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  دهیچک
 ـو نیا .است  Secoviridaeخانواده از Nepovirus جنس به متعلق (Grapevine fanleaf virus, GFLV) مو یبادبزن برگ روسیو  روس عامـل ی
اسـتان فـارس و    يهـا   تاکسـتان  در GFLV یکیژنت تنوع یبررس منظور به. است ایدن سراسر در مو یروسیو هاي يماریب نیتر  مخرب از یکی

 ـیا هیجدا يباد  یآنت از استفاده با. شد يبردار نمونه هاموجود در تاکستان هرز يعلفها و درختان مو ر احمد ازیه و بویلویکهگ  ـو یران  روس،ی
 ـرد GFLVز ین اق و تمشکیق اهان مرغ، علف هفت بند،یگ در علاوه بر تاك  زایال آزمون در  ـاز ما. شـد  یابی  ـی  ـو یکیمکـان  یه زن  از روسی
 ـتول یروشن رگبرگ و کیکلروت يها  لکه Chenopodium quinoa) (سلمه تره  دیجد هاي مختلف در برگ يزبانهایم  از اسـتفاده  بـا . شـد  د ی

. شـد  یهـا بررس ـ  هیجدا یکیتنوع ژنت RT-PCR-RFLPو به روش  ریتکث روس به طور کاملیو یپوشش نیپروتئ ژن  یاختصاص يها  آغازگر
ج ینتـا . داد قـرار  یپیژنـوت  گـروه  11 را در ش یمنطقه مـورد آزمـا  از  GFLV يها  هیجدا  TaqI اندونوکلئاز با شده ریتکث قطعه یمیآنز هضم
 ـر نقاط دنیسا يها هیمجزا از جدا يا در شاخه GFLV یرانیا يها هینشان داد که جدا ین پوششیبراساس ژن پروتئ یلوژنیف يها زیآنال ا قـرار  ی

غرب کشور قرار گرفتنـد   يها هیمجزا از جدا یشرق کشور در گروه يها هیق به همراه جداین تحقین ترادف شده در اییتع يها هیجدا. دارند
  .است GFLVدر تکامل  ییایجغراف ییکه نشان دهنده اثر جدا
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Abstract 
Grapevine fanleaf virus belongs to the genus Nepovirus in the family Secoviridae. It causes an important 
disease of grapevine worldwide. To determine the genetic diversity of GFLV in Southern Iran, samples of 
grapevine and weeds were collected from vineyards in Fars and Kohgiluyeh-Boyer Ahmad provinces. 
ELISA using specific antibody of GFLV showed that grapevine, bermudagrass, knotweed, Johnson grass and 
raspberry plants are natural reservoir hosts of GFLV. In mechanical inoculation of different isolates of 
GFLV to Chenopodium quinoa, mosaic, leaf malformation and sharpening of leaf edges were developed in 
inoculated plants. Complete length of GFLV coat protein gene amplified in RT-PCR using specific primers 
was subjected to RFLP analysis using TaqI endonuclease. It was shown that GFLV isolates belong to 11 
haplotypes. Phylogentic analysis based on the nucleotide sequence of the coat protein gene showed that 
Iranian isolates of GFLV have distinct position in phylogentic tree. Moreover, evidence of divergent 
evolution was observed between isolates from northwest, northeast and south of Iran. It confirms that genetic 
makeup of GFLV may be affected by geographical isolation. 
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  مقدمه

 ,Grapevine fanleaf virus) ویروس برگ بادبزنی مو 

GFLV) ویروسـی مـو    هـاي  بیمـاري  یکی از مخرب تـرین
این بیمـاري گسـترش جهـانی    ). Martelli 1993( باشد می

 Vitis کـه در آن جهان تمام مناطق معتدل  در یباتقردارد و 

vinifera وجـود دارد  شود کشت میهاي مادري آن  پایه یا ،
 80و خسارت حاصل از این ویروس تـا کـاهش عملکـرد    

ــده اســت    ــزارش ش ــز گ ،  Martelli 1993(درصــدي نی
Ritzenthler et al. 1991.(  

 و Nepovirus جــنس در مــو بــادبزنی بــرگ ویــروس
 .دارد قـرار  Picornavirales راسته از Secoviridae خانواده
ــن ــانواد ای ــر هخ ــانواده داراي دو زی  و Comovirinae خ

Sequivirinae ــت ــه اسـ ــوویروس کـ ــا نپـ ــر در هـ  زیـ
 ).King et al. 2012( گیرند می قرار  Comovirinaeخانواده
 28قطر حـدود   هب) Isometric(ترا جور  GFLV هاي پیکره
تک  اي ژنوم ویروس شامل دو قطعه آر ان .باشد می نانومتر

داراي پـروتئین   5′لا با قطبیت مثبت اسـت کـه در انتهـاي    
 و (Viral protein genome linked, VPg)متصل به ژنـوم  

   .هستند) Poly A(، داراي دنباله آدنوزین 3′انتهاي  در
 سـینوس  شدن ها، باز برگ بدشکلی شامل بیماري علائم
 هـاي  اصلی، تولید جوانه هاي رگبرگ شدن مجتمع دمبرگ،

 در عـادي  غیـر  هـا، انشـعابات   دوگانه، کوتاه شدن میـانگره 
 در یکنـواختی  عـدم  و هـا  خوشـه  در حبـه  ها، ریزش شاخه

 Zaki-Aghl and Izadpanah(باشـد   مـی  هـا  حبـه  انـدازه 

 هـاي  وجـود سـویه   علـت  بـه  GFLV علائـم  تنوع. )2003
بــرگ بــادبزنی، موزائیــک زرد و  ویــروس شــامل مختلــف

ویـروس بـرگ   ). Vuittenz 1970(باشد  میرگبرگ نواري 
هاي مو، کـاهش   باد بزنی مو موجب زوال و مرگ درختچه

هـا و کـاهش    زنی قلمـه  دوره ثمردهی، کاهش قدرت جوانه

  ). Vuittenz 1970(مقاومت به شرایط محیطی میشود 
بیماري برگ بـادبزنی مـو از ناحیـه پـارس قـدیم و بـه       

د گیـاهی  گرفتـه و بـه وسـیله مـوا     احتمال زیاد ایران منشاء
 Zaki-Aghl and(آلوده در سراسر دنیا پخش شـده اسـت   

Izadpanah 2003.(  طبیعـت  در ویروس برگ باد بزنی مـو 
ــط ــات توسـ ــل Xiphinema index دونمـ ــود  منتقـ میشـ

)Esmenjaud and Adab 1994 .(گســترش امکــان البتــه 
 نیز ویروس به آلوده نهال و پیوندك قلمه، وسیله به آلودگی
، Harrison and Murant 1977(باشــد  مــی پــذیر امکــان

Hewitt et al. 1958.(  
از کالیفرنیـا بـه    GFLV جدایـه  14 ژنتیکی مطالعه تنوع

هـاي   مشخص کرد که جمعیت IC-RT-PCR-RFLPروش 
GFLV فرم شبه گونه  به )Quasispecies  (تنوع هستند و 
 و نوکلئوتیـــدي ســـطح دو در پوششـــی پـــروتئین ژن در

 Naraghi-Arani(است  درصد 9و  13آمینواسیدي بترتیب 

et al. 2001 .( Vigneسـاختار  ،2004 سـال  در همکاران و 
 درختـان  از GFLV جدایـه  347 ژنتیکـی  تنـوع  و جمعیت
-IC-RT روش از اسـتفاده  بـا  را تراریخـت  و طبیعی انگور

PCR-RFLP  مـورد  پوششـی  پـروتئین  ژن تـوالی  آنالیز و 
 55 جمعیـت  سـاختار  نشان دادنـد کـه   و داده قرار بررسی
باشـد   مـی  غالـب  هاپلوتیـپ  یـک  شاملها  جدایه از درصد

)Vigne et al. 2004 .(ویـروس   ژنتیکـی  تنـوع  بررسـی  با
 ایـران  در پوششـی  پـروتئین  ژن براسـاس  برگ بادبزنی مو

