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 چکیده 
 Pospiviroid ,  ,)با پنج جنس  ویروئیدهو پوسپی )Elaviroidو  Pelamoviroid ،Avsunviroid (با سه جنس ویروئیدهویروئیدها در دو خانواده آوسان 

Coleviroid  Hostuviroid, Apscaviroid,  و(Cocaviroid متعلق به سه جنس خانواده شوند که ویروئیدهای شناخته شده انگور بندی میطبقه
 یدارا هانایاز گ یصورت انتخاببه بردارینمونههای استان زنجان منظور بررسی وضعیت آلودگی به ویروئیدهای انگور از تاکستانیروئیده هستند. بهوپوسپی

کل  ایشد. استخراج آران یآورجمع یاهیگ نمونه 020انجام و در مجموع  ئیدیرویو یهایماریبهمچنین فاقد علائم ظاهری مشخص  وعلائم مشکوک 
با استفاده از آغازگر تصادفی شش تایی انجام شد. آزمون نسخه برداری  (cDNA)ای مکمل انو سپس، ساخت دی گرفتی و آوندی صورتبرگ هایاز بافت

 Grapevine yellow speckle viroidآر( با استفاده از آغازگر اختصاصی ویروئیدهای برای ردیابی ویروئیدهای واکنش زنجیره ای پلیمراز )پی سی -معکوس

1(GYSVd-1)،(GYSVd-2)  Grapevine yellow speckle viroid 2،(HSVd)  Hop stunt viroid ،Australian grapevine viroid (ASGVd) انجام شد و 
نسبت به  %22و  %21، %01، %04نمونه )حدود  21و  24، 09، 01تصاصی مربوط به ویروئیدهای ذکر شده به ترتیب در قطعات اخ ریاز تکث یحاک جینتا

 نوکلئوتیدی هاییی بر اساس توالیروابط تبارزا یبررس آر به صورت انتخابی وسیهای آزموده شده( بود. تعیین ترادف نوکلئوتیدی هفت محصول پیکل نمونه
ن، گیرند. علاوه برایزایی قرار میاند در یک گروه تبارکه قبلا از ایران گزارش شده هاییهیبا جدا قیتحق نیدر ا شدهیابیردجدید  هایهیجداداد که نشان

ر مناطق نمونه ثآلودگی مخلوط ویروئیدهای مذکور نشان داد بیشترین آلودگی مخلوط مربوط به آلودگی با ویروئید کوتولگی رازک با سایر ویروئیدها در اک
 .دباشمیهای مولکولی های استان زنجان بر اساس دادهتاکستان هکنندآلوده های مهمویروئیدشناسایی  این مطالعه اولین گزارش ازبرداری شده بود. 

 آر سیپیای پلیمراز، واکنش آرتیویروئید، مخلوط واکنش زنجیره: آلودگی مخلوط، خانواده پوسپیکلیدی کلمات
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Abstract  
Viroids are classified in two families including Avsunviroid that consists of three genera (Pelamoviroid, Avsunviroid and 

Elaviroid) and pospiviroid including five genera (Apscaviroid, Hostuviroid, Cocaviroid, Coleviroid and Pospiviroid). 

Grapevine-infecting viroids belong to the three genera in the pospiviroid family. A total of 121 symptomatic and non- 

symptomatic leaf and green shoot samples were collected from the main vineyards in Zanjan province to detect the important 

viroids infecting grapevines. Total RNAs were extracted from the samples and then cDNAs were synthesized by cDNA 

synthesize Kit with a random hexamer primer. Specific primers used to detect Grapevine yellow speckle viroid 1(GYSVd-1), 

(GYSVd-2) Grapevine yellow speckle viroid 2, (HSVd) Hop stunt viroid, Australian grapevine viroid (ASGVd) in reverse 

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). The results revealed that the specific DNA fragments corresponding to 

each viroids were amplified in PCR. Percentage of infections were 14%, 16%, 20% and 22% for GYSVd-1, GYSVD-2, HSVd 

and ASGVd relative to total number of examined samples, respectively. Sequencing of seven selected PCR-amplified 

fragments showed that each newly sequenced segment was classified in a clade with the previously reported respective isolates 

from Iran. In addition, the most mixed infection related to HSVd and other viroids. This is the first assay to detect the four 

important viroids infecting vineyards form Zanjan province.    
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 مقدمه
 Vitis) ترین شواهد در مورد تاریخ کشت انگور قدیمی

vinifera L.) گردد. به قرن چهارم میلادی در خاورمیانه برمی
های اولیه مورد استفاده انسان ،رود انگور پیش از غلاتمیگمان 

