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 نیبکلئوتید نودر سطح  ییجز یها تفاوت وها  آن یژنوم کوچک ساختار لیدل به ها روسیو ییشناسادر  کیدنوکلئیبر اس یمبتن یها روشاستفاده از 
ی مناطق مختلف فرنگ گوجه، لاروهای مرده و/یا بیمار از مزارع حاضر است. در پژوهشبرخوردار  یادیز تیاز اهم ،ها نیاستر ای ها هیجدا

 Helicoverpa armigera Single nucleopolyhedrovirus (HearSNPV)آوری و برای آلودگی باکولوویروسی جغرافیایی ایران جمع
با استفاده از  (PCR) مراز یپل یا رهیواکنش زنج ، بررسی شدند.OBsی شده بر اساس سدیم دودسیل سولفات برای استخراج ساز نهیبهبا روش 

از شده  ثبت یۀجدا 26برای  (Polh) نیهدر یژن پل ۀشد حفاظت یۀبر اساس ناح شده یطراح (Polh-a, Polh-b) یاختصاص آغازگرجفت  دو
 دییلارو تأ 28در  نوکلئوتیدی 790 و 370 کیمونومورف یباندها ریتکثبا  HearSNPVبه  یآلودگ نجام شد.ا Hear/H. zea-SNPVویروس 

و  .armigera  Hیها گونهی ا هسته ی چندوجهویروس Polh به ژن ها  آن تعلق رشده،یتکث یهاباند یدینوکلئوت یتوال نییو تع یساز . همسانهشد
H. zea ی ایرانی ها هیجداتبارزایی  لیوتحل هیتجز .داد نشان را درصد 6/99از  شیب شباهت باHearSNPV  از  شده ثبتی ها هیجداهمراه با سایر

 را اثبات کرد. پژوهش شده دادهروش توسعه  تر شیبی و کارایی بند طبقه ها روسیآلفاباکولوو IIی ایرانی را در گروه ها هیجدااین ویروس در دنیا، 
ی با لاروها از روسیو DNA و PCRروش  یریکارگ با به HearSNPV یرانیا یها هیجدا یمولکول ییشناساو  یمعرفگزارش از  نیحاضر اول

آلودگی به  ازنظرلاروهای حشرات  عیسر یگر غربال و مفید بودن این روش در مؤثر. با توجه به حصول اطمینان از استهویت نامشخص بیمارگر 
 گردد. های آینده توصیه می آن در پژوهشمندی از  تبارزایش، بهره یبررساین ویروس و 
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ABSTRACT 

Nucleic acid-based diagnostic approaches are significant methods in the detection and identification of viruses due 
to their small genome structures and minimal nucleotide differences among virus isolates or strains. In this study, 
dead or diseased larvae of Helicoverpa sp. were collected from tomato fields in distinct geographic areas in Iran, 
and baculovirus infection was assayed by occlusion body extraction using an optimized Sodium Dodecyl Sulphate 
method. Two sets of specific polymerase chain reaction (PCR) primer pairs (Pol-a and Pol-b) were designed based 
on the conserved polyhedrin gene region of 26 fully sequenced HearSNPV/HzNPV isolates. Accordingly, 
infection by HearSNPV was confirmed in 28 out of 34 tested larvae by PCR amplification of monomorphic 
fragments of about 370 and 790 nucleotides, respectively. Cloning and sequencing of those fragments showed that 
they belong to the corresponding polyhedron gene from nucleopolyhedriviruses of H. arimegra and H. zea species 
with 99.6% sequence identity. The phylogeny trees developed for Iranian isolates based on their polyhedron gene 
sequences showed that they all belong to the Group II Alphabaculovirus and formed one clade with other 
HearSNPV isolates. This further confirmed the efficiency of the developed method for baculovirus detection and 
characterization. To our knowledge, this is the first report of introduction and molecular characterization of some 
HearSNPV isolates, circulating in these pests in Iran, using a robust DNA-based approach. The excellent efficacy 
of this method in virus detection makes it a valuable tool for rapid screening of insect cadavers for HearNPV 
infection, phylogenic studies, and virus monitoring in bioinsecticides application.   
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مقدمه

از  ها روسیباکولوو ،یکروبیمعوامل کنترل  نیب در

 ژهیو بهمدیریت تلفیقی آفات  یها برنامه مهمابزارهای 

 ةخانواد .مطرح هستند داران پولک باللارو علیه 

Baculoviridae یاختصاص یها روسیوگروه از  کی 

 ةاندازو  یحلقو یا رشته دو DNAبا ژنوم  انیبندپا

است.  باز جفتهزار  180تا  80از  ریمتغ

در ها  درون ویریونشکل  یا لهیمنوکلئوکپسیدهای 

 محاطبه نام جسم  1چندوجهی ینییکریستال پروت

(OB)2 خانواده . از بین چهار جنس گیرند قرار می

 روسیباکولوو-بتاو  -آلفادو جنس  فقط باکولوویریده،

 اند و به بازار عرضه شدهتجاری  گسترده طور به

(Christian et al., 2001; Baillie and Bouwer, 

2011; Hasse et al., 2015; Ikeda et al. 2015.) 

