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رگبرگ مرکبات  يا روس توتهیو یرانیه ایچند جدا یو مولکول یکیولوژیات بیخصوص
(CVEV)  

  2اله رحیمیان و حشمت *1، اکبر دیزجی1سحر نوري

  )12/12/1396 :؛ تاریخ پذیرش16/9/1396: تاریخ دریافت(

  دهیچک
و گـال   يا، با علائم رگبرگ توتـه Enamovirusجنس  یگونه احتمال (Citrus vein enation virus, CVEV)رگبرگ مرکبات  يتوتهروس یو

 ـاز جدا يتعـداد  یو مولکـول  یکیولـوژ یات بیق حاضر خصوصیدر تحق. ران گزارش شده استیرا از مرکبات ایدر تنه، اخ یچوب  يه هـا ی
انا یولکامر يموی، ل(Citrus aurantium)زبان شامل نارنج یروس به سه گونه میه مختلف ویجدا 29 يوندیپس از انتقال پ. روس مطالعه شدیو
)(C. volkameriana پوست ناصاف  يمویو ل) ،راف لمون(C. jambhiriوابسـته   يمارینشان داد که زمان بروز، نوع و شدت علائم بج ی، نتا

 Aphis)اه باقلا یروس با شته سین ویا. روس در سه گروه قرار گرفتندیو يه هاین اساس جدایبر ابوده و ) وند شدهیه پیپا(زبان یه و میبه جدا

fabae) نسبت به شته سبز پنبه  يبالاتر ییو با کارا(Aphis gossypii)  يریانتقال پذ از گزارش نین اولیا. افتیانتقال CVEV اهیس شته توسط 
ن ین و کمتریشتریب يب دارایک ساله و دمبرگ دانهال نارنج آلوده به ترتیپوست ساقه  ينشان داد که بافت ها RT-qPCRج ینتا .باقلا است

ن تا یاواخر فرورد یروس فقط در دو بازه زمانینشان داد که و RT-PCRک سال با آزمون یروس در یانه ویش ماهیپا. هستند CVEVغلظت 
 يش شصت درصدیباعث افزا RT-qPCRروش  يریگن به کاریاست، با وجود ا یابیهرماه قابل ردل میور تا اوایر ماه و اواسط شهریل تیاوا

همپوشان چارچوب  هیناح يدینوکلئوت ترادف اساس روس بریمختلف و يهاهیجدا ییجه تبارزاینت. روس در آذرماه شدیو یابیت ردیحساس
  .داشت یهمبستگ یعلائم شناس يبا گروه ها يکرد که تاحدک یرا به سه گروه تفک ، آنها)ORF2 و ORF1( 2و  1خوانش  يها
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Abstract 
Citrus vein enation virus (CVEV), a tentative species of the genus Enamovirus, family Luteoviridae, which 
causes vein enation and trunk woody gall symptoms on citrus, has been recently reported from Iran. In the 
present research, biological and molecular properties of CVEV different isolates were studied. Following 
graft transmission of 29 CVEV isolates on sour orange (Citrus aurantium), volkamer lemon (C. 
volkameriana) and rough lemon (C. jambhiri), the results indicated that the incidence, type and severity of 
symptoms depend on the CVEV isolate and host (rootstock), accordingly virus isolates were classified into 
three groups. CVEV was transmitted by Aphis fabae with a significantly higher efficiency than that by Aphis 
gossypii. This is the first report of CVEV transmissibility by A. fabae in the world. Based on RT-qPCR 
results, the maximal and minimal concentrations of CVEV were determined in young bark and petioles 
tissues of infected sour orange seedlings, respectively. Monthly monitoring of the virus throughout the year 
by RT-PCR showed that CVEV was only detectable during two periods of late April to early July along with 
mid-September to early October, however, sensitivity of virus detection raised up to 60 percent in early 
December by using RT-qPCR. In the phylogenetic analysis of CVEV isolates based on nucleotide sequence 
of overlapped regions of ORF1 and ORF2, isolates were grouped into three clades which showed some 
correlation with symptomology groups. 
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  مقدمه

 Citrus vein enation)رگبرگ مرکبات  يتوتهویروس 

virus, CVEV)   1953اولین بار از ایالت کالیفرنیا در سـال ،
به عنوان یک بیماري قابل انتقال با پیونـد بـا علائـم ایجـاد     

 (.Citrus aurantium L)هاي فرعی نـارنج  در رگبرگ توته
ــه ــایر گون ــد  و س ــزارش گردی ــات، گ ــاي حســاس مرکب ه

.(Wallace & Drake 1953)    ســپس ایــن بیمــاري و
ــال ــوه   انتق ــته قه ــط ش ــل آن توس ــذیري عام ــات پ اي مرکب

(Toxoptera citricida Boyer de Fonscolombo)  از
چند سـال   .(McClean 1954)آفریقاي جنوبی گزارش شد 

هاي هاي چوبی در تنه پایهبعد بیماري دیگري با علائم گال
 Citrus jambhiri)راف لمـون،  (لیمـوي پوسـت ناصـاف    

Lush    از استرالیا گـزارش شـد(Fraser 1959) .   بـر اسـاس
رگبـرگ مرکبـات عامـل     يتوتهتحقیقات تکمیلی، ویروس 

اي و گــال چــوبی مرکبــات هــر دو بیمــاري رگبــرگ توتــه
. (Wallace & Drake 1960, 1961)داده شـد  تشـخیص  

) نوکلئوتیـد  5983(تاکنون ترادف نوکلئوتیدي ژنـوم کامـل   
ي رگبرگ مرکبات از اسپانیا، چین  چند جدایه ویروس توته

 Vives et al. 2013, Ai-jun et)و ژاپن تعیین شده اسـت  

al. 2015, Nakazono-Nagaoka et al. 2017) .هـا   بررسی
ن ویروس رابطه تبارزائی نزدیکی با ویروس نشان داد که ای
 Pea enation mosaic)اي نخــودفرنگی موزائیــک توتــه

virus1, PEMV1)  از جنسEnamovirus نتیجـه   دارد، در
ــد احتمــالی جــنس    ــه جدی ــوان گون ــه عن ــروس ب ــن وی ای

Enamovirus  از تیرهLuteoviridae     پیشـنهاد شـده اسـت
(Vives et al. 2013) .ل حاضـر داراي دو  این جنس در حا

. است Alfalfa enamovirus1 (AEV1)و  PEMV-1گونه 
داراي پـنج چـارچوب    Enamovirusژنوم اعضـاي جـنس   

با هم  2و 1، 0هاي ژنی  باشد که چارچوب می (ORF)ژنی 

در  ORF2و  ORF1همپوشانی داشته، و پروتئین حاصل از 
 .(Vives et al. 2013)تکثیر آر ان اي ویروس نقش دارنـد  

 Citrus)لیموترش مکزیکـی   ، نارنج،لیموي پوست ناصاف

aurantifolia (Christ.) Swing)،  نارنگی یوزو(C. junos 

Siebold ex Tanaka) نارنگی انشو  و(C. unshiu Marc.) 
(Chen et al. 1992) بـه ایـن    هاي مرکبات حساساز گونه

،  (C. limon (L.) Burm. f)لیموخـاگی . باشـند ویروس می
 C. reticulate(و نارنگی  (.C. sinensis (L.) Osb)ال پرتق

Blanco (هاي این ویروس هستند کـه فقـط   از دیگر میزبان
دهنــد اي علائــم بیمــاري را بــروز مــیدر شــرایط گلخانــه

(Catara & Davino 1984) . رگبـرگ   يتوتهعلائم بیماري
هــاي کوچــک در ناحیــه مرکبــات شــامل ایجــاد برآمــدگی

در همـان  هایی سطح زیرین برگ و فرورفتگیها در رگبرگ
 محل در سـطح رویـی بـرگ درختـان نـارنج و لیمـوترش      

هــاي میزبــان مکزیکــی و بــا شــدت کمتــر در ســایر گونــه
(Wallace & Drake 1959)   هـاي  بوده و در تنـه و شـاخه

ــا     ــوي ولکامریان ــاف و لیم ــت ناص ــوي پوس ــان لیم درخت
)(Citrus volkameriana Ten. and Pasq. (Vives et al. 

