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 هچکید

ایت    گونه ویستریا است.   درشایع  ویروسی بیمارییک  (Wisteria vein mosaic virus,WVMV)اقیای زینتی ویروس موزاییک رگبرگی اق
نمونته   3تعداد  1396-1397های ر سالشناسایی ای  ویروس د و به منظور ردیابی  باشدمی Potyviridae خانواده از  Potyvirusسعضو جنویروس 

از ژن  یمربوط به بخشت  یآغازگر اختصاص بکارگیری و  RT-PCRآزمونبا استفاده از ی شده، آوراستان خراسان رضوی جمع مشکوک اقاقیای زینتی از
CI، محصول   شد ریتکث دینوکلئوت جف. 680طول به یاطعهقPCR های موجتود  با سایرتوالی، یابی شدهلیسازی تواپس ازهمسانه جدایه مربوط به یک
 درصتد و  64/90نتایج بدس. آمده نشان داد که در سطح نوکلوتیدی بیشتری  تشابه آن با جدایه چینی ای  ویروس به میزان  بانک ژن مقایسه گردید  در

 باشد درصد می 34/56به میزان  )mosaic virus Lettuce(موزاییک کاهو  ای ازویروسآن با جدایه کمتری  میزان تشابه
 

 RT-PCRاقاقیای زینتی، یک رگبرگی ئویروس موزا، CIخراسان رضوی، ژن  : آنالیز فیلوژنتیکی،های کلیدیواژه

 

   1  مقدمه

هتای  خانواده گت   از Wisteria sinensis پیچ زینتی با نام علمی
، کتره و  چی متحده،  ی ایالاتشرق ینواح بومیباشد که می آساپروانه
در  گیاهتان تتری   کتاربرد  از پتر های زیبتا  بوده و با دارا بودن گ   ژاپ

ویروس موزاییک رگبرگی اقاقیای زینتتی   رود فضای سبز به شمار می
یک بیماری شایع گونه ویستریا اس.  ای  بیمتاری   (WVMV))پیچ( 

در  1957در ستال   Brierley & Lorentzبترای اولتی  بتار توست      
گتزار    Wisteria floribundaه روی گیتا  ایالات متحده آمریکا بتر 

را   Wisteria vein mosaic virusنتام   Bos 1970  در ستال  شتد 
هتای جتنس   ایت  ویتروس در گونته   برای عام  ای  بیماری برگزیتد   

Wisteria spp. ،چی ، ایالات متحده و تعتدادی از   نیوزلند، در استرالیا
بیمتاری شتام     (  علائم ای 2کشورهای اروپایی مشاهده شده اس. )

موزاییتک و ریتز     هتا، ابلقتی و  ای یا خطی شدن، زردی رگبرگرگه
  (2ها اس. )برگ

ی هتا شتته و همچنتی   ای  ویروس به صورت مکانیکی و پیونتد   
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Aphis craccivora و Myzus persicae  منتق  میبه صورت ناپایا
 ییهتا بته ویتروس   مترتب  از لحاظ سترولوژیکی   WVMV(  1شود )

 Bean common mosaicروس موزاییک معمولی لوبیتا ) وی همچون

virus, BCMV و ویتتروس موزاییتتک هندوانتته ) (Watermelon 

mosaic virus, WMV)  هتا  نسب. بته ستایر پتوتی ویتروس    بوده و
 Wisteriaهتای  گونته  باشتد  متی میزبانی بسیار کمتتری   دامنهدارای 

floribunda ،W. sinensis  وAtriplex hortensis ویروس به ای  
و  Beta vulgaris ،Capsicum annuumهتای  حساس بوده و گونه
Cucumis sativus در ستال   ( 3) نسب. به ای  ویروس مقاوم هستند

بخشی از ژنوم  درخ. فیلوژنتیک با استفاده از توالی نوکلئوتیدی 2003
  و شش گونه از جنس WVMV( UTR 3)شام  پروتئی  پوششی و 