ن تریترین و با ارزشرو شاید بتوان انگور را مهماین بوده است. از
ایران یکی از  .(Terral et al.  2010)میوه دنیا دانست 

 تا قبل ازرود و شمار میهای اولیه کشت این محصول بهسرزمین
 یدکنندهکشور تول ینترو مهم ینتردوم بزرگ یجهان جنگ

. سه منطقه (Ataeian 2019) جهان بود انگور در یرهکشمش و ش
شرق و جنوب، عمده نواحی احداث غرب، شمالشمال

 ،کشاورزی ازمان جهادهای کشور هستند. طبق آمار ستاکستان
کننده اول کشور است و استان  استان تولید 01استان زنجان جزو 

درصدی،  00درصدی، خراسان رضوی با سهم  01فارس با سهم 
 1/01شرقی با سهم  درصدی، آذربایجان 1/01 قزوین با سهم

های درصدی به ترتیب در رتبه 0/01درصدی و همدان با سهم 

 Anonymous)اول تا پنجم تولیدکنندگان انگور کشور قرار دارند 

2019) . 
ها، ویروئیدها و فیتوپلاسماهای زیادی انگور را در ویروس

کنند و جزو عوامل مهم محدود کننده سراسر جهان آلوده می
روند. اکثر ویروئیدها دامنه میزبانی شمار میکشت انگور به 

های گذشته گزارش هایی در ارتباط محدودی دارند اما، در سال
 Hajizadehبا گسترش دامنه میزبانی ویروئیدها ارائه شده است )

et al. 2012ای از (. اولین ویروئید شرح داده شده در انگور جدایه
نون شش ویروئید و ویروئید کوتولگی رازک در ژاپن بود. تاک

ها شناخته شده است ویروئید در آلودگی تاکستانشبه

(Gambino et al. 2014).  
 طریق مکانیکی از راهطورعمده بهانتقال ویروئیدهای انگور به

 شود. انتشار و انتقال توسطپیوند یا مواد تکثیری آلوده انجام می
بالارونده  هایهای آلوده، ادوات کشاورزی و تماس با ساقهدست

ترین هنگام جابجایی گیاه میسر است بنابراین بهترین و موفق
روش کنترل، حذف گیاهان آلوده و جایگزینی آنها با گیاهان سالم 

ها شامل حذف روش . سایر(Kappagantu et al. 2017)است 
درمانی یا تیمار  کمک حرارت های گیاهی باویروئیدها از اندام

(، ریزپیوندی در Shoot tip culture) شاخهسرمایی، کشت نوک 

( و یا Shoot-tip grafting in vitroشرایط آزمایشگاهی )
(، جلوگیری از انتشار ویروئیدها، Chemotherapy) درمانیشیمی
های گیاهی، حذف ویروئید با استفاده کنی ویروئید از اندامریشه

بیعی و های گواهی شده و اعمال قرنطینه، مقاومت طاز اندام
 Jafarpour & Sabokkhiz)باشد میتراریخت در برابر بیمارگر، 

2007.) 

 Grapevine yellow speckle) یکویروئیدهای لکه زردی 

viroid 1(GYSVd-1) دو( و (rapevine yellow speckle viroid 

2 (GYSVd-2)( انگور، ویروئید کوتولگی زارک )Hop stunt 

viroid (HSVd) حالیکه سایر ( گسترش جهانی دارند در
 .Hajizadeh et al)انگور انتشار محدودتری دارند ویروئیدهای 

باعث بروز  GYSVd-1, 2از میان ویروئیدهای انگور تنها (. 2012
شوند و مابقی ویروئیدهای آلوده زرد می هایعلائمی نظیر لکه

ط مخلوط توسهای کنند. آلودگیکننده انگور علائمی ایجاد نمی
 زمانانواع ویروئیدهای انگور معمول بوده و در مواقعی آلودگی هم

. علاوه (Hajizadeh et al. 2012)شود میویروس و ویروئید دیده 
ی ذکر شده در برخی بر ایجاد علائم منحصربفرد در ویروئیدها

لودگی همزمان با آواقع ممکن است حالت هم افزایی علائم در م
ترین مثال آلوده کننده انگور نیز ایجاد شود، مهمهای ویروس

بادبزنی انگور و  وجود آمده بین ویروس برگافزایی بهحالت هم
است که در نتیجه آن  (GYSVd-1)انگور  یکزردی عامل لکه

 .Jiang et al)شود نواری شدیدی حاصل می بیماری رگبرگ

2009; Hajizadeh et al. 2012) .گور در برخی آلودگی باغات ان
 Grapevine yellow speckle viroidمناطق ایران به ویروئیدهای 

1(GYSVd-1)،(GYSVd-2)  Grapevine yellow speckle 

viroid 2،(HSVd)  Hop stunt viroid ،Australian grapevine 

viroid (ASGVd) ( گزارش شده استHajizadeh et al. 2015 .)
غربی کشور شامل های شمالدرصد آلودگی در باغات استان

ویروئیدهای  بهآذربایجان غربی، شرقی، اردبیل و کردستان 
های بررسی نمونه %92و  %011، %14، %90مذکور به ترتیب 

 شده بوده است.

