
 

 

Research Article 

Vol. 36, No. 4, Winter 2023, p. 413-422 
 

 

Cloning and Phylogenetic Analysis of Iranian Isolates of Narcissus Latent Virus 
Based on Sequence of 3´ Region of Genome 

 
Z. Moradi 1, M. Mehrvar 2* 

 

Received: 21-08-2022 
Revised: 10-10-2022 
Accepted: 12-10-2022 
Available Online: 30-01-2023 

How to cite this article: 

Moradi, Z., & Mehrvar, M. (2023). Cloning and Phylogenetic Analysis of 

Iranian Isolates of Narcissus Latent Virus Based on Sequence of 3´ Region of 

Genome. Journal of Iranian Plant Protection Research 36(4): 413-422. (In 

Persian with English abstract) 

DOI: 10.22067/jpp.2022.78357.1101 

 

Introduction 

Iris spp. is reported to be affected by several viruses in the family Potyviridae including iris mild mosaic 
virus (IMMV), iris severe mosaic virus (ISMV), iris fulva mosaic virus,  bean yellow mosaic virus (BYMV), 
turnip mosaic virus (TuMV), ornithogalum mosaic virus (OrMV), narcissus latent virus (NLV), butterfly flower 
mosaic virus (BFMV), and gladiolus mosaic virus (tentative name). Narcissus latent virus (NLV) is a member of 
the genus Macluravirus in the family Potyviridae. It has non-enveloped flexuous filamentous virions of 657 nm 
long and 13 nm wide, which encapsidate a single-stranded, positive-sense RNA molecule of approximately 
8,000 nt long. NLV is distributed widely throughout the major planting areas of Japan, New Zealand, and 
European countries. It is one of the most common viruses infecting narcissus, iris, gladiolus, and nerine, causing 
significant yield losses and quality deterioration in their bulbs and flowers. Due to the presence of asymptomatic 
infection of NLV in iris and narcissus, the relevance of its infection in host plants may be severely underrated. 
As Khorasan Razavi province is one of the major producing areas of ornamental plants in Iran, identification of 
this virus is a concern. In this study, we attempted to identify NLV infecting iris plants and compare Iranian 
NLV isolates with other sequences from different geographical regions to provide the first detailed information 
of phylogenetic characterization of this virus in Iran. 

Materials and Methods 

Iris leaf samples showing virus-like symptoms of leaf chlorosis and mosaic were collected from field-grown 
plants in Khorasan Razavi province. Total RNA was extracted from the field samples using Promega SV Total 
RNA Isolation Kit (USA). Reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed using 
specific primer pair CPU-F (5΄-CATTACACCCGACCTGGAACT-3΄) and CPU-R (5΄-
CCATTTCAGGGCATTGGAGGA-3΄), which were designed to amplify a 1066 bp fragment of the 3΄-region of 
NLV genome (encompassing partial NIb (25 nt), complete CP (894 nt), and partial 3'UTR (147 nt)). PCR 
products and DNA ladder were separated by agarose gel electrophoresis, visualized using DNA Green viewer 
staining, and photographed with ultraviolet-illumination. Amplified fragments of the expected size were purified, 
cloned into pTG19-T vector and bi-directionally sequenced. Obtained sequences were phylogenetically 
compared with the corresponding isolates available in the GenBank after multiple alignments. The phylogenetic 
tree was constructed based on the nucleotide sequences of the CP-UTR using the neighbor-joining method by 
MEGA11. 

 

Results and Discussion 

Amplification product (1066 bp) was obtained from five infected samples, but not from healthy samples. The 
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most typical symptoms in positive samples were mosaic, and interveinal chlorosis. Three selected PCR positive 
samples were cloned into the pTG19-T vector and sequenced. BLASTn analysis of the sequenced data revealed 
that the PCR-amplified fragments belonged to NLV. Three selected isolates which are referred to as IR, IR2, and 
IR3 were deposited in GenBank. The previously identified and conserved amino acid sequence motifs described 
in CP of macluraviruses were present in Iranian CP sequences. The phylogenetic tree placed the NLV sequences 
into two distinct phylogroups I and II; the Iranian isolates clustered together with isolates from Poland, New 
Zealand, and United Kingdom into group II. Phylogenetic analysis showed that Iranian isolates shared 77.47 to 
98.12% nucleotide sequence identity and 77.70-99.34% amino acid sequence identity with other isolates of 
NLV. Also, identity of these three isolates in the nucleotide and amino acid levels ranged between 97 to 97.84% 
and 97.38 to 99.02%, with each other, respectively. Iranian isolates showed the highest nucleotide sequence 
identity with NLV5_1 isolate (JX270766) from Poland (between 97.65 to 98.12 %) and the lowest with NLV3 
isolate (JX270762) from Poland (between 77.47 to 77.95 %).  

