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07/08/99تاریخپذیرش:25/05/99تاریخدریافت:

 چکیده

 جنس از زا خسارت یروسیو ،(Citrus yellow vein clearing virus) مرکبات زرد یروشن رگبرگ روسیو

Mandarivirus هم رانیا از ،نیچ و هیترک هند، پاکستان، یکشورها از پس وقوع آن ریاخ یها سال در که است 

 یزرد علائم ،میلانیشناخته شده در کشور شامل نارنج، لمون و پرش حساس یها زبانیگزارش شده است. در م

 در یماریب هیاول صیتشخ یعلائم مبنا نیا. شود یم ظاهر برگ پشت در متناظر سوخته آب ینواح با یجانب یها رگبرگ

 53تعداد  ازگرفت.  قرارمازندران  استان مرکبات یها باغ و ها نهالستان در میلا نیپرش و لمون ، نارنج درختان و ها نهال

و  SOU، LEN هیسه جدا ،1397و  1396 ،1395 یها در بهار سال این استان یها شهرستان از شده یآور جمع نمونه

LIE در گلخانه با  ها هیجدا نیا یوندیو پ یکیانتخاب شدند. انتقال مکان یلیتکم یها آزمون جهتفوق  یها زبانیم از

پس از  یماریعلائم شاخص ب ز،یباغ ن طیدر شرا .شد انجام تیموفق بانارنج و لمون  ،ایلوب اهانیبه گ کنترل شده یدما

نارنج محک  اهانیگ یآلودگ تأییدمنظور  به به دست آمد. ماریتنه درختان ب یرو روسیاز و یارقام حساس عار وندیپ

انجام دار  های جوان علائم از بافت SDS-Potassium acetateبه روش  کل اآران استخراج ،یباغ یها نمونه وو لمون 

 ژن پروتئین پوششی یاختصاص آغازگرو جفت  یامرحله دو RT-PCR ها با استفاده از آزمونبررسی نمونه. پذیرفت

این ناحیه از ژن ترادف  .شدجفت باز  614 اندازه با مورد نظر  قطعه تکثیربه  ، منجرمرکبات زرد یروشن رگبرگ روسیو

 و پاکستان هند، ن،یچ از مرکبات زرد یروشن رگبرگ روسیو های جدایه سایر یبا توال مورد بررسی یها هیجدادر 

های ایرانی  ، جدایهاساس این قسمت از ژنوم بر تبارزایی . درختداشت شباهت درصد 37/98 تا 75/95  سطح در هیترک

 روشنی رگبرگ ویروس داد. با توجه به شناسایی قرار گروه یک در پاکستانی جدایه دو و ترکیه و هند از جدایه دو را با

 از پیشگیری ویروس، این از ناشی بیماری خسارت و انتقال مختلف های شیوه به مازندران و نظر استان در مرکبات زرد

 .است اهمیت حائز بسیار جدید های کانون به آن گسترش



 زرد مرکبات یرگبرگ روشن ، ویروس، نارنجلمونلایم،  پرشین :اه هواژکلید

 

 

 مقدمه

بایجانبیهادررگبرگرنگزردیهارگهایجاد

،علتجوانیهاسوختهمتناظردرپشتبرگآبینواح

دکترسعیدتابعیندبیرتخصصی:

مرکباتنام استگذاریبیماریرگبرگروشنیزرد

 Citrusنارنج)درختاندر1988سالدراولینبارکه

aurantium L.لمون (و(C. limon L.)درپاکستان
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 گرفت قرار توجه .(Catara et al., 1993)مورد

در بیماری ویروسی باهایجدایهماهیت پاکستانی

آزمون از مشاهدهاستفاده و پیوند طریق از انتقال های

ویروسیایرشتههایپیکره یالکترونمیکروسکوپبا

پس(.Grimaldi and Catara, 1996)بهاثباترسید

روشنیزردرگبرگبیماریازمدتی،وقوعوگسترش

 ترکیهمرکبات و چین هند، از ارقام همین در بهکه

وششمتولیدلیمودردنیااول،سومهایجایگاهترتیب

 را اختیار در FAOSTATE, 2018)دارند نیز(

گزارششد (Önelge, 2002; Alshami et al., 

2003; Chen et al., 2014پتانسیل بر علاوه .)