ویروئید استرالیایی انگور در طبیعت محدود به انگور است و 
از انگورهایی که علاوه  Rezaian et al. (1988)اولین بار توسط 

ر، انگو دوو  یکزردی بر این ویروئید آلوده به ویروئیدهای لکه
ویروئید اگزوکورتیس مرکبات و ویروئید کوتولگی رازک بودند، از 
استرالیا جدا شد متعاقب آن گزارشاتی از ایالت متحده آمریکا، 

 .Rezaian 1990; Zaki-Aghl et al)چین ارائه شد  تونس و

2013; Adkar-Purushothama et al. 2014) . اولین گزارش از
ارائه  Zaki-Aghl et al. (2013)جنوب ایران، استان فارس توسط 

 (HSVd)شد. ویروئید کوتولگی رازک جدایه مربوط به انگور 
 Shikata etاولین ویروئید گزارش شده از انگور است که توسط 

al. (1988) ید کوتولگی رازک در در ژاپن گزارش شد. سابقا ویروئ
زردی از جنوب ایران گزارش لکه 2و 0ایران همراه با ویروئیدهای 

 .(Zaki-Aghl et al. 2013)شده است 
بیماری ایجاد شده توسط ویروئید لکه زردی انگور اولین بار 

در استرالیا شرح داده  Taylore & Woodham (1972)توسط 
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صورت ی بیماری بهشناسشده است. نقش این ویروئیدها در سبب
 Rezaian &، توسط GYSVd-1که نامعلوم باقی مانده بود تا این

(1988)  Koltunow ( از رقم کابرنت فرانکCabernet Franc )
 0زردی سال پس از ویروئید لکه، یکGYSVd-2معرفی شد. 
از رقم کیوتو  Rezaian (1989)  Koltunow &انگور توسط

(Kyoto که روی پایه رقم )( دوگریجDogridge پیوند خورده و )
 .Elleuch et al)داد، جداسازی شد زردی را نشان میعلائم لکه

2002; Vozarova et al. 2016) .هایی از های بعد گزارشدر سال
سراسر جهان مبنی بر حضور این ویروئیدها منتشر شده است. 

انگور همراه با ویروئید  2 و 0زردی گزارش ویروئیدهای لکه
های های استاناز تاکستان Zaki-Aghl et al. (2013)کوتولگی 

 فارس و آذربایجان غربی وجود دارد. 
علائم ایجاد شده توسط ویروئیدها شباهت بسیار زیادی به 

 های آلوده کننده دارند و غالبا علائم متمایزعلائم ویروس
های ویروسی و ویروئیدی وجود ندارد ای بین بیماریکننده

(Flores et al. 2005; Adkar-Purushothama et al. 2014) .

 ردآن العاده فوق یتاهم و کشور در وسعت کشت انگور یلدلبه
 ریمارگب یقدق ییشناسای تلاش مضاعف در جهت اقتصاد جهان

الا ب یتحساس با یعسر یروش انگور با استفاده از هاییماریو ب
و مبارزه با عوامل  یریشگیمناسب در جهت پ یراتخاذ تداب جهت

های (. روشWilcon et al. 2015) است یضرورزا بیماری
دار، های رادیواکتیو یا نشانتشخیص مولکولی با استفاده از پروب

 Immunocaptureآر )سیپیآر، ایمینوکپچر آرتیسیپیآرتی

RT-PCRسیپی(، آرتی( آر چندگانهMultiplex PCR و )Real 

Time PCR ت، حساسیت و سرعت بالاتری برخوردار بوده از دق

های سرولوژیکی و سنتی به دلیل سادگی و در مقایسه با روش
اند های اخیر کاربرد بیشتری یافتهنسبی و حساسیت بالا در سال

(Digiaro et al. 2007; Bagherian et al. 2009; Cepin et al. 

