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 چکیده

م ایجاد شده توسط این ئهای مناطق مختلف دنیا شیوع دارد. علادر تاکستان (Grapevine fanleaf virus, GFLV)ی مو ویروس برگ باد بزن
هوا  به تنووع ننتییوی ادایوه    ،مئاند که علت تفاوت در ایجاد علابندی شدهنواری تقسیم برگبرگ بادبزنی، موزاییک زرد و رگ گروهویروس اغلب در سه 
تحلیو    پوراکن  و  و شرایط محیطی بستگی دارد. در این تحقیوق  موی ویروس، حساسیت رقم م ایجاد شده به ادایهئشدت علا .نسبت داده شده است

 پوششوی از پون    پوروتئین آوری و نن امو   استان خراسان رضوی هایها از تاکستاننمونهویروس بررسی شد.  ناحیه کدکننده پروتئین پوششی تبارزایی
آوری و در آزمون الایزا با استفاده ام  هااز تاکستان نمونه برگ دارای علائم 901. به این منظور، تعداد گردیدسازی و تعیین ترادف هادایه تیثیر، همسان

ه آوری شده از منطقوه محمدیو  های ام میزان آلودگی در بین نمونه نمونه تأیید شد. بیشترین 85آلودگی به ویروس در  GFLVبادی اختصاصی از آنتی
 پوششوی  پوروتئین  کنندهکد ناحیه کام  طول به مربوط باز افت 9670ای بطول واق  در شهرستان کاشمر بود. با استفاده از آغازگرهای اختصاصی قطعه

 19-16 و 10-19 ترتیوب بوه  آمینواسیدی و نوکلئوتیدی سطح در شده انتخاب هایادایه پوششی پروتئین. شد تیثیر ننوم 3'انتهای از قسمتی و ویروس
ای را در شواخه  GFLVهای ایرانی کننده پروتئین پوششی، ادایه کد اساس ناحیهتحلی  تبارزائی بر  .داشت شباهت دنیا نقاط سایر هایادایه با درصد

کوه   قورار گرتتنود،   های شمال غورب کشوور  در گروهی مجزا از ادایه های شمال شرق کشورهمچنین ادایه .های سایر نقاط دنیا قرار دادمجزا از ادایه
در ایران و گسترش احتمالی آن از این   GFLVبومی بودن نتای  حاص  از این تحقیق بیانگر .است GFLVدر تیام   دهنده اثر ادایی اغراتیایینشان

 .منطقه به سایر نقاط اهان است

 
 ، خراسان رضوی، ویروس برگ بادبزنی مو تبارزائی: پراکن ، کلیدی هایواژه

 

   1 مقدمه

است که اایگواه   صنعتی و اقتصادی با ارزش محصولیک انگور 
. در سراسور دنیوا و ایوران دارد    ای در بین محصوولات کشواورزی  ویژه

های ویروسی و شبه ویروسی سالانه خسارات ابران ناپوییری  بیماری
بورگ بوادبزنی    روسیو و(. 97و  98کنند )به بخ  کشاورزی وارد می

و  نیتور مهوم ییی از (  GFLV - virusGrapevine fanleaf) انگور
و وقووع گسوترده    یاقتصواد  اهمیوت  از لحوا   هاروسیوترین قدیمی
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 (90)بووده   مونی این ویروس عام  بیماری برگ بادبز .رودشمار میبه
 ،محصوول در آلودگی شدید باعث کاه  تشویی  میووه و عملیورد     و

یعی توسوط  (. انتقال این ویروس بطور طب3شود )می درصد 50حتی تا 
است. با این حال بخشی از انتشار آلوودگی   Xiphinema indexنماتد 

هوای آلووده   و شیوع آن بعلت تیثیر با استفاده از قلمه، پیوندک و نهال
شام  بدشیلی مسری، موزاییک  ئمسه گروه از علا(. 99و  1باشد )می
شوود  برگ بادبزنی موو ایجواد موی   بیماری توسط  و رگبرگ نواری زرد
باشد ط به تنوع در ننوم ویروس میم مربوئکه این تفاوت در علا( 96)

ییوی از  (. 91) شده اسوت مشاهده  زیرا دو گروه از علائم در یک رقم
مراز ویوروس اسوت   یای، پل. ان. هایی با ننوم آرمناب  تنوع در ویروس

ایون   و تشوار انتخواب وارد بور    باشدمی دوباره خوانیصیت که تاقد خا
هوا  این اه  اتزای ویروس و یا حفظ و  ها باعث حیفیاتته اه 

 متعلق به خانواده Nepovirusاز انس  VGFL(. 91و  9) خواهد بود
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Secoviridae )26( ننوم آن  است که های ایزومتریکو دارای پییره
ا قطبیت مثبت تشیی  شده اسوت کوه   ای تک لا ب. ان. دو قطعه آر از
. آر 8'انتهای ( و 32و  27) شوندنامیده می 2 ای. ان. و آر 9 ای. ان. آر
متص  به یک پوروتئین کوکوک بوه     ،های ننومی این ویروس ای. ان
ند. باشو موی  آدنینی پلی ینیز دارای دنباله 3'و انتهای  ایی پ وی نام

