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در سطح وسيعی از مزارع باقلا استان ( موزائيک و زردی)م بيماری ويروسی ئی اخير علاها سال در

و  نيتر عيشا، يکی از روسيو یپوتی گياهی متعلق به جنس ها روسيو. استگلستان مشاهده شده

ها ويروسپوتیبه منظور رديابی . باشند یمی ويروسی در گياهان زا یماريبترين عوامل مهم

استان  ازطی فصل زراعی ها  با علايم موزائيک، زردی، بدشکلی و پيچيدگی برگ یگياهانحبوبات 

های مذکور استخراج کل از نمونه RNA ها،منظور تاييد آلودگی نمونهبه. شدآوری  جمعگلستان 

نمونه،  35از بين  (Oligo1n/Oligo2n) روسيو یپوت ا جفت آغازگر عمومیپس از بررسی ب .شد

ها به منظور  های آلوده، تعدادی از نمونه از بين نمونه. نمونه آلوده تشخيص داده شد 11تعداد 

های استان گلستان آلوده به ويروس  که نمونه نتايج نشان داد. شدندرديابی ويروس تعيين توالی 

محاسبه تبارزايی،  هایتجريه. باشند می( Bean yellow mosaic virus, BYMV)ا موزائيک زرد لوبي

های استراليا و ژاپن در يک گروه جدايه گلستان در کنار جدايه که نشان دادفاصله ژنتيکی و تنوع 

های دنيا جدايه و مقايسه آن با ساير BYMV ويروس تعيين جايگاه جدايه ايرانی. گيرندمی قرار

 .رسد منشا خارجی دارد یمو به نظر  کرداملی و پيدايش اين جدايه در ايران را مشخص منشا تک

اين نتايج باقلا با علايم  براساس. باشدترين تنوع مولکولی و ميزبانی در شرق آسيا موجود میبيش

های ديگر در بين ميزبان  BYMVترين ميزان آلودگی را به ويروسبدشکلی برگ بيش و موزائيک

 .دارد

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

ترین عوامل محدود کننده افزایش تولید حبوبات در یکی از مهم

 Salari)باشند زای ویروسی مینقاط مختلف کشور، عوامل بیماری

et al. 2013 .)های آلودکننده حبوبات میویروساز جمله پوتی-

 Bean yellow mosaic virus ،Pea mosaic virus، White توان به

lupin mosaic virus و Clover yellow vein viru  اشاره کرد

(Hammond and Hammond 2003 .)در این میان ویروس 

BYMV  ای از  که به طیف گستردهبوده مشکل بسیار جدی

متعلق به  BYMV. (AI-Ani et al. 2012)کند  حبوبات حمله می

این جنس  .باشد می Potyvirusو جنس  Potyviridaeخانواده 

 خانواده 52ها در بین ترین جنس ترین و اقتصادیهمیکی از م

های این  گونه درصد 39حاوی که باشد  های گیاهی میویروس

 RNAژنوم این ویروس  (.Nguyen et al. 2013)خانواده است 

ORFای مثبت و شامل یک  تک رشته
پروتئین  است که یک پلی 1

 یروساین و .(Gibbs and Ohshima 2010)کند  بزرگ را کد می

 از به خوبی چنینو هم 5ونه شته به روش ناپایاگ 59بیش از توسط 

 1392در ایران، اولین بار در سال . دشومی منتقل گیاهان بذر طریق

 Saeedizadeh)از حبوبات و مناطق مختلف کشور گزارش شد 

2005 .) 

در  BYMV ویروس (CP) پوشش پروتئینیژن اولین توالی کامل 

در (. Hammond et al. 1989)بی شد یا توالی 1323سال 

 های انجام گرفته براساس دامنه میزبانی در ژاپن، سه نژاد از بررسی

از  Pاز گیاه باقلا، نژاد  Bشامل نژاد  BYMV ویروس

شد  معرفی  از گیاه لوبیای معمولی O و نژاد  نخودفرنگی

(Inouye 1968 .) بعدها با بررسی ژنوم کامل ویروس، نژاد دیگری

 1331تا سال (. Wada et al. 2000)از گلایول گزارش شد  نیز

 BYMV ،Pea mosaic virus، White lupin ویروس هایجدایه

mosaic virus وClover yellow vein virus  زیرگروه  در

BYMV  شدندمیطبقه بندی (Randles et al. 1980؛ Jones and 

Diachun 1977 )پروتئینی وهای ناحیه پوشش اما مقایسه توالی 

                                                           
1
 Open reading frame 

2
 Non-persistent 

3
 Coat protein 

4
 Pisum sativum 

5 Phaseolus vulgaris 

3′-UTR ویروس که و تشابه کم در این نواحی نشان داد-

باشند سه ویروس متمایز می PMVو  BYMV ،CYVVهای

(Tracy et al. 1991.) های در ایران پراکنش این ویروس در استان

به روش ( خوزستان، گلستان، اصفهان و تهران)مهم کشت باقلا 

 میانگین لودگی باسرولوژیکی بررسی شد و بالاترین درصد آ

 .Rohani et al) درصد به استان اصفهان اختصاص داشت 25/25

 تاکنون هیچ توالی از ناحیه پوشش پروتئینی جدایه ایرانی(. 2007

این  NIbو تنها ژن  وجود نداشتهدر بانک ژن  BYMV ویروس

و در بانک  شده توالیویروس از استان آذربایجان شرقی تعیین 

باشد موجود می JF707769 یژن با شماره دسترس

(Ghasemzadeh et al. 2012) .CP ترین ژن است که به متنوع

ها مطالعه شده ویروسو دیگر پوتی BYMV ویروس خوبی در

قابل بنابراین از بسیاری پارامترهای (. Cuevas et al. 2012)است 

دسترس برای تعیین جایگاه تاکسونومیکی نژاد، اطلاعات پوشش 

ترین و مفیدترین پارامتر برای تمایز  ها موفق توالی ژن و پروتئینی

 Mckern et al. 1993; Fuji)باشد ها و نژادها میویروسبین پوتی

et al. 2003).  با توجه به اینکه در مطالعات قبلی پراکنش گسترده

این ویروس از مناطق مختلف کشور گزارش شده و این ویروس 

-محصولات کشاورزی به سالانه باعث خسارات فراوانی به

بنابراین  .(Rohani et al. 2007) شودخصوص حبوبات می

 بوده تر بر روی ژنوم آن امر ضروریشناسایی و مطالعات جزئی

که ممکن است گام اولیه در جهت مدیریت این بیماری و کاهش 

همچنین، با توجه به بررسی . خسارات ناشی از این ویروس باشد

لذا هدف این  .سیر تکامل و تحول آن پی بردتوان به تبارزایی می

 ینیپروتئناحیه پوشش  توالیمولکولی و تعیین  ردیابی تحقیق

جنس  عمومی آغازگرهای با استفاده از BYMV ویروس

های میزبان از استان گلستان و باشد که از مناطق ویروس می پوتی

 .آوری شده بودمختلف حبوبات جمع

 

  روسیویمنابع 

های گیاهی موزائیک زرد لوبیا، ابتدا نمونه منظور ردیابی ویروسبه

تابستان و بهار سال  هایطی فصلمشکوک به آلودگی ویروسی 

..... 

  هامواد و روش
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گی، لوبیا سبز، ماش و نخود ایرانی مزارع از گیاهان باقلا، نخودفرن

های مولکولی آوری و برای آزمایشحبوