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 چکیده
زاي غلات مربوط به خانواده  هاي خسارت از ويروس Wheat streak mosaic virus (WSMV)اي گندم  ويروس موزاييک رگه

Potyviridae  و جنسTritimovirus قيتحق نيا در .است ،NIa-Pro باشد،  ترين پروتئينازهاي اين ويروس مي يکي از مهم که
آذربايجان دار گندم از مزارع خراسان شمالي، خراسان جنوبي و  علائمي  نمونه 116. بدين منظور گرفت قرار مطالعه مورد

نمونه در مقابل آنتي  10تعداد  گرديدند والايزا آزمايش آزمون با ها نمونه ي کليه، آوري و به منظورشناسايي اوليهغربي جمع
مثبت در گلخانه روي گياه گندم تکثير و با آغازگر   نمونه 10اين واکنش مثبت نشان دادند.  WSMVبادي اختصاصي 

جفت باز تکثير گرديد.  732اي به طول  قطعه وشده سنجش  RT-PCRدر آزمون  NIa-Pro اختصاصي مربوط به توالي کامل
يي مربوط به آذربايجان غربي و خراسان شمالي، همسانه سازي و تعيين ترادف شد. ايجغراف نظر ازسپس دو جدايه متفاوت 

هاي  بانک، دو گروه تشکيل شد. جدايه هاي به دست آمده در اين تحقيق با ترادف هاي موجود در ژن ترادفي  در مقايسه
هاي اروپايي و جدايه ايراني که در تحقيقات پيشين  و مجزا از جدايه IBايراني مربوط به اين مطالعه در گروه يک، زير گروه 
-NIaژن  هاي برشي در قرار گرفتند. بررسي مکانبودند (، NC-001886تعيين توالي شده بود و نزديک به جدايه آمريکايي )

Pro  ،شده حفاظت هاي مکان در آمينه اسيد تعدادي جايگزينينشان داد که مناطق برش، در اين پروتئين حفاظت شده است 
مشهود  يرانيا يها هيجدادر  208با آلانين در جايگاه  گلوتامين و154در جايگاه  A/T ،121-124در محل  GKSHتوالي نظير

 باشد.  کد کننده مذکور ميي  اني در ناحيههاي اير بود. تحقيق حاضر اولين بررسي جدايه

 .اي پليمراز، تبارزايي الايزا، غلات، واکنش زنجيره کلیدی: هایواژه

 
 مقدمه

 را گندم و جو ندتوان مي مختلف گياهي ويروس 50 حدود     
تهرين آنهها ويهروس موزاييهک      مههم  آلوده کنند کهه يکهي از  

که موجه  خسهارت زيهادي     است  1(WSMVاي گندم ) رگه
گههردد. ايههن  در توليههد غههلات در بسههياري منههاطق دنيهها مههي 

شناسهايي گرديهد )مهک     1937سهال  ويروس اولين بهار در  
از ترکيهه وارد ايهران    1800ظهاهرا در دههه   و  (1937کينهي  

ا و مکزيهک  ( و سهپس بهه کانهاد   2009 و همکهاران  )بهاروس 

                                                 
1
Wheat streak mosaic virus 

ايهن  (. 2001و همکهاران   سهانزز -وارد شده است )سهانزز 
 RNAبها ژنهوم    Potyviridaeويروس از اعضهاي خهانواده   

 9383-9339اي و تههک بخشههي بههه انههدازه    تههک لا، رشههته 
ژنههوم يههک  (.1998نوکلئوتيههد اسههت )اسههتنجر و همکههاران  

-′5)بههههههههههزر   ORF کيهههههههههه يدارابخشههههههههههي، 

P1/HC/P3/6K1/CI/6K2/VPg/NIa-Pro/NIb/CP-3′) و 
قهرار   P3کهه در درون   PIPO هيه در ناح تر کوچک ORF کي

و چانه   باشهد )  يمه  ،گهردد  يم انيب لمستقبه طور گرفته و 
در جههنس  1998ايههن گونههه تهها سههال     (.2008همکههاران 

Rymovirus کامهل  يتهوال  بها تعيهين   وليشد،  طبقه بندي مي 
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در گروهههي مجههزا از    ييتبههارزا  يبررسهه  و يديههنوکلئوت
منتقههل  Tritimovirusو بههه جههنس  Rymovirusهههاي  گونههه
(. علائم ايهن ويهروس در   2002)رابنستين و همکاران  گرديد

