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 چکیده
به عنوان یکی از بیمارگرهای  ،Potyviridaeو خانواده  Potyvirus( متعلق به جنس  (Leek yellow stripe virus- LYSVفرنگینوار زرد ترهویروس 

برداری از استان خوزستان، شهرستان نمونه ،LYSVدر این مطالعه به منظور شناسایی . زایی بالا در میزبان سیر معرفی شده استغالب و مهم با بیماری
اده آلودگی با استف ررسی اولیهآوری شد. بمعبرگی سیر با علائم کلروز نواری، موزائیک و بدشکلی ج نمونه 22شوشتر انجام شد. بدین منظور تعداد 

با استفاده از  NIb (Nuclear Inclusion body)و  CI (Cylindrical Inclusion)نواحی ژنی  از یک ویروسی مربوط به هرپوتی های عمومیآغازگراز 
 15جفت بازی را در  351و  011به طول  یوجود قطعات به ترتیب %1بر روی ژل آگارز  PCRصورت گرفت. الکتروفورز محصول  RT-PCRآزمون 

 LYSVنمونه به  15شده نشان داد. اما نتایج حاصل از تعیین توالی نوکلئوتیدی، صرفا آلودگی سه نمونه از میان آوری نمونه جمع 22نمونه از میان 
های استفاده از دو جفت آغازگر اختصاصی مربوط به توالی کامل ژنانتخاب و با  LYSV-AE65ای با نام ها، جدایهرا تأیید نمود. جهت تکمیل بررسی

CI  وCP (Coat Proteinمورد بررسی )  قرار گرفت. محصولPCR سازی در حامل پلاسمیدی مربوط به هر قطعه ژنومی پس از همسانهpTG19-T، 
 تبارزائی بابندی گروه نیبروشنی  ، ارتباطCPو  CIهای از ژنیابی شد. نتایج حاصل از بررسی تبارزائی بر اساس ترادف نوکلئوتیدی هریک توالی
هیچ نوترکیبی در این نواحی مشاهده  RDP4را نشان نداد. در بررسی وقوع نوترکیبی در این جدایه با استفاده از برنامه  یزبانیمیی و ـایجغراف منشاء

 باشد. در ایران می LYSVنشد. این مطالعه اولین بررسی مولکولی 

 LYSV، RT-PCR ،یبینوترک ،یکیلوژنتیف زیآنال ر،یس  :یدیکل کلمات
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Abstract 

Leek yellow stripe virus (LYSV) (Potyvirus, Potyviridae), is one of the most important and prevalent viral pathogens of 

garlic (Allium sativum) causing significant yield losses worldwide. In this study, in order to identify LYSV, sampling was 

performed from Shushtar in Khuzestan province. For this purpose, 28 garlic leaf samples with chlorosis, mosaic and 

deformity were collected. Preliminary evaluation of the infection was performed using potyvirus-degenerate primers 

related to each of the CI (Cylindrical Inclusion) and NIb (Nuclear Inclusion body) genomic regions using RT-PCR test. 

Electrophoresis of PCR product on 1% agarose gel showed the presence of 700 and 350 bp fragments in 15 samples out 

of 28 collected samples, respectively. However, the results of nucleotide sequencing only confirmed the contamination 

of 3 samples out of 15 samples with LYSV. To complete the study, an isolate called LYSV-AE65 was selected and tested 

using two specific primer pairs for the complete sequence of CI and CP (Coat Protein) genes. The PCR product of each 

genome fragment was sequenced following cloning in the plasmid vector pTG19-T. In the phylogenetic analysis based 

on the nucleotide sequence of each of the CI and CP genes separately, no clear correlation was found between LYSV 

isolates similarities, their geographical origins and host range. Moreover, recombination analysis by RDP4 revealed that 

no potential recombination event/s happened between LYSV-AE65 from Iran with their respective isolates from NCBI 

in CI and CP genes. This study is the first molecular study of LYSV in Iran. 
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 مقدمه

