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Introduction  

Citrus tristeza virus (CTV) is one of the most devastating citrus diseases in Iran. The CTV genome is a 
positive single-stranded RNA molecule with a size of 19.3 kb containing 12 open reading frames (ORFs). CTV 
encodes two different coat proteins, of which the small coat protein (CPm) covers only the 3' end of the genome. 
CTV infected trees show symptoms such as stunting, yellows, reduced vigor and death. In addition, CTV 
generates three typical disease syndromes, including quick decline, stem pitting and seedling yellows. In total, 
more than 259 thousand hectares of citrus are grown in the north and south of Iran. Considering the lack of the 
complete genome sequence of Iranian CTV isolates and the different climatic conditions in citrus cultivation in 
the north and south of Iran, the genome of CTV isolates from Iran was determined for the first time and their 
phylogenetic relationships with other CTV isolates were studied. 

 

Materials and Methods 

In spring and fall 2015, 30 samples from Mazandaran province in northern Iran and 25 samples from Fars 
province in southern Iran were collected from trees suspected of being infected with CTVs. Total RNA was 
extracted using the RNX-Plus kit according to the manufacturer's instructions. CTV was identified using the 

specific primer pair CPF (5AAAGAAGGCGACGATGTTGT3) and CPR 

(5AGCTCCGGTCCAAGAAATCTG3) designed based on the coat protein gene of CTV. Reverse transcription 
was performed using MMuLV reverse transcriptase (Pars Tuos, Iran) and PCR reaction was performed using 
Amplicon 2x PCR Master Mix (Amplicon, Denmark). Infected samples were grafted onto sour orange seedlings. 
sRNAs were extracted using a protocol developed by Carra et al. (2006), and sRNA libraries were prepared 
according to the CATS protocol (Turchinovich et al., 2014). One microgram of each library was sequenced on 
the Illumina HiSeq2500 platform from Macrogen, South Korea. The CTV strains were determined by virtual 
replication and digestion or alignment of the region between the small coat protein (Cpm) and coat protein (Cp) 
genes. The phylogenetic tree was constructed by the maximum likelihood method using the T92+I nucleotide 
substitution model with 500 bootstrap repeats by MEGA7. The nucleotide and amino acid similarity matrix was 
calculated using SDTv.1.2 software. Potential recombination events in the genome were determined using RDP 
v.5.5. 
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Results and Discussion  
CTV infection was detected in 17 samples from Mazandaran province (56% of samples) and in 8 samples 

from Fars province (33% of samples) using a CPF/R-specific primer pair. CTV symptoms were mild to severe 
stunting, chlorosis, yellowing, vein yellowing, and severe decline in the citrus samples from the north of Iran, 
while CTV symptoms in the samples from the south of Iran were stunting, chlorosis, dieback and quick decline. 
Three months post inoculation, symptoms of severe stunting and chlorosis appeared in seedlings inoculated with 
isolates from the north, while mild stunting and yellowing appeared in seedlings of sour orange inoculated with 
CTV isolates from the south. By assembling the contigs obtained from the RNA-seq data, the complete genomes 
of IR-North1, IR-North2, IR-South1, and IR-South2 isolates were reconstructed with lengths of 19296, 19302, 
19252, and 19251 nucleotides, respectively. The Iranian CTV isolates had nucleotide similarity in the range of 
95.2-77.5% with other CTV isolates deposited in GenBank. The polymerase, P65, and coat protein genes of the 
Iranian CTV isolates showed identity at the amino acid level of 80.6-94.1%, 88-93.9%, and 92.4-96.4%, 
respectively, with other CTV isolates. Analysis of the CTV strains revealed that IR-North1 resembles the severe 
decline strain belonging to genotypic group T36, while IR-South2, IR-North2, and IR-South1 belong to the stem 
pitting and seedling yellows strains of genotypic group VT/T3 and are similar to strains T3, SY, and T318A, 
respectively. In the phylogenetic tree based on the full length of the CTV genome, three subclades were 
designated: VT, T68, and T36. IR-North2, IR-South1, and IR-South2 isolates were grouped into VT, and IR-
North1 isolate was grouped into T36. Like the reference CTV isolate, the four Iranian CTV isolates had 12 open 
reading frames. Examination of the Replicase, RdRp, P65, P61, CPm, and CP proteins revealed 280 amino acid 
substitutions in 33 conserved motifs in Iranian CTV isolates. The isolate IR-North1 had only five substitutions; 
however, 97, 85, and 93 substitutions occurred in the isolates IR-North2, IR-South1, and IR-South2, 
respectively. Most substitutions were found in the replicase and p61 proteins, which are involved in virus 
replication and assembly, respectively. RdRp and p23 proteins had the least amino acid substitutions. No known 
conserved motif was observed in P33, P6, P18, P13, and P20 proteins. In addition, IR-North1, IR-North2, and 
IR-South1 were recombinant. In IR-North1, 1426 nucleotides in the P65 gene and 773 and 2444 nucleotides in 
the replicase gene were recombinant in IR-North2 and IR-South1 isolates, respectively. 

 

Conclusion  
An analysis of symptoms, nucleotide diversity, dominant strains, and the phylogenetic relationship of the 

four Iranian CTV isolates sequenced in this study revealed that two isolates from northern Iran were quick 
decline and seedling yellows strains, falling within the genotypic groups T36 and VT. These groups were 
distinguished by distinct symptoms and a separate phylogenetic position. Conversely, the two southern CTV 
isolates were closely associated with CTV stem pitting strains, classified into genotypic groups VT and T3, 
sharing a close phylogenetic position. 

 
Keywords: Citrus, Quick decline, NGS, Race, Seedling yellows, Stem pitting  
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 چکیده

است.    یرانا یهایمهم درختان مرکبات در اغلب مرکبات کار هاییماریاز ب یکی( Citrus tristeza virus-CTVمرکبات ) یستزایتر یروسو
و  یولتوییکی صتاات ب  یو برخت  یتین تع استتان اتارس  و  استان مازندران خیز مرکبات از دو منطقه مرکبات یستزایتر یروسکامل و یتوال یقتحق یندر ا

شده از استان اتارس   یهته یهادرصد نمونه 32شده از استان مازندران و  آوریجمع هایدرصد از نمونه 56شده اس.   یسهمقا یکدیگرها با آن یمولکول
 ید،تتا شتد   یت  خا یکوتولگاستان مازندران رکبات م یهادر نمونه CTV یممرکبات بودند  علا یستزایتر یروسمراز آلوده به ویپل یایرهدر آزمون زنج

و  ی،زرد یدگی،سبزخشتک  ی،، کوتتولگ CTV یتم علااستتان اتارس    یهتا در نمونته  کته یبود در حتال  یعرگبرگ و زوال سر ردیز ی،زرد یدگی،سرخشک
 یهتا یهشده با جدا یزنیهما یهاهالندر  گییزبرو ر یزرد ی،رگبرگ روشن ید،شد یعلائم کوتولگ یزن زنییهها بود  سه ماه پس از ماشاخه یدگیسرخشک

شتد    یجادا استان اارس یهایهشده با جدا یزنیهما ینارنج بذر یهادر نهال یزبرگیو ر یزرد ی،رگبرگ روشن ای ،خ یکوتولگ یمو علا استان مازندران
نشتان داد کته    یجشدند  نتا یابییو توال یهته sRNAآنها کتابخانه  و از یبرداراارس و مازندران نمونه هایاز استان یستزااز درختان مرکبات آلوده به تر

و  19252، 19302، 19296 یتب ترتبته  IR-South2و  IR-North1 ،IR-North2 ،IR-South1 یهتا یته جدا یشده بترا  ازسازیطول ینوم کامل ب
 یتتوال  یدرصتد شتباه. داشتتند  بررست     2/95-5/77 ینب موجود در بانک ین CTV هاییهجدا یربا سا یدیاس. و در سطح نوکلئوت یدنوکلئوت 19251
بتا پتنج    IR-North1 یته در جدا ییترات تغ ینبود  کمتر CTVشده  یابییتوال یهایهدر جدا ی موت 33در  جایگزینی 280دهنده وجود نشان هاینپروتئ
در  یگزینیجتا  یشتترین اتااق ااتاده بتود  ب  یگزینیجا 93و  85، 97 یبترتبه IR-South2و  IR-North2 ،IR-South1 یهایهبود  در جدا یگزینیجا

 ینتی پوشت  پروتئ  هتای ین ینبت  یته سازی ناحو همردی  یو هضم مجاز یبا همانندساز هایهجدا یهسو یین  تعدبو p61و  ORF1a یین هایچارچوب
-IR-South2 ،IR هتای یهو جدا T36 یهو سو یعمولد زوال سر هاینژادمشابه  IR-North1 یهنشان داد که جدا ینی( و پوش  پروتئCpmکوچک )

North2  وIR-South1  یهمشابه بتا ستو   یبترتنهالچه و به یو زرد ایآبله ساقه دمول هاینژاداز T3 ،SY  وT318A   یلتوینی هستتند  در درخت. ا 
در گتروه   IR-North 1 یته جداو  VT، در گتروه  IR-South2و  IR-South1و  IR-North2 یته سه جدا یزشده بر اساس طول کامل ینوم ن یمترس

T36 یهاجدایهنشان داد که  یرانیا هایجدایهدر  تمالیاح یبیوقوع نوترک یبررس ینقرار گراتند  همچن IR-North1 ،IR-North2  وIR-South1 
استتان  بدست. آمتده از    جدایته  ود کته  دادبدس. آمده نشان  جدایهکامل چهار  یعلائم و توال یبررس یجهستند  نتا یبنوترک P65و  یکازرپل یهادر ین
 قراب. دارند  یکدیگربا  یپیو ینوت یلوینیاز نظر ا استان اارس جدایهدو  یهستند ول متااوتاز هم  یلوینیا یگاهاز لحاظ نوع علائم و جا مازندران
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  دمهمق

( Citrus tristeza virus-CTVویتتروس تریستتتزای مرکبتتات )
، Closteroviridaeاز ختتانواده  Closterovirusمتعلتتق بتته جتتنس  

تترین  تترین و مهتم  ترین ویروس گیاهی شناخته شده و مخترب بزرگ
ای با رشته CTVهای بیماری مرکبات با گسترش جهانی اس.  پیکره

تتک   RNAیک مولکتول  شامل  باشد  ینوممی nm 11×2000اندازه 
 چتارچوب ختوان    12حتاوی   kb 19.3رشته مثب. و با اندازه حتدود  

(1ORF بتتا تولیتتد بتتالقوه )پتتروتئین و دو ناحیتته غیرقابتتل ترجمتته  17
(2NTR در انتهای )'باشد  می 3'و  5CTV  دارای دو پروتئین پوششی

ای ( تنهتا انتهت  CPmبا وزن متااوت اس. و پروتئین پوششی کوچک )
(  نتر   Satyanarayana et al., 2004ینوم را پوش  متی دهتد )   3'

هتای محااتت.   ینوم زیاد و بیشتر تتوالی  5'تنوع نوکلئوتیدی در نیمه 
(  نتر   Albiach-Marti et al., 2000bقرار دارنتد )  3'شده در نیمه 

، CP ،p23متااوت اس. ولی از  ها در ینومنتیکی هر یک از ینتنوع ی
p20 ،p27  هتای  جدایته بنتدی  برای گتروه CTV  شتود  استتااده متی
(Herrera-Isidron et al., 2009 ) 

CTV شماری الگوی تعداد بی سه سندروم آشکار بیماری همراه با
(، 3QDشتامل زوال ستریع )   CTVم کند  سه سندرومتااوت ایجاد می

باشد و زمتان ززم در  ( و سندروم زردی گیاهچه می4SPای )ساقه آبله
 .(Ruiz-Ruiz et al., 2006توسعه علائم هر سندروم متااوت اس. )
و بیشتر در پایه  CTVهای سندروم زوال در آلودگی به برخی از سویه

ای بیشتر در پرتقتال  شود  سندروم ساقه آبلهمیحساس نارنج مشاهده 
اروت قابلیت. ایجتاد ایتن ستندروم را     که گریپشود در حالیایجاد می

ندارد  سندروم زردی نهالچه از لحاظ اقتصادی اهمی. زیادی نتدارد و  
علائمی شامل کوتولگی، کلروز برگی و گتاهی توقت  کامتل رشتد را     

 Dawson et) شتود ص متی دهد و در گلخانه بسرع. مشخنشان می

al., 2015  ) ویروسCTV های مختلاتی است. کته بتر     دارای سویه
et Pool -Ramírezهای مختل  )مبنای علائم ایجاد شده در میزبان

., 2022al   ( قابلی. انتقتال توستش شتته ،)Yokomi, 2019  نقشته ،)
(، واکتن  سترولوییکی بتا    2000et alMartı́ -Albiach ,.پپتیتدی ) 