 

Conclusion 

NLV is a major constraint to iris and narcissus production worldwide. The phylogenetic analysis showed a 
low correlation between genetic and geographic distances which further emphasizing the importance of the 
exchange and use of virus-free propagating organs in preventing the dissemination of this virus. It seems that 
contaminated vegetative organs from some European countries (e.g. Netherlands), which are the major producer 
and the largest exporters of flowers and ornamentals in the world, can play a significant role in the worldwide 
distribution of the virus. Identification and the use of more isolates are recommended for a better understanding 
of the genetic structure and variation of NLV populations on a large geographical scale. The data obtained in this 
study will be beneficial to improve control strategies for this virus in Iran. 
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 مقاله پژوهشی

 416-444 .، ص1441 زمستان، 4، شماره 63جلد 

 

براساس ترادف  narcissus latent virus ی ایرانیهاهیجداتبارزایی سازی و بررسی همسانه

 مژنو 3’ناحیه نوکلئوتیدی 

 
 *2محسن مهرور -1زهره مرادی

 03/30/1031تاریخ دریافت: 

 03/30/1031ش: تاریخ پذیر

 

 چکیده

زای ارقاا  جاااری گیاار نارگس و زنرا   ر      يکی از بیمارگرهای بسیار مهم و خسارت (narcissus latent virus, NLVنهفته نرگس )ويروس 
باا   آنها ژنو  3´آوری و ناحیه جمع شمال شرق کشوراز  مشکوک ويروسیبا علائم  زنر گیاهان  شناسايی اين ويروس،به منظور  باشد.سراسر جهان می

اين  CP-UTR سازی شد. ناحیهکثیر و همسانه( جRT-PCRمراز )ای پلیش رونويسی معکوس و واکنش زنایرررو ااستفا ر از آغازگرهای اختصاصی ب
ساازی نندگاناه، ماور     فمقايسه و پس از اناا  همر يا جدايه(  42)موجو   ر بانک ژن  هایجدايههای به همرار جعدا ی از جرا ف)سه جدايه( ها جدايه

های ايرانای  ر  ( و جدايه IIو I )جداگانه قرار گرفتند  گرور  وهای مور  مقايسه  ر  رخت فیلوژنتیکی  ر . جدايهندجازيه و جحلیل فیلوژنتیکی قرار گرفت
هاای  با ساير جدايه ايرانی هایجدايهتیکی نشان  ا  که مقايسه  رصد مشابهت ژن قرار گرفتند. IIهايی از لهستان، نیوزيلند، و بريتانیا  ر گرور کنار جدايه

NLV  رصاد( باا جداياه     24/89جا  56/84 رصد  ر سطح نوکلئوجیدی مشابهت  ارند که به جرجیب بیشترين میزان شراهت )بین  24/89جا  24/44بین 
NLV5_1 (JX270766 با جدايه  86/44جا  24/44( از لهستان و کمترين )بین )رصد NLV3 (JX270762 از لهستان بو . همچنین جشابه جوالی )

-CP میزان جنوع نوکلئوجیادی ناحیاه   رصد جعیین گر يد.  39/84-24/88و  84-92/84انی با يکديگر به جرجیب نوکلئوجیدی و آمینواسیدی سه جدايه اير

UTR  هایبین جدايه NLV ،232/2  اين ويروس  ر اين ناحیه از ژنو  است. نتااي  پاهوهش حا ار     بالایبه  ست آمد که نشان  هندر جنوع ژنتیکی
 .را کاهش  هد بیماریمفید بو ر و خسارت ناشی از  ويروسکولی برای جولید ارقا  مقاو  به نها ی مولهای بهجواند  ر برنامهمی

 
 سازی، ايرانويروس نهفته نرگس، همسانه ، CP-UTRناحیه آنالیز جرارزايی،های کلیدی: واژه

 

  2  1 مقدمه

 ر  نیا وجو   ار  که از اين جعادا    وحشینوع زنر   322بیش از 
 ,.Attari et alاند )زيرگونه آن  ر ايران گزارش شدرگونه و  42حدو  

2016 .)Iris    بزرگترين جانس از خاانوا رIridaceae  ارای بایش از  ،
(. Naseri et al., 2022اسات )  نندسااله گونه و زيرگونه علفی  452

                                                           
لاو  کشااورزی و   پزشکی،  انشکدر علاو  زراعای،  انشاگار ع   استا يار گرور گیار -2

 منابع طریعی ساری، ساری، ايران
پزشکی،  انشکدر کشاورزی،  انشگار فر وسی مشاهد، مشاهد،    انشیار گرور گیار -4

 ايران
 (  Email: mehrvar@um.ac.ir                        نويسندر مسئول: -)*

DOI: 10.22067/jpp.2022.78357.1101 

هساتند و باه طاور     رای جوزياع جهاانی  (  ا.Iris sp) های زنرا  گونه
گستر ر ای  ر سراسر  نیا  ر شرايط اقلیمی مختلف انتشار  ارند. ايان  

رويشای و ريشاه    رپیکار و  ارزش زينتی و  ارويی زيا ی  ارندگیاهان 
 Rahmana etموثر است )برای رفع و جسکین بسیاری از بیماريها  آنها

al., 2003 .)هااای مختلااف زنراا  میزبااان جعاادا  زيااا ی از   گونااه
های گیاهی هستند که برخی از آنها  ارای اهمیات اقتصاا ی   ويروس

بو ر و جعدا ی  ارای اهمیت بالقور هستند. جااکنون ننادين وياروس    
های زنر  از نقاط مختلف جهان گزارش شدر اسات،  آلو ر کنندر گونه

، iris mild mosaic virus ،iris severe mosaic virusاز جملاه:  
iris fulva mosaic virus ،bean yellow mosaic virus ،turnip 

mosaic virus ،ornithogalum mosaic virus ،narcissus 

latent virus ،butterfly flower mosaic virus و ،gladiolus 

https://jpp.um.ac.ir/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX270766.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=E6Y1FV1X01R
mailto:mehrvar@um.ac.irEmail
mailto:mehrvar@um.ac.ir
http://doi.org/10.22067/jpp.2022.78357.1101
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mosaic virus (Brunt, 1977 ؛Kulshrestha et al., 2006a; 

