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 چکيده

هاای   خصوص در اطراف گلگاه و لکه های حلقوی روی میوه بالغ بهپوسته پوسته شدن تنه، نقوش موزاییکی و لکههای اخیر علایم  طی سال

در استان مازندران مشاهده Citrus unshiu (Yu.Tanaka ex Swingle) های مسن درختان نارنگی انشو دیررس زرد رنگ گسترده و حلقوی روی برگ

ویروس  B و نتایج حاکی از حضور تیپ شدهای مختلف مرکبات بررسی  ها از طریق نموده سازی روی پایه شده است. خصوصیات زیستی جدایه

( با یک جفت آغازگر RT-PCRای پلیمراز نسخه برداری معکوس )توسط واکنش زنجیره CPsVپسوروز مرکبات در نمونه ها بود. ردیابی مولکولی 

در نمونه های جمع آوری شاده از بااو و گلخاناه تک یار شاد.       bp 066طول حدود  مورد انتظار به اختصاصی طراحی شده صورت گرفت و قطعه

جهانی را در دو گروه مجازا و ساه زیار گاروه در      های های منتخب بر مبنی توالی ژنتیکی پروتئین پوششی ویروس، جدایه بررسی تبارزائی جدایه

هایی از کشورهای آمریکا و ژاپن قرار گرفتند و کمترین میزان شباهت ژنتیکی  های ایرانی در زیرگروه دوم در کنار جدایه گروه اول قرار داد. جدایه

 را با جدایه هایی از کشورهای آمریکای لاتین و آفریقا داشتند.

 نموده سازی توالی یابی، تغییرات ژنتیکی،  رزائی،تبا هاي کليدي: واژه
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Abstract 

A disorder on Satsuma mandarin, Citrus unshiu (Yu.Tanaka ex Swingle) trees with bark scaling of the trunk, ring spot or mosaic 

pattern symptoms on mature fruits especially around the calyx and extended yellow ring spot on the old leaves observed over the recent years 

in Mazandaran province. The results of virus mechanical inoculation on Gomphrena globosa indicator plants and indexing on different citrus 

stock and biological properties of the studied isolates indicated the presence of the type B citrus psorosis virus in samples. Molecular 

detection of CPsV was done by using RT-PCR and specific designed primers in which a desired amplicon with a size about 600bp amplified 

in infected samples collected from the orchards and greenhouse. Phylogenetic analysis of the representative isolates on the basis of 

nucleotide sequences of the CPsV-coat protein, categorized the representative isolates into two distinct groups which the group one further 

divided into three subgroups. Iranian isolates were clustered in the second subgroup beside the Americans and Japanese isolates and showed 

the lowest identity with the isolates from Latin American and African countries. 
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  ...هاي مولکولي و زيستي ويروس پسوروز مرکبات آلوده کننده نارنگي انشو ديررس  تعيين برخي ويژگي فلکی و همكاران:

 مقدمه

ولات باغبانی در کشاور اسات   صمرکبات از مهمترین مح

شاود.   کشت میمختلف کشور  در مناطق ای طور گسترده که به

میلیاون تان اساات     5/4ود دمیزان تولید مرکبات در کشور ح

 از سایب رتبااه دوم را دارد. ایااران از نظاار تولیاد     کاه بعاد

عملکارد   و مقام هفتم، سطح زیر کشات رتباه هشاتم    مرکبات

. نااارنگی انشااو (FAOSTAT, 2016)  رتبااه نهاام دنیااا را دارد

(Citrus unshiu Marc.)  بسیار محباو  باوده و   در کشور ژاپن

دلیل خصوصیات خو  باغبانی مانند نداشتن بذر در میوه و  به

ی گیااهی رتباه اول   ها همچنین مقاومت بالا به آفات و بیماری

   166گونه رقم مرکبات داشته و بیش از  266کشت را در میان 

(Fujii et al., 2016 در سال .)برای اولین بار نهال نارنگی  1361

ارد کشور شد و در منطقه شامال کشاور )ایساتگاه    رقم انشو و

(. در Fotohi-Ghazvini, 1999تحقیقااات رامساار( کاشااته شااد )

ناشناخته بود ولی باا نشاان دادن    1342ایران رقم انشو تا سال 

زیار صافر(، از ساال     سلسایوس درجاه   13مقاومت به سرما )

عنوان اولین رقم نارنگی برای کاشت در شامال   بهرسماً  1341

ور معرفی شاد و بهتارین محال کاشات ایان رقام، شار         کش

میلیاون   5/4الانه (. سا Fotohi-Ghazvini, 1999مازندران است )

تولیاد شاده    مرکباات  شود که تن مرکبات در کشور تولید می

مازندران شامل پرتقال، ناارنگی، لیماوترش، گریاپ فاروت و     

ی مهما میلیون تن سهم  5/2لیموشیرین و ارقام زینتی، با میزان 

 نارنگی رقم انشو تنها در مناطق شمالی کشور .را بر عهده دارد

 هکتاار ساطح زیار   22666شود و در استان مازندران  کشت می

 44150باشد. میزان عملکرد آن در واحاد ساطح    کشت آن می

دلیل آنکه این  . به (Anonymous, 2017) کیلوگرم در هکتار است

باشد و از  میرقم یکی از زودرس ترین ارقام نارنگی در منطقه 

باشد، از محبوبیت زیادی در باین   میشهریورماه آماده برداشت 

 ,Nasrollahnezhad and Ebadi) برخاوردار اسات  تولیدکنندگان 

2011; Golein and Adoli, 2011 .) 

ت در شامال  زای مرکباا  از جمله مهمترین عوامل بیمااری 

باشد. این ویاروس اولاین    میکشور ویروس پسوروز مرکبات 

ترین بیماری است  ویروس شناسایی شده در مرکبات و قدیمی

ترین که در این گیاهان مورد تحقیق قرار گرفته و جزو مخر 

 Nasrollahnezhad andباشاد )  مای هاا در مرکباات نیاز    بیماری

Ebadi, 2011; Fawcett, 1948  ویااروس پسااوروز مرکبااات .)

(CPsV)     قابل انتقال با پیوند و اندام تک یاری آلاوده باوده و در

اغلب مناطق تحت کشت مرکبات دنیا از جمله آمریکا، ایتالیاا،  

فرانسه، هند، لبنان، اسپانیا، آرژانتاین، یوناان و ایاران گازارش     

% 5شده است و در کشورهای آمریکای جنوبی سالانه حادود  

 ;Achachi et al, 2014بارد )  مای کباات را از باین   درختاان مر 

Nasrollahnezhad and Ebadi, 2011; Martín et al., 2004.)  ایان 

خااانواده  عضااو و Ophiovirusجاان   تیااپ گونااه ویااروس

Aspiviridae پیکره شکل نظر از جن  این هایگونه تمام. است 

 و ایرشاته  ویروس این پیکره .باشند مییکدیگر  مشابه ژنوم و

دارای  CPsV ویروس .(Achachi et al., 2014) است خورده پیچ

 3/11-5/12ی هاا  ژنوم سه بخشی باا قطبیات منفای باا طاول     

باشد که هر قطعه ژنومی توسط یک پوشاش   میکیلوجفت باز 

 ;Achahi et al., 2014پروتئینای مساتقل پوشایده شاده اسات )     

Martin et al., 2005.) 106 تا 016 طول به تر کوچک هایپیکره 

براباار بلناادتر   4حاادود  ی بزرگتاار هاااپیکااره و نااانومتر

. ایان ویاروس   ( Derrick et al., 1988; Milne, 2005)هساتند 

محدود به آوند آبکشای باوده و تاا کناون هایچ جسام درون       

ساالولی باارای آن گاازارش نشااده اساات و از قابلیاات انتقااال  

و  Chenopodium quinoaمکااااانیکی روی گیاهااااان محااااک 
Gomphrena globosa ( نیز برخوردار استAchahi et al., 2014.) 