( و الگتتوی  2021et alIftikhar ,.هتتای منوکلونتتال )آنتتتی بتتادی
dsRNA (Moshe and Munir, 2000با )  یکدیگر تااوت دارند  این
در ها. گتروه ینتوتیپی    CTVهای ها در درخ. ایلوینی جدایهسویه
 HA18-9 ،VT-Like ،HA16-5 ،B165و  T36-Like، RBشتامل  

 Pais da)گیرنتتد قتترار متتی Like-T30و  B18-NZ، M16-NZو 

                                                           
1- Open reading frame 

2- non translational region 

3- Quick decline 

4- Stem pitting 

., 2021et alCunha  ) کبات به بی  از معموز در طبیع. درختان مر
( امتا  Yokomi et al., 2019شتوند ) آلتوده متی   CTVیک ستویه از  

هتا وجتود   اطلاعات چندانی از چگونگی ایجاد توازن در جمعی. ستویه 
توانتد تحت. تتا یر شترایش آب و     غالب در یک منطقه می ندارد  سویه

 (  Cowell et al., 2016هوایی تغییر کند )
های گیلان و کاری شامل استاندر ایران سه ناحیه عمده مرکبات

و  اارسهای مانند استان مرکزی نواحی، استان مازندرانمازنداران در 
ن خوزستتا های های نوار جنوبی ایران در استانکاریکرمان و مرکبات

 259وع مساحتی حتدود  تا سیستان و بلوچستان وجود دارد که در مجم
(  تریستتزا در ایتران   1400هزار هکتار دارند )آمارنامه جهاد کشاورزی، 

توستش  ( ISEMاولین بار با استتااده از ایمینتوالکترون میکروستکپی )   
Nesbat and Nienhaus, -Ebrahimابراهیمی نسب. و نینهتاوس ) 

گیاهچه به عنوان سویه غالب  زردی، سپس سویه ( گزارش شد1978
بررسی توالی   قابل انتقال توسش شته در استان مازندران مشخص شد

بیتانگر   استتان مازنتدران  از  CTVهتای  ین پوش  پروتئینتی جدایته  
( و SY568ای شتدید ) ستاقه آبلته  درصدی آنها بتا ستویه    97شباه. 

تاتاوت چنتدانی بتین    بود ولتی  ( NUagAسویه زردی گیاهچه یاپن )
 Barzegar etو استان اارس یاا. نشتد )  استان مازندرانهای ایهجد

al., 2006  ( علتوی و همکتاران  )Alavi et al., 2005   .نیتز هات )
ایران را بر استاس علائتم   در  استان مازندرانشده از  آوریجمع جدایه

ای و زوال شتدید، و  ر دو گروه مولد ساقه آبلههای مختل  ددر میزبان
 Aphisهای گروه اول توسش هجدایمولد زردی گیاهچه قرار دادند که 

gossypi     قابل انتقال بودند  این محققین بر استاس تجزیته و تحلیتل
هتای شترق مازنتدران، دو منشتا مستتقل از      هجدای CPایلوینتیک ین 

CTV  لعتات تنتوع ینتیکتی بتر روی     در ایران را پیشنهاد نمودنتد  مطا
ها را در دو گروه متمایز قرار داد جدایههای استان کرمان نیز این جدایه
(Ahmadi et al., 2006( پاک نی. و همکاران  )نیز آلتودگی  2002 )
های جنوبی ایران گزارش نمودند، در حتالی را در تمام استان CTVبه 

یچ نژاد شدیدی از این ویروس را در این نواحی ردیابی که نتوانستند ه
 کنند  

 ,.Wylie et alها در سیر )پیشتر برای ردیابی و شناسایی ویروس

نگتور  (، اJo et al., 2016(، گلابتی ) Jo et al., 2017(، الال )2014
(Coetzee et al., 2010 ستیب ،)  ( زمینتی شتیرینKashif et al., 

 Matsumura( و مرکبتات ) Li et al., 2012(، گوجه ارنگی )2012

et al., 2017بتا  یابی نسل جدید استااده شده اس.  ی( از تکنیک توال
و شترایش   CTVهتای ایرانتی   توجه به اقدان توالی کامل ینوم جدایه

و استتان اتارس،    استان مازنتدران خیز اقلیمی متااوت مناطق مرکبات
و تعیتتین  CTVبررستتی تنتتوع ینتیکتتی جمعیتت. ردیتتابی، شناستتایی، 

ضروری می های آزمایشگاهی پیشراتههای این ویروس با روشسویه
یابی نسل جدیتد  باشد  بنابراین در این تحقیق با استااده از روش توالی
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از دومنطقه عمده مرکبات کتاری   CTVهای ترادف کامل ینوم جدایه
ایران تعیین و برخی خصوصیات بیولوییکی، مولکولی و رابطه ایلوینی 

 آنها با یکدیگر مقایسه شده اس. 

 

 هامواد و روش

 بردارینمونه

از ساقه و برگ درختان مرکبات  1395ر اصول بهار و پاییز سال د
نمونته   30دارای علائم مشکوک به بیماری تریستزای مرکبات  تعداد 

در استان مازنتداران و  بابل، قائمشهر، ساری، نکا و بهشهر از شهرهای 
بترداری  نمونه از شهرهای خار، جهرم و زر در استان اارس نمونه 25

 های حاوی یخ خشک به آزمایشگاه منتقل شدند در جعبهها شد  نمونه

 

 استخراج نوکلئیک اسید

یک گرم از دمبرگ و رگبرگ گیاه دارای علائم درون هاون چینی 
کل با استااده  RNAبا استااده از ازت مایع پودر شد  سپس استخراج 

ستتیناکلون( مطتتابق دستتتورالعمل   EX6101) RNX Plusاز کیتت. 
  م شدشرک. سازنده انجا

 

 با استفاده از آغازگر اختصاصی CTVشناسایی 

از آوری شده، با استااده های جمعتشخیص اولیه تریستزا در نمونه
جاتتتتتتتتتتتتتتت. آغتتتتتتتتتتتتتتتازگر اختصاصتتتتتتتتتتتتتتتی  

CPF(5AAAGAAGGCGACGATGTTGT3)/CPR(5AG

CTCCGGTCAAGAAATCTG3)ای از ین پوشت   ، که قطعه
ستازی  همانند( را NC001661پروتئینی ویروس تریستزا )رس شتمار  

  (Harper and Pearson, 2015)کند، انجام شد می
بترداری معکتوس   با آنتزیم رونوشت.   1واکن  ترانویسی معکوس

MMuLV  )مطابق دستتورالعمل شترک. ستازنده    )پارس توس، ایران
گتراد انجتام شتد     ستانتی درجته  42دقیقه در دمای  20آنزیم به مدت 

برابتتر  2بتتا استتتااده از مخلتتوش واکتتن  بتتا غلظتت.   PCR واکتتن 
)آمپلیکون، دانمارک( انجام شد  پرواایل دمایی واکن  به صورت یک 

گراد به مدت سه دقیقه؛ سانتیدرجه 94سازی اولیه در چرخه واسرش.
 30گراد به متدت  درجه سانتی 94سازی در چرخه شامل واسرش. 35

 انیه و بستش   45گراد به مدت ه سانتیدرج 57 انیه، اتصال آغازگر در 
 انیه و یک چرخه بسش نهایی در  60گراد به مدت درجه سانتی 72در 
 PCRمحصتول واکتن    دقیقه بود   10گراد به مدت درجه سانتی 72

 DNA Green Viewer (Safeدر یل آگتارز یتک درصتد حتاوی     

Stain Dye) )ز و ولت.، الکترواتور   80تح. ولتای  )پارس توس، ایران
یت.  با ک سازیاز خالص پس PCRآشکارسازی شد  محصول واکن  

                                                           
1- RT-PCR 

 )یکتا تجهیز آزما، ایران( جه. تعیین توالی به شترک. استخراج از یل 
 ابتزار بتا استتااده از    یابیماکروین کره جنوبی ارسال شد  نتیجه توالی

BLAST نوکلئوتیدی موجود در بانک ین مقایسه شد  هایبا ترادف 

 

 گیاه محک زنی به مایه

نهتال بتذری ستالم )گتواهی      رویبر  CTVهای آلوده به پیوندک
شده توسش مرکز پرورش نهال مرکبات بنیاد مستضعاان ساری( پیونتد  

درجه  28زنی شده در شرایش گلخانه با دمای های مایهزده شد و نهال
 داری شدند  گراد نگهسانتی

 

 های کوچکRNAساخت کتابخانه از 

و همکتاران   اها به روش کتار 2sRNAبخانه، ابتدا برای ساخ. کتا
آشکارستازی   %2( از رگبرگ و دمبرگ استخراج و در یل آگارز 2007)

استتخراج از یل و  نوکلئوتیدی بتا استتااده از کیت.     30-20و قطعات 
)شرک. یکتا تجهیز آزما، ایران( از یل آگتارز   PCR تخلیص محصول

انجام شتد   CATSوش ر به sRNAاستخراج شدند  ساخ. کتابخانه 
(Turchinovich et al., 2014     از هتر کتابخانته یتک میکروگترم  )

بته شترک.     HiSeq2500Illuminaیتابی در پلت. اترم    جه. توالی
 ماکروین کره جنوبی ارسال شد 

 

 ها داده تجزیه و تحلیل

با   یابی شدهتوالی sRNAهای بررسی کیای. خوان  درکتابخانه
هتای بتا   ختوان   وانجام شد   FastQC 0.11.05 اازارنرم استااده از

نوکلئوتید بتا   18( و طول کمتر از Phred quality ≥20کیای. پایین )
یابی حتذف شتدند    های توالیاز داده Alien trimmer 0.4.0اازار نرم

موجتود در بانتک    CTVهای مرجع های پازی  شده با سویهخوان 
هتایی  سازی شتدند  تتوالی  همردی  UGeneاازار ن با استااده از نرمی

را داشتند انتخاب شدند و توالی توااقی آنهتا   3که بیشترین پوشانندگی
 بدس. آمد  

 

 تعیین سویه ویروس

بتا   in Silicoهتای متورد بررستی در شترایش     یهجداتعیین سویه 
 هتای نناحیته بتین ی   ستازی و هضم مجازی و همردی  همانندسازی

 ( بته روش Cp)( و پوش  پروتئینتی  Cpmپوش  پروتئینی کوچک )
  انجتام شتد  ( Saponari and Yokomi, 2010) ساپوناری و یوکومی

 816و  235، 78مجتتازی ستته قطعتته  در ابتتتدا امکتتان همانندستتازی
 SSPو  P27 ،DDEبوستیله آغازگرهتای    Cpو  Cpmنوکلئوتیدی از 

                                                           
2- smallRNA 

3- coverage 
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(Saponari and Yokomi, 2010 بررسی شد ) 
ین  3نوکلئوتیتد انتهتای    25نوکلئوتیدی شتامل   78سپس قطعه 
ینتی ین پوشت    ناحیه بتین  نوکلئوتید 53و  کوچک پوش  پروتئینی

تتا   16063پروتئینی کوچک و ین پوش  پروتئینی بزرگ )نوکلئوتیتد  
هتای تتوالی  ( از جدایهU16304رس شمار در جدایه رارنس،  16114

 CTVهتای شتناخته شتده    یابی شده بتا قطعته متنتاتر آن در ستویه    
نوکلئوتیتدی   235شد  همچنین هضم مجتازی قطعته    سازیهمردی 

و پوشت  پروتئینتی بتزرگ     کوچتک حاصل از ین پوش  پروتئینتی  
( بتا  U16304جدایه رارنس، رس شمار  16222تا  15987)نوکلئوتید 

 یتن انجام شتد، ا  T3و  VTهای تاکیک سویه DdeIآنزیم  ده ازاستاا
محل بترش   CTVهای در این ناحیه در سایر سویهاس. که  یدر حال

نوکلئوتیتدی   816این آنزیم وجود ندارد  همچنین هضم مجازی قطعه 
حاصل از ین پوش  پروتئینی کوچک و بزرگ و ناحیه بین ینی آنهتا  

( بتا  U16304ایه رارنس، رس شمار جد 16700تا  15884)نوکلئوتید 
 CTVهتای خایت    برای شناسایی سویه SspIاستااده از آنزیم برشی 

ها و (  همردیای توالیSaponari and Yokomi, 2010کاربرد دارد )
 Vector NTIااتزار  و هضم آنزیمی در نترم  سازیسازی همانندشبیه

10.3.1 (Invitrogen)  انجام شد 
 

 بررسی شباهت نوکلئوتیدی و روابط فیلوژنی

بدس. آمتده   CTVهای توالیدرخ. ایلوینی با استااده از ترسیم 
هتای موجتود در بانتک ین    کامل برخی جدایته  در این تحقیق و توالی

