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Abstract 
Objective 

The Hop stunt viroid has the widest host range among viroids and is prevalent worldwide. This 

research aims to detect and characterize HSVd variants in the vineyards of Kerman province and 

some other parts of Iran and analyze the variants' phylogenetic status. 

Materials and methods 

Seventy-four leaf samples were collected from grapevines in Kerman, East Azerbaijan (Tabriz), 

and Fars (Beyza) provinces during the summers of 2018–2020. The samples were processed and 

subjected to RT-PCR to detect HSVd using specific primers. Then, complete genomes of seven 
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HSVd variants were sequenced and blasted into GenBank. In the MEGA 7.0 program, the 

neighbor-joining statistical method was used to construct a phylogenetic tree to consider 

relationships between the detected HSVd variants and those obtainable in GenBank. Furthermore, 

the homology of the grapevine-related variants was analyzed by SDT v1.2 software. Finally, eight 

plant species and varieties were experimentally inoculated by two HSVd variants to study 

symptom expression and determine host range. 

Results 

Throughout the world, HSVd variants have been grouped into five phylogenetic groups: Citrus, 

Hop, Plum, Plum-Hop/cit3, and Plum-Citrus. Accordingly, the identified seven HSVd variants in 

this study and several previously reported variants from grapevines in Iran and Germany were 

classified under the main group, Hop. The HSVd variants from grapevine had genome lengths 

ranging from 297 to 300 nucleotides, with 93.3–98.7% nucleotide sequence similarity. Three of 

the seven HSVd isolates identified in Kerman province vineyards and four isolates previously 

reported from grapevines in Iran and Germany formed a subgroup within the Hop cluster. In 

addition, the Hop group included four Iranian pistachio HSVd isolates from the Kerman province 

and some Tunisian pistachios HSVd isolates with Iranian provenance. 

Conclusions 

Given that HSVd infection of grapevines has been documented in Iran before pistachio infection, 

pistachios were most likely infected via HSVd inocula transferred from affected grapevines. 

Therefore, based on molecular studies and available evidence, grapevines can be assumed to be 

the source of infection for pistachio trees. 
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  چکیده

و از  باشددامنه میزبانی را در بین ویروئیدها دارا میترین گسترده (Hop stunt viroid, HSVd)، رازک یکوتولگ دیروئیو هدف:

های ویروئید هدف از این تحقیق، ردیابی، شتتناستتایی و ت یین اایگاه تاکستتونومیکی ادایهاستتت. مناطق مختلف دنیا گزارش شتتده

 باشد.کشور میهای استان کرمان و برخی نقاط دیگر کوتولگی رازک در تاکستان

 استان دو و کرمان استان انگوردرختان  از یبرگ یهنمون 74 مجموع در ،1399 تا 1397 هایسال تابستان یط در :هاروشمواد و 

 قرار یبررس مورد RT-PCR آزمون توسط HSVd به هانمونه یآلودگ و شد یآورامع( ضایب) فارس و( زیتبر) شرقیجانیآذربا
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اهت  .شدند سهیمقا ژن بانک در مواود یهایتوال با و دیگردترادف  نییت  حاصل HSVd ادایه هفت کامل ژنوم یتوال. گرفت

و روش   MEGA(version 7های این ویروئید، از نرم افزار )های بدست آمده با سایر ترادفبررسی روابط فیلوژنتیکی ترادف

neighbor-joining ها نیز توسط نرم افزار استفاده شد. همچنین میزان همولوژی ادایهSDT v1.2  .ت یین  اهت بررسی شد

 .استفاده گردیدهشت گونه و رقم گیاهی  از علائم بررسیدامنه میزبانی و 

و  Citrus ،Hop ،Plum ،Plum-Hop/cit3 یکیلوژنتیبه پنج گروه ف HSVd یهایتوال نیشتتیپ یهامطابق با گزارش :نتایج

Plum-Citrus های ت یین توالی شده از درختان انگور متغیر )بین نتایج این تحقیق نشان داد اندازه ژنوم ادایهشدند.  یبندمیتقس

شتند. ب 3/93 - 7/98نوکلئوتید( و با یکدیگر،  300تا  297 شابه دا صد ت شده در ا نیرادر ساس، هفت ادایه گزارش  س نیا  یبرر

ستته ادایه  .دندیواقع گرد Hop یدر گروه اصتتل آلمان کشتتورو نیز از درختان انگور از ایران  گریند ادایه گزارش شتتده دچ اهمراه ب

حاصل از درختان انگور باغات استان کرمان به همراه چهار ادایه گزارش شده از این درختان، از کشور آلمان و ایران، یک زیر گروه 

شکیل دادند. همچنی ستان کرمان با ت دادی ادایه گزارش در گروه رازک ت سته در ا شده از درختان پ سایی  شنا ن چهار ادایه ایرانی 

 شده از درختان پسته کشور تونس )با منشاء ایرانی( نیز در گروه رازک قرار گرفتند.

قبل از آلودگی درختان پسته گزارش گردیده، بنابراین  HSVdاز آنجائی که آلودگی درختان انگور در ایران نسبت به  گیری:نتیجه

سته به احتمالاً سطهدر ایران به HSVd آلودگی گیاهان پ سته رخ وا ی آلودگی متقاطع و انتقال آلودگی از درختان انگور به درختان پ

توانند به عنوان مبداء آلودگی ور میداده است. براین اساس با تواه به نتایج حاصل از مطال ات ملکولی و شواهد مواود، درختان انگ

 درختان پسته در ایران باشند.