انتهاي فصل به صورت زردي شهديد، کلهروز و شکسهتگي    
 بهار به نسبت زييپا در وکلروفيل، نکروز و مر  گياه است 

رکنهه و  ؛ و1994)مهاتيوس و همکهاران    دارد يشتريب شدت
در ايههران توسههلا فههولاد و   ايههن ويههروس( 2009همکههاران 
 (2001( گزارش و معصهومي و همکهاران )  1986همکاران )

ميههزان خسههارت آن را در اسههتان فههارس بههرآورد کردنههد.  
و  يکسههرولوژ يههها روش بههاهمزنههين ويههروس مههذکور  

رديابي شهده   يشمال خراساناز استان گلستان و  يمولکول
(. 1388، رضايي و همکاران 1388است )خديور و همکاران 

اي بهه پلهي    ويروس موزاييهک رگهه   د،ش اشارههمانطور که 
 P1 ،HCشود و با سه پروتئينهاز   پروتئيني بزر  ترجمه مي

گههردد  هههاي عملکههردي تبههديل مههي  بههه پههروتئين NIa-Proو 
تنهها   HC-proو P1 ( دو پروتئين 2002و همکاران استنجر )

يههک واکههنش پروتئههوليتيکي را در انتهههاي کربوکسههيلي پلههي 
 3Cبها پروتئينهاز    NIaدهنهد. پروتئينهاز    پروتئين انجهام مهي  
ها مشابه و سهاختاري شهبيه بهه پروتئينهاز      پيکورناويروس
در جايگهاه فعهال بهرش، داراي اسهيد      ولهي نوع سرين دارد 

 و همکهاران )ژيبهور   باشد آمينه سيستئين به جاي سرين مي
2003 .)NIa-Pro    هفههت تهها از ده پههروتئين خههانواده پههوتي

دههد و چههار    ويريده را در جهت سيس و ترانس برش مهي 
جايگاه برش، شامل هيستيدين، آسپاراتيک اسيد، سيسهتئين  

ههها حفاظههت شههده  و هيسههتيدين دارد کههه در تمههامي جههنس
 RNAبها   يژن هيناح نيا(. 2005و همکاران باشد )آدامز   مي
 ريه بهرهمکنش داده و در تکث  زيه ن RNAوابسهته بهه    مرازيپل

RNA .منجر برش، يها گاهيجا در رييتغ گونه هر نقش دارد 
( در 2005آدامهز  ) گهردد  يمه  يازينه پروتئ تيه فعال رييه تغ به

در  يرانههياي  هيههجدا کيهه ،روسيههو نيهها ييتبههارزا يبررسهه
مهورد   يپوشش نيپروتئ يبر مبنا ايدن يها هيبا جدا سهيمقا

 که  دادند بطوري ليچهار گروه تشک گرفتند که ي قراربررس
 ک،يههمکز يههها هيههجدا از مجههزا يگروههه در يرانههياي  هيههجدا
 )اسهتنجر و همکهاران   گرفهت  قهرار  کها يآمر و هيروس اروپا،

تهرادف   يو همکهاران بهه بررسه    يمعصوم ني(. همزن2002
 جهههينتپرداختنههد و  روسيههوژنههوم  3′ يانتههها يديههنوکلئوت
به ولي جد مشترک بوده  يدارا يرانيا يها هيجداکه گرفتند 

قهرار  تکامهل   ريدر دو مسه هها   جدايه ييايجغراف تفاوت ليدل
 نقههش يبررسهه. (1385و همکههاران  ي)معصههوم گرفتههه انههد

در تبهار   نيپهروتئ  يپله  و ين پوششه يپروتئ ،NIa-Proيتوال
 حفاظت يا هيناح NIa-Pro نشان داد که روسيو يتوپ  ييزا

و درختي کم و بيش مشابه با درخت رسم شهده   است شده
کنهد   ايجهاد مهي   هاي پلهي پهروتئين ويهروس    بر اساس توالي

 کامههل يتههوال نيههيتع نيهمزنهه(. 2010و همکههاران  تني)تههاتي
 اريبسه  Tritimovirus کيه  کهه جهو دو سهر    يابلقه  روسيو
داد کهه   نشانگندم است  يا رگه کييموزا روسيبه و کينزد
 ييتبهارزا  مناس  براي وبوده حفاظت شده  NIa-Pro هيناح

   .(2009 فرنچاست )استنجر و 
بنابر اهميت اين ناحيه ژني در تبارزايي و پردازش پلي 

 آن و همزنينبه بررسي بيشتر  حاضر قيتحق درپروتئين، 
هاي ايراني مربوط به دو  و تغييرات احتمالي آن در جدايه