پساوروز   هاینام بهتیپ بیماریزا از این ویروس  دو حداقل

A  و پسوروزB اند دانسته مرتبط پسوروز بیماری با را.(Danos, 

1989; Frison and Taher, 1991; Velazquez et al., 2012) از 

 فل  شدن پوسته ، پوستهAپسوروز  تیپ رایج در میعلا جمله

 سالگی 15 تا 16 در معمولاً که است هاشاخه درخت و تنه مانند

 مشاخ   علائم فاقد معمولاً مسن هایبرگ در .گردد می ظاهر

 .دشاو  مای  ظااهر  جاوان  هایبرگ در روشنی هایاما رگه بوده،

 گردیده، ورقاه  ذکر Bپسوروز  تیپ برای که مییترین علا مهم
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که  باشد می چو  از آن شدن جدا و تنه پوست شدن سرتاسری

در . شاود  مای  دیاده  تناه  در طاولی  شکاف یک صورت به گاهی

مسان   ی هاا برگ در رنگ زرد گسترده هایلکه درختانی، چنین

 ی حلقوی هالکه مواقع برخی و شود می ظاهر پایدار صورت به

 ,Roistacher)است شده پدیدار ها میوه روی نیز نکروتیک یا زرد

1991; Whiteside et al., 1989; Velazquez et al., 2012) .

از  نهالساتان  در Bپساوروز   به آلوده شیرین پرتقال هایپیوندک

 در برخی و اندشده مرگ و عمومی نکروز دچار و مانده باز رشد

 ساال بعاد   شاش  تاا  سه طی در و باو به انتقال از پ  نیز موارد

 ,.Roistacher, 1991; Whiteside et al) اناد یافتاه  زوال تادریج  به

1989; Duran-Vila et al., 1993; Velazquez et al., 2012 در .)

باوده و سارعت    Aویروس مهاجم تر از تیاپ   Bمجموع تیپ 

 ,.Velazquez et alانتشار آن در باغات مرکباات بیشاتر اسات )   

 اسااس  بار  جهاان،  مرکباات  کشت زیر مناطق در بیشتر(. 2012

 در و شاده،  اشااره  بیمااری  این وجود احتمال ظاهری به میعلا

 و سرولوژیکی بیولوژیکی، هایآزمون انجام ی با محدود موارد

 تأییاد  مرکباات  پساوروز  ویروس به آلودگی درختان مولکولی

 چه اگر (.Roistacher, 1991; Whiteside et al., 1989) است شده

 باه  را آن پساوروز،  در خصوص گرفته صورت مطالعات اولین

 داد نشان یدبع هایبررسی است، اما نموده تفکیک Bو  Aتیپ 

 کاه  دنا دار وجاود  جهاان  در از پسوروز مختلفی ی هاسویه که

 چند از یکی تنها یا نژاد دو این متفاوت از مییعلا بروز موجب

 درختاان  روی هاا ناژاد  ایان  یاک از  هار  بارای  شده ذکر میعلا

 . باا (Wallace, 1957; Velazquez et al., 2012) اند دهش مرکبات

 کناون  ، تاا Bو  Aناژاد   دو ماابین  میا علا در نوع تفاوت وجود

 نشاده  ذکار  هاآن بین دقیقی مولکولی سرولوژیکی یا اختلافات

 Navas-Castillo et al., 1991; Roistacher, 1993; Martín) اسات 

et al., 2005.) 

بار توسط دکتار مناوچهری    بیماری پسوروز مرکبات اولین

عناوان   به 1344در مرکبات شمال ایران مشاهده شد و در سال 

بیماری خسارت زای نقش حلقوی مرکبات در شامال کشاور   

(. تحقیقاات  Bani Hashemi and Taheri, 2016توصیف گردید )

زای ویروس در مقایساه باا    بیماری Aنشان داده است که تیپ 

در شهرهای نوشهر و ساری شیوع بیشاتری داشاته اسات     Bتیپ 

(Habashi, 2004  همچنین با استفاده از روش مولکاولی .)RT-PCR 

شااده اساات و گاازارش ویااروس پسااوروز از اسااتان گلسااتان 

ی تجااری خاارجی موجاود بارای     هاا  مشخ  شده که سارم 

ردیاااابی نژادهاااای ایرانااای ویاااروس کاراماااد نیساااتند     

(Nasrollahnezhad and Ebadi, 2011 .)عارضاه  ناوعی  همچنین 

 همراه میوه و روی برگ حلقوی یها لکه میعلا با ویروسی شبه

 تامساون  پرتقال روی درختان بلوو آستانه در هایمیوه ریزش با

 باغاات  درمرتبط با آلودگی به ویروس پسوروز مرکبات  ناول

 ،(Falaki et al., 2013) ه اسات شد مازندران مشاهده استان شر 

این بیماری ویروسی از مرکباات جناو     تا کنون با این وجود

ی هاا  کشور گازارش نشاده اسات. باا توجاه باه آنکاه روش       

 CPsVزای  ی بیمااری هاا  مولکولی تا کنون قادر به تفکیک تیپ

در مرکبات نبوده است. در این پژوهش تلاش شد تا از طریاق  

بررسی برخی خصوصیات تباارزائی و بیولاوژیکی نسابت باه     

ی انشااو دیاار رس هااا ردیااابی ویااروس پسااوروز در نااارنگی

مشکوک به آلودگی در منطقه و همچنین شناخت تیپ آلودگی 

 ویروس اقدام شود. 

 
 بررسي روش

نارنگی انشاو   درختان واجد باو قطعه 26 از :برداري نمونه

 سانی  محدوده با نارنج پایهدارای   Citrus unshiu Marcدیررس

 شارقی  منطقه در هکتار یک از بیش مساحت و با سال 18 تا 15

 باغاات واجاد   و بازدیاد  (سااری  مازنادران )شهرساتان   استان

مشاخ  پساوروز از    میا علا باا  نارنگی انشو دیررس درختان

هاای گساترده   ل  تنه درخات، لکاه  قبیل پوسته پوسته شدن ف
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 مشاخ  های حلقوی زرد های مسن و لکهزرد رنگ در برگ

