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 چکیده

چوب در  )چروکیدگی( روگوز جادیعوامل ا نیترمهماز  یکی و Vitivirusجنس  ی( از اعضاGrapevine virus A; GVAمو ) یا روسیو

استان  یهادر تاکستان زوالدارای علائم زردی و قرمزی برگ و  ینمونه برگ 79، مجموعاً 1400تا  1398 یهاسالدر طول  .مو است

 الایزا آزمون از استفاده با GVAبه  هانمونه اولیه . آلودگیشد یآورجمع(، هیمحمدو  آبادلی)بردسکن، کاشمر، خلی خراسان رضو

 انجام شد. استخراج p10 (ORF5) نیپروتئ یاختصاص یآغازگرهاتوسط و  RT-PCR زمونآ با نتایج نهایی تایید و بررسی مستقیم

RNA بافر  از استفاده با مو، جوان هایبرگ و ساقه سبز پوست هایتراشه ازCTAB شد.  انجامGVA  زایآزمون الا توسط ،نمونه 14در 

تکثیر محصولات  .شد ریتکث p10 نیجفت باز از پروتئ 238ل به طو یاقطعهنمونه  14در ، RT-PCRداده شد و با استفاده از  صیتشخ

 انتخاب، در هر دو جهت از پس نوترکیب پلاسمیدهای و الحاق pTG19-Tسازی از ژل، به حامل پس از خالص نمونه چهاراز  شده

درخت  .درصد بود 7/85-95دی نوکلئوتی شباهتو  ژن مقایسه های موجود در بانکدست آمده با ترادفههای بترادف شدند. یابیتوالی

. رندیگیدر گروه چهارم قرار م یخراسان رضو یهاهیوجود دارند و جدا یچهار گروه اصل نشان داد که p10 نیپروتئ هیبر پای تبارزائ

شامل  هارد کوجود د نالیترم-N هیدر ناح یدارینشان داد که منطقه پا هاهیجدا ریبا سا یرانیا هایهیجدا p10 نیپروتئ یتوالمقایسه 

 صورت مو هایویروسسایر  زیادی رویمطالعات  رضوی خراسان استان در است. یروانگشت فیو سپس موت نیاز آرژن یغن فیموت

 باشد.استان خراسان رضوی میهای تاکستان در GVA هایجدایه تبارزایی اولین مطالعه در خصوص این اما است، گرفته

 ORF5 ، مراز معکوسای پلیواکنش زنجیره ، موتیف،رزائیتحلیل تبا، زایالا :کلمات کلیدی
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Abstract 

Grapevine virus A (GVA) belongs to Vitivirus genus and is one of the most important causes of wood rugose in grapes. 

During the years 2019 to 2021, a total of 79 leaf samples showing symptoms of leaf yellowing and reddening from 

vineyards of Khorasan Razavi Province (including Bardaskan, Kashmar, Khalilabad, and Mohammadiyeh) were 

collected. The initial infection of the samples to GVA was directly checked using an ELISA test, and the final 

confirmation of results was performed by RT-PCR with specific primers. Total RNA extraction was performed from 

scraped bark of young stems using CTAB method. GVA was detected in 14 samples through the ELISA test, and a 

fragment of 238 base pairs from the p10 protein was amplified in these 14 samples using RT-PCR. The amplified 

products from four samples were ligated into the pTG19-T vector, and the recombinant plasmids were sequenced 

bidirectionally. The obtained sequences were compared with the other GVA sequences in GenBank using BlastN tool 

and the nucleotide similarity was 85.7-95%. The phylogenetic tree based on p10 protein showed there are four main 

groups, and Khorasan Razavi isolates classified within the fourth group. Comparison of p10-protein sequence of Iranian 

isolates with other isolates showed there is a conserved region in N-terminal region, which includes an arginine-rich 

motif followed by a zinc-finger motif. There have been many studies on other viruses of grape in this province, but this 

is the first study on ithe phylogenyof GVA isolates in the vineyards of Khorasan Razavi province. 
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 مقدمه

 و ترینقدیمی از یکی( Vitis vinifera L.) انگور

 اساس بر. است جهان در ایمیوه محصولات ترینگسترده

 در ویروس 86 ،2020 سال اوایل تا دسترس در هایداده

 هاویروس این از برخی که است شده شناسایی Vitis هایگونه

 این از دیگر برخی اما اند،بوده همراه بالا بسیار شیوع با

 شناخته انگور برای محتمل غیر هایپاتوژن عنوان به هاویروس

 بر منفی تأثیرات توانندمی هاویروس. (Fuchs 2020اند )شده

 و کیفیت همچنین و باشند داشته گیاه عمر طول و رشد

 .Naidu et alدهند ) قرار تأثیر تحت را انگور محصولات عملکرد

2014). 