2013, Fraser 1959)     عامـل . کنـد گـال چـوبی ایجـاد مـی 
کبـات، شـته سـیاه مرکبـات     مر ايهقهـو  شته توسط بیماري

(Toxoptera aurantii Boyer de Fonscolombo) 
(Maharaj & Graca 1989) ــه ، شــته  Aphis)ســبز پنب

gossypii Glover) (Laird & Weathers 1961) شـته   و
صورت پایـا منتقـل    به (.Myzus persicae Sulz)بز هلو س
  .(Hermoso et al. 1993)شود می

درختان نارنج هاي گذشته، علائم گال چوبی در در سال
سـاري، رامسـر، چـالوس، آمـل، بابـل و      (شهرهاي شمالی 

مشـاهده شـده   ) شیراز و جهرم(و نیز جنوبی ایران ) گرگان
هاي مقـدماتی تـک درخـت نـارنج در شـهر      بررسی. است

هـا هاي کوچک در ناحیـه رگبـرگ  ساري با علائم برآمدگی
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 تحقیقمورد استفاده در این   CVEVآغازگرهاي اختصاصی . 1جدول 
Table 1. Citrus vein enation virus specific primers used in this study 

Reference Used for Amplified 
fragment size 
(bp) 

Position on 
complete 
genome (nt) 

Sequence (5´ to 3´) Primers 

(Vives et al. 
2013) 

Detection 1232 3466-3486 AATGAGATAGCCCGGTTGTCCAG VE17r 
4676-4698 CGGGGCTTGGATTCTCAAAGG VE5f 

(Vives et al. 
2013) 

Amplification 862 2079-2100 GAAGCAGGTCGGCAGGGATGCC VEsLCf 
2917-2940 TGGCTGCTTGGTACCGCAAAGAGC VE2r 

this study RT-qPCR 223 5018-5038 ACCGAGATGTGGAAGTGCGTG VERTf 
5222-5241 CAGCTCCCATCTGCCTTCCC VERTr 

  
درخت حـاکی از   در سطح زیرین برگ و گال چوبی در تنه

 Nouri)بود  رگبرگ مرکبات ي ویروس توتهآلودگی آن به 

et al. 2015) .     علیرغم مشاهده علائـم گـال چـوبی در تنـه
مرکبـات کشـور و نیـز گـزارش اخیـر       هـاي  برخی از گونه

رگبرگ مرکبات از شهرستان سـاري،   ي وجود ویروس توته
اطلاعاتی در خصـوص پـراکنش و نیـز خصوصـیات ایـن      

در این تحقیق، پراکنش ایـن  . ویروس در ایران وجود ندارد
کشــور و برخــی  خیــز اســتان مرکبــات چنــد ویــروس در

نـی  خصوصیات بیولـوژیکی و مولکـولی چنـد جدایـه ایرا    
CVEV مورد مطالعه قرار گرفته است .   

  هاي بررسیمواد و روش
  منبع ویروس

ــال  ــار س ــم دار   1394در به ــات علائ ــان مرکب از درخت
هـا و  اي شدن رگبـرگ توته( CVEVمشکوك به آلودگی با 

-شهرستان(هاي مازندران استان) گال چوبی در تنه درختان

شهرسـتان  (، گلسـتان  )هاي رامسر، چالوس، آمل و سـاري 
 28و  15، 60بـه ترتیـب    )شیراز و جهرم(و فارس ) گرگان

ها بر روي یخ قرار گرفته و بـه  نمونه. آوري شد نمونه جمع
  . آزمایشگاه منتقل شدند

ي رگبـرگ مرکبـات بـا ترانویسـی      ردیابی ویروس توته
  1(RT-PCR)واکنش زنجیره اي پلیمراز  -معکوس

ي رگبرگ مرکبـات، آر ان اي   براي ردیابی ویروس توته
هـاي جـوان یکسـاله و     هاي پوست شـاخه  کل گیاه از بافت

شده بـا اسـتفاده از کیـت     آوري هاي جمعهاي نمونهرگبرگ
RNX-Plus )به اختصار، . استخراج گردید) سیناکلون، ایران

شده گیاهی با ازت مـایع در یـک    گرم بافت پودرمیلی 100
پـس از  . عصاره گیري شد RNX-Plusیلی لیتر از محلول م

ــا   ــا کلروفــرم، رســوب دهــی ب جداســازي آر ان اي کــل ب
، رسـوب آر ان  75%ایزوپروپانول سرد و شستشو با اتـانول  

میکرولیتر آب عاري از آنزیم نوکلئـاز بـه حالـت     30اي در 
گـراد  درجـه سـانتی   -20سوسپانسیون درآمـد و در دمـاي   

  . نگهداري شد
-RTرگبرگ مرکبـات بـه روش   ي توتهدیابی ویروس ر

PCR  و با استفاده از جفت آغازگرVE5f/VE17r )  جـدول
جفت بـاز از ناحیـه    1200اي به اندازه تقریبی که قطعه ،)1

تــا قســمت ابتــداي  (ORF2)مــراز انتهــایی کدکننــده پلــی
کنـد   را تکثیر مـی  (ORF3)چارچوب ژنی پروتئین پوششی

(Vives et al. 2013) ساخت دي ان اي مکمـل  . انجام شد
(cDNA) میکرولیتــري حــاوي چهــار  21هــاي  در واکــنش

                                                      
1 Reverse transcription polymerase chain reaction 
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میکرولیتر آر ان اي کل، یـک پیکومـول آغـازگر معکـوس     
VE17r    و هشت میکرولیتر آب عاري از نوکلئـاز در دمـاي

بلافاصـله   دقیقـه انجـام و   10گراد به مدت درجه سانتی 72
نش دو میکرولیتــر بــه مخلــوط واکــ. روي یــخ منتقــل شــد
dNTPs (10 mM)ــافر ــر ب ــار میکرولیت ــر  ، چه ــنج براب پ

RevertAid Reverse transcriptase (RT)  نیم میکرولیتـر ،
RNase inhibitor (Thermo Fisher, USA) )U/μL 40 (

ــزیم  75/0و  ــر آن  RevertAid RT (Thermoمیکرولیت

Fisher, USA) )U/μL 200(  اضافه و به مدت یک ساعت
سپس مخلـوط  . گراد قرار داده شددرجه سانتی 42اي در دم

گـراد  درجـه سـانتی   72واکنش به مدت پنج دقیقه در دماي 
گـراد منتقـل   درجه سانتی -20قرار گرفته بلافاصله به دماي 

 25هاي  در واکنش (PCR)اي پلی مراز واکنش زنجیره. شد
ــر   ــیم میکرولیت ــاوي دو و ن ــري ح ــک cDNAمیکرولیت ، ی

 2/0فر، مخلوط نوکلئوتیدها بـا غلظـت نهـایی    میکرومول با
مول، آغازگرهاي رفت و برگشت هر یـک بـا غلظـت    میلی

واحد  5/1و  MgCl2میلی مول  5/1میکرومول ،  4/0نهایی 
) ســیناژن، ایــران( SmartTaq DNA Polymeraseآنــزیم 
هاي دمایی واکنش شامل یـک چرخـه در   چرخه. انجام شد

چرخـه   35مدت سـه دقیقـه،    گراد بهدرجه سانتی 94دماي 
گراد بـه مـدت یـک    درجه سانتی 94که هریک شامل دماي 

درجه  72گراد به مدت یک دقیقه و درجه سانتی 57دقیقه، 
ثانیه و یک چرخه بسط نهایی دماي  80گراد به مدت سانتی

 محصـولات  . دقیقه بـود  20گراد به مدت درجه سانتی 72

PCR    یوم برومایـد  در ژل آگاروز یـک درصـد حـاوي اتیـد
(EtBr) ــافر ــورز  TBE (Tris-Borate-EDTA)در ب الکتروف

 GEL LOGIC)افقی شده و به وسیله دسـتگاه ژل خـوان   

200, Kodak, USA)    تخمـین طـول   . عکـس بـرداري شـد
 شـده بـا مقایسـه آنهـا بـا نشـانگر دي ان اي       قطعات تکثیر

bp100 (Thermo Scientific GeneRuler 100 bp DNA 

Ladder, USA) انجام شد.  

