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Citrus yellow vein clearing virus (CYVCV) is in the genus of Mandarivirus that infects 

some citrus cultivars and causes damage. In this study, the transmission of CYVCV 

by Aphis spiraecola, A. gossypii, and Toxoptera aurantii was investigated. Several 30 

adult aphids of each species after a 24-hour acquisition access period (AAP) on 

infected Persian Lime were transferred to Citrus lemon cv. Eureka seedlings for 24 

and 48 hours’ inoculation access period (IAP). Six months after inoculation, the 

infected plants were counted. Then their infection was confirmed by a two-step RT-

PCR test. The results of the first test showed that 6 months’ post-inoculation, the mean 

transmission rate of CYVCV by A. spiraecola, A. gossypii, and T. aurantii was 

16.67%, 13.33%, and 26.67%, respectively, for 24h AAP/24h IAP. The mean 

transmission rate was 23.33%, 20%, and 33.33% for 24h AAP/48h IAP, respectively. 

By increasing the inoculation access period of aphids on virus-infected plants from 24 

h to 48 h, the transmission rate increased. In the second test, all three species of aphids 

with an unknown AAP were collected from infected Persian lime trees in the orchard, 

under natural conditions and allowed to feed for 24 and 48 hours on Eureka lemon in 

the greenhouse. It was found that the tested aphids were capable of transmitting this 

virus. The present study confirmed that the virus is transmitted from Persian lime to 

Eureka lemon by these citrus aphids under controlled conditions. 
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Extended Abstract 

Introduction 

   Citrus yellow vein clearing disease (CYVCD) was first observed on lemons (Citrus limon (L.) and sour 

oranges (C. aurantium L.) from Pakistan (Catara et al., 1993). It was also reported in lemon from Turkey 

(Onelge, 2002), India (Alshami et al., 2003), China (Chen et al., 2014), and Iran (Bani Hashemian and 

Aghajanzadeh, 2017). CYVCD reduces yield in Eureka lemon (C. limon) from 50-80% (Alshami et al., 2003; 

Zhou et al., 2017; Liu et al., 2019) and fruit quality is also reduced in China (Onelge et al., 2011a; Li et al., 

2017; Zhang et al., 2018).  
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    The results of the research showed rapid spreading of CYVCV in the citrus orchards. CYVCV is an aphid-

transmissible virus (Onelge et al., 2011a; Afloukou et al., 2021). Aphis spiraecola, A. gossypii, and Toxoptera 

aurantii (Hemiptera: Aphididae) are the predominant aphids in citrus orchards of the north of Iran 

(Aghajanzadeh et al., 1997; Alavi and Rezvani, 2007). Here, the potential transmissibility of CYVCV by these 

aphids was studied. 

 
Materials and Methods 

    Eureka lemon seedlings were used as receiver plants. A characterized isolate of CYVCV (Isolate LIE, 

GenBank accession number: KX902487) collected from an infected Persian lime tree in the north of Iran (Bani 

Hashemian and Aghajanzadeh, 2017) was graft-inoculated with bark patches onto several sour orange 

seedlings to create virus donor plants. 

    The Transmission of CYVCV by A. spiraecola, A. gossypii, and Toxoptera aurantii was conducted in two 

experiments. The virus-donor plants were fed by virus-free aphids for 24 24-hour acquisition access period 

(AAP). Thirty adult aphids were placed on young flushes of each 30 lemon seedling receptor plants, and given 

24- and 48-hour inoculation access period (IAP), separately. After inoculation, the receptor plants were treated 

with insecticide and maintained in an isolated insect-proof greenhouse at 22 ± 3 °C. 30 virus-free Eureka lemon 

seedlings were considered as the negative control.  

    The appearance of CYVCV symptoms on the leaves of the donor plants and the inoculated receptor lemon 

seedlings was monitored and compared with non-inoculated control plants 6 months after the IAP in the 

experiments. The number of these plants was counted.  

    Six months after inoculation, the presence of CYVCV in the symptomatic donor and receiver plants was 

confirmed by a two-step Reverse Transcription Polymerase chain reaction (RT-PCR) using a specific primer 

pair of the virus coat protein gene (Chen et al. 2015), following the extraction of the total RNA of the new 

flashes of seedling samples by SDS-Potassium acetate method (Bani Hashemian and Aghajanzadeh, 2017). 

    To calculate the transmission efficiency, the number of approved infected plants by symptom evaluation and 

molecular test was divided by the total number of inoculated plants. 

 
RESULTS and Discussion 

   Six months after inoculation, the infected plants were counted. Then their infection was confirmed by a two-

step RT-PCR test. The results of the first test showed that 6 months’ post-inoculation, the mean transmission 

rate of CYVCV by A. spiraecola, A. gossypii, and T. aurantii was 16.67%, 13.33%, and 26.67%, respectively, 

for 24h AAP/24h IAP. The mean transmission rate was 23.33%, 20%, and 33.33% for 24h AAP/48h IAP, 

respectively. By increasing the inoculation access period of aphids on virus-infected plants from 24 h to 48 h, 

the transmission rate increased. In the second test, all three species of aphids with an unknown AAP were 

collected on infected Persian lime trees in the orchard, under natural conditions and allowed to feed for 24 and 

48 hours on Eureka lemon in the greenhouse. It was found that the tested aphids were capable of transmitting 

this virus. One of the important factors in the spread of viral disease is the presence of vectors in citrus orchards. 

