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 چکیده

های رگهدر سیر بوده که باعث ظهور  زا(، یک پوتی ویروس مهم و خسارتOnion yellow dwarf virus, OYDVزرد پیاز )ویروس کوتولگی 
دهد، اما بهه وهور کلهی    های سیر نیز رخ میشود. به دنبال گسترش علائم، کاهش رشد و اندازه قپههای آلوده میکلروتیک خفیف تا زرد روشن در برگ

به منظور شناسهایی و تییهین برخهی از خیوصهیات      هم در سیر و هم در پیاز وقوع کوتولگی در میزبان آلوده است. OYDVدگی ترین علامت آلواصلی
ههای خراسهان   در اسهتان نمونه برگی مشکوک به آلودگی از مزارع سهیر   68تیداد  1396-1397های در کشور، در سال OYDVمولکولی و بیولوژیکی 

 Reverseبههرداری میکههوس )ای پلیمههراز بهها ان هها  نسهه هجمههآ آوری شههد. در واکههنش زن یههره رمههان و خوزسههتانرضههوی، مازنههدران، لرسههتان، ک

Transcription-PCR, RT-PCR با استفاده از یک جفت آغازگر دژنره مربوط به ژن )CI،  نمونه تکثیهر شهد. جههت     54جفت بازی در  700قطیه
نمونه برگی دارای علائم مش ص بیمهاری بهه عنهوان نماینهده از هریهک از       7های ایرانی، تیداد در جدایهان ا  آنالیز ژنومی و تییین روابط فیلوژنتیکی 

، به شرکت ماکروژن کره جنوبی جههت تهوالی یهابی ارسهال     pTG19-Tها پس از همسانه سازی در ناقل برداری انت اب شدند. این جدایهمناوق نمونه
ههای ایرانهی   ای ایرانی با سایر جدایه های موجود در بانک ژن، نشهان دهنهده درصهد تشهابه نوکلدوتیهدی جدایهه      هیابی جدایهشدند. مقایسه نتایج توالی

OYDV دندروگرا  حاصل از مطالیه  نیهمچنبود. ( 04/75-86/99( و )89/79 - 44/94)های موجود در بانک ژن به ترتیب با یکدیگر و با سایر جدایه
های ایرانهی نشهان دهنهده عهد      های ایرانی را در دو گروه م زا از هم نشان داد. بررسی وقوع نوترکیبی در میان جدایه، جدایهCIتبارزایی بر اساس ژن 

در برخی از مناوق عمده کشت سیر  OYDVبود. لاز  به ذکر است این پژوهش اولین گزارش از وجود  CIوجود هر گونه نوترکیبی در این ناحیه از ژن 
 باشد.ویروسی می CI در ایران، بر اساس ژن

 
 ، سیر، ویروس کوتولگی زرد پیازفیلوژنتیکی بررسیایران،  :های کلیدیواژه

 

  3 2 1مقدمه 
 ،یاهیه گ گونهه  800 از شیبه  با (.Allium L) آلیو  گیاهی جنس
 کهه  باشهد می Amaryllidaceaeخانواده  جنس مهمترین و بزرگترین

 بهر  بهال   تاکنون. است شده پراکنده جهان سرتاسر در گسترده وور به
کهه یکهی از    شهده  گهزارش  جهنس  ایهن  گیاههان  روی از بیماری 50

میهان بیمارگرههای   در  .باشهد ویروسی مهی  هایبیماری مهمترین آنها
گونهه  آلوده کننده دائماً که دارد وجود چهار گونه شده شناخته ویروسی

 ازپیه  زرد کوتولگی ویروس:  شامل هااین گونه های جنس آلیو  بوده،
Onion yellow dwarf virus (OYDV) ،  تهره  زرد نهوار  ویهروس 
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 ویهروس  و Garlic common latent virus (GCLV) سیر عمومی
 به لاز (. 15)باشند می Shallot latent virus (SLV) موسیر نهفته
 در ویهروس  چنهدین  یها  کیه  توسهط  عموماً گیاهان این که است ذکر

 کهاهش  دلیهل  بهه  و شوندمی آلوده( جنسی غیر) رویشی تکثیر هنگا 
 مهورد  ی جهدی مشکل عنوان به آن کیفیت افت و محیول بازده شدید
 متیددی زراعی هایگونه آلیو  جنس (. در15 و 9)اند گرفته قرار توجه
 Allium (Garlic) گونه گیهاهی  آنها یکی از مهمترین که دارد وجود

sativum L. باشد که بید از پیهاز رتبهه دو    می خوراکی یا همان سیر
بها   .به خود اختیاص داده اسهت  پیازی گیاهان را در بین جهانی تولید

توجه به اهمیت سیر هم در میارف غذایی و هم دارویهی، ایهن گیهاه    
 گهروه  و در داده اختیاص خود به پزشکی صنیت در ای راویژه جایگاه

 رغهم علهی  ایران، . در(13) گیردمی قرار جهانی ورفدار پر محیولات
 سهیر  کمبود با همچنان بالا در کشور صنیتی و زراعی پتانسیل داشتن

 شهیوع  اتفها   ایهن  اصهلی  دلیل(. 3) هستیم روبرو داخلی هایبازار در

 )علوم و صنایع كشاورزي(حفاظت گیاهان  نشریه
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 در کهه ووریبه است شده گزارش سیر در ویروسی هایآلودگی بالای
 %100 تها  ویروسهی  آلودگی وقوع ایران در سیر کشت مناوق برخی از
 بازده شدید کاهش موجب سیر در آلودگی(. 16)است  شده زده ت مین

 جنسهی غیهر  تکثیهر  در ایهن گیهاه   .شودمی آن کیفیت افت و محیول
 م تلف هایویروس از م لوط هایآلودگی افزایش به من ر( رویشی)

 ههای سویهرو  توسهط  راحتهی  بهه  گیاه این شده باعث همچنین شده،
 اغلهب (. 13شهود )  آلوده انتقال گوناگون روش های وریق از م تلفی
 کهه  ویروسی متیدد هایگونه توسط جهان در شده کاشته سیر گیاهان

 امها  شهوند مهی  آلوده اند،شده میروف Garlic virus complex نا  با
 صهرفا  ههای سهیر  قپهه  وزن کهاهش  %88 بر بال  که داشت توجه باید

 ویریهده  پهوتی  خهانواده (. 6)است  شده گزارش هاویروس پوتی توسط
(Potyviridae )ان .آر گیاهی هایویروس گروه در خانواده بزرگترین. 