 جغرافيايي متفاوت، پرداخته شد.ي  منطقه
 

 مواد و روش ها 

  ویروس ردیابی و برداری نمونهالف( 

از  1393-1394 ههاي  لسها  مهاه تا فروردين ماهاسفند از     
خراسان شمالي، خراسان جنهوبي و   هاي استانمزارع گندم 

هههاي  گنههدم از بوتهههي  نمونهه  116آذربايجهان غربههي تعههداد  
علائههم موزاييههک خطههي و کوتههولگي برداشههته شههد.    داراي

آزمهون  اي گنهدم بها    رديابي ابتدايي ويروس موزاييهک رگهه  
کلونهال   پلهي  بهادي و آنتي  1الايزاي ساندويزي سرولوژيکي
انجهام شهد )کهلارک و    آلمهان   DSMZ شهرکت تهيه شده از 

 (. شاهد مثبهت از شهرکت بيوربها تهيهه گرديهد.     1997آدامز 
ي که منف شاهد برابر جذب سهنوري  ي جذبدارا يها نمونه
 نمونهه  عنهوان  بهه  دستگاه الايزا خوان اندازه گيري شدند،با 

 .شدند گرفته نظر در مثبت
 

                                                 
1
Double  antibody sandwich-ELISA (DAS-ELISA) 
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  ای مطالعات گلخانه (ب
به  غلات ها از مزارع پس از جمع آوري و انتقال نمونه     

هايي که وجود ويروس در آنها با  از ميان نمونه ،آزمايشگاه
مربوط  هيجدا پنج ،يزا ثابت شده بوداستفاده از آزمون الا

مربوط به استان  هيو پنج جدا يغرب جانيبه استان آذربا
گندم مکانيکي بر روي  روشو به  انتخاب يخراسان جنوب

مولار و  01/0بافر فسفات  تکثير و با pH برابر با هفت، در  
ين گياهان در شرايلا . اشد مايه زنيسه برگي  ي مرحله
ساعت  12سانتيگراد و ي  درجه 20اي، در دماي  گلخانه

هر روز آبياري گرديد و با محلول هوگلند و  نورنگهداري
 يرو علائمبه منظور رشد بهتر محلول پاشي گرديد. 

.شد يبررس هفته دو از پس شده، يزن هيما گندم اهانيگ  
 
 واکنش از استفاده با ویروس های جدایه یابیرد ( ج

 نسخه برداری معکوس - مراز پلی ای زنجیره
در  مثبهت بهود   الايهزا  آزمهون  در ده جدايه از ويروس که    

 SV کيهت  بها اسهتفاده از  کهل   RNAگلخانه تکثير گرديدند، 

Total RNA Isolation System (Promega,USA)  و
براسههاس دسههتورالعمل شههرکت سههازنده، اسههتخرا  و در   

 WSMVبهها آغازگرهههاي اختصاصههي    RT-PCRآزمههون 
 NIa-Pro)طراحي شده در ايهن تحقيهق( مربهوط بهه ناحيهه      

 5/2مکمهل،   DNAسهاخت   برايمورد بررسي قرار گرفت. 
-WS معکهوس ميکروليتر آغازگر  5/2کل،  RNA ميکروليتر

R1(10μM)  که با نرم افهزار(Invitrogene, USA) Vector 

NTI11     و  طراحي گرديد و تهوالي آن در ادامهه آمهده اسهت
ها اضافه و پهس   به لوله آب ديونيزه استريلميکروليتر  5/8
، بلافاصله بر روي يخ قهرار داده  C°95 دقيقه در دماي 1از 

، دو RT (5x) شههد. سههپس مقههدار چهههار ميکروليتههر بههافر   
/. ميکروليتهر آنهزيم   dNTPs (10μM) ،5ميکروليتر مخلهوط  

 ,M-MuLV (µLنسههههههخه بههههههرداري معکههههههوس  

Fermentase/200U ،)ميکروليتههههر نههههيمinhibitor RNase 
(µL/40Uبه لوله )   دقيقهه در دمهاي    45ها اضافه و به مهدت

ºC42    قرار داده شد. توقف واکنش با قرار دادن مخلهوط بهه
انجهام گرفهت. بعهد از تهيهه      ºC72دقيقه در دمهاي   15مدت 

cDNA      در ايهن   .واکنش زنجيهره اي پلهي مهراز انجهام شهد
-WS-F1:5′) ميمسههههههتق آغههههههازگر ازواکههههههنش 

