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یک جدایه ایرانی  (P)و فسفوپروتئین  (G) هاي گلیکوپروتئین ویژگی هاي مولکولی ژن
  هاي مختلف و بررسی کارآیی انتقال جدایه (BYSMV)ویروس موزائیک زرد نواري جو 

Molecular characterization of glycoprotein and phosphoprotein genes of a 
BYSMV isolate from Iran and transmission efficiency of different isolates 
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  چکیده
و خـانواده   Cytorhabdovirusمتعلـق بـه جـنس    ) Barley yellow striate mosaic virus, BYSMV(ویـروس موزائیـک زرد نـواري جـو     

Rhabdoviridae این ویروس عامل بروز علائم موزائیک ونوارهاي کلروتیـک در غـلات اسـت و توسـط زنجـرك      . باشدمیLaodelphax 

striatellus هاي گلیکوپروتئین و فسفوپروتئین جدایـه زنجـان ایـن    در مطالعه حاضر ترادف نوکلئوتیدي ژن. شودثیري منتقل میبا رابطه تک
هاي اختصاصـی   آغازگر. تکثیر شد random RT-PCRروش  پس از خالص سازي نوکلئوکپسید ویروس، ژنوم با. شودویروس گزارش می

پس از هم . ، طراحی شدندPCRدست آوردن ترادف نواحی مابین قطعات تکثیر شده با جهت ب VECTOR-NTI version 9.0نیز با نرم افزار 
هاي گیاهی موجـود در بانـک ژن توسـط نـرم      ردیف سازي چندگانه ترادف ترجمه آمینواسیدي دو ژن جدایه زنجان با سایر رابدوویروس

هـاي  در درخت. نشان داد NCMV) (Northern cereal mosaic virusبیشترین میزان شباهت را با  BYSMV، این جدایهCLUSTAL W افزار
قـرار   Nucleorhabdovirusو یـا   Cytorhabdovirusهاي گیاهی در دو گروه اصلی مرتبط با دو جنس فیلوژنتیکی ترسیم شده، رابدوویروس

در این مطالعه نشان داد  BYSMVبررسی قابلیت انتقال چهار جدایه . در یک زیر گروه جداگانه قرار گرفتند NCMVو  BYSMVگرفتند که
  .شوندمنتقل می L. striatellusهاي زنجان، نقده و سرو با کارآیی بالاتري نسبت به جدایه مشهد توسط یک بیوتیپ از زنجره  که جدایه
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Abstract 
Barley yellow striate mosaic virus (BYSMV) belongs to the genus Cytorhabdovirus in the family 
Rhabdoviridae. It causes mosaic and chlorotic striation in gramineous plants and is transmitted by 
Laodelphax striatellus in a propagative manner. In the present study, nucleotide sequences of glycoprotein 
and phosphoprotein genes of BYSMV Zanjan isolate are reported. Following the purification of viral 
nucleocapsid, the nucleotide sequence of G and P genes was determined using random-PCR method (rPCR) 
followed by PCR with specific primers. Putative amino acid sequences of the two proteins were aligned with 
other members of Rhabdoviridae using CLUSTAL W software and the phylogenetic trees were depicted. 
BYSMV G and P proteins showed the highest similarity to the Northern cereal mosaic virus (NCMV). In 
phylogenetic analysis, the viruses were grouped into two main clusters reflecting the Cytorhabdovirus and 
Nucleorhabdovirus genera. These results support our previous phylogenetic analysis based on polymerase 
gene. Analysis of transmission efficiency showed that Zanjan, Naghadeh and Sero isolates were transmitted 
with a higher efficiency than Mashhad isolate by the same biotype of L. striatellus. 
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  مقدمه
 Barley yellow)ویـروس موزائیـک زرد نـواري جـو     

striate mosaic virus, BYSMV)   ــک و ــل موزائی عام
تشــکیل نوارهــاي کلروتیــک در غــلات بــوده کــه توســط 

به صورت پایا و تکثیري  Laodelphax striatellusزنجرك 
 ,Conti & Plumb 1977, Conti 1969( انتقـال مـی یابـد   

علائـم ایـن ویـروس شـامل کوتـولگی،       ).1972 & 1980
موزائیک و نوارهاي سبزرد روي برگ، باریک شدن پهنـک  

هاي  ها و واریته برگ و زردي انتهایی است که بسته به گونه
 BYSMVدامنه میزبـانی  . (Conti 1985)میزبان متغیر است 

ویـروس موزائیـک زرد    .شود محدود می Poaceaeبه تیره 
ــره   ــه تی ــق ب ــواري جــو متعل ــته  Rhabdoviridaeن از راس

