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 چکیده
 ۀمیو درختان از برگینمونه  941 شمار ، دار هسته درختان ۀژنتیکی عامل لکه حلقوی بافت مرد تنوعشناسایی مولکولی و بررسی  منظوربه

اختصاصی ژن پروتئین پوششی  آغازگرهای با و آوریجمع 9911و  9914 هایسال تابستان و بهار طی کردستان استان داردانه و دارهسته
PNRSV-F3/PNRSV-R3  آزمونRT-PCR ها  نتیجه .شدندRT-PCR  آلوده به  ها نمونهدرصد از  8/22نشان دادند کهPNRSV  .بودند

و  pTG-19به پلاسمید  ها آنتئین پوششی بخشی از ژن پرو وستیپو پس از تکثیر و  نشیگزیۀ نوع میزبان و منطقۀ جغرافیایی بر پا هیجداسیزده 
درصد با  9/98 ± 222/2میانگین  طور بهنوکلئوتیدی  در سطح آمده دست بهی ها یتوال شدند.تعیین توالی  E. coliی در باکتری ساز همسانه

یۀ بر پای تبارزایی واکاو دری نوکلئوتیدی نشان دادند. همانندی موجود در بانک ژن ها هیجدا گریددرصد با  4/94 ± 220/2یکدیگر و 
به  پژوهشقرار گرفتند که سیزده جدایۀ این  PE5و  PV96 ،PV32در سه گروه تبارزایی  PNRSVی ها هیجدا ترادف نوکلئوتیدی

 ی هلو از کامیارانها هیجدا انیمی نوکلئوتیدی همانندبیشترین  قرار گرفتند. PV96تبارزایی در گروه ی ایرانی ها هیجدا شتریبهمراه 
(KH10) زردآلو از سنندج ،(SZ93)  و هلو از دهگلان(D7)  یۀ شلیل از ایران جدابا(KX353935)  ی همانندو کمترین  درصد 98با

ی ها نسبته شد. دیدی هماننددرصد  0/83با  (DQ983499)از لهستان  آلویۀ جدابا  (SZ26)جدایۀ زردآلو از سنندج  انیمنوکلئوتیدی 
ی بزرگمنفی نقش  نشیگزاین نکته است که  روشنگردر ژن پروتئین پوششی این ویروس  (dN/dS)به غیر مترادف  جانشینی مترادف کم

بررسی در این موردی ها هیجدانیز نشان داد که در  RDP v.4.63 افزار نرمبا بررسی نوترکیبی است و  کردهاین ژن بازی  تکاملرا در 
 ده است.ندا در این بخش از ژنوم رخنوترکیبی  پژوهش

 
 .تبارزایی یواکاومنفی، نوترکیبی،  گزینشپروتئین پوششی،  ی کلیدی:ها واژه
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ABSTRACT 
In order to study molecular identification and genetic diversity of Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), 149 leaf 
samples from 37 orchards of pome and stone fruit trees of Kurdistan province were collected and tested by RT-PCR 
using a PNRSV-F3/PNRS-R3 specific primer pair. Results showed that 20.8% of the samples were infected by 
PNRSV. In the next stage of the study, 13 isolates were selected based on the host and geographic region and their 
amplified fragments were ligated into the pTG19-T plasmid, transformed to E. coli DH5α, and sequenced. 
Phylogenetic analysis showed that PNRSV isolates formed three clades PV96, PV32, and PE5, and all new-
sequences from Kurdistan (in this research) were categorized in PV96 phylogenetic clade, which is close to other 
Iranian isolates. The new isolates shared 99 ± 0.002 identities together and 94/9 ± 0.005 with other previously 
PNRSV reported isolates at the nucleotide level. Pairwise comparisons of sequences showed that isolates peach from 
Kamyaran (KH10), pear from Sanandaj (SZ93), and peach from Dehgolan (D7) had the highest nucleotide similarity 
(98%) with Iranian isolate nectarine (KX353935) whereas isolate pear from Sanandaj (SZ26) had the lowest 
nucleotide identity with isolate plum from Poland (DQ983499). The low dN/dS ratio in all populations of the virus 
showed that negative selection plays important role in PNRSV-CP evolution and recombination. There is no 
recombination event in this domain of PNRSV genome of these isolates. 
 
Keywords: Coat protein, negative selection, recombination, phylogenetic analysis. 
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 مقدمه

 Prunus) دارها هسته ةمردبافت وی قویروس لکه حل

necrotic ringspot virus, PNRSV) متعلق به جنس 

Ilarvirus ةو خانواد Bromoviridae است (King et 

al., 2011 گرده و  ۀبذر، دان ۀلیوس به(. این ویروس

 زیستیو تاکنون ناقل  شود یم ترابردهتکثیر رویشی 

(. Vaskova et al., 2000برای آن شناخته نشده است )

PNRSV است و ژنوم آن  یچندوجه ةدارای پیکر

با قطبیت  یا رشته تک RNA بخشسه  ةرندیدربرگ

 ,.Pallas et al) است یرژنومیز بخشمثبت و یک 

2013 .)RNA1  وRNA2  یها نیپروتئبه ترتیب P1  و

P2  که در تکثیر ویروس نقش دارند و  کنند یمرا کد

به  9' بخشسه پروتئین حرکتی و  RNAاز  0' بخش

 کند یمزیر ژنومی پروتئین پوششی را کد  ةویش

(Aparicio et al., 2010; Bujarski et al., 2012.) 