GAGAACAAATCAACCTTTGAA-3′ )  و پهههس سهههو
(WS-R1: 5′-CCACAATATTTTGTCATCTG-3′ )

که بها    NIa-Pro کنندهرمز  ژن نوکلئوتيدي فدترا بر مبتني
طراحي شهده   Vector NTI11(Invitrogen, USA)نرم افزار
ميکروليتهري   25در حجهم   PCRآزمهون   .شهد استفاده بود، 
نهانو گهرم بهر    200بهه غلظهت    cDNAميکروليتهر   يک شامل

انهدازه گيهري    Thermo 2000ميکروليتر )با نانودراپ مهدل  
 10از آغازگرهها بهه غلظهت     هريهک  از ميکروليتهر  يهک  ،شد(

ميلهي مهولارMgCl2 (10   ،)ميکروليتر از بهافر   2/1، پيکومول
ميکروليتههر از مخلههوط نوکلئوتيههد تههري فسههفات ههها      5/0
(dNTPs )(10)وليتههههر آنههههزيم ميکر 0/ 5، ميلههههي مههههولار

(Fermentas, Lithuania) Taq DNA Polymerase  بههه
 و PCRميکروليتر بافر  5/2واحد در ميکروليتر،  پنجغلظت 

گرفهت. در برنامهه    انجام استريل مقطر آب ميکروليتر 3/17
دمايي واکنش زنجيره اي پليمراز ابتدا يک مرحله واسرشت 

سهانتيگراد،   ي درجهه  94سازي اوليه به مدت سه دقيقهه در  
ثانيه در دماي  60چرخه شامل مرحله واسرشت سازي  30
 60ثانيههه در دمههاي   60سههانتيگراد، اتصههال   ي درجههه 94

ي  درجههه 72ثانيههه در  60سههانتيگراد و گسههترش ي  درجههه
 72دقيقههه در دمههاي  10سههانتيگراد و در انتههها بههراي مههدت 

 PCRمحصولات در نهايت سانتيگراد انجام گرفت.  ي درجه
 ،صهد  در  يهک  آگهاروز  ژل درجفهت بهاز،    732طهول   بهه 

 شد. الکتروفورز
 
 ژن تعیین توالی سازی و همسانه د(

 PCRمحصول  ،NIa-Pro ناحيهسازي براي همسانه     
دو جدايه از استان خراسان شمالي و آذربايجان غربي، بهر  

 الکتروفههههورز گرديدنههههد.درصههههد  5/1روي ژل آگههههارز 
و بها   شهدند مهوردنظر، از روي ژل بريهده    PCRمحصولات 

 Clean-up SystemWizard® SV Gel  andاستفاده از کيت

PCR  .بهه منظهور قهرار دادن قطعهه     خالص سازي گرديدند
DNA  از کيههتحامههلدرون ، pGEM-T Easy Vector 
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(Promega, USA)  و بههاکتريEscherchia. coli  سههويه
MC601  ايرانههي، دو  ي اسههتفاده گرديههد. بههراي هههر جدايههه
نوترکي  انتخاب و پلاسميد آن جهت تعيهين تهوالي   ي  پرگنه

به شرکت ماکروژن کره ارسال شد. توالي بدسهت آمهده در   
سههههپس انتخههههاب و  AH11و  AH10مههههورد دو جدايههههه 

هاي جانبي مربوط به قسمتي از ناقل، بها اسهتفاده از    ترادف
)لههو و   Vector NTI 11 (Invitrogen USA,)نهرم افههزار 

ههاي ويهرايش شهده بهه      تهرادف  و ( حذف2004 ي يامامور
به منظهور  آماده شد.  Textو  Fastaهاي با فرمت  شکل فايل

ويروس و همزنين بررسي هاي اين  جدايهتاييد کامل وجود 
 ،هههاي دنيهها جدايههه مقايسههه بههادر  آنههها تبههارزاييجايگههاه 
 در پايگهاه  BLASTهاي حاصل با اسهتفاده از ابهزار    توالي

(http://www.ncbi.nlm.nih )NCBI   .مشههابهت يههابي شههد
جفهت   732پس از به دست آوردن ميزان همولهوژي، قطعهه   

 NTIکامل، توسلا نرم افهزار   NIa-Proبازي مربوط به ژن 

Vector 11    ي همرديف سازي و به منظور بررسهي رابطهه
هاي مورد مطالعه، درخت مربوط بهه آن بها    تبارزايي جدايه