 از یکی( Grapevine virus A، GVA) مو ای ویروس

 سراسر در که است هاییویروس و تاثیرگذارترین ترینمهم

 چوب روگوز مانند هاییبیماری واست  شده شناخته جهان

(RW) Rugose wood  شیاری کوبر انگور بیماری ساقه و 

(KSG) Kober stem grooving کندمی ایجاد را (Minafra 

 زیرخانواده متعلق به Vitivirus از جنس ویروس این(. 2000

Trivirinae و خانواده Betaflexiviridae است (Adams et al. 

 و نانومتر 800 طول به خمش پذیر ایرشته دارای ذرات (.2017

 رشته یک شامل ویروس این ژنوم. است نانومتر 12-11 قطر

RNA مثبت قطبیت با رشتهتک (+ssRNA )چارچوب  پنج و

 RNA مرازپلیساخت  ولمسئ ORF1. است( ORFs)ژنی 

 کیلودالتون 194 مولکولی وزن با RNA (RdRp) وابسته به

رسد در کند که به نظر میی را کد میپروتئین ORF2 .است

 Alabi et) انتقال ویروس به وسیله شپشک ها نقش داشته باشد

al. 2014) .ORF3 حرکتی پروتئین (MP )31 مولکولی وزن با 

 کننده پروتئینکد ORF4. کندمی گذاری کد را دالتون کیلو

 نهایت، در و کیلودالتون 21.5 مولکولی وزن با( CP) یپوشش

ORF5 نام به کیلودالتون 10 مولکولی وزن با پروتئینی p10 را 

 .Galiakparov et al. 2003; Brumin et al) کندمی تولید

2009).  

 کند، ایجاد مو در را مختلفی علائم تواندمو می ای ویروس

 قرمزی، و زردی برگ، شکل تغییر گیاه، توان کاهش انندم

 ویروس این همچنین،. ایآبله ساقه و چوب روگوززوال، 

میزان  و کیفیت و بگذارد منفی تأثیر مو عملکرد بر تواندمی

روگوز چوب  .(Moradi et al. 2017) دهد کاهش را تولید انگور

است که در پایه  های قابل انتقال با پیوندای از بیماریمجموعه

شود و در نهایت مرگ زود هنگام گیاه را و پیوندک مشاهده می

درصد به  22تا  5در پی دارد. در ایتالیا این ویروس بین 

 GVA (.Martelli et al. 2001زند )محصول خسارت می

 طریق و نیز از پایانیمه صورت به هاشپشک وسیله به تواندمی

مختلف  آزمایشی هایمیزبان روی بر مکانیکی انتقال و پیوند

 .La Notte et al. 1997; Yoshikawa et al) شود منتقل

2008).  

 آفریقای جمله از جهان، مختلف مناطق از GVA هایجدایه

 اندداده نشان هابررسی و اندشده گزارش آمریکا و اردن جنوبی،

 هستند توجهیقابل تنوع دارای هاآن CP و RdRp هایتوالی که

(Wang Luo et al. 2013 .)شباهت تحلیل اساس بر 

 از بخشی شامل ،GVA ژنوم پایانی بخش در نوکلئوتیدی

ORF3 (حرکتی، پروتئین MP)، کامل توالی ORF4 (پروتئین 

 مشخص ،UTR'3 از بخشی و ORF5 کامل توالی ،(CP پوششی،

 تقسیم( I، II، III) گروه سه به GVA هایجدایه که شد

 تجزیه و تحلیل .(Goszczynski & Jooste 2003a) شوندمی

 ویروس هایجدایه CP کامل هایتوالی اساس بر فیلوژنتیک

 گروه چهار به هاجدایه و شده انجام Alabi et al. (2014) توسط

 هایجدایه Predajna & Glasa (2016). شدند تقسیم اصلی

GVA هایژن نوکلئوتیدی هایتوالی از قسمتی اساس بر را CP 

  .کردند بندیدسته فیلوژنتیک گروه چهار به ORF5 و

با استفاده از روش برای اولین بار  در ایران GVA ویروس

RT-PCR شد گزارش  و از مناطق فارس و خوزستان(Habili et 

al. 2003.) در  رانیانگور در ا یهاروسیو عیو توز وعیش یبررس

 1/11%با  GFLVرا  وعیش نیشترینشان داد که ب 2005سال 

در  GVA( 8/%4و ) GFkV (8/%6) سپس است و داشته

 .Rakhshandehroo et alدوم و سوم قرار گرفتند ) یهاگاهیجا

2005 .)GVA فارس، هایاستان انگور تولید مناطق از 

 و کهگیلویه کردستان، غربی، آذربایجان شرقی، آذربایجان

 ;Moradi et al. 2017) گزارش شده استنیز  زنجان و بویراحمد

Rastgou et al. 2022) .هایاز روش ویروس، این تشخیص برای 

ELISA و RT-PCR یابیتوالی همراه به ORF1  (RdRp) و 

ORF4  (CP) است شده استفاده (Afsharifar et al. 2009; 

Moradi et al. 2017 et al. 2003; Habili.) 

