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مقدمه
 DNA با  میله ای شکل  لکه سفید، يک ويروس  ويروس سندرم 

دو رشته  ای و اندازه ذرات ويروس گزارش  شده عبارت است از
 nm 380-240 طول و 159nm  – 70  قطر و هسته کپسید 

مرکزي nm 205- 120 طول و  nm 165- 95 قطر دارد. ويروس 
است  شده  احاطه  لايه  دو  لیپید  جنس  از  بیروني  غشاء  يک  با 

گاهي اوقات يک دنباله در يک انتهاي ويروس وجود دارد)5،6(.
می   آلوده  را  سخت پوستان  ساير  و  پنائیده  میگوهاي  ويروس، 

سال  سفید)WSD(در  لکه  بیماری  از  گزارش  اولین  کند)11(. 
1992 در تايوان در P. japonicus بوده است. بیماری به سرعت 
ساير گونه  ها را به ويژه P. monodon  در بسیاری از بخش های 
کشورهای آسیايی و آمريکا در سال 1993 درگیر نمود. در ايران 
بیماری در P. indicus در چوئیبده آبادان در سال 2004 مشاهده 
شد. که در عرض 3 تا 10 روز، میزان تلفات در استخرها به 90 
درصد رسید. در سال 2004 اين ويروس صدمه های اقتصادی 
در  بیماری   .)10( نمود  وارد  ايران  میگوی  پرورش  به  سنگینی 
سال 2008 برای اولین بار در استخرهای پرورش میگوی گواتر 
اقتصادی سنگینی  های  باعث خسارت  که  چابهار مشاهده شد. 
به صنعت پرورش میگو شد. )10(. از سال 2008 به بعد میگوی 
مورد استفاده برای پرورش میگو در چابهار L. vannamei بوده 

شناسايي و مقايسه توالي ژن  VP28 ويروس لكه سفيد ميگو، جداشده از ميگوي وانامي 
در چابهار )ايران(

فاطمه ناصري*1، محمدرضا دائمي2، محمدحسين سنگتراش3، آدم تركمن زهي4

کارشناس ارشد بیوتکنولوژي کشاورزي،اداره دامپزشکي چابهار - 1

دانشجوي کارشناسي ارشد ،گروه زيست شناسی ،دانشگاه سیستان و بلوچستان، ايران- 2

دانشیار ،گروه زيست شناسی ،دانشگاه سیستان و بلوچستان، ايران- 3

استاد ،گروه زيست شناسی ،دانشگاه سیستان و بلوچستان، ايران - 4

چكيده:
سابقه و هدف: ويروس سندروم لکه سفید )WSSV(، باعث خسارات زيادی در تولید و اقتصاد فرهنگ میگو در سطح جهان است . 
برای اولین بار بیماری لکه سفید )WSD( در سال در سال 2008 در سیستان و بلوچستان گزارش شده است. ويروس لکه سفید میگو در 

بین ويروس  های آلوده  کننده میگو هاي پنائیده بسیار بیماری زا است.
مواد و روش ها: نمونه  های  DNA ويروس لکه سفید میگو از میگو هاي بیمار به دست آمد. از آغازگر اختصاصی PCR برای تکثیر 
ژن VP28 درWSSV  مورد استفاده قرار گرفت. ژن VP28 از  DNA جداشده از WSSV توسط PCR تکثیر شد و محصول PCR تعیین 

توالی شد.
يافته ها: محصول توالي يابي شده به شماره ثبت )KF723558( در بانک جهاني ژن ثبت شد. توالي نوکلئوتیدي )KF723558( با توالی 

هاي ژن VP28 در پايگاه داده NCBI مقايسه شد.
نتيجه گيری:36 توالی هم ترازي قابل  توجهی با 99٪ شباهت که شامل توالی  هايی از کره، ژاپن، ايالات  متحده، اندونزی، چین، ويتنام، 