2006b ؛Van der Vlugt et al. 1993;  ؛Barnett and Alper, 

 Inouye and؛ Hammond et al., 1985؛ Barnett, 1991؛ 1977

Mitsuhata, 1978 ؛Wei et al., 2006; 2007 ؛Wylie et al., 

 ,Asjes؛ Derks et al., 1985؛ Chen et al., 2008؛ 2019

1979 .)Narcissus latent virus (NLV متعلاا ) بااه جاانس 

Macluravirus   خانوا ر ازPotyviridae   است. پیکرر اين وياروس
 23و عرض  564شا و  ارای طول پذير، فاقد غای شکل، انعطافرشته

رشاته  از يک مولکول اسید ريرونوکلئیک جک باشد. ژنو  آننانومتر می
نوکلئوجیاد جشاکیل شادر اسات کاه  ر       9222طول جقريرای   مثرت به
 Kingباشاد ) می vpg ارای  6'و  ر انتهای  polyA ارای  3'انتهای 

et al., 2012 .)NLV هاای ارقاا  جاااری    از مهمترين ويروس يکی
 Brunt, 1977; Clark andباشاد ) گیار نرگس  ر سراسر جهان مای 

Guy, 2000      که باعث کاهش عملکار  قابال جوجاه و پاايین آمادن )
 ;Jin et al., 2017شاو  ) هاای ايان گیاار مای    کیفیت پیازها و گال 

Ohshima et al., 2016; Wylie and Jones, 2012  همچناین .)
اين ويروس بطور پراکندر  ر ساير گیاهان پیاز ار مثل زنرا ، گلاياول   

(Gladiolus communis L.( و نرين )Nerine sarniensisL.  نیز )
 Brunt, 1977; Derks et al., 1985; Weiکناد ) آلو گی اياا  می

et al., 2007همچناین جوساط    طري  مکانیکی و از (. ويروس مذکور
 Acyrthosiphon pisum ،Aphisاز جملااه  شااتهنناادين گونااه 

gossypii  وMyzus persicae گاار  بااا رابطااه ناپايااا منتقاال ماای 
(Brunt, 1977). NLV     ر آلو گی منفر  سرب ايااا  کلاروز خفیاف 

شو ، و  ر گیاهان  ر نوک برگ ارقا  حساس میبرگ يا کلروز موقت 
اند، معمولاً باعث عفونت جزئی يا نرگسی که به طور طریعی آلو ر شدر

 حتی بدون اياا  نشانه خاصی خواهد شد. اين گمان وجاو   ار  کاه  

اين ويروس  ر آلو گی مخلوط با  يگر ويروسها، سرب جشديد علائام  
بارای   NLV(. Brunt, 1977, Derks et al., 1985آنها می شاو  ) 

از روی گیاهان نارگس  ر بريتانیاا ر ياابی و     2855اولین بار  ر سال 
 ر ساال   برانت(. پس از آن Brunt and Atkey, 1967جوصیف شد )

-های اين ويروس پر اخت و ويهگییزبانبه جوصیف برخی از م 2844

هايی از نرگس و پیاز زنر  های مورفولوژيکی و فیزيکوشیمیايی جدايه
و همکااران بخشای از    برنیاک (. Brunt, 1977آلو ر را جعیین نماو  ) 

جعیاین   one-step RT-PCRژنو  اين وياروس را براسااس جکنیاک    
 4229و همکااران  ر ساال    گاائو (. Berniak et al., 2013نمو ناد ) 

برای اولین بار ژنو  کامل اين ويروس را از روی گیار نرگس  ر هلناد  
(. اين ويروس به طور وسایعی  ر  Gao et al., 2018گزارش نمو ند )

پاايی، ژاپان، و نیوزيلناد    سراسر مناط  اصلی کشت  ر کشاورهای ارو 
 ;Ohshima et al., 2016; Berniak et al., 2013گساترش  ار  ) 

Wei et al., 2007 اخیرا .)NLV      ر اياران بارای اولاین باار از روی 
وی که يکی از مناط  عمدر کشات و  گیار زنر   ر استان خراسان ر 

 Moradi andجولید گیاهان زينتی  ر کشور می باشد، گزارش گر يد )

Mehrvar, 2022   با  ر نظر  اشتن حضور اين وياروس  ر اياران و .)
متفاوت  NLVهای مختلف با فرض اينکه خصوصیات مولکولی جدايه

ها و نها هاای ايان وياروس و بررسای جناوع      جدايهباشد، شناخت می
جواناد راهگشاای  رک جکامال و    ژنتیکی واريانتهای مختلاف آن مای  

هاا باشاد.   جوسعه بیمارگر و  ر نتیاه ارائه راهکار موثر برای کنترل آن
ويريادر،  های بسایاری از اعضاای پاوجی   برای جشخیص و جعیین سويه

ژنو ، يعنی  3'نوکلئوجیدی ناحیه  اغلب پهوهشگران  نیا از آنالیز جرا ف
CP-UTR   اناد ) اساتفا ر کار رAdams et al., 2005; Moradi et 

al., 2017a; Farahbakhsh et al., 2013   آنالیزهاای فیلاوژنی .)
-'3ويريدر نشان  ا  که استفا ر از جوالی ناحیه وجیهای خانوا ر پجنس

