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  دهیچک
ها هر ساله سبب کـاهش محصـول در انـواع حبوبـات بخصـوص بـاقلا        روسیحبوبات از جمله نانوو یو کوتولگ يعامل زرد يها روسیو
 ـا يزا روس خسارتین ویمهمتر .شوند یم  ـن گـروه، و ی  ـبمنظـور رد . اسـت  )FBNYV(بـاقلا   ي بافـت مـرده   يروس زردی  یمولکـول  یابی

در مـورد  . شد ينمونه بردار 1393-1394هاي  در سالفارس و خوزستان  يها ب در استانیا بترتیران، از مزارع باقلا و لوبیها در ا روسینانوو
ژنـوم   ي چهـار قطعـه  . ن ترادف انجام شـد ییو تع يساز ها، همسانه روسینانوو ير ژنوم با آغازگرهایا، تکث ان ياستخراج د یانتخاب يها نمونه

 ـن ترادف نشـان داد کـه ا  ییج تعینتا. ن ترادف شدندییر و تعیتکث DNA-U2و  DNA-R ،DNA-M ،DNA-U1شامل  ن قطعـات مربـوط بـه    ی
 ـن گزارش از وقـوع ا ین اولیا. باشند یم) Faba bean necrotic stunt virus, FBNSV(باقلا  ي بافت مرده یروس کوتولگیو  ـن وی روس در ی
موجود در بانک ژن نشان داد کـه   يها روسیو نانوو FBNSV يها هیالذکر با قطعات مشابه جدا دف ژنوم قطعات فوقسه ترایمقا. ران استیا

نشان  ییمطالعات تبارزا. جان دارندیروس از کشور آذرباین ویا يها هین شباهت را با جدایشتریران بیدر ا FBNSV يایباقلا و لوب يها هیجدا
 ـ کینزد Subterranean clover stunt virusسه با یدر مقا  Milk vetch dwarf virus (MDV)و FBNYVبه  FBNSVداد که  در . باشـد  یتر م

 ـین نزدیشـتر یب DNA-U2 ،FBNSVو  DNA-Rقطعـات   يرسـم شـده بـرا    يهـا  دندروگرام کـه در  یحال در نشـان داد،  FBNYVرا بـا   یک
 ـنزد  (FBYLV) روس برگ زرد باقلایو و MDVب به یبه ترت DNA-U1 ،FBNSVو  DNA-Mقطعات  يها دندروگرام در تمـام  . بـود  تـر  کی
 ـ . ل دادنـد یرا تشـک  FBNYVک گروه مجزا از یران ی، مراکش و ایوپیجان، اتیآذربا ياز کشورها FBNSV يها هیموارد جدا رسـد   یبنظـر م

FBNSV  وFBNYV ها باشند روسیدو گونه مجزا از نانوو.  
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Abstract 
Viruses inducing yellowing and stunting syndrome in legumes including nanoviruses cause losses in several 
species particularly broad bean in Iran. One of the most damaging nanoviruses in legumes is Faba bean 
necrotic yellows virus (FBNYV). To detect nanoviruses in infected fields, symptomatic plants including 
broad bean and common bean were collected from Fars and Khuzestan provinces, respectively, in 2014-
2015. DNA was extracted and subjected to PCR, cloning and sequencing using specific nanovirus primers. 
Four fragments of a nanovirus genome including DNA-R, DNA-M, DNA-U1 and DNA-U2 were amplified 
and sequenced. The results of sequencing showed that these fragments belong to Faba bean necrotic stunt 
virus (FBNSV). This is the first report of this virus in Iran. Sequence comparison of aforementioned genomic 
fragments with corresponding DNA fragments of FBNSV isolates and other nanoviruses for which 
nucleotide sequence information was available in GenBank indicated that both Iranian isolates of FBNSV 
are most similar to Azerbaijani isolates of this virus. Phylogenetic analysis showed that FBNSV is closer to 
FBNYV and Milk vetch dwarf virus (MDV) than to subterranean clover stunt virus. Dendrograms obtained 
by phylogenetic analyses of DNA-R and DNA-U2 sequences indicated that FBNSV was closest to FBNYV 
while in those obtained for DNA-M and DNA-U1, FBNSV was closer to MDV and Faba bean yellow leaf 
virus than to other nanoviruses. For all DNAs characterized in this study, FBNSV isolates from Azerbaijan, 
Ethiopia, Morocco and Iran formed a separate group distinct from FBNYV isolates. It seems that FBNSV 
and FBNYV are distinct nanovirus species. 
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  مقدمه

ــانوو ــا  رسینـ  ,genus, Nanovirus, family(هـ

Nanoviridae(، يمهـم بـر رو   يها پاتوژنبه عنوان  "رایاخ 
 یا معرف ـیقـا و اسـپان  یا، شـمال افر یحبوبات در غـرب آس ـ 

 Babin et al. 2000, Hema et al. 2013, Vetten(اند  شده

et al. 2005 .(ن گروه در یا يروس خسارت زاین ویمهمتر
 Faba bean(بـاقلا   ي بافـت مـرده   يزردروس یحبوبات و

necrotic yellows virus, FBNYV( روس ی ـن وی ـا. است
در  Lattakiaبه نام  يا منطقه یکین بار از باقلا و در نزدیاول
گزارش شد  1988و همکاران در سال Katul ه توسط یسور

(Katul et al. 1993) .1997، 1992 يها سال یسپس در ط 
 90بروز کرد و خسـارت   یدمیدر مصر بصورت اپ 1998و 

ب به ین ترتیرا در مزارع باقلا به وجود آورد و بد يدرصد
محصـولات لگـوم    يروس روی ـن ویعنوان خسارت زا تـر 

ــتغذ . قــا شــناخته شــدیا و شــمال افریدر غــرب آســ يا  هی
FBNYV را  يادی ـخسـارت ز  2001ز در سال یدر تونس ن

 (Abraham et al. 2012).در مزارع حبوبات بوجـود آورد  
از  یهـائ  هی ـنشان داد که جدا یوپیمطالعات انجام شده در ات

بـا   یکیو ژنت یکیوجود دارند که از لحاظ سرولوژروس یو
FBNYV 2009ت در ســال یــدر نها. باشــند یمتفــاوت مــ 
 ي بافـت مـرده   یکوتـولگ روس یوبنام  يگرید روسینانوو