 واجد درختان باغات، قطر این دو در حرکت با سپ  .گردیدند

. از درختاان واجاد   شادند  علامات گاذاری   و شناساایی  میعلا

علایم فو  الاذکر نموناه بارداری انجاام شاد. در مجماوع از       

ناارنگی انشاو دیاررس باا علایام      ی جوان علایام دار  ها برگ

نمونه برای تحقیاق انتخاا  شاد. انتخاا       11متفاوت، تعداد 

صورتی انجام پذیرفت که هر نمونه نمایناده تعاداد    به ها نمونه

 کیساه  در هار نموناه  ی با علایم مشابه باود.  ها زیادی از نمونه

 باه  ثبات مشخصاات   از پ  و شد قرارداده جداگانه پلاستیکی

  .گردید قلمنت آزمایشگاه

ی نموناه  هاا  عصاره گیری از بارگ  ها:نموده سازي جدايه

 pH 7ماولار باا    1/6جمع آوری شده در بافر فسافات پتاسایم   

 ساترون ون چینای  هاا  حجمای( در  -نسبت یک به دو )وزنی به

دست آمده با پودر کاربوراندوم و باا   به. عصاره شدسرد انجام 

اسااتفاده از دسااتکش یااک بااار مصاارف روی گیاااه محااک    

Gomphrena globosa L.  شد. زنی ، در مرحله چهار برگی مایه

شده به آرامی با آ  مقطار شستشاو    زنیهای مایه سپ  برگ

ترتیاب دو بارگ باا عصااره و دو بارگ       باه دند. در هر گیاه ش

 شاد  زنیدر سه تکرار مایه  سترونر عنوان شاهد با آ  مقط به

(Ahlawat and Pant, 2008; Sharma et al., 2009; Falaki et al., 

بررسای و   زنای (. بروز علایم تا دو هفتاه پا  از مایاه    ;2013

توسط آزمون پای سای آر انجاام شاد.      ها اثبات آلودگی نمونه

برگشتی برای اثبات آلودگی و تکرار پذیری  زنیهمچنین مایه 

-های مرکبات، نهاال آزمون انجام شد. جهت آلوده سازی نهال

های بذری دو تا سه ساله نارنگی انشو دیررس، نارنج محلای،  

 Citrus paradise Macf. × Poncirus]سایتروملو رقام ساوینگل    

trifpliata (L.) Raf. (cv 'Swingle')] سترنج رقم ترویار ، 
[Citrus 

sinensis × P. trifpliata (cv 'Troyer')]  منظور بررسی بیشاتر   بهو

های دو ساله مرکبات شامل نارنگی تانجلو رقم میناولا  گیاهچه

[C. paradise (cv. 'Duncan') × Citrus reticulata (cv 'Dancy')]  ،

نارنگی رقم تانگور ارتانیکو، نارنگی رقام کلماانتین و گریاپ    

عنوان گیاه محک اساتفاده   بهفروت رقم دانکن روی پایه نارنج 

شدند. از هر نهال دو تکرار برای هر نموناه ماورد بررسای در    

نظر گرفته شد. برای هر نهال محک، دو جواناه برگای از هار    

برچساب مشخصاات   ها سرزنی شاده و  نمونه پیوند شد. نهال

هاا در شارایط گلخاناه    برای هار نهاال الصاا  گردیاد. نهاال     

 25-35نگهداری شدند. دمای گلخانه در شش ماهه اول ساال  

درجاه سلسایوس    16-26و شش ماهاه دوم   سلسیوسدرجه 

ارزیاابی و  یکباار  هر ساه مااه    ،بود. علایم برگی و نحوه رشد

ی سی آر توسط آزمون پ ها د و حضور آلودگی در نهالشثبت 

 .شد تأیید

با استفاده از آزماون   CPsVپيکره  ساختماني خصوصيات بررسي

.(ISEM) Immunosorbent electron microscopy  

 جدایاه  پسوروز مرکباات،  ویروس پیکره مشاهده منظور به

 از میکروساکو   اساتفاده  نارنگی انشو دیررس با از شده جدا

 Navas-Castillo and)دساتورالعمل  الکترونای عباوری مطاابق   

Moreno, 1995)   باادی  آنتی از منظور این . برای د ش مشاهده 

، Pedro Moreno)اهدائی توسط دکتار   ای ویروس تک همسانه

 266 رقات  از مرکز تحقیقات زراعی والنسیا کشور اسپانیا( باا 

 با شده داده پوشش مش 366 مسی یها شبکه .شد استفاده برابر

درجاه   31در دماای   سااعت  یاک  مادت  باه  و کاربن  فرماوار 

 باا  CPsVاختصاصای   IgGاز  میکرولیتار  166 روی سلسایوس 

 هاای شابکه  شستشوی از شدند. پ  ور برابر غوطه 266 رقت

شادن،   خشاک  ماولار و  60/6فسفات پتاسیم  بافر توسط مسی

 قارار  گیاهی یعصاره روی ساعت یک مدت به مسی هایشبکه

یورانیال   محلاول  توساط  پیکاره  منفای  آمیزی داده شدند. رنگ

 و عکسبرداری هاپیکره پذیرفت. مشاهده انجام درصد 2 استات

مادل   گاذاره  میکروسکو  الکترونای  دستگاه توسط هانمونه از

Philips EM-208 166-86کیلاووات و بزرگنماایی    86ولتاژ  با 

 . شد انجام برابر هزار

 ( RT-PCRپلي مراز با نسخه برداري معکوس ) اي واکنش زنجيره

های برگی با استفاده از کیات  کل از نمونه RNAاستخراج 

( مطااابق Dena Zist Asia Co., Iran) S10-10خااال  سااازی 

میازان   باه . برای هر نموناه،  انجام شدسازنده  شرکتدستورالعمل 
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سارد باا باافر     ml2گرم برگ پودر شده با ازت مایع در تیو   5/6

لیتار مخلاوش شاد. پا  از ساانتریفوژ      میزان یک میلی بهاستخراج 

درجااه  4دور در دقیقااه در دمااای  12666دقیقااه در 16ماادت  بااه

 266تیاو  جدیاد منتقال شاد و      باه ، بخاش رونشاین   سلسیوس

 4دقیقه در دماای   15مدت  بهمیکرولیتر کلرفرم به آن افزوده شد و 

دور در دقیقه ساانتریفیوژ شاد.    12666با سرعت  سلسیوسدرجه 

میزان نیمای از حجام آن    بهل رونشین به تیو  استریل پ  از انتقا

اضافه شاد. پا  از    2ایزوپروپانول و نیمی از حجم بافر استخراج 

دقیقه نگهداری در شرایط آزمایشگاهی، ساانتریفیوژ در دماای    16

 16مادت   باه دور در دقیقاه   16666با سرعت  سلسیوسدرجه  4

ستشاو باا   حاصاله پا  از ش   RNAدقیقه انجام شد. سپ  رساو   

 حل شد.  سترونمیکرولیتر آ  دوبار تقطیر  56در  درصد 16اتانول 

 266های ( در لولهcDNA synthesisمکمل ) DNAساخت 

خال   RNAمیکرولیتری سترون و با استفاده از پنج میکرولیتر 

( و کیاات C-primerپیکومااول آغااازگر معکااوس )   46کاال، 

MaximeTM RT-PCR PreMix Kit (iNtRON, Korea انجااام )

برای رساندن حجم کل  سترونشد. پ  از افزودن آ  دیونیزه 

در مدت ساه دقیقاه    به ها میکرولیتر، لوله 56محلول واکنش به 

( و بلافاصاله  Denaturationقارار داده شاده )   سلسایوس درجه  14

مدت یک سااعت در دماای    بهروی یخ منتقل شدند. پ  از آن  به

پلی ماراز باا    ای شد. واکنش زنجیرهقرار داده  سلسیوسدرجه  45

( cDNAمکمال )  DNAاستفاده از پنج میکرولیتار محلاول حااوی    

پیکوماول از هار    26دست آمده در مرحله قبل و باا اساتفاده از    به

 پسااوروز مرکبااات یااک از آغازگرهااای اختصاصاای ویااروس 

-'U:5'-GCTTCCTGGAAAAGCTGATG-3', D:5 شاااااامل 

TCTGTTTTTGTCAACACACTCC-3' (Barthe et al., 1998 )

-CPVو همچنین آغازگر طراحی شده در این تحقیق با تاوالی  

F: (5- GGAGTTGCACCAACAGCAG-3)  CPV-R: (5-

TGATCAACTGAAGCTCAAGGAG-3)وسیله  هدر سه تکرار ب

 MJ Mini 48-Well Personal thermalدساتگاه ترموساایکلر )  

cycler, Bio-Rad, USA  کور بارای  ( انجام شد. آغازگرهاای ماذ

تک یر بخشی از منطقاه ژنتیکای کاد کنناده پاروتئین پوششای       

ویروس طراحی شده بود. برنامه حرارتی بارای تک یار باا هار     

 سلسایوس درجاه   13کدام از آغازگرهاای اختصاصای شاامل    

چرخه  35دقیقه برای واسرشت سازی اولیه و سپ   2مدت  به

رشات  ثانیه برای واس 36مدت  به سلسیوسدرجه  13حرارتی )

درجاه   12ثانیاه بارای اتصاال و     36مدت  بهدرجه  51سازی، 

درجاه   12دقیقه برای تک یار( و در پایاان    1مدت  به سلسیوس

 دقیقه برای تک یر نهایی بود. 5مدت  به سلسیوس

 تبارزايي جزيهت

نوکلئوتید از ژن رماز   218طول  به ای برای این پژوهش قطعه

باا آغاازگر    RNA-3کننده پروتئین پوششای ویاروس واقاع روی    

هاا براسااس رقام    ( تک یر شد. توالی جدایهCPV, F,Rاختصاصی )

پای سای آر باا     توساط  یرشدهتک  قطعاتمرکبات انتخا  شدند. 