 (2017) توسطپوششی  ژن توالی اساس ی برتبارزائ تحلیل

Moradi et al. ، اصلی گروه سه (I، II، III )شد شناسایی .

 و داشتند قرار I گروه درفوق  پژوهش شده یابیتوالی هایجدایه

 مانند مختلف جغرافیایی مناطق از دیگر هایجدایه با همراه

 آفریقای و آمریکا اردن، چک، جمهوری ایتالیا، ،اشغالی فلسطین

 ژن کامل توالی اساس بر مطالعه، این. گروه بودندهم جنوبی

 هایجدایهی تبارزائ تحلیل و تشخیص گزارش اولین پوششی،
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GVA پروتئین . بود ایران انگور باغات ازp10  برایGVA 

 RNAاهمیت زیادی دارد و به عنوان یک پروتئین متصل به 

 یک همچنین و غنی از آرژنین موتیفکند و دارای عمل می

 .Galiakparov et al) است (zinc-finger) روی انگشت موتیف

های در جدایه ناحیهاین  ترمطالعه و بررسی دقیق. برای (2003

 این ژن مورد مطالعه قرار گرفت. ،ایرانی ویروس

 ،وزارت جهاد کشاورزی 1400 سال منتشره آمار طبق بر

باغبانی در  محصولات بین از تولید میزان بیشترین سوم رتبه

 سهم و تن میلیون 8/2 حدود یدتول با انگور به مربوط کشور

 که بوده باغبانی تولید محصولات میزان کل از درصد 4/12

 8/14 سهم با فارس درصدی، 5/15 سهم با همدان هایاستان

 سهم با قزوین درصدی، 6/12 سهم  با خراسان رضوی درصدی،

 در درصدی 9/5 سهم با آذربایجان شرقی و درصدی 1/9

. اندداشته قرار کشور انگور دکنندگانپنجم تولی تا اول هایرتبه

 انگور تولید کل از درصد 9/57 حدود در جمعاً استان پنج این

در استان  انگور زیـر کشت اند. سطحتأمین نموده را کشور

و  هکتار 240/26، حدود 1400 سال خراسان رضوی، در

تن بوده  535/350مجموع میزان تولید دیم و آبی این محصول 

 Ministry of Information and Communication)است 

Technology Center Statistics 2022.) 

سومین تولیدکننده انگور بعنوان  رضوی خراسان استان در

 صورت مو بر موثر هایویروس سایر درباره هاییبررسی در ایران

 ژنتیکی تنوع و بارزاییت درباره خاص تحقیقات اما است، گرفته

این اولین  .نیست موجود استان این باغات در GVA هایجدایه

گزارش از بررسی تنوع ژنتیکی این ویروس از استان خراسان 

با عنایت به گسترش کشت و توسعه باغات  باشد.رضوی می

 کاهش به منجر توانندمی مو هایویروسانگور در ایران، 

 تنوع و توزیع درک بنابراین،. دشون محصول کیفیت و عملکرد

 به تواندمی ایران در انگور هایویروس سایر و GVA ژنتیکی

تاکستان  در بیماری از پیشگیری و مدیریت هایاستراتژی ارائه

 .کند کمک کشور های

 