 سریع، آلودگگسترش اثر یدر رگبرگبیماریبه

میروشن و اندازه مرکبات، لزانیزرد نیزمویمحصول

م کاهش شدت پایش.ابدییبه های گرفته درانجام

کشتمهمهایاستان چینمرکبات آلودگیکشور ،

 ,.Zhou et al)رامشخصنمودهاوسیعبسیاریازباغ

موترشیمحصوللدیدرصدافتتول70تا20و(2017

ناش خسارت آلودگیبه ایاز به بیمارینیدرختان

شد  ,.Chen et al., 2014; Liu et al)نسبتداده

2019).

مرکباتروشنیزردرگبرگیروسوعاملبیماری،

(Citrus yellow vein clearing virus, CYVCV)

که است جنس Mandarivirusدر تیرهو

Alphaflexiviridaeاستطبقه شده بندی

(Loconsole et al., 2012.)اینویروسبابذرانتقال

)نمی اماZhou et al., 2015یابد عصارهزنیمایه(

گیاهان به مکانیکی روش به آلوده ترهسلمهمرکبات

(Chenopodium quinoa Willd)،لوبیا

(Phaseolus vulgaris L.)بلبلیلوبیاچشمو(Vigna 

unguiculata L.) علائمباعثانتقالآلودگیوایجاد

 ,.Önelge et al)شودمیسیستمیکدردومیزبانآخر

2011b)ابزار با ویروس این انتقال قابلیت تازگی به .

(وسفیدAphis spiraecola Patch)سبزشته،باغبانی

Dialeorudes citri Ashmeadبالکمرکبات) نیز(

 Zhang et al., 2018, 2019a)استرسیدهتأییدبه

and 2019b)،که ویروسعیگسترشسراینموضوع

.دینمایمهیمنطقهراتوجیدرکشورها

 در 1395سال روشنعلائمگسترش یرگبرگ

 مازندران غرب منطقه در مرکبات شدمشاهدهزرد

(Bani Hashemian and Aghajanzadeh, 2017).

مولکولی،هایانتقالبرخیشیوه وتشخیصبیولوژیو

تبارزایی جدایهرابطه های منتخب رگبرگویروس

درمطالعهحاضرموردبررسیقرارمرکباتروشنیزرد

 است. شیوهگرفته به خسارتنظر و هایمختلفانتقال

،پیشگیریازگسترشآنبهروسیوبیماریناشیازاین

بسیارحائزاهمیتاست.هایجدیدکانون



 ها مواد و روش

 های مورد مطالعه جدایه

نمونه بههایدر شده پزشکیگیاهآزمایشگاهارسال

وگرمسیرینیمههایمیوهومرکباتپژوهشکده

دراستانمازندرانهایشهرستانازبازدیدهایانجامشده

سال 1395هایبهار ،1396 مشخص1397و علائم ،

رگبرگ زردیزردروشنیبیماری شامل مرکبات

سوختهمتناظردرزیرهایجانبیونواحیآبرگبرگ

هایجوانبرگ بر، حاشیهخیاباننارنجدرختانعلاوه

لایمپرشینولمونیهانهالدرختاننارنجو،درهاشهر

(C. latifolia Tan. نهالستان( و مرکباتهایباغها

 )شکل شد (.1مشاهده تعداد و53از سرشاخه نمونه

آوریبرگجمع از امناینشده جدایه سه SOUطق،

عباس آباد()نارنج، ،LEN تنکابن( )لمون، LIEو

هایانتقالومطالعاتجهتآزمونلایم،رامسر()پرشین

.ندیابیمورداستفادهقرارگرفتتوالی

 زنی مکانیکی و مایه انتقال با پیوند های آزمون

ویروسرگبرگانتقالباپیوندبررسیقابلیتجهت

جدایهمرکباتزردروشنی واکنش اینایرانیهای،

ویروس محک گیاهان تحقیقاتیدرروی گلخانه

میوه و مرکبات نیمهپژوهشکده گرمسیریهای
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 متناظر سوخته آب نواحی جانبی و های رگبرگ زردی شامل مرکبات زرد روشنی رگبرگ بیماری مشخص علائم -1 شکل

( و لمون اورکا Dهای محک نارنج ) ( و در نهالCو پرشین لایم ) (B(، لمون )Aهای جوان در سه میزبان نارنج ) پشت برگ

(Eپس از آلوده ) سازی در شرایط گلخانه با جدایه  SOU مرکبات زرد روشنی از ویروس رگبرگ 
Figure 1. Typical symptoms of citrus yellow vein clearing disease including yellowing of the lateral 

veins with corresponding water soaked areas behind the young leaves in the three hosts; sour orange 

