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  چکیده
- از تاکستاننمونه  137، مو 1 - نویه ویروئید لکه زرديو بررسی ساختارهاي ثامولکولی منظور تعیین مشخصات به

ها . اسید نوکلئیک کل از بافت برگ نمونهآوري گردیدجمعی برغ آذربایجان و یقرش آذربایجاناردبیل، هاي استانهاي 
-ئید با روش پیطول کامل این ویرونوکلئوتیدي تصادفی، آغازگر ششبا استفاده از اي مکمل انپس از ساخت دياستخراج و 

سازي آر پس از همسانهسیتکثیر شد. محصول پی مو،  1- و با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی ویروئید لکه زردي  آرسی
 368یا  367شده در این تحقیق، داراي هاي شناسایینشان داد که واریانتد. نتایج گردیتوالی ، تعیینpGEMT-easyدر حامل 

 6که واریانت  نشان داد تبارزاییشد. درخت  تشخیص دادهجموع هفت واریانت جدید از این ویروئید نوکلئوتید هستند و در م
-به( جداگانهتشکیل یک تیپ در کنار تعدادي جدایه و واریانت دیگر  بعديک این ویروئید و شش واریانت مشابه اعضاي تیپ ی

 منطقه متغیر، بیشترین تفاوت در آمده در این تحقیقدستي بهاهدهند. در ساختار ثانویه واریانت) را می4تیپ نام پیشنهادي 
شرقی و اردبیل گزارش هاي آذربایجانبراي اولین بار از استانمو  1-ویروئید لکه زردي قرار داشت.چپ قسمت انتهایی  و

  شود. می
  

   ، واریانتمو، ساختار ثانویه، آرسیپی -آرتی: کلیدي هايواژه
  

  مقدمه
ترین عامل کوچک ،نوکلئوتید 246- 401ا ژنوم بویروئیدها 

لاي اي تکانهستند که از یک رشته آر زاي گیاهیبیماري
 را ندارند پروتئین اختس اي تشکیل شده و تواناییحلقه

ها مستقل از هر نوع ویروس آن .)2003و همکاران  حدیدي(
هاي سنجهکنش با کنند و در برهمگیاهی همانندسازي می

واه  چو (وان دنماینشان را کامل میآلودگی چرخه ،یمیزبان
اگرچه ویروئیدها علائمی مشابه ). 1997 سیمونزو 

و  عملکردند اما از لحاظ ساختار، کنها ایجاد میویروس
(فلورس و همکاران  فرد هستندهمنشا تکامل منحصر ب

ویروئیدها به عنوان  ،ICTVمین گزارش نهدر  ).2005

mailto:m.hajizadeh@uok.ac.ir
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اساس ر ه شدند و بشناخت 1زیرویروسی عوامل بیماریزاي
، توالی نوکلئوتیدي، داخل سلول حل تجمع درتکثیر، م

و دیگر مشخصات به دو  شناختیزیستخصوصیات 
 ,Pospiviroid)با پنج جنس  Pospiviroidae خانواده

Cocadviroid, Hostuviroid, Apscaviroid, Coleviroid) 
 ,Avsunviroid)با دو جنس  Avsunviroidae و

Pelamoviroid) 2012(کینگ و همکاران  بندي شدندگروه(. 
لگی اولین بار ویروئید کوتو) 1984شیکاتا و همکاران (

. تحقیقات بعدي وقوع ندش کرداز مو در ژاپن گزاررا رازك 
گسترده آلودگی مو به ویروئیدها را آشکار کرد. امروزه، 

 لیاین ویروئیدها تعیین شده و ساختار مولکومشخصات 
کنون، تر شده است. تاساده شاندرك فعالیت معین و هاآن

اند: ویروئید شناسایی شده مو  کننده پنج ویروئید آلوده
، هوستوویروئیداز جنس  2(HSVd)کوتولگی رازك 

-پوسپیاز جنس  3(CEVd)ویروئید اگزوکورتیس مرکبات 

، ویروئید GYSVd4)-(1مو 1- ویروئید لکه زردي ،ویروئید
و ویروئید استرالیایی مو  GYSVd5)-(2مو 2- ديلکه زر

AGVd)(6  جیانگ و همکاران  اپسکاویروئیداز جنس)
2009.( 

(سانو و  از کشورهاي ژاپن مو 1- ویروئید لکه زردي
، )1988(کلتونو و رضاییان  استرالیا ،)2000همکاران 

(مینافرا و همکاران  ، ایتالیا)2003(گزل و اونلج ترکیه
 ، آمریکا)1996ولیوکا و همکاران (پ ، آلمان)1990

، نیوزیلند (وارد و همکاران )1998(زیچووسکی و همکاران 
گزارش شده  )2009عقل و ایزدپناه (زکیو ایران  ) 2011
و  باشدنوکلئوتید می 366 -369 داراياین ویروئید  است.