 هاروش و مواد
 خراساناستان  هایتاکستان مو از برگ نمونه 79 تعداد

 شرقشمال در( محمدیه و آبادخلیل کاشمر،بردسکن، ) رضوی

 آوری جمع تا 1398 هایسال پاییز اوایل و بهار طول در ایران

قرمزی  و زردی برگ، شکل تغییر علائم که هانمونه این. شدند

 برای. شدند منتقل آزمایشگاه به 1400دادندیمرا نشان 

 الایزا روش از ،GVA ویروس به آلوده هاینمونه اولیه تشخیص

 اختصاصی بادیآنتی از استفاده با (Direct-ELISA) میمستق

GVA (Agdia, Italy )به  اختصاصی یباد یآنت. شد استفاده

گرم  5/1 ی)حاو یدر بافر پوشش 1000/1نسبت 

Na2CO3،93/2   گرمNaHCo  گرم   2/0وNaN3  تریل کیدر 

اضافه شد.  تیهر چاهک پل بهشد و  قی( رقPH=6/9 آب مقطر

بافر  از استفاده با جوان هایبرگ یریگعصارهپس از شستشو، 

،  NaCLگرم  8 ،سیگرم تر 60)شامل  کیدریکلر داسی–سیتر

 5/0و  NaN3گرم  PEG-6000 ، 2/0گرم  PVP  ،10گرم  20

( PH =6/7و لیآب مقطر استر تریل کیدر  Tween20 تریل یلیم

 در عصاره سازی، زلال از پس وانجام شد  10/1به نسبت 

 میمتصل به آنز یباد یها آنتدر چاهک .شد ریخته هاچاهک

در هزار در  کی( که به نسبت IgG-conjugateفسفاتاز ) نیآلکال

کم چرب(  ریدرصد ش 3 یحاو یباد ی)بافر آنت تیبافر کانجوگ

بافر سوبسترا  .شد ختهیرپس از شست و شو شده بود،  قیرق

در  میسد تیتریگرم ن 2/0و  ن،یاتانول آم ید تریل یلیم 97)

. ( به هر چاهک اضافه شدPH=6/9 و لیآب مقطر استر تریل کی

 405ها در چاهک یجذب نور زانیساعت م کیپس از گذشت 

 ( مدلElisa-readerخوان ) زاینانومتر با استفاده از دستگاه الا

(BioTek-ELX808اندازه )شد یریگ، آمریکا. 

لوده آ یهابه عنوان نمونه زایکه با آزمون الاای نمونه 14از 

 کل یآ. ان .استخراج آر یشده بودند، برا دییتا روسیبه و

 باجوان مو،  یهاپوست، ساقه و برگ یهااز تراشه استفاده شد.

استخراج ماده  یبرا CTAB-PVPPشده  یسازنهیروش به

  .(Gholampour & Zakiaghl 2016) مو استفاده شد یکیژنت

آر.  از یترمیکرول چهار ،(cDNA) مکمل رشته سنتز برای

 پنج وبرگشت  اختصاصی آغازگر میکرولیتر یک با کل ای ان.

 درجه 65 دردمای میکروتیوب و مخلوط دیونیزه آب میکرولیتر

 مخلوط میکرولیتر دو سپس. شد داده قرار دقیقه پنج مدت به

dNTPs، بافر میکرولیتر چهار x5 آنزیم میکرولیتر دو و واکنش 

 ,Thermo-resistant H-MMuLV RT) معکوس بردار نسخه

parstous) شود می اضافه مخلوط به دیونیزه آب میکرولیتر دو و

 به گرادسانتی درجه 25 درتدا با ترموسایکلر در میکروتیوب و

 60 مدت به گرادسانتی درجه 47 دمایسپس  دقیقه 10 مدت

 گیرد.می قرار دقیقه

 

 

 

https://www.ict.gov.ir/
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 یازگرهابا استفاده از آغ مرازیپل یارهیواکنش زنج

-GVA-F (5'-AGGTCCACGTTTGCTAAG   یاختصاص

3')/R (5'- CATCGTCTGAGGTTTCTA -3') ریتکث یبرا 

. (Mackenzie et al. 1997) انجام شد ORF5 از ژن یقسمت

 میکرولیتر آب، شامل پنج میکرولیتر 20 واکنش نهایی حجم

 10 آغازگر، هر از میکرولیتر یک ،cDNA از میکرولیتر سه

 PCR (Ampliqon Red Dyeر از مخلوط آماده کیت میکرولیت

Master Mix, Denmark) بود. 

مراز شامل یک چرخه ای پلیواکنش زنجیره برنامه دمایی

به  C94˚چرخه شامل  35به مدت سه دقیقه و  C95˚در دمای 

 45به مدت  C54˚سازی، ثانیه در مرحله واسرشته 30مدت 

 C72˚ر نهایت یک سیکل ثانیه و د 60به مدت  C72˚ثانیه و 

 Bio-Rad MJدقیقه با استفاده از ترموسایکلر ) 10به مدت 

Mini Thermal Cycler, USA.انجام گردید ) 

 میکرولیتر دو حاوی درصد 2/1 آگارز ژل در PCR محصول

 داک ژل دستگاه در نهایت در و الکتروفورز Green viewer از

(Alphaimager Mini ProteinSimple, USA )برداریکسع 

 . شد

که در آزمون مولکولی باند داده  نمونه 14نمونه از  چهار 

انتخاب  یابییتوال یبرا مختلف، شهرستان 4، مربوط به بودند

استخراج ژل  تیاستفاده از کتکثیر شده با  قطعات .ندشد

(GeNet Bio, Korea, Cat No: K-8000 از ژل آگارز )