The transmission of viruses by aphids has always been one of the most important ways, so the transmission of 

CYVCV by A. spiraecola from China (Zhang et al., 2018) and A. gossypii from Turkey (Afloukou et al., 2021) 

has been reported. Since the 3 species of studied aphids in this research are dominant aphids in citrus orchards 

(Aghajanzadeh et al., 1997; Alavi and Rezvani, 2007) and the presence of these aphids in virus-infected areas 

can be the reason for the virus transmission by these aphids. 

 
Conclusion  

    The present study confirmed that the virus is transmitted from Persian lime to Eureka lemon by dominant 

citrus aphids (A. spiraecola, A. gossypii, and T. aurantia) under controlled conditions. Future studies need to 

obtain more information concerning different aspects of CYVCV and its vectors to integrate pest management 

programs for vector control. 
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  ها:واژهکلید
شته،  م،یلا نیاورکالمون، پرش

 .روسیو

از ارقام مرکبات را آلوده کرده  یاست که بعض Mandarivirusمرکبات از جنس   زرد یرگبرگ روشن روسیو
، (spiraecola Aphis) مرکبات سبز توسط شته روسیو نیمطالعه، انتقال ا نی. در اشودیو موجب خسارت م

 30قرار گرفت. تعداد  یسمورد برر  (Toxoptera aurantiiمرکبات ) اهیو شته س  (A. gossypii) زیجالشته 
ساعت  48و  24به مدت  روس،یآلوده به و میلا نیپرش یرو رشیگ هیساعت تغذ 24شته بالغ از هر گونه پس از 

منتقل شدند. شش ماه پس از   (Citrus limon cv. Eurekaاورکالمون ) هایاهچهیگ یدهش رو هیتغذ یبرا
 یاآر دو مرحله.ی.سی.پیآنها با آزمون آر.ت یو آلودگ دانجام ش کیتفک میعلا یدارا اهانیانتقال، شمارش گ

 روسیو دهش و رشیگ هیساعت تغذ 24در مدت  روسیانتقال و زانیقرار گرفت. در آزمون اول م دیمورد تائ
ساعت  24درصد و در مدت  67/26و  33/13، 67/16 بیمرکبات به ترت اهیو س زیشته سبز مرکبات، جال یبرا
 شیدرصد محاسبه شد. با افزا 33/33و  20، 33/23 بیبه ترت روسیدهش و هیتغذ ساعت 48و  رشیگ هیتغذ

. در افتی شیانتقال افزا زانیساعت،  م 48ساعت به  24از  روسیو رندهیگ اهانگی از هاشته هیمدت زمان تغذ
 روسیبه و لودهآ ملاینیدرختان پرش یتوسط هر سه گونه شته رو رشیگ هیم با مدت زمان نامعلوم تغذآزمون دو

اورکالمون سالم در گلخانه، مشخص شد که  یدهش رو هیساعت تغذ 48و  24و  یعیطب طیدر باغ تحت شرا
 ش،یمورد آزما یهاشته کرد که دییرا داشتند. مطالعه حاضر تا روسیانتقال و تیقابل شیمورد آزما هایشته

 به اورکالمون منتقل کنند. ملاینیزرد مرکبات را از پرش یرگبرگ روشن روسیکنترل شده قادرند و طیتحت شرا
 

    Citrus)زرد مرکبات یرگبرگ روشن روسیو یرپذیانتقال یبررس(. 1402) یدمهدیس ان،یهاشم یو بن روس؛یآقاجانزاده، س د؛یرضا؛ نصرالله نژاد، سع ،یمقصود: استناد

)  yellow vein clearing virus 101-511(، 1) 54 ،رانیا نشریه دانش گیاهپزشکی غالب مرکبات توسط سه گونه شته.    DOI:

10.22059/IJPPS.2023.353042.1007016http//doi.org/ 
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 مقدمه
، خانواده Mandarivirusاز جنس  (Citrus yellow vein clearing virus, CYVCV)مرکبات  زرد روشنی رگبرگ ویروس

Alfphafelexiviridae  و راستهTymovirales  نانومتر قطر با ژنوم آر.ان.ای 14-13 ونانومتر طول  685حدود  هاییپیکرهبوده و 

لمون و  (Citrus aurantium L)نارنج  درختان روی اولین بار این ویروس .(Loconsole et al., 2012)ای مثبت دارد تک رشته
(C. limon L.) پاکستان  کشور از(Catara et al., 1993) و بعد هند(Ahlavat, 1997) ، ترکیه(Onelge, 2002) ،  چین(Chen 

et al., 2014)  ایرانو (Bani Hashemian & Aghajanzadeh, 2017) ویروس در مناطق مختلف و گسترش این شد.  گزارش
 Chen et al., 2014; Liu et al., 2019; Zhou et)موجب خسارت قابل توجهی به محصول شده است آلودگی درختان به آن 

al., 2017; Onelge et al., 2011a.) 

زنی عصاره مرکبات آلوده به ویروس با روش مکانیکی به مایههای مختلف گزارش شده است. به روش CYVCVانتقال 
پیوند تاجی  به روش، (Vigna unguiculata L.( )Onelg et al., 2011b)( و لوبیا چشم بلبلی .Phaseolos vulgaris Lلوبیا )

 (C. jambhiri)در نارنج و راف لمون  CYVCVتیغ آلوده به  و( Iftikhar et al., 2010) مرکبات هایگونه اکثر در پوستک آلوده با
در ارتباط . (Zhang et al., 2018; Maghsoudi et al., 2022)مرکبات شد  زرد روشنی رگبرگ موجب انتقال ویروسو اورکالمون 

 Zhou et)شود منتقل نمیبذر های انجام شده در چین نشان داد که این ویروس بوسیله بررسی توسط بذر، CYVCV با انتقال

al., 2015).   