 نحهوه  اسهاس  بهر  که باشدمی( +ssRNA) مثبت ایرشته تک دار ای
 بندیتقسیم جنس دوازده به ژنومی، خیوصیات و ناقلین توسط انتقال
. (23باشهد ) مهی  Potyvirus هخهانواد  این جنس بزرگترین که شودمی

 کهه  بهوده  نانومتر 700 حداقل وول به ذراتی دارای جنس این اعضای
کیلو 10 حدود اندازه به مثبت ایرشته تک ای .ان .آر ژنو  دربرگیرنده

 به متیلق (OYDV) پیاز زرد کوتولگی ویروس. (20 و 7باشد )می باز
عنوان یک  باشد که بهمی Potyvirus جنس و Potyviridae خانواده

بیمهاری  موجهب و شناخته شهده   اقتیادی و گونه بیمارگر گیاهی مهم
 و 20، 15شود )می آلیو  جنس گیاهان سایر و سیر پیاز، در شدید زایی
ملهوس و همکاران با ان ا  مطالیات گسترده بهر   1929در سال  .(22

روی پیازهای دارای علائم کوتولگی، زرد شدن، پیچیدگی و زیکزاکی 
زائیک در پیاز را گزارش ها، برای اولین بار وجود بیماری موبرگشدن 

، 1930(، که با تداو  و تکمیل مطالیهات خهود درسهال    12 و 8کردند )
 Onion yellow)عامل این بیمهاری را ویهروس کوتهولگی زرد پیهاز     

dwarf virus-OYDV) ( 8میرفی نمودند.) شهته  این ویروس توسط
 گونهه  دو. شهود مهی  منتقهل  ناپایها  روش به Aphididae خانواده های

Myzus persicae و M. ascalonicus قهوی  دهنهدگان  انتقال جزء 
، 11، 4دارند ) ویروس گسترش در مهمی نقش که هستند ویروس این
 صورت به های آلوده سیربرگ در OYDV (. علائم22 و 15، 14، 12

 ایزولهه  به بسته روشن زرد تا خفیف کلروتیک نوارهای یا هاای اد رگه
 علائهم،  گسترش دنبال به قابل مشاهده است، که کولتیوار و ویروسی
اصهلی  کلهی  وهور  به(. 17)دهد می رخ نیز هاقپه اندازه و رشد کاهش
. اسهت  میزبان آلوده در کوتولگی وقوع OYDV آلودگی علامت ترین

 سهال  در همکهاران  و گاواندِ هاییافته اساس لاز  به ذکر است که بر
 انتشهار  و ویهروس  غلظت سیر، پوست رنگ میان ارتباوی هیچ ،2013
ویروس سایر همانند OYDV شناسایی جهت (.6)ندارد  وجود بیماری

 نظیهر  سرولوژیکی هایروش الکترومیکروسکوپی، روش از توانمی ها
 بایهد  امها  نمهود  اسهتفاده  RT-PCR نظیر مولکولی هایروش و الایزا
 سرولوژیکی روش ویروسی، هایسجن سایر خلاف بر که داشت توجه

 پهوتی  جهنس  اعضهای  میان در هاویروس تمایز جهت مناسبی پارامتر
 سهرولوژیکی  متقابهل  هایواکنش از برخی ووریکه به. نیست ویروس
 وجهود  اما در مقابهل بها  . شود نتایج تفسیر در خطا موجب است ممکن

 بهرای  جدیهدی  ابزارههای  مولکهولی  ههای روش در اخیر هایپیشرفت
 آلیو  جنس آلوده کننده هایویروس بندیوبقه و شناسایی تش یص،

 روش یهک  عنهوان  بهه  RT-PCR روش که در ایهن بهین   شده فراهم
توجهه   مهورد  OYDV برای اعتماد قابل و سریآ جایگزین، تش ییی

توسهط   OYDV ،2008(. در سهال  19 و 17، 10، 3قرار گرفته است )
ایران از مناوق م تلهف کشهور    شهرآئین و همکاران برای اولین بار از

شامل: تهران، ورامین، رودبار، جیرفت، چالوس، ساری، قزوین و نوشهر 
(. سهپس در سهال   16و صرفا بر پایه آزمون سرولوژیکی گزارش شهد ) 

برخی مناوق ایران از روی بقالیان و همکاران این ویروس را از  2010
ت فیلهوژنتیکی  . همچنین آنها درخه (3سازی و گزارش کردند )سیر جدا

در (. 3( آن رسهم کردنهد )  CPویروس را بر اساس پوشش پروتدینهی ) 
های شناسایی مولکولی بر پایه ان ا  توجه به اینکه روشاین تحقیق با

PCR ها بر اساس وراحهی پرایمرههای دژنهره بهرای     در پوتی ویروس
بهر اسهاس   نواحی حفاظت شده در ژنو  آنها استوار اسهت و همچنهین   

های اخیر، کهه  ست آمده از مطالیات محققین خیوصا در سالنتایج بد
 CPرا جهت اهداف تاکسونومیکی مناسهب تهر از    CIمنطقه کدشونده 