گویاری  لوی پوروتئین رموز   هوای ننوومی یوک پ    ای. ان. هر کدام از آر
بوه سوه    2 ای. ان. شوده توسوط آر  گویاری  پلی پروتئین رمز. کنندمی

نقو    2 ای. ان. در تیثیور آر  (2A-HPهای نام هب ترپروتئین کوکک
 )پووروتئین پوششووی  (2CCPو  )پووروتئین حرکتووی  (2BMP، )دارد

 (.3) شودشیسته می
 سوم رتبه ،وزارت اهاد کشاورزی 9315 سال منتشره آمار طبق بر
 بوه  مربووط  باغبانی در کشوور  محصولات بین از تولید میزان بیشترین
 میوزان  ک  از درصد 99.2 سهم و تن میلیون 3.3 حدود تولید با انگور

 97،8 سوهم  بوا  توارس  هوای استان که بوده باغبانی تولید محصولات
 سوهم   بوا  خراسوان رضووی   درصدی، 90.1 سهم با همدان درصدی،

 بوا  آذربایجوان شورقی   و درصدی 90.3 سهم با وینقز درصدی، 90.9
 کشور انگور پنجم تولیدکنندگان تا اول هایرتبه در درصدی 6.9 سهم
 تولیود  ک  از درصد 88.9 حدود در امعاً استان پن  این. اندداشته قرار
در اسوتان   انگوور  زیوور کشوت   انود. سوطح  تأمین نموده را کشور انگور

و مجموع میزان  هیتار 26.199دود ، ح9315 سال خراسان رضوی، در
 .(9) تن بوده است 397.988تولید دیم و آبی این محصول 

 صونعت  بورای  ایعمده تهدید انگور برگ بادبزنی ویروس بیماری
عاری از  تیثیری مواد از استفاده حاضر، حال در و رودمی شماربه انگور

 تاکستان در ویروسی هایبیماری کنترل مؤثر برای کارراه تنها ویروس
. اسوت  ضوروری  ویروس شناسایی روش، مؤثر این کارایی برای. است
 واکون   معیووس  رونویسوی  آزمون ،(ELISA) الایزا روش بر علاوه
 تشوخی   بورای  روش تورین رایو  ( PCR-RT) موراز پلوی  ایزنجیره
های اولیه کشت انگور سرزمین . از آنجا که ایران ییی ازاست ویروس
 نیز ایران باشد GFLV خواستگاهرسد نظر میبه( 28) رودمی به شمار

. اولین گزارش از شیوع بیماری در ایوران مربووط بوه سوال     (38و  39)
 (. 39میلادی است ) 9160

 Coat)نن پوروتئین پوششوی   بر اسواس   هاتوالی تحلی  و تجزیه

protein و )( پروتئین حرکتیMovement protein)، از بالایی سطح 
 کوه  اسوت  داده نشوان  GFLV هوای امعیت ننوم در را ننتییی تنوع
 یوک  در های متفواوت واریانت از متشی  GFLVاست که  این بیانگر
 در شمال 2092ای در سال مطالعه (.25 و 29) است گونه شبه امعیت

های غرب کشور طی تجزیه و تحلی  تبارزائی پروتئین حرکتی امعیت
 هوای امعیوت ادایوه   ویروس برگ بادبزنی مو، نشان داد که سواختار 

GFLV و ایون   هسوتند  منوتیلتیک ایران و اسلوونی از یابی شدهتوالی
 حوالی  در واود آمده است،ویروس از طریق تیام  مستق  در ایران به

از  متحوده  ایوالات  و ایتالیوا  ترانسوه،  مربوط به GFLV هایادایه که

 بوین  تموایز  دهود موی  نشوان  انود کوه  شده تشیی  مستق  تبار کندین
طوی مطالعوه در    .(32اسوت )  داده رخ GFLV اغراتیایی هایامعیت

ایوران در   GFLVرابطه با ساختار امعیت و تنوع ننتییی ادایه های 
 های ایرانی تأییود های اغراتیایی ادایه، تمایز بین امعیت2096سال 

تیلتیک امعیت ویروس را حضور طولانی شد و علت این وضعیت پلی
(. 5گیار و یا نووترکیبی دانسوتند )  اثرات بنیانمدت ویروس در منطقه، 

مطالعات انجام شده توسط محققان، ناحیه نن پوروتئین پوششوی   طی 
باشد منظور مطالعه تنوع ننتییی مناسب میویروس برگ بادبزنی مو به

از ننووم نقو  مهموی در بیولوونی      این ناحیوه ( و 37و  33، 21، 95)
 (. 92ویروس و انتقال با نماتد ناق  دارد )