های سیاه یونجه انتقال آن توسط شته کهطوریهستند بهمرکبات  زرد روشنی رگبرگ ویروسترین ناقلین ها از مهمشته
(Aphis craccivora)  سبز مرکباتو (A. spiraecola)  از لوبیای(Phaseolos Ph. vulgaris var. Dermason)  آلوده به لوبیای

توسط در مرکبات  CYVCV. اولین مورد از انتقال (,.2011b Onelge et al)گزارش شد سالم و از لمون آلوده به لوبیای سالم 
و سپس توسط شته ( Zhang et al., 2018)در چین  (C. sinensis cv. Pineapple)شته سبز مرکبات در پرتقال رقم پاین اپل 

. ناقلین دیگری از جمله سفید بالک مرکبات (Afloukou et al., 2021) گردیدگزارش  روی نارنج در ترکیه (A. gossypii)جالیز 
(Dialeorodes citri) های سالم نارنج در چین شده است باعث انتقال ویروس روی نهال(Zhang et al., 2019a; Zhang et 

al., 2019b .) 

 ,Bani Hashemian & Aghajanzadeh)در ایران گزارش گردید  مرکبات زرد روشنی رگبرگ وقوع بیماری 1395در سال 

های ها و نهالستاندر باغ (C. latifolia)درختان لمون، نارنج و پرشین لایم های جدید شاخسارهروی  علائم بارز بیماری (.2017
های مشخص بیماری در تمامی مناطق های اخیر نشان داد که نشانهشمال کشور مشاهده شد. مطالعات صورت گرفته در سال

بر اساس . (Bani Hashemian, 2018;  Bani Hashemian & Aghajanzadeh, 2020)شمالی کشور در حال افزایش است 
های غالب مرکبات در شمال کشور هستند سیاه مرکبات و شته جالیز از جمله شته و های سبزگزارش محققین شته

(Aghajanzadeh et al., 1997; Alavi & Rezvani, 2007) ای روی ارقام مختلف مرکبات که دارای جمعیت قابل ملاحظه
پرشین لایم، نارنج و لمون و های مختلف بخصوص باشند. با توجه به گسترش این بیماری در شمال ایران روی میزبانمی

( احتمال انتقال ویروس توسط ناقلین مد 1ها در این مناطق بویژه در درختان آلوده )شکل همچنین وجود جمعیت بالای شته
های ها به منظور پیشگیری از گسترش بیماری و ایجاد کانوننظر قرار گرفت. از آنجایی که بررسی انتقال ویروس توسط شته

تواند به اتخاذ یک استراتژی مناسب در جهت مدیریت بیماری کمک کند، مطالعه حاضر با حائز اهمیت است و می جدید بسیار
 توسط سه گونه شته غالب مرکبات انجام شد. CYVCVهدف بررسی امکان انتقال 
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 مرکباتزرد  روشنی رگبرگ های مرکبات در درختان پرشین لایم با علائم شاخص ویروسکلنی شته .1شکل 

 

 هاروش و مواد

 مطالعه  مورد هایجدایه و گیاهی مواد

 ;Chen et al., 2014)ترین میزبان و گیاه محک بیماری رگبرگ روشنی است حساس (C. limon cv. Eureka)اورکالمون 

Zhou et al., 2017)  استفاده قرار  ها موردمرکبات در آزمایش زرد روشنی به عنوان گیاه دریافت کننده ویروس رگبرگکه
برای تهیه این ها در گلخانه استفاده شد. های منبع ویروس و پرورش شتهعنوان پایه برای تهیه نهالگرفت. همچنین نارنج به

بذر نارنج از درختان مادری سالم و فاقد علائم بیماری رگبرگ روشنی زرد مرکبات که  200اورکالمون و  بذر 500گیاهان، 
 درصد 25 کوکوپیت، درصد 50 حاوی بستر در و آوریتر مورد تایید قرار گرفت، جمعاین بیماری پیشسلامت آنها نسبت به 

شده  اتوکلاو، ضدعفونی در بار 6/1 فشار سلسیوس و درجه 105 دمای در ساعت یک مدت که به ماسه درصد 25 و پرلیت

بدست آوردن منبع همگن برای  در آزمایش اولشدند.  سلسیوس نگهداری درجه 22 ± 3 با دمای بودند، کشت و در گلخانه
موجود در گلخانه پژوهشکده مرکبات و ( KX902487 شمار بانک ژنویروس با توالی مشخص )رس LIE ویروس، جدایه

 با گلخانه در وسالم پیوند زده  های نارنجروی پایه (Bani Hashemian & Aghajanzadeh, 2020)های نیمه گرمسیری میوه

 لایم با آلودگی طبیعی به جدایهنگهداری و مورد استفاده قرار گرفتند. در آزمایش دوم از درختان پرشین C 3 ± 22° دمای
های آلوده و دهنده ویروس به عنوان نهال( MN547328شمار بانک ژن )رس زرد مرکبات روشنی رگبرگ ویروس LIE2باغی 