(، تیهداد  7 و 2) انهد )که به وور میمول استفاده می شود( میرفی کرده
در برخهی از   سیر مزارع تحت کشت از شده جدا OYDV هیجدا هفت

 CI ژن ناحیهه  آنهالیز مولکهولی  از هاسهتفاد  بها مناوق کشور انت هاب و  
قرار گرفتند و جایگاه تاکسونومیکی آنها در میان جدایه  بررسی مههورد
 . تییین گردید OYDVهای 

 

 هامواد و روش
 منشاء ویروس و شناسایی مولکولی

پس از بازدیهد   1397 و 1396ههای سهال پاییز، زمستان و بهاردر 
رضوی )مشههد و حومهه، تربهت     های خراسانسیر در استانمهزارع  از

(، لرسهتان  ساری و بابلسرحیدریه، گناباد، چناران و فریمان(، مازندران )
های برگی )الشتر(، کرمان )جیرفت( و خوزستان )شوشتر(، از بین نمونه

ههای کلروتیهک،   یهک، رگهکه دارای علائم موزائمشکوک به آلودگی 
(. در 1 اب شد )شهکل  انتنمونه  68، تیداد بودند کوتولگی و بدشکلی

بها  گیهاهی   کههل از بافههت   یبونوکلدیههک ر یداسشرایط آزمایشگاهی، 
 بهههر( و RNeasy Mini Kitآر. ان.ای ) اسههت را  یههتک از اسههتفاده
، اسهت را   (Qiagen, Germany) دستورالیمل شرکت سازنده اساس
با  های است را  شده،پس از ان ا  نانودراپ و تییین کیفیت نمونه شد.
براسهاس تهوالی   کهه   CI.F/Rev))دژنره آغازگر یک جفت تفاده از اس

 ( ویهروس Cylindrical Inclusion- CIسهی آی )  ژنحفاظت شهده  
 Polymerase)یمههراز  پل اییهره واکهنش زن   (7بهود ) وراحی شهده  
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Chain Reaction- PCR)  .بها  بدین صهورت کهه در ابتهدا    ان ا  شد
 آغههازگر برگشهههت  ا  شهده،ست راکل  یبونوکلدیکر یداستفاده از اس

(CI.Rev) بهههرداری میکهههوس یم نسههه هو آنهههههز (Reverse 

Transcriptase- RT )   متیلق به شهرکت تاکهارا(Takara, Japan) ،
CDNA  سنتز شد. سپس آزمونPCR و بها  یکرولیتری م25  در ح م

مسههترمیکس شههرکت  اسههتفاده از آغازگرهههای رفهههت و برگشهههت و 
Ampliqon میکرولیتهر از   2ت ان ا  این آزمهون،  صورت گرفت. جه

cDNA  ،میکرولیتههر از هههر یههک از  1سههاخته شههده بههه عنههوان الگههو
 5/12میکرومولار( و  10آغازگرهای رفت و برگشت )هریک به غلظت 

 Taq DNA Polymerase Masterلیتهر از م لهوط واکهنش    میکرو

Mix Red-Ampliqon  با هم ترکیب شدند. چرخه دمایی این آزمون
گراد بهه مهدت   درجه سانتی 94مل : واسرشت سازی اولیه در دمای شا

 30گراد به مدت درجه سانتی 94چرخه متوالی شامل:  35چهار دقیقه، 
گراد بهه  درجه سانتی 72ثانیه،  30گراد به مدت درجه سانتی 50ثانیه، 
ثانیه و در آخر، مرحلهه گسهترش نههایی در مهدت زمهان ده       90مدت 

گراد ان ها  شهد. تمهامی محیهولات     درجه سانتی 72دقیقه در دمای 
رنهگ آمیهزی شهده بها گهرین ویهور        %1آگهارز  در ژل  PCRواکنش 

(EcoDye DNA Staining Solution-Mxcell بهها اسههتفاده از )
یری مورد نظر ندهای تکثدستگاه الکتروفورز از هم جدا شدند. سپس با

ز کیههت جفههت بههازی، بهها اسههتفاده ا 700 یهههدر ناحدر ایههن تحقیههق، 
Qiaquick gel extraction kit  ( متیلق به شرکت کیاژنQiagen, 

Germany .خهالص   یژنه قطیه( از روی ژل آگارز خالص سازی شدند
 دیپلاسهم  دروندر هر جدایهه   CIاز ژن  یقسمتبه  مربوط شدهسازی 

pTG19-T (Vivantis, Malaysia )شههههد یهمسههههانه سههههاز. 
 Escherichia ی مسهتید  هها پلاسمیدهای نوترکیب به داخل سهلول 

coli   سویهDH5α  .هها از وریهق   همسهانه شناسهایی  تراری ت شدند
آغازگرههای عمهومی   با استفاده از ( Colony PCRکلونی پی سی آر )

M13 ای پلاسهمیدهای نوترکیهب بها اسهتفاده از     . ان .دی .ان ا  شد
( اسهت را   Denazist, Iran) Plasmid DNA Isolation Kit کیت
 شرکت ماکروژن کره جنوبیجهت تییین ترادف نوکلدوتیدی به و ندشد
(Macrogen Inc., South Korea)  دریافهت   هایتوالی شدند.ارسال

های با توالی BLASTبا برنامه  NCBI در پایگاه اولاعاتیابتدا  شده
 موجود در بانک ژن مقایسه شدند.

