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 چکیده
 یمنطقهگالا و رد دلیشیز ارقام  از بیس وهیم یفرورفتگ دیروئیوعلائم مشابه با نمونه با  73تعداد  1396و  1395 هایسال در تابستان

های زرد با لو خا های فرورفتهلکهحاوی علایم آوری شده جمعهای نمونهپوست ساقه و برگ  از کل RNA. شدآوری جمعمراغه 
جفت باز  306-307به طول استخراج گردید و با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژنوم کامل ویروئید  ،پوست میوهحاشیه نامنظم روی 

های سازی آنها با ترادفردیفو هم BLASTnجستجوی ترادف ها با  نمونه تعیین گردید. 10ترادف و  تکثیر RT-PCRبا آزمون 
بترتیب درصد  4/74و  100به میزان بیشترین و کمترین یکسانی ترادف دارای های مورد مطالعه جدایهکه بانک ژن نشان داد مربوطه در 

قرار  TRو CCR در بین نواحی ی بیشترین تفاوت نوکلئوتید .باشندمی )ایتالیا( KF788291و )ایتالیا(  EF088662با رس شمارهای 
ایتالیا  گزارش شده از یهاو واریانت هاجدایه ه همراهجدایه های ایرانی ب که نشان داد احتمال حداکثر شبا روفیلوژنتیک  آنالیز داشتند.

 در یک گروه قرار می گیرند.

 .، ایرانمیوه، سیب یفرورفتگردیابی، ویروئید،  های کلیدی:واژه

 

 مقدمه
بیمارگرهای گیااهی  و ساده ترین کوچکترین ویروئیدها 

، غیاار ایتااک رشااته RNAهااا از یااک هسااتند کااه ژنااوم آن
نوکلئوتید تشکیل شاده   401تا  246بطول  و حلقوی کدکننده
بااا اسااتفاده از  کااه  (2014)دی سااریو و همکاااران   اساات

های از طریق اختلال در بیان ژن فاکتورهای میزبان تکثیر و
 .(2008و اونااز  ز)فلااور ماای کننااد یبیمااار ایجاااد ،میزبااان

اری باه تارادف و سااختار خاود     برای ایجاد بیم یروئیدهاو
. چنادین ویروئیاد از   (2017وابسته هستند )گیگوئره و پارو  

)اوناز و   Apscaviroidو جان    Pospiviroidaeخانواده 
 1میااوه ساایب یفرورفتگااشااامل ویروئیااد ( 2012همکاااران 

(ADFVd ویروئیااد پوساات پینااه ،)2ای ساایب (ASSVd ،)
روئیاد  ویو ، (AFCVd) 3ویروئید چروکیادگی میاوه سایب   

                                                           
1
 Apple dimple fruit viroid 

2
 Apple scar skin viroid 

3
 Apple fruit crinkle viroid 

 کنناد سایب را آلاوده مای    (PBCVd) 4 گلابی شانکر تاولی
اخیاارا ویروئیاادی مشااابه بااا . (2017)حدیاادی و همکاااران 
بار روی سایب از ایاران گازارش      5ویروئید کوتولگی رازک

ایاان ویروئیاادها  .(2015 و همکاااران وامنااانی) شااده اساات
سااختار  ( 1971همانند اولین ویروئید شناسایی شده )داینر 

مشخصه ایان خاانواده    یناحیه پنج و حاوی داشته ایمیله
CCR) حفاظت شده مرکزی یناحیه از جمله

و می باشند  (6
با روش دایره غلتان نامتقاارن  در هسته سلول های میزبان 

، 2009 دیناا  ،2005فلااورز و همکاااران یابنااد )تکثیاار ماای
 (.2014و همکاران  هرئگیگو

و کیفاای هااای کماای  ویروئیاادها بااا ایجاااد خسااارت   
و در برنامه گواهی  محصولات کشاورزی را تهدید می کنند

. (1999نهال اغلب کشورها قرار دارند )اساتانداردهای ایواو   

                                                           
4
 Pear blister canker viroid 

5
 Hop stunt viroid 

6
 Central conserved region 
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علائم ایجاد شده توسط ویروئیدها بسته به رقمی که آلوده 
میوه سایب فقاط    یفرورفتگویروئید  .می کنند متفاوت است

کااه    های قرمز علایم ایجااد مای کناد و موجاب    در سیب
محصول و از دست دادن بازارپسندی میوه هاا مای شاود.    

