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 (26/04/99تاریخ پذیرش:  - 03/02/99)تاریخ دریافت:  
 چکیده

ی دامنه میزبانی ادار ،ویروس های متعلق به جنس پوتی ی از ویروس( یکBean yellow mosaic virusویروس موزائیک زرد لوبیا )
باشد. این ویروس سالیانه خسارت بالایی به حبوبات مختلف از جمله باقلا در ایران وارد  ای می وسیع و پراکندگی جغرافیایی گسترده

های سیستان و  های مختلف ایران )استان یک زرد لوبیا از مزارع باقلای استانئویروس موزا  جدایه 13کند. در این پژوهش می
آوری گردید.  شرقی( جمع آذربایجان و بلوچستان، هرمزگان، کرمان، خوزستان، فارس، لرستان، ایلام، همدان، قزوین، زنجان، اردبیل

، GenBank منتخب از  جدایه178یابی با توالی پروتئین پوششی  آوری شده پس از توالی های جمع ناحیه پروتئین پوششی جدایه
 BYMVهای درصد با سایر توالی 86-99به میزان  ،ایرانی مورد بررسی های جدایه های نوکلئوتیدی مورد مقایسه قرار گرفت. توالی

های نوترکیب، با رسم درخت به روش  های ویروس موزائیک زرد لوبیا پس از حذف جدایه ی جدایهیمشابهت داشتند. روابط تبارزا
Maximum Likelihood گرفت. بر این اساس همه  مورد بررسی قراربر اساس توالی نوکلئوتیدی ناحیه پروتئین پوششی  و

های ایرانی در دو گروه  در هشت گروه مونوفیلتیک قرار گرفتند. جدایه AI38 ،PAC-1 ،BYMV-Wها به جز سه جدایه  جدایه
 بندی شدند. و اسپانیا تقسیم ، عراقاز کشورهای ژاپن، استرالیاهای باقلا، عدس، لوبیا، گلایول و آفتابگردان  متمایز در کنار جدایه

ها براساس بررسی تبارزایی توالی نوکلئوتیدی ناحیه پروتئین پوششی  بندی جدایه رابطه مستقیمی بین گروه ،براساس نتایج بدست آمده
های موجود در  ی ایرانی و سایر جدایهها ین پوششی در جدایهئبررسی ساختار پروت و منشا میزبانی و جغرافیایی مشاهده نشد.

GenBank ین پوششی و متغیر بودن ناحیه ابتدای ئشدگی بالای نواحی انتهایی کربوکسیل و ناحیه مرکزی پروت دهنده حفاظت نشان
 آمینی بود.
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ABSTRACT 
Bean yellow mosaic virus, a species of the genus Potivirus, has a wide host range and a broad geographical 
distribution. BYMV causes high annual economic damage in various legumes such as faba beans in Iran. In this 
study, 13 BYMV isolates were collected from faba bean fields of different provinces of Iran (Sistan and 
Baluchestan, Hormozgan, Kerman, Khuzestan, Fars, Lorestan, Ilam, Hamadan, Ghazvin, Zanjan, Ardabil, East 
Azerbaijan). The coat protein (CP) region of the collected isolates was sequenced and then compared with the CP 
sequence of 178 isolates available in GenBank. The selected Iranian sequences showed 86-99% nucleotide 
sequence identities with other BYMV isolates. Phylogenetic relationships based on CP nucleotide sequences were 
estimated using the Maximum Likelihood method, after removing all recombinant sequences. Accordingly, all 
isolates excluding three isolates, AI38, PAC-1, BYMV-W were placed in eight monophyletic groups. Iranian 
isolates were located in two distinct groups, along with broadbean, lentil, bean, gladiolus and sunflower isolates 
from Japan, Australia, Iraq and Spain. According to the results there is no significant relation among clustering of 
BYMV isolates based on phylogenetic analysis of CP sequences and original host and country. The CP structure 
analysis of Iranian isolates and other selected isolates from GenBank revealed conservation of the C-terminus and 
the central region of the coat protein and the variation of the N-terminus. 
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 مقدمه

یکی از حبوبات مهم  .Vicia faba Lاقلا با نام علمی ب

 ,Hosseini) باشد غربی آسیا می است که بومی جنوب

ز فسفر، کلسیم و آهن است (. دانه باقلا سرشار ا2008

 Kouchakiدرصد پروتئین دارد ) ۲0-۲5که حدود 

and Banayan Aval, 2004 سطح زیر کشت جهانی .)

میلیون هکتار است که ایران با تولید  9/۲باقلا حدود 

هزار هکتار،  3۶هزار تن باقلا در سطح  4۶بیش از 

مقام دوازدهم تولید این محصول را در جهان به خود 

 (. باقلاHassanvand et al., 2015دهد ) اص میاختص

جنوب  ی،شمال ینواح خصوص به ایران مختلف نقاط در

 .گردد می کشت عمده، محصول به عنوان یغرب و جنوب

 های زیادی از جمله: خشکسالی، با این حال، محدودیت

ها، تولید این یماریآفات و ب ی وکم ارقام محل بازدهی

ها، یتتمام محدود بین در. کند می تهدید محصول را

 ینترمخرب عنوانبه باقلابه  زنندهخسارت یها یماریب

قابل  یانو باعث ضرر و ز انددر نظر گرفته شده عامل

-می محصولدرصد( در عملکرد  50از  یش)ب یتوجه

یروسی و عواملها، یماریب ینا یاز جمله .شوند

به دلیل تشخیص دشوار و نبود روش  هستند که

لی مناسب، به عنوان یک مشکل جدی برای گیاه کنتر

 ,.Sillero et alاند ) باقلا در سراسر جهان گزارش شده

 یبتنها باعث آس نه یروسیو یهایماریب (.2010

 به نسبترا  یاهبلکه گ شوند، یم یزبانبه م یممستق

 Khalil) کنندمی مستعد ثانویه، بیمارگرهای یحمله

and Erskine, 2001.) 

 گیاه باقلا از زا خسارت ویروس زیادی تعداد 

 موزائیک ویروس: جمله  از اند، شده سازی جدا و گزارش

 ،(Bean yellow mosaic virus; BYMV) لوبیا زرد

 Faba bean necrotic) باقلا بافت مرده زردی ویروس

yellow virus; FBNYB ،)باقلا پیسک ویروس 

(Broad bean mottle virus; BBMVو ،)یروس 

( Bean leaf roll virus; BLRV) یابرگ لوب یچیدگیپ

 Pea enation) یفرنگ نخود یا توته ئیکموزا یروسو و

mosaic virus; PEMV( )Bond et al., 1994.) در 

 یکی BYMV، باقلاگزارش شده از  های یروسو یانم

 است یروسیو های یماریب ترین یو اقتصاد ینتر از مهم

 یرانا کند. در یرا آلوده م نیاهااز گ یعیوس یدامنه که

-نخود ،مانند نخود یاهانیاز گ BYMVگزارش  یناول

 و همکاران Kaiser توسط باقلا و لوبیا عدس، فرنگی،

مزارع باقلای  ازBYMV  تاکنون. ارائه شد( 1968)

مازندران،  یلان،تهران، فارس، خوزستان، گ یها استان

 (Farzadfar et al., 2002لرستان )اصفهان، کرمانشاه، 

. گزارش شده است( Davodi et al., 2014و کرمان )

از  Potyvirusمتعلق به جنس  BYMVویروس 

 آر.ان.ااست و حاوی ژنوم  Potyviridaeخانواده 

به طول تقریبی  ای با پیکره رشته ای مثبت رشته تک

باشد. ویروس موزائیک زرد لوبیا   نانومتر می 750

ناپایا منتقل  صورت توسط چندین گونه شته به 

، دارای طیف میزبانی نسبتاً این ویروس .شود می

ها و  ای وسیعی است و گیاهان زیادی متعلق به تک لپه

یک خفیف تا ئها را آلوده کرده و علایم موزا ای دو لپه

 ،های مختلف گیاه بسته به نوع گیاه شدید در قسمت

های  جدایه کند. سویه ویروس و زمان آلودگی ایجاد می

زایی و خصوصیات  وس مذکور از نظر میزان بیماریویر

 Kingهستند ) سرولوژیکی در گیاهان مختلف، متفاوت

et al., 2011; Kyrychenko et al., 2017).  قبل از

های ژنتیک مولکولی، معیارهایی از قبیل  ظهور روش

 نوع میزبان، علائم و خصوصیات سرولوژیکی ویروس

مورد استفاده قرار  ها برای توصیف و شناسایی ویروس

های  ویروس های گرفت. امروزه برای تفکیک سویه می

های مولکولی  از روش BYMV مختلف از جمله

یابی قسمتی  های توالی استفاده از داده شود. استفاده می

از ژنوم و یا ژنوم کامل به عنوان یک معیار معتبر در 

گردد. پروتئین  های ویروسی مطرح می بندی گونه طبقه

ششی یکی از نواحی ژنومی است که به علت پو

( بالا و دارا Seifers et al., 2013شدگی بالا ) حفاظت

 ها ویروس های اختصاصی پوتی توپ بودن اکثر اپی

(Shukla et al., 1988)  از اهمیت زیادی برخوردار

به بررسی  ۲008در سال و همکاران   Wylieاست. 

یک زرد لوبیا بر جدایه ویروس موزائ ۶4روابط تبارزایی 

اساس توالی نوکلئوتیدی ژن پروتئین پوششی 

های  پرداختند. بر اساس تحقیق مذکور، جدایه

BYMV  براساس میزبان اصلی و توزیع جغرافیایی در
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، Broad bean ،Canna ،General ،Lupinهفت گروه 

Monocot ،Pea  وW  قرار گرفتند. براساس نتایج

بندی ویروس براساس  حاصل از این پژوهش، بین طبقه

روابط تبارزایی توالی نوکلئوتیدی پروتئین پوششی، 

ها، رابطه مستقیم  میزبان و مبدا جغرافیایی جدایه

ای دیگر، در بررسی تبارزایی  وجود داشت. در مطالعه

جدایه  40انجام شده بر اساس توالی کامل ژنوم 

ویروس موزائیک زرد لوبیا چنین ارتباطی مشاهده نشد 

(Kehoe et al., 2014 در این تحقیق، بر اساس توالی .)