 MEGA 6توسلا نهرم افهزار   Maximum likelihoodروش 
ي  سهپس مجموعهه  ( ترسهيم شهد.   2013 و همکاران )تامورا
ولهوژي  ممقايسهه درصهد ه  هاي هم رديف شهده بهراي   داده

 MegAlignي توسههلا برنامههه ا نهههيآم دياسههنوکلئوتيههدي و 
  مورد استفاده قرار گرفت.( 1996)کلولي و آرنولد 

 
 نتایج 

 الایزاالف( ردیابی ویروس با روش 
دار گنهدم از مهزارع    علائهم  ي نمونهه  116در مجموع       

نمونهه( و   24نمونه(، خراسان جنوبي ) 50خراسان شمالي )
( جمع آوري گرديهد. شناسهايي   نمونه 42آذربايجان غربي )

 10ها با آزمون الايهزا صهورت گرفهت. تعهداد      نمونهي  اوليه
نمونهه   پهنج نمونه مربوط به خراسان شهمالي و   پنجنمونه )

مربههوط بههه آذربايجههان غربههي( در مقابههل آنتههي بههادي      
آلهودگي در  واکنش مثبت نشان دادند.  WSMVاختصاصي 

و  در استان آذربايجان غربيهاي گندم مورد بررسي  نمونه
درصد برآورد گرديد و  10و  12خراسان شمالي به ترتي  

هاي مربوط بهه اسهتان    ويروس مذکور در هيچ يک از نمونه
 (.  1جنوبي، رديابي نشد )جدول خراسان 

 
 ای مطالعات گلخانهب( 
زني شده بر  جدايه مايه 10علائم ايجاد شده توسلا      

روي گندم در شرايلا گلخانه به صورت موزاييک شديد، 
 (.1خطي شدن سطح بر  و کلروز مشاهده گرديد )شکل
هاي  هيچ تفاوت مشخصي بين علائم مربوط به جدايه

 نگرديد.مختلف مشاهده 
 

ج( واکنش زنجیره ای پلیمراز، همسانه سازی و 
 ای گندم موزاییک رگهتعیین ترادف جدایه های ویروس 

در  اي گندم موزاييک رگهبه منظور شناسايي ويروس      
مثبت در الايزا، از يک جفت آغازگر  ي ده نمونه
اي به طول  استفاده و قطعه WS-F1/WS-R1اختصاصي

منظور  به .جفت باز در تمامي آنها تکثير گرديد 732
اي  دو جدايه از ويروس موزاييک رگه يي،مطالعات تبارزا
 AH11( و KX398590)رس شمار AH10 گندم به نام هاي 

هاي آذربايجان  ( از مزارع استانKX398591 )رس شمار
از گندم جمع خراسان شمالي )شيروان( )اروميه( و  غربي

آوري و تعيين توالي شد. دليل انتخاب اين دو جدايه، تفاوت 
جغرافيايي و بررسي ارتباط آن با تبارزايي  ي در منطقه

ويروس بود اگر چه علائم هر دو جدايه در گلخانه يکسان 
جفت باز به دست آمد که  850بود. در ابتدا توالي به طول 

نوکلئوتيد  732هاي مربوط به پلاسميد،  اليپس از حذف تو
 باقي ماند.  NIa-Proمربوط به 

 
 د( آنالیزهای تبارزایی

نشان از  Blastجستجوي صورت گرفته در پايگاه      
آلودگي هر دو جدايه تعيين توالي شده در اين تحقيق به 

اي گندم داشت. در درخت تبارزايي  ويروس موزاييک رگه
ايراني  ي دو جدايه NIa-Proژن  ترسيم شده بر اساس
هاي دنيا،  اي گندم در مقايسه با جدايه ويروس موزاييک رگه

گروه است.  ريشامل دو ز  کدو گروه تشکيل شد. گروه ي
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 ريز در و هيو ترک کاياز آمر ييها هيجدا، A1 رگروهيزدر 
مطالعه شده  (AH10-AH11) يرانيا يها هيجداB1گروه 
گروه  ريدو ز شامل زين دوگروه  گرفت.قرار  قيتحق نيدر ا
 ريز درو رانياز ا هيجدايک  ،2Aگروه  ريزدر . باشد مي

مربوط به چک، آلمان و  يياروپا هيجدا، سه 2Bگروه 
 .(2)شکل قرار گرفت  يشاتر

 
 بحث

نمونهه گنهدم    92بر اساس نتايج آزمون الايزا، از تعهداد       
جمع آوري شده از دو استان خراسان شمالي و آذربايجان 

