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 ييكموزاويروس جديدي براي  ميزبان) .Achillea millefolium L( بومادران هزار برگگياه 
 خيار در استان مركزي

  
  1و مهرناز حاتمي *1فائزه السادات ابطحي

 دانشگاه اراك، دانشكده كشاورزي و منابع طبيعي، گروه گياهان داروئي و معطر
  faeze.abtahi@gmail.com نويسنده مسئول:*

  چكيده
رت ها خساهاي گياهي حداقل بيش از يك ميزبان دارند و ممكن است فقط در برخي از ميزبانويروس

خودرو در طبيعت  صورتبهها از جمله گياهان دارويي و مرتعي كه اقتصادي وارد كنند و در ساير ميزبان
به ياهان آلوده گترين علائم در موزائيك و زردي از شايع. باشند نهفته و فاقد علائم صورتبهكنند د ميرش

ه ) است كCompositae( ياسنكره يتمتعلق به ) .Achillea millefolium L( هزار برگ بومادراناست. ويروس 
) در Cucumber mosaic virus, CMVار (يخ يكروس موزائياند. وافتهيدر مناطق مختلف جهان گسترش 

 45اد تعد بومادرانهاي ويروسي گياه بررسي وضعيت آلودگي منظوربه .است افت شدهيا يدن يهمه جا
گرديد. نمونه يآورجمع شازنداز شهرستان  1395نمونه داراي علائم موزائيك، زردي و بدشكلي در پائيز 

هت بررسي وجود يا عدم ) جDAS-ELISAاليزا ( دوطرفهشده با استفاده از آزمون ساندويچ  يآورجمعهاي 
هاي ين نمونه، مورد ارزيابي قرار گرفتند. از بCMVاي چند همسانه بادييآنتوجود آلودگي به ويروس با 

از  مذكور پس هايشد. جدايه ييدتأنمونه به ويروس موزائيك خيار  هشتشده آلودگي  يآورجمع
 هاي مختلف توتونگونه) و Cucumis sativus)، خيار (Phaseolus vulgarisبيولوژيكي روي لوبيا ( يسازخالص

)Nicotiana spp.گ درو تاولي بر يزرد، علائم نكروز و پيچيدگي برگلوبيا چشم بلبلي در . ند) تكثير شد 
لوده تر ويروس در نمونه آرديابي دقيقجهت ن آشكار شد. توتومختلف  يگونههابرگ در پيچيدگي خيار و 

) استخراج و RNX-plusاب شده (جدايه انتخ  total-RNAاستفاده شد. براي اين منظور  RT-PCRاز آزمون 
رچوب مربوط به چا نوكلئوتيد، 650اي به اندازه با استفاده از آغازگر اختصاصي، قطعه RT-PCRطي آزمون 

از   CMVژني پروتئين پوششي ويروس تكثير شد. براساس اطلاعات موجود، اين اولين گزارش از وقوع 
  در ايران است. بومادران

  .RT-PCR، الايزا،ويروس،گياه دارويي كلمات كليدي:
 

  مقدمه
ه جايگارت در اخسد يجاو ا يدقتصااهميت ظ الحااز ميباشند كه ن مهم گياهاه كنندده لوآمل اعوها از ويروس

ا يبا ظهور علائم  يقارچ يهايماريهمانند ب يروسيو يهايماريثر بكا .)Hull, 2002ند (ار دارقر هاقارچاز پس دوم 
ا ين شاورزاكر ثكط اغالباً توس روينازاقابل مشاهده نيستند،  يراحتبهه آن يا خسارت تغذيهمانند آفات با مشاهده آفت 

 ينهان ول يهايتوسعه آلودگ يلبه دلجه يمورد غفلت واقع شده و در نت يشاورزك يهاتيريارشناسان و مدك يحت
يش از يك بهاي گياهي حداقل شوند. از طرف ديگر ويروسيرد مكاهش عملكار گسترده موجب خسارت هنگفت و يبس

نهفته و  صورتبهها انها خسارت اقتصادي وارد كنند و در ساير ميزبميزبانميزبان دارند و ممكن است فقط در برخي از 
خودرو در  صورتهبتوان به گياهان دارويي و مرتعي كه فاقد علائم در طبيعت تكثير شوند. از جمله اين گياهان مي