Potyvirus   یهاویروسشام    ( موزاییتک معمتولی لوبیتاBCMV ،)
 Cowpea aphid-borne)موزائیتتک شتتته زاد لوبیتتا چشتتم بلبلتتی 

mosaic virus,ABMV)( موزاییک دندروبیوم ،Dasheen mosaic 

virus, DMV ،) بتادام زمینتی )   کوتتولگیPeanut stunt virus, 

PSV ،)( موزاییتتتک ستتتویاSoybean mosaic virus,SMV ) و
بیشتتری    یدارا( نشان داد که ای  ویروس WMVه )موزاییک هندوان

ویروس موزاییک هندوانه و ( SMVبا ویروس موزاییک سویا ) شباه.
(WMV )و بررسی بخشی از   شناسایی هدف از ای  تحقیق،  باشدیم
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باشد به همتی  منظتور   ای  ویروس در استان خراسان رضوی می ژنوم
درختان اقاقیای زینتتی   شده از آوریجمع جدایهیک  CIاز ژن  یبخش
پس از تتوالی  و ریتکث ،PCR رو با استفاده از رضوی خراسان استان

جایگتاه تاکستونومیکی آن در میتان    و  CIیابی، آنالیز مولکولی ناحیته  
  تعیی  گردید WVMVهای جدایهسایر 
 

 هامواد و روش

 برداری و نگهداری ویروسنمونه

نمونه اقاقیتای زینتتی    3تعداد  1396-1397 هایدر تابستان سال
 سیپترد  محوطته  از ها، ابلقی و موزاییتک، دارای علائم زردی رگبرگ

 آوری شد جمعی در استان خراسان رضو مشهدی فردوس دانشگاه
 

نجینره زشناسایی مولکولی ویروس با استفاده از واکنن   

 ای پلیمراز

آوری شده با استتفاده از کیت.   های جمعمونهاز ن RNAاستخراج 
استاس دستتورالعم  شترک.     ( و بتر آلمتان ، اژنیت ک) RNAراج استخ

 بتر کته   شد  با استفاده از جف. آغازگرهتای اختصاصتی   نجامسازنده، ا
انتد،  طراحی شتده  سی آی ویروس ژنهای حفاظ. شده اساس توالی

بترداری معکتوس انجتام شتد  بتا      ای پلیمراز با نستخه واکنش زنجیره
 آنتتزیم زگر برگشتت. وکتت  استتتخراج شتتده، آغتتا  RNAاستتتفاده از 

MMLV-Reverse Transcriptase )ترموستتتاینتفیک، امریکتتتا(، 
cDNA  سنتز شد  آزمونPCR با استفاده از و میکرولیتر 25حجم  در 
 Taq DNA polymerase آنتزیم   برگشت. و  رفت. و  یهتا رآغازگ

، مطابق دستتورالعم  شترک. ستازنده انجتام     )ترموساینتفیک، امریکا(
ت بدس. آمده، به همراه مارکر مولکولی در ژل گرف.  نهایتا محصولا

در ناحیته متورد    شده تکثیر یاندهاد  بدرصد الکتروفورز شدن5/1آگارز 
ایتران(   )دنتا زیست.،   Gel Recovery kitانتظار با استتفاده از کیت.   

، هتا هیت ازجدای کی به مربوط شده ریتکث یژنقطعه  دیگردسازی خالص
 هیوارد و بتته ستتویس، متتالزی( )ویتتوانت pTG19-T  دیپلاستتم درون

DH5α ی باکترE. coli  از  یقستمت  یستاز انتقال داده شد و همستانه
ژن متورد نظتر از طریتق     یحتاو  یهاهمسانه  رف.یپذ انجام CIژن 

شناسایی  M13آغازگر ( با استفاده از Colony PCR) آرسیکلونی پی
 Plasmidپلاسمیدهای نوترکیب بتا استتفاده از کیت.     DNA شدند 

DNA isolation ،.توست  شترک.    ایران( استخراج شتده و  )دنازیس
حاصت ، در پایگتاه    هایماکروژن کره جنوبی تعیی  توالی شدند  توالی

های موجود در بانک ژن با توالی BLASTبا برنامه  NCBI اطلاعاتی
بتا   سازی چندگانهمقایسه شدند  درخ. فیلوژنتیکی حاص  از همردیف