 دیشده به پلاسم یزساخالصقطعه ژنوم شد. سپس  یجداساز

pTG19 (Vivantis, Malaysia ) و با استفاده از شوک الحاق

انتقال  Escherichia coli یاز باکتر DH5α هیبه سو یحرارت

 طیدر مح یو آب دیسف یهایکلونیافت. غربالگری به روش 

 آغازگرهایبا استفاده از  دیسف یهای. کلونانجام شدکشت 

مورد  نهایی یغربالگر یاآر بر یس یپ ینوو کل یاختصاص

 تیبا استفاده از ک بینوترک یدهایاستفاده قرار گرفتند. پلاسم

 ,Qiagen Plasmid Miniprep Kit) دیاستخراج پلاسم

Germany براساس دستورالعمل شرکت سازنده استخراج )

 10کلون شده،  قطعه (Sequencing) یتوال نییتع یشدند. برا

به  تریکرولینانوگرم در م 100با غلظت  دیپلاسم تریکرولیم

 یبندیتوال یبرا یدر کره جنوب( Macrogen)شرکت ماکروژن 

در هر دو جهت رفت و  ییابیارسال شدند. توال یدینوکلئوت

 انجام شد. برگشت

 ,Biomattersها با استفاده از نرم افزار )توالی ویرایش

Auckland, New Zealand)Geneious prime 2019   انجام

و  Fastaهای با فرمت دست آمده به شکل فایلههای بالیشد. تو

Text  .هایتوالی با تعیین شده هایتوالیآماده شد GVA 

 GenBank داده پایگاه در موجود

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov )از استفاده با BLASTn 

هم  و نوکلئوتیدی توالی شباهت تحلیل و تجزیه. شدند مقایسه

 .شد انجام 7 نسخه MAFFT از استفاده با چندگانه سازیردیف

 بازسازی ،MEGA7 افزارپس از انتخاب بهترین مدل توسط نرم

با  Maximum-Likelihood (ML)به روش  یتبارزائ درخت

های توالی .گرفت صورت تکرار 1000استراپ مقادیر بوت

های حفاظت ردیف شده آمینو اسیدی جهت یافتن موتیفهم

لوگو وبشده، با وب سایت 

(http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi) شد تجزیه و تحلیل 

(Crooks et al, 2004.) 

 

 نتایج
 علائم با انگور هاینمونه ،1400 تا 1398 هایسال طی در

 شامل رضوی خراسان هایتاکستان از ویروس به شبیه

 ایران شرقشمال در محمدیه و آبادخلیل کاشمر، بردسکن،

ترین علائم مشاهده شده در شایع .(1)جدول  دشدن آوریجمع

از  قرمزی بود. و زردی برگ، شکل ها شامل تغییرتاکستان

در  هاروسیو ریممکن است به همراه سا روسیو نیا کهآنجایی

بر اساس علائم  صرفاً GVA ییکمپلکس ظاهر شود، شناسا کی

 قیدق ییشناسا ی. براستین ریپذشده در انگور امکان ایجاد

شده  هیتوص یصیچند روش تشخ ای کیلازم است از  روس،یو

 .(Meng et al. 2017; Zherdev et al. 2018) استفاده شود

 جفت از استفاده و با RT-PCRتوسط  هانمونه این سپس 

 قطعه ژنومی مورد. تایید شدند ORF5 مخصوص آغازگرهای

 ORF5 توالی با قسمتی از متناظر باز جفت 238 طول با انتظار

 )گیاهان سالم( هیچ کنترل گیاهان از که حالی در شد، تکثیر

  .(2ای تکثیر نشد )شکل قطعه

 با جدایه چهار برای ORF5 نوکلئوتیدی قسمتی از توالی

 ژن بانک در OP870159 تا OP870156 دسترسی هایشماره

به ترتیب از خلیل آباد، کاشمر،  هاشدند. این جدایه ثبت

  .(2اند )جدول ازی شدهجداس محمدیه و بردسکن
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 یو قرمز یشکل برگ، زرد رییتغشامل  ی استان خراسان رضویهاتاکستاندر  GVAهای آلوده به نمونه مشاهده شده درعلائم ویروسی  .1شکل 

 .و و جود نواحی سبز در بین بافت چوبی ساقه )سمت راست( اقهسرشد ناهمگن . )سمت چپ(
Figure 1. The viral symptoms observed in vineyards (Vitis vinifera) of Khorasan Razavi infected with Grapevine virus 

A, include leaf deformation, yellowing, and reddening (left). Uneven development of stem (right). 

 

 .انگور ایآلوده به ویروس های مناطق نمونه برداری و تعداد نمونه .1جدول 

Table 1. Sampling areas and the number of samples infected with Grapevine virus A. 

