در مورد .)MP های وجود دارد مربوط به مقایسه جدایه

های های هرز می باشد که نتایج حاصله بیانگر آن است که تنوع ژنتیکی در بین جدایهو علففرنگی بدست آمده از یونجه، فلف ، گوجه

 (.Bergua et al. 2014باشد )های سایر گیاهان میفرنگی سه برابر کمتر از جدایهبدست آمده از گوجه
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ویروس موزائیک یونجه  نوکلئوتیدی در ژن پروتئین حرکتی . تنوع ژنتیکی و میانگین تعداد جایگزینی3 جدول

 های تبارزائیبر اساس منطقۀ جغرافیائی و گروه

Table 3. Genetic diversity and average of the nucleotide substitution in MP gene sequence 

of AMV isolates according to the geographical origin and phylogenetic groups 

 تبارزائی یهاگروه و یائیجغراف یهاجمعیت

Geographical 

populations/Phylogenetic groups 

 رادز هات تعداد
Number of 

sequences 

adS bdN CdN/dS  D*تنوع ژنتیکی 
 (Genetic 

diversity) 

World 15 0.147 0.021 0.143 0.050 

Iran 20 0.114 0.039 0.341 0.056 

Asia- Australia 8 0.150 0.024 0.158 0.053 

America 2 0.053 0.004 0.083 0.016 

Europe 6 0.153 0.023 0.148 0.052 

Group I 20 0.157 0.030 0.191 0.059 

Group I-A 17 0.141 0.021 0.149 0.048 

Group I-B 3 0.146 0.032 0.218 0.058 

Group II 15 0.089 0.033 0.368 0.046 

Group II-A 12 0.056 0.019 0.344 0.028 

Group II-B 3 0.154 0.035 0.226 0.062 
adSها مترادف در هر جایگاه، : میانگین تعداد جایگزینیbdNهای نامترادف در هر جایگاه، : میانگین تعداد جایگزینیCdN/dS :

تنوع ژنتیکی: میانگین تعداد جایگزینی *D: های مترادف و نا مترادف برای هر جفت از مقایسات، میانگین نسبت بین جایگزینی

 Li 1993; Pamilo) استفاده گردید PBLاز روش  dN/Ds و dS، dN ۀمحاسب یبراها، نوکلئوتیدی هر جایگاه در بین ترادف

and Bianchi 1993.) 

dS: average number of synonymous substitution per site; dN: average number of synonymous 

substitution per site; D: Genetic diversity; dS and dN are calculated by the PBL method (Li 1993; 

Pamilo and Bianchi 1993). 

 

در این : AMVهای بررسی تنوع ژنتیکی جدایههای پروتئین پوششی و پروتئین حرکتی در مقایسه ژن

نوکلئوتید( بیانگر آن است که  468بخشی از ژن یاد شده ) و پروتئین حرکتیدرخت تبارزایی بر اساس طول کام  ژن مطالعه، رسم 

شوند. در تقسیم می Bو  A( نیز به دو زیر گروه  IIو  Iگیرند که هر دو گروه )قرار می IIو  Iهای این ویروس در دو گروه جدایه

یونجه صورت گرفت  های ویروس موزائیکجدایه MPو  CPهای که بر اساس بخشی از ژن Bergua et al. 2014مطالعه 

 IIAنیز خود در مورد هر دو ژن به دو زیر گروه  IIتقسیم شده و گروه II و  Iگروه  های این ویروس به دومشخص گردید که جدایه

نیز  CPنوم کام  ژ در مورد Trucco (2014)و  Parrella et al. (2011) بررسی بر اساسشوند. همچنین تقسیم می IIB  و

های اساس یکسری تک ایزوله زیر گروهصرفا بر Mangeli et al (2019)در بررسی  اگر چه .باشدها بر همین اساس میگروه بندی
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جدید در نظر گرفته شده است، اما به طور کلی می توان چنین استنباط نمود که در بررسی تنوع ژنتیکی ویروس موزائیک یونجه اگر 

 ها استفاده نمود. در بررسی MPو  CPبیشتر استفاده شده است اما می توان از هر دو ژن  CPچه تاکنون از ژنوم 

 

جدایه ایرانی ویروس موزائیک  20مربوط به  MP. ماتریس برابری رسم شده با استفاده از ترادف ژن 5شکل 

 SDTموجود در بانک ژن توسط نرم افزار  MPهای ژن یونجه مورد مطالعه در این پژوهش به همراه والی

v1.1 

Figure 5. Pairwise identity matrix of 20 MP gene sequences of Iranian AMV isolates in this 

study and GenBank AMV isolates using SDT v1.1 
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 برای تخمین میزان فشار انتخاب بر روی ناحیه : MPبر اساس ژنوم  AMVآنالیز پارامترهای ژنتیکی جدایه های 

MPجایگزین( های مترادزsynonymous substitution( و نامترادز )nonsynonymous substitution به طور جداگانه )

نامترادز  جانشینی نسبتهای فیلوژنتیکی محاسبه گردید. نتایج این بررسی نشان داد های مختلف و گروهدر مورد مناطق جغرافیائی

 روی بر منفی بانتخا ارامر نشانگر فش ینبود که ا یککمتر از  AMV یروسوهای یهجدا یان( در مdN/dSمترادز ) ییبه جانش