Mononegavirales  اسـت(Dietzgen et al. 2011).   ایـن
در حین مطالعـه بـر روي    1969ین بار در سال ویروس اول

 Maize rough اپیدمیولوژي ویروس کوتـولگی زبـر ذرت  

dwarf virus )MRDV(    در بـدن زنجـركL. striatellus 
سـپس ایـن ویـروس از نقـاط      .(Conti 1969)شـد   ردیابی

دیگري شامل اروپا، آفریقا، استرالیا، سوریه و ایران گزارش 
 .Makkouk 2004, Conti 1969, Izadpanah et al(شـد  

1991 .(BYSMV  زا و مهـم از   به عنوان ویروس خسـارت
هـاي مختلـف ارزن    مزارع گندم استان فارس معرفی و گونه

هاي طبیعی ایـن ویـروس    موجود در منطقه،به عنوان میزبان
  ).Izadpanah et al. 1991( گزارش گردیدند

دهـد کـه    مـی هاي الکترون میکروسکوپی نشـان   بررسی
هـاي گیـاهی براسـاس محـل تشـکیل       اغلب رابـدوویروس 

هـا از   زنـی آن  هاي همراه در سـلول و محـل جوانـه    اندامک
غشــاء داخلــی هســته یــا از غشــاهاي سیتوپلاســمی، قابــل 

هـاي گیـاهی    بدین ترتیب رابـدوویروس . بندي هستند طبقه
ــنس    ــازي در دو ج ــف همانندس ــل مختل ــاس دو مح براس

Cytorhabdovirus و Nucleorhabdovirus بنـــدي  طبقـــه
  .(Tordo et al. 2005)شوند  می

 .ژنوم رابدوویروسها به طور کلـی داراي پـنج ژن اسـت   
 قرار دارنـد  trailerو  leaderهاي   در دو طرف ژنوم ترادف

(3'-leader-N, P,M, G, L-trailer-5') .دست کم پنج  ژنوم
نوکلئوکپسـید پـروتئین   : پروتئین ساختمانی را کد مـی کنـد  

)N( ــفوپروتئین ــروتئین )P(، فســ ــاتریکس پــ ، )M(، مــ
 )L( )Tordo et al. 2005(و پلیمـراز  ) G(گلیکـوپروتئین  

هاي گیاهی که تاکنون تعیـین   تمام رابدوویروس). 1شکل (
 خـوانش یـک تـا چهـار چـارچوب      اند، داراي شده ترادف

قرار ) Pو  Mهاي  بین ژن( Xکه در وضعیت  اضافی هستند
 Strawberry crinkle virus(SCV)علاوه براین، . اند گرفته

و برخــــی از  Rice yellow stunt virus(RYSV)و 

  
و تعیین ترادف فواصل ) به رنگ سیاه(موقعیت ترادف هاي بدست آمده از همسانه هاي تصادفی  .)NCMV )Aسازمان ژنوم  -1شکل 

  )B) (به رنگ سبز(همسانه هاي تصادفی توسط آغازگرهاي اختصاصی 
Fig. 1. Genome organization of NCMV (A). Position of the random clones (black bands) and filling the gaps 
between them using specific primers (green bands). 
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 Gبـین  (Yهایی در وضعیت  هاي جانوري، ژن رابدوویروس
رســد کــه تعــداد و محــل ایــن  بــه نظــر مــی. دارنــد) Lو 

بنـدي نـدارد    هاي اضافی ارتبـاطی بـا ایـن طبقـه     چارچوب
(Jackson et al. 2005).  
اي از  گونـه اطلاعـات منتشـر شـده     در حال حاضر هـیچ 

 در تحقیـق پیشـین  . موجود نیسـت  BYSMVترادف ژنوم 
(Almasi et al. 2010)    ضمن ارائه ترادف ژن پلیمـراز ایـن

رابطـه   روس بـه عنـوان بزرگتـرین چـارچوب ژنـی آن،     وی
 Maizeهـا، شـامل    فیلوژنتیکی آن بـا سـایر رابـدوویروس   

mosaic virus (MMV)، Taro vein chlorosis virus 

(TaVCV)،Rice yellow stunt virus (RYSV) ،Sonchus 

yellow net virus (SYNV) ،Barley yellow striate 

mosaic virus (BYSMV)  ،Northern cereal mosaic 

virus (NCMV) ،Lettuce necrotic yellows virus 

(LNYV) وVesicular stomatitis Indiana virus 

(VSIV) )  ــروه ــارج از گ ــوان خ ــه عن ــی )ب ــد و  بررس ش
BYSMV  ــنس قـــــــرار  Cytorhabdovirusدر جـــــ
  .(Almasi et al. 2010)گرفت