 -Leek yellow stripe virus) فرنگیویروس نوار زرد تره

LYSV) متعلق به جنس Potyvirus،  خانوادهPotyviridae  و

و  ریکننده سآلوده یهاروسیو نیترو گسترده نیاز مهمتر یکی

 Lunello et al. 2002; Santosa) جهان بوده در سراسر یفرنگتره

et al. 2020باشد یم یاترانهیمختلف مد یهاکشور ی( و بوم

(Katis et al. 2012.)  این گونه ویروسی علاوه بر دارا بودن قابلیت

ه روش ای بوسیله بیش از ده گونه ناقل شتهانتقال مکانیکی، به

(. بیماری ایجاد شده Katis et al. 2012شود )ناپایا نیز منتقل می

در کشور آلمان و  1130برای اولین بار در سال  LYSV توسط

طور همزمان در چندین کشور اروپایی مورد توجه قرار گرفت. به

این بیماری برای اولین بار توصیف شد. در  1150سپس در سال 

 Bosمعرفی شد ) LYSV عامل بیماری 1102نهایت در سال 

1983; Vučurović et al. 2017 .)LYSV ترین گسترده ی ازکی

هایی نظیر برزیل، ها با انتشار جهانی بوده که از کشورویروس

 هایی نظیرکشور از نیهمچن و آمریکا، چین، هند، اکوادور و مصر

 Vučurović) نیز گزارش شده استو مراکش  یفرانسه، اسلوون

et al. 2017.) LYSV کی Potyvirus ی هامختص گونه رایج و

در  بوده که به طور معمول (.Allium L) ومیآل گیاهی جنس

 ریبه همراه سا یروسیو مجموعه کی صورتبه عتیطب

، هاکارلاویروس نظیر ومیکننده آلآلوده یهاروسیو

 افتی هاویروسپوتیدیگری از هایو گونه هاویروسآلکسی

 یهامجموعه نیدر چن LYSV علت ظهور نیشود. به همیم

 Bos) کندیآن را دشوار م یبندو رده هیاول ییشناسا ،یروسیو

1983; Barg et al. 1997; Katis et al. 2012) .LYSV  موجب

 ریو س یفرنگدر سطح پهنک برگ در تره کلروز نواریظهور 

نوارها نامنظم و منقطع بوده و ممکن است کل برگ  نیا .شودیم

 ریس یهاهحب جادیباعث ا یروسیو یآلودگ نیزرد شود. همچن

شود که منجر به کاهش یبدشکل و کوچکتر از حالت نرمال م

آلودگی  . ظهور علائم(Katis et al. 2012) گرددیبازده محصول م

 یصورت تصادفدر مزارع در طول تابستان نادر و به به این ویروس

 شودیآشکار م یاندهآیطور فزبه زییپا یهادهد اما در ماهیرخ م

(Katis et al. 2012) .در مجموع اطلاعات در مورد علائم LYSV 
 Onion yellow dwarfدر مقایسه با ویروس کوتولگی زرد پیاز )

virus- OYDV که به عنوان گونه غالب در کمپلکس بیمارگر )

(، به دلیل دشوار Lunello et al. 2005است )سیر شناخته شده 

تنهایی از میزبان سیر و به OYDV بودن جداسازی این ویروس از

 ییو شناسا یبررس خچهیتار(. Lot et al. 1998باشد )محدود می

 Shahraeen et al. (2008)محدود به مطالعه  رانیدر ا روسیو نیا

 رفت،یرودبار، ج ن،یهران، ورامت: نظیرمناطق کشور  ی ازبرخ در

 یکیبا استفاده از روش سرولوژ و نوشهر نیقزو ،یچالوس، سار

-Double antibody sandwich) زایالا ساندویچ دو طرفه

enzyme linked immunosorbent assay, DAS-ELISA)  بوده

آوری های برگی سیر جمعوجود آلودگی در نمونه در نهایتکه 

و  نیقزو ،یرودبار، چالوس، سارهای در شهر ،LYSV شده به

لازم به ذکر است که  (.Shahraeen et al. 2008)تایید شد  نوشهر

 دکننیرا آلوده م ریو س ازیکه محصولات پ ییهاروسدر ایران وی

های ی دارای اهمیت زیادی بوده زیرا بیماریاز نظر اقتصاد

دهند موزائیکی میزان بازده محصول را به شدت کاهش می

(Shahraeen et al. 2008بر اساس بررسی .)نیانجام شده، ا یها 

در این باشد. می رانیاز ا LYSVشناسایی مولکولی  نیاول مطالعه

ـی برخ خوزستان،ایـن ویـروس در اسـتان  علاوه بر وقوعتحقیق، 

جدایـه ایرانـی  و تبارزائی مولکـولی ،زیستیخصوصیات از 

LYSV مورد مطالعه قرار گرفت نیز.  

 

 هامواد و روش

 بردارینمونه 
منظور شناسایی و تعیین آلودگی ویروس عامل نوار زرد به

از مزارع سیر  1312برداری در زمستان (، نمونهLYSVفرنگی )تره

(A. sativum L. در استان خوزستان، شهرستان شوشتر انجام )

نمونه برگی مشکوک به آلودگی از  22گرفت. در مجموع تعداد 

 ششنمونه برگی سیر و یا حداکثر  پنجپنج مزرعه، از هر مزرعه 

آوری شده اغلب دارای های جمعآوری شد. نمونهنمونه جمع

دید، تیره و روشن، موزائیک ش های کلروتیکنوارعلائمی نظیر: 

 ها در شرایط خنک )بر روی یخ(بدشکلی و کوتولگی بودند. نمونه

ها در دمای به آزمایشگاه منتقل شده و تا زمان انجام آزمایش

 نگهداری شدند.  درجه سلسیوسچهار 

 

 نییتع و سازی، همسانهRT-PCRهـای آزمون ،RNAاسـتخراج  
  ترادف

شده  یآورجمع یهاکل از نمونه RNAپژوهش استخراج  نیدر ا 

( و Qiagen, Germany) RNeasy mini kit تیبا استفاده از ک

شد. برای شناسایی  انجام سازنده اساس دستورالعمل شرکتبر

 RT-PCRآوری شده، از آزمون های جمعویروس هدف در نمونه

و  CIFor/Revویروسی با استفاده از آغازگرهای عمومی پوتی

NIbF/Rev  ترتیب قادر به تکثیر قطعاتی به طول ( که به1)جدول

 CIجفت بازی مربوط به بخشی از نواحی ژنی 351و  011

(Cylindrical Inclusion)  وNIb (Nuclear Inclusion body) 
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 CPو  CI F/Rشامل  LYSVیاختصاص بودند و دو جفت آغازگر

FULL F/R ( که به1جدول ،)در برگیرنده توالی کامل  ترتیب

بوده و منجر به تکثیر قطعاتی  CP (Coat protein)و  CIهای ژن

 RNAجفت بازی گردیدند، استفاده شد.  264و  1115به طول 

ویروس استخراج شده از بافت گیاهی آلوده در واکنش 

جهت  (Reverse Transcription- RTبرداری معکوس )نسخه

در دو مرحله  RTمورد استفاده قرار گرفت. واکنش  cDNAتهیه 

 سهمرحله اول، در  میکرولیتری انجام شد. 21و در حجم نهایی 

( mM 10) تریکرولیم یک، استخراج شده RNA تریکرولیم

dNTPs برگشت هایآغازگرهریک از از  تریکرولیم یک به همراه 

(10 pmol ) های (، هریک به صورت مجزا در میکروتیوپ1)جدول

 یخوب را به لیآب مقطر استر رتیکرولیمپنج و ی تریلیلیم 2/1

درجه  65 یدر دما قهیدق پنجبا هم مخلوط کرده و به مدت 

 (Biometra, England) کلریدر دستگاه ترموسا سلسیوس

بلافاصله بعد از  داده شدند.قرار  RNAمنظور واسرشت کردن به

رار ق خی یبر رو قهیدق یکرا به مدت  وپیکروتیاتمام واکنش، م

 بافر تریکرولیم چهاربه مخلوط حاصل در مرحله دوم داده و 

PrimeScript buffer (5X)  200) میاز آنز تریکرولیم یکو 

U/µL)PrimeScript Reverse Transcriptase  (TAKARA, 

Japan ) اضافه کرده و پس از لیآب مقطر استر تریکرولیم پنجو 

 کیبه مدت  ارا مجد وپیکروتیواکنش، م باتیمخلوط کردن ترک

 cDNA ساختبه منظور  سلسیوسدرجه  42 یساعت در دما

 .میدهیقرار م (Biometra, England) کلریدر دستگاه ترموسا

cDNA    حاصل از واکنشRT، مراز ای پلیدر واکنش زنجیره

 5/12شامل  PCRواکنش  مخلوط مورد استفاده درتکثیر شد. 

 DNA Polymerase Master Mixمیکرولیتر از محلول آماده 

Red (Ampliqon, Denmark ،)میکرولیتر از  پنجcDNA  ساخته

 یاز آغازگرها کیاز هر  تریکرولیم یک ،عنوان الگوشده به

میکرولیتر آب  5/5 ( و1)جدول  (mM 10)معکوس و  مستقیم

له مرح کیمورد استفاده شامل  ییبرنامه دمامقطر استریل بود. 

 سهبه مدت  وسیدرجه سلس 14 یدر دما هیاول یسازواسرشت

 هیثان 31که هر چرخه شامل  ریچرخه تکث 35 قه،یدق

اتصال  یدما وس،یدرجه سلس 14 یدر دما یسازواسرشت

( به مدت 1)جدول  بودهآغازگرها که بسته به نوع آغازگر متفاوت 

 کیبه مدت  وسیدرجه سلس 02گسترش  یو دما هیثان 45

درجه  02 یدر دما ییچرخه بسط نها کی تیو در نها قهیدق

به منظور آشکارسازی قطعات بود.  قهیدق 11به مدت  وسیسلس

 %1 روی ژل آگارز واکنش، محصول PCRتکثیر شده در واکنش 

 ,EcoDye™ DNA Staining solution (SolGentحاوی 

Korea)  الکتروفورز شد. محصولاتPCR هایی مربوط به نمونه

ظار باند داده بودند پس از جداسازی، با که در ناحیه مورد انت

 ,Qiaquick gel extraction kit (Qiagen تیاز کاستفاده 

Germany ) ژل  یاز روو بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده

 pTG19-T دیدر پلاسم سازی و قطعه مورد نظرآگارز خالص

(Vivantis, Malaysia) ناقل نوترکیب به  شد. یسازهمسانه

 منتقل DH5α هیسو Escherichia coliمنظور تکثیر به باکتری 

 تیبا استفاده از کپلاسمید نوترکیب پس از استخراج  شد.