)سیناکلون، ایران( طباق   GF-1 Gel DNA Recoveryاستفاده از کیت 

دستورالعمل شرکت سازنده از ژل استخراج و خاال  شاد و باا    

ی )توپاازژن کااوش(، در دو جهات و    تجاار  استفاده از ساروی  

های تعیاین  روش سنجر تعیین توالی مستقیم شدند. سپ  توالی به

 Blast (Basic Local Alignmentشده با استفاده از ابزار جساتجوی  

Search Tool موجود در پایگاه اطلاعاتی )NCBI (National Center 

for Biotechnology Information هاای اساید   لی( با یکدیگر و با تاوا

( GenBankو نوکلئوتیدی نظیار ثبات شاده در باناک ژن )     ای آمینه

باا   ماوردنظر  تاوالی  چندگاناه  ساازی  هام ردیاف  مقایسه شادند.  

منطقاه   حااوی  کاه  ژن باناک  در موجود CPsV ویروس های جدایه

 و GenDocهاای  نارم افزار  توساط  (2 )جادول  بودناد  نظار  مورد

Clustal X     شاد  انجاام مطاابق روش اساتانداردAltschul et al., 

 Maximum روش  بااه هاااجدایااه ایاان درختای  . نماودار ((1997

likelihood برنامه در MEGA7 هاای  داد بوت اساتر  تع شد. ترسیم

هاا باا   استفاده شده برای تجزیه و تحلیل هازار باود. کلیاه شااخه    

ی هاا  ارزشدرصد ادغام شدند.  16تر از ارزش بوت استر  پایین

ی درخات تباارزائی حاذف    هاا  درصد از گره 16کمتر از  ای ریشه

 Tulip mild mottle mosaic virus تجزیااه در ایاانشاادند. 

(TMMMV)  برون گروه عنوان به (out group) قرار استفاده مورد 

   .گرفت



  ...هاي مولکولي و زيستي ويروس پسوروز مرکبات آلوده کننده نارنگي انشو ديررس  تعيين برخي ويژگي فلکی و همكاران:

 نتايج و بحث

عمل آمده درختان نارنگی  بهدر بازدیدهای  نمونه برداري:

مشاکوک تناه، علایام    انشو دیررس باا علایام پوساته شادن     

هاای مسان خفیاف تار     حلقوی کلروزه روی برگ که در برگ

بود، نقوش حلقوی روی پوست میاوه کاه بیشاتر در قسامت     

گلگاه مشاهده شد و علایم سطحی و فاقد هرگوناه صامغ یاا    

(. همچناین، روی درختاان   1ترشحات دیگر دیده شد )شاکل  

ی در هاای مورد نظر طی بازدیدهای فصالی و ماهیاناه، تفااوت   

هاای مختلاف مشااهده    بروز و شدت و ضعف علایم در زمان

خاوبی قابال    بهاین ترتیب که علایم برگی در فصل بهار  بهشد. 

(، اما بتدریج با گرم تار شادن هاوا ایان     1مشاهده بود )شکل 

علایم محو شادند و در فصال تابساتان اصالا قابال مشااهده       

تار  باا خناک   رسایدند.  مای نظر  بهسالم  نبودند و درختان کاملاً

خاوبی   باه شد و در آذرمااه   میشدن هوا، علایم دوباره پدیدار 

قابل مشاهده بودند. علایم روی میوه نیز از آغاز رنگدهی میوه 

هاا  ظاهر شادن نماوده و ساریعا سابب ریازش میاوه       بهشروع 

شد. کم شدن شدت علایم ویروس پسوروز مرکبات با گرم  می

رسیده اسات. براسااس    اثبات بهشدن هوا در تحقیقات گذشته 

و همکاران دمای پایین برای بروز علایم  Velázquez تحقیقات 

های جوان ویروس پسوروز مطلو  تر است و علایم در برگ

کند. همچنین در گذشته اثباات شاده    میصورت شدید بروز  به

های جاوان در  است که غلظت ویروس استخراج شده از برگ

 ,.Velázquez et alاشاد ) ب مای فصول گرم و سرد سال متفاوت 

2010; Achachi et al., 2014.) 

ی مورد بررسی ها عصاره برگ رقم زنیمایه  نموده سازي:

 زنای تا دو هفته پ  از مایاه   Gomphrena globosaروی برگ 

هااای موضااعی نکروتیااک را موجااب شااد و آلااودگی    لکااه

( آلوده بودن آن توسط پ  d1سیستمیک را ایجاد نمود )شکل 

پ   ای (. علایم سیستمیک گل دکمه3د )شکل ش تأییدسی آر 

 ,.Alioto et al) شاده اسات  گزارش  قبلاً CPsVاز مایه کوبی با 

1999; Falaki et al., 2013; Achachi et al., 2014.) 

 
علائم آلودگی به ویروس پسوروز در قسمت های مختلف میوه  -1شکل

در  Citrus unshiu (Yu.Tanaka ex Swingle) در نارنگی انشودیررس 

( توده b( لکه های کلروز حلقوی بر روی برگ، aشر  استان مازندران. 

( لکه حلقوی cنکروز شده بافت پوست میوه با هاله کلروزه در اطراف، 

(  لکه های موضعی نکروزه روی برگ گیاه محک dوست میوه و روی پ

Gomphrena globosa  ویروس مربوش به شر   شده با جدایه زنیمایه

 .زنیمازندران، دو هفته پ  از مایه 
Fig 1. Symptoms of Citrus psorosis virus infection in different parts 

of the Citrus unshiu (Yu.Tanaka ex Swingle) plants in east of 

Mazandaran province. a) chlorotic ringspot on leaves, b) necrotic 

tissue on the skin of the fruit with chlorotic halo in the margin c) ring 
spot on the skin of the fruit and d) chlorotic local lesions on the 

leaves of the Gomphrena globosa indicator plant inoculated 
 with the viral isolate from the east of the Mazandaran province, two 

weeks after inoculation. 

علایام ایجااد شاده روی     های مرکبات براساس نوعنهال

شاده از   زنای های پیوندی مرکبات مایه های بذری و رقمنهال

طریااق پیونااد پوساات در دو گااروه بیولااوژیکی قاارار گرفتنااد 

ی باذری  هاا  (. گروه اول بیولوژیکی که شاامل رقام  1)جدول 

، باود نارنج محلی، سیتروملو رقم سوینگل و ساترنج رقام ترویار    

( اما گروه دوم نکاروز  2 رد )شکلهای زرد روی برگ ایجاد کلکه

های برگ و خشکیدگی را در ارقام پیوندی نارنگی تانجلو رقم لبه

مینولا، نارنگی رقم تانگور ارتانیکو، نارنگی رقم کلمانتین، گریاپ  

(.  1( )جاادول 2 د)شااکلبومشاااهده قاباال فااروت رقاام دانکاان 

ی آلاوده جادا شاده از درختاان     هاا  همچنین نموده سازی پیوندک

 ی انشو در گلخانه موجاب آلاوده  ها نارنگی انشو در باو روی پایه

ی بااغی شاد. حاداقل دو    هاا  با علایم مشابه در نمونه ها شدن پایه

https://en.wikipedia.org/wiki/Walter_Tennyson_Swingle
https://en.wikipedia.org/wiki/Walter_Tennyson_Swingle
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اند. ناوع اول آن   عامل ویروسی را با بیماری پسوروز مرتبط دانسته