 
هوای نولئووتدودیآ انوالد     سازی چندگانه تووللی ردیف هم

 فدئوژنتدکی و نوترلدبی 
ههای ایرانهی   در ابتدا جهت بررسی خیوصیات فیلوژنتیکی جدایهه 

OYDV       سهازی  شناسایی شهده از نقهاط م تلهف کشهور، ههم ردیهف
ههای  های ایرانی با سایر جدایهه های ژنومی میان جدایهچندگانه توالی

 DNAMAN( بها اسهتفاده از برنامهه    NCBIثبت شده در بانک ژن )

v4.02 ههم در سهط     تشهابه   شد. همچنین جهت تییین درصد ان ا
اسهتفاده   Clustal Omegaافهزار  نوکلدوتیدی و هم آمینواسیدی از نر 

افزار های نوکلدوتیدی با استفاده از نر شد. لاز  به ذکر است که توالی
ORFfinder (Open Reading Frame Finderبههه تههوالی ) هههای

ن روابط فیلهوژنتیکی و مشه ص   آمینواسیدی ترجمه شدند. جهت تییی
های ایرانی، درخت فیلوژنتیکی با اسهتفاده از  شدن منشا تکاملی جدایه

 Maximum-Likelihood (ML) و به دو روش MEGA 6افزار نر 

( Bootstrapتکهرار )  1000بر اسهاس   Neighbor-Joining (NJ) و
ههای ایرانهی   رسم شد. جههت ترسهیم مهاتریس شهباهت بهین جدایهه      

OYDV افههزار ر سههط  نوکلدوتیههدی و آمینواسههیدی از نههر دSDT  
(v.1.2و هم ردیف )ها بهه روش سازی توالی Muscle    .اسهتفاده شهد

های احتمالی نوترکیبی در همچنین جهت بررسی وقوع و ردیابی مکان
های قهرار داده شهده در نهر    های ایرانی از روشژنو  هریک از جدایه

 RDP، GENECONV( شهههههامل: v.4.95) RDP4افهههههزار 

BOOTSCAN،CHIMERA ،SISCAN ،MAXCHI ،3SEQ  
 استفاده شد.

 
 زل ویروس به گداهان مد بانلنتقال مکاندکی ژنوم بدماری

زنی مکانیکی گیاهان زایی ژنو  ویروس، مایهجهت بررسی بیماری
های و گونه Chenopodium quinoa ،Allium cepaمیزبان شامل: 

با استفاده از بافر فسهفات پتاسهیم    Allium sativumعاری از آلودگی 
برگهی   3-4در مرحلهه   7بهه عهدد    pHمولار( و با رسهاندن  میلی 50)

ان ا  شد. گیاهان تلقی  شده جهت ظهور علائم، در گل انه عهاری از  
گهراد نگههداری شهدند.    درجه سانتی 23-25حشرات در شرایط دمایی 
ان تلقهی  مکهانیکی، از   روز از زمه  28تا  15این گیاهان در مدت زمان 

نظر علائم آلودگی مهورد بررسهی قهرار گرفتنهد. نهایتها جههت اثبهات        
زا بودن گیاهان میزبان، از مشاهدات چشمی و همچنین آزمون بیماری

RT-PCR .استفاده شد 
 

 نتایج و بحث
 از،یه پ زرد یکوتهولگ  روسیه و دمهور  در پژوهش نهیشیپ به توجهبا
 یبررسه  رانیه ا در امها  شهده  گهزارش  ایه دن یکشورها برخی از تاکنون
جههت بررسهی    علهت  نیهمه  به. است نگرفته صورت آن یرو یجامی
ههای  در وهی فیهل   OYDVتر این ویروس، مطالیات بهر روی  جامآ

های مولکولی ان ا  پاییز، زمستان و بهار آغاز گردید. بر اساس بررسی
زارع مه از 1397و  1396های دست آمده در وی سال شده و نتایج به
ههای خراسهان رضهوی، مازنهدران، لرسهتان، کرمهان و       سیر در استان

 54نمونه برگی جمآ آوری شده، وجود آلودگی در 68خوزستان از میان 
ههای برگهی مثبهت    نمونه تایید شد. پس از بررسهی هریهک از نمونهه   

پلیمراز و مشاهده قطیه تکثیهر شهده   ای ارزیابی شده در آزمون زن یره
ر روی ژل آگهارز، تیهداد هفهت جدایهه مربهوط بهه       جفت بازی به  700
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-IR(، جیرفههت )IR-Kh16(، کههدکن )IR-Kh48شهههرهای گلبهههار )

Kh33( شوشتر ،)IR-Kh1, IR-Kh2 ( سهاری ،)IR-Kh23  و الشهتر )
(IR-Kh54     که علائم تیپیک آلودگی را بهر روی بهرگ سهیر ای هاد ،)

نت هاب و  یابی و تکمیل مطالیه این ویهروس ا کرده بودند، جهت توالی
در بانک جهانی ژن ثبهت گردیهد.    نهایتا توالی ژنومی این هفت جدایه

های جمآ آوری شهده از منهاوق م تلهف    چه تیداد زیادی از نمونهاگر
تیداد انهدکی از   یآلودگکشور علائم شدید ویروسی را نشان دادند، اما 

ن امر ای پلیمراز تایید نشد. که اینمونه( در آزمون زن یره 14ها )نمونه
های آلهوده کننهده   تواند نتی ه آلودگی میزبان سیر به سایر ویروسمی
های گیاهی آلیو  باشد. یا به عبهارت دیگهر، مها در میزبهان سهیر      گونه

ها مواجه هستیم که گاها علائهم تقریبها   اغلب با کمپلکسی از ویروس
دهند. همچنین آلودگی تهوا  ایهن   مشابهی را بر روی میزبان نشان می

وس ها موجب وقوع اثر هم افزایی بر روی یکدیگر شهده و شهدت   ویر
دهد. اما در اکثر موارد دو علامت موزاییک شدید علائم را افزایش می

ی مههم ایهن   باشد. با این حهال نکتهه  و کوتولگی در بین آنها رایج می
بهه عنهوان    OYDVاست که در میان اعضهای کمهپلکس ویروسهی،    

