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 چکیده 

حاضر به منظور در تحقیق  .است بسیدرختان  مهم هایروسیاز و یکی( Apple stem grooving virus (ASGV)) بیس یاریساقه ش روسیو     

و جنوب غربی استان زنجان و  غربیاز مناطق  و فاقد علائم دارای علائمسیب درختان  و پوست از برگنمونه مشکوک  78ردیابی این ویروس، 

ای مکمل اندیساخت  ،های جمع آوری شدهنمونه از بین نمونه 01از  ای کلنمونه برداری انجام شد. پس از استخراج آرانشرق استان کردستان 

 827ای به طول قطعه مراز،ای پلیواکنش زنجیره درانجام شد.  طراحی شده منطبق بر ژن کامل پروتئین پوششی از آغازگر معکوسبا استفاده 

 انو بیجار استان کردست از منطقه زنجان ات مختلفباغنمونه از  12در مربوط به ژن کامل پروتئین پوششی ویروس ساقه شیاری سیب جفت باز 

 سازی شده درصورت همسانههب چهار نمونه شده انتخابآر سیمحصول پی 9از  ار برای تعیین توالی انتخاب شد،سیمحصول پی 9 تکثیر شد.

نشان داد ن بانک ژ هایتعیین توالی و مقایسه با پایگاه دادهنتایج  شدند. توالی یابی آر بصورت مستقیمسیو پنج محصول پی pTG19پلاسمید 

و  های تعیین توالی شدهجدایه تبارزائیمربوط به ژن پروتئین پوششی ویروس ساقه شیاری سیب است. آنالیز  آرسیدر پی ر یافتهقطعات تکثی

-نشان داد که جدایه Jukes Cantorو مدل  Neighbor Joining (NJ)و روش  MEGA 7افزار با استفاده از نرمن ژبانک دست آمده از های بهتوالی

 dN/dSها نشان داد نتایج بررسی جهشگیرند. در یک خوشه قرار می ، کره جنوبی و چینهند ،هایی از ایرانتازه ردیابی شده با جدایههای ایرانی 

این اولین های کره جنوبی و چین است. با جدایه ی ایرانیهاها کمتر است و بیشترین تبادل ژنی جدایههای ایرانی نسبت به سایر جدایهجدایه

 از این ویروس در منطقه زنجان است.گزارش 

 ، زنجان، کردستان، کاپیلوویروس تبارزائیآنالیز کلیدی:  کلمات
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Abstract 

Apple stem grooving virus (ASGV) is one of the important viruses infecting apple trees. In this research, 87 

symptomatic and symptomless leaf and bark samples were collected from the apple orchards in west and south west of 

Zanjan and east of Kurdistan provinces to detect ASGV. After total RNA extraction from 50 out of 87 samples, cDNAs 

were synthesized by reverse primer and PCR optimized using a pair of specific primer corresponding to complete coat 

protein gene. A DNA segment with 728 bp length corresponding to complete coat protein gene was amplified from 

twelve samples by RT-PCR. Nine PCR-products including four samples cloned into pTG19 and five samples without 

cloning were sequenced. The sequencing and blast results revealed that the fragments belong to coat protein gene of 

Apple stem grooving virus. Phylogenetic analysis of new Iranian isolates and those retrieved from GenBank by MEGA 

7 and Neighbor-Joining methods in Jukes-Cantor model showed that the new Iranian isolates were placed in a sub-clade 

with reported Iranian, Indian, South Korean and Chinese isolates. The result revealed that the least dN/dS ratio 

belonging to Iranian isolates and the most gene flow was calculated between isolates from Iran, China and South 

Korean. This is the first report of Apple stem grooving virus from the Zanjan region.    
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مقدمه 

ا توجه به ارزش غذایی بالا و صادراتی آن یکی از سیب ب     

ترین بیماری رود. مهممحصولات مهم باغی در ایران به شمار می

د عبارتند از نکنهای ویروسی که درختان سیب را آلوده می

، ویروس لکه سبزرد Apple mosaic virusویروس موزاییک سیب 

ای وس ساقه آبله، ویرApple chlorotic leaf spot virusبرگ سیب 

 و ویروس ساقه شیاری سیب Apple stem pitting virusسیب 

(ASGV) Apple stem grooving virus. ASGV  جنس متعلق به

Capillovirus  خانواده وBetaflexiviridae است (Cieślińska et al. 

طول و است  خمیده ایرشته این ویروس هایکرهیپ. (2007

نانومتر  12-11آنها  رضنومتر و عنا 1111تا  481 هارشته

 تیقطب با( ssRNA) ایتک رشته ایآران ویروسژنوم  است.

 King) است Poly A انتهای داری 1`که در انتهای  مثبت است

et al. 2011) .وجود  1`به 0`از چارچوب ژنیسه  روسیو نیدر ا

 نوکلئوتید است. 7498تا  7490و طول ژنوم آن به اندازه  دارد

که  یچند بخش نیک پروتئی( ORF1) 1شماره  ژنی چارچوب

 نیپروتئ نیا .کندیرمز مرا است  لودالتونیک 241اندازه آن 

 RNAو کازیترنسفراز، هل لیمت هایموتیف یحاوچندبخشی 

dependent RNA polymerase که در تکثیر ویروس نقش  است

از آن بصورت  یادی( که بخش زORF2دوم ) چارچوب ژنی. دارد

به اندازه  یحرکت نیاست، پروتئ لاو چارچوب ژنیوشان با همپ

رمز ای زیرژنومی از طریق استراتژی آراندالتون را  لویک 17

 28به اندازه حدود ( ORF3سوم ) چارچوب ژنی. کندیم

اول قرار  چارچوب ژنی یلیکربوکس یدر ادامه انتهاکیلودالتون 

از طریق  احتمالارا  روسیو یپوشش نیگرفته است که پروتئ

این ویروس . (Shim et al. 2004)کند یم دیتولای زیرژنومی آران

دارای ناقل ناشناخته است و انتقال و انتشار در این خانواده 

گیرد ویروسی عمدتا از طریق پیوند و نشاهای آلوده صورت می

(Adams et al. 2004; Chen et al. 2011) .های مختلفی روش

 (RT-PCR) کی و مولکولی مانندهای سرولوژیمانند روش

Reverse transcription polymerase chain reaction  برای ردیابی و

رسد با شناسایی این ویروس استفاده شده است که به نظر می

بر اساس ژن   RT-PCRه ازدتوجه به نتایج، ردیابی با استفا

 .Menzel et alپروتئین پوششی یک روش قابل اعتمادتر است )