ــاقلا  از ) Faba bean necrotic stun virus, FBNSV(ب
ن و یتـر  بـه عنـوان مخـرب   ن گونـه  ی ـا .گزارش شد یوپیات

د ی ـگرد ین کشـور معرف ـ ی ـا روس بـاقلا در ین ویتر فراوان
)Grigoras et al. 2009.( يهـــا شیبـــا انجـــام آزمـــا 

ــ یکیســرولوژ ــا اســتفاده از آنت ــاد یب ــ يب  يا همســانه کی
FBNSV  وFBNYV يهـا  از نمونـه  يادیشمار ز يبر رو 

ن دو ی ـشـنهاد شـده ا  یژنـوم، پ  ین تـوال یـی آلوده بـاقلا و تع 
 یمعرف ـ هـا  روسیروس بعنوان دو گونـه مجـزا از نـانوو   یو

ک ی ـن، وجـود  یعلاوه بر ا). Grigoras et al. 2009( شوند
 Faba bean yellow leaf virusگـر بـه نـام    یروس دینانوو

(FBYLV) گزارش شده است یوپیز از اتین )Abraham et 

al. 2012 .(از  یوپی ـعلاوه بر ات باقلا ي بافت مرده یکوتولگ
ــراکش نیکشــور آذربا ــجــان و م ــزارش شــده اســت  ی ز گ

)Grigoras et al. 2014.(   
FBNYV ع اسـت و تـا کنـون    یوس یزبانیدامنه م يدارا

به طور عمـده متعلـق بـه خـانواده      یاهیگونه گ 50ش از یب
Fabaceace ییروس شناسـا ی ـن وی ـا يهـا  زبانیبه عنوان م 

 يدارا FBNSVامـا  . )Timchenko et al. 2006(انـد   شـده 
روس توسـط  ی ـهر دو و. باشد یم يتر محدود یزبانیدامنه م
و   Aphis craccivoraمختلــف شــته از جملــه  يهــا گونــه

Acyrthosiphon pisum شـوند و   یا منتقل م ـیبه صورت پا
 .Aآنهـا   یع ـین ناقـل طب یمـوثرتر . ندارنـد  یکیانتقال مکـان 

craccivora اسـت  شـده  یمعرف ـ )Grigoras et al. 2009, 

Kumari et al. 2009, Ortiz et al. 2006.( 

ــوم  ــد  FBNSVژن ــه د 8از  FBNYVمانن  يا ان يقطع
 923اندازه هر قطعه از . ل شده استیتشک يحلقو يلا تک
ا بطـور   ان يهـر قطعـه د  . ر اسـت ی ـد متغی ـنوکلئوت 1020تا 

 20تـا   18بـا قطـر    یسـت وجه ـ یب يهـا  کرهیجداگانه در پ
ک چارچوب خوانش باز ی يشده و حاو ينانومتر بسته بند

 ـیرشته مثبت است که  يبر رو  ين را رمـز گـذار  یروتئک پ
 ین اصـل یپـروتئ  شـناخته شـده شـامل    يها نیپروتئ. کند یم

 master replication initiator protein, M( يهمانندسـاز 

Rep(ین پوششــی، پــروتئ )coat protein, CP(ن ی، پــروتئ
 ,cell-cycle link protein(ل کننـده چرخـه سـلول    یتعـد 

Clink(ین حرکت ـی، پروتئ )movement protein, MP(و ، 

 ,Nuclear shuttle protein( يا آمـد هسـته   و ن رفـت یپروتئ

NSP (ب توســط قطعــات یــهســتند کــه بــه ترتDNA-R ،
DNA-S ،DNA-C ،DNA-M  وDNA-N شـوند  یم ـان یب .
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ــامید يا ان يســه قطعــه د کــه  U4و  U1 ،U2 يهــا گــر بن
ــروتئ ــائ نیپ ــل نامشــخص ب  یه ــا عم ــب ــان ی ــد در  یم کنن
هر چارچوب  یقبل از توال. شده اند یشناسائها  روسینانوو

از بعـد   و TATAجعبـه   کیپروموتر با  یتوال کیخوانش 
 Aronson et(ون وجـود دارد  یلاسیآدن یپل گنالیس کیآن 

al. 2000, Gronenborn 2004, Katul et al. 1993, 
Timchenko et al. 2000, Vetten et al. 2012.(  

 Makkouk et(مکـاران  ن بار مـاکوك و ه یران اولیدر ا

al. 2002 (ن یع از حبوبـات چنـد  یوس يضمن نمونه بردار
 ـ یجـان شـرق  یاستان کشور شامل آذربا ، کرمانشـاه،  یو غرب

و عـدس را   یرانینخود ا یعیطب ین و کردستان آلودگیقزو
و همکـاران    نـژاد  يسپس علو. گزارش دادند FBNYVبه 

)Alavinejad et al. 2011 (روس را در مزارع ین ویوجود ا
 یابیا، عدس و نخود چند استان کشور ردیونجه، لوبیباقلا، 

 ین پوشش ـیاز ژن پـروتئ  ین تـرادف بخش ـ یینموده و با تع
)DNA-S (قابـل   یروس نشان دادند کـه تنـوع مولکـول   یو

 يهـا  هی ـن جدایروس در بین بخش از ژنوم ویدر ا یتوجه
 و همکـاران  يمنظـر . شـود  یم ـمشاهده ن FBNYV یرانیا

)Manzari et al. 2012 (یناش يمارین خسارت بییتع يبرا 
به کمک  يماریب يریدر باقلا اقدام به اندازه گ FBNYVاز 

ن مطالعـه  ی ـدر ا. زان وقوع پرداختندیشدت و م يها پارامتر
بـه  ) Madden et al. 2007( یینمـا لور و یت یتوان يها مدل

ان شـدت  یم يرابطهان یب يب برایبترت ها ن مدلیعنوان بهتر
ان عملکـرد محصـول بـا    ی ـرابطه مو  يماریزان وقوع بیو م

ج حاصــل از ین نتــایهمچنــ. شــنهاد شــدیپ يمــاریشــدت ب
در باقلا به کمک دو گونـه   FBNYVانتقال  ییکارا یبررس
نشان داده شد  یسبز نخودفرنگ ياه باقلا و شته یس يشته 