های ایران در در نظر داشتن قدمت طولانی ویروس در تاکستان با
امری ضروری است. این ویروس  مولیولیمطالعات  ،کند سال گیشته

بدین منظور ناحیه ننومی کدکننوده پوروتئین پوششوی بورای تحلیو       
های های استان با سایر ادایهبررسی ارتباط ادایهو  GFLVتبارزائی 

 توسعه به تواندمی ویروس برگ بادبزنی مو استفاده شده است. این امر
 عاری از ویروس، تولید گیاهان برنامه در مطمئن تشخیصی هایروش
  .کند کمک

 

 هامواد و روش

 هاآوري نمونهجمع

بوا علائوم    GFLVبه نمونه مشیوک به آلودگی  901در مجموع 
سوال متووالی در اواسوط بهوار و      دوطی  نواریو رگبرگ موزاییک زرد
ی اسوتان خراسوان   هوا تاکسوتان  از 9311و  9315هوای  تابستان سال

 . شدند آوریام ( 9رضوی )ادول 

 

 GFLV ردیابی سرولوژیکی

مستقیم غیر الایزای به روش مثبت های در نمونه GFLVردیابی 
دقیقوه   30ی زمینوه، هور   پس از اتزودن مادهدر نهایت (. 8م شد )انجا

 908ایب نوری در طوول موو    (ها یک بار میزان تغییر رنگ کاهک
دقیقه مورد سنج  قرار گرتوت.   10یزا خوان تا با دستگاه الار( نانومت

ها میزان اویبی معوادل یوا بوالاتر از دو برابور      معیار مثبت بودن نمونه
 بود سالمهای بوط به نمونههای مرمیانگین ضریب ایب نوری کاهک

(7.) 

 

 آر سی پی-یانجام آزمون آرتاستخراج آر. ان. اي کل و 

 GFLV هوای گیاهوان آلووده بوه    ای ک  از برگ. ان. آر استخرا 
( با اندکی تغییورات  9CTAB)ش به رو )یزاتشخی  داده شده در الا(

 گرم از برگ آلوده به کموک ازت موای   میلی 20(. مقدار 92انجام شد )

                                                           
1- Cetyl-trimethylammonium bromide 
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مییرولیتور از   800مرکاپتواتوانول و  -2مییرولیتر  8پودر شده و به آن 

 باتر استخرا  )
9

7, 1% PVPPH=HCl -Tris 1.4M NaCl, 0.1M

40, 2% CTAB 2گورم   08/0( اضاته شد. به عصاره
PVPP   اضواته

دراوه سیلسویوس قورار گرتوت.      70دقیقه در دموای   98شده و برای 
 800دقیقه سوانتریفون شود.    2مدت  دور بر دقیقه به 93000نمونه در 

مییرولیتور   900مییرولیتر از رونشین به مییروتیوب ادید منتق  شد. 
دقیقوه بوا    2سازی، به مدت کلروترم به مخلوط اضاته و بعد از همگن

سانتریفیون شد. رونشین بوه مییروتیووب    دور بر دقیقه 93000سرعت 
یوک موولار و هوم     حجم استات آمونیووم  9/0ادید انتقال داده شد و 

دقیقوه در   30حجم آن ایزوپروپانول سرد اضاته شد. نمونوه بوه مودت    
دراه سیلسیوس نگهوداری شود. مییروتیووب بوا سورعت       -20دمای 
دراه سیلسیوس  9دقیقه و در دمای  20دور بر دقیقه به مدت  93000

شستشوو داده شوده،    %60میلی لیتر اتانول  9سانتریفیون شد. رسوب با 
دراه سیلسیوس خشک شدند.  36دقیقه در  30ها به مدت سپس لوله
مییرولیتر آب مقطر سترون به رسوب اضاته شد و پوس   30در نهایت 

 شدند. دراه سیلسیوس نگهداری -20از ح  شدن در دمای 
مییرولیتور از آر. ان. ای   3 (cDNAبرای ساخت رشوته میمو  )  

بوا   (CpR)ت لیتر آغازگر اختصاصوی برگشو  مییرو 2استخرا  شده با 
مییرولیتوور آب دیووونیزه مخلوووط و    8/1و  مووولپییووا 90غلظووت 

دقیقه قرار داده شد. سپس  90دراه به مدت  70مییروتیوب در دمای 
 8/0واکون  و   x8لیتور بواتر   مییورو  dNTPs ،9لیتر مخلوط مییرو 2

 MMuLV reverse) لیتوور آنووزیم نسووخه بووردار معیوووسمییوورو

transcriptase،مخلووط اضواته گردیوده و     ایوران( بوه   ( )پارس توس
دراووه سلسوویوس  96دقیقووه در دمووای  70مییروتیوووب بووه موودت  

 ( قورار Rad MJ Mini Thermal Cycler, USA-Bioترموساییلر )
 (.6گرتت )