هـاي مختلـف    مطالعه پاسخ سه گونه مرکبات به جدایـه 
CVEV   

از نظر  CVEVهاي  براي مطالعه پاسخ میزبانی به جدایه
زمان بروز، نوع و شدت علائم بیماري، سـه گونـه میزبـان    

 29بـا   پوسـت ناصـاف   يلیمـو نارنج، لیموي ولکامریانـا و  
افیـایی  هـاي جغر  جدایه ویروس با منشا میزبانی و موقعیـت 

. زنی شـدند  به روش انتقال پیوندي مایه) 2جدول (مختلف 
هـاي سـه   براي تهیه پایه مرکبات، بذور رسـیده درون میـوه  

هاي حاوي مخلوط پرلیت متوسـط،  گونه مرکبات در گلدان
کاشـته  ) به نسبت مساوي(کوکوپیت و خاك باغچه استریل 

. و در شــرایط گلخانــه عــاري از حشــره نگهــداري شــدند
ها بعد از یک سال ونیم جهت انتقال ویـروس مـورد    الدانه

هـر جدایـه ویـروس روي دو دانهـال     . استفاده قرار گرفتند
. زنی شـد  از هر گونه مرکبات به روش پیوندزنی مایه) پایه(

معکـوس بـر    Tبه منظور انتقال پیوندي، شکافی بـه شـکل   
هاي آلـوده   ي هر دانهال ایجاد و از پوست شاخهروي ساقه
جدایه به عنوان پیوندك استفاده و محـل پیونـدها بـا     به هر

شـده در شـرایط    زنـی  هـاي مایـه   دانهـال . پارافیلم بسته شـد 
. داري شـدند گراد نگهدرجه سانتی 18-26گلخانه در دماي 

بعد از حصول اطمینان از موفقیت پیوندزنی و سه مـاه بعـد   
-RTهـا بـه ویـروس بـه روش      زنی، آلودگی دانهـال  از مایه

PCR   ــازگر ــت آغ ــتفاده از جف ــورد  VE5f/VE17rو اس م
ها از نظر بروز علائم بیماري بـه  دانهال. بررسی قرار گرفت

اي یکبار به مدت بیش از یکسـال تحـت نظـر    صورت هفته
  .قرار گرفتند

  با شته و تعیین کارآیی انتقال  CVEVپذیري  بررسی انتقال

رگبـرگ ي توتـه ویـروس  آیی انتقـال  و کار پذیري انتقال
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 مورد استفاده در بررسی پاسخ سه گونه مرکبات CVEVهاي مشخصات جدایه. 2جدول 
Table 2. Characteristics of CVEV isolates used in response evaluation of three citrus species 

Isolate Host Location Group based on the symptoms* Accession number 
MRL5  (Citrus limon) Ramsar 1 MG593826 
MRU3  (Citrus unshiu) Ramsar 1 MG593827 
MR5  (Citrus aurantium) Ramsar 1 MG593824 
MR6  (C. aurantium) Ramsar 2 MG593825 
MCh1  (C. aurantium) Chalus 2 MG593822 
MCh3  (C. aurantium) Chalus 2 MG593823 
MChS8  (Citrus sinensis) Chalus 1 - 
MA3  (C. aurantium) Amol 1 MG593821 
MA7  (C. aurantium) Amol 1 - 
MSa1  (C. aurantium) Sari 1 MG593828 
MSa2  (C. aurantium) Sari 1 - 
MSa3  (C. aurantium) Sari 1 - 
MSa4  (C. aurantium) Sari 1 MG593829 
MSaS1  (C. sinensis) Sari 1 MG593831 
MSa5  (C. aurantium) Sari 1 - 
MSaS11  (C. sinensis) Sari 1 - 
MSaU9  (C. unshiu) Sari 1 - 
MSaM1  (Citrus myrtifolia) Sari 1 MG593830 
GG2  (C. aurantium) Gorgan 1 - 
GG3  (C. aurantium) Gorgan 1 MG593820 
GG7  (C. aurantium) Gorgan 1 - 
GG10  (C. aurantium) Gorgan 1 - 
FSh2  (C. aurantium) Shiraz 1 - 
FSh4  (C. aurantium) Shiraz 1 MG593816 
FSh7  (C. aurantium) Shiraz 1 - 
FSh8  (C. aurantium) Shiraz 3 MG593817 
FSh11  (C. aurantium) Shiraz 3 MG593818 
FJ4  (C. aurantium) Jahrom 1 - 
FJ5  (C. aurantium) Jahrom 1 MG593819 

*Groups based on the symptoms were discussed in the text. 
  

 Aphis spiraecola) با سه گونه شته سبز مرکبات مرکبات

Patch.) ،شته سیاه باقلا (Aphis fabae Scop.)  و شته سبز
پس از تهیه کلونی خالص از . پنبه مورد بررسی قرار گرفت

بـذري سـالم نـارنج،     هاي هرگونه شته و تکثیر روي دانهال
در گلخانـه عـاري از    انتقـال شـته اي ویـروس    هاي آزمون

 18درجـه سـانتیگراد بـا     18-25حشره بـا شـرایط دمـایی    
پـس از  . انجام گرفـت  ساعت تاریکی 6ساعت روشنایی و 

روي  سـاعت  48هـا بـه مـدت    دسترسی تغذیه گیرش شته
ــال ــه    دانه ــه جدای ــوده ب ــارنج آل ــاله ن ــاي دو س  MSa1ه

، بـه ازاي هـر دانهـال    )با پیوند پوسـت سـاقه   شده زنی مایه(
در آزمون تعیین (و یک ) پذیري در آزمون انتقال(تعداد پنج 

حشره بالغ از هر گونه شته بـا بـرس مـویی    ) کارآیی انتقال
آزمـون  . دانهال شش ماهه سالم نارنج منتقل شدند 10روي 

تعیین کارآیی انتقال در قالب طرح کـاملا تصـادفی در سـه    
بعـد از دوره  . انجـام شـد  ) ده دانهال در هـر تکـرار  (تکرار 

هـا بـا   سـاعت، شـته   72دسترسی تغذیـه دهـش بـه مـدت     
) نـیم در هـزار  (با حشـره کـش پریمـور     ها سمپاشی دانهال
ر شـاهد نیـز پـس از تغذیـه گیـرش      در تیمـا . حذف شدند

هاي سالم نارنج، دو دانهال سالم نـارنج بـه   از دانهال ها شته
قـرار   هـا  ازاي هر گونه شته در معرض تغذیـه دهـش شـته   

بـا شـته، وضـعیت آلـودگی      زنی یکسال بعد از مایه. گرفتند
و اسـتفاده از   RT-PCRبـا آزمـون    شده زنی مایه هاي دانهال
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به روش ها  داده. بررسی شد  VE5fو VE17rجفت آغازگر 
 و تجزیـه  مـورد   SAS 9.1افـزار  نـرم  از استفاده با و دانکن
  .گرفت قرار آماري تحلیل

در بافتهاي مختلف گیاه  CVEVهاي  مقایسه غلظت جدایه
  RT-qPCR2با آزمون 

ــه    GG3و  MCh1, MSa1مقایســه غلظــت ســه جدای
در سه نوع بافـت مختلـف    ي رگبرگ مرکبات ویروس توته

نارنج آلـوده بـه   ) پوست ساقه یک ساله، دمبرگ و رگبرگ(
پس از نمونه برداري از . ویروس به طور همزمان انجام شد

هاي نارنج آلوده به سه جدایه مختلف در  سه نوع بافت پایه
، آر ان اي کـل بـا اسـتفاده از کیـت     1395اردیبهشت سـال  

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Germany)  اســتخراج
شـده بـا    هـاي آر ان اي کـل اسـتخراج    کیفیت آموده. گردید

 230و  280، 260هـاي  تعیین جذب نـوري در طـول مـوج   
نانومتر با دستگاه اسپکتروفتومتري و نیز الکتروفـورز در ژل  

بـراي حـذف دي ان اي   . آگاروز یک درصـد بررسـی شـد   
ایی ها، هر آموده آر ان اي کل با غلظـت نه ـ  ژنومی از آموده

 USA ،Thermo(یک میکروگـرم در میکرولیتـر بـا آنـزیم     

Fisher (DNase I RNase free بـراي ایـن کـار    . تیمار شد
یک میکرولیتر آنزیم و یک میکرولیتر بافر واکـنش بـا آر ان   
اي کل مخلوط و با آب عاري از نوکلئاز حجم واکـنش بـه   

گـراد  درجه سانتی 37میکرولیتر رسانده شد و در دماي  10
. دقیقـه در دسـتگاه ترموسـایکلر قـرار گرفـت      30به مدت 

 EDTA 50، یک میکرولیتـر  DNaseجهت غیر فعال شدن 
 65دقیقـه در   10میلی مولار به هر نمونه اضافه و به مـدت  