اما روس هستند ین کارا در انتقال ویکه هر دو گونه شته ناقل
سـبز نخـود    ياز شـته  شـتر یب یکم ـاه بـاقلا  یشته س ییکارا
  .)Manzari et al. 2012( بود یفرنگ

. ران گزارش نشـده اسـت  یاز ا FBNSVتا کنون وجود 
شده  يجمع آور يها نمونه یمولکول ین مطالعه بررسیدر ا

ا در اسـتان خوزسـتان   یاز مزارع باقلا در استان فارس و لوب
و نکروز منجر به  یبرگ، کوتولگ یگدیچی، پبا علائم زردي

و  DNA-R ،DNA-M ،DNA-U1ر چهـــار قطعـــه یـــتکث
DNA-U2  ازFBNSV  ن گونـه از جـنس   ی ـشد و وجـود ا

Nanovirus ــات اســتان ــزارع حبوب ــارس و  يهــا را در م ف
  . نمود یخوزستان قطع

   یبررس يها مواد و روش
 يبردار نمونه

حبوبات  از مزارع کشت 1393-1394 يها در طول سال
بازدید به عمل خوزستان فارس و  يها مناطق مختلف استان

 یبرگ، کوتـولگ  یدگیچی، پآمد و از گیاهان با علائم زردي
 ییانتها يها از برگ .نمونه برداري صورت گرفت و نکروز
گرم بافت برگ برداشت و پس  یلیم 200اه به مقدار یهر گ

شد تا  يرنگهدا -C70° يع در دمایاز فرو بردن در ازت ما
  .ردیمورد استفاده قرار گ يبعد يها شیدر آزما

 یقطعات ن ترادفییر و تعیتکثاه، یاز گاستخراج دي ان ا 
  روس مورد مطالعهیوژنوم از 

 CTAB )Gawel اه با اسـتفاده از روش یکل گ يا ان يد

and Jarret 1991( یپل ـ يره ای ـدر واکنش زنج استخراج و 
روس در ی ـو یابی ـبه منظـور رد  .شد بکار برده (PCR)مراز 
 يدو دسته آغازگر هر کدام حـاو از  علائم يدارا يها نمونه

دسـته اول شـامل جفـت    . چهار جفت آغازگر استفاده شـد 
زردي ویـروس  ژنوم یک جدایه مصـر  قطعات  يهاآغازگر

بود که تـرادف آنهـا از مقالـه    ) 1 جدول(ي باقلا  بافت مرده
Timchenko et al. (2006) ین توالییبعد از تع. بدست آمد
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 ویروس مورد مطالعهآغازگرهاي مورد استفاده در واکنش زنجیره اي پلیمراز براي تکثیر قطعات ژنوم . 1جدول 
Table 1. Oligonucleotide primers used in PCR for amplification of viral DNAs  

Sequence ( 5' to 3' ) Annealing 
Temperature (ºC) 

Nucleotide 
positiona Primers Primers 

(virus) 
ACGAAGCTTCGAGGAGTATGTTAATTACGG 60 798-828 DNA-RV 

First set 
(FBNYV) 

TCGAAGCTTCGTGGAAAGTCGAAGAGCACT 60 780-810 DNA-RC 
TCTACCTTAACAAGAACTCCATTCGAA 52 564-591 DNA-MV 
TTCTTGTTAAGGTAGAAGCAACTCTTCT 52 552-580 DNA-MC 
GCTTGAATTCGTTGAAGAGTCTTCTCC 60 637-664 DNA-U1V 
TCAACGAATTCAGACTTGTGTTCTTCA 60 625-652 DNA-U1C 
GAAGGCCTGCAGGACTTGTATGATTACGGT 55 647-677 DNA-U2V 

CAAGTCCTGCAGGCCTTCTGTATTTCTGAC 55 625-652 DNA-U2C 
     
TGGGTGTATGGCCCACAAGG 60 629-649 DNA-RV 

Second set 
(FBNSV) 

CCCAAATGATTCTTCTTCCATCTC 60 609-633 DNA-RC 
TTTGAAGCATCGCTTCCTGAG 52 569-590 DNA-MV 
TGGTGTTCTAGTTAGAGTTGAGGC 52 545-569 DNA-MC 
TGTTGGTTGATGAAGCCACTG 55 367-388 DNA-U1V 
CAACAAGTAATGGACTAACGGC 55 350-372 DNA-U1C 
CAAGGTTACCCAGTTACGCAC 55 488-509 DNA-U2V 

TTGGATATGATAGGACTCTTCTTCC 55 545-569 DNA-U2C 
V virion-sense strand primer 
C complementary-sense strand primer 
a Nucleotide position of Faba bean necrotic yellows virus (FBNYV) DNA-R, DNA-M, DNAU1 and DNA-U2 primers 
(Timchenko et al. 2006) as in the GenBank database under accession numbers, AJ132180, AJ132182, AJ132181 and 
AJ132184,  respectively, and of Faba bean necrotic stunt virus (FBNSV) DNA-R, DNA-M, DNAU1 and DNA-U2 
primers as in the GenBank database under accession numbers, KX086235, KX086238, KX086236 and KX086237, 
respectively. 

  
هـا، بـه   آغازگربا دستۀ اول  FBNSV یرانیه ایقطعات جدا
ۀ ی ـجدا يمحل آغازگرها يدهایصحت نوکلئوتد یمنظور تأئ

 ـیه ای ـقطعات جدا یدر توال FBNYVمصر  ، FBNSV یران
 جدول(ه ین جدایا یاختصاص يدستۀ دوم شامل آغازگرها

از هـر    يگـر ید يها در محل Fast PCRکه با نرم افزار ) 1
ن یـی ر و تعی ـه شده بود جهـت تکث یک از قطعات ژنوم تعبی

  . استفاده شد  FBNSV یرانیه ایترادف مجدد قطعات جدا
ــریکرولیم 25 يهــا در حجــم PCRواکــنش   شــامل يت

گــرم کرویم 400قالـب اســتخراج شـده از حــدود    يا ان يد
 /.4هر کدام به غلظت (ها  ، آغازگر)تریکرولیم 1( بافت برگ

ک به یهر  فسفات يد ترینوکلئوت ی، چهار داکس)کرومولاریم
م وی ـزید منیمولار از کلر یلیم 5/1کرومولار، یم 200 غلظت

