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 چکیده
 یزراع هایسال در یبردار نمونه زنجان، استان هایتاکستان از نپوویروس جنس به متعلق مهم هایویروس وضعیت بررسی منظوربه

 نشانه یادار یاهیگ ۀنمون 168 درمجموع و انجام یروسیو یها یماریب به مشکوک هاینشانه یدارا اهانیگ از یانتخاب صورت به 95-94

 شده یبردار نمونه مناطق و هانشانه اساس بر نمونه 57 آوندی و یبرگ هایبافت از کل ای.ان.آر استخراج شد. یآور گرد نشانه بدون و

 ژنگان از یبخش )افزونش( ریتکث برای یاختصاص یآغازگرها توسط آرسیپی آزمون سپس، و شد  ساخته هاآن cDNA و گرفت انجام

 برگ ،(Grapevine deformation virus, GDeV) انگور یبدشکل ،(Arabis mosaic virus, ArMV) سیآراب کییموزا های نپوویروس (ژنوم)

 گرفت. انجام (Tomato ring spot virus, ToRSV) فرنگیگوجه حلقوی ۀلک و (Grapevine fanleaf virus, GFLV) انگور یبادبزن

 از ترتیب به ToRSV و ArMV، GDeV، GFLV های روسیو از انتظار مورد هایهقطع ریتکث گویای پلمیراز ایزنجیره واکنش جینتا

 دیگر با تکثیرشده هایهقطع نوکئوتیدی ترادف یساز فیهمرد ی،توال نییتع از پس بود. هانمونه درصد 14 و 5/10 ،7/15 ،7/15

 هایهرابط یبررس .شد انجام Neighbor-Joining روش با ،MEGA6 ۀبرنام توسط تبارزائی تحلیل و ژن بانک در موجود هاییتوال

 ندا گروههم مختلف یکشورها از هاییهیجدا با قیتحق نیا در شدهیابیرد هایهیجدا ،داد نشان نوکلئوتیدی هاییتوال اساس بر تبارزائی

 اساس بر جامع تحقیق ینتنخس این .دهد یم نشان را ها هیجدا دیگر و شده یابیرد یها هیجدا نیب ییایجغراف ارتباط موارد بیشتر در که

 .است منطقه این از انگور بدشکلی ویروس گزارش نخستین و زنجان استان در انگور مهم هاینپوویروس از مولکولی هایداده

 

 .آرابیس موزاییک ویروس ی،فرنگ گوجه حلقوی لکه ویروس مو، بادبزنی برگ ویروس مو، بدشکلی ویروس آر،سیپیآرتی :کلیدی هایهواژ
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ABSTRACT 
To determine incidence of nepoviruses in vineyards of zanjan province, 168 symptomatic and non-symptomatic samples 
were collected during season growing 2014-2015. Total RNA was extracted from the 57 leaves and green shoots of selected 
samples and then cDNAs were synthesized. Genomic segment of Arabis mosaic virus (ArMV), Grapevine deformation 
virus (GDeV), Grapevine fan leaf virus (GFLV) and Tomato ring spot virus (ToRSV) was amplified by polymerase chain 
reaction (PCR) using specific primers. The result revealed that the expected bands were amplified at 15.7, 15.7, 10.5 and 
14% of different samples belong to ArMV, GDeV, GFLV and ToRSV, respectively. Following sequencing and multiple 
alignment of nucleotide sequence of amplified fragments with isolates that retrieved from NCBI. Phylogenetic tree was 
created by MEGA6 software using Neighbour-Joining method. The result revealed that the Iranian isolates were grouped 
with reported isolates from different regions around the world based on geographical. This is the first comprehensive study 
based on molecular methods to determine grapevine nepoviruses in Zanjan province and the first report of GDeV from 
Zanjna based on our knowledge. 
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 مقدمه

 به متعلق و (Vitaceae) انگور ةریت از یاهیگ انگور

 مختلف جنس 14 یحاو (،Rhamnales) عناب ۀراست

 .(Terral et al., 2009) است (Vitis) سیتیو جمله از

 کل در بارور دیتول درصد 66/5 تولید با زنجان استان

 بنابر .دارد را کشور در انگور تولید ششم ۀرتب کشور

 سال در زنجان استان  در کشاورزی، جهاد ۀآمارنام

 انگور بارور ریغ  و بارور کشت ریز سطح مجموع 1394

 و بارور کشت ریز سطح مجموع هکتار، 235 مید 

  انگور  دیتول زانیم هکتار، 14997 یآب  انگور بارور ریغ 

 بوده تن 18164 یآب  انگور دیتول زانیم  و تن 402 مید

 (.Ministry of Agriculture, 2015) است

 های عامل از یکی مختلف هایبیماری و آفات

 انگور محصول کیفیت و تولید میزان در محدودکننده

 ویروسی متنوع هایبیماری ها آن بین در که ندهست

 هایویروس بین در .دارند مهمی و بسزا نقش

 جنس به متعلق هایویروس ها،تاکستان ةکنند آلوده

 یروسیو یها گونه تعداد نیبیشتر  روسینپوو

 نیتر مهم از یبرخ د.ندار را انگور ةکنند آلوده

 از: اند عبارت هاتاکستان ةکنند آلوده یها روسینپوو

 مو، بادبزنی برگ ویروس آرابیس، کییموزا ویروس

 حلقوی هلک ویروس و انگور یبدشکل ویروس

 نماتدها، توسط عمده طور به ها روسینپوو .یفرنگ گوجه

 گرده  ۀدان با یتعداد و آلوده اهانیگ بذر با یبرخ

 ;Nakaune & Nakano, 2006) ابندی یم انتقال

Sanfaçon et al., 2009). 

 شده ییشناسا روسیو تنها 1990 سال از پیش تا

 بود انگور یبادبزن برگ روسیو رانیا در انگور از

(Izadpanah et al., 2003.) رانیا در روسیو نیا 

 یها نمونه از Parvizi (1989) توسط بار نخستین

 یها تاکستان از آن پی در و شد گزارش یا گلخانه

 یغرب جانیآذربا یها استان غرب، شمال ،فارس استان

 یها استان شرق، شمال ،راحمدیبو و هیلوگیکه و

 و مولکولی هایروش با کردستان و انخراس ،سمنان

 شد شناسایی شناختی()سرم سرولوژیکی

(Sokhandan Bashir et al., 2007a; Sokhandan 

Bashir et al., 2007b; Pourrahim et al., 2004;. 