(A), lemon (B), and Persian Lime (C) and two indicators, sour orange (D) and lemon (E) after 

inoculation with SOU isolate of CYVCV under greenhouse condition 





 حاویمورد بستر گرفت. قرار درصد50بررسی
ازپسماسهدرصد25وپرلیتدرصد25کوکوپیت،

ساعتیکمدتبهمیکسر،دستگاهدرشدنمخلوط

دربار6/1فشاروگرادسانتیدرجه105دمایدر
نارنج.گردیدضدعفونیاتوکلاو لموناورکاوارقام

(C. limon cv. Eureka) شناخته، نیترشدهکه

بیهازبانیم روشنیماریحساس زردیرگبرگ
م حساب به ,.Loconsole et al)ندیآیمرکبات

2012; Chen et al., 2014; Zhou et al., 

گ2017 منشا از شدند.یمادراهانی(، انتخاب سالم

رنیایریتکثیهانهال ترنجیسهیپایروقمدو
(Poncirus trifoliate X C. sinensisاین در )

شد تولید گوندبستر عنوان آزموناهانیبه محک

قرارگرفتند.یولوژیب استفاده چهاریسازآلودهمورد
پوستکازوندیپلهیبهوسهاازهریکازمحکنهال

بررسیهایجدایه ،مورد روش Roistacherمطابق

هایبههمراهنهالگیاهاناین.صورتگرفت(1991)
کنترلدرشرایطدماییاصله(4)زنینشدهشاهدمایه
گرادسانتیدرجه18روزوگرادسانتیدرجه26)شده

نگهداریشدند.شب(
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رگبرگ بیماری ویروسی ماهیت زردروشنیاثبات

ازطریقپیوندارقامحساسعاریازویروسرویمرکبات،

بااستفاده1درختانبیمارانجامشد.بهاینمنظورپیوندتاجی

ازمنشاگیاهاناورکاازشاخهپیوندکارقامنارنجولمون

 ضدحشره گلخانه در شده نگهداری روشبذری مطابق

Ebrahimi and Nematollahi Sani(2003 درباغی(

باسابقهآلودگیدررامسررویتنهسهدرختپرشینلایم

.بهاین(1)شکلباعلائممشخصبیماریبهاجرادرآمد

شاخهپیوندکارقاممحکپسازبرشموربصورتکه

شدهدرزیرپوستتنه ازدرختانامحا باباقیمانده و وارد

در شد. بسته نایلونی تکثیر،وپیوندکاخذمراحلنوار

سدیمکلریتهیپوتجاریمحلولباابزارباغبانیضدعفونی

گرفتومحلپیوندباکمکصورت(خانگیسفیدکننده)

(.2دسایبانمحافظتگردید)شکلچسبباغبانیوایجا

رگبرگ ویروس مکانیکی زردروشنیانتقال

عصاره با برگمرکبات از جوانگیری درختانهای

جدایه علائم دارای SOUهای ،LEN بافرLIEو در

ف بافر ( مولار1/0پتاسیمسفاتاستخراج ،pH 7 و(

 P. vulgaris cv. redلوبیا)هایجوانبرگزنیمایه

Kidney).شاهداهانیگباکمککاربوراندومانجامشد

 استخراجبا شراویزنهیمابافر درجه26)ییدماطیدر

روزسانتی گراد سانتی18و گلخانهدرجه شب( گراد

شدند.ینگهدار

و آنالیز  RT-PCRاستخراج اسید نوکلئیک، 

 تبارزایی

 SDS-Potassiumروشکلاستخراجشدهبهاآران

acetate(Bernad and Duran-Vila, 2006ازپوست)