 ویروئید کوتولگی رازک، درختان انگور، فیلوژنی: هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله
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 مقدمه

ای تک رشتتته آر.ان.اِهستتتند که از ن ر ستتاختاری شتتامل مولکول های  1زای گیاهیترین عوامل بیماریویروئیدها کوچک

ستتتاختارهای و  4حلقهت داد قابل تواهی  ،3ایهای درون رشتتتتهافتی باز(، دارای نوکلئوتید 400تا  250تقریبی طول هب) 2حلقوی

2009Ito et al. -; Kawaguchi1997Sochacka et al. -Góra ;باشتتند )و فاقد پروتئین پوشتتشتتی می قوی 5یثانویه

Owens et al. 2012 صطلاح ویروئید به م نای سط )“ ویروسشبه”(. ا ستین بار تو صیف عامل  Diener( 1971نخ اهت تو

شدن غده سیببیماری دوکی  شد به 6زمینیهای  به  7ویروئید کوتولگی رازک (. Flores et al. 1987Diener ;2005)کار برده 

 .Hayata et 1998Flores et al ;شود )شناخته می Pospiviroidaeاز خانواده  Hostoviroidaeانس  8عنوان گونه تیپ

2017al. می 19-(. عضتتتو دیگر این انس ویروئید پنهان کوکب( 2017باشتتتدSerio et al. Di  .)رازک یکوتولگ دیروئیو ،

است. این ویروئید علاوه بر رازک مختلف دنیا نیزگزارش شده مناطقو از  باشدمیزبانی را در بین ویروئیدها دارا میدامنهترین گسترده

شد )نیز می 11و علفی 10چوبیقادر به تکثیر در ت داد زیادی از گیاهان  (. آلودگی  .2003gh et al. ; Sin2017Hataya et alبا

سپانیا( ) HSVdبه  سیب )ایران( Astruc et al. 1996; Zhang et al. 2012تاکنون از گیاهانی مانند بادام و انار )چین و ا  ،)

(Jahanshahi et al. 2015ای و چین( )(، زردآلو )کشتتورهای مدیترانهAmari et al. 2001; Zhang et al. 2012 انواع ،)

 ;Lemmetty et al. 2011(، خیار )هلند و فنلاند( )Roistacher 1996; Sano et al. 1988رش اهانی( )مرکبات )گستتت

Sano et al. 1984( )نان، تونس و ایران یه، لب  ;Elbeaino et al. 2012b; Elbeaino et al. 2013(، انجیر )ستتتور

Jahanshahi et al. 2015; Yakoubi et al. 2007)سترش اهانی (، عناب Kawaguchi-Ito et al. 2009) (، انگور )گ

(، هلو Elbeaino et al. 2012a; Jahanshahi et al. 2015(، توت )ایتالیا، لبنان و ایران( )Zhang et al. 2009)چین( )

سپانیا و چین( )  Hassen et( ، گلابی )تونس( )Kofalvi et al. 1997; Sano et al. 1989; Zhou et al. 2006)ژاپن، ا

al. 2004( )شی )یونان سپانیا و چین( Luigi et al. 2013(، ختمی چینی )ایتالیا( )Kaponi et al. 2012(، گیلاس وح (، آلو )ا

(Astruc et al. 1996; Zhang et al. 2012( )(، به )ایرانJahanshahi et al. 2015 (، رازک )ژاپن، استتلوونی، آمریکا و

( و پسته Eastwell & Nelson 2007; Guo et al. 2008; Radisek et al. 2008; Sasaki & Shikata 1977چین( )

کا( ) ( گزارش Al Rwahnih et al. 2018; Elleuch et al. 2013; Maddahian et al. 2019)ایران، تونس و آمری

                                                      
1 Smallest plant pathogenic agent 
2 Circular single-stranded Ribonucleic acid 
3 Base pairing 
4 Loops 
5 Secondary structures 
6 Potato spindle tuber disease 
7 Hop stunt viroid (HSVd) 
8 Type spices 
9 Dahlia latent viroid-1, DLVd 
10 Woody plants 
11 Herbaceous plants 
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سیشده ست. در برر ست آمده ویروئید کوتولگی رازک از گیاهان رازک، خیار، انگور، های اولیه، توالیا مرکبات، هلو و آلو به های بد

(. در مطال ات بیشتتتر و همچنین در  1990Shikataبندی شتتدند )تقستتیم 3و تیپ مرکبات 2، تیپ آلو1ستته گروه تیپ رازک/انگور

سترده سه گ و تیپ  6مرکبات-های تیپ آلونامدیگری به  5های این ویروئید، دو گروه نوترکیبادایه 4تر در زمینه روابط تکاملیمقای

از نوترکیبی  گروه تیپ رازک نیز احتمالاً(.  .Kofalvi et al. 2001Amari et al ;1997م رفی گردیدند ) 3cit 7زک/را-آلو

ست ضای گروه آلو و مرکبات بواود آمده ا شش ویروئید Matousek et al. 2003; Kofalvi et al. 1997) بین اع (. تاکنون 

ست که  شده ا سترالیایی مومختلف همراه با درختان انگور گزارش  شامل ویروئید ا شش عدد  ، ویروئید پنهان 8چهار ویروئید از این 

باشتتتند با کنند و دارای آلودگی پنهان میبر روی گیاهان انگور علائمی ایجاد نمی HSVdو  10، ویروئید اگزوکورتیس مرکبات9مو

هانی مانند رازک، مرکبات، خیار و درختان هستتتته دار، به دلیل امکان انتقال ویروئید از درختان انگور بدون علائم، به گیااین واود 

(. در این بین دو ویروئید لکه زرد Kawaguchi-Ito et al. 2009باشد )با درختان انگور مورد تواه می HSVdویروئید همراهی 

و یا  13برگ بادبزنی مونواری چه در آلودگی مخلوط با ویروس به دلیل ایجاد علائم رگبرگ 12مو 2و لکه زرد شتماره  11مو 1شتماره 

. به از ویروئید پنهان انگور در کشور چین بقیه ویروئیدهای انگور (Martelli 2014)باشند منفرد مورد تواه می به صورت آلودگی

 Martelli)باشد در مناطق مختلف کشت انگور در دنیا زیاد می GYSVd-1و  HSVdگسترش اهانی دارند. شیوع دو ویروئید 

2014; Zhang et al. 2014). های مختلف مانند های متفاوت کشور و از میزبانویروئید کوتولگی رازک تاکنون از نقاط و استان

بویراحمد و فارس(  و (، مرکبات )مازندران، کهگیلویهJahanshahi et al. 2015انجیر )فارس و یزد(، توت )فارس، بوشهر و یزد( )

(Amiri-Mazhar et al. 2014b; Bani‐Hashemian et al. 2016; Zaki-aghl et al. 2010 به ،)(، ستتیب )فارس

فارس(، هلو )یزد(، زردآلو )یزد( ) (Jahanshahi et al. 2015جان بای جان( و انگور )آذر بای جان( شتتترقی، آذر فارس و زن غربی، 

(Hajizadeh et al. 2012; Hajizadeh et al. 2015; Salami et al. 2022; Zaki aghl & Izadpanah 2010 )