بتتا استتتااده از متتدل  Maximum likelihoodبتته روش ( 1جتتدول )
تکرار در آزمون بوت استتر  در   500با  T92+Iوکلئوتیدی جانشینی ن
 انجام شد  MEGA7اازاری نرمبسته 

هتای  میزان شباه. نوکلئوتیدی و آمینواسیدی در ینوم و چارچوب
در  SDTv.1.2اازار نرم سازی دربا همردی  CTVهای ینی در جدایه
 ینی موجود هایمحاسبه شد  شناسایی چارچوب MUSCLEالگوریتم 

 CLC Genomics Workbench v.21اازار در ینوم با استااده از نرم
های محااظ. موتی  BlastPانجام شد  سپس با استااده از الگوریتم 

شده موجود در توالی پروتئینی هر ین مشتخص و بتا تتوالی پتروتئین     
ردیتتابی ( مقایستته شتتد  U16304)رس شتتمار  CTVینتتوم مرجتتع 

یابی شتده نیتز   های توالیر ینوم جدایههای احتمالی موجود دنوترکیب
 انجام شد  RDP v.5.5اازار با استااده از نرم

 
 موجود در بانک ژن CTVمورد استفاده در بررسی فیلوژنی های مشخصات جدایه -1ول جد

Table 1- Characteristics of the CTV isolates used in the phylogenetic analysis available in the gene bank 
     

 منبع
Reference 

 منطقه
Location 

 طول ژنوم
Genome length 

 سویه
Strain 

 رس شمار
Accession number 

Suastika, 2000 Japan 19302 SY AB046398 
Albiach-Marti and Dawson, 2000 USA 19259 T30 AF260651 

Abdelmaksoud and Gamal El-din, 2003 Egypt 19296 T36 AY340974 
Ruiz-Ruiz et al., 2005 Spain 19252 T318A DQ151548 

Weng et al., 2007 USA 19251 VT EU937519 
Harper et al., 2009 New Zealand 19251 SP EU857538 

Melzer et al., 2009 USA, Hawaii 19245 HA18-9 GQ454869 
Sindhvajiva et al., unpublished data Thailand 19302 A18 JQ798289 

Matsumura et al., 2017 Brazil 19251 CSL01 KY110737 
Matsumura et al., 2017 Brazil 19243 CSL02 KY110738 

Yokomi et al., 2017 USA 19248 S1 KU589212 
Cook et al., 2016 South Africa 19270 RB KU883265 
Cook et al., 2016 South Africa 19280 HA16-5 KU883267 
Cook et al., 2020 South Africa 19246 T68 MK033511 
Pappu et al., 1994 USA 19296 T36, Quick decline U16304 
Vives et al., 1999 Spain 19259 mild Y18420 

 

 نتایج
 علایم

کوتولگی، رنگ پریتدگی  علائمی از قبیل  CTVدرختان آلوده به 
شکل داشتند ) زردی و سرخشکیدگی، ریزبرگی و ضع  عمومی ،برگ
، زردیها بترتیب اراوانی شتامل  در تمام نمونه CTVعلایم غالب  ( 1
هتای  در نمونته  CTVی بتود  علایتم   کوتولگیزبرگی و ریزش برگ، ر

 یکوتتولگ شامل های استان مازندران وری شده از مرکبات کاریآجمع
 یزرد ی،زرد، هتا بترگ  پریتدگی  رنگ یدگی،سرخشک ید،شد ی  تاخا

یع بود و سر یدشد زوال یوه،م یکوچک، برگ یزشریزبرگی، ر ،رگبرگ
ی کوتتولگ یزبرگتی و  ر، زردیشتامل   و علایم غالب بترتیتب اراوانتی  

بصتتورت  CTVهتتای استتتان اتتارس علایتتم خایتت  بتتود  در نمونتته
 یتزش ر یزبرگتی، ریتدگی، زردی،  پر یدگی، رنتگ سبزخشتک  ی،کوتولگ
 هتا و بترگ  یتزش رشامل ها و علایم غالب یدگی شاخهسرخشک، برگ

 یدگی بود سبزخشک

رستم   و CTVهای آلتوده بته   دهی باینری به علایم نمونهبا نمره
هتا بتر   )اطلاعات نشان داده نشده اس.( نمونه UPGMAکلادوگرام 

، خاتر های اساس علایم به سه گروه تقسیم شدند  در گروه اول نمونه
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و  بترگ  یتزش ر ی،زردی، نکا بتا علایتم غالتب    سار، قائمشهر، جهرم
ی، جهترم،  ستار های گروه دوم نمونهیدگی یا زوال سریع؛ در سبزخشک

گتروه  یزبرگتی و در  ر ی،زردی ، خا یکوتولگایع خار، نکا و علایم ش

یدگی سرخشتک  ید یتا شتد  یکوتولگی با علایم سارهایی از سوم نمونه
 یزبرگی قرار داشتند ری و زرد شاخه،

 

 
دی و سرخشکیدگی در درخت پرتقال : کوتولگی شدید، زرB: درخت پرتقال تامسون سالم )نکا( Aعلایم همراه با تریستزای مرکبات.  -1شکل 

: زردی خفیف و ریزبرگی در درخت پرتقال خونی D: کوتولگی، زردی خفیف و ریزبرگی در درخت پرتقال رقم تامسون )نکا(، Cخونی )ساری(، 

ریزبرگی در درخت : کوتولگی، زردی خفیف و F: کوتولگی، کوچک شدن میوه و زردی خفیف در درخت پرتقال رقم والنسیا )ساری(، E)ساری(، 

: سرخشکیدگی، ریزبرگی و ریزش برگ در درخت پرتقال خونی H: سرخشکیدگی و زوال در درخت پرتقال )نکا(، Gپرتقال رقم تامسون )نکا( 

: K: سبزخشکیدگی، کوتولگی و ریزش برگ در درخت لیمو )خفر(، J: زوال شدید و سرخشکیدگی در درخت پرتقال خونی )ساری( I)ساری(، 

 : سبزخشکیدگی، سرخشکیدگی و ریزش برگ در درخت لیمو عمانی )جهرم(.Lشکیدگی، ریزبرگی و ریزش برگ در درخت لیمو )خفر(، سبزخ

Figure 1- Symptoms associated with citrus tristeza disease. A: Healthy Thomson orange tree (Neka), B: Severe stunting, 

yellowing, and die back on blood orange tree (Sari), C: Stunting, mild yellowing, and small leaves on Thomson orange tree 

(Neka), D: Mild yellowing and small leaves on blood orange tree (Sari), E: Stunting, small fruit size, and mild yellowing on 

Valencia orange tree (Sari), F: Stunting, mild yellowing, and small leaves on Thomson orange tree (Neka), G: Decline and 

dieback on orange tree (Neka), H: Dieback, small leaves, and defoliation on blood orange tree (Sari), I: Severe decline and 

dieback on blood orange tree (Sari), J: Green decline, stunting, and defoliation on lemon tree (Khafr), K: Green decline, 

small leaves, and defoliation on lemon tree (Khafr), L: Green decline, small leaves, and defoliation on Omani lemon tree 

(Jahrom) 

 

 CTVبررسی میزان آلودگی به 

در  CTVاز ین پوشت  پروتئینتی    جا. بتازی  500تکثیر قطعه 
آغتازگر اختصاصتی بیتانگر آلتودگی     بتا استتااده از    RT-PCRآزمون 

 30  نتایج نشتان داد کته از   ها به ویروس تریستزای مرکبات بودنمونه
نمونته   25نمونته و از   17آوری شده از استتان مازنتدران ،   نمونه جمع

مرکبتات هستتند    نمونه آلوده بته ویتروس تریستتزای     8استان اارس 

A B C D 

H G F E 

I J K L 

D 

H 

D 
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های موجتود در بانتک   و مقایسه آن با توالی PCRیابی محصول توالی
نوکلئوتیتد از ین   514ین نشان داد کته قطعته هماننتد ستازی شتده      

 اس.   CTVپوش  پروتئینی 
 

 انتقال 

تاییتد   RT-PCRدر آزمتون   CTVکه آلودگی آنها به هایی نمونه
زده شد  سته متاه پتس از     های نارنج بذری پیوندشده بود بروی نهال

و  یزرد ی،رگبترگ روشتن   ید تتا خایت ،  شد کوتولگیزنی علائم مایه
های استتان مازنتدران و   های مایه زنی شده با جدایهیزبرگی در نهالر

یزبرگتتی در و ر یزرد ی،رگبتترگ روشتتن  یتت ،خا یکوتتتولگعلایتتم 
ایجتاد شتد   های استتان اتارس   زنی شده با جدایههای نارنج مایهنهال
-RTدر آزمتون   CTVزنی شده بته  های مایهآلودگی نهال(  2شکل )

PCR  با استااده از آغازگرهای اختصاصی ویروس نیز تایید شد 

 

 
جدایه  زنیو کوتولگی شدید ناشی از مایه: رنگ پریدگی برگ Aروی نارنج بذری سالم سه ماه پس از مایه زنی.  CTV هایعلایم جدایه -2شکل 

IR-North1 ،B کاهش رشد ناشی از مایه زنی جدایه :IR-North2 ،Cزنی جدایه : زردی و کوتولگی ناشی از مایهIR-South2 ، .D علائم زردی و :

 .IR-South1زنی جدایه کاهش رشد ناشی از مایه

Figure 2- Symptoms of CTV isolates on healthy sour orange seedlings three months after inoculation. A: Leaf chlorosis and 

severe stunting caused by inoculation with IR-North1isolae, B: Growth reduction caused by inoculation with IR-North2 

isolate, C: Yellowing and stunting caused by inoculation with IR-South2 isolate, D: Symptoms of yellowing and growth 

reduction caused by inoculation with IR-South1 isolate. 

 

 های بدست آمدهیابی و دادهنتایج توالی

، IR-North1یتابی کتابخانته   تعداد خوان  خام حاصتل از تتوالی  
باز بود که تعداد ختوان  نهتایی حاصتل پتس از پتازی        5689557
 IR-North2یتابی کتابخانته   بتاز بتود  از تتوالی    3860046 هاخوان 

باز  234833باز خوان  خام بدس. آمد که پس از پازی   2798702
 IR-South1یابی کتابخانه حاصل شد  تعداد خوان  خام حاصل توالی

بتاز بتود     1906835و  5446649ترتیتب  بته  IR-South2و کتابخانه 
-IRو  IR-South1های نهایی پتس از پتازی  دو کتابخانته    خوان 

South2 بود  درصد  1305760و  3443895ترتیب بهGC  4برای هر 
-IRهای شده برای جدایهطول ینوم کامل بازسازی بود  %44کتابخانه 

North1 ،IR-North2 ،IR-South1  وIR-South2 ترتیتتتتب بتتتته
-تتوالی  هاینوکلئوتید بود  جدایه 19251و  19252، 19302، 19296

، OR192037 ،OR192038شتتتده بتتتا رس شتتتتمارهای    یتتتابی 
OR192039  وOR192040 ین  ب. شدند در بانک 

 

 

A B 

C D 
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 هاتعیین سویه جدایه

امکتتتان  SSPو  DDEآغازگرهتتتای  IR-North1در جدایتتته 
امکان اتصال  P27قطعه مورد نظر را داشتند ولی آغازگر  همانندسازی

نوکلئوتیدی بترتیب ااقد محل  816و  235به ینوم را نداش.  قطعات 
(  نتتایج  3شتکل  ، 2جتدول  بودنتد )  SspIو  DdeIبرشتی   هایآنزیم

 IR-North1نوکلئوتیدی نشان داد که جدایه  78سازی قطعه همردی 
مشخصات  IR-North1(  بنابراین جدایه 3شکل اس. ) T36از گروه 

( دارد  U16304، رس شتمار  T36 نتژاد مشابهی با سویه زوال سریع )
 DDEو  P27آغازگرهتای   IR-North2 ،IR-South1 هتای در جدایه

امکان  SSPقطعه مورد نظر را داشتند ولی آغازگر  سازیامکان همانند
نوکلئوتیدی  235نوکلئوتیدی را نداش.  قطعه  816قطعه  همانندسازی

 شتکل ، 2جدول بود ) DdeIدر هر دو جدایه دارای محل آنزیم برشی 
نوکلئوتیتدی نشتان داد کته     78سازی قطعه (  بعلاوه نتایج همردی 3

هستند  بنتابراین جدایته   VT/T3این دو جدایه مشابه با اعضای گروه 
ای و زردی آبلههای مولد ساقهنژاداز  IR-North2 ،IR-South1های 

 T318A( و ستویه  AB046398سویه ) SYنهالچه و مشابه با سویه 
(DQ252548 هستند )  

ترتیب هب SSPو  P27 ،DDEآغازگرهای  IR-South2در جدایه 
 235را داشتتند  قطعته    816و  235، 78قطعتات   امکان همانندستازی 