Rakhshandehroo et al., 2005.)  

 برای 1944 سال در سیآراب کییموزا روسیو

 از Smith & Markham (1944) توسط بار نینخست

 پراکنش ۀدامن روسیو این شد. گزارش انگلستان

 قا،یآفر کا،یآمر ا،یآس یشرق ینواح در ای گسترده

 ,.Cigsar et al) ددار کانادا و هیترک ه،یروس ا،یاسترال

2003; Smith & Markham, 1944). در ویروس این 

 و انگور ،یفرنگ گوجه از و داشته ییبالا یپراکندگ رانیا

 است شده گزارش کشور مختلف مناطق های رزکاری

(Massumi et al., 2009; Rakhshandehroo et al., 

2005; Rakhshandehroo et al., 2006). 

 Cigsar توسط بار نخستین انگور یبدشکل روسیو 

et al. (2003) ییشناسا هیترک در تیمرید واریکولت از 

 در از بار نخستین یبرا ویروس این نیز رانیا در شد.

 هایاستان غرب شمال مناطق انگور یها ونهنم

 شد یابیرد اردبیل و شرقی و غربی جانیآذربا

(Hajizadeh et al., 2015).  

 یفرنگ گوجه یا حلقه لکه روسیو از گزارش نخستین

 روسیو و ارائه ایفرنیکال از Hewitt (1954) توسط

 نیاستر عنوان به Gooding (1963) توسط آن عامل

ToRSV یا حلقه لکه روسیو .شد ییشناسا 

 و ایسو کشتزارهای از رانیا در یفرنگ گوجه

 خوزستان، مازندران، گلستان، های استان های تاکستان

 کشور، شمال ینتیز اهانیگ لرستان، ل،یاردب

 های کاری یفرنگ گوجه تهران، و مرکزی های استان

 استان بیس یها باغ زین و کشور جنوب های استان

 ,.Golnaraghi et al) ستا شده گزارش خراسان

2004; Massumi et al., 2009).  

 و ها آسیب رانیا در یکار انگور یها چالش جمله از

 که است انگور یها یماریب از یناش هایهعارض

 شود گنجانده یتیریمد یها برنامه تیاولو در ستیبا یم

 و زا  یماریب های عامل درست و هنگام به ییاساشن لذا

 با مبارزه و یریگ شیپ جهت در مناسب ریتداب اتخاذ

 یراستا در یمؤثر عامل و بوده یضرور ها عامل نیا

 بالا عملکرد به یابی دست و زیان و آسیب از یریجلوگ

  .است انگور محصول در

 از منسجمی یها گزارش اینکه به توجه با

 بر زنجان استان هایتاکستان ةکنند آلوده یها روسیو

 نیا هدف ندارد، وجود مولکولی هایداده اساس
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 جنس مهم هایروسیو یبرخ ییشناسا ،پژوهش

 با زنجان استان ةعمد یکار انگور مناطق از نپوویروس

  صیتشخ طرفی از .است یمولکول یها روش از استفاده

  یها یآلودگ  در انگور  ةکنند آلوده یها روسیو همزمان

 برای یمولکول  یها روش یریکارگ هب و مخلوط

  روند  عیتسر  منظور به کننده  آلوده  های عامل  ییشناسا 

 و یمولکول های ویژگی یبررس همچنین و یصتشخ

 در زنجان استان یهاهیجدا تبارزائی یها ارتباط

 تواندمی شده گزارش هایهیجدا دیگر با سهیمقا

 منطقه این مهم هایویروس برای الگویی عنوان به

 باشد.

 

 هاروش و مواد
 یبردار نمونه

 یشهرها شامل زنجان استان هایتاکستان یبرخ از

 در سلطانیه و قیدار خرمدره، ،ابهر ،برآب زنجان،

 و آمد عمل به دیبازد 1395 و 1394 زراعی های فصل

 هاییآلودگ به مشکوک های نشانه ةمشاهد به توجه با

 موزاییک و یزرد ،برگ شکل تغییر شامل یروسیو

 و حلقوی لکه ساقه، پیچیدگی زردی، رگبرگ ،برگ

 به مربوط ةشد توصیف های نشانه دیگر و یمردگ بافت

 انگور هایدرختچه یرو نپوویروس جنس هایویروس

 نمونه 168 ، نشانه بدون گیاهان برخی همچنین و

 مشخصات .شد آوریگرد ساقه و برگ شامل یاهیگ

 ،شده مشاهده های نشانه مانند شده آوریگرد هاینمونه

 موردنظر هاینمونه و ادداشتی آوریگرد خیتار و محل

 منتقل شتریب یبررس یبرا شگاهیآزما به خی یرو

 .شدند

 

 یاآران استخراج

 یا برگی بافت گرمیلیم 100 حدود از اآران استخراج

 ۀنمون 57 از Rowhani et al. (1993) روش با ،آوندی

 ویروسی ۀمشخص های نشانه هعمد طور به که برگی

 شد. انجام  نشانه بدون هاینمونه از برخی و ندداشت

 به توجه با ایآران استخراج برای هانمونه انتخاب

 و هانمونه یگردآور محل ، نشانه دارای اندام ، نشانه

 ابتدا منظور نیهم به بود. نشانه بدون هاینمونه

 21.7g) استخراج بافر ترلییلیم 1 در ها بافت

K2HPO4.3H2O, 4.1g KH2PO4, 100g Sucrose, 1.5 . 

g BSA, 20g PVP40, 5.3g Ascorbic acid, pH 7.6) 