 شناسی زیست ۀنیدرزم تر شیب دیجدی ها پژوهش

 رییتغ یراستا در ژهیو بهو  ها روسیو نیا یمولکول

 زهرآگینی میزان شیبا افزا روسیو یکش حشرهظرفیت 

 نیچن هم ها روسیباکولوو. متمرکز شده است ها آن

 شکیزپدر علوم  یدرمان ژنی ها حامل عنوان به

 ,.Woo et al., 2006; Kost et alهستند ) موردتوجه

 نیاز به شناخت نهیزم نیا درتوسعه و  شرفتیپ(. 2005

 ،ها روسیباکولوو زکنندهیمتما های ویژگیاز  اتییجز

 ها تیجمع نیب در تنوع یمحتو و یکیژنت عیوس ریذخا

ی فرگشتی ها دهیپدو بهتر  تر شیب. با هدف درک دارد

 یمولکول سازوکارهای نیچن هم و ها روسیباکولوو

 ژنوم یابی یتوال ،ها آن یهمتاسازو  ییزا عفونت

پژوهشگران متعددی توسط  مختلف یها روسیباکولوو

 ,.Zhang et al., 2005; Chen et alاست ) هیافت انجام

2002; Ogembo et al., 2007; Arrizubieta et al., 

2013; Zhang et al., 2014; Costa et al., 2019 .) با 

تنها  عت،یدر طب ها روسیباکولوو ادیز تعداد وجود

. اند شدهمطالعه  اتییبا جز ها آناز  یبخش کوچک

)ی ا هستهویروس چندوجهی  یادیتعداد ز
3
NPV)  در

 Helicoverpa جنس های گونهاز  ایسراسر دن

 ةآفت کرم غوز وسباکولوویر نی. ااند شده یجداساز

                                                                               
1. Polyhedron (pl.: Polyhedra) 

2.   Occlusion body 
3. Nucleopolyhedrovirus 

را مورد  H. armigera یفرنگ گوجه ةپنبه یا کرم میو

 ;Ogembo et al., 2005) ) دهد یمحمله قرار 

Mehrvar 2011 . ها وهیم درونبا توجه به تغذیه لاروها 

و بذرهای گیاه میزبان، گسترش مقاومت به 

کنترل آفت  جهیدرنترو به افزایش است،  ها کش حشره

استفاده از  ،رو نیازااست. کرده مواجه  ییها چالشرا با 

بیمارگرها، نویدبخش  ژهیو به زیستیعوامل کنترل 

 یکیژنت فیتوص .شود یمکنترل چنین آفاتی محسوب 

 Helicoverpa armigeraیها هیجدا

nucleopolyhedrovirus یا گونه دروناز تنوع  یحاک 

 تیفعالبا  مجزا یها پیژنوت حضور و بالا اریبس

 ;Ogembo et al., 2007) استمتفاوت  یکش حشره

Wang et al., 2003; Mehrvar et al., 2006) نیبنابرا؛ 

 نیچند از یمخلوط ای پیژنوت انتخاب و یژگیو نییتع

مهم  عاملمطلوب،  یکش حشرهی ها یژگیو با پیژنوت

است.  روسیباکولوو ۀیبر پا یها کش حشرهتکوین  در

 یتجار ۀتوسع با ملاحظۀ مسایل ایمنی زیستی،

 .Hکنترل آفت  برای HearSNPV ی بومیها هیجدا

armigera مورد توجه است اریبس (Zhang et al., 

 یها پیت ییشناسا یروش برا نیچند(. 2005 ;2014

 صیتشخ ازجمله NPV بیو نوترک یوحش

 یها روش ،شناسی سرم های روش ،یکروسکوپیم

ه و استفاد DNA ونیزاسیدیبریه ،با امواج یسنج یمنیا

شده است  گرفته کاربه  ی آندونوکلئاز برشیها میآنزاز 

(Smith and Summers, 1981; Brown et al. 1982; 

Knell et al., 1983; Webb and Shelton, 1990; 

Traverner and Connor, 1992; Baillie & Bouwer, 

2011; Christian et al. 2001 .)  

 بودن اعتماد رقابلیغ لیدله بیا  ها روش نیکاربرد ا

و یا از توان  شده محدود ویواکتیراد مواد مضرات و

ی تک ها یچندشکلکافی برای ردیابی تمام 

 یها میآنز ییتوانا عدم  نوکلئوتیدی برخوردار نیستند.

مکان  نییتع ،چندشکلینوع  صیدر تشخ یبرش

 فیو هضم ضع روسیدر ژنوم و چندشکلیمشخص 

 تیاست که از غالب ییها هیجدادر  موردنظر( یهاباند )

. (Motta et al., 2002) برخوردار هستند یکم

 250تا  245با  نیهدر یپل نییپروت ،ها روسیباکولوو

زایی  عفونت ییدر فاز نها ییدر سطوح بالا را آمینواسید
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 اریبس کنندة آن که ژن بیان کنند یمتولید 

 نیاساس استفاده از ا یژگیو نیاست. ا شده حفاظت

 های تبارزایی و پژوهش NPV انواع یشناسایژن در 

 ,.Zanotto et al., 1993; Woo et al) است ها آن

 یلاروها یآلودگ از نانیاطم عدم به توجه با (.2006

 یابیرد به ازین موردنظر،گونۀ  به شده یآور جمع

است که بتواند لارو آلوده به  روسیاز ژنوم و یا قطعه

HearSNPV ریرا از ساNPVکند زیمتما ها (Rowley 

et al. 2010, 2011; Baillie and Bouwer, 2011.) 

ایرانی  یها هیجدااز مولکولی اطلاعات  گونه چیه تاکنون

HearSNPV  در دسترس نبوده، در سطح مولکولی

 با HearSNPVهای  جدایه، در پژوهش حاضر رو نیازا

واکنش  هیبر پا عیو سر حساس ،اعتماد قابل روش کی

ژن  یدینوکلئوت یابی یتوال و زمرا یپلای  زنجیره

 نیبدر  ها آنشناسایی و روابط تبارزایی  نیهدر یپل

NPVتعیین گردید بانک ژن در شده ثبت یها. 