بار  نینخست دارها هسته ةبافت مردوی قویروس لکه حل

از درختان هلو گزارش شده  1391از آمریکا در سال 

 یها پژوهش(. Cochran & Hutchins, 1941است )

دیگر نشان داد که این ویروس گسترش جهانی داشته 

 است زا خسارت دارها هستهاقتصادی در  ازلحاظو 

(Mink, 1992 ویروس .)از استان اردبیل و  ادشدهی

(، استان Moini & Izadpanah, 2000دشت مغان )

 ,.Rakhshandehroo et alتهران و شمال کشور )

 Rahmanian et) فارس و گلستان یها استان(، 2006

al., 2013)  غرب و شمال غرب  های بخشو برخی

(Sokhandan-Bashir et al., 2017)  یها زبانیماز 

 گزارش شده است. گوناگون

 بافت مردةی حلقو لکهدامنۀ میزبانی ویروس 

ة بیش از ده خانواده است که رندیدربرگ دارها هسته

، Amarantaceae ،Apiaceaeی ها خانواده

Cannabinaceae، Chenopodiaceae ،Cucurbitaceae ،

Compositae ،Leguminosae ،Malvaceae ،

Rosaceae ،Solanaceae  وScrophulariaceae  به این

. این (Fallah et al., 2009) ویروس حساس هستند

لکه غربالی  یها نشانه ةجادکنندیا های عاملویروس از 

است و باعث کاهش کمی و  دار هستهدر درختان میوه 

تا  انیزمیزان  ها باغ یبرخکه در  شود یم ها وهیمفی کی

 ,.Vaskova et alدرصد گزارش شده است ) 05

 ةبافت مرد یحلقو لکهویروس  یها نشانه(. 2000

بستگی  یروسیو یۀجدابه رقم میزبان و  دارها هسته

بالا  ییزا یماریب توانبا  یها هیجدا در دارد که

و  ها جوانه، ها برگروی  شتریب یحلقو لکه یها نشانه

تبدیل به  سپسکه  شده داریپد ها شاخههمچنین 

از پهنک برگ جدا  تیدرنهاو  شوند یم یمردگ بافت

 ندیآ یمو به حالت غربالی در  سوراخ ها برگ شده،

(Moury et al., 2001; Fiore et al., 2008 در برخی .)

 درختان امکان آلودگی نهان وجود دارد های رقم

(Uyemoto & Scott, 1992). 

ژن پروتئین پوششی  یۀبر پااین ویروس  یها هیجدا

 Zindovic et) رندیگ یمقرار  جداتبارزایی در سه گروه 

al., 2015; Aparicio et al., 1999 .)گروه یها هیجدا 

اصلی گیلاس و هلو  یها زبانیم در PV32 تبارزایی

 تره سلمه آزمونگیاه بیماری موزاییک و روی 

(Chenopodium quinoa) یمردگ بافتو  یبدشکل 

 تبارزایی گروه یها هیجدا. کنند یمانتهایی برگ ایجاد 

PV96  گروه  در برابر تر فیخف یها نشانهنیز دارای

 ةرندیدربرگاصلی  یها زبانیمهستند و روی  نیشیپ

و   نشانهپیسک خفیف یا بدون  ها نشانهگیلاس و هلو 

یسک خفیف ایجاد پ تره سلمه آزمونگیاه روی 

دارای  PE5 تبارزایی گروه یها هیجدا. کنند یم

اصلی و علفی  یها زبانیممتغیری روی  یها نشانه

اصلی پیسک و  یها زبانیمروی  ها هیجداهستند. این 

پیسک همراه با  تره سلمهو روی  کنند یمروگوز ایجاد 

 یها هیجدا. کنند یمنکروز و خالدار ایجاد  یها لکه

در تهاجمی بیشتری  تواندارای  PV32گروه تبارزایی 

 ;Fajardo et al., 2015) هستنددو گروه دیگر  برابر

Apricio et al., 1999). 

روش برای مدیریت این بیماری، از  نیکارآمدتر

از  یریکارگ به، عدم ها باغبردن درختان آلوده در  انیم

 های النه یریکارگ بهپیوندزنی و  هنگامپیوندک آلوده 

است بنابراین، شناسایی این ویروس برای  شده یگواه

 یکیژنت تنوعبیماری ضروری است. بررسی  مهار

 راهبرد دنیبرگزباعث  گوناگون یها زبانیمویروس در 

 یابیکامویروسی و  های عامل مهارمناسبی برای 

 یها پژوهش. بیشتر شود یم یمهاراقدامات 

ردیابی با  یۀبر پادر ایران روی این ویروس  گرفته انجام
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 ;Moini & Izadpanah, 2000) شناسی سرم یها روش

Rakhshanderoo et al., 2006; Fallah &. 

Nasrollanejad, 2009) و مولکولی (Rahmanian et 

al., 2013; Abtahi et al., 2015; Sakhandan-Bashir .

et al., 2017)  ی ها هیجداژنتیکی  تنوعبوده و بررسی

 Abtahi et)از گل محمدی  جداشدهایرانی این ویروس 

al., 2015)  دار هستهو درختان (Sokhandan-Bashir et 

al., 2017)  .نیپسدر سالیان  ازآنجاکهانجام شده است 

ی درختان ها باغدر  PNRSVبه  مند گمانی ها نشانه

ی رو نیزااه شد، دیداستان کردستان  دار دانهو  دار هسته

شناسایی این ویروس در این استان  پژوهشة این زیانگ

ی با هم سنجی جدیدی به دست آمد و با ها یتوالبود که 

 تنوعی موجود در بانک ژن، تبارزایی و ها یتوال گرید

 ی شد.بررسژنتیکی آن 

 