تايوان، هلند و تايلند نشان داد. با اين حال همسانی 100٪ در توالی  ها مشاهده نگرديد.
كلمات كليدي: ويروس سندروم لکه سفید میگو، واکنش زنجیره ای پلیمراز، میگو، بانک جهاني ژن
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پرورش   کشورهای  از  بسیاری  در  سفید  لکه  سندرم   .)1( است 
 WSSV که  آنجا  از  است.  شده  گزارش  جهان  در  میگو  دهنده 
دارای توزيع جغرافیايی و دامنه میزبانی گسترده است، مطالعه 
های انجام  شده در مقايسه مورفولوژی، حدت، ترکیب ژنومی و 
ترکیب پروتئین در نمونه WSSV هاي جدا شده توسط محققان 

مختلف انجام شده است )3 ،7 ، 8 ، 9 ، 15 ، 16(.
بیش از 40 پروتئین WSSV شناخته شده است که در حدود 38 
پروتئین ساختمانی در ويريون WSSV قرار گرفته است. از اين  ها 
21 پروتئین در انولوپ،10 پروتئین در نوکلئوکپسید و 5 پروتئین 

در تگومنت قرار دارند )2(.
(ORF421,wsv421) کد   جايگاه  توسط   VP82 پروتئین  اين 
بر  که  است  ويروس  اصلی  پوششی  های  پروتئین   از  و  می شود 
طبق مطالعه های صورت گرفته ممکن است نقش مهمی را در 

مراحل اولیه عفونت در میگو ايفا کند )12،13(. 
داده است که  نشان   VP82 پروتئین  بیشتر درباره  مطالعه های 
اين پروتئین نقش کلیدی در فرايند عفونت سیستمیک در میگو 

ايفا می  کند )14(.

مطالعه حاضر با هدف رديابي هر گونه تغییر در توالی نوکلئوتیدی 
وانامي  پرورشي  میگوهاي  از  شده  جدا   WSSV از   VP82 ژن 
استخرهاي گواتر چابهار و مقايسه آن با توالي هايVP82  ثبت 

 شده در بانک جهاني ژن انجام شده است.

 مواد و روش ها 
میگوي وانامي آلوده به ويروس لکه سفید میگو از مزرعه پرورشي 
واقع در گواتر چابهار )استان سیستان و بلوچستان( جمع  آوری 

شد و به دو گروه تقسیم شدند.
قرار داده شد و يک گروه در   70% اتانل  الکل  يک قسمت در 
جوار پودر يخ به آزمايشگاه منتقل گرديد. از اين نمونه  ها براي 
DNA ويروس، از  استفاده شد. روش استخراج   DNA استخراج 

میگو هاي آلوده به ويروس به شرح زير صورت پذيرفت:
به صورت جداگانه  بافر   NTE در  و  میگو جدا شد  از  پلئوپودها 
هموژن شد. سپس محلول هموژن شده در دور  3000g در دماي 
میکرو   200( رويي  مايع  و  شد.  سانتريفوژ  سانتی گراد  درجه   4
 NaCl( هضم  بافر  لیتر  میکرو   600 حاوي  جديد  لوله  به  لیتر( 
 EDTA ، PH=8 10  میلي مولار باHCl100 میلي مولار، تريس
و   5% سولفات  سیل  دود  سديم   ،PH=  8 با  مولار  میلي   50
پروتئیناز mg/ml K 1 /0( اضافه گرديد. لوله  ها به مدت 2 ساعت 
در دماي 65 درجه سانتی گراد انکوبه گرديد. سپس پروتئین  ها 
چند بار با استفاده از فنل /کلروفروم /ايزوآمیل الکل خارج شدند. 

 DNA با اتانل رسوب داده شد و خشک گرديد. رسوب  DNAبا 

 ،PH=8 با TE)تريس100HCl میلي مولار  بافر  لیتر  50 میکرو 
EDTA 10 میلي مولار با PH=8( حل شد )6(. 

کیفیت و کمیت DNA استخراج  شده به روش طیف سنجی 
با استفاده از دستگاه بیوفوتومتر اپندورف مشخص شد. 

حجم واکنش 50 میکرو لیتر و اجزای آن شامل DNA 2 میکرو 
 3 مولار  میلی   2/5  dNTP پلیمراز،   Taq آنزيم  واحد  دو  لیتر، 
لیتر Mgcl2 50 میلی مولار، 1 میکرو  لیتر ،1/5 میکرو  میکرو 
لیتر از هر آغازگر 5 پیکومولار ،5  میکرو لیتر بافر x 10 و 75/35 

میکرو لیتر آب نوکلئاز فری بود.

