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  چكيده

موتاسيون و نوتركيبي از عوامل موثر در ايجاد تنوع در تغييرپذيري و تكامل در جمعيتهاي ويروسي از سرعت زيادي برخوردار است. 
ژن  با استفاده از آغازگرهاي اختصاصيزميني سيب Mژنتيكي و بررسي وقوع نوتركيبي در ويروس . به منظور تعيين تنوع هستندويروسها 

ميزان  شد.بررسي ها فيلوژني جدايهو رابطه  ، وقوع نوتركيبيو تنوع ژنتيكييابي كدكننده پروتئين پوششي ويروس همانندسازي و توالي
ود و در آناليز ب 79/7 ±17/3در سطح آمينواسيدي  و58/15 ±31/4متوسط بطور  در سطح نوكلئوتيدي PVMهاي جدايهبين  تنوع در

با توجه به منابع موجود . شناسايي شدنوتركيبي نيز  PVMي جدايه ايرانيازده در در دو گروه واگرا قرار گرفتند.  PVMهاي فيلوژني جدايه
  است. PVMاين اولين گزارش از وقوع نوتركيبي در ويروس 

  
  زميني، ژن كدكننده پروتئين پوششي، تنوع ژنتيكي، نوتركيبيسيب Mيروس كلمات كليدي: و

  
  مقدمه

. )6( دنشومنجر به افزايش سازگاري ميو در پاره اي از موارد هستند ايجاد تنوع در ويروسها عوامل موثر در نوتركيبي از موتاسيون و 
ويروسهاي گياهي بين  نوتركيبي درموتاسيون و نرخ . )1( باشدجديد مي هايموثر در توليد نژادها يا گونهامل وعاز يك نوتركيبي همچنين 

در رترو ويروسها، . نوتركيبي )4( است 5/3×10-3- 24×10-4نرخ موتاسيون در بين ويروسهاي مختلف به طور متوسط بينمتغير است. 
لاي تكيا  دولا وآر.ان.اي ا در ويروسهاي با ژنوم لاي مثبت، پديده شايعي است امپارارترو ويروسها و ويروسهاي با ژنوم آر.ان.اي تك

  .)6(شود منفي بندرت ديده مي
و  Chare. )6از اهميت زيادي برخوردار است ( نوتركيبي در روند تكاملي ويروسهاي گياهيمطالعه تغييرات جمعيت ناشي از موتاسيون و 

Holmes )2006 ا ژنوم آر.ان.اي مثبت بررسي كردند و در سه جنس ب گياهي جنس از ويروسهاي 13) وقوع نوتركيبي را در
Closterovirus ،Potexvirus و Potyvirus  در تعدادي از ويروسهاي جنس ا اخير. )1(اين پديده را مشاهده كردندCarlavirus  نيز

در دسترس  Carlavirus ويروسهاي جنسچنداني از وضعيت ژنتيكي جمعيتهاي  اطلاعدر ايران . )12و  8، 7(نوتركيبي گزارش شده است 
  انتخاب شد.نوتركيبي زميني جهت تعيين تنوع ژنتيكي و بررسي وقوع سيب Mويروس به همين جهت در اين تحقيق ، نيست

است. پيكره هاي ويروس  Betaflexiviridaeاز خانواده  Carlavirus) متعلق به جنس Potato virus M, PVMزميني (سيب Mويروس 
ويروس سيب اين كيلو باز و شش چهارچوب ژني است. ميزبان اصلي  5/8لاي مثبت به اندازه قطعه آر.ان.اي تك رشته اي و داراي يك

  . )13( زميني و داراي گسترش جهاني است
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  مواد و روشها
 تكثير، همسانه سازي و تعيين ترادف ژن پروتئين پوششي

 سپس .)2( شدانجام  )1977) طبق روش كلارك و آدامز (DAS-ELISAم (زميني، آزمون الايزاي مستقيبرداري از مزارع سيبپس از نمونه
طبق دستورالعمل شركت سازنده استخراج  Accuzol, total RNA extraction kit (Bioneer)هاي آلوده با استفاده از آر.ان.اي كل از نمونه

 PVM-CPFتصاصي از آغازگرهاي اخطول كامل ژن كد كننده پروتئين پوششي ويروس با استفاده شد. 
)ATGGGAGATTCAACRAAGAA و (PVM-CPR )CTTCATTTGTTATTCGACTT ( شد. ساخت همانندسازيcDNA  با

 5/2 ،ومول)يكپ 10ميكروليتر از هر آغازگر ( 1با  مكملتر از رشته يروليكم 4انجام و   M-MuLV Reverse Transcriptaseميآنزاستفاده از 
 25/0مولار) و  يليم10(نوكلئوتيدها  تر مخلوطيروليكم 5/0 ،مولار) يليم 50وم (يزيد منيلركتر يروليكم 25/1 ،تر بافر واكنشيروليكم
واكنش شامل  ييمراز مخلوط شد. پروفايل دما يپل يره اينش زنجكدر وا تر)يروليكواحد در م Taq DNA Polymerase )5تر آنزيميروليكم