(MgCL2) ،5/1 مراز  یم پلیواحد آنزTaq )ژن،  نایشرکت س
انجـام  ) 10X( یتـر از بـافر اختصاص ـ  یکرولیم 5/2و ) رانیا
 5بـه مـدت    یک مرحله ابتـدائ یشامل  PCR برنامه .رفتگ

و  يا ان يبه منظور واسرشت نمودن د C95° يقه در دمایدق
 30بـه مـدت    C95° يشـامل دمـا   يا چرخه 35ک برنامه ی
بـه   )1جـدول  (آغازگرهـا   بسته به نـوع  اتصال يدماه، یثان

پـس از  . قه بودیدق 1به مدت  C72° يه و دمایثان 45مدت 
ــه مــدت  یآخــر ــوط ب  C72°قــه در یدق 10ن چرخــه، مخل
ژل   ر شده با الکتروفـورز در یقطعات تکث. دیگرد ينگهدار
هر مـورد،  در . ندقرار گرفت یدرصد مورد بررس 2/1آگاروز 
بـا   يا ان يده شـد و د ی ـمـورد نظـر از ژل بر   يا ان يد قطعه

 ,Qiaquick gel extraction kit (QIAGENاسـتفاده از  

Germany) يبـرا . دیگرد يو همسانه ساز از ژل استخراج 
 Ins T/A clone PCR product cloning از يسـاز همسانه

kit (Fermentas) از شـده   استخراج يا ان يد و شد استفاده
بر اساس دستورالعمل شرکت سـازنده در داخـل ناقـل    ژل 
 3از هر قطعه  سپس. قرار داده شد pTZ57R/T يدیپلاسم
 جهــت تعیــین تــرادف نوکلئوتیــدي بــه شــرکت  همســانه
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Bioneer  ارسال گردید یکره جنوبکشور.  

  يدینوکلئوت يهاسه ترادفیز و مقایآنال

ــا  يریــقطعــات تکثهــاي بــه دســت آمــده از تــرادف ب
بـا برنامـه    NCBIموجود در پایگـاه اطلاعـاتی    يها ترادف

BLAST پس از تأیید صـحت آنهـا، هـم    شدند و مقایسه 

نوکلئوتیـدي و آمینواسـیدي بـا     يهـا  سازي تـرادف  ردیف
 DNAMAN )Lynnon Biosoftافزارهـاي   استفاده از نرم

1998, Version 9.02(،ClustalX  )Thompson et al. 

1997(، (DNASTAR) MegAlign  ،MEGA5  و 

Vector NTI Explorer 11ــد ــام ش ــد .انج ــن ترتیب ب ی
هـاي   با یکدیگر و با ترادف جدایـه  بدست آمده يها ترادف
مورد مقایسـه قـرار    GenBankموجود در  يها روسینانوو
، درصد شباهت آنهـا تعیـین و درخـت فیلـوژنتیکی     ندگرفت

-neighbor و روش MEGA5 مربوطــه توســط نــرم افــزار

joining علامـت   .رسم و مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت
ــاري و رس ــمار اختصـــ ) Accession number(شـــ

نوکلئوتیدي و آمینواسـیدي   يها هایی که در مقایسه ویروس
   .داده شده است نشان 2شدند در جدول مورد استفاده واقع 

  
 .مورد استفاده قرار گرفتنددراین مطالعه  فیلوژنتیکی ترادف ها و آنالیز که در مقایسهنانوویروس ها مشخصات . 2جدول 

Table 2. Characteristics of nanoviruses used in sequence comparisons and phylogenetic analyses in this study  
Genome 
component 

Virus Abbreviation Host Country Acc. number 

DNA - R 

Faba bean necrotic stunt virus 
[AZ;1] 

FBNSV-[AZ;1] Phaseolus 
vulgaris 

Azerbaijan KC978966.1 

Faba bean necrotic stunt virus 
[AZ;10] 

FBNSV-
[AZ;10] 

Lens culinaris Azerbaijan KC978974.1 

Faba bean necrotic stunt virus 
[ET:Hol] 

FBNSV-
[ET:Hol] 

Vicia faba Ethiopia:Holetta AJ749894 

Faba bean necrotic stunt virus 
[IR:Ka] 

FBNSV-
[IR:Ka] 

Vicia faba Iran KX086235 

Faba bean necrotic stunt virus 
[IR:Kh] 

FBNSV-
[IR:Kh] 

Phaseolus 
vulgaris 

Iran KX086239 

Faba bean necrotic stunt virus 
[MOR5] 

FBNSV-
[MOR5] 

Vicia faba Morocco GQ274033.1 

Faba bean necrotic yellows virus 
[AZ;12] 

FBNYV-
[AZ;12] 

Vicia faba Azerbaijan KC979000.1 

Faba bean necrotic yellows virus 
[EV1-93] 

FBNYV-[EV1-
93] 

Vicia faba Egypt AJ132180.1 

Faba bean yellow leaf virus 
[ETH-231] 

FBYLV-[ETH-
231] 

Vicia faba Ethiopia HE654123.1 

Milk vetch dwarf virus [BA] MDV-[BA]c Dolichos lablab Bangladesh LC010103.1 
Milk vetch dwarf virus [JP] MDV-[JP] Pisum sativum Japan AB027511.1 
Milk vetch dwarf virus [JP] MDV-[JP] Pisum sativum Japan NC_003648.1 
Subterranean clover stunt virus 
(SCSV7) 

SCSV7 Trifolium 
subterraneum 

Australia AJ290434.1 

Banana bunchy top virus [AU] BBTV-[AU] Musa cv. Cavendish Australia NC_003479.1 
 Faba bean necrotic stunt virus-

[AZ;10] 
FBNSV-
[AZ;10] 

Lens culinaris Azerbaijan KC978977 

DNA - M 

Faba bean necrotic stunt virus 
[AZ;12b]) 

FBNSV-
[AZ;12b] 

Lens culinaris Azerbaijan KC978985.1 

Faba bean necrotic stunt virus 
[ET:Hol] 

FBNSV-
[ET:Hol] 

Vicia faba Ethiopia:Holetta GU983869.1 
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  Table 2. Continued .  .  2جدول ادامه 
Genome 
component 