VP82-f agagaattcatggatctttctttcac

VP82-r acgtcgacttactcggtctcagtgc

جدول 1- توالی آغازگرها )17(

ترموسايکلر  دستگاه  توسط  پلیمراز  ای  زنجیره   واکنش 
با  )MWG AG BIOTECH primus96 plus( در 40 سیکل و 
برنامه حرارتی زير انجام گرفت. واسرشت سازی در دمای 94 درجه 
سانتی گراد برای 60 ثانیه، اتصال در دمای 55 درجه سانتی گراد 
به مدت 60 ثانیه و تکثیر در دمای 72 درجه سانتی گراد به مدت 
2 دقیقه صورت گرفت. يک مرحله واسرشت سازی اولیه در دمای 
94 درجه سانتی گراد به مدت 4 دقیقه و يک مرحله تکثیر نهايی 

در دمای 72 درجه برای 5 دقیقه نیز انجام شد. 
الکتروفورز PCR ناحیه مورد نظر طی  به منظور تأيید تکثیر، 
واکنش  هایPCR ، الکتروفورز محصولات PCR روی ژل آگارز 1 
درصد با رنگ  آمیزی اتیديوم برومايد صورت گرفت. DNA مارکر 

مورد استفاده 100 جفت بازي است.
 M02 2661 made in( سپس با استفاده از دستگاه ژل داك مدل

EEC( مورد مشاهده و عکس برداری قرار گرفت.

  PCR از محصولات  لیتر  میکرو  مقدار 30  توالي،  تعیین  جهت 
خالص  سازی شد و به همراه 15 میکرو لیتر از هر يک از آغازگرهاي 
رفت و برگشت با غلظت10  میکرو مولار به منظور تعیین توالی به 
شرکت سینا کلون ارسال شدند. اين نمونه  ها با استفاده از دستگاه 

ABI 3130 به روش اتوماتیک سانگر توالی يابی گرديدند.

اطلاعات توالي ژن VP82 ويروس لکه سفید میگو ايزوله چابهار در 
بانک جهاني ژن ثبت گرديد )NCBI, USA(. شماره ثبت دريافت 
نوکلئوتیدی  توالی  بانک جهاني ژن  KF723558 است.  از  شده 
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ايزوله ايرانی چابهار، با 36 گونه  در بانک اطلاعات ژنی با استفاده 
از  گرديد.  مقايسه   )Mega5 )نرم افزار   CLUSTAL W برنامه  از 
ابزار BLAST و رويه  BLASTN در پايگاه  NCBI جهت تعیین 

همولوژي توالی استفاده گرديد )12(. 

 يافته ها:
از تمام نمونه ها با موفقیت استخراج DNA  انجام شد . نتايج طیف 
استخراج  شده از کیفیت مناسبی    DNA سنجی نشان داد که 
براي  PCR برخوردار است .الکتروفورز محصولات PCR روی ژل 
آگارز 1 درصد نشان داد که قطعه اختصاصی براي ژن VP82 به 
طول 700 جفت باز به خوبی تکثیر شده است )شکل شماره 1(.        
جزئیات توالي هاي ژن VP82 مورد استفاده براي مقايسه با ايزوله 
چابهار، شماره ثبت و درصد همولوژي، در جدول 2 آورده شده 
است. توالي هاي ژن VP82 در مقايسه با ايزوله ايراني تنوع نشان 
داده است. مقايسه توالي و نتیجه هم ترازي با استفاده از برنامه 
 CLUSTAL W )نرم افزار  MEGA5 ( در شکل 2 آورده شده 

است. 