2003 .) 
توسط  1970ویروس ساقه شیاری سیب اولین بار در سال      

(Lister et al. (1965 نیا هایروسیو یزبانیدامنه م. توصیف شد 
و  بیس یچوب هایزبانیم یاست و معمولا رو عیخانواده وس

 یماریب جادیا  .Citrus sp از جنس  یمختلف هایگونه نیهمچن

 Shim) کنندمی جادیا زبانیم یرو یفیو غالبا علائم خف کندیم

et al. 2004). شناخته  یزبانیدامنه م ه،یاول صیاز زمان تشخ
و شامل  افتهیگسترش  بیس یاریساقه ش روسیو یعیشده طب

 ،ییاروپا یمرکبات، گلاب لاس،یگ ،یژاپن یگلاب ،یژاپن یزردآلو
 .(Shim et al. 2004)است  ینیو زنبق چ یانگور فرنگ ،یویک

 هایدر خانواده هاییشامل گونه ی این ویروسهازبانیم عمده
 سدابیان(، Actinidiaceae) کیویان(، Liliaceae) سوسنیان

(Rutaceae و )لسرخیانگ (Rosaceae ).یاغلب ارقام تجار هستند 
 هیپا کیبه  نکهیبدون علائم هستند مگر ا یو گلاب بیس

در صورت  .(Welsh & Uyemoto 1980) زده شوند وندیحساس پ
از جمله تورم پوست  یبه موارد مختلف توانمیوجود علائم 

 ،(James 2008; Sutton et al. 2014) کیکلروت یلکه برگ وه،یم
و در برگ به  وندیپ یدر قسمت بالا یاقهوه خطوط ظهور

در  ییارهایش جادیو ا ایحلقه هایلکه ایصورت کلروز، حفره و 
 یبه صورت طولان تواندیموجود م یارهایساقه اشاره کرد. ش
کـه  یآنجـای از .(Welsh & Uyemoto 1980) همراه با تورم باشد

در ابتدای  دهد،یرا مورد حمله قرار م یبـافت چوب ساین ویرو
درخت متوقف شده و بعد از چند  رشـد ریز و هاوهیم یآلودگ

 ارهایش نیا یخوشه بند .شودیسال درخت آلوده خشک م
 یرو یسطح ایفرورفته و  یواحن جادیبه ا ممکن است منجر

است.  ییساقه شود که بدون جدا کردن پوست هم قابل شناسا
موارد علائم  یدر برخ دهدیوجود دارد که نشان م زین یشواهد

 .(Welsh & Uyemoto 1980) هستند کیستمیبه صورت س
های غربالی آوند و نکروز سلول Top-workingعلائمی از قبیل 

دهای چوبی در ژاپن و برزیل دیده شده آبکش، نکروز در آون
خسارت این ویروس در برخی از ارقام (. James et al. 2008است )

 Shim etدرصد برسد ) 01سیب و گلابی ممکن است به حدود 

al, 2004 .) 
این ویروس بر اساس مناطق مختلف ژنومی  تبارزاییآنالیز      

کلئیکی و از جمله پروتئین پوششی بر اساس توالی اسید نو
های اسیدی در مناطق مختلف نشان داده است که جدایه آمینو

های مختلف در یک گروه فیلوژنتیکی قرار ردیابی شده از میزبان
 James etگیرند و دارای تشابه نوکلئوتیدی زیادی هستند )می

al. 2008; Shim et al. 2004; Magome et al. 1997 عدم ارتباط .)
های ردیابی شده این و میزبانی در جدایه بندی جغرافیاییگروه

های مختلفی مانند سیب، گلابی و مرکبات در ویروس از میزبان
های انجام شده در ردیابی این ویروس از ژاپن گزارش بررسی

 ,Yoshikawa et al. 1993; Magome et al. 1999شده است )

1997 .)RT-PCR  بر اساس مناطق مختلف ژنومی این ویروس از
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های مختلف برگ، میوه، گل و پوست درخت توسط ونهنم
 ;James. 2008; Shim et al. 2004محققین انجام شده است )

Menzel et al. 2003; Halistones et al 2000 .) ارزیابی آلودگی
مهم سیب از  یهاکولتیوارهای مختلف درختان سیب به ویروس

تان شهر اسجمله ویروس ساقه شیاری سیب در منطقه کمال
در  ASGVنشان داد که آلودکی به  RT-PCRالبرز با الایزا و 

 Keshavarz & Hajinajarها محرز شد )درصد نمونه 19حدود 

2021.) 
در درختان  های ویروسیبا توجه به اهیمت خسارت بیماری     
آنها از اهمیت  تبارزائیها و بررسی شناسایی ویروس دار،دانه

لین مرحله در ارائه یک برنامه اوبسزایی برخوردار است. 
های آلوده ویژه ویروسهای گیاهی بهمدیریتی صحیح بیماری

در تحقیق حاضر . ویروس در باغات است به موقعردیابی  ،کننده
 وجودپس از بررسی علائم مربوط به ویروس ساقه شیاری سیب 

مبتنی بر ژن این ویروس با استفاده از آغازگر اختصاصی 
این ویروس انجام شد. همچنین آنالیز تبارزایی  پروتئین پوششی

ها بندی جدایههای مختلف ردیابی شده به منظور گروهجدایه
 صورت گرفت.