از تنوع ژنتیکی  II-Bگروه  (. از طرفی زیرYang and Nielsen 2000; Garcia-Arenal et al. 2001) باشدمی ژن این

دهد اگر چه فشار انتخاب بر ژن پروتئین حرکتی منفی است اما که این موضوع نشان می (،062/0) باشدنسبتا بالاتری برخوردار می

های مختلف مربوط به جدایه MPهای مختلف ژن گروه این ژن از تنوع نسبتا بالایی برخوردار است. ضمنا تفاوت فشار انتخاب در زیر

AMV ها با میزبان و ناق  نیز محتم  ناشی از برهمکنش متفاوت آن( استOuibrahim and Caranta 2013 در واقع فشار .)

انتخابی منفی به معنی نبود تنوع ژنتیکی در ژن یا ناحیه ژنی مربوطه نیست. بدین صورت که ژن ممکن است تحت فشار انتخابی 

 بر روی ژن تحت فشار انتخابی مثبت و تنوع قرار داشته باشند. به طور مثال 1منفی قرار داشته باشد ولی کدون های اختصاصی

(2014)Yoon et al.  در مورد ویروس Apple Stem Pitting Virus (ASPV)  نشان دادند علی رغم غالب بودن فشار

ت فشار انتخابی حت 158 و 102، 22، 10های در جدایه های مورد بررسی چهار کدون ژنتیکی در موقعییت CPانتخاب منفی ژن 

 نشان دادند Tian et al (2011) مثبت قرار دارند و این موضوع می تواند باعث ایجاد تنوع در یک ناحیه ژنی شود. نتایج تحقیقات

زمینی )جدا شده از گیاهان توتون( تحت فشار انتخابی منفی هستند. این در سیب Yمربوط به ویروس  CPو  Hc-proدو ژن 

تحت فشار انتخابی مثبت قرار داشتند. بنابراین فشار  CPو شش موقعییت در ژن  HC-proموقعیت آمینو اسیدی در  7حالیست که 

( یک ویروس ممکن است بر quasi-speciesهای )( یک گونه و یا شبه گونهsub-populationانتخابی بین زیر جمعیت های )

در اروپا، استرالیا، آسیا و آمریکا به میزان  AMV تنوع جهانی جمعیت (.Tian et al. 2011آمینه متفاوت باشد )پایه چند اسید

و انتقال (. Garcia-Arenal et al. 2001باشد )های گیاهی میبوده که کمتر از میزان گزارشات مربوط به سایر ویروس 038/0

کنند از تنوع بیشتری برخوردار خواهند های گیاهی مانند بذر( تکثیر پیدا میهای جنسی )با اندامهایی که از طریق روشتکثیر ویروس

ژنتیکی ها و پیازها( باشد دارای تنوعهای گیاهی همچون غدهجنسی )با اندامها از طریق غیرعکس در صورتیکه تکثیر آنبود. بر

این ویروس با بیش انتشار و نیز  AMVجمعیت جهانی پائین تنوع توجه به با  (.2002Ducray &  Guyader)کمتری می باشند 

احتمالا انتشار این تکثیر پیدا می کنند،  2بکرزایی( که اکثرا از طریق  ,1997Edwardson & Christieها )گونه از شته 28از 

 گیرد. طریق بذر صورت نمیویروس بین مناطق مختلف از 

                                                      
1 site-specific 
2 parthenogenesis 
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ها در مقایستته با اثر های ویروس به دلی  جداکردن اثر ژنبه طور کلی تعیین جایگاه صتتفات مولکولی جدایه: گیرینتیجه

ست آمده از این تحقیق و نیز محیط حائز اهمیت می شد. با توجه به نتایج تبارزائی جامع مبنتی بر ترادز ژن پروتئین حرکتی به د با

 .Mangeli et al. 2019; Bergua et al. 2014: Trucco et al) یپوشش ینپروتئهای تبارزائی حاص  از ترادز ژن هیافت

ضوع بی2014 ست که ژن پروتئین حرکتی(، این مو شابه به ژن انگر آن ا ششی م ست و از  پروتئین پو از حفاظت کمتری برخوردار ا

های متفاوت آب و هوایی و نیز وجود تنوع ارقام مختلف از های این ویروس متنوع هستتتتند. با توجه به وجود اقلیماین نظر جدایه

زارش شده از های گهای این ویروس نسبت به جدایهر جدایهتژنتیکی بیشهای بومی یونجه در ایران از عوام  مهم تنوعجمله واریته

شنهاد می ست. لذا پی صوص رابطه احتمالی بین ویژگیسایر مناطق دنیا شدت شود مطالعاتی در خ های بیولوژیک از جمله نوع و 

 های نامترادز انجام شود. های واجد تغییرات از نوع جایگزینعلایم بر روی میزبان یا نوع میزبان و تغییرات تبارزائی در جدایه

داوران محترم به دلی  ارائه  از و یمال یتبه خاطر حما شهید باهنر کرماندانشگاه  یمعاونت محترم پژوهشاز  :سپاسگزاری

  .شودیم یپژوهش حاضر سپاسگزار یدر اجرانظرهای ساختاری و علمی 
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