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 چكيده

 ssRNAاين ويروس توسط قارچ منتقل شـده و ژنـوم    .مي باشد Potyviridaeو خانواده  Bymovirusق به جنس ويروس موزاييك خفيف جو متعل
، در ماه هـاي اسـفند و فـروردين     (BaMMV6)موزاييك خفيف جو ويروس شناسايي منظور به. زاي غلات مي باشد يكي از ويروس هاي خسارت و دارد

نمونـه داراي علائـم    425و آذربايجان غربي بازديـد و تعـداد   ، يزدخراسان رضوي، خراسان شمالي، گلستاناز مزارع گندم و جو استان هاي  1390-1389
در نمونه هاي جمع آوري شـده،   .با استفاده از آنتي بادي پلي كلونال تعيين شد DAS-ELISA 7آزمون سرولوژيكي آلودگي نمونه ها با. جمع آوري گرديد

 آغازگرهـاي  جفـت  بـردن  بكـار  از پـس  .تان ها به جز يزد نيز رديابي شدآلودگي در ساير اس. رصد آلودگي را نشان داداستان آذربايجان غربي بيشترين د

يك جدايه از  PCR سپس محصول. جفت باز تكثير شد 392قطعه اي به طول  اين ويروس، پوششي پروتئين ژن از شده حفاظت نواحي براي اختصاصي
  .اين اولين گزارش از وجود اين ويروس در استان هاي مذكور است. هاي تكميلي تعيين توالي گرديدآذربايجان غربي به منظور بررسي 

  
  ، ايران، پوشش پروتئيني  PCR ،Barley mild mosaic virus :هاي كليدي واژه

  
    7      6   2345  1 مقدمه

و خـانواده   Bymovirusويروس موزاييك خفيـف جـو، از جـنس    
Potyviridae در ژاپـن   1940ين بيماري اولـين بـار در سـال    ا. است
در غـرب  1978علائم موزاييك اولين بار در سـال  . )7( مشاهده گرديد

 اين ويروس به تنهايي و يا همراه با ويـروس  ).6( اروپا  گزارش گرديد
سبب موزاييك خاكزاد در غلات و به خصـوص جـو    8موزاييك زرد جو

 ـويـروس   ژنوم. )21(د شو پاييزه مي 9رت صـو ه ب
ssRNA   دو بخشـي

 باشـد  مـي  (10ORF)است كه هر قسمت داراي يك قاب خواندني باز 
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6- Barley mild mosaic virus 
7-(Double-antibody sandwich-enzyme linked 
immunosorbent assay) 
8- Barley yellow mosaic virus, BYMV 
9- Single strand RNA 
10- Open Reading Frame 

كند كه ايـن   پروتئين بزرگ را كد مي هر قاب خواندني باز يك پلي. )9(
اي كـد شـده توسـط ويـروس بـه      بزرگ به وسـيله پروتئازه ـ  نپروتئي

بخـش كـد كننـده پوشـش     . شـود  اي شكسته مـي  هاي وظيفه پروتئين
پوشـش  . اين ويروس واقع شده اسـت  RNA1 3΄انتهاي پروتئيني در 

ه نقش مهمي در فيلوژني اين هاي خانواده پتي ويريد پروتئيني ويروس
 Polymyxa قـارچ  هر دو ويـروس بـه وسـيله    ).13( ها دارند ويروس

graminis 18 و 1( شـوند  ارازيت اجباري ريشه است منتقل ميكه پ.( 
 RNA2وسيله قارچ بـر روي   هاي دخيل در انتقال اين ويروس به ژن

اي هدر خاك به صورت اسپور قارچ ناقل). 17(ويروس واقع شده است 
 بنابراين تنها راه كنتـرل  و ماندبزنده تواند  مياستراحتي تا چندين سال 