 ها  مواد و روش
 نمونه برداری

برداری از برخی باغات سیب نمونه ،برای تهیه منبع ویروسی
 که علائم توصیف شده ویروس ساقه شیاری سیب

(dpvweb.net) های برداری از برگودند انجام شد. نمونهب ارا دار
یک خفیف تا شدید و تغییر شکل ئشامل موزا تازه دارای علائم

و پوست جوان درختان داری  های فاقد علائمبرگ و برخی برگ
 زنجان و جنوب غربی استان از درختان مناطق غربیعلائم 

 و برخی از مناطق ماهنشان( و )زنجان، ایجرود، ابهر، خرمدره
. (1)جدول  انجام شد )شهرستان بیجار( استان کردستان رقیش
دارای علائم و  برگ نمونه 81) نمونه برگی 87مجموع  در

 9و دارای علائم  هایاز شاخه نمونه برگ بدون علائم(هشت 
)جدول  آوری گردیدنمونه از پوست درختان دارای علائم جمع

ان و یا اواخر برداری در اواخر بهار و اوایل تابستنمونه .(1
اطلاعات مربوط به تعداد  آوری شدند.تابستان و اوایل پاییز جمع

برداری و نوع نمونه )برگ یا پوست( در ها و مناطق نمونهنمونه
 مشخص شده است. 1جدول 

 

 برداری و نتایج ردیابی از مناطق مختلف.اطلاعات مربوط به محل نمونه .1جدول 
Table 1. Information of collected samples and the result of detection in different regions. 

Region Leaf Sample RT-PCR Bark RT-PCR*  Sequenced 
Zanjan 23 12 3  4  3 
Ijrood 8 5 - 1  1 

Abhar 5 3 - -  - 
Khoramdareh 4 2 - -  - 
Mahneshan 14 10 4 3  2 
Zanjanrood 15 11 2 3  2 

Bijar 10 7 - 1  1 

Total 78 50 9 12  9 

 
 ردیابی ویروس و تکثیر ژن پروتئین پوششی

با استفاده از  ساقه شیاری سیب ردیابی ویروس به منظور     
تکثیر ژن برای  (2)جدول  یک جفت آغازگر RT-PCRروش 

و براساس  کامل پروتئین پوششی ویروس ساقه شیاری سیب
با  (NC_001749توالی نوکلئوتیدی جدایه مرجع این ویروس )

 Primer Premier 6 (PREMIER Biosoftرم افزار استفاده از ن

International )در طراحی این جفت آغازگر توالی  .شد طراحی
. نیز اضافه شد EcoRI و   BamHIهای برشی محل اثر آنزیم

-بر اساس تنوع علائم، مناطق مختلف و زمان نمونهسپس، 

-ایو کیفیت آران برداری()با توجه به طول زمان نمونه برداری

نمونه استخراج  01نمونه از  78های استخراج شده از مجموع 

استخراج  ای برای ادامه کار استفاده شد. به همین منظور،آران
هر   برگی و پوست درختبافت  گرمیلیم 211از حدود  ایآران

 تیک با دستورالعمل ، مطابقصورت جداگانههکدام ب

RiboEXTM کره جنوب(ی، GeneAllانجام شد ).  پس از تعیین
از مکمل  ایانیساخت د یبراای استخراج شده، کیفیت آران

 ™cDNA (Synthesis Kit Easy ساخت تیو ک معکوس آغازگر

cDNA) با حجم  یدر واکنش پارس توس ایران ساخت شرکت
 با مرازیپل ایرهینج. واکنش زاستفاده شد تریکرولیم 11 یینها

 ساقه شیاری سیب روسیو ی طراحی شدهاختصاص یآغازگرها
 Masterتریکرولیم 20/7شامل  تریکرولیم 0/12 ییدر حجم نها

mix  ساخت شرکتAmpliqon ،20/1 یاز آغازگرها تریکرولیم 
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 2 مولار،یلیم 11با غلظت  یو معکوس اختصاص میمستق
 زهیونیآب د تریکرولیم 80/1مکمل الگو و  ایانید تریکرولیم

مرحله  کیبه صورت  آرسییپ حرارتی انجام شد. برنامه
-واسرشت قه،یدق 2 یبرا C ° 94یدر دما هیاول سازیواسرشت

 71و بسط  C° 07در  هیثان 11، اتصال C° 94در  هیثان 11 سازی
به  ییمرحله بسط نها کیو  چرخه 10 یبرا C82˚ در  هیثان

 .دیانجام گرد C° 82 در قهیدق 11مدت 
 

 
 .ویروس ساقه شیاری سیب یپوشش نیژن پروتئ منطبق برکوس مع و میمستق یآغازگرها یتوال. 2جدول 

Table 2. Sequences of the forward and reverse primers based on ASGV coat protein gene. 

Size *Sequence of Primers Primer name 

728bp 

5' –TGGGATCCATGAGTTTGGAAGACG -3' ASGV-CPF 

5' –CGAATTCCAACCCTCCAGTTCCA -3' ASGV-CPR 

 

 
 pTG19همسانه سازی قطعات تکثیر شده درون پلاسمید 

از که  چهار نمونهمربوط به  تکثیر شده آرسییمحصول پ     
)زنجان، ایجرود، ماهنشان و بیجار هر  جغرافیاییمناطق مختلف 

 همسانه سازی شد. pTG19پلاسمید در بودند  کدام یک نمونه(
 ,Vivantisساخت شرکت  pTG19 حاملاز به این منظور 

Malaysia میاز آنز سازیهمسانهبرای  .استفاده شد T4 DNA 

Ligase ساعت در  کیبه مدت . واکنش اتصال ستفاده شد
 کیو سپس به مدت  وسیدرجه سلس 22 یانکوباتور در دما

 انجام وسیدرجه سلس 17 یساعت( در دما 12تا  11شب )
-سلول درونواکنش  نیاز محصول ا تریکرولیم سپس، سهشد. 