 

هاروشومواد

 روسیو یها هیجدا یآور جمع

 یبوم واریانت های از یمنبع به یابیدست منظور به

بدون  یسنت مزارع از 1395-96 یها سال یط ،روسیو

خسارت لارو  میبا علاو  یفرنگ وجهگی پاش سم

Helicoverpa sp. علایم  یدارا یلاروهاو  بازدید

لارو با  35 درمجموع. ی شدندآور جمع یماریب یظاهر

مرگ  ایو  بادکنکی دار آبو  پریدگی رنگخاص  میعلا

 و نمونه 11 یشرق جانیآذربا)شامل غرب  شمالاز 

 14 یرضو خراسان) شرق شمال ،یک نمونه( لیاردب

کشور  و شمال (یک نمونه یشمال خراسانو  نمونه

 .نئشد یآور جمع )گلستان با نه نمونه(

 با، روسیو ماتریکس پروتیینی یساز خالص

 ,.Rowely et al( 2010) ةشد هیتوص روش در یراتییتغ

 طور به لاروها. شد انجام ,.Arrizubieta et al( 2015) و

 درصد SDS 1/0 ،تریل یلیم 5/1  تا 1با جداگانه

(W/V )به و یساز همگن ینیچ هاون در سرد 

 2تا  1 مدت به و منتقل یتریل یلیم 2 بویکروتیم

 درشت یایبقا حذف منظور به. دیورتکس گرد قهیدق

 g با نیروی ها وبیکروتیماز عصاره،  کولیکوت مثل

به  نی. رونشندشد وژیفیسانتر هیثان 10مدت  به 100

در  دوباره نینش منتقل شده و ته دیجد بتیومیکرو

SDS 1/0  نیرونش وقبل تکرار  ۀحل و مرحلدرصد 

به  g 5000با نیروی و  مخلوطقبل  ۀحاصله با مرحل

 یینها نینش شد. ته وژیفیسانتر قهیدق 15مدت 

حل و  زدوده یونآب  تریل یلیم 5/1 تا 1در  نیهدر یپل

 15به مدت  g 5000دوبار با نیرویورتکس پس از 

. رسوب حاصله با آب مقطر شد وژیفیسانتر قهیدق

از آب مقطر حل  تریکرولیم 300شستشو و سپس در 

 ونیسوسپانس. ندشد انجام روی یخ مراحل همگیشد. 

 واحد در هدر یپل)شمارش  یکم کنترل از پس حاصله

، متر یلیم 2/0 عمق ،نئوبار تومتریهموس با نمونه حجم

 -20 یدر دما ،(0625/0مساحت هر مربع کوچک 

 یبعد یها شیآزما انجام یبرالسیوس درجۀ س

 .دیگرد ینگهدار

 ،ها نمونهدر  OBمشاهده و شمارش تعداد  یبرا

 کاملاًرقت  یها یسر شده هیته ونیسوسپانس ازابتدا 

از میکرولیتر  10شد. مقدار  هیو همگن ته کنواختی

 گلبوللام  اریطرف ش هردر  پتیکروپیم بارقت  هر

 تا شد ریخته( MARIENFELD, Germany) شمار

 کف در OBذرات  تیاز تثب پسلامل پخش گردد.  ریز

مشاهده  OBs قه،یدق 10به مدت  لام یشطرنج ۀشبک

 شد.  شمارش ها آن تعدادو 

 

 ای زنجیرهواکنش  و روسیوDNA  استخراج

 (PCR) مراز یپل

از هر  شده خالص یهاOBاز  روسیو DNA استخراج

 زمان هماستخراج  تیتک لارو با استفاده از ک

DNA/RNA بدن  عاتیاز سرم، پلاسما و ما روسیو

(Sinapure Viral Kit
®
 طبق ناکلونیاز شرکت س (

 ) آغازگریک جفت . شدشرکت انجام  دستورالعمل

pol-aF/R  و  ییمارکر شناسا عنوان به (1جدول

 یها نمونه نیدر ب روسیو ۀیاول یلگرغربا

 نیهدر یپل ژن یها یتوالبر اساس  شده یآور جمع

 یاز نواح HearSNPV/HzNPV شده ثبت یها هیجدا

 دیگرد ی( طراح2)جدول  بانک ژنمختلف جهان در 

  جفت 373 یبیتقر طول به یا قطعه رفت یمانتظار  که
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برای دستیابی به  دهد. ریتکث PCR واکنش در را باز

ی مثبت یک ها نمونههدرین در  توالی کامل ژن پلی

ی به ا قطعهه ( ک1جدول  pol-bF/Rجفت آغازگر )

طراحی شد.  دهد یمرا تکثیر  باز جفت 790طول 

 Primer3 افزار نرم از استفاده با آغازگرها یطراح

(Rozen and Skaletsky, 2000 انجام )واکنش. شد 

 میو با آنزمیکرولیتر  50در حجم  مراز یپل یا رهیزنج

Pfu DNA polymerase (Thermo scientific, 

Lithuania کلریترموسا( در دستگاه BioRad انجام 

 شد. 

 
 نیهدر یپل ژن کاملریتکثو  HearSNPV روسیو یابیرد یبرا شده یطراح یو مشخصات آغازگرها یتوال .1 جدول

Table 1. Charectristics of primer pairs designed to detectoin of HearNPV and amplify polh genes. 
Amplified genomic 

regions Reaction conditions Primer sequence (5'-3') Primer name 

Partial Polh genomic 

DNA (373 bp) 

95°C /3 min, 25 x (94°C /30 sec, 

54°C /30 sec, 72°C /30 sec), 72°C /5 
min 

CGTTACAGTTACAGCCCTAC 

TTGGTCGCATATTAACAGAC 

Polh- aF 

Polh-aR 

Complete Polh 

genomic DNA (790 

bp) 