در تحقیــق حاضـــر تـــرادف دو ژن گلیکـــوپروتئین و  
فسفوپروتئین جدایه زنجان این ویروس تعیین شـده تـا بـا    
مقایسه وضعیت تاکسونومی بر اساس دو ژن گلیکوپروتئین 
و فسفوپروتئین با ژن پلیمراز به یک جمـع بنـدي در طبقـه    

همچنین کارآیی انتقال چهار . بندي این ویروس دست یابیم
جدایه مشهد، نقده، سرو و زنجان این ویـروس در شـرایط   

  .نه مورد بررسی قرار گرفتگلخا

  بررسی هاي روشمواد و 
  نمونه برداري و تشخیص ویروس

و از مـزارع گنـدم و جـو     1385نمونه برداري در سـال  

هـاي نقـده و    جدایـه (هاي زنجان، آذربایجـان غربـی    استان
کـه مشـکوك بـه آلـودگی     ) جدایه مشهد(و خراسان ) سرو
ن آلـوده  براي تشخیص گیاها. بودند، انجام شد BYSMVبا

بــه ویــروس از آزمــون الیــزاي غیرمســتقیم بــا آنتــی ســرم 
تهیه شـده در مرکـز تحقیقـات    ( BYSMVچندهمسانه اي 

ــیراز   ــگاه ش ــاهی دانش ــی گی ــروس شناس ــه روش ) وی و ب
Converse  وMartin )1990 (در ایـن آزمـون   . استفاده شد

بافر سیترات سـدیم  ) وزن به حجم(حجم  10بافت گیاه در 
، عصاره گیري و با سانتریفوژ کـردن در  5/6pHمولار،  1/0

دقیقـه زلال سـازي و در    10دور در دقیقه به مـدت   6000
 Goatترکیـب آنـزیم و   . هاي پلیت الیزا ریخته شـد  چاهک

anti rabbit antibody  درصـد شـیر    3در بافر نمونه حاوي
بقیـه مراحـل طبـق روش متـداول انجـام      . خشک رقیق شد

  .گرفت

  روس در گلخانههاي وی تکثیر جدایه

هاي این ویروس در شـرایط گلخانـه،    براي تکثیر جدایه
 .L هاي سنین مختلف زنجرك عدد از پوره 20تا  15حدود 

striatellus هاي آلوده جمع  به مدت یک هفته بر روي بوته
سپس براي طـی دوره نهفتگـی   . آوري شده قرار داده شدند

وي هـا بـر ر   روز اسـت، زنجـرك   20تـا   14یا کمـون کـه   
هـاي پلاسـتیکی    هاي سالم جو رقم ریحان زیر پوشش بوته

هـاي آلـوده بـه مـدت یـک       منتقل شد و در نهایت زنجرك
در . هـاي جـوان قـرار داده شـدند    شبانه روز روي گیاهچـه 

ــادي از    ــداد زی ــال، تع ــدین ســري انتق نهایــت پــس از چن
  .هاي ویروس مایه زنی شدند هاي جو با جدایه گیاهچه

  نوکلئوکپسید جدایه زنجانسازي  خالص

ــالص ــی در    خ ــا تغییرات ــید ب ــازي نوکلئوکپس  روش س
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Shirako و  Ehara)1984 (   گـرم   50انجام شـد کـه در آن
بافت تازه جو آلوده شده به جدایه زنجان در سه حجم بافر 

. گیــري شــد ، عصـاره pH 5/6 مـولار ســیترات ســدیم،  1/0
ري بـه  سپس عصاره از پارچه ململ عبور داده و مـایع عبـو  

ــا گــردان  6000دقیقــه در  10مــدت  ــه ب -34دور در دقیق
Sorval  درصـد   2آوري و  رونشـین جمـع  . سانتریفوژ شـد
بـه رونشـین اضـافه گردیـد و روي      100ایکـس   -تریتون 

درجـه   4دقیقـه در دمـاي    15همزن مغناطیسـی بـه مـدت    
سـپس محلـول تیمـار شـده بـه      . گراد به هم زده شد سانتی

ــا گــردان  28000ســاعت در  2مــدت  ــه ب  30دور در دقیق
 20لیتر بالشک سـوکروز   میلی 6روي  Beckmanسانتریفوژ 

مـولار   1/0درصد سانتریفوژ شد و رسوب حاصل در بـافر  
دور در  10000، حل و با سـرعت  pH 2/7فسفات پتاسیم، 
سوسپانسـیون  . دقیقـه سـانتریفوژ گردیـد    10دقیقه به مدت 

درصـد قـرار    50تـا   10روي ستون شیب چگالی سوکروز 
دور در دقیقـه   28000ساعت با سـرعت   2داده و به مدت 
آوري و به  سپس باند ویروسی حاصل جمع. سانتریفوژ شد