که پسوروز حقیقی یا کلاسیک نامیده شده اسات   Aیعنی پسوروز 

هاا مشااخ   ی شادن روی باارگ او براسااس علایام رگااه رگاه   

کاه   Bیابد. دوماین ناوع، پساوروز     میگردد و انتقال مکانیکی ن می

تاوان   مای یاباد و   مای لکه حلقوی نیز نامیده شده، انتقال مکاانیکی  

براساس علایم ایجااد شاده روی گیاهاان علفای آن را شناساایی      

ویاروس پساوروز    Bو  Aهاای  نمود. اختلاف اصالی باین تیاپ   

های مسان و برخای مواقاع روی    یم روی برگمرکبات، بروز علا

در پوسته پوسته نمودن تنه نسابت   Bها و شدیدتر بودن تیپ میوه

براسااس نتاایجی کاه تیمار در مایاه کاوبی        بوده است. Aبه تیپ 

( مربوش به تیاپ  Fleckingدست آورد علایم خالک ) هبیولوژیکی ب

B  مایاه  هاای  باشد. همچنین در نهال میویروس پسوروز مرکبات

هاای ساوخته و نقاش    (، لکاه Chloroticکوبی شده نقاش سابزرد ) 

هاای دفرماه شاده نیاز در بعضای از      حلقوی مشاهده شاد. بارگ  

پساوروز   کولتیوارها مشااهده شاده اسات کاه آن را باا ویاروس      

 (. Timmer, 1973) اند مرکبات مرتبط دانسته

نوع علایم مشاهده شده در بااو و همچناین    بهبا توجه 

دسات آماده از گیاهاان مایاه کاوبی شاده بارای         باه علایم 

های مورد مطالعه در ایان پاژوهش و شادت آنهاا و      جدایه

توان نتیجه گرفات کاه    میمقایسه آن با علایم گزارش شده 

در منطقاه ماورد نموناه بارداری در      CPsVویروس  Bتیپ 

 ,.Velázquez et al) ی نارنگی انشو دیررس وجود داردها پایه

2012; Falaki et al., 2013; Achachi et al., 2014,.) 
 

نموده سازی جدایه ویروس پسوروز مرکبات، به دست آمده از  -1جدول

 درختان نارنگی انشو دیررس شر  مازندران
Table1. Indexing of Citrus psorosis virus isolate, obtained from 

Satsuma Mandarin trees in East of Mazandaran 

Symptoms Biological group Host 
cl 1 Sour orange 
cl 1 Citrumelo Swingle 
cl 1 Troyer citrange 

tns 2 Tangelo mandarin 
tns 2 Tangor mandarin 
tns 2 Clementine mandarin 

tns 2 Duncan grapefruit 
cl ،لکه های زرد :tnsنکروز لبه های برگ : 

cl: Chlorotic lesions, tns: tip necrosis of leaves 

 
علایم مربوش به آلودگی نهال های مرکبات مختلف نموده سازی  -2شکل 

 Citrus unshiuجدا شده از نارنگی انشو دیررس  CPsVشده با جدایه 

(Yu.Tanaka ex Swingle)  در شر  استان مازندرانa کلروز بین رگبرگ )

های  ( نکروز لبهc, dهای زرد روی برگ سیتروملو ،  ( لکهbدر برگ نارنج 

  برگ های مربوش به مرکبات کلمانتین و تانگور 
Fig 2. Symptoms for CPV infection in different citron seedlings 

indexing with the CPsV isolated from the Citrus unshiu (Yu.Tanaka 

ex Swingle) plant in east of the Mazandaran province a) interveinal 

chlorosis on Sour orange plant leaf b) yellow spots on the leaf of 

Citrumelo, c and d) marginal leaf necrosis on the leaves of the 

Clementine mandarin and Tangor mandarin citrons, respectively. 
 

 پلاي مااراز بااا نساخه باارداري معکااوس   اي واکانش زنجيااره 

(RT-PCR): های جمع آوری شده از درختاان ناارنگی انشاو    نمونه

ی نموده سازی شاده و گیااه   ها دیررس واجد علایم همچنین پایه

شده در این تحقیاق باا جفات آغازگرهاای      زنی علفی محک مایه

که در این تحقیق طراحای شاده بودناد واکانش      CPsVاختصاصی

در   bp066طول حادود   بهمورد انتظار  ای ند و قطعهم بت نشان داد

ی هاا  نمونه آلوده توسط آنها تک یار شاد در حاالی کاه نموناه      11

مربوش به درختان بدون علایم با آغازگرهای مذکور واکنش نشاان  

 ها با هیچکدام از نمونه Dو  U(. جفت آغازگرهای 3ندادند )شکل

برای تک یر بخشای از   U,Dواکنش ندادند. آغازگرهای اختصاصی 

طراحاای شااده اساات و  CPsVژن رماز کننااده پااروتئین پوششای   

 Bartheقرار گرفته بود ) تأییدکارآیی آن در تحقیقات گذشته مورد 

et al., 1998        باا ایان وجاود آغازگرهاای طراحای شاده در ایان .)

ی ویاروس را نداشات و تاا کناون     هاا  پیپژوهش توان تفکیک ت

ی آلاوده  ها ازگرهای تفکیک کننده تیپمحققین قادر به طراحی آغ

 زنای ی مایاه  هاا  اند. علایم ظاهر شده در نهال کننده ویروس نشده

https://en.wikipedia.org/wiki/Walter_Tennyson_Swingle
https://en.wikipedia.org/wiki/Walter_Tennyson_Swingle
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شده با علایم آلودگی گیاهان مادری یکی باوده کاه نشاان دهناده     

 (.  Achachi et al., 2014) باشد میها به این ویروس آلودگی آن

 از اساتفاده  (: باا ISEMبررسی باا میکروساکو  الکترونای )   

 هاای پیکاره  (ISEM)تکنیاک   و الکترونای عباوری   میکروسکو 

هاای   نموناه  به مربوش خام برگ عصاره در ویروس شکل Lای رشته

 ایان  تصاویربرداری شاد. از   و مشاهده آلوده نارنگی انشو دیررس

 ناانومتر  3 حدود با قطری CPsVویروس  ای رشته هایپیکره طریق

 ;García et al., 1994) پیشاین  محققاان  شده توساط  ذکر ابعاد مشابه

Navas-Castillo and Moreno, 1995; Milne et al., 1996 در ) 

(. مایلن و  4)شاکل شاماره    شاد  های آلوده مشاهدنمونه ی عصاره

ی هاا  پیکاره  ISEMهمکاران در تحقیق خود با استفاده از تکنیاک  

ویروس را با دو حلقه بینابینی در طول پیکره بلناد ناازک    ای رشته

ویاروس   Lدر عصاره مرکبات مشخ  ساخته بودند و آنارا فارم   

ی هاا  ی بینابینی در پیکرهها حلقه (.Milne et al., 1996)نامیده بودند 

ویروس پسوروز کاه در ایان پاژوهش ماورد ردیاابی قارار       رشته 

 4یکاان در تصاویر شاماره    با پ ها گرفت نیز مشاهده شدند )حلقه

توسط  ISEMی پیشین از روش ها اند(.  در پژوهش مشخ  شده

Loconsole  ی ایاان هااا و همکاااران باارای عکساابرداری از پیکااره

 Chenopodium quinoaویروس از عصاره گیاه محاک آلاوده شاده    

 (.  Loconsole et al., 2009استفاده شده بود )

کاه توساط     ای نمونه 11از میان  تعيين توالي قطعات تکثير يافته:

PCR  شده باود تعاداد    تأییدآلودگی آنها با ویروس پسوروز مرکبات

ی مختلاف  ها که از گونهKho و  Pn9  ، V5 ،No2ی ها جدایه با نام 4

مرکبات شامل نارنگی، ناارنج و ارقاام مختلاف پرتقاال جادا شاده       

باا   BLASTبودند تعیین توالی شده و با استفاده از ابازار جساتجوی   

د. پا  از  شا های نوکلئوتیدی ثبت شده در بانک ژن مقایساه  توالی

در بانااک  MK978768-71ی هااا هاا بااا رس شاماره  بررسای، تااوالی 

و همچناین   BLAST( ثبات شادند. نتاایج آناالیز     NCBIجهانی ژن )