در  .(21 و 10، 6ی بالا میرفی شده اسهت ) زایبیمارگر غالب با بیماری
 ده، در فاصله زمهانی  OYDVمطالیات بیولوژیکی ان ا  شده بر روی 

، Chenopodium quinoaسه گیاه محهک   زنیهیما از روز تا چهارده
Allium cepa. ههای عهاری از آلهودگی    و گونهAllium sativum  در

تها بیسهت و    یآلهودگ  شرفتیپ روند وآغاز  بیماری علائم بروز گل انه،
ی آلهودگ  از نهان یاوم منظهور  به. دیگرد ثبت روزانه بیورت هشت روز

آر. ان. ای کهل از   علاوه بر مشاهدات چشمی علائهم،  ،محک اهانگی
ای پلیمراز با اسهتفاده از جفهت   و آزمون زن یره است را بافت گیاهی 
ر روی جفت بازی ب 700ان ا  شد و باند مورد انتظار  CIآغازگر دژنره 

 .Cدر میزبهان   هیاول علائمژل آگارز در گیاهان آلوده مشاهده گردید. 

quinoa های کلروتیک آغاز که بهه تهدریج بها پیشهرفت     ظهور لکه با
های کلروتیک (. ظهور رگه1ها افزوده شد )شکل بیماری بر تیداد لکه

های سیر عاری از آلودگی، پس از گذشهت  خفیف تا زرد شدن در برگ
زنی مشاهده شد که بهه تهدریج بها پیشهرفت     وز از زمان مایهر 14-10

بیماری بدشکلی، کوتولگی و موزاییک شدید نیز در گیاهان آلوده ظاهر 
الیات قبلی هم خوانی داشهت  با مط ه شدهمشاهد علائم (.1شد )شکل 

های تلقی  شده علائمی از آلهودگی بهر روی   (. اما در پیاز15 و 11، 1)
(. که نتی ه حاصهل بها پهژوهش ههای     1)شکل ها مشاهده نشد برگ

جداشده از سیر بهه دلیهل    OYDVپیشین مطابقت داشت، به ووریکه 
 (. 11اختیاصیت بالا میزبانی قادر به آلوده کردن پیاز نیست )

در ادامه مطالیه و به منظور ان ا  آنالیزهای فیلهوژنتیکی، در ابتهدا   
و آمینو اسیدی میهان  های نوکلدوتیدی سازی چندگانه ترادفهم ردیف

های ثبت شهده در بانهک ژن   و سایر جدایه OYDVهای ایرانی جدایه
از نقاط م تلف جهان صورت گرفت. نتایج نشان دهنده دامنهه درصهد   

( بهه ترتیهب   04/75-86/99( و )89/79 - 44/94تشابه نوکلدوتیهدی ) 

نک های موجود در باهای ایرانی با یکدیگر و با سایر جدایهمیان جدایه
ههای ایرانهی بها یکهدیگر     (. در مقایسهه نمونهه  2 و 1ول اژن بود )جهد 

( بها  IR-Kh2ای از شوشتر )( میان جدایه89/79کمترین درصد تشابه )
( بود و این در IR-Kh54( و لرستان )IR-Kh23های از ساری )جدایه

( میهان دو جدایهه از   44/94حالی است کهه بهالاترین درصهد تشهابه )    
(. همچنین نتهایج  1( مشاهده شد )جدول IR-Kh1, IR-Kh2شوشتر )

های موجود در بانک های ایرانی با سایر جدایهحاصل از مقایسه جدایه
( میان جدایهه شوشهتر   04/75ژن، نشان دهنده کمترین درصد تشابه )

(IR-Kh2با جدایه )( هایی از آلمانAT( و آرژانتین )Seمی )  باشد. امها
-IRوکلدوتیدی میان جدایهه شوشهتر )  بالاترین درصد تشابه در سط  ن

Kh2با جدایه )( ای از اسپانیاSG1  به میهزان )قابهل مشهاهده    86/99
سهازی چندگانهه   (. همچنین نتایج حاصل از هم ردیهف 2است )جدول 

های موجهود  های ایرانی باهم و با سایر جدایهآمینواسیدی میان جدایه
( و 56/91 -56/99در بانک ژن به ترتیب نشان دهنده درصد تشهابه ) 

 ( بود. 100-22/90)
سهازی  ههای ایرانهی، ههم ردیهف    یابی جدایهه به منظور تایید توالی

ههای  هها بها سهایر جدایهه    های پلی پروتدیتی این جدایهه چندگانه توالی
OYDV      ههای  موجود در بانهک ژن صهورت گرفهت و وجهود موتیهف

 بررسی شد. با توجه به نقهش هلیکهازی ایهن    CIحفاظت شده در ژن 
، DECHVههای  هلیکازی میروف با نها   RNAهای محیول، دمین

ILVYVSS ،SATI ،VATNII و ENGVTLD  به همراه تیدادی
ههای ایرانهی یافهت شهد     (، در جدایه5از آمینو اسیدهای حفاظت شده )

و  شههده  حفاظههت  آمینو اسیدهای وجود(. در نتی ه، مشاهده 2)شکل 
 دیییه تأ ایرانهی  هایهیجدا یدینواسیآمی تهوال در های هلیکازیدمین

 جههنس  در آنههها  گههرفتن  قههرار  و هها هیه جدا  یصهح  یابیه یتوال بر
Potyvirus گونهه و OYDV .بود 

جهت تییین روابط فیلوژنتیکی و مش ص نمهودن منشها تکهاملی    
آنها، درخت فیلوژنتیکی هفت جدایه ایرانی به همراه یازده جدایه دیگر 