 یدما و  g  1000 در و سازی()همگن زهیهموژن سرد

˚C4 بخش( زفا شدند. فوژیسانتر قهیدق سه مدت به( 

 در قهیدق 20 مدت به دیجد هایلوله در ییرو

g16800 شدهجادای رسوب گاهآن شد. فوژیسانتر دوباره 

 حالت به کننده )دروایه( ونیسوسپانس بافر μl 200 در

 10 محلول μl 25  سپس و شد درآورده ونیسوسپانس

 10 مدت به ها لوله .شد اضافه هالوله به SDS درصد

  μl80 افزودن با .دشدن داده قرار C60˚ یدما در قهدقی

 مخلوط یآرام به لوله، نیا به مولار 5 میپتاس استات

 داده قرار خی وندر ساعت مین مدت به سپس و شدند

 C4˚ در شب یک مدت به نیز موارد برخی )در شدند

 مدت به فوژیسانتر عمل آن، دنبال به .شدند( داده قرار

 ییرو فاز گرفت. انجام C4˚ در g 16800 در قهیدق 15

 استات آن، حجم 1/0 مقدار و تقالان دیجد ۀلول به

 آن حجم هم ةانداز به و pH 2/5 مولار 3 میسد

 مخلوط یآرام به و افزوده لوله هر به سرد زوپروپانولیا

 داده قرار ساعت کی مدت به -C20˚ دمای در هالوله و

 در قهدقی 20 مدت به هالوله آن، از پس شدند.

g16800 و ختهیر دور ییرو فاز شدند. فوژیسانتر 

 ۀمرحل در .شد شستشو درصد80 سرد اتانول با رسوب

 آب تریکرولیم 30 توسط شده استخراج ایآران یینها

 یدما در و شد ونیسوسپانس )سترون( لیاستر مقطر

C˚80-  شد. ینگهدار  

 

  مکمل یاانید ساخت

 ایآران نمونه 57 از مکمل یاانید ساخت یبرا

 و یتصادف یدینوکلئوت شش آغازگر از شده استخراج

cDNA (HyperScript) ساخت تیک
TM محصول 

 حجم با یواکنش در جنوبی، ةکر GeneAll شرکت

 1 نمونه هر یبرا شد. استفاده تریکرولیم 10 یینها

 نیا تریکرولیم در کروگرمیم 2/0 محلول از تریکرولیم

 یاآران از تریکرولیم 4 با (Random Hexamer) آغازگر

 ۀدرج 65 یدما در و مخلوط (کروگرمیم 2 )معادل کل

 تیدرنها و شد داده قرار قهیدق پنج مدت به وسیسسل

 cDNA) ساخت تیک از تریکرولیم 5 درنگ یب

(HyperScript
TM اضافه هابویکروتیم از هرکدام به 
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 ,ASTEC) کلریترموسا دستگاه در هابویکروتیم و شد

PC 320, Taiwan) ساخت ۀبرنام شدند. داده قرار 

 مدت به C55˚ ییدما ۀچرخ کی شامل مکمل اانید

 میآنز  توسط مکمل یاانید ساخت یبرا ساعت کی

 به C95˚ دمای در چرخه کی و معکوس بردارنسخه

 اجرا میآنز نیا کردن رفعالیغ یبرا قهیدق پنج مدت

 یدینوکلئوت شش آغازگر از استفاده بر افزون شد.

 یبررس منظور به مکمل، اانید ساخت یبرا یتصادف

 ساخت یبرا زین یاختصاص یآغازگرها از آغازگرها، نیا

 شد. استفاده یموارد در مکمل یاانید

 

 مرازیپل ایرهیزنج واکنش

 ایرهیزنج واکنش ،شده ساخته هایcDNA به توجه با

 یاختصاص یآغازگرها از هرکدام با مرازیپل

 ویروس )شامل نپوویروس جنس به متعلق های روسیو

 ویروس (،Sokhandan et al., 2011) مو بادبزنی برگ

 لکه ویروس و انگور بدشکلی ویروس آرابیس، موزاییک

 افزار نرم توسط شده یطراح) (یفرنگ گوجه حلقوی

Primer premier 6)) تریکرولیم 5/12 یینها حجم در 

 ,Amplicon)  میکس مستر تریکرولیم 25/6 شامل

UK)، 25/0 و میمستق یآغازگرها از تریکرولیم 

 با (1 )جدول هاروسیو از هرکدام یاختصاص معکوس

 مکمل ایانید تریکرولیم 2 مول،یلیم 10 غلظت

 ۀبرنام شد. انجام زهیونید آب تریکرولیم 75/3 و الگو

 در هیاول سازیواسرشت مرحله کی صورت به آرسییپ

 هیثان 30 سازیواسرشت قه،یدق 2 یبرا C94˚ یدما

 C48 (GFLV،)  ˚C55˚ در هیثان 45 اتصال ،C94˚ در

(ArMV)، ˚C60 (GDeV) و ˚C50 (ToRSV) و  

 و )چرخه( کلیس 35 یبرا C72˚ در هیثان 45 بسط

  C72˚ در قهیدق 10 مدت به یینها بسط مرحله کی

 از آمده دست به جینتا یبررس منظور به .شد انجام

 از تولیدی ةفرآورد تریکرولیم 4 آر،سییپیآرت واکنش

 بافر در درصد1 آگارز ژل یرو آرسییپ واکنش هر

TBE 1X شد الکتروفورز. 

 

 یلوژنیف درخت رسم و آرسییپ محصولات یتوال نییتع

 هاجدایه از برخی مرازیپل ایرهیزنج واکنش محصولات

 جغرافیایی موقعیت ویروس، نوع برحسب (2 )جدول

 یرونیب شرکت توسط و انتخاب های نشانه نوع و جدایه

(Bioneer) شدند یابیتوالی و سازیخالص یجنوب کره. 