 28000با بافر فسفات رقیق و با سـرعت  1:1نسبت حجمی 
دقیقـه سـانتریفوژ و    30دور در دقیقه به مدت دو ساعت و 

، حـل  pH 2/7مـولار،   05/0رسوب در بافر فسفات پتاسیم 
  .شد

  cDNAساخت

واکنش ( random-PCR از روش  cDNA براي ساخت
 Froussard() زنجیره اي پلیمراز بـا آغازگرهـاي تصـادفی   

از نوکلئوکپسید جدایه زنجان به عنـوان  . استفاده شد) 1992
 K1قالــــــــب بــــــــه همــــــــراه آغــــــــازگر    

(5′-GCCGGAGCTCTGCAGAATTCNNNNNN-3′) 
داراي  3′نوکلئوتیـدي اسـت و در انتهـاي     26که آغازگري 

random hexamer است، براي ساختcDNA  استفاده شد

بـه   Klenowو سپس براي تولیـد دي ان اي دولا از آنـزیم   
  :صورت زیر استفاده شد

ترکیبی شامل بیست نانوگرم ویروس خالص بـه همـراه   
pmol 20  ــازگر ــوع   nmol 20و  K1آغ ــار ن ــوط چه مخل

dNTP  درجه سانتی گراد حـرارت   65دقیقه در  5به مدت
داده و سپس به سرعت بـرروي یـخ گذاشـته شـد و بـراي      

 Expand reverse آنـزیم  U20سـاخت رشـته اول بـه آن    

transcriptase    5میکرولیتـر بـافر   5بـه همـراه× Expand 

reverse transcriptase   درجه سانتی گـراد   42اضافه و در
دقیقـه   1دقیقه مخلوط به مـدت   60از  قرار داده شد و پس

درجه سانتی گراد جوشانده شد و بلافاصله بـرروي   99در 
  .یخ منتقل گردید

مواد زیر به آن اضـافه   cDNAبراي ساخت رشته مکمل
  :شد

 Klenow buffer (Fermentas) × 10سـه میکرولیتـر از  
 30با آب دي یونیزه تا حجم نهـایی  Klenowآنزیم  U 20و

درجه سـانتی   37دقیقه در  30خلوط و به مدت میکرولیتر م
 K1گراد قرار داده و سپس به منظور حذف مواد و آغـازگر  

 High Pure PCR Purificationاضـــافی از کیـــت 

Kit(Roche) استفاده شد.  

  (PCR) اي پلیمراز واکنش زنجیره

دو لا با اسـتفاده از آغـازگر تصـادفی بـه      cDNAتکثیر 
  :روش زیر انجام شد

ــنج می ــر از پ ــازگر  ds-cDNA ،pmol 20کرولیت ، K2آغ
(Froussard 1992) 

(5′-GCCGGAGCTCTGCAGAATTC-3′) ،5 
بـه اضـافه   ) سیناژن( PCR reaction × 10میکرولیتر از بافر

U 5/2  ــزیم ــیناژن( Taq DNA polymeraseاز آن و ) س
nmol 20 ازdNTPs      50مخلوط کـرده و بـه حجـم نهـایی 
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ــد  ــانده شـ ــر رسـ ــنش . میکرولیتـ ــتگاه  PCRواکـ در دسـ
Thermocycler 5330 و یـا مـدل   )آلمان( شرکت اپندورف

FTGENE2D  شرکتTechne )انجام شد )کره جنوبی.  
 1با استفاده از الکتروفورز در ژل آگاروز  PCRمحصول 

رنگ آمیزي ژل بـا اتیـدیوم برومایـد    . درصد بررسی گردید
بانـدهاي   UV transilluminatorبا دستگاه . صورت گرفت

 Gel نوکلئیک اسید مشاهده گردیـد و بـه وسـیله دسـتگاه    

documentation از ژل عکسبرداري شد.  

و تعیــین تــرادف   PCRهمســانه ســازي محصــول   
  نوکلئوتیدي

 (Fermentas)از  PCRبراي همسـانه سـازي محصـول    

Ins T/A Clone PCR Product cloning Kit  ــق طب
پلاسمید نوترکیب  .دستورالعمل شرکت سازنده استفاده شد

تکثیـر شـده بـود بـه      LBهاي مایع  که در باکتري در محیط
 10. استخراج گردیـد ) Holmes & Quigley )1981 روش

 EcoRIمیکرولیتر از پلاسمید استخراج شده با آنزیم برشی 
تیمار و اندازه قطعات حاصل بـا انجـام الکتروفـورز در ژل    