از رقم  )1988(اولین بار توسط کلتونو و رضائیان 
                                                           
1 - Subviral 
2 - Hop stunt viroid 
3 - Citrus exocortis viroid 
4 - Grapevine yellow speckle-1 
5 - Grapevine yellow speckle-2 
6 - Australian grapevine viroid 

از توالی  درصد 62در کل  جدا شد. 7"کابرنت فرانک"
اند و نوکلئوتیدهاي جفت شده نوکلئوتیدي این ویروئید

-می G:U %21و  G:C  ،26%  A:U %53شده حاوي جفت

است  رصدد60حدود  در این ویروئید G+Cد. محتواي نباش
که با سایر ویروئیدها قابل مقایسه است. هیچ کدون 

روي  اما ،روي رشته منفی وجود ندارد (AUG)شروعی 
(توالی  گزارش شده استرشته مثبت یک کدون شروع 

-) که بعد از آن چارچوب خواندنی شروع می254 - 256

 68پپتید با بالقوه توانایی تولید یک پلی طوربه شود و
  ).2003 لیتل و رضائیان( آمینواسید را دارد

 تشابهمدرصد  37داراي مو  1- ویروئید لکه زردي
 .است d(ASSV8( اي سیبست پینهویروئید پونوکلئوتیدي با 

و بر اساس  دارداي تنوع ژنتیکی قابل ملاحظه این ویروئید
قادر به  ،هاي تیپ یکشود. جدایهبه سه تیپ تقسیم میآن 

 تیپ دو يهائم در گیاه میزبان نیستند ولی جدایهتولید علا
تیپ . )1993(ریگدن و رضاییان  کنندتولید علائم  ندقادر
گزارش شده است و از نظر علائم و توالی  از ایتالیا سه

(زیچووسکی و  دو تیپ دیگر است متفاوت ازنوکلئوتیدي 
این ویروئید در ایران از شیراز، تاکنون  .)1998همکاران 

عقل و ایزدپناه (زکی بوانات و ارومیه گزارش شده است
هاي اردبیل، استاندر آلودگی وسیع  با وجود .)2009

هاي مو به ویروئیدبه  غربی آذربایجانو  شرقی آذربایجان
ها ردیابی کدام از این استانکه در هیچ CEVdاستثناي 

اطلاعات  ،)الف 2012و  2010 و همکاران زاده(حاجی نشد
در مورد ساختار، مشخصات مولکولی و تنوع ژنتیکی  کافی
در دسترس نیست.  GYSVd-1ها و از جمله ویروئیداین 
درباره ترادف نوکلئوتیدي، تنوع  اطلاعاتی این مقالهدر 

غرب از منطقه شمال GYSVd-1ژنتیکی و ساختار فیزیکی 
 کشور ارائه گردیده است.

                                                           
7- Cabernt Franc 

8 - Apple scar skin viroid 
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  هامواد و روش
برداري از نمونه ،1389و  1388هاي طی سال

در برخی  و هاي داراي علائم ویروئیديتاك هايبرگ
غرب کشور از مناطق شمال ،هاي بدون علائمموارد از تاك

نمونه از استان  22( نمونه 137، انجام شد. در مجموع
نمونه از  25و شرقی  نمونه از استان آذربایجان 80یل، اردب

شده براي آوريهاي جمعاز نمونه غربی) استان آذربایجان
- آرتیمولکولی  مو با روش 1-حضور ویروئید لکه زردي

کل  يااستخراج آران قرار گرفتند. بررسیمورد  آرسیپی
) 2000فویساك و همکاران (مطابق روش  هااز برگ نمونه
شش آغازگر مکمل از  يااندي ساختبراي  انجام گرفت.