). 11و  4( استفاده از ارقـام مقـاوم اسـت   بيماري ناشي از اين ويروس 
ه اين ويروس مقاومت بودند ب rym4كولتيوارهايي از جو كه داراي ژن 

مزرعـه علائـم موزاييـك بـه صــورت     در  .)22 و 15، 3( نشـان دادنـد  
بـر روي  رنگ پريـده  نقاط طولي . باشد ز ميبهاي نامنظم زرد يا س لكه
علائم اين  .هاي گياهان آلوده توليد شده و رشد گياه محدود شود برگ

يش فـزا بـا ا  و دهشاوايل بهار ظاهر اواخر زمستان وبيماري ويروسي در
اي  پذير رشـته  خمشاين ويروس  هاي پيكره). 14( شود دما ناپديد مي

ــول   ــت و داراي دو ط ــر  200-300و 500-600اس ــانومتر و قط  13 ن
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تا بـه حـال ايـن ويـروس از روي جـو، گنـدم،       ). 10(باشند  مي نانومتر
ايـن ويـروس از كشـورهاي    . تيكاله جداسازي شده اسـت ييولاف و تر

 و ه، ايتاليا، بلژيك، انگليس، هلنـد، كـره، ژاپـن   متعددي از جمله فرانس
اهميت مطالعه اين ويروس به علت خسـارت  . چين گزارش شده است

 آن را بـه  و كـرده وارد  بالايي است كه در مناطق كشت غلات در دنيا
كـه در   بـه طـوري   .كند تبديل ميهاي اقتصادي غلات  يكي از ويروس

-45ر اروپـا بـين   صورت كشت ارقام حساس جـو، ميـزان خسـارت د   
كه زمستان سرد تر باشد اين خسارت  خواهد بود و در صورتي درصد20

تاكنون تـوالي كامـل چنـدين جدايـه ايـن      . )12( افزايش خواهد يافت
ويروس مشخص گرديد، نشان داده شده كه پوشـش پروتئينـي نقـش    

هــاي جــنس  وژني و تعــين جايگــاه تكــاملي ويــروسمهمــي در فيلــ
Bymovirus  مقايسه پوشش پروتئينـي ايـن ويـروس در     .)19(دارد

يـروس در سـه گـروه    هاي اين و حقيقيات پيشين نشان داد كه جدايهت
آلمـان و ژاپـن، در گـروه    هاي  در گروه اول جدايه .اند مجزا قرار گرفته

هـاي كـره و    يس و فرانسه و در گروه سوم جدايـه لهاي انگ دوم جدايه
هدف از اين تحقيق شناسايي  .)23و  5( يك جدايه از ژاپن قرار گرفت

 هـاي  ايـن ويـروس در اسـتان    و بررسي برخي از خصوصيات مولكولي
 خراسان رضوي، خراسان شـمالي، گلسـتان، آذربايجـان غربـي و يـزد     

بررسي جـامعي در مـورد    هيچ  تا كنون لازم به ذكر است كه. باشد مي
  .صورت نگرفته استدر ايران  آن

  

 BaMMVشده براي ويروس  برداري هاي نمونه استان -1جدول

تعداد  برداري استان نمونه
  نمونه

بردسكن، كاشمر، تربت حيدريه، نيشابور، سبزوار،(خراسان رضوي
  250  )فريمان

 90  )بجنورد، شيروان(خراسان شمالي
 60 )گاليكش، مينودشت، فاضل آباد، آزاد شهر، گرگان(گلستان

 25  )اروميه، مهاباد(آذربايجان غربي
 25  )تفت، محمد آباد(يزد

 

 ها روش و مواد

 الايزا روش با ويروس رديابي و برداري نمونه

كشـت  زيراز منـاطق   1389-1390 هاي لاسفند و فروردين سا در
، هاي خراسان رضوي، خراسان شـمالي، گلسـتان   گندم و جو در استان