بندی یک سیستم طبقه BYMVکامل ژنوم ویروس 

 I-IXها در نه گروه  جدید ارائه گردید و جدایه

با وجود تاکید بر استفاده از توالی  بندی شدند. طبقه

کامل ژنوم ویروس موزائیک زرد لوبیا برای بررسی 

 ,.Kehoe et alه )های گذشت روابط تبارزایی در پژوهش

در  BYMVهای ثبت شده  ( اکثر توالی2014

GenBank  مربوط به پروتئین پوششی هستند و

جدایه این ویروس به صورت کامل  48تاکنون تنها 

 یابی شده است.  توالی

های ثبت  از این رو به علت بالا بودن تعداد توالی

شده مربوط به ناحیه پروتئین پوششی و همچنین 

ذکر شده برای این ناحیه، بیشتر مطالعات  های ویژگی

با استفاده از پروتئین  BYMVانجام شده در مورد 

های  شود. با توجه به وجود گزارش پوششی انجام می

متعدد در مورد خسارت بالای ویروس موزائیک زرد 

 Rabiee et al., 2015; Sharifiلوبیا در ایران )

Nezamabad et al., 2015; Davodi et al., 2014 در ،)

های این ویروس از مناطق عمده  پژوهش حاضر، جدایه

آوری و ناحیه پروتئین پوششی برخی  کشت باقلا جمع

ها  یابی گردید و سپس رابطه تبارزایی آن ها توالی جدایه

مورد بررسی  GenBankهای موجود در  با سایر جدایه

ای  جایی که تاکنون در هیچ مطالعه از آنقرار گرفت. 

های موجود  همه جدایه CPی پروتئینی ناحیه توال

BYMV  الیز قرار نگرفته است و به علت آنمورد

ساختار  ،در قسمت دوم این پژوهش ،اهمیت این ناحیه

شدگی پروتئین پوششی در تمام  و الگوی حفظ

 تعیین گردید.  BYMVهای موجود  جدایه

 

 ها مواد و روش

ئیک های آلوده به ویروس موزا آوری نمونه جمع

 های مختلف ایران زرد لوبیا از استان

های  در سال  برداری برای انجام این پژوهش، نمونه

از مزارع باقلای نواحی مختلف  1397و  139۶زراعی 

های سیستان و بلوچستان، هرمزگان،  ایران )استان

کرمان، خوزستان، فارس، لرستان، ایلام، همدان، 

قی( که جزء قزوین، زنجان، اردبیل و آذربایجان شر

روند، انجام  مناطق عمده باقلاکاری کشور به شمار می

گردید. گیاهان مشکوک به آلودگی ویروسی با علایم 

ها  موزائیک خفیف تا شدید، کوچکی و بدشکلی برگ

 ( و تعدادی فاقد علایم ویروسی مشخص،1)شکل 

های پلاستیکی جداگانه با ذکر  آوری و در کیسه  جمع

برداری در شرایط خنک به  مونهنام محل و تاریخ ن

آزمایشگاه منتقل و در دمای چهار درجه سلسیوس تا 

داری  های مربوطه نگه زمان انجام و اتمام آزمایش

 شدند.

 

تشخیص ویروس موزائیک زرد لوبیا با آزمون 

های انتخابی در  الایزا و تکثیر جدایه -داس

 ای شرایط گلخانه

ک زرد لوبیا برای شناسایی و تشخیص ویروس موزائی

-آوری شده، از روش داس های جمع در بین نمونه

(، با 1977) Clark & Adamsطبق توصیف  1الایزا 

های اختصاصی و چند  بادی گیری از آنتی بهره

 Biorebaشده از موسسه  تهیه BYMVای  همسانه

)کشور سوئیس( استفاده شد. نتایج پس از گذشت 

 BioTech)دقیقه با دستگاه الایزاخوان 30حدود 

Epoch
۲
)

نانومتر قرائت شد و از هر  405موج  در طول  

ترین  منطقه یک نمونه آلوده به ویروس که دارای بیش

تر انتخاب  های بیش میزان جذب بود، برای بررسی

های انتخابی روی گیاهان باقلا،  زنی جدایه گردید. مایه

 به روش مکانیکی انجام گردید. ای در شرایط گلخانه

                                                                               
1. DAS-ELISA 
2. ELISA reader 
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 BYMV. علایم سبزردی، موزائیک و پیچیدگی برگ در گیاهان باقلا آلوده به 1شکل 

Figure 1. Chlorosis, mosaic and leaf roll symptoms on BYMV-infected broadbean plants 

 
 

تکثیر و تعیین توالی  ناحیه پروتئین پوششی 

  ویروس موزائیک زرد لوبیا

، آر.ان.ا کل با BYMVه نمونه انتخابی آلوده ب 13از 

 Top Plant and Fungi RNAاستفاده از کیت 

Purification kit ایران( بر اساس  -)شرکت توپاز ژن

 دستورالعمل شرکت سازنده، استخراج گردید. 

برای تکثیر ناحیه مورد نظر، از جفت آغازگر 

اختصاصی ناحیه پروتئین پوششی ویروس موزائیک 

  BYMVCPrevزرد لوبیا با نام

(GTCTGTTCCAACATTGCCAT)  و
BYMVCPfor 

(CGKTTTCARTCWGATCAAGAکه با نرم )   افزار

 Vector NTI Advance™ 11(Invitrogen)  طراحی

در دو  RT-PCRشده بود، استفاده گردید. واکنش 

میکرولیتر انجام گردید.  ۲0مرحله و در حجم نهایی 

 Reverseهای حاوی چهار میکرولیتر  ابتدا میکروتیوب

transcriptase buffer 10X یک میکرولیتر ،dNTPs 

(10 mmol/ul) یک میکرولیتر آغازگر ،BYMVCPrev 

(10pmol/ul)  هشت میکرولیتر آب مقطر استریل و ،

پنج میکرولیتر از آر.ان.ا کل استخراج شده به مدت 

درجه سلسیوس در دستگاه  ۶5پنج دقیقه در 

وی یخ قرار ( و سپس رBio-Rad, T-100ترموسایکلر )

 MuMLV Reverseهای  داده شد. در مرحله بعد آنزیم

transcriptase (200u/ μl)   وRNase inhibitor 

(40U/ul)   میکرولیتر به  5/0هرکدام به میزان

میکروتیوب اضافه گردیدند و به مدت یک ساعت در 

درجه سلسیوس در دستگاه ترموسایکلر قرار  4۲دمای 

میکرولیتر  ۲5جم نهایی در ح PCRواکنش گرفتند. 