 با آرسییپ محصولات از آمده دست به هاییتوال

  (NCBI) ژن بانک در موجود هاییتوال و اطلاعات

 نوکلئوتیدی هایداده سپس، ند.شد سهیمقا (3 )جدول

 از هرکدام نوکلئوتیدی هایداده با شدهیابیتوالی

 روسیو آن به مربوط هایهیجدا با (3)جدول هاروسوی

 با بودند موجود NCBI یاطلاعات پایگاه در پیش از که

 ClustalW روش و MEGA6 افزارنرم از استفاده

 ترسیم برای تیدرنها و شدند چندگانه سازیفردیهم

 نپوویروس جنس اعضای به مربوط تبارزائی درخت

  ند.شد استفاده

 

 نتایج
 ایمزرعه های همشاهد

 استان مختلف مناطق یها تاکستان از دیبازد یط

 یزراع سال پاییز و تابستان ،بهار یها فصل در زنجان

 یآور گرد برگ نمونه 168 درمجموع 1395-1394

 یروسیو مشکوک های نشانه دارای ها نمونه اغلب ،شد

 یدگیچپی ،برگ در کلروزه هایلکه ،کییموزا مانند

 نواری، رگبرگ زردی، رگبرگ ،برگ یبدشکل ، برگ

  نشانه بدون زین یمحدود دادتع و هارگبرگ نکروز

 (.1 )شکل بودند

 با یموارد در یروسیو های نشانه ها تاکستان در

 به توجه با بود. مشاهده قابل دیشد تا کم شدت

 استان مختلف یها تاکستان از آمده عمل به یها دیبازد

 مربوط ،یروسیو های نشانه یها نمونه بیشترین زنجان،

 بهار اواخر در ها نشانه اغلب و ندداشت ابهر ستانشهر به

 قابل پاییز اوایل و تابستان اواخر یا و تابستان اوایل و

 طول در مختلف های نشانه وجود این با بود. مشاهده

  داشت. وجود مختلف های باغ در رشدی فصل

 

   مرازیپل ایرهیزنج واکنش از حاصل نتایج

 با نمونه 57 آرسییپ انجام و cDNA ساخت جینتا

 ،ArMV، GFLV یاختصاص هایآغازگر از استفاده

GDeV و ToRSV های قطعه )افزونش( ریتکث از یحاک 

 آزمون در هاروسیو از هرکدام مورد در انتظار مورد

 از استفاده با آرسیپی نتایج (.2 )شکل بود آرسییپ
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 تکثیر به منجر ویروس هر یاختصاص آغازگر جفت

 %7/15) نمونه 9 در باز جفت 740 طول به یهای قطعه

 نمونه 9 در باز جفت ArMV، 685 برای ها(نمونه از

 در باز جفت GDeV، 1515 برای  ها(نمونه از 7/15%)

 500  و GFLV برای ها(نمونه از %5/10) نمونه شش

 برای ها(نمونه از %14) نمونه هشت در باز جفت

ToRSV (.2 )شکل شد 

 کی به نمونه ده شده، شیآزما گیاهی ۀنمون 57 از

 هاینمونه بین در دادند، نشان آلودگی منفرد روسیو

 نمونه سه مو، بادبزنی برگ ویروس به نمونه چهار یادشده،

 ویروس به نمونه یک آرابیس، موزاییک ویروس به

 حلقوی لکه ویروس به نمونه دو و انگور برگ بدشکلی

 دو به نمونه چهار همچنین بودند. آلوده یفرنگ گوجه

 همزمان آلودگی که دادند نشان آلودگی همزمان روسیو

 دو در آرابیس کییموزا ویروس و مو بادبزنی برگ ویروس

 یفرنگ گوجه حلقوی لکه و انگور بدشکلی ویروس و نمونه

 همزمان آلودگی نیز نمونه دو شد. مشاهده نمونه دو در

 بادبزنی برگ ویروس ،آلوده بررسی مورد روسیو سه به

 حلقوی لکه ویروس و آرابیس موزاییک ویروس مو،

 (.2 )جدول داشتند یفرنگ گوجه

 
 های متعلق به جنس نپوویروستوالی آغازگرهای مورد استفاده برای ردیابی برخی ویروس .1جدول 

Table 1. Sequence of primers that used to detect nepoviruse’s memebrs 
Reference Virus Primer Primer sequence Length Region 

This Research ArMV 
Ar-CP-F 
 Ar-CP-R 

Ar-CP-F ATCCGGCCAATGCCTTTACAGG 
Ar-CP-R AGAGCTGGCTGATTGTGCATC 

740 Coat Protein 

This Research GDeV 
GDeV-F 
GDeV-R 

GDeV-F CACTGCGACGTGGAACAATG 
GDeV-R  TTGTGCCCAGACTCCACATG 

500 Coat Protein 

Sokhandan et al., 
2011 

GFLV GFLV-F 
GFLV-R 

GFLV-F ACGGCTCCGGATTAGCTGGTAGAGGAG 
GFLV-R GTCAAAGCTTCTAGACTGGGAAACTGG 

1515 Coat Protein 

This Research ToRSV 
ToRSV-F 
ToRSV-R 

ToRSV-F  GGACAAGGGGCCTTTTCACT 
ToRSV-R  ACTCCACAGGTATACGGGCT 

500 Polyprotein 

This Research GVA GVA-HSS7 
GVA-C7273 

GVA-HSS7-F  GACAAATGGCTCACTACG 
GVA-C7273-R  CATCGTCTGAGGTTTCTACTAT 

865 Coat Protein 

 

 
شده از مناطق مختلف استان زنجان با اشاره به ویروس ردیابی شده از  آوریی مو گردها نمونهی در روسیو شبههای  . نشانه1شکل 

( رگبرگ روشنی در نمونۀ آلوده به ویروس برگ B ،یفرنگ گوجههای کلروزه در نمونۀ آلوده به ویروس لکه حلقوی ( لکهA .یک هر
( زردی و تغییر شکل برگ در E ،نمونۀ آلوده به ویروس موزاییک آرابیس( تغییر شکل برگ و کاهش اندازه در Dو  C ،بادبزنی مو

 ،ی برگ در نمونۀ آلوده به ویروس بدشکلی انگوربدشکل (F ،Gی انگور بدشکلنمونۀ آلوده همزمان به ویروس موزاییک آرابیس و 
H برگ بادبزنی مو( رگبرگ روشنی و تغییر شکل برگ نمونۀ آلوده همزمان به دو ویروس موزاییک آرابیس و. 

Figure 1. Viral-like symptoms in grapevine samples concerning detected virus. A) Chlorotic spots in infected by 
Tomato ring spot virus; B) Vein clearing in infected by Grapevine fan leaf virus; C and D) Leaf deformation and 
reduced size in infected by Arabis mosaic virus; E) Yellowing and leaf deformation in mixed infection by Arabis 

mosaic virus and Grapevine deformation virus; F and G) Vein clearing and leaf deformation in infected by Grapevine 
deformation virus; H) Mix infection by GFLV and ArMV. 