95°C /3 min, 25 x (94°C /30 sec, 

54°C /30 sec, 72°C /1 min), 72°C /7 

min 

CGTTACAGTTACAGCCCTAC 

GATCGAATTTAGATAAAATTATGAG 

Polh-bF 

Polh-bR 

F: forward primer; R: reverse primers; Polh: Polyhedrin gene 
 

 ها دادهو آنالیز  یابی یتوالسازی،  همسانه

از  ۀ ویروسیدر دو جدا رشدهیتکث PCR محصول

با استفاده  یساز خالصپس از  یشرق جانیآذربااستان 

 GFX Gel Extraction)از ژل  DNAاستخراج  تیاز ک

Kit, South Korea)،  ناقلدر PTG-19T از  شده هیته

شرکت در  دستورالعملو بر اساس  ناکلونیشرکت س

 XL1-Blue نیاستر Escherichia coli یباکتر

 بینوترک یهادیو استخراج پلاسم یساز همسانه

(PTG-19T-Hear/Hz-SNPV) ینیزآلکالیل روش به 

(Ehrt & Schnappinger, 2003 .انجام شد )

حضور  ازنظر ییایباکتر های کلون ییابتدا یبررس

 ای یبا استفاده از کلون باکتر بینوترک دیپلاسم

 شد.  یبررس PCRدر واکنش  شده استخراج دیپلاسم

شرکت  توسط ی نوترکیبدهایپلاسم یابی توالی

Bioron (South Korea)  .از نانیاطم از پسانجام شد 

 ریدر سا ه،یجدا دو نیا در نیهدر یپل ژن ریتکث

مختلف،  ییایاز مناطق جغراف یانتخاب یها نمونه

جفت با  ها هیجدااز  رشدهیتکث PCRمحصول 

و بدون  میمستق طور به Polh-bF/R یآغازگرها

 .شد یابی یتوال ،سازی همسانه

 از پس ،آمده دست به یدینوکلئوت یها یتوال 

 اطلاعات یها داده گاهیپادر  یسنج مشابهت و جستجو

 .شد ثبت( NCBI) یژنوم

نتایج

 شده یآور جمع یها نمونه هیاول یگر غربال

 ۀیدو جدا نیهدر یپل ژن از یبخش ریتکثابتدا  در

- 200IRAZ)شرقی  جانیآذربااستان از ویروس 

201IRAZ )قطعات (1 )شکل شد انجام تیموفق با .

و سپس  یساز همسانه PTG-19T حاملدر  رشدهیتکث

 یتوال. دیگرد یابی یتوالاستخراج و  نوترکیب دیپلاسم

 در شده ثبت یها یتوال با آمده دست به یدینوکلئوت

 نانیاطم نیهدر یپل ژن ریتکث از و سهیمقا بانک ژن

 نیهدر یپلاز ژن  یبخش یتوال که طوری بهحاصل شد. 

به  یشرق جانیآذربااز  201IRAZ و 200IRAZۀ یدر جدا

 ۀیبا جدا درصدی 73/99و  100 شباهت بیترت

HaNPV-Rajankute  شمار  رأسباMH029111  و

HaNPV-AC53T5  شمار  رأسباKU738904  نشان

 از ه،یجدا دو نیا در نیهدر یپلژن  دییتأداد. پس از 

 یها واکنش ریسا در مثبت یها کنترل عنوان به آن

 واکنش سپس .شد گرفته کار به مراز یپل یا رهیزنج

 در ذکرشده یآغازگرها جفت با مراز یپل یا رهیزنج

از نقاط مختلف  شده یآور جمع یها هیجدا ریسا

موردنظر  یدر لاروها یماریب دییتأ منظور به ییایجغراف

 یدر لاروها نیهدر یپل ژن ریتکث(. 2شد )شکل  انجام

خراسان  ،یشرق جانیآذربا یها استاناز  شده یآور جمع

درصد  75و  75، 9/90 بیبه ترت گلستان و یرضو
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 از شده یآور جمع نمونه کی از نیچن هم. بود موفق

 به آلوده دو هر ،یشمال  خراسان و لیاردب استان
 .است دهبو موردنظر روسیو

 

 
در دو جدایۀ  Polh-aF/Rبا جفت آغازگرهای  HearSNPVی( جفت باز 373)قطعۀ  نیهدر یپل. تکثیر بخشی از ژن 1شکل 

 .kb 1 : مارکرM: شاهد منفی )لارو عاری از ویروس( -Cشرقی،  جانیآذربااز  شده یآور جمع
Figure 1. PCR amplification of a 373 bp fragment of partial pol gene in two isolates of HearSNPV from 

East Azarbaijan. C- and M indicate negative control and DNA ladder (1Kb), respectively 

 تیموقع نییتعو  نیهدر یپل ژن یابی یتوال

 HearSNPVروسیو یرانیا یها هیجدا

 شده یآور جمع HearSNPVآلوده به  یها نمونه نیب از

 از نمونه پنج ،HearSNPVه آلودگی با مشکوک ب

 هر یک از از نمونه دو ،یشرق جانیآذربا استان

 از نمونه کی و گلستان و یخراسان رضو یها استان

. دیگرد انتخاب یشمال  خراسان و لیاردب یها استان

 (نیهدر یپلی )ژن کامل جفت باز 790 قطعه

با  مراز یپل یا رهیزنج واکنش درهای ویروسی  جدایه

(. 3)شکل  دیگرد ریتکث polh-bF/R یجفت آغازگرها

در  ها یتوال روس،یو گونه دییتأ جهت یابی یتوال از پس

 و شد یسنج شباهت یژنوم اطلاعات یها داده گاهیپا

 دییتأ ها هیجدا یدر تمام HearNPV یروسیو ۀگون

 یرانیا یها هیجدا نیهدر یپلکامل ژن  یتوال .شد

  دیگرد ثبتژن  بانک درپژوهش  نیا در آمده دست به

 .(2 )جدول
 

 

 

 
درصد در  5/1روی ژل آگارز  HearSNPVی( جفت باز 373)قطعه  نیهدر یپلبخشی از ژن  PCR. الکتروفورز محصول 2شکل 

: KH( کد Bاز اردبیل(،  80ARی )کد شرق جانیآذربای ها نمونه: AZ( کد Aاز مناطق مختلف جغرافیایی.  شده یآور جمعلاروهای 

: به ترتیب شاهد مثبت )جدایۀ -Cو  +Cی گلستان، ها نمونه: GO( کد Cی(، شمال  خراساناز  42KHboی )رضوی خراسان ها نمونه

200IRAZ ،)( و منفی: )لارو عاری از ویروسM 1: نشانگر وزن مولکولیkb. 