 نیاستر Escherichia coli یشده از باکتر هیمستعد ته های
DH5α  به روش کهChung et al. (1989)،  تهیه شده بودند انتقال

حاوی آنتی بیوتیک آمپی  LBها روی محیط جامد باکتری و
های با استفاده از کلنی( کشت داده شدند. µg/ml 100سیلین )

نی به منظور تایید همسانه سازی موفق آر کلوسیرشد کرده، پی
های باکتری حاوی حامل نوترکیب درون محیط انجام شد. کلنی

( µg/ml 100حاوی آنتی بیوتیک آمپی سیلین ) LBکشت مایع 
های رشد صورت شبانه کشت شد. استخراج پلاسمید از کلونیهب

کرده در محیط کشت مایع با استفاده از روش لیز قلیایی انجام 
آر توسط سیپلاسمید با استفاده از پیر و حضور قطعه دشد 

بطوریکه  پلاسمید بررسی شد درآغازگرهای اختصاصی ویروس 
. علاوه بر از پلاسمید استخراج شده به عنوان الگو استفاده شد

به منظور تایید درج قطعه در پلاسمید، پلاسمیدهای این 
ار رکنش برش ق. در واBamHIاستخراج شده با استفاده از آنزیم 

پس از تایید پلاسمیدهای حاوی قطعه مورد نظر، گرفتند. 
 Gene All® Exprep TM Plasmid تیکاستخراج پلاسمید توسط 

mini, 50p طابق دستورالعمل شرکت سازنده )مGeneAll, South 

Koreaهای ( به منظور تعیین توالی همسانهpTG19-ASGV-C  از
ها با استفاده از توالی همسانه انجام شد. تعیینهای مثبت کلون

توسط شرکت پیشگام  pTG19آغازگرهای عمومی پلاسیمد 
سازی شده، انجام شد. علاوه بر تعیین توالی چهار نمونه همسانه

 نیز آر تکثیر شده توسط آغازگر اختصاصیسیپنج محصول پی

 صورت مستقیم تعیین توالی شدند. هب

 

 ساقه شیاری سیب های ویروسجدایه تبارزائیآنالیز 
نمونه  9) یدینوکلئوت هاییتوال جینتا ،یتوال نییپس از تع     

 بانک ژنموجود در  هاییبا اطلاعات و توال هاهمسانهاز  مجزا(

قرار گرفتند.  سهیمورد مقاBLASTn (NCBI )توسط برنامه 
توالی نوکلئوتیدی چارچوب ژنی  همردیف سازی چندگانه

-ی تازه ردیابی شده و برخی از جدایههاجدایهپروتئین پوششی 

و  MEGA 7افزارتوسط نرم (1)جدول  بانک ژنهای موجود در 
. محاسبه (Kumar et al. 2015) انجام شد ClustalWروش 

انجام شد. بعد از  Jukes Cantorفاصله بر اساس مدل  سیماتر
ها ها، همردیف شدهآن شیرایو و یچندگانه و بررس هایفردیهم

مورد استفاده قرار گرفتند.  زهایادامه آنال برای نت()الاینم
با استفاده توالی نوکلئوتیدی براساس  هاهیجدا ییتبارزا تحلیل

توسط  Tamura-3- parameterو مدل  Neighbor-Joiningاز روش 
 انجام گرفتبوت استرپ تکرار  1111با  MEGA 7 افزارنرم

(Kumar et al. 2015). ویروس ( ای گیلاسCherry virus A ) به
 هیکلبرای رسم درخت استفاده شد. خارجی عنوان عضو گروه 

از درخت درصد  01از  ترنپایی استرپبوت ارزش با هاشاخه
های ویروس ساقه جدایه تبارزائیدرخت نهایتا ، و حذف شدند
 شد. بازسازی شیاری سیب

 

  .ه در آنالیز تبارزائیهای ویروس ساقه شیاری سیب لحاظ شدمشخصات جدایه . 3جدول   
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Table 3. Characteristics of ASGV isolates included in the phylogenetic analysis. 
Isolate Host Country Accession number 
MRJ5 Apple India MN912566 