. )1جـدول ( شـد  آوري جمـع نمونـه   425و آذربايجان غربي تعـداد   يزد
 بررسـي  جهـت  .در شرايط خنك به آزمايشگاه منتقل گرديـد ها  مونهن

 روش به DAS-ELISAسرولوژيكي  آزمون ها نمونه در ويروس وجود

اهـدايي دكتـر   ( اي همسانه چند سرم آنتي از استفاده آدامز با و كلارك
Kuhne (از اسـتفاده  بـا  حفـرات  رنگ تغيير اساس بر نتايج. انجام شد 

 قـرار  ارزيـابي  مـورد  نـانومتر  405 موج لطو در و خوان دستگاه الايزا

 بـا  و منفـي  كنتـرل  سالم برگ عصاره جذب ميزان به توجه با .گرفتند

 ارقام و گرديده تعيين سالم گياهان جذب آستانه  3xفرمول  از استفاده

 آلـودگي  درصـد  و مشـخص  آلـوده  نمونه به عنوان مقدار اين از بالاتر

ين جـذب  ميـانگ  3xول در ايـن فرم ـ . گرديـد  تعيـين  مختلـف  مناطق
  .هاي منفي استشاهد

  
   نگهداري ويروس

ها در حـرارت   بخشي از نمونههاي آلوده،  به منظور نگهداري نمونه
  .نگهداري شد -25 ردر فريزاتاق خشك گرديد و قسمتي از آن 

  
 واكـنش  از اسـتفاده  بـا  ويـروس  مولكـولي  شناسـايي 

  مراز پلي اي زنجيره
اسـتخراج   بـراي  شد ارزيابي مثبت االايز آزمون در كه هايي  نمون

RNA  و مطابق با دستورالعمل ذكر شـده در   پرومگابا استفاده از كيت
 RNAغلظـت  .  (Promega-USA)مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت    آن، 

 Cole) توسط دستگاه نانودراپ  280به  260استخراج شده در نسبت 

parmer- USA)  تعيين و بهترين كيفيتRNA  ي استخراج شده بـرا
1براي انجام مرحله سـنتز  . استفاده شد RT-PCRواكنش 

 cDNAدر 
2آزمون 

RT-PCR،  ابتدا بايستيRNA  ويروسي را تبديل بهcDNA 
cDNA ميكروليتـري و   20اين مرحله در يك مخلوط واكـنش  . نمود
 مطابق بـا دسـتورالعمل ذكـر شـده در     و  Promegaاز كيت با استفاده

مـراز   اي پلـي  كنش زنجيـره وا cDNAبعد از تهيه  .انجام شد 2جدول 
 بـر  مبتنـي  اختصاصـي  آغازگرهاي جفت در اين واكنش از .انجام شد

، 3مطابق بـا جـدول   پوششي  پروتئين كدكننده ژن نوكلئوتيدي ترادف
با استفاده از  PCRآزمون  .(Kuhne, Unpublished) گرديداستفاده 
 AccuPower PCR PreMix Kit, Bioneer- South)كيــت 

Korea) ميكروليتر  يك ميكروليتري شامل 25ر حجم دcDNA، يك 

 17 پيكومـول و  20از آغازگرهـا بـه غلظـت     هريـك  از ميكروليتـر 

بـه وسـيله    PCRدمايي  برنامه. شد انجام استريل مقطر آب ميكروليتر
  .دانجام ش 4مطابق جدول   Biometra (USA)دستگاه ترمو سايكلر 

  
ايرانـي   دايـه ج تعيين توالي بخشـي از پوشـش پروتئينـي   

BaMMV  
هـاي   تاييد كامل وجود ويروس در اسـتان  در اين مرحله به منظور

ايرانـي در ميـان    جدايـه چنـين بررسـي جايگـاه فيلـوژني      مذكور و هم
يك جدايه مربوط به آذربايجان غربـي   PCRمحصول  ،هاي دنيا جدايه