 20حجم نهایی  با یواکنش و در 9نوکلئوتیدي تصادفی
 2/0شد. دو میکرولیتر از محلول  استفادهمیکرولیتر 

با سه میکرولیتر از آب  آغازگراین  میکرگرم در میکرولیتر
اسید از هر کدام از  ايانزه و پنج میکرولیتر آردیونی

ثانیه در دماي  90ها مخلوط و به مدت نمونه نوکلئیک کل
به یخ  ها بلافاصلهمیکروتیوبجوش قرار داده شد و سپس 

 دو ،دیونیزه آب میکرولیتر 7/5 ،دقیقه دومنتقل و پس از 
مخلوط  میکرولیتر 8/0 ،واکنش آرتی x5بافر  میکرولیتر

dNTPs  )10 میلی(میکرولیتر 5/0، مولارRNasin )40  واحد
 بردار معکوسآنزیم نسخه واحد 200 ودر میکرولیتر) 

(AB Applied Biosystems, CA, USA) هر کدام از  به
      دقیقه در 10ها به مدت میکروتیوب د.شها افزوده آن
˚C 25 شدند و سپس در ترموسایکلر مدل  دارينگه

PERKIN ELMER CETUS ايانساخت دي، برنامه 
به مدت دو ساعت  C 42˚شامل یک چرخه دماي  مکمل

و یک چرخه در  بردار معکوسنسخهبراي فعالیت آنزیم 
فعال به مدت پنج دقیقه براي غیر C 85˚درجۀ حرارت 

  .)1997(سخندان و همکاران  م اجرا شدآنزیاین کردن 

                                                           
9-Random hexamer primer 

 تجزیه تحلیل تبارزاییجهت بررسی مولکولی و 
GYSVd-1 ، یک از سه استان مختلف شامل  جدایهسه

مراغه از  جدایهیک ، )استان اردبیل(فخرآباد  از ایزوله
استان (ارومیه از  جدایهیک و  )شرقی استان آذربایجان(

تکثیر طول  انتخاب و صورت تصادفی) بهغربی آذربایجان
 ،GV2Pو  GV1Mآغازگرهاي  با این ویروئید کامل

 Pfu آنزیم و) 1996پولیوکا و همکاران ( شده توسططراحی

(Fermantas) DNA Polymerase  10که خاصیت تصحیحی 
 4/1در ژل آگارز  PCR تولیداتسپس، شد.  نجام، ادارد

نظر با استفاده از الکتروفورز شدند. قطعات مورددرصد 
N Squeeze DNA Gel ′Freeze  TMQuantum Prepکیت 

Extraction Spin Columns (Bio Rad, Hercules, CA, 
USA)  آگاروز شرکت سازنده از ژل  دستورالعملمطابق
شده با استفاده از خالص اياندي سازي گردید وخالص
که داراي  easy-T-pGEM حاملبه  DNA Ligase 4Tآنزیم 
مدت نش فوق بهواک د.گردی، متصل هاي تیمینی استآویزه

هاي لولشد و سپس در س جامساعت در دماي اتاق ان سه
که با استفاده از  DH5αسویه  Escherichia coliباکتریایی 

براي  د.گردی منتقلمستعد شده بودند،  کلسیمروش کلرید
 هايسلول گريغربالبراي و حرارتی از روش شوك انتقال

میکرولیتر  30محیط کشت جامد انتخابی حاوي از  نوترکیب
سیلین پیو آممیکروگرم در میکرولیتر)  X-Gal  )50از 

هاي کلونی شد. استفاده میکروگرم در میکرولیتر) 100(
 لیتر ازمیلی سه، در پتري تشتک سفید رشد کرده روي

میکروگرم در  100(سیلین حاوي آمپی LB محیط کشت
-د داده شدند و از باکتريشب رش یک مدتبه میکرولیتر)

 .استفاده گردید حاملاج شده براي استخرهاي کشت
-NucleoSpin Plasmid (Machereyبا کیت حاملاستخراج 

nagel, Switzerland)  شرکت سازنده  راهنمايمطابق
 هاي این ویروئیدجدایهنوکلئوتیدي و تعیین توالیانجام 
(آلمان) با استفاده از  MWG/Operonشرکت  توسط

                                                           
10- Proof reading 
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ها هاي آنکه توالی M13Rو  M13Fآغازگرهاي عمومی 
 حاملدر  خارجی يااندر دو طرف محل اتصال دي

