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  دهیچک
 Geminiviridaeاز خـانواده   Turncurtovirusپ جنس یروس تیعنوان و به) Turnip curly top virus, TCTV(برگ شلغم  یدگیچیروس پیو
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 ,rolling circle amplification(ره غلتـان  یر دایآر و روش تکث یس یق پیروس با تلفیسپس طول کامل ژنوم و. دیاثبات گرد TCTVآر، به 

RCA ( در ناقل يساز ر و بعد از همسانهیتکثک جفت آغازگر همپوشان یو استفاده از ،pJET1.2 د و ترادف بدست آمده ین ترادف گردییتع
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Abstract 
Turnip curly top virus (TCTV) is a type member of the genus Turncurtovirus previously reported from Iran. 
TCTV has a wide host range among vegetables and weeds. In this study, the TCTV infection of the 
symptomatic jimsonweed (Datura stramonium L.) showing general yellowing, severe curling and cup-
shaped leaves was confirmed by PCR. Full-length genome of this isolate was amplified using combination of 
the PCR and rolling circle amplification (RCA) and cloned into the pJET1.2 vector. Resulted nucleotide 
sequence indicated that the jimsonweed isolate of TCTV shares maximum and minimum identities (85.8-
99.2%) with turnip and radish isolates of TCTV, respectively. In spite of high similarity between full-length 
nucleotide sequence of jimsonweed and several GenBank isolates, predicted rep protein of the jimsonweed 
isolate has an additional 14 amino acid residues at the N-terminal. Among five TCTV strains, the 
jimsonweed isolate was classified in the strain C with turnip and leafhopper isolates of the virus. Results of 
this study again confirm wide host range of turncurtoviruses in weeds and the role of wild species in 
infection of vegetables. 
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  مقدمه
هـائی اسـت بـا     شامل ویروس Geminiviridaeخانواده 

نـانومتر کـه    22-38هاي چند وجهی و دوقلو به قطر  پیکره
حاوي یک یا دو قطعه ژنوم دي ان اي تک لاي حلقوي بـه  

). Zerbini et al. 2017(باشــند  مــی kb 2/5 -6/2انــدازه 
بزرگترین  Potyviridaeاعضاي این خانواده بعد از خانواده 

 Brown et(دهنـد   هاي گیاهی را تشکیل مـی  گروه ویروس

al. 2012 ( و در نقاط مختلف جهان گیاهان یک ساله، چند
 & Varma(کننـد   ساله و حتی درختان میـوه را آلـوده مـی   

Malathi 2003; Krenz et al. 2012; Liang et al. 2015; 
Loconsole et al. 2012 .(  هـاي   امروزه بـا پیشـرفت روش

جدید مولکولی مانند استفاده از روش تکثیر دایره غلتـان و  
 next generation(هاي نسـل جدیـد تـوالی یـابی      تکنیک

sequencing(    رونـــد تشـــخیص و معرفـــی جمینـــی ،
هـاي   هاي جدید و در نتیجه علت بیماري در میزبان ویروس
در آخرین تقسـیم  . اب بیشتري به خود گرفته استها شتآن

، )ICTV(هـا   بندي کمیته بـین المللـی نامگـذاري ویـروس    
ها بر اساس دامنه میزبانی، حشرات ناقـل و   جمینی ویروس

 Varsani et(شـوند   جنس تقسیم می 9مشخصات ژنوم به 

al. 2017.(  
بعنـــوان یکـــی از  Turncurtovirusاعضـــاي جـــنس 

ها داراي ژنوم تک بخشی  ینی ویروسگانه جم 9هاي  جنس
هـاي ویـروس    بوده و تاکنون از این جنس دو گونه بـه نـام  

و ویروس لوله شدن بـرگ  ) TCTV(پیچیدگی برگ شلغم 
ترتیــب در بــه) turnip leaf curl virus, TLRV(شــلغم 
از مــزارع شــلغم اطــراف شــیراز  2016و  2010هــاي  ســال

 .Briddon et al. 2010; Kamali et al(انـد   گزارش شـده 

2016a .(  ــروس توســط زنجــرك ــر دو وی  Circuliferه

haematoceps (Mulsant & Rey)     بـه روش پایـا منتقـل
 & Kamali et al, 2016a; Razavinejad(شــوند  مــی

Heydarnejad 2013 .(    اخیرا ویروس دیگـري نیـز از ایـن
جنس و از بدن همین زنجرك در استان کرمان جداسازي و 

کـه تعیـین   ) Kamali et al, 2016b(ت گـزارش شـده اس ـ  
  .مشخصات بیولوژیکی آن در دست انجام است