هایجدیددارایعلائمگیاهانموردبررسیجستوبرگ

روشنیرگبرگویروسآلودگیبهمولکولیتائیدجهت

زرد واکنشمرکبات طریق باایزنجیرهاز پلیمراز

RT-PCRمعکوس)بردارینسخه رفت.( کار 500ازبه

بافتگرممیلی در مایع نیتروژن از استفاده بدونگیاهی

                                                           
1- Top work grafting 

میلی5حاویپلاستیکیهایپاکت استخراج بافرلیتر

(0.1M Tris-HCl, pH 8.0; 50mM EDTA; 0.5M 

mercaptoethanol) گیریعصاره، مدتSDSبا 20به

استاتسانتی درجه65دمای در دقیقه و بهپتاسیم گراد

دقیقه20مدت تیمار یخ اتانولوسیلهبهرونشینودر

.شدحلمقطرآبمیکرولیتر40درتغلیظوودهیرسوب

درایدومرحلهRT-PCRآزمونردیابیویروسبراساس

پوششیحضور پروتئین ژن اختصاصی آغازگر جفت

(YVCPf 5’-TACCGCAGCTATCCATTTCC-

3’/ YVCPr 5’-GCAGAAATCCCGAACCAC-

3’)(Chen et al., 2014)ایواکنشزنجیرهنتایج انجامو

مرازپلی آگارز ژل 1در گرفت. قرار بررسی مورد برای%

کیتYVCPrآغازگرازمکملااندیساخت و

Revert Aid(Fermentas)جهت واکنش انجام و

PCRازPCR Master Mix (Fermentas)استفاده

حرارتیهایچرخهشد. 5شامل در درجه94دقیقه

سانتی چرخه(گراد )یک ،1 در درجه94دقیقه

دردقیقه1وگرادسانتیدرجه54دقیقهدر1،گرادسانتی

72دردقیقه10وچرخه(30)گرادسانتیدرجه72

مکملااندیبهمنظورتکثیر(چرخه1)گرادسانتیدرجه

گردید. دمایاجرا اضافی، باندهای حذف منظور به

تعیینافزایشیافت.گرادسانتیدرجه57مرحلهاتصالتا

 نوکلئوتیدی نهاییتوالی آرسیپی واکنشمحصول

توسط ویروس اختصاصی آغازگرهای با شده تکثیر

 از استفاده با جنوبی کره آغازگرهایشرکتماکروژن

هردوبارخوانشتوالیمستقیمومعکوسانجامگرفت.

 جدایه با ویروسClustalWبرنامه مرجع توالی با

)مرکباتزردروشنیرگبرگ شماررس،CQجدایه

KP313240هم استخراج( نهایی توالی بهردیف، و

( بلاست نوکلئوتید الگوریتم باnBlastکمک سایر(

 NCBIژنبانکدرموجودنوکلئیکاسیدهایتوالی

نوکلئیکمقایسه اسید درختتبارزایی هایجدایهشد.

توالیزردروشنیرگبرگویروسایرانی با مرکبات

همپوشانیدامنهدرژنبانکهایاینویروسدرجدایه
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 پیوند با انتقال ( باغ محل انجام آزمونB(؛ Ebrahimi and Nematollahi Sani, 2003( مراحل پیوند تاجی )A -2 شکل

Figure 2. A) Top work grafting process (Ebrahimi and Nematollahi Sani, 2003); B) the orchard of 

transmission study 



نرم100و99 کمک با درصد بهMEGA Xافزار

ترسیم1000وبوتاسترپNeighbor joining روش

هایصددرصدمشابههرکشورحذفوتوالیگردید.

درصد50هایباارزشبوتاسترپکمترازشاخهکلیه

دراینتجزیهوتحلیلازدوجدایهویروسادغامشدند.

 Indian Citrus Ring Spot)لکهحلقویهندیمرکبات

Virus, ICRSV)گونهدیگرجنس،Mandarivirus،به

.استفادهشد1گروهبرونایعضاعنوان


 ایجتن

با  زرد مرکبات روشنی رگبرگ تشخیص ویروس

  آزمون گیاه محک

 بیماری شاملزردروشنیرگبرگعلائم مرکبات

باسوختهمتناظرهایجانبیونواحیآبزردیرگبرگ

                                                           
1- Out group 

آنها در جوانبرگینزیرسطح تشکیل،های از پس

سازیازحدودیکماهپسازآلودهوهایجدیدجست

وSOU،LENباسهجدایهلمونونارنجسالمهاینهال

LIE  شرایط گلخانهدر چنین(.1شکل)گردیدظاهر

علائمیدرگیاهانشاهدمشاهدهنشد.

 روشنی آزمون انتقال با پیوند ویروس رگبرگ

 زرد مرکبات در شرایط باغ

لمونوپسازانجامپیوندتاجیارقامحساسنارنج

برشدهبررویتنهکفازمنشأگیاهانعاریازویروس

زرد،چنینروشنیدرختاندارایعلائمبیماریرگبرگ

پیوندجستیهابرگدرعلائمی ارقام از برآمده اولیه

(.3شکلشدهنیزپدیدارگشت)

 آزمون انتقال مکانیکی

ایرانیویروس جدایه سه انتقال پساز یکهفته

برگزردروشنیرگبرگ به جوانمرکبات های

کاربوراندوم پودر کمک با لوبیا شرامحک طیدر
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شکلگلخانه تغییر و سیستمیکچروکیدگی علائم ،

برگ خلاف بر مااهانیگها بافرشدهیزنهیشاهد با

گیاهی عصاره با شده آلوده گیاهان در استخراج،

(.4مشاهدهشد)شکل





 