  ورد تایید قرار گرفته بود.تر مپیش CYVCVاستفاده شد. آلودگی این درختان به 
 

 انتقال ویروس

 هاتوسط شته CYVCVهای انتقال آزمون

و شته سیاه مرکبات  (A. gossypii)، شته جالیز (spiraecola Aphis)سبز مرکبات  های غالب مرکبات شامل شتهاز شته
(Toxoptera aurantii) (Aghajanzadeh et al., 1997; Alavi and Rezvani, 2007) های انتقال استفاده شدند. برای آزمون
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. (Blackman et al., 2007)ها پس از تهیه اسلاید میکروسکوپی از کلید شناسایی معتبر استفاده گردید برای شناسایی این شته
 بررسی امکان انتقال ویروس رگبرگ روشنی به دو روش انجام شد:

  

 آزمون اول

های شهرستان رامسر های جوان درختان مرکبات در باغاز روی شاخسارهسبز و سیاه مرکبات و شته جالیز های شته
پلاستیکی منتقل شدند. مشخصات هر نمونه شامل محل و تاریخ جمع آوری ثبت و بعد از  هایآوری و به داخل کیسهجمع

های نارنج انتقال داده و ها به تفکیک هر گونه روی نهالشته بعد مرحله انتقال به آزمایشگاه مورد شناسایی قرار گرفتند. در
ها صورت گرفت. برای پرورش سازی شتههای جدید نارنج خالصلهای بالغ روی نهاپرورش داده شدند. پس از آن با انتقال ماده

 های انتقال مورد استفاده قرار گرفتندانتقال یافته و پس از افزایش جمعیت، در آزمون های نارنج سالمها به روی نهالانبوه، شته

(Marroquin et al., 2004). پرشین لایم آلوده به ویروس که های های بالغ به تفکیک هر گونه شته انتخاب و روی نهالماده
 ساعت از آنها تغذیه کنند. 24قرار داده شدند تا به مدت  ،شدنددر گلخانه نگهداری می به عنوان گیاهان آلوده و دهنده ویروس

شته ماده بالغ روی هر نهال  30ها در دو گروه برای تغذیه از گیاهان گیرنده ویروس استفاده شد. در یک گروه تعداد از این شته
در  .(2)شکل انتقال ویروس شوند و با تغذیه از گیاه سالم باعث ساعت تغذیه نماید  24قرار گرفته تا به مدت سالم اورکالمون 

دسته  3اصله نهال در  30ساعت بود. برای هر دوره زمانی  48ها از گیاهان سالم اورکا لمون گروه دیگر مدت زمان تغذیه شته
 اصله نهال اختصاص یافت.  180تایی و در مجموع  10

 

 آزمون دوم

موجود در  CYVCVدرختان پرشین لایم آلوده به ی جوان هااز روی شاخسارهسبز و سیاه مرکبات و شته جالیز های شته
های سالم گیرنده ویروس مستقر آوری و به گلخانه منتقل و روی نهالمرکبات به عنوان گیاهان آلوده و دهنده ویروس جمع باغ

ه داده شد تا مدت شته ماده بالغ روی برگهای جوان هر نهال اورکالمون سالم منتقل و اجاز 30شدند. بدین صورت که تعداد 
اصله  120تایی و در مجموع  10دسته  2اصله نهال در  20برای هر دوره زمانی ساعت در دو گروه مجزا تغذیه نمایند.  48و  24

 یافت.  نهال اختصاص
دون اصله نهال ب 30های شاهد در نظر گرفته شدند که عنوان نهالاصله نهال سالم اورکالمون به 90اول تعداد  در آزمایش

ساعت در  48و  24( به مدت شته پرورش یافته روی هر نهال 30های سالم )اصله نهال دیگر مورد تغذیه شته 60تغذیه شته و 
های شاهد در عنوان نهالاصله نهال سالم اورکالمون بدون تغذیه شته به 30دو گروه مجزا قرار گرفتند. در آزمایش دوم تعداد 

 نظر گرفته شدند. 
سمپاشی  در هزار 6/0کش پریمور با غلظت ها با شتههای مورد آزمایش، نهالها از نهالتمام مدت زمان تغذیه شتهبعد از ا 

 درجه سلسیوس نگهداری شدند.  22 ± 3شده و در گلخانه مجزا با دمای 
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ها از نهال تغذیه شته C:  و  Bها از منبع آلوده برای اخذ ویروس، تغذیه شته A: مراحل انتقال ویروس رگبرگ روشنی زرد مرکبات توسط شته. . 2شکل 

 سالم برای انتقال ویروس

 ویروس رگبرگ روشنی زرد مرکبات ارزیابی انتقال

 آزمون بیولوژیکی

برگی و  های جوان، لکههای میزبان بصورت روشنی رگبرگ در رگبرگهای جانبی برگعلائم بیماری روی برگ نهال
شش ماه بعد از انتقال  (.Alshami et al., 2003; Onelge, 2002; Onelge et al., 2010)شود ها مشاهده میروکیدگی برگچ

و تعداد ها یادداشت روی برگ بیماری های شاهد مورد ارزیابی قرار گرفتند. علائمهای گیرنده ویروس و نهالویروس، نهال
 ها به تفکیک هر گونه شمارش و در جداول مربوطه ثبت شدند. های آلوده شده به ویروس توسط شتهنهال

 

 تبارزایی آنالیز و RT-PCR ،نوکلئیک اسید استخراج :آزمون مولکولی

 8اورکلمون دارای علائم بیماری و  اصله گیاهچه 40ها از توسط شته CYVCVبرای آزمون مولکولی جهت تائید انتقال 
اصله  7ها تغذیه کرده بودند و های سالم از آناصله که شته 7علاوه بر گیاهان شاهد، شد.  اصله بدون علائم بیماری، استفاده