هــا در ایــران از تنــوع ژنتیکــی بــالائی  ترنکرتــوویروس
هاي زیادي را در میـان سـبزیجات    برخوردار بوده و میزبان

بطوریکه تاکنون غیر از شلغم، آلودگی کاهو، . کنند آلوده می
ریحـان، بادمجـان، انـواع    چغندر ریشه اي، چغنـدر برگـی،   

هـا بـه اثبـات رسـیده      ترب و اسفناج نسبت به این ویروس
). Kamali et al. 2016a; Razavinejad et al. 2013(است 

علاوه بـر ایـن، گیاهـان وحشـی نیـز از آلـودگی در برابـر        
ها در امان نیستند و تاکنون پنج گونه علـف   ترنکرتوویروس

 Descurainia sophia (L.) Web(خاکشـیر  هاي  هرز بنام

ex Prantl(، کوچـک   گاوزبان)Anchusa ovata Lehm.(، 
ساعتی یـا   یک گل ،).Solanum nigrum L(سیاه  تاجریزي
و تـرب وحشـی   ) .Hibiscus trionum L(شـاخ   سـه  بامیه

)Raphanus raphanistrum L.( هاي ثانویـه   بعنوان میزبان
 Razavinejad & Heydarnejad( انـد  ها گـزارش شـده   آن

2013; Farzadfar & Pourrahim 2013.(  
هاي پـی سـی    در این مطالعه، با استفاده از ترکیب روش

شناسـائی شـده و    TCTVهاي  آر و آر سی ا یکی از میزبان
سپس ژنوم و جایگاه تکاملی جدایـه بدسـت آمـده، مـورد     

  .بررسی قرار گرفته است

  بررسی هاي روش و مواد
از مــزارع زیــر کشــت شــلغم آلــوده بــه  1392در ســال 

TCTV  کیلومتري شمال شرقی شـیراز،   25(واقع در لپویی
با موقعیت طول و عرض جغرافیائی بترتیـب  ) استان فارس

29° 49' 07.28'' N  08.33 '36 °52و'' E    بازدیـد بـه عمـل 
  داراي ) D. stramonium(گیـاه تـاتوره    نمونـه  آمد و یـک 
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علائم ناشی از ویروس پیچیدگی برگ شلغم شامل زردي . 1شکل 

 Datura(هـا در گیـاه تـاتوره     عمومی و فنجانی شدن شدید برگ

stramonium (شـده از منطقـه لپـوئی     آوري جمع)کیلـومتري   25
 ).شمال شرقی شیراز، استان فارس

Fig 1. Symptoms of naturally infected jimsonweed 
(Datura stramonium) with Turnip curly top virus 
showing general yellowing and severe cup-shaped 
leaves collected from Lapooei (25 km northeast of 
Shiraz, Fars province). 

  
و فنجـانی شـدن    شـدید  علائـم زردي عمـومی، پیچیـدگی   

نمونه در شرایط سـرد  ). 1شکل (آوري گردید جمع ها برگ
  .آزمایشگاه منتقل شدبه ) روي یخ(

و  CTABاي کل از بافت گیاه به روش اناستخراج دي
) Zhang et al. 1998( ژانگ و همکارانبر اساس روش 
در آزمون اولیه پی سی آر با استفاده از . انجام گردید

 TCTV11-1676-Fشامل  TCTVآغازگرهاي اختصاصی 

 (GCGTAAATCCCTCACCACAGC)/TCTV11-

2699-R (CAGCTGCAGAACCTCGCCTGT) 
در . نشان داد TCTVهاي تاتوره را به  آلودگی نمونه

ا و برش سیصورتیکه استفاده مستقیم از روش تکثیر آر
محصول بدست آمده با چندین آنزیم برشی منجر به تکثیر 

بهمین دلیل در مرحله دوم ابتدا . هیچ قطعه اي نگردید
شده از  راجهاي حلقوي موجود در دي ان اي استخ مولکول

سپس از . سازي گردید ا غنیسیگیاه با استفاده از روش آر

ا بعنوان رشته الگو در آزمون پی سیمحصول بریده نشده آر
آنزیم فی  ازا، سیبراي انجام آزمون آر. سی آر استفاده شد

 Templiphi Amplificationمراز و کیت ا پلیاندي 29

Kit (GE Healthcare, USA) ر اساس دستورالعمل ب
) Shepherd et al. 2008( شپرد و همکارانتوسط  شده ارائه