میکرولیتر  5/1۲میکرولیتر آب استریل،  5/5 :شامل

(mM MgCl2 1.5 )Master mix ( تهیه شده از

شرکت ویراژن، ایران(، یک میکرولیتر از هر کدام از 

 BYMVCfor (10و  BYMVCPrevآغازگرهای 

pmol/ul)  و پنج میکرولیترcDNA  در دستگاه

 PCRامه گرمایی واکنش برن .ترموسایکلر انجام گرفت

به صورت واسرشت سازی اولیه به مدت سه دقیقه در 

چرخه شامل  35درجه سلسیوس و  94دمای 

درجه  94واسرشت سازی یک دقیقه در دمای 

 53سلسیوس، اتصال به مدت یک دقیقه در دمای 

درجه  7۲درجه سلسیوس و بسط یک دقیقه در دمای 

به مدت  درنهایت بسط نهایی .سلسیوس تنظیم شد

 درجه سلسیوس انجام گرفت.  7۲دقیقه در دمای  10

با استفاده از  PCRسازی محصول  فرآیند خالص

Wizardکیت 
(R)

 SV Gel and PCR Clean-Up 

System  بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده

(Promega, USA انجام گردید. کیفیت قطعات تکثیر )
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در شده حاصل از واکنش، روی ژل آگارز یک درصد 

مورد بررسی قرار   TBE (Tris-Borate-EDTA)بافر 

گرفت. پس از حصول اطمینان از خالص بودن قطعه 

جفت باز، ناحیه مورد نظر  750تکثیری به طول حدود 

های مختلف، برای تعیین توالی با   تکثیر شده از جدایه

به شرکت  آر، سی جفت آغازگر مورد استفاده در پی

Eurofins مبورگ ارسال گردیدند.در کشور لوکزا 

 

بررسی امکان وقوع نوترکیبی در سطح توالی 

نوکلئوتیدی ناحیه پروتئین پوششی با استفاده از 
RDP 

های نوکلئوتیدی  بررسی پدیده نوترکیبی در بین توالی

با  RDP5افزار  ناحیه پروتئین پوششی، از طریق نرم

فرض انجام گرفت. وقوع نوترکیبی، والد  تنظیمات پیش

لی، والد فرعی، نقاط شروع و پایان نوترکیبی توسط اص

، RDP( Martin et al., 2015های ) روش
GENECONV (Padidam et al., 1999)، Bootscan 

(Martin et al., 2005) ،MaxChi (Maynard Smith, 

1992) ،Chimaera (Posada and Crandall, 2001) ،

SiScan (Gibbs et al., 2000)  و(Lam et al., 2018) 

3Seq که وجود  ای مورد بررسی قرار گرفت. جدایه

p-value<1×10نوترکیبی با حداقل چهار روش با  
-6 

در آن تشخیص داده شد، به عنوان جدایه نوترکیب 

 محسوب شد.
 

بر  BYMVهای  بررسی روابط تبارزایی جدایه

 اساس توالی پروتئین پوششی

های  جدایهبرای ارزیابی روابط تبارزایی، پس از حذف 

های مورد بررسی در این پژوهش  نوترکیب سایر جدایه

 GenBankهای منتخب از  و همچنین سایر جدایه

MAFFTافزار  (، ابتدا با نرم1)جدول 
3
 v.7 (Katoh 

and Standley, 2013فرض  ( با تنظیمات پیش

سازی شده به  ردیف سازی شدند. فایل هم ردیف هم

 Mesquite v.3.04 (Maddisonصورت دستی با برنامه 

and Maddison, 2015 .مورد بازبینی قرار گرفت )

درخت تبارزایی بر اساس توالی نوکلئوتیدی به روش 

                                                                               
3. Multiple Alignment using Fast Fourier Transform, 
version 7 

Maximum Likelihood (ML)  با برنامهIQ-TREE 

v.1.6  رسم گردید(Kalyaanamoorthy et al., 2017) .

ترین  این برنامه به صورت خودکار بهترین و مناسب

 نماید. رسم درخت تبارزایی انتخاب میمدل را برای 
 

بررسی توالی پروتئینی ناحیه پروتئین پوششی 

 BYMVهای  در جدایه

های  های نوکلئوتیدی به دست آمده از جدایه توالی

پیوست( با 1)جدول  GenBankایرانی پس از ثبت در 

 ExPASYبرنامه ترجمه 

(https://web.expasy.org/translate)  به توالی

سازی  ردیف ای متناظر ترجمه شدند. هم ینهاسیدآم

ای، از طریق  های ترجمه اسیدآمینه چندگانه توالی

 Katoh andانجام شد )  MAFFT v.7افزار  نرم

Standley, 2013 و پس از بازبینی دستی با برنامه )

Mesquite v.3.04 (Maddison and Maddison, 

 Weblogo.v.2.8.2های مذکور با برنامه  (،  توالی2015

(. Crooks et al., 2004به تصویر کشیده شدند )  