سـازي   پـس از همردیـف  . گراد قـرار داده شـد  درجه سانتی
در دسترس ژنبانـک و تـرادف جدایـه     CVEVهاي ترادف
، جفـت  )نتـایج چـاپ نشـده   (یـروس  این و MSa1ایرانی 

                                                      
2 Reverse transcription real-time quantitative PCR  

بـا اسـتفاده از    )1جدول ( VERTf/VERTr آغازگر جدید
بـا   cDNAساخت . طراحی شد OligoExplorer1.4برنامه 

 RevertAid First Strand cDNAاســتفاده از کیــت 

Synthesis Kit (Thermo Fisher, USA)  و آغــازگر
سـازي   انجام شد و پس از پنج برابر رقیق VERTrمعکوس 

واکنش زنجیره . مورد استفاده قرار گرفت  qPCRدر آزمون 
، با سه تکـرار از هـر نمونـه، در    (q-PCR)اي پلیمراز کمی 

ــایی   ــم نهـــ ــاوي   15حجـــ ــري، حـــ  5/7میکرولیتـــ
 Maxima SYBR Green/ROX qPCR Masterمیکرولیتر

Mix (2x) (Thermo Fisher, USA) ،2/0   پیکومول از هـر
میکرولیتـر   2و  VERTf/VERTrآغازگر رفت و برگشـت  

cDNA  و با استفاده از دستگاهStepOnePlus Real-Time 

PCR (Applied Biosystems, USA)   چرخـه  . انجـام شـد
گـراد بـه   درجـه سـانتی   94دمایی شامل یک چرخه دمـاي  

درجـه   94چرخه، هریک شامل دماي  40دقیقه و  10مدت 
گـراد بـه   درجـه سـانتی   60ثانیـه و   15گراد به مدت سانتی
در مرحله پی سی آر ایـن آزمـون از ژن   . دقیقه بود 1مدت 
به عنوان کنتـرل   (Mafra et al. 2012)دار یوبی کیتین خانه

تمام مراحل بالا روي پایه نـارنج سـالم   . داخلی استفاده شد
  .به عنوان تیمار شاهد انجام شد

  RT-PCRبـه دو روش  CVEVمقایسه حساسیت ردیابی 
    RT-qPCRو

ي رگبـرگ   مرحله اول، قابلیت ردیابی ویروس توتـه در 
-CVEVمرکبات در تک درخت نارنج علائم دار آلوده بـه  

MSa1 هاي مختلف سال مورد بررسی قـرار گرفـت   در ماه .
پانزدهم هـر مـاه، از تیـر مـاه     (پس از نمونه برداري ماهیانه 

از بافت پوست سـاقه  ) 1395تا خرداد ماه سال  1394سال 
ت و استخراج آر ان اي کل، امکـان ردیـابی   یک ساله درخ

و بـــا اســـتفاده از جفـــت  RT-PCRویـــروس بـــا روش 
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در مرحله دوم و . بررسی شد VE17rو  VE5fآغازگرهاي 
بر اساس نتایج به دست آمده از مرحله اول، قابلیت ردیابی 
ویروس در بافت پوست ساقه یک سـاله ده درخـت نـارنج    

شهرسـتان سـاري، در    از) آلودگی طبیعـی ( CVEVآلوده به
ــال ــاه س ــا دو روش  1395آذر م  RT-PCRو  RT-qPCRب
هـاي  بـرداري از بافـت رگبـرگ   به دنبال نمونـه . مقایسه شد

اصلی درختان و استخراج آر ان اي کل با اسـتفاده از کیـت   
RNX-Plusهاي ، آزمونRT-PCR  وRT-qPCR   با جفـت

  .انجام و نتایج مقایسه شد VERTr و   VERTfآغازگر 

و   CVEVترادف بخشی از ژنوم چند جدایه ایرانـی  تعیین
  هاي ویروس تحلیل تبارزایی جدایه

بر اساس مناطق جغرافیایی، منشا میزبـانی و نیـز علائـم    
 29پس از انتقال پیوندي (شده روي سه گونه مرکبات  ایجاد
انتخـاب و ناحیـه   ) 2جـدول  ( CVEVجدایـه   16، )جدایه

آنها با استفاده از جفت آغـازگر   ORF2 و ORF1 همپوشان
VEsLCf  و VE2r ) پس از استخراج . تکثیر شد) 1جدول

ــا اســتفاده از کیــت  PCRمحصــول  کــره جنــوبی (از ژل ب
(GeneAll Expin Combo GP,  شـده بـا    ، قطعـات تکثیـر

 USA Thermo Fisher, (InsT/AClone PCR(استفاده از 

Product Cloning Kit  سـازنده   طبق دستورالعمل شـرکت
هـاي  الحاق و بـه سـلول   pTZ57R/Tدر حامل پلاسمیدي 

پــس از  .منتقــل شــد DH5α Escherichia coliمســتعد 
 سـفید در محـیط کشـت حـاوي    -آبی هاي کلنی غربالگري

 )mg/ml40( ،X-gal )mg/ml 20 (سیلین آمپی بیوتیکآنتی
هـاي سـفید   کلنـی ، )سیناژن، ایـران ( ) IPTG) mg/ml20 و

بعـد  . مایع کشت شدند نوترکیب در محیطحاوي پلاسمید 
شـده در   سـازي  حصول اطمینان از وجود قطعـه همسـانه   از

پلاسمید با استفاده از هضـم آنزیمـی، پلاسـمید نوترکیـب     
خالص و بـراي تعیـین تـرادف دو جهتـه و بـا اسـتفاده از       

آغازگرهاي عمومی حامل به شرکت ماکروژن کـره جنـوبی   
ه بـا اسـتفاده از برنامـه    هاي بدسـت آمـد  ترادف. ارسال شد
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) هاي با ترادف

 Clustalبا برنامه مقایسه و (GenBank)موجود در ژنبانک 

W و Megalign (DNASTAR) ــف ــد  همردی ــازي ش . س
درخت تبارزایی بر پایه ترادف نوکلئوتیدي ناحیه همپوشان 

ORF1/ORF2 متنـاظر بـا   شـدة   بینـی  اي پـیش  و اسید آمینه
تکرار با اسـتفاده از   1000و  maximum likelihoodروش 

  . رسم شد  MEGA7 (Kumar et al. 2016)نرم افزار 

  نتایج و بحث
رگبـرگ  ي توتـه تحقیقات محدودي در مـورد بیمـاري   

علیـرغم مشـاهده   . مرکبات درجهان صـورت گرفتـه اسـت   
علائم بیماري از دیرباز در کشـورهاي مرکبـات خیـز دنیـا،     
ترادف نوکلئوتیدي کامل ژنـوم اولـین جدایـه ویـروس در     

در چند . (Vives et al. 2013)تعیین شده است  2013سال 
سال اخیر ترادف نوکلئوتیـدي کامـل ژنـوم یـک جدایـه از      

ــن  (Ai-jun et al. 2015)چــین  ــه از ژاپ ــنج جدای  و پ

(Nakazono-Nagoaka et al. 2017)   گزارش شـده اسـت .
ي اولین بار از میزبان نارنج با علائم گال در ایران این بیمار

 Nouri et(رگبرگ گزارش گردیـد  ي توتهچوبی در تنه و 

al. 2015 .(  

  طبیعی هاي آلودگی در بیماري علائم

-در بازدیدهاي به عمل آمده از درختان مرکبـات اسـتان  

بیمـاري بـه   هاي مازندران، گلستان و فـارس علائـم بـارز    
هاي چوبی در تنه درختـان نـارنج بـه وضـوح     صورت گال

هــاي نــارنج، همچنــین در نمونــه). a 1شــکل (شــد دیــده 
 (.Citrus myrtifolia Raf)اي خوشـه لیموخـاگی و نـارنج  

ي رگبـرگ در سـطح زیـرین   آلوده به ویروس، علائم توتـه 
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 نارنج، رگبرگ زیرین اي شدن سطح توته) b( تنه درخت نارنج، در چوبی گال) a. (آلوده درختان يتنه و هابرگ در CVEV علائم. 1 شکل

)c (اي،رگبرگ نارنج خوشه زیرین سطح در زیاد هايتوته )d (ها در لیموي پوست ناصاف،رگبرگ ي توته )e (رویـی  سطح در فرورفتگی 
 .  هاتوته مردگی بافت )f(  برگ نارنج،

Fig. 1. Symptoms of CVEV in leaves and trunk of infected citrus. (a) woody gall on sour orange trunk; (b) vein 
enation on leaf underside of sour orange; (c) numerous enations leaf on underside of Chinotto; (d) vein enation 
on rough lemon; (e) depression on upper side of sour orange leaf; (f) enation necrosis. 