 ایرانـی هاي  جدایه پوششی پروتئین توالی که شد مشخص

GFLV  ویـروس  ایـن  از شـده  هاي گزارش جدایه سایر با 
هـاي   جدایـه  حرکتـی  پـروتئین  همچنین ژن. است فاوتمت

-81 داراي ژن تنها بانک در موجودهاي  جدایه با نیز ایرانی
 در بنـابراین  .است نوکلئوتیدي سطح در شباهت درصد 87
 پوششـی یـا پـروتئین    ژن پـروتئین  براسـاس  فیلوژنی آنالیز

 قـرار  مجـزا  اي شاخه در GFLV ایرانیهاي  حرکتی، جدایه
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 Pourrahim et al. 2007 ،Sokhandan Bashir( گیرند می

et al. 2012 ،Sokhandan Bashir et al. 2011 ،
Sokhandan bashir and Hajizadeh 2007.(  

توجـه  و  با توجه به سطح زیر کشت وسیع مو در کشور
و منشـا ایـن ویـروس ایـران اسـت       احتمالا به این نکته که

هـاي   جدایـه همچنین تنوع زیاد و مسـیر تکـاملی مجـزاي    
 Pourrahim et al. 2007 ،Sokhandan Bashir et(ایرانـی  

al. 2012 ،Sokhandan Bashir et al. 2011 ،Sokhandan 

bashir and Hajizadeh 2007 ( و از طرفی فقدان اطلاع از
هاي فارس  در استان مو بزنی باد برگ هاي ویروس ژنوتیپ

شناسـایی و  تحقیق کنونی بـراي   و کهگیلویه و بویر احمد،
تعیین تنوع ژنتیکی این ویروس با اسـتفاده   تعیین پراکنش و

 .هاي سرولوژیکی و مولکولی انجام گرفت از روش

  ها  مواد و روش
  ها  برداري از تاکستان نمونه

هـاي   در اسـتان  GFLVبه منظور تعیـین تنـوع ژنتیکـی    
بویر احمد، در مهـر مـاه و اردیبهشـت     -فارس و کهگیلویه

هـاي آبـی اسـتان     از تاکسـتان  1393و  1392 هـاي  ماه سال
و اسـتان  ) شیراز ، بوانات ، سعادتشهر ، اقلید، کوار(فارس 

بـرداري   بازدید و نمونه) سی سخت(کهگیلویه و بویراحمد 
همچنین جهت بررسـی دامنـه   . بصورت تصادفی انجام شد

ــانی طبیعــی  هــاي هــرز موجــود در  از علــف GFLVمیزب
هـا پـس از ثبـت     نمونـه . داري شـد بـر  ها نیز نمونه تاکستان

تـا زمـان انجـام     مشخصات ظاهري به آزمایشگاه منتقـل و 
درجه سـانتی گـراد و در طـولانی مـدت در      4آزمایش در 

درجه سانتی گراد و یا به صـورت خشـک نگـه داري     -20
  . شدند

   GFLVها به  تعیین آلودگی نمونه

هـا، از   در نمونـه GFLV جهت شناسایی اولیه و ردیـابی 
مون الایزاي غیر مستقیم و آنتی سرم تهیه شـده بـر علیـه    آز

-Hampton et al. 1990 ، Zaki(جدایه ي ایرانی ویـروس  

Aghl and Izadpanah 2003  (  مقـداري از   .اسـتفاده شـد
میلـی   100حجم بافر فسـفات پتاسـیم    5برگهاي جوان در 
درصد پلی وینیل پیرولیـدون   2حاوي  2/7مولار با اسیدیته 

)PVP-40 (پس از انجام مراحل الایزا، . عصاره گیري شدند
نانومتر با استفاده از دستگاه  405میزان جذب در طول موج 

 ELISA Reader; StatFax 2100, Awareness( الیزا خوان

Technology Inc. (اندازه گیري و ثبت گردید . 

هایی که میزان جذب آنها از آستانه محاسـبه شـده    نمونه
SD3X(11(براساس فرمول  + )Xمیانگین جذب سالم( 

 .بیشتر بود، به عنوان نمونه آلوده در نظر گرفته شدند

  زنی مکانیکی مایه

هایی که در آزمون الیزا آلوده ارزیابی شـده   از بین نمونه
تعداد دوازده جدایه انتخاب و به روش مکانیکی بـر  ، بودند

در مرحلــه ) Chenopodium quinoa(روي گیــاه ســلمک 
بافر عصاره گیـري شـامل بـافر    . زنی شدند چهار برگی مایه
درصـد   2حـاوي   2/7 مولار با اسیدیته 1/0فسفات پتاسیم 

عصـاره گیـري بـا    . بـود ) PVP-40(پلی وینیل پیرولیـدون  
زنـی بـه کمـک پـودر      برابـر حجـم بـافر و مایـه     5افزودن 

هاي سـلمک بـا    اهد برگدر تیمار ش. کاربوراندم انجام شد
  . زنی شدند بافر عصاره گیري و پودر کاربوراندم مایه

  استخراج نوکلئیک اسید

هـاي جـوان مـو بـا اسـتفاده از       از برگآران ا استخراج 
CTAB )Cetyl-trimethylammonium bromide ( انجــام
  . شد



 ۳۹۱-۳۷۵: ۱۳۹۵ سال / ۳شماره /  ۵۲جلد  / هاي گياهيبيماري

379 

  GFLVهاي اختصاصی طراحی شده براي تکثیر ژن پروتئین پوششی  ترادف آغازگر. 1جدول
Table 1. Sequence of specific primers used for amplification of GFLV coat protein  

Nucleotide position in RNA2 
  RNA2موقعیت در  

Sequence ( 5' to 3' ) 
  )'3--'5(توالی 

Primers 
  پرایمر

1961-1984  AGAAGTCGCTCACGATCTGTGAGG  MpF 
3685-3712  ACGGATCCACAAACAACACACTGTCGCC  CpR 

437-456  CGGCAGACTGGCAAGCTGT DetF 
1438-1460  GGTCCAGTTTAATTGCCATCCA DetR 

  

 5خـرد شـده و بـه آن     ،از بافـت آلـوده  میلی گـرم   20
ــر  ــانول، -2میکرولیتــ ــرم 05/0مرکاپتواتــ   PVPPگــ

)Polyvinylpolypyrrolidon(  میکــرو لیتــر بــافر    700و
اسـید کلریـدریک بـا    -میلی مولار از تـریس  10(استخراج 
میلی مـولار از   EDTA  ،200میلی مولار از  10، 8 اسیدیته

 PVP، یک درصـد  CTABدرصد  2گوانیدین تیو سیانات، 
دقیقـه در   20اضافه شده و بـراي  ) مولار نمک طعام 5/1و 

سپس همگنه در . درجه سانتی گراد قرار داده شد 60دماي 
دقیقـه سـانتریفوژ شـده و     2دور در دقیقه به مدت  13000

میکرولیتر از رونشین به لوله جدید منتقل و یک حجم  500
رم بـه آن اضـافه   میکرولیتر کلروف 400بافر استخراج گرم و 

دقیقـه بـا    2شده و بعد از همگن سازي دوبـاره بـه مـدت    
ــرعت  ــد  13000س ــانتریفوژ ش ــه س ــپس . دور در دقیق س

 7حجم استات آمونیوم  1/0رونشین به لوله جدید منتقل و 
نمونـه  . مولار و هم حجم آن ایزوپروپانول سرد اضافه شـد 

ري درجه سانتیگراد نگهدا -20دقیقه در دماي  30به مدت 
 20دور در دقیقه بـراي   13000شده و بعد از آن با سرعت 

رسوب حاصل با یک میلی لیتر اتانول . دقیقه سانتریفوژ شد
میکرو لیتر آب مقطر  70درصد شستشو داده شده و در  70