نوکلئوتیتدی   816و قطعه  DdeIنوکلئوتیدی دارای محل آنزیم برشی 
(  بعتلاوه نتتایج   3شتکل  ، 2جدول بود ) SspIااقد محل آنزیم برشی 

نوکلئوتیدی این جدایته نشتان داد کته ایتن      78قطعه  سازیهمردی 
 IR-South2(  بنابراین جدایته  3شکل ) اس. VT/T3متعلق به گروه 

 T3ای و زردی نهالچه و مشابه با ستویه  آبلههای مولد ساقهنژادنیز از 
(EU857538  .اس ) 

-IRو  IR-North1های در جدایه SspIن محل آنزیم برشی اقدا

South2  دهنتده آن است. کته ایتن     نوکلئوتیدی نشتان  816در قطعه
محستوب نمتی شتوند  بعتلاوه در      CTVخای   هایها از سویهجدایه

یابی شتده  های توالینوکلئوتیدی در هیچ یک از جدایه 78توالی قطعه 
 وجود نداش.  T30ش  نوکلئوتید الحاق شده در گروه 

 

 شباهت نوکلئوتیدی

در طتول   CTVهتای  جدایته در ماتریکس شتباه. نوکلئوتیتدی   
(  میتزان  3جدول درصد شباه. داشتند ) 2/95 -5/77کامل ینوم بین 

و پروتئین پوششتی جدایته   RdRp ،p65های شباه. نوکلئوتیدی ین
-6/96و  3/85-97، 7/77-7/95به ترتیتب در محتدوده    CTVهای 
ترتیتب بتین   درصد بود و در سطح آمینواسیدی میزان شباه. به 4/91
(  جدایته  3جتدول  درصد بود ) 4/92-4/96و  9/93-88، 1/94-6/80

IR-North1  با  %5/77و  %9/77، %78در طول کامل ینوم به ترتیب
شتتباه.  IR-South 2و  IR-North 2 ،IR-South1هتتای جدایتته
 داش. 

 

 
 هایدر جدایه p25و  p27های و ابتدای ناحیه بین ژنی ژن p27نوکلئوتید انتهای ناحیه ژن  25نوکلتوتیدی شامل  78همردیفی قطعه  -3شکل 

 شده یابیایرانی توالی هایبرای تعیین گروه ژنوتیپی جدایه CTVهای رفرنس شده و سویه یابیتوالی

Figure 3- Alignment of a 78-nucleotide fragment containing the 25 nucleotides at the end of the p27 gene and the beginning of 

the intergenic region between p27 and p25 genes in the sequenced strains and reference strains of CTV for determining the 

genotypic group of Iranian CTV strains 
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با آغازگرهای مختلف در واکنش  Cpmو  Cp هایناحیه بین ژن ویروس تریستزای مرکبات با استفاده از همانندسازی هایتفکیک سویه -2جدول 

 شده با آنزیم برشی هضم آنزیمی قطعه همانندسازی سازیزنجیره ای پلی مراز مجازی و شبیه

Table 2- Differentiation of Citrus tristeza virus strains using in silico amplification of the intergenic region between Cp and 

Cpm genes with different primers and virtual enzymatic digestion of the amplified fragment with the restriction enzyme 

 سویه/جدایه
Strain/Isolate 

 رس شمار
Accession 

No. 

زنجیره ای پلی مراز  محصول واکنش

 مجازی
Virtual PCR product  

 هضم آنزیمی مجازی
Virtual enzymatic 

digestion 

در پروتئین  124اسید آمینه شماره 

 پوششی
Amino acid at position 124 in 

coat protein 
P27 

primer 

DDE 

primer 

SSPI 

primer 
DdeI SspI 

T30 AF260651 78 235 825 NF 197-628 Tyrosine 

VT EU937519 78 234 NF 80-154 NF Phenylalanine 

T3 EU857538 78 234 NF 80-154 NF Phenylalanine 

SY AB046398 78 234 NF 80-154 NF Phenylalanine 

T36 U16304 NF 235 816 NF NF Phenylalanine 

IR-North1 NF NF 235 816 NF NF Phenylalanine 

IR-North2 NF 78 234 NF 80-154 NF Phenylalanine 

IR-South1 NF 78 234 NF 80-154 NF Phenylalanine 

IR-South2 NF 78 234 816 80-154 NF Phenylalanine 

NF: not found 

 
-IRو  IR-South1بتا دو جدایته    IR-North 2شتباه. جدایته   

South2  بود  ینوم  %4/89و  %2/95در طول کامل ینوم نیز به ترتیب
شتباه.   %3/90بتا یکتدیگر    IR-South 2و  IR-South1دو جدایته  

از  U16304بیشترین شباه. را با جدایته   IR-North1داش.  جدایه 
-IRیکه بیشترین شباه. جدایه داش. در حال %3/96الوریدا به میزان

North 2  با جدایهAB046398  بود  جدایه  % 5/97از یاپن به میزان
IR-South1  و جدایتته  %6/97بتتاIR-South2  بیشتتترین  %6/96بتتا

از استتپانیا )رس شتتمار   T318Aترتیتتب بتتا ستتویه   شتتباه. را بتته 
DQ151548 و جدایتته )T3   رس شتتمار( از نیوزیلنتتدEU857538 )
کمتترین   IR-North1، جدایته  CTVهتای ایرانتی   جدایته  داشتند  در
از  GQ454869و  MK033511هتای  ( را بتا جدایته  %5/77شباه. )

کمترین شباه.  IR-North2 آاریقای جنوبی و هاوایی داش.  جدایه 
 IR-South1 هایاز مصر و جدایه AY340974( را با جدایه 5/77%)
ترتیتب بته میتزان    هکمترین شباه. نوکلئوتیتدی را بت   IR-South2و 
 داشتند  U16304و  AY340974های با جدایه %1/78و  4/78%

 

 تجزیه و تحلیل فیلوژنی

در درخ. ایلوینی ترسیم شده بر اساس طتول کامتل ینتوم، سته     
با حمایت. بتوت    T36و گروه  T68، گروه VTگروه  هایشاخه به نام

و  IR-North2(  سته جدایته   4شتکل  استر  باز قابل شناسایی بود )
IR-South1  وIR-South2  هتایی از یاپتن، استپانیا،    همراه با جدایته

 IR-North 1و جدایته    VTبرزیل، الوریدا، نیوزیلند و تایلند در گروه 
جنوبی و برزیتل  از الوریدا، مصر، هاوایی، آاریقای هاییهمراه با جدایه

بتا   T36امل ینوم شباه. گروه قرار گراتند  در طول ک T36در گروه 
و  5/85 ± 5/6ترتیتب  در سطح نوکلئوتیدی بته  T68و  VTدو گروه 

در ستتطح T68نیتتز بتتا گتتروه   VTدرصتتد بتتود  گتتروه   86 ± 57/6

 شباه. داش.   3/88 ± 8/4نوکلئوتیدی 
 

هاای  های حفاظت شده در چاارچو  تجزیه و تحلیل موتیف

 ژنی

ین تحقیق، هماننتد جدایته   یابی شده در اتوالی CTVچهار جدایه 
 (  5شکل چارچوب ینی بودند ) 12دارای  CTVمرجع 

 رپلیکتاز پتروتئین  نوکلئوتیتد   9374بطول  ORF1aچارچوب ینی 
  در ایتن پتروتئین سته ناحیته متیتل      رمزگتذاری متی کنتد   را  ویروس

شتکل  شت. ) وجتود دا ( HELو هلیکاز ) Zemlya(، MTRترانساراز )
در ناحیه متیل ترانستاراز شت     1370تا  1036های از اسید آمینه  (5

-IR-North2 ،IRهای موتی  یاا. شد که در چهار موتی  در جدایه

South1  وIR-South2  وجتود   هتایی نسب. به جدایه رارنس تاتاوت
، N1075Mجانشتینی   MTR I موتی  (  در4جدول ، 5شکل داش. )

 E1165Dو  I1157V ،Y1162Fسه جانشینی  MTR IIaدر موتی  
جانشتینی   MTRIVو در موتیت    I1185Vجانشینی  III، در موتی  

C1246Y  سه جدایه درIR-North2 ،IR-South1  وIR-South2  و
در موتیت   مشتاهده شتد    IR-South2در جدایه  R1248Cجانشینی 
یابی شده با جدایه مرجع های توالیجدایه MTR IIو  MTR Iaهای 

 Zemlyaناحیه  1812تا  1707های تااوتی وجود نداشتند  اسید آمینه
نقت   ی در طی آلودگی شبکه آندوپلاسم یغشاها یکه در بازساز بود
  در استت.چهتتار موتیتت  ( و دارای Gushchin et al., 2017)دارد 

در هتر   L1718Sو  L1708Mهتای  جانشتینی  Zemlya aAموتی  
-IR-North1 ،IRه جدایت در سته   I1716Mه و جانشتینی  جدایچهار 

North2  وIR-South1  مشاهده شد 
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 جع ویروس تریستزای مرکباتبا یکدیگر و نژادهای مر CTVهای ایرانی رمزگذاری شده جدایه هایمیزان شباهت آمینواسیدی پروتئین -3جدول 

Table 3- Similarity of the encoded protein amino acids of Iranian CTV strains with each other and reference strains of Citrus 

tristeza virus 
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 رس شمار
Accession 

number 

 سویه/جدایه
Strain/Isolate 

 

98.5 96.7 96.9 99.7 99.2 99.7 98.2 98.3 98.2 99.4 96.4 97 95.9 100 97 U16304 T36 

IR-North1 

96 87.8 87.8 91.1 92.7 92.6 87.7 86.8 87.6 87.8 82.5 78.3 70.2 68 78.5 EU937519 VT 
96.3 88.6 88.7 90.3 92.5 92.6 88.5 86.1 87.2 87.2 82.2 78 70.6 63.5 78.7 AB046398 SY 
96 88.9 88.5 90.8 91.9 92.6 87.6 86.3 87.5 87.2 82.9 78.4 70.4 61.9 78.7 DQ151548 T318A 
96 87.8 88.2 90.6 92.3 92.6 86.7 86.8 87.4 87.8 81.7 77.8 70.1 71.2 78.4 EU857538 T3 

95.6 87.8 87.4 91.1 94.6 92.9 92.1 93.3 92 88.5 81.7 77.1 70.2 54.8 79.6 AF260651 T30 
95.6 87.1 88.9 89.2 92.1 92.6 88.4 85.5 86.6 87.2 81.3 77.7 70 62.5 78 - IR-North2 

96 88.7 87.8 90.8 91.1 91.4 87.6 85.8 85.9 87.2 81.5 77.6 69.9 61.9 77.9 - IR-South1 

94.9 87.9 88 90 92.1 91.7 85.9 86 85.4 87.2 80.3 76.8 69.4 71.2 77.5 - IR-South2 

97.1 90 89.6 88.9 92.5 92.7 88.5 86 87.8 87.8 83.2 79.4 71.6 63.5 79.4 U16304 T36 

IR-North2 

97.4 92.9 94.7 92.2 95.4 96.6 95.9 93.6 97.5 98.1 97.4 96.5 92.7 97.1 94.1 EU937519 VT 
99.3 97.1 97.5 98.3 99.2 100 98.2 98.3 98.9 100 97.8 98.2 97.9 100 98.2 AB046398 SY 
98.2 96 96.5 96.7 97.4 97.5 96.4 96.4 97.5 100 96.2 97.2 95.5 96.2 96.1 DQ151548 T318A 
97.4 92.1 94.4 91.1 95.6 96.4 93.6 93.1 96.9 98.1 88.7 90.1 88.5 81.1 91.1 EU857538 T3 
97.1 86.7 91.6 89.2 93.5 93 88.8 86.6 87.9 92.9 84.6 90.1 88.4 78.6 88.6 AF260651 T30 
97.8 94.9 96 96.7 96.6 96.3 96.4 96.1 96 100 95.3 96.2 94.2 96.2 95.1 - IR-South1 

94.9 91.1 93.8 91.1 95 95.5 93.2 92.6 95.1 97.4 86.5 88.8 86.4 81.1 89.4 - IR-South2 

96.3 90 89.6 91.1 91.9 91.7 88.7 86.5 86.6 87.8 83.8 79.4 71.7 61.9 79.4 U16304 T36 

IR-South1 

97.4 92.1 94.9 94.7 94.8 94.9 95.7 94.2 96.2 98.1 94.7 96.6 94 97.4 94.7 EU937519 VT 
97.8 95.4 96.9 98.3 97.4 96.3 98.1 96.9 96 100 95.8 96.9 95.2 96.2 96 AB046398 SY 
98.9 96.5 97.8 100 99.2 98.8 100 98.8 97.4 100 97.6 98.1 98 100 98.2 DQ151548 T318A 
97.4 91 94.5 93.6 94.8 95.5 95 93.8 95.6 98.1 88.6 90 89.3 85.8 91.4 EU857538 T3 
96.3 86.3 91.4 90.8 92.3 91.5 89.6 86.9 86.7 92.9 84.9 89.9 89.2 78.8 88.9 AF260651 T30 
94.9 90.5 94.2 93.1 94.6 96.3 93.6 93.6 95.5 97.4 86.8 88.8 87.7 85.8 90.3 - IR-South2 

94.9 90.1 89.1 90.3 92.5 92 86.6 86.5 85.7 87.8 81.7 78.2 70.6 71.2 78.6 U16304 T36 

IR-South2 

97.4 95.6 96 97.8 97 97.3 96.5 96.7 95.4 98.1 87.8 89.7 90.1 90 91.4 EU937519 VT 
95.6 92.7 94.9 92.2 95.6 95.5 93.9 93.3 95.4 97.4 87.5 89.4 87.2 81.1 90.3 AB046398 SY 
96 92.5 94.7 93.1 95 95.4 100 93.6 95.7 97.4 88.2 89.4 87.9 85.8 90.7 DQ151548 T318A 

97.4 97.6 98 99.4 99.4 99 98.2 98.6 97.5 99.4 96.9 97.5 96.5 100 97.3 EU857538 T3 
96.3 88.1 89.6 89.4 92.5 92.6 87.4 86.8 86.6 94.2 83 88.7 87.3 75.7 87.7 AF260651 T30 

 

بتا تتوالی    IR-North1جدایته  در این ناحیته   یهای در سایر موت
هتتای جانشتتینی Zemlya aBدر موتیتت   مرجتتع تاتتاوت نداشتت.  