های مورد بررسی، با  ارزیابی عملکرد پروتئینی جدایه

Pfamبرنامه 
تر یک  انجام گرفت. برای بررسی بیش 4

ساختار کریستالی مربوط به پروتئین پوششی موجود 

انتخاب گردید. این  5ODVبا شماره شناسه  PDBدر 

وس موزائیک هندوانه است که با ساختار متعلق به ویر

و   Zamoraروش تفرق میکروسکوپ الکترونی توسط 

های  تعیین شده است. توالی ۲017در سال  همکاران

های قبل  پروتئینی موجود که در قسمت

 Consurfاند با برنامه تحت وب  سازی شده ردیف هم

)tau.ac.ilhttp://consurf.(  روی ساختار کریستالی

 سازی شدند. ردیف هم 5ODVپروتئین 

 

 نتایج و بحث

های  یابی جدایه تکثیر پروتئین پوششی و توالی

 انتخابی

بر اساس نتایج آزمون الایزا و به منظور بررسی و 

های ویروس  مقایسه ناحیه پروتئین پوششی جدایه

های  ی استانموزائیک زرد لوبیا جدا شده از مزارع باقلا

                                                                               
4. Protein families database 

http://consurf.tau.ac.il/
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نمونه برگی از هر  100مختلف ایران، از میان حدود 

ها مثبت بود، یک جدایه  استان که بیش از نیمی از آن

که بالاترین میزان جذب را داشت، انتخاب گردید 

با استفاده از  RT-PCRپیوست(. واکنش  ۲)جدول 

منجر به تکثیر  CPآغازگرهای اختصاصی ناحیه 

جفت باز شد. نتایج  750 ای به طول حدود قطعه

روی ژل آگارز یک درصد در  CPحاصل از تکثیر ژن 

جدایه  13های  شود. توالی مشاهده می ۲تصویر شماره 

، 39I ،6T ،32L ،1Z ،8R ،3Hهای  مورد بررسی با نام

4A ،28KH ،26S ،2Gh ،2Fa ،1Ka  50وG  به ترتیب

 های ایلام، آذربایجان شرقی، لرستان، مربوط به استان

زنجان، هرمزگان، همدان، اردبیل، خوزستان، سیستان 

و بلوچستان، قزوین، فارس و کرمان بودند )لازم به 

ذکر است که کنترل منفی در این آزمایش، شامل 

آر منهای  سی تمامی موارد مورد استفاده در واکنش پی

جای آن از  نمونه استخراج شده از بافت برگی بود که به

نتایج حاصل از بررسی اده شد(. آب دوبار تقطیر استف

های ایرانی مورد بررسی نشان داد که  توالی جدایه

درصد با سایر  8۶-99های مذکور به میزان  جدایه

 شباهت داشتند.  GenBankهای موجود در  جدایه

 

 
 

در   BYMVCPforو   BYMVCPrevبا استفاده از آغازگرهای   RT-PCRالگوی الکتروفورزی نتایج حاصل از آزمون  .۲شکل 

 3-15: کنترل منفی، راهک ۲: نشانگر دی.ان.ا یک کیلو بازی، راهک 1: راهک Red-safeوسیله رنگ آمیزی شده به %1ژل آگارز 

های ایلام، آذربایجان شرقی، لرستان، زنجان،  لف ایران )استانجدا شده از گیاهان باقلای نواحی مخت BYMVهای  : جدایه

 ل، خوزستان، سیستان و بلوچستان، قزوین، فارس و کرمان(.هرمزگان، همدان، اردبی
Figure 2. Electrophoretic pattern of RT-PCR products using BYMVCPrev and BYMVCPfor primers on 

1% agarose gel, stained with Red-safe. Lane 1: DNA Ladder (1kb), Lane 2: Negative control, Lane 3- 15: 

Isolates from different geographical areas of Iran (Sistan and Baluchestan, Hormozgan, Kerman, 

Khuzestan, Fars, Lorestan, Ilam, Hamadan, Ghazvin, Zanjan, Ardebil and East Azarbaijan provinces). 

 

و  BYMVهای انتخابی  تحلیل تبارزایی جدایه

 GenBankوجود در های م مقایسه با سایر جدایه

قبل از بررسی روابط تبارزایی، آزمون وقوع نوترکیبی با 

دست آمده  انجام شد. بر اساس نتایج به RDPبرنامه 

، GB2های  پیوست( جدایه 3)جدول 

Glad2،BYMVS  ،Masdevellia  که به عنوان

های نوترکیب شناسایی شدند، حذف و سپس  جدایه

با استفاده از  MLرسم درخت تبارزایی بر اساس روش 

انجام گردید.  1000استرپ  با بوت  IQ-TREEنرم افزار

بهترین مدل برای رسم درخت   TIM2+F+G4مدل

تبارزایی بر اساس توالی نوکلئوتیدی توسط برنامه 

گونه  شناخته شد. همان  IQ-TREEیاب نرم افزار مدل

ها به جز  شود، همه جدایه مشاهده می 3که در شکل 

در هشت گروه   AI38 ،PAC-1،BYMV-Wسه جدایه 
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گروه اول در درخت رسم مونوفیلتیک قرار گرفتند. 