ای پلیمراز با نسخه بدون تغذیه شته به عنوان شاهد منفی در آزمون مولکولی به کار رفتند. به منظور انجام واکنش زنجیره
و  برگ از بافت SDS-Potassium acetateوس به روش شش ماه بعد از انتقال، آر.ان.ا کل ویر ،(RT-PCR) برداری معکوس

 داخل گرمی از بافت گیاهی درمیلی 500های . نمونه(Bernard et al., 2006) های مورد آزمایش استخراج شدرگبرگ نهال
 مولار،5/0 سدیم کلرید مولار،میلی EDTA 50؛ :8PH مولار، 1/0 تریس) بافر  لیترمیلی 5محکم محتوی  پلاستیکی هایپاکت

 دمای در دقیقه20 مدت  به سدیم دو دسیل سولفات با گیری ، قرار داده و عصاره(:PH 45/6مولارمیلی 10 بتا مرکاپتواتانول

 دهی اتانول رسوب وسیله به فاز رویی و تیمار شده یخ در دقیقه 20 به مدت پتاسیم استات سلسیوس انجام شد. بعد درجه 65

 در حضور ایمرحله دو RT-PCR آزمون اساس بر ویروس ردیابی .شد حل مقطر آب میکرولیتر 40 در و سپس تغلیظ گردید و

 -YVCPf 5′- TACCGCAGCTATCCATTTCC -3 ′/ YVCPr 5′ پوششیآغازگر اختصاصی ژن پروتئین  جفت

GCAGAAATCCCGAACCACTA-3′  گرفت  قرار بررسی مورد  %1 آگارز ژل در ای پلیمراززنجیره واکنش نتایج انجام و
(Bahri et al., 2013; Chen et al., 2014)آغازگر از مکمل دی.ان.ای . برای ساخت YVCPr  کیت و Revert Aid EP0441 

(Fermentas) واکنش انجام جهت و PCR از PCR Master Mix (2X) k0171 (Fermentas).حرارتی هایچرخه استفاده شد 

 دقیقه 1 و سلسیوس درجه 54 در دقیقه 1 ، درجه سلسیوس 94 در دقیقه 1 ،)چرخه یک(درجه سلسیوس 94 در دقیقه 5 شامل

 .گردید مکمل اجرا دی.ان.ای تکثیر منظور به) چرخه (1 سلسیوس درجه72 در دقیقه 10 و )چرخه (30 سلسیوس درجه  72در
تعیین توالی نوکلئوتیدی  گرفت. انجام معکوس و آغازگرهای مستقیم واکنش به کمک نهایی محصول نوکلئوتیدی تعیین توالی

A 
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شرکت ماکروژن کره جنوبی با استفاده از آر تکثیر شده با آغازگرهای اختصاصی ویروس توسط سیپی واکنش محصول نهایی
جدایه باغی مورد استفاده  با توالی ClustalWهر جدایه با برنامه  دو بار خوانش توالی آغازگرهای مستقیم و معکوس انجام گرفت.

و به کمک الگوریتم  ردیف، توالی نهایی استخراجهم  MN547328)شمار بانک ژنرس، LIE2 جدایهویروس )آزمون انتقال در 
شد. درخت تبارزایی اسید  مقایسه  NCBIژن بانک در موجود نوکلئیک اسید هایتوالی سایر ( باnBlastنوکلئوتید بلاست )

با کمک  ژن بانک های این ویروس درمرکبات با توالی انتخابی  جدایه زرد روشنی رگبرگ ویروس ایرانی هاینوکلئیک جدایه
ترسیم گردید. در این تجزیه و تحلیل از  1000و بوت استرپ   Maximum Likelihood به روش MEGA X 11افزار نرم

 این در ترکیه و چین موجودویروس از کشورهای درگیر بیماری شامل ایران، پاکستان، هندوستان، این های تعدادی از جدایه

گونه دیگر  (،Indian Citrus Ring Spot Virus, ICRSV) دو جدایه ویروس لکه حلقوی هندی مرکبات استفاده شد. بانک
 در نظر گرفته شدند. گروهبه عنوان اعضای برون (PVX) زمینی، و ویروس ایکس سیبMandarivirusجنس 
 

 ها در انتقال ویروس رگبرگ روشنی زرد مرکبات کارآیی شته

های محک گیرنده ویروس و تایید آلودگی با پی سی آر در اثبات انتقال ویروس با شته، بر مبنای بروز علائم در گیاهچه
اه سبز و سی هایجالیز، شته توسط شته مرکبات زرد روشنی رگبرگمیزان انتقال ویروس گیاهان دارای علائم صورت گرفت. 

های آلوده شده به ویروس توسط هر گونه شته شمارش و مرکبات به صورت درصد محاسبه شد. برای این منظور، تعداد نهال
 های مورد آزمون برای آن گونه شته تقسیم شد.ضرب و بر کل نهال 100در 

 

 نتایج

 نتایج آزمون بیولوژیکی 

های سبز مرکبات، جالیز و سیاه مرکبات در مرکبات توسط شته زرد روشنی رگبرگویروس بررسی انتقال  نتایج حاصل از
صورت های اورکالمون شش ماه پس از آزمون انتقال بههای اول و دوم نشان داد که علایم بیماری روی برگ نهالآزمون

لمون آلوده به های اورکا (. در برخی از نهال3رگبرگ روشنی خفیف، لکه برگی و چروکیدگی و پیچیدگی برگها بودند )شکل 
 ویروس فقط یک نوع علامت و در برخی دیگر دو و یا هر سه نوع علائم مشاهده گردید. 

