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 چکیده

 (Aphis gossypii)ترین بیماری ویروسی مرکبات است و شته جااییز  (، عامل مهمvirus; CTV Citrus tristezaویروس تریستزای مرکبات )
ویاروس تریساتزای مرکباات در شاته جااییز باا        های مختلف ردیابیبه عنوان ناقل کارای این ویروس در ایران معرفی شده است. در این تحقیق، روش

به مدت ابتدا گرمسیری مورد ارزیابی قرار گرفت. کلنی خایص این شته نیمه هایمیوه و کباتمر پژوهشکده ویروسی کلکسیون از SD4 استفاده از جدایه
شده قرار داده شاد.   کنترل شرایط تحت (aurantifolia Citrus)های ییموترش مکزیکی ساعت روی منبع آیوده به ویروس و سپس روی گیاهچه 48

تشخیص  (Direct tissue blot immuonoassay) علایم و روش سرویوژی ایمیونوپرینت اساس ماه بر از سه پس گیرنده گیاهان در حضور ویروس
 جفات  ای باا دو مرحلاه      

از  SDS-Potassium acetate استخراج شاده باه روش   ئیكبر اساس اسیدریبونوکل T36CPF/T36CPR اختصاصی پوشش پروتئینی آغازگرهای
 روش به هاشته از شده استخراج ای و اسیدریبونوکلئیكیك مرحله RT-PCRیید قرار گرفت. در تشخیص مستقیم ویروس از شته، أبافت گیاهی مورد ت

براساس فرآورده به دست آمده از مرحله اول  ،PCR جام مرحله دومباز به دست آمد. با ان جفت 672باندهای خفیفی به اندازه  ترایزول به کار گرفته شد و
-RTای )آشایانه  RT-PCRکاه  در حاایی  جفت باز حاصل گردید. 362قطعات مشخص با اندازه ، T36CPF/P25R و با استفاده از جفت آغازگرهای

nested-PCR با ترکیب آغازگرهای )PexF/PexR-PinF/PinR، قاادر باه ردیاابی ویاروس در     ر شرایط مطایعه حاضر به دییل ایجاد مثبت کاذب د
 .دهای آیوده نبوشته

 

 ویروس تریستزا شته ناقل، آزمون بیویوژی، تشخیص مستقیم، ی:كلید ایههواژ

 

   3 2 1 مقدمه

 (virus; CTV Citrus tristezaویاروس تریساتزای مرکباات )   
امل ، ع Closteroviridaeخانواده و Closterovirus متعلق به جنس

از رشته(. پیکره ویروس 19ترین بیماری ویروسی مرکبات است )مهم
و  25دو پاروتئین  و ناانومتر   2000×11حادود  ی با اندازه های مارپیچ
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پراکنش تریستزا باه مناا ق    (.27)ه است تشکیل شد کیلو دایتون 27
شاود  جایی مواد تکثیری آیوده و چند گونه شته انجام مای جدید با جابه

 Toxoptera) ایقهااوه هااای مرکبااات، شااته بااین شااته (. در30)

citricida) ترین ناقل این ویروس شناخته شده است. با به عنوان مهم
مدیتراناه،   شمایی، حوزه آمریکای مانند منا قی این حال، این شته در

جااییز   ایران و برخی کشورهای دیگر وجود ندارد. در این کشورها شته
(Aphis gossypiiکه دومی )ویروس تریستزا به حساب  کارای ناقل ن

ایان شاته از    .(31فعاییات دارد )  ویروس اصلی ناقل عنوان به آید،می
 76 ریق تغذیه مستقیم از شیره گیاهی، تویید عسلك و انتقال حادود  

زای گیااهی باعاخ خساارت جادی باه محصاو ت       ویروس بیمااری 
مختلاف  هاای  های متماادی روش (. برای مدت14شود )کشاورزی می