Plasmid DNA Isolation (Denazist, Iranجهت تع )ترادف  نیی

 ,Macrogen Inc) یجنوببه شرکت ماکروژن کره یدینوکلئوت

South Korea.های ارسالی با استفاده از ونهنم ( ارسال شد

 تعیین توالی شدند.  M13های عمومی آغازگر

 

 و بررسی نوترکیبی یتبارزائتعیین 
 (Consensus sequence)ترادف استنتاجی  ییجهت شناسا

تا  سهاز  یابی شدهتوالیقطعات  سازیردیفهم دست آمده ازبه

 ,Vector NTI 11 (Invitrogenافزار پرگنه به کمک نرم پنج

USA،) از برنامه  ابتداBLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi موجود در پایگاه )

چندگانه  یسازفیردهماستفاده شد.  NCBIاطلاعاتی 

(multiple alignmentبا استفاده از )  نرم افزارClustal Omega 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ انجام و )

ه . لازم بهای نوکلئوتیدی و آمینواسیدی محاسبه شدمشابهت

 افزار با استفاده از نرم یدینوکلئوت یهایذکر است که توال

ORFfinder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder)  به

موقعیت  نییشدند. جهت تع هترجم یدینواسیآم یهایتوال

 MEGA Xافزار با استفاده از نرم تبارزائیدرخت  تاکسونومیکی،

(v. 10.2.1) (Kumar et al. 2018 )و دو روش (ML) 

Maximum-Likelihood ( وNJ)Neighbor-Joining  بر اساس

 یجهت بررس نی( رسم شد. همچنBootstrapتکرار ) 1111

 درقرار داده شده  یهااز روش یبیوقوع نوترکامکان 

 ، RDP ،BOOTSCANنظیر   RDP4  (v.4.95)افزارنرم

MAXCHI ، GENECO  وSISCAN ( استفاده شدMartin et 

al. 2015بـه  یشده زمان ییشناساهای (. در این مطالعه رویداد

که حداقل توسـط  گیرندمیقرار  قبولمورد  بینوترک عنـوان

 Martinوند )شــ ــدیتائ 11-5از کمتــر  Value-Pبــا  روش سـه

et al. 2015 .) 

 
 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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وده ای با نمونه آلزنی مکانیکی گیاه محک در شرایط گلخانهمایه
 LYSVبه 

 زنی مکانیکیویروس، مایه زیستیجهت بررسی خصوصیات 

( با Chenopodium quinoaتره )های جوان گیاه سلمهبرگ

 ایگلخانه در شرایطهای مثبت ارزیابی شده استفاده از نمونه

 16 و ساعت تاریکی هشتسلسیوس، درجه  21-23)دمای 

با استفاده از بافر (، عاری از آلودگی حشرات ناقل ساعت نور

انجام شد.  هفتبرابر  PHمیلی مولار( و  51فسفات پتاسیم )

 و هـای آلــودهاز بـرگجهت تکمیل مطالعات مولکولی ویروس، 

 21 منفیدر فریـزر بـا دمـای  دارای علائم سلمه تره تعدادی

کردن در  و تعدادی دیگر نیز پس از خشک سلسیوسدرجـه 

نگهـداری  سلسیوسدرجه  چهاردمای اتاق، در یخچال با دمای 

 .شدند

 

 نتایج و بحث

 بر روی گیاه محک LYSV-AE65زنی جدایه نتیجه مایه
به منظور تکثیر، نگهداری و مطالعه پاسخ میزبانی جدایه 

LYSV-AE65 ،روی این جدایه  از نظر زمان بروز و نوع علائم

-11پس از گذشت . شدزنی مکانیکی مایه C. quinoaگیاه محک 

به های جوان گیاه سلمه روی برگ ، علائمزنیمایهاولین روز از  0

روز  22ها تا شد. ثبت نتیجه بررسی سبزرد ظاهر صورت نقاط

یش تعداد نقاط سبزرد و گاهی دهنده افزابعد از ظهور علائم نشان

های نتایج بدست آمده با نتایج بررسی ها بود.زرد شدن کامل برگ

 Bos 1983; Lot( )1پیشین پژوهشگران مطابقت داشت )شکل 

et al. 1998در غالب دلیل اینکه ه(. اما لازم به ذکر است که ب

آلودگی به صورت  LYSVو  OYDV روسیدو و ریس یهایآلودگ

وجود دو نوع لکه از نظر اندازه و شکل  شوند،یمشاهد ممخلوط 

اما (، 1نبوده )شکل دور از انتظار  ومیکنوپود یهابرگ یبر رو

خاص  روسیو کیو درشت به  زیر یهاو انتساب لکه کیتفک

 ریغ ایمناسب سخت  یافتراق زبانیعلت عدم وجود مهعملا ب

، LYSVه بر روی همچنین در بررسی منابع انجام شد. باشدیممکن م

میزبان افتراقی مناسبی که توانایی تفکیک صد در صدی این ویروس 
 LYSVطور کلی کار بیولوژیک بر روی را دارا باشد ذکر نشده و به

وجه ت باشد. در نتیجه باهای بیشتری میمحدود بوده که نیازمند بررسی

با  OYDVمخلوط خصوصا همراه بودن  یبه احتمال آلودگ

LYSV ،ون از آزمهای تلقیح شده جهت تایید آلودگی کنوپودیوم

RT-PCR ی با جفت آغازگر اختصاص(LYSV CP FULL F/R) 

 %1ژل آگارز  یبر رو PCRو الکتروفورز محصول ( 1جدول )

 استفاده شد.