SPASG Apple India MT678109 

- Apple India FM204881 

Red Chief Apple India KJ617056 

Ki-1 Actinidia deliciosa India HG796196 

Ki-3 Actinidia deliciosa India HG796198 

AP-RD1 Apple India LN901439 

WR-32 Wild Rose India LN559087 

BAU2 Bauhinia variegata India LN559075 

HPHF15 Apple India LN901436 

Ap-GS2 Apple India LN901437 

AGJP-22 Pear Japan HM352772 

Hanzhong2 Actinidia China MH457057 

fx Apple China JX885569 

HZ76 Prunus mume China KY680265 

YT-4-4 Apple China KF735124 

HN-14 Rosa chinensis China KU254601 

Pd-21 Pear China GQ330294 

GJ Polygonatum kingianum China MK592613 

- Apple South Korea AF465354 

GW4 Apple South Korea KR606309 

Ys4 Apple South Korea KR606311 

CS6 Apple South Korea KR606316 

YS8 Apple South Korea KR606313 

CS9 Apple South Korea KR606319 

17 Apple South Korea KR606322 

CW6 Apple South Korea KR606323 

P67 Pear South Korea JN792492 

SJ2018 Pyrus pyrifolia South Korea LC487910 

CA2018 Pyrus pyrifolia South Korea LC487911 

GW-JS Cnidium officinale South Korea LC506127 

Kp1 Pear South Korea MG682506 

CO-kr1 Cnidium officinale South Korea MW889884 

NYJ2018 Pyrus pyrifolia South Korea LC487914 

- - South Korea AF465354 

ASGV_CP:BR:11 Apple Brazil MH378808 

ASGV_CP:BR:6 Apple Brazil MH378810 

ASGV_CP:BR:5 Apple Brazil MH378809 

UV01 Apple Brazil AF438409 

KS3 Apple Iran MK354030 

kz Prunus armeniaca Iran MK354031 

D3 Apple Iran MK354032 

NG Pyrus communis Iran MK354033 

SS Apple Iran MK354034 

SS4 Apple Iran MK354035 
X4 Apple Iran MK354036 

 
 RDP4 افزاربا نرم یبینوترک تمیرسم الگور

شده  یابیرد هایهیجدا نیب یاحتمال یبینوترک یبررس یبرا     
(، از 1جدول )بانک براساس  ژنموجود در  هایهیجدا ریبا سا
با  بیو نقاط نوترک وقایعاستفاده شد. RDP V4.95  برنامه

 مانند یمختلف هایو مدل RDP4 استفاده از برنامه

GENECONV  ،Chimaera،MaxChi  ،BOOTSCAN ،RDP و 

SISCAN  برنامه انجام شد ایهیپا اتیبا تنظم (Simon-Loriere 

& Holmes 2011; Martin et al. 2015.) 
 یکیو تنوع ژنت تیجمع یپارامترها نییتع

 از برنامه یکیو تنوع ژنت تیجمع یپارامترها نییتع یبرا     
DnaSP  (Rozas et al. 2017)، یکیژنت هایاختلاف یابیارز یبرا 

، تعداد (Hd) پیتنوع هاپلوت، (H) هاپیتعداد هاپلوت نیتخم
 نیانگی، م(η) ها، تعداد کل جهش(S) یچند شکل هایمحل

دو  یدیتنوع نوکلئوت نیانگی، م(k) یدینوکلوت هایتعداد اختلاف
کل  ، تعداد(SS) مترادف هایکل جهش ، تعداد(µ) دو به

 به مترادفنا هایو نسبت جهش (NS) ا مترادفن هایجهش
تنوع  یمحاسبه آمار یشد. برا یابیارز (ω) مترادف هایجهش

 FSTو  KS* ،KST* ،Z* ،Snnشامل  یمختلف یارهایمع تیجمع
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در مناطق  هاتیجمع و های درخت تبارزاییزیرشاخه نیب
 انجام شد. DnaSPمختلف با استفاده از نرم افزار 

 

 و بحثنتایج 
 نتایج مشاهدات میدانی، علائم 

ها )دو نمونه مربوط به نتایج نشان داد که در برخی از نمونه     
زنجان و دو نمونه ماهنشان( علائم بدشکلی و شانکر در تنه 

تایید کننده حضور  RT-PCRدرخت قابل مشاهده بود که نتایج 
 بازدید شدههای علائم متفاوتی در باغ. ها بودویروس در برگ

نمونه  01نمونه از تعداد  12( که در 1قابل مشاهده بود )شکل 
ای شده ویروس ساقه شیاری سیب ردیابی شد استخراج آران

(. علائم 1نمونه تعیین توالی شدند )جدول  12نمونه از  9که 
مشخص و واضحی در تنه درختان قابل مشاهده نبود در حالیکه 

وس ساقه شیاری در موارد معدودی در تنه درختانی که ویر
سیب ردیابی شد ترشح صمغ از تنه و شاخه قابل مشاهده بود 

های ویروس ساقه شیاری که چنین علائمی در برخی از جدایه
ز مجموع ا .گزارش شده است Shim et al. (2004)سیب توسط 

آوری شده هشت نمونه مربوط به مناطق های مثبت جمعنمونه
زنجان، دو نمونه ایجرود،  مختلف استان زنجان )سه نمونه شهر

دو نمونه ماهنشان( و یک نمونه مربوط به  و یک نمونه ابهر
 (.1استان کردستان )شهرستان بیجار( بود )جدول 

 
 آرسیپی-آرتینتایج ردیابی با 

-RTآزمون  ونمونه مشکوک  01از ای استخراج آراننتایج      

PCR روسیو نیا یشده برا یطراح یبا جفت آغازگر اختصاص 
 آنهانمونه از  12در را  بیس یاریساقه ش روسیبه و یآلودگ

نمونه تعیین توالی  12نمونه از  9که  نشان داد استخراج شده
برداری و نتایج جزئیات مربوط به مناطق نمونه .(2)شکل  شدند

 های مثبت از شهرهای مختلف آورده شده استمربوط به نمونه
نظور تعیین توالی و استفاده ها به م. انتخاب جدایه(1)جدول 

برداری  برای آنالیزهای تبارزایی بر اساس تنوع در مناطق نمونه
یک خفیف و ئشامل موزا شده، تنوع در علائم مشاهده شده

 در اوایل تابستان و اواخر تابستان برداری و زمان نمونه شدید
آر تکثیر سیمحصول پی 12برهمین اساس از بین  بوده است.
نمونه برای تعیین توالی  9اطق مختلف استان زنجان شده از من

آر در سینتایج الکتروفورز محصولات پی(. 1انتخاب شد )جدول 
جفت باز  827ای در حدود ژل اگارز حاکی از تکثیر قطعه

به ژن کامل پروتئین پوششی ویروس ساقه شیاری سیب  مربوط
مشاهده  و ریباند تکث نیسالم ا یاهیدر نمونه گ کهیدرحالبود 
 (.2)شکل نشد 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .های سیب آلوده به ویروس ساقه شیاری سیبیک، بدشکلی و پیچیدگی برگ در برگئعلائم موزا .1شکل 
Figure 1. Mosaic, leaf curling and leaf deformation symptoms in ASGV infected samples. 
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الی  2 هایاهکچ، bp 111مارکر  .1اهک چ، ASGV-CPRو ASGV-CPF آر با جفت آغازگرهای اختصاصی یسالکتروفورز محصول پی .2شکل 

نمونه فاقد باند اختصاصی تکثیر  .2اهک چ ،ASGVآر تکثیر یافته با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن پروتئین پوششی سیمحصولات پی .6

 کنترل منفی )نمونه سالم(. .7اهک چ، شده
Figure 2. Electrophoresis of PCR product amplified by specific primers ASGV-CPF, ASGV-CPR. 1. Ladder 100 bp, 
Lane 2-6. PCR-products amplified by ASGV CP specific primers, Lane 2. Negative samples not-infected Lane 7. 
Healthy plant (Negative control). 