دهناد  ارقام رد دلیشیز و رالزجانت علایم شدیدی بروز مای 
ارقاام  برخای  در آلودگی های بدون علامت نیاز  که در حالی

 مشااهده شاده اسات.   گرانای اسامیت   مانند گلدن دلیشیز و 
فرورفتگای سا ز بار روی پوسات      علائمی نظیار ویروئیدها 

لکه های بافت مارده در قسامت گوشات میاوه، زخام       میوه،
ای و بدشکلی میوه ایجاد مای کنناد و در ماواردی    های پینه

سانگی باوده و طعام     و کوچاک  ،میوه بطور کامال نرسایده  
 .  (2017)حدیدی و همکاران  ناخوشایندی دارند

ساااختار نانویااه   Apscaviroidویروئیاادهای جاان   
یاا ماواد   و حارارت   پایداری داشاته و در برابار تیمارهاای   

شیمیایی مقاوم هستند و به آسانی توسط باررهای آلاوده،   
شوند. هرچناد  تقل مینقلمه، پیوند ریشه و ابزارهای هرس م

و  شاود ویروئید فرورفتگی میوه سایب باا بارر منتقال نمای     
)مالفیتاانو و   پیشروی آلودگی در باغاات خیلای کناد اسات    

شاناخته   یماار . هناوز نااقلی بارای ایان بی    ( 2004همکاران 
)دی ساریو و   اسات ولی بطور مکاانیکی قابال انتقاال    نشده 

 ،(2017ضدعفونی ابزارهای هارس )لینا    . (2001همکاران 
، مواد تکثیاری عااری از ویروئیاد، گرمادرماانی    استفاده از 

و پیونااد نااوک ساااقه در دوره   ساارمادرمانی، کرایااوتراپی
هااای ماادیریت بیماااری هااای ناشاای از     خااواا از روش

 .(2017باربا و همکاران ) ئیدها هستندویرو
بر از ایتالیا اولین بار ویروئید فرورفتگی میوه سیب 

و مشخص روی رقم استارکین  دلیشیز شناسایی شد 
 ( با ویروئید پوست63/%5یکسانی ترادف پایینی ) گردید
(. این 1996)دی سیریو و همکاران  سیب دارد ایپینه

ل نان )چوئری و از  سیب بر روی رقم های مختلف ویروئید
(، چین )یه و 2010ژاپن )هی و همکاران (، 2007همکاران 
( گزارش 2017و ایران )رومی و همکاران ( 2013همکاران 
جفت باز طول داشته و بجز  303-311این ویروئید گردید. 

( و انجیر 2004مالفیتانو و همکاران سیب از گلابی )
 شده است. ( نیز گزارش2014)چیومنتی و همکاران 

تولیاد سایب    یهای عماده شهرستان مراغه یکی از قطب
ساط   از نظار  استان آذربایجانشارقی   در کشور می باشد.

میزان تولید سیب رت ه دوم کشور را باه خاود   زیر کشت و 
اختصاص داده است. شهرستان مراغه با سط  زیار کشات   

تاان محصااول رت ااه اول   200000هکتااار و تولیااد   10500
احمدی و تولید استان( را دارا می باشد )از کل % 35استان )
های متعددی از گزارشدر سال های اخیر  (.1395همکاران 

منطقاه  سوی کشاورزان و کارشناساان جهااد کشااورزی    
 بیماااری باااش علایاام مشااابه  ظهااور و گسااتر م ناای باار  

صاورت  در منااطق مختلاف کشات سایب      فرورفتگی میاوه 
ل دار شادن و ایجااد   . در این تحقیق ماهیات خاا  گرفته است

هاای  های فرورفته بار روی سایب باا اساتفاده از روش    لکه
 لکولی مطالعه گردید.وم
 

 هامواد و روش
علائم مشابه باا  نمونه ساقه از درختان حاوی  73تعداد 

عمده کشات سایب   مناطق از  بیس وهیم یفرورفتگ دیروئیو
زمایشاگاه گاروه گیاهوزشاکی    آدر آوری و جماع  در مراغه
ماورد بررسای قارار     RT-PCRبا آزماون  ه مراغه دانشگا
آوری هاای جماع  نموناه  بارگ و سااقه   کل از RNAگرفت. 

 RNeasy Plant Mini Kitشااده بااا اسااتفاده از کیاات 

(Qiagen, Germany)    .اساتخراج گردیادDNA    مکمال باا
 RevertAid First Strand cDNAاساااتفاده از 

Synthesis Kit (ThermoScientific, USA). ته ساااخ
کل به همراه یک میکرولیتار از   RNAشد. پنجاه نانوگرم از 

باا آا مقطار اساتریل باه حجام       1آغازگر تصادفی هگزامار 
 80دقیقه در دمای  5میکرولیتر رسانده شد و به مدت  5/12

 2واسرشته شد. ساو  مخلاوب بمادت     سلسیوس یدرجه
میکرولیتار   2دقیقه روی یخ قرار داده شد و پ  از افزودن 

dNTPs (10Mm )، نیم میکرولیتار از  RT buffer ×5 بافر
میکرولیتر آا مقطر استریل، بمدت یک ساعت در دمای  5و 

                                                           
1
Random Hexamer Primer 
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قرار داده شد. در نهایت آنزیم نسخه سلسیوس  یدرجه 42
 یدرجاه  80دمای ها در برداری معکوس با قرار دادن تیوا

 دقیقه غیرفعال شد. 10بمدت سلسیوس 
ولیتاار انجااام شااد کااه میکر 25در حجاام  PCRواکاان  

مکمل بهمراه یاک میکرولیتار    DNAشامل دو میکرولیتر از 
(، µM 10از هار یاک از آغازگرهاای مساتقیم و معکاوس )     

 Taqآنازیم   واحاد بار میکرولیتار(    200) میکرولیتار  25/0

DNA polymerase (Invitrogen, USA) ،5/2 
میکرولیتر از هر یک  PCR Buffer ،5/0 ×10میکرولیتر از 

 MgCl2میکرولیتااار از  dNTPs (10 mM) ،75/0از 

(50mM)  میکرولیتر آا مقطر استریل بود.   17و 
ساازی اولیاه   دقیقه واسرشاته  پنجشامل  چرخه گرمایی

-هچرخااه واسرشاات 35، سلساایوس  یدرجااه 94در دمااای 
 45، سلسایوس   یدرجه 94نانیه در دمای  30سازی بمدت 

امتاداد بمادت    وسلسایوس  درجه  58نانیه اتصال در دمای 
بود. امتداد نهاایی  سلسیوس  یدرجه 72دقیقه در دمای  یک

سلسایوس   یدرجاه  72دقیقاه در دماای    10ها بمدت رشته
 صورت گرفت.

شااااااامل  Apscaviroid عمااااااومیآغازگرهااااااای 
PBCV100C  وPBCV194H  حفاظات شاده    یکه ناحیاه

ناد )های و   نمرکزی ژنوم اعضای این جن  را تکثیار مای ک  
هاای آلاوده ماورد    جهت غرباالگری نموناه   (2010همکاران 

هاای آلاوده باا    نمونه بعد، یاستفاده قرار گرفتند. در مرحله
)دی ساریو و  اختصاصای  آغازگرهای دو جفت استفاده از 
سایب را   فرورفتگی( که ژنوم کامل ویروئید 2002همکاران 

. (1)جاادول  مااورد مطالعااه قاارار گرفتنااد ،ناادنتکثیاار ماای ک
)حااوی رنا    آگاارز یاک درصاد     روی ژل PCRمحصول 

DNA Safe Stain  در باافر )TBE      باه مادت یاک سااعت
 UV transiluminatorهاا روی  الکتروفاورز شاد و نموناه   

در دو جهت مستقیم از ژنوم کامل ده نمونه  مشاهده شدند.
رد و معکوس تعیین ترادف گردید. تارادف آغازگرهاای ماو   

 ه است.آورده شد استفاده در این تحقیق در جدول یک

 

 .دهد. عدد ذکر شده در نام آغازگر، موقعیت آن بر روی ژنوم را نشان میتحقیقآغازگرهای مورد استفاده در این  -1جدول 

 منبع  اندازه قطعه )جفت باز(  ترادف آغازگر نام آغازگر

AD-5 5’-GACGACGACAGGTAAGTCTCTTCA-3’ 306-307  2002دی سریو و همکاران 
AD-6 5’-GACGAAGGCTGGTAAGCCG-3’ 

AD-34 5’-GGTTACCCCCAAGAGCGCGAC-3’ 306-307  2002دی سریو و همکاران 
AD-35 5’-CCTTTGAGACTTGACCGGTTC-3’ 

PBCV100C 5’-AGACCCTTCGTCGACGACGA-3’ 220  2010هی و همکاران 
PBCV194H 5’-TGTCCCGCTAGTCGAGCGGA-3’ 