Virus Abbreviation Host Country Acc. number 

 Faba bean necrotic stunt virus 
[ET:Hol] 

FBNSV-
[ET:Hol] 

Vicia faba Ethiopia:Holetta AJ749896.2 

Faba bean necrotic stunt virus 
[IR:Ka] 

FBNSV-
[IR:Ka] 

Vicia faba Iran KX086238 

Faba bean necrotic yellows virus 
[AZ;12] 

FBNYV-
[AZ;12] 

Vicia faba Azerbaijan KC979003.1 

Faba bean necrotic yellows virus 
[EV193]  

FBNYV-[ EV1-
93] 

Vicia faba Egypt AJ132182 

Faba bean yellow leaf virus [ 
ETH-231] 

FBYLV-[ ETH-
231] 

Vicia faba Ethiopia HE654125 

Milk vetch dwarf virus [BA] MDV-[BA] Dolichos lablab Bangladesh LC010101.1 
Milk vetch dwarf virus [JP] MDV-[JP] Pisum sativum Japan AB000927 
Subterranean clover stunt virus 
(SCSV7) 

SCSV7 Trifolium 
subterraneum 

Australia U16730.1 

Banana bunchy top virus [AU] BBTV-[AU] Musa cv. Cavendish Australia NC_003474.1 
 Faba bean necrotic stunt virus [AJ] FBNSV-[AJ] Vicia faba Ethiopia:Holetta AJ749895 

DNA – U1 

Faba bean necrotic stunt virus 
[AZ;12b] 

FBNSV-
[AZ;12b] 

Lens culinaris Azerbaijan KC978987.1 

Faba bean necrotic stunt virus 
([AZ;15]) 

FBNSV-
[AZ;15] 

Vicia sativa Azerbaijan KC978997.1 

Faba bean necrotic stunt virus 
([ET:Hol] 

FBNSV-
[ET:Hol 

Vicia faba Ethiopia:Holetta GU983871.1 

Faba bean necrotic stunt virus 
[IR:Ka] 

FBNSV-
[IR:Ka] 

Vicia faba Iran KX086236 

Faba bean necrotic yellows virus 
[AZ;12] 

FBNYV-
[AZ;12] 

Vicia faba Azerbaijan KC979005.1 

Faba bean necrotic yellows virus 
[EV1-93] 

FBNYV-[EV1-
93] 

Vicia faba Egypt NC_003561.1 

Faba bean yellow leaf virus 
[ETH-231] 

FBYLV-[ETH-
231] 

Vicia faba Ethiopia HE654128.1 

Milk vetch dwarf virus [BA] MDV-[BA] Dolichos lablab Bangladesh LC010098.1 
Milk vetch dwarf virus [JP] MDV-[JP] Pisum sativum Japan AB000924 
Cardamom bushy dwarf virus[IN] CdBDV-[IN] Elettaria 

cardamomum 
India KF435145 

DNA – U2 

Faba bean necrotic stunt virus 
[AJ] 

FBNSV-[AJ] Vicia faba Ethiopia:Holetta AJ749898 

Faba bean necrotic stunt virus 
[AZ;1],  

FBNSV-
[AZ;1]) 

Phaseolus vulgaris Azerbaijan KC978972.1 

Faba bean necrotic stunt virus 
[AZ;12],  

FBNSV-
[AZ;15] 

Lens culinaris Azerbaijan KC978988.1 

Faba bean necrotic stunt virus 
[IR:Ka],  

FBNSV-
[IR:Ka] 

Vicia faba Iran KX086237 

Faba bean necrotic stunt virus 
[MOR],  

FBNSV-[MOR] Vicia faba Morocco GQ274037.1 

Faba bean necrotic yellows virus 
[AZ;12],  

FBNYV-
[AZ;12] 

Vicia faba Azerbaijan KC979006 

Faba bean necrotic yellows virus 
[EV1-93],  

FBNYV-[EV1-
93] 

Vicia faba Egypt NC_003564.1 

Faba bean yellow leaf virus 
[ETH-231] 

FBYLV-[ETH-
231] 

Vicia faba Egypt HE654129.1 

Milk vetch dwarf virus [JP] MDV-[JP] Pisum sativum Japan NC_003644.1 
Milk vetch dwarf virus [JP] MDV-[JP] Pisum sativum Japan AB000926.1 
Cardamom bushy dwarf virus[IN] CdBDV-[IN] Elettaria 

cardamomum 
India KF435146 
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و در لوبیا از یـک  ) A(علائم زردي، کوتولگی و پیچیدگی برگ در باقلا از یک مزرعه در منطقه قلعه سید از شهرستان کازرون در استان فارس  .1شکل 

  ).B(مزرعه در شهرستان ملاثانی از استان خوزستان 
Fig 1. Yellowing, dwarfing and leaf curl symptoms in Vicia faba from a field in Ghaleh Seyed region, Kazeroun, 
Fars Province (A) and in Phaseolus vulgaris from a field in Mollasani region, Khuzestan Province (B). 
 

  
  
  

ــرا در دنــدروگرام از  DNA-Mو  DNA-Rقطعــات  يهــا ب
ــوم  ــرا Banana bunchy top virus (BBTV)ژن  يو ب

ــات  ــوم  DNA-U2و  DNA-U1قطع  Cardamomاز ژن

bushy dwarf virus (CdBDV)    به عنوان عضـو خـارج از
  .گروه استفاده شد

  ج و بحث ینتا

ــیو تع ییشناســا ــا یژگــین وی ــو یمولکــول يه روس ی
  رانیباقلا در ا ي بافت مرده یکوتولگ

از مـزارع   1393-1394 يهـا  سال که در یهائبازدیددر 
ــات  کشــت ــاطق مختلــف حبوب ــتانمن ــارس و  اس ــاي ف ه

علائم زردي، کوتولگی و پیچیـدگی  به عمل آمد خوزستان 
هــاي فــارس و  در مــزارع بــاقلا و لوبیــاي اســتان هــا بــرگ

زردي در بـاقلا نسـبت بـه لوبیـا     . خوزستان مشـاهده شـد  
 صورت برداري نمونه یاهاناین گ از). 1شکل (شدیدتر بود 