 
شده بودند  آوریجمع سیبمختلف  باغاتکه از  ییهانمونه     

در آنها  یمولکول هایبا روش یدر مراحل بعد یروسیو یآلودگ
 یبودند، و در هر منطقه بعضی متفاوت میعلا یشد که دارا اثبات

یک  بودن دهنده غالبنشانکه احتمالا بودن  غالب میعلا نیاز ا
است در آن منطقه ساقه شیاری سیب  روسیخاص از و انتیوار

هایی به عنوان مثال غالب نمونه .که در این تحقیق بررسی نشد
-که در زنجان و ماهنشان مشاهده شدند علاوه بر علائم در برگ

ها علائمی در ساقه و تنه درختان نیز قابل مشاهده بود که 
احتمالا با علائم ناشی از ویروس ساقه شیاری سیب در ارتباط 

ق حاضر بررسی پوست برخی از درختان تحقیاما در باشند 
دارای علائم نشان داد که قطعه اختصاصی مربوط به ژن 

خفیف و تغییر  کییعلائم موزا پروتئین پوششی تکثیر نشد.
مشاهده شده در مزارع بودند که  میعلا نتریجیاز را شکل برگ
موارد  یبرخ. علائم در نام برده شده استاز علائم  زیدر منابع ن

همراه بود که  یو قارچ ییایباکتر هاییماریاز ب یئم ناشبا علا
با توجه به وجود  شود. یماریعلائم ب دیممکن است باعث تشد

آوری شده های جمعیک و کلروز در برگ نمونهئعلائم موزا
های رایج سیب از احتمال وجود آلودگی مخلوط با سایر ویروس

که در تحقیق نیز وجود دارد  ای سیبویروس ساقه آبلهجمله 
حاضر این آلودگی مخلوط بررسی نشد اما نتایج محققین نشان 

 .Ito et al. 2002; Menzel et al. 2002; Menzel et alداده است )

2003; Foissac et al. 2005)  وجود آلودگی مخلوط با ویروسکه-

 .و بروز علائم اثر گذار است های رایج سیب بر تولید علائم
ساقه  روسیو یابیرد یبرا RT-PCR از روش یبررس نای در     

منطبق بر ژن  RT-PCRاستفاده از  استفاده شد. شیاری سیب
ترین و قابل پروتئین پوششی ویروس ساقه شیاری سیب رایج

ترین روش برای شناسایی این ویروس است که سایر اطمینان
های موجود این محققین نیز با مقایسه این روش با سایر روش

( Menzel et al. 2003; Foissac et al. 2005اند )ا تایید کردهنتایج ر
های تکمیلی ها روشالبته با توجه به تنوع در برخی از جدایه

  (. James 2008ای نیز مورد نیاز است )آر آشیانهسیمانند پی
 

 pTG19سازی در پلاسمید نتایج همسانه

سمید حاکی سازی ژن پروتئین پوششی در پلانتایج همسانه     
-حاوی آنتی LBهای سفید در محیط کشت رشد کلونی از

رشد موجود  هاییکلون یبررس جینتاسیلین بود. بیوتیک آمپی
 کینشان داد که  آریسیپ یکلونبا استفاده از تشتک  کرده در
( که 1شکل شد ) ریتکث جفت باز  827 با اندازه ایانیقطعه د

 دین قطعه مورد نظر در پلاسمامر نشان دهنده قرار گرفت نیا
 های استخراجدیپلاسم د. علاوه بر این نتایج برش آنزیمیبو

اکی از قرار گرفتن قطعه در پلاسمید ح  BamHIتوسط آنزیم
، دو  BamHIآنزیم توسط  pTGASGVCP پس از برش سازهبود. 

جفت باز مربوط به حامل پلاسمیدی  2911هایقطعه به اندازه
  ASGV یپوشش نیپروتئوط به ژن جفت باز مرب 827و 

نیز تایید کننده  یتوال نییتع جینتا ،نیعلاوه بر ا .مشاهده گردد
 سازی ژن پروتئین پوششی درون پلاسمید بود.همسانه

 
 تبارزائینتایج آنالیز 

یآن با توال سهیو مقا آمده به دست هاییبلاست توال جینتا     
 آریس یولات پبانک نشان داد که محص موجود در ژن های
 یاریساقه ش روسیو یپوشش نیژن پروتئ هیشده متعلق  ریتکث
 یدرصد 91 یاز شباهت بالا یبلاست حاک جیاست. نتا بیس
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 یپوشش نیژن پروتئ هاییبه دست آمده با توال هاییتوال
ASGV هاییبا استفاده از توال ییتبارزا لیتحل هیتجز جیبود. نتا 

که نشان داد  بانک ژنشده در  ثبت هیجدا 44به دست آمده و 
هایی که قبلاً از های تازه ردیابی شده همراه با جدایهجدایه

 رهایی از هند در یک شاخه قرااند و جدایهایران گزارش شده
ها در با توجه به درخت تبارزایی، جدایه .(1)شکل  گیرندمی

 Clade I ،Clade II ،Cladeشامل  چهار گروه اصلی قرار گرفتند

III  وClade IV  .هستندClade I های بیشتری شامل تعداد جدایه

هایی از ایران، ها است که شامل جدایهنسبت به سایر زیرشاخه
هند، کره جنوبی، چین، برزیل و یک جدایه از ژاپن هستند. 