 
های مرکبات. رگبرگ روشنی مرکبات روی برگ اورکا لمون شش ماه پس از آزمون انتقال ویروس توسط شته رگبرگ روشنی زردعلائم ویروس  .3 شکل 

  (C) و چروکیدگی  (B)برگی ، لکه(A)روی رگبرگهای جانبی 
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 آنالیز نتایج مولکولی

 با انتظار مورد ویروس نشان داد که قطعه پوششی پروتئین ژن آغازگرهای از استفاده حاصل از آر.تی.پی.سی.آر با نتایج

 یافت. بیماری، تکثیرعلایم  اورکالمون دارای هاینهال جوان برگهای از شده استخراج آر.ان.ای.های در باز جفت 600 حدود

های دارای علائم مشخص بدین ترتیب نهال(. 4نشد )شکل  های شاهد و بدون علائم مشاهدهنهال برگعصاره  در باندی چنین
داشتند ولی گیاهان بدون علائم دارای واکنش منفی بودند. این نتایج صحت علائم  آر.تی.پی. سی.آربیماری واکنش مثبت به 

های اورکالمون که بنابراین آلودگی نهالهای سیاه و سبز مرکبات و شته جالیز را تایید کرد. روس توسط شتهمربوط به انتقال وی
های مرکبات قرار گرفته و علائم بیماری ویروسی رگبرگ روشنی زرد مرکبات تا شش ماه بعد از انجام آزمایش مورد تغذیه شته

 گرفت.  قرار تأیید مورد نتایج آزمون مولکولی نیزبا  های آنها ظاهر شد،گلخانه روی برگ شرایط در
 

 
های اورکالمون به نهالستفاده از آغازگرهای اختصاصی ویروس رگبرگ روشنی زرد مرکبات در تأیید آلودگی با ا   RT-PCRالکتروفورز نتایج آزمون .4شکل 

گیرنده  . گیاه3. گیاه منبع ویروس برای تغذیه شته 2آلوده به ویروس پس از مایه زنی با شته  . گیاه گیرنده و 1ها: هکچا شته جالیز.  س از آزمون انتقال باویروس پ
 (SL7041 )سیناکلون جفت باز  100. نشانگر با اندازه 5. گیاه غیر آلوده ) سالم بدون تغذیه شته( 4تغذیه شده روی نهال سالم )گیاه شاهد(،  شته ویروس از

 

 هاانتقال ویروس توسط شته

ررسی نتایج حاصل از علائم ایجاد شده روی برگهای اورکالمون و آنالیز نتایج مولکولی در آزمون اول نشان داد که میزان ب
ساعت تغذیه از اورکالمون سالم شش ماه  24ساعت تغذیه شته سیاه مرکبات از پرشین لایم آلوده و  24انتقال ویروس طی 

درصد بود. میزان  33/13درصد و برای شته جالیز  67/16برای شته سبز مرکبات درصد بود. این میزان  67/26 پس از آزمون
ساعت دهش ویروس بعد از شش ماه، توسط شته سیاه مرکبات به میزان  48ساعت تغذیه گیرش و  24انتقال ویروس در مدت 

انی علائم و میزان انتقال در (. فراو1درصد بود )جدول  20درصد و در شته جالیز  33/23درصد، در شته سبز مرکبات  33/33
 ساعت بود. 24ساعت تغذیه دهش ویروس توسط هر گونه شته بیشتر از  48مدت زمان 

بررسی امکان انتقال ویروس در آزمون دوم برای هر سه گونه شته با مدت زمان تغذیه گیرش نامعلوم روی درختان آلوده 
ی اورکالمون سالم در گلخانه، شش ماه پس از آزمون منجر به ساعت رو 48و  24در باغ تحت شرایط طبیعی و تغذیه دهش 

 (. 3ها شد )شکل بروز علائم بیماری روی برگ نهال
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 ها شش ماه بعد از انجام آزمون اولمرکبات توسط شته زرد روشنی فراوانی علائم روی اورکالمون و میزان انتقال ویروس رگبرگ .1جدول

 شته

زمان گیرش 

و دهش 

 ویروس به

 ترتیب

 )ساعت(

 تکرار

تعداد 

نهال 

 آزمایشی

تعداد 

نهال 

دارای 

 علائم

 
 

تعداد 

علائم 

 )نوع(

 

 

 

میزان 

انتقال 

 6بعد از 

 (%)ماه 

میانگین 

میزان 

انتقال بعد 

ماه  6از 
(%) 

     
رگبرگ 

 روشنی
   چروکیدگی لکه برگی

T. 

aurantii 

  24و  24

1 10 2 2 2 2 20 

66/26 2 10 3 1 3 2 30 

3 10 3 3 2 3 30 

 48و  24

1 10 3 2 3 3 30 

33/33 2 10 4 3 4 3 40 

3 10 3 2 3 3 30 

A. 

spiraecola 

 24و  24

1 10 2 2 1 2 20 

66/16 2 10 1 1 1 1 10 

3 10 2 1 2 2 20 

 48و  24

1 10 2 2 1 2 20 

33/23 2 10 2 1 2 2 20 

3 10 3 3 1 3 30 

A. 

gossypii 

 24و  24

1 10 1 1 1 1 10 

33/13 2 10 2 2 1 2 20 

3 10 1 1 1 1 10 

 48و  24

1 10 1 1 1 1 10 

20 2 10 2 1 2 1 20 

3 10 3 3 1 1 30 

 