C˚94  ثانيه در  50چرخه شامل  35بدنبال آن  سازي ابتدائي وقه براي واسرشته يدق 3به مدتC˚94 ،45  ثانيه درC˚54 قه در يو يك دق
C˚72  يقه در دمايدق 5به مدت يك چرخه  انتهاو در C˚72  براي تكميل پليمريزاسيون بود. محصول واكنش در ژل آگارز يك درصد

 InsT/A clone PCRو با استفاده از  شدهژل استخراج از  QIAquick Gel Extraction Kitالكتروفورز و قطعه تكثير شده به كمك كيت 

product cloning kit  درون پلاسميدpTZ57R/T  الحاق و در سويهDH5α  باكتريEscherichia coli سازي شد. پلاسميدهاي همسانه
شركت يابي به ت تواليجه،  Genetbio (Mini Plasmid Extraction Kit(كيت استخراج پلاسميد نوتركيب پس از خالص سازي بوسيله 

با ترادفهاي موجود در بانك ژن مقايسه و  NCBIدر پايگاه اطلاعاتي  BLASTرسال شدند. ترادف حاصل با برنامه ا ماكروژن (كره جنوبي)
و به روش  βه نسخ Mega 5افزار ها با استفاده از نرمفيلوژني جدايه رسم گرديد. درخت SDT V.1.0افزار ماتريس شباهت با استفاده از نرم

Maximum likelihood تكرار در ارزيابي  1000، باBootstrap 9(شد ترسيم(.  
  

  PVMنوتركيبي در ژن پروتئين پوششي وقوعبررسي 
 )NCBIهاي موجود در بانك ژن جهانيهاي ايراني و جدايه(شامل جدايه PVMهاي مختلف نوتركيبي در ژن پروتئين پوششي جدايه وقوع

، RDP ،GENECONVشامل هاياز روشبه اين منظور . )5( محاسبه شد P=0.05در سطح  RDP v.4.10 betaافزار نرمبا استفاده از 
BOOTSCAN ،MAXCHI ،CHIMAERA ،3SEQ ،SISCAN  وLARD  5( ي استفاده شدنوتركيبجهت بررسي وقوع(.  

  
  نتايج و بحث

جفت باز تكثير شد و در گياه سالم  915اندازه قطعه اي به ششي با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي ژن پروتئين پو PCRدر آزمون 
اي پليمراز ترادف كامل بازي تكثير شده در واكنش زنجيرهجفت  915نشان داد كه قطعه  Blastهيچگونه باندي مشاهده نشد. نتايج بررسي 

شمارهاي با رس PVMدايه ايراني ج 30ترادف كامل ژن پروتئين پوششي در سيب زميني است.  Mژن پروتئين پوششي ويروس 
KC129086–KC129101  وKC479330-KC479343  در پايگاه اطلاعاتيNCBI  جدايه از  21جدايه به همراه  30ثبت گرديد. از اين

وششي شباهت پروتئين پدرصد  .)1(جدول  هاي دنيا استفاده شدكشورهاي ديگر، براي آناليزهاي فيلوژنتيكي و تنوع ژنتيكي تمامي جدايه
 6/75-%100جدايه ايراني  30اين مقادير در بين  بود. 5/84- 100%در سطح آمينواسيدي  و3/73- 100%جدايه در سطح نوكلئوتيدي  51بين 
 %74جدايه به ترتيب  51به ترتيب در سطح نوكلئوتيدي و آمينواسيدي بود. كمترين و بيشترين درصد شباهت بين تمامي  2/86- 100و %



 

 ٣

 )[X57440]جدايه آلمان و   [KC479340] 739هاي (بين جدايه %8/97) و CA128[EF063387] و [KC479331] 380هاي (بين جدايه
در بود.  79/7 ±17/3و در سطح آمينواسيدي  58/15 ±31/4در سطح نوكلئوتيدي بطور متوسط  PVMميزان تنوع در بين جدايه هاي  بود.

است،  16-51آمينواسيد موقعيت  35ترين ميزان تغييرات در انتهاي آميني بخصوص در سازي چندگانه تواليها مشخص شد كه بيشهمرديف
  . )13، 11(كه اين نتيجه با مشاهدات ساير محققين نيز مطابقت دارد 

 d-PVM2و  o-PVM1رند، كه اين دو گروه به اختصار يگميها در دو گروه واگرا قرار شد كه جدايه خصپس از رسم درخت فيلوژني مش
هاي هاي ايراني به همراه جدايهگروه اول شامل جدايه .ها خود داراي چندين زيرگروه است، كه هر يك از اين گروهنامگذاري شدند

) 2010و همكاران ( Xu. )1(شكل  كانادا قرار گرفتنداز هاي هاي ايراني به همراه جدايهجدايهدر گروه دوم نيزبرخي ديگر از اروپايي و 
دهنده اين است نشانهمچنين نتايج . )11(بندي كردند، كه با نتايج اين تحقيق مطابقت دارد نادايي را در دو گروه فيلوژني طبقههاي كاجدايه