2010). 
 زابیماریهای مولکولی برای شناسایی عوامل روشاستفاده از 

ی بررس شود. همچنین، روند تشخیص تواند باعث تسریع درمی
 ویروئیدی هایی جدایهیهای تبارزاارتباط های مولکولی وویژگی

های جدید را های گزارش شده با جدایهتواند روابط جدایهمی
ای آلوده هپژوهش، شناسایی ویروئید هدف اینمشخص نماید. 
، بررسی استان زنجان همناطق انگورکاری عمد کننده انگور از

های مخلوط روابط تبارزایی و ساختارهای آنها و بررسی آلودگی
 اب های مهم آلوده کننده انگورآنها با همدیگر و برخی از ویروس

 های مولکولی است. استفاده از روش
 
 

 هامواد و روش
 بردارینمونه

و  0191 های زراعیفصل ه دربه عمل آمد هایازدیدب طی
 ئیدها درویرو به مربوط هشد توصیفعلائم ا توجه به ب 0191

نمونه  020، علائمو برخی گیاهان بدون  های انگوردرختچه
 های استان زنجان شامل شهرهایمشکوک از برخی تاکستان

بر شامل برگ و ساقه آب و سلطانیه، زنجان، ابهر، خرمدره، قیدار
محل  شده،ه مشاهد علائممانند  هانمونه گردآوری شد. مشخصات

روی یخ به  هانمونه سپس ی یادداشت وبردارنمونهو تاریخ 
ر شد. نمونه برداری در اواخ آزمایشگاه برای بررسی بیشتر منتقل

 فصل بهار و تابستان و اوایل پاییز انجام شد.

 
 ایآران استخراج

ای با توجه به علائم، اندام استخراج آرانها برای انتخاب نمونه
های بدون علائم ها و نمونهدارای علائم، محل جمع آوری نمونه

های جمع آوری شده بر اساس بود. با توجه به گروه بندی نمونه
 11ای از آران استخراج علائم، منطقه و فصل جمع آوری شده

شخصه برگی یا آوندی که عمدتا دارای علائم مبافت نمونه 
مطابق با روش  های بدون علائمویروئیدی بودند و برخی از نمونه

استخراج از یک دهم  ، انجام شد. (Rowhani et al. 1993)یروحان
استخراج شده  ایآران ییدر مرحله نهاگرم بافت انجام شد و 

در  شد و ونیسوسپانس لیآب مقطر استر تریکرولیم 11توسط 
از  مکمل یاانیساخت د یبراشد.  ینگهدار -C 01˚یدما

 یدیاز آغازگر شش نوکلئوت ای استخراج شده،های آراننمونه
  cDNA) ساخت تیو ک (Random Hexamer)ی تصادف

TM(HyperScript شرکت محصول GeneAll در  کره جنوبی
استفاده شد. علاوه بر  ،تریکرولیم 01 ییبا حجم نها یواکنش

-یساخت د یبرا یتصادف یدیاستفاده از آغازگر شش نوکلئوت
 یآغازگرها، از آغازگرها نیا یمکمل، به منظور بررس یاان

استفاده  یمکمل در موارد یاانیساخت د یبرا زین یاختصاص
 .(0)جدول  شد

-یپل ایرهیزنج واکنشهای ساخته شده،  cDNAبا توجه به 
ئیدها و یا رویو یاختصاص یبا هر کدام از آغازگرها مراز

در حجم ( 2 های ویروئیدی )جدولاختصاصی خانوادهآغازگرهای 

مستر میکس  تریکرولیم 22/1شامل  تریکرولیم 2/02 یینها
(Amplicon, UK) ،0 و  میمستق یاز آغازگرها تریکرولیم
مکمل  ایانید تریکرولیم 2/2 مول،یلیم 01معکوس با غلظت 

به  رآسییانجام شد. برنامه پ زهیونیآب د تریکرولیم 12/0الگو و 
 دو یبرا C 94˚ یدر دما هیاول سازیمرحله واسرشت کیصورت 

 42به مدت  C94˚ چرخه متشکل از  12و به دنبال آن  قه،یدق
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ثانیه )دمای ذکرشده نسبت به آلودگی  21به مدت  C 40˚ثانیه، 
سازی دمایی با تغییرات دو مورد بررسی پس از چند مرحله بهینه

به مدت  C 12˚ آغازگرها متغیر است(،ای در دمای اتصال درجه
به مدت ده  C 12˚ ییمرحله بسط نها کدقیقه و همچنین ی یک

به مدت سه دقیقه  C 22˚ دقیقه )جهت تکمیل پلیمریزاسیون( و
یپیحاصل از واکنش آرت جینتا یبررس نظور. به مانجام گردید

 آرسییفرآورده حاصل از هر واکنش پ تریکرولیم شش آر،سی
 .الکتروفورز شد TBE 1X در بافر %2/0ژل آگارز  یرو