هـاي   بررسيبراي تعيين توالي به شركت تكاپو زيست ارسال گرديد تا 
  .يلي بر روي توالي ويروس صورت گيردتكم

  
                                                            
1- Complementry DNA 
2- Reverse transcriptase- Polymerase chain reaction 
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 RTدر مرحله   cDNAمواد لازم براي ساختن -2جدول

 ماده  )ميكروليتر( مقدار
1  RNA 
1  Primer(20 picomoles) 
12  DEPC Water 
4  15XRT buffer 

2  DNTPs(10mM) 

25/0  )lMMLVEnzyme(200U/ 

25/20  Total 
  

  نتايج و بحث
  ويروس آلودگي ميزان بررسي
هـاي   از مـزارع غـلات اسـتان    شـده  انجـام  هاي برداري نمونه طي

خراسان رضوي، خراسان شمالي، گلستان، يزد و آذربايجان غربـي بـه   
نمونه مورد آزمون آلودگي به ويروس  450نمونه از  24طور كلي تعداد 

BaMMV از  نمونـه آلـوده   9كه استان آذربايجان غربي بـا   نشان داد
 40نمونه بيشترين ميزان آلودگي و استان خراسان رضـوي بـا    25بين 

نمونه كمترين ميزان آلـودگي بـه ايـن ويـروس را      250نمونه از ميان 
هاي گلستان و خراسان شمالي نيـز آلـودگي بـه ايـن      استان. نشان داد

بـرداري شـده اسـتان يـزد      ويروس را نشان دادند و در گياهـان نمونـه  

در مورد علت كم بودن پـراكنش ايـن   ). 5 جدول(نشد ويروس رديابي 
هـا و دمـاي    ويروس در مزارع غلات به عواملي نظير روش انتقـال آن 

كـه جهـت    توان اشاره كرد به نحـوي  مورد نياز براي ايجاد آلودگي مي
گرادي مورد نياز  درجه سانتي 15-18انتقال و تكثير اين ويروس دماي 

هايي نظير آذربايجـان   گي بالا در استانبنابراين درصد آلود). 12(است 
باشـد از طـرف    غربي به دليل وجود دماي مناسب در ايـن اسـتان مـي   

ل داشـتن دمـاي بـالا در زمـان     بـه دلي ـ  ديگر استان يزد نيـز احتمـالاً  
با توجـه بـه اهميـت    . ترين ميزان آلودگي را نشان داد برداري كم نمونه

ان شناسـايي و بررسـي   گياه جو و سطح زير كشت اين محصول در اير
رسد  هاي ويروسي ضروري به نظر مي هاي آن از جمله بيماري بيماري
هاي خراسـان، گلسـتان و    چه گزارش از ويروس مذكور در استان چنان

  باشد آذربايجان غربي براي اولين باردر ايران مي
  

  اي پليمراز واكنش زنجيره
و بهترين انجام شد  Promegaبا استفاده از كيت  RNAاستخراج 

. اي پليمراز به كار رفت استخراج شده در واكنش زنجيره RNAكيفيت 
 392قطعــات بــه طــول  BMMV-CP-F/Rآغازگرهــاي اختصاصــي 

. جفت باز مربوط به بخشي از پوشش پروتئيني اين ويروس تكثير كرد
اي را در گياه تكثير  اختصاصي بوده و ترادف مشابه اين آغازگرها كاملاً

  .نكردند
  

 استفاده مورد اختصاصي آغازگرهاي موقعيت و توالي - 3 ولدج

 (bp)اندازه تقريبي قطعه   موقعيت قطعه تكثيري بر روي ژنوم ترادف آغازگر  جهت  آغازگر

BMMV-CP-F رفت  ACGAAGAGATAGTCAACACGA 5528 -5508  392  
BMMV-CP-R  برگشت  GCTCAATGGAGAGAGAGAAAC 5900 -5880    

  
  با استفاده از آغازگر هاي اختصاصي PCRآزمون  براي زملا دماي و زمان -4 جدول
  تعداد سيكل  )بر حسب ثانيه(زمان دما مرحله رديف