 
ناارم افاازار تاارادف هااای بدساات آمااده بااا اسااتفاده از  

BioEdit ( ویرای  1999هال ).و در بانک ژن ن ت گردیدند 
 فرورفتگای ویروئید جدایه یا همسانه  26ترادف کامل ژنوم 

ساایب از مناااطق مختلااف دنیااا از بانااک ژن بااارگیری شااد  
-CDVd)(. تارادف ویروئیاد کوتاولگی مرک اات )    2)جدول 

CY3  .بعنوان گروه خارجی مورد استفاده قرار گرفت 
با استفاده از نارم افازار    هاسازی ترادفردیفهم
MEGA 7 ( و روش 2016 و همکاران )کومارClustal W 

( با تنظیمات پی  فرض صورت 1994)تامسون و همکاران 

ها با استفاده گرفت. بهترین مدل مناسب برای مجموعه داده
بااا  ت ااارزاییدرخاات از ناارم افاازار ماارکور انتخاااا شااد و 

 1000با تکرار  1ل و روش حداکثر احتمالمد نیاستفاده از ا
ساختار نانویه ویروئید با  .(1985)فلسن استین  شد میترس

 mFoldاسااااااااااااتفاده از ناااااااااااارم افاااااااااااازار  
(http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold و تنظیمااات )

 مورد مطالعه قرار گرفت. RNAپی  فرض برای ساختار 

                                                           
1
Maximum Likelihood 
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های بدست آمده از این مطالعه به صورت پررنگ نشان داده ترادف. استفاده در این تحقیقهای مورد ها و همسانهمشخصات جدایه -2جدول 

 .اندشده

 رس شمار کشور  واریانت جدایه/همسانه میزبان رقم اندازه ژنوم

306 Red Delicious Malus 

domestica  

IRN1 - Iran KX909575 

306 Red Delicious Malus 

domestica  

IRN2 - Iran KX909576 

306 Gala Malus 

domestica  

IRN3 - Iran MG516811 

307 Gala Malus 

domestica  

IRN4 - Iran MG516812 

307 Gala Malus 

domestica  

IRN5 - Iran MG516813 

307 Gala Malus 

domestica  

IRN6 - Iran MG516814 

306 Gala Malus 

domestica  

IRN7 - Iran MG516815 

307 Gala Malus 

domestica  

IRN8 - Iran MG516816 

307 Gala Malus 

domestica  

IRN9 - Iran MG516817 

306 Gala Malus 

domestica  

IRN10 - Iran MG516818 

306 cv. Starking 

Delicious 
Malus 

domestica  
- - Italy X99487.1  

307 Golden 

Delicious 
Malus pumila AD-GD1 

 

ADFVd-04 

 

Italy 

 
EF088660 

 

306 cv Royal Gala Malus pumila  

 
AD-RG 1 

 

ADFVd-05 

 
Italy 

 
EF088661 

 

306 cv Golden 

Delicious 
Malus pumila  

 
AD-GD1 

 

ADFVd-02 

 
Italy 

 
EF088658 

 

307 cv Annurca Malus pumila AD-A1 ADFVd-06 Italy EF088662 

307 cv Annurca Malus pumila  

 
AD-A1 ADFVd-08 Italy EF088664 

306 cv Golden 

Delicious 
Malus pumila  

 
AD-GD1 

 
ADFVd-03 

 
Italy 

 
EF088659 

 

307 cv Annurca Malus pumila  

 

AD-A1 ADFVd-10 Italy EF088666 

307 cv Annurca Malus pumila  

 

AD-A1 ADFVd-09 Italy EF088665 

307 cv Annurca Malus pumila  

 

AD-A1 ADFVd-07 Italy EF088663 

 

310 - Ficus carica 

sativa 

 

ADFVd-fig.1  - Italy KF788291 

310 - Ficus carica 

sativa 

 

ADFVd-fig.2 - Italy KF788292 

 

310 - Ficus carica 

sativa 

ADFVd-fig.3 

 

- Italy KF788293 
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  2ادامه جدول 

310 - Ficus carica 

sativa 

ADFVd-fig.4 - Italy KF788294 

307 - Malus 

domestica 

SDQD-2 - China KC237730 

306 - Malus 

domestica 

SDYT-1 - China KC237731 

306 - Malus 

domestica 

SDYT-3  China KC237732 

306 - Malus 

domestica 

XJ-1  China KC237733 

300 cultivar Jonah 

Gold 

Malus x 

domestica  

 

ADFVd-JG15-

70 

 