A B 

 

C D E 

F G H 
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ی بر فرنگ گوجهآرابیس و لکه حلقوی  کییموزای برگ بادبزنی مو، بدشکلی انگور، ها روسیوی هاهیجدا. تحلیل تبارزائی 2 شکل

افزار  در نرمکه   Neighbour-Joining روشبا استفاده از اساس ترادف نوکلئوتیدی کامل یا بخشی از ژن پروتئین پوششی 

MEGA6  مشخص شده است ایرانی با نمادهای مختلف  هایهیجدا. شده است میترس 1000با بوت استرپ. 

Figure 2. Phylogenetic analysis of GFLV, ToRSV, GDeV and ArMV based on nucleotide sequences of complete or 

partial coat protein gene by Neighbour-Joining methods in MEGA6 software with 1000 bootstrap replicates. The new 

Iranian isolates showed by different symbols. 
 

 های مخلوطی مختلف همراه با آلودگیها روسیوی شده به گردآورهای . آلودگی نمونه2جدول 

Table 2. Virus infection in different samples and mix infections 

Sample  RT-PCR   
Sequenced Mix Infection Symptoms Region 

ToRSV GDeV GFLV ArMV 

B 2 + +    ToRSV, GDeV RS, LD, Y Zanjan 

B 6 + +  +  ToRSV, GDeV, ArMV Y, LD Abhar 

BN 1   +    VC Zanjan 
BP 5   +    VC Gheydar 

BZ 3   +  *  VC Gheydar 

BZ 4   +  *  VC Zanjan 
Gr 17 +    *  CCh, Y Soltaniyeh 

Gr 10  +  + * GDeV +  ArMV LD,  Zanjan 

Gr 204 +    *  MCCh Abhar 
Gr 220 + +  +  ToRSV,  GDeV ,  ArMV LD, CCh, Y Tarom 

Gr 222 +     ToRSV Y, RS Mahneshan 

Gr 226    +    Ab-bar 
Gr 233 + +   * ToRSV +  GDeV LD, Y Abhar 

Gr 235  +     LD Khoramdareh 

Gr 236    + *  MLD Soltaniyeh 
Gr 5 + +    ToRSV+  GDeV Y, CCh, LD Zanjan 

Gr100s    + *   Abhar 

Gr243s   + +  GFLV+ArMV VC, YV Mahneshan 
Na 11  +  +    Gheydar 

P 24   + +  GFLV+ArMV VC Zanjan 

P 25  +  +    ArMV+ GDeV LD Zanjan 
RS; Ring Spot, LD: Leaf deformation, Y: Yellowing, VC: Vein Clearing, CCh: Color Changing, MCCh: Mild Color Changing, MLD: Mild Leaf 

Deformation. 

  

ArMV 

GDe

  

ToRSV 

  

GFLV 
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 (.پررنگ نشان داده شده است صورت بههای این تحقیق استفاده شده برای تحلیل تبارزائی )جدایههای های جدایهویژگی. 3جدول 

Table 3. The properties of different isolates used for phylogenetic analysis (new isolates in this research showd as Bold) 
Strains Host Origin GenBank Acc. No. Virus 

- Butterbur Japan AB279739 ArMV 
- narcissus Japan AB279740 ArMV 

ArMV-MD Vinca major USA EU433920 ArMV 
Lv Ligustrum vulgare Germany EU617327 ArMV 
ba winter barley Switzerland GQ369530 ArMV 

NW Chenopodium quinoa Germany KC138733 ArMV 
Nar-5067-1 narcissus Netherlands KJ481199 ArMV 
ArMV-Lt1 Crocus sp. Lithuania KP027436 ArMV 

P2-U - France X81814 ArMV 
P2-L - France X81815 ArMV 

- - Turkey AY233975 GDeV 
- - Italy AY291208 GDeV 
- - Italy NC017938 GDeV 

A46b - France AY370997 GFLV 
34d - France AY371027 GFLV 

MK-14 Grapevine Iran FJ513383 GFLV 
S-4-2-2 Grapevine Iran FJ513385 GFLV 

S-1 Rubus idaeus USA EF370403 ToRSV 
Myro_CL Plum Chile KR911673 ToRSV 
Rasp_CL raspberry  Iran KR911674 ToRSV 

Gr10 Grapevine Iran (Zanjan) MG977028 ArMV 
Gr100s Grapevine Iran (Abhar) MG977019 ArMV 
Gr236 Grapevine Iran (Soltaniyeh) MG977020 ArMV 
Gr233 Grapevine Iran (Abhar) MG977021 GDeV 
BZ3 Grapevine Iran (Gheydar) MG977022 GFLV 
BZ4 Grapevine Iran (Zanjan) MG977023 GFLV 
Gr17 Grapevine Iran (Tarom) MG977024 ToRSV 

Gr204 Grapevine Iran (Abhar) MG977025 ToRSV 

 
 تبارزائی لیوتحل هیتجز نتایج

 های قطعه از آمده دست به هایتوالی بلاست جهینت
 در موجود هاییتوال با آرسیپی آزمون در تکثیرشده

 به متعلق افته،ی ریتکث های قطعه ،داد نشان  ژن بانک
 اختصاصی آغازگر از که هستند شده بررسی هایویروس

 بود. شده استفاده )ژنوم( ژنگان از بخشی تکثیر برای هاآن
 ژن به متعلق ویروس چهار هر در یافته تکثیر های قطعه

 یا و مو( بادبزنی برگ )ویروس کامل پوششی پروتئین
 آرابیس، موزاییک )ویروس پوششی پروتئین ژن از بخشی
 ی(فرنگ گوجه حلقوی لکه ویروس و انگور بدشکلی ویروس

 با شباهت بیشترین بادبزنی برگ ویروس مورد در بود.
 نتایج همچنین بود. (JQ071377) ایران از ایجدایه
 جدا آرابیس موزاییک ویروس هایتوالی داد، نشان بلاست

-Nar جدایۀ با را شباهت بیشترین تحقیق این در شده

 درصدی97 شباهت دارد. هلند کشور از 5067-1
 ژن از بخشی به مربوط انگور بدشکلی ویروس های جدایه