Figure 2. PCR amplification belonging to the partial pol gene (fragment of 373 bp) HearSNPV on 1.5% 

agaros gel in HearNPV-infected cadavers collected from different geographic regions of Iran. A) AZ: 

East Azarbaijan (80AR from Ardabil) B), KH: Khorasan Razavi (42KHbo from North Khorasan), C) GO: 

Golestan provinces. C- and M indicate negative control and DNA ladder (1Kb), respectively (Fermentas). 
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 HearSNPVی ایرانی انتخابی ها هیجدای( جفت باز 790)تکثیر قطعه  نیهدر یپلژن کامل  PCRالکتروفورز محصول  .3شکل 

(AZ :کد شرق جانیآذربای ها نمونه( 80یAR ،)از استان اردبیل:GO ی استان گلستان ها نمونهKH :ی خراسان رضوی ها نمونه

(42KHbo  شمال  خراساناز استان ،)یC-لارو عاری از ویروس(، ) یمنف : شاهدM 1: نشانگر وزن مولکولیkb. 

Figure 3. PCR amplification belonging to the complete pol gene (fragment of 790 bp) of selected 

HearSNPV isolates. AZ: East Azarbaijan (80AR from Ardabil), GO: Golestan, KH: Khorasan Razavi 

(42KHbo from North Khorasan) provinces. C- and M indicate negative control and DNA ladder (1Kb), 

respectively (Fermentas)/ 

 
 بانک ژن. یاطلاعات گاهیدر پاپژوهش  نیا ازشده  ثبت HearSNPVی رانیا یها هیجدا نیهدر یشمار ژن پل رسمشخصات و  .2 جدول

Table 2. Accession numbers of the polh amplified from the studied HearSNPV Iranian isolates. 
Iranian Isolate Collected date / Geographic region Accession number 

200IRAZ East Azarbaijan/2013-2014 MN840078 

201IRAZ " MN840079 

10 IRAZ " MN840074 

40IRAZ " MN840075 

80IRAZ Ardabil/ 2013-2014 MN840076 

100IRAZ East Azarbaijan/2013-2014 MN840077 

35IRKH Khorasan razavi /2016 MN840082 

41IRKH " MN840083 

76IRGO Golestan /2017 MN840080 

79IRGO " MN840081 

42 IRNK North Khorasan/2017 MN840084 

 

 ریسا با آمده دست به نیهدر یپل ژن یها یتوال

 روسیباکولوو مختلف یها جنس از NPV یها هیجدا

 از استفاده با ضمیمهجدول  بانک ژن در شده ثبت

 یها هیجدا تبارنامهو  ینیچ رهمیز MEGA6 افزار نرم

 دیگرد بازسازیبخش از ژنوم  نیبر اساس ا ویروس

 مکان 11 ،نیهدر یپل ژن یها یتوال. (4)شکل 

 درمشترک  طور به( SNP) 4دینوکلئوت تک چندشکلی

 در نیچن هم. داد نشان یرانیا یها هیجدا نیب

از استان گلستان و  79IRGOو  76IRGOی ها هیجدا

خراسان  استان از 41IRKHو  35IRKH یها هیجدا

 و (G―‣T) نیآغاز کدون از 48 تیموقع در یرضو

 SNP (G―‣A) نیآغاز کدون از 69 تیموقع

 ۀتبارنام. شود یم مشاهده ها هیجدا نیا یاختصاص

 یدینواسیآمة شد ترجمه یتوال اساس بر شده رسم

 یتمام ،یرانیا یها هیجدا نیهدر یپل نییپروت

در  درصد 99با اعتبار شاخۀ  شده را یابیرد یها نمونه

                                                                               
4. Single Nucleotide Polymorphic 

 جنس IIو در گروه  HearSVPV/HzNPV دکلا

Alphabaculovirus س جن یها گونه .داد قرار

Betabaculovirus، Deltabaculovirus  و

Gammabaculovirus جنس  نیبالا از ا ۀبا اعتبار شاخ

 از جنس CuniNPVبا  لوگرامیجدا شدند. ف

Deltabaculovirus است شده دار شهیر . 

 

بحث

کمی و  شیافزا به ازیو نجهانی بشر  تیرشد جمع

 راتییتغ ،طرف کیاز ییغذا کیفی )سالم( محصولات

ونمو و رشدشدن شرایط مساعد  و یجهانی اقلیم

 به مقاومت ، توسعهحشرات ییایپراکنش جغراف

ریخته از طرف ترا گیاهان مرسوم و یها کش حشره

 یها برنامهدر  های کاربردی پژوهشبه  ازی، ندیگر

 Rowely et) است دهیبخش شدت را زیستی کنترل

al., 2011.) عنوان بهتوسعه  توانایی ها روسیباکولوو 

 که ییازآنجا .هستند دارا را بالقوه زیستی یها کش آفت
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در حالت آفت  یبوم یها تیجمع یرو یبوم یها هیجدا