 C94 120  1° اوليه سازي واسرشت 1
  C94 30° سازي واسرشت 2

  C53 60° اتصال 3  35
  C72 100° بسط 4
 C72 600  1° پليمريزاسيون تكميل مرحله 

  
  ها ها  و ميزان آلودگي آن به منظور شناسايي ويروس داري شدهبر هاي نمونه استان -5جدول

 رديف برداري شدههاي نمونهاستان آوري شدههاي جمعتعداد نمونه  هاي آلوده تعداد نمونه

 1 خراسان رضوي 250 40

 2 خراسان شمالي 90 4

 3 يزد 25 0

 4 گلستان 60 7

 5 آذربايجان غربي 25 9

  
 .اسـت  بر اختصاصي بودن پرايمرهـا  در شاهد مثبت تاييدي مورد نظراي با طـول   اي در شاهد منفي و تكثير قطعه عدم تكثير هيچ قطعه
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براي اين ويروس با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي  RT-PCRروش 
نه تنها در نمونه برگ بلكه در ريشه گياهـان آلـوده    قطعه مورد نظر را

براي مطالعـات اپيـدميولوژي   رديابي اين ويروس در ريشه . تكثير كرد
در  P. graminisاين ويروس موثر است زيرا ايـن ويـروس بـا قـارچ     

حضـور ويـروس در    RT-PCRبـه عـلاوه   ). 20( شود ريشه منتقل مي
. داننـد نيـز تاييـد كـرد     هايي از جو كه هيچ علائمي را نشان نمي برگ

د كه هاي جديدي از اين ويروس باش دليل اين امر شايد وجود پاتوتايپ
در تعـداد كمـي از   . )5(در ارقام متحمـل ايجـاد آلـودگي كـرده اسـت      

با هـم حضـور    BaMMVو  BaYMVهاي گياهي دو ويروس  نمونه
   .داشتند
  

 
بر روي ژل  BaMMVويروس  PCRالكتروفورز محصول - 1شكل

و  BMMV-CP-F/Rبا استفاده از جفت آغازگرهاي  درصد 7/1آگار 
ويروس به ترتيب در . تئنين پوششيمشاهده باند مربوط به ژن پرو

شاهد : Nماركر، :M. جفت باز قرار گرفته است 390محدوده تقريبي 
  يهاي مربوط به استان آذربايجان غرب نمونه P1,2منفي، 

  
موزاييك   تعيين توالي بخشي از پوشش پروتئيني ويروس

  خفيف جو
در اين تحقيق بـه منظـور مطالعـه بخشـي از پوشـش پروتئينـي       

هـاي   و تعيين جايگاه  جدايه ايراني در مقايسه با سـاير جدايـه  ويروس 
دنيا، درخـت فيلـوژني مربـوط بـه ايـن ژن بـا اسـتفاده از نـرم افـزار          

DNAMAN ًدو گروه فيلـوژني تشـكيل گرديـد    رسم گرديد و نهايتا .
ها جدايـه ايرانـي    گروه اول داراي دو زير گروه است كه در يكي از آن

جدايه هايي ازكشور آلمـان و ژاپـن قـرار    همراه با  BaMMVويروس 

هاي مربوط به كشـورهاي انگلـيس و    گرفت و در زيرگروه ديگر جدايه
  . )2 شكل( آمريكا واقع شدند

  
مربوط به ناحيه كد BaMMV جدايه هاي مورد بررسي  -6جدول
  هاي ايراني موجود در بانك ژن جهت مقايسه با جدايه CPكننده 

  شماره توالي منطقه
 AF536942  كره

 Y10973 انگليس
  NC-003483  كانادا
  AJ24275 آلمان
 D10949  ايتاليا
 AJ544268 فرانسه
 X69204 آلمان

