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  چکیده
هـاي   شده بیانگر پـراکنش ویـروس   هاي انجام بررسی. هاي غلات در دنیا می باشند هاي کوتولگی زرد جو یکی از مهمترین ویروس ویروس

در کشـور و غالـب بـودن    ) Cereal yellow dwarf virus, CYDV(و غـلات  ) Barley yellow dwarf virus, BYDV(کوتـولگی زرد جـو   
BYDV-PAV به منظور تعیین ترادف کامل ویروس کوتولگی زرد جو  .باشدمی)BYDV-PAV ( اي از منطقـه اسـفندقه از   در ایران، جدایـه

اي کل از بافت گیاهی آلوده به ویروس با . ان. استخراج آر. بود انتخاب شداستان کرمان که داراي علائم شدید آلودگی به ویروس مذکور 
-RTبا روش  PAVکل ژنوم ویروس با استفاده از نه جفت آغازگر اختصاصی . انجام شد) شرکت سیناژن( RNX (-plus)TMاستفاده از کیت 

PCR هاي تکثیرشده با استفاده ازقطعه. تکثیر شد InsT/AClone PCR Product Cloning Kit (Fermentas)   در پلاسـمیدPTZ57R/T  وارد
آنالیز ترادف نوکلئوتیدي کامل نشان داد که جدایه کرمان ویروس کوتولگی  .سازي شدهمسانه Escherichia coliباکتري DH5α و در سویه 
در ) جدایه کـانزاس از آمریکـا  ( EF043235و ) از ایلی نویز آمریکا( AF235167هاي در صد تشابه با جدایه% 94با  )KP771878( زرد جو

باشد و کمترین در صد می% 90هاي موجود در بانک ژن کمتر از گیرند در حالیکه در صد تشابه این جدایه با سایر جدایهیک گروه قرار می
ا نیز، وجود تنوع زیاد در بین هها در سطح هر یک از ژناز مقایسه ترادف نتایج حاصل. است%) 78(از چین  AY855920تشابه آن با جدایه 
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Abstract 
BYDV-PAV is one of the major agents causing yellowing and dwarfing of cereals worldwide. Previous 
study has been report the wide distribution of BYDVs in Iran and the prevalence of BYDV-PAV in cereal 
fields of the country. Due to the importance of this virus, and to investigate the taxonomic position of the 
Iranian isolate, the full length sequence of an Iranian severe isolate of BYDV-PAV from Kerman province 
(KP771878) was determined. Total RNA was extracted using RNX (-plus)TM Kit. Nucleic acid extracts were 
reverse transcribed and amplified using PAV specific primers. The amplified fragments were inserted into 
PTZ57R/T vector using Ins T/A clone PCR Product Kit (MBI Fermentas) and cloned in Escherichia coli 
(DH5α) and sequenced. Complete nucleotide sequence of this isolate comprises 5668 nucleotides. Sequence 
analysis at nucleotide level showed that the Kerman isolate has maximum homology of about 94% with two 
American isolates (AF235167 and EF043235) of BYDV-PAV and grouped in the same cluster, while it 
showed the least similarity with a Chinese isolate of BYDV-PAV (AY855920) with only 78% homology. In 
addition, nucleotide sequence comparison of each ORF showed that the ORF4 was the most conserved while 
the ORF6 was the most divergent regions. 
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  مقدمه
عامـل کوتـولگی زرد از مهمتـرین عوامـل     هاي  ویروس
زا در غلات و محدود کننده کشت این محصولات خسارت

. )D`Arcy 1995, Mathre 1982(روند دنیا به شمار می در
مـی  Luteoviridaeها متعلق بـه تیـره   این گروه از ویروس

) گردشـی و غیـر تکثیـري   (باشند که با شته به صورت پایا 
 ,Bencharki et al. 2000, Burnett 1990(شوند منتقل می

Oswald & Houston 1951( .ــروس ــن وی ــا پیکــره ای ه
هاي گروه ویروس. باشدنانومتر می 25ایزومتریک و به قطر 
داراي ژنـوم آر ان اي تـک    (BYDVs)کوتولگی زرد جـو  
 5'انتهـاي  . باشـند  نوکلئوتیـد مـی   5600لاي مثبت باحدود 

 Shams-bakhsh(اسـت  ژنوم فاقد هرگونه ساختار انتهایی 

& Symons 1997 ( آن ترادف  3'و درانتهايCCC  که قبل
 شـده قرارگرفتـه وجـود    محافظت loop - stemاز آن یک 

ــرادف  ). Miller et al., 2002(دارد  ــین ت ــین تعی همچن
ها نشان داده اسـت کـه در انتهـاي    نوکلئوتیدي این ویروس

  tRNA – '3و سـاختار انتهـایی   Poly (A) ژنوم فاقد دنباله 
 Miller et al. 1988, Veidt et al. 1988, Mayo(باشند می

et al. 1989 .(هــا تقریبــاانــدازه ژنــوم در لوتئــوویروس" 
ژنوم لوتئوویروس). D'Arcy et al. 2000(باشد یکسان می

ها از پـنج تـا شـش چـارچوب ژنـی تشـکیل شـده اسـت         
(D'Arcy et al. 2000).  دو چارچوب ژنی یک و دو با هم

هاي حاصـل از آنهـا در هماننـد    همپوشانی دارند و پروتئین
چارچوب ژنـی سـه پـروتئین پوششـی     . سازي نقش دارند

(CP) چارچوب ژنی چهـار بـه طـور    . کندرا رمزگذاري می
کامل در داخـل چـارچوب ژنـی شـماره سـه قـرار دارد و       