های طراحوی شوده   مراز با استفاده از آغازگرای پلیواکن  زنجیره
MpF (5'- AGAAGTCGCTCACGATCTGTGAGG -3' ) و
CpR (3'-AAACAACACACTGTCGCCAC-5' )  برای تیثیور
 از قسومتی  و ویوروس  پوششوی  پوروتئین  کننوده  کد ناحیه کام  طول

های مثبت واکن  الایوزا انجوام شود    ننوم برای تمام نمونه 3'انتهای 
 PCR (Ampliqon Taq DNA(. از مخلوووووط آموووواده 92)

Polymerase Master Mix RED, Denmark   برای تیثیور طوول )
 3استفاده شد. بوه ایون منظوور     GFLVپروتئین پوششی کام  از نن 
 2حاصوو  از واکوون  رونویسووی معیوووس بووا   cDNAمییرولیتوور از 
هوای رتوت و برگشوت    مول( از هر یک از آغوازگر پییو 90مییرولیتر )

اختصاصی با ییدیگر مخلوط و بوه وسویله آب مقطور اسوتری  حجوم      
مراز ای پلیزنجیره واکن  مییرولیتر رسید. برنامه دمایی 28نهایی به 

                                                           
1- Polyvinylpyrrolidone  

2- Polyvinylpolypyrrolidone  

کرخه شام   30دقیقه و  3به مدت  C18˚شام  یک کرخه در دمای 
˚C18  سازی، ثانیه در مرحله واسرشته 30به مدت˚C87   98به مودت 

به مدت  C62˚ثانیه و در نهایت یک سیی   50به مدت  C62˚ثانیه و 
در  PCRدقیقه با استفاده از ترموساییلر انجوام گردیود. محصوول     90

)پوارس   Green viewerنل آگارز یک درصد حاوی دو مییرولیتور از  
 تووووس، ایوووران( الیتروتوووورز و در نهایوووت در دسوووتگاه نل داک   

(Alphaimager Mini ProteinSimple, USAعیس ) شد. برداری 

 

و تعیاایت تااوالی  ( PCR-RT)سااازي مولااو   همسااانه

 نوکلئوتیدي

از قبوو  از موورای پلوویقطعووه تیثیوور شووده در واکوون  زنجیووره  
 سازی بوه درون ناقو ، بوا اسوتفاده از کیوت اسوتخرا  از نل      همسانه

(GeNet Bio, Korea, Cat No: K-8000     مطابق دسوتور العمو )
سوازی نن  . همسوانه شود سوازی  شرکت سازنده از نل آگوارز، خوال   

 pTG19-T PCR Cloningپروتئین پوششوی بوا اسوتفاده از کیوت     

Vector (MalaysiaVivantis,  )سوازنده  العم  شرکت مطابق دستور
aEscherichi باکتری  DH5 و سویه pTG19در ناق  پلاسمیدی 

Coli       و بووه وسوویله شوووک حرارتووی انجووام شوود. پووس از انجووام
ترانسفورماسیون دو نوع پرگنه سفید و آبی رنگ بر روی محیط کشت 

بوا اسوتفاده از پرایمور    هوای سوفید   پرگنوه غربوالگری   تشیی  گردیود. 
اسوتخرا   آر صوورت گرتوت. اهوت    سوی اختصاصی و انجام کلنی پی

 Qiagen) کیوانن  لاسومید استخرا  پ کیت نوترکیب از هایپلاسمید

, GermanyPlasmid Miniprep Kitالعم  شورکت  ( مطابق دستور
، مقدار سازی شدهتعیین توالی قطعه همسانهبرای  .سازنده استفاده شد

نوانوگرم در مییرولیتور درون    900مییرولیتر پلاسمید بوا غلظوت    90
لیتووری ریختووه شوود و بوورای تعیووین توورادف  میلووی 8/9مییروتیوووب 

 کشور کوره انووبی ارسوال شودند.     9ماکرونن به شرکت 3وتیدینوکلئ
 رتت و برگشت انجام شد. ها در دو اهت خوان 
 Vector NTI Advanceاتزارنرم ها ازتوالی ویرای  انجام برای

الگووریتم   از اسوتفاده  بوا  هوا تووالی  مقایسه. (99شد ) استفاده 11.5.3
BLAST (2 )بیوتینولوونی   اطلاعوات  ملی مرکز درNCBI))  انجوام 

 GFLVیابی شده های توالیادایه. (www.ncbi.nlm.nih.govشد )
 نوکلئوتیودی  هوای از استان خراسان رضووی بوه هموراه دیگور تووالی     

GFLV از اسوتفاده  بوا  ایران و سایر کشورها در بانک نن از شده ثبت 
اگرکوه  . (93شودند )  ترازهم MEGA7 اتزارنرم در MUSCLEمدل 
 کود  ناحیوه  کام  طول شام  RT-PCR توسط شده رتیثی هایتوالی
ولوی   ننوم بود، 3'انتهای  از قسمتی و ویروس پوششی پروتئین کننده
 استفاده تبارزائی تحلی  و تجزیه پوششی برای پروتئین نن توالی تنها