Province City Collection date 
Number of 

samples collected 

Number of 

infected 

samples in 

ELISA 

Number of 

infected samples in 

PCR 

Host 

Razavi 
Khorasan 

Khalilabad 22-Agu-2021 20 2 2 Grapevine (Vitis vinifera) 

Kashmar 12-Sep-2021 20 3 3 Grapevine (Vitis vinifera) 

Mohammadiyeh 22-Agu-2021 20 5 5 Grapevine (Vitis vinifera) 

Bardaskan 30-Sep-2021 19 4 4 Grapevine (Vitis vinifera) 

 
Total  79 14 14  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

و  2شاهد منفی. راهک  1ک (. راهGVA-F/ GVA-R) در ژل آگارز یک درصد با جفت آغازگر اختصاصی RT-PCRلکتروفورز محصول ا .2شکل 

 (.bp 100نشانگر مولکولی ) Mشاهد مثبت.  4آوری شده از استان خراسان رضوی. راهک شماره جمع GVAهای آلوده به نمونه 3

Figure 2. Results of RT-PCR using GVA specific primers (GVA-F/ GVA-R). Lane 1 negative control. Lane 2-3 GVA 

infected samples from Khorasan Razavi vineyards, Lane 4 positive control, M 100bp DNA ladder. 
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 اند.شده مشخص •یابی شده در تحقیق حاضر با علامت های توالیجدایه INCBثبت شده در  GVAهای جدایههای توالی شمارراس .2جدول 
.Strains sequenced in this study (showed with ●). in NCBIAccession numbers of GVA sequences identified  .2Table  

Accession no. Host origin 

 OP870156 Vitis vinifera Iran- Khalilabad 

 OP870157 Vitis vinifera Iran- Kashmar 

 OP870158 Vitis vinifera Iran- Mohammadiyeh 

 OP870159 Vitis vinifera Iran- Bardaskan 

MG551301 Vitis vinifera Iran 

MG551302 Vitis vinifera Iran 

MG551303 Vitis vinifera Iran 

MG551304 Vitis vinifera Iran 

MG551305 Vitis vinifera Iran 

MG551306 Vitis vinifera Iran 

MG551307 Vitis vinifera Iran 

MG551308 Vitis vinifera Iran 

GU084163 Vitis vinifera Iran 

GU084164 Vitis vinifera Iran 

GU084167 Vitis vinifera Iran 

Y07764 Nicotiana occidentalis Italy 

X75433 Nicotiana benthamiana Italy 

HQ671645 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671650 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671657 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671638 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671666 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671644 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671628 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671641 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671635 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671632 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671653 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671648 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671640 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671663 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671651 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671659 Vitis vinifera L. x Vitis labrusca China 

HQ671655 Vitis vinifera L. x Vitis labrusca China 

HQ671658 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671627 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671652 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671661 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

HQ671665 Vitis vinifera x Vitis labrusca China 

DQ855081 Vitis vinifera cv. Shiraz South Africa 

DQ855082 Vitis vinifera cv. Cinsaut Blanc South Africa 

DQ855083 Vitis vinifera cv. Merlot South Africa 

DQ855087 Vitis vinifera cv. Merlot South Africa 

AF441235 Nicotiana benthamiana South Africa 

DQ855086 Vitis vinifera cv. Shiraz South Africa 

AF441234 Nicotiana benthamiana South Africa 

DQ855084 Vitis vinifera cv. Shiraz South Africa 

DQ855085 Vitis vinifera cv. Shiraz South Africa 

KC962564 Vitis vinifera cv. Shiraz South Africa 

AY244516 Nicotiana benthamiana South Africa 

KF594433 Vitis vinifera Frankovka variety Macedonia 

KF594434 Vitis vinifera Vranec variety Macedonia 

KF594432 Vitis vinifera Vranec variety Macedonia 

KX828703 Vitis vinifera cv. Trajadura Brazil 

AF007415 Nicotiana benthamiana Israel 

KF029735 Vitis vinifera Poland 

KF029733 Vitis vinifera Poland 

KF029734 Vitis vinifera Poland 

KF029736 Vitis vinifera Poland 

JN565032 Vitis vinifera Poland 

JN565031 Vitis vinifera Poland 
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منتخب از  هیجدا 43)حلقه قرمز رنگ( با  یرانیا هیجدا چهار ORF5ژن بخشی از  یدینوکلئوت یهادو به دو ترادف سهیمقا کسیماتر .3 شکل

 .SDT v1.2 افزاربانک ژن با استفاده از نرم
Figure 3. Pair-by-pair comparison matrix of partial ORF5 sequence of four Iranian isolates (red circle) with 43 selected 

isolates from gene bank using SDT v1.2 software.