  هاي فيلوژني مختلف نيست. ها در گروهكننده در قرارگيري جدايهتعيينكه منطقه جغرافيايي تنها عامل 
 phylogeneticفيلوژني ( هاي مبتني بربا استفاده از روش PVMهاي پوششي جدايه در بررسي احتمال وقوع نوتركيبي در ژن پروتئين

methods (نوكلئوتيدي ) و جايگزينيsubstitution methods(  جدول  شناسائيلاابدرصد احتمال با نوتركيبي  جدايه ايراني 11در) 2شد(. 
 Majorبه عنوان والد غالب ( PVM-oاز زير گروه  ي بين جدايه ايجدايه، نوتركيب 11دهد كه در تمامي آناليزهاي انجام شده نشان مي

parent و يك جدايه از زير گروه (PVM-d ) به عنوان والد مغلوبMinor parentهاي نوتركيب بجز ) اتفاق افتاده است و اكثر جدايه
 71-890هاي مختلف متفاوت و در جدايه ). اندازه قطعه نوتركيب2جدول گيرند (قرار مي PVM-dدر گروه  [KC129089] 310جدايه 

) و بعلاوه نرخ 10،3افتد (تحقيقات اخير نشان داده است كه وقوع نوتركيبي در پروتئينهاي ساختماني كمتر اتفاق مي نوكلئوتيد طول داشت.
ع نوتركيبي در اعضاي جنس است و احتمالا به همين دليل گزارشهاي محدودي از وقو كم Flexiviridaeنوتركيبي در ويروسهاي خانواده 

Carlavirus  وجود دارد. با توجه به منابع موجود اين اولين گزارش از وقوع نوتركيبي در ويروسPVM .است  

  
ترسيم  .ه هاي موجود در بانك ژنياز جدا يو بعض PVM يرانيه هاي ايجدا ينيترسيم شده با استفاده از ترادف نوكلئوتيدي ژن پوشش پروتئ ي. درخت تكامل1شكل 

 انجام شده است. )Maximum likelihood )Bt× 1000به روش  MEGA5افزاردرخت با نرم 

                                                           
1PVM-ordinary 
2PVM-divergent 



 

 ٤

  و شماره دسترسي آنها NCBIهاي بانك جهاني يابي شده در اين تحقيق همراه با جدايههاي توالي. جدايه1جدول 

  
  

افزار استفاده از نرم باPVM هاي . نرخ نوتركيبي در جدايه2جدول 

RDP4

Recombinant 
isolate 

Recombination 
crossover site 

Major×minor 
parents 

p-value 

RDP  GENCONV Chiamaera Maxchi  BootScan SiScan 3Seq LARD 

286 191-425 CL3*VIR.4/007 -- -- -- -- -- 4.412*10-3 -- 1.431*10-8 

291 191-425 CL3*VIR.4/007 -- -- -- -- -- 9.915*10-4 -- 1.431*10-8 

369 191-427 CL3*VIR.4/007 -- -- -- -- -- 1.509*10-6 -- 2.283*10-5 

371 191-427 CL3*VIR.4/007 -- -- -- -- -- 7.389*10-7 -- 1.431*10-8 

501 86-915 DSMZ*519 -- -- 9.299*10-4 2.430*10-5 9.727*10-5 2.763*10-41 4.337*10-28 7.186*10-31 

501 19-88 519*Gansu 9.289*10-14 1.980*10-11 2.810*10-6 3.891*10-7 2.154*10-21 -- 9.550*10-20 -- 

501 9-86 519*DSMZ -- 8.265*10-20 2.206*10-7 2.268*10-7 -- -- 1.307*10-21 6.765*10-31 

688 191-427 CL3*VIR.4/007 -- -- -- -- -- 4.412*10-3 -- 1.249*10-5 

732 191-427 CL3*VIR.4/007 -- -- -- -- -- 4.412*10-3 -- 1.249*10-5 

734 191-427 CL3*VIR.4/007 -- -- -- -- -- 4.412*10-3 -- 1.249*10-5 

310 10-860 519*264 -- -- 5.710*10-3 1.606*10-4 -- -- 3.121*10-27 2.470*10-42 

490 28-902 655*CL1 -- 3.850*10-5 -- -- -- 1.797*10-5 -- -- 

519 9-902 655*CL1 -- 3.850*10-5 -- -- -- 1.797*10-5 -- --   
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"Abstract" 
Viral populations have high molecular variability and evolutionary rates. Mutation and recombination are two important 
factors in evolution of viruses. In order to determine thegenetic diversity and recombination analysisin potato virus M, 
complete nucleotide sequence of the coat protein gene was amplified using specific primers. The genetic variability in the 
coat proteinwas 15.58±4.31 at the nucleotide level and 7.79±3.17 at the amino acid level.Phylogenetic analysesindicated 
that the PVM isolates could be divided into two evolutionary divergences groups. Recombination analysis identified a total 
of 11 recombination events among Iranian isolates. Based on our knowledge it is the first report of recombination event in 
PVM population. 
 
Key words: Potato virus M, Coat protein gene, genetic diversity, recombination 