یده استتتت. همچنین  یده ) HSVdگزارش گرد مان گزارش گرد تان کر بات در استتت ته و مرک تان پستتت ‐Baniتاکنون از درخ

Hashemian et al. 2016; Maddahian et al. 2019طال ه نه م ید در (، ولی هیچ گو نه واود این ویروئ ای در زمی

                                                      
1 Grape/hop-type 
2 Plum-type 
3 Citrus-type 
4 Phylogenetic relationships 
5 Recombinant group 
6 Plum-citrus-type 
7 Plum-hop/cit3, P-H/cit3 
8 Australian grapevine viroid (AGVd) 
9 Grapevine latent viroid (GLVd) 
10 Citrus cachexia viroid (CCaV) 
11 Grapevine yellow speckle viroid-1 (GYSVd-1) 
12 Grapevine yellow speckle viroid-2 (GYSVd-2) 
13 Grapevine fanleaf virus (GFVP) 
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و عدم واود پژوهشی  HSVdهای کشور نسبت به ردگی آلودگی تاکستانهان این استان صورت نگرفته است. باتواه گستتاکستان

در  HSVdدر مورد آلودگی درختان انگور به این ویروئید در استتتان کرمان، لذا هدف از این تحقیق بررستتی واود و شتتناستتایی 

ها نستتبت به دیگر یههای استتتان کرمان و همچنین برخی نقاط دیگر کشتتور و بررستتی اایگاه تاکستتونومیکی این اداتاکستتتان

 باشد.های گزارش شده این ویروئید میادایه

 

 هامواد و روش

از  1399تا  1397 یهاستتتال ی تابستتتتانرازک، ط یکوتولگ دیروئیو مطال ه و یابیمن ور ردبه: یبردارنمونهبازدید و 

ستاندر انگور واقع های باغ سسه ماهان،شامل مناطق کرمان ) یهاا شهربابک،  صراوپار و رفتیکرمان، ا راان،یکنج،  (، آباد، ن

عسکری و ارقام درختان انگور اوان  یهااز برگبازدید به عمل آمد و ( زیتبرهای انگور باغ)ی شرقجانیآذربا ( وضایبمنطقه  فارس)

صات از امله  عدد، 74، هاشد. نمونه ریش بابا نمونه گیری شخ شگاهآ هبآن برداری و نوع رقم محل نمونهبا ذکر م منتقل و تا  زمای

 (.1 )ادول سانتیگراد نگهداری گردیدند ه یدرا چهاردر دمای  مربوطه هایآزمایشزمان انجام 

 1399-1397های آوری شده در طی سالهای انگور جمعمناطق، رقم و تعداد نمونه .1جدول 

Table 1. List of grapevine samples collected between 2018 and 2021, including variety, 

number, and geographic origin 

No of samples Variety Region 

5 Rishbaba Kerman-Kerman 
10 Askari Kerman-Shahr-e-babak 
7 Rishbaba Kerman-Sirjan 
4 Askari Kerman-Jiroft 
7 Askari Kerman-Cekonj 
6 Rishbaba Kerman-Naseraabad 
10 Askari Kerman-Negar 
8 Askari Kerman-Mahan 
10 Askari Tabriz-Tabriz 
7 Askari Fars-Beyza 

74             Total 
 

ستخراج آر.ان.اِ  سخهو واکنش 1ا های من ور ردیابی ویروئید کوتولگی رازک در نمونهبه: 2برداری معکوسهای ن

شده، با روش انگور امع شد ) CTAB 3آوری  ستخراج  ستخراج از پس. ( .1998Zhang et alآر.ان.اِ ا شت ساختآر.ان.اِ  ا ی هر

                                                      
1 Ribonucleic acid (RNA) 
2 Reverse transcription reaction (RT) 
3 Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 
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 Sharifiمطابق با روش  2نسخه برداری م کوس آنزیم ( و .2001Amari et al) VP-19 1استفاده از آغازگر م کوس بامکمل 

et al. (2008)  (.2انجام گردید )ادول 

مل ژنوم  PCR-RTآزمون : 3ای پلیمراززنجیره واکنش کا هت تکثیر طول  های HSVdا غازگر فاده از آ  با استتتت

اهت تکثیر ژنوم  Taq 5از آنزیم پلیمراز  .(2ل ادو( ) .2001Amari et alصتتورت گرفت ) VP/19-VP-20 4اختصتتاصتتی

 ،لسیوسس یهدرا 94در دمای  اولیه به مدت یک دقیقه شامل واسرشت سازیچرخه  30در  PCRویروئید استفاده گردید. واکنش 

و  گرادینتسا یهدرا 72در دمای یک دقیقه  DNAو گسترش ساخت  گرادیسانت یهدرا 52در دمای  یک دقیقه اتصال آغازگرها

ساخسرانجام  صل به مدت ت قط ات، اهت تکمیل   در نهایت .شد یسانتیگراد نگهدار یهدرا 72دقیقه در دمای  10مخلوط حا

 .گرفتمورد ارزیابی قرار  درصد یکبا استفاده از ژل آگارز  PCRمحصول 

 

 (Amari et al. 2001)مشخصات آغازگرهای مورد استفاده در این تحقیق  .2جدول 

Table 2. Characteristics of primers used in this research for detection of HSVd (Amari et 

al. 2001) 

 موق یت ژنومی

Genomic position 

 توالی آغازگر

Primer sequence 

 نام آغازگر

Primer name 
Complementary to HpSVd 

residues 85–60 
5´- GCCCCGGGGCTCCTTTCTCAGGTAAG -3´ VP-19 

Homologous to HpSVd 

residues 78–102 
5´- CGCCCGGGGCAACTCTTCTCAGAATCC -3´ VP-20 

 

به  اهت ت یین ترادف HSVdهای ادایه آر تکثیر شتتدهستتیمحصتتول پی: هاداده لیو تحل هیترادف و تجز نییتع

فرمت  به هاها فایلت یین ترادف نتایج حاصتتتل ازاایگاه تکاملی ت یین  ی انوبی ارستتتال گردیدند. اهتکره شتتترکت ماکروژن

ستفاده ازنرم افزار Chromasالکتروگرام  سی قرار  Chromas version 1.41با ا سه. گرفتندمورد برر ست ترادف یمقای های بد