بیویوژی و سرویوژی به منظور ردیابی تریستزا در ناقلین مورد اساتفاده  
 RT-PCRهایی چون های اخیر تکنیك(. در سال23و  8قرار گرفت )

(16 ،)RT-PCR آشااااااااایانه( ایRT-nested-PCR( )22  26و ،)
Squash-capture RT-nested-PCR (15  و 21و )Real-time 
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  Reverse transcription polymerase chain reaction; RT-PCR داده شاد. آیاودگی ایان گیاهاان باا اساتفاده از
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RT-PCR (7  به این منظ26و )اند. در ایران، تریستزا از ور به کار رفته
گزارش و شته جاییز به عنوان ناقل جنوب شمال و خیز منا ق مرکبات

(. ردیابی ویروس تریساتزا  33و  28، 24، 1بیماری معرفی شده است )
هاااای بیویاااوژی، سااارویوژی و در نااااقلین پیشاااتر براسااااس روش

(. باا ایان   17و  12، 6، 2میکروسکوپ ایکترونی صورت گرفته اسات ) 
مویکویی سریع و حسااس جهات انجاام     هایحال دستیابی به تکنیك

شناسای خصوصااب باا توجاه باه وقاود گساترده زوال        مطایعات اپیدمی
( ضروری 5درختان مرکبات روی پایه نارن  در منا ق مختلف کشور )

 .رسدبه نظر می
 

 هامواد و روش

های ات و میوهمرکب پژوهشکده ویروسی کلکسیون از SD4 جدایه
گرمسیری جهت آزمون انتقال ویروس انتخاب گردید. این جدایاه  نیمه

از باغات با علایم زوال پرتقال روی پایه نارن  در خارج از کانون اصلی 
هاای بیویاوژی،   آیودگی شهرستان ساری به دست آمد و کارایی روش

 (.4تاار اابااات گردیااد )ساارویوژی و مویکااویی در تشااخیص آن پاایش
( آیوده به این Citrus aurantifoliaهای ییموترش مکزیکی )چهگیاه

 جدایه، به عنوان میزبان دهنده ویروس، مورد استفاده قرار گرفت. شته
 هاای خیاار  آوری از درختاان مرکباات، روی بوتاه   جاییز پاس از جماع  

هاا )اعام از   قطعات برگ خیار حامل کلنی خایص شاته  پرورش یافت.
های جوان گیاهان محك ییماوترش مکزیکای   پوره و بایغ( روی برگ

سااعت از آنهاا    48ها باه مادت   آیوده به ویروس قرار داده شد تا شته
آوری و ماو جماع  ها باا قلام  تغذیه کنند. پس از گذشت این زمان، شته

های ییموترش باذری قارار داده شادند.    های جوان گیاهچهروی برگ
هاا   ول انجامیاد. نهاال   ساعت به 48ها از این گیاهان نیز تغذیه شته

 18و  24کش به گلخانه خنك )به ترتیب ها با حشرهپس از حذف شته
گراد در روز و شب( با پوشش تاوری ضاد حشاره انتقاال     درجه سانتی

 20گیاهچه و باه ازای هار گیاهچاه،     20یافتند. برای تلقیح ویروس، 
ه، شته در نظر گرفته شد. صحت انتقال ویروس با شته، پس از سه ماا 

در  ماورد تاییاد قارار گرفات.     RT-PCRبا رصد علایم، سارویوژی و  
 Direct tissue blotروش ساارویوژی، تکنیااك ایمیونوپریناات ) 

immuonoassay  مطااابق مراحاال توصاایف شااده توسااط کمباارا و )
( باه کاار   Biorebaبا آنتی سرم تجاری شرکت بیورباا )  (9)همکاران 

کال از بافات    نوکلئیكاسایدریبو ، ابتادا  RT-PCRرفت. جهت انجام 
-acetate SDSگیاهااان محااك آیااوده شااده بااا شااته بااه روش     

Potassium (3  استخراج و ساپس ) آزماون RT-PCR  ای دو مرحلاه
 Revertهاای براساس دستورایعمل و پروفایل دمایی پیشنهادی کیات 

Aid وPCR Master Mix  (Fermentas) استفاده از جفت آغازگر  با
( انجام 1)جدول  36CPF/T36CPR شیاختصاصی ژن پروتئین پوش

 مورد بررسی قرار گرفت.  %1نتای  در ژل آگارز  و
به منظور ردیاابی مساتقیم ویاروس در شاته، از روش اساتخراج      

ال باااا ترایااازول ) اسااایدریبونوکلئیك
( مطابق دستورایعمل شرکت سازنده اساتفاده گردیاد.  

ای بااا کمااك یااك مرحلااه RT-PCR آمااوده حاصااله بااا واکاانش
و شارایط و  AMV Reverse Transcriptase  (Fermentas )آنازیم 

کمپویااو و معرفاای شااده توسااط   T36CPF/T36CPRآغازگرهااای 
( مورد ارزیابی قرار گرفت. محصول نهایی ایان واکانش   11همکاران )

-nested( به عنوان ایگاو در  26براساس روش ساپوناری و همکاران )

PCR  اده از آغازگرهاای با اساتف T36CPF/P25R   وارد شاد. آزماون 
RT-nested-PCR  3آغازگرهاااای ژن باااا ترکیاااب'UTR  شاااامل

PexF/PexR و PinF/PinR    به ترتیب مرباو  باه مراحال اول و دوم
آغازگرهای مورد استفاده در ایان تحقیاق    (. توایی22نیز انجام گردید )

 آمده است. 1در جدول 

 
 شته جالیز تریستزا در ویروس ردیابیستفاده در اآغازگرهای مورد  -1 جدول

Table 1- Primers used for detection of CTV in A. gossypii 

 پرایمر جهت ترادف ژن هدف  كاربرد منبع
Reference Application Target gene Sequence (5´-3´) Direction Primer 

Hilf and Garnsey, 2000 RT-PCR CP ATGGACGACGAAACAAATTG Forward T36CP 

Hilf and Garnsey, 2000 RT-nested-PCR CP ATGGACGACGAAACAAATTG Forward T36CP 
Hilf and Garnsey, 2000 RT-PCR CP TCAACGTGTGTTGAATTTCCCA Reverse T36CP 
Saponari et al., 2008* RT-nested-PCR CP TCAGTCCAAGTTTGTCAGA Reverse P25 

Olmos et al., 1999 RT-PCR 3'UTR CATCTGATTGAAGTGGAC Forward PEX 
Olmos et al., 1999 RT-PCR 3'UTR TAAACAACACACACTCTAAGG Reverse PEX 

Olmos et al., 1999 RT-nested-PCR     3'UTR TATCACTAGACAATAACCGGATGGGTA Forward PIN 

Olmos et al., 1999 RT-nested-PCR 3'UTR GGTTCACGCATACGTTAAGCCTCACTT Reverse PIN 

  راحی گردید. RT-PCR با تغییراتی در توایی، جهت Real time RT-PCR آغازگر توصیه شده برای* 

 

 نتایج
های ییموترش مکزیکای باا   سازی گیاهچهپس از آیودهاز سه ماه 

شته جاییز و نگهداری در گلخانه با شرایط کنترل شده دمایی، علایام  
 Veinین گیاه محاك یعنای رگبارگ روشانی )    مشخصه تریستزا در ا

Ambion and Life کاا
 Technologies
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clearingشاکل  ( برگ( 1های جوان-A)   ( و رگبارگ کرکایVein 

corkingشاکل  ( برگ( 1 های مسان-B    در بیسات درصاد گیاهاان )
ها با آزمون ایمیونوپرینت نیز ییموترش نمایان شد. آیودگی این گیاهچه

در مشخص گردید. به این صورت که تغییر رنا  مقطاع بافات تنهاا     
  RT-PCR(. درC-1 های آیوده به ویروس مشاهده شد )شاکل نمونه