. ســتدرحرکــت ویــروس در درون آونــد آبکشــی مــوثر ا
چارچوب ژنی پنج در پائین دست چارچوب ژنـی شـماره   
سه قرار گرفته است و محصول آن در انتقال با شـته نقـش   

چــارچوب ژنــی شــش یــک چــارچوب ژنــی خیلــی . دارد
ژنوم است و نقش آن مشـخص نشـده    3'کوچک درانتهاي 

 Harrison 1999, Mayo & Miller 1999, Miller(اسـت  

et al. 2002 .(تـرین روش کنتـرل   و اقتصادي ترینکاربردي
هاي مقـاوم و متحمـل بـه    ها، استفاده از واریتهاین ویروس
اما باتوجه بـه محـدودیت   . ها و یا ناقلین آنها استویروس
رسد که اسـتفاده  هاي مقاومت درطبیعت به نظر میمنابع ژن

نخسـتین  . تواند جایگزین مناسبی باشداز گیاهان تراژن، می
براسـاس   1368 -69کاران درسال زراعـی  بار ایزدپناه و هم

هـا  آلودگی به این ویروس ELISAمشاهده علائم و آزمون 
ایزدپنــاه و همکــاران (را در مــزارع ایــران گــزارش کردنــد 

شده توسط افشاریفر و همکـاران   هاي انجامبررسی). 1370
و ) BYDVs(هــاي کوتــولگی زرد جــو بــر روي ویــروس

ها داد که این ویروسنشان ) CYDV(کوتولگی زرد غلات 
در ایران گسترش وسیعی دارند و در اکثر مناطق، سـروتیپ  

افشــاریفر و همکــاران (تشــخیص داده شــد  PAVغالــب 
هاي کوتولگی زرد جـو،  با توجه به اهمیت ویروس ).1383

 طرح جهانی تعیین ترادف ژنوم کامل تعـدادي از سـروتیپ  
تـا امکـان    شده هاي این ویروس از نقاط مختلف دنیا انجام

هاي نوین کنترل مبتنی بر تـرادف ژنـوم ایـن     طراحی روش
 Barker & Waterhouse(ها فراهم گردد گروه از ویروس

1999, Miller & Young 1995 .(   علیرغم گسـترش وسـیع
هـا در سراسـر کشـور و نقـش آنهـا در بـروز       این ویروس

خسارت و کـاهش محصـول در مـزارع غـلات اطلاعـات      
ها وجـود  هاي ژنوم این ویروسو ویژگیجامعی از ترادف 

 BYDV-PAVدر تحقیق حاضر ژنوم یک جدایـه از  . ندارد
که از منطقه اسـفندقه کرمـان جمـع آوري گردیـده بـود و      

شـود بطـور   باعث بروز علایم شدید در گیاهان میزبان مـی 
کامل تعیین و خصوصیات مولکولی آن مورد مطالعـه قـرار   

  . گرفت
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  بررسی هاي روشمواد و 
-1385طی بازدیدهاي به عمـل آمـده در سـال زراعـی     

هاي گیاهی شامل گندم، جو، یـولاف و علـف   ، نمونه1384
هرز که حاوي علائم ویروس از قبیـل کوتـولگی، زردي و   

بوته گیاهی  32تعداد  .ها بودند جمع آوري شدقرمزي برگ
از استان کرمان که داراي علائم بیماري بودند مورد بررسی 

  .ندقرار گرفت

  تشخیص نمونه هاي آلوده به ویروس کوتولگی زرد جو

 جهت تعیـین آلـودگی در نمونـه هـا از آزمـون هـاي       

(TPIA) Tissue Print Immuno Assay )Huth 1999( 

استفاده  )Indirect-ELISA )Converse & Martin 1990و
هــــاي  در ایــــن آزمــــون هــــا آنتــــی بــــادي. شــــد

ــانه -BYDV-MAV،BYDV-SGV ،BYDVاي چندهمســ

PAV  وCYDV-RPV شـده از شـرکت    تهیهAgdia   مـورد
اسـتفاده قــرار گرفــت و نمونــه هـایی کــه فقــط آلــوده بــه   

BYDV-PAV بودند، انتخاب شدند . 

 انتقال ویروس از منبع آلودگی

به منظور انتقال ویروس، ابتدا با استفاده از یک شته بالغ 
Rhopalosiphum padi      عـاري از ویـروس، از یـک کلنـی

هاي گیـاهی  سالم موجود در گلخانه مرکز تحقیقات بیماري
ویروسی که منشاء آن منطقه دشتک فارس بود، یـک کلنـی   

گیــاه جــو . شــته ســالم تهیــه و در گلخانــه نگهــداري شــد
شده از منطقه اسـفندقه اسـتان کرمـان بـا علائـم       آوري جمع

تقـال و بـر روي آن   زردي و کاهش رشد شدید، به گلدان ان
عاري از ویروس قرار  Rhopalosiphum padiتعدادي شته 
سپس این گیاه در زیر یک سـر پـوش پلاسـتیکی    . داده شد

که قسمت بالاي آن پارچه توري چسبانده شـده بـود قـرار    
ها به گیاهـان  ساعت تغذیه گیرش، شته 48پس از . داده شد

بـا دمـاي   جو سالم در زیـر سـرپوش انتقـال و در گلخانـه     
 16درجه سلسیوس، هشت ساعت روشـنایی و   22متوسط 

 .ساعت تاریکی نگهداري شدند

 RT-PCRآزمون 

 از RT-PCRبراي تهیه آر ان اي مورد نیاز جهت آزمون 
شرکت سـیناژن   RNXTM(- Plus)کیت جداسازي آر ان اي 