OYDV ر نقهاط دنیها، بهر اسهاس تطهابق      موجود در بانک ژن از سای
 Maximumو  Neigbour joiningترادف نوکلدوتیدی بها دو روش  

likelihood  با استفاده از نر  افزارMEGA 6  تکرار  1000و براساس
رسم  دندروگرا رسم گردید. نتایج نشان دهنده یکسان بودن توپولوژی 

رسم  را دندروگبود. به همین دلیل صرفا  MLو  NJشده در دو روش 
(، که بر اساس آن جدایه3نمایش داده شد )شکل  MLشده به روش 

گیرند به ( قرار میI, IIدر دو گروه اصلی ) OYDVهای مورد بررسی 
شهود  بنهدی مهی   ووریکه هر گروه خود به دو زیرگهروه م هزا تقسهیم   

 (. 3)شکل 
 
 
 
 



 405 ...    ازیپ دزر یكوتولگ روسیو يهاهیجدا یمولکول اتیخصوص سیبرر و ییشناسا

 
جمع آوری شده از نقاط مختلف کشور به صورت جداگانه با  OYDVایرانی های میان جدایه CIدرصد تشابه توالی نوکلئوتیدی ژن  -1جدول 

 یکدیگر
Table 1- Percentage of CI nucleotide identities between Iranian OYDV isolates collected from different parts of the country 

separately 

ایرانیی هاهیجدا 1 2 3 4 5 6 7  
 Iranian isolates 

79.89 79.89 83.31 92.58 94.44 80.60 100.00 1: IR-kh2 
91.44 94.15 88.16 84.02 83.31 100.00 80.60 2: IR-kh48 
82.03 82.74 84.45 91.16 100.00 83.31 94.44 3: IR-kh1 
83.59 83.02 85.73 100.00 91.16 84.02 92.58 4: IR-kh16 
89.87 88.45 100.00 85.73 84.45 88.16 83.31 5: IR-kh33 
92.72 100.00 88.45 83.02 82.74 94.15 79.89 6: IR-kh23 
100.00 92.72 89.87 83.59 82.03 91.44 79.89 7: IR-kh54 

.بالاترین درصد تشابه میان جدایه های ایرانی در هر ردیف، برای هر جدایه به صورت برجسته نمایش داده شده است  

The highest percentage of identities between Iranian isolates in each row is displayed in bold for each isolate.  
 

 

 
موزاییک شدید از استان خراسان رضوی  های کلروتیک و( با علائم رگهOYDVهای برگی سیر آلوده به ویروس کوتولگی زرد پیاز )مونهن -1 شکل

)ج( و ظهور رگه C. quinoaهای کلروتیک در ظهور لکه)ب(،  زنی شده: عدم ظهور علائم در پیاز. مشاهده علائم ظاهر شده در گیاهان مایه)الف(

 زنی شده عاری از آلودگی )د(های مایهموزاییک شدید در سیر و نگ نامنظمهای زردر
Figure 1- Leaf samples of garlic infected by onion yellow dwarf virus (OYDV) with symptoms of yellow striping and severe 

mosaic, collected from Razavi Khorasan Province (A). Symptoms of inoculated plants: No symptoms on A. cepa (B), 

chlorotic local lesions on C. quinoa leaves (c) and irregular yellow striping and sever mosaic observed in inoculated garlic 
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 دمین پنج و خاکستری رنگ به شده حفاظت اسیدهای آمینو. OYDV ایرانی هایجدایه در CI ژن اسیدی آمینو توالی سازیردیف هم –2شکل 

 .اندمشاهده قابل آنها، زیر در قرمز خط شدن کشیده با( I-V) هلیکازی
Figure 2- Cylindrical inclusion (CI) protein sequence alignment of Iranian OYDV isolates. Conserved amino acids are 

colored in gray and the red line was drawn under the five helicase domains (I-V). 
 

 
، حاصل از هم  MEGA 6افزاردر نرم Maximum-likelihood، با استفاده از روش ریتصو چپ سمت دردرخت فیلوژنتیکی ترسیم شده  -3ل شک

ثبت  OYDVیه ایرانی شناسایی شده از نقاط مختلف کشور به همراه یازده جدایه هفت جدا CIسازی چندگانه ترادف نوکلئوتیدی ناحیه ژنی ردیف
به عنوان عضو برون گروه  LYSVباشند. تکرار می 1000بر اساس  Bootstrapشده در بانک جهانی ژن قابل مشاهده است. اعداد نمایانگر درصد 

(Outgroupانتخاب شد. در سمت راست تصویر، ماتریس شباهت در سطح ) افزار نوکلئوتیدی با استفاده از نرمSDT v.1.2 سازی ردیف و هم
 ترسیم شد MUSCLEها به روش توالی

Figure 3- Maximum-likelihood (ML) phylogenetic tree in MEGA6 software constructed based on multiple CI nucleotide 
sequence alignments of seven Iranian isolates identified from different parts of the country along with eleven OYDV isolates 

available in the GenBank. Numbers at each node indicate bootstrap percentages based on 1000 replications. LYSV 
(JX429965) was used as an outgroup. Two-dimensional nucleotide diversity plot constructed based on SDT MUSCLE 

alignment 
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IR-Kh33       LHSLANNRDNISKYDYIMIDECHVLDAKAMAFYCLLKDVNYKGKILKTSATIPGRESGFK  

IR-Kh54       LHSLANNRDNISKYDYIMIDECHVLDANAMALYCFLKDVNYKGKILKTSATIPGRESGFK  

IR-kh23       LHSLANNRDNISKYDYIMIDECHVLDANAMALYCLLKDVNYKGKILKTSATIPGRESGFK  

IR-Kh48       LHSLANNRDNISKYDYIMIDECHVLDANAMALYCLLKDVNYKGKILKTSATIPGRESGFK  

IR-Kh16       LHSLANNRGNISQYDYIMIDECHVLDANGMALYCLLKDVNYKGKILKTSATIPGRESGFK  

IR-Kh1        LHSLANNRGNISQYDYIMIDECHVLDANAMALYCLLKDVNYKGKILKTSATIPGRESGFK  

IR-Kh2        LHSLANNRGNIEQYDYIMIDECHVLDANAMALYCLLKDVNYKGKILKTSATIPGRESGFK  

 