 
بر شده  تنه کفروی تاجی پیوند ( پس از B( و لمون )Aنارنج )ارقام در  مرکبات زرد روشنی رگبرگ بیماری علائم -3 شکل

 علائم یدرختان دارا
Figure 3. Typical symptoms of citrus yellow vein clearing disease on the leaves of sour orange (A) 

and lemon (B) varieties after top work grafting on the symptomatic trees 

 







 
 های با جدایهزنی  پس از مایهلوبیا  هایبوته یافتهو تغییرشکل هچروکیدهای  ( در مقایسه با برگA) شاهدبرگ گیاه  -4 شکل

 مرکبات زرد روشنی رگبرگ( ویروس D) لایم ( و پرشینC) لمون (،B) نارنج ایرانی
Figure 4. Leaves of healthy plant (A) compared to wrinkled and deformed leaves of bean plants 

inoculated with Iranian CYVCV isolates of SOU (B), LEN (C), and LIE (D) 
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 شناسایی مولکولی 

RT-PCRآزمون ژنبا آغازگرهای از استفاده

ویروس پوششی مرکبات،زردروشنیرگبرگپروتئین

اندازه در614قطعهموردانتظاربا هایاآرانجفتبازرا

بافت از شده برگاستخراج و جوانپوست های

وجست لمون نارنج، علایم دارای درختان بهاره های

کرد. تکثیر لایم، پرشین باندیدر چنین گیاهانعصاره

 ااندیواآران یفاقدالگویهاونمونهبدونعلائمشاهد

باندهایحذفمنظوربه(.A5مشاهدهنشد)شکلمکمل

افزایشگرادسانتیدرجه57تااتصالمرحلهدمایاضافی،



آلودگیبهویروس اینشیوه با روشنیرگبرگیافتو

گلخانههایانتقالدرشرایطپسازآزمونمرکباتزرد

( نیزباغو(B5شکل مورد گرفتتأیید ردیابی.قرار

برگویروس در علائمهمواره دارای جوان های

ازجمعهاینمونه ازبامازندراناستانآوریشده استفاده

مکاناRT-PCR آزمون بود. حالیپذیر در در آزمونکه

RT-PCRآران از استفاده استخراجشدهبا ا هایبرگاز

تکثیریصورتنگرفت،یابدونعلائمدرختانبیمارمسن

افقی،یاو الکتروفورز بههنگام باندهایقطعاتتکثیریافته

ایجادکردند.زدرژلآگارضعیفی

 
 درمرکبات  زرد روشنی رگبرگ ویروساختصاصی  با استفاده از آغازگرهای RT-PCRآزمون الکتروفورز نتایج  -5 شکل

 -SOU ،2 جدایه نارنج -1ها:  (. چاهکBانتقال با پیوند ) آزمون آلودگی پس ازتأیید ( و Aتشخیص سه جدایه مورد بررسی )

کنترل  -6ا،  انآر کنترل فاقد الگوی -5، گیاهچه نارنج عاری از ویروس -LIE ،4لایم  جدایه پرشین -LEN ،3جدایه لمون 

، شده آلوده  لمون اورکا های محک نهال -12 الی 10 ،شده آلوده  محک نارنجگیاهان   -9الی  7مکمل،  ا نا ی فاقد الگوی د

L-  جفت باز 100نشانگر با اندازه (GeneRuler, Thermo Scientific) 
Figure 5. Detection of three isolates of Citrus yellow vein clearing virus by RT-PCR using specific 

primers (A) and confirming the infection by the virus after graft transmission (B). Lanes: 1. SOU 

isolate, 2. LEN isolate, 3. LIE isolate, 4. virus-free sour orange seedling, 5. RT control, 6. PCR 

control, 7 to 9. Infected sour orange indicators, 10 to 12. Infected lemon indicators, L. 100 bp DNA 

ladder (GeneRuler, Thermo Scientific)  
 

 

تکثمیمستقیابییتوال درریقطعه واکنششده

RT-PCRجدااز SOU،LENهیسه ازLIEو

پرشیهازبانیم و لمون میلانینارنج، بهوشدانجام

رسترتیب تحت ،KX902486شمارهای

KX902487 بانکژنKX902488و ثبتدر به

 ,Bani Hashemian and Aghajanzadeh)رسید

موتوربا حاصل یهاترادف.(2017 از استفاده

موجودکینوکلئدیاسیهایتوالبابلاستیجستجو

ندشدسهیمقابانکنیادر مطالعهنشاندادنیاجینتا.