گـراد نگهـداري    درجه سـانتی  -20سترون حل و در دماي 
  .شد

-RT(معکـوس   اي پلیمراز بـا ترانویسـی   واکنش زنجیره

PCR( 

از آغازگرهاي طراحـی شـده بـر     GFLVبراي شناسایی 

هـاي   مبناي ترادف نوکلئوتیدي ژن پروتئین پوششی جدایـه 
). 1جـدول  (مو اسـتفاده شـد    بادبزنی برگ ویروس ایرانی

بر مبنـاي کلیـه ترادفهـاي ویـروس      DetF/Rجفت آغازگر 
برگ بادبزنی موجود در بانک ژن طراحی شـده و قـادر بـه    

است در حالیکه جفـت   GFLVژنوتیپهاي شناسائی تمامی 
بطور اختصاصی بـراي هماننـد سـازي     MpF/CpRآغازگر 

هاي ایرانی ویـروس   طول کامل ژن پروتئین پوششی جدایه
  .طراحی شده است

آر ان اي  میکرولیتـر از  3در واکنش ترانویسی معکوس 
ــا   ــده ب ــتخراج ش ــوس و   2اس ــازگر معک ــر آغ  8میکرولیت

دقیقـه   10یل مخلوط و به مـدت  میکرولیتر آب مقطر استر
ها  درجه سانتی گراد نگهداري شد، سپس لوله 60در دماي 

 4بـه هـر لولـه    . دقیقه درون یـخ قـرار داده شـدند    1براي 
میلـی   25میکرولیتـر از مخلـوط    2میکرولیتر بافر واکـنش،  

) RT )U/µL5میکرولیتــر آنــزیم  1هــا و  مــولار نوکلئوتیــد
درجـه   47ساعت در دمـاي   ها براي یک اضافه شده و لوله

 95هـا در   سانتی گراد نگهداري شدند و با قـرار دادن لولـه  
   .درجه سانتی گراد براي یک دقیقه واکنش متوقف شد

 Red Ampliqon PCR mixاز مخلـــوط آمـــاده 

(Denmark)   بــراي همانندســازي ژن کــد کننــده پــروتئین
میکرولیتـر از   3به این منظور . استفاده شد GFLVپوششی 
cDNA  هـاي رفـت و برگشـت     با دو میکرولیتر از آغـازگر

 25اختصاصی با یکدیگر مخلوط و حجم نهایی واکنش بـه  
پروفایل دمایی لازم بـراي تکثیـر ژن  . میکرولیتر رسانده شد
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 .براي تکثیر طول کامل ژن  پروتئین پوششی ویروس برگ بادبزنی مو PCRبرنامه . 2جدول
Table 2. PCR parameter used for amplification of full length of GFLV coat protein 

Time 
  زمان

Temp. (ºC) 
  دما

No. cycle 
  تعداد سیکل

Step 
  مرحله

3 min. 94  1  Initial Denaturation 
30 sec.  94   Denaturation  
45 sec.  56  35  Annealing  
60 sec  72   Extension  

10 min. 72  1  Final extension  
  

ذکـر شـده    2در جدول  GFLVکد کننده پروتئین پوششی 
  .است

در ژل آگاروز یک درصد حاوي اتیدیوم  PCRمحصول 
الکتروفورز شده و به وسیله دسـتگاه   TBEبروماید در بافر 

Gel documentation (Syngene- UK)  عکسبرداري شـد .
تخمین طول قطعات تکثیر شده به کمک نشانگر مولکـولی  

  .انجام شد

بررسی چندشکلی حاصل از هضم آنزیمی ژن پـروتئین  
  پوششی

 GFLVهـاي   به منظـور بررسـی تنـوع ژنتیکـی جدایـه     
طـول  . براساس پراکندگی جغرافیـایی آنهـا انتخـاب شـدند    

 کامل ژن پروتئین پوششـی ویـروس تکثیـر شـده و هضـم     
ــی ــدونوکلئاز   1آنزیمـ ــیله انـ -TaqI Vivantis(آن بوسـ

Malaysia(  درجــه ســانتی گــراد مطــابق     65در دمــاي
براي مشاهده الگـوي  . دستورالعمل سازنده آنزیم انجام شد

حاصل، از الکتروفورز در ژل آگاروز دو درصد استفاده شد 
ها انجام و از هر گروه یک نمونـه   و گروهبندي اولیه جدایه

 .لی شدتعیین توا

  همسانه سازي و تعیین ترادف نوکلئوتیدي

قبل از همسـانه سـازي بـا     PCRقطعات تکثیر شده در 

                                                      
1 Restriction enzyme digestion 

 QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)استفاده از کیت
سـازي    مطابق دستورالعمل شـرکت سـازنده از ژل خـالص   

 Ins/TA Cloneهمسانه سازي ژن با استفاده از کیت  .شدند

PCR Cloning Kit™, (Fermentas)   مطابق دستور العمـل
خـوانش تـوالی نوکلئوتیـدي بـا     . شرکت سازنده انجام شد

در هر دو رشـته   pUC-m13استفاده از آغازگرهاي عمومی 
  . صورت گرفت) کره جنوبی(توسط کمپانی ماکروژن 

  نتایج 
  ها تاکستان در GFLV شناسایی

هـاي   علـف  از نمونه 180 برگ مو و نمونه 504 از میان
تاکسـتان   از )مرغ، قیاق، علف هفـت بنـد و تمشـک   ( هرز

 احمـد کـه بـا    بـویر  و کهگیلویـه  وفـارس   استان هاي آبی 
درصـد از   77/52( مو نمونه 266 بررسی شدند،الیزا   آزمون
درصـد از   77/47( هـرز هاي  علف از نمونه 86 و )ها نمونه
  )3جدول (شناخته شدند  GFLVآلوده به  )ها نمونه

بررسـی شـده    مناطق تمام برگ باد بزنی مو در ویروس
 .میزان آلودگی در مناطق مختلف، متفاوت بـود . ردیابی شد
، 71بوانات، سی سخت و شیراز به ترتیب با هاي  شهرستان

تـــرین منـــاطق  درصـــد آلـــودگی جـــزء آلـــوده 41و  65
ــه ــرداري شــده بودنــد نمون ــرین میــزان. ب ــودگی در  کمت آل

هـا  درصـد آلـودگی در نمونـه    17شهرستان سعادتشـهر بـا   
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  مو در مناطق مختلف استانهاي فارس و کهگیلویه و بویر احمدمو و میزبانهاي غیر در  GFLV فراوانی . 3جدول
Table 3. Prevalence of GFLV in Vitis and non-Vitis hosts in different regions of Fars and Kohgiloyeh-Boyer 
Ahmad provinces 

%infected 
 نمونه آلوده %

No. infected samples 
  تعداد نمونه آلوده

No. samples 
  تعداد نمونه

Plant 
  گیاه

City 
  شهرستان

44.75 64  143  Grapevine  Shiraz  
57.57 19 33 Bermudagrass  
46.15 12  26  Johnsongrass   
31.25 5  16  Knotweed   
44.44 4  9  Raspberry   
71.32 97 136 Grapevine Bavanat 
71.42 10  14  Bermudagrass   
61.53 8  13  Johnsongrass   

25 2  8  Knotweed   
17.02 8 47 Grapevine Saadat-shahr 

0 0  5  Bermudagrass   
0 0  6  Knotweed   

29.41 5 17 Grapevine Kavar 
37.5 3  8  Bermudagrass   
28.94 11 38 Grapevine Eghlid 
65.85 81 123 Grapevine Sisakht 
52.63 10  19  Bermudagrass   

30 3  10  Knotweed   
66.66 4  6  Johnsongrass   
85.71 6  7  Raspberry   

 352  684   Total  
  

  .مشاهده شد
در  GFLVدر بررسی دامنه میزبانی طبیعی، آلـودگی بـه   

 L Pers(، قیاق )L Pers Cynodon dactylon(گیاهان مرغ 
Sorghum halepense(  علف هفت بنـد ،)L Polygonum 

aviculare (  و تمشـک)Rubus caesius L(   ردیـابی شـد 
  ).3جدول(

بـاز شـدن   هاي آلـوده داراي علائـم برگـی شـامل      تاك
سینوس قاعده برگ، رگ نواري سبز، زردي یا سبزردي در 