PGEM-T-easy  ،گرفت. صورتوجود دارند  
 Mega5 افزاراز نرم تبارزایی بررسیبراي 

هاي ه شد. دادهاستفاد )2011 و همکاران (تامورا
هاي نوکلئوتیدي شده با دادهتوالینوکلئوتیدي تعیین

که از قبل در پایگاه اطلاعاتی  هاي این ویروئیدهاواریانت
 تبارزاییشدند و بررسی  سازيردیفهمودند، موجود ب

هاي نوکلئوتیدي ها انجام شد. ابتدا فواصل ژنتیکی دادهآن
 )1984( بر اساس روش تصحیح فاصله تاجیما و نی

صورت  UPGMAروش  طبق تبارزاییمحاسبه و تخمین 
 زمینیغده دوکی سیب از ویروئید گرفت. واریانت مرجع

(PSTVd)11  هم د.گردیتعیین  گروهبرون توالیبه عنوان-

افزار ساختار ثانویه ویروئیدها با استفاده از نرمچنین، 
mfold  تخمین زده شد )1989(زوکر.  

  
  نتایج و بحث
 367-368اي در حدود قطعه ،آرسیپی- آرتیدر 

هاي مورد آزمایش تکثیر شد که اکثر نمونه جفت باز براي
) 1988(کلتونو و رضاییان امل این ویروئید معادل طول ک

  .باشدمی )1996(پولیوکا و همکاران مشابه نتایج  بوده و
ها نمونه درصد 91در مو  1- ویروئید لکه زردي

) ردیابی شد که در استان نمونه 137از  نمونه 121(
شرقی شیوع بیشتري نسبت به دو استان دیگر  آذربایجان

 76و  89 ،95 دربه ترتیب این ویروئید  طوري کهبه. داشت
 آذربایجان ،شرقی آذربایجان هايها از استانمونهندرصد 
نمونه آلوده به  34تنها در د. گردیردیابی اردبیل  و غربی

GYSVd-1نواري مشاهده شد و ، علائم لکه زردي و یا رگ
هاي آلوده به این ویروئید علائم اختصاصی در بقیه نمونه

ه از ویروئیدهاي لک یناش د. ظهور علائمگردیمشاهده ن آن
                                                           

11- Potato spindle tuber viroid 

بستگی زیادي به شرایط اقلیمی دارد  زردي در مو
و در اغلب موارد علائم بیماري  )1988(استیلماچ و گوهن 

ها به سختی قابل و یا لکه بودهروي برگ قابل مشاهده ن
رسد که نظر میبه .)2003(لیتل و رضاییان مشاهده هستند 

بهترین زمان براي مشاهده علائم این ویروئید، اواسط تا 
 )1995(زیچووسکی و همکاران  باشدتابستان تهاي فصل ان

ها براي این تحقیق در اوایل و برداريکه نمونهحالیدر 
واسط فصل (تیر و مرداد) انجام شد. تحقیقات نشان داده ا

است که در آلودگی توام این ویروئید با ویروس برگ 
و  شودبر شدت علائم افزوده می 12(GFLV)بادبزنی مو

 دنمایمی 13نواريرگبیماري  اري جدیدي به نامتولید بیم
   .)1998(زیچووسکی و همکاران 

-GYSVdمشخص شده است که تنها دو ویروئید 

(لیتل و رضاییان کنند ایجاد میعلائم در میزبان مو  1,2
هاي ویروئید AGVdاین دو ویروئید به همراه  .)2003

بودن اختصاصی مو هستند. هرچند در صورت مساعد
 بروزط اقلیمی ویروئیدهاي عامل لکه زردي باعث شرای

علائم بخصوصی  AGVdشوند ولی علائم در میزبان می
. در این )2009(جیانگ و همکاران  کنددر میزبان ایجاد نمی

 ها با وجود آلودگیتحقیق مشخص شد که بعضی از نمونه
و سالم  نکردهصی ایجاد اویروئید زردي مو، علائم خ به
هاي ویروئیدي مو علاوه بیماري سند. در موردرنظر میبه

، شرایط میزبانی و اقلیمی بسیار حائز بر وجود ویروئید
  . )2003(لیتل و رضاییان اهمیت است 

    مو  1- هاي ویروئید لکه زرديدر واریانت
درصد  7/84تا  4/81غرب، شمال شده از منطقهتعیین توالی

-GYSVd-1 (NC مرجعواریانت تشابه نوکلئوتیدي با 

هاي درصد مشابهت در بین جدایه 100تا  92، (001920
هاي موجود در با دیگر جدایه درصد 99تا  80ایرانی و 