و بتتا بتترنتتامتته  NCBIدر پتتایتتگتتاه اطتتلاعتتاتتتی  بتتانتتک ژنمتتواتتود در  هتتایاتتدایتتهآمتتده بتتا تتتوالتتی ستتتتایتتر 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) BLASTN من ور رستتتم درخت تکاملی و بررستتتی روابط انجام گردید. به

-neighborو روش   MEGA(version 7های این ویروئید، از نرم افزار )های بدستتتت آمده با ستتتایر ترادففیلوژنتیکی ترادف

joining ( شد ستفاده  شد )  SDT v1.2ها توسط نرم افزار (. میزان همولوژی ادایهKumar et al. 2016ا  Muhireارزیابی 

                                                      
1 Reverse primers 
2 Reverse transcriptase enzyme 
3 Polymerase chain reaction (PCR) 
4 Specific primer 
5 Taq DNA Polymerase enzyme 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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et al. 2014.) ها، از نرم افزار آنلاین ی فرضتتی ادایهاهت بررستتی و رستتم ستتاختار ثانویهstructure Mfold  استتتفاده گردید

(Zuker, 2003 .) 

گونه و رقم  هشتتت از علائم بررستتیت یین دامنه میزبانی و  اهت: در گیاهان علفی ئیدمیزبانی ویرو یدامنهتعیین 

ستفاده گردید. بذ خانوادهگیاهی از دو  شن یک حاویهای کوچک گیاهان مختلف در گلدان روا سمت  سمت خاک برگ قیک  و ق

گرم  5/0زنی گیاهان، من ور مایهبهنور مناسب نگهداری شدند. و دراه سانتیگراد  24-28 دماییو در گلخانه با شرایط  کاشته شده

 7مولار با  1/0تاستتیم پبافر فستتفات آلودگی به ویروئید را نشتتان دادند با استتتفاده از  RT-PCRبرگ گیاهان انگور که در آزمون 

pH= ق تزریق با سرنگ ی یا از طریمحک، به روش سایشهای گیاهان برگ بر روی سطحگیری و با کمک پودر کاربوراندوم عصاره

ساقه سولین به درون  سی م(. گیاهان Jahanshahi et al., 2015; Maddahian et al. 2019گردیدند )، مایه زنی ان ورد برر

 20 - 25ه در دمای گلخانشتترایط ین گیاهان در ا. شتتدندستتاعت در داخل اتاقک تاریک نگهداری  24-48زنی به مدت قبل از مایه

با استفاده از زنی ز مایهاروز پس  20-25روز و برخی بین  10-14ک از این گیاهان یهر بررسی آلودگی راد نگهداری و دراه سانتیگ

 .صورت گرفت RT-PCRآزمون 

 

 نتایج

یابی، واکنش  یه RT-PCRرد جدا خت انگورو تعیین ترادف  ید کوتولگی رازک از در  10از : های ویروئ

آباد )یک ادایه( در استان کنج )یک ادایه(، ماهان )یک ادایه( و ناصرمنطقه مورد بررسی، شش منطقه )شهربابک )دو ادایه(، سه

ها نسبت به ارس( آلودگی آنهای آذربایجان شرقی و فکرمان و دو منطقه تبریز )یک ادایه( و بیضا )یک ادایه( به ترتیب در استان

نمونه  56 مونه،ن 74همچنین در مقایستتته، در مجموع  (.3تایید گردید )ادول  RT-PCRرازک، توستتتط آزمون ویروئید کوتولگی 

 هب نستتبت درصتتد( 55/5) نمونه یک ریش بابا، رقم انگور نمونه 18 مجموع از درصتتد( و 71/10انگور رقم عستتکری، شتتش نمونه )

HSVd ادایه نمونه برداری  74انگور )از  ادایه در هفت آرسیپی آزمون از آمده دست به محصول الکتروفورز .دادند نشان آلودگی

 آگارز ژل ویروئید در ینا به مربوط بازی افت 300 ی تقریباقط ه  تکثیر به منجر ،VP-19/VP-20 آغازگرهای از استفاده شده( با

های ویروئید ه ادایهبت توالی مربوط آر مربوط به هر ادایه، هفسی(. پس از ت یین ترادف محصولات پی1گردید )شکل  درصد یک

 (.3کوتولگی رازک از گیاه انگور در بانک ژن ثبت گردیدند )ادول 

های ت یین توالی شتتده از درختان طول ژنوم ادایه: 1حاصللل از درختان انگور HSVdهای جایگاه تکاملی جدایه

، 2(. با همردیف سازی چندگانه2()شکل 3درصد تشابه دارند )ادول  3/93 – 7/98نوکلئوتید( و با هم  300تا  297انگور متغیر )بین 

                                                      
1 Iranian HSVd grapevine isolates 
2 Multiple sequence alignment 
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موق یت  270آمده از گیاهان انگور )مورد بررسی در این تحقیق(، شامل توالی هفت ادایه بدست MEGA 7.0در محیط نرم افزار 

 بودند. 3نواتغیر به صورت تکموق یت م 27باشند که نسبت به یکدیگر می 2موق یت متغیر 33و  1متغیرنوکلئوتیدی غیر

 

صات جدایه .3جدول  شخ شامل م شده از درختان انگور در این تحقیق،  های ویروئید کوتولگی رازک ردیابی 

 شماره دسترسی به بانک ژن، منشاء جغرافیایی، نوع رقم و اندازه توالی ژنوم

Table 3. Hop stunt viroid isolates identified in grapevines in this study, including origin, 

GenBank accession number, variety and genome length 

 طول ژنوم 

Genome length 

شماره دسترسی 

 بانک ژن

GenBank acc. No 

 رقم

Variety 
 منطقه

Location  
 جدایه

Isolate 

300 OL456179 Askari Fars-Beyza Far.Bz.G6 

298 OL456180 Askari Kerman-Cekonj Ker.Ck.G5 
300 OL456181 Askari Kerman-Shahr-e-babak Ker.Dm.G6 
297 OL456182 Askari Kerman-Shahr-e-babak Ker.Dr.G1 
299 OL830691 Rishbaba Kerman-Naseraabad Ker.Na.G6 
297 OL456183 Askari Tabriz-Tabriz Tab.T.G10 
297 OL456184 Askari Tabriz-Tabriz Tab.T.G31 

 

ها شامل هفت )ثبت شده در بانک ژن( استفاده گردید. این توالی HSVdتوالی مربوط به  92اهت رسم درخت فیلوژنی از 