 هیترک کشور از ایجدایه با پوششی پروتئین
(AY233975) هایتوالی همچنین، شد. مشاهده 

 لکه ویروس پوششی پروتئین ژن از بخشی  ةآمد دست به
 با درصد96 با را شباهت بیشترین یفرنگ گوجه حلقوی
  داشتند. (EF370403) کایآمر کشور از ای جدایه
 بر )تبارزایی( کیلوژنیف درخت لیوتحل هیتجز در
 بررسی، مورد هایروسیو یپوشش نیپروتئ ژن اساس
 جداگانه رشاخهیز یک در هرگونه به مربوط هایجدایه

 دو مو بادبزنی برگ ویروس در (.3 )شکل گرفتند قرار
 این هاییجدایه که آمد دست به درونی ۀرشاخیز

 در مو بادبزنی برگ ویروس ایرانی هایجدایه با تحقیق
 در فرانسه از هاییجدایه و گرفتند قرار زیرشاخه یک

 ویروس هایجدایه شدند. یبند گروه دیگری ۀرشاخیز
 به نزدیک جداگانه اصلی شاخۀ یک در انگور بدشکلی

 قرار بادبزنی برگ ویروس هایجدایه به مربوط شاخه
 یکدیگر از 100 استرپ بوت ارزش با که گرفتند
 ویروس هایجدایه شامل شاخه این شدند. متمایز

 یک که بود ایتالیا و ترکیه کشور از انگور بدشکلی
 ایرانی جدایۀ تنها و دادند تشکیل را مستقل ۀرشاخیز

 مجزا درونی زیرشاخۀ یک در انگور بدشکلی ویروس
 یفرنگ گوجه حلقوی لکه ویروس همچنین گرفت. قرار
 این ایرانی هایجدایه با همراه مجزا شاخۀ تشکیل نیز

 داد. کانادا و آمریکا کشورهای از هاییجدایه و تحقیق
 آرابیس موزاییک ویروس هایجدایه این، بر افزون

 حاوی که داد را منفرد اصلی شاخۀ یک تشکیل
 فرانسه، هلند، جمله از مختلف کشورهای از هایجدایه

 درخت نتایج به توجه با بود.  سوئیس و ژاپن آمریکا،
 آرابیس موزاییک ویروس ایرانی هایجدایه تبارزائی،

 زیرشاخۀ یک در فرانسه و هلند از هاییجدایه با همراه
 از هاجدایه دیگر و شدند یبند گروه مجزا درونی
 در لیتوانی و آلمان ژاپن آمریکا، مانند مختلف مناطق

  شدند. مستقر دیگر درونی زیرشاخۀ یک
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 درصد 1شده از مو در ژل آگارز  ی ردیابیها روسیوای پلیمراز مربوط به . الکتروفورز محصول واکنش زنجیره3شکل 

A )M مارکر :DNA Lambda ،1 ،2  های  : قطعه3وDNA  تکثیرشده درRT-PCR  با آغازگرهای منطبق بر بخشی از منطقۀ رمزکنندة

با آغازگرهای  RT-PCRتکثیرشده در  DNAهای  قطعه -3و DNA Lambda 1 ،2( مارکر B؛ پروتئین پوششی ویروس موزاییک آرابیس

های  قطعه -4و  DNA 100bp Ladder Plus ،1 ،2 ،3: مارکر C )M؛ یروس برگ بادبزنی مومنطبق بر منطقۀ رمزکنندة پروتئین پوششی و

DNA در  تکثیرشدهRT-PCR  ؛یفرنگ گوجهبا آغازگرهای منطبق بر بخشی از منطقۀ رمزکنندة پروتئین پوششی ویروس لکه حلقوی  

D )M مارکر :DNA 100bp Ladder Plus ،1 ،2 ،3  های  قطعه -4وDNA در  دهتکثیرشRT-PCR  با آغازگرهای منطبق بر بخشی از

 منطقۀ رمزکنندة پروتئین پوششی ویروس بدشکلی انگور

Figure 3. Electrophoresis of RT-PCR product in 1%  agarose gel 

A) M: DNA lambda marker, 1, 2, 3: amplified DNA by specific primers corresponding to partial coat protein of 

ArMV; B)  M: DNA 100bp Ladder Plus, 1, 2, 3, 4: amplified DNA by specific primers corresponding to coat protein 

of GFLV; C) M: DNA 100bp Ladder Plus, 1, 2, 3, 4: amplified DNA by specific primers corresponding to partial 

coat protein of ToRSV; D) M: DNA 100bp Ladder Plus, 1, 2, 3, 4: amplified DNA by specific primers corresponding 

to partial coat protein of GDeV. 

 

 بحث

 تنوع گویای تحقیق این صحرایی یها همشاهد

 مورد مناطق یها تاکستان در یروسیو های نشانه

 وجود ةدهند نشان تواندیم ها نشانه تنوع بود. بررسی

 متنوع هایپاسخ نیهمچن و روسیو متنوع هایهیجدا

 Cseh) باشد متفاوت مناطق در انگور مختلف های رقم

et al., 2012). زنجان استان مناطق از برخی طرفی از 

 حدود در زیادی بسیار قدمت که دارد هاییتاکستان

 هایژن و ژنتیکی ذخایر نظر از و داشته سال صد 

 باشد داشته بالایی بسیار اهمیت تواندمی مقاومت

(Dolati-Baneh et al., 2014). هایروسیو انیم از 

 برگ روسیو کنندیم آلوده را انگور که یمتعدد

 در )بومی( اندمیک روسیو عنوان به انگور یبادبزن

 اندشده گزارش و ییشناسا انگور کشت مناطق بیشتر

 وارد محصول نیا به را یادیز اقتصادی زیان که

 آلودگی که هایینمونه در عمده های نشانه .کنند یم

 شامل ،شد مشخص بادبزنی برگ ویروس به هاآن

 برگ بدشکلی (.1 )شکل بود زردی رگبرگ های نشانه

 ویروس به آلودگی در برگ پارگی و پیچش با همراه

 ویروس در زردرنگ حلقوی لکه های نشانه و بدشکلی

500 bp 

500 bp 

1515 bp 

740 bp 

500 bp 

 