( 1)جدول  36CPF/T36CPRآغازگرهای اختصاصی که با استفاده از 

وده شده با شاته جااییز باه    عصاره استخراج شده از گیاهان محك آیو 
انجاام شاد، قطعاه     های بیویوژی و سرویوژییید نتای  آزمونمنظور تأ

باه  روتئین پوششای ویاروس تریساتزای مرکباات     مورد انتظار از ژن پ
 اناها یگ، در شاته  هیا منبع تغذ موترشییجفت باز علاوه بر  672 ول 

 (.D-1 این حشرات نیز تکثیر شد )شکلمحك آیوده شده با 

 

 
( Aعلائم رگبرگ روشنی )ردیابی ویروس تریستزا در شته جالیز به روش غیرمستقیم با آزمون گیاه محک لیموترش مکزیکی با استناد به  -1 شکل

  RT-PCR (D)( و Cیید آلودگی به روش ایمیونوپرینت )أ(، تBو رگبرگ كركی )
 جفت باز 100نشانگر با اندازه  -6ییموترش سایم  -5کنترل فاقد ایگو  -4گیاه محك آیوده شده با شته جاییز  -3و  2ییموترش منبع تغذیه شته  -1ها: چاهك

Figure 1- Indirect detection of CTV in A. gossypii based on monitoring of vein clearing (A) and vein corking (B) symptoms in 

Mexican lime infected with the aphid. Infection confirmation by direct tissue blot immunoassay (C) and RT-PCR (D)  
Lanes: 1. Infected source plant, 2 and 3. Indicator plant infected with aphids, 4. PCR control, 5. Negative healthy control, 6. 100 bp 

DNA marker. 
 

آموده حاصله از  ،در شته تریستزا روسیو میمستق یابیبه منظور رد
-RTابتادا در واکانش    زولیا روش تراباه  اسیدریبونوکلئیك  استخراج

PCR یبا جفت آغازگرها T36CPF/T36CPR  قارار   یابیا ماورد ارز
باز به دست آمد )شاکل   جفت 672و باندهای خفیفی به اندازه  گرفت

2-C .) با انجام مرحله دومPCR،    براساس فرآورده به دسات آماده از
، T36CPF/P25Rمرحلااه اول و بااا اسااتفاده از جفاات آغازگرهااای  

کاه در  در حاییجفت باز حاصل گردید.  362قطعات مشخص با اندازه 
 های فاقد ایگو، این قطعههای تغذیه کرده از گیاهان سایم و نمونهشته

 یگرهااابااا آغاز RT-nested-PCR .(D-2 تکثیاار نگردیااد )شااکل 
PexF/PexR  شکل مرحله اولدر( 2-A)  وPinF/PinR   دوم در فااز

 (.B-2 )شکل دیبا واکنش مثبت کاذب همراه گرد
 

 بحث

و  28، 1تریساتزا در کشاور )  با گسترش منا ق آیوده به ویاروس  
(، یازوم باه   24ویروس توساط شاته جااییز )   این  ( و قابلیت انتقال33

در  ویاروس  رآمد جهت ردیاابی و کا ارؤهای سریع، مکارگیری تکنیك
هایی کاه  های ویروس در شتهپیکره . تشخیصناقل حایز اهمیت است

شناسی، به توانند ویروس را منتقل کنند، علاوه بر مطایعات اپیدمیمی
کناد. در مناا قی کاه    کنترل بیماری نیاز کماك مای    انتخاب راهبرد
ساتفاده از  گیر است، مدیریت بیماری بار مبناای تاروی  ا   تریستزا همه

کنی که در نواحی با آیودگی محدود، بر ریشههای متحمل در حاییپایه
 (.10ها استوار است )کانون

ها را دشوار ساخته است. ها در ناقلین ردیابی آنتیتر پایین ویروس
کاه کاارایی   تنهاا در صاورتی   RT-PCRمویکاویی   به کارگیری روش