V1736I ،R1744A ،F1753Y  وL1754C   در ستتته جدایتتتهIR-

North2 ،IR-South1  وIR-South2 هتای  و جانشینیA1739R  و
A1746P  در جدایهIR-North2      ردیتابی شتد  در موتیتZemlya 

aC  جانشینیT1769A ،R1779E  وP1780A     در هتر سته جدایته
IR-North2 ،IR-South1  وIR-South2   وجتتود داشتت.  جانشتتینی

R1779E  در جدایتتهIR-North2  وR1779S هتتای در جدایتتهS1  و
S2     وجود داش.  همچنین در ایتن موتیت  جتایگزینیVSMVL   بته

CKYGV  .در جدایتته  1774-1778در موقعیتتIR-North2 ود وجتت
 A1789G ،I1806Vهتای  ، جانشینیZemlya aDداش.  در موتی  

 IR-South2و  IR-North2 ،IR-South1در سه جدایته   L1807Fو 

 IR-South1و  IR-North2در دو جدایتتتته  V1802Iو جانشتتتتینی 
ناحیته هلیکتاز و حتاوی هات.      2716-2984  اسید امینته  ردیابی شد

 HEL IVو  HEL I ،HEL Iaهتتای موتیتت  بتتود کتته در موتیتت 
کته  در حالی با جدایه مرجع تااوتی نداشتند شده  یابیهای توالیجدایه

ترتیتب  بته  HEL VIو  HEL II ،HEL III ،HEL Vهای در موتی 
در سته   V2974Tو  I2803V ،K2825R ،R2951Kهتای  جانشینی
 وجود داش.  IR-South2و  IR-North2 ،IR-South1جدایه 
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 CTV هایو ژنوم کامل جدایهشده  یابیایرانی توالی هایلوژنی ترسیم شده با استفاده از توالی نوکلئوتیدی ژنوم کامل جدایهدرخت فی -4شکل 

 موجود در بانک ژن
اازاری ه نرمدر آزمون بوت استر  در بست 500با تکرار  Tamura-3- parametersو با مدل جایگزینی نوکلئوتیدی  Maximum likelihoodرسم درخ. به روش  

MEGA7 هایانجام شده اس.  رس شمار و مشخصات جدایه CTV  نشان داده  ▲شده در این تحقیق با  یابیتوالی هایذکر شده اس.  جدایه 1موجود در بانک ین در جدول
 اند شده

Figure 4- A phylogenetic tree drawn using the nucleotide sequences of complete genomes of Iranian strains and complete 

genomes of CTV strains available in the gene bank 
 The tree was constructed using the Maximum Likelihood method and the Tamura-3-parameters nucleotide substitution model with 

500 bootstrap replicates in the MEGA7 software package. The accession numbers and characteristics of the CTV strains available in 

the gene bank are listed in Table 1. The sequenced strains in this study are indicated by▲ 

 

 

 
 CTVرمزگذاری شده بوسیله  هایتصویر شماتیک از سازمان ژنومی و نواحی محافظت شده موجود در پروتئین -5شکل 

 ذکر شده اس.  4جدول در  CTVایرانی  هایدر نواحی محااظ. شده در جدایه مشخصات و تغییر 

Figure 5- Schematic representation of the CTV genome organization and the conserved motifs found in CTV-encoded 

proteins 
 The characteristics of the motifs and variation of amino acids in conserved regions in Iranian CTV isolates are shown in Table 4. 
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کنتد حتاوی هشت.    ری میاسید آمینه را رمزگذا 499ن رپلیکاز با 

در  RdRp IIIدر موتیت   (  5شتکل  باشتد ) موتی  حاات. شده متی 
در ستته  I193Vجانشتتینی  و V180Iجانشتتینی  IR-South2جدایتته 
  وجتتتود داشتتت. IR-South2و  IR-North2 ،IR-South1جدایتتته 

 ،D296Eسه جانشتینی استید آمینته     RdRp VIهمچنین در موتی  
V300I  وS310K  وجود داشت.  در ستایر موتیت     سه جدایهاین در

 ها با جدایه مرجع تااوتی نداشتند های رپلیکاز جدایه
 909بتته طتتول  p33ترتیتتب ین هتتای ینتتی بعتتدی بتتهچتتارچوب

 156بته طتول    p6اسید آمینه، و ین  302نوکلئوتید پروتئینی به طول 
کننتد کته   ذاری متی استید آمینته را رمرزگت    51نوکلئوتید پروتئینی بتا  

 های حاات. شده در این دو ین ردیابی نشد  موتی 
بتا   hsp70hنوکلئوتید، پروتئین  1785طول به p65چارچوب ینی 

اسید آمینه که دارای هش. موتی  حااتت. شتده را رمزگتذاری     365
در  S174Tو  I168V ،M170Lهتای  (  جانشتینی 5شتکل  کنتد ) می

هتتتای و جانشتتتینی Dدر موتیتتت   K239Rو  B ،S227G  موتیتتت
A247T ،I380  وS458R هتای  ترتیب در موتیت  بهE ،F  وH   سته
 T384S، جانشینی  IR-South2و  IR-North2 ،IR-South1جدایه 

در  R374K، جانشتتینی IR-South2و  IR-North2هتتای در جدایتته
-IRجدایتته  Gدر موتیتت   IR-South1 ،I380Tجدایتته  Fموتیتت  

North2   و جانشتینی S393T   در جدایتهIR-South2     ردیتابی شتد
 ( 4جدول ها مشابه با توالی مرجع بودند )جدایه Cو  Aموتی  

 484نوکلئوتیتد پروتئینتی بتا     1608به طتول   p61چارچوب ینی 
کنتد  ایتن پتروتئین همولتوگ پتروتئین      اسید آمینه را رمزگتذاری متی  

HSP90    استید   143و  73و دارای دو موتی  طویل حاات. شتده بتا
، M278V ،V282T ،I284Gپنج جانشتینی   Iآمینه اس.  در موتی  

Q313H  وY316H  در سه جدایهIR-North2 ،IR-South1  وIR-

South2 جانشتتتینی ،N298Q هتتتای در جدایتتتهIR-North2  وIR-

South2  و جانشینیD321E  در جدایهIR-South2 در وجود داش  .
یتابی  جدایه توالی 4در هر  A348Eجانشینی  p61پروتئین  IIموتی  
، R333N ،M350L ،V356I ،V360Aجانشتتینی مشتتابه  12شتتده، 

V364A ،P369A ،S387L ،A395T ،V409I ،R431K ،V455I 
، IR-South2و  IR-North2 ،IR-South1در سه جدایته   T461Dو 

، IR-North2، IR-South1در  S379Nو  Q375Rدو جانشتتتتتینی 
، C386Aهتتتای و جانشتتتینی IR-South2در  V361Aجانشتتتینی 

N427I  وL428F  درIR-North2   ر  داده بتتتود  پتتتنج جانشتتتینی
G344D ،R372N ،H389R ،G391S  وE419K  در دو جدایهIR-

North2 ،IR-South1  مشتتابه و درIR-South2  بصتتورتG344N ،
R372H ،H389G ،G391T  وE419S ( 4جدول بود ) 

نوکلئوتید پوش  پروتئینی کوچک  723بطول  P27چارچوب ینی 
(CPm با )کند که دارای نته موتیت    اسید آمینه را رمزگذاری می 190

، CPm boxدر  H67Qهتای  (  جانشتینی 5شکل حاات. شده اس. )
T95A ،Y102C  در موتیتتتIV  وS196T  جدایتتته در ستتتهIR-

North2 ،IR-South1  وIR-South2  هتتای مشتتابه بتتود  جانشتتینی
F154C   در موتیتتV ،S198P  وY202S   در موتیتتVII  درIR-

North2  وIR-South2هتتای ، و جانشتتینیT157S   در موتیتتV ،
L190F   در موتیVII  وA219T   موتیVII   و جانشتینیM96V 

جانشتتینی  IR-North2تنهتتا در جدایتته   IVدر موتیتت   T103Sو 
F154Y  وT157A   در موتیتتتV   تنهتتتا در جدایتتتهIR-South1 

و  I139M ،E146Dو  CPm Boxدر موتیتتت   G45Sجانشتتتینی 
M165T   در موتیV  اقش درIR-South2     اتااق ااتتاده بتود  هتیچ

مشتتاهده نشتتد  تتتوالی  IXو  II ،III ،VIهتتای جانشتتینی در موتیتت 
شتتابه بتتا تتتوالی جدایتته م IR-North1در جدایتته  CPmآمینواستتیدی 

 بود  CTVرارنس 
پوشت    نوکلئوتیتد رمزگتذاری   672بطتول   P25 چتارچوب ینتی  

دهتد  در پوشت  پروتئینتی    اسید امینه را انجتام متی   194پروتئینی با 
CTV      ( .چهتار  5شتکل  ها. موتیت  حااتت. شتده وجتود داشت  )

به ترتیتب در   D208Eو  T41A ،H68Y ،A100Tجایگزینی مشابه 
-IR-North2 ،IRدر هتر سته جدایته     VIIو  I ،II ،IIIهتای  موتی 

South1  وIR-South2  هتای  مشاهده شد  در جدایتهIR-North2  و
IR-South1   در موتیI  جانشینیV31L   و در موتیIV   جانشتینی

T142S  در موتی   49بود  جانشینی در اسید آمینهII  هتای  در جدایته
IR-North2  وIR-South2  بصورتS49G   درحالیکه در جدایتهIR-

South1  بصورتS49T   در موتیت    80بود  همچنین در اسید آمینته
III های نیز در جدایهIR-South1  وIR-South2   جانشتینیI80K  و
در  I35Tهای ر  داده بود  جانشینی I80Lجانشینی  IR-North2در 

هر کتدام بته    IVدر موتی   V122Iو  IIدر موتی   I ،P69Sموتی  
 IR-South2و  IR-South1 ،IR-North2هتای  ترتیب تنها از جدایته 

و  IIIدر موتیت    I ،S91Gدر موتیت    I40Vردیابی شدند  جانشینی 
T133P   در موتیIV  دیده شد  در  استان اارسنیز تنها در دو جدایه
دیتابی  یابی شده رهای توالیهیچ جایگزینی در جدایه VIو  Vموتی  
-IR(  تتوالی آمینواستتیدی پوشت  پروتئینتتی جدایتته   4جتتدول نشتد ) 

North1   باپوشتت  پروتئینتتی ستتویه مرجتتعCTV  یکستتان و ااقتتد
 جایگزینی بود 

در سازمان ینی ویروس تریستتزا، پتس از ین پوشت  پروتئینتی     
هرکتدام  گیرند که قرار می p20و  p18 ،p13های ترتیب ینبزرگ به

هتایی بتا   نوکلئوتید طول دارنتد و پتروتئین   549و  360، 504ترتیب به
 هتای کنند  در پتروتئین آمینه را رمزگذاری می اسید 549و  360، 504

 این سه ین موتی  حاات. شده شناخته شده مشاهده نشد 
اسید آمینته   209نوکلئوتید پروتئینی با  630با  p23چارچوب ینی 
بازدارنتده خاموشتی ین،    p23د  نقت  پتروتئین   کنت را رمزگذاری متی 
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، اازای  آلودگی سیستمیک در نارنج و القای RNAکننده سنتز تنظیم
 ,.Flores et alاتروت ) ستندروم زردی گیاهچته در نتارنج و گریتپ    

 RNA( اس.  این پتروتئین دارای یتک ناحیته حااتت. شتده      2013

binding وتی  و حاوی یک مZinc finger ( .بررستی  5شکل اس  )
توالی آمینواسیدی این پروتئین نشان داد که در ناحیته حااتت. شتده    

RNA binding  جدایتتهIR-South2  جانشتتینیN53T  وV69M 
شتامل   80-78 اتااق ااتاده اس.  سه جانشینی متوالی نیز در موقعی.