 تشـخیص  جهـت  و اسـتخراج  گیـاه  کل اي دي ان. گرفت

 مـراز  پلـی  اي زنجیـره  واکنش در ها به نانوویروس آلودگی

 هـا  با استفاده از جفت آغازگرهـاي نـانوویروس   .بکار رفت
جفـت بـازي را تکثیـر     1000که هر کدام قطعه ي حـدود  

 DNA-R ،DNA-M ،DNA-U1کنند قطعات مربوط به  می
 DNA-Rاز یک نمونه باقلا و قطعه مربوط به  DNA-U2و 

از یک نمونه لوبیا به ترتیب از منطقه قلعه سـید شهرسـتان   
کــازرون در اســتان فــارس و شهرســتان ملاثــانی از اســتان 
خوزستان کـه علائـم زردي، کوتـولگی و پیچیـدگی بـرگ      

قطعـات  ). 2شـکل  (دادند تکثیر شـد   میرا نشان ) 1شکل (
 مقایسـه  با. همسانه سازي و تعیین ترادف گردیدندحاصل 

 در ژن بانـک  در موجـود  اطلاعـات  بـا  حاصـل  هاي ترادف

بـا   آنها بودن یکسان Blastو برنامه  NCBIاطلاعاتی  پایگاه
قطعــات مشــابه ویــروس کوتــولگی بافــت مــرده ي بــاقلا 

(FBNSV)  ن یبنـابرا . رسـید  اثبـات بهFBNSV توانـد   یم ـ
ا دریباقلا و لوب یو کوتولگ يزرد يماریک عامل بیبعنوان 
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 DNA-Rهـاي قطعـات  تکثیر شـده بـا جفـت آغازگر    (FBNSV)ي باقلا  ویروس کوتولگی بافت مرده PCRنقوشی الکتروفورزي محصول  .2شکل 

،DNA-M ،DNA-U1   وDNA-U2 . شده است نشان دادهشده نوع میزبان و منطقه نمونه برداري نام قطعه تکثیر شده، در بالاي هر راهک به ترتیب .
  .DNA ladder mix (Fermentas)=نشانگر

Fig 2. Electrophoresis pattern of PCR products amplified from FBNSV-infected plants from different regions as 
outlined at the top of each lane using primers for amplification of DNA-R, DNA-M, DNA-U1 or DNA-U2. 
Marker = DNA ladder mix (Fermentas). 

  
 .شده باشد ذکر مناطق

ر شـده نشـان داد کـه طـول     ی ـن ترادف قطعات تکثییتع
و  DNA-R ،DNA-M ،DNA-U1قطعـــات مربـــوط بـــه 

DNA-U2 1003ب ی ـاسـتان فـارس بـه ترت    يه باقلایجدا ،
مربوط  DNA-Rد و طول قطعه ینوکلئوت 981و  981، 983
. باشد یم دینوکلئوت 1003استان خوزستان،  يایه لوبیبه جدا

 International Committee on Taxonomy ofطبق اصول 

Viruses (ICTV) قطعات ژنـوم  يدینوکلئوت يها داده يبرا 
-FBNSV يها ب نامیبه ترت FBNSV یرانیا يه باقلایجدا

[IR:Ka:DNA-R]، FBNSV-[IR:Ka:DNA-M]، 
FBNSV-[IR:Ka:DNA-U1] و FBNSV-

[IR:Ka:DNAU2] ب تحـــت رسیـــانتخـــاب و بـــه ترت 
ــمارهاي  و  KX086235 ،KX086238 ،KX086236شــــ

KX086237   ن نـام  یهمچن ـ. در بانک ژن قـرار داده شـدند
FBNSV-[IR:Kh:DNA-R] ــرا ــوم  DNA-Rقطعــه  يب ژن

در  KX086239ران انتخـاب و بـه شـماره    یا يایه لوبیجدا
ک ی ـ ين قطعـات حـاو  ی ـهرکـدام از ا . بانک ژن ثبت شـد 

ر رمز شونده است که در یه غیک ناحیچارچوب خوانش و 
در . وجــود دارد) CR-SL(ســاقه -ک ســاختار حلقــهیــآن 

 9ف یــن ســاختار در تمــام قطعــات موتیــقســمت حلقــه ا
ه قـرار دارد ک ـ  TAGTATTACحفاظت شده  يدینوکلئوت

وارونـه کـه بخـش سـاقه را     يتکـرار  يهـا  در کنار ترادف

A
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 ي باقلا ایرانی ویروس کوتولگی بافت مردهجدایه اندازه و موقعیت نواحی ژنوم  .3جدول 
Table 3. Size and position of genomic regions of Iranian isolate of Faba bean necrotic stunt virus DNAs 

 
Potential 
protein 
function 

nt 
position  

of 
polyA 
signal 

nt 
position  

of 
TATA 

box 

nt 
position 
(start-

stop) of 
CR-SL 

Size of 
ORF 

(protein) 

nt 
position  
of ORF 

ORF 
(protein) 

Size of 
DNA 
(nts) 

DNA 
component 

aa nt 

Master 
replication 

initiator 
protein 

93-99 55-60 (985-
1003, 1-

12) 

861     
286 

101-961 M-Rep 1003 DNA-R 

Movement 
protein 

683-688 260-265 (964-
983, 1-

13) 

339     
112 

326-664 MP 983 DNA-M 

Unknown 778-784 255-263 (964-
981, 1-

11) 

435   
144 

348-782 Unknown 981 DNA-U1 

Unknown 717-721 260-265 (963-
981, 1-

12) 

366  121 328-693 Unknown 981 DNA-U2 

  
سـاقه  -ن ساختار حلقـه یا .دهند قرار گرفته استیل میتشک

 ,origin of replication) ياز مبـداء هماننـد سـاز    یبخش ـ

Ori) گـاه  یانـدازه و جا . دهـد  یل م ـیروس را تشـک یژنوم و
قطعـات  ر رمـز شـونده در   ی ـه غی ـچارچوب خوانش و ناح

 DNA-U2و  DNA-R ،DNA-M ،DNA-U1 یژنــــــوم
و سـایر خصوصـیات ایـن     FBNSVباقلاي ایرانـی  ه یجدا

در مقایسـه بـا   . نشان داده شـده اسـت   3قطعات در جدول 
 DNA-Rتوان گفت قطعات  ی، مFBNSV يها هیسایر جدا