 

 

 دوم ها شش ماه بعد از انجام آزمونمرکبات توسط شته زرد روشنی فراوانی علائم روی اورکالمون و میزان انتقال ویروس رگبرگ .2جدول

 شته

زمان گیرش و دهش 

  ویروس به ترتیب

 )ساعت(

 تکرار

تعداد 

نهال 

 آزمایشی

تعداد نهال 

 دارای علائم
 
 

تعداد علائم 

 )نوع(

 

 
 

     
رگبرگ 

 روشنی

لکه 

 برگی
 چروکیدگی

T. aurantii 

 24نامعلوم و 
1 10 1 1 1 1 

2 10 1 0 1 1 

 48نامعلوم و 
1 10 1 1 1 0 

2 10 2 1 2 1 

A. spiraecola 

 24نامعلوم و 
1 10 1 1 1 0 

2 10 1 0 1 1 

 48نامعلوم و 
1 10 2 1 2 1 

2 10 2 1 1 2 

A. gossypii 

 24نامعلوم و 
1 10 1 0 1 1 

2 10 1 1 1 0 

 48نامعلوم و 
1 10 1 1 2 1 

2 10 2 1 1 2 
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 تبارزایی نتایج آنالیز
 در میزبانشمار بانک ژن( )رس توالی مشخصبا  MgAg2(65aو ) MgTa1 ،MgTa2  ،MgTa3 ،MgAg1(64a)پنج جدایه

 هایترادف. شد ثبت ژن بانک در MW600325و  MW600321 ،MW600322 ،MW600323 ، MW600324اورکالمون با کد 

های منتخب ویروس رگبرگ روشنی تعدادی از جدایه نوکلئیک اسید هایتوالی با بلاست موتور جستجوی از استفاده با حاصل
 داد که نشان مطالعه این نتایج شدند. مقایسه بانک این در های ایران موجودزرد مرکبات از کشورهای دارای این بیماری و جدایه

 & LIE)لایم از میزبان پرشین CYVCV با جدایه ایرانی MgAg2 و  MgTa1 ،MgTa3 ،MgAg1ها چهار جدایهتوالیدر این 

LIE2) دارند. همچنین جدایه  شباهت آن با درصد 99/84تا  20/99 و متناظرندMgTa2  ایرانی با جدایه درصد 38/98حداقل 

SOU  های این درخت تبارزایی تشابه توالی ژن پروتئین پوششی در توالی براساس (.5 شکل (باشدمی مشابهاز میزبان نارنج

 های ویروس در سایر کشورهای درگیر شامل پاکستان، هند، ترکیه و چین مشخص شد.تحقیق با جدایه

 

 
منتقل شده  CYVCV ایرانی جدایهدرصد( پنج  50 بالاتر از استرپ بوت ارزش )با  Maximum Likelihoodروش به نوکلئیک اسید تبارزایی درخت .5شکل 

 داده نشان ها گره در تکرار 1000 اساس بر( ٪) استرپ بوت مقادیر. MEGA 11 افزاراستفاده از نرم با ژن بانک مشابه در هایجدایه توالی های ناقل باتوسط شته
 Potato)زمینی سیب Xو ویروس  (ICRSV)مرکبات هندی حلقوی لکه ویروس اند.شده مشخص تحقیق این هایجدایه و مبدا کشور جدایه، نام شمار،رس .است شده

virus X) اند.های حاصل از این تحقیق با رنگ زرد مشخص شدهجدایه. در نظر گرفته شدند گروهبرون عنوان به 
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 بحث
پس از آن، وجود  (Catara et al., 1993).پاکستان مشاهده شد  کشور در 1988در سال بیماری رگبرگ روشنی مرکبات، 

 & Bani Hashemian)ایران  ( وChen et al., 2014)چین ، (Onelge, 2002)ترکیه ، (Ahlavat, 1997)این بیماری در هند 

Aghajanzadeh, 2017) خیز، شد. یکی از عوامل مهم و تاثیرگذار در گسترش این بیماری ویروسی در مناطق مرکبات گزارش
ترین راههای انتقال بوده و در این ها توسط حشرات همواره از مهمانتقال ویروس های مرکبات است.اغوجود ناقلین فعال در ب

از  سبز مرکبات توسط شته ویروس رگبرگ روشنی که انتقالطوریهای گیاهی هستند، بهسترین ناقلین ویروها مهمبین شته
گونه شته  3. با توجه به اینکه (Afloukou et al., 2021)از ترکیه گزارش شده است  شته جالیز و (Zhang et al., 2018)چین 

 ;Aghajanzadeh et al., 1997)های مرکبات شمال کشور هستند مورد بررسی در این تحقیق از شته های مهم و غالب در باغ

Alavi & Rezvani, 2007) تواند دلیلی بر احتمال انتقال ویروس ویروس می ها در مناطق آلوده بهو بنابراین حضور فعال این شته
در مطالعه حاضر دلالت بر انتقال این ویروس  CYVCVاول مربوط به انتقال  ها باشد. نتایج حاصل از آزمونتوسط این شته

 ;Zhang et al., 2018)های انجام شده در سایر کشورها منطبق است توسط سه گونه شته غالب مرکبات دارد که با نتایج بررسی

Afloukou et al., 2021)های مورد آزمایش که در شرایط های حاصل از آزمون دوم این تحقیق نشان داد که شته. طبق یافته
های اورکالمون تغذیه کرده بودند، قابلیت انتقال این ویروس را به نهال CYVCVباغ از درختان پرشین لایم با آلودگی طبیعی به 