 یها هیسو ییشناسا کلی زهرآگینی بالاتری دارند،

پیش کنترل آفت بیشینۀ ظرفیت منطقه با  کی یبوم

زیستی ضروری به نظر  کش آفت کی ۀو توسع تولیداز 

 ,.Figueiredo et al. 1999; Chen et al) رسد یم

2002; Arrizubieta et al., 2013)زهرآگینی چراکه ؛ 

 ییایجغراف ۀو منطق زبانیم پیوتیبا توجه به ب روسیو

 ,.Barrera et al) است متفاوتهم  روسیو یآور جمع

 تیفعال ،یربومیغ یها هیجدا/شاید بسا چه( و 2011

 دهند یممنطقه را کاهش  کی یبوم یها هیسو

(Munoz & Caballero, 2000 .)ییشناسا و مطالعه 

 یها روش با منطقه کی یاختصاص یها هیجدا

و  حیصح یابیو قدرتمند در رد اعتماد قابل یصیتشخ

آنالیز  یها تیمحدود. برای غلبه بر دارد ضرورت قیدق

 ;Baillie & Bouwer, 2011) یبرش یها میآنز

Christian et al. 2001) ریتکث روس،یو ییشناسا در 

 آن دنبال به و PCR با شده حفاظت یژنوم قطعات

 رشدهیتکث قطعاتتبارزایشی  یزهایآنال و یابی یتوال

 یها روسیباکولوو ژنوم. است مؤثر و آمدکار اریبس

 ژن 62 امروز به تا شده یابی یتوال داران پولک بال

(. Arizubieta et al., 2015) هستند دارا را مشترک

 یها فیموت یتوال یدارا یلاص یها ژن نیا از یتعداد

 یطراح امکان که هستند شده حفاظت شدت به

 دو صیتشخ یبرا یاختصاص دژنره یدهایگونوکلئوتیال

 و آلفا) ها روسیباکولوو گسترده جنس

 .آورند یم فراهم را (ها روسیبتاباکولوو

 اریبس ژن سه قطعات هاآغازگر نیا یطراح در

 ،(Pol/gran) نی/گرانولنیهدر یپل ازجمله شده حفاظت
(8 lef )late expression factor 8، (lef 9)late 

expression factor 9  زیهدف هستند. سپس آنال 

 درخت تیوضع قطعات، نیا وستهیپ هم به یها یتوال

 یاصل یها ژن مجموعه کردن کامل یبرا راتبارزایش 

 کی ارتباط ینیب شیپ امکان نیبنابرا ؛کند یم مشخص

 فراهم را شده شناخته یها روسیو با نامشخص روسیو

(. Lange et al., 2004; Jehle et al., 2006) آورد یم

 ةشد حفاظت یها ژن یابی یتوال و PCR واکنش با ریتکث

 ژن ازجمله ،داران پولک بال یاختصاص یها روسیباکولوو

تبارزایی  یزهایآنال و گونه نییتع یبرا ،نیهدر یپل

 ,Rowley et al. 2010) است متداول ها روسیباکولوو

Rowley et al. 2011; Baillie and Bouwer, 2011; 

Lang et al. 2004; Christian et al. 2001 .)نییپروت 

 و هیشب اریبس داران پولک بال یهاNPVدر  نیهدر یپل

 اگرچه ،دارند یدینواسیآم شباهت درصد 85-90 نیب

 متفاوت یمولکول وزن و طول روس،یو ۀگون به بسته

 نیهدر یپل(. ژن Woo et al. 2006) دارد

ساختی  هم درصد 50 حدود داران پولک بال

(Homology) نیگرانول نییپروت با نهیآم یدهایسا در 

 نیهدر یپل با شباهت درصد 40 و ها روسیگرانولوو

 نشان انییغشا بالی ا هسته ی چندوجهی ها روسیو

 ،شباهت یبالا زانیم نی(. اRohrmann, 1992) دادند

 صیتشخ منظور به ورسالیونیآغازگر  یطراح برد هرا

. بخشد یمرا بهبود  NPVبه  یو زودهنگام آلودگ عیسر

از همه  توان یمکه  ستا نیروش ا نیا تیمز

ی چندوجهی ها روسیو نیهدر یپل ژن یها یتوال

 برنامه کی و یژنوم یها داده گاهیپا در موجود یا هسته 

 مناسب نامزد نیدومانتخاب  منظور بهساده  یافزار نرم

 ریتکث امکانآغازگرها  نیا. جست بهره ریتکث یبرا

DNA یها گونه از یاریبس از NPV  های پژوهشو 

 مؤثر و کارا طور به را ناشناخته یها گونه یبرا یبعد

 ابتدا ،پژوهش نیا در (.Galal, 2009) آورد یم فراهم

 در نیهدر یپلژن  هۀش حفاظت یها یتوال اساس بر

جفت آغازگر  کی، HearSNPVs/HzNPVs یاه هیجدا

 از شده یآور جمع یها نمونه ۀیاول یگر غربال یبرا

 زیآنال. شد یطراح موردنظر روسیو به آلوده و طیمح

 سهیمقا و یرانیا یها هیجدا نیب در نیهدر یپل ژن

 یها هیجدا از نیهدر یپل ژن یتوال با ها آن

HearSNPVs/HzNPVs ا،یدن مختلف ینواح 

 در هم( درصد 6/99از  شی)ب ییبالا اریبس ختیسا هم

 یدینواسیآم یتوال در هم و DNA یدینوکلئوت یتوال

  Neighbor-joining زیآنال نیچن هم. کرد آشکار

را با  یرانیا یها هیجدا تمام ،نیهدر یپل ژن ۀتبارنام

جنس  II در گروه درصد 100 اعتبار

Alphabaculoviruses نییپروت. کرد یبند خوشه 

در  نهیدآمیاس II، 246 گروه یهاNPV نیهدر یپل

دارند  دینواسیآم 245با  Iگروه  یها NPVبا  سهیمقا
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(Woo et al., 2006.) و یسنج مشابهت یزهایآنال 