  
درختـان پرتقـال و   ). b, c 1 شـکل ( برگها قابل مشاهده بود
، بدون گال چوبی در تنه بوده CVEVنارنگی انشو آلوده به 

هـاي  و تنها علائم بیماري وجـود تـورم در سـطح رگبـرگ    
اي زیرین برگهاي جوان مشاهده شد کـه بـه صـورت توتـه    

-نبوده و به دلیل تورم درسطح وسیعتري از طـول رگبـرگ  

شـکل  (فرعی، باعث ناهمواري سطح زیرین برگ شده بود 
1d.(  

، میـزان آلـودگی بـه    RT-PCRبر اساس نتـایج آزمـون   
CVEV  شـده از   آوري در درختان مرکبات علائم دار جمـع
، 6/66هاي مازنـدران، گلسـتان و فـارس، بـه ترتیـب       استان

بـه دلیـل نمونـه     .)3جـدول  (تعیین شد  درصد 25و  6/46
هـــاي  بـــرداري از درختـــان علائـــم دار، تعـــداد نمونـــه

هاي مختلف، متفاوت بود  شده از مناطق و میزبان آوري جمع
بـا ایـن   . و در نتیجه نمونه برداري تصادفی انجـام نگرفـت  

رسد پـراکنش و میـزان آلـودگی در شـمال      حال به نظر می
. بـوده اسـت  %) 25(ن فـارس  بیشتر از استا) 62%/6(کشور 

نمونـه درختـان    10و  19، 70همچنین میـزان آلـودگی در   
 20و  7/15، 2/64نارنج، پرتقال و نارنگی انشو بـه ترتیـب   

درصد تعیین شد که حاکی از آلودگی بیشتر نارنج بـه ایـن   
  .ویروس بوده است

هـاي   انتقال پیوندي و پاسخ سه گونه مرکبات به جدایـه 
   CVEVمختلف 

پــس از حصـــول اطمینـــان از موفقیـــت پیونـــد روي  
ــال ــوي    دانه ــوي پوســت ناصــاف و لیم ــارنج، لیم ــاي ن ه

هـاي   آلـودگی دانهـال  ) سبز ماندن بافت پیوندك(ولکامریانا 
 .مــورد بررسـی قـرار گرفــت   RT-PCRپیونـدي بـه روش   

CVEVهاي متفاوت  مقایسه پاسخ این سه میزبان به جدایه
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 در سه استان مازندران، گلستان و فارس CVEVهاي مرکبات آلوده به درصد آلودگی نمونه. 3جدول 
Table 3. CVEV infection rate in citrus samples collected from Mazandaran, Golestan and Fars provinces  

Infection rate (%) of citrus 
samples 

Number of infected 
samples/collected samples 

Host Sampling region 

66.6 

31/40 Citrus aurantium Mazandaran 
3/10 Citrus sinensis  
1/1 Citrus myrtifolia  
2/6 C. unshiu  
3/3 Citrus limon  

46.6 7/10 Citrus aurantium Golestan 
0/5 Citrus sinensis  

25 7/20 Citrus aurantium Fars 

 0/4 Citrus sinensis  

 0/4 C. unshiu  

  

  
مایه زنی شده  درشت به تعداد کم در رگبرگ نارنج هايتوته )a. (با پیوند CVEVهاي جدایه از گروه ناشی از مایه زنی سه علائم. 2 شکل

 تشـکیل ) c( ،MCh1زنی با جدایه مایه از بعد یکسال از بیش زمان در ولکامریانا، پیوند لیموي محل در گال تشکیل) MCh1، )bبا جدایه 
 گال تشکیل رگبرگ نارنج، بدون زیرین سطح در فراوان هايتوته) F8، )dزنی با جدایه  مایه از بعد هفته سه پیوند پایه نارنج محل در گال
 .MSa1مایه زنی شده با جدایه  پیوند محل در

Fig 2. Symptoms caused by three groups of CVEV isolates following graft inoculation. (a) large and few vein 
enations on sour orange inoculated with MCh1 isolate; (b) gall formation on Citrus volkameriana graft union 
after more than one year post inoculation with MCh1; (c) gall formation on sour orange graft union three weeks 
post inoculation with F8 isolate; (d) numerous vein enation on leaf underside of sour orange without gall 
formation in the graft union inoculated with MSa1. 

  
هـاي  در دانهال نشان داد که زمان بروز، نوع و شدت علائم

پایـه  (آلوده به ویروس به دو عامل جدایه ویروس و میزبان 
هـاي ویـروس از نظـر    بین جدایـه . بستگی دارد) شده پیوند

هـایی  ها تفاوتاي در سطح زیرین رگبرگایجاد علائم توته
هاي ویروس باعـث  مشاهده شد، به طوري که اغلب جدایه

هـاي فرعـی   رگبـرگ هاي ریز در نواحی انتهایی ظهور توته
که باعـث ایجـاد توتـه     MR5برگها گردیدند، به جز جدایه 

در سطح زیرین رگبرگ اصلی لیموي پوست ناصـاف و دو  
رگبـرگ  ي توتـه که منجر به علائم  FSh11و  FSh8جدایه 

 MCh1, MCh3هاي جدایه. ها نشدنددر هیچ یک از میزبان
در (تـر  هایی به تعداد کم ولی نسـبتا درشـت  ، توتهMR6و 

هـاي نـارنج آلـوده ایجـاد کردنـد      در پایه) مترحد یک میلی
ها در دو میزبان دیگر ، در حالی که این جدایه)a,b 2 شکل(

علائـم  . هـاي بسـیار کـم و ریـز گردیدنـد     باعث بروز توته
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هـاي  هاي جوان در دانهالرگبرگ سطح زیرین برگي  توته
مـدت زمـان   آلوده نارنج در مقایسه با دو میزبـان دیگـر در   

تر سه تا چهار ماهه بروز کرد، در حالی که این علائـم  کوتاه
هاي لیموي پوست ناصاف و لیموي ولکامریانـاي  در میزبان

علائم گال . آلوده به ویروس حداقل بعد از نه ماه ظاهر شد
چوبی در محل پیوند فقط توسط شش جدایـه ایجـاد شـد،    

فقـط   MR6و   MCh1, MCh3هايبدین صورت که جدایه
ي پوسـت ناصـاف و لیمـوي ولکامریانـا     هاي لیمـو در پایه

چوبی کوچـک در محـل پیونـد و بعـد از      باعث ایجاد گال
و  FSh8دو جدایـه  . زنی گردیدنـد  بیش از یک سال از مایه

FSh11     هـاي  نیز سه هفته بعد از پیونـد باعـث ایجـاد گـال
در محل پیونـد در هـر   ) به قطر تقریبی سه میلیمتر(بزرگی 
بـا جمـع بنـدي نتـایج فـوق،      ). c 2شکل(شدند میزبان  سه

بنـدي  هاي ویروس بر اساس علائم در سه گروه طبقهجدایه
هـا بـوده و اعضـاي    گروه اول که شامل اغلب جدایه. شدند
هاي کوچک و فراوان در سطح زیـرین رگبرگهـاي   آن توته

برگهاي جوان هر سه میزبـان ایجـاد کردنـد، ایـن گـروه از      
هـا، قـادر بـه تشـکیل گـال      کدام از میزبانر هیچها دجدایه

چوبی در محل پیوند نبـوده و تفـاوتی بـین آنهـا از لحـاظ      
شده در سه میزبان مورد مطالعه، مشاهده  شدت علایم ایجاد

 ,MCh1 هـاي گـروه دوم شـامل جدایـه   ). d2شـکل  (نشد 

MCh3  وMR6  در حـد یـک   (هـاي درشـت   بوده و توتـه
در کـل  ) دو تا چهـار عـدد  (بسیار اندك به تعداد ) مترمیلی

هـاي بسـیار کـم و ریـز در دو     برگهاي دانهال نارنج و توته
هـاي  میزبان دیگر ایجاد کردند و به جز پایه نارنج، در پایـه 

 ي پوست ناصاف و لیموي ولکامریانا باعث ایجاد گـال لیمو
چوبی ریز در محل پیوند در مـدت زمـان بـیش از یکسـال     

نظر اندازه گال چوبی در دو میزبـان تفـاوت   گردیدند که از 
 گـروه سـوم نیـز بـا دو جدایـه     . معنی داري وجود نداشت