IR-Kh33       LSTQHDVTLNVEENMTFDAFVQAQGTGSNACVTTRGHNILVYVSSYNEVDTLARKLTEHG  

IR-Kh54       FSTQHDVTLNVEENMTFDAFIQAQGTGSNACVTSRGHNILVYVSSYNEVDTLSRKLVEHG  

IR-kh23       FSTQHDVTLNVEENMTFDAFVQAQGTGSNACVTTRGHNILVYVSSYNEVDTLSRKLVEHG  

IR-Kh48       FSTQHDVTLNVEENMTFDAFVQAQGTGSNACVTTRGHNILVYVSSYNEVDTLSRKLVEHG  

IR-Kh16       FSTQHDVTLNVEENLTFDAFIQAQGTGSNACVTSRGDNILVYVSSYNEVDTLSRKLTEHG  

IR-Kh1        LSTQHDVTLNIEENLTFDAFIQAQGTGSNACVTTRGDNILVYVSSYNEVDTLARKLVEHG  

IR-Kh2        LSTQHDVTLNIEENLTFDAFIQAQGTGSNACVTTRGDNILVYVSSYNEVDTLARKLTEHG  

 

IR-Kh33       HKVTKVDGRTMKLGGTRIETNGSASKKHFIVATNII ENGVTLDID  

IR-Kh54       HKVTKVDGRTMKFGGTRIETNGSAVKKHFIVATNII ENGVTLDID  

IR-kh23       HKVTKVDGRTMKLGGTRIETNGSAVKKHFIVATNII ENGVTLDID  

IR-Kh48       HKVTKVDGRTMKLGGTRIETNGSADKKHFIVATNII ENGVTLDID  

IR-Kh16       HKVTKVDGRTMKFGGTRIETSGSASKKHFIVATNII ENGVTLDID  

IR-Kh1        HKVTKVDGRTMKLGGTRIETSGSASKKHFIVATNII ENGVTLDID  

IR-Kh2        HKVTKVDGRTMKLGGTRIETSGSAVKKHFIVATNII ENGVTLDID 
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هههههههایی از آرژانتههههههین  شههههههامل جدایههههههه  Iگههههههروه 

(KF632714/KF632715( ژاپههههن ،)AB219833/AB219834 ،)
(، اسههپانیا AJ510223(، چههین )HQ258894/JN127342اسههترالیا )

(JX429964( هند ،)KJ451436و ایران می )  باشد. این گروه از نظهر
دهد. تمامی ایهن دوازده  افیایی یک گروه نامت انس را تشکیل میجغر

-IRاند. سه جدایه ایرانی از میزبان سیر جدا شده Iجدایه واقآ در گروه 

Kh1 ،IR-Kh2 و IR-Kh16    جدا شده از سهیر در گهروهI   و در زیهر
(، اسههترالیا JX429964هههایی از اسههپانیا )در کنههار جدایههه I-IIگههروه 

(HQ258894و ه )( ندKJ451436     قرار گرفتنهد کهه بیهانگر رابطهه )
که خود نیز  IIباشد. اما گروه ها با یکدیگر میژنتیکی بالای این جدایه
شود در برگیرنده چههار جدایهه ایرانهی    بندی میبه دو زیر گروه تقسیم

IR-Kh33 ،IR-Kh54 ،IR-Kh23 و IR-Kh48    جدا شهده از سهیر
( و JX433020جدایهه آلمهانی )   باشد که در ارتباط نزدیهک بها دو  می

( Onionجدا شده از میزبهان پیهاز )   OYDV( JX433019آرژانتینی )
ههایی از دو  در برگیرنهده جدایهه   IIباشند. با توجه به اینکهه گهروه   می

بندی فیلوژنتیکی ما باشد، جدایی میزبانی با گروهمیزبان سیر و پیاز می
هها  ه شدن برخی از جدایهخوانی ندارد. همچنین با توجه به هم گروهم

از مناوق م تلف جهان با یکدیگر که انطبهاقی بها قرابهت جغرافیهایی     
توانهد  نمهی  OYDVدهد که انتشار گسترده و جهانی ندارند، نشان می

ای صورت گیرد و احتمال نقهش صهادرات و   تنها به وسیله ناقلین شته
. در شهود واردات این محیول در جهان از وریق پیاز آن تقویهت مهی  

کنار درخت فیلوژنتیکی رسم شده، ماتریس درصد تشابه میهان جدایهه  
ههای ایهن ویهروس در بانهک ژن،     و سایر جدایه OYDVهای ایرانی 

در سهط    SDT v.1.2افهزار  قابل مشاهده است که با استفاده از نهر  
 (.3نوکلدوتیدی رسم شد )شکل 

ههای  ژنومی در جدایهه  CIجهت بررسی وقوع نوترکیبی در ناحیه 
استفاده شد. نتایج نشان دهنده عهد  وجهود    RDP4افزار ایرانی از نر 

هر گونه نوترکیبی در این ناحیه بود. همچنین در بررسی سهایر جدایهه  
 مشاهده نشد. CIهای دنیا نیز هیچ گونه نوترکیبی در ناحیه 

از برخی منهاوق کاشهت    OYDVدر این پژوهش، وجود ویروس 
قهرار گرفهت و بهرای اولهین بهار در ایهران        سیر در کشور مورد بررسی

تییههین و جایگههاه  CIخیوصههیات مولکههولی ویههروس بههر پایههه ژن   
های موجود در بانک های ایرانی در میان سایر جدایهفیلوژنتیکی جدایه