UTR هاا بسایار   ها و اساترين و پروجئین پوششی برای شناسايی گونه
از آناايی که جاکنون جحقیقات (. Berger et al., 1997مناسب است )

ا  بسیار محدو ی بر روی اين ويروس اناا  گرفته، لذا هادف از اناا  
باا   ايرانای هاای  جداياه  جراارزايی حا ر بررسای خصوصایات    پهوهش

و مقايساه آنهاا باا سااير      CP-UTRاستفا ر از آنالیز مولکولی ناحیاه  
و همچنین ارجراط احتمالی موجو  بین جنوع ژنتیکای و    نیاهای جدايه

 کارهای مناسب مديريتی است.مناط  جغرافیايی  ر جهت ارايه رار
 

  هامواد و روش

  RNAهای آلوده و استخراج تهیه نمونه

( .Iris versicolor Lاز بافت برگی گیاهاان زنرا  )  بر اری نمونه
ها و مناط  کاشات ايان گیاار    مشکوک به آلو گی ويروسی از گلخانه

ماذکور )از جملاه موزايیاک و    برای ويروس  بیان شدربراساس علائم 
لئیک کال از بافات   استخراج اسید ريرونوک. گر يداناا  رنگ پريدگی( 

 SV Total RNA Isolationگیااهی آلاو ر باا اساتفا ر از کیات      

System (Promega, USA  مطاااب   ساتورالعمل شاارکت سااازندر )
اساتخراجی باا اساتفا ر از     RNAکیفیات  و غلظات  اناا  شد. جعیین 

( باا  A260/280ناانومتر )  492و  452های نوری بررسی نسرت جذب
هاا روی ژل آگاارز   نموناه  ذاریاز طري  بارگز استفا ر از نانو راپ و نی

 اناا  گر يد.  الکتروفورزيک  رصد  ر 

 

ای واکنش  زنجینره  طراحي آغازگرهای اختصاصي و انجام 

 -Reverse transcription)برداری معكوس پلیمراز با نسخه

polymerase chain reaction, RT-PCR) 
اناا  و به کمک  Oligo 7 افزارطراحی آغازگرها با استفا ر از نر 

Primer-BLAST  قابل  سترس از NCBI    اختصاصیت آنهاا جايیاد 
-΄CPU-F (5ی طراحااای شااادر مساااتقیم   آغازگرهاااا. گر ياااد

CATTACACCCGACCTGGAACT-3΄ )و معکوس CPU-R 
(5΄-CCATTTCAGGGCATTGGAGGA-3΄ قطعاااه ای باااه )

https://link.springer.com/referenceworkentry/10.1007%2F978-81-322-3912-3_488#CR9311
https://link.springer.com/referenceworkentry/10.1007%2F978-81-322-3912-3_488#CR9276
https://link.springer.com/referenceworkentry/10.1007%2F978-81-322-3912-3_488#CR9284
https://en.wikipedia.org/wiki/Nerine_sarniensis
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، طاول کامال ژن   UTR-´3جفت باز را که شامل ناحیاه   2255طول 
 NIbژن  3´بعلاور بخشی از انتهای  ،(CPنندر پروجئین پوششی )کدک

(، ساه  cDNAکنند. برای ساخت رشته مکمال ) می باشد را جکثیر می
میکرولیتر از آر. ان. ای. کل استخراج شدر با  و میکرولیتار از آغاازگر   

( و هشت میکرولیتر آب  يونیزر استريل CPU-Rاختصاصی معکوس )
گارا  باه مادت پان       رجه ساانتی  56 مای  مخلوط و میکروجیوب  ر

 dNTPs (22 قیقااه قاارار  ا ر شااد. سااکس  و میکرولیتاار مخلااوط  
واکنش و يک میکرولیتار آنازيم    X6مولار(، نهار میکرولیتر بافر میلی

( MMuLV Reverse Transcriptaseباار ار معکااوس ) نسااخه
 42جاوس، اياران( باه مخلاوط ا اافه گر يادر )حاام نهاايی         )پارس

  C° 24 قیقااه  ر  مااای  52رولیتاار( و میکروجیااوب بااه ماادت  میک
 جرموسايکلر قرار  ا ر شد.

طراحای شادر   تفا ر از آغازگرهای سبا امراز ای پلیواکنش زنایرر
CPU-F  وCPU-R  و مخلااااوط آمااااا رPCR (Taq DNA 

Polymerase Master Mix Red-Ampliqon)     انااا  شاد. بارای
ساخته شدر به عنوان الگو،  cDNAاز  اناا  اين آزمون، سه میکرولیتر

معکوس )هريک به و  يک میکرولیتر از هر يک از آغازگرهای مستقیم
 Masterلیتار از مخلاوط آماا ر    میکارو  6/24پیکومول( و  22غلظت 

Mix Red PCR    با هم جرکیب شدند،  ر نهايت به وسایله آب مقطار
واکانش  میکرولیتار رساید. نرخاه  ماايی      46استريل حام نهايی به 

به مدت سه  قیقه  C82˚ای پلیمراز شامل يک نرخه  ر  مای زنایرر
 32به مدت  C°66ثانیه،  32به مدت  C°82شامل  مای  نرخه 36و 