                                                           

12- Grapevine fanleaf virus 
13- Vein banding disease 
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. در )1(شکل  دست آمدبه تشابه ژنی بانکپایگاه اطلاعات
از این ویروئید شناسایی این تحقیق، هفت واریانت جدید 

 367 -368داراي  GYSVd-1هاي ایرانی . جدایهشد
مو  يهاي داراي علائم لکه زردنوکلئوتید بودند و از میزبان

  . )1(جدول  علائم جداسازي شدندچنین بدون و هم

ئید هاي ایرانی این ویروجدایه تبارزاییدر بررسی 
ژن، از پایگاه اطلاعاتی بانک هاي مستخرجبا سایر توالی

 یا گروه مجزا قرار گرفتند و خوشههاي ایرانی در دو جدایه
ها دو مسیر تکاملی متفاوتی را که این جدایه ه شدنشان داد

تعیین  (DQ408542, FJ940920)هاي اند. جدایهطی کرده
 )،1389 عقل و ایزدپناهشده از جنوب کشور (زکیتوالی

مهاباد  ،)5و  4هاي (واریانتهاي مراغه جدایهبا همراه 
-جدایه ازبعضی ) و نیز 7و ارومیه (واریانت  )1 (واریانت

فخرآباد  در یک گروه و جدایه ژن هاي موجود در بانک
همراه با اعضاي تیپ یک این ویروئید در گروه  )6(واریانت 

  . )2(شکل دیگر قرار گرفت 

  

  (NC-001920)ه با ویروئید تیپ این ویروئیددر مقایس غرب کشورشمالاز جداشده مو  1- نوکلئوتیدي هفت واریانت ویروئید لکه زري تغییرات -1شکل 
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  غرب کشورز منطقه شمالشده امو، جدا 1-هاي ویروئید لکه زرديمشخصات واریانت -1جدول 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   
  

شمار در رس  کد  هاواریانت
  بانک ژن

 منطقه
  جغرافیایی

میزان تشابه با   طول کامل ویروئید  علائم روي میزبان
  ویروئید تیپ 

  تیپ واریانت

پیسک و بدشکل شدن   مهاباد Amh1#12 JN008866  1واریانت 
  برگ

  4تیپ فرضی   درصد 89  نوکلئوتید 368

پیسک و بدشکل شدن   مهاباد Amh1#13  JQ686708  2واریانت 
  برگ

  4تیپ فرضی   درصد 90  نوکلئوتید 368

پیسک و بدشکل شدن   مهاباد  Amh1#15  JQ686708  3واریانت 
  برگ

  4تیپ فرضی   درصد 89  نوکلئوتید 368

  4تیپ فرضی   درصد 90  نوکلئوتید 367  رگ نواري  مراغه  -  BM10#1  4واریانت 
  4تیپ فرضی   درصد 89  نوکلئوتید 367  رگ نواري  مراغه  -  BM10#2  5واریانت 
  1تیپ   درصد 8/94  نوکلئوتید 367  بدون علائم  فخرآباد  -  CF7#1  6واریانت 
  4تیپ فرضی   درصد 90  نوکلئوتید 367  رگ نواري  ارومیه  -  AO14#1  7واریانت 
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  ژنبانکدر  GYSVd-1هاي شمار، منشا (کشور) و جدایهرس -2جدول 
 شماررس کشور جدایه یا استرین میزبان                              

 
Vitis vinifera cv. Takasumi 
 

 
CGVd 1-4 
 

 DQ371471  چین

Vitis vinifera cv. Guixiangyi Beijing چین  DQ371463 

Vitis vinifera cv. Thompson Seedless CGVd 1-8 چین  DQ371473 

Vitis vinifera cv. Kyoho CGVd 1-11 چین  DQ371476 

Vitis vinifera cv. Zhiyuan 540 CGVd 1-1 چین  DQ371474 

Vitis vinifera 
 
GYSVd1 variant Vb 
 

 X87917 آلمان

Vitis vinifera GYSVd1 variantVII آلمان  X87920 
Vitis vinifera variant IIa آلمان X87907 
Vitis vinifera variant II آلمان X87906 