و  برگ یبدشکل و پهنک تقارن عدماطراف رگبرگ اصلی، 
هاي  علائم رگ نواري بیشتر در برگ. موزاییک مشاهده شد

کوتـولگی و زوال  . پایینی و مسن گیاه قابـل مشـاهده بـود   
اي شـدن   و کپـه  هـا  هاي آلوده، زیگزاگ شدن میـانگره  تاك
هـاي دو   ها و ایجاد جوانـه  ها، کم شدن فاصله میانگره ساقه

بـر  . مشاهده گردید GFLVهاي آلوده به  قلو در شاخه تاك

خلاف علائم برگی، علائم شاخسارها در تعداد بیشـتري از  
 GFLVهـاي آلـوده بـه     در تـاك . مشاهده بـود قابل ها  تاك
در . دها کمتر از گیاهان سالم بو تر و تعداد آن ها تنک خوشه

شـکل  (ها داراي اندازه یکسانی نبودنـد   هنگام بلوغ نیز حبه
1.( 

 بدشـکلی  از قبیل علائمی چه اگر ها نمونه از تعدادي در
 شـدن  زیگـزاگ  هـا ،  میـانگره  کوتـاهی  موزائیک، ها ، برگ
 در لـیکن  شـد  مشـاهده  هـا  جوانـه  شـدن  دوقلو و ها شاخه
 از تعـدادي  در چند هر نشد، محرز آنها آلودگی الیزا آزمون
 .شد تایید RT-PCR بوسیله GFLV به آلودگی ها نمونه این
 سـرولوژیکی  خصوصـیات  اثر در است ممکن موضوع این

 کاهش یا و مو بادبزنی برگ ویروس هاي جدایه در متفاوت
باشـد یـا    نامناسـب  محیطـی  ویروس در اثر شرایط غلظت

چنـین . بـه ویـروس دیگـري باشـد    اینکه ناشی از آلودگی 
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باز شـدن سـینوس   ) D(، برگ یبدشکل) C(موزاییک، ) B(رگ نواري، ) A. (در برگها، شاخه و میوه تاکهاي آلوده GFLVعلائم  . 1شکل

هـا و   میانگرهکم شدن فاصله ) G(ها،  ها و رشد ناهمگون حبه تنک شدن خوشه) I(ها،  کوتولگی و کپه اي شدن ساقه) E ،F(انتهاي دمبرگ، 
  هاي آلوده زوال تاك) H(هاي دو قلو،  ایجاد جوانه

Fig. 1. Symptoms of GFLV in leaves, shoot and fruits of infected grapevine. (A) vein banding, (B) mosaic, (C) leaf 
malformation, (D) open petiolar sinus, (E, F) Stunting and bushy growth of shoot, (I) poor fruit set with 
abnormal berries, (G) shortening of internodes and double nodes in infected shoot, (H) decline. 

  
 ظـاهري  علائـم  بـه  اتکـا  صرفا که دهد می نشان مشاهداتی
 و نیسـت  کـافی  گیاهـان  و ها قلمه سلامت از اطمینان براي

 همچـون  بالا دقت با تشخیصی هاي تکنیک از باید ضرورتا
RT-PCR گرفتـه  بهـره  تکثیـري  گیاهان سلامت تائید براي 

  .شود
 تمشک و علـف  قیاق، مرغ، تاك، از GFLV هاي جدایه
 از بعد روز 14 شدند، زنی مایه تره سلمه که بروي بند هفت
 بـرگ،  بدشـکلی  روشـنی،  رگبرگ قبیل از علائمی زنی مایه

تـره   سـلمه  را در گیاهان برگ زوایاي شدن تیز و موزائیک
 منبع به توجه با علائم شدت و نوع. )2شکل ( ایجاد کردند

 بـا  کـه  گیاهـانی  در بـود و  متفـاوت  شـده  زنی مایه عصاره
 تنـوع  و شدت بودند شده زنی مایه انگور و مرغ هاي عصاره
-RT آزمـون  در. بـود  بیشـتر  ها جدایه سایر به نسبت علائم

PCR بـه  تـره  سلمه گیاهان آلودگی نیز GFLV  شـد  تاییـد 
  .)3شکل (

  PCR محصول آنالیز

اي پلـی مـراز بـا ترانویسـی      واکـنش زنجیـره   آزمون در
ي ا قطعـه  DetF/DetR هـاي  آغازگر از استفاده معکوس و با

پوششـی  پـروتئین ژن  از بـاز  جفـت  1000 طول تقریبی به
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بدشکلی برگ و موزائیک در سلمه تـره مایـه زنـی    ) A. (هاي سلمه تره مایه زنی شده از میزبانهاي مختلف در برگ GFLVعلائم . 2شکل 

بدشـکلی بـرگ،   ) C(رگبرگ روشنی و تیز شدن زوایاي اطراف برگ در سلمه تره مایه زنی شده با عصاره مـرغ،  ) B(شده با عصاره تاك، 
تیز شدن زوایاي اطراف برگ و موزائیک در سلمه تره مایه زنی شده با عصـاره  ) D(عصاره تمشک، موزائیک در سلمه تره مایه زنی شده با 

  سلمه تره سالم ) H(بدشکلی برگ و موزائیک در سلمه تره مایه زنی شده با عصاره قیاق، ) E(هفت بند، 
Fig. 2. Symptoms of GFLV from different hosts in inoculated Chenopudium quinoa. (A) mosaic and leaf 
malformation induced by grapevine isolate, (B) vein clearing and leaf edge sharpening induced by bermudagrass 
isolate, (C) mosaic and severe leaf malformation induced by raspberry isolate, (D) mosaic and leaf edge 
sharpening induced by knotweed isolate, (E) mosaic and leaf malformation induced by johnsongrass isolate, (H) 
healthy Ch. quinoa.  

  

  
  
لمه تره مایه زنی شده با عصاره گیاهان آلـوده  از میزبانهاي مختلف و گیاهان س  MpF/CpRبا آغازگرهاي RT-PCRنتیجه آزمون . 3شکل

: تمشک، سمت راسـت : 7 راهکعلف هفت بند، : 6 راهکقیاق،  :5 راهکمرغ، : 4و  3 راهکتاك ، : 2و  1راهک : سمت چپ . GFLV به 
سـلمه  : 4سلمه تره مایه زنی شده با عصـاره تمشـک،  : 3سلمه تره مایه زنی شده با عصاره مرغ،: 2سلمه تره مایه زنی شده با عصاره تاك،: 1

    M: Gene ruler DNA ladder mix (Fermentas) سلمه تره مایه زنی شده با عصاره قیاق، : 5.تره مایه زنی شده با عصاره هفت بند
Fig. 3. Results of RT-PCR using GFLV MpF/CpR specific primers from various hosts and Chenopudium quinoa 
plants inoculated with different infected hosts of GFLV. Left: Lanes 1&2: grapevine, 3&4: Bermudagrass, 5: 
Johnsongrass, 6: Knotweed, 7: Raspberry; Right: Lanes 1: Grapevine isolate, 2: Bermudagrass isolate, 3: 
Raspberry isolate, 4: Knotweed isolate, 5: Johnsongrass isolate; M: Gene ruler DNA ladder mix (Fermentas). 