آمده از گیاهان مختلف )بر اساس موق ییت اغرافیایی و نوع میزبان( بدست HSVdتوالی ایرانی  33توالی مورد بررسی در این تحقیق، 

( GQ583467زمینی )سیب دوکی غده باشند. همچنین یک توالی از ویروئیدتوالی این ویروئید گزارش شده از دیگر نقاط دنیا می 52و 

در پنج گروه شامل سه گروه اصلی  HSVdهای ه، توالیاساس درخت فیلوژنی ایجاد شدانتخاب گردید. بر 4عنوان عضو خارج گروهبه

Hop ،Citrus  وPlum  و دو گروه نوترکیبPlum-Citrus  وP-H/cit3 براین اساس، تمام  (.3بندی گردیدند )شکل گروه

ه از کدوئیان و ادایه از درختان پسته، دو ادای 10ادایه از گیاه انگور،  10شناسایی شده در این تحقیق توام با  HSVdهای ادایه

 Ker.Dr.G1و  Ker.Ck.G5 ،Ker.Dm.G6بندی شدند. سه ادایه حاصل از انگور شامل یک ادایه از زردآلو در گروه رازک طبقه

)از ایران(، زیر گروه مستقلی را در  Xatam)از کشور آلمان( و ادایه  g6و  g8 ،g4همراه چهار ادایه گزارش شده از این گیاه، به

ا تشکیل یک زیر گروه زاست که چهار ادایه دیگر مورد بررسی در این تحقیق به صورت مجیل دادند. این در حالیگروه رازک تشک

                                                      
1 Invariable (monomorphic) sites 

2 Variable (polymorphic) sites 
3 Single tone sites 
4 Out group 
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استان کرمان در گروه رازک  در یقوچ کلهرقم پسته  درختانمجزا شده از  یرانیا ادایه چهار یریقابل تواه قرارگ نکات اند. ازرا داده

 .باشدیم

 

 باند تشکیل منجر به R9/Fاختصاصی  آغازگرهای از استفاده با شده تکثیر PCRمحصول  . الکتروفورز1شکل 

 M) یک درصد گردید. آگاروز درون ژلHSVd ایرانی  های جدایه ژنوم به مربوط بازی جفت 300 حدوداً

 آلوده گیاهی های( نمونهDNA 7-1 (Gene Ruler™100b DNA Ladder, Fermentase).اندازه  نشانگر

  (3)جدول  HSVdایرانی  جدایه های به

Figure 1. A: Reverse transcription-polymerase chain reaction used for the detection of Hop 

stunt viroid. Lane M, 100b DNA ladder; lane 1-7 grapevines infected samples with Iranian 

HSVd isolates (Table 3) 

 

 97مذکور های دایهاایرانی مورد بررستتی در این تحقیق و  ی انگورهایهادا ینب یدیترادف نوکلئوتدرصتتد تشتتابه  بیشتتترین

صد و ب شدیم Ker.Ana.P1و  Ker.Na.G6 یهدو ادا یندر شور تون HSVdشش ادایه  ین. همچنبا شده از ک با ، سگزارش 

توان یانگور قرار گرفته در گروه رازک م یهایهادا یگر. از داندگروه قرار گرفته یندر ا یزن یرانی مانند اوحدی و اباری،اارقام  ءمنشا

 (.3اشاره نمود )شکل  )آلمان کشور از( g5و  g1( و یران)از ا Shahrezaو  Maragheh یهابه ادایه

ن افزار آنلایهای ایرانی مورد بررستتی در این تحقیق توستتط نرمستتاختار ثانویه مربوط به ادایه: تعیین سللاختار نانویه

)2.3Mfold structure (version   رسم گردید(2003Zuker موتاسیون .)در مقایسه با  2هااایگذاری و 1هاها شامل اانشینی

 (Ohno et al. 1983( به عنوان اولین توالی گزارش شتتده از این ویروئید مشتتخد گردیدند )X00009.1) HSVd.h1ادایه 

                                                      
1 Substitution 
2 Insertion 
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شکل  صل از انگور دارای (. ادایه4) ستاندارد ) 93-99های حا شابه ترادف نوکلئوتیدی با ادایه ا صد ت شند. ( میHSVd.h1در با

های فراوان و همراه با ای با افت بازبه صتتورت میله Pospiviroidaeستتاختار ثانویه رستتم شتتده همانند ستتایر اعضتتاء خانواده 

و ناحیه  4، ناحیه متغیر3مرکزی حفاظت شتتده یه، ناح2زایی، ناحیه بیماری1باشتتد. پنج ناحیه انتهای ستتمت چپهای کوچک میحلقه

های مورد بررسی در این تحقیق در ناحیه (. بیشترین تنوع در ساختار ثانویه ادایه4مشخد گردیدند )شکل  5انتهایی سمت راست

 زایی و ناحیه متغیر دیده شد. بیماری

در  انگور درختان از شده ردیابی رازک یکوتولگ جدایه ویروئیدهفت  نوکلئوتیدی یهاترادف . تشابه2شکل 

 شد یجادا SDT v1.1تشابه با نرم افزار  یس. ماتررازکگروه  یهایبا توال تحقیق ینا

Figure 2. Sequence-based pairwise identity of seven Hop stunt viroid isolates identified in 

grapevines in this study and those clustered in Hop group using the SDT v1.2 program 

                                                      
1 Terminal left regions (TL) 
2 Pathogenicity regions (P) 
3 Central conserved regions (C) 
4 Variable regions (V) 
5 Terminal right regions (TR) 
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های های ویروئید کوتولگی رازک، بررسی شده در این تحقیق با جدایهای بین جدایه. روابط شجره3شکل 

ترادف مربوط به ویروئید غده دوکی های ایرانی با رنگ سبز مشخص شده اند. جدایه موجود در بانک ژن.