بـراي سـنتز   . طبق دستورالعمل شرکت سازنده استفاده شـد 
ــدار د ــک  ســی دي ان اي، مق ــر از اســید نوکلئی و میکرولیت

سـو و هشـت و   شده با دو میکرولیتر آغازگر پـس  استخراج
درجـه   85نیم میکرولیتر آب دیـونیزه مخلـوط و در دمـاي    

سلسیوس به مدت چهار دقیقـه حـرارت و بلافاصـله روي    
دو و ( RTسپس به آن مخلـوط واکـنش   . یخ قرار داده شد

رولیتر بـافر پـنج   ، پنج میکdNTPs (10 mM)نیم میکرولیتر 
و  Expand RT، نـیم میکرولیتـر آنـزیم    Expand RTبرابر 

اضـافه و  ) هشت و هفتاد وپنج صدم میکرولیتر آب دیونیزه
درجه سلسـیوس قـرار داده    42دقیقه در دماي  60به مدت 

  .شد
ــه دســت آمــده از   پــنج میکرولیتــر از ســی دي ان اي ب

 Polymerase(با واکـنش زنجیـره اي پلیمـراز     RTواکنش 

Chain Reaction, PCR (مخلوط واکنش . تکثیر شدPCR 
از هـر کـدام از    dNTP ،Mµ10شامل پنج مـولار مخلـوط   

، دو و نــیم )1جــدول (ســو پــسســو و آغازگرهــاي پــیش
، هفت و )Taq DNA polymerase buffer )×10میکرولیتر 
، پـنج میکرولیتـر سـی دي ان اي و یـک      MgCl2نیم مولار

شـرکت سـیناژن،   ( Taq DNA polymeraseواحـد آنـزیم   
بود که با افـزودن آب مقطـر دو بـار تقطیـر سـترون      ) ایران

  . میکرولیتر رسانده شد 25حجم آن به 
 به مدت سـه  Cº94: به شرح زیر انجام شد PCRبرنامه 

  بــه  Initial denaturation( ،Cº94) (یــک چرخــه(قــه دقی
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  ویروس کوتولگی زرد جو PAVبراي تکثیر ژنوم سروتیپ  PCRآغازگرهاي مورد استفاده در آزمون  ترادف. 1جدول 
Table 1. The Primers used to amplify BYDV-PAV genome by PCR 

Position in the 
genome on the basis 

of Illinois isolate 
(AF235167)  

موقعیت در ژنوم بر اساس 
-ژنوم جدایه ایلی

  )AF235167(زنوی

Annealing 
Temperature 

(°C) 
دماي اتصال به 
 درجه سلسیوس

Sequence 
  ترادف نوکلئوتیدي آغازگر

Orientation 
 جهت آغازگر

Name 
  نام آغازگر

3419-3400  62  5′-CAC TGA CAC GGC AGG ACA AT-3′  Forward  PA1  
3974-3954  5′–ACT TGA GAT CTT AGT GGC CTG-3′  Reverse  PA2 

293 -274  58  5´-GCC CAT GAC GCC TTT GTC AA-3´  Forward  PAV-ORF1-F  
1176-1158  5´-CGG TAC AGA GCC CCT CTA A-3  Reverse  PAV-ORF1-R  

24-2  55  5′-GTG AAG ATT GAC CAT CTC ACA AA-3′ Forward  PAV1 

302 -283  5′-AAG CAC ATG TTG ACA AAG GC-3′ Reverse  PAV1 

1169-1150  58  5′-GTG GGT TTT TAG AGG GGC TC-3′ Forward  PAV2 

1826-1807  5′-GAC GGG GCA TGC AAA CTT TT-3′ Reverse  PAV2 

1828-1807  57  5′-AAA AGT TTG CAT GCC CCG TC-3′ Forward  PAV3 

2517-2495  5′-CAT CTG TTC CAT ACG ATA TGA CG-3′ Reverse  PAV3 

3969-3950  57  5′-AGA CCA GGC CAT AAG GAT CT-3′ Forward  PAV4 

4642-4622  5′-GAG TAG TGT GGA GGG TGT TTT-3′ Reverse  PAV4 

4560-4541  57  5′-ATT TAC CCT GAA GAC GTG CC-3′ Forward  PAV5 

5178-5159  5′-CGG TTA CCA CTT CGT CTT AT-3′ Reverse  PAV5 

2512-2490  55  5′-AAA AAC GTC ATA TCG TAT GGA AC-3′ Forward  PAV6 

3424-3405  5′-AAT GAA TTG TCC TGC CGT GT-3′ Reverse  PAV6 

5194-5173  58  5′-TAA CCG CCC ACT GAT CAA ATG G-3′ Forward  PAV7 

5665-5649  5′-GGG TTG CCG AAC TGC TT-3′ Reverse  PAV7 

  
، دماي مناسـب بـر اسـاس    )Denaturing(مدت یک دقیقه 

 و) Annealing(بـه مـدت یـک دقیقـه     ) 1جدول (آغازگر 
Cº72  به مدت یک دقیقه)Extension ) (35نهایتا ). چرخه

 Cº72 )Finalدقیقه در دمـاي   15مخلوط واکنش به مدت 

extension (آزمون . نگه داري شدRT-PCR   با اسـتفاده از
 نه جفت آغازگر اختصاصی کـه بـا اسـتفاده از نـرم افـزار     