براي انجام این آزمون، از آغازگرهاي . استفاده گردید
با ) back to back primers(عمومی و همپوشان 

 TCTV-O-F (AGGTTTGTCTGCCACTCمشخصات 

CTTT)/TCTV-O-R (GCAGACAAACCTCAAATA 
CGG) رتوویروسهاست،  که قادر به تکثیر ژنوم کامل ترنک

این آغازگرها به گونه ). Kamali et al, 2016a(استفاده شد 
اند که داراي یک ناحیه همپوشان با اي طراحی شده

هاي بوده و با وجود تنوع زیاد جدایه ꞌ5یکدیگر در انتهاي 
 شده اي حفاظت، قابلیت اتصال در ناحیهها ترنکرتوویروس

برنامه پی سی آر براي تکثیر ژنوم کامل  .را دارند ها ژنوم آن
به  C94°جدایه تاتوره عبارت بود از پنج دقیقه دماي 

چرخه تکثیر که هر  30اولیه و  سازي منظور واسرشته
، دماي C94°با دماي  سازي ثانیه واسرشته 15چرخه شامل 

ي ثانیه و یک دقیقه دما 30به مدت  C57°اتصال آغازگرها 
°C78 در انتها برنامه پی سی . به منظور تکثیر قطعات بود

براي تکمیل تکثیر قطعات  C75°دقیقه در دماي  15آر با 
 Platinumآر از آنزیم سیدر واکنش پی. ناقص ادامه یافت

Pfx DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, 
USA)  با ویژگی صحت بالاي سنتز براي تکثیر ژنوم

  .استفاده شدویروس 
فاقـد انتهـاي    آرسـی پـی که محصول واکـنش  از آنجائی
با انـدازه تقریبـی    شده باشد، بنابراین قطعه تکثیرچسبنده می

kb 3 ،  با استفاده از کیـتCloneJET PCR Cloning Kit 

(Thermo Fisher Scientific, USA)  در پلاســـمید
pJET1.2  بــا انتهــاي صــاف)blunt ( طبــق دســتورالعمل و

پلاسـمید  براي انتقـال  . گردید سازي همسانه شرکت سازنده
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 Escherichiaمسـتعد، از بـاکتري    هـاي  به سلولنوترکیب 

coli  ــژاد ــد DH5αنــ ــتفاده شــ ــل . اســ ــد از عمــ بعــ
transformationــلول ــاي ، س ــمید   ه ــاوي پلاس ــاکتري ح ب

-نوترکیب شناسائی و بـه محـیط مـایع ال بـی داراي آنتـی     

نمونـه حاصـل،   . اضافه شد )µg/ml50(سیلین بیوتیک آمپی
دور در  130و  C37°ســاعت در دمــاي  16-20بــه مــدت 

پلاسـمید نوترکیـب بـا     .دقیقه در ترموشیکر کشت داده شد
 GeneJETTM Plasmidاستفاده از کیت استخراج پلاسمید 

Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)  و بر
بدست آمـده  نمونه . اساس روش شرکت سازنده انجام شد

توسـط کمپـانی    primer walkingبا روش  از هر دو جهت
ــاکروژن  ــرادف  ) Macrogen, South Korea(م ــین ت تعی
 .گردید

 سـایر  بـا  جدایـه تـاتوره،   کامل ژنوم نوکلئوتیدي ترادف
 پـس . گردید مقایسه ژن جهانی بانک در موجود هايترادف
 MEGA6 افـزار  نرم از استفاده با موجود هايترادف آن، از
)Tamura et al., 2013 (روش بکـارگیري  و MUSCLE 
)Edgar, 2004 (هـم  هـاي تـرادف . شـدند  سازيردیفهم-

 روش بـه  فیلـوژنتیکی  درخـت  رسم براي شده سازيردیف
 ازمـدل  اسـتفاده  با) neighbor-joining, NJ( مجاور اتصال

Jukes-Canter  و اعتبــار ســنجی)bootstrap(  1000برابــر 
 فیلـوژنتیکی،  درخـت  رسم براي. گرفتند قرار استفاده مورد
شـمار   رس( Topocuvirus جنس عضو تنها ژنوم ترادف از

X84735.1 (گروه خارج مدل عنوانبه )outgroup (استفاده 
ژنـوم کامـل    یـدهاي نوکلئوت دويبه دو تشابه علاوه،به .شد
 افـزار با استفاده از نرم ها،یروسترنکرتوو موردنظر با یهجدا

SDT v 1.2 )Muhire et al., 2014 (شد تحلیل و تجزیه.  