  
هـاي   علـف  و تـاك هـاي   نمونه از ویروس برگ بادبزنی مو

 هماننـد ي ا قطعـه  سـالم  گیـاه  از درحالیکـه  شـد  تکثیر هرز
  ).4شکل (نشد  سازي

 ویروس پروتئین پوششی ژن کامل طول تکثیر منظور به
 بـا  کـه  هـرز هاي  علف و موهاي  نمونه از مو، بادبزنی برگ
  بود، شده تایید آنها آلودگی DetR/DetFهاي  آغازگر جفت
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استفاده از  با RT-PCR نتیجه الکتروفورز محصول آزمون  .4شکل

 آوري جمـع  هـاي  تـاك : 4-1 راهک DetF / DetR . آغازگرهاي
:  M،مـو سـالم  : Hاستان فارس و کهکیلویه و بویر احمد،  از شده

Gene ruler DNA ladder mix, Fermentas 
Fig. 4. Electrophoresis pattern of RT-PCR products 
using DetF/DetR primer pair. Lanes 1-4: grapevine 
samples collected from vineyards of Fars and 
Kohgiluyeh-Boyer Ahmad provinces, H: healthy 
grapevine, M: Gene ruler DNA ladder mix, 
Fermentas. 

  
ي ا قطعـه   MpF/CpRاختصاصـی هـاي   آغازگر. شد استفاده
پـروتئین   ژن کامـل  تـوالی  بـه  مربوط جفت باز 1760بطول

 انتهـاي  نوکلئوتید از 230 و نوکلئوتید 1515 بطولپوششی 
  ).3شکل(کردند  تکثیر را GFLV 2اي شماره  آر ان 3'

بـه   GFLVپلی مورفیسم در ژن پروتئین پوششی  بررسی
    RT-PCR-RFLP روش

هـاي  رشـده بـا آغازگ   جفـت بـازي تکثیـر    1760 قطعه
MpF/CpR جدایه 11 از GFLV )بـرش  از پـس ) 4جدول 

 درصـد الکتروفـورز   2 آگـاروز  ژل درTaqI برشی  آنزیم با
نقوش الکتروفورزي حاصل از هضم آنزیمـی قطعـات    .شد

هـاي مختلـف متغیـر و در برخـی از      تکثیر شده در جدایـه 
با ترسیم خط رگرسـیون بـین   . ها منحصر به فرد بود جدایه

میزان حرکت در الکتروفورز و طول قطعات، طول هر یـک  
 .)5جـدول (از قطعات حاصل از هضم آنزیمی محاسبه شد 

جفت  1760مجموع قطعات بیشتر از  ها در برخی از جدایه
  هـایی بـا   هایی با شدت زیـاد همـراه بـا بانـد     باز بود و باند

  

 هضـم  در اسـتفاده  مـورد  GFLVي ها هیجدامشخصات . 4جدول
 پروتئین پوششی ژن  یمیآنز

Table 4. Characteristics of GFLV isolates used in 
RFLP analysis of the coat protein gene 

Location 
  محل جمع آوري

Host 
  میزبان

No. 
  شماره

Shiraz  grapevine (Z36) 1  
Shiraz  bermudagrass (L3) 2  

Bavanat  grapevine (V46) 3  
Sisakht  raspberry (T4) 4  
Bavanat  grapevine (V17) 5  
Bavanat  grapevine (V20) 6  
Bavanat  grapevine (V39) 7  
Sisakht  grapevine (R18) 8  
Shiraz  grapevine (Z14) 9  
Shiraz  bermudagrass (L1) 10  

Bavanat  bermudagrass (M4) 11  
  

بر اساس قطعات حاصـل   GFLVهاي گروهبندي جدایه .5جدول
  TaqIاز هضم آنزیمی ژن پروتئین پوششی بوسیله اندونوکلئاز 

Table 5. Clustering of GFLV isolates based on RFLP 
fragments of the coat protein gene digested by TaqI 
endonuclease 

Isolate 
 ها جدایه

Fragment size 
  اندازه قطعات

No. fragment 
 تعداد قطعات

group 
  گروه

1  1083-284-275-229  4 G1 
2  1030-259-230  3 G2 
3  1156-390-275-284  3 G3 
4  1156-390-280  3 G2 
5a  1150-510-289  3 G3 
5b 1150-510-250  3  G3 
6a  1110-540-250  3 G4 
6b  990-290-260  3 G5 
7  1160-290-260-150  4 G7 
8a  1628  1 G8 
8b  1430-250  2 G9 
8c  1130-580-210  3 G4 
9a  1200-330-300  3 G10 
9b  1200-330-270  3 G10 
10  1250-300-270  3 G11 
11  1270-300-260  3 G11 

  
 .)9و  8، 6، 5خطـوط   5شـکل  ( غلظت کمتر مشاهده شد
 1700هایی که مجموع قطعات حـدود   در حالیکه در نمونه

جفت باز بود غلظت بانـدهاي مشـاهده شـده بـر روي ژل     
از مقایسه نقوش الکتروفـورزي حاصـل  . تقریبا یکسان بود
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  TaqI  .:M Gene ruler DNA یبرش میآنز با GFLVي حاصل از هضم آنزیمی ژن پروتئین پوششی الکتروفورز نقوش. 5شـکل  

ladder mix, Fermentas  . ذکر شده است 5مشخصات نمونه مربوط به هر راهک در جدول.  
Fig. 5. RFLP pattern of the fragments of GFLV coat protein gene after digestion with TaqI endonuclease. M: 
Gene ruler DNA ladder mix, Fermentas.  See Table 5 for characteristics of samples (1-11). 

  
از اسـتان فـارس و    GFLVهـاي   مشخص شد کـه جدایـه  

گـروه ژنـوتیپی مجـزا قـرار      11کهگیلویه و بویر احمد در 
  ). 5جدول(گیرند  می

  آنالیز فیلوژنی 

ي توالی یابی شده در این  جدایه 7رسم درخت فیلوژنی 
تحقیق به همراه ترادف نوکلئوتیـدي ژن پـروتئین پوششـی    

جدایه از سایر نقاط دنیا موجـود در   26جدایه ایرانی و  72
بـه روش   MEGA 5.1در نـرم افـزار  ) 6جـدول (بانـک ژن  

Neighbor-Joining و مـــدلMaximum composite 

likelihood  شـکل  ( تکرار در ارزیابی انجام شد 1000و با
6.(  

هاي ویروس برگ  در درخت فیلوژنی ترسیم شده جدایه
باد بزنی مو در دو گروه مجزا با ضریب بوت اسـترپ بـالا   

)95 Bootstrap= (ــرا ــدق ــامل   .ر گرفتن ــه ش ــروه اول ک گ
شود، زیر  روه تقسیم میگبه دو زیر َ هاي ایرانی است جدایه

هـاي شـمال شـرق و تعـدادي از      گروه اول شـامل جدایـه  
هاي جنوب ایران، تعیین ترداف شده در این تحقیـق   جدایه

هـایی از شـمال غـرب     است و زیرگروه دوم شامل جدایـه 
یی از ایران، فرانسه و ها گروه دوم شامل جدایه. کشور است
هاي ایرانی جدایی جغرافیایی بـر   در بین جدایه. شیلی است

ها تاثیر گذار بود بـه نحـوي کـه     روابط فیلوژنی بین جدایه
و  Iaي  هــاي شــمال شــرق کشــور در زیــر شــاخه  جدایــه
هاي گزارش شده از شمال غرب ایـران کـه در زیـر     جدایه
یلوژنی حاصـل  ولی براساس درخت ف. قرار دارند Ibشاخه 

هـا مشـخص شـد کـه      از مقایسه توالی آمینواسیدي جدایـه 
ها در سطح آمینواسیدي شباهت زیـادي بـا یکـدیگر     جدایه
  .دارند

  آنالیز ترادف ژن پروتئین پوششی

هاي توالی یـابی شـده در ایـن تحقیـق در سـطح       جدایه
درصـد   69/89نوکلئوتیدي بـا یکـدیگر بـه طـور میـانگین      

 32/9هـا بـا یکـدیگر     گین تفـاوت آن شباهت داشتند و میان
هاي توالی یابی شده در ایـن   میزان تشابه جدایه. درصد بود

درصـد   22/89هـاي موجـود در بانـک ژن     تحقیق با جدایه
  .بود
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  در آنالیز فیلوژنی جدایه از سایر نقاط دنیا موجود در بانک ژن استفاده شده 26جدایه ایرانی و  72رس شمار : 6جدول 
Table 6. Accession numbers of 72 Iranian GFLV isolates and 26 isolates of GFLV from other countries used in 
phylogenetic analyses 

Reference  Location  Accession Number  
Pourrahim et al. 