ترکیبحـاوي  هـاي نو  پلاسـمید . درصد تعیین شـد  1آگاروز 
بـه منظـور تعیـین تـرادف      bp 400قطعاتی با وزن بـیش از 

پس از تأیید صـحت قطعـه همسـانه سـازي     .انتخاب شدند
شده، باکتري حاوي پلاسمید انتخاب و مجـدداً کشـت داده   

 High Pure Plasmidشـد و پلاسـمید آن بـا اسـتفاده از     

Isolation Kit (Roche)   ــرکت ــتورالعمل ش ــق دس و طب
راج گردید و با روش هضـم آنزیمـی مجـدداً    سازنده استخ

پلاسمید استخراج شده با استفاده . مورد بررسی قرار گرفت
، تغلیظ و به منظور تعیین تـرادف  concentratorاز دستگاه 
. ارسـال گردیـد   کشور کـره جنـوبی   Macrogenبه شرکت 
بـا   NCBIهاي به دست آمـده در پایگـاه اطلاعـاتی     ترادف
مقایسـه   GenBankهاي موجود در  ادفبا تر X Blastبرنامه

  .شدند و صحت آنها تایید گردید

بـراي تولیـد تـرادف کامـل      (gaps)ها  پر کردن فاصله
  هاي خوانش چارچوب

بمنظور دست یابی بـه تـرادف نوکلئوتیـدي موجـود در     
هایی کـه قـبلا بـا اسـتفاده از      هاي موجود بین ترادف فاصله
، از )1شـکل  ( بـه دسـت آمـده بـود    هـاي تصـادفی    آغازگر

استفاده شد که بر اساس  )1جدول (آغازگرهاي اختصاصی 
 (Invitrogen)افزار به وسیله نرم هاي به دست آمده و ترادف

VECTOR-NTI 9.0 طراحی شده بود . 

  ها و ترسیم دندروگرام آنالیز ترادف

 ClustalX2.0ها با استفاده از نرم افزارهـاي   آنالیز ترادف
)Larkin et al. 2007(، GenDoc3.2 )Nicholas et al. 

 آغازگرهاي اختصاصی مورد استفاده براي تعیین ترادف فواصل موجود بین همسانه هاي تصادفی -1جدول 
Table 1. Specific primers which were used to sequence the gaps between random clones. 

دماي اتصال  
)Ta(  

 ترادف  جهت
(5ʹ→3ʹ)  

  آغازگر

61  Forward  ATTCCCACAATTCTGGAGACATGAG  GL1 
Reverse  TGATTAAGAGCGTAAAGAAAAGCCC  GL2  

59  Forward  TGCTGCCAACAACATACCAT  MG1  
Reverse  GGAAAGGGAAGCCCGTAATA  MG2  

59  Forward  TAGTTGCGCACACTTTTGGA  NP1  
Reverse  GGCGTGATCCTTGAGAAGAG  NP2  
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1997(، Tree view 4.5 )Page 1996( ،MegAlign ) بسته
و روش ) DNASTAR 8.0( )Burland 1999 افـزاري  نـرم 

Neighbour-joining انجام شد.  

  بررسی کارآیی انتقال چهار جدایه ویروس

هـا در قالـب طـرح بلـوك کامـل       کارآیی انتقـال جدایـه  
چهار جدایه زنجان، مشهد، سـرو و  (تصادفی با چهار تیمار 

گیاهچه جو براي هر  50و ) از استان آذربایجان غربی(نقده 
پــس از تکثیــر . بررســی شــد) بــه عنــوان تکــرار(جدایــه 
هاي ویروس در گلخانه و اطمینان از آلودگی گیاهان  جدایه

 .Lهـاي   مایه زنی شده با آزمون الیزاي غیرمستقیم، زنجرك

striatellus )روي )شده از منطقه دشتک فارس جمع آوري
سپس هر جدایـه توسـط   . گیاهان جو آلوده قرار داده شدند

هـاي جـو    ها به روي پنجاه گلـدان از گیاهچـه   تک زنجرك
به عبارت دیگر هـر گیاهچـه جـو توسـط یـک      . منتقل شد

پـس از گذشـت   . زنجرك در مرحله کلئوپتیل مایه زنی شد
انتقال ویـروس،  حدود دو هفته جهت اطمینان از آلودگی و 

گیاهان توسط آزمون الیزاي غیرمستقیم مورد بررسـی قـرار   
 SASدر نـرم افـزار آمـاري     GLMها با رویـه   داده. گرفتند

  . مورد مقایسه قرار گرفت

  یج و بحثانت
در بازدیـدهاي بـه عمــل آمـده از مــزارع گنـدم منــاطق     

و ) آذربایجان غربـی (، نقده )آذربایجان غربی(زنجان، سرو 
ــه ــا علایــم موزائیــک   مشــهد بوت ) 2شــکل (هــاي گنــدم ب