                                                           
3- Sequencing 

4- Macrogen 

https://www.vivantechnologies.com/index.php?option=com_content&view=article&id=1160:ptg19-t-pcr-cloning-vector&catid=81:ptg19-t-pcr-cloning-vector&Itemid=110
https://www.vivantechnologies.com/index.php?option=com_content&view=article&id=1160:ptg19-t-pcr-cloning-vector&catid=81:ptg19-t-pcr-cloning-vector&Itemid=110
https://www.vivantechnologies.com/index.php?option=com_content&view=article&id=1160:ptg19-t-pcr-cloning-vector&catid=81:ptg19-t-pcr-cloning-vector&Itemid=110
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 از اسوتفاده  بوا  GFLVنن پروتئین پوششی  برای تبارزائی درخت .شد
 ارزیووووابی در تیوووورار 9000 بووووا Maximum likelihood روش

Bootstrap اتزارنرم در MEGA7 شد رسم. 

 نتایج و بحث

های استان نمونه مو دارای علائم از باغ 901در این تحقیق تعداد 
الایوزا و   هوایی کوه بوه روش   نمونهآوری شد. در خراسان رضوی ام 

آنها اثبات گردید علائم متنووعی شوام     مولیولی آلودگی سپس روش
دمبورگ، مجتمو     ها، باز شدن سوینوس دشیلی برگبرگبرگ زردی، 

دوگانوه، کوتواه شودن     هوای هوای اصولی، تولیود اوانوه    شدن رگبرگ
بوا  . (9)شوی   دیوده شود   هوا  شاخه عادی درانشعابات غیر و هاهمیانگر

( و Indirect-ELISA) ی غیرمسوتقیم هوای الایوزا  استفاده از آزموون 
 آلوودگی در مجموع (، PCR-RT)معیوس مراز ای پلیزنجیره واکن 
هوای محمدیوه   تراوانی این ویروس در نمونوه  .تأیید شدمو  نمونه 85

 (. 9بیشتر از سایر مناطق بود )ادول 
  

 

 
. بد شکلی و باز شدن c رگبرگ نواری ، b و  aآوری شده از استان خراسان رضوی.های آلوده جمععلائم ویروس برگ بادبزنی مو در تاک -1 شکل

 های دو قلو. ایجاد جوانهfای شدن، ها و کپه. زیکزاکی شدن ساقهe، هاانگرهیم فاصله شدن کمو  هاساقه شدنای کپه  d.دمبرگ، سینوس انتهای

Figure 1- Symptoms of GFLV in infected vines of Khorasan Razavi province. (a and b) Vein banding, (c) Leaf malformation 

and open petiolar sinus, (d) Stunting and bushy growth of shoot, (e) Zigzagged stem, (f) Double nodes in infected stem 
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های الایزا و توسط روشویروس برگ بادبزنی مو شناسایی شده به  آوری شده و آلودهی مو جمعهابرداری و تعداد نمونهمناطق نمونه -1جدول 

 مولکولی 
Table 1- Location and number of collected samples and those infected with GFLV by ELISA and molecular tests 

 آوری شدههای جمعتعداد کل نمونه

samples allNo.  
 های آلوده به ویروستعداد نمونه

No. infected samples 
 نام شهرستان

City 

27 11 
 بردسین

Bardaskan 

22 14 
 کاشمر

Kashmar 

23 12 
 آبادخلی 

Khalilabad 

27 19 
 محمدیه

Mohammadiyeh 

10 2 
 نیشابور

Neyshabour 

109 58 
 هاتعداد ک  نمونه

Total samples 
 

موزائیوک،   قبیو  از  هوایی نشانه با اینیهها از نمونه کمی در تعداد
ها مشواهده  ها دوقلو شدن اوانهشاخه ها، زیگزاگ شدنبرگ بدشیلی

 ن الیزا آلودگی آنها محرز نشد، هر کند در تعودادی از آزمو در ولیشد 

ایون  . تاییود شود   PCR-RTبوسویله   GFLVها آلودگی بوه  این نمونه
در  خصوصیات سوورولونییی بودن موضوع ممین است در اثر متفاوت 

غلظت ویروس در اثر شورایط محیطوی نامناسوب     و یا کاه  هاادایه
  د.باش هار ویرسسایآلودگی بوه  به دلی اینیه  باشود یا

( در تابسوتان  GFLVبوه )  های ردیابی شوده آلودگی نمونه درصد
اردیبهشوت مواه(   های ردیابی شده در اواسط بهار )بسیار کمتر از نمونه

در طول  (GFLV) دهد، ردیابینشان می هم قبلینتای  تحقیقات بود. 
غلظت کم ویوروس بورگ بوادبزنی در گیاهوان      تص  رویشی به دلی 