 شد( نیز به عنوان خارج از گروه لحاظ PSTVdزمینی )سیب

Figure 3 .Phylogenetic relationships between the hop stunt viroid isolates characterized in 

the present study and those available in GenBank. The Iranian isolates are depicted in 

green. Potato spindle tuber viroid (PSTVd) was also included as an outgroup 
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های ویروئید کوتولگی رازک شناسایی شده در این تحقیق در . ساختار ثانویه ترسیمی جدایه4شکل 

(، TL. پنج ناحیه انتهای سمت چپ )Mfoldبا استفاده از نرم افزار   HSVd.h1مقایسه با جدایه مرجع 

( بر قسمت فوقانی TR( و انتهایی سمت راست )V(، متغیر )Cده )(، ناحیه مرکزی حفاظت شPزایی )بیماری

 دف جدایه استاندارد مشخص شده اندترا

Figure 4. Secondary structure predicted for the identified hop stunt viroid (HSVd) isolates 

in this study using the Mfold program, showing nucleotide substitutions compared to the 

reference isolate HSVd.h1. Five structural domains are conserved in the Pospiviroidae; 

terminal left (TL), pathogenicity (P), central  (C), variable (V), and terminal right (TR) 

regions are indicated at the top of the reference  sequence 

 

رازک  یکوتولگ دیروئیو یرانیا یهاادایه یزبانیدامنه م نییعلائم و ت  یمن ور بررسبه: ی میزبانی و علایمعیین دامنهت

شتتهرستتتان مربوط به  یهاادایه هیاول یشتتده و مطال ات مولکول یبرداربا تواه به منطقه نمونه ،شتتده از درختان انگور یاداستتاز

 دهیگرد انیب( 4) آزمون در ادول نیحاصل از ا جی. نتادندی( انتخاب گردKer.Dm.G6و  Ker.Dr.G1) )استان کرمان( شهربابک

ست.  صاره برگ گیاه انگور آلوده به ارقام خیار مایها شده با ع شت حدود چهار هفته از مایهHSVdزنی  ستفاده از ، ب د از گذ زنی با ا

نوکلئوتیدی مربوط به ویروئید کوتولگی رازک به  300حدود  یهقط  ،VP-19/VP20و آغازگرهای اختصاصی  RT-PCRآزمون 

 کییموزای دگیچروک ،یزبرگیر ،یکوتولگ ن یر یعلائم مایه زنی شده،( Beith alphaو  (Superina F1 اریدر ارقام خدست آمد. 

( علائم Ker.Dr.G1و  Ker.Dm.G6)دو ادایه (. همچنین این 5)شتتکل  دیمشتتاهده گرد هادر ستتطح برگبرگ  یبدشتتکل و

 یعلائم هیچ گونهدو ادایه این که  درصورتی .موزائیک و بدشکلی برگ بر روی دو رقم طالبی )زرد خارای و آناناسی( نشان دادند

( و .Nicotiana tabacum L. cv. Samsunی و طالبی رقم ستتوغان و دو رقم توتون ستتامستتون )کدوخو یرانیرقم ا یبر رو

قط ه مرتبط  RT-PCRهای دار در طی واکنشهایی علایم( ایجاد نکردند. در تمام بوته.Nicotiana bentamiana Lبنتامیانا )

 تکثیر شد. HSVd با ژنوم

های و همچنین در استتتان در استتتان کرمانآوری شتتده دستتت آمده، درختان انگور در نقاط امعبراستتاس نتایج به: بحث

عامل لکه  یروئیدهایوهای ایران آذربایجان شتترقی و فارس به ویروئید کوتولگی رازک آلوده بودند. پیش از این مطال ه از تاکستتتان
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 .Zaki-aghl et al. 2004; Zaki-aghl et al) استتتشتتدهمو گزارش  یاییاستتترال ویروئیدرازک و  ی، کوتولگ2و  1زرد مو 

2006; Hajizadeh et al. 2012.) 

 

 

 یبر رو قیتحق نیدر ا انگور از شده جدا رازک یکوتولگ دیروئیو هیجدا دو زنیهیما از یناشعلائم  .4 جدول

 محک اهانیگ

Table 4. Symptom expression on test plants inoculated with two-hop stunt viroid isolates 

from grapevines in this study 

 Test plant    محک گیاه Isolate       جدایه
Ker.Dm.G6 Ker.Dr.G1 

  Cucurbitaceae 

NS 
                  

NS Cucurbita pepo L. cv. Khoy 

M،LD،E،VC M،TL،LD،Y Cucumis sativus L. cv. Beith alpha 

M،TL،LD M،Y Cucumis sativus. L. cv. Superina 

F1 
M M،VC،Y Cucumis melo L. cv. Yellow 
NS NS Cucumis melo L. cv. Soghan 

M،LD M Cucumis melo L. cv. Ananas 
  Solanaceae 

NS NS Nicotiana tabacum var Samsun. N 
NS NS Nicotiana bentamiana L. 

E: epinasty; LD: leaf deformation; M: mosaic; TL: tiny leaf; VC: vein clearing; Y: yellowing; NS: no 

symptoms. 

 

 Floresهستند ) مخلوط آلودگی صورت به اکثرادارند و  یوعش یاهای دنتاکستان اغلبدر  HSVdو  GYSVd1 یروئیددو و

et al. 1985; Hadidi et al. 2017; Rezaian et al. 1988انگور  ارقامز رازک ا یکوتولگ دیروئیویز (. همچنین در گذشته ن

 Hajizadeh et al. 2015; Koltunow et al. 1988; Sano et) استگزارش شده و ایران متحده، اروپا التیا ا،یدر استرال

al. 1986; Semancik et al. 1988;بر رازک  یکوتولگ ویروئید گزارش از نیاولعنوان به پژوهش حاضر آمده از(. نتایج بدست

درصد ت یین گردید.  9/15میزان آلودگی درختان انگور مورد آزمایش در این بررسی  .باشدمی اناستان کرم در درختان انگور یرو

 Gambino et در تحقیقات بوده است. بحثمختلف موضوع مورد  یهادر گزارش HSVdانگور نسبت به  یاهانگ یآلودگ میزان

al. (2014)  وHajizadeh et al. (2015) درصد گزارش شده بود. نتایج تحقیق  100این ویروئید به آلودگی درختان انگور نسبت

یزان آلودگی ممطابقت دارد که  Salami et al. (2022)و  Moradi et al. (2018)های حاضر تقریبا با نتایج حاصل از بررسی

برداری شده، ارقام نمونهتوان به تفاوت در ها میاز دلایل اختلاف این داده اند.درصد گزارش نموده 20و  6/13را به ترتیب حدود 

 هایبررسیطبق  برداری اشاره نمود.های مختلف نمونهبرداری، شرایط آب و هوایی مختلف و زمانهای اغرافیائی اهت نمونهموق یت

گروه اول شامل آلو،  یبگردند که به ترتمی یمگروه تقس پنجبه HSVd  هایادایه ،Hadidi et al. (2003) توسط گرفته صورت
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مرکبات  اییکسچرازک، گروه چهارم شامل کا -انگور یعموم گروهگروه سوم شامل  ،یهلو، بادام و زردآلو، گروه دوم شامل انگور آلمان

 .باشدیم مرکبات -اریخ یعموم پنجم شامل گروه و گروه ییکایآمر

 
 

زنی شده توسط دو جدایه ایرانی ویروئید . علائم ایجاد شده بر روی گیاهان محک کدوئیان مایه5شکل 

، علائم موزائیک، بدشکلی برگ و ریز برگی ایجاد شده بر Aکوتولگی رازک، شناسایی شده در این تحقیق. 