 ـ. آوري و به آزمایشگاه منتقل شد جمع هـاي   ودگی نمونـه آل
با آزمون الیزاي غیـر مسـتقیم    BYSMVآوري شده به  جمع

پس از گذشت حـدود دو هفتـه از تغذیـه انتقـال     .تایید شد
هـاي   هاي ناقل، علایم موزائیـک در گیاهچـه   توسط زنجرك
  .جو دیده شد

  
  .آلوده نقده جمع آوري گردید مزارعکه از BYSMVعلایم موزائیک بر روي گندم آلوده به  -2شکل 

Fig. 2. BYSM symptoms on wheat plants collected from Naghadeh.  
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علیــرغم اهمیــت ویــروس موزاییــک زرد نــواري جــو، 
 تاکنون تنها اطلاعاتی در مورد ترادف پلـی مـراز آن منتشـر   

 Cytorhabdovirusشده است و طبقه بنـدي آن در جـنس   
هـاي ویروسـی در    بیشتر بر اساس محل جوانه زنـی پیکـره  

 در تحقیــق پیشــین ژن پلیمــراز. ســلول انجــام شــده اســت
(FJ665628)  باز تعیین تـرادف   6280این ویروس به طول

در تحقیـق حاضـر،   ). Almasi et al.2010(و گزارش شـد  
دومـین چـارچوب بـزرگ    (روتئین هاي گلیکـوپ  ترادف ژن

این ویروس تعیین شـد   جدایه زنجان و فسفوپروتئین) ژنی
هـا وضـعیت فیلـوژنی ایـن ویـروس در       تا با استفاده از آن

 . بررسی شود Rhabdoviridaeخانواده 

 1266 ژن گلیکـوپروتئین بـه انـدازه    کلئوتیديترادف نو
ــاز  ــمار(ب ــه  )KP163565رس ش ــرادف ترجم ــین و ت  تعی

ــه  ــن جدایـ ــوپروتئین ایـ ــیدي گلیکـ ــایر  آمینواسـ ــا سـ بـ
هاي گیاهی موجود در بانـک ژن توسـط نـرم     رابدوویروس

هـم ردیـف سـازي چندگانـه شـد و       CLUSTAL X افـزار 
ترجمه ترادف . )3شکل ( درخت فیلوژنتیکی ترسیم گردید

میـزان شـباهت   بیشـترین   BYSMVآمینواسیدي این جدایه
 ترادف ترجمـه ). 4شکل (نشان داد  NCMVرا با %) 6/31(

و سـایر   BYSMV آمینواسیدي گلیکوپروتئین جدایه زنجان
هاي گیاهی براي مطالعات فیلـوژنتیکی مـورد    رابدوویروس

در درخـت فیلـوژنتیکی ترسـیم شـده،     . استفاده قرار گرفت
ها در دو گروه اصلی قرار گرفتند که نشـان دهنـده    ویروس

ــنس   Nucleorhabdovirusو  Cytorhabdovirusدو جـــ
زیـر گـروه    در یـک  NCMVو  BYSMV )3شکل (است 

این نتـایج طبقـه بنـدي قبلـی را کـه      . جداگانه قرار گرفتند

  
و شـش رابـدوویروس    BYSMVآمینواسیدي گلیکوپروتئین جدایه زنجـان  فیلوگرام حاصل از مقایسه ترادف ترجمه -3شکل

. طول شاخه بر حسب مقیاس رسم گردیده و خط مقیاس بیانگر جایگزینی نوکلئوتیدي در هـر سـایت مـی باشـد     .گیاهی دیگر
  .براي اسامی کامل ویروس ها به متن رجوع شود. به عنوان خارج از گروه در نظر گرفته شد VSIVویروس جانوري 

Fig. 3. Phylogenetic relationships of BYSMV and six other plant rhabdoviruses based on amino acid 
sequences of phosphoprotein. The scale bar indicates the average number of amino acid 
substitutions per site. VSIV was used as outgroup. Full names of the viruses are given in the text. 