 پوراکن   زمینوه ویوژه تابسوتان، نبوود    های گرم سوال بوه  ماه در آلوده
همچنووین هووای مختلووف گیوواهی و  قسوومتیینواخووت ویووروس در 

ویروس دکوار   خفیفهای سویه متحم  یا ارقامهای پنهان در آلودگی
اهمیوت اقتصوادی ایون ویوروس در منواطق       . به دلی گردداشیال می

مادری  یروسی در گیاهانردیابی کمترین میزان آلودگی و کشت انگور
های آنها و احداث تاکستان های زایشی برای الوگیری از انتشارو اندام

 (.33باشد )میادید امری ضروری 
 RNA کوه  نشان داد نانودراپ ها باگیری طیف ایبی نمونهاندازه

 دارای CTAB روش از اسوتفاده  بوا  بورگ  باتوت  از شده ک  استخرا 
 900 ک  اسوتخرا  شوده حودود    RNA غلظت و است مناسبی غلظت
-2نوانومتر در آنهوا    250به  270و نسبت ایب  مییرولیتر بر نانوگرم

بوا اسوتفاده از آغازگرهوای     برداری معیوسنسخهبود. در واکن   5/9
افوت بواز در   9670ای به طوول  اختصاصی نن پروتئین پوششی قطعه

ثیور شود   شناسایی شده در روش الایزا، تی GFLVهای آلوده به نمونه
گونوه بانودی مشواهده    که در نمونه گیاه سالم هیچ(، در حالی2)شی  
 برداری معیووس نسخهپروتئین پوششی ویروس در آزمون  تیثیرنشد. 
 تأییود سازی شوده پوس از تعیوین تووالی،     صحت قطعه همانند تأییدو 

 باشد.ها به ویروس برگ بادبزنی مو میکننده آلودگی تاک

 

 توالی یابی شده در تحقیق حاضر GFLVهای مربوط به جدایه NCBIهای ثبت شده در والیت شماررس -2جدول 

Table 2- Accession numbers of GFLV sequences identified in this study in NCBI 

 میزبان

Host 

 شماره دسترسی

Accession numbers 
 آوریمحل جمع

Location 
 

Grapevine MW535300 
 بردسین

Bardaskan 

 

Grapevine MW535301 
 کاشمر

Kashmar 

 

Grapevine MW535302 
 خلی  آباد

Khalilabad 

 

Grapevine MW535303 
 محمدیه

Mohammadiyeh 

 

Grapevine MW535304 
 نیشابور

Neyshabour 
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 8تا  2 راهکشاهد مثبت.  1 راهک. (MpF/CpR) در ژل آگارز یک درصد با جفت آغازگر اختصاصی PCR-RTلکتروفورز محصول ا -2شکل 

 (bp, Fermentas 100نشانگر مولکولی ) Mشاهد منفی.  9شماره  راهکآوری شده از استان خراسان رضوی. جمع VGFL های آلوده بهنمونه
Figure 2- Results of RT-PCR using GFLV specific primers (MpF/CpR). Lane 1 positive control. Lane 2-8 GFLV infected 

samples from Khorasan Razavi vineyards, Lane 9 negative control, M 100bp DNA ladder (Fermentas) 

 

بازی مربوط بوه طوول کامو  نن    افت 9898 نوکلئوتیدیترادف 
اداسوازی و در بانوک    سازی شده،از قطعات همسانهپروتئین پوششی 
ایون تحقیوق در    هوای موورد مطالعوه در   ادایه شماررسنن ثبت شد. 

 ذکر شده است. 2ادول 

هوای  درصد ییسوانی بوا ادایوه    10-19قطعات تیثیر شده دارای 
ییسانی در سوطح   19-16مواود در بانک نن در سطح نوکلئوتیدی و 

هوای رخ داده در سوطح   دهود اهو   اسیدی بودند که نشان موی آمینو
نتظار ویروس، در سطح آمینواسیدی باعث تغییر قاب  ا CPنوکلئوتیدی 

 نشده است.  CPدر آمینواسیدهای 
 درخت تبارزائی رسم شده بر اساس تووالی در  GFLVی هاادایه
( IIو  Iگووروه پووروتئین پوششووی بووه دو گووروه اصوولی )  یننوو ناحیووه
ای در شواخه  ،GFLVهای ایرانی  ادایه (.3بندی شدند )شی  تقسیم

سوایر   ( وIگرتتنود )گوروه    های سایر نقاط دنیووا قوورار  مجزا از ادایه
هوای اروپوایی، آتریقوا و آمرییوای     شوام  ادایوه   GFLVهای ادایه

. همچنوین  (IIای مجوزا قورار گرتتنود )گوروه     انوبی )شیلی( در شاخه
که طوری کردند، بهپیروی میدو خط سیر متفاوت  از های ایرانیادایه
هوای تعیوین تورادف شوده در تحقیوق      های شرق کشور و ادایهادایه