 Gene مااوادی مانناادبااا اسااتفاده از  اسااتخراج اساایدریبونوکلئیك

Releaser  و ترایزول افزایش یابد، امکان تشخیص ویروس در شته را
جهات ردیاابی    (. با وجاود اینکاه ایان روش   26و  16آورد )فراهم می

(، 29و  20های گیاهی در ناقلین استفاده شده است )تعدادی از ویروس
های منتقل شده به صاورت نیماه   با این حال، برای تشخیص ویروس

تاری نیااز اسات    های حسااس به تکنیك یا از جمله ویروس تریستزاپا
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(. در تحقیق حاضر نیز امکان تشخیص ویروس در شته 26و  22، 15)
 به جهت استفاده از ترایزول میسر گردید.  RT-PCRناقل با روش 

 

 

 
با واكنش مثبت  PexF/PexR (A ،)nested-RT-PCRبا جفت آغازگر RT-PCR ؛ ردیابی ویروس تریستزا در شته جالیز به روش مستقیم -2شکل 

با  T36CPF/T36CPR (C)، nested-RT-PCR آغازگر با جفت PinF/PinR (B) ،RT-PCRجفت آغازگر و  Aشکل  PCRكاذب براساس محصول 

 C(D ) شکل  PCR براساس محصول T36CPF/P25R جفت آغازگر
 جفت باز 100نشانگر با اندازه  -5کنترل فاقد ایگو ،  -4شته تغذیه کرده از گیاه سایم،  - 3از گیاه آیوده، شته تغذیه کرده  -2گیاه منبع تغذیه شته،  -1ها: چاهك

Figure 2- Direct detection of CTV in A. gossypii; RT-PCR with PexF/PexR primers (A), nested-RT-PCR with false positive by 

PinF/PinR based on PCR product of fig A (B), RT-PCR with T36CPF/T36CPR primers (C), nested-RT-PCR by 

T36CPF/P25R based on PCR product of fig C (D) 

 Lanes: 1- Infected source plant, 2. Positive aphid, 3. Negative aphid, 4. PCR control, 5. 100bp DNA marker  

 
هاای  برای تشاخیص بیمااری  ایندکس بیویوژی به عنوان ابزاری 

شاود. اسااس ایان روش    ویروسی مرکبات استفاده مای ویروسی و شبه
سازی گیاهان محك با پیوند یا ناقل و مشااهده علایام   مبتنی بر آیوده
های بیویوژی از قبیال تاوان   (. سنجش عینی فعاییت32در آنها است )

و زماان  انتقال و تکثیر براساس تویید علایم، از مزایاای ایان آزماون    

ایر شارایط محیطای بار    أای خاص و تا  و نی، نیاز به شرایط گلخانه
تارین گیاهاان   ها حساس(. محك18ظهور علایم از معایب آن است )

هاای معاین   شناخته شده از نظر تکثیر و باروز علایام بارای ویاروس    
ی به شادت افازایش   ویوژیب ندکسیاهستند. از این رو تیتر ویروس در 

بیویوژی در این بررسی نیز با موفقیت بارای ردیاابی   یابد. ایندکس می
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ویروس در شته جاییز به کار رفت و پس از آزمون انتقاال ویاروس باا    
حشره به گیاه محك بیماری تریستزا یعنی ییموترش مکزیکی، علایام  
مشخصه بیماری در این گیاهان ظااهر گردیاد. ضامن اینکاه حضاور      

مورد تایید قارار گرفات. در   هم ویروس با آزمون سرویوژی و مویکویی 
RT-PCR  از بافت گیاه محك، از روشacetate SDS-Potassium 

تار اسات   هزینهتر و کم( که نسبت به روش استخراج ترایزول، ساده3)
استفاده گردید. نتای  این تحقیاق نشاان داد کاه تشاخیص ویاروس      