Vitis vinifera SD ایران DG408542 
 
Vitis vinifera cv. rish-baba 
 

IA ایران FJ940920 

Vitis vinifera cv. Pinot noir 
 

 
GYSVd1.PN.21 
 

 GQ995472 مجارستان

Vitis vinifera Kar-2 هندوستان AB742223 

Vitis vinifera 
 
Cari 1-1 
 

 AF462167 تونس

Vitis vinifera 
 
09-2009-2140g1 
 

 HQ447058 نیوزیلند

 
Vitis vinifera cv. Nebbiolo 
 

Clone 11 ایتالیا EU682454 

 
grape cultivar White Malaga 
 

 
YS-SB6 
 

 AY639607 تایلند

 
grape cultivar White Malaga 
 

 
YS-SB1 
 

 AY639606  تایلند

 
Vitis vinifera cv. Nebbiolo 
 

Clone 1 ایتالیا  EU682453 

Vitis vinifera 
 
Japanese Steuben isolate 
 

 AB028465 ژاپن

Vitis vinifera - استرالیا NC001920 

Vitis vinifera variant type 2pYS11 استرالیا  Z17225 

Vitis vinifera - آمریکا AF059712 
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شده از منطقه هاي تعیین توالیقرارگرفتن جدایه
منشا تکاملی مجزا،  دلیلغرب در دو گروه متفاوت، شمال

و آلودگی  )1970(ویتنز  قدمت انگورکاري در این منطقه
از ابتداي کشت  مذکورید هاي این منطقه به ویروئتاکستان

یدهاي مو ناقل ویروئانتشار براي زیرا  ،بوده است مو
. )2003(لیتل و رضاییان  شناسایی نشده استمشخصی 

توسط دینر از  1971 سال هر چند که اولین ویروئید در
زردي مو نیز یک سال  زمینی گزارش شد و علائم لکهسیب

-نظر می، اما به)1972(تایلور و ودهام  بعد توصیف گردید
هاي خیلی پیش در ئیدهاي مو از زمانرسد که ویرو

هایشان حضور داشتند ولی بعد از مدت زمان میزبان
  اند.طولانی شناسایی شده

داراي سه تیپ بیماریزایی  1-ویروئید لکه زردي
توانایی و یا عدم توانایی در تولید  مجزا است که از لحاظ

نوکلئوتیدي و ساختار ثانویه یتوالعلائم بر روي میزبان، 
، . تیپ یک)1996(پولیوکا و همکاران هم تفاوت دارند اب

، ، تیپ دو)1992(ریگدن و رضائیان  هاي بدون علائمجدایه
(لیتل و رضاییان  علائم ایجادهاي داراي توانایی جدایه
تفاوت  و و تیپ سه که از ایتالیا گزارش شده است )2003

لی زیادي از نظر علائم و ترادف نوکلئوتیدي با دو تیپ قب
  ).1998(زیچووسکی و همکاران  دارد

هاي ایرانی این ویروئید با جدایه تبارزاییبررسی 
هاي جدایهبعضی از هاي این سه تیپ نشان داد که توالی

-شده قرار نمیکدام از این سه تیپ شناختهایرانی در هیچ
دنبال آن در و به  نوکلئوتیدي در توالی هااختلافند. گیر

هاي اکثر جدایه توانکه می بودحدي ساختار ثانویه به
   زاده و همکاران(حاجی داد را در تیپ جدیدي قرار ایرانی
عقل و ایزدپناه که نتایج حاصل از تحقیقات زکی )ب2012

) مبنی بر فرضیه تشکیل یک تیپ جدید براي 1389(
GYSVd-1 فخرآباد  از 6واریانت کند. تنها را تقویت می

که حدود  گرفت در یک گروه قرار 1تیپ  اعضاي با ههمرا
و  )2(شکل نوکلئوتیدي داشتند  شباهتهم درصد با 8/94

ی را روي مو ایجاد نکرده این تیپ علائماعضاي همانند 
هاي مورد مطالعه براي واریانت 4بر این اساس، تیپ  .بود

ود و شپیشنهاد می 6اریانت در این تحقیق به استثناي و
هاي بیشتر این ویروئید در منطقه توالی واریانتتعیین
روشن غرب و سایر مناطق انگورکاري کشور به شمال
-هاي تعیینواریانتکمک شایانی خواهد کرد.  بهتر شدن
توالی مرجع  درصد با  10تا  5شده در این تحقیق، توالی

 تیپ دو توالی مرجع درصد با 10تا 6، (X87905)تیپ یک 
(Z17225)  سهتوالی مرجع درصد با تیپ  20تا  16و 