G78A ،L79S  وK80R دایه در سه جIR-South1 ،IR-North2  و
IR-South2  .وجود داش 

 

 تجزیه و تحلیل نوترکیبی

نشان  CTVهای ایرانی بررسی وقوع نوترکیبی احتمالی در جدایه
 IR-South1و  IR-North1 ،IR-North2هتتتای داد کتتته جدایتتته 
 (  6شکل نوترکیب هستند )

نوکلئوتیتتدی در موقعیتت.  1426قطعتته  IR-North1در جدایتته  

 p65 هاینوترکیب بود  ناحیه نوترکیب شامل ین  14138تا  12712

(hsp70)  وp61  در ینومCTV ( .این قطعته  6 شکل، 5جدول اس  )
( بته AY340974، رس شمار Qahaحاصل نوترکیبی سویه مصری )

 عنوان والد ارعی اس. ( بهU16304) T36اصلی و سویه عنوان والد 
نوکلئوتیتدی در موقعیت.    773نیتز قطعته    IR-North2در جدایه 

(  5 شتکل ، 5جتدول  ین رپلیکاز نوترکیب شناسایی شد ) 879تا  106
، رس شتمار  NUagAاین قطعه حاصل نوترکیبی بین جدایته یاپنتی )  

AB046398 نتتتژادعنتتتوان والتتتد اصتتلی و  ( بتته VT  رس شتتتمار(
KC517494عنوان والد ارعی اس.  در جدایته  ( بهIR-South1   نیتز

 3974نوکلئوتید در موقعی.  2444یک نوترکیبی در ین رپلیکاز بطول 
(  این قطعه حاصل نتوترکیبی  5 شکل، 5جدول ردیابی شد )  6418تا 
های نژادعنوان والد اصلی و ( بهEU937519)رس شمار  VT نژادبین 

SY568  رس شمار(AF001623 و )VT   رس شتمار(EU937519 )
 IR-South2عنوان والتد ارعتی است.  هتیچ نتوترکیبی در جدایته       به

 شناسایی نشد   

 

 

 CTVهای ایرانی بی در ژنوم جدایهتصویر شماتیک از محل وقوع نوترکی -6شکل 
 ذکر شده اس.  5جدول های قطعه نوترکیب در شاخص

Figure 6- A schematic representation of the recombination event location in the genome of Iranian CTV strains 
 The breakpoints of the recombination fragment are listed in Table 5. 

 

 CTVهای ایرانی مشخصات قطعه نوترکیب شناسایی شده در ژنوم جدایه -5جدول 

Table 5- Characteristics of the identified recombination fragment in the genome of Iranian CTV strains 

        

معناداری 

 آماری
pValue 

 روش ردیابی
Detection methods 

 والدین
Parents موقعیت 

Position 

 طول
length 

 فراوانی
Frequency 

 جدایه
Isolate کمکی 

Minor 

 اصلی
Major 

2.23E-05 R.G.B.M.C.S.Se 
U16304.1 

NC001661 
AY340974 

12712-

14138 1426 2 IR-North1 

1.37E-10 R.G.B.M.C.S.Se KC517494 AB046398 106-879 773 5 IR-North2 

9.39E-06 
 

R.G.B.M.C.S.Se 
AF001623 
EU937519 

EU937519 

KJ790175 

MK491895 

MW689620 

3974-6418 2444 4 IR-south1 

Abbreviations used for recombination detection programs; R: RDP, G: GENECONV, B: Bootscan, M: Maxchi, C: Chimaera, S: 

SiSscan, P: PhylPro, Se: 3Seq. Recombination-detecting programs representing significant signal showed in bold; (c): The greatest P-

value calculated by the program for the recombination event. The highest reported P-value for the program showed in underlined in 

RDP4. 
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 بحث
یتق تتوالی کامتل ویتروس تریستتزای مرکبتات از دو       در این تحق
مشتخص و برختی    استان اارسو  استان مازندرانخیز منطقه مرکبات

 صاات بیولوییکی و مولکولی آنها با یکدیگر مقایسه شده اس.  
استتتان آوری شتتده از هتتای آلتتوده جمتتعدر نمونتته CTVعلائتتم 
هتا و  ایتران شتامل زردی، ریزبرگتی، سرخشتکیدگی شتاخه      مازندران

کوتولگی بود و در تعداد معتدودی زردی رگبترگ نیتز مشتاهده شتد       
علائم زردی و کوتولگی در مطالعه برزگر و همکاران از مرکبات آلتوده  

 Barzegarکشور نیز گزارش شده اس. ) استان مازندراندر  CTVبه 

et al., 2006هتای  روم ستویه (  این علایم مشابه با علائم سندSP  و
SY تریستزا می( باشدMoreno et al., 2008در نمونه  ) استتان  های
علایم ریزش برگ و سبزخشکیدگی شایع بود که اغلب همتراه   اارس
پریدگی، کوتولگی و ریزبرگی بتود  علائتم مشتابه بتا آنهتا در      با رنگ

از کالیارنیا نیتز   SY568اپن و از ی NUagAآلودگی مرکبات به سویه 
زنی شده های مایه(  نهالSuastika et al., 2001گزارش شده اس. )

علایتم کوتتولگی، رگبترگ روشتنی،      استتان مازنتدران  هتای  با جدایه
ریزبرگی و زردی نشان دادند  علائم زردی، کوتولگی شدید، ریزبرگتی  

در نهال نارنج  SYی علایم ناشی از وجود سویه همراه با رگبرگ روشن
زنتی  هتای مایته  (  علائم در نهتال Barzegar et al., 2006باشد )می

شتامل رگبترگ روشتنی، ریزبرگتی،      استتان اتارس  های شده با جدایه
 کوتولگی خای  و زردی بود  

تحلیتل داده هتا،    و تجزیته و  RNA seqیتابی  با استااده از توالی
 استان مازندرانکاری از مناطق مرکبات CTVتوالی کامل چهار جدایه 

بدس. آمده که به عنوان اولین گزارش از توالی کامتل   استان اارسو 
ویروس تریستزای مرکبات از ایران اس.  پیشتر نیز از این رهیاا. در 

ست.  استتااده شتده ا   CTVیابی ینتوم  شناسی و توالیشناسایی، سبب
(Bester et al., 2021 ،Ruiz Ruiz et al., 2011    تتا کنتون تنهتا  )

، Alavi et al., 2005تتتوالی ین کدکننتتده پتتروتئین پوششتتی )  
Barzegar et al., 2006 ،Ahmadi et al., 2006  و ین کدکننتده )

در ایتران گتزارش شتده     CTVهای پروتئین پوششی کوچک از جدایه
-IRو  IR-North2هتای  (  جدایته Barzegar et al., 2010است. ) 

North1  19296و  19302ترتیتتب بتته استتتان مازنتتدراناز مرکبتتات 
استتان  از مرکبات  IR-South2و  IR-South1های کلئوتید و جدایهنو

نوکلئوتید طول داشتند  این اختلاف در طول  19251و  19252 اارس
، ORF1a ،ORF1bهای ینی ینوم مربوش به تااوت در طول چارچوب

p33 ،p61  5و نتتواحی'UTR  3و'UTR   بتتود  بیشتتترین و کمتتترین
و  2/95% استتان اتارس  و  دراناستتان مازنت  هتای  شباه. بین جدایه

-IRو  IR-South1بتتا IR-North2ترتیتب بتین جدایته    و بته  %5/77

North1  باIR-South1  بود  جدایهIR-North1  با سویه زوال سریع

CTV   ستویه(T36  رس شتمار ،U16304( )Pappu et al., 1995 ،)
ای شتدید )ستویه   ه آبلته با سویه کوتولگی و ستاق  IR-North2جدایه 

SY  رس شتمار ،AB046398( )Suastika et al., 2001 جدایتته ،)
IR-South1 ای شدید با سویه ساقه آبلهCTV  سویه(T318A رس ،

-IR( و جدایتته DQ151548( )Ruiz-Ruiz et al., 2006شتتمار 

South2  ای ملایتتم آبلتته بتتا ستتویه ستتاقهCTV  ستتویه(T3 رس ،
( بیشتترین شتباه. را   EU857538( )Harper et al., 2009شتمار 

از مرکبتات   CTVداشتند  بررسی توالی ین کدکننده پروتئین پوششی 
ها را با ستویه  جدایه %97-%98نیز شباه.  استان مازندرانهای کاری
SY  ( نشان داده بتودBarzegar et al., 2006   در درخت. ایلتوینی  )

قترار   T36و  VT ،T68در سته گتروه    CTVهای ترسیم شده جدایه
و همکتاران  یوکتومی  گراتند  توپولویی درخ. ایلوینی مشابه با نتایج 

(Yokomi et al., 2018بود  در درخ. ایلوینی )  جدایهIR-North1 
 CTVهمراه با سویه مرجتع   T36در گروه  استان مازندراناز مرکبات 
و  IR-North1 ،IR- South1( و ستته جدایتته U16304)رس شتتمار 

IR- South2  در گروهVT    قرار داشتتند  جدایتهIR-North2   ارتبتاش
( داشت. کته علایتم    AB046398)رس شتمار   SYنزدیکی با ستویه  

 Suastika) کندای و زردی نهالچه تولید میآبله کوتولگی شدید، ساقه

et al., 2001  ) هتای  جدایتهIR-South1  وIR-South2   از مرکبتات
)رس شتتمار  T318A نتتژادترتیتتب بتتا بتته استتتان اتتارسهتتای کتاری 

DQ151548  ای شتدید ) ( که مولد ستاقه آبلتهRuiz-Ruize et al., 

( که اغلب ااقد علائم یتا  EU857538 )رس شمار T3نژاد (، و 2006
ای خایت  در پرتقتال و غیرقابتل انتقتال بتا ناقتل       با علایم ساقه آبله

Toxoptera citricida بود (Harper et al., 2009  رابطه نزدیکتی )
ها با توجه به توالی ناحیه بین دایهنتایج تعیین گروه ینوتیپی جداشتند  

 Saponari etینی پوش  پروتئینی کوچک و بزرگ و هضم آنزیمی )

al., 2010ها تطتابق داشت.    ( نیز با گروهبندی درخ. ایلوینی جدایه
برای تعیین قدرت  CTVدر پروتئین پوششی  124آمینه موقعی.  اسید

 ,.Gottwald et alاستااده شده اس. ) CTVهای هبیماری زایی سوی

انیل آزنتین   آمینه های که در این موقعی. دارای اسید(  جدایه1998
هتای  گیرنتد  در ستویه  قرار متی  CTVهای شدید باشند در زمره سویه

آمینه دیگر بجتز انیتل آزنتین     در این موقعی. هر اسید CTVخای  
، IR-North1(  در هتر چهتار جدایته    Lbida et al., 2005ار دارد )قر

IR-North2 ،IR-South1  وIR-South2  .پتروتئین   124در موقعی
آزنین وجود دارد و بنابراین این چهار جدایته  انیل آمینه پوششی، اسید
گیرند  همچنتین  زایی زیاد قرار میهای با قدرت بیماریدر گروه جدایه

صتورت  در پروتئین پوششی این ویتروس بته   100اسید آمینه موقعی. 
ترئتونین و در گتروه    VTباشتد و در گتروه ایلتوینی    حاات. شده می

(  ایتن موقعیت. در   Wu et al., 2014آزنتین است. )   T36ایلتوینی  
جدایته دیگتر    شامل اسید آمینه آزنین و در سته  IR- North1جدایه 
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در گروه ایلوینی  IR- North1اسید آمینه ترئونین بود  بنابراین جدایه 
T36  و سه جدایه دیگر در گروه ایلوینیVT  گیرنتد کته بتا    قرار متی

 ها مطابق. دارد نتایج تعیین سویه و بررسی رابطه ایلوینی جدایه
و  CP ،CPm ،p61 ،p65 ،RdRpهتتتتای بررستتتتی پتتتتروتئین

Replicase هتای  موتی  در جدایه 33جایگزینی در  280گر وجود بیان
بتا   IR-North1بود  کمترین تغییرات در جدایه  CTVیابی شده توالی