Vector NTI (version 9.0.0)     طراحـی شـدند، صـورت

 .گرفت

  سازيهمسانه

در ژل آگاروز یک در صـد الکتروفـورز    PCRمحصول 
سـپس  . شد و قطعه مورد نظر با اسکالپل از ژل جدا گردید

 High Pure PCR Product Purificationبـا اسـتفاده از   

Kit(Roche)    و طبق دستور العمل شرکت سـازنده خـالص
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ن یتعی ـ سـازي و  همسـانه  بمنظـور  .سازي صـورت گرفـت  
ــرادف ــول  ،تــ ــت  PCRمحصــ ــتفاده از کیــ ــا اســ  بــ

InsT/AClone PCR Product Cloning Kit (Fermentas) 
عمل انتقـال  . وارد شد PTZ57R/Tبه طور مستقیم در ناقل 

 کیـت با استفاده از  DH5α نژاد E. coli  پلاسمید به باکتري
TransformAidTM Bacterial Transformation 

(Fermentas)    پـس از رشـد بـاکتري روي     .انجـام گرفـت
که حـاوي  هاي سفید  محیط کشت به مدت یک شب پرگنه

و پس از انتقال هر یک به انتخاب پلاسمید نوترکیب بودند 
 shaker incubatorمایع، به مدت یک شـب در   LBمحیط 

ــاي ( ــرعت و C37°دم ــدند ) rpm180 س ــت داده ش  .کش
 هـولمز و کـوئیگلی   روش با اسـتفاده از استخراج پلاسمید 

Holmes & Quigley 1981)(   بـراي بررسـی    .انجـام شـد
و تشـخیص پلاسـمیدهاي    سازي شدهصحت قطعه همسانه

نوترکیب از میان پلاسمیدهاي استخراج شـده، از دو روش  
PCR  در روش . و هضــم آنزیمــی پلاســمید اســتفاده شــد
PCRبـا   ،یک میکرولیتر از پلاسمید استخراج شـده  ، مقدار

تکثیر و نتایج حاصـل بـا   اختصاصی  آغازگرهاياستفاده از 
ــد   ــی گردی ــورز بررس ــی   .الکتروف ــم آنزیم در روش هض

هـاي برشـی    شده بـا آنـزیم   استخراج هايپلاسمیدپلاسمید، 
EcoRI  وPst I  دمـاي  ساعت تا یک شـب در  دوبه مدت 

°C37 اندازه قطعه حاصل با انجام الکتروفـورز  . تیمار شدند
  .حاصل تعیین گردید قطعات دي ان ايو مقایسه اندازه 

و مقایسه با ترادف هاي موجـود در بانـک    تعیین ترادف
   ژن

شده با دو روش  سازيپس از تأیید صحت قطعه همسانه
فوق، باکتري حاوي پلاسمید انتخاب و مجـدداً کشـت داده   

 High Pure Plasmidشـد و پلاسـمید آن بـا اسـتفاده از     

Isolation Kit (Roche)  و یاFlexiPrep Kit (Amersham 

Biosciences)  سـازنده  هـاي طبق دستور العمل شـرکت و 
 ، مجـدداً مـورد  بـا روش هضـم آنزیمـی   و استخراج گردید 
اسـتفاده از  بـا   شـده  پلاسمید اسـتخراج  .بررسی قرار گرفت

ه منظور تعیین ترادف بـه  تغلیظ و ب  concentratorدستگاه 
حـداقل  . ارسال گردیـد جنوبی کشور کره  ماکروژنشرکت 

-سو و پـس پیش M13هاي دو تکرار از هر نمونه با آغازگر

هاي بدست آمـده    ترادف .سو خوانده و تعیین ترادف شدند
هـاي موجـود در    بـا تـرادف    Blast Nبرنامـه  اسـتفاده از  با

GenBank  و ارتبـاط آنهـا بـا    مقایسه شدندBYDV-PAV 
 Vector NTI (version 9.0.0)از نـرم افــزار  . شــدتأییـد  

شـده   جهت پیدا نمودن همپوشـانی قطعـات تعیـین تـرادف    
-BYDVسپس با تعدادي از ترادف هاي کامل . استفاده شد

PAV ک ژن و با استفاده از برنامه موجود در بانClustal X 
 Megalign DNAو  CMBIموجـود در پایگـاه اطلاعـاتی    

STAR  مقایسه چند گانه)multiple alignment (  صـورت
ترسـیم   Neighbour joiningگرفت و دندروگرام بـا روش  

در این قسمت مقایسه ها و ترسـیم دنـدروگرام بـراي    . شد
 .چارچوب هاي ژنی به طور جداگانه نیز انجام شد

  یج و بحثانت
با توجه به اهمیت جهانی ویروس کوتـولگی زرد جـو،   
در حال حاضـر اطلاعـات نسـبتا جـامعی از ایـن ویـروس       
بدست آمده و یا در حال تهیه است امـا اطلاعـاتی از ژنـوم    

. ها بویژه ترادف کامل آن در ایران وجود نـدارد ن ویروسای
بنابراین این مطالعه به منظور تهیـه ایـن اطلاعـات و بـراي     

  .نخستین بار در کشور صورت گرفت
در این تحقیق، جدایه منطقه اسفندقه از استان کرمان بـه  

دلیل انتخاب این جدایه بـراي  . طور کامل تعیین ترادف شد
شـده در گیاهـان    شدت علائـم مشـاهده  تعیین ترادف کامل 
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ــه   ــوده ب ــود   BYDV-PAVآل ــه ب ــن منطق ــم . در ای علائ
شده در این گیاهان شامل زردي و کوتولگی شـدید   مشاهده
  . بود