آوري شههده از جمههعنمونههه  50نمونههه از مجمههوع  5غربههي،
نمونه جمهع   42نمونه ازمجموع  5استان خراسان شمالي و 

 WSMVآوري شده از استان آذربايجان غربهي آلهوده بهه    
ليهرغم اهميهت گنهدم در اسهتان خراسهان جنهوبي،       . عبودند

WSMV  اين استان با روش ههاي  مربوط به در نمونه هاي
و مولکولي رديابي نگرديد. دليهل آن مهي توانهد     کسرولوژي

ويروس و يا عدم مسهاعد بهودن    ،مقاومت ارقام به کنه ناقل
شرايلا آب و هوايي براي ناقل يا ويروس باشهد )خهديور و   

اگر چه روش هاي سهرولوژيکي نظيهر   (. 1388نژاد  لهنصرا
-الايزا، رايج ترين روش رديابي و شناسايي ويروس ها مي

در رديابي سرولوژيکي ويروس امکان خطا اما گاهي باشد، 
بههه دلايلههي نظيههر اتصههال غيههر اختصاصههي و يهها واکههنش   
سرولوژيک تقاطعي وجود دارد. به منظهور اجتنهاب از ايهن    

اسهتفاده  به دليل حساسيت بهالاتر   RT-PCRروش  ،اشکال
تعيين توالي نواحي تکثيهر   (.2010يس و همکاران اگرديد )پر
 ،، علاوه بر تاييد قطعي آلودگي ويهروس RT-PCRشده در 
1بهها پوشههش پروتئينههي،    همههراه

CI 2و NIb  در تبههارزايي
رود )تاتينايي و  هاي خانواده پتي ويريده به کار مي ويروس

(. در مطالعههههات اسههههتنجر و همکههههاران 2010همکههههاران 
( کهههه بهههه 2002( و رابناسهههتن و همکهههاران )2009و2002)

بر اساس ژن پروتئين  WSMVهاي  بررسي تبارزايي جدايه
 گهروه  چههار هاي دنيا، تشکيل  ، جدايهشده پوششي پرداخته

                                                 
1
Cylindrical Inclusion 

2
Nuclear inclusion b 

مربوط به سهه جدايهه از مکزيهک، گهروه      يکدهند. گروه  مي
اي از ايران و گهروه   جدايه سههاي اروپايي، گروه  جدايه دو

ههاي آمريکها و ترکيهه اسهت. نتهايج حاصهل از        جدايه چهار
در ايهن تحقيهق، بسهيار     NIa-Proتبارزايي بر مبناي ناحيهه  

نزديهک بهها نتههايج حاصههل از تبهارزايي بههر مبنههاي پههروتئين   
پوششي بود و اين مطل  نشان دهنده اين اسهت کهه تکامهل    

و گيرد )نيشهيگاوا   اين دو ژن به موازات يکديگر صورت مي
 نيه شهده در ا  يبررسه  يرانه يا يهها  هيجدا(. 2008همکاران 

-NIa يمبنها  بر (EU914918ر )شه سعادت هيجدا و قيتحق

Pro شههباهت و نههدمجههزا قههرار گرفت ييتبههارزادو گههروه  در 
ي مهورد  رانه يا يهها  هيه جدا .داشهتند  يدرصد 91يدينوکلئوت

 هيههشههباهت را بهها جدا  نيشههتريب مطالعههه در ايههن تحقيههق 
 نشان دادند و درصد 94 زانيبه م (NC-001886) ييکايآمر
 کيه لتيگهروه مونوف  کيه  ليتشهک قهرار گرفتنهد و   1 گروهدر 
 در مطالعهه  مورد يرانيا يها هيجدا نيبنابرا ،(2)شکل  دادند
 هيه بها جدا  سهه يمقا در يمتفهاوت  يتکهامل  ريمسه  ق،يه تحق نيا

گهروه قهرار    کيه اروپها در   يهها  هيه بها جدا  کهسعادت شهر 
 ي،ژنه  هيناح نيا در يرانيا يها هيجدا احتمالا و دارندگرفته، 
 در(. 2009 اسههتنجر و فههرنچ ) باشههند يمهه کيههلتيف يپلهه

شد  مشخص زين ،(1385) همکاران و يمعصوم يها يبررس
در  يکه ي يتکهامل  ريدو خهلا سه   يدارا يرانه يا يها هيجداکه 