- Japan LC133494 

 

301 cultivar Jonah 

Gold 

Malus x 

domestica  

 

ADFVd-J40 - Japan LC042215 

 

301 cultivar Jonah 

Gold 

Malus x 

domestica  

 

JG16-2 - Japan LC214529 

 

301 cultivar Jonah 

Gold 

Malus x 

domestica  

 

ADFVd-J27 - Japan LC042217 

 

301 cultivar Jonah 

Gold 

Malus x 

domestica  

 

ADFVd-J22 - Japan LC042216 

301 cultivar Jonah 

Gold 

Malus x 

domestica  

 

ADFVd-JG15 - Japan LC133493 

301 cultivar Jonah 

Gold 

Malus x 

domestica  

 

ADFVd-J35 - Japan LC042218 

300 cultivar Jonah 

Gold 

Malus x 

domestica  

 

ADFVd-JG15-

75 

 

- Japan LC133492 

303 cultivar Jonah 

Gold 

Malus x 

domestica  

 

JG16-1 - Japan LC214530 

 

303 cultivar Fuji, 

No.7 

Malus x 

domestica  

 

Fuji - Japan AB561003 

 

 و بحث نتایج

رقام  در  بیسا  وهیا م یفرورفتگ دیروئیوعلائم مشابه با 
-للکه های فرورفته و خاشامل علایم  مشاهده شد. این گالا

های زرد با حاشیه نامنظم بار روی پوسات میاوه باه قطار      
بهم پیوساته و لکاه هاای وسایع      که گاهیبود متر چند میلی

ه باا  مشااب علائام مشااهده شاده     .(1)شاکل   ایجاد می کنند

، 2001علایم گزارش شاده توساط دی ساریو و همکااران )    
هیچ علایمی بار روی  بود و  (2013( و یه و همکاران )2002

برگ، ساقه و دیگر اندام های درختان آلوده مشااهده نشاد   
 (.2017حدیدی و همکاران  ،2016هائو و همکاران )
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 .)تصویر بالا( و رقم رد دلیشیز )تصویر پایین( رقم گالادر  بر روی پوست میوه سیبهای زرد با حاشیه نامنظم لکه های فرورفته و خال -1شکل 

 
 مورد آزمای  قرار گرفات  حاوی علائمنمونه  73تعداد 

که آلودگی آنها به ویروئیاد فرورفتگای میاوه سایب محارز      
 در مئا هاای حااوی علا  در نمونهآغازگرهای عمومی  .گردید
 215بااه اناادازه ای قطعااهای دو مرحلااه  RT-PCRواکاان 

 و بااا اسااتفاده از آغازگرهااای جفاات باااز را تولیااد کردنااد 
اندازه محصول  AD34/AD35و  AD5/AD6 اختصاصی

جفت بااز متیییار باود     306-307در واکن  های مث ت بین 
دی ساریو و   و 2010که به ترتیب با نتایج های و همکااران   

ظهاور فزایناده علایام ایان      .مطابقت داشات  2002همکاران 
ویروئید در باا  هاای آلاوده احتماالا باه دلیال اساتفاده از        

در ایران تنهاا   لوده می باشد.آهای ابزارهای باغ انی و قلمه
 2زمینای ویروئید غده دوکی سایب  و PLMVd 1دو ویروئید

(PSTVd )ت قرنطیناااه قااارار دارناااد )حدیااادی و سااادر لی
 برقاراری  با توجه به وجود این ویروئیاد و  (2017همکاران 

برای این ویروئید  طینه و برنامه های گواهی برر و نهالقرن
 نیز ضروری بنظر می رسد.

                                                           
1
Peach latent mosaic viroid 

2
Potato spindle tuber viroid 

هاای ایاران و   ژنتیکی بین جدایاه به منظور بررسی تنوع 
 RT-PCRهای گزارش شاده در دنیاا، از روش   دیگر جدایه

بارای افازای    م اساتفاده شاد.   وو تعیین تارادف کامال ژنا   
خطاا توساط   بازهاا و کااه  احتماال     تعیین تاوالی صحت 

جهت استفاده شد و پا  از   پلیمراز، از تعیین ترادف در دو
مونتاژ دو ترادف و ویرای  آنها، ترادف نهایی در بانک ژن 

 قرار گرفت.  
ساازی  ردیاف و هام  BLASTnستجوی ترادف ها باا  ج

کاه  نشاان داد   ،هاای مربوطاه در باناک ژن   آنها باا تارادف  
 تا 1/91 رادف بینیکسانی ت ،مورد مطالعهایرانی های جدایه
بر اساس معیار معرفای شاده    .(3)جدول  ندردادرصد  100