  كنند اشاره كرد.طبيعت رشد مي
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)است Compositae( ياسنكره يت يهاجنس ينترمهم) يكي از .Achillea Lگياه دارويي بومادران ( 
)Mozafarian, 2015 باشد (يم يگونه علف 110-140) كه دارايAzizi et al., 2010 (ه در مناطق مختلف جهان اعم ك

هستند و در  يها بومن گونهي) كه برخي از اKiumarsi et al., 2009اند (افتهيا گسترش يكا و شمال آمرياز اروپا، آس
 ياساقه يهامتناوب، برگ هابرگ، داراي مترسانتي 20-90دار، با ارتفاع ساقه كركاه ين گيرويند. امي يمناطق خاص

نار هم كم در كمترا صورتبهاه ين گيها در اكلاپركا سه بار منقسم هستند. يبوده و دو  ياقاعده يهاتر از برگوتاهك
 Rehus andباشد (يم پررنگ يصورت ندرتبهو  يصورتد، يها سفگولياند. رنگ لقرار گرفته ينآذگل يرو

Neugebauerova, 2011.( يهايماريها، درمان سنگ كيسه صفرا، بم و بهبود زخميدر ترم يبومادران در طب سنت 
 ,Rehus and Neugebauerova؛Kiumarsi et al., 2009اربرد دارد (كو آنفولانزا  يبدكلات ك، مشي، گوارشيعفون

 يهامحافظت سلول يبرا يو فنل يديفلانوئ يهابكياهان جنس بومادران به دليل دارا بودن تريرده گك). از دم 2011
  ).Karaalp et al., 2009شود (يآزاد استفاده م يهااليكدر برابر اكسيداسيون ناشي از راد يخون

اده خانو و Cucumovirusعضو تيپ جنس ، Cucumber mosaic virus (CMV)ر خيازائيك مووس يرو
Bromoviridae دشوناپايا منتقل مي صورتبهگونه شته  80از توسط بيش باشد كه مي (Brunt et al., 1996; 

Palukaitis and Gracia-Arenal, 2003). وس يروين ، افيايياجغرده گسترر نتشاو اناقل هاي نهگود يااد زبا توجه به تعد
علائم  د.شوميب محسوجات يو سبز ي، باغيننده محصولات مختلف زراعكآلوده گياهي هاي وسيرترين ومهماز 

د، يف تا شديخف يكبوده و شامل مواردي همچون موزائ يرمتغها و شرايط جغرافيايي مختلف ويروس در ميزبان
 RNAروس از سه قطعه يژنوم وباشد. شدن برگ مي يو نخ يلكسبزرد، بدش يهاهكروز، لكو ن يبازماندن از رشد، زرد

ه از كباشد يز مي) ن RNA4اي زير ژنومي (آران يك يل شده و حداقل داراكيتش RNA-3و  RNA-1 ،RNA-2شامل 
وجود  حالتابه). Dancewicz et al., 2012; Palukaitis and Gracia-Arenal, 2003گردد (يم يبردارنسخه  َ ´3هيناح

 )Koulivand et al., 2012)، ختمي دارويي (Forghani et al., 2014نعناع ( گياهان دارويي مثل در ايران ازاين ويروس 
در استان مركزي تاكنون تحقيق مدوني در خصوص  گزارش شده است. )Khosh Khatii and Jafari, 2011زيتون ( و

يابي رسد كه قبل از دستگياهان دارويي صورت نگرفته است، لذا ضروري به نظر مي زاييماريب هايشناسايي ويروس
  ، شناسايي دقيق عوامل ايجاد كننده بيماري در منطقه انجام پذيرد.به راه كنترل مناسب

 
  هامواد و روش

  منه ميزبانيداسي ربرو يكي ژبيولوت سي خصوصياربرو  يبردارنمونه
شكلي نمونه داراي علائم موزائيك، زردي و بد 45تعداد  بومادرانبررسي وضعيت آلودگي ويروسي گياه  منظوربه
س ساابر از شهرستان شازند  1395ل سادر پاييز  يبردارنمونهگرديد.  يآورجمعاز شهرستان تنكابن  1394در پائيز 
بررسي دامنه ميزباني، نوع علايم و تكثير  منظوربهدر طول دوره تحقيق  شد.م نجاوس ايروبه  كعلائم مشكوه مشاهد