-IRو  IR-North2 ،IR-South1هتای  پنج جایگزینی بود  در جدایته 

South2 جتتایگزینی ر  داده بتتود  بیشتتترین  93و  85، 97ترتیتتب بتته
ترتیتب در  بود که به p61 و ORF1aهای ینی جایگزینی در چارچوب

و  RdRpهای ینی همانندسازی و مونتای ویروس نق  دارند  چارچوب
p23   در  ینیجانشت  یشتترین بکمترین جایگزینی اسید آمینه را داشتند
 تتتوالی در T36در نتتژاد  CTVکتتد شتتده مختلتت    هتتایینپتتروتئ
 بتتود p61و  ORF1a هتتایچتتارچوب هتتایینپتتروتئ ینواستتیدهایآم
(Harper, 2013  )ORF1a     تح. انتخاب منای بتا میزبتان، تکامتل

های یااته اس. و در تشکیل کمپلکس همانندسازی با چپرون پروتئین
هتای مترتبش   (  پروتئینMine and Kuno 2012میزبان تعامل دارد )

( Wang et al., 2009نتد ) با همانندسازی چندین نق  به عهتده دار 
بنابراین اشارهای انتخاب متعددی بر روی آنها اعمال و سبب تغییر در 

هتا و  شتود  ایتن تغییترات در ینوتیتپ    جه. ایجاد سازگاری بیشتر می
 ,Harperکنتد ) از الگوی جانشینی مشابه پیروی می CTVهای سویه

-IRو  IR-North2(  تشابه در الگوی جانشینی بین دو جدایته  2013

South1       که رابطه ایلوینی نزدیکی با یکتدیگر دارنتد، مشتاهده شتد
و یک چپرون مولکولی است. کته در    Hsp90همولوگ  p61پروتئین 

(، تشتکیل  Satyanayanana et al., 2006) CTVمونتتای ویریتون   
( و خاموشتی  Huang et al., 2012کمپلکس همانندسازی ویتروس ) 

RNA ( نق  داردIki et al., 2010   از آنجتائی کته بازدارنتده )  هتای
 et alO’Neal ,.خاموشی ویروستی سترع. تکامتل بتازیی دارنتد )     

قابتل انتظتار بتود و تنتوع      Hsp90h( وجود تنتوع در پتروتئین   2014
ها در چهار جدایته متورد بررستی ممکتن است. در ا تر تعامتل        جه 
میزبان برای سازگاری با میزبان اختصاصی ایجاد شتده باشتد   -ویروس

(Harper, 2013 اشار انتخاب منای همراه با جریان ین و نوترکیبی  )
 Chengمو ر در تکامل ویروس تریستزا هستند ) ترین نیروهایاز مهم

et al., 2012 ) 

یابی شده در این تحقیق نوترکیب بودند  چارچوب سه جدایه توالی
از گتتروه  IR-South1و  IR-North2هتتای در جدایتته ORF1aینتتی 
، دو T36از گتروه   IR-North1نوترکیب بود و در جدایه  VTایلوینی 

نوترکیب بود که مشابه با نوترکیبی گزارش  p61و  p65چارچوب ینی 
بیشتترین   CTVباشتد  در  متی  (Harper, 2013)شده توستش هتارپر   
ینتوم گتزارش شتده است. و در      '5و در نیمه  VTنوترکیبی در گروه 

 ,.Biswas et alنوترکیبی کمتری مشتاهده شتده است. )    T36گروه 

( که این مسئله احتماز به دلیل نر  پایین تکامل و  بات بازی 2012
(  نوترکیبی یکتی  Harper, 2013باشد )ینوم در اعضای این گروه می
 ,Harperاس. ) CTVهای جدید در از نیروهای مهم در تهور سویه

شتامل جدایته    CTVهتای نوترکیتب شناستایی شتده     (  جدایه2013
SY568  ( از کالیارنیتاVives et al., 1999 ،)B165 (Roy and 

Brlansky, 2010 ،)Kpg3 (Biswas et al., 2012 تمام ،)  اعضتای
 باشند  ( میHarper, 2013) T68و ینوتیپ  RB نژاد

برآیند حاصل از بررسی علائم و توالی کامل چهار جدایته بدست.   
استتان  دهد که دو جدایه بدس. آمده از آمده از این پژوه  نشان می

ی تر )بصورت اختصاص VTو  T36هرکدام در گروه ینوتیپی  مازندران
که از لحاظ علائم و جایگاه ایلوینی گیرند در حالی( قرار میSYعامل 

و  VTدر گروه ینتوتیپی   استان اارساز هم متااوت هستند  دو جدایه 
T3 که از نظر ایلتوینی و ینتوتیپی بتا یکتدیگر     گیرند در حالیقرار می

ینی از لحاظ ایلتو  استان اارسقراب. دارند  با توجه به اینکه دو جدایه 
که در گتروه ینتوتیپی    استان مازندرانهای و ینوتیپی با یکی از جدایه

VT هتای  رسد تااوت در جدایته گیرد قراب. دارند، به نظر میقرار می
هتایی از ویتروس   مربتوش بته ستویه   استتان اتارس   و  استان مازندران
 T36اس. که متعلتق بته گتروه ینتوتیپی      استان مازندرانتریستزا در 

 باشد می

 

 منابع

1. Ahmadi, S., Afsharifar, A., Niazi, A., Sadeghi, M., & Izadpanah, K. )2006(. Distribution and analysis of genetic 
diversity of Citrus tristeza virus (CTV) isolates in Kerman Province. 17th Iranian Plant Protection Congress, 289.(In 
Persian with English abstract) 

2. Alavi, A., Khatabi, B., & Salekdeh, G.H. (2005). Comparison of biologically distinct isolates of Citrus tristeza 
virus from Iran using major coat protein seq uences. Australian Plant Pathology, 34(4), 577-582. 
https://doi.org/10.1071/AP05079 

3. Albiach-Martı́, M.R., Guerri, J., Cambra, M., Garnsey, S.M., & Moreno, P. (2000). Differentiation of Citrus 
tristeza virus isolates by serological analysis of p25 coat protein peptide maps. Journal of Virological 
Methods, 88(1), 25-34. https://doi.org/10.1016/s0166-0934(00)00165-8 

4. Albiach-Marti, M.R., Mawassi, M., Gowda, S., Satyanarayana, T., Hilf, M.E., Shanker, S., Almira, E.C., Vives, 
M.C., Lopez, C., Guerri, J., Flores, R., Moreno, P., Garnsey, S.M., & Dawson, W.O. (2000b). Sequences of Citrus 
tristeza virus separated in time and space are essentially identical. Journal of Virology, 74, 6856-6865. 

https://doi.org/10.1071/AP05079
https://doi.org/10.1016/s0166-0934(00)00165-8


 1402پاییز ، 3، شماره 37)علوم و صنایع کشاورزی(، جلد گیاهان ایران حفاظت های پژوهشنشریه      256

https://doi.org/10.1128/jvi.74.15.6856-6865.2000 
5. Barzegar, A., Rahimian, H., & Hashemi Sohi, H. (2010). Comparison of the minor coat protein gene sequences of 

aphid-transmissible and-nontransmissible isolates of Citrus tristeza virus. Journal of General Plant Pathology, 76, 
143-151. https://doi.org/10.1007/s10327-009-0216-7 

6. Barzegar, A., Sohi, H.H., & Rahimian, H. (2006). Characterization of Citrus tristeza virus isolates in northern 
Iran. Journal of General Plant Pathology, 72, 46-51. https://doi.org/10.1007/s10327-005-0249-5 

7. Bester, R., Cook, G., & Maree, H.J. (2021). Citrus tristeza virus genotype detection using high-throughput 
sequencing. Viruses, 13, 2-168. https://doi.org/10.3390/v13020168 

8. Biswas, K.K., Tarafdar, A., & Sharma, S.K. (2012). Complete genome sequence of mandarin decline Citrus 
tristeza virus of the northeastern Himalayan hill region of India: comparative analyses determine recombinant. 
Archives of Virology, 157, 579–583. https://doi.org/10.1007/s00705-011-1165-y 

9. Carra, A.M., Gambino, G., & Schubert, A. (2007) A cetyltrimethylammonium bromide-based method to extract 
low-molecular-weight RNA from polysaccharide-rich plant tissues. Anal. Biochemistry, 360, 318. 
https://doi.org/10.1016/j.ab.2006.09.022 

10. Cheng, X.F., Wu, X.Y., Wang, H.Z., Sun, Y.Q., Qian, Y.S., & Luo, L. (2012). High codon adaptation in Citrus 
tristeza virus to its citrus host. Virology Journal, 9, 113. https://doi.org/10.1186/1743-422X-9-113 

11. Coetzee, B., Freeborough, M.J., Maree, H.J., Celton, J.M., Rees, D.J.G., & Burger, J.T. (2010). Deep sequencing 
analysis of viruses infecting grapevines: virome of a vineyard. Virology, 400(2), 157-163. 
https://doi.org/10.1016/j.virol.2010.01.023 

12. Cook, G., van Vuuren, S.P., Breytenbach, J.H., Steyn, C., Burger, J.T., & Maree, H.J. (2016). Characterization of 
Citrus tristeza virus single-variant sources in grapefruit in greenhouse and field trials. Plant Disease, 100(11), 
2251-2256. https://doi.org/10.1094/PDIS-03-16-0391-RE 

13. Cowell, S.J., Harper, S.J., & Dawson, W.O. (2016). Some like it hot: Citrus tristeza virus strains react differently 
to elevated temperature. Archives of Virology, 161, 3567-3570. https://doi.org/10.1007/s00705-016-3083-5 

14. Dawson, W.O., Bar-Joseph, M., Garnsey, S.M., & Moreno, P. (2015). Citrus tristeza virus: making an ally from an 
enemy. Annual Review of Phytopathology, 5, 137-155. https://doi.org/10.1146/annurev-phyto-080614-120012 

15. Ebrahim-Nesbat, F., & Nienhaus, F. (1978). Occurrence of Citrus tristeza virus in Iran/Auftreten von Citrus-
Tristeza virus in Iran. Zeitschrift für Pflanzenkrankheiten und Pflanzenschutz/Journal of Plant Diseases and 
Protection, 308-312. 

16. Flores, R., Ruiz-Ruiz, S., Soler, N., Sánchez-Navarro, J., Fagoaga, C., López, C., Navarro, L., Moreno, P., & Peña, 
L. (2013). Citrus tristeza virus p23: a unique protein mediating key virus–host interactions. Frontiers in 
Microbiology, 4, 98. https://doi.org/10.3389/fmicb.2013.00098 

17. Gottwald, T.R., Garnsey, S.M., & Borbón, J. (1998). Increase and patterns of spread of Citrus tristeza virus 
infections in Costa Rica and the Dominican Republic in the presence of the brown citrus aphid, Toxoptera 
citricida. Phytopathology, 88, 621-636. https://doi.org/10.1094/PHYTO.1998.88.7.621 

18. Gushchin, V.A., Karlin, D.G., Makhotenko, A.V., Khromov, A.V., Erokhina, T.N., Solovyev, A.G., Morozov, 
S.Y., & Agranovsky, A.A. (2017). A conserved region in the Closterovirus 1a polyprotein drives extensive 
remodeling of endoplasmic reticulum membranes and induces motile globules in Nicotiana benthamiana 
cells. Virology, 502, 106-113. https://doi.org/10.1016/j.virol.2016.12.006 

19. Harper, S.J., Dawson, T.E., & Pearson, M.N. (2009). Complete genome sequences of two distinct and diverse 
Citrus tristeza virus isolates from New Zealand. Archives of Virolology, 154, 1505–1510.  