جدایه است که از گیاهان  ۶5شامل  3شده در شکل 

لپه و دولپه مختلف و از کشورهای استرالیا،  تک

باشند. گروه دوم شامل  جنوبی، ژاپن و تایوان می کره

و  (Canna) جدایه است که همگی از روی گل اختر 15

اند. گروه سوم دارای هفت  از کشور ژاپن جدا شده

ها از شبدر و بقیه از  باشد که یکی از جدایه جدایه می

میزبان نامعلوم و از کشورهای ژاپن، آمریکا و 

اند. گروه چهارم دارای  جنوبی جداسازی شده آفریقای

ی ایرانی جدا شده از باقلا از  جدایه دهجدایه است.  35

رستان، کرمان، سیستان های فارس، ل استان

وبلوچستان، هرمزگان، ایلام، همدان، زنجان، قزوین و 

در این گروه قرار گرفتند. بقیه  شرقی آذربایجان

ها از گیاه باقلا و کشورهای عراق، ژاپن و استرالیا  جدایه

جدایه متعلق  ۲0اند. گروه پنجم متشکل از  جدا شده

یاهان به کشورهای ژاپن و تایوان و جدا شده از گ

 ۲3گلایول، توتون و لیسیانتوس است. گروه ششم با 

جدایه از روی گیاهان عدس، باقلا، لوبیا، گلایول و 

آفتابگردان و از کشورهای اسپانیا و ایران گزارش 

های ایرانی این گروه از مزارع باقلا در  اند. جدایه شده

های فارس، خوزستان، اردبیل و یک جدایه  استان

اند. گروه هفتم و  اصفهان جداسازی شدهآفتابگردان از 

جدایه هستند. گروه  دهترتیب دارای سه و  هشتم به

هفت ازگیاهان شبدر، باقلا و سویا و کشور ژاپن و گروه 

هشت از گیاهان باقلا و کشور استرالیا جداسازی 

 ،اند. در پژوهش حاضر، از بین هشت گروه موجود شده

ر در یک گروه مجزا های مربوط به گیاه اخت تنها جدایه

ها متشکل از  گیرند. سایر گروه ( قرار می۲)گروه 

های مختلف با مبدا  های مربوط به میزبان جدایه

 BYMVهای ایرانی باشند. جدایه جغرافیایی متفاوت می

که همگی از گیاهان باقلا جدا شده بودند،  رغم این علی

و  (3( قرار گرفتند )شکل ۶و  4در دو گروه مجزا )

ها و منطقه  بندی آن باط خاصی بین تقسیمارت

در  .جغرافیائی که از آن جدا شده بودند، مشاهده نشد

دست آمده براساس روابط  بندی به گروه ، نتایجادامه

یک زرد لوبیا براساس ئهای ویروس موزا تبارزایی جدایه

با  ،توالی نوکلئوتیدی پروتئین پوششی در این پژوهش

وهش انجام شده مشابه توسط دست آمده در پژ نتایج به

Wylie ( که اصلی۲008و همکاران )  ترین مطالعه

قرار  مقایسهصورت گرفته در این زمینه است مورد 

های موجود در  گرفت. همچنین به منظور یافتن تفاوت

های صورت گرفته در آنالیز تبارزایی براساس  بندی گروه

 ،یایک زرد لوبئپروتئین پوششی و کل ژنوم ویروس موزا

و همکاران  Kehoeنتایج این پژوهش با نتایج پژوهش 

مقایسه شد. نتیجه حاصل از مقایسه نیز ( ۲014)

و ذکر شده  پژوهش دوهای انجام شده در  بندی گروه

. خلاصه شده است 1در جدول شماره تحقیق حاضر 

 و همکاران Wylieبندی انجام شده توسط  در تقسیم

زرد لوبیا براساس  جدایه ویروس موزائیک ۶8( ۲008)

توالی نوکلئوتیدی ژن پروتئین پوششی در هفت گروه 

، Broad bean ،Canna ،General ،Lupin با نامهای

Monocot ،Pea  و W گونه که در  قرار گرفتند. همان

که شامل  General گروه ،نیز ذکر شده 1جدول 

لپه و  های مربوط به گیاهان تک ای از جدایه مجموعه

 Canna  سه جدایه گروه، 1است در گروه دولپه بوده 

، 3در گروه Pea  های گروه جدایه ،۲در گروه 

،  ۶و  4های  در گروه Broad bean  های گروه جدایه

و بالاخره اعضای  5در گروه   Monocot اعضای گروه

اند.  قرار گرفتهاین تحقیق  8و  7در گروه  Lupin گروه

دست  گونه که شرح داده شد؛ نتایج به بنابراین، همان

( ۲008و همکاران )  Wylie آمده در این مقاله با نتایج

 بندی گروهدهند. علت اصلی  هایی را نشان می تفاوت

استفاده از تعداد  ،در دو پژوهشایجاد شده متفاوت 

توالی( در پژوهش حاضر نسبت به  191بالاتر توالی )