 Neighbor joiningرو  و بر اساس  MEGA6 ر افزااستفاده از نرم

 ترسیم گردید  تکرار 1000( bootstrap)و با درجه اعتبار 
 

 و بحث نتایج

نتایج حاصله بیانگر وجود ویروس موزاییک رگبرگی اقاقیای زینتی 
در هر سته نمونته    PCRباشد  در آزمون در استان خراسان رضوی می
ف. باز مشتاهده گردیتد  علائتم    ج 680مورد آزمایش، باندی در ناحیه 

ها بتود  مهم بیماری شام  ایجاد موزاییک، زردی و کوچک شدن برگ
سازی (  از بی  سه نمونه یک نمونه انتخاب و پس از همسانه1) شک  

های حاص  بتا اطلاعتات   یابی شد  با مقایسه ترادفدر دو جه. توالی
 BLASTه و برنامت   NCBIموجود در بانک ژن در پایگتاه اطلاعتاتی  

مربوط به  PCRسازی شده در واکنش مشخص شد که قطعات همانند
باشد  آنالیز فیلوژنتیکی جدایه تعیی  توالی شتده  می WVMVویروس 

 Bean commonهای مربوط به زیر گروه به همراه تعدادی از جدایه

mosaic virus  جنس Potyvirus  موجود در بانک ژن نشان داد که
بوده و در زیتر گتروه ویتروس     WVMVویروس   جدایه مورد بررسی

موزاییک معمولی لوبیا همراه با جدایته چینتی ایت  ویتروس در کنتار      
(  بیشتری  2گیرد )شک  های موزائیک هندوانه و سویا قرار میویروس

شباه. آن در سطح نوکلئوتیدی با جدایه چینی ای  ویروس به میزان 
های ویتروس موزاییتک   یهدرصد و پس از آن به ترتیب با جدا 64/90

 67/80به میزان  (SMV)و ویروس موزائیک سویا  (WMV) هندوانه
باشد  کمتری  میتزان تشتابه آن نیتز بتا ویتروس      درصد می 46/80و 

باشتد  میتزان   متی   درصتد  34/56به میتزان  (LMV) موزاییک کاهو 
تشابه جدایه ایرانی ایت  ویتروس در ستطح نوکلئوتیتدی بتا ویتروس       

و ویروس موزائیتک شتته زاد لوبیتا     (BCMV) ولی لوبیاموزائیک معم
 47/76و  درصتد  51/76 به ترتیب به میزان (CABMV)چشم بلبلی 
باشد  برخلاف جدایه چینی ایت  ویتروس کته بیشتتر شتبیه      درصد می

جدایه ایرانی آن بیشتر شبیه ویتروس   باشد،ویروس موزائیک سویا می
های ایرانی ایت   بروی جدایهباشد  بررسی بیشتر موزائیک هندوانه می
های استرالیائی تر جدایهدهد که بدلی  نسب. نزدیکویروس نشان می

های ایرانی ای  جدایه ای  ویروس به ویروس موزائیک هندوانه به نظر
هتای  های استرالیائی نسب. به جدایته ویروس تشابه بیشتری با جدایه

تر، تعیی  توالی بخشگیری دقیقچینی دارند با ای  وجود برای نتیجه
 350های دیگری از ژنوم ویروس مورد نیاز اس.  همچنتی  مقایسته   

ای  ویروس نشان داد که بیشتری  تشتابه   Nibنوکلوتید مربوط به ژن 
درصد با جدایته چینتی ایت      65/77آن در سطح نوکلوتیدی به میزان 

ای درصد با جدایه 74/58ویروس و کمتری  میزان تشابه آن به میزان 
 (Sugarcane mosaic virus, SCMV)از ویروس موزائیک نیشکر 

(AY042184) باشد از چی  می 
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Figure 1- Mosaic symptoms on Wisteria sinensis leaves in Khorasan Razavi Province 
 

 
جدایه  25ویروس موزاییک اقاقیای زینتی و  CIهای ژن نوکلئوتید از توالی 680سازی درخت فیلوژنتیک ترسیم شده حاصل از همردیف -2شکل 