 ها روشمواد و 
 RT-PCRو  RNA، استخراج یبردار نمونه

 دار دانهو  دار هستهدرختان میوه باغ  91از  یبردار نمونه

تیر، مرداد و شهریور  یها ماهطی  کردستان استان

 گوناگون یها زبانیماز  1932و  1939 یها سال

آلبالو، آلو، زردآلو، سیب، شلیل، گلابی و  ةرندیدربرگ

، گوناگونگیاهی  یها گونهبا  یها باغدر . شدانجام هلو 

، 1932شد. در سال  یبردار نمونه ها گونه همهاز 

. در انجام شدنیز   نشانهاز درختان بدون  یبردار نمونه

از  PNRSVبه  مند گمان ها نشانهدارای  یها زبانیم

 ها نشانهبدون  یها زبانیمو در  ها نشانهدارای  یها برگ

یک شاخه درخت  یها برگتصادفی از  صورت به

از بافت برگ  RNAاستخراج . شدانجام  یبردار نمونه

انجام ( Foissac et al., 2000) لیکا یروش س با ها نمونه

از آغازگرهای  (cDNA) مکمل DNA برای ساخت .شد

 یانیپاشش نوکلئوتیدی تصادفی در واکنشی با حجم 

 تولید cDNA ساختکیت  ۀلیوس بهمیکرولیتر  ده

شرکت  دستورکار برابر)کره جنوبی(  GeneAllشرکت 

 یآغازگرها از پژوهشدر این  استفاده شد. آن ةسازند
PNRSV-F3 

(5´GCCGAATTTGCAATCATACCC 3´) 

 PNRSV-R3عنوان آغازگر مستقیم و  به

(5´ACTTCGGTCTTGAATTCGAT3´) عنوان به 

تکثیر بخشی از ژن پروتئین  ییتواناکه آغازگر معکوس 

جفت باز را داشتند،  009 ةبه انداز PNRSVپوششی 

 های منطقه یۀپا بر. این آغازگرها استفاده شد

طراحی شدند.  گوناگون یها هیجدا شده حفاظت

میکرولیتر  0/16 یانیپادر حجم  PCR واکنش

 PCRمیکرولیتر از مخلوط  60/2 ةدربردارند

(GeneAll, South Korea) ،60/5  از میکرولیتر

معکوس با  و اختصاصی مستقیم هایآغازگراز  هرکدام

آب  میکرولیتر 10/9میکرولیتر،  درپیکومول  دهغلظت 

انجام شد.  cDNA دیونیزه و یک میکرولیتر سترون

از آب  cDNAی جا بههمچنین در نمونۀ شاهد منفی 

 39صورت  به PCRشرایط زمانی و دمایی استفاده شد. 

برابر دو دقیقه برای آغاز و  یزمان یبرا لسیوسس ۀدرج

 یبرا سلسیوس ۀدرج 39 یرندةچرخه دربرگ 96سپس 

 یزمان یبرا سلسیوس ۀدرج 09ثانیه،  95برابر  یزمان

برابر  یزمان یبرا سلسیوس ۀدرج 16ثانیه،  90برابر 

 یزمان یبرا سلسیوس ۀدرج 16 یتیک دقیقه و درنها

 یو جداساز ندیبرابر هفت دقیقه بود. برای د

در ژل آگاروز  الکتروفورز افقی از رشدهیتکث های قطعه

 استفاده شد. درصد 6/1

 

 توالی نوکلئوتیدی نییو تع یساز همسانه

، از PCR برآمده از DNA های قطعهسازی  برای همسانه

، شرکت pTG19-T PCR cloning vectorحامل 

Selangor, Malaysia) Vivantis )دستورکار برابر 

 باکتری درسازی  همسانه شرکت سازنده استفاده شد.

Escherichia coli یۀسو DH5α ج استخرا شد. انجام

کیت استخراج پلاسمید شرکت  یریکارگ بهبا پلاسمید 

(Gene All Biotechnology, Seoul, korea)Plasmid 

SV Exprep 
TM ،نجامشرکت سازنده ا دستورکار برابر 

نانوگرم در میکرولیتر  155پلاسمیدها با غلظت شد. 

کره و برای تعیین توالی به شرکت ماکروژن در  آماده

 نگرس خودکاربا روش  یابی یتوالارسال شدند.  یجنوب

 انجام شد. T7 promoterآغازگر مستقیم  ۀلیوس به
 

 ترسیم درخت تبارزایی

 افزار نرمدر  نخست آمده دست بههای نوکلئوتیدی  داده

BioEdit  در آن جستجو  آغازگرهاتوالی  نخستوارد و
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های مربوط به پلاسمید، توالی  توالی شیزداو پس از 