( است که تنها از ۲008و همکاران )  Wylie تحقیق

چنین در این  . همه بودندجدایه استفاده کرد ۶5

برای  (ML) پژوهش از روش متفاوت و با دقت بالاتری

و همکاران   Wylie رسم درخت تبارزایی نسبت به

NJ که روش رغم این ( استفاده شده است. علی۲008)
5
 

از نظر ( ۲008و همکاران ) Wylie کار رفته توسط به

  ML باشد، اما در مقایسه با تر می محاسبات سریع

از مدل  ML کند. روش تر عمل می بسیار ضعیف

 ,.Arif et al)  کند تری استفاده می تکاملی پیچیده

                                                                               
5. Neighbor joining 
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چنین مقایسه نتایج حاصل از این پژوهش  هم. (2009

دهنده  ( نشان۲014و همکاران ) Kehoeبا نتایج 

ژن براساس توالی  زاییتباربندی  متفاوت بودن گروه

ویروس است. در ژنوم  ین پوششی و توالی کاملئپروت

ه نها در  ( جدایه۲014همکاران )و  Kehoeتحقیق 

بندی شدند.  برخی از اعضای  طبقه (I-IX)گروه 

در  IX،  اعضای گروه 1در گروه  I,II,III,IVهای  گروه

، تمام 4در گروه  VIIهای گروه  ، تمام جدایه3گروه 

در  IVبه همراه برخی از اعضای گروه  IIIی گروه اعضا

و  7در گروه  Vهای گروه  چنین جدایه ، هم5گروه 

قرار پژوهش حاضر  8در گروه  II,VIاعضای گروه 

های موجود  هیچ کدام از جدایه ۶و  ۲. در گروه گرفتند

د. تفاوت نشو و همکاران دیده نمی Kehoeدر تحقیق 

ین ئپروت ناحیهی براساس بررسی تبارزای نتایج حاصل از

دهنده متفاوت بودن  پوششی و ژنوم کامل نشان

 نواحی ژنومسایر نسبت به  ناحیهتاریخچه تکاملی این 

عنوان  هتواند ب دهد این ژن نمی باشد و نشان می می

ژنوم کامل ویروس  ینشانگر ژنتیکی نماینده خوبی برا

 های مختلف بندی جدایه تقسیم دریک زرد لوبیا ئموزا

 باشد.

 

بررسی ساختار توالی پروتئین پوششی در 

 های مورد بررسی جدایه

ایی که عملکرد هر پروتئین براساس ساختار ویژه از آنج

گردد و با توجه به اهمیت پروتئین  آن تعیین می

پوششی به عنوان یک پروتئین با چندین عملکرد در 

یک زرد ئهای مختلف از جمله ویروس موزا ویروس پوتی

به بررسی ساختار  پژوهش حاضر، لوبیا، در قسمت دوم

پرداخته شد. تاکنون شدگی این پروتئین  و الگوی حفظ

بررسی عملکرد پروتئین پوششی حاصل از تمام نتایج 

 بررسی تعداد حاصلیک زرد لوبیا ئویروس موزا

به  ،های این ویروس بوده است ی از جدایهمحدود

 ،پروتئین این تر ساختار همین علت برای بررسی دقیق

های موجود و در دسترس مورد بررسی قرار  تمام توالی

جدایه مورد بررسی پس از  13های  توالی داابتند. گرفت

ای متناظر با استفاده از  های اسیدآمینه ترجمه به توالی

گونه که  مورد ارزیابی قرار گرفتند. همان Pfamبرنامه 

پیوست قابل مشاهده است، توالی تمام  -4در جدول 

های مورد بررسی مربوط به پروتئین پوششی  جدایه

تر،  برای بررسی بیشباشند.  ها می ویروس پوتی

که  BYMVجدایه  178های پروتئین پوششی  توالی

توالی مربوط 13اند به همراه  ثبت شده GenBankدر 

های ایرانی مورد بررسی در این پژوهش، پس  به جدایه

به تصویر کشیده  Weblogoسازی با برنامه  ردیف از هم

ها، توالی ترجمه  ی ارزیابی (. در ادامه4شدند )شکل 

های ویروس موزائیک زرد لوبیا  ای جدایه دآمینهاسی

مورد بررسی روی شکل سه بعدی یک پروتئین 

پوششی که ساختار آن در بانک پروتئینی به صورت 

سازی شدند )شکل  ردیف سه بعدی رسم شده است، هم

توالی پروتئینی ناحیه پروتئین پوششی به سه ب(. -4

مرکزی و (، ناحیه N-terminalقسمت انتهای آمینی )

که گردد  تقسیم می (C-terminalانتهای کربوکسیلی )

ه که در نگو هماناند.  مشخص شدهالف -4در شکل 

مشاهده می  4بعدی پروتئین پوششی شکل  تصویر سه

شود نواحی انتهایی کربوکسیلی و آمینی به صورت دو 

گیرند و دارای  بازو در دو طرف پروتئین قرار می

اما ناحیه مرکزی شامل چندین ساختار ثانویه نیستند، 

کنند.   مارپیچ آلفاست که از ژنوم ویروس محافظت می

سازی بر روی  ردیف همهای  تصویر مربوط به توالی

یید شکل حاصل أبعدی پروتئین پوششی در ت شکل سه

دهنده متغیر بودن انتهای  نشان Weblogo از برنامه

شدگی بالای ناحیه انتهای  آمینی و حفاظت

 الف-4که در شکل  گونه همان باشند. لی میکربوکسی

های انتخابی ویروس  جدایهدر  ،شود مشاهده می

در ناحیه  NAG  یک زرد لوبیا یک موتیف با نامئموزا

 های گذشته انتهای آمینی قرار دارد که در پژوهش

که در اغلب  DAGجای موتیف معروف  به

عنوان موتیف مهم در  ها وجود دارد به ویروس پوتی

تقال ویروس موزائیک زرد لوبیا  توسط شته شناخته ان

شده است. این موتیف در ناحیه انتهای آمینی و در 

های مورد بررسی جدا  در تمام جدایه 9تا  7موقعیت 

شده از ایران و سایر نقاط دنیا قرار گرفته 

 . (Shukla et al., 1991)است
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جدایه  13به همراه  GenBankجدایه ثبت شده در  178. درخت تبارزایی رسم شده بر اساس توالی نوکلئوتیدی پروتئین پوششی 3شکل 

( و 1000 استرپ )بوت IQ-TREEبا استفاده از نرم افزار Maximum likelihoodحاصل از پژوهش حاضر به روش 

( به خاطر قرابت زیاد با CYVVاند. ویروس رگبرگ زردی شبدر ) های ایرانی با رنگ قرمز مشخص شده جدایه .  TIM2+F+G4مدل

BYMVگروه به کار گرفته شده است. ، به عنوان برون 
Figure 3. Phylogenetic tree based on CP nucleotide sequence of the 178 isolates recorded in GenBank, along with the 