FSh8  وFSh11 رگبرگ در هیچ ي توته، بدون ایجاد علائم

در  هاي چـوبی درشـت   ها، قادر به ایجاد گالیک از میزبان
محل پیوند هر سه میزبان در مدت زمان سـه هفتـه بعـد از    

  ).c 2شکل( ودندزنی ب زمان مایه
هـاي گـروه اول از درختـان    رغم اینکه اکثر جدایـه علی

نارنج داراي گال چوبی تنه بودند، بعد از انتقال با پیونـد در  
هیچ یک از سه پایه مرکبات مورد مطالعه منجـر بـه ایجـاد    

ي در ایــن پــژوهش در تنــه. گــال در محــل پیونــد نشــدند
رفـت و آمـد   ها و مسیرهاي پر درختان مرکبات سطح شهر

تاییـد شـده    RT-PCRبـا روش   CVEVشان به که آلودگی
ایـن در حـالی   . هاي چوبی واضحی مشـاهده شـد  بود، گال

است که در بسیاري از درختان مرکبات آلـوده بـه ویـروس    
 والاس و درك. چـوبی در تنـه دیـده نشـد     در باغها، گـال 

(Wallace & Drake 1961)      در تحقیقـی بـا ایجـاد زخـم
، باعـث  CVEVبـر تنـه درخـت آلـوده بـه       توسط سـوزن 

. شـدند   هـاي چـوبی فـراوان در تنـه    تحریک و ایجاد گـال 
توان تولید گال چوبی در تنه درختان آلـوده بـه   بنابراین می

CVEV      ــه ــهرها را ب ــد ش ــت و آم ــر رف ــیرهاي پ در مس
هاي وارده به تنه درختـان  و آسیب تحریکات ناشی از زخم

  . نسبت داد

  با شته و تعیین کارآیی انتقال CVEVپذیري  انتقال

هـاي نـارنج بـا جدایـه     زنی دانهـال یک سال بعد از مایه
CVEV-MSa1  ،وضعیت آلودگی آنها توسط سه گونه شته

نتایج نشان داد که در هـیچ  . بررسی شد RT-PCRبا آزمون 
شـده بـا شـته سـبز مرکبـات،       زنـی  هـاي مایـه  یک از دانهال
در حـالی کـه   . دیابی نشدي رگبرگ مرکبات ر ویروس توته

شده با شته سیاه بـاقلا و شـته سـبز     زنی از هر ده دانهال مایه
پنبه، به ترتیب آلودگی هفت و پنج دانهال بـه ویـروس بـه    

اي ي آلوده به ویروس، علائـم توتـه  در دانهالها. اثبات رسید
ها قابل مشاهده بود اما گـال چـوبی در سـاقه    شدن رگبرگ
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از درخـت   MSa1د، بـا اینکـه جدایـه    ها به وجود نیامنهال
بنابراین . نارنج داراي علائم گال چوبی در تنه تهیه شده بود

هر دو گونه شته سیاه باقلا و شته سبز پنبه، قادر بـه انتقـال   
CVEV      به دانهال نارنج بوده که بـر اسـاس نتـایج تحقیـق

توسـط   CVEVپـذیري   حاضر، این اولین گزارش از انتقـال 
در آزمـون تعیـین کـارآیی    . باشـد  در دنیا می شته سیاه باقلا

ي رگبرگ مرکبات توسط دو گونه شـته   انتقال ویروس توته
شده در سه تکرار بـا تـک شـته     زنی دانهال مایه 30ناقل، از 

بالغ شته سیاه باقلا آلودگی به ترتیب سه، دو و سه دانهال و 
در مورد شته سبز پنبه آلـودگی یـک دانهـال در هـر تکـرار      

بر اسـاس ایـن نتـایج، میـانگین کـارآیی انتقـال       . شد تعیین
CVEV    10و  6/26توسط شته سیاه باقلا و شته سـبز پنبـه 
تحلیل آماري انتقال ویـروس  . تعیین شد) به ترتیب(درصد 

توسط دو شته در تکرارهاي سه گانه نشان داد کـه کـارآیی   
انتقال ویروس توسط شته سیاه باقلا با اختلاف معنـی داري  

)0002/0p= (در مطالعـات  . باشـد  بیشتر از شته سبز پنبه می
 در مازنـدران  اسـتان  هـاي مرکبـات در   شین، فراوانی شتهپی

هاي سبز پنبـه، سـبز و سـیاه     به ترتیب براي شته 1383سال 
مرکبات و سیاه باقلا تعیین شـده بـود کـه انتقـال ویـروس      

فقـط   (Citrus tristeza virus, CTV)تریسـتزاي مرکبـات   
 & Alavi(توسط شته سبز پنبه موفقیت آمیـز بـوده اسـت    

Rezvani 2007.(  با توجه به فراوانی بالاي شته سبز پنبه در
بایـد بـه انتقـال     CTVباغهاي مرکبـات، عـلاوه بـر انتقـال     

از طرفـی  . رگبرگ مرکبات نیز توجه نمـود ي توتهویروس 
دیگــر علیــرغم فراوانــی کــم شــته ســیاه بــاقلا در باغهــاي 

رگبـرگ  ي توتـه مرکبات، کـارآیی بـالاي انتقـال ویـروس     
براي دستیابی بـه  . باشد ناقل حائز اهمیت میمرکبات با این 

راهکارهــاي مــدیریتی مناســب، مطالعــات بیشــتري در     
هاي غالب باغهـاي مرکبـات و    خصوص تعیین فراوانی شته

  .ضروري است CVEVانتقال 

ــت  ــه غلظ ــاه و   CVEVمقایس ــف گی ــاي مختل در بافته
-RT و RT-PCR روش دو ویروس به ردیابی حساسیت

qPCR    
 -2بـه ترتیـب   ( 230و  280به 260ري نسبت جذب نو

هــاي آر ان اي  بیــانگر کیفیــت مطلــوب آمــوده) <2و  8/1
شده از بافتهاي پوسـت سـاقه، دمبـرگ و رگبـرگ      استخراج
 GG3  ،MSa1هــايهــاي نــارنج آلــوده بــه جدایــهدانهــال

 RT-qPCRنتـایج  . بـود ) شاهد(و نیز نارنج سالم  MCh1و
، ubiquitinار دنشان داد که میانگین چرخه آستانه ژن خانـه 

مقایسـه میـانگین    .بـود  5/0ها با اختلاف کمتـر از  در نمونه
چرخه آستانه هر سه بافت مورد آزمایش نشان داد که بافت 
پوست ساقه دانهـال نـارنج آلـوده داراي بیشـترین غلظـت      

CVEV     هـاي  بوده و غلظت ویـروس بـه ترتیـب در بافـت
ایـن  . هاي بعدي قـرار داشـت   گبرگ و دمبرگ در جایگاهر

  . روند در هر سه جدایه مورد مطالعه مشاهده شد
ي رگبرگ مرکبـات از یـک    قابلیت ردیابی ویروس توته

بـه صـورت    MSa1درخت آلوده نـارنج آلـوده بـه جدایـه     
داد کـه   نشان RT-PCRهاي معین با آزمون ماهیانه در زمان

این ویروس تنها در دو بـازه زمـانی مشخصـی از سـال، از     
اواخر فروردین تا اوایل تیر ماه و اواسط شهریور تـا اوایـل   

در . مهرماه در بافت پوست ساقه یکساله قابل ردیابی اسـت 
بـراي نمونـه    95گام بعد، با توجه به انتخاب آذر ماه سـال  

، CVEVبـه   درخت نارنج آلوده 10برداري همین بافت از 
در هـیچ یـک از    RT-PCRطبق انتظـار ویـروس بـا روش    

-RTدرختان آلـوده ردیـابی نشـد در حـالی کـه بـا روش       

qPCR ،CVEV  ــا    6در ــروس و ب ــه وی ــوده ب ــت آل درخ
دهـد  نتایج نشان مـی . ردیابی شد 25میانگین چرخه آستانه 

 که غلظت ویروس در ماههاي سرد سـال بـه شـدت پـایین    
. باشـد نمـی  RT-PCRبا روش معمـول  بوده و قابل ردیابی 

عدم ردیـابی ویـروس در چهـار درخـت آلـوده نـارنج بـا       
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، هاي ایرانیجدایه ORF2و  ORF1ترادف نوکلئوتیدي ناحیه همپوشان  )عمودي محور(یی واگرا و )افقی محور(درصد یکسانی . 4جدول 
 )Megalignبرنامه (  Clustal W، به روش CVEVو اسپانیایی  ژاپنی

Table 4. Nucleotide sequence identity/divergence matrix based on overlapped region of ORFs 1 and 2 among 
Iranian, Japanese and Spanish CVEV isolates. Alignment was carried out using Clustal W method in Megalign 
software. 