500 bp 

 

1375 bp 

 

831 bp 
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ToRSV 
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M            1            2               3            4 
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 (.1 )شکل شد مشاهده یفرنگ گوجه حلقوی لکه عامل

 و شکل تغییر آرابیس موزاییک ویروس به آلودگی در

 یادآوری به لازم (.1 )شکل شد دیده ها برگ زردی

 ویروس هر فرد منحصربه های نشانه بررسی برای است

 هرکدام های نشانه و زاییبیماری روی های بررسی باید

 ویروس نوع هر بدون  و جداگانه صورت به هاویروس از

 همین به شود. بررسی رزندهیغ و زنده بیمارگر یا و

 مربوط تنها 1 شکل در شده مشاهده های نشانه دلیل

 است ممکن و ستین شده ردیابی ویروس همان به

 و هاویروس دیگر مانند زنده بیمارگر های عامل دیگر

 رزندهیغ های عامل یا و هاقارچ و هاپروکاریوت حتی

 مانند محیطی شرایط غذایی، مواد هایکمبود مانند

 شکل باشند. داشته نقش ها نشانه در ... و تگرگ بارش

 یا و ویروس که دهدمی نشان را هایینمونه 1

 برای و اندشده شناسایی ها آن از نظر مورد های ویروس

 آلودگی اثر و ویروس هر های نشانه تخصصی بررسی

 .است تردقیق های بررسی به نیاز هاآن همزمان

 ها نشانه ةمشاهد رغم به ها نمونه از یبرخ مورد در

 روسیو به یآلودگ یبررس ۀجینت ه،یاول یها همشاهد در

 طیشرا است ممکن بود. یمنف ها نمونه از یتعداد یبرا

 شود، یروسیو غلظت کاهش موجب نامطلوب یطیحم

 تیغالب ای باشد شده آلوده هاروسیو دیگر با زبانیم

 اهیگ در را یهای نشانه نیچن مارگریب هایروسیو دیگر

  RT-PCR مانند یمولکول هایروش باشد. کرده جادیا

 قدقی و حساس روش یاختصاص یآغازگرها انتخاب و

 روش نیا و بوده انگور یها روسیو یابیرد یبرا

 نقش انگور سلامت یگواه صدور ۀبرنام در تواند یم

 موفق استخراج برای یادیز یها روش لذا، باشد داشته

 شده یساز نهیبه انگور از یا آران یبالا تیفیک با و

 .(Osman et al., 2013) است

 یآلودگ زانیم نیشتریب ی،بررس مورد یها نمونه در

 یبدشکل روسیو س،یآراب کییموزا روسیو بیترت به

 نیشتریب بودند. یفرنگ گوجه حلقوی لکه روسیو انگور،

 و  (GDeV) انگور یبدشکل روسیو به یآلودگ زانیم

 یها نمونه نیب در (ArMV) سیآراب کییموزا روسیو

 اینکه به توجه با .بود ابهر شهرستان از شده یآور گرد

 هاتاکستان در معمولاً مو بادبزنی برگ بیماری

 درصد دلایل از یکی دارد وجود اندمیک صورت به

 به مربوط تواندمی شده ردیابی هاینمونه کم آلودگی

 شده استفاده آغازگرهای همچنین و یبردار نمونه زمان

 یابیرد ،دهد یم نشان نیز نیپیش تحقیقات نتایج باشد.

 لیدل به یشیرو فصل طول در یبادبزن برگ روسیو

 در آلوده اهانیگ در یبادبزن برگ روسیو کم غلظت

 پراکنش زمینۀ نبود تابستان، ژهیو به سال گرم یها ماه

 زین و یاهیگ مختلف یها بخش در روسیو کنواختی

 ای متحمل یها (تهیوار) رقم در پنهان یها یآلودگ

 لیدل به شود. یم اشکال دچار روسیو میملا یها هیسو

 انگور کشت مناطق در روسیو نیا یاقتصاد تیاهم

 اهانیگ در یروسیو یآلودگ زانیم نیکمتر یابیرد

 انتشار از یریجلوگ برای زایشی یها اندام و یمادر

 است یضرور یامر دیجد یها تاکستان احداث و ها آن

(Vigne et al., 2004).   

 برگ روسیو یابیرد در که شده مشاهده  اگرچه

 و زایالا به نسبت آر یس یپ  یت  آر ییکارا انگور یبادبزن

 Osman et) است بیشتر یکیسرولوژ یها روش دیگر

al., 2013). ریتأث لیدل به ها هیجدا از یبرخ در یگاه 

 زین آر یس یپ یآرت قیطر از یابیرد روس،یو یژنوم تنوع

 مواد وجود از یناش مورد نیا که شود یم اشکال دچار

 ژنوم یتوال با آغازگرها ترادف تطابق نبود و بازدارنده

  .(Rowhani et al., 1993) است روسیو

 آزمون در یپوشش نیپروتئ از یبخش یهمانندساز

 شده یهمانندساز قطعه درستی دییأت و آر یس یپ یآرت

 روسیو به ها انگور یآلودگ دیمؤ یتوال نییتع از پس

 ۀسیمقا و ترادف نییتع جینتا بود. انگور یبادبزن برگ

 ۀقطع ،داد نشان ژن بانک با آمده دست به یها یتوال

 از یقسمت RT-PCR کنشوا در شده یهمانندساز

 است. انگور یبادبزن برگ روسیو یپوشش نیپروتئ

 با شباهت درصد 81-97 شده یتوال نییتع یها هیجدا

 یدینوکلئوت سطح در ژن بانک در موجود یها هیجدا

 انگریب نیز تحقیق این جینتا نکهیا ضمن ند.دار

 زنجان یها تاکستان در روسیو نیا عیوس گسترش

 یها هیجدا دیگر با  شده رادفت نییتع یها هیجدا بود.

 قرار رگروهیز کی در بوده کینزد رانیا از شده گزارش

 .رندیگ یم

 میزان است، شده مشخص نتایج در کهطور همان

 ها ویروس دیگر با مقایسه در ArMV به آلوده هاینمونه
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 تا معتدل یوهوا آب ی،آلودگ زانیم لیدل دیشا بالاست.