  
. جدايــه مربــوط بــه كشــور كــره در گــروه مجزايــي قــرار گرفــت

هـا نشـان داد كـه ايزولـه      ماتريكس تشابه اسيد نوكلئيك  اين جدايـه 
ي پوشـش پروتئينـي   را بـا تـوال   )درصـد  98( ايراني بيشترين شـباهت 

ــرين  و كــم (D10949)و ژاپــن )  (AJ242725اي ازآلمــان  جدايــه ت
 1/86مربوط به كشور كره به ميـزان   AF536942شباهت را با جدايه 

مشابه بـا تحقيقـات    نتايج به دست آمده تقريباً). 7جدول(درصد داشت 
در  BaMMVهـاي ويـروس    بود كه در اين تحقيق جدايه )5(حريري 

آلمـان و ژاپـن در يـك گـروه و     هـاي   جدايـه . اقـع شـدند  سه گـروه و 
). 23و  5( هاي كره و فرانسـه در دو گـروه ديگـر قـرار گرفتنـد      جدايه

 درصـد 99نيز نشـان دهنـده شـباهت     )16(و همكاران شوبر مطالعات 
بنابراين به دليل شباهت بالاي اين . باشد هاي ژاپني و آلماني مي جدايه

هــاي  ولــوژي در يــك گــروه از اســترينو بي دو جدايــه از نظــر تــوالي
BaMMV با توجه به شباهت بالاي جدايه ). 16(شوند  بندي مي طبقه

وتئينـي و اهميـت پوشـش    ها در توالي پوشـش پر  ايراني به اين جدايه
هاي اين جـنس احتمـال قـرار گـرفتن      بندي ويروس طبقه پروتئيني در

دقيـق جايگـاه    جدايه ايراني در اين گروه وجود دارد كـه البتـه تعيـين   
در اين تحقيـق حضـور   . هاي بيشتري دارد جدايه ايراني نياز به بررسي

اي مربوط به آذربايجان غربـي بـه    اين ويرس براي اولين بار در جدايه
قطعي در ايران به اثبات رسيد و جايگاه تكاملي آن نيز تا  صورت كاملاً

  .حدودي مشخص گرديد
  
  
  

  
  



  449      ...هاي سرولوژي و مولكولي موزاييك خفيف جو با روش شناسايي ويروس

  هاي دنيا در مقايسه با ساير جدايه BaMMVه براي جدايه ايراني ماتريكس تشابه رسم شد -7جدول 
         100%  520BMMV  
       100%  87.2%  Y10973.  
      100% 90.2%  94.8%  X69204.  
     100% 96.7% 89.7%  95.4%  AJ544268  
    100% 96.5% 95.9% 88.3%  97.8%  D10949  
   100% 99.5% 97.0% 96.5% 88.9%  97.8%  AJ242725  
  100% 88.9% 88.3% 89.7% 90.2% 100.0%  87.2%  NC_003483  

100%  87.5% 87.2% 86.7% 87.2% 88.0% 87.5%  86.1%  AF536942  
  

AF536942.1

|Y10973.1

NC_003483.

100

520BMMV

|AJ242725.1

D10949.1

67

AJ544268.1

100

X69204.1

79

100

67

OGSV

0.05

 
هاي موجود در  با ساير جدايهBaMMV  جدايه ايراني . درخت فيلوژنتيكي رسم شده با استفاده از توالي نوكلئوتيدي ژن پوشش پروتئيني - 2شكل

حروف مخفف و كدهاي . انتخاب گرديده است Outgroupبه عنوان  OGSVاي از  جدايه.  DNAMANژن با استفاده از نرم افزار بانك جهاني 
)Accession numbers (هاي مختلف  ها و جدايه مورد استفاده براي ويروسBaMMV در جدول ذكر گرديد.  
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