 با یرانیا یها هیجدا نیهدر یپل یها ژن یتوال یفیرد هم

 داد نشان ساخت هم HearSNPV /HzNPV یها یتوال

 ۀتعلق به گونم یرانیا یها هیجدا یهمگ که

HearSNPV هم نتوانست تبارزایشی  یزهایبوده و آنال

. دنکن زیمتما را HearSNPVو  HzNPV یها هیجدا

 HzNPV یها هیجدا با یرانیا یها هیجدا یبند خوشه

 ۀگون کی عنوان به ها روسیو نیا یبند طبقهاز  یحاک

 زیتما قابل زبانیبر اساس م چراکه ؛است کسانی

 یاست که ساختار ژنوم ذکر قابل همسئل نیا. ستندین

HearSNPV  وHzNPV، در ییبالا اریبس شباهت 

ی ها روسیو. دارند یدینواسیآم و یدینوکلئوت یتوال

بر  تر شیپ از دو گونۀ فوق شده ییشناسای چندوجه

 ،شدند یم یجداساز آن از که یا گونهاساس 

HearSNPV  ایو HzNPV  در  راًیاخ ،گرفتند یمنام

 H. armigera Single nucleopolyhedrovirus ۀگون

(HearSNPV)  یاساس تمام نیا بر .اند گرفتهقرار 

 ،اند شدهگزارش  HzNPV تر شیپکه  ییها هیجدا

( بر HearSNPV) گونه کی از ییها انتیوار عنوان به

 polh ةشد حفاظت اریاز ژن بس یبخش یتوال یمبنا
 ,Adams et al., 2015, Noune & Hauxwell) هستند

 ,.Cristian et alدر این راستا پژوهشگرانی نظیر (.2016

ی سریع بر گر غربالیک روش تشخیصی   (2001)

و اندونوکلئازهای برشی در شناسایی و  PCRمبنای 

 ی جنس ها گونهاز  جداشدههای NPVتفکیک 

Helicoverpa sp.  منظور به نیهدر یپلبا استفاده از ژن 

در  HearSNPVدرک پراکنش و ژنتیک جمعیت 

 اساساًکردند. روش پیشنهادی  هیارااسترالیا طراحی و 

ی پایشی پیش و پس از رهاسازی برای ها سامانهدر 

ی زیستی بهبودیافتۀ نوترکیب کاربرد ها کش حشره

توالی نوکلئوتیدی  152بر اساس  2009دارد. در سال 

، NPVی مختلف ها گونهاز  نیهدر یپلاز ژن  شده ثبت

دژنره یونیورسال در ردیابی  یک جفت آغازگر

NPVی مختلف طراحی شد. این روش همراه با ها

ی ها گونه ردیابیی قطعۀ تکثیری قادر به ابی یتوال

پایش  جهت  آن از توان یمبود که  NPVمختلف 

در محیط، پراکنش تیپ وحشی و ردیابی  NPVبقایای 

در محیط  رهاشدهی باکولوویروسی ها کش حشره

 Woo (2001) نیچن هم(. Galal, 2009استفاده کرد )

گونۀ  26از  نیهدر یپلی ژن ها یتوالبا مقایسۀ 

، آغازگر دژنره از نواحی با روسیهدروو ینوکلئوپل

ی بالا طراحی که قادر به شناسایی شدگ حفاظت
Autographa californica NPV ،Hyphantria cunea 

NPV، Bombyx mori NPV ،Spodoptera exigua 

NPV ،S. litura NPV  وLymantria dispar NPV  از

انتخاب این نواحی امکان تکثیر  .بود محیط

. این روش آورد یمرا فراهم  تر شیبی ها روسیباکولوو

با استفاده از قطعه  5در کنار سادرن هیبریداسیون

پروب، امکان شناسایی ساختار  عنوان بهة ژن رشدیتکث

ی این روش وی کارای. آورد یمرا فراهم  نیهدر یپلژن 

ی ا هسته ی چندوجهی ها روسیورا در ردیابی پراکنش 

مفید  NPV وحشی و نوترکیب یها پیتو رهاسازی 

 یها روسیوپایین تشخیص  دقت بهبا توجه  دانست.

و  شناختی ریخت یها یژگیویک خانواده با استفاده از 

 یها یژگیوتحلیل بر اساس  یها روشایمیونولوژیکی، 

، سریع، اعتماد قابلقدرتمند،  ییها روشژنتیکی، 

در سطح  ها روسیودر شناسایی  ریتکرارپذو  نهیهز کم

 .گونه و نژاد است

بومی  یها هیجداردیابی  و جستجو ،علاوه بر این

موجود  یها هیجدااز  یتر شیبامکان دستیابی به تعداد 

ر در هر منطقه را فراهم کارات یها هیسو جهیدرنتو 

 یروسیباکولوو یها تیجمع رد یکیژنت تنوع. آورد یم

 عملکرد تیدرنها تواند یم مزرعه کی از شده یآور جمع

 ;Cory et al. 2005) دهد شیافزا را زیستی کنترل

Baillie & Bouwer, 2012 .)نیب یکیژنت مشابهت 

  یچندوجهی ها روسیوی بومی و غیربومی ها هیجدا

 ،شوند یم گرفته کار به کش آفت عنوان به که یا هسته

 حشرات و ها سمیکروارگانیم نیا که دهد یم شانن

 و ییایجغراف یمرزها بر غلبه به قادر زبانشانیم

 & Mazzi) هستند دیجد یها ستگاهیز کردن زهیکلون

Dorn, 2012.) ها روسیباکولوو های بسیاری از واریانت 

 از کسانی ۀگون از و کرده چرخش زبانیم کی در

. هستند یداسازج به قادر ییایجغراف مختلف ینواح

 با روسیو ۀگون کی مختلف یها پیژنوت یها یتوال

                                                                               
5. Southern hybridization  
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 الحاق/حذف و ینیگزیجا د،ینوکلئوت تک یچندشکل

چارچوب  رییاز ژن که ممکن است منجر به تغ یا قطعه

هستند  ییقابل شناسا ریخ ایبازخوانش بشود 

(Krejmer- (Rabalska et al., 2019 . 