 
 . توالی آغازگرهای مورد استفاده جهت ردیابی ویروئیدهای آلوده کننده انگور.1جدول 

Table 1. Sequences of primers that used to detect the grapevine viroids. 
Reference Expected 

size (bp) 
)/3–/Primer Sequence (5 Viroid 

Hajizadeh et al. 2012 250 
GYSVd-1-mF CAAAGCCCTTTTTCTTTCAACTGAG  

GYSVd-1-mRl CCCAGAGCAGCGTGGTCC  
GYSVd-l-mR2 CCCAGAGCAGCGTGG(T/C)(C/T)(C/T) 

GYSVd-1 
 

Hajizadeh et al. 2012 375 GYSVd-2-Pl ACTAGTACTTTCTTCTATCTCCGAAGC  
GYSVd-2-P2 ACTAGTCCGAGGACCTTTTCTAGCGC 

GYSVd-2 

Hajizadeh et al. 2012 312 
HSVd-78P AACCCGGGGCAACTCTTCTC  
HSV-83 M AACCCGGGGCTCCTTTCTCA 

HSVd 

Wan and Symons 1997 369 AG-c1 CTCGACGACGAGTCGCCAGGTGAGTCTT 
AG-h1 GTCGACGAAGGGTCCTCAGCAGAGCACC 

AGVd 

 
 تبارزاییو رسم درخت  آرسییمحصولات پ یتوال نییتع

ئید، موقعیت رویوآر برحسب گونه سیهفت محصول پی
توسط شرکت پیشگام  جغرافیایی جدایه و نوع علایم انتخاب و

 .یابی شدندسازی و توالیخالص
با اطلاعات و  آرسییدست آمده از محصولات پبه هاییتوال

 قرار گرفتند سهی( مورد مقاNCBI) بانکژنموجود در  هاییتوال
 هایبا داده شده یابیتوالی نوکلئوتیدی هایداده(. 2)جدول 

موجود مربوط  هایهیبا جدا هائیدرویو از کدام هر نوکلئوتیدی
-با استفاده از نرم NCBI یدر پایگاه اطلاعاتئید رویبه آن و

 Neighborو روش MEGA 7  (Kumar et al. 2016 )افزار

Joining در نهایت درخت  چندگانه شدند و سازیفردیهم
  استرپ ترسیم گردید.بوت 0111با تکرار   ییتبارزا

 

 و بحث نتایج
 ایمشاهدات مزرعه 

مناطق مختلف استان زنجان  ای که ازنمونه 020از مجموع 
 0191-0191 یسال زراع و پاییز تابستان ،بهار یهافصل یدر ط
 ئیدیرویعلائم مشکوک و یها دارااغلب نمونه د،یگرد یآورجمع

ای برگ، بدشکلی، ابلقی، تغییر روی برگ )کلروز کامل یا لکه
داری(، ها، رگبرگ روشنی، نکروز، روخمشی، چینرنگ رگبرگ

ها )کاهش اندازه، ای )بدشکلی اندام(، گلهای ذخیرهاندام
پوسته شدن، ها(، تنه )پوسته شکستگی رنگ گلبرگ

کوتولگی، کاهش ای، آبلهخوردگی و شانکر(، ساقه )ساقهترک

، شدن پوستپریدگی، بدشکلها )رنگها(، میوهفاصله بین گره
علاوه علائم خوردگی پوست میوه و بزرگ شدن هسته( بهترک

دهی و رسیدگی میوه و دهی، گلغیرواضح نظیر تاخیر در برگ
بدون علائم  زین یمحدود دادو تعبلوغ درخت یا درختچه بودند 

 Flores et al. 2005; Adkar-Purushothama)( 0 )شکل بودند

et al. 2014).  گرچه علائم مختلف در طول فصل رشد در باغات
در اواخر  ید،تا شد مختلف وجود داشت اما اغلب علائم خفیف

بهار و اوایل تابستان و یا اواخر تابستان و اوایل پاییز قابل مشاهده 
  .بودند

 
   مرازیپل ایرهیزنج واکنشنتایج حاصل از 

 هایبا استفاده از آغازگر آرسییو انجام پ cDNAساخت  جینتا
قطعات مورد  ریاز تکث یحاک ویروئید مورد بررسی یاختصاص

با استفاده از جفت  آر. نتایج پی سیبود آرسییآزمون پ انتظار در

 111قطعه  (AGVd) ویروئید استرالیائی انگور یآغازگر اختصاص
های بررسی شده، قطعات اختصاصی درصد نمونه 22باز در 
 01و  04انگور به ترتیب در  2و  0به ویروئیدهای زردی مربوط 

های بررسی شده، و همچنین قطعات اختصاصی درصد نمونه
های بررسی درصد نمونه 21ه ویروئید کوتولگی رازک در ب مربوط

 شده مشاهده شد. 
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. GYSVd-2، c –dآلوده به . GYSVd-1، bآلوده به . a – fهایی که آلودگی آنها به ویروئیدها مثبت بوده است. ئم در نمونهعلا .1شکل 

 .HSVdآلوده به . ASGVd،  e-  gآلوده به 

Figure 1. Symptomps in positive samples infected by viroids. a-f. infected by GYSVd-1, b. infected by GYSVd-2, c-d. 

infected by ASGVd, e-g. infected by HSVd. 