 توالیکه ترادفاز6788تا6177موقعیتباهااین

زردیروشنرگبرگروسیومرجعهیجداکامل

CQهیجدا)مرکبات متناظرند( 73/96و 55/97تا

آندرصد 75/95همچنیندارند.شباهتبا 37/98تا

 تشابه جدایهدرصد بین ایرانی جدایههای هایسایر

هند،ن،یچازمرکباتزردروشنیویروسرگبرگ

 )شکل شد مشاهده ترکیه و درخت(.6پاکستان
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 اساس بر پوشش614تبارزایی ژن از نوکلئوتید

 SOUهیجداسهپروتئینی، ،LEN دوLIEو با را

و ترکیه هندو از جداجدایه کیدریپاکستانهیدو

(.6گروهقرارداد)شکل

 

 
 

 های جدایهدرصد(  50 بالاتر از استرپ بوت ارزش )با Neighbor joining روش به نوکلئیک اسید تبارزایی درخت -6شکل 

 با درصد 100 و 99 همپوشانی دامنه در ژن بانک مشابه در های جدایه توالی با مرکبات زرد یروشن رگبرگ روسیو ایرانی

 نام مبدا، کشور .است شده داده نشان ها گره در تکرار 1000 اساس بر( ٪) استرپ بوت مقادیر. MEGA X افزار نرماستفاده از 

 به (ICRSVمرکبات ) هندی حلقوی لکه ویروس جدایه دو اند. شده مشخص های ایرانی و مرجع شمار، جدایه رس جدایه،

 در نظر گرفته شدند. گروه برون عنوان
Figure 6. Condensed neighbor joining phylogenetic tree (50% bootstrap value level) of NCBI 

nucleotide sequences of the coat protein of isolates similar to Iranian isolates of Citrus yellow vein 

clearing virus at query cover of 99 and 100%. The analysis was conducted with the MEGA X 

program. Bootstrap values (%) based in 1000 replications are shown at the nodes. The country of 

origin, name of isolate, accession number, Iranian and reference sequences are indicated. Two 

isolates of ICRSV are considered as outgroup. 
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 بحث

ویروسیمرکبات،زردروشنیرگبرگ بیماری

 که است خطرناکی جز کشورهایبه از تعدادی در

جنوبآسیاهنوزبهسایرمناطقمهمکشتمرکباتدنیا

اگرچهبیشازسیسالازمشاهدهاولینراهنیافتهاست.

می پاکستان بیماریدر )موارد  ,.Catara et alگذرد

در1993 که شد مشخص زمانی آن اهمیت ولی ،)

تولیدلیمودرجهانثیرگذارازنظرأآسیاییتهایکشور

شدهمه گیر وقوعترکیه،در. بیماریاین سالدرابتدا

چوکوروا2000 ناحیه Önelge, 2002)1در سپسو(

گزارش2010سالدربهسایرمناطقآنسریعگسترش

،درختاندراینمناطق.(Önelge et al., 2010)گردید

بهاندازهتقریباًیهایریزترآلودهمحصولکمترومیوه

 ,.Önelge et al)کنندمینصفمیوهدرختانسالمتولید

2011a سالدرمرکباتزردروشنیرگبرگبیماری(.

کاهشومشاهدهچینهاییکیازاستاندرابتدا،2009

محصولارزیابیکل%20حدوددرناشیازآنمحصول

Chen et al., 2014)گردید مدتی(. از پس ،اما

راکشوراینمرکباتکشتمهماستان11تمامآلودگی

گرفت وفرا 50کاهشتولیدصنعتلیموترشبا 70تا

 ,.Zhou et al)مواجهشداینبیماریاثردردرصدی

2017; Liu et al., 2019).

ایران زردروشنیرگبرگعلائمگسترش،در

اولین شدمشاهدهمازندرانغربدربارمرکباتبرای

(Bani Hashemian and Aghajanzadeh, 2017.)

آلوده،گیاهیموادجابجاییوقرنطینهضعفبهطورقطع

متعاقباکشوربهگیاهیهایبیماریوروداصلیراه و

رانیدراستزایترویروسقوعو.استمختلفهایاستان

 C. unshiuهاینارنگیانشو)نهالدرابتدابهعنوانمثال

Marc. در ژاپن از وارداتی اثباتیساردریباغ( به

(.Ebrahim-nesbat and Nienhouse, 1978)رسید

آلودهگیاهان مرکباتهاینهالبیندرسپسبهتریستزا

                                                           
1- Çukurova 

نهالستانانتقال مبدأ از بهمازندراناستانشرقهاییافته

استانغرب تکثیراین یا آنازآلودهپیوندکباشده

Tarviji et al., 2012)شدشناساییمناطق انتقال(.