دار مانند سیب و گلابی ها از درختان دانهاغلب این جدایه
س گزارش شده از سایر اند با این حال سایر ویروگزارش شده

شامل زیر  Clade Iها نیز در این زیر شاخه وجود دارد. میزبن
تی است که با درجه اطمینان بالایی از همدیگر وهای متفاشاخه

 اند.تفکیک شده

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

-Neighbor براساس روش ،یپوشش نیژن پروتئی توالی نوکلئوتیدبر اساس  ساقه شیاری سیب روسیو هایهیجدا ییتبارزا لیتحل. 3شکل 

Joining  نرم افزار  با استفاده ازکهMega 7 های هیداده شده و جدا شیها نماشاخه یدر بالادرصد  01درجه اطمینان بیش از  شده است. رسم
 .بصورت پر رنگ مشخص شده اندایرانی ردیابی شده در تحقیق 

Figure 3. Phylogentic analysis of Apple stem grooving virus isolates based on nucleic acid sequencing of coat protein 
gene and Neighbor-Joining method using MEGA7 software. Bootstrap values more than 50 were showed on the 
branches and new Iranian isolates are shown in bold.  
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نشان دهنده تنوع نوکلئوتیدی  Pi ساقه شیاری سیب. روسیو هایدر جمعیت یپوشش نیدر ژن پروتئ یدیتنوع نوکلئوت یبررس جینتا .4شکل 

 است.
Fig 4. The result of polymorphism trend along the coat protein genes in ASGV populations, Pi stands for nucleotide 

diversity. 

 
 ها حاکی استها در این زیرشاخهگرفتن جدایه نتایج قرار     
ارتباط بین مناطق جغرافیایی و میزبان وجود ندارد، هر چند  که

هایی گزارش های جدید ایرانی و سایر جدایکه همه جدایه
قرار گرفتند.  Clade Iهای متفاوت شده از ایران در زیرشاخه

Clade II هر چند هایی از کره حنوبی است شامل عمده جدایه
هایی از چین، هند و برزیل نیز در این شاخه قرار که جدایه
نیز فراوانی کمتری نسبت به سایر   IVو Clade IIIدارند. دو 

دو جدایه از کره جنوبی شامل  Clade IIIها دارند بطوریکه شاخه
با توجه به شوند. نیز دو جدایه از هند را شامل می Clade IVو 

های ایرانی با شباهت ژنتیکی جدایه نتایج به دست آمده از
 111تا حدود  77های استفاده شده در زیرهم چینی بین جدایه

های درصد بود که بیشترین شباهت نوکلئوتیدی بین جدایه
استفاده از  .درصد بود 90/99تا  99ایرانی و در حدود 

 ری، امکان تکثASGVژن پروتئین پوششی منطبق بر  یآغازگرها
 یابیرد هایهیجداکند. ئین پوششی را فراهم میژن کامل پروت

 نییپس از تعASGV  یاختصاص یگرهازشده با استفاده از آغا
ای در خوشهتبارزائی با توجه به درخت تبارزائی  زیو آنال یتوال

هایی از ایران، هند و چین قرار گرفتند. همانطور همراه با جدایه
مناطق مختلف و  ها ازکه نتایج تبارزایی نشان داد جدایه

های متفاوت قرار گرفتند که حاکی های مختلف در شاخهمیزبان
  ASGVهای از عدم ارتباط جغرافیایی و میزبانی در جدایه
 ;Jame 2008منطبق بر ژن پروتئین پوششی ویروس است )

Menzel et al. 2002 .) 

 RDP4نوترکیبی با برنامه  احتمال نتایج بررسیبر اساس 
بر وقوع نوترکیبی در منطقه ژن پروتئین پوششی شواهدی دال 

های مورد در بین توالی جدایه های ایرانی به دست نیامد.
 از کشور چین MH457057بررسی تنها یک جدایه با رس شماره 

 P valueبا  BOOTSCAN و  Chimaera،MaxChi با سه روش
 نوترکیبی نشان دادند.  10/1کمتر 

 

  یکلو چند ش یکیتنوع ژنت جینتا
-هیجدا یپوشش نیژن پروتئ یو چند شکل یکیتنوع ژنت جینتا

قابل مشاهده  4 در جدول ساقه شیاری سیب روسیو های
در هر کدام از پارامترها به صورت پررنگ  ریمقاد نیشتریاست. ب

همنام به رغی هانسبت جهش نیشتریداده شده است. ب شینما
این  .دهای چینی هستنجدایه به مربوط همنام هایجهش

 نیشتریب نیهمچن است. 104/1های ایرانی نسبت در جدایه
ها از چین هستند و نیز مربوط به جدایه یدیتنوع نوکلئوت

های ایرانی کمترین تنوع نوکلئوتیدی نیز مربوط به جدایه
به ترتیب  زین  π و بیشترین نیکمترهستند. علاوه بر این 

-مولفه زیآنال ر. دهای ایرانی و چینی هستندجدایهمربوطه به 

(، Hd) پی(، تنوع هاپلوتاH) هاپیتعداد هاپلوتا تیجمع های
(، η) ها(، تعداد کل جهشS) یشکل چند هایتعداد محل

تنوع  نیانگی(، مk) یدینوکلوت هایتعداد اختلاف نیانگیم
(، SS) نامهم یها(، تعدادکل جهشµدو به دو ) یدینوکلئوت

 ریغ های( و نسبت جهشNS) نامهم ریغ هایتعداد کل جهش
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 در جدول جیشد که نتا یابی( ارزω) نامهم هایجهش به نامهم
بر اساس  هاهیجدا ی( قابل مشاهده است. در گروه بند4)