 

Nucleorhabdovirus 

Cytorhabdovirus 
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براساس ترادف پروتئین پلیمراز این ویروس انجـام گرفتـه   
  .(Almasi et al. 2010)بود تایید کرد 

ــرادف نوکلئوتیــدي ــه  BYSMVفســفوپروتئین  ت نیــز ب
ــدازه ــاز  888ان ــه  ) KP163566(ب ــرادف ترجم ــین و ت تعی

آمینواسید بـه دسـت    296آمینواسیدي این پروتئین به طول 
ــد ــه  . آم ــرادف ترجم ــه ت ــازي چندگان ــف س ــم ردی  در ه

ــه  ــن جدایـ ــفوپروتئین ایـ ــیدي فسـ ــایر  آمینواسـ ــا سـ بـ
شـباهت  بیشـترین   جدایـه  هاي گیـاهی، ایـن   رابدوویروس

ــه  )1/37( در درخــت ). 6شــکل ( نشــان داد NCMVرا ب
فیلــوژنتیکی بــر اســاس تــرادف ترجمــه آمینواســیدي      
 فسفوپروتئین نیز دو شاخه تشکیل شد که شامل دو جـنس 

Nucleorhabdovirus  وCytorhabdovirus  ــود ــکل (ب ش
 جـنس  شـاخه خـارج از   RYSVتفاوت که  نیبا ا البته). 5

Nucleorhabdovirus گرفت قرار. 

هاي فیلوژنتیکی رسـم شـده براسـاس     در تمامی درخت
، (Almasi et al. 2010) هـــاي پلـــی مـــراز پـــروتئین

اعضـاي  ) 5شکل (و فسفوپروتئین ) 3شکل (گلیکوپروتئین 
همگی در یـک شـاخه جداگانـه     Cytorhabdovirusجنس 

ــه    ــه دو گون ــب ک ــدین ترتی ــد، ب ــرار گرفتن و  BYSMVق

NCMV     در یک زیر شاخه جداگانه قـرار گرفتنـد و گونـه
LNYV  بصــورت جداگانــه در زیــر شــاخه دیگــري قــرار
نزدیـک   NCMVاین نتایج نشان می دهد که گونـه  . گرفت

  .است BYSMVترین ویروس به 
و  BYSMVاز نظـــر خصوصـــیات بیولـــوژیکی نیـــز 

NCMV به عنوان مثال می توان انتقـال  . هایی دارند شباهت
بـا رابطـه پایـا و تکثیـري و      L. striatellusتوسط زنجرك 

البته در . ها به خانواده گرامینه را نام برد محدود بودن میزبان
به عنوان مثـال  . ها دیده می شود ی برخی تفاوتدامنه میزبان

NCMV هـاي   قادر به آلوده کردن گونهBromus inermis ،
Dactylis glomerata، Oryza sativa ،Poa pratensis  و

Zea mays   نمی باشد در حالی کـهBYSMV    قـادر اسـت
 ,Milne & Conti 1986(هـا را آلـوده نمایـد     ایـن گونـه  

Toriyama 1986.(  ــا ــید بــ ــیون نوکلئوکپســ دکوراســ
رغـم وجـود    هاي اختصاصـی نشـان داد کـه علـی     سرم آنتی

، NCMVو  BYSMVبین دو ویروس  ارتباط سرولوژیکی
. )Milne et al. 1986( هاي مجزایی هستند این دو، ویروس

. ها نیز در دو ویـروس متفـاوت اسـت    طول و عرض پیکره
BYSMV نـانومتر   330در  55هایی با ابعـاد   داراي ویریون

  
جدایـه  آمینواسـیدي گلیکـوپروتئین    تـرادف ترجمـه  ) محـور عمـودي  (و درصد واگرایی ) محور افقی(درصد تشابه  -4شکل 
  .ترسیم شده است Megalignبا برنامه  Clustal Wبا سایر رابدوویروس هاي گیاهی که به روش  BYSMVزنجان

Fig.4. Identity/divergence matrix based on deduced amino acid sequences of glycoprotein from BYSMV and 
six other plant rhabdoviruses. Alignment was done using Clustal W method in Megalign software. 
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نانومتر  350در  68هایی با اندازه  پیکره NCMVمی باشد و 
علاوه بر  ).Milne & Conti 1986, Toriyama 1986(دارد 
هـاي ذکـر شـده، محـدوده پراکنـدگی       ها و تفـاوت  شباهت

پـراکنش  . جغرافیایی دو ویـروس هـم متفـاوت مـی باشـد     
NCMV       محدود به ژاپن، کـره جنـوبی و چـین مـی باشـد

)Tanno et al. 2000(،    در حـالی کـهBYSMV   پـراکنش
وسـیع تـري دارد و از نقــاط مختلفـی مثــل اروپـا، آفریقــا،     

 ,Conti 1969( استرالیا، سوریه و ایران گزارش شده اسـت 

Izadpanah et al. 1991, Makkouk et al. 2004.(  
ها بـر   در نهایت می توان گفت طبقه بندي رابدوویروس

اساس ترادف گلیکو پروتئین و پلیمراز تاییـد کننـده طبقـه    
هـا   ها بر اساس محل جوانه زنی ویریون بندي رابدوویروس