بهه عنهوان    OYDVژن مش ص شد. بر اساس نتایج بدسهت آمهده،   
ق مهورد  بیمارگر غالب در میزبان سیر مشاهده شد کهه در اکثهر منهاو   

برداری از شیوع بالایی برخوردار است. در نتی ه از یهک سهو بها    نمونه
توجه به اینکه ایران به عنوان یکی از تولیدکنندگان مهم این محیول 

شود و از سوی دیگر با توجه به اهمیهت سهیر در   در جهان شناخته می
صنایآ غذایی، دارویی و پزشکی، تییین خیوصیات مولکولی ویهروس 

به عنوان یک بیمارگر مهم با خسارت بالا، به منظهور تییهین    های آن
 باشد. یک برنامه کنترل کارآمد دارای اهمیت زیادی می
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Introduction: Garlic (Allium sativum L.) is one of the medicinal and economically important crop plants 

belongings to the Amaryllidaceae and is well known for its worldwide applications. It is widely used as a 
vegetable. In Iran despite the agricultural potential, we are still facing a garlic shortage in the market, mainly due 
to the high prevalence of plant diseases particularly viral infections. Most garlic plants are infected by several 
viruses belonging to different taxonomic groups known as “garlic viral complex”. However, Onion yellow dwarf 
virus (OYDV) acts as a major element of this complex. This virus is an important and damaging potyvirus in 
garlic which causes mild chlorotic to bright yellow stripes on infected leaves. OYDV survives in bulbs and sets 
and therefore can be transmitted during vegetative reproduction. Also, the green peach aphid, Myzus persicae, as 
well as other aphids, spreads the virus from plant to plant in a nonpersistent manner.  OYDV, RT-PCR technique 
is an effective analytical tool for this purpose. In Iran, for the first time, Shahraeen et al. (2008) were reported 
OYDV by the serological method in garlic. Afterward, Baghalian et al. (2010), studied the molecular structure of 
Iranian OYDV based on the coat protein gene analysis. The current study was intended to investigate the partial 
spreading, genetic diversity and phylogenetic analysis of the different OYDV isolates from garlic and comparing 
them with other sources of OYDV isolates available in the GenBank. In this study, we present for the first time 
the genome sequence of Iranian isolates of OYDV based on the CI gene. Besides, the recombination pattern of 
the CI gene in Iranian isolates was analyzed. 

Materials and Methods: During two consecutive growing seasons of 2016-2017 and 2017-2018, a survey 
was conducted in some of the major areas under the cultivation of garlic in Iran (Khorasan Razavi: Mashhad, 
Golbahar and kadcan, Mazandaran: Sari and Babolsar, Kerman: Jiroft, Lorestan: Aleshtar and Khuzestan: 
Shoshtar). Leave samples with yellow striping; crinkling; dwarfing and mosaic symptoms were collected and 
taken to the laboratory for both sap (mechanical) and molecular tests (RT-PCR/PCR), to identify the disease 
cause. Total RNA was extracted from the symptomatic leaf samples using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, 
Germany) and used for the reverse transcription (RT-PCR) test. Primary detection was done by RT-PCR using 
degenerate primer pairs (CIF/R). After performing PCR, products with 700 bp length, separated by 
electrophoresis in 1% agarose gel extracted and purified with the Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, 
Germany). Then PCR products were cloned in pTG19-T Vector (Vivantis, Malaysia). The recombinant plasmids 
were extracted using the plasmid DNA isolation kit (Denazist, Iran) followed by sequencing (Macrogene, South 
Korea). Nucleotide sequence data were analyzed using Clustal Omega, MEGA 6, and RDP 4 software.  

Results and Discussion: Among Iranian OYDV garlic isolates which detected in this study, seven isolates 
from Golbahar, kadcan, Sari, Jiroft, Aleshtar and Shoshtar with severe mosaic symptom and dwarfing were 
selected for sequencing and determination of their molecular and biological characteristics. Comparative 
analyses of the partial CI gene sequences showed that seven Iranian isolates shared 75.04-99.86% and 90.22-
100% sequence identities at the nucleotide and amino acid level respectively, with different OYDV isolates 
available in the GenBank. Phylogenetic tree based on partial CI gene placed Iranian OYDV isolates in two 
varying evolutionary groups; I and II. Group, I consisted of OYDV isolates from Argentina 
(KF632714/KF632715), Japan (AB219833/AB219834), Australia (HQ258894/JN127342), China (AJ510223), 
Spain (JX429964), India (KJ451436) alongside Iranian isolates. This group is geographically heterogeneous. All 
these isolates in group I are isolated from the garlic host. Three Iranian isolates, IR-Kh1, IR-Kh2, and IR-Kh16, 
which isolated from garlic placed in subgroup I-II, along with isolates from Spain (JX429964), Australia 
(HQ258894), and India (KJ451436). It indicates the high degree of genetic relationship among Iranian isolates in 
this subgroup. However, group II, which is also divided into two subgroups, includes four Iranian garlic isolates, 
IR-Kh33, IR-Kh54, IR-Kh23, and IR-Kh48, and are closely related to the German (JX433020)  and Argentine 
(JX433019) onion isolates. Recombination analysis among Iranian and other isolates in the CI gene showed that 
there was no recombination in this part of the genome.  
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Conclusion: Based on the results of this study, the presence of OYDV isolates from some garlic areas of Iran 
was confirmed and for the first time, the molecular characteristics of the virus based on CI gene were 
determined. Results showed that OYDV is a dominant pathogen in the garlic field, which is highly prevalent in 
most sampled areas. Considering the importance of garlic in the food, pharmaceutical, and medical industries, 
determining the molecular characteristics of its viruses is highly important to determine an efficient control 
program. 
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