لانیگبهدواستانمجاورمازندران،یعنیویروستریستزا

 گلستان و استنیز متصور مشابه روش به

(Nasrollanejad et al., 2012; Zafari et al., 

کارآمدتولیدسیستمودرفقدانشیوهبههمین.(2013

زایسالم،ویروئیدهاوسایرعواملبیمارینهالتوزیعو

پیوند درمناطقشمالیوجنوبیکشتنیزقابلانتقالبا

 ,Bani Hashemian)اندمرکباتکشورگسترشیافته

2012; Bani Hashemian et al., 2013.)

طمینانازماهیتویروسیعلاوهبرادرمطالعهحاضر

رگبرگ انجامزردروشنیبیماری طریق از مرکبات

 )شکل باغ شرایط در انتقال 2آزمون انتقال(، قابلیت

ایرانیویروسمکانیکیجدایه بیماریهای بهنیزعامل

 و رسید ترکیهمشابهاثبات در شده انجام تحقیق

(Önelge et al., 2011b،)پسازتلقیحعصارهگیاهی

)شکلبهدستآمدعلائمسیستمیک،ازمرکباتبهلوبیا

تشخیصسازینموده(.4 در قدرتمند ابزاری بیولوژی

سازیویروسیمبتنیبرآلودههایویروسیوشبهبیماری

ایناپیوندومشاهدهعلائمدرآنهااست.گیاهانمحکب

ایباقابلیتکنترلدماییوروشاگرچهبهفضایگلخانه

آموزش زیادافراد حجم بررسی برای و دارد نیاز دیده

هاقابلاستفادهنیست،اماهمچنانبخشیجدانشدنینمونه

هایاولیهوهستهمادریسلامتمنابعیابیارزازمرحله

ریتکث ی میمرکبات تشکیل )را  ,Roistacherدهد

شدهازنظرترینگیاهانشناختههاحساسمحک(.1991

ویروس برای علائم بروز و وتکثیر هستند معین های

یابد.براساسویروسدرآنهابهشدتافزایشمیغلظت

 اورکا رقم لمون و نارنج موجود، رینبهتاطلاعات

زردمرکباتدربینروشنیهایویروسرگبرگمیزبان

 هستند. گیاهانآزمونمرکبات کمکاین با بیولوژی

پساز رفتو کار موفقیتبه اینبررسیبا محکدر

آنها در مشخصبیماری علائم پیوند، ویروسبا انتقال
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ویروسدر(1)شکلظاهرگردید ضمناینکهحضور .

قرارگرفتتأییدمولکولیهمموردنالیزاینگیاهانباآ

RT-PCRبراساسنتایجاینتحقیق،آزمون.(5)شکل

پروتئین ژن اختصاصی آغازگر جفت از استفاده با

 YVCPf/YVCPr(Chen et al., 2014،)پوششی

 برای مناسبی تکنیک مستقیم رگبرگویروسردیابی

استمشروطبههایباغینمونهمرکباتدرزردروشنی

 استخراجآراناینکه بافتا از دارایعلائمهایجوان

پذیرد نمونهانجام اینشیوه با جای،برداریهدفمند. به

رانآاستخراجگرانقیمتهایروش حتیازتوانیما،

SDS-Potassium acetateهزینهمانندوکمسادهانواع

(Bernad et al., 2006)مقایسهتوالیاستفادهنمود.نیز

رگبرگویروسقطعهتکثیرشدهازژنپوششپروتئینی

جدایهمرکباتزردروشنی سایر با نشانهایبانکژن

هایمختلفوجودتنوعژنتیکیکمیبینجدایهدادکه

زمینه در دیگری تحقیق نتایج با موضوع این دارد.

ویژگی مولکولی وجدایههای جغرافیایی مختلف های

(منطبقاست.Zhou et al., 2017میزبانیاینویروس)

تبارزایی مطالعه بررسی این در مشخصنمودهمچنین

جدایه ایرانیکه جدایههای قرابتنسبتبه هایچینی،

دارند)شکلهایپاکستان،هندوترکیهجدایهبیشتریبا

می6 که بین( آلوده گیاهی مواد تبادل بیانگر تواند

کشورهایمنطقهباشد.

روشنیرگبرگنشاندادکههمچنینربررسیحاض

زرد کشور شمال در داردحداقل استنادوجود به .

ویروسبهجزدراستاناین بازدیدهایانجامشده،وقوع

قرارنگرفتهتائیدموردگیلان،درسایرمناطقایرانهنوز

نشده(است منتشر شیوه)نتایج گرفتن نظر در با های.