در مقایسه با برگ سالم )سمت راست(.  Ker.Dm.G6( توسط جدایه Superina F1روی گیاهان خیار )رقم 

Bروشنی و زردی و ، علائم رگبرگCزنی شده توسط ( مایهزرد م موزاییک خفیف بر روی برگ طالبی )رقم، علائ

زنی ( مایهBeith alphaرقم ) اریخ اهیبرگ گ، علائم بدشکلی و رگبرگ روشنی بر روی Ker.Dr.G1 .Dجدایه 

 Ker.Dm.G6شده توسط جدایه 

Figure 5. Symptom expression on cucurbitaceous test plants inoculated by two-hop stunt 

viroid isolates identified in grapevines in this study. A, mosaic, leaf deformation, and tiny 

leaf on cucumber (Superina F1 variety) inoculated with the Ker.Dm.G6 isolate versus 

control (right); B, vein clearing and yellowing; and C, mild mosaic on Cucumis melo (Yellow 

variety) inoculated with the Ker.Dr.G1 isolate. D, leaf deformation, and vein clearing on 

cucumber (Beith alpha variety) inoculated with the Ker.Dm.G6 isolate 

 ,Hadidi et al) رندیگیقرار م رازک یاند در گروه عمومانگور اداستتتازی شتتتدهدرختان  که از ییهاهیاداهمچنین 

ساس برعلاوه اینکه به  .(2003 بر . گردندمی میبه پنج گروه تقس  HSVd دیروئیهای وادایه Amari et al. (2001) پژوهشا

-آلو پیشامل ت یو دو گروه فرع( Citrus) مرکبات پیت وHop) ) رازک پیت، (Plum) آلو پیشامل ت یاصل سه گروهاین اساس 

اعضای سه گروه بالا  نیبشود از نوترکیبی باشد که تصور می( میPlum-Hop/cit3رازک )-و تیپ آلو (Plum-Citrus) مرکبات
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ساس، ادایه(. برAmari et al., 2001) اندآمده بواود سم درخت فیلوژنتیکی در این پژوهش در این ا شده اهت ر های انتخاب 

قرار گرفتند که با نتایج گذشتتتته  Hopیه گزارش شتتتده در این پژوهش در گروه بندی گردیده و هفت اداپنج گروه مذکور طبقه

سریع و مشخد شد کوتاه و ظهور  سه با گیاهان آزمون چوبی به دلیل دوره ر تر علائم از مطابقت دارد. گیاهان محک علفی در مقای

شند )اهمیت قابل تواهی برخوردار می های ت یین دامنه میزبانی و . آزمون(Singh & Ready 2003; Walia et al. 2014با

سی ویروئیدها و بهعلائم شنا ست  صیات زی صو سی تمایز خ سایی و برر شنا سی در موارد مت دد اهت  صوص شنا مورد  HSVdخ

(. در این تحقیق دو Ohshima et al. 1988; Matsushita et al. 2009; Walia et al. 2014اند )استتتفاده قرار گرفته

های پیشتتین باعث ایجاد طور مشتتابه با گزارش( بهKer.Dr.G1و  Ker.Dm.G6کوتولگی رازک از گیاه انگور ) واریانت ویروئید

نواری، روخمشتتی برگ، موزائیک و ریزبرگی بر روی ارقام کدوئیان علائم متنوع این ویروئید شتتامل بدشتتکلی برگ، زردی، رگبرگ

ستفاده در این تحقیق گردیدند ) (. این در Sano 2003; Sasaki & Shikata 1977; Van Dorst & Peters 1974مورد ا

های مورد بررسی بر روی گیان محک مشاهده گردید. دو هایی نیز در علائم ایجاد شده توسط هر کدام از ادایهاست که تفاوتحالی

باشند. یکدیگر می نسبت بهدرصد مشابهت ترادف نوکلئوتیدی و همچنین پنج موق یت نوکلئوتیدی متفاوت  97ادایه مذکور دارای 

واقع  HSVdزایی زایی و متغیر به عنوان نواحی موثر در بیان علائم و ایجاد بیماریهای متفاوت در دو دامنه بیماریاین موق یت

(. Keese & Symons 1985; Owens & Hammond 2009; Sano et al. 1992; Serra et al. 2008اند )گردیده

های غیر بیماریزای ویروئید ، در استتتترین 1ی علائم بیماری کاچکستتتیای مرکباتوتید در موتیف القاء کنندهتنها تغییر یک نوکلئ

های ها به استتترینو تبدیل آن 2مرکبات کاچکستتیای-غیر هایاستتترین کوتولگی رازک، باعث بروز و القاء علائم در گیاه توستتط

ویروئید غده دوکی  3یتغییر یک نوکلئوتید باعث تبدیل آر.ان.اِ غیر آلوده کننده(. همچنین  .2008Serra et alگردد )زا میبیماری

شده بین علائم ایجاد (. بنابراین تفاوت ,1996Wassenegger et alگردد )می 4زمینی به آر.ان.اِ آلوده کنندهسیب شاهده  های م

و  Superina F1و  Beith alphaرقام خیار بر روی گیاهان محک مانند ا Ker.Dr.G1و  Ker.Dm.G6شده توسط دو ادایه 

(، در کنار عدم مشتتتاهده علائم بر روی رقم طالبیِ Ananas( و آناناستتتی )Yellowیا تفاوت علائم برروی دو رقم طالبی زرد )

شتتتد. این های بیماریزایی و متغیر دو واریانت مذکور بای اختلاف ترادف نوکلئوتیدی دامنهتواند در نتیجه(، میSoghanستتتوغان )