20. Harper, S.J., & Pearson, M.N. (2015). Citrus tristeza virus strains present in New Zealand and the South 
Pacific. Journal of Citrus Pathology, 2, 1. https://doi.org/10.1007/s00705-009-0456-z 

21. Harper, S.J. (2013). Citrus tristeza virus: evolution of complex and varied genotypic groups. Frontiers in 
Microbiology, 4, 93. https://doi.org/10.3389/fmicb.2013.00093 

22. Herrera-Isidrón, L., Ochoa-Sánchez, J.C., Rivera-Bustamante, R., & Martinez- Soríano, J.P. (2009). Sequence 
diversity on four ORFs of Citrus tristeza virus correlates with pathogenicity. Virology Journal, 6, 116. 
https://doi.org/10.1186/1743-422X-6-116 

23. Huang, Y.W., Hu, C.C., Liou, M.R., Chang, B.Y., Tsai, C.H., & Meng, M. (2012). Hsp90 interacts specifically 
with viral RNA and differentially regulates replication initiation of Bamboo mosaic virus and associated satellite 
RNA. PLoS Pathology, 8, e1002726. https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1002726 

24. Iftikhar, Y., Abbas, M., Mubeen, M., Zafar-ul-Hye, M., Bakhtawar, F., Bashir, S., Sajid, A., & Shabbir, M.A., 
(2021). Overview of strain characterization in relation to serological and molecular detection of Citrus tristeza 
Closterovirus. Phyton, 90(4), 1063. https://doi.org/10.32604/phyton.2021.015508 

25. Iki, T., Yoshikawa, M., Nishikiori, M., Jaudal, M.C., Matsumoto Yokoyama, E., & Mitsuhara, I. (2010). In vitro 
assembly of plant RNA-induced silencing complexes facilitated by molecular chaperone HSP90. Moecular Cell, 
39, 282–291. https://doi.org/10.1016/j.molcel.2010.05.014 

26. Jo, Y., Choi, H., Kim, S.M., Kim, S.L., Lee, B.C., & Cho, W.K. (2017). The pepper virome: natural co-infection of 
diverse viruses and their quasispecies. BMC Genomics, 1, 1-12. https://doi.org/10.1186/s12864-017-3838-8 

https://doi.org/10.1128/jvi.74.15.6856-6865.2000
https://doi.org/10.1007/s10327-009-0216-7
https://doi.org/10.1007/s10327-005-0249-5
https://doi.org/10.3390/v13020168
https://doi.org/10.1007/s00705-011-1165-y
https://doi.org/10.1016/j.ab.2006.09.022
https://doi.org/10.1186/1743-422X-9-113
https://doi.org/10.1016/j.virol.2010.01.023
https://doi.org/10.1094/PDIS-03-16-0391-RE
https://doi.org/10.1007/s00705-016-3083-5
https://doi.org/10.1146/annurev-phyto-080614-120012
https://doi.org/10.3389/fmicb.2013.00098
https://doi.org/10.1094/PHYTO.1998.88.7.621
https://doi.org/10.1016/j.virol.2016.12.006
https://doi.org/10.1007/s00705-009-0456-z
https://doi.org/10.3389/fmicb.2013.00093
https://doi.org/10.1186/1743-422X-6-116
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1002726
https://doi.org/10.32604/phyton.2021.015508
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2010.05.014
https://doi.org/10.1186/s12864-017-3838-8


 257     …های ویروس تریستزای مرکباتمقایسه علایم، تعیین توالی کامل و تحلیل فیلوژنتیکی جدایهروحانی و همکاران، 

27. Jo, Y., Choi, H., Kim, S.M., Kim, S.L., Lee, B.C., & Cho, W.K. (2016). Integrated analyses using RNA-Seq data 
reveal viral genomes, single nucleotide variations, the phylogenetic relationship, and recombination for Apple stem 
grooving virus. BMC Genomics, 17, 1,1-12. https://doi.org/10.1186/s12864-016-2994-6 

28. Kashif, M., Pietilä, S., Artola, K., Jones, R.A.C., Tugume, A.K., Mäkinen, V., & Valkonen, J.P.T. (2012). 
Detection of viruses in sweetpotato from Honduras and Guatemala augmented by deep-sequencing of small-
RNAs. Plant Disease, 96(10), 1430-1437. https://doi.org/10.1094/PDIS-03-12-0268-RE 

29. Lbida, B., Bennani, A., Serrhini, M.N., & Zemzami, M. (2005). Biological, serological and molecular 
characterization of three isolates of Citrus tristeza closterovirus introduced into Morocco. EPPO Bulletin, 35(3), 
511-517. https://doi.org/10.1111/j.1365-2338.2005.00895.x 

30. Li, R., Gao, S., Hernandez, A.G., Wechter, W.P., Fei, Z., & Ling, K.S. (2012). Deep sequencing of small RNAs in 
tomato for virus and viroid identification and strain differentiation. PloS One, 7, e37127. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0037127 

31. Matsumura, E.E., Coletta-Filho, H.D., Nouri, S., Falk, B.W., Nerva, L., Oliveira, T.S., Dorta, S.O., & Machado, 
M.A. (2017). Deep sequencing analysis of RNAs from citrus plants grown in a citrus sudden death-affected area 
reveals diverse known and putative novel viruses. Viruses, 9(4), 92. https://doi.org/10.3390/v9040092. 

32. Melzer, M.J., Borth, W.B., Sether, D.M., Ferreira, S., Gonsalves, D., & Hu, J.S. (2010). Genetic diversity and 
evidence for recent modular recombination in Hawaiian Citrus tristeza virus. Virus Genes, 40, 111-118. 
https://doi.org/10.1007/s11262-009-0409-3 

33. Mine, A., & Okuno, T. (2012). Composition of plant virus RNA replicase complexes. Current Opinion Virology, 2, 
669–675. https://doi.org/10.1016/j.coviro.2012.09.014 

34. Moreno, P., Ambros, S., Albiach-Marti, M.R., Guerri, J., & Peoa, L. (2008). Citrus tristeza virus: a pathogen that 
changed the course of the citrus industry Molecular Plant Patholology, 9, 251-268. https://doi.org/10.1111/j.1364-
3703.2007.00455.x 

35. Moshe, B.J., & Munir, M. (2000). The Role of Defective RNAs in Citrus Tristeza Virus Diseases. 
https://doi.org/10.3389/fmicb.2013.00132 

36. O’Neal, S.T., Samuel, G.H., Adelman, Z.N., & Myles, K.M. (2014). Mosquito-borne viruses and suppressors of 
invertebrate antiviral RNA silencing. Viruses, 6(11), 4314-4331.  https://doi.org/10.3390/v6114314 

37. Pais da Cunha, A.T., Chiumenti, M., Ladeira, L.C., Abou Kubaa, R., Loconsole, G., Pantaleo, V., & Minafra, A. 
(2021). High throughput sequencing from Angolan citrus accessions discloses the presence of emerging CTV 
strains. Virology Journal, 18(1), 1-8. https://doi.org/10.1186/s12985-021-01535-x 

38. Pappu, H.R., Pappu, S.S., Kano, T., Koizumi, M., Cambra, M., Moreno, P., & Niblett, C.L. (1995). Mutagenic 
Analysis and Localization of a Highly Conserved Epitope. Phytopathology, 85, 1311-1315. 
https://doi.org/10.1094/Phyto-85-1311 

39. Ramírez-Pool, J.A., Xoconostle-Cázares, B., Calderón-Pérez, B., Ibarra-Laclette, E., Villafán, E., Lira-Carmona, 
R., & Ruiz-Medrano, R. (2022). Transcriptomic analysis of the host response to mild and severe CTV strains in 
naturally infected Citrus sinensis orchards. International Journal of Molecular Sciences, 23(5), 2435. 
https://doi.org/10.3390/ijms23052435. 

40. Roy, A., & Brlansky, R.H. (2010). Genome analysis of an orange stem pitting Citrus tristeza virus isolate reveals a 
novel recombinant genotype. Virus Research, 151, 118–130. https://doi.org/10.1016/j.virusres.2010.03.017 

41. Ruiz-Ruiz, S., Moreno, P., Guerri, J., & Ambrs S. (2006). The complete nucleotide sequence of a severe stem 
pitting isolate of Citrus tristeza virus from Spain: comparison with isolates from different origins. Archives of 
Virology, 151, 387–398. https://doi.org/10.1007/s00705-005-0618-6 

42. Ruiz-Ruiz, S., Navarro, B., Gisel, A., Pena, L., Navarro, L., Moreno, P., Serio, F.D., & Flores, R. (2011). Citrus 
tristeza virus infection induces the accumulation of viral small RNAs (21–24-nt) mapping preferentially at the 3′-
terminal region of the genomic RNA and affects the host small RNA profile. Plant Molecular Biology, 75, 607-
619. https://doi.org/10.1007/s11103-011-9754-4 

43. Saponari, M., & Yokomi, R.K. (2010). Use of the coat protein (CP) and minor CP intergene sequence to 
discriminate severe strains of Citrus tristeza virus (CTV) in three US CTV isolate collections. In International 
Organization of Citrus Virologists Conference Proceedings (1957-2010), 17, 17.  

44. Satyanayanana, T., Gowda, S., Ayllón, M.A., & Dawson, W. O. (2004). Closterovirus bipolar virion: evidence for 
initiation of assembly by minor coat protein and its restriction to the genomic RNA 5´region. Proceeding of 
National Academic Science. USA, 101, 799-804. https://doi.org/10.1073/pnas.0307747100 

45. Suastika, C., Natsuaki, T., Terui, H., Kano, T., Ieki, H., & Okuda, S. (2001). Nucleotide sequence of Citrus tristeza 
virus seedling yellows isolate. Journal of General Plant Pathology, 67(1), 73-77. 
https://doi.org/10.1007/PL00012992 

46. Turchinovich, A., Surowy, H., Serva, A., Zapatka, M., Lichter, P., & Burwinkel, B. (2014). Capture and 
Amplification by Tailing and Switching (CATS) An ultrasensitive ligation-independent method for generation of 
DNA libraries for deep sequencing from picogram amounts of DNA and RNA. RNA biology, 11(7), 817-828. 
https://doi.org/10.4161/rna.29304 

https://doi.org/10.1186/s12864-016-2994-6
https://doi.org/10.1094/PDIS-03-12-0268-RE
https://doi.org/10.1111/j.1365-2338.2005.00895.x
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0037127
https://doi.org/10.3390/v9040092
https://doi.org/10.1007/s11262-009-0409-3
https://doi.org/10.1016/j.coviro.2012.09.014
https://doi.org/10.1111/j.1364-3703.2007.00455.x
https://doi.org/10.1111/j.1364-3703.2007.00455.x
https://doi.org/10.3389/fmicb.2013.00132
https://doi.org/10.3390/v6114314
https://doi.org/10.1186/s12985-021-01535-x
https://doi.org/10.1094/Phyto-85-1311
https://doi.org/10.3390/ijms23052435
https://doi.org/10.1016/j.virusres.2010.03.017
https://doi.org/10.1007/s00705-005-0618-6
https://doi.org/10.1007/s11103-011-9754-4
https://doi.org/10.1073/pnas.0307747100
https://doi.org/10.1007/PL00012992
https://doi.org/10.4161/rna.29304


 1402پاییز ، 3، شماره 37)علوم و صنایع کشاورزی(، جلد گیاهان ایران حفاظت های پژوهشنشریه      258

47. Vives, M.C., Rubio, L., Lopez, C., Navas-Castillo, J., Albiach-Martí, M.R., Dawson, W.O., Guerri, J., Flores, R., 
Moreno, P. (1999). The complete genome sequence of the major component of a mild citrus tristeza isolate. 
Journal of General Virology, 80, 811–816. https://doi.org/10.1099/0022-1317-80-3-811 

48. Wang, X., Goregaoker, S. P., & Culver, J. N. (2009). Interaction of the Tobacco mosaic virus  replicase protein 
with a NAC domain transcription factoris associated with the suppression of systemic host defenses.  Journal of 
Virology. 83, 9720–9730. https://doi.org/10.1128/JVI.00941-09 

49. Weng, Z., Barthelson, R., Gowda, S., Hilf, M. E., Dawson, W. O., Galbraith, D. W., & Xiong, Z. (2007). Persistent 
infection and promiscuous recombination of multiple genotypes of an RNA virus within a single host generate 
extensive diversity. PLoS One, 2(9), e917. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0000917 

50. Wylie, S. J., Li, H., Saqib, M., & Jones, M. G. (2014). The global trade in fresh produce and the vagility of plant 
viruses: a case study in garlic. PLoS One, 9 (8), e105044. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0105044 

51. Wu, G.W., Tang, M., Wang, G.P., Wang, C.X., Liu, Y., Yang, F., & Hong, N. (2014). The epitope structure of 
Citrus tristeza virus coat protein mapped by recombinant proteins and monoclonal antibodies. Virology, 448, 238-
246. https://doi.org/10.1016/j.virol.2013.10.021 

52. Yokomi, R., Selvaraj, V., Maheshwari, Y., Chiumenti, M., Saponari, M., Giampetruzzi, A., Weng, Z., Xiong, Z., & 
Hajeri, S. (2018). Molecular and biological characterization of a novel mild strain of Citrus tristeza virus in 
California. Archives of Virology, 163, 1795-1804. https://doi.org/10.1007/s00705-018-3799-5 

53. Yokomi, R. (2019). CTV vectors and interactions with the virus and host plants. Citrus Tristeza Virus: Methods 
and Protocols, 29-53. https://doi.org/10.1007/978-1-4939-9558-5_4. 

 
 
  

https://doi.org/10.1099/0022-1317-80-3-811
https://doi.org/10.1128/JVI.00941-09
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0000917
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0105044
https://doi.org/10.1016/j.virol.2013.10.021
https://doi.org/10.1007/s00705-018-3799-5
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-9558-5_4