2007 
Iran  DQ513332, DQ513335, DQ513336, DQ513334, DQ513333 

Sokhandan Bashir 
et al. 2012, 2011, 

2007  

Iran 

  
AY997697, AY997694, FJ513385, FJ513380, FJ513381, FJ513383, FJ513376, 
FJ513377, FJ513378, FJ513379, FJ513386, AY942813, AY942812, AY942811, 
AY942810, AY942809, AY942808, AY942807, AY942806, AY942805, 
AY942804, AY942802 

Genbank  Iran  JQ071375, JQ071377, JQ071374, JQ071376 
Genbank  Iran  KJ913810, KJ913809, KJ913808, KJ913807, KJ913806, KJ913789, KJ913790, 

KJ913791, KJ913792, KJ913793, KJ913794, KJ913795, KJ913796, KJ913797, 
KJ913798, KJ913799, KJ913800, KJ913801, KJ913802, KJ913803, KJ913804, 
KJ913805 

This study Iran KX418443, KX418444, KX418445, KX418446, KX418447, KX418448, 
KX418449 

This study Iran 
 

KX418450, KX418451, KX418452, KX418454, KX418453, KX418459, 
KX418455,  KX418456, KX418457, KX418458, KX418461, KX418460 

Vigne et al. 2004 

 
France 

 
AY370954, AY371026, AY371025, AY371027, AY371024, AY371014, 
AY371012, AY371008, AY371001, AY370998, AY370992, AY370986, 
AY370982, AY370980, AY370973, AY370970, AY370967, AY370960 

Genbank Czech 
Republic 

GU062186 

Genbank Brazil EU258681, EU258680 
Genbank Brazil EU038294 
Genbank Austria GFU11768 
Genbank Chile DQ526452 

  
هـاي ایرانـی بـا     در سطح نوکلئوتیـدي شـباهت جدایـه   

 43/89و بـا جدایـه موجـود در بانـک ژن      27/88یکدیگر 
هـایی از شـمال    هاي ایران شـامل جدایـه   جدایه. درصد بود

هاي جنوب  باشد که جدایه غرب، شمال شرق و جنوب می
. تقسیم به دو زیر گروه هسـتند  براساس آنالیز فیلوژنی قابل

هـاي تعیـین تـوالی شـده در ایـن       در یک زیرگروه جدایـه 
هاي تعیین توالی شده بـه   تحقیق و در زیرگروه دیگر جدایه

میزان . قرار دارند) منتشر نشده(و ایزد پناه وسیله زکی عقل 
باشـد   می 08/92 شباهت اعضاي این دو زیرگروه بایکدیگر

هاي جنـوب   و درصد شباهت اعضاي زیر گروه دوم جدایه
هـاي   میزان شباهت بین کـل جدایـه  . بود 48/94با یکدیگر 

هاي ایران، شمال غرب و شـمال شـرق در    جنوب با جدایه
درصـد   68/91و 05/91، 17/90ترتیبسطح نوکلئوتیدي به 

  . باشد می

هاي توالی یابی شده در این  در سطح آمینواسیدي جدایه
درصـد شـباهت    13/91تحقیق با یکدیگر به طور میـانگین  

هاي  جدایه. درصد بود 2/6ها با یکدیگر داشتند و تفاوت آن
هـاي موجـود در    توالی یابی شده در این تحقیق بـا جدایـه  

  .شباهت داشتند 91/92آمینواسیدي  بانک ژن در سطح
هاي ایرانی با  در سطح آمینواسیدي میزان شباهت جدایه

 40/95هاي موجود در بانک ژن  و با جدایه 29/95 یکدیگر
شـباهت   77/94هاي جنوب ایران با یکـدیگر   جدایه. است

داشتند در حالیکـه میـزان شـباهت در درون زیرگروههـاي     
میـزان شـباهت   . درصد بود 22/98جنوب ایران با یکدیگر 

هــاي ایــران،  هــاي جنــوب ایــران بــا ســایر جدایــه جدایــه
، 53/95هاي شمال غرب و شمال شـرق بـه ترتیـب     جدایه

  .درصد بود 21/92و 76/95
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 ـ یبادبزن برگ روسیو يها هیجدا از یبرخ و یرانیا يها هیجدانشان دهنده رابطه  یلوژنیف درخت. 6شکل   رسـم . ژن بانـک  در موجـود و م
 در تکـرار  1000 باو Neighbor Joining روش  به MEGA5.2 افزار نرم در پروتئین پوششی ژن يدینوکلئوت ترادف از استفاده با درخت
شـده در ایـن    هاي توالی یابی جدایه  ذکر شده است 6هاي مورد استفاده در جدول  مشخصات جدایه .است شده انجام Bootstrap ارزیابی

  .مشخص شده است ▲تحقیق با 
Fig. 6. Phylogenetic tree representing relationship of Iranian isolates of GFLV with those deposited in the 
GenBank. Tree was constructed using nucleotide sequence of GFLV coat protein gene in MEGA ver. 5.2 by 
Neighbor Joining method with 1000 replicates in bootstrap test. Characteristics of isolates were summarized in 
table 6. Isolates which sequenced in this study marked by ▲. 

 KJ913808-NE Iran

 KJ913806-NE Iran 

 KJ913796-NE Iran 

 KJ913805-NE Iran 

 KJ913798-NE Iran 

 KJ913790-NE Iran 

 KJ913795-NE Iran 

 KJ913791-NE Iran 

 KJ913800-NE Iran 

 KX418443_Iran

 KJ913804-NE Iran 

 KJ913803-NE Iran 

 KJ913809-NE Iran 

 KJ913810-NE Iran

 KJ913792-NE Iran 

 KJ913807-NE Iran

 KJ913797-NE Iran 

 KX418444_Iran

 KX418447_Iran

 KX418445_Iran

 KX418446_Iran

 KJ913801-NE Iran 

 KJ913799-NE Iran 

Ia- North East & South west of Iran

 AY942806- NW Iran 

 AY942807- NW Iran 

 AY942805- NW Iran 

 JQ071376-NW Iran 

 JQ071377-C Iran

 FJ513379-NW Iran

 FJ513385-NW Iran

 AY997694-NW Iran

 FJ513376-NW Iran

 JQ071374- NW Iran

 JQ071375-NW Iran

 AY942808- NW Iran

 AY942809- NW Iran 

Ib- North west of Iran

 AY942810- NW Iran

 AY942811- NW Iran 

 AY942812- NW Iran 

 EU258680-Brazil

 AY370960-France

 AY370992-France

 AY371001-France

 AY371024-France

 KX418459-Iran

 KX418452-Iran

 KX418454-Iran

 AY942802- NW Iran 

 AY942804- NW Iran 

 KX418453-Iran

 X16907-France

 KX418458-Iran

 KX418451-Iran

 AY371027-France

 AY370967-France

 AY371008-France

 AY371012-France

 AY371014-France

 AY464090- Italy

 AY821657-Czech Republic

 GFU11768-Austria

 KX418456-Iran

 KX418450-Iran

 X60775-SPAIN

 GU062186-Czech Republic

 KC900163-South Africa

 JX559643-Canada

 DQ526452-Chile

 KX418457-Iran

 KX418455-Iran

 KX418461-Iran

 KX418460-Iran

II-World & South west of Iran

98

66

40
98

100

100

100

64

100

80

100

100

68
76

70

94

100

96

58

100

100

100

94

88

100

100

100

44
74

96

100

100

100

100

84

100

72

40

46

96

70

42

100

94

56

60

0.02
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  بحث

-RTو  ELISAهـاي   در این تحقیق با استفاده از آزمون

PCR هاي  باد بزنی مو در بسیاري از تاکستان ویروس برگ
ایـن  . استان فارس و کهگیلویه و بـویر احمـد ردیـابی شـد    