 RT-PCRبا استفاده از آزمون  LYSVردیابی 

آوری شده از مزارع های برگی سیر جمعدر این مطالعه نمونه

ود منظور بررسی وجبا علائم کلروز نواری، موزائیک و بدشکلی به

LYSV  .کثیر ت قطعات بررسی اولیه رویمورد بررسی قرار گرفتند

وجود  ، به ترتیبNIbو  CIنواحی آغازگرهای عمومی  شده توسط

نمونه  15جفت بازی را در  351و  011به طول  یقطعات

ست دبهمود. آنالیز نتایج نمونه تایید ن 22شده از میان آوریجمع

نشان  NIbو  CIتعیین توالی بخشی از قطعات ژنومی  آمده از

نمونه برگی دو بود، که  LYSVنمونه به  سهدهنده آلودگی تنها 

آوری سیر از یک مزرعه و نمونه دیگر از مزرعه مجاور آن جمع

شده بود. هر سه نمونه دارای علائم مشابه وجود نوارهای 

کلروتیک نامنظم و منقطع در سطح برگ سیر بودند. در هیچ 

کدام از این دو مزرعه علائم کوتولگی و بدشکلی مشاهده نشد. از 

 12دهنده آلودگی ژنومی، نشان سوی دیگر نتایج حاصل آنالیز

 بود.  OYDVنمونه دیگر سیر به 

 

های تبارزائی و بررسی ، آنالیزCPو  CIهای بررسی توالی کامل ژن
 LYSV-AE65نوترکیبی در جدایه 

ای با نام ، نمونهLYSVنمونه برگی سیر آلوده به  سهاز میان 

LYSV-AE65 های تکمیلی این ویروس جهت انجام بررسی

تعیین موقعیت تبارزائی جدایه ایرانی بر اساس دو ناحیه  شامل

و همچنین بررسی احتمال وقوع نوترکیبی در این  CPو  CIژنی 

-LYSVجدایه  RT-PCRجدایه انتخاب شد. نتیجه واکنش 

AE65  یاختصاصبا دو جفت آغازگر CI F/R  وCP FULL F/R 

جفت بازی بود  264و  1115تکثیر قطعاتی به طول  (،1جدول )

اهک حاوی محصول واکنش سیر سالم چ(، در حالیکه در 2)شکل 

هیچ گونه باندی مشاهده نشد. به منظور تعیین خصوصیات 

-LYSVمولکولی و تعیین موقعیت تبارزائی جدایه ایرانی، نمونه 

AE65 سازی و اطمینان از صحت آن توسط پس از همسانه

 یابی شد. جنوبی توالیت ماکروژن کرهشرک

های توالی لیو تحل هیتجزآمده از دستدر مرحله اول نتایج به

نشان داد که طول توالی استنتاجی  CIدست آمده از ناحیه هب

جفت بازی و توالی کامل ژن  1115، یک قطعه مربوط به این ژن

CI  آمینو باشد. در ترادفآمینواسید می 635بوده که کد کننده

موتیف اتصال LYSV-AE65جدایه  CIبینی شده اسیدی پیش

 ، موتیف93AVGSGKST85Gدهنده نوکلئوتیدی 

314ATNIIENGVTL303V با فعالیت هیدرولیزNTP  نوکلئوتید(

و موتیف  177ECH174Dهلیکازی  RNAتری فسفات(، موتیف 

358ERIQRMGRVGR347G  با فعالیتATPase  یافت شدند. این
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ها ویروسهای حفاظت شده در پوتیبا سایر موتیفها موتیف

 al et Fernández. 1992; et alRiechmann. مطابقت داشت )

. 2010et al Williams-; Fairman1997 لازم به ذکر است که .)