 
 یینتایج تجزیه و تحلیل تبارزا

های به دست آمده از قطعات تکثیر شده بلاست توالی جهینت

 که نشان داد بانکموجود در ژن هاییبا توالآر سیدر آزمون پی

اشد بئیدهای بررسی شده میرویمتعلق به و افته،ی ریتکث اتقطع

که از آغازگر اختصاصی آنها برای تکثیر بخشی از ژنوم استفاده 

  (. 2شده بود )شکل 

از محصولات به صورت  یبرخ یدیترادف نوکلئوت نییتع

 یدیئوتنوکل یهایبر اساس توال ییروابط تبارزا یو بررس یانتخاب

با  قیتحق نیدر ا شده یابیرد دیجد یهاهیداد که جدا نشان

 ییگروه تبارزا کیگزارش شده اند در  رانیکه قبلا از ا ییهاهیجدا

 .رندیگیقرار م

های دریافت شده در یک درخت تجزیه تحلیل تبارزایی توالی

صورت کلی انجام شد. همانطور که در نتایج درخت هتبارزایی ب

زیرشاخه مختص تبارزایی مشخص است هر گونه ویروئیدی یک 

های هر گونه ویروئیدی در دهد. جدایهبه خود را تشکیل می

های مختص به خود قرار گرفتند که در درون هر زیرشاخه

زیرشاخه ویروئیدهای ردیابی شده دارای تنوع بودند در حالیکه 

 (. 2های ایرانی قرار گرفتند )شکل در نزدیک جدایه

داد که آلودگی های مخلوط نشان نتایج بررسی آلودگی

HSVd  وGYSVd-1  در دو نمونه )یک نمونه از زنجان و یک

در سه نمونه )یک نمونه از  GYSVd-2و  HSVdنمونه از ابهر(، 

-GYSVdزنجان، یک نمونه از سلطانیه و یک نمونه از ایجرود(، 

در  ASGVdو  HSVdدر یک نمونه از سلطانیه،  GYSVd-2و  1

سه نمونه مشاهده شد )یک نمونه از ابهر، یک نمونه از خرمدره و 

یک نمونه از زنجان(. علاوه بر این آلودگی مخلوط سه تایی به 

در دو نمونه از زنجان  ASGVdو  GYSVd-1 و HSVdویروئیدها 

در یک نمونه از ابهر ردیابی  GYSVd-2 و GYSVd-1و  HSVdو 

و  GFLVهای ط به ویروسشد. همچنین نتایج آلودگی مخلو

ArMV  وGVA  نشان داد که آلودگی مخلوطGFLV   وHSVd 

نمونه از سلطانیه( و  هدر دو نمونه )یک نمونه از زنجان و س

در یک نمونه از سلطانیه  GYSVd-1و  ArMVآلودگی مخلوط 

همراه با ویروئیدها  GVAشناسایی شد. آلودگی مخلوط به 

 GVA  ونه آلودگی منفرد بهشناسایی نشد در حالیکه دو نم

 (. 1داشتند ) جدول 

 باشدهایی میبرخی از مناطق استان زنجان دارای تاکستان

سال دارد و از نظر ذخایر  011که قدمت بسیار زیادی در حدود 
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تواند اهمیت بسیار بالایی داشته های مقاومت میژنتیکی و ژن

در  ویروئیدیتنوع علائم  مؤید میدانی مشاهدات باشد.

دهنده  تواند نشانیم که مناطق مورد مطالعه بود یهاتاکستان

متنوع ارقام  هایو پاسخ ویروئیدیمتنوع  هایهیوجود جدا

 ودهآل یدهایروئیو انیمختلف انگور در مناطق متفاوت باشد از م

در  میبو دیروئیعنوان وبه رازک یکوتولگ دیروئیکننده انگور و

بلی به طوریکه در تحقیق ق شد ییاکثر مناطق کشت انگور شناسا

های برداشت شده که دارای این ویروئید در صد درصد نمونه

 .Hajizadeh et alعلائم و یا فاقد علائم بودند شناسایی شدند )

2012). 