 
  

RT-qPCR هاي بیشتر بایـد  نیز قابل تامل بوده و با بررسی
در دوره اي از  RT-qPCRبهترین زمان ردیابی ویروس بـا  

سال که به دلیـل غلظـت کـم ویـروس در درختـان امکـان       
  .وجود ندارد، تعیین گردد RT-PCRردیابی با روش 

 هـاي  یـه جدا مرازپلی بخشی از ژن ترادف تحلیل و تعیین
CVEV 

، قطعه اي  VEsLCfو VE2r آغازگر جفت از استفاده با
نوکلئوتید قبل از ناحیـه   123شامل (جفت باز  862به طول 

هـاي  ناحیه همپوشـان چـارچوب  خوانش،  تغییر چارچوب
نوکلئوتیـد بعـدي از    27و ) نوکلئوتید 712( 2و  1 خوانش

ایرانـی ویـروس    جدایـه  16از ژنـوم   )2چارچوب خوانش 
 ـکه (ي رگبرگ مرکبات  توته  جغرافیـایی،  منـاطق  اسـاس  رب
 )مرکبات انتخاب شده بودند گونه سه روي علائم و میزبان

رس شمار ایـن  . تکثیر و ترادف نوکلئوتیدي آنها تعیین شد

در ژنبانــک  (MG593816- MG593831)قطعــات ژنــومی
NCBI  سـازي   همردیـف . نوشـته شـده اسـت    2در جدول

ة این ناحیـه  شد بینی پیش  ايترادف نوکلئوتیدي و اسیدآمینه
موجـود در  شانزده جدایه ایرانی بـا هشـت جدایـه    از ژنوم 
-PV52-IVIA ،RR(جدایـه اسـپانیایی   شامل سـه   ژنبانک،

IVIA  وCVEV-VE1 (   ــی ــه ژاپن ــنج جدای -CVEV(و پ

IBK، CVEV-YM1، CVEV-STM2 ،CVEV-STM1  و
CVEV-NGS (  هـاي ایرانـی در ایـن    جدایـه نشان داد کـه

درصـــد یکســـانی تـــرادف  1/97–100ناحیـــه از ژنـــوم، 
میزان یکسانی تـرادف اسـید   ). 4جدول (نوکلئوتیدي دارند 

 ORF1شـده از   شدة بخش تعیـین تـرادف   بینی اي پیشآمینه
ناحیـه  (و بخش ابتدایی پروتئین رپلیکـاز  ) پروتئین پپتیداز(

درصـد تعیـین    7/94-100و  95-100به ترتیب ) همپوشان
-نوکلئوتیدي و اسید آمینهبیشینه میزان یکسانی ترادف . شد

هاي پپتیـداز و رپلیکـاز    شدة بخشی از پروتئین بینی اي پیش
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بـراي  (هاي گروه اول علائـم شناسـی    بین تعدادي از جدایه
بـه  ( MSaM1و   GG3, MA3, MSa4مثـال چهـار جدایـه   

و )) ترتیب سه جدایه نارنج و یک جدایه نارنج خوشـه اي 
سـه جدایـه   (ناسـی  هاي گروه دوم علائـم ش  نیز بین جدایه

و کمینـه میـزان یکســانی   ) MR6و  MCh1 ،MCh3نـارنج  
شدة بخشـی از   بینی اي پیش ترادف نوکلئوتیدي و اسید آمینه

از گـروه اول  (  MR5هاي نـارنج  پروتئین پپتیداز بین جدایه
از گـروه دوم  ( MR6و MCh1 ، MCh3و ) علائم شناسـی 
ن یکسانی در حالی که کمینه میزا. تعیین شد) علائم شناسی

شدة بخش از پروتئین رپلیکاز  بینی اي پیش ترادف اسید آمینه
، جدایـه  FSh4(بین سه جدایه از گروه اول علائم شناسـی  

ــیراز و  ــارنج ش ــه( MRL5, MRU3ن ــاي انشــو و  جدای ه
هـاي گـروه   بـین جدایـه  . به دست آمد)) لیموخاگی رامسر

، یکسـانی تـرادف   )FSh8و  FSh11(سوم علائـم شناسـی   
شـدة در   بینـی  اي پیش درصد و اسید آمینه 9/99وتیدي نوکلئ

درصـد تعیـین    6/99هر دو سطح پپتیداز و رپلیکاز بخشـی  
به طور کلی و بر اساس تـرادف ناحیـه ژنـومی مـورد     . شد

مطالعه این ویروس، یکسانی تـرادف نوکلئوتیـدي و اسـید    
هاي جنوب ایران به ترتیب  بین جدایه شدة بینی اي پیش آمینه

هـاي شـمال   درصد، بین جدایـه  2/98-6/99و  9/99-3/99
درصــد و بــین  7/94-100و  1/97-100ایــران بــه ترتیــب 

و  2/97-4/99هاي شمال و جنوب ایران بـه ترتیـب    جدایه
بر اساس نتایج فوق به نظـر  . درصد تعیین شد 6/99-7/94
هـا و گـروه    رسد بین ترادف این ناحیـه از ژنـوم جدایـه    می

خوبی برقرار اسـت در حـالی کـه     علائم شناسی همبستگی
ها از یک طرف و منشـا   بین ترادف این ناحیه ژنومی جدایه

  .باشد میزبانی و جغرافیاي آنها همبستگی خوبی برقرار نمی
-هاي ایرانی و جدایـه مقایسه ترادف نوکلئوتیدي جدایه

و  GG3, MA3, MSa4هاي موجود در ژنبانک نشان داد که

MSaM1  بــا % 4/99(بیشــترینRR-IVIA (هــاي و جدایــه
یکسانی ) YM1با % 8/96(گروه دوم علائم شناسی کمترین 

اي تـرادف اسـید آمینـه    بررسـی . ترادف نوکلئوتیدي دارنـد 
ي ژاپنـی نشـان داده بـود کـه سـه      شدة ده جدایـه  بینی پیش

هـاي  موقعیـت (اسیدآمینه بخش ابتـدایی پـروتئین رپلیکـاز    
هــاي حفاظـت شــده بــوده و بـا اســیدآمینه  ) 113-104-83

-Nakazono)باشـد  هاي اسپانیا متفاوت میمتناظر در جدایه

Nagaoka et al. 2017) .اسیدآمینه سازي ترادفهمردیف-

-شدة همین بخش از پروتئین رپلیکـاز جدایـه   بینی اي پیش

ژاپـن و  (هـاي در دسـترس در ژنبانـک    هاي ایران با جدایه
هاي ایرانی در سه اسیدآمینه ود تنوع بین جدایه، وج)اسپانیا

را نشان داد، به طـوري کـه    83-104-113هاي در موقعیت
). 3شـکل  (هاي ایرانی در پـنج گـروه قـرار گرفتنـد      جدایه

هـاي  هاي جنوب ایران و جدایهگروه اول شامل تمام جدایه
MR5 ،MSa1 وMSaS1  ــا تــرادف از شــمال کشــور کــه ب
FGV ) هاي ژاپنی و گـروه  مشابه جدایه) فوقسه اسیدآمینه

که  GG3و  MSa4, MSaM1, MA3هاي دوم شامل جدایه
گـروه سـوم   . هاي اسپانیا بودنـد مشابه جدایه LRIبا ترادف 
 MCh1 ،MCh3(هاي گروه دوم علائم شناسی  شامل جدایه

ي انشو ، گروه چهارم شامل جدایهFRTبا ترادف ) MR6و 
)MRU3 ( بــا تــرادفLRT  و گــروه پــنجم شــامل جدایــه

. باشـند  مـی  LGTبـا تـرادف    (MRL5)لیموخـاگی رامسـر   
هـاي  هاي گروهدر جدایه) ترئونین( 113اسیدآمینه موقعیت 

هـاي قابـل   سه، چهار و پنج با اسیدآمینه متنـاظر در جدایـه  
دسترس در ژنبانک متفاوت بوده و دو اسید آمینه دیگر نیـز  

هـاي یـک و دو    متناظر در گروههاي  با ترکیبی از اسید آمینه
بر اساس حفاظت شدگی انتهـاي  (این گروه بندي . باشد می

هـاي  جدایه تا حد زیادي با درخت تبارزایی) آمینی رپلیکاز
هاي قابـل دسـترس در ژنبانـک بـر اسـاس     ایرانی و جدایه
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رگبـرگ مرکبـات   ي توتـه هاي ایرانی، ژاپنی و اسپانیایی ویروس مقایسه ترادف آمینواسیدي انتهاي آمینی پروتئین رپلیکاز جدایه  :3شکل 

(CVEV) .هاي اسپانیا با رنگ قرمزنشان داده شده استهاي ژاپن با رنگ آبی و در جدایههاي حفاظت شده در جدایه اسیدآمینه. 
  Fig 3. Amino acid sequence comparison of replicase N-terminal region among CVEV isolates from Iran, Japan 
and Spain. Amino acids that are conserved in Japanese isolates are highlighted in blue and those conserved in 
Spanish isolates are highlighted in red. 