 رانيهها يو جنهوب  يدر فهلات مرکهز   يگهر يشهمال غهرب و د  
 منطقهه  در يمشهترک  جهد  از هها  هيه جدا يتمهام  اما ،باشند مي
 ييايه جغراف ييجدا ليدل به و اند گرفته منشا زيحاصلخ هلال
 زيه ن قيه تحق نيه ا جيکه نتا اند شده واگرا تکامل ريمس دو در
متمايز  زين NIa-Pro هيناح کهيبه طور ،مطل  است نيا ديمو

( 2)شهکل  ييايه ها بر اساس تفاوت مکهان جغراف  هيجدا کنندۀ
 ياز منههاطق شههمال AH11و  AH10 کهههياسههت بطور بههوده

 EU914918( و يغربه  جانيو آذربا ي)خراسان شمال رانيا
در دو گروه مجزا واقع شهده   رانياز مناطق مرکز و جنوب ا

 شهباهت  نيکمتهر  قيه تحق نيا در شده يبررس هيجدا دو. اند
 نشهان  درصد 88زانيم به (HG810954ي )آلمان هيجدا با را
در حهال حاضهر بهه عنهوان      NIa-Proپهروتئين  (. 3شکل)داد

مي باشد طبقهه   3Cپروتئاز سيستئين که مرتبلا به پروتئاز 
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( که سب  برش بهين  2003و همکاران شود )ژيبور  بندي مي
6K1/CI ،CI/6K2 6وK2/VPg  شده و خودش نيز از ناحيه
NIb-CP خورد. چههار جايگهاه فعهال بهه صهورت       برش مي

هيستيدين، آسپارا ژيهن، سيسهتئين و هيسهتيدين بها تهوالي      
Gly-X-Cyc-Gly  در پروتئينNIa-Pro  ههاي ايرانهي    جدايهه

ههاي دنيها نيهز     ( کهه در سهاير جدايهه   3شود )شکل  ديده مي
وادۀ پههوتي وجههود دارد و ظههاهرا در تمههامي اعضههاي خههان 

بههه عنههوان نههواحي برشههي ايههن ويههروس شههناخته    ويريههده
(. البته جهايگزيني تعهدادي   2005شود )آدامز و همکاران  مي

 GKSHهاي حفاظت شهده مهثلا تهوالي     اسيد آمينه در مکان

هاي ايراني  جدايه 154در جايگاه  A/Tيا  120-124در محل 
بها  . همزنهين جهايگزيني گلوتهامين    (2شود )جهدول  ديده مي

کهه يهک مکهان بهرش داخلهي بهراي        208آلانين در جايگهاه  
است )ادامهز و همکهاران    NIb/CPجداسازي اين پروتئين از 

-NIaشود که بيانگر اين است کهه اگهر چهه     ( ديده مي2005

Pro کند، اما هر گونه جهايگزيني   بسيار اختصاصي عمل مي
هاي برشي آن ممکن است منجهر   ها در مکان در آسيد آمينه

تغييههر سههاختار ثانويههه و کههاهش ميههزان بههرش گههردد   بههه 
(. تحقيق حاضر اولهين بررسهي   2002 و همکاران )کاپوست

 در جدايه هاي ايراني است. NIa-Proمولکولي ژن 
 

 .الایزابررسی شده با آزمون  گندم یها در نمونهمناطق نمونه برداری، تعداد نمونه و درصد آلودگی  -1 جدول 

ها نمونه در یآلودگ درصد نمونه آلوده  تعداد  یبردار نمونه استان تعداد نمونه   

فاروج(-ی)شیروانشمال خراسان 50 5 10   

ارومیه(-ی )پیرانشهرغرب جانیآذربا 42 5 12  

خوسف(-ی)سربیشهجنوب خراسان 24 0 0  

6/8  116/10 کل تعداد 116   

    

 
 .در گلخانهگندم  یا رگه ییکموزا یروسو اب مایه زنی شده آلوده یها ها، نمونه نمونه یرنمونه اول از سمت چپ نمونه سالم و سا -1 شکل
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گندم و  یا رگه یکموزائ یروسو یرانیجدایه های ااز  NIa-Proژن  یدیدرخت فیلوژنتیک رسم شده بر اساس ترادف نوکلئوت - 2شکل

مرغ به شماره  یجنوب یکموزائ ویروس Maximum likelihoodو روش  MEGA6افزار نرم از استفادهبانک با  های موجود در ژن جدایه

همراه با یک جدایه مربوط به  IA  جدایه های آمریکا با رنگ قرمز در گروهشده است.  قرار دادهبه عنوان برون گروه  KC113504 یدسترس