  نتایج و بحث
براساس نتایج بدست آمده، با استفاده آزمون پی سـی آر  

 TCTV11-1676-F/TCTV11-2699-Rو آغازگرهـــــاي 
آلودگی گیاه تاتوره به ویروس پیچیدگی برگ شـلغم تائیـد   

 TCTVهاي وحشی و آلـوده بـه    برخلاف سایر میزبان. شد
 Razavinejad & Heydarnejad( انـد  که قبلا گزارش شده

2013; Farzadfar & Pourrahim 2013( ــاتوره ، گیــاه ت
علائــم مشــخص و مشــابه ناشــی از آلــودگی بــه جمینــی  

آزمـون پـی سـی آر بـا اسـتفاده از      . ها را نشان داد ویروس
ــاي     ــو و آغازگره ــته الگ ــوان رش ــی ا بعن ــول آر س محص
اختصاصی انتها به انتها، منجر به تکثیـر قطعـه قابـل انتظـار     

ده تحـت عنـوان   جدایه بدست آم ـ. شد kb 3بطول تقریبی 
TCTV-[IR:Lap:L2-7:Dat:13] ــذاري گردیـــد در . نامگـ

مواردي، بدلیل پایین بـودن غلظـت ویـروس، هـر کـدام از      
هاي پی سی آر و آر سی ا به تنهائی قـادر بـه تکثیـر     روش

در صـورتیکه تلفیـق   . ها نیسـتند  ژنوم کامل جمینی ویروس
هـاي حلقـوي در    مولکـول  سـازي  این دو روش یعنی غنـی 

دي ان ا پلـی مـراز و    29له نخست توسط آنـزیم فـی   مرح
. توانـد نتیجـه بخـش باشـد     سپس استفاده از پی سی آر می

تاکنون از ترکیـب دو روش پـی سـی آر و آر سـی ا بـراي      
بـا   TLRVو  TCTVشناسائی عامل آلودگی چند گیـاه بـه   

علاوه ). Kamali et al. 2016a(موفقیت استفاده شده است 
نیز استفاده از ترکیب این دو روش منجـر بـه   بر این، پیشتر 

 .Cجداسازي یک ترنکرتوویروس جدید از بـدن زنجـرك   

haematoceps  شده است)Kamali et al. 2016b .( در این
تحقیق نیز با استفاده از تلفیق این دو روش، ژنوم کامل یک 

ــر و   ــاتوره تکثیـ ــاه تـ ــه از گیـ ــل جدایـ  pJET1.2در ناقـ
طول ژنوم کامل بعد از تعیین ترادف، . گردید سازي همسانه

 بــــا رس شــــمار) GenBank(در بانــــک جهــــانی ژن 
MF536416 بر این اسـاس، ژنـوم کامـل جدایـه     . ثبت شد

ــاتوره  ــر  TCTV-[IR:Lap:L2-7:Dat:13]تــ  2968برابــ
هـاي   نوکلئوتید و میزان شباهت آن با تـرادف سـایر جدایـه   
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هاي مربوط  با سایر ترادف) رنگ بنفش MF536416(هاي نوکلئوتیدي ژنوم کامل جدایه تاتوره  رادفدوي تماتریکس مقایسه دو به. 2شکل

 .SDT v1.2افزار  با استفاده از نرم) GenBank(موجود در بانک ژن ) TCTV(به ویروس پیچیدگی برگ شلغم 
Fig 2. Pairwise identity matrix of the jimsonweed (in purple) and GenBank isolates of TCTV calculated using 
SDT v1.2. 

  

TCTV    تـا   8/85موجود در بانک جهانی ژن بـه ترتیـب از
کمترین میزان تشابه با جدایه ترب از . باشد درصد می 2/99

متعلـق بـه زیرگـروه    ) KT388074(منطقه ظفرآباد فـارس  
TCTV-E یه شلغم از منطقـه  و بیشترین میزان تشابه با جدا

-TCTVمتعلق به زیرگروه ) KC108901(همایجان فارس 

C در مقایسه ژنوم کامل جدایه تاتوره بـا اعضـاي   . باشد می
موجـود  ) TLRV )Kamali et al. 2016aگونه پیشـنهادي  

تـا   1/73در بانک جهانی ژن، میزان شـباهت بـه ترتیـب از    
شـلغم از  کمترین میزان تشابه بـا جدایـه   . درصد بود 6/79

متعلـق بـه زیرگـروه    ) KT388078(منطقه ظفرآباد فـارس  
TLRV-D   و بیشترین میزان تشابه با جدایه شلغم از منطقـه