های گزارش شده از شومال  ای اداگانه نسبت به ادایههحاضر در شاخ
غرب ایران قرار گرتتند و این امر ترضیه منشا گرتتن ویروس از ایران 

کند که با نتای  کارگر، سخندان بشیر، پور رحیم، نوری نژاد را تایید می
 ( تطووابق دارد22( و پووانو و همیوواران )39، 29، 29، 92و همیوواران )

ا که ارقام مختلفی از مو در ایران واود دارنود واوود   ز آنجا(. 3)شی  
هوای  واریانوت  تواند دلیلی بور سوازگاری  این خط سیرهای متفاوت می

های غورب و شورق   و قرار گرتتن ادایه ویروسی با ارقام مختلف باشد
های مجزا نشان دهنده اثر ادایی اغراتیوایی در تنووع   کشور در شاخه

 است.  GFLVننتییی و تیام  
تبوارزایی   تحلیو   و تجزیوه بر اساس  2029ای در سال مطالعه رد
هوای  ادایوه  GFLV تووالی  95 ازپروتئین پوششوی   ینن ناحیه توالی

 از ایران، ادایه 2 دیگر، ایتالیایی ادایه 99 )ایتالیا(، به همراه سیسیلی
 از ادایوه  9 شویلی،  از ادایوه  9 برزی ، ادایه از 2 ترانسوی، ادایه 2

کین برگرتته از  از ادایه 9 و اتری  از ادایه 9 آمرییا، همتحد ایالات
های مورد بررسی در دو خوشوه مجوزا قورار    بانک نن نشان داد، ادایه

هوای دنیوا   اودا از سوایر ادایوه    GFLVهوای ایرانوی   دایهگرتتند و ا
منشوا متفواوت   را عام   هایهادااین  انیتنوع در مو  بندی شدندطبقه

بوه   لووده آ یریو تبوادل موداوم موواد تیث    علوت احتمالاً به  دانستند که
GFLV (22) باشدمی کشورها با سایر ای ایتالیا گریبا مناطق د.  

 RT-PCRهووای الایووزا و در ایوون تحقیووق بووا اسووتفاده از آزمووون
هوای اسوتان خراسوان رضووی     ویروس برگ بادبزنی مو در تاکسوتان 

های شمال غرب، شومال  نردیابی شد. این ویروس در ایران در تاکستا
(. از 39و  30، 20 ،6شرق و انووب ردیوابی و گوزارش شوده اسوت )     

 39، 23) به احتمال زیاد از ایران منشا گرتته است GFLVآنجایی که 
پراکن  وسی  ویروس در این مناطق امیان پییر است. ییی از (، 38و 
اسوت   هوای آلووده  های انتقال ویروس برگ باد بزنی مو تیثیر قلمهراه

 نق  اساسی داشته است. هاتاکستانلیا، در گسترش ویروس در 
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ی از های ایرانی ویروس برگ بادبزنی مو و برخنوکلئوتیدی ژن پوشش پروتئینی جدایه بر اساس ترادفدرخت فیلوژنی رسم شده  -3شکل 

 های موجود در بانک ژنجدایه
  Tomato ring spot virusانجام شده است.  Bootstrapدر ارزیابی  رتیرا 9000با  Maximum likelihood به روش MEGA7اتزار درخت با استفاده از نرمرسم  

(TRSV) اند( شده*دار )های ثبت شده در این بررسی نشانتوالی. عنوان برون گروه انتخاب شده استبه. 
Figure 3- Dendrogram illustrating the phylogenetic relationships between the Iranian isolates of GFLV and other GFLV 

sequences deposited in the GenBank 
 The tree was constructed using MEGA 7 using Maximum likelihood method with 500 replicates of bootstrap test. TRSV served as 

an out group. (Recorded sequences in this study showed by *). 

 
مشاهده شده و برگ بادبزنی  و رگبرگ نواری موزاییک زرد علائم
 عوام (. 32ها مشابه با علائم گزارش شده در مناب  است )در تاکستان
( 9110) سواوینو  و موارتلی  .اسوت  ناشوناخته  هنوز علائم بروز مؤثر در

 یو  ننوت ویوروس،  سوویه  شام  تواندمی عوام  این که داشتند اظهار
 توأثیر  ،GFLV مختلوف  هوای سوویه  بوا  متعودد  هوای عفونت میزبان،
هوا  بور اسواس یاتتوه    .(96باشود )  محیطی شرایط و دیگر هایویروس
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توان نتیجه گرتت که تفاوت مشواهده شوده در پوروتئین پوششوی     می
هوایی بوا ننووم    در دامنه قاب  انتظار برای ویروس GFLVهای ادایه
تواند ناشی از خطوای  ود که این تنوع میای مثبت بای تک رشتهانآر

( RdRpای )انمراز وابسته به آرای پلیانهای دخی  در تیثیر، آرآنزیم
 (. 95های نوترکیبی باشد )حین تیثیر و یا در اثر رخداد
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Introduction: Virus and virus-like diseases cause intensive damage in vineyards all over the world. 