(AF059712) .اختلاف نوکلئوتیدي دارند  
 19و  7، 5به ترتیب  6واریانت مثال،  عنوانبه
این ویروئید تیپ یک، دو و سه هاي مرجع توالیدرصد با 

داد. بیشترین تفاوت در این  اختلاف نوکلئوتیدي نشان
) در منطقه NC-01920( این ویروئید تیپ جدایهبا  واریانت
و در مناطق  قسمت چپ انتهایی قرار داشت ومتغیر، 

حفاظت شده قه طبیماریزایی، راست انتهایی و دو طرف من
  . )3(شکل   نیز اختلاف دیده می شود مرکزي

فقدان علایم ناشی از یا  رسد که وجودنظر میبه
بندي تیپ در گروهتواند نمی ،هاي این ویروئیدواریانت

چه گفته زیرا چنان ،مناسبی باشد عامل هاآنریزایی بیما
مو روي  هاي ویروئیديبیماريشد ظهور علائم در 

(استیلماچ  شرایط میزبانی و اقلیمی داردبستگی به  ،میزبان
هاي جنوب جدایه مثل 5و  4هاي ). واریانت1988و گوهن 

 يعلائم بیماري لکه زرد )2009عقل و ایزدپناه کشور (زکی
 3و  2کدام از اعضاي تیپ ا نشان دادند ولی در هیچمو ر

در یک گروه  هاي مهابادقرار نگرفتند و همراه با جدایه
از فخرآباد در یک  CF7گرفتند، ولی جدایه  جاي تبارزایی

و  هاي مراغهمجزا قرار گرفته بود. جدایه تبارزاییگروه 
 در طوري کههعلائم کاملا متفاوت بودند ب مهاباد از لحاظ

هم هشدن برگ و ب بدشکلپیسک،  ،جدایه مهاباد آلودگی با
جدایه  ها مشاهده شد ولی برايگرهاصله بینخوردن ف

نواري مشاهده گردید. این شدن ساقه و رگمراغه زیگزاگی
این ویروئید در مو که تغییر علائم  دهندنشان مینتایج 

-سیب علایم ناشی از ویروئید غده دوکی مانند ممکن است
ناشی از تغییر یک یا  )1996(واسینگیر و همکاران زمینی 

 چنین ثابت شده است که منطقهد. همشباچند نوکلئوتید 
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. فاصله Mega5افزار شده با نرمژن، ترسیمبانکشده در هاي ثبتمو با بعضی جدایه 1-ایرانی ویروئید لکه زردي هايبررسی رابطه تبارزایی جدایه -2شکل
-تکرار در تخمین توپولوژي شجره اعمال شد. در تبارزایی حاصله، شاخه 1000 (Bootstrap)و درجه اطمینان  UPGMAها بر اساس روش توالیژنتیکی 

   .گروه درنظر گرفته شده استعنوان توالی برونبه PSTVdدرصد بود حذف گردیدند. توالی  50ها کمتر از هایی که درجه اطمینان آنزائی
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این  شده درشناسایی 6، که اختلاف نوکلئوتیدي آن با واریانت GYSVd-1(NC-001920)توالی نوکلئوتیدي و ساختمان ثانویه جدایه تیپ  -3شکل 
 چین نشان داده شده استتحقیق، به صورت نوکلئوتیدهاي داخل جعبه نقطه

تغییر علائم در ظهور و یا  هاویروئیددر ژنوم  بیماریزایی
یدي در سایر مناطق ژنوم اثر غییر نوکلئوتنقش دارند و ت

(سمانسیک  کننداي روي علائم ایجاد نمیملاحظهقابل
علائم پیسک و  فخرآباد. در همین ارتباط، جدایه )2003

 داد که تقریبا با علائم جدایهشدن برگ نشان  بدشکل
 تبارزاییمهاباد مشابهت داشت ولی این جدایه از لحاظ 

 داشت مهاباد و مراغهز دو جدایه کاملا مستقلی اتکامل 
  .  )2(شکل 

از  3شده، واریانت هاي شناساییدر بین واریانت
هاي دیگر لحاظ ساختار انتهایی سمت چپ کاملا با واریانت

از لحاظ  5چنین، واریانت و با توالی مرجع متفاوت بود. هم
زایی با ساختار انتهایی سمت چپ و منطقه بیماري