، در LYSV-AE65علاوه بر جدایه  وجود هر چهار موتیف

های منتخب از بانک ژن از سایر نقاط دنیا نیز بدون تغییر جدایه

با  LYSV-AE65مشاهده شد. نتایج حاصل از مقایسه جدایه 

، ثبت شده در بانک ژن با استفاده از LYSVهای سایر جدایه

دهنده ، نشانNCBIموجود در پایگاه اطلاعاتی  BLASTnبرنامه 

اسیدی و آمینو %65/12ی بالاترین درصد یکسانی نوکلئوتید

( و MN059450) G11-2های چینی ترتیب با جدایهبه %11/16

G15 (MN059452 بود. همچنین نتایج حاصل از )ـفیهمرد

 هیجدا CIژنی  ـهیناحچندگانه ترادف نوکلئوتیدی  سـازی

LYSV-AE65  منتخب از بانک ژن، با استفاده از  ـهیجدا 21بـا

-41/12 یکسانیدهنده دامنه نشان ،Clustal Omegaبرنامه 

دارای  LYSV-AE65طوریکه جدایه ه(. ب1بود )جدول  40/21%

 G3-3 بالاترین درصد یکسانی نوکلئوتیدی با جدایه

(MN059438 از چین بوده و این در حالی است که این جدایه )

ترین درصد یکسانی نوکلئوتیدی را با دو جدایه استرالیایی ینئپا

SW3.5 (JQ899450 و )AG1 (JX429967 ( نشان داد )جدول

1 .) 

و ترسیم دندروگرام حاصل  MEGA Xبا استفاده از نرم افزار 

جدایه  CIسازی ترادف نوکلئوتیدی، تبارزایی ژن ردیفاز هم

LYSV-AE65  جدایه منتخب از بانک ژن، مورد  21به همراه

ی دو گیردهنده شکل(. نتایج نشان3بررسی قرار گرفت )شکل 

بود. در دندروگرام رسم  CI( بر اساس ژن I, IIگروه مجزا از هم )

و  MN059504جدایه از چین ) دوشده جدایه ایرانی به همراه 

MN059438)  و یک جدایه از هریک از کشورهای استرالیا

(HQ258895( اسپانیا ،)JX429965( و مکزیک )KF597283 در )

دهنده (، که نشان3کل قرار گرفت )ش bو در زیرگروه  IIگروه 

در  باشد و اینها با یکدیگر میروابط تبارزائی نزدیک این جدایه

جدایه چینی  دودربرگیرنده  aگروه حالی است که زیر

(MN059538  وNC-004011 و یک جدایه از هند )

(MT731491بود. با توجه به هم )هایی از شدن جدایه گروه

و عدم مشاهده تفکیک  IIو  Iمناطق مختلف جهان در دو گروه 

س بندی فیلوژنتیکی بر اسامیزبانی در دندروگرام رسم شده، گروه

با نزدیکی جغرافیایی و تفکیک میزبانی مطابقت نداشت.  CIژن 

اسیدی ها بر مبنای توالی آمینوبررسی تبارزائی این جدایه

بندی یکسانی را با توالی نوکلئوتیدی گروه CIبینی شده پیش

حیه این نانوترکیبی در داد. همچنین نتیجه بررسی وقوع نشان 

 مورد مطالعه هیچ گونه نوترکیبی را نشان نداد. جدایه ژنی در 

قطعات  سازیردیفهم همچنین در ادامه مطالعه، نتیجه

ای به اندازه قطعه ،CPتعیین ترادف ناحیه نوکلئوتیدی حاصل از 

 222اندازه  جفت باز بود که کد کننده پروتئینی به 264

 هایباشد. مقایسه ترادف حاصل با سایر ترادفآمینواسید می

موجود در  BLASTnموجود در بانک ژن با استفاده از برنامه 

دهنده بالاترین درصد یکسانی نشان NCBIپایگاه اطلاعاتی 

( و MN059438) G3-3با دو جدایه چینی  %23/15نوکلئوتیدی 

G3-2 (MN059437 بود و این در حالی است که جدایه )LYSV-

AE65  با  % 50/10دارای بالاترین درصد یکسانی آمینواسیدی

( و MN059437) G3-3 (MN059438 ،)G3-2های چینی جدایه

G77 (MN059504 بود. همچنین نتایج حاصل از )ـفیهمرد

 هیجدا CPژنی  ـهیناحچندگانه ترادف نوکلئوتیدی  سـازی

LYSV-AE65  منتخب از بانک ژن، با استفاده از  ـهیجدا 30بـا

 Clustal Omegaبرنامه 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)، دهنده نشان

-LYSVطوریکه جدایه هبود، ب %44/21-23/15 یکسانیدامنه 

AE65 دارای بالاترین درصد یکسانی نوکلئوتیدی با جدایه G3-

3 (MN059438از چین می ) باشد، همچنین این جدایه

 G110ترین درصد یکسانی نوکلئوتیدی را با جدایه چینی پایین

(MN059547 دارا بود. درخت تبارزائی ترسیم شده بر اساس )

 30 به همراه LYSVجدایه ایرانی  CPترادف نوکلئوتیدی ژن 

 ML، روش MEGA Xجدایه منتخب از بانک ژن توسط نرم افزار 

گیری دو گروه اصلی دهنده شکلتکرار، نشان 1111و بر اساس 

A  وB  بندی زیر گروه تقسیم 2و  4بود که هریک به ترتیب به

و در کنار  A-Iزیرگروه  A(. جدایه ایرانی در گروه 4شدند )شکل 

، MN059480 ،MN059504 ،MN059438هایی از چین )جدایه

AB194641 ،NC-004011 ،MN059550 ،MN059552 ،

MN059538( مکزیک ،)KF597283( استرالیا ،)HQ258895 ،)