Grapevine fanleaf virus (GFLV) is one of the most economic important viruses infecting grapevine worldwide. 
It is a major limiting factor for grapevine productions and reduces fruit quality and shortens the longevity of 
grapevines in the vineyards. GFLV belongs to the genus Nepovirus in the family Secoviridae and has a bipartite 
single-stranded positive RNA genome which encapsidated in isometric particles. Both RNA molecules contain a 
genome-linked viral protein (VPg) at 5' end and a poly (A) tail at 3' end of genome. GFLV is transmitted 
naturally from grapevine to grapevine by the ectoparasitic nematode Xiphinema index in the vineyard. Fanleaf 
disease causes three groups of symptoms, including malformation, vein clearing and yellowing. This difference 
in symptoms is related to diversity in the genome of the virus because in one cultivar can be seen both groups of 
symptoms. Khorasan Razavi province has the third largest area under grape cultivation in Iran in this study we 
studied distribution and diversity of GFLV isolates in vineyards of Khorasan Razavi province. 

Materials and Methods 

- Plant material and virus isolates 
During two consecutive growing seasons of 2019 and 2020, a survey was conducted in some of the major 

areas under the cultivation of grapevine in Khorasan Razavi (Kashmar, Khalilabad, Mohammadiyeh Bardaskan, 
Neyshabour) at the northeast of Iran. A total of 109 grapevines samples were collected and tested for GFLV 
infection by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) as described by Clark and Adams (1977). Total RNA 
was extracted from petioles of ELISA positive samples using CTAB-PVPP method and were used directly or 
stored at - 70 0C.  

- Reverse transcriptase –PCR, cloning and sequencing 
cDNA was synthesized by Thermoresistant MMuLV reverse transcriptase (Parstous, Iran) according to the 

manufacturer's protocol. RT-PCR using specific primer pairs MpF (5'- AGAAGTCGCTCACGATCTGTGAGG 
-3') and CpR (5'- ACAAACAACACACTGTCGCC- 3') was amplified 1760 bp fragment corresponding to the 
complete length of coat protein and 230 nucleotides of 3' proximal end in order to detect infected samples. The 
RT-PCR products were electrophoresed on 1% agarose gel, stained with Green viewer (Pars tous, IRAN), and 
visualized by UV light. 

The gel extracted PCR products were cloned into. pTG19-T PCR Cloning Vector, (Vivantis, Malaysia) 
following the manufacturer’s instructions and were transformed to Escherichia coli strain DH5α. Then colony-
PCR using M13 and the specific primer pairs were used to confirm the recombinant clones. Random 
recombinant clones were selected to extract plasmid DNA using a Qiagen Plasmid Miniprep Kit (Qiagen, 
Germany). Finally, The GFLV coat protein gene has been sequenced in both directions. 

Results and Discussion: In this study, 109 samples of symptomatic vines were collected from the vineyards 
of Khorasan Razavi province. 58 samples were confirmed to be infected using indirect ELISA and reverse 
transcriptase polymerase chain reaction tests. The most symptoms in vineyards were vein banding, leaf 
malformation, open petiolar sinus, stunting and bushy growth of shoot, zigzagged shoot and double nodes in 
infected stem. The prevalence of this virus was high in the samples of Mohammadiyeh region. cDAN fragment 
of GFLV genome with 1760 bp in length corresponding to the GFLV coat protein gene was amplified with 
specific primers. Full-length sequences of the coat protein gene were recorded in the GenBank. Nucleotide 
sequence identities of 90-94% were found between the coat protein region of isolates of this study and that of 
deposited in the GenBank previously. Phylogenetic analysis carried out on the GFLV-CP gene of 5 Iranian 
GFLV sequences selected in this study showed that GFLV isolates of Iran and the world in the phylogenetic tree 
were divided into two main groups.  

Conclusion: The virus has been detected in northwestern, northeastern and southern vineyards in Iran. 
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Probably GFLV originated in Iran, so widespread spread of the virus in these areas is possible. The propagation 
of infected cuttings has played a major role in the spread of the virus in vineyards. The capsid protein gene is a 
conserved region and be used in the molecular phylogenetic analysis and it is the sole viral determinant of the 
specific transmission of GFLV by its vector. Phylogenetic analysis carried out on the GFLV-CP showed that 
GFLV isolates were separated into two statistically significant clusters: the first one (I) including isolates from 
Iran, and the second one (II) including isolates from different countries, and Iranian isolates of GFLV have 
distinct position in phylogentic tree. Furthermore, 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. The percentage of GFLV infected samples in summer was much lower than the samples 
detected in mid-spring. The results of previous research also indicated that GFLV titer in the grapevines drops 
during the summer hot season. High genetic diversity has been observed in coat proteins gene, this change may 
be due to an error in the RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) enzyme during amplification or due to 
recombination events. Geographical area among them has a positive effect on evolution and phylogenetic 
relationships. 
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