ویـــروس در ایـــران گســـترش وســـیعی دارد و قـــبلا در 
هاي شمال غرب، شـمال شـرق و جنـوب ردیـابی      تاکستان

 Ebrahim-ghomi et al. 2005 ،Gholampour(شده است 

et al. 2014 ،Nourinejhad Zarghani et al. 2015 ،
Sokhandan bashir and Hajizadeh 2007 ( از آنجایی که 

GFLV در ناحیه ایران قدیم (Ancient Persia) و به احتمال
زیاد ایران کنونی منشاءگرفته است، پراکنش وسیع ویروس 

 هـاي  یکـی از راه . در این مناطق چندان دور از ذهن نیست
هاي آلوده است  هانتقال ویروس برگ باد بزنی مو تکثیر قلم

)Hewitt et al. 1970 .(  احتمــالا ایـن روش در گســترش
وسیع ویروس در ایران نقش اساسی داشته بـه طـوري کـه    

 .هستند GFLVهاي ایران آلوده به  اغلب تاکستان

 GFLVهـاي آلـوده بـه     علایم مشاهده شده در تاکستان
باشـد   مشابه با علائم گزارش شده سویه برگ باد بزنی مـی 

)Martelli 1993، Vuittenz 1970  .(   همچنـین علائـم رگ
اسـت   GFLVها ناشی از سویه رگ نـواري   نواري در برگ

)Hewitt et al. 1970 (ها علائم سویه  و در تعدادي از تاك
بـروز علائـم موزائیـک زرد در    . موزائیک زرد مشاهده شد

نیازمند آب و هواي معتدل تـر و   GFLVهاي آلوده به  تاك
تنـوع  ).  Taylor and Raski 1964(تر است  میزبان حساس

هـاي مختلـف    ها ناشـی از وجـود سـویه    علائم در تاکستان
هـاي   بسـیاري از تـاك  . باشـد  ویروس برگ باد بزنی مو می

در عین حال فاقد علائـم واضـحی بودنـد     GFLVآلوده به 
 .V هـاي  بودن واریتـه این امر ممکن است ناشی از متحمل 

vinifera       به بیماري بـرگ بـاد بزنـی مـو باشـد)Martelli 

1978 .( 
به غیر از تاك در گیاهان مرغ، علـف   GFLVآلودگی به 

هـاي الیـزا و    هفت بند، تمشک و قیـاق بـه وسـیله آزمـون    
اي پلی مراز تایید شد و این گیاهان به عنوان  واکنش زنجیره

آلودگی گیاهـان  . میشوند معرفی GFLVهاي طبیعی  میزبان
تر نیـز   پیش GFLVمرغ، علف هفت بند، تمشک و قیاق به 

ــت    ــده اس ــزارش ش  ،Gholampour et al. 2014(گ

Izadpanah 2003b،Izadpanah 2003a  ( این گیاهان منابع
مهمی براي حفظ و تغییـر و تنـوع ویـروس در طبیعـت و     

  .نقش مهمی در بیولوژي و اپیدمی ویروس دارند
، مرغ، قیاق، تمشک و مواز  GFLV هاي نی جدایهز مایه

علف هفت بند در سلمه تره تولید علائم بد شـکلی بـرگ،   
تیز شدن زوایـاي بـرگ، رگبـرگ روشـنی و موزائیـک بـا       

درصـد در سـطح    10تـا   8تفـاوت  . شدتهاي مختلفی شـد 
درصــد در ســطح آمینواســیدي در  4تــا  2نوکلئوتیــدي یــا 

GFLV لائم تواند باعث تنوع در ع میGFLV  در سلمه تره
  ). Naraghi-Arani et al. 2001(شود 

در  GFLVبا توجـه بـه اهمیـت ژن پـروتئین پوششـی      
ي تنوع  اي مناسب در مطالعه بیولوژي ویروس این ژن ناحیه

 Naraghi-Arani et al. 2001 ،Hull(ژنتیکی ویروس است 

2002، Sokhandan Bashir et al. 2007 ،2011 ،2012 ،
Vigne et al. 2004 .(     لـذا در ایـن تحقیـق از تـرادف ژن

بـراي بررسـی تنـوع ژنتیکـی بـه       GFLVپروتئین پوششی 
-RT-PCRروش . اســـتفاده شـــد RT-PCR-RFLPروش 

RFLP     هرچند تغییرات ژنتیکـی در سـطح نوکلئوتیـدي را
دهد اما یک تصویر کیفی مناسب جهـت بررسـی    نشان نمی

، Naraghi-Arani et al. 2001(تنوع ژنتیکـی ارائـه میکنـد    
Vigne et al. 2004.(  
جفــت  1760قطعــه  RT-PCR-RFLPبراســاس نتــایج 

گروه ژنـوتیپی مجـزا    11مورد بررسی در  هاي بازي، جدایه
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غلامپور و زکی عقل با استفاده  1393در سال . قرار گرفتند
 TaqIاز هضم آنزیمی ژن پروتئین پوششی با آنزیم برشـی  

از شمال شرق ایران را بـا همـین روش    GFLVهاي  جدایه
در بعضــی از . گــروه متفــاوت دســته بنــدي کردنــد 18در 
ها بیش از یک ژنوتیپ غالب ردیابی شد بـه نحـوي    جدایه

جفت باز بـود ایـن   1760که اندازه مجموع قطعات بیش از 
در  quasispeciesهـاي   ي وجـود جمعیـت   امر نشان دهنده
-Naraghi(راقـی ارانـی   کـه بـا نتـایج ن   . منبع آلودگی است

Arani et al. 2001 (تطابق دارد.  
هاي سایر نقـاط دنیـا    با جدایه GFLVهاي ایرانی  جدایه

 40/95±72/1درصد در سطح نوکلئوتیدي و  36/2±43/89
درصد در سطح آمینواسیدي ژن پروتئین پوششـی شـباهت   

 Sanchez(داراي تنوع ژنتیکی بالایی است  GFLV.داشتند

et al. 1991، Serghini et al. 1990 (   و نرخ تنـوع پـذیري
درصد و در سطح آمینـو   13تا  11آن در سطح نوکلئوتیدي 

 Naraghi-Arani(درصد گزارش شده است  9تا  4اسیدي 

et al. 2001 ،Nourinejhad Zarghani et al. 2013 ،
Vigne et al. 2004.(  

مطالعه فیلوژنی براساس ژن پروتئین پوششی نشـان داد  
اي را طی کرده و  هاي ایرانی مسیر تکامل جداگانه دایهکه ج

گیرند این  هاي دنیا قرار می اي مجزا از سایر جدایه در شاخه
ي منشا گرفتن ویروس از ایران  ي فرضیه امر که تایید کننده

 Nourinejhad(است با نتایج سـخندان بشـیر و همکـاران    

Zarghani et al. 2015 ،Sokhandan Bashir et al. 2011 (
تطـابق  ) Pourrahim et al. 2007(و پور رحیم و همکاران 

هــاي غــرب و شــرق کشــور در  گــرفتن جدایــه قـرار  . دارد
مجزا نشان دهنده اثر جدایی جغرافیایی در تنوع  هاي  شاخه

  .است GFLVژنتیکی و تکامل 
در درخت فیلوژنی براسـاس پـروتئین پوششـی اغلـب     

هاي تعیین ترادف شده از استان فارس و کهگیلویه و  جدایه
هاي شرق کشـور   بویر احمد در این تحقیق به همراه جدایه

هاي  این در حالی است که جدایه. در یک گروه قرار گرفتند
 2006(تعیین ترادف شده توسـط زکـی عقـل و ایـزد پنـاه      

هاي سـایر نقـاط    از جنوب با جدایه) تشر نشدهمطالعات من
هاي مورد استفاده در  آغاز گر.دنیا در یک گروه قرار گرفتند

هاي ایرانـی   این تحقیق براساس ژن پروتئین پوششی جدایه
GFLV    طراحی شده است در حالی که آغازگرهـاي مـورد

استفاده توسط زکی عقل و ایزدپنـاه براسـاس ژن پـروتئین    
طراحی شده بود کـه  ) GFLV-F13(رجع پوششی جدایه م

هاي جنوب به دو گروه مجـزا اثـر    احتمالا در تقسیم جدایه
هـاي جنـوب کشـور در دو گـروه      قرار گرفتن جدایه. دارد

-Naraghi(ي وجود ژنوتیپهـاي مختلـف    مجزا نشان دهنده

Arani et al. 2001 ،Vigne et al. 2004 ( و واگــرا در
ر دارد که با مفهـوم  جنوب غرب کشو GFLVهاي  جمعیت

quasispecies باشد منطبق می.  