 10کااه حااداقل اخااتلاف ( 1998توساط فلااورز و همکاااران ) 
گیارد  درصد در ژنوم کامل را بعنوان واریانت در نظار مای  

بلکه گونه های  های ایرانی واریانت ن ودندهیچ یک از جدایه
 ساازی ردیفهم .باشندمختلف ویروئید فرورفتگی سیب می

نشان داد بیشاترین یکساانی تارادف    و آنالیز آنها ها ترادف
-ADFVdاز ایران و جدایه IRN6و  IRN5های بین جدایه

کمتارین   و باشاد مای درصاد   100 باه میازان  از ایتالیاا    06
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های انجیار  و جدایه IRN3میزان یکسانی ترادف بین جدایه 
درصاد باود.    4/74( به میازان  ADFVd-fig 1-4از ایتالیا )

 باین جدایاه   هاای سایب  باین جدایاه   کمترین یکسانی ترادف
IRN3  های واریانتاز ایران وFuji  وADFVd-JG15  از

واریانات  جدایاه اخیار،   دو  باود. درصاد   77 به میازان ژاپن 
های بانک ژن هستند و یکسانی ترادف پایینی با دیگر جدایه

 (.2010دارند )هی و همکارن 

 

توسط روش  میوه سیب یفرورفتگویروئید های ایرانی جدایه )سمت راست( و فاصله ژنتیکی)سمت چپ( یکسانی ترادف آنالیز  -3جدول 

Clustal W  در نرم افزارMEGA. 

 
 IRN1 IRN2 IRN3 IRN4 IRN5 IRN6 IRN7 IRN8 IRN9 IRN10  ***   

93.2 90.9 93.2 93.2 92.8 92.8 92.8 92.8 92.8 IRN1  

 6.5 *** 91.5 99.3 99.3 97.7 99.0 99.0 99.3 99.0 IRN2  

 9.1 8.3 *** 91.2 91.2 91.2 90.9 90.9 91.2 90.9 IRN3  

 6.8 0.3 9.0 *** 100.0 98.4 99.7 99.7 99.7 99.7 IRN4  

 6.8 0.3 9.0 0.0 *** 98.4 99.7 99.7 99.7 99.7 IRN5  

 7.2 2.0 9.0 1.7 1.7 *** 98.0 98.0 98.0 98.0 IRN6  

 6.9 0.3 9.1 0.0 0.0 1.7 *** 99.7 99.3 99.3 IRN7  

 7.2 0.7 9.4 0.3 0.3 2.0 0.0 *** 99.3 99.3 IRN8  

 7.2 0.3 9.0 0.3 0.3 2.0 0.3 0.7 *** 99.3 IRN9  

 6.9 0.3 9.1 0.0 0.0 1.7 0.0 0.3 0.3 *** IRN10  
 

 
 مرجع جدایه های ایران و جدایه ردیف سازی ترادفهم

(   X99487)رس شاامار میااوه ساایب یفرورفتگااویروئیااد 
، 93، 91، 88، 76، 70، 64، 52، 44 هایموقعیتنشان داد در 

94 ،96 ،97 ،100-103 ،109 ،112 ،117 ،119 ،124 ،127-
129 ،138 ،141 ،149 ،152 ،165 ،166 ،175 ،177 ،179 ،
در یاااک یاااا چناااد  263و  242، 226، 218، 210، 205، 192

(. حارف سایتوزین در    2 )شاکل  جدایه جه  رخ داده است
اری یوراسیل جاگر،  IRN10در جدایه 195موقعیت شماره 
حاارف و  IRN2-IRN10هااای در جدایااه 226در موقعیاات 

از دیگار تیییارات    IRN3در جدایاه   227آدنین در موقعیت 
در در کل،  های ایرانی در مقایسه با جدایه مرجع بود.جدایه
( جها   IRN3) 27تاا  ( IRN4) 1تعاداد  های ایرانای،  جدایه

ن نشاااکااه  رخ داده اساات X99487در مقایسااه بااا جدایااه 
 TCRناحیاه   .بالای این ویروئیاد اسات  نس تا تنوع  یدهنده

های مختلاف در  جدایهحفاظت شده بود در حالیکه در  کاملا
وقاوع موتاسایون    .رخ داده اسات ی یجه  ها CCRناحیه 