درصاد را باا    11های مورد بررسی، مشابهت ردیفی سازی توالیهم

( ویروس پسوروز مرکباات  CPینی )توالی نوکلئوتیدی پوشش پروتئ

 ,.Barthe et al) (AF036926مربوش باه تاوالی مرجاع )رس شاماره     

 نشان دهنده تواند می( نشان داد. شباهت زیاد این دو توالی 1998

 
محصول پی سی آر حاصل از تک یر بخشی از ژن پروتئین  -8شکل 

جفت باز جدا شده از ارقام مختلف مرکبات  066باندازه  CPsVپوششی 

( نارج، سیتروملو، 5، 4، 2،3( نارنگی انشو دیررس، 1آلوده شامل 

مایه کوبی  Gomphrena globosa( نمونه گیاه محک 0کلمناتین، تانگور و 

: شاهد سالم عاری از آلودگی، گرفته شده از نهال -CPsV  ،Cشده با 

: مارکر وزن مولکولی  Mنارنگی انشو سالم رشد یافته در گلخانه تحقیقاتی، 

 )شرکت فرمنتاس، آلمان( جفت باز 166با فواصل 
Fig 3. An amplicon with a size about 600 bp obtained for a section of 

the coat protein gene of CPV from different infected citrons 

including 1) Citrus unshiu; 2,3,4 and 5) sour orange, citrumelo, 

clementine mandarin, tangor mandarin and 6) CPsV inoculated 

Gomphrena globosa, indicator plant. C-: healthy virus free control 

obtained from the healthy mandarin orange grown in the research 

greenhouse. M. 100bp molecular weight marker  

(Fermentas, Germany). 

 

 
عصاره خام  جدا شده از CPsVکل( ش Lای )رشته های پیکره -4شکل

به ویروس در استان مازندران. پیکره  برگ نارنگی انشو دیررس آلوده

 میکروسکو  توسط برای عکاسی ISEMویروس ها توسط تکنیک 

 حضور آماده شدند. مکان EM-208 گذاره شرکت فیلیپ مدل  الکترونی

  (Bar. 200nm). است. شده مشخ  پیکان با تصویر در ها پیکره
Fig 4. Filamentous particle of CPsV (L-form) isolated from the crude 

unshiu mandarin orange extract infected with CPV in Mazandaran 

province. Viral particles prepared by the ISEM technique for the 

imaging by the Philip transmission electron microscope model EM-

208. The location of the particles is indicated by an arrow 

 (Bar. 200nm). 
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کمتارین میازان مشاابهت     هاا باشاد. همچناین   یکی بودن منشاا  آن 

ی آمریکاای لاتاین   هاا  ی ایرانای و جدایاه  ها نوکلئوتیدی بین جدایه

 )مکزیک و آرژانتین( و آفریقا دیده شد.

باا   CPsV ی ایرانای هاا  مربوش به جدایهتوالی  :تبارزايي جزيهت

(. 2)جدول  در بانک ژن ثبت شد MK978768-71 یها رس شماره

ی نوکلئوتیدی و اساید  ها براساس نتایج آنالیز میزان مشابهت توالی

 ( تاا Pn9 )جدایاه  درصاد  18میازان   باه ی ایرانی ها ، جدایهای آمینه

از نظار   درصاد  166با یکدیگر از نظر نوکلئوتیادی و   ددرص 166

(. همچناین از نظار   2مشاابه بودناد )جادول     ای توالی اسید آمینه

ی نظیار  هاا  ی ایرانی با سایر جدایهها بین جدایه اه میزان مشابهت

موجود در بانک ژن کمتارین میازان شاباهت نوکلئوتیادی باین      

 درصاد  85-80میازان   باه ی ایرانای  هاا  جدایه آرژانتینی و جدایه

 13(، تاون  ) درصاد  11ی ساوریه ) هاا  مشاهده شاد و جدایاه  

( از لحاظ کمترین میزان مشاابهت  درصد 15( و مراکش )درصد

ی بعادی قارار داشاتند. از نظار میازان      هاا  نوکلئوتیدی در مقاام 

، کمتارین میازان مشاابهت باین     ای مشابهت در توالی اسید آمینه

( درصاد  16(، سوریه )درصد 80ی کشورهای مراکش )ها جدایه

 ی ایرانی وجود داشت.ها ( با جدایهدرصد 12و تون  )

هاا  تجزیاه کلاساتر تاوالی   بارزایی حاصال از  در درخت ت

های مورد مطالعه از مناطق جدایه، Maximum Likhood روش به

 3خاود باه    1و گروه  قرار گرفتنداصلی گروه 2مختلف دنیا در

 یها قاره هایزیرگروه یک جدایهدر . زیرگروه دسته بندی شد

آسیا )کشاور ساوریه(، اروپاا )کشاورهای اساپانیا و ایتالیاا( و       

2زیرگااروه آمریکااا )کشااورهای مکزیااک و آمریکااا(، در    
 

 های تبارزایی.تجزیهبرای و مورد استفاده موجود در بانک ژن  CPVهای مختلف های جدایه)کشور( و میزبان  ، منشاشماره دسترسی -2 جدول

Table .2 Accession numbers, region and hosts of different strains of CPV in GenBank for phylogenetic analysis. 

Accession no. Isolate Origin Host 

Nucleotide (nt) and amino acid (aa) 

sequences identity with reference * (%) 

nt aa 

MK978768 KhO Iran C. unshiu 100 100 

MK978769 No2 Iran C. unshiu 99 100 

MK978770 Pn9 Iran C. unshiu 98 100 

MK978771 V5 Iran C. unshiu 99 100 

AM235968 S5-d Spain Citrus sinensis 93 95 

AM235973 S4-b Spain Citrus sinensis 93 95 

AM235954 S3-3 Spain Citrus sinensis 92 95 

AM235984 A1-b Argentina Citrus sinensis 85 99 

AM235997 A2-a Argentina Citrus sinensis 85 99 

AM235990 A3-b Argentina Citrus sinensis 86 99 

AF036926 6 USA Citrus sinensis 100 100 

AM235975 C3-a USA Citrus sinensis 97 100 

AM235978 F1-c USA Citrus sinensis 99 100 

AM235977 CRSV-6 (F1-b) USA Citrus sinensis 99 100 

AB537976 TSS Japan Citrus hybrid cultivar 98 100 

MG673946 CHN-3 China Citrus sp 98 100 

MH220931 CHN-HN China Citrus sp 93 100 

HG964696 Syr.C7 Syria Navel orange 91 90 

AY194908 NA18 Italy Monreale clementine 94 100 

AY194900 NA1 Italy Sour orange 94 100 

AY194913 NA42 Italy Navel orange 94 100 

MG673940 CHN-1 China Citrus sp 94 100 

EF618547 INIFAP-Nuevo Mexico Mars Orange 94 100 

AY194909 NA21 Italy Monreale clementine 94 100 

KT989887 Tun22 Tunisia Maltaise ovale 93 92 

KF857205 M8 Morocco Sweet orange 95 86 

EF618548 INIFAP-Sonora Mexico Valencia orange 93 100 

AY542958* Bas-1 Japan Tulipa   

* : Tulip mild mottle mosaic virus, Ophiovirus (Acc.No. AY542958) choosed as an outgroup 
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 3ی کشورهای آمریکا، ژاپن و ایران و در زیار گاروه   ها جدایه