 ClustalW الگوریتم ۀلیوس به آمده دست به

(Thompson et al., 1994در ) افزار نرم MEGA6 

(Tamura et al., 2013) درختسپس  .شدندردیف  هم 

دو  یریکارگ بهشده با  فیرد هم یها یتوالتبارزایی 

 Maximum (ML)و Neighbor joining (NJ)روش

Likelihood  1984یالگوو) Tajima-Nei (Tajima & 

Nei  افزار نرمتکرار در  1555با MEGA6 .ترسیم شد 

 
 های ژنتیکی ژن پروتئین پوششی سنجه برآورد

ژنتیکی ویروس با  تنوعهای مربوط به  سنجه برآورد

 شد. انجام DnaSP V.5.10.05 افزار نرم یریکارگ به

 نشیگزژنتیکی، فشار  تنوع تحلیل و  تجزیهبرای 

به همراه  پژوهشتعیین توالی شده در این  یها هیجدا

زیر  عنوان بهاز ایران  شدهیابیتوالی یها هیجدا گرید

زیر  گریدبا  PNRSVجمعیت ایرانی ویروس 

این ویروس از شیلی، چین، ایتالیا،  یها تیجمع

 (.1)جدول  شدند یهم سنجلهستان و آمریکا 

 شمارهای ژنتیکی مانند  سنجه یسنجهمدر این 

 یها گاهیجا شمار،  (Hd)هاپلوتیپ تنوع، (H)هاپلوتیپ 

نوکلئوتیدی  تنوع،  (η)ها جهشکل  شمار،  (S)افتراقی

(π) نسبت جانشینی مترادف ،(dS) نسبت جانشینی ،

 یریکارگ بهبا  (dN/dS) نشیگزو فشار  (dN)غیرمترادف 

 ,DnaSP v.5.10.05 (Librado & Rozasافزار  نرم

از یک ژن که حتی در  ییها یتوال. شد برآورد (2009

 فرد منحصربهیک نوکلئوتید باهم اختلاف داشته و 

 یک هاپلوتیپ جدا در نظر گرفته شدند عنوان بهباشند، 

(Gao et al., 2017) نشیگزشدت فشار  برآورد. برای 

 افزار نرمروی هر کدون از  (dN-dS)وارد به ژن 

MEGA6 تحت  یها کدونی استفاده شد. برای شناسای

 یها کدونتوالی  نخست ،طبیعی نشیگزاثر فشار 

 یساز فیهم رد MEGA6 افزار نرمدر  یا نهیدآمیاس

الگوریتم  گوناگونشدند و سپس سه روش 

Maximum-likelihood ةرندیدربرگ Single 

likelihood ancestor counting (SLAC) ،Fixed 

effects likelihood (FEL) وInternal fixed effects 

likelihood (IFEL)  افزار نرمدرDatamonkey 

(Delport et al., 2010)  استفاده شد. بررسی امکان

ها با  جدایه انیماز ژنوم  بخشنوترکیبی در این  رخداد

( بررسی Martin et al., 2015) RDP v. 4.63افزار  نرم

، RDP ،GENECONVهفت روش  .شد

BOOTSCAN ،MaxChi ،Chimaera  وSISCAN 

 یها هیجدابرای شناسایی  افزار نرمتنظیمات  برابر

که نوترکیبی  ییها هیجداو  شدندنوترکیب استفاده 

 عنوان بهبا سه روش تشخیص داده شد  کم دست ها آن

 نوترکیب شناخته شدند.

 
 پژوهش نیدر امورداستفاده دارها  هسته بافت مردهوی قلکه حل های ویروس ی جدایهها یژگیو گریدو  شمارها رس. 1جدول 

Table 1. Accession numbers and origins of Prunus necrotic ringspot virus isolates/strains analyzed in this study 

Source Number Accession Number Isolate/Strain Host 

Chile 6 
EF565251, EF565260, EF565247, 

EF565250, EF565259, EF565253 

ChrCl.roy1, PlmCl.mrb1, 

PlmCl.mrb1, ChrCl.swe1, 

PchCl.sum1, PchCl.sum1 

Cherry, Plum, Almond, Cherry, 

Peach, Nectarine 

China 10 

HQ833193, HQ833195, KF135204, 

KF135195, KF135200, FJ610344, 

FJ610342, KT444703, EU869295, 

AY684271 

Chr-m, Nec-e, AprSX3, FchrYT5, 

PchHN2, -, -, ChrYL, -, Yunnan 

Cherry, Nectarine, Apricot, 

Cherry, Peach, Rose, Rose, 

Sweet-cherry, Sweet-cherry, 

Rose 

Iran 2 
KJ599816, KX353935, KX353932, 

KX353930, KJ573395, MF767268 

RosIr1-Mas1, SHN-40, SHN-6, 

ZKN-52, Iranian, 82K 

Rose, Nectarine, Nectarine, 

Nectarine, Almond, Apple 

Italy 7 

AJ133204, AJ133203, AJ133201, 

AJ133210, AJ133207, EU368737, 

EU368736 

AlmIt.cor1, ChrIt.lam1, AprIt.try1, 

ChrIt.bla1, PchIt.mry1, PNRSV-

PL38, PNRSV-AL17 

Almond, Cherry, Apricot, 

Cherry, Peach, Cherry, Cherry 

Poland 4 
DQ983495, DQ003584, DQ983499, 

DQ983498 
Bl, I-23, Emp, 143 Cherry, Rose, Plum, Cherry 

USA 4 
AF013286, AF034990, FJ231736, 

FJ231738 
Prune, CH39, ChrT133, ChrT224 

Plum, Sweet cherry, Cherry, 

Plum 

-: unknown 
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 نتایج و بحث
 RT-PCR های نتیجهو  یا مزرعه های مشاهده

به طول  PNRSVژن پروتئین پوششی  ی ازا قطعه

درصد از  1/65نمونه ) 91جفت باز در  009 شیوب کم

ی از شاهد ا قطعههیچ  که یدرحالآمد  به دست( ها نمونه

(. این 1منفی )نمونه سالم و آب( تکثیر نگردید )شکل 

و در  ها نمونهدرصد  91/66در  1939ویروس در سال 

 ردیابی شد. ها نمونهدرصد از  01/13در  1932سال 

 انیمبررسی، در موردی ها سالدر  درمجموع

 36/60استان کردستان، کامیاران با  گوناگونهای  منطقه

 نیتر آلودهجزو  ها نمونه انیمدرصد آلودگی در 

 PNRSV، وجود نیا بای شده بود. بردار نمونههای  منطقه

در  تواند یمی سقز و قروه ردیابی نشد که ها شهرستاناز 

 ها منطقهاز این  موردمطالعهۀ نمونکم  شمارارتباط با 

 10در استان کردستان، هلو با  ها زبانیم انیمباشد. در 

 91/93) موردمطالعهنمونۀ  91 انیمنمونه آلوده در 

درصد( بیشترین میزان آلودگی و سیب با یک نمونۀ آلوده 

درصد( کمترین  59/9) موردمطالعهنمونۀ  91 انیمدر 

این ویروس از  که یدرحالمیزان آلودگی را نشان دادند 

 (.6میزبان گلابی ردیابی نشد )جدول 

 
ی ریکارگ بهبا  RT-PCRهای الکتروفورز  . نتیجه1شکل 

 DNA: مارکرMآغازگرهای اختصاصی ژن پروتئین پوششی. 

bp155 (و آل نیج )به ترتیب  1-0ی ها چاهک، کره جنوبی

 و شاهد منفی KH10 ،SAl53 ،SZ93شاهد مثبت، 
Figure 1. Electrophoretic patterns of PCR products on 

1.2% agarose gel using specific primers of Prunus 

necrotic ring spot virus. Lane M) 100 bp molecular 

marker (GeneAll, South Korea), Lane 1-5) Positive 

control, KH10, SAl53, SZ93, and negative control, 

respectively. 