 TLRV-Aمتعلق به زیرگروه ) KT388087(ظفرآباد فارس 
ایـن  ) ORF(هـاي خـوانش    موقعیـت چـارچوب  . باشـد  می

جدایه شامل دو چارچوب خوانش برروي رشـته ویروسـی   
روي رشــته مکمــل، عمــدتا شــبیه ســایر و چهــار عــدد بــر

ــه   جدایــــه هــــاي ایــــن ویــــروس از جملــــه جدایــ

IR:Zaf:Z10:Tur:12   ــمار ــا رس ش ــت  KC108903ب اس
)Razavinejad et al. 2013(      بـا ایـن تفـاوت کـه طـول ،

 1158برابـر   1116بجاي  repچارچوب رمز کننده پروتئین 
در ایـن   repبـه همـین دلیـل، پـروتئین     . باشد نوکلئوتید می

اسـیدآمینه بیشـتر    14داراي  N-terminalجدایه در انتهـاي  
  .باشد می

 ;Kamali et al. 2016a(بـر اسـاس مطالعـات قبلـی     

Razavinejad et al. 2013 ( ــاي ــر پایـــه آنالیزهـ و بـ
، A ،B، در پـنج نـژاد   TCTVهـاي   فیلوژنتیکی، تمام جدایه

C ،D  وE بنابراین، جدایه تـاتوره، بـا   . گردند بندي میگروه
هـاي   بـا سـایر جدایـه   % 98توجه به شباهت ژنوم بـیش از  

ویروس پیچیـدگی   C، بعنوان نژاد TCTV-Cمربوط به نژاد 
 هـاي همچنـین، داده ). 2شکل ( گردد برگ شلغم معرفی می

، )neighbor-joining(درخت فیلوژنتیکی به روش انطباقی 
 گونـه تیـپ ایـن    Cنـژاد  گروه بندي جدایـه تـاتوره را در   

هـاي ایـن    سـایر جدایـه  ). 3شـکل  (کنـد  جنس، تأییـد مـی  
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ها به  هاي ترنکرتوویروس و سایر جدایه) لوزي سبز رنگ(درخت فیلوژنتیکی براساس ترادف نوکلئوتیدي ژنوم کامل جدایه تاتوره . 3شکل 

 Topocuvirusتکرار انجام شده است و تنها عضو جـنس   1000با تعداد  bootstrapمحاسبه ). neighbor-joining(روش اتصال مجاور 
  .انداز شکل حذف شده% 40انشعابات با حمایت کمتر از . در نظر گرفته شده است) outgroup(عنوان مدل خارج گروه به

Fig 3. Neighbor-Joining phylogenetic tree using full-length genome sequence of the jimsonweed (green diamond) 
and other GenBank isolate of turncurtoviruses. Bootstrap values were calculated from 1000 replicates and 
tomato pseudo-curly top virus was used as outgroup. Branches with <40% bootstrap support have been 
collapsed. 
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اند یا از گیـاه   معرفی شده Cویروس که تاکنون بعنوان نژاد 
ــده   ــزارش ش ــلغم گ ــد ش  ;Kamali et al. 2016a( ان

Razavinejad et al. 2013 ( و یـــا در مـــورد جدایـــه
KX533467، ها با روش توالی یـابی نسـل    از بدن زنجرك
 .Kamali et al( انـد  و گـزارش گردیـده   سـازي  جدید جدا

که تاکنون پنج علف هـرز بعنـوان میزبـان    باوجودي). 2017
TCTV    گـــزارش شـــده اســـت)Razavinejad & 

Heydarnejad 2013; Farzadfar & Pourrahim 2013 (
این اولین گزارش از جداسازي و تعیین ترادف ژنوم کامـل  

  .یک جدایه از این ویروس از یک میزبان وحشی است
کننده بیمـاري پیچیـدگی بـرگ     هاي ایجاد تمام ویروس

 بـرگ  پیچیدگی چغندر قند و شلغم در ایران یعنی ویروس
، ویروس ایرانـی پیچیـدگی بـرگ چغنـدر قنـد،      قند چغندر

TCTV  وTLRV    ــتند ــیعی هس ــانی وس ــه میزب داراي دامن
)Bennett, 1971; Gharouni et al., 2013; Kamali et al. 

2016a .(میزبان جدیـد   نتایج این تحقیق، ضمن معرفی یک
ویروس پیچیدگی برگ شلغم، بار دیگر دامنه میزبانی وسیع 

  .کند ها را تائید می ترنکرتوویروس
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