شـروع   ین اصـل یب پـروتئ ی ـبه ترت هین جدایا DNA-M و
روس ی ـو ین حرکتیپروتئو ) M-Rep( يکننده همانند ساز

(MP) فرض شده است کـه  . کنند یم يرا رمزگذارDNA-

U1  وDNA-U2 کنند که نقش  یم يرمزگذار یهائ نیپروتئ
  .نشده است یآنها هنوز شناسائ

روس یــو یرانــیا يهــا جدایــه یکیت تاکســونومیــموقع
  باقلا يبافت مرده  یکوتولگ

 DNA-R، DNA-M، DNA-U1 یترادف قطعات ژنـوم 

از  FBNSV يهــا هیــبــا  قطعــات مشــابه جدا DNA-U2و 
موجـود در بانـک    يها روسیر نانوویگر و ساید يها کشور
شـروع   یسه نشان داد که ژن اصـل ین مقایا. سه شدیژن مقا

 ـیا يهـا  هی ـجدا يکننده هماننـد سـاز    يای ـبـاقلا و لوب  یران
FBNSV    ه عـدس  ی ـک جدای ـبیشترین میزان تشـابه را بـا
FBNSV جان با رس شـمار  یاز کشور آذرباKC978974.1 

 درصــد از لحــاظ تــرادف 9/98و  7/98زان یــم ب بــهیــبترت
 يدینواس ـیاز لحـاظ تـرادف آم   6/98و  99./و  يدینوکلئوت
ن ژن در سـطح  یران در ایا يایباقلا و لوب يها هیجدا. دارند
درصـد   7/99و  6/99ب یبه ترت يدینو اسیو ام يدینوکلئوت

ه  یــجدا ين همانندســازیپــروتئ. ه هســتندیگر شــبیکــدیبــا 
آمینواسـیدي بـا   از لحـاظ تـرادف    FBNSV  یرانیا يباقلا

بـه   FBNYVهاي مصر و آذربایجـان   پروتئین مشابه جدایه
،  FBYLVدرصد و با پـروتئین مشـابه    93./و  3/92ترتیب 

  ). 4و  3هاي  شکل(دهد  میدرصد همولوژي نشان  5/82
DNA-M ــ ــی  جدای ــاقلاي ایران ــاظ  FBNSVه ب از لح

ترادف نوکلئوتیدي و امینو اسـیدي بیشـترین میـزان تشـابه    
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 DNA-U2و  DNA-R ،DNA-M ،DNA-U1قطعـات  نوکلئوتیـدي  ) محـور عمـودي  (و واگرایـی  ) محور افقـی (درصد تشابه  . 3شکل 

  .قید شده است 2در جدول  رس شمارهامشخصات . هاي مورد استفاده در این مطالعه نانوویروس
Fig 3. Percent nucleotide sequence identity and diversity of genomic DNA-R, DNA-M, DNA-U1 and DNA-U2 of 
nanoviruses used in this study. See Table 2 for characteristics of each accession number. 

  
عـدس از   را با یـک جدایـه  ) درصد 5/97و  3/97بترتیب (

. نشــان داد KC978977جــان بــا رس شــمار یکشــور آذربا
ن ژن بـا  ی ـدر ا يدینواس ـیاز لحاظ تـرادف آم  یرانیه ایجدا
ــروتئ ــا نیپ ــ يه ــجدا یحرکت ــا هی جــان یمصــر و آذربا يه

FBNYV ن یدرصــد و بــا پــروتئ   5/72و  7/71ب یــبترت
ــان  FBYLV  ،2/79 یحرکتـــ ــباهت نشـ ــد شـ داد  درصـ

  ). 4و  3 يها شکل(
 ـیا يه باقلایجدا U2و  U1خوانش  يها چارچوب  یران

FBNSV      بیشــترین میــزان تشــابه را از لحــاظ تــرادف
ــنوکلئوت ــبترت( يدی و از لحــاظ ) درصــد 9/96و  4/97ب ی
ک ی ـبـا  ) درصد 2/94و  94./ ب یبترت( يدینو اسیترادف ام
ــجدا ــه ترتیه عــدس از کشــور آذربای ــجــان ب ــا رس ی ب ب

. نشـــان دادنـــد KC978988و  KC978987.1 يهاشـــمار
 يهـا  نیبـا پـروتئ   يدینواسیاز لحاظ ترادف آم U1ن یپروتئ

ب یبه ترت FBNYVجان یمصر و آذربا يها هیهمولوگ جدا
 FBYLV ،7/59ن همولـــوگ یو بـــا پـــروتئ 4/60و  7/59

 يهـا  نیبـا پـروتئ   U2ن یکه پـروتئ یه بود در حالیدرصد شب
ب یبه ترت FBNYVجان یمصر و آذربا يها هیهمولوگ جدا

ــروتئ  4/55و  5/54 ــا پ ــوگ یو ب  FBYLV  ،5/59ن همول
  .ه بودیدرصد شب

نشـان   ییحاصل از مطالعات تبارزا يها رسم دندروگرام
ــه  ــه  FBNSVداد ک ــا  یدر مقا FBNYVو  MDVب ــه ب س

SCSV باشد و  یمک تر ینزدSCSV ز رگروه مجـزا ا یک زی
ن شـباهت را بـا  یل داده و کمتـر یتشک ها روسیگر نانووید
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 DNA-U2و  DNA-R ،DNA-M ،DNA-U1 قطعـات  امینـو اسـیدي  ) محـور عمـودي  (و واگرایـی  ) محور افقی(درصد تشابه  .4شکل 

  .قید شده است 2در جدول  رس شمارهامشخصات . هاي مورد استفاده در این مطالعه نانوویروس
Fig 3. Percent amino acid sequence identity and diversity of genomic DNA-R, DNA-M, DNA-U1 and DNA-U2 of 
nanoviruses used in this study. See Table 2 for characteristics of each accession number. 