 5و حبوبات 4سانانينيزمبي، س3انيدوئك، 2، تاج خروس1انياسفناج يهاادهخانوويروس از گياهان محك مختلفي از 
(سديم دي  DIECAدرصد  2/0) شامل PH= 3/8مولار ( 03/0زني با استفاده از بافر فسفات سديم استفاده گرديد. مايه

 يازصورت گرفت. جهت خالص سبرگي  4-2حل امر، در سيليكاتاتيل دي تيو كاربامات) و با استفاده از پودر 
سلمه تره  كاه محيگ يروس بر رويبافت آلوده به و زنييهماحاصل از  يكلروتك يموضع يهاهكروس از ليو يكيولوژيب

Chenopodium quinoa د. ياستفاده گرد  
                                                 
1 Chenopodiaceae 
2 Amaranthaceae 
3 Cucurbitaceaea 
4 Solanaceae 
5 Legominosae 
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  يكيژلووسرن موآز
شناسي گياهي، ت ويروسمركز تحقيقا ياچند همسانهم نتيسرده از آستفاامستقيم با روش به ا لايزن اموآز

 كمشكو ينمونههاگ از برم گر 1/0رين منظوا ياگرفت. برم نجاا 1:1000قت ربا  وسيرويابي رد يابراز شيره نشگادا
) در PVP2400ون (ليدوپيرنيلوصد پليدر 2اج (ستخراميليليتر بافر  يكدر مثبت ل كنترو منفي ل كنتروس، يروبه 

در ليتر وميكر 100ان به ميزو قيق ربافر پوششي در  هبه نسبت توصيه شد 6يدنتيباآشد.  يگيرره) عصاPBSTبافر 
شد.  يارنگهدر نكوباتوس درون اجه سلسيودر 37 يمادر دساعت  4ت يخته شد. پليت به مدا رلايزاپليت  يچاهكها

 3در ضافه شد. اهر نمونه گياهي به چاهكها ره عصااز ليتر وميكر 100، شو توسط بافروشستو تخليه چاهكها از پس 
س جه سلسيودر 4 يمادر ديك شب ت ين مرحله پليت به مددر ايخته شد. ر كبلان عنوانبه يگيررهر عصاچاهك باف

نزيم آبه ه متصل شد ياچند همسانه بادييآنتو گرفت رت حل قبل صوامانند مرشستشو شد. سپس  يارنگهد
در ضافه شد. اليتر به هر چاهك وميكر 100ان به ميزه و قيق شدربافر كانجوگيت در  1:1000به نسبت ز لكالينفسفاتاآ

حل امانند مرشستشو شد. سپس  يارنگهدس جه سلسيودر 37 يمادر دساعت چهار  يت دو المرحله بعد پليت به مد
 10ز در لكالين فسفاتاآنزيم آ ياسوبستر عنوانبه 7تفنيل فسفاونيترراپا رمگيليم 10در مرحله بعدگرفت. رت قبل صو

 37در قيقه د 30-15ت به مدو ضافه ابه هر چاهك از آن ليتر وميكر 100ار به مقدو حل شد ا ميليليتر بافر سوبستر
شد. با توجه به  ييرگازهندانانومتر  405ج مول طودر  يرنوب جذت شدس سااشد. نتايج بر ار داده قرس جه سلسيودر
يد. دتعيين گرده لون آگياهاب ستانه جذ، آX+3SDل فرموده از ستفاابا ، سالم)ه گياره منفي (عصال كنترب جذان ميز
  ست.اسالم  يچاهكهاارد ستاندر امعيااف نحرا SDب و ميانگين جذ Xل ين فرمودر ا

  معكوس يبردارنسخهواكنش 
وطه شركت مرب دستورالعمل(شركت سيناكلون، ايران) و طبق  RNX Plusاي كل توسط بافر استخراج آران

از روي قالب  cDNAسنتز استخراج و غلظت آن با استفاده از دستگاه بيواسپكتوفتومتر (اپندورف، آلمان) محاسبه شد. 
س ن پوشش ويروژن پروتئياي از قطعهبراي تكثير  CMVCPrو با استفاده از آغازگر معكوس اختصاصي  ايآران

 20اي به همراه نروگرم آراكمي 15روليتر انجام شد. ابتدا كمي 10نش در حجم نهايي كانجام گرفت. واموزائيك خيار 
درجه سلسيوس به مدت پنج دقيقه در  70آر ريخته شده و در دماي سيهاي پيومول آغازگر پس سو در درون لولهكپي