 
 PNRSVبرای ردیابی  RT-PCR های نتیجهو برداری از استان کردستان  ی نمونهها زبانیمها و  زمان، منطقه .6جدول 

Table 2. Time, geographic, and host species origin of collected samples concerning the results of incidence and 

detection of Prunus necrotic ringspot virus detection from Kurdistan province 

Sampling time Location 
Number 

of gardens 

Total 

samples 

Number of 

infected  
samples 

Number of infected / Number of collected samples 

P
ea

ch
 

C
h
er

ry
 

A
p

ri
co

t 

S
o

u
r 

ch
er

ry
 

N
ec

ta
ri

n
e 

P
lu

m
 

A
p

p
le

 

P
ea

r 

1394 

Sanandaj 6 30 11 5.8 1.4 4.8 1.1 0.1 0.1 0.7 - 
Marivan 2 4 1 0.1 0.1 - - 1.1 0.1 - - 

Saqqez 3 10 0 0.1 0.3 - - - 0.1 0.5 - 

Baneh 2 6 1 1.2 - - 0.1 0.1 - 0.2 - 
Kamyaran 3 12 1 1.6 - 0.1 0.1 0.1 - 0.3 - 

Dehgolan 2 5 1 0.1 1.1 0.1 - - 0.1 0.1 - 
 Total 18 67 15 7.19 2.9 4.10 1.3 1.4 0.4 0.18 - 

1396 

Sanandaj 7 39 5 4.9 0.4 0.4 0.3 1.2 0.7 0.9 0.1 
Marivan 3 7 1 0.3 1.2 0.1 - - 0.1 - - 

Saqqez 1 3 0 0.1 - 0.2 - - - - - 

Baneh 2 9 1 0.1 - - - 0.2 0.2 1.2 0.2 
Kamyaran 3 15 6 2.3 0.2 2.4 - 1.1 1.2 0.2 0.1 

Dehgolan 3 9 3 2.3 0.1 0.1 - - 1.2 0.2 - 
 Total 19 82 16 8.20 1.9 2.12 0.3 2.5 2.14 1.15 0.4 

1394 + 1396 

Sanandaj 13 69 16 9.17 1.8 4.12 1.4 1.3 0.8 0.16 0.1 
Marivan 5 11 2 0.4 1.3 0.1 - 1.1 0.2 - - 

Saqqez 4 13 0 0.2 0.3 0.2 - - 0.1 0.5 - 

Baneh 4 15 2 1.3 - - 0.1 0.3 0.2 1.4 0.2 
Kamyaran 6 27 7 3.9 0.2 2.5 0.1 1.2 1.2 0.5 0.1 

Dehgolan 5 14 4 2.4 1.2 0.2 - - 1.3 0.3 - 

Total  37 149 31 15.39 3.18 6.22 1.6 3.9 2.18 1.33 0.4 
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 ها نشانهاز  یا گستردهآلوده دارای طیف  یها نمونه

زردی، موزاییک، لکه غربالی، پیچیدگی برگ و  همانند

با  ها نشانه( که این 6بدشکلی میوه بودند )شکل 

داشت  یخوان هم PNRSVبرای  شده فیتوص یها نشانه

(Mink, 1992) .به فراخور ها و شدت آن ها نشانه 

است  گوناگونمیزبان، سویه ویروسی و شرایط محیطی 

(Boulila et al., 2013) عدم ردیابی ویروس لکه .

دارای  یها نمونهاز همه  دار هستهحلقوی درختان 

 به دست ها نمونهبه دلیل آلودگی  شاید ها نشانه

 پژوهشدیگر باشد که در این  یها روسیوویروس یا 

 نشد.بررسی 

 یها زبانیماز  گرفته انجام یها یبردار نمونهدر 

زردآلو  ، از یک نمونه گیلاس و یک نمونه نشانهبدون 

PNRSV بنابراین تهیه پیوندک از درختان ؛ ردیابی شد

مولکولی این درختان ممکن است  آزمونسالم بدون 

 آلودگی در باغ جدید گردد. آغازمنجر به 

 
 توالی ژن پروتئین پوششی لیوتحل هیتجز

،  Sal53،SZ93  ،SZ26 ،BH11،KH10 ۀجدایسیزده 

DG1 ،B5 ،M ،K6 ،S2 ،M4 ،D4  وD7  (، 9)جدول

 یها نشانهجغرافیایی، میزبان و نوع  ۀمنطق یۀبر پا

و پس از تکثیر بخشی از ژن  نشیگز ةجادکنندیا

در پلاسمید  یساز همسانهپروتئین پوششی و 

pGT19-T  و میزبانE. coli  .تعیین توالی شدند

توالی  شیزداپس از  آمده دست به یها ترادف

توالی  یسو نوکلئوتیدی مربوط به پلاسمید در دو

ژن پروتئین  025تا  1 گاهیجاکه در موردنظر ویروسی 

 یها دادهاطلاعاتی  گاهیدر پاپوششی این ویروس است، 

 به ثبت رسیدند.  (NCBI)نوکلئوتیدی

در سطح  پژوهشی شده در این ابی یتوالی ها هیجدا

 3/31±556/5میانگین  طور بهنوکلئوتیدی با یکدیگر 

 9/31±559/5ایرانی  یها هیجدا گریددرصد و با 

 یهمانند ی داشتند. همچنین، میزانهماننددرصد 

 بانکموجود در  یها هیجدابا  پژوهشاین  یها هیجدا

درصد بود. سه  9/39±552/5میانگین  طور بهژن 

 D4و  DG1 ۀو دو جدای SZ93و  D7 ،KH10 یۀجدا

بودند و  درصد 155نوکلئوتیدی  یهماننددارای 

 گرفته شدند. در نظریک هاپلوتیپ  عنوان به

در طول توالی نوکلئوتیدی ژن  ها یدگرگون

روند  پژوهشاین  یها هیجداپروتئین پوششی در 

ژن  بانکموجود در  یها هیجدا گریدرا با  یهمانند

 یها یدگرگون(. بیشترین میزان 9 نشان داد )شکل

ژن پروتئین پوششی  نینخست سوم کینوکلئوتیدی در 

بنابراین طراحی آغازگر از این ؛ شد دیدهاین ویروس 

این ویروس کارآمد  یها هیجدابرای ردیابی همه  بخش

 نیست.