( و هند AB194633(، کره جنوبی )JX429965اسپانیا )

(MT731491 قرار گرفت که بیانگر روابط فیلوژنتیک نزدیک این )

های است که جدایهباشد و این در حالی ها با یکدیگر میجدایه

، AJ409304 ،MT731492(، چین )AB551622میانمار )

MN059541( و هند )KP168261 در زیرگروه )A-II جدایه ،

و  A-IIIگروه ( در زیرGU373816( و چین )AF228415برزیل )

قرار گرفتند.  A-IVگروه ( در زیرDQ841554تک جدایه مکزیک )

از میزبان سیر جدا شده Aدهنده گروه های تشکیلتمام جدایه

گروه های میزبانی به دو زیراساس تفاوتبر Bاند. اما گروه 

javascript:;
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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( و AB194625طوریکه دو جدایه ژاپنی )هبندی شد، بتقسیم

(، Allium porrumفرنگی )( از میزبان ترهAB194628هلندی )

 B-IIرا تشکیل دادند، در حالیکه زیر گروه  B-Iزیرگروه 

باشد. بررسی تبارزائی جدایه از میزبان سیر می 14دربرگیرنده 

 CPبینی شده اسیدی پیشها بر مبنای توالی آمینواین جدایه

بندی یکسانی را با توالی نوکلئوتیدی نشان داد. به استثناء گروه

بندی ، گروهBهای ژاپن در گروه قرار گرفتن تمامی جدایه

خوانی نداشت. با توجه به عدم یی همتبارزائی با جدایی جغرافیا

بندی فیلوژنتیک در هر دو انطباق نزدیکی جغرافیایی و گروه

رسد انتشار گسترده (، به نظر میCPو  CIدندروگرام رسم شده )

ای نسبت داد و توان تنها به ناقلین شتهرا نمی LYSVو جهانی 

ات اردبا این شرایط احتمال دخیل بودن انسان و نقش صادرات و و

باشد در های سیر آلوده، که تنها روش تکثیر میزبان میحبه

شود. همچنین یکسان بودن میزبان گسترش آلودگی تقویت می

فرنگی ها و همچنین قرار گرفتن دو جدایه ترهدر غالب جدایه

، CPدر دندروگرام حاصل از  Bهای سیر در گروه درکنار جدایه

 فیلوژنتیک با جدایی میزبانیبندی نشان دهنده عدم تطابق گروه

-LYSVجدایه  CPشده در ژن بود. در بررسی نواحی حفاظت

AE65 8، موتیف حفاظت شدهAG6D  در انتهای آمینی پروتئین

ه که کپوششی بدون هیچ گونه تغییری مشاهده شد. از آنجایی

این موتیف نقش مهمی در انتقال ویروس توسط شته ناقل دارد 

تواند به صورت کارآمدی می LYSV-AE65رسد جدایه نظر میبه

 Nigamet alMaciel ;2011 . ای منتقل شود )توسط ناقلین شته

2019 .al etشده دیگر شامل  (. همچنین سه موتیف حفاظت

147VWCIENGTSP137M، 223FDF220A  245وMKAAA240Q  که

 .Maciel et alها قابل مشاهده است )ویروساغلب پوتی CPدر 

2019 .al et 2011; Nigam )،  در این جدایه نیز یافت شد. نتیجه

ده بینی شهای آمینواسیدی پیشها در توالیبررسی این موتیف

های منتخب از بانک ژن نیز وجود هر چهار موتیف را بدون جدایه

هرگونه تغییری تایید نمود. اما نتیجه حاصل از بررسی وقوع 

گونه هیچ CPدر ناحیه  LYSV-AE65نوترکیبی در جدایه 

 نوترکیبی را نشان نداد. 

 یدینوکلئوت یهایتوال در مورد یاطلاعات تاکنونمتأسفانه 

کشور در بانک ژن در مناطق سایر از  LYSV ی ایرانیهاهیجدا

و  بررسی نی، بنابرابه ثبت نرسیده است  NCBIپایگاه اطلاعاتی

 های ایرانیمیان جدایهی و میزان شباهت همسانتجزیه و تحلیل 

بر اساس دانش ما این مطالعه  با یکدیگر امکان پذیر نبوده است.

باشد، که در آن در ایران می LYSVاولین شناسایی مولکولی 

 تواند بهتعیین شد. این بررسی می CPو  CIهای توالی کامل ژن

ی ژاسترات نیتدوعنوان زیربنایی برای آغاز مطالعات تکمیلی و 

  .ی ویروس نوار زرد تره فرنگی در کشور باشدتیریدم صحیح

 
 
 
 

 
 

 

 

 
بروز علائم  .B-D، مشاهده برگ سالم گیاه سلمه .Chenopodium quinoa. Aهای جوان بر روی برگ LYSV-AE65زنی مکانیکی جدایه مایه .1شکل 

 .زنیترتیب بعد از هفت، پانزده و بیست و دو روز از زمان مایهبه صورت نقاط سبزرد به 
Figure 1. Mechanical inoculation of Chenopodium quinoa with LYSV-AE65 isolate. A. Healthy C. quinoa leaves, B-D. 