 BYDV-PAVتشـخیص و تـرادف ژنـوم کامـل جدایـه      
  جو جداشده از یک گیاه 

هـــاي گنـــدم، جـــو، یـــولاف و علـــف هـــرز هنمونـ ـ
فندقه اسـتان کرمـان بـا    شده از مزارع منطقـه اس ـ  آوري جمع

مـورد آزمـایش    ELISAو  TPIA .هـاي  استفاده از آزمـون 
 نمونـه هـا داراي   با توجه بـه اینکـه بعضـی از   . قرار گرفتند

، پس بودند از گروه زردي آلودگی مخلوط به چند ویروس
 طیی که فق ـاه نمونهاز میان از انجام آزمونهاي سرولوژیکی 

ه جو جهت انتقال و یک نمون ندآلوده بود BYDV-PAV به
تغذیـه دهـش و   پـس از  . گردیـد انتخـاب  ي دمطالعات بع ـ

علائـم آلـودگی بـه    ، R. padiانتقال ویـروس توسـط شـته    
BYDV-PAV رقم ریحان در شـرایط  گیاهان جو سالم  در

هـاي  علائم روي برگ. از دو هفته مشاهده شدگلخانه پس 
سـپس  شـروع و  از نوك برگ بود که  جو به صورت زردي

بـه منظـور تعیـین تـرادف کامـل      . رفتبرگ را در برگهمه 
از نه جفـت   BYDV-PAVنوکلئوتیدي ژنوم جدایه ایرانی 

استفاده از جفت . استفاده شد) 1جدول (آغازگر اختصاصی 
منجر بـه تکثیـر یـک قطعـه     ) 1جدول ( PA1/PA2آغازگر 

اسـتفاده از هشـت جفـت آغـازگر     . جفت بـازي شـد   575
PAV-ORF1-F/PAV-ORF1-R ،PAV1-F/PAV1-R ،

PAV2-F/PAV2-R ،PAV3-F/PAV3-R ،PAV4-

F/PAV4-R ،PAV5-F/PAV5-R،  
PAV6-F/PAV6-R  وPAV7-F/PAV7-R ) نیز ) 1جدول

، 903هاي  منجر به تکثیر قطعات دي ان ا به ترتیب با اندازه
جفت باز گردیـد   493و  935، 638، 693، 711، 677، 301

   .را پوشش دادند BYDV-PAVکه کل ژنوم 
پس از تعیین تـرادف و مرتـب نمـودن تـرادف هـا، بـا       

 5665به طول  contigاستفاده از همپوشانی ترادف ها، یک 
 623باز آن کـد کننـده و    4682باز به دست آمد که حدود 

ژنوم غیر  5΄باز در انتهاي  141ژنوم و  3΄باز آن در انتهاي 
هاي ژنی کـد کننـده کـه    چارچوبهمه . کد کننده می باشد

در این ویروس شامل شش چارچوب ژنی است در ترادف 
تـرادف حاصـل بـا گـزارش هـاي      . حاصل وجـود داشـتند  

موجود مبنی بر این کـه طـول ژنـوم ایـن ویـروس حـدود       
مطابقـت  ) Fomitcheva et al. 2005(باز می باشـد   5700
نوم لازم به منظور دستیابی به ترادف کامل دو انتهاي ژ. دارد

 Rapid Amplification of cDNA Endsاست از فناوري 

(RACE) اما در تحقیق حاضر هدف مقایسـه  . استفاده شود
بنابراین بـا توجـه بـه ایـن کـه      . نواحی رمز کننده ژنوم بود

 .اطلاعی از ژنوم جدایه ایرانی این ویروس در دسترس نبود
ف کامـل  این ویروس براي نخستین بار در ایران تعیین تراد

شده توسط پاکدل و همکاران در سـال   در مطالعه انجام. شد
خوانی بر اساس بخشی از ژن پلیمراز و ناحیه پیوسته 2009

مشخص شده بود که جدایه اسفندقه بیشترین شباهت را بـا  
نویز دارد، بنابراین آغازگرها بر اساس ژنوم ایـن  جدایه ایلی

غازگرهـا و تعیـین   با استفاده از ایـن آ . جدایه طراحی شدند
ترادف جدایه اسفندقه مشاهده شد که ایـن جدایـه از نظـر    

ها شباهت زیادي باجدایـه  ترادف ژنوم و جایگاه و طول ژن
طول ژنی در جدایه استرالیایی این ویـروس  . نویز داردایلی

)NC_004750 (5677   بــاز)Miller et al. 1988( در ،
 Fomitcheva et(بـاز   5674) AJ810418(جدایه آلمـانی  

al. 2005( در جدایه چین ،)AY855920 (5652  باز)Liu 

et al. 2007(    در جدایه ایلـی نـویز آمریکـا ،)AF235167 (
  EF043235 (5665(باز، در جدایه کـانزاس آمریکـا    5665
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با جدایـه هـاي    )KP771878(  (1149)وویروس کوتولگی زرد ج کرماندندروگرام حاصل از مقایسه ترادف نوکلئوتیدي جدایه . 1شکل 

و ) AF218798( PAV-129، جدایه هـاي آمریکـایی   )EF043235(، جدایه کانزاس )AF235167(جدایه ایلی نویز . موجود در بانک ژن
)PAS-PAV) (NC_002160( ــین ــه چ ــانی )AY855920(، جدای ــه آلم ــترالیایی ) AJ810418(، جدای ــه اس  ).NC_004750(و جدای

NC_004751 رك ویروس جدایه نیویوBYDV-RPV  است که به عنوانout group  اعـداد نمایـانگر درصـد    . در نظر گرفته شده اسـت
bootstrap هستند.  