 

 
های گوناگون استان  از منطقه شده یآور جمعی ها نمونه در دار دانهو  دار هستهروی برگ درختان  PNRSVهای  نشانه. 6شکل 

( B5( سیب )جدایۀ Bاز کامیاران،  شده یآور جمع( K8شلیل )جدایۀ  (Aآشکار شد.  RT-PCRبا روش  ها آنکردستان که آلودگی 
 E)از سنندج و  شده یآور جمع( S3هلو )جدایۀ  D) ،از کامیاران شده یآور جمع( K2آلو )جدایۀ  C)از بانه،  شده یآور جمع

 راناز کامیا شده یآور جمع( K6های روی برگ زردآلو )جدایۀ  نشانه
Figure 2. Symptoms of PNRSV on pome and stone fruit samples collected from several locations of Kurdistan 

province. A) Nectarine (isolate K8) collected from Kamyaran, B) Apple (isolate B5) collected from Baneh, C) Plum 
(isolate K2) collected from Kamyaran, D) Peach (isolate S3) collected from Sanandaj, and E) Apricot (isolate K6) 

collected from Kamyaran 
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 پژوهشی تعیین توالی شده در این ها هیجدا ژن بانکها و شماره دسترسی در  ی، نشانهبردار نمونه. میزبان، محل 9جدول 

Table 3. Host, location, symptoms, and accession numbers of Prunus necrotic ringspot virus strains isolated from Kurdestan 
Sample Host Location Symptomsa Accession Nos. 

Sal53 Prunus cerasus Sanandaj LD, Y, NS MF574153 

KH10 Prunus persica Kamyaran CS, LD MF574154 
SZ93 Prunus armeniaca Sanandaj M MF574155 

BH11 Prunus persica Baneh M, LD MF767265 

SZ26 Prunus armeniaca Sanandaj SL MF767267 
DG1 Prunus avium Dehgolan SH, M MF767266 

B5 Malus domestica Baneh NS, LD MG788250 
M Prunus persica Dehgolan CS, M MG788256 
K6 Prunus armeniaca Kamyaran SH, CS, NS MG788253 
S2 Prunus persica Sanandaj CS MG788255 
M4 Prunus avium Marivan SL MG788254 
D7 Prunus persica Dehgolan CS, NS MG788252 

D4 Prunus domestica Dehgolan NS MG788251 
a) LD: leaf deformation, Y: yellowing, NS: necrotic spots, CS: chlorotic spots, M: mosaic, SL: symptomless, SH: shot holes. 

 

 
 دارها هسته بافت مردةنوکلئوتید از ژن پروتئین پوششی ویروس لکه حلقوی  009ی نوکلئوتیدی در ها یدگرگون. میانگین 9شکل 

 (Pi2) پژوهشی این ها هیجداو  (Pi1)ی موجود ها هیجدادر 
Figure 3. Trend of nucleotide diversity along the 553 nucleotides of coat protein gene in the Prunus necrotic ringspot 

virus strains/isolates in previously reported isolates (Pi1) and our isolates (Pi2) 

 

 

 تبارزایی لیوتحل هیتجز

درختان  ةبافت مرد یحلقو لکهویروس  یها هیجدا

نوکلئوتید از ژن پروتئین  009 یۀبر پا دار هسته

در سه گروه  MLو  NJپوششی با هر دو روش 

( 9قرار گرفتند )شکل  PE5و  PV96 ،PV32تبارزایی 

 ,Aparicio & Pallas)پیشین  یها پژوهشکه با 

2002; Aparicio, 1999; Fiore et al., 2008) 

 19 ةرندیدربرگ PV96داشت. گروه تبارزایی  یخوان هم

، پنج جدایه از ایران، چهار جدایه از پژوهشاین  ۀجدای

ایتالیا، چهار جدایه از آمریکا، سه جدایه از چین، سه 

جدایه از شیلی و یک جدایه از لهستان، گروه تبارزایی 

PV32 یک جدایه از ایران، هفت جدایه از  ةرندیدربرگ

جدایه از شیلی، دو جدایه از لهستان و یک چین، دو 

چهار  ةرندیدربرگ PE5جدایه از ایتالیا و گروه تبارزایی 

دو جدایه از ایتالیا و یک جدایه از شیلی و یک  ،جدایه

که در استان  یپژوهشدر جدایه از لهستان بودند. 

 یهمگاین ویروس انجام شد،  یها هیجدا گلستان روی

 ,.PV32 (Rahmanian et alگروه تبارزایی ها در  جدایه

 PNRSV یها هیجدا ،دیگر پژوهشدر  بودند اما (2013

قرار گرفتند  PV96از گل محمدی در گروه تبارزایی 

(Abtahi et al., 2015 همچنین، در درخت .)