 هایباغ طولانی بسیار قدمت ها،پایه توسط انتشار سرد،

 مناطق دیگر در تکثیر برای هاآن هایپایه از که انگور

 مناطق در میزبان یها گونه تنوع احتمالاً و شده استفاده

 این که است شده مشخص نیهمچن باشد. یبررس مورد

 سازگاری اروپا در مرطوب و  خنک وهوای آب با هاویروس

 دارد خشک و  گرم وهوای آب با سهیمقا در ادییز

(Dostsadigh et al., 2011.)  

 کییموزا روسیو انتقال در مؤثر نماتدی نناقلا

 است شده گزارش کشور در هانپوویروس دیگر و آرابیس

(Mojtahedi et al., 1998). هانپوویروس ناقل نماتدهای 

  دارند. حضور فشرده و یرسوب یها خاک در شتریب

 آزمون در یپوشش نیپروتئ از یبخش یهمانندساز

 شده یهمانندساز ۀقطع صحت دییتا و آر یس یپ یآرت

 روسیو به ها انگور یآلودگ دیمؤ یتوال نییتع از پس

 سهیمقا و ترادف نییتع جینتا بود. کییموزا سیآراب

 ۀقطع ،داد نشان ژن بانک با آمده دست به یها یتوال

 از یقسمت RT-PCR واکنش در شده یهمانندساز

 است. سیآراب کییموزا روسیو یپوشش نیپروتئ

 با شباهت درصد 81-97 شده یتوال نییتع یها هیجدا

 یدینوکلئوت سطح در ژن بانک در موجود یها هیجدا

 با قیتحق نیا در شده ترادف نییتع یها هیجدا ند.دار

 قرار رگروهیز کی در هلند از شده گزارش یها هیجدا

 .رندیگ یم

 نیاستر دیینوکلئوت های یتوال بیشتر بررسی

 در موجود کییموزا سیآراب روسیو های )سویه(

 امکان اتقیتحق نیا در برداری نمونه مورد مناطق

 زبانیم سازگاری زین و زبانیم تیحساس زانیم بررسی

 ۀسابق مورد در یاحتمال مباحث نیز و روسیو این به

 سازد یم فراهم را انگور  زبانیم در روسیو حضور

 کییموزا روسیو به مقاومت منابع تا شود یم هیتوص

 از استفاده امکان و مقاوم های رقم در انگور سیآراب

 در مارییب کنترل و یتیریمد های برنامه در ها آن

 .دشو یبررس ها تاکستان

 از نکردن استفاده که دارد وجود احتمال نیا

 از تر، مقاوم های رقم از استفاده عدم سالم، های قلمه

 نکردن نیوج ها، تاکستان در یآلودگ  منابع نبردن نیب

 ۀچرخ بردن نیب از منظور به زبانیم هرز های علف

 هنگام به یپاش سم و نناقلا نشدن تیریمد ،یآلودگ

 لیدلا زا تواند یم ها کش حشره توسط درختان

 استان مختلف مناطق در ویروسی یآلودگ گسترش

 دارند سردتری ییوهوا آب طیشرا که یمناطق باشد.

 گرم مناطق با سهیمقا در ن،یناقل کمتر تیفعال لیدل به

 خود از را یآلودگ بدون ای و کمتر یآلودگ تیوضع

 جینتا با پژوهش نیا جینتا ۀسیمقا .دهند یم نشان

 Rakhshandehroo) نامحقق دیگر توسط آمده دست به

et al., 2005) اناست یآلودگ زانیم نیانگیم ،داد نشان 

 داشت. ییبالا زانیم زنجان

 آزمون در یپوشش نیپروتئ از یبخش یهمانندساز

 شده یهمانندساز ۀقطع صحت دییتا و آر یس یپ یآرت

 روسیو به ها انگور یآلودگ بیانگر یتوال نییتع از پس

 و ترادف نییتع جینتا بود. یفرنگ گوجه یحلقو لکه

 ،داد نشان ژن بانک با آمده دست به یها یتوال ۀسیمقا

 یقسمت RT- PCR واکنش در شده یهمانندساز ۀقطع

 یفرنگ گوجه یحلقو لکه روسیو یپوشش نیپروتئ از

 آمده دست به یتوال ۀسیمقا و ترادف نییتع جینتا است.

 یها هیجدا ،داد نشان ژن بانک در موجود یها یتوال با

 یها هیجدا با شباهت درصد 85-98 شده یتوال نییتع

 .نددار یدینوکلئوت سطح در ژن بانک در موجود

 کی در قیتحق نیا در شده ترادف نییتع یها هیجدا

 .رندیگ یم قرار مجزا رگروهیز

 یها یآلودگ بودن متداول که رسد یم نظر به

 اه،یگ یطولان یزندگ به مربوط ،انگور در چندگانه

 نناقلا قیطر از انتقال و انتشار و یکار انگور اتیعمل

 Goszczynski et al., 2008; Kimura) باشد ایحشره

& Sinha, 2008) .به مخلوط یها یآلودگ آزمون 

 همزمان حضور نشانگر شده بررسی هایویروس

 شده مشخص 2 جدول در که است مختلف های ویروس

 نیز انگور مختلف هایویروس مخلوط آلودگی است.

 Cseh) است شده گزارش انگور در محققان دیگر توسط

et al., 2012; Rakhshandehroo et al., 2005).  

 

 کلی گیری نتیجه

 روش با یادشده هایویروس از برخی نکهیباوجودا

 ،است شده گزارش زنجان ۀمنطق از پیشتر سرولوژیک

 تعیین و مولکولی هایداده اساس بر تحقیق نتایج اما
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 در جامع صورت به پوششی پروتئین ژن از بخشی توالی

 بیانگر که است شده انجام زنجان استان ةعمد مناطق

 هایجدایه دیگر با هاویروس این تبارزائی ارتباط

 با این، بر افزون .است جهان و ایران از شده گزارش

 (GDeV) انگور بدشکلی ویروس موجود منابع به توجه

 در ویروس این حضور از گزارش نخستین عنوان به

 ایتالیا و ترکیه از هایی جدایه با که است زنجان ۀمنطق

 دارد. شباهت
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