13 isolates obtained from this study by Maximum likelihood method using IQ-TREE software (boot strap: 1000) and 

TIM2+F+G4 model. The Iranian isolates are marked in red color. (Out group virus: Clover yellow vein virus) 
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 در پژوهش حاضر در مقایسه با مطالعات پیشین GenBankموجود در   BYMVهای  بندی جدایه تقسیم. 1جدول 
Table 1. Grouping of BYMV isolates retrieved from GenBank in the present study compared to previous 

studies 
Country Host Kehoe et al (2014) Wylie et al (2008) Group name 

Australia, South Korea, Japan, 

Taiwan 

Broad bean, Lisianthus, Gladiolus, 

Freesia, Orchid, Tobacco 
I,II,III,IV General 1 

 Canna - Canna 2 
Japan, USA, South Africa Trifolium IX Pea 3 

Iran, Japan, Australia, Iraq Broad bean VII Broad Bean 4 

Japan, Taiwan Gladiolus, Lisianthus, Tobacco III, IV Monocot 5 

Iran and Spain 
Broad bean, Gladiolus, Bean, 

Lentil, Sunflower 
- Broad Bean 6 

Japan Trifolium V Lupin 7 
Australia Broad bean II,VI Lupin 8 

 

بر اساس تصویر پروتئین پوششی سه بعدی و الگوی 

 4در شکل  Weblogoشدگی مشاهده شده در  حفاظت

ناحیه مرکزی که در بین ناحیه ابتدای آمینی و انتهایی 

های مورد بررسی  کربوکسیلی قرار دارد در بین جدایه

شدگی بالایی است. در ناحیه مرکزی در  دارای حفاظت

الف، جایگاه سه موتیف مشخص شده است. -4شکل 

 ;Zamora et al., 2017بر اساس تحقیقات پیشین )

Harrison and Robinson, 1988) ها در  ین موتیفا

برهمکنش با ژنوم ویروس نقش دارند. سه اسیدآمینه 

سرین در موتیف اول، آرژنین در موتیف دوم و 

آسپاراژین در موتیف سوم که با ستاره مشخص 

شده  ای کاملا حفظ های رشته اند، در بین پروتئین شده

 (.Zamora et al., 2017باشند ) می

 

 

 الف(

 
 

 ب(
 

های  های ایرانی و سایر جدایه جدایه CPای پروتئین  های ترجمه اسیدآمینه سازی ترادف ردیف نمای کلی از هم. الف( 4شکل 

ی یک سازی رو ردیف پس از هم CPهای پروتئینی  شدگی توالی ، ب( طرح حفاظت.Weblogoبا برنامه  GenBankموجود در 

 Consurf.با استفاده از برنامه  5ODVبا شماره شناسه  PDBساختار سه بعدی پروتئینی موجود در 

Figure 4. A) Overview of alignment of CP amino acid sequences of  Iranian isolates and other isolates in 

the GenBank using Weblogo.,B) Conservation pattern of CP sequences aligned on a 3D protein structure 

in PDB with ID: 5ODV using the Consurf program. 
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 گیری کلی نتیجه

ده توسط وننواحی مهم کد ش ین پوششی یکی ازئپروت

های مختلفی از  ه در فعالیتک است ها ویروس پوتی

دار کردن ژنوم ویروس، انتقال با شته،  وششپ ؛جمله

حرکت در فواصل طولانی و  ،سلولحرکت سلول به 

 ,.Kežar et alتنظیم تکثیر ژنوم ویروسی نقش دارد )

اکثر ، ین پوششیئیت زیاد پروتم(. با توجه به اه2019

 ،GenBankدر  ها ویروس پوتیاز های ثبت شده  توالی

 ،در همین راستا باشند. می ژنومی احیهنمربوط به این 

 ژنومی دراین ناحیه  در پژوهش حاضر به بررسی

ویروس م نام با هویروس م یک پوتی یهای ایران جدایه

 دامنه میزبانیدارای که  (BYMVموزائیک زرد لوبیا )

تیجه ن و در بالا بوده و پراکندگی جغرافیایی وسیع

 براساس .پرداخته شد ،دارد زیادیاهمیت اقتصادی 

 تحقیق،در این   انجام شده تبارزایی های بررسی

در هشت گروه مونوفیلتیک قرار  BYMVهای  جدایه

ر کنادر  ۶و  4دو گروه  رد یی ایراناه جدایه گرفتند.

باقلا، عدس، لوبیا، گلایول و آفتابگردان از ی اه جدایه

بندی  تقسیم کشورهای ژاپن، استرالیا، عراق و اسپانیا

نشان داد که بر  تبارزایینتایج حاصل از بررسی  .شدند

و همکاران  Wylieانجام شده توسط  خلاف پژوهش

ای بین  قیم و قابل ملاحظهستطه مبرا (،2008)

مده براساس توالی آدست  به تبارزاییهای  گروه

ویروس  یجغرافیا منشا میزبان و ،ین پوششیئپروت

ینی ئساختار پروتنتایج حاصل از  .وجود ندارد

دهنده وجود  انشن ،،BYMVهای انتخابی  جدایه

ین ئمت میانی پروتساختارهای دوبعدی متعدد در قس

حفاظت از ژنوم ویروس و وجود  در راستایپوششی 

احیه نها در  شده بین همه جدایه چندین موتیف حفظ

ین ئی بود که برای انجام وظایف پروتنمیآمرکزی و 

 نژخاموشی  یند انتقال شته و بازدارندگنپوششی ما

(Lindbo et al., 2017) ضروری هستند. 
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