 
ی بازسازی مختلف باکولوویروس. ها جنس نیهدر یپلی ژن کامل دینواسیآمة شد ترجمهس توالی شده بر اسا . تبارنامۀ رسم4شکل 

ی ایرانی در ها هیجداتکرار بوت استرپ انجام شد. موقعیت  1000با  Neibour-joiningو با روش  MEGA6 افزار نرمبا استفاده از 

 ی متناظر درج شده است.ها شاخهب در ی باکولوویروس مشخص شده است. مقادیر ارزش بوت استرها جنسبین 
Figure 4. Phylogenic tree constructed based on full polyhedrin amino acid sequences of baculovirus 

isolates by Neibour-joining analysis method in MEGA6. The division of baculovirus genus is indicated 

and the position of Iranian isolates marked. Bootstrap resampling was done 1000 times and resulting 

bootstrap values are shown on the corresponding branches (Alphabaculovirus group I [HycuNPV (NC-

007767), BmNPV(JQ-291706), AcMNPV (M-25054), AgMNPV (NC-008520), AceNPV 

(U40834)],Alphabaculovirus group II [HearMNPV (NC-011615), SINPV (X-94437), HtarNPV (U-97657), 

MacoNPV-A (NC-003529), LsNPV (LSU30302), MbNPV (M-20927), AgipNPV (NC-011345), AgseNPV (NC-

007921)], Betabaculovirus [ TnGV (NC_038375), CpGV(NC-002816), PlxyGV (NC-002593), SpliGV (NC-009503), 

XnGV (NC-002331), Gmmabaculovirus [ NeabNPV (NC-008252),  NeleNPV (NC-005906), NeseNPV (NC-

005905), deltabaculovirus [ CuniNPV (NC-003084)]. 
 

 ها سمیکروارگانیم ردیابی در مناسب یها روش معیارهایدر پژوهش حاضر از تمام  افتهی توسعهروش 



 ...های ایرانی ویروس چندوجهی آوری و تعیین ویژگی جدایه جمع:و همکاران شهبازی 204

 

بودن، نیاز به زمان  نهیهز کمقبیل دقت و حساسیت،  از

ویروس در تعداد زیاد  زمان همکم، توانایی در ردیابی 

از محیط و تکرارپذیری  شده یآور جمعی ها نمونه

های میدانی  بنابراین، در پژوهش؛ برخوردار است

لاروهای  عیسر یگر غربال ن دریروشی مطم عنوان به

و جداسازی از  ن ویروسآلودگی به ای ازنظر حشرات

کاربرد دارد. بعلاوه، تکثیر باند مونومورفیک و محیط 

حاکی از توانایی چشمگیر  PCRاختصاصی در واکنش 

ة دهند نشاندر نمونه بوده و  HearSNPVآن در ردیابی

 مطالعۀ ساختار ژنتیکی جمعیت،قابلیت روش در 

تبارزایی و  یبررس، نیهدر یپلتشریح ساختار ژن 

 نیاول پژوهش نیا است. در محیط ها آنبقایای ردیابی 

 یرانیا یها هیجدا یمولکول یزهایآنال از گزارش

HearSNPV .است 

 آغازگر جفت دو یطراح مورداستفاده در در بانک ژن ثبت شده HzNPV/HearSNPV یها هیجدا مشخصات .مهیضم جدول

 .نیهدر یپل ژن یاختصاص
Supplementary Table. Information of published HzNPV/HearSNPV isolates in NCBI and used for 

designing pol gene specific primers. 
Refrence Accession number Country Isolate 

Arrizubieta et al. 2015 KJ701033 Spain HearNPV-SP1B 

Arrizubieta et al. 2015 KJ701032 Spain HearNPV-SP1A 
Ogembo et al. 2009 AP010907 Africa HearNPV-NNg1 

Arrizubieta et al. 2015 KJ701029 Spain HearNPV-LB1 

Arrizubieta et al. 2015 KJ701030 Spain HearNPV-LB3 
Arrizubieta et al. 2015 KJ701031 Spain HearNPV-LB6 

Zhang et al. 2005 NC-003094 China HearNPV-C1 

Wang et al. 2001 NC-002654 China HearNPV-G4 
Zhang et al. 2014 JN584482 Australia HearNPV-Australia 

Noune and Hauxwell ,2016 KJ909666 Australia HearSNPV-AC 53 

Noune and Hauxwell, 2016 KU738904 Australia HearNPV-AC53T5 

Noune and Hauxwell, 2016 KU738901 Australia HearNPV-AC53T2 

Noune and Hauxwell, 2016 KU738900 Australia HearSNPV-AC 53 

Noune and Hauxwell, 2016 KU738899 Australia HearNPV-AC53T5 

Noune and Hauxwell, 2016 KU738898 Australia HearNPV-AC53T2 

Noune and Hauxwell, 2016 KU738897 Australia HearNPV-AC53C9 

Noune and Hauxwell, 2016 KU738896 Australia HearNPV-AC53C6 

Noune and Hauxwell, 2016 KU738903 Australia HearNPV-AC53C5 

Noune and Hauxwell, 2016 KU738902 Australia HearNPV-AC53C3 

Rakshit et al., 2015 KT013224 India HearNPV-L1-India 

Noune and Hauxwell, 2016 KJ922128 Australia HearsNPV-H25EA1 

Chen et al., 2002 AF334030 America HzSNPV-F16 

Ternovoi et al., 2013 KJ004000 Russia HzSNPV-HS-18 

Cowan et al., 1994 HZU67264 Australia HzSNPV 

Ardisson-araujo et al., 2015 KM596835 Brazil HzSNPV-Br/south 

Ferrelli et al., 2015 KP340517 Aegentina HgSNPV-ar 

 

سپاسگزاری

بخشی از طرح رسالۀ نویسنده اول بوده حاضر  پژوهش

با حمایت مالی دانشکده علوم و مهندسی کشاورزی و 

به دانشگاه تهران پردیس کشاورزی و منابع طبیعی 

تحقیقات ثبت و  ۀموسسو  73132800/6/26شماره 

شکر تمراتب  لهیوس نیبد ،شده انجامگواهی بذر و نهال 

 دارد. انی را اعلام میدو قدر
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