ضوع بیان ست که اهت تمایز ادایهگر آنمو صات بیولوژیکی ا شخ ستفاده از روش های مولکولی، از م های این ویروئید، علاوه بر ا

های تکمیلی استتتتفاده نمود. با این واود، مطال ات بیشتتتتر اهت بررستتتی اثر تغییرات نوکلئوتیدی بین توان به عنوان روشنیز می

ویروئید  باشد.بدست آمده از گیاه انگور و علائم مشاهده شده بر روی گیاهان محک ذکر شده، لازم می HSVdهای ایرانی واریانت

                                                      
1 Citrus cachexia symptom inducing motif 
2 Citrus non-cachexia strain 
3 non-Infectious RNA 
4 infectious RNA 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC51827/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC51827/
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غربی، فارس، کرمان، مازندران و یزد و زنجان گزارش شرقی، آذربایجانهای مختلف کشور شامل آذربایجانکوتولگی رازک از استان

ست ) شده  .Amiri Mazhar et al. 2014a,b; Bani‐Hashemian et al. 2016; Ebrahimi-Moghadam et alا

2014; Jahanshahi et al. 2015; Maddahian et al. 2019.) از  ی،کیروش مکانمو به یدهایروئیانتقال و یطور کلبه

 رسدیبه ن ر م(. Staub et al. 1995; Taylor & Woodham 1972) ردیگیصورت م یباغبان آلوده یو ابزارها وندیپ قیطر

انگور در نقاط مختلف  یهاکه اغلب باغ یانهبه گو، باشتتد می مو یدهایروئیگستتترش و دلیل اصتتلیآلوده  انگور یهاقلمهتکثیر 

 .Hajizadeh et al) مو هستند یدهایروئیآلوده به و غربی، زنجان و اکنون کرمانشرقی، آذربایجان، مانند فارس، آذربایجانکشور

2012; Hajizadeh et al. 2015; Salami et al. 2022; Zaki aghl & Izadpanah 2010 .)ن،یشیپ یهاهیطبق ن ر 

سالم مولا علائم آلودگی شد. بهصورت پنهان میها بر روی گیاهان چوبی بههای ویروئیدی تا  توان عنوان نمونه در این مورد میبا

سیب که علائم تا زمان باردهی گیاه ظابه ویروئید سبتهر نمیهای درختان   HSVdبه  گردند و یا در مورد گیاه انگورکه آلودگی ن

صورت پنهان و فاقد علائم می شه به  شاره نمود )برای همی شد، ا  ;Hurtt et al. 1996; Kawaguchi-Ito et al. 2009با

Singh et al. 2003شده در این تحقیق و عدم واود علائم مشخد بیانگر آلبرداری(. نمونه ودگی پنهان این ویروئید های انجام 

شد. لذا میدر انگور می سر تاکستانبایست بررسی بیشبا سرا سبت به این ویروئید در  های ایران اهت الوگیری از گسترش تری ن

 ;Polivka et al. 1996کند ) اگرچه ویروئید کوتولگی رازک در مو علائم خاصتتی ایجاد نمیاًاین بیماری صتتورت گیرد. ضتتمن

Shikat 1990; Sano et al. 1985واود آمدن بیماری کاچکستتتیا در مرکبات های خاص آن باعث به( اما ب ضتتتی از ادایه

(Reanwarakorn & Semancik, 1999و در درختان هلو و آلو ستتبب خالدار شتتدن میوه می )( شتتوندSano 2003 واود .)

ها، مورد تواه ادی واقع گردد. همچنین ودگی برای سایر میزبانعنوان منبع آلتواند بهعلائم پنهان این ویروئید در درختان انگور می

سی ساس برر ست آمده )برا صلی این ویروئید درخت مو Kawaguchi-Ito et al. 2009های بد شاء ا شخد گردیده که من (، م

شور ژاپن دخیلبوده و به ست که در اپیدمی بیماری در ک شده ا ست بوده دنبال آن از درختان مو به گیاه رازک منتقل   Sano et)ا

al. 2001)شور ترکیه همانند دهه ضر، در ک ستان کرمان، باغ. در حال حا شته در ا شت های گذ صورت ک سته به  های انگور و پ

های انگور در کشور ایران دلیل آنکه آلودگی نسبت به کوتولگی رازک در بوته(. بنابراین، بهGursoz et al. 2010مخلوط هستند )

ست )پیش از ن ر زمانی شده ا سته در ایران به Hajizadeh et al. 2015تر گزارش  (، این احتمال واود دارد که حتی درختان پ

 واسطه انتقال آلودگی از درختان انگور به این ویروئید آلوده شده باشند. 

سبت به  :گیرینتیجه سته گزارش گردیده، قبل از آلودگی درختان  HSVdاز آنجائی که آلودگی درختان انگور در ایران ن پ

ی آلودگی متقاطع و انتقال آلودگی از درختان انگور به درختان واستتطهدر ایران به HSVd آلودگی گیاهان پستتته به بنابراین احتمالاً

شواهد مواود، درختان انگور می صل از مطال ات ملکولی و  ساس با تواه به نتایج حا ست. بر این ا سته رخ داده ا  توانند به عنوانپ

تواند بدون زا میدر درختان انگور، این عامل بیماری HSVdبا تواه به آلودگی پنهان  مبداء آلودگی درختان پستتته در ایران باشتتند.
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شدهیچ علائمی در بوته سیاری از گیاهان با شاء آلودگی در ب   نیزقبلاً .(Kawaguchi-Ito et al. 2009) های انگور به عنوان من

Bani‐Hashemian et al. (2016) کرمان نستتبت به  استتتان در را مرکبات درختان آلودگیHSVd با حال. اندنموده گزارش 

 درختان آلودگی در مورد پژوهش این نتایج و (Maddahian et al. 2019) پستتتته درختان آلودگی از اخیر هایگزارش به تواه

های مهم و ستتایر درختان میوه استتتان، به عنوان یکی از استتتانتر این ویروئید در درختان انگور ، بررستتی بیشاستتتان کرمان انگور

 های بیشتر آن در سایر درختان کمک نماید. کشت محصولات باغی کشور، شاید بتواند به الوگیری از گسترش آلودگی

سگزاری )طرح  پروژه این انجام امکانات آوردن فراهم دلیل گیاهی به تولیدات فناوری پژوهشتتکده از نگارندگان :سپا

 .نمایندمی پ( قدردانی/106/900شماره  پژوهشی
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