هر چند که در مورد طبقه بنـدي  . در سلول میزبان می باشد
براساس فسفوپروتئین نیـز تـا حـدودي مطابقـت بـا محـل       
جوانــه زنــی وجــود دارد امــا دو پــروتئین پلیمــراز و      
گلیکوپروتئین معیارهاي مناسـب تـري بـراي طبقـه بنـدي      

  . ها هستند رابدوویروس
با اسـتفاده از طـرح    BYSMVهاي  قابلیت انتقال جدایه

ر مـورد مقایسـه قـرا    SASبلوك کامل تصادفی و نرم افزار 
هـا توسـط    ها و گروه بنـدي جدایـه   مقایسه میانگین. گرفت

  
و شـش رابـدوویروس    BYSMVفیلوگرام حاصل از مقایسه ترادف ترجمه آمینواسیدي فسفوپروتئین جدایه ایرانـی   -5شکل 

. طول شاخه بر حسب مقیاس رسم گردیده و خط مقیاس بیانگر جایگزینی نوکلئوتیدي در هـر سـایت مـی باشـد    . گیاهی دیگر
  .براي اسامی کامل ویروس ها به متن رجوع شود. در نظر گرفته شد به عنوان برون گروهVSIVویروس جانوري 

Fig. 5. Phylogenetic relationships of BYSMV and six other plant rhabdoviruses based on deduced amino acid 
sequences of phosphoprotein. The scale bar indicates the average number of amino acid substitutions per site. 
VSIV was used as outgroup. Full names of the viruses are given in the text. 

 

 

Cytorhabdovirus 

Nucleorhabdovirus 
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آزمون دانکن، نشـان داد کـه از نظـر قابلیـت انتقـال، میـان       
هـاي   هاي زنجان، نقده و سرو، به ترتیب بـا میـانگین   جدایه

درصد تفـاوت معنـی داري از لحـاظ آمـاري      60و  62، 66
امـا  . وجود ندارد و هر سه در یک گـروه قـرار مـی گیرتـد    

درصـد، تفـاوت    44یه مشهد، با میانگین قابلیت انتقـال جدا
درصـد نشـان داد    95ها در سطح  جدایهمعنی داري با سایر 

  ).2جدول (
هـاي مـورد مطالعـه مـی      قال جدایهتفاوت در کارآیی انت

تواند ناشـی از وجـود تفـاوت در گلیکـوپروتئین ویـروس      
گلیکــوپروتئین تنهــا پروتئینــی اســت کــه از ســطح . باشــد

هــاي ویروســی بیــرون زده اســت و در هــم کــنش   پیکــره
هـاي اپـی    هاي موجود در سطح سـلول  ها با گیرنده ویریون

ــش دارد   ــل نق ــوم روده ناق ــین   . تلی ــایینی ب ــوژي پ همول
هـا دیـده شـده اسـت و      هـاي رابـدوویروس   گلیکوپروتئین

هـاي   مـی توانـد در میـزان تشـخیص     Gتفاوت در پروتئین 
هـاي سـطح    صورت گرفتـه بـین گلیکـوپروتئین و گیرنـده    

هاي روده ناقل موثر باشـد و باعـث تغییـر در میـزان      سلول
ســط ناقـل و تغییــر در کــارآیی انتقــال  گیـرش ویــروس تو 

   ).Hogenhout et al. 2003(ویروس شود 

  
آمینواسـیدي فسـفوپروتئین جدایـه     ترادف ترجمه) محور عمودي(و درصد واگرایی ) محور افقی(جدول درصد تشابه  -6شکل 
  .ترسیم شده است Megalignبا برنامه  Clustal Wبا سایر رابدوویروس هاي گیاهی که به روش  BYSMVزنجان

Fig. 6. Identity/divergence matrix based on deduced amino acid sequences of phosphoprotein from BYSMV 
and six other plant rhabdoviruses. Alignment was done using Clustal W method in Megalign software. 

 

هاي ویروس، مقایسه میانگین ها و گروه بنـدي جدایـه هـا بـا آزمـون       زنی با جدایه شده در مایههاي آلوده  تعداد بوته -2جدول 
  .(P <0.05)دانکن

Table 2. Number of infected plants in transmission efficiency experiment by planthoppers. Comparison of 
means by Duncan test (P <0.05). 

  *گروه بندي جدایه ها با آزمون دانکن  (%)میانگین تعداد بوته آلوده   بوته 50تعداد بوته آلوده در   جدایه ها
  b 44  22  مشهد
  a 62  31  نقده
  a  66  33  زنجان
  a  60  30  سرو

  .اعدادي که با حروف مشابه نشان داده شده اند، از لحاظ آماري تفاوت معنی داري ندارند*
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