 °Cثانیه و  ر نهايت يک نرخه  ر  ماای   82به مدت  C°44ثانیه و 

به مدت هفات  قیقاه باا اساتفا ر از جرموساايکلر انااا  گر ياد.         44
 Greenآگارز يک  رصد حاوی  و میکرولیتر از   ر ژل PCRمحصول 

viewer      سیناکلون، اياران(، الکتروفاورز و  ر نهايات  ر  ساتگار ژل(
 بر اری شد. ( عکسSyngene GeneFlash, UK اکیومنت )

 

 يابي قطعات تكثیر شدهسازی و تواليهمسانه

مااراز، قراال از ای پلاایباناادهای جکثیاار شاادر  ر واکاانش زنایاارر
 Gel Extraction kitکیت  استفا ر ازبا  ازی به  رون ناقل،سهمسانه

 (DENAzist, Iran )  مطاب   ستورالعمل شرکت سازندر از ژل آگاارز
 pTG19-T PCRساازی باا اساتفا ر از   شدند. همساانه سازی خالص

Cloning Vector  (Vivantis, Malaysia مطاااب   سااتورالعمل )
 DH5αاساترين  و  pTG19-Tشرکت ساازندر  ر ناقال پلاسامیدی    

 و به وسیله شوک حرارجی اناا  شد. Escherichia coliباکتری 
نتقال،  و ناوع پرگناه سافید و آبای رناگ بار روی       پس از عمل ا

هاای  محیط کشت جشکیل گر يد. به منظور جشخیص و جايید همسانه
با  Colony PCRهای سفید( واکنش حاوی پلاسمید نوجرکیب )پرگنه

انااا  گرفات.  ی.ان.ای پلاسامیدهای     M13استفا ر از آغازگرهای 

  Plasmid DNA isolation Kitنوجرکیاااب باااا اساااتفا ر از 
(DENAzist, Iranمطاب   ستورالعمل شرکت استخراج شد. غلظت ) 

ی حاوی قطعه مور  نظر با استفا ر از  ساتگار  پلاسمید استخراج شدر
میکرولیتر پلاسامید باا غلظات     42گیری گر يد. مقدار نانو راپ اندازر

نانوگر   ر میکرولیتر، جهت جعیین جوالی با استفا ر از آغازگرهای  222
 به شرکت ماکروژن )کرر جنوبی( ارسال گر يد. M13می عمو

 

 هاتجزيه و تحلیل داده

سازی آن  ر ابتدا با شناسايی جوالی مربوط به پلاسمید و همر يف
هاا  های به  ست آمدر، ناحیه مربوط به پلاسمید حذف و جوالیبا جوالی
ر پايگاار   موجاو    BLASTnباا برناماه    سازی شدند. ساکس  خالص
ها، مور  بررسی قرار گرفتند. همچنین صحت جوالی NCBIی اطلاعاج

هاای  ها با يکديگر و نیز با سااير جداياه  سازی نندجايی جوالیر يفهم
-جو   ر نر مو Muscleاستفا ر از الگوريتم  ثرت شدر  ر بانک ژن، با

اناا  شد.  ر اين آنالیز، جوالی ويروس نهفته آرجیشو  MEGA11افزار 
(Artichoke latent virus ؛KF155694 )بااه عنااوان Outgroup 

باا   NLVهاای  بکار گرفته شد. ماجريس  رصاد شاراهت باین جداياه    
 .Sequence Demarcation Tool (SDT) vافازار  اساتفا ر از نار   

افازار  جرسیم شد. به منظور بررسی امکان وقوع ناوجرکیری از نار    1.2
RDP   ( استفا ر گر يد. فاصاله ژنتیکایGenetic distance و ) جناوع 

ها و گروههاای  ( بین جرا فNucleotide diversity, π) نوکلئوجیدی
 MEGA11افازار   ر نر  Kimura 2-parameterفیلوژنتیک با مدل 

محاسااااره گر يااااد. همچنااااین نساااارت جانشااااینی نااااامترا ف 
(Nonsynonymous substitution باااار جانشااااینی متاااارا ف )
(Synonymous substitutionر آمینواس   ) یدها، که جخمین مناسری

(  ر سطح پاروجئین باه  سات    Selective pressureاز فشار انتخاب )
 جرارزايی باه  افزار جعیین گر يد.  رختمی  هد با استفا ر از همان نر 

و بر اسااس   MEGA11برنامه  وسیله به Neighbor joiningروش 
(. Tamura et al., 2021( جرسایم گر ياد )  bootstrapجکرار ) 2222

های آمینواسیدی، جوالی های نوکلئوجیدی همچنین برای بررسی جوالی
هاای  جاوالی باه   MEGA11افازار  به  ست آمادر باا اساتفا ر از نار     

 ر  Pfamآمینواسیدی جرديل شد و سکس با استفا ر از ابزار جستاوی 
هرکدا  از نواحی حفاظت شدر آمینواسیدی برای  EMBL-EBIسايت 
 ها جستاو شد.جوالی
 

 و بحثنتایج 

 RNAها با نانو راپ نشان  ا  کاه  گیری طیف جذبی نمونهاندازر
نانوگر  بر  422الی  242کل استخراج شدر  ارای غلظت مناسری بین 