 در ویروئیدهای مختلاف گازارش شاده اسات    در این ناحیه 
تیییارات در   (.2010، هی و همکاران 2000)ایتو و همکاران 

بایستی با تیییارات متقاابلی در ژناوم ج اران      CCRه ناحی
 ساایمونز )کیسای و  حلقه حفظ شود-شود تا ساختار ساقه

که با ساختار دو بعدی ویروئید های ماورد مطالعاه    (1985
 .در این تحقیق مطابقت دارد

به منظور بررسی ارت اب بین جدایه های ایاران و دیگار   
جدایااه هااا و واریاناات هااای موجااود در بانااک ژن، درخاات 

ترسایم شاد. مادل دو     MEGA V7ت ارزایی با نارم افازار   
( بااا توزیااع گامااا دارای 1980پااارامتری کیمااورا )کیمااورا 

بعناوان بهتارین مادل مناساب بارای       AICو  BICکمترین 
ادف ها انتخاا شاد و درخات ترسایم    مجموعه داده های تر
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(، جدایه ها و همسانه های گازارش  3شده با این مدل )شکل 
سیب را در سه گاروه قارار داد.    فرورفتگیشده از ویروئید 

های ایران به همراه جدایه های ایتالیا و چین در گروه جدایه
یک، جدایه ژاپان در گاروه دو و جدایاه هاای جادا شاده از       

-SDYTقرار گرفتند. جدایه های چینی ) سهانجیر در گروه 

1, SDYT-3, XJ-1, SDQD-2 یک گروه فرعی در گروه )
در ایان  یک بوده و در کلاستر جداگانه ای قرار مای گیرناد.   

باار اساااس  هاااگااروهدرخاات فیلوژنتیااک، بجااز گااروه یااک، 
موقعیت جیرافیایی و میزبان )سیب و انجیار( تفکیاک شاده    

یاران و ایتالیاا در یاک گاروه و     اند. قرار گرفتن جدایه های ا
درصاد برخای جدایاه هاا، مای تواناد        100یکسانی تارادف  

حاکی از ورود این ویروئید از طریاق ماواد تکثیاری آلاوده     
 باشد.

 

 اند.ها مشخص شدهها بر روی جدایه. موقعیت جهشX99487ردیف سازی ترادف جدایه های ایران و جدایه مرجع هم -2شکل 
 

میوه  یفرورفتگویروئید  IRN4ی جدایه ساختار دوبعد
د ماور  mFold افازار ( باا اساتفاده از نارم    4سایب )شاکل   

ساختار میله ای مورد  یقرار گرفت که نشان دهندهمطالعه 

بود )کیسی   Apscaviroidانتظار برای ویروئیدهای جن  
یااک لااوم نامتقااارن در    P(. در ناحیااه 1985 سااایمونزو 

، در Vتشکیل شد. ناحیاه   259-260و  42-47موقعیت های 
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نوکلئوتیاد بیاارون زده   4نیاز بصااورت   113-116موقعیات  
 163-168و  135-140در موقعیات   TRوجود دارد. ناحیاه  

بصورت یک لاوم نسا تا بزرگای قابال مشااهده اسات کاه        
همگاای مطااابق شااکل تائیااد شااده توسااط گیگااوئره و پاارو  

بودنااد. ساااختار نانویااه  SHAP( بااا روش کاااوش 2017)
وئیادها در همکاان  بااا اجازای ساالولی میزبااان اهمیاات   ویر

(. 2017، گیگاوئره و پارو   2009بسزایی دارد )تاکدا و دین  
تاارادف بازهااا نیااز در ویروئیااد اهمیاات زیااادی دارد و در  

یااا در  DNAهمکاان  بااا ژنااوم میزبااان در متیلااه شاادن   
خاموشاای ژن پاا  از ترجمااه نقاا  دارد )دالاکااوراس و    

 (.2016همکاران 

 

 
متری کیمورا با توزیع گاما. درخت دارای بالاترین لگاریتم احتمال ادرخت بازسازی فیلوژنتیکی با روش حداکثر احتمال و مدل دو پار -3شکل 

جایگزینی در هر  طول شاخه ها بر اساس تعداددرصد در مجاور شاخه ها نشان داده شده است.  80نشان داده شده است. درصد تکرار بالای 

گروه یک و دو شامل  قرار گرفتند.به همراه جدایه های ایتالیا و چین در گروه یک  )پر رنگ( جدایه های ایرانبندی شده است. جایگاه مقیاس

 های گزارش شده بر روی انجیر هستند.بر روی سیب و گروه سه شامل گونهشده گزارش  ADFVdهای گونه

 

 
از چپ به راست، مختلف بر روی ژنوم.  دامنه هایو محل قرار گیری  میوه سیب یفرورفتگویروئید  IRN4جدایه  ساختار ثانویه -4شکل 

TCRناحیه حفاظت شده انتهایی :; :P ناحیه بیماریزائی; :CCR ناحیه حفاظت شده مرکزی;  :V ناحیه متغیر; TR :ناحیه انتهایی. 