  
مطابقـت دارد، بـه طـوري کـه     نوکلئوتیدي نیز  862ترادف 
هاي ایـن ویـروس در درخـت تبـارزایی بـر اسـاس        جدایه

-ترادف نوکلئوتیدي، در سه شاخه مجـزا از هـم قـرار مـی    

مطــابق گــروه اول حفاظــت  IAگــروه ). 4شــکل (گیرنــد 
هاي جنوب ایران، شدگی انتهاي آمینی رپلیکاز شامل جدایه

MR5 ،MSa1 وMSaS1 ) ي هـا و جدایـه ) از شمال کشـور
و  FSh8هــاي در ایــن گـروه غیــر از جدایــه . ژاپنـی اســت 

FSh11 )  گروه سوم علائم شناسی که در خوشه مجزا قـرار
هـاي ایرانـی متعلـق بـه گـروه اول      ، سایر جدایـه )اند گرفته
شـامل گـروه دوم حفاظـت     IBگروه . شناسی هستندعلائم

هـاي گـروه اول   سایر جدایـه (شدگی انتهاي آمینی رپلیکاز 
و نیـز  ) هـاي اسـپانیا  شناسی از شمال کشور و جدایهعلائم 

گروه چهارم و پنجم حفاظت شدگی انتهاي آمینی رپلیکـاز  
نیز مطابق گروه سوم حفاظت شدگی انتهاي  IIگروه . است

بر اساس . باشد می) گروه دوم علائم شناسی(آمینی رپلیکاز 
مقایســه تــرادف نوکلئوتیــدي قســمتی از ناحیــه همپوشــان 

ORF1  وORF2 ــه ــن   جدای ــارزایی در ای ــل تب ــا و تحلی ه
تحقیق، همبستگی خاصی بین تـرادف ایـن ناحیـه از ژنـوم     

در درخـت  . ها و جدایی جغرافیایی آنها وجود نداردجدایه
هاي گروه دوم و تبارزایی بر پایه ترادف نوکلئوتیدي، جدایه

هاي جداگانه قرارگرفتند ایـن   سوم علائم شناسی در خوشه
ه در درخـت تبـارزایی بـر پایـه تـرادف      در حالی اسـت ک ـ 
-هاي گـروه سـوم علائـم   شدة جدایه بینی اسیدآمینه اي پیش

بنـابراین  ). 5شکل ( ها تفکیک نشدند شناسی از سایر جدایه
هـاي علائـم شناسـی و     رسد همبستگی بین گروهبه نظر می

ترادف نوکلئوتیدي این ناحیه ژنومی بیشتر از ترادف اسـید  
با توجه به نتایج ایـن  . شدة آن برقرار باشد بینی اي پیش آمینه

هـاي ایرانـی  رسـد کـه خاسـتگاه جدایـه    تحقیق به نظر مـی 
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ي توتههاي ایرانی، ژاپنی و اسپانیایی ویروس جدایه ORF1,2درخت تبارزائی حاصل از مقایسه ترادف نوکلئوتیدي ناحیه همپوشان . 4شکل

هاي اسـپانیایی و  جدایه. تکرار 1000و  maximum likelihoodبه روش  K2+Iو مدل  MEGA7رگبرگ مرکبات با استفاده از نرم افزار 
بـه    (PEMV-1, NC003629) اي نخود فرنگیویروس موزائیک توته .اندمشخص شده ♦و  ▲ژاپنی قابل دسترس در ژنبانک به ترتیب با 
  .عنوان برون گروه در نظر گرفته شده است

Fig. 4. Phylogenetic tree based on nucleotide sequence of overlapped region of ORFs 1 and 2 of CVEV isolates 
from Iran, Japan and Spain reconstructed using MEGA7 and K2+I model by maximum likelihood method with 
1000 bootstrap replications. Spanish and Japanese isolates available in GenBank are marked by ▲ and ♦ 
PEMV-1 (NC003629) was used as outgroup. 

  
  .متفاوت بوده و مطالعات بیشتري نیاز دارد

رگبرگ ي توتهبه دنبال اولین گزارش از وجود ویروس 
مرکبات در ایران، این اولین تحقیق در مـورد خصوصـیات   

بـا توجـه بـه    . باشد بیولوژیکی و مولکولی آن در کشور می
درصد مرکبات علائم داربـه نظـر    4/52ردیابی ویروس در 

 باشد که البته مطالعـات  رسد سطح آلودگی در کشور بالا می
تکمیلی با تعداد نمونه بیشتر براي روشن تر شدن پـراکنش  

از طـرف دیگـر آلـودگی    . باشـد  این ویروس ضـروري مـی  
ها مـورد مطالعـه در ایـن     بیشتر نارنج نسبت به سایر میزبان

در تحقیـق حاضـر انتقـال ایـن     . باشـد  تحقیق قابل تامل می
ارآیی بیشـتري نسـبت   ویروس توسط شته سیاه باقلا و با ک

با توجـه  . به شته سبز پنبه براي اولین بار در دنیا آشکار شد
در باغهـاي مرکبـات    CVEVبه پـراکنش و نـرخ آلـودگی    

شــمال و جنــوب کشــور، انتقــال آن توســط پیونــد و نیــز  
هـاي   هـاي ایـران بـا جدایـه     هاي رایج و شباهت جدایه شته

تهیه پیونـدك  ژاپنی و اسپانیایی، رعایت اصول بهداشتی در 
هــاي  از درختــان مــادري عــاري از ویــروس، کنتــرل شــته

مرکبــات و نیــز توجــه در رعایــت اصــول قرنطینــه اي در 
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هاي ایرانـی، ژاپنـی و اسـپانیایی    انتهاي آمینی پروتئین رپلیکاز جدایهاي پیش بینی شدة  درخت تبارزایی بر پایه ترادف اسید آمینه. 5شکل 

 1000و  maximum likelihoodبـه روش   JTTو مـدل   MEGA7، با استفاده از نـرم افـزار   (CVEV)ت رگبرگ مرکبا يتوتهویروس 
اي نخـودفرنگی  ویروس موزائیک توته .اندمشخص شده ♦ و ▲هاي اسپانیایی و ژاپنی قابل دسترس در ژنبانک به ترتیب با جدایه. تکرار

 . به عنوان برون گروه در نظر گرفته شده است
Fig 5. Phylogenetic tree based on amino acid sequence of replicase N-terminal region among Iranian, Japanese 
and Spanish CVEV isolates reconstructed using MEGA7 and JTT model by maximum likelihood method with 
1000 bootstrap replications. Spanish and Japanese isolates available in GenBank are marked by ▲ and ♦ 
PEMV-1 (NC003629) was used as outgroup. 

  
در . مرکبات بـین شـهرهاي کشـور بسـیار ضـروري اسـت      

هاي گذشته واردات نهال مرکبات از اسپانیا بـه کشـور    سال
شـباهت  . بصورت معـدود مـواردي صـورت گرفتـه اسـت     

هاي اسـپانیایی احتمـال    هاي ایرانی به جدایه ی از جدایهبرخ
ها اسپانیا بوده و بـه واسـطه    دهد که خاستگاه این جدایه می

انـد کـه    هاي گذشته وارد ایـران شـده   واردات نهال در سال
مطالعات بیشتري براي روشن تر شـدن ایـن فرضـیه مـورد     

مطالعـه بـرهمکنش ایـن ویـروس بـا سـایر       . باشـد  نیاز می
س و ویروئیدهاي مهم مرکبات مانند ویروس تریسـتزا  ویرو

  . باشد و ویروئید اگزوکورتیس مرکبات جالب توجه می
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