 بالایی شباهت هم با هاآن که داد نشان هاتوالی مقایسه

 100 تا 1/89 بین آنها نوکلئوتیدی همسانی درصدهای و دارند

 به مربوط نوکلئوتیدی همسانی سطح بالاترین .بود متغیردرصد 

 6/99% هم با که بود بردسکن و محمدیه ،کاشمر هایدایهج

  تنها هاآن با آبادخلیل جدایه که حالی در داشتند، همسانی

 این هایتوالی همسانی ،همچنین. داشت همسانی 1/89 %

 جنوب از شده گزارش جدایه سه با ایرانی جدید هایجدایه

 با و 9/92 % تا 2/88 %( بینGU084167تا  GU084163) ایران

تا  MG551301) ایران غرب از شده گزارش جدایه هشت

MG551308هایجدایه سایر با و بود  7/93 % تا 2/88 %( بین 

 با .داشتند همسانی %95تا  7/85 %بین ژن بانک در موجود

 ترینپایین ژن، بانک در شده ثبت GVA هایتوالی به توجه

 بردسکن و محمدیه ،های کاشمرجدایه بین( 7/85 %) همسانی

( 95%) همسانی بالاترین و (HQ671657چین ) یک جدایه از و

از آفریقاجنوبی  جدایه خلیل آباد و یک جدایه بین

(DQ855087) (3داد )شکل  رخ. 

 بین ORF5 نوکلئوتیدی قسمتی از توالیی تبارزائ تحلیل

 با است، همراه شده تعیین مطالعه این در که ایرانی هایجدایه

 در موجود جدایه 49 و ایران در قبل از شده زارشگ هایجدایه

(. 4 شکل) شد منجر اصلی گروه چهار به ،(3)جدول  ژن بانک

 و ایرانی جدید هایجدایه بین جغرافیایی جدایی تحلیل، این در

 و محمدیه ،کاشمرهای جدایه. مشاهده شد سایر جدایه ها

 یهجدا چهار گروه عنوان به مستقل مطالعه این در بردسکن

غرب  هایجدایه با آبادخلیل جدایه که حالی در شدند، تعریف

 یک گروه در مختلف هایقاره از متنوعیهای جدایه ایران و

 مجزا خوشه یک در نیز ایران جنوب هایجدایه. شد بندیخوشه
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 دوم گروه و گرفتند قرار هایی از چین و آفریقاهمراه با جدایه

 آفریقای از هایجدایه همراه به چین هایجدایه شامل عمدتاً

 .بودند جنوبی

 چند توالی سازیردیف، همWeblogo افزارنرم از استفاده با

 که داد نشان ORF5 ژن از قسمتی( آمینه اسید 79) پروتئینی

 در این پروتئین وجود توجهی قابل حفاظت شده هایاسیدآمینه

از  غنی موتیف یک ها،پروتئین این ترمینال-N در بخش. دارد

 انگشت موتیف یک همچنین و( ARM: KRRRARR) آرژنین

-zinc-finger( )C-X-C-X4 (GAIM)-H-X4 (NNKD)) روی

C(. 5 شکل) شودمی ( مشاهده 

 

 بحث
 RT-PCR و ELISA هایروش از استفاده با مطالعه، این در

 تکثیر را ORF5 ژن از قسمتی که آغازگرهایی از استفاده با و

 رضوی خراسان هایتاکستان در GVA ویروس کنند،می

 ایران شرقشمال در( محمدیه و آبادخلیل کاشمر، بردسکن،)