ان را نشتمام گیاهان آلوده به ویروئید علائم آشکار بیماری 

یک ی موارد یک ویروئید ممکن است در برخ دهند بلکه درنمی

ه باعث کمیزبان مخفی شود یا علائم خفیفی ایجاد کند که تا زمانی

 سختی قابل رویتایجاد علائم شدید در میزبان دیگری شود، به

(. علائم مشاهده Hammond & Owens 2006و ردیابی باشد )

شده به طور اختصاصی مربوط به همان ویروئید ردیابی شده 

باشد و ممکن است سایر عوامل بیمارگر زنده مانند سایر ینم

های مواد ها و یا عوامل غیر زنده مانند کمبودها و ویروسویروئید

غذایی، شرایط محیطی مانند بارش تگرگ و غیره در علائم نقش 

که برای بررسی علائم منحصر به فرد هر ویروئید  داشته باشند چرا

ه ها بایی و علائم هر کدام از ویروئیدزباید مطالعات روی بیماری

صورت جداگانه و عاری از هر نوع ویروئید یا بیمارگر زنده و غیر 

مشاهده  رغمیها علاز نمونه یدر مورد برخزنده بررسی شود. 

 یراب ویروئیدبه  یآلودگ یبررس جهینت ه،یعلائم در مشاهدات اول

 یطیحم طیبود. ممکن است شرا یها منفاز نمونه یتعداد

 ریبا سا زبانیشود، م هایویروئیدنامطلوب موجب کاهش غلظت 

 هایویروئید ریسابودن  غالب ایآلوده شده باشد  هاویروئید

 Osman et). باشدکرده  جادیا اهیرا در گ یعلائم نیچن مارگریب

al. 2013) 
کنند از آنجا که ویروئیدها هیچ پروتئین اختصاصی تولید نمی

های سرولوژیکی جهت تشخیص وجود روش امکان استفاده از

های تشخیص ویروئیدها محدود به روش بنابراین .ندارد

)الکتروفورز ژل  های مولکولیهای بیولوژیکی و روشآزمون

گیری ای پلیمراز و دو رگآکریل آمید، واکنش زنجیرهپلی

 اسیدنوکلئیک( است.

 ،یدویروئ یمتنوع ژنو ریتاث لیدلبه هاهیاز جدا یدر برخ یگاه

 نیشود که ایدچار اشکال م زین آریسیپیآرت قیاز طر یابیرد

ژنوم ویروئید  یاز عدم تطابق ترادف آغازگرها با توال یمورد ناش

 رینظ یمولکول هایروشکندکه می درمجموع نتایج تایید. است

RT-PCR قدقی و حساسروش  یاختصاص یو انتخاب آغازگرها 

رنامه در ب تواندیروش م نیانگور بوده و ا یهاویروئید یابیرد یبرا

 یهاسلامت انگور نقش داشته باشد لذا، روش یصدور گواه

از انگور  یاآران یبالا تیفیجهت استخراج موفق و با ک یادیز

  (Osman et al. 2013). است شده یسازنهیبه

 بیتبه تر یآلودگ زانیم نیشتریب ،یمورد بررس یهادر نمونه

 2 دیروئیو و انگورلکه زرد  0 دیروئیرازک، و یکوتولگ دیروئیو

ای هویروئیدمخلوط به  یهایآلودگآزمون  بودند.  انگورلکه زرد 

های مختلف می بررسی شده نشانگر حضور همزمان ویروئید

 سالمظاهرا  هایقلمهاحتمال وجود دارد که استفاده از  نیاباشد. 

 نبردن منابع نیتر، از بم مقاوم، عدم استفاده از ارقا)اما آلوده(

 زبانیهای هرز معلف نکردن نیها، وجدر تاکستان یآلودگ

ش گستر لیدلا زا تواندیم یبردن چرخه آلودگ نیمنظور از ببه

لکه  0 دیروئیو در مناطق مختلف استان باشد.ویروئیدی  یآلودگ

ن آهای مختلفی از انگور تنوع ژنتیکی زیادی دارد و واریانتزرد 

گزارش شده است. در اکثر موارد تغییرات توالی در ناحیه 

 Zaki-Aghl et)دهد ژنوم این ویروئید رخ می  (PD)زایبیماری

al. 2013; Vozarova et al. 2016) یک رابطه هم افزایی بین .

بادبزنی مو وجود  انگور و ویروس برگ ویروئیدهای لکه زردی

زمان به این بیمارگرها همطور هایی که بهدارد و در درختچه

 نواری صورت رگبرگاند علائم بیماری شدت یافته و بهآلوده

 .Szychowski et al. 1995; Gambino et al)شود مشاهده می

2014; Moradi et al. 2018) . 