ایرانی  یها یهجداقرار گرفتند.  IIBو جدایه های اروپا با رنگ سبز در گروه  IIAو  IBترکیه، جدایه های ایرانی با رنگ آبی در گروه های 

 . ترادف شده این تحقیق بصورت پر رنگ نشان داده شده است یینتع

  USA- Sidney -AF057533 

 USA-HK327032 

 USA-NC_001886 

 USA- ID99-AF511619 

 Turkey - Turkey1-AF454455 

 USA- H95s- AF511614 

 USA-HK327034 

 USA- H98-AF511615 

 USA- Type -AF285169 

 USA- MON96-AF511630 

 USA- WA99-AF511643 

 USA- WA94-FJ348358 

 Iran- AH10-KX398590 

 Iran- AH11-KX398591 

 Iran- Saadat Shahr -EU914918 

 Austria-Austria-LN624217 
  Czech Republic- CZ -AF454454 

 Germany- Hoym -HG810954 

 BgSMV(KC113504) 

100 
100 

82 

82 

98 

94 
81 

100 

88 

A 

B 

A 

B 

I 

II 



 حسینی و سالاری                                                                                                                                                         158

 
 AH10 (KX398590) یها جدایه NIa-Pro ژن( نیی)جدول پا یا نهیآم دیدرصد همولوژی نوکلئوتیدی )جدول بالا( و اس مقایسه -3شکل

 ترسیم شده است. MegAlign برنامهبا  Clustal Wکه به روش  بانک ژنهای  جدایه با AH11  (KX398591)و

 

بانک  های ژن های ایرانی مربوط به این مطالعه در مقایسه با جدایه جدایه های )پیش بینی شدۀ( تغییرات صورت گرفته در اسید آمینه -2جدول 

 به دست آمده است(. Mega6.1)نتایج این جدول با نرم افزار 
 253 208 154 140 121-124 اسید آمینه جایگاه    

 
 نام جدایه

 AETT I A G R جدایه های دنیا
AH10 GKSH I T A G 
AH11 GKAI T T A R 

 منابع

 استان در گندم اي رگه موزاييک يروسو ييشناسا . 1388م.  يزسبک خ و رستگار ب يم، جعفرپور ب، فلاحت رضايي
 اولين و شناسي ويروس سراسري کنگره پنجمين. مولکولي و سرولوژيکي هاي روش از استفاده با شمالي خراسان
 تهران. ايران، رازي سازي سرم و واکسن موسسه ايران، واکسن کنگره

 يها يهژنوم جدا 3 يهناح يديترادف نوکلئوت يز. آنال1385ک.  يزدپناها و ع يفرم، زارع آ، افشار ياساييم،  معصومي
 .255تا  253هاي صفحه. 42جلد 0ياهيگ يها يماري. مجله بيرانگندم در ا يرگه ا ييکموزا يروسو

گندم در مزارع غلات استان گلستان.  اي رگه موزاييک يروسو يو مولکول يکيسرولوژ رديابي. س...نژاد نصرا و ر خديور
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Abstract 

Wheat streak mosaic virus, a member of the genus Tritimovirus in the family Potyiviridae, is a destructive 

pathogen of cereals. In this research, NIa-Pro as one of the most important proteinase of WSMV was 

analyzed. For this purpose, 116 wheat symptomatic samples were collected from North Khorasan, 

South Khorasan and West Azarbayjan provinces and tested by ELISA. Ten ELISA positive samples  

were propagated by mechanical inoculation on wheat and were tested by RT-PCR using specific 

primers that were amplified a 732 bp fragment of full length NIa-Pro coding region in all of the 10 

samples. Then, two isolates from Iran, according to their geographical properties, were selected, cloned 

and sequenced. In the phylogenetic analysis, two distinct groups were separated. The isolates from iran 

were placed in Group I and subgroup IB close to isolate from America (NC-001886). Iranian isolates 

formed a sub group separate from previously reported isolates from Iran (Saadat shahr) and Europe. 

Analysis of cleavage sites in NIa-Pro of the isolates from iran,  showed that all of them were conserved 

in comparison to the isolates previously recorded in GenBank but some substitutions were observed at 

NIa-Pro motifs. AETT residues at position 121-124 were replaced by GKSH, alanine residue was 

replaced by Threonin at position 154 and Glutamin alanine at position 208. This research is the first 

analysis of NIa- pro in isolates of WSMV from Iran. 
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