  
 يهـا  در دنـدروگرام . دهـد  یم ـخانواده نشان  يگر اعضاید

 یکین نزدیشتریب DNA-U2 ،FBNSV و  DNA-Rقطعات 
قطعات  يها که در دندروگرام یحال در دارد FBNYVرا با 

DNA-M  وDNA-U1 ،FBNSV ب بــه یــبــه ترتMDV  و
FBYLV ن ین شواهد نشان دهنده ایا. . باشد یم تر کینزد
ن یباشد و به هم ـ یمز یمتما FBNYVاز  FBNSVاست که 

ن یک اسـتر ی ـبه عنوان  ICTVست یروس در لین ویل ایدل
FBNYV يشـنهاد یپ يسـت اعضـا  یمحسوب نشده و در ل 
و  یگر، بررسیاز طرف د. د قرار گرفته استیجد يها گونه
 DNA-U1و  DNA-Mقطعات  يدیسه ترادف نوکلئوتیمقا

ن قطعـات  ی ـدهد کـه در ا  یمگر نشان ید يها روسیبا نانوو
 Grigoras(اسـت  شتر اتفاق افتاده یون بیو موتاس یبینوترک

et al. 2009 .(يها هین جدایهمچن FBNSV  ياز کشـورها 
ــجــان، اتیآذربا ــ، مــراکش و ایوپی ــران ی ک گــروه مجــزا ی
 يهـا  هی ـل داده و در تمام قطعات، جدایرا تشک FBNYVاز
  ).5 شکل(باشد  یمک تر یجان نزدیآذربا يها هیران به جدایا

ــانواده    ــوع در خ ــورد تن ــات در م  Nanoviridaeمطالع
 Burns(انجام شده است   Babuvirusشتر در مورد جنسیب

et al. 1994, Wanitchakorn et al. 2000 .( در جــنس
Nanovirus،  FBNSVنسـبت بـه    يشـتر یتنوع بFBNYV 

 ين همانندسازیپروتئ يبرا FBNSVن تنوع در یکمتر. دارد
آمد  و ن رفتیپروتئ ين تنوع برایرشتیو ب ین پوششیو پروتئ
 ,Abraham et al. 2012( گـزارش شـده اسـت    يا هسـته 

Grigoras et al. 2010, Grigoras et al. 2014.( یبررس ـ
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بـا سـایر    Faba bean necrotic stunt (FBNSV) هاي دندروگرام هاي حاصل از تطابق ترادف نوکلئوتیدي قطعات ژنوم جدایه .5شکل 

 100در میـان   bootstrapاعداد کنار شاخه ها درصد ارزش . neighbor-joining و روش MEGA5نانوویروس ها با استفاده از نرم افزار
و  DNA-U1بـراي قطعـات   و  Banana bunchy top virus (BBTV)از  DNA-Mو  DNA-Rبـراي قطعـات    .تکرار را نشان می دهد

DNA-U2  ازCardamom bushy dwarf virus (CdBDV) جدایـه هـاي ایرانـی    . اسـتفاده شـد   گـروه هاي خـارج از   بعنوان ویروس
FBNSV قید شده است 2در جدول  رس شمارهامشخصات  .در کادر مستطیلی مشخص شده اند.  

Figure 5. Phylogenetic tree obtained from the alignment of nucleotide sequences of Faba bean necrotic stunt 
virus (FBNSV) isolates and other nanoviruses using MEGA5 program and neighbor-joining method. Numbers 
on the branches indicate bootstrap percentage. In Phylogenetic analysis of DNA-R and DNA-M, Banana bunchy 
top virus (BBTV) and for those of DNA-U1 and DNA-U2, Cardamom bushy dwarf virus (CdBDV) were used as 
out-group members. Iranian isolates of FBYSV are boxed. See Table 2 for characteristics of each accession 
number. 

  
ن ی ـنشـان داد کـه ا   یوپی ـدر ات FBNSV يبرا یکیتنوع ژنت

 84تـا   FBNYV ،80خود بـا   ین پوششیروس در پروتئیو
کـه عمـل آنهـا     ییهـا  نیباشـد و در پـروتئ   یم ـه یدرصد شب

از  یک ـی. ه هسـتند یدرصـد شـب   75ناشناخته است کمتر از 
 هـا  روسینـانوو  يبرا ICTVک گونه از نظر یتفک يارهایمع

 درصد در کل ژنوم گزارش شده اسـت  75شباهت کمتر از 

(Vetten et al. 2012).   روس ی ـاگـر چـه دو وFBNYV  و
FBNSV   در قطعـاتDNA-U1  وDNA-U2  75کمتــر از 
ه یدرصد به هـم شـب   75هستند اما در کل ژنوم ه یدرصد شب

 ,Abraham et al. 2012, Grigoras et al. 2009(باشند  یم

Vetten et al. 2012(   ــم ــزارش نه ــذا در گ ، ICTV، ل
FBNSV اسـت   ممکـن  که مرتبط يها روسیو در فهرست
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در نظر گرفته شـوند   Nanovirus جنس دیعضو جد بعنوان
 د موردیجد ک گونهی بعنوان هنوز قرار گرفته است اگرچه

 "مسـلما . )Vetten et al. 2012(قـرار نگرفتـه اسـت     دییتا
از  يشـتر یب يهـا  هی ـن ترادف تمام قطعـات ژنـوم جدا  ییتع

FBNSV ت یروس وضـع ین ویا یرانیا يها هیاز جمله جدا
 .دینما یآن را روشن تر م یتاکسونوم

ار یبس ـ يولوژیدمی ـن در اپیروس و اسـتر ین ویتفاوت ب
، یزبـان ی، دامنـه م ییزایماریرا آنها از لحاظ بیباشد، ز یممهم 

و بـر همکـنش بـا     ییای ـت ناقل، پـراکنش جغراف یاختصاص
ک روش ی ـاز آنجـا کـه   . گر متفاوت هسـتند یکدیزبان با یم

اســتفاده از  یروســیو يهــا يمــاریکنتــرل ب يمطمــئن بــرا
باشد، داشتن اطلاعات در مـورد تنـوع    یممقاوم  يها تهیوار
زبـان  یک بـا م ی ـآنها و واکنش هر  يها نیو استرها  روسیو

پ ی ـانتخـاب ژنوت  يمختلف بـرا  ییایخود در مناطق جغراف
اصـلاح نباتـات لازم    يهـا  اه با صفت مقاومت در برنامهیگ

تنـوع   ین لزوم بررسیبنابرا .(Grigoras et al. 2014)است 
نکه کدام یآلوده کننده حبوبات و ا يها روسیدر مورد نانوو

 يباشـد ضـرور   یممناطق مختلف کشور غالب  روس دریو
  .رسد یبنظر م
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