 داشتند. 
که  (Roistacher, 1991)  هستند ویروسیشبه و ویروسی یماریهایب تشخیصی برای قدرتمندمحک ابزار  گیاهان

 افزایش شدت به آنها در ویروس و غلظت باشندمی هاویروس برای علائم بروز و نظر تکثیر از شده شناخته گیاهان ترینحساس

 صورت روشنی رگبرگ، لکه برگینوع علایم روی برگ به 3و نارنج،  هاهای حساس مانند لموناین بیماری در گونه یابد. می
 Alshami et al.,2003; Onelge, 2002; Chen et al., 2014; Bani)کند و چروکیدگی و پیچیدگی ایجاد می

(Hashemian et al., 2022. رگبرگ بررسی علائم  این در براین که نتایج حاصل از این تحقیق مطابق با آن است. فزون
ویروس در انتقال با شته باشد و با  های اورکالمون مشاهده شد که ممکن است به دلیل تیتر پایینروشنی خفیف روی گیاهچه

(. در   et al.,; Afloukou 2018)  et al.,; Zhang 2014 et al.,Chen 2021مشابهت دارد محققیننتایج مطالعات سایر 
ساعت تغذیه گیرش از پرشین لایم  24رگ روشنی توسط شته سیاه مرکبات در زمان این تحقیق، میزان انتقال ویروس رگب

درصد و شته جالیز  67/16درصد و برای شته سبز مرکبات به میزان  67/26 ساعت تغذیه دهش از اورکالمون سالم 24آلوده و 
افزایش  48ساعت به  24گیاه سالم از  ها ازدرصد شش ماه بعد از آزمون انتقال بود. وقتی مدت زمان تغذیه دهش شته 33/13

و شته  33/23، شته سبز مرکبات  33/33یافت به میزان انتقال ویروس در هر سه گونه شته افزوده شد )شته سیاه مرکبات 
درصد(. مطالعات پیشین در ارتباط با انتقال ویروس توسط حشرات نشان داد که با افزایش جمعیت ناقل، زمان گیرش  20جالیز 

(. Gray et al., 1991یابد )وس از گیاه آلوده و زمان دهش ویروس به گیاه سالم، میزان انتقال ویروس افزایش میویر
درصد  4/4ساعت تغذیه دهش  24توسط شته سبز مرکبات روی پرتقال رقم پاین اپل با  CYVCVمیزان انتقال  طوریهمان

 CYVCVکه راندمان انتقال  دهندمی نشان ها( گزارشZhang et al., 2018درصد بود )  3/23ساعت تغذیه دهش  48و 
درصد  3/63ساعت تغذیه دهش با راندمان  24درصد( بیشتر از  7/66ساعت تغذیه دهش ) 48توسط شته جالیز روی نارنج با 

 (. Aflouku et al., 2021است )
 ژن بانک هایجدایه سایر با مرکبات زرد روشنی رگبرگ ویروس پروتئین پوششی ژن از شده تکثیر قطعه توالی مقایسه

 زمینه در دیگر تحقیقی نتایج با موضوع این. دارد وجود مختلف هایجدایه بین نوکلئوتید(1-3کمی ) ژنتیکی تنوع که داد نشان
 .(Zhou et al., 2017) است منطبق ویروس این میزبانی و جغرافیایی مختلف هایجدایه مولکولی هایویژگی

در درخت تبارزایی نتیجه همردیف سازی ترادف نوکلئوتیدی چارچوب ژنی پروتئین پوششی جدایه های این تحقیق و سایر 
 مشخصبررسی  این در تبارزایی مطالعه بررسی شدند. MEGA 11های منتخب موجود در بانک ژن با استفاده از نرم افزار جدایه
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 LIEشباهت بسیار بالایی به دو جدایه ایرانی  MgAg2و  MgTa1 ،MgTa3 ،MgAg1های ایران چهار جدایه شته که نمود
های هند و پاکستان شباهت زیادی به هم جدایهایران شبیه بود. همچنین  SOUبه جدایه  MgTa2داشتند. جدایه   LIE2و

آلوده بین  گیاهی مواد تبادل بیانگر وجود تواندهای کشورهای همسایه میهای ایران به جدایه(. نزدیکی جدایه5شکل (داشتند 
  آنها و احتمال انتقال این ویروس باشد.

 

 گیرینتیجه
 مرکبات سیاه و سبز هایشته در این تحقیق مشخص گردید که ویروس رگبرگ روشنی زرد مرکبات از پرشین لایم توسط

تری روی انتقال این ویروس توسط سفید بالک مطالعات جامعشود. بنابراین لازم است جالیز به اورکالمون منتقل می شته نیز و
های دیگری مانند حداقل زمان مورد های مرکبات صورت گیرد. بعلاوه بررسی جنبهو سایر شته (Dialeorodes citri)مرکبات 

همچنین در سالهایی  شود.نیاز برای تغذیه گیرش و دهش ویروس توسط ناقلین و تاثیر منابع ویروس در انتقال آن پیشنهاد می
ها از اهمیت بالایی برخوردار است. لذا یابد، کنترل شتهها افزایش میکه به علت مساعد بودن شرایط آب و هوایی، جمعیت شته

 مناطق ویروس رگبرگ روشنی زرد مرکبات در مدیریت ناقلین برای استراتژی یک طراحی به تواندمی مطالعه این نتایج
 کند. کمک آن شیوع از جلوگیری و کشور خیزمرکبات
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