 و ویروس انتقال خسارتمختلف بالای زاییپتانسیل

)روشنیرگبرگ مرکبات (،Liu et al., 2019زرد

لمونتأکیدبرمدیریتبیماریبسیارحائزاهمیتاست.

زردبهروشنیلایم،دورقمحساسبهرگبرگوپرشین

می خطرحساب هایاستانبهبیماریسرایتآیند.

وآلودهنهالوپیوندکطریقازجنوبیکشور لمون

بیماریپرشین به متحمل ارقام عنوان به که لایم

بسیار(Salehi et al., 2005اند)جاروکمعرفیشده

 گسترشوخسارتتهدید،ایندیدگاهبامحتملاست.

 بیماری این ایران گرفتدر قرار تاکید مورد پیشتر

(Bani Hashemian, 2018گسترش از پیشگیری .)

وپیوندکعرضهوتولیدهایجدیدبابیماریبهکانون

کهتنهاروشسالمونظارتمستمربرنهالستاننهال ها

بیماری استمدیریت موجود اطلاعات استناد به

(Zhou et al., 2017)مورد باید جدی صورت به

توجهقرارگیرد.



 گزاری سپاس

 حاضر علومپروژه موسسه مصوب طرح قالب در

 باغبانی تعیینبا انتقالوتشخیصهایروشعنوان

انجاممرکباتزردروشنیرگبرگویروس به درایران

ازراخودتشکروسپاسمراتبنویسندگانرسیدهاست.

،ارسالنمونهمشاورهوجهتیونسابراهیمیفقیداستاد

،هاشمیانبنینجمهسیدهمهندسینودکترحسینطاهری

محمدحسنرستگارجوربنیانایمان مقصودی،، ورضا

زیتونی هایآزموندرهمکاریعلتبهحسن

علاماوترسیمدرختتبارزاییایگلخانهوآزمایشگاهی

.دارندمی
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Abstract 

Background and Objectives 

Citrus yellow vein clearing virus (CYVCV), a new member of the genus Mandarivirus 

(family Alfafelxiviridae), has been recently reported from Iran after being recognized in 

Pakistan, India, Turkey and China. Typical symptoms of infection on the leaves of sour 

orange, lemon and Persian lime, as local sensitive hosts, consist of yellowing lateral 

veins with corresponding water-soaked appearance on the lower surface of the leaves. 

Biological and molecular detection, some modes of transmission and phylogenetic 

analysis of CYVCV isolates of Mazandaran province have been investigated in the 

present study. 

Materials and Methods 

Typical induced symptoms by CYVCV infection; namely yellowing and water soaking 

of the lateral veins, was considered as the initial criterion for diagnosis of the disease 

within seedlings and trees of sour orange, lemon and Persian lime cultivars in nurseries 

and orchards in Mazandaran province.  Three isolates, out of 53 samples, were selected 

for more analysis from the region collected during the spring of 2016, 2017, and 2018. 

Inoculation of these isolates into bean plants, sour oranges and lemons were performed 

using mechanical and grafting methods under greenhouse conditions with controlled 

temperatures. In order to confirm the infection, total RNA of the collected samples and 

the inoculated plants were extracted by the SDS-Potassium acetate method. A two-step 

Reverse Transcription Polymerase chain reaction (RT-PCR) was carried out using a 

specific primer pair of the virus coat protein (CP) gene.  
Results 

Characteristic symptoms of the disease were expressed after top-work grafting of the 

susceptible virus-free orchard cultivars on the trunks of diseased trees. Using specific 

primer pair in RT-PCR, an expected 614 bp fragment was amplified in symptomatic 

samples. The consensus sequences, obtained from direct sequencing the PCR products of 

the studied isolates based on forward and reverse specific primes, were similar to the 

sequences of other CYVCV isolates of China, India, Pakistan and Turkey at the level of 
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95.75 to 98.37%. A phylogenetic tree of this part of the genome, grouped Iranian isolates 

with two isolates from India and Turkey and two Pakistani isolates.  

Discussion 

The present study confirmed the presence of Citrus yellow vein clearing virus in the 

north of the country. Lemon and Persian lime are the two most important susceptible 

hosts of the virus. These citrus varieties are also valuable cultivars in the south of the 

country and are considered tolerant genotypes to Witches' broom disease, which is 

prevalent in these areas. Preventing the spread of the yellow vein clearing disease to the 

new infection foci by continuous monitoring of the citrus nurseries should be seriously 

considered. 
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