 استفاده طریق از ویروسی هایبیماری انتقال .شد داده تشخیص

 عدم و جدید هایتاکستان تأسیس روند در آلوده هایقلمه از

 هایقلمه کاشت و انتقال برای کارآمد کنترل هایسیستم وجود

 Poojari) شودمی هاویروس گسترش باعث شده، داییزبیماری

et al. 2020 .)برای موثر شیمیایی ترکیبات وجود عدم دلیل به 

 و جهش طریق از هاآن سریع تکامل نرخ ها،ویروس کنترل

 و محیطی شرایط با هاآن آسان سازگاری ژنتیکی، نوترکیبی

 در ویروسی هایبیماری مدیریت گیاهی، ژنتیکی مقاومت نقض

 همین به(. Crnogorac et al. 2021) است دشوار بسیار مو

 خصوص به مو کنندهآلوده ویروئیدهای/ویروس تشخیص دلیل،

 محیط حفظ و اکولوژیک پایدار کشاورزی عملکرد منظر از

 (.Rastgou et al. 2022) است مهم زیست بسیار

 پیچیدگی شامل بررسی مورد مناطق در GVA شایع علائم

 علائم این که بودند، برگ شدن قرمز و برگ شدن زرد برگ،

 و شرقی آذربایجان فارس، هایاستان هایتاکستان در قبلاً

 شده توصیف زنجان و بویراحمد، و کهگیلویه کردستان، غربی،

 ژن از قسمتی هایتوالی از استفاده با(. CABI, 2022) بودند

ORF5 جدایه چهار از GVA حاصل از این تحقیق با سایر 

 گروه چهار و شد ی بازسازیتبارزائ درخت جدایه های دنیا،

 از که قبلی مطالعات با مطالعه این نتایج. شدند شناسایی متمایز

ORFکامل توالی جمله از مختلف های CP، RDRP قسمتی و 

 که بودند، کرده استفاده ORF5 و CP ژن نوکلئوتیدی توالی از

 خوانیهم بودند، کرده تقسیم گروه چهار به را GVA هایجدایه

 .Rakhshandehroo et al. 2005; Afsharifar et al) داشتند

2009; Predajna & Glasa 2016) .انجام تحقیقات به توجه با 

 که است این GVA ویروس درباره جالب نکته یک شده،

 هایجدایه سپس و جنوب مناطق از شده گزارش هایجدایه

 لحاظ از را شباهت یشترینب جهانی هایجدایه با ایران غرب

 (.;Rastgou et al. 2022 Moradi et al. 2017)ی دارند تبارزائ

 هایجدایه با هاجدایه این که دهدمی نشان شباهت میزان این

 دیگر، طرف از. دارند قرار ی مشترکتبارزائ منشأ یک در جهانی

 و کرده طی را متفاوتی تکاملی مسیر کشور، شرقی هایجدایه

 به. دارند ایران هایجدایه و جهانی هایجدایه با دورتری ارتباط

 و جهانی هایجدایه از ایران شرقی هایجدایه دیگر، عبارت

 خود مستقل تکامل مسیر و اندشده جدا ایرانی هایجدایه دیگر

 جدایی که است شده مشخص همچنین،. اندکرده دنبال را

 دارد، مثبتی ثیرتأ GVA ویروس فیلوژنی و تکامل در جغرافیایی

 شکلی به توانندمی متفاوت جغرافیایی مناطق که معنی این به

 .بگذارند تأثیر ویروس تکامل روی بر مشخص



(3140) 73-84(: 1) 31 یپزشکاهیگ در یکاربرد یهاپژوهش  81 

 J Appl Res Plant Prot 

 

 افزارنرم از استفاده جفت باز( با 238) ORF5ژن  از قسمتی نوکلئوتیدی هایتوالی اساس بر GVA هایی جدایهتبارزائ درخت .4 شکل

MEGA7 اندنشده داده نمایش 50 از کمتر استراپبوت مقادیر. است شده داده نشان هاشاخه بر( تکرار 1000) استراپبوت مقادیر. شد بازسازی .

 .اندشده داده نشان قرمز رنگ به GVA ایرانی هایجدایه. شد استفاده خارجی گروه عنوان به( GVD) مو دی ویروس

Figure 4. ML phylogenetic tree of partial ORF5 sequences using MEGA7 software (238bp), rooted by a GVD isolate. 
Bootstrap values (1000 replicates) are shown on the branches. Bootstrap values less than 50 are not displayed. Four 

clades, namely, 1 (purple), 2 (blue), 3 (green) and 4 (red) are shown. Iranian GVA strains are highlighted in red. 
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 .Weblogo نرم افزار توسط ایران GVA جدید هایجدایه P10 پروتئین توالی از قسمتی سازی ردیفهم نمایش .5 شکل

Figure 5. Weblogo depicting the multiple sequence alignment of the partial p10 protein sequences of the new GVA 

isolates collected in Iran. 

 و شد تعیین P10 پروتئین در شده حفاظت هایموقعیت
 این ترمینال-N قسمت در که داد نشان لوگووب تحلیل

 و( ARM: KRRRARR) آرژنین از غنی موتیف یک پروتئین،
 این نتایج. اردد وجود( zinc-finger) روی انگشت موتیف یک

 از غنی موتیف اندداده نشان که قبلی مطالعات با مطالعه
-هم است، پروتئین این RNA به اتصال فعالیت مسئول آرژنین،

 .Jooste & Goszczynski 2003b; Galiakparov et al) داشتند خوانی

2003).  
تنوع  یبررس یبرا شتریب قاتیبه تحق ازیدر حال حاضر، ن

در  رانیدر مناطق مختلف ا GVA یهاهیجدا نیب یتیجمع
با در نظر گرفتن  دیبا قاتیتحق نیطول چند سال وجود دارد. ا

مورد  دیکه با روسیمختلف ژنوم و یهااندازه نمونه و بخش
 یشتریب واهدانجام شوند تا ش رند،یقرار گ یتوال لیو تحل هیتجز

 خابارائه دهند، از جمله انت GVA یتکامل یهاسمیدرباره مکان
آلوده  یاهیتبادل مواد گ ریو تأث یکیژنت بیترک ،یمنف مثبت و

به توسعه  هاافتهی نیمختلف. ا ییایمناطق جغراف نیب

کمک  GVA تیریو مد صیتشخ یبرا یمؤثرتر یراهکارها
 خواهند کرد.

 
 :سپاسگزاری
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