سي كر دزومولا تر بافر واكنش با پنج برابر غلظت، يك ميليترموسايكلر تيمار شدند. سپس مخلوطي از دو ميكرولي
و آب تيمار  M-MuLV RTواحد آنزيم  50لئاز، كبازدارنده ريبونو يمواحد آنز dNTPs ،(20ها (لئوتيد تري فسفاتكنو

در  cDNAش ساخت روليتر شد.  واكنكمي 10حجم نهايي واكنش  كهيطوربهبه هر تيوب اضافه شد،  DEPCشده با 
 10خر دقيقه و در آ 60درجه سلسيوس به مدت  42درجه سلسيوس به مدت پنج دقيقه، سپس در دماي  37ماي د

  انجام شد.  (اپندورف، آلمان)درجه سلسيوس در دستگاه ترموسايكلر  70دقيقه در دماي 
  پليمراز اييرهزنجهاي واكنش

مراز يپل يارهياستفاده شد. واكنش زنج CMVCPfو  CMVCPr هاياز جفت آغازگرار يخ يكروس موزائيوبراي 
 10الگو،  عنوانبهمعكوس  يبردارنسخهميكروليتر از محصول واكنش  5/2ميكروليتر شامل  20در حجم نهايي 

(شامل  ظت ده برابر، دو ميكروليتر بافر واكنش با غل (MgCl2)پيكومول از هر آغازگر، دو ميلي مولار كلريد منيزيم 
mM500  ازKCl  وTris-HCl  ميلي مولار از  5/1))،  4/8(اسيديتهdNTPs  مراز و در آنزيم تك پلي واحد 25/1و

- 2 هايدولجدر رتيب تو چرخه دمايي به مورد استفاده آغازگر دستگاه ترموسايكلر (اپندورف، آلمان) انجام شد. ترادف 
 آمده است. 2-2و  1

 

                                                 
6 IgG 
7 Para nitro phenyl Phosphate 
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 RT-PCRرد استفاده در آغازگر مو مشخصات -Error! No text of specified style in document.-1جدول 

 دماي اتصال

(annealing temp.) 

موقعيت 
  نوكلئوتيدي

اندازه قطعه مورد 
 (bp)انتظار 

  آغازگر  ترادف

°C50  1568-1772  650  5'-GCTTCTCCGCGAG-3' CMVCPr  
5΄-GCCGTAAGCTGGATGGAC-3΄ CMVCPf  

 
 PCRچرخه گرمايي مورد استفاده در  -Error! No text of specified style in document.-2جدول 

  نوع واكنش  مرحله واكنش  حرارت  زمان

 C42  MMLV-RT RT°  دقيقه 60
  

     واسرشت اوليه  C95°  دقيقه 2
    واسرشت  C95°  ثانيه 30

  اتصال  C50°  ثانيه PCR 30 چرخه 33
  بسط  C72° ثانيه 70
    بسط نهايي  C72° دقيقه 5

  
در صد سوكروز و  10مولار برم فنول بلو حاوي ميلي loading dye )10ميكروليتر 3با  PCRميكروليتر از محصول  5

در EDTA رم گ73/0گرم بوريك اسيد،  5/5گرم تريس، 8/10( TBEدرصد و بافر 1گليسرول) مخلوط و در ژل آگاروز 
درصد رنگ 5/0اتيديوم برومايد  ) الكتروفورز و قطعات نوكلئيك اسيد بوسيله محلول pH 3/8يك ليتر آب مقطر، 

  برداري شد.عكس Gel documentationو بوسيله دستگاه آميزي 
 

  بحثو نتايج 
) C. quinoaه (سلمهتر نكروز و پيچيدگي؛ Vigna unguiculata)لوبيا چشم بلبلي(در ني مكانيكي زمايهپس از 

تاولي ) Cucumis sativusر(خياو در ) Nicotiana sppن (توتومختلف  يگونههادر و ماتل برگ پيچيدگي  ؛سبزردي
با  RT-PCRطي آزمون . يابي شدندارزگي مثبت دلوآبه  كمشكو هشت نمونها لايزن امو. در آزآشكار شد هاشدن برگ