 (.5ن قاارار گرفتنااد )شااکل ی کشااور آرژانتاایهااا فقااط جدایااه

کناار یکادیگر و بادون فاصاله نسابت باه       ی ایاران در   جدایه

، 2یی از کشور آمریکا و ژاپن قرار گرفتناد. در گاروه   ها جدایه

یی از قااره آفریقاا   هاا  یی از کشور چین در کنار جدایهها جدایه

)کشورهای تون  و ماراکش( باا فاصاله از یکادیگر و ساایر      

 ی مورد بررسی قرار گرفتند. نتایج تحقیقاات گذشاته  ها جدایه

در دو گاروه   CPsVی جهاانی  هاا  نیز نشان داده بود که جدایاه 

مساتقل از  ی کشور آرژانتین در گروه ها گیرند و جدایه میقرار 

(. Martín et al., 2006) گیرناد  مای ی جهانی قرار ها سایر جدایه

ی تبارزائی حکایات از ارتبااش باین تناوع     ها آنالیز گروه بندی

ی موجااود داشاات. در بررساای هااا جغرافیااایی و گااروه بناادی

در کشور ایتالیاا مشاخ  شاده     CPsV یها فیلوژنتیکی جدایه

ی فیلوژنتیکی بر مبنای  بود که بین تنوع جغرافیایی و گروه بند

توالی نوکلئوتیدی منطقه ژنتیکی رمز کننده پاروتئین پوششای   

 (.Alioto et al., 2003) دارداری وجود د ویروس ارتباش معنی

همچنین نتایج تحقیقاات گذشاته مشاخ  سااخت کاه      

دلیل نوترکیبی بین قطعات ژنومی ویروس و همچنین فشاار   به

 کنناده پاروتئین پوششای   انتخا  منفی موجود روی ژن رماز  

CPsV عنوان یک ویروس دارای ژنوم منفی، تغییارات اساید    به

 یهاا  ی آن در مقایسه با سایر ویاروس ها کمی در پروتئین ای آمینه

متماایز  (. Achachi et al., 2014)دارای ژنوم م بت وجاود دارد  

ی چینی و آفریقایی ویروس در گروه دوم ها قرار گرفتن جدایه

دلیل تکامل مساتقل و فارار ژن    بهتواند  میزائی در درخت تبار

ی چینی و آفریقاایی ویاروس باشاد کاه موجاب      ها بین جدایه

ی موجاود در  هاا  ساایر جدایاه   باه آنها نسبت  مییکنواختی ژنو

تاوالی   باه ی مولکولی مربوش ها جهان شده است. بر مبنی آنالیز

ساوم از ژناوم ویاروس، آچااچی و      RNA نوکلئوتیادی قطعاه  

ی هاا  نشان دادناد کاه تکامال جدایاه     2615در سال همکاران 

ی جهاانی صاورت   هاا  مراکشی ویروس مستقل از سایر جدایه

در درخات تباارزائی   . (Achachi et al., 2015) پذیرفتاه اسات  

ی ایرانی با فاصله کام در کناار تاک    ها مشخ  شد که جدایه

دلیال ارتبااش    باه جدایه کشور ژاپن قرار گرفته اند که احتماالاً  

ی ایرانای موجاود در پایاه انشاو در     ها ک مولکولی جدایهنزدی

ی کشاور ژاپان باشاد. حضاور     هاا  استان مازنادران باا جدایاه   

یی از قااره آمریکاا در هار دو گاروه اصالی درخات       ها جدایه

تواند بیانگر تنوع ژنتیکای باالا و همچناین ساابقه      میتبارزائی 

 در ایان بررسای  حضور دیرینه ویاروس در ایان قااره باشاد.     

 ایج توالی یابی و تبارزائی ژنتیکی بیانگر عدم ارتباش بین تنوعنت

ی مرکبات میزباان باود. از   ها ژنتیکی و تنوع ارقام و گونه

ی هاا  ی بیولاوژیکی نشاان داد جدایاه   هاا  طرفی نتاایج آزماون  

مختلف ویروس که از ارقام متفاوت مرکبات جدا شده اند بار  

ی محک نموده سازی شده اناد  ها مبنی نوع علایمی که در پایه

باشند. از آنجائی که آغازگرهای مذکور برای تک یر  میمتفاوت 

بخشی از منطقه ژنتیکی کد کننده پاروتئین پوششای ویاروس    

طراحی شده بود. این احتمال وجود دارد که که منطقه ژنتیکای  

ی ویاروس پساوروز   هاا  کد کنناده پاروتئین پوششای جدایاه    

زایی آنها تأثیر  پژوهش در بیماری مرکبات بررسی شده در این

با این وجود جهت اثبات ورود نژادهای موجود  نداشته باشد. 

تحقیاق مولکاولی    ندهیدر آبایست  میدر منطقه از کشور ژاپن 

 تری انجام پذیرد. دقیق
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جدایه از  23جدایه منتخب ایرانی با  4که در آن  CPsVهای نوکلئوتیدی منطقه رمز کننده نوکلئوکپسید پروتئین  درخت تبارزایی حاصل از بررسی توالی -5شکل 

صد از روی گره در 56درصد، ارزش های کمتر از  86، خط برش  65/6توالی کامل آنها ثبت شده بود بررسی شد. فاصله ژنتیکی  NCBIجهان که در بانک ژن 

 انتخا  گردید. outgroupبه عنوان  Tulip mild mottle mosaic virus (TMMMV)( AY542958ها حذف شدند. ویروس )
Fig 5. Phylogenetic tree constructed using nucleotide sequences of CPsV nucleocapsid protein coding region of 4 selected Iranian isolates in 

comparison to 23 related CPV isolates  with complete nucleotide sequences in NCBI. Genetic distance and cut off are 0.05and 80% respectively. 

Bootstrap values less than 50% are omitted from the phylogroups. Tulip mild mottle mosaic virus (TMMMV) (Accession No. AY542958) selected as 

an out-group. 



  ...هاي مولکولي و زيستي ويروس پسوروز مرکبات آلوده کننده نارنگي انشو ديررس  تعيين برخي ويژگي فلکی و همكاران:

References 

 

ACHACHI, A., E. A. BARKA, and M. IBRIZ, 2014. Recent 

advances in Citrus psorosis virus. Virus Disease, 25 

(3): 261-276.  

ACHACHI, A., M. H. JIJAKLI, E. E. FAHIME, A. 

SOULAYMANI, and M. IBRIZ, 2015. Detection of 

Citrus psorosis virus using an improved one-step RT-

PCR. Arabian Journal for Science and Engineering, 

40 (1): 7-13.  

AHLAWAT, Y. S, and R. P. PANT, 2008. Indian citrus 

ringspot virus. Characterization, diagnosis & 

management of plant viruses. Volume 2, horticultural 

crops, pp. 97-107. 

ALIOTO, D., M. GANGEMI, S. DEAGLIO, S. SPOSATO, 

E. LOISONI, and R. G. MILNI, 1999. Improved 

detection of Citrus psorosis virus using polyclonal 

and monoclonal antibodies. Plant Pathology,  48: 

735-741. 

ALIOTO, D., M. MALFITANO, A. TROISI, S. PELUSO, 

R.G. MARTIN, J. MILNE, P.GURRI, and P. 

MORENO, 2003.Variability of the coat protein gene 

of Citrus psorosis virus in Campania, southern Italy. 

Archives of Virology, 148: 2155-66. 

ALTSCHUL, S. F., T. L. MADDEN, A. A. SCHAFFER, J. 

ZHANG, Z. ZHANG, W. MILLER, and D. J. 

LIPMAN, 1997. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a 

new generation of protein database search programs. 

Nucleic Acids Research, 25: 3389-3402. 

ANONYMOUS, 2017. Production and yield per hectare of 

mandarin crop by province. Agricultural Statistics of 

the Crop Year 2014-2015. Department of Statistics 

and Information of Ministry of Agriculture Jihad, 154 

pages. 