 Aparicio etپیشین ) یها پژوهشبا  برابر شده میترس

al., 1999; Fiore et al., 2008 نوع  انیم( همبستگی

تبارزایی به  یبند گروهجغرافیایی با  منشأمیزبان، 

 انیم یدار یمعندست نیامد هرچند ارتباط 

 یها گروهاین ویروس و  یها هیجدا ییزا یماریب
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 ,Hammond & Crosslin) داشتتبارزایی وجود 

نوع  انیمارتباط    د نبو(. Cui et al., 2012؛ 1998

 یۀبر پاارزایی در این ویروس تب یبند گروهمیزبان و 

CP ،ژهیو یها انتیوار نشیگز      نبود  برآمده از تواند یم 

 نشیگزفشار    د نبو اصطلاح بهمیزبان و یا  ۀلیوس به

باشد  (host-associated selection) میزبان برآمده از

(Garcia-Arenal et al., 2003) قرار گرفتن .

( نشان داد 9)شکل  جداایرانی در دو گروه  یها هیجدا

را طی  ییجدا یتکاملکه این ویروس در ایران مسیر 

 نکرده است.

 

 
 05نوکلئوتید از ژن پروتئین پوششی  009سازی  فیرد هماز  Neighbor-joiningبه روش  شده میترس. درخت تبارزایی 9 شکل

روی  25های بوت استرپ کمتر از  روابط تبارزایی به کار رفته است. اندازه برآوردتکرار برای  1555. اعتبارسنجی با PNRSVجدایۀ 

 . کنار آن رنگ اهیسمثلث  نشانبا  پژوهشی ردیابی شده در این ها هیجدااند.  نشان داده نشده ها گره

 اند. آمده 1در جدول  ها هیجدای ها یژگیو
Figure 4. Phylogenetic relationships of Prunus necrotic ringspot virus isolates reconstructed based on 553 bp of CP 

gene sequence data using the Neighbor-joining method. Bootstrap values over 60% are given at the nodes. Isolates of 

this study are shown by black triangles. Identities of isolates are given in Table 1. 
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 یهمانندتبارزایی، بیشترین  یها گروه انیمدر 

درصد و  1/33با  PE5نوکلئوتیدی در گروه تبارزایی 

درصد و گروه  6/31با  PV96سپس گروه تبارزایی 

درصد مشاهده شد. بیشترین  31با  PV32تبارزایی 

 PE5و  PV96تبارزایی  یها گروه انیمفاصله ژنتیکی 

دو  انیمبه دست آمد و بیشترین نزدیکی  199/5با 

شد.  برآورد 502/5با  PV96و  PV32گروه تبارزایی 

و  PV32گروه تبارزایی  انیمهمچنین فاصله ژنتیکی 

PE5 ،161/5 .بود 

 

 ژنتیکی یها سنجه برآورد برآمده از های جهینت

 PNRSVمولکولی ژن پروتئین پوششی  ها یژگیو

(. 9)جدول  شد برآوردژنتیکی  سنجۀچندین  ۀلیوس به

هاپلوتیپ،  15 شماردارای  پژوهشاین  یها هیجدا

 یها گاهیجا شمار، π=5159/5 نوکلئوتیدی تنوعمیزان 

، نسبت جانشینی ᴫ=90 ها جهش شمار، S=99 افتراقی

به جانشینی مترادف  نامترادفنوکلئوتیدهای 

9101/5=dN/dS  کارآمدنقش  روشنگربودند که 

این ژن بوده است. برای  تکاملمنفی در  نشیگز

ایرانی این  جمعیت یسنجهمبیشتر از  افتنیدر

، جهاناین ویروس در  یها تیجمع گریدویروس با 

تعیین  شیاز پ ۀو شش جدای پژوهشاین  یها هیجدا

( تحت عنوان 1)جدول  ها استان گریدتوالی شده از 

. بیشترین میزان شدند لیوتحل هیتجزجمعیت ایرانی 

 شمارو بیشترین  (π=511/5) نوکلئوتیدی تنوع

ایتالیا و  یها هیجدادر  (S=30) تراقیاف یها گاهیجا

با ( π=519/5) نوکلئوتیدی وعتنکمترین میزان 

برای  (S=19) افتراقی یها گاهیجا شمارکمترین 

 تنوعآمریکا به دست آمد. کمترین میزان  یها هیجدا

این ویروس برای  یها تیجمع انیمژنتیکی در 

 ( و سپس جمعیت ایرانπ=519/5جمعیت آمریکا )

(560/5=πبه ) .کم این ژن در جمعیت  تنوعدست آمد

کم این  ۀنیشیپ برآمده از دیشا PNRSVایرانی 

از  یهمانند ینشیگزویروس در ایران باشد. فشار 

میزبان به این ویروس وارد  گوناگون یها گونه یسو

مشتق  یها تیجمعباعث ایجاد  جهیدرنتشده است و 

 یها روسیو ةدربار همچنان کهاز میزبان نشده است 

 ,.Vevis et al) دیگر نیز این حالت دیده شده است

2002; Garcia-Arenal et al., 2001) همچنین فشار .

منفی شدیدی بر روی ژن پروتئین پوششی  نشیگز

 (.dN/dS=111/5) وارد شده است

 یها گروهاز یک کشور در  ییها هیجداقرارگیری 

کم ژنتیکی در  تنوع(، وجود 1)شکل  گوناگونتبارزایی 

 انیمدر  فراوانژنتیکی  تنوع، وجود ها گروه درون

 ها داده) (FST)افتراق جمعیت  ۀشناسو برآورد  ها گروه

که مهاجرت ژنی  رسد یم( به نظر اند نشدهنشان داده 

 وفور بهمواد تکثیری آلوده  ییجابجا( در اثر ها هیجدا)

جانشینی  کم یها نسبتاست. همچنین  داده رخ

 ها تیجمعدر همه  (dN/dS) به غیر مترادف مترادف

منفی  نشیگزاین نکته است که  روشنگر( 9)جدول 

کرده این ژن ویروس بازی  تکاملرا در  اریبسنقش 

در  نشیگز، فشار dN=dS ۀ. با توجه به فرضیاست

 ةدهند نشانها حالت خنثی نداشته است و این  گروه

این ژن از  تکاملو  تنوعمنفی در  نشیگز کارآمدنقش 

که بیشترین  ندنشان داد های نتیجهویروس بوده است. 