  

شکل 1- نمونه های RCP شده ژن 28PV ويروس لکه سفید میگو 
بازی  جفت   100 مارکر  قرارگرفته اند.  باز  جفت   700 محدوده  در 

استفاده شده است.
تصوير ژل الکتروفورز شده نمونه های RCP شده با آغازگر های 

28PV، آزمايشگاه شبکه دامپزشکی چابهار –تیر 29
با  مقايسه  براي  استفاده  مورد   28PV ژن  هاي  توالي  جزئیات 
ايزوله چابهار، شماره ثبت و درصد همولوژي، در جدول 2 آورده 
شده است. توالي هاي ژن 28PV در مقايسه با ايزوله ايراني تنوع 
نشان داده است. مقايسه توالي و نتیجه هم ترازي با استفاده از 
برنامه W LATSULC  )نرم افزار 5AGEM  ( در شکل 2 آورده 

شده است.

کشور 
مبدا

شماره ثبت در 
بانک ژن

درصد 
همولوژي

کشور 
مبدا

شماره ثبت در 
بانک ژن

درصد 
همولوژي

GU73403499هندAY2494409919چین1

AY42222899هندAY2494349920چین2

HM48438999هندAF3320939921چین3

EF66184499هندAY6829269922چین4

AY24944199اندونزيDQ0980119923چین5

AY24944399ژاپنDQ0073159924چین6

AF38084299کرهAF2279119925چین7

AY32488199کرهAF5024359926چین8

GQ32802999کرهDQ9793209927چین9

AF27297999تايوانAY4222289928هند10

AF44057099تايوانEU4147539929هند11

AF17399399هلندDQ9026589930هند12

AF36902999هلندDQ6810699931هند13

AY24944299امريکاDQ0138829932هند14

AJ55144799ويتنامDQ0138819933هند15

AY16864499ويتنامAY8737859934هند16

JX44499399ويتنامEF5342549935هند17

EF19407999تايلندDQ0138839936هند18

ايزوله  با  مقايسه  براي  استفاده  مورد   VP82 ژن  هاي  توالي   -2 جدول 

چابهار،شماره ثبت و درصد همولوژي آن ها با ايزوله چابهار

شکل 3- توالي نوکلئوتیدي ژن VP82 ويروس WSSV ايزوله چابهار

نوکلئوتید شماره 339 ايزوله چابهار آدنین است و در تمام توالي 
نوکلئوتید  چنین  هم  و  بود  گوانین  ژن  بانک  در  موجود  هاي 
هاي  توالي  تمام  در  و  است  گوانین  چابهار  ايزوله   542 شماره 
موجود در بانک ژن سیتوزين بود که نکته قابل  توجهی است و 
به خاطر اين دو نوکلئوتید همساني 100 درصد در توالی  های 
مورد مقايسه مشاهده نشد. در شکل شماره 3 اين نوکلئوتید ها 

مشخص  شده اند.

بحث
است. شده  گزارش   WSSV در ويريون  مهم  پروتئین  پنج 

  VP19و  VP82  جای نوکلئوکپسید  VP24 ،VP26و  VP15در 

  WSSV که پروتئین انولوپ را درVP82  در انولوپ قرار دارند ژن
میگوی  در  سیستمیک  عفونت  در  کلیدی  نقش  کند،  می  کد 
  WSSV دارد )14(. مطالعه ها روی ساختار ژنی WSSV مبتلا به

 GGATCTTTCTTTCACTCTTTCGGTCGTGTCGGCCATCCTCGCCATCACTGCTGTGATTGCTG
TATTTATTGTGATTTTTAGGTATCACAACACTGTGACCAAGACCATCGAAACCCACACAGA
CAATATCGAGACAAACATGGATGAAAACCTCCGCATTCCTGTGACTGCTGAGGTTGGATC

AGGCTACTTCAAGATGACTGATGTGTCCTTTGACAGCGACACCTTGGGCAAAATCAAGATC
CGCAATGGAAAGTCTGATGCACAGATGAAGGAAGAAGATGCGGATCTTGTCATCACTCCC
GTGGAGGGCCGAGCACTCGAAGTGACTGTGGGGCAAAATCTCACCTTTGAGGGAACATTC

AAGGTGTGGAACAACACATCAAGAAAGATCAACATCACTGGTATGCAGATGGTGCCAAAG
ATTAACCCATCAAAGGCCTTTGTCGGTAGCTCCAACACCTCCTCCTTCACCCCCGTCTCTAT
TGATGAGGATGAAGTTGGCACCTTTGTGTGTGGTACCACCTTTGGCGCACCAATTGAAGCT
ACCGCCGGTGGAAATCTTTTCGACATGTACGTGCACGTCACCTACTCTGGCACTGAGACCG

AGTA 
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و  نوين  تشخیصي  های  تکنیک  تکمیل  به  عملکردهايشان  و 
راهکارهای جديد برای کنترل عفونت ويروس کمک می کند.