  

  منابع
Ebrahim-ghomi M., Shamsbakhsh M. and Purrahim R. 2005. Study on the Status of Three Grapevine Viruses in 

North-Eastern Vineyards of Iran. Iranian Journal of Pests and Plant Disease 75: 109-120.  
Esmenjaud D. and Adab P. 1994. Detection of a region of the coat protein gene of Grapevine fanleaf virus by RT-

PCR in the nematode vector Xiphinema index. Plant Disease 78: 1087-1090. 
Fuchs M., Pink M., Etienne L., Walter B. and Pink L. 1991. Characterization and detection of Grapevine fanleaf 

virus by using cDNA probes. Phytopathology 81: 559-565. 
Gambino G., Perrone I. and Gribaudo I. 2008. A rapid and effective method for RNA extraction from different 



  ... مو  يروس برگ بادبزنيو يه هايجدا يکيتنوع ژنت يبررس: كارگر و همكاران
 

390 

tissues of grapevine and other woody plants. Phytochem. Anal. 19: 520–525. 
Gholampour Z., Zakiaghl M., Jafarpour B. and Mehrvar M. 2014. Analysis of genetic diversity in coat protein 

gene of grapevine fanleaf virus in north east of Iran. 21st Iranian Plant Protection Congress. Page: 371.  
Hampton R., Ball E. and De Boer S.1990. Serological methods for detection and identification of viral and 

bacterial plant pathogens. Aps PRESS, 388 pages. Convert, R. and Martin, R., Indirect ELISA. Pp: 179-197. 
Harrison B.D. and Murant A.F. 1977. Nematode transmissibility of pseudorecombinant isolates of Tomato black 

ring virus. Annals of Applied Biology 86: 209-212. 
Hewitt W. B., Raski D. J. and Goheen A. C. 1958. Nematode vector of soil-borne fanleaf virus of grapevines. 

Phytopathology 48: 586-595. 
Hewitt W. B. Martelli G. P. Dias H. F. and Taylor R. H. 1970. Grapevine fanleaf virus. C. M. I/ A. A. B. 

Descriptions of Plant Viruses. No. 28.                 
Hull R. 2002. Matthews’ Plant Virology, 4th, Academic Press, London. 
Izadpanah K., Zaki-Aghl M. and Rowhani A. 2003b. Non-vitis hosts of grapevine fanleaf virus and their possible 

epidemiological significance. Proc. 14th ICVG Conference. Locorotondo, Italy. Page 210. 
Izadpanah K., Zaki-Aghl M., Zhang Y. P., Daubert S. D. and Rowhani A. 2003a. Bermuda grass as a potential 

reservoir host for Grapevine fanleaf virus. Plant Disease 87: 1179-1182. 
King A. M. Q., Adams M. J., Carstens E. B. and Lefkowitz E. J. 2012. Virus Taxonomy. Classification and 

Nomenclature of Viruses. Ninth Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses. Elsevier 
Academic Press publications. 

Martelli G. P. 1978. Nematod-borne viruses of grapevine, their epidemiology and control. Nematol. Medit. 6: 1-
27. 

Martelli G. P. 1993. Grapevine degeneration-fanleaf. In: Martelli G.P. (ed.). Graft-transmissible Diseases of 
grapevines. Handbook for detection and diagnosis, pp. 9-18. Food and Agriculture Organization of the United 
Nations, Rome, Italy. 

Naraghi-Arani P., Daubert S. and Rowhani A. 2001. Quasispecies nature of the genome of Grapevine fanleaf 
virus. Journal of General Virology 82: 1791-1795. 

 Nourinejhad Zarghani Sh., Shams-Bakhsh M., Sokhandan Bashir N. and Wetzel T. 2013. Molecular 
Characterization of Whole Genomic RNA2 From Iranian Isolates of Grapevine Fanleaf Virus. Journal of 
Phytopathology 161: 419-425. 

Nourinejhad Zarghani S., Karimi M., Nourinejhad Zarghani A. and Hossein Zadeh M. R. 2015. Genetic diversity 
of and selection pressure on grapevine fanleaf virus movement protein in Iranian isolates. Plant Protection 38: 
38-49. 

Pourrahim R., Farzadfar S., Golnaraghi A. R. and Ahoonmanesh A. 2007. Partial molecular characterization of 
some Grapevine fanleaf virus isolates from North-east of Iran.  Journal of Phytopathology 155: 754-757. 

Raski D. J., Goheen A. C., Lider L. A. and Meredith C. P. 1983. Strategies against grapevine fanleaf virus and its 
nematode vector. Plant Disease. 67: 335-339.   

Ritzenthler C., Viry M., Pinck M., Margis R., Fuchs M. and Fucks L. 1991. Complete nucleotide sequence and 
genetic organization of Grapevine fanleaf nepovirus. Journal of General Virology 72: 2357-2365. 

Rowhani A., Manangas M. A., Lile L. S., Daubert S. D. and Golino D. A. 1995. Development of a detection 
system for viruses of woody plants based on PCR analysis of immobilized virions. Phytopathology 85: 347-
352. 

Sanchez F., Chay C. M., Borja M. T., Rowhani A., Romero J., Bruening G. and Ponz F. 1991. cDNA sequence of 
the capsid protein gene and 3 untranslated region of fanleaf isolate of Grapevine fanleaf virus. Nucleic Acid 
Research 19: 5440. 

Serghini M. A., Fuchs M., Pinck M., Reinbolt J., Walter B. and Pinck L. 1990. RNA2 of Grapevine fanleaf virus: 
sequence analysis and coat protein cistron location. Journal of General Virology 71: 1433-1441. 

Sokhandan Bashir N., 2012. Population genetic analysis of Grapevine fanleaf virus. Archives of Virology 157: 
1919-1929. 

Sokhandan Bashir N., Pashaei A. and Doulati-Baneh H. 2011. Characterization of the full length coat protein gene 
of Iranian Grapevine fanleaf virus isolates, genetic variation and phylogenetic analysis. Iranian Journal 
Biotechnology 9: 213-221. 



 ۳۹۱-۳۷۵: ۱۳۹۵ سال / ۳شماره /  ۵۲جلد  / هاي گياهيبيماري

391 

Sokhandan bashir N. and Hajizadeh M. 2007. Survey for Grapevine fanleaf virus in vineyards of north-west Iran 
and genetic diversity of isolates. Australasian Plant Pathology 36: 46-52. 

Taylor C. E. and Raski D. J. 1964. On the transmission of grapevine fanleaf virus by Xiphinema index. 
Nematologica 10: 489-495. 

Vigne E., Bergdoll M., Guyader S. and Fuchs M. 2004. Population structure and genetic diversity within 
Grapevine fanleaf virus isolates from a naturally infected vineyard: Evidence for mixed infection and 
recombination. Journal of General Virology 85: 2435-2445. 

Vuittenz A. 1970. Fanleaf of grapevine. In: N W. Frazier (eds.). Virus disease of small fruits and grapevine. 
University of California, Berkeley, pp. 217-228. 

Zaki-Aghl M. and Izadpanah K. 2003. Serological and molecular identification of grapevine fanleaf virus in Iran. 
Iranian Journal of Plant Pathology 39: 161-171. 

  