  MEGA6افزاردر نرم Neighbor Joiningبا استفاده از روش  Potyvirus  از جنس Bean common mosaic virusمختلف متعلق به زیر گروه 

Figure 2- Phylogenetic tree drown based on alignments of Wisteria vein mosaic virus CI gene nucleotide sequence (680 nt) plus 

25 different isolates within Bean common mosaic potyvirus subgroup using Neighbor-joining method based on 1000 

replicates  
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Introduction: Wisteria vein mosaic virus (WVMV) is a member of the Potyvirus genus (Potyviridae) with 

flexuous filamentous particles. The disease was first reported by Brierley & Lorentz (1957) in the USA from W. 
floribunda. They cited reports of similar cases dating back to the 1940s and suspected that a virus was 
responsible for the disease. Afterward the virus has been reported in Wisteria spp. in Australia, New Zealand, 
China, Germany, Czech Republic, Italy and in the Netherland. In comparison to the majority of potyviruses, 
WVMV has a very narrow host range, naturally infecting only Wisteria spp. (W. sinensis, W. floribunda, and W. 
venusta). This virus can be introduced into the landscapes on new plants that were infected during their 
production. Other wisteria can become infected by mechanical inoculation if infected sap is moved on cutting 
tools or by aphids during feeding from sap of these plants. In terms of symptoms induction, the virus can cause 
systemic, local chlorotic (sometimes necrotic) lesions or mottling and mosaic on the leaves of wisteria spp. 
plants and other experimental hosts of Chenopodium spp., Nicotiana megalosiphon and several legumes. The 
virus is serologically related to Bean common mosaic virus (BCMV), Bean yellow mosaic virus (BYMV), 
Clover yellow vein virus (ClYVV) and Watermelon mosaic virus (WMV). WVMV is transmitted by aphids, 
grafting or mechanical means with no significant impact on ornamental host plant except inducing an 
unfavorable leaf appearance in the landscape. 

Materials and Methods: In August 2017, a plant of Wisteria sinensis in the campus of Ferdowsi University 
of Mashhad in Iran was observed to have chlorotic, mottling and mosaics on some leaves, which resembled the 
symptoms caused by wisteria mosaic disease. RNA was extracted from the symptomatic plant with an RNeasy 
Plant Mini Kit (Qiagen, Germany) and tested by RT-PCR using potyvirus degenerate primers CIF/R. Amplicons 
of the expected size, 680 bp were obtained. The PCR product was cloned and then sequenced. The partial 
sequence of Nib gene was also amplified (350 bp) by degenerate primer for potyvirus Nib gene and the obtained 
fragment were cloned and then sequenced. 

Results and Discussion: A BLASTn search in the GenBank showed 90.64% nucleotide sequence identity 
with WVMV Chinese isolate (AY656816) followed by Watermelon mosaic virus (80.67%) and Soybean mosaic 
virus (80.46%). The least identity was with an isolate of Lettuce mosaic virus (56.34%). It seems that the 
Chinese and Iranian isolates of this virus are closer to each other but due to lack of nucleotide sequence from 
other part of the world in CI and Nib genes it is hard to conclude that Iranian isolate is just close to Chinese 
isolate and it should be considered that may other isolates exist which are closer to Iranian WVMV isolate than 
Chinese isolate.  

Conclusion: From this research, it can be concluded that this virus is present in wisteria spp. plant in 
Khorasan Razavi province of Iran. In terms of sequence similarity based on partial nt sequence of CI gene (680 
nt), it is most similar to a Chinese isolate of WVMV (90.64 %) followed by WMV (80.67 %) and SMV (80.46 
%) in nt level and within BCMV subgroup of potyviruses. It seems likely that the disease is spread primarily 
through vegetative propagation rather than by aphid or mechanical transmission. Although the disease does not 
markedly reduce the vigour of infected plants, the foliage of such plants is chlorotic and mottled, rendering them 
unsaleable or can cause the ornamental plants as unfavorable host.  

 
Keywords: CI gene, Khorasan Razavi, Phylogenetic analysis, RT-PCR, Wisteria vein mosaic virus 
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