دیگر تفاوت داشت. با در  شدهتههاي شناخریانتوا
ایرانی ویروئید لکه  گرفتن تغییرات ژنومی جدایهنظر

هاي ، ساختار ثانویه جدیدي را براي جدایهمو 1-زردي
براي بررسی اثر این  که )3(شکل  منظور نمودایرانی باید 

ها از این جدایهرا زا هاي عفونتهمسانه تغییرات لازم است
زنی کرد. اما، هنوز میزبان علفی یهروي میزبان اصلی ما

 )2003(لیتل و رضائیان اي این ویروئید شناسایی نشده بر
و این مسئله، تحقیقات را با مشکل جدي مواجه نموده است. 

با  در مقایسه بیشترین اختلاف نوکلئوتیدي در این ویروئید
مشاهده شد و کمترین اختلاف نیز با  هاي چینیجدایه
 تشابه. با وجود این، میزان مدست آمدبهی آلمانهاي جدایه

هاي چینی بسیار بالا بود. این تناقض را با بعضی از جدایه

توان به میزان تنوع بالاي این ویروئید نسبت داد می
  ).1996(پولیوکا و همکاران 

 GYVd-1هاي ایرانی طور میانگین واریانتبه
-می )29,3%(G) و T(U))23% ،(C)31,4% ،(A)16,4%داراي 

باشند که با توالی مرجع تا حدود زیادي مطابقت داشت. 
 تا 367هاي ایرانی جدایه تعداد کل نوکلئوتیدها براي همه

نوکلئوتید  2تا  1ها نوکلئوتید است که در بعضی جدایه 368
جا که ویروئیدها مانند از آن کمتر از جدایه تیپ بود.

یایی براي کار شیمها انگل اجباري هستند و راهویروس
ها مبتنی بر مبارزه با آنها وجود ندارد، مقابله با آن

-بهاطلاعات  .و یا مقاومت مولکولی است زراعیبهداشت 

کمک شایانی به احتمالاً  ،هاي حاضردست آمده از بررسی
مقاومت مولکولی مو در برابر این عامل بیماریزا از جمله 

مقاومت در  عنوان عوامل بالقوه برايها بهSiRNAطراحی 
  برابر ویروئیدها در گیاه خواهد کرد.
 هايه) در مطالع1995نتایج ولپرت و همکاران (

رشد و کاهش محصول  درسه ساله روي اثر ویروئیدها 
تنهایی تاثیري بر اجزاي ویروئیدها بهانگور نشان داد که 

هاي آلوده، داراي محصول ندارند ولی محصول تاك
مشخص شده است که علاوه، هبودند. ب ياسیدیتیه کمتر

در برهمکنش با ویروس برگ  1-ویروئید لکه زردي
شود (زیچووسکی و بادبزنی مو باعث تشدید علائم می

) که این مسائل اهمیت کنترل و پیشگیري در 1998همکاران 
  کند. برابر این ویروئید را مشخص می
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   گزاريسپاس
واحد باري  CNRاز مرکز ویروس شناسی گیاهی 

و از  پژوهش در آن مرکز خاطر انجام اینهب ،شور ایتالیاک

 دلیلهسریو و دکتر بیاتریز ناوارو بدکتر فرانچسکو دي
  آید.عمل میتقدیر به شانهاي ارزندهراهنمایی
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Abstract 

Totally, 137 grapevines samples were collected from vineyards in East and West Azerbaijan and Ardabil 
provinces of Iran and tested for molecular characterization and study on the secondary structure of Grapevine 
yellow speckle viroid-1 (GYSVd-1). Total nucleic acid was extracted from leaves and first-strand cDNA 
synthesized using random hexamer primer. PCR fragments corresponding to full length GYSVd-1 were 
amplified by the use of specific primers and cloned in pGEM-T-easy for sequencing. Results showed that the 
Iranian isolates were 367-368 nt in length, and accordingly seven new GYSVd-1 variants were identified. 
Phylogenetic analysis revealed that variant 6 was identical to the type 1 of GYSVd-1, whereas the other six 
variants together with some other isolates and variants of GYSVd-1 formed a distinct clad, which named as 
GYSVd-1 type 4. These variants were most different from other isolates in variable and left terminal domains of 
their secondary structure. This is the first report of grapevine infection with GYSVd-1 from Ardabil and East 
Azarbaijan provinces. 
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