Fig 1. Position of the Kerman, Iran isolate of BYDV-PAV (KP771878) in dendrogram with other isolates of 
the virus from GenBank based on complete nucleic acid sequence. The numbers indicate bootstrap 
percentage. 
 

 PAV-129بــــاز، و در دو جدایــــه دیگــــر از آمریکــــا 
)AF218798 ( و)PAS-PAV) (NC_002160( ،5695  باز

  .می باشد
و مقایسـه  ) 1شـکل  (فیلوژنتیکی پس از ترسیم درخت 

مشاهده شـد کـه جدایـه    ) 1جدول ( هادرصد تشابه جدایه
و هفت ) BYDV-PAV(ایرانی ویروس کوتولگی زرد جو 

شده از بانک ژن در سه گروه مجزا قرار مـی   جدایه انتخاب
، ایلـی  )KP771878(جدایـه هـاي ایـران    ). 1شکل (گیرند 
، Aدر گـروه  ) EF043235(و کـانزاس  ) AF235167(نویز 

-PAS(و ) PAV-129 )AF218798جدایه هاي آمریکـایی  

PAV) (NC_002160 (   ــین ــه چــ ــا جدایــ ــراه بــ همــ
)AY855920 ( در گروهB  و جدایه آلمانی)AJ810418 ( و

ترسـیم  . قرار گرفتند Cدر گروه ) NC_004750(استرالیایی 
این درخت فیلوژنتیکی نشان می دهـد کـه در بـین جدایـه     
هاي مختلف ویروس کوتولگی زرد جو تنوع زیادي وجود 

ه جدایه هاي آمریکایی در دو گـروه مجـزا   دارد به طوري ک

  . قرار گرفتند
مطالعات پیشین نیز نشان دادند کـه بـر اسـاس مقایسـه     
ترادف چارچوب ژنی یـک ایـن ویـروس در ایـران، تنـوع      
زیادي وجود دارد و جدایه هاي ایرانـی در دو گـروه قـرار    

در مطالعـه پیشـین و بـر    ). Pakdel et al. 2009(گرفتنـد  
باهت در سطح نوکلئوتیدي چـارچوب ژنـی   اساس میزان ش

-PAV(یک ، جدایه منطقه اسفندقه همراه با جدایه استرالیا 

VIC( جدایه ،P-PAV    و جدایه ایلـی نـویز)PAV-III ( در
اما بر اسـاس  ). Pakdel et al. 2009(یک گروه قرار گرفت 

ناحیه پیوسته خوانی ژنوم تفاوت قابل ملاحظه اي مشـاهده  
. نشده بود و همه جدایه ها در یک گروه قرار مـی گرفتنـد  

بنابراین تصمیم گرفته شد که این تنـوع بـر اسـاس تـرادف     
سایر ژن ها و ترادف کامل ژنـوم نیـز مـورد بررسـی قـرار      

  . گیرد
جـدول  (نطور که جدول درصد تشابه نشان می دهد هما

  زرد جـو  ، میزان شباهت جدایه ایرانی ویروس کوتولگی)2
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  هاي موجود در بانک ژنبا جدایه) 1149(ویروس کوتولگی زرد جو  کرمان جدایه درصد تشابه نوکلئوتیدي. 2جدول
Table 2. Percent sequence identity of the Kerman isolate of Barley yellow dwarf virus (1149) (KP771878) with 
other isolates in GenBank 

  

  
  

با جدایه ایلی نویز و جدایه کانزاس در سـطح نوکلئوتیـدي   
گـروه  (می باشد و به دلیل شباهت زیاد در یک گـروه  % 94
A (ایرانی بـا گـروه    میزان شباهت جدایه. قرار می گیرندB 

و جدایه چـین،   PAV-129 ،PAS-PAVشامل جدایه هاي 
و میزان شباهت آن با جدایه هاي استرالیایی و % 89تا % 78

  . است% C (90گروه (آلمانی 
مطالعات نشان داده است که بر اساس چـارچوب هـاي   

در بـین جدایـه   ) ORF2و  ORF1(ژنی کد کننده رپلیکـاز  
بـه طـوري کـه    . گوناگونی وجود دارد BYDV-PAVهاي 

شباهت کمی با سایر جدایه ها  PAV-129جدایه آمریکایی 
ــه  ). Koev et al. 2002(دارد  ــق حاضــر، جدای در تحقی

شـده از بانـک ژن بـر     اسفندقه و سایر جدایه هاي انتخـاب 
نتایج نشان داد که جدایـه  . اساس ژن رپلیکاز مقایسه شدند

شـباهت  % 83تنهـا   PAV-129بـا جدایـه   ) 1149(اسفندقه 
از طرفـی  . شده را تایید می کنـد  یافته حاضر، نتایج یاد. دارد

ایلی نویز، جدایه اسفندقه بیشترین شباهت را با جدایه هاي 
مـی  % 90-91شباهت این جدایه هـا  . کانزاس و آلمان دارد

شـکل  (باشد و این سه جدایه در یک گروه قرار می گیرند 
A2 .(شباهت را بـا جدایـه چـین    در حالی که کمترین )  بـا

  .دارد) تشابه% 79
براساس ترادف نوکلئوتیـدي چـارچوب  ژنـی سـه کـه      

، بـدلیل وجـود تنـوع زیـاد     پروتئین پوششی را رمز می کند
 Bو  Aدر ابتدا به دو زیر گـروه   BYDV-PAVهاي جدایه