 

 MG516815 
 MG516816 

 MG516818 
 EF088662.1  
 MG516813 
 MG516812 
 EF088666.1  
 EF088664.1  
 KX909576 

 MG516817 
 EF088660.1  

 MG516814 
 KX909575 

 MG516811 
 EF088665.1  
 EF088663.1  
 EF088661.1  

 X99487.1 
 EF088658.1  
 EF088659.1  

 KC237731.1- KC237732.1   
 KC237730.1- KC237733.1 

 گروه يک

 LC042215.1  
 LC214530.1 
 LC133494.1 
 LC214529.1  
 LC042217.1  
 LC042216.1  
 LC042218.1  
 AB561003. 

 LC133492.1  
 LC133493.1  

 گروه دو

 KF788293.1 
 KF788294.1  

 KF788292.1  
 KF788291.1  

 گروه سه

 KU861552.1 

93 

99 

84 

99 
83 

0.05 
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یب بااا میااوه ساا یفرورفتگاادر ایان تحقیااق وقااوع ویروئیااد  

و تعیین ترادف تاییاد گردیاد.    RT-PCRاستفاده از آزمون 

باه   آغاازگر مطالعه ژنتیکی ویروئیدها می تواند در طراحای  

منظاااور تشاااخیص مطمااائن ایااان ویروئیااادها و توساااعه 

کنترل پایدار بیماری های ناشی از  برایراهکارهای مناسب 

تشاابه زیاادی باا جدایاه      جدایه های ایرانآنها مونر باشد. 

احتمااال ورود ویااروس از طریااق  کااه هااای ایتالیااا داشااتند

در برناماه هاای    گیاهان آلوده را تقویت مای کناد. بناابراین   

نهالستان ها و استفاده از قلمه برای پیوند  درگواهی نهال و 

زیارا ایان ویروئیاد و     بایستی توجه بیشتری صورت گیارد 

سایب در درختاان    یچندین ویروئید و ویروس آلوده کننده

 (.2016کننااد )هااائو و همکاااران جاوان علائماای ایجاااد نماای 

را نیاز بادون     Golden Deliciousایان ویروئیاد   هرچناد 

 .(2002علاماات آلااوده ماای کنااد )دی سااریو و همکاااران    

مختلاف  روی ارقاام  بار  لازم است تحقیق بیشتری  بنابراین

و نیز گیاهاان   داردار و دانه، دیگر درختان میوه هستهسیب

 م شود تا اتیولوژی این بیماری مشخص گردد.علفی انجا

 
 سپاسگزاری
 پژوهشاای شااماره  هااای ایاان تحقیااق از طاار   هزینااه

نگارناده از   تاامین شاده اسات.   دانشگاه مراغاه   95/د/4733
 مدیریت پژوهشی دانشگاه مراغه سواسگزاری می نماید.
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Abstract 

During years 2016-2017 surveys in apple orchards of Maragheh region, 73 samples of Gala and Red 

delicious cultivars with symptoms resembling to those caused by Apple dimple fruit viroid (ADFVd) 

were collected and subjected to two-step RT-PCR. Total RNA from stem bark and leaves of 

symptomatic plants showing dimple fruit and irregular yellow spots on fruit was extracted and full-

length 306-307 base pairs genome of the isolates were amplified by using specific primer pairs. Ten 

amplicons with expected size were directly sequenced on both strands. Blast analysis and multiple 

sequence alignment of the sequences with those full-length ADFVd sequences deposited in GenBank, 

showed identities ranging from 74.4-100%. Iranian ADFVd isolates had the highest and lowest identity 

with two Italian isolates, accession Nos. EF088662 and KF788291, respectively. The region between 

CCR and TR domains was the most divergent. In phylogenetic analysis by maximum likelihood 

method, all Iranian isolates were clustered together with the Italian isolates and variants. 

Keywords: Detection, Viroid, Dimple fruit, Apple, Maragheh. 