از جاها که برای   PCR روش تشخیص مورد قبول در بسیاری 

غربال نمودن میگو از نظر ويروس  ها به کار می رود. آغازگر های 
اختصاصی برای تکثیر ژن VP82 از WSSV برای مطالعه اطلاعات 
توالی نوکلئوتیدی و تنوع آن  ها در ژن VP82 ويروس لکه سفید 
میگو از کشورهای مختلف طراحی شده است. تنوع ژنتیکی در 
ويروس  ها نقش مهمی برای تشخیص و اپیدمیولوژی دارد )7(. 
 PCR جهش در توالی نوکلئوتیدی می تواند از اتصال آغازگرهای
برای توالی هدف جلوگیری نمايد )4( .که به نتايج PCR منفی 
کاذب و محصولات PCR غیر اختصاص منجر می  شود، و باعث 
محدود شدن استفاده از کیت های تشخیصي بر پايه PCR برای 
انتشار   WSSV بعضی استرين های ويروسی می  شود. هر چند
جغرافیايی وسیعی دارد )7(، تشابه ايزوله  های WSSV از نواحی 
جغرافیايی مختلف با تکثیر قطعات DNA مختلف از ژنوم کامل

 PCR برای  مختلف  آغازگر  های  سری  از  استفاده  با   WSSV 

نشان داده شده است. اگر چه اهمیت ناحیه تکثیر شده مطالعه 
  WSSV بخشی از ژن PCR نشده است، به همین نحو، تکثیر با
از چین، ژاپن، اندونزی،  تايلند،  مالزی و هند ارتباط نزديکشان 

را آشکار نموده است )3(.

 مقايسه توالی نوکلئوتیدی ژن  VP82 از ايزوله چابهار با ايزوله 
های موجود در بانک ژن اشاره بر اين دارد که آن  ها از يک جد 
 VP82 مشترك منشأ گرفته اند. نتايج اين مطالعه که توالي ژن
ايزوله ديگر از نواحی جغرافیايی ديگر  ايزوله چابهار با 36  از  را 
مقايسه می کنند تنها نشان داده که تنوع بالايی در بین آن  ها 

وجود ندارد و محدوده همولوژی آن  ها %99 است.
نوکلئوتیدی  توالی  حاضر  مطالعه  سابق،  های  مطالعه  خلاف  بر 
ژن  VP82ايزوله چابهار را با اطلاعات توالی  VP82 در دسترس 
موجود در بانک ژن مقايسه می  کند که نقش مهمی در عفونت 

 WSSV ايفا می کند.

در بین توالی هاي VP82 که تنوع در مقايسه توالی نوکلئوتیدی 
ايزوله چابهار در دو نوکلئوتید، نوکلئوتید شماره  نشان داده  اند 
339 و نوکلئوتید شماره 542 با همه توالي هاي موجود متفاوت 
در  گوانین  باز  با  آدنین  باز   339 شماره  نوکلئوتید  در  که  بود 
گوانین  باز   ،542 شماره  نوکلئوتید  و  مقايسه  مورد  هاي  توالي 
که با نوکلئوتید سیتوزين در توالي هاي مورد مقايسه جايگزين 
گرديده است که اين تفاوت می  تواند همولوژي %99 را ايجاد 
نمايد و باعث گردد که اين توالي با هیچ يک از توالي هاي موجود 

همولوژي %100 را نشان ندهد.

سپاسگزاری
کلیه  انجام  امکان  که  چابهار  دامپزشکی  اداره  از  وسیله  بدين 
مراحل آزمايشگاهی را فراهم آورد تقدير و تشکر به عمل می آيد .
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