کوچکتر  dN/ds نسبت یرانیا هایهیجدا ، درمناطق جغرافیایی
 ( است.104/1) کیاز 

 

  .های مختلف ویروس ساقه شیاری سیب زمینی مبتنی بر ژن پروتئین پوششیجمعیتهای مربوط به پارامترهای جمعیتی در . داده4جدول 

Table 4. Data on population parameters of different ASGV populations based on the coat protein gene. 
Country  N H Hd S η K π SS NS dS dN ω 

South Korea 15 15 1.000 138 153 46.610 0.06697 153.81 539.19 0.24248 0.01670 0.068 

Iran 17 11 0.941 68 69 11.088 0.01553 161.48 549.52 0.05819 0.00315 0.054 

China 6 6 1.000 116 130 53.800 0.07556 159.14 548.86 0.26712 0.02053 0.076 

Brazil 4 4 1.000 78 79 41.167 0.05766 161.33 549.67 0.21673 0.01150 0.053 

India 11 11 1.000 140 152 51.000 0.07143 160.42 550.58 0.27419 0.01293 0.047 

 

 های مختلف بر اساس ژن پروتئین پوششی ویروس ساقه شیاری سیب.. تخمین افتراق ژنتیکی برای جمعیت5جدول 
Table 5. Genetic differentiation estimates for geographical populations of ASGV CP. 
Population aKS

* aKST
* Ks*, Kst*p value  aZ* P value Snn P value bFST 

Iran (n=17)/Brazil(n=4) 2.03867 0.14288 0.0000 ***  4.13203 0.0000 

*** 

0.8857 0.0000 *** 0.232 

Iran (n=17)/ South 

Korea(n=15) 

2.62602 0.21338 0.0000 ***  4.75779 0.0000 

*** 

0.9687 0.0000 *** 0.499 

Iran (n=17)/ China(n=6) 2.29550 0.19999 0.0000 ***  4.24765 0.0000 

*** 

0.9130 0.0010 ** 0.449 

Iran (n=17)/ India(n=11) 2.50369 0.10051 0.0000 ***  4.68772 0.0010 ** 0.7261 0.0170 * 0.189 

India (n=11)/Brazil(n=4) 3.53222    0.01600 0.1680 ns  3.61655 0.1460 ns 0.7333 0.1760 ns 0.021 

India (n=11)/ South 

Korea(n=15) 

3.52206 0.06488 0.0010 **  4.58839 0.0060 ** 1.0000 0.0000 *** 0.167 

India (n=11)/ China(n=15) 3.67781 0.05524 0.0090 **  3.72934 0.0120 * 0.8235 0.0220 * 0.175 

South Korea 

(n=15)/Brazil(n=4) 

3.48526 0.04959 0.0070 **  4.08257 0.1090 ns 0.9473 0.0030 ** 0.193 

South Korea 

(n=15)/China(n=11) 

3.59220    0.04416 0.0120 *  4.24011 0.0330 * 0.8571 0.0060 ** 0.131 

China (n=11)/Brazil(n=4) 3.73008    0.01456 0.3060 ns  2.79702 0.3260 ns 0.7500 0.0930 ns 0.106 

 
مختلف  هایتیجمع نیب یژن جریانمربوط به  زیآنال جینتا

 نیشتریقابل مشاهده است. ب 0 در جدول یکیو تفاوت ژنت
های کره جنوبی و های ایرانی و جدایهجدایه نیب یژن جریان

هایی از هند و برزیل ژنی بین جدایه جریانکمترین  .چین است
ژن نتایج بررسی محل تنوع نوکلئوتیدی در  (.0)جدول  بودند

ژن  نشان داد که تنوع نوکلئوتیدی در کل پوششی پروتئین
توان گفت بیشترین تنوع پروتئین پوششی پراکنده است و می

ژن پروتئین پوششی است  1'انتهای نوکلئوتیدی در قسمت 
 (. 4)شکل 

یرانی بودند های اکمترین تنوع نوکلئوتیدی مربوط به جدایه
که این امر احتمالا به دلیل وسعت کم جغرافیایی منطقه مورد 

-های یکسان هستند. زیرا همه جدایهمطالعه و همچنین میزبان

های جدید و قدیم ایرانی از یک میزبان مشترک جداسازی 
های هندی و چینی و کره جنوبی از اند درحالیکه جدایهشده

د. علاوه بر این نسبت کمتر های مختلف گزارش شده انمیزبان
دهنده انتخاب های غیرهمنام به همنام نشانجهش یکاز 

های ایرانی است که این امر سبب تنوع طبیعی منفی بین جدایه
ها نیز شده است. انتخاب منفی در بین کمتر بین جدایه

های ایرانی جمعیت ایران حاکی از تثبیت تنوع در بین جدایه
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لا به دلیل وسعت کم و حدود منطقه است و این امر احتما
برداری است. به همین دلیل توصیه بر این است برای نمونه

تری بررسی های جمعیتی از منطقه وسیعتر مولفهبررسی جامع
 انجام شود. 

ی از محصولات مهم و کیبه عنوان  دارباغات سیب و دانه
ی استراتژیک باغی در مناطق مختلف ایران از جمله مناطق غرب

هستند که پتانسیل بالای برای صادرات دارد با این وجود 
های ویروسی یکی از عوامل های مختلف از جمله بیماریبیماری

-محدود کننده این محصولات هستند. در تحقیق حاضر بررسی

های مختلف این ویروس از های مولکولی حاکی از ردیابی جدایه
 کردستان بود. مناطق استان زنجان و شهرستان بیجار استان

های ایرانی احتمالا به دلیل تنوع کم نوکلئوتیدی بین جدایه
 وسعت کم منطقه مورد مطالعه و عدم تنوع میزبانی است. 

 

 سپاسگزاری

 بدینوسیله از معانت پژوهش و فناوری دانشگاه زنجان تقدیر

 گرددو تشکر می
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