Chlorotic local lesions on C. quinoa leaves at 7, 15 and 22 days after inoculation, respectively.  
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، LYSV-AE65( جدایه 2اهک شماره چ) CI( و 1اهک شماره چ) NIbمتعلق به بخشی از نواحی ژنی  PCRنقوش الکتروفورزی محصولات  .2شکل 

اهک چ) CI( و 3اهک شماره چ) CPهای و ناحیه کامل ژن CIFor/Rev و NIbF/Revویروسی ترتیب تکثیر شده با دو جفت آغازگر عمومی پوتیبه

نشانگر  Mاهک چست. در نشان داده شده ا %1در ژل آگارز  CI F/Rو CP FULL F/R  های اختصاصیترتیب تکثیر شده با آغازگر(، به4شماره 

 ( قابل مشاهده است. Thermo Fisher Scientific, USAجفت بازی ) 111مولکولی 

Figure 2. Electrophoresis pattern of PCR products of partial LYSV NIb (lane 1) and CI (lane 2) regions, using the Potyvirus 

degenerate primer pairs of NIbF/Rev and CIFor/Rev, respectively and complete LYSV CP (lane 3) and CI (lane 4) genomic 

regions using specific primer pairs of CP FULL F/R and CI F/R, respectively. Lane M shows 100 bp DNA ladder (Thermo 

Fisher Scientific, USA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

( و قطعه مشابه LYSV-AE65) قیتحق نیا در مطالعه مورد هیجدا به مربوط  CIنژ یدیبر اساس ترادف کامل نوکلئوت ییتبارزا درخت. 3شکل 

 ییایاسپان هیتکرار رسم شد. جدا 1111با تعداد  Bootstrap یابیارز و Maximum-Likelihoodمنتخب از بانک ژن با استفاده از روش  هیجدا 21

 حذف شکل از %51 از کمتر تیحما با انشعابات. شد انتخاب( Outgroup) گروه برون عضو عنوان به( SG1: JX429964) ازیزرد پ یکوتولگ روسیو

 .شدند
Figure 3. Maximum-Likelihood phylogenetic tree based on the complete nucleotide sequences of CI gene, showing the 

relationship of LYSV-AE65 isolate identified in this study with 21 selected LYSV sequence in the GenBank. Bootstrap values 

on each branch were supported by 1000 replicates. Only values greater than 50% were shown. A Spanish Onion yellow dwarf 

virus (SG1: JX429964) isolate was used as out-group. 
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مربوط به جدایه  CP( با استفاده از توالی کامل نوکلئوتیدی منطقه رمز کننده ML) Maximum- Likelihoodدرخت تبارزایی رسم شده با روش . 4شکل 

از بانک ژن از سایر نقاط دنیا. اعداد نمایش داده شده بر روی  Leek yellow stripe virusهای منتخب ( و جدایهLYSV-AE65مورد مطالعه در این تحقیق )

 اند.حذف شده %51باشد. انشعابات با حمایت کمتر از تکرار می 1111حاصل از  Bootstrapدهنده درصد ( نشانnodeهر گره )
Figure 4. The maximum likelihood (ML) tree based on the nucleotide sequence of complete coat protein coding region of 

Leek yellow stripe virus (LYSV), showing phylogenetic relationships of the Iranian isolate (LYSV-AE65) with others from 

different parts of the world. Bootstrap values on each branch were supported by 1000 replicates. Values of lower than 50 are 

collapsed. 
 

 .LYSVشناسایی  منظوربه  RT-PCRآغازگرهای مورد استفاده در واکنش . 1جدول 
Table 1. PCR primers used for the LYSV detection by RT-PCR. 

Primer Code Primer Sequence (5′ to 3′)  
Annealing 

temperature 
Size of amplified fragment 

(bp) 
Reference 

NIB2-F/ NIB3-R F- GTITGYGTIGAYGAYTTYAAYAA 

R- TCIACIACIGTIGAIGGYTGNCC 
45˚C 350 bp Zheng et al. 2010 

CIFor/ CIRev F-GGIVVIGTIGGIWSIGGIAARTCIAC 
R-ACICCRTTYTCDATDATRTTIGTIGC 

52˚C 700 bp Ha et al. 2008 

CIF/R 
F-GCCTTTCGACAAGCTAAATGAC  
R-GGTGTYGCTGAAACYTTRAG 

60˚C 1905 bp Gupta et al. 2017 

CP FULL F/R 
F-GCTGGTGAGGAGATTGATG 

R-CTGCATATGCGCACCATC 
58˚C 864 bp Gupta et al. 2017 
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