 ـ). (Mastari et al. 1998ند طبقه بنـدي شـد   -PAVه جدای

 .Koev et al) اسـت هـا مجـزا   از سـایر جدایـه   کاملاً 129

به دلیـل اینکـه تـرادف پـروتئین پوششـی جدایـه        .(2002
PAV-129  با زیرگروهA  ،86     درصـد شـباهت دارد، ایـن

 ).Miller et al. 2002( فته است قرار گر Bجدایه در گروه 

در تحقیق حاضر، بر اساس ترادف نوکلئوتیدي این قسـمت  
را بـا  %) 94-99(ژنوم، جدایه اسفندقه بیشترین شـباهت  از 

جدایه هاي ایلی نـویز، کـانزاس و اسـترالیا دارد و بـا ایـن      
در حالی ). B2شکل (جدایه ها در یک گروه قرار می گیرد 
دارا می باشد و %) 32(که کمترین شباهت را با جدایه چین 

پـروتئین پوششـی در   . شـباهت دارد % 89با سایر جدایه ها 
ویروس کوتولگی زرد جو، تعیین کننده اختصاصیت انتقـال  

 .Vincent et al(با شته و خصوصیات سرولوژیکی اسـت  

وجود تنوع در ژن رمز کننده این پـروتئین، توجیـه    ).1990
  کننده اختصاصی بـودن ناقـل و خصوصـیات سـرولوژیکی    
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E. ORF6 

 
دایـه  بـا ج ) KP771878( )1149( ویروس کوتولگی زرد جو کرمانحاصل از مقایسه ترادف نوکلئوتیدي جدایه  هاي دندروگرام. 2شکل 

) AF218798( PAV-129، جدایه هاي آمریکایی )EF043235(، جدایه کانزاس )AF235167(جدایه ایلی نویز . هاي موجود در بانک ژن
 ).NC_004750(و جدایــه اســترالیایی ) AJ810418(، جدایــه آلمــانی )AY855920(، جدایــه چــین )PAS-PAV( )NC_002160(و 

NC_004751  جدایه نیویورك ویروسBYDV-RPV  است که به عنوانout group در نظر گرفته شده است .A :حاصـل از    دندروگرام
: Cژن کد کننده پـروتئین پوششـی،    حاصل از مقایسه ترادف نوکلئوتیدي  دندروگرام: Bژن کد کننده رپلیکاز،  مقایسه ترادف نوکلئوتیدي

ژن کـد کننـده پـروتئین     حاصل از مقایسه تـرادف نوکلئوتیـدي    دندروگرام: ORF4 ،D حاصل از مقایسه ترادف نوکلئوتیدي  دندروگرام
  .هستند bootstrapعداد نمایانگر درصد ا. ORF6 حاصل از مقایسه ترادف نوکلئوتیدي  دندروگرام: Eپیوسته خوانی و 

Fig 2. Dendrograms obtained from alignment of an Iranian isolate of BYDV-PAV (1149,  KP771878) with seven 
isolates of the virus from GenBank based on A: ORF1 and ORF2 nucleic acid sequence, B: ORF3 nucleic acid 
sequence, C: ORF4 nucleic acid sequence, D: Read through nucleic acid sequence and E: ORF2 nucleic acid 
sequence. The numbers indicate bootstrap percentage. 

  
  . باشدمی

براساس ترادف نوکلئوتیدي چارچوب ژنـی چهـار کـه    
دخیل اسـت ، شـباهت    درحرکت ویروس در آوند آبکشی

% 90بـیش از  ) به استثناي جدایه چـین (بین تمام جدایه ها 
که نشان دهنده حفاظت شدگی ایـن ژن در بـین   . می باشد

اما در بین این جدایه هـا، شـباهت جدایـه    . جدایه ها است
اسفندقه با جدایه هاي ایلی نـویز و کـانزاس بیشـتر اسـت     

روه قـرار مـی   و این جدایه ها در یـک گ ـ ) تشابه% 99-98(
کمتـرین شـباهت نیـز بـا جدایـه چـین       ). C2شکل (گیرند 

  .تشابه است% 82وجود دارد که 
 ORF3(بر اساس ژن رمز کننده پروتئین پیوسته خـوانی  

، نیز شباهت جدایه اسفندقه با جدایه هـاي ایلـی   )ORF5و 
و ایـن جدایـه هـا    ) تشابه% 97(نویز و کانزاس بیشتر است 

کمترین شـباهت  ). D2شکل (یرند در یک گروه قرار می گ
با سـایر  . تشابه است% 29نیز با جدایه چین وجود دارد که 

  .تشابه وجود دارد% 84-89جدایه ها 
بر اساس تـرادف نوکلئوتیـدي چـارچوب ژنـی شـش،      

جدایـه  . هـا وجـود دارد  کمترین میزان شباهت بـین جدایـه  
اسفندقه بیشترین شباهت را بـا جدایـه هـاي ایلـی نـویز و      

شـکل  (و در یک گروه قرار می گیرند %) 96(زاس دارد کان
E2 .(     میزان شباهت با سایر جدایـه هـا و از جملـه جدایـه

این میزان تشابه نشـان دهنـده ایـن    . می باشد% 53-72چین
چنـدان   BYDV-PAVاست که این ژن در بین جدایه هاي 

مطالعات پیشـین مشـخص نمـوده    . شده نمی باشد حفاظت
هـاي  در تمام جدایـه ) ORF6(ژنی است که این چارچوب 