 86/2نانومتر  ر آنها باین   492به  452میکرولیتر بو ر و نسرت جذب 
آغازگرهااای اساتفا ر از  باا   RT-PCRواکانش  باشاد.  مای  22/4الای  

http://www.vivantechnologies.com/index.php?option=com_content&view=article&id=1160:ptg19-t-pcr-cloning-vector&catid=81:ptg19-t-pcr-cloning-vector&Itemid=110
http://www.vivantechnologies.com/index.php?option=com_content&view=article&id=1160:ptg19-t-pcr-cloning-vector&catid=81:ptg19-t-pcr-cloning-vector&Itemid=110
http://www.vivantechnologies.com/index.php?option=com_content&view=article&id=1160:ptg19-t-pcr-cloning-vector&catid=81:ptg19-t-pcr-cloning-vector&Itemid=110
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جفات بااز  ر پان      2255ای به طول ، منار به جکثیر قطعهاختصاصی
 ر حالیکه  ر نمونه گیار سالم هیچ باندی مشاهدر نشد  نمونه آلو ر شد

 (. 2شکل )
هاای   ر پايگاار  ا ر  BLASTنتاي  حاصل از جساتاو باا ابازار    

NCBI هاای ماذکور را    ست آمدر، صحت جاوالی  های بهبرای جوالی
نشان  ا  و جايیدکنندر آلو گی گیاهان زنر  به ويروس نهفتاه نارگس   

هاا جايیاد   های حفاظت شدر  ر اين جاوالی بو . همچنین حضور موجیف

های به  ست آمدر بو . قطعات جعیاین جارا ف    يگری بر صحت جوالی
 CPید(، کال ژن  نوکلئوج 46) NIbژن  3´شدر شامل قسمتی از نیمه 

 UTR( )224-´3) 3΄نوکلئوجیاااد(، و ناحیاااه جرجماااه نشااادنی  982)
 NLVبازی سه جداياه  جفت 2255نوکلئوجید( بو . جرا ف نوکلئوجیدی 

هاای  سترسای    ر باناک ژن باا شامارر    IR3و  IR ،IR2های به نا 
OP056418 ،OM304330  وOP056419 .ثرت شد 

 

1 

1000 bp 

500 bp 

1       2        3          4         5         6        M     

  

3000 bp 

 
-CPU-F/CPUبا جفت آغازگر اختصاصی ) ( در ژل آگارز یک درصد  جفت باز 1611قطعه تکثیر شده )  RT-PCRالکتروفورز محصول  -1شکل 

R )مختلف هایمربوط به جدایه NLV کنترل منفی با گیاه سالم، ستون  :1(، راهک 1تا  2های )راهکM  نشانگرDNA  (bp166) 
Figure 1- 1% agarose gel electrophoresis of RT-PCR products of NLV amplification using specific primers (CPU-F/CPU-R). 

Lane 1: healthy iris plant (negative control); Lane 2-6: NLV infected samples from Khorasan Razavi; M: 100bp DNA marker 

 
( پلی پروجئین وياروس  ر  ORFکدون خاجمه نهارنوب خوانش )

های مور  بررسی سه جدايه ايرانی و نیز اکثر جدايه ر  CPانتهای ژن 
TGA  و  ر جعدا یTAA  بو . سايت برشی احتمالیCP  باNIb ر  ،
 TPDLELQ/Mهای مور  بررسی های ايرانی و نیز اکثر جدايهجدايه

 484پاروجئین پوششای وياروس از    بو .  TPSLELQ/Mو  ر برخی 
، GTSP ،WCANNGTSSEهاای  موجیفآمینواسید جشکیل شدر و 

AFDY ،QSKAAA ويااروس کااه مشخصااه اعضااای جاانس پااوجی
 NLVهاای  جداياه  CPهای باه  سات آمادر از ژن    هستند  ر جرا ف
موجیاف جاری پکتیادی    (. Moradi et al., 2017bمشااهدر شادند )  

 ,.Atreya et alکه  ر انتقال با شته  خالت  ار  ) DAGحفاظت شدر 

وجو  نداشت. باه طاور معماول موجیاف      NLVهای (  ر جدايه1995
DAG آمینای )  ک هکتاپکتیادی  ر ياا نز ياک انتهاای     ر يک بلوN-

terminusهای قابال انتقاال باا شاته     ويروس( پروجئین پوششی پوجی
حاال  ر جداياه   . با اين(Aterya et al., 1990; 1995) شو يافت می

و  DVGيعنای   DAG و موجیف شریه باه  ، NLVمور  بررسی های 
DVE مستقیماً بعد از محل برش CP  باNIb  يافت شدند. با جوجه به

پکتیاد مساتقیماً پاس از    اين  و جاری  NLVهای اينکه  ر جما  جدايه

 ر موقعیات  و جاا پان  جاوالی     ی يعنا شاوند ) بارش يافات مای    مکان
(، بنابراين احتمالاً بخشی از موجیف هکتاپکتیادی ککار   CPآمینواسیدی 

 Badge etو همکااران )  بگی هند؛ همانطور که شدر را جشکیل نمی

al., 1997 .به اين مو وع اشارر نمو ند ) 
 ر  DAEبه  DAGمطالعات گذشته نشان  ا ر که يک جهش از 

يااا  Tobacco vein mottling virusهااايی مثاال پااوجی ويااروس
Maclura mosaic virus  باعث از  ست رفتن قابلیت انتقال ويروس

باعاث کااهش    DVGباه   DAGجوسط ناقل شدر؛ همچناین جراديل   
 ;Aterya et al., 1990; 1995)نشامگیر عملکار  انتقاال گر ياد     