 

 سپاسگزاری

قدیر تبدینوسیله از معانت پژوهش و فناوری دانشگاه زنجان  

گردد.و تشکر می
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 در و بلق از که یرانیا هایهیشامل جدا کینوکلئ دیاس یهابر اساس داده انگور کننده آلوده مختلف یدهایروئیو یهاهیجدا ییتبارزا زیآنال .2شکل 
در  درصد 21از  شیب استرپبوتشده است.  میترس MEGA7در نرم افزار  Neighbor-Joining روش با درخت. اند شده ییشناسا قیتحق نیا

 .دیعنوان عضو برون گروه انتخاب گرد به ASVdمشخص شده است.  پررنگ صورتهب یرانیا هایهیداده شده و جدا شینما هاشاخه یبالا
Figure 2. Phylogentic analysis of different viroids in grapevine based on nucleic acid information including new isolates 
in this research and previously reported Iranian isolates. The tree was cerated by MEGA7 software and Neighbor-Joining  
method. Branches with bootstrap values less than 50 were removed. The new Iranian isolates are shown in Bold. ASVd 

used as the outgroup. 
 های استفاده شده برای رسم درخت تبارزایی.اطلاعات مربوط به جدایه .2جدول 

Table 2. Information on the isolates that used for phylogenetic tree. 
Country Host Accession Number Isolate Viroid 

USA - 001920_NC - GYSVd-1 

Iran - JQ686712 GYSVd-1-CF7#1  

Iran Vitis vinifera KF916047 xatam  

Iran - JQ686709 Amh1#15  

Iran - DQ408542 Sh-8-1/3  

Croatia Vitis vinifera MF979529 VD-102  

Czech Vitis vinifera KT000346 TI_23  

Cyprus Citrus sp KX819244 HSVd-CY73 HSVd 

Czech Vitis vinifera KT000353 TI_23  

Hungary Grapevine MF497538 HSV-HUMK4  

Iran Pistacia vera KY829131 Ker.Far.P  



  10                                                                                ردیابی و آنالیز تبارزایی چهار ویروئید مهم آلوده کننده ..  سلامی و همکاران /

 
J Appl Res Plant Prot 

     2جدول  ادامه

Iran Malus domestica MN695313 IR-Gala  

Iran Satsuma mandarin EF186992 LMSX2  

Iran Vitis vinifera KF876039 gahro  

Iran Vitis vinifera KF876038 mahalat  

Iran - JQ686704 AGVd-AO14#1 AGVd 

Iran - JQ686701 AGVd-Bm10#2  

Iran Vitis vinifera FJ940923 AGVd18  

Iran Vitis vinifera JX110705 2  

Iran Vitis vinifera KY404214 AGVd-Iran6  

Iran Vitis vinifera KF876036 shahreza  

China  KX966257 CZZ 1 GYSVd-2 

Iran Vitis vinifera KF916050 gahro  

Iran  JQ686718 GYSVd-2-CF7#2  

Iran  JQ686716 Bm10#1  

Iran Vitis vinifera FJ940922 ys29  

USA Vitis vinifera NC_003612   

Croatia Vitis vinifera MF979530 VB-108  

Pakistan Vitis vinifera KY978405 SL13- I  

Poland Solanum tuberosum GQ853464 PSTVd-PM1-46 PSTVd 

USA  NC_002030   

  M14814   

New Zealand Capsicum annum AY532804   

USA  NC_001340  ASSVd 

Japan  Y00435 Chrysanthemum 

stunt viroid 

 

China Apricot EU031496 ASS_AP10  

Iran Pyrus communis HQ326097 AY10ch7  

Malaysia Cocos nucifera KM588102 CP246 CCCVd 

Malaysia  MN704849 UPM13D  

Malaysia Elaeis guineensis MF579861 720  

USA  NC_001462   

 

 .قیتحق نیا در شده یجداساز یاویروئیدهاطلاعات مربوط به درصد آلودگی نمونه های مختلف  .3جدول 
Table 3. Percentage of infectivity to different viroids.  

Infectivity Percentage   
HSVd GYSVd-1 GYSVd-2 ASGVd Region Number 

20 16 12 24 25 Zanjan 

20 10 20 20 10 Ijrood 

15.4 11.5 15.38 19.23 26 Abhar 

25 8.33 16.66 16.66 12 Khoramdareh 

23.07 7.69 7.69 23.07 13 Tarom 

14.28 21.42 28.57 21.42 14 Zanjanrood 

23.8 14.28 14.28 23.8 21 Soltaniyeh 

19.83 13.22 15.7 21.48 121 Total 
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