BYDV-PAV      وجود دارد و بـا اینکـه نقـش آن مشـخص
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نشده است اما رمز کننده یک پروتئین عملکردي براي ایـن  
بنـابراین بـا   ). Chalhoub et al. 1994(باشد ها میویروس

هـا، احتمـالا   توجه به تنوع زیـاد ایـن ژن در ایـن ویـروس    
ــر  ــن ژن مســئول ب ــروتئین حاصــل از ای وز خصوصــیات پ
مـثلا  . باشـد ها میمنحصر به فرد در هرکدام از این ویروس

هـاي شـدید و یـا ملایـم و     ممکن است که در ایجاد جدایه
هـا نقـش   شده در آلودگی به این ویروس شدت علائم ایجاد

  .داشته باشد
به طور کلی نتایج نشان می دهند که در بین جدایه هاي 

BYDV-PAV بـه  . ا وجود داردتنوع زیادي در سطح ژن ه
هـاي  ها اغلب به صورت آلـودگی دلیل این که این ویروس

هـا زیـاد اسـت بـه     مخلوط هستند امکـان نـوترکیبی در آن  
. باشـد می GAVطوري که جدایه چین حاصل نوترکیبی با 

بیشترین شباهت جدایه ایرانی با جدایه هـاي ایلـی نـویز و    
  . کانزاس و کمترین شباهت آن با جدایه چین است

ایـن  . کمترین شباهت با جدایه چین مشاهده مـی شـود  
. جدایه شباهت زیـادي بـا هـیچ یـک از جدایـه هـا نـدارد       

مطالعات قبل نیز نشان داده است که جدایه چـین بیشـترین   
ــا    ــا ب ــباهت را تنه ــه   PAS-PAVش ــالا نتیج دارد و احتم

می باشد و یـک گونـه جداگانـه بـا نـام       GAVنوترکیبی با 
PAV-CN هد تشکیل می د)Liu et al. 2007 .(  

ویروس کوتولگی زرد جو از اهمیـت اقتصـادي زیـادي    
هـاي مختلـف ایـن    جدایـه . در سراسر دنیا برخوردار است

کننـد، شـته ناقـل و    ویروس از نظر علائمی کـه ایجـاد مـی   
هـاي  توانایی در شکستن مقاومـت میزبـان بـا هـم تفـاوت     

هـاي  ها با روشتشخیص و تمیز این ویروس. زیادي دارند
سرولوژیکی که فقط پروتئین پوششـی ویـروس را ردیـابی    

بنـابراین تـرادف کامـل ژنـوم ایـن      . کنند مشـکل اسـت  می
توانـد در درك بهتـر گونـاگونی تـرادف ایـن      ها میویروس
دسترسی به ترادف کامل این ویروس . ها کمک کندویروس

هاي ردیابی خـاص را بـر اسـاس تـرادف     امکان ارائه روش
. کنـد فراهم مـی ) gene chipsو  PCRمانند (ک اسید نوکلئی
هـاي مختلـف   هایی را که مسئول بروز فنوتیپهمچنین ژن

ترادف کامل این ویروس مهـم  . نمایدهستند را مشخص می
و اقتصادي به مطالعات جهت ارائـه روش مناسـب جهـت    

بـا توجـه بـه اهمیـت ایـن      . کنـد کنترل ویروس کمک مـی 
هـاي  یین ترادف کامـل جدایـه  ایی براي تعها پروژهویروس

ایـن  . این ویروس از سراسر دنیا نیـز طراحـی شـده اسـت    
پــروژه بــراي اهــداف قرنطینــه حــائز اهمیــت اســت زیــرا 

هـاي یـک ویـروس    شود جدایـه هایی که تصور میویروس
هـاي کـاملا   شـود کـه ویـروس   هستند گاهی مشخص مـی 

کـه بـر اسـاس     BYDV-RMVماننـد  . باشـند متفاوتی مـی 
-Maize yellow dwarf virusتـرادف ژنـوم بـه   مقایسـات  

RMV (MYDV-RMV)  تغییر نام داده است)Krueger et 

al. 2013( .   همچنین استفاده از این اطلاعـات در ردیـابی و
ایجاد مقاومت، باعث موفقیت در افزایش محصول خواهـد  

  .شد
نتایج حاضر نشان دادند که ویروس کوتـولگی زرد جـو   

شـود از  اعث بروز علائم شدیدي میکه در منطقه اسفندقه ب
هاي کوتـولگی زرد  نظر ترادف ژنوم در گروهبندي ویروس

هـاي  گیرد و شباهت بسـیار زیـادي بـا جدایـه    جو قرار می
اما شباهت ایـن جدایـه بـا سـایر     . نویز و کانزاس داردایلی
هـا قابـل   ها از نظر ترادف نوکلئوتیـدي بعضـی از ژن  جدایه

مقایسـه ژن رمـز کننـده پـروتئین     زیرا از نظـر  . توجه است
) نـویز و کـانزاس  ایلـی (پلیمراز علاوه بر دو جدایه یادشده 

شباهت زیادي با جدایه آلمان دارد امـا از نظـر مقایسـه ژن    
کد کننده پروتئین پوششـی عـلاوه بـر دو جدایـه یادشـده      

. شباهت زیادي با جدایه اسـترالیا دارد ) نویز و کانزاسایلی(
هـا  ماننـد سـایر جدایـه    ORF4لئوتیـدي  از نظر ترادف نوک

. باشـد است که نشان دهنده حفاظـت شـدگی ایـن ژن مـی    
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ORF6 بالایی برخوردار استها و از جمله جدایه اسفندقه از تنـوع  در بین جدایه.  
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