در جمعیت ایرانی و ( dN/dS=601/5) نشیگزفشار 

در  (dN/dS=131/5) نشیگزآمریکایی و کمترین فشار 

 زیر جمعیت شیلی وجود داشت. بیشترین مقدار

9101/5=dN/dS  به دست  پژوهشاین  یها هیجدابرای

 یشمار یببا  وندیپآمد و دلیل این امر ممکن است در 

باشد که  پژوهشدر این  بررسیمورد یها زبانیم

 .اند شدهجدا  ها آناز  ویروس یها هیجدا

ی ها یدگرگونی را در فراوانهرچند نوترکیبی نقش 

 ,.Gao et al) کند یمبازی  ها روسیو تکاملژنتیکی و 

 بدون PNRSVاما این بخش از ژنوم ویروس  (،2016

نوترکیبی بود. نوترکیبی در این ژن در پنج جدایه از 

 تونس و یک جدایه از لهستان گزارش شده 

 در این  ها هیجدا، ولی این (Boulila, 2009)است 

یی پایین بودن نرخ چراکار نرفتند.  مورد به پژوهش

ود ناقل با نب وندیدر پ دیشانوترکیبی در این ویروس 

 زیستی باشد.

 یها کدونبر روی  (dN-dS) نشیگزمیزان شدت 

از ژن پروتئین پوششی در  بخشبا این  وندیدر پ

که  ندنشان داد ها نتیجهو  برآورد MEGA6 افزار نرم

در طول این ژن یکسان نبوده  نشیگزمیزان شدت 

 (. 0 است )شکل
 



 ... دارها هسته مرده بافت یحلقو لکه روسیو یکیژنت تنوع یبررس و ییشناساآذریار و همکاران:  69

 
 

 

 

 PNRSVی از ژن پروتئین پوششی بخشیۀ بر پای جمعیتی ها برآورد سنجه های نتیجه .9 جدول
Table 4. Genetic characterization of Prunus necrotic ring spot virus coat protein from different populations 

dN/dS dS dN
 π ηd Sc Hdb Ha N Geographic region 

0.4857 0.0175 0.0085 0.0103 35 34 0.949 10 13 This study 

0.1979 0.1793 0.0350 0.0695 98 91 1.000 6 6 Chile 
0.2062 0.0960 0.0198 0.0380 63 61 1.000 10 10 Chin 

0.2530 0.0486 0.0123 0.0199 83 79 0.959 14 19 Iran 

0.2561 0.1827 0.0468 0.0785 103 95 1.000 7 7 Italy 
0.2295 0.1860 0.0427 0.0765 82 80 0.833 3 4 Poland 

0.2580 0.0310 0.0080 0.0133 14 14 1.000 4 4 USA 

0.1880 0.1457 0.0274 0.0498 203 171 0.994 45 50 Total 

N: نمونه،  شمارH :مرفیسم( چندشکلی )پلی شمار، Hd :هاپلوییدی،  تنوعS :های افتراقی،  جایگاه شمارη :ها،  کل جهش شمارπ :ژنتیکی، تنوع dN :تنوع 

 .اند شدههایی که منجر به تغییر اسیدآمینه  جهش تنوع: dSاند،  هایی که منجر به تغییر اسیدآمینه نشده جهش
N: number of isolate; H: number of haplotypes/isolates; Hd: haplotype diversity; S: number of polymorphic (Segregating) sites; η (Eta): total number 

of mutations; π: nucleotide diversity; dS: synonymous nucleotide diversity; dN: non-synonymous nucleotide diversity. 

 

 
 پروتئین پوششیی ژن ها کدوندر طول  (dN-dS)بر ژن پروتئین پوششی  نشیگز. شدت فشار 0شکل 

Figure 5. Selection pressure intensity (dN-dS) along the codons of the coat protein gene 

 

 یریکارگ بههمچنین نوع فشار وارد بر هر کدون با 

 یها روشبا  Datamonkeyموجود در  HyPhy افزار نرم

SLAC ،FEL  وIEFL  انجام  1/5 یدار ینمعدر سطح

نشان داده شده است  0که در شکل  گونه همانشد. 

منفی بودند. در  نشیگزتحت فشار  ها کدونبیشتر 

 FELالگوریتم  یریکارگ به، با 1/5 دار یمعنسطح 

و  IFELو با الگوریتم  191و  01 یها کدون

مثبت در سطح  نشیگزبا فشار  111و  01یها کدون

با الگوریتم  که یدرحالدست آمد به 1/5 دار یمعن

SALC  مثبت یافت  نشیگزهیچ کدونی تحت فشار

، 33، 36، 19، 16، 11 یها کدوننشد. همچنین 

با هر سه الگوریتم  121و  129، 110، 116، 155

FEL ،IFEL  وSALC  تحت 1/5 دار یمعنو در سطح ،

 منفی شناسایی شدند. نشیگزفشار 

 افتیدربه  پژوهشدر این  آمده دست به یها داده

 یراستااین ویروس در  یها تیجمعساختار مولکولی 

 منظور به بیمارگرمشتق از  یراهبردها یریکارگ به

 خواهد کرد. یاریبا این ویروس  ییارویرو
 

 کلی یریگ جهینت

ویروس  RT-PCR، با روش مولکولی پژوهشدر این 

 یها زبانیماز  دار هستهدرختان  بافت مردهلکه حلقوی 

استان کردستان ردیابی شد و  دار دانهو  دار هسته

با ژنتیک جمعیت این  وندیپدر  ییها دادههمچنین 

 برآورددر  آمده دست به یها دادهدست آمد. ویروس به

 نشیگزهای جمعیتی این ویروس نشان داد که  سنجه

ژن پروتئین پوششی  تکاملرا در  یفراوانمنفی نقش 

 این ویروس بازی کرده است.
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