BARTHE, G.A., T.L. TCECCARDI, K.L. MANJUNATH, 

and K.S. DERRICK, 1998. Citrus psorosis virus: 

nucleotide sequencing of the coat protein gene and  

detection by hybridization and RT–PCR. Journal of 

General Virology, 79:1531-1537. 

DANOS, E. 1989. Development of psorosis-citrus 

pathosystems in controlled-environment chambers, 

Rivista di Agricoltura Subtropicale e Tropicale. No. 

83: 275-282. 

DERRICK, K. S., R. H. BRLANSKY, J. V. DA GRACA, R. 

F. LEE, L. W. TIMMER, and T. K. NGUYEN, 1988. 

Partial characterization of a virus associated with 

citrus ringspot. Phytopathology, 78: 1298-1301. 

DURAN-VILA, N., PINA, J. A. and NAVARRO, L. 1993. 

Improved indexing of citrus viroids. 12th.Conf. 

IOCV. 202-211. 

GARCÍA, M. L., E. DAL. BÓ, O. GRAU, and R. G. MILNE, 

1994. The closely related citrus ringspot and citrus 

psorosis viruses have particles of novel filamentous 

morphology. General Virology Journal, 75: 3585-

3590. 

FALAKI, F., S. V. ALAVI, and F. RAKHSHANDEHROO. 

2013. Citrus psorosis virus, causal agent of ring 

pattern disorder in Thomson Navel trees in east of 

Mazandaran. Iranian Journal of Applied Entomology 

and Phytopathology, 80  (2): 161-172. (In Persian) 

FAO STAT, 2016. National Agricultural statistics Service, 

USDA.http://www.faostat.fao.org. 

FAWCETT, H.S. 1948. Psorosis (scaly bark) in the Rio 

Grande Valley. Texas Fmg & Citricult. 25(1): 15-16. 

FOTOHI-GHAZVINI, R. 1999. Citrus Growing in Iran. 1th 

Ed, Guilan University Press. Iran.150pp 

FRISON, E. A. and M. M. TAHER, 1991. Technical 

Guidelines for the Safe Movement of Citrus 

Germplasm, FAO/IBPGR, Rome, Italy, 45 pp. 

FUJIII H., OHTA S., NONAKA K., K ATAYOSE Y, 

MATSUMOTO T., ENDO T, YOSHIOKA T, 

OMURA M and T. SHIMADA. 2016. Parental 

diagnosis of satsuma mandarin (Citrus unshiu Marc.) 

revealed by nuclear and cytoplasmic markers. 

Breeding science, 66 (5): 683-691. 

GOLEIN, B and B. ADOLI, 2011. Citrus (Planting), Novin 

Pouya Press, 160 p. (in Persian). 

HABASHI, M. 2004. Citrus virus diseases in north of Iran. 

Journal of Plant Diseases, 2: 127-133. 

LOCONSOLE, G., M. T. FATONE, and V. SAVINO, 2009. 

Specific digoxigenin-labelled riboprobes for 

detection of Citrus psorosis virus and Citrus 

http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Ahlawat%2C+Y.+S.%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Pant%2C+R.+P.%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=do%3A%22Characterization%2C+diagnosis+%26+management+of+plant+viruses.+Volume+2%3A+horticultural+crops%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=do%3A%22Characterization%2C+diagnosis+%26+management+of+plant+viruses.+Volume+2%3A+horticultural+crops%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=do%3A%22Characterization%2C+diagnosis+%26+management+of+plant+viruses.+Volume+2%3A+horticultural+crops%22


   8937، اسفند 2، شماره 78هاي گياهی: جلد     آفات و بيماري

variegation virus by molecular hybridization, Plant 

Pathology Journal, 91 (2): 311-319. 

MARTÍN, S., M. L. GARCIA, A. TROISI, L. RUBIO, G. 

LEGARRETA, O. GRAU, D. ALIOTO, P. 

MORENO, and J. GUERRI, 2006. Genetic variation 

of populations of Citrus psorosis virus,  Journal of 

General Virology. 87: 3097-3102. 

MARTÍN, S., C. LOPEZ, M. L. GARCIA, G. 

NAUMONGANIA, O. GRAU, R. FLORES, P. 

MORENO and J. GUERRI, 2005. The complete 

nucleotide sequence of Spanish isolate of Citrus 

psoriasis virus: Comparative analysis with other 

Polioviruses, Archives of Virology. 150: 167-176. 

MARTÍN, S., D. ALIOTO, R. G. MILNE, S. M. GARNSEY, 

M. L. GARCIA, O. GRAU, J. GUERRI and P. 

MORENO, 2004. Detection of Citrus psorosis virus 

by ELISA, molecular hybridization, RT-PCR and 

immunosorbent electron microscopy and its 

association with citrus psoriasis disease, European 

Journal of Plant Pathology. 110: 747-757. 

MILNE, R. G., K. DJELOUAH, M. L. GARCIA, E. DAL 

BO and O. GRAU. 1996. Structure of Citrus 

Ringspot-Psorosis-Associated Virus Particles: 

Implications for Diagnosis and Taxonomy. 13th Conf. 

IOCV. 189-197. 

MILNE, R. G. 2005. Genus Poliovirus, Proc. 18th Conf. 

IOCV. p. 673-679. 

NASROLLAHNEZHAD, S. and A. EBADI, 2011. 

Serological and molecular detection of Citrus 

psoroasis virus in Goleta province, New Genetics. 1: 

65-74. 

NAVAS-CASTILLO, J. N, and P. MORENO. 1995. 

Filamentous flexuous particles and serologically 

related proteins of variable size associated with citrus 

psorosis and ringspot diseases. European Journal of 

Plant Pathology, 1(01): 343-348. 

NAVAS-CASTILLO, J. N, P. MORENO, J. F. 

BALLESTEROLMOS, J. A. PINA, and A. 

HERMOSO DE MENDOZA, 1991. Detection of a 

necrotic strain of Citrus ringspot virus in Star Ruby 

grapefruit in Spain, Proc. 11th Conf. IOCV. p. 345-

351. 

ROISTACHER, C. N. 1991. Graft -Transmissible Diseases 

of Citrus, FAO: Rome. 286 pp. 

ROISTACHER, C. N. 1993. Psorosis-Areview. Proc. 12th 

Conf. IOCV. 139-154.    

SHARMA, S., B. SINGH, A. NAGPAL, G. S. VIRK and A. 

A. ZAIDI, 2009. Indexing tools for Indian citrus 

ringspot virus (ICRSV),  The Open Biology Journal 

2: 27-31. 

BANI HASHEMI, S.M., and TAHERI, H. 2016. Citrus 

psorosis disease. Citrus and Subtropical Fruits 

Research Center publication, AREEO, Iran (In 

Persian). 16pp. 

TIMMER, L. W, 1973. A necrotic strain of Citrus ringspot 

virus and its relationship to Citrus psorosis virus. 

Phytopathology, 64: 389-394. 

VELÁZQUEZ, K., A. RENOVELL, M. COMELLAS, P. 

SERRA, M. L. GARCÍA, J. A. PINA, L. 

NAVARRO, P. MORENO and J. GUERRI, 2010. 

Effect of temperature on RNA silencing of a 

negative-stranded RNA plant virus: Citrus psorosis 

virus. Plant Pathology: 59, 982-990. 

VELAZQUEZ K, J.A.PINA., l. NAVARRO, P. MORENO, 

and J. GUERRI. 2012.Association of citrus psorosis 

B symptoms with a sequence variant of the Citrus 

psorosis virus RNA 2. Plant Pathology, 61: 448-456. 

WALLACE, J. M. 1957. Virus-strain interference in relation 

to symptoms of psorosis disease of citrus, Hilgar. No. 

27: 223-245. 

WHITESIDE, J. O., S. M. GARNSEY and L. W. 

TIMMER,1989. Compendium of Citrus Diseases, 

APS Press. 80pp. 

 