Badge et al., 1997) .    جحقیقات  يگر نشان  ا  کاه ننادين پاوجی
  DAG شاوند حااوی موجیاف   هاا منتقال مای   ويروسی که جوسط شته

(. از ساوی  Wylie et al., 2002; Nigam et al., 2019نیساتند ) 
های  ارای اين موجیف الزاما جوسط شته قابل  يگر، همه پوجی ويروس

جوساط وياروس جحمال      DAG انتقال نیستند و جغییارات خاصای  ر  
 ;Johansen et al., 1996; Lopez-Moya et al., 1999شاو  ) می

Flasinski and Cassidy, 1998; Ateka et al., 2017 )  از اينارو .
نیاز به بررسی آزمايشگاهی  NLVقابلیت انتقال با شته  ر جدايه های 
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  ار . 
هاای  جدايه CP-UTRهیچ نوجرکیری مشخصی  ر بررسی ناحیه 

های  نیاا جشاخیص  ا ر نشاد.     ر مقايسه با ساير جدايه NLVيرانی ا
هاای وياروس نهفتاه نارگس براسااس جارا ف       رابطه جرارزايی جدايه
مطالعاات  مشاهدر می شو .  4شکل  ر  CP-UTRنوکلئوجیدی ناحیه 

از جدايه اين ويروس  ر  و گرور اصلی جادا   44جرارزايی نشان  ا  که 
های نیوزيلناد،  های ايران  ر کنار جدايه( قرار گرفته و جدايهI, IIهم )

کاه شاامل    Iگارور   گیرناد. قارار مای   IIو لهساتان  ر گارور    بريتانیا

باشاد، باه   هايی از کشورهای اروپايی، شرق آسیا و اساترالیا مای  جدايه
هاايی از  شاامل جداياه   IAزيرگروههايی جقسیم شدر است. زيرگارور  

باه   ICو  IBهاای  باشد. زيرگارور و استرالیا می بريتانیا، هلند، لهستان
باشاند. همچناین ياک    هايی از لهستان و ژاپن میجرجیب شامل جدايه

گیر . مشاابهت نوکلئوجیادی  ر   قرار می IDجدايه از نین  ر زيرگرور 
 رصااد و  ر  رون  222جااا  %54/85بااین  Iهااای گاارور  رون جدايااه

 رصاد باو . میازان مشاابهت      8/88جاا   84ن بای  IIهای گارور  جدايه
 محاسره گر يد.  %48جا  44نوکلئوجیدی بین اين  و گرور 

 

 

I

  

II 

A 

B 

C 

D 

 
دهد. این دندروگرام براساس ترادف های دنیا نشان میرا با سایر جدایه NLVهای ایرانی ویروس درخت تبارزایی که رابطه جدایه -2شکل 

ترسیم شده است. اعداد روی شاخه ها نمایانگر درصد  MEGA11افزار در نرم  Neighbor-joiningبا روش CP-UTRنوکلئوتیدی ناحیه 

bootstrapping مقادیر تکرار( هرکدام از آنهاست که گروهبندی را تایید می کند.  1666)براساسbootstrap اند. درصد فشرده شده 06از  کمتر

های مورد بررسی در این اند. جدایهدایه، میزبان و کشور منشا( مشخص شدهنام جدایه )شماره دسترسی، نام ج ها روی درخت براساسجدایه

( استفاده شده Outgroupگروه )عضو برون به عنوان (KF155694؛ Artichoke latent virusاند. ویروس نهفته آرتیشو )دار شدهمطالعه علامت

 منظور محاسبه درصد تشابه نوکلئوتیدی نشان داده شده است.به  NLVسمت راست پلات رنگی مقایسات دو به دوی جدایه های در  است.

Figure 2- Phylogenetic tree illustrating the relationships of Iranian NLV with other NLV sequences deposited in the 

GenBank. The dendrogram was generated using the neighbor- joining method by MEGA11 from multiple alignment of CP- 

UTR sequences. The number of each branch indicates the percentage of bootstraps, which supports the grouping. Bootstrap 

values less than 50 were condensed. Isolates are indicated in the tree by isolate name (accession number, isolate name, host, 

and geographical origin of collection). Artichoke latent virus was used as an outgroup in this study. Two-dimensional pair 

wise sequence identity color plot of the NLV isolates was shown at right. 
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 ای نوکلئوجیاادیهااجنااوع نوکلئوجیاادی و متوسااط جعاادا  جفاااوت 

(Average number of nucleotide differences )  ر بین جماامی 
میانگین فاصله ژنتیکی  .بو  485/83و  232/2ها به جرجیب برابر جدايه

هاای  کناد بارای جماا  جداياه    که میزان جنوع ژنتیکی را مشخص می
NLV  محاسره گر يد. میازان فاصاله ژنتیکای باین  و      26/2برابر با
( بطور قابل جوجهی بیشتر از میزان فاصله ژنتیکی  رون 454/2گرور )

بنادی  ( باو ، کاه جايیادی بار صاحت گارور      24/2ها )هريک از گرور
سازی نندگاناه جاوالی نوکلئوجیادی و    ر يفجرارزايی است. مقايسه هم

های شناسايی شادر  ر ايان مطالعاه باا     آمینواسیدی هر يک از جدايه
یا نشان  ا  که بین  ندروگرا  جراارزايی و  های موجو   ر  نساير جدايه