نوكلئوتيد، مربوط به چارچوب ژني پروتئين پوششي ويروس تكثير  650اي به اندازه استفاده از آغازگر اختصاصي، قطعه
اند از نظر خصوصيات كه از نقاط مختلف دنيا گزارش شده CMVهاي مختلف جدايه .)1شد (شكل 

بر  CMVهاي ). جدايهPalukatis and Gracia-Arenal, 2003بيولوژيكي،سرلوژيكي و فيزيكوشيميايي متفاوت هستند (
 IIو  Iدو گروه به  هاي آمينه ژن پروتئين پوششي، اسيد و تشابه پايه خصوصيات سرلوژي هيبريداسيون اسيد نوكلئيك

)IA  وIB هاي دو گروه . ميزان شباهت ترادف نوكلئوتيدي ژن پروتئين پوششي در جدايهشونديم) تقسيمI  وII 
اين مطلب بيانگر  درصد بوده است. 77تا  69حدود  IIو  I هاي دو زير گروه درصد است و تشابه در گونه 96تا  88بين

 در تمامIB  و IAهاي مربوط به زير گروه ). جدايهRoossink, 2002است ( CMVهاي ناهمگوني بالايي در بين جدايه
در  CMVهاي جدايه هاييرگروهزتعيين  به ناحيه جغرافيايي ارتباطي ندارد. هاآن يبندگروهگردند و دنيا يافت مي

و تشخيص تنوع  CMVهاي بررسي اپيدميولوژي ويروس از اهميت زيادي برخوردار است. همچنين رديابي جدايه
 ,.Yu et alباشد (از طريق مهندسي ژنتيك مي يژهوبههاي ويروسي يك مرحله مؤثر در كنترل بيماري ،هاآنژنتيكي 

2005.(  
ها بر روي در مواردي كه يك گياه به دو يا چند ويروس آلوده باشد، اين مسئله موجب اثر تشديدكنندگي ويروس

يابند لذا شناسايي تمامي عوامل ويروسي گيري افزايش مييروسي به نحو چشميكديگر گرديده و در نتيجه علائم و
، بررسي خصوصيات مولكولي و تعيين  CMVبا توجه به اهميت رسد. مي به نظرآلوده كننده يك گياه لازم و ضروري 
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در آينده پيشنهاد  هاي اين ويروس از گياه دارويي بومادران در استان مركزيجايگاه فيلوژنتيكي تعدادي از جدايه
  .شودمي

  
براي كنترل  18srDNAو آغازگر  CMVCPrو   CMVCPfآغازگر اختصاصي  با RT-PCRالكتروفورز محصولات -1شكل 

 د.: شاه3نمونه خيار مايه زني شده  :2: نمونه خيار مايه زني نشده 100bp ،1: نشانگر دي ان اي Mداخلي. 
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Abstract 
Plant viruses at least have more than one host and some may cause economic damage, in 

others such as medicinal plants latent infection may occur. Mosaic and yellowing are the most 
prevalent symptoms in the infected plants. Yarrow (Achillea millefolium L.) belongs to Compositae 
is a medicinal plant, which is almost grown wild throughout the world. Cucumber Mosaic virus 
(CMV) is one the most important, that is distributed worldwide. During autumn of 2016, a total 
number of 45 samples of yarrow plants with symptoms including mosaic and yellowing were 
collected from Shazand. By the use of commercial specific polyclonal antibodies (Plant Virology 
Research Center, Shiraz University, Iran) in DAS-ELISA method, samples were tested for the 
presence of Cucumber mosaic virus (CMV). The Results showed that CMV were detected in 8 
samples. These isolates on Cow pea (Vinga unguiculata), Cucumber (Cucumis sativus) and 
Nicotiana spp. has propagated by mechaniacal inoculation. The symptoms include leaf curl and 
necrosis in cow pea, chlorosis and crinkled leaves in cucumber and deformation in Nicotiana spp. 
Total RNA was extracted from a CMV-infected bean plant using RNX-plus kit (Cinnagen, Iran) 
and were used in reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) using CMV-specific 
primer pairs to amplify a segment of the coat protein (CP) gene of the virus. A cDNA fragment of 
the CP gene with 650bp in length  was amplified. To our knowledge, this is the first report of CMV 
on yarrow in Iran. 
Keywords: Medicinal plant, virus, ELISA, RT-PCR. 
 
 