از گیاه محك ییموترش مکزیکای مادتی    RT-PCRتریستزا با روش 
آزمون انتقال، نوعی ردیابی غیر مستقیم اما قابال اعتمااد ایان    پس از 

 آید. های ناقل به حساب میویروس در شته
RT-PCR هایی است که باه  ترین روشای یکی از حساسآشیانه

منظور تشخیص مستقیم ویروس در ناقلین معرفی شده است. از آنجاا  
بارای   به عنوان ایگاو  RT-PCRکه در این سیستم، محصول واکنش 

باروز آیاودگی و   گیارد،  مورد استفاده قرار مای  PCRمرحله دیگری از 
تکثیر قطعات ناخواساته و ظهاور واکانش مثبات کااذب خصوصااب در       

 (.25)ناپاذیر اسات    صورت عدم انتخاب آغازگرهای مناساب اجتنااب  
(. 26نیز مستقیماب با روش اساتخراج، ارتباا  دارد )   کارایی این تکنیك
با دو گروه آغازگری از دو ناحیه  RT-nested-PCRدر تحقیق حاضر، 

( در تشخیص ویاروس تریساتزای مرکباات در    1مختلف ژنوم )جدول 
یاك   RT-PCRدر واکانش  شته جااییز ماورد بررسای قارار گرفات.      

 ترایاازول از روش بااه شااده اسااتخراج ای و اساایدریبونوکلئیكمرحلااه

 یبااا جفاات آغازگرهااا   هااای تغذیااه کاارده از گیاااه آیااوده   شااته
T36CPF/T36CPR  بااز باه    جفات  672، باندهای خفیفی به انادازه

براساس فارآورده   ،PCRبا انجام مرحله دوم  (.C-2دست آمد )شکل 
بااه دساات آمااده از مرحلااه اول و بااا اسااتفاده از جفاات آغازگرهااای  

T36CPF/P25R جفات بااز حاصال     362، قطعات مشخص با اندازه
بااا آغازگرهااای   ایآشاایانه RT-PCR(. امااا D-2شااکل گردیااد )

PexF/PexR  وPinF/PinR    به دییل پیدایش مثبت کااذب موفقیات
-RTدهاد  نتای  این پژوهش نشان مای (. Bو  A-2شکل آمیز نبود )

nested-PCR  انتخاب آغازگرهاای  بر اساس روش استخراج کارآمد و
، تکنیکی حساس، ساریع و قابال اعتمااد در ردیاابی ویاروس      مناسب

 یجزیا به دییال ردیاابی مقاادیر    و  باشدجاییز میتریستزا در ناقل شته 
شناسای و مادیریت بیمااری تریساتزا در     در مطایعات اپیدمی ویروس،

 کشور کارایی دارد.
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Introduction: Citrus tristeza virus (CTV), the causal agent of the most important viral disease of citrus, is 

transmitted by infected reproductive materials and several aphid species. Tristeza has been reported from the 
north and south of Iran and Aphis gossypii has been known as the vector of Tristeza. Detection of the virus in the 
vectors has been before carried out based on biology, serology and electron microscopy. Access to rapid and 
sensitive molecular techniques for epidemiological studies is the aim of the study. Reverse transcription 
polymerase chain (RT-PCR) and RT-nested PCR techniques were applied in the present study. 

Materials and Methods: The SD4-infected Mexican lime (Citrus aurantifolia) seedlings acquired from the 
virus collection with origin of declining trees of Sari region were used as donor host for virus transmission 
assays. Pure colony of A. gossypii after rearing on cucumber (Cucumis sativus) was placed on the infected 
seedlings. 20 seedlings were considered for biological indexing. 20 aphids were placed carefully on healthy 
Mexican lime seedlings by brush. The acquisition and transmission feeding time of virus were 48 hours and 20 
aphids were considered for each test plant. The seedlings were transferred to the conditioned greenhouse 
(23/16°C, day/night). Indirect virus detection was carried out by monitoring of symptoms, direct tissue blot 
immuonoassay with Biorba antiserum and two step RT-PCR with RNA extracted from indicator plants using 
SDS-Potassium acetate method and T36CPF/T36CPR primers. In direct detection virus of aphid, RNA extracted 
by Trizol method and one step RT-PCR reaction using AMV Reverse Transcriptase enzyme by 
T36CPF/T36CPR primers were used. The final product of this reaction was introduced in the nested-PCR using 
T36CPF/P25R primers. RT-nested-PCR assay was applied also with PexF/PexR primers in the first stage and 
PinF/PinR in the second stage. 

Results and Discussion: Indirect virus detection in melon aphid was carried out by survey of vein clearing 
and vein corking symptoms in the receptor indicator plants. A total of 4 of 20 Mexican lime seedlings showed 
the symptoms during 3 months after aphid transmission assay. The presence of virus in these seedlings was 
confirmed by direct tissue blot immunoassay and RT-PCR techniques. Also a product of about 672 bp was 
amplified using specific primers of coat protein gene. Direct virus detection with one-step RT-PCR and RNA 
extracted from aphids by Trizol method using T36CPF/T36CPR primers resulted 672 bp weak bands. By 
performing the second stage of PCR using T36CPF/P25R primers, 362 bp specific bands were obtained. On the 
other hand, RT-nested PCR with PinF/PinR and PexF/PexR primers was not able to detect the virus in the 
infected aphids due to false positive reactions. The purpose of this study was to evaluate the effectiveness of 
different methods in selecting an appropriate method for detection of virus in melon aphid, the most effective 
vector of CTV in Iran. The detection of virus-associated targets in vectors that are capable of transmitting viruses 
is crucial for both the studies of viral replication and the optimization of control strategies. Biological indexing is 
the earliest test of detection of virus in aphids, which has the advantages and disadvantages, including the 
objective measurement of biological activities such as ability to transmit and reproduce based on production of 
symptoms, the long time required, and the specific greenhouse conditions. Although RT-PCR method has been 
used to detect a number of plant viruses in vectors, the detection of virus by this method is possible if extraction 
efficiency of RNA is increased by use of materials such as Gene Releaser and Trizol. Nevertheless, more 

                                                           
1 and 3- M.Sc. Student of Plant Pathology and Assistant Professor, Plant Protection Department, Guilan University, 

Rasht 

2- Assistant Professor, Genetic and Breeding Department, Citrus and Subtropical Fruits Research Center, Horticultural 

Science Research Institute, Agricultural Research, Education and Extension Organization, Ramsar 

(*- Corresponding Author Email: m.banihashemian@areeo.ac.ir)    

4- Associate Professor, Technology and Production Management Department, Citrus and Subtropical Fruits Research 

Center, Horticultural Science Research Institute, Agricultural Research, Education and Extension Organization, Ramsar 

 

 

 )علوم و صنایع كشاورزي(حفاظت گیاهان  نشریه

 9-16 .ص ،1398 بهار، 1شماره ، 33جلد 

Journal of Plant Protection 

Vol. 33, No. 1, Spring 2019, P. 9-16 



 1398 بهار، 1 شماره، 33 ، جلدریه حفاظت گیاهان )علوم و صنایع كشاورزي(نش     16

sensitive methods are required for detection of semi-persistently and non-persistenly transmitted viruses. 
Detection of CTV by nested RT-PCR was directly related to appropriate primers and efficient extraction 
procedure.  

Conclusion: According to this study, RNA extraction using Trizol method is the most appropriate method 
for extracting nucleic acid from aphids, so it has been shown that detection of CTV by nested RT-PCR technique 
was directly related to the used extraction procedure. In this research, detection of Citrus tristeza virus in melon 
aphid for the first time in Iran was performed using RT-PCR and RT-nested-PCR molecular methods. The 
results showed that RT-nested-PCR based on the efficient extraction method and the selection of appropriate 
primers is a reliable technical for detection Tristeza virus in its aphid vector, A. gossypii. 
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