هااا همخااوانی وجااو   ار .  ر سااطح  شااراهت نوکلئوجیاادی جدايااه 
 Iهای گارور  کمترين شراهت را با جدايههای ايرانی نوکلئوجیدی جدايه

 IIهای گرور ( و بیشترين شراهت را با جدايه%23/48جا  %24/44)بین 
( از JX270762) NLV3(  اشاتند. جداياه   %24/89جا  %49/84)بین 

و جداياه  ( %86/44جاا   24/44)باین  لهستان کمترين میازان شاراهت   
NLV5_1 (JX270766    ( از لهستان بیشترين میازان شاراهت )باین

 ر سااطح هااای ايراناای نشااان  ا . ( را بااا جدايااه%24/89جااا  56/84
 NLV5_7های ايرانی کمترين شراهت را با جداياه  آمینواسیدی جدايه

(JX270764  و بیشااترين %35/49جااا  %42/44( از لهسااتان )بااین )
 %35/89ز لهستان )بین ( اJN662383) NL1_14شراهت را با جدايه 

(  اشتند. همچنین جشابه جوالی نوکلئوجیدی و آمینواسایدی  %32/88جا 
-24/88و  84-92/84سه جدايه ايرانی باا يکاديگر باه جرجیاب باین      

 رصاااد جعیاااین گر ياااد. نسااارت جانشاااینی ناااامترا ف     39/84
(Nonsynonymous substitution باااار جانشااااینی متاااارا ف )
(Synonymous substitution    ر آمینواسیدها کاه باا علامات   )ω  

نشان می  هند، جخمین مناسری از فشار انتخاب  ر سطح پروجئین باه  
 CP ی(.  ر بررسی ناحیاه ژنا  Moradi et al., 2018 ست می  هد )

( نسارت باه   (dS= 0.551، جانشینی متارا ف  NLVهای ما  جدايهج
کمتر از  dN/dS( بیشتر بو ر و نسرت dN=0.059جانشینی نامترا ف )

شدگی باالای   هندر حفاظت( که اين نشانdN/dS= 0.107يک بو  )
 ر جناوع   آمینواسیدی و نقش موثر انتخاب منفی ر سطح  CPپروجئین 

 (.Moradi et al., 2018باشد )و جکامل اين ويروس می
ا مقايسه  رصد مشابهت ژنتیکی مشخص شد و بجرارزايی  ر آنالیز 
هاا از منااط    )همگارور شادن( بعضای از جداياه    جراارزايی  که قرابت 

باه نظار    مختلف جهان با يکديگر انطراقی با قرابت جغرافیايی ندارناد. 
می رسد اين مو وع به  لیل جکثیر غیرجنسی زنر  و انتشار وياروس  

هاا عمادجاً از   اينکاه زنرا    های غیرجنسی گیار باشد. باجوجه بهبا اندا 
هاای خزنادر کاه منراع     های جکثیر رويشی مانند پیازها يا ريازو  اندا 

 ,Van der Vlugtمهمی برای وياروس هساتند جکثیار مای شاوند )     

(، لذا برای جلوگیری از گسترش اين وياروس، شناساايی آن  ر   1994
هاای  .  ر نموناه  اروری اسات   ل از کاشتهای جکثیری گیار قراندا 

مور  بررسی  ر اين پهوهش، مطااب  جحقیقاات ناصاری و همکااران     
(Naseri et al., 2022 حضور پاوجی ) هاايی مثال   وياروسISMV  و

IMMV جرين عامل بیماری موزايیاک زنرا   ر   که مهمترين و اصلی
با  NLV. بنابراين جعیین آلو گی مخلوط  نیا هستند نیز محرز شدر بو 

افزايای و خساارت   ها، از لحاظ به وجاو  آمادن هام   اين پوجی ويروس
رو هاا  ر کشااورزی مهام اسات. از ايان     مضاعف جوسط اين وياروس 

هاا و  زمینه شناسايی بیشتر سويه  ر بیشتری شو  مطالعاتپیشنها  می
ن  ر يک منطقه و های ويروس نهفته نرگس و جنوع ژنتیکی آاسترين

ها صورت گیر . همانطور کاه اشاارر   ها با  يگر ويروسبرهمکنش آن
شاو ،  ها بصورت ناپايا نیز منتقل مای  ر طریعت جوسط شته NLVشد 

هاای ناقال   ولی کنترل مستقیم آن با موا  شیمیايی و يا کنتارل شاته  
 گیاهان  ارويای اساتفا ر از سامو    جاثیر نندانی ندار ،  من اينکه  ر 

رو . از ايان قراول نیسات   مور ها ها و ناقلین آنشیمیايی علیه ويروس
هاای جکثیاری عااری از وياروس     کشت ارقا  مقاو  و استفا ر از اندا 

باشاد. باا جوجاه باه اينکاه وجاو  ايان        مای  کنترل آنهاا  رار مؤثرجرين
ها  ر مناط  کشت گیاهان نرگس و زنر  جهديدی برای ايان  ويروس

موقاع  جشخیص باه  شو ، از اينروتصا ی محسوب میگیاهان از نظر اق
هاا  های جکثیری و رواباط آن ها  ر اندا شناسايی اين ويروس آلو گی،

 زااطلاعات مربوط به علائم و خصوصیات عامال بیمااری   با يکديگر و
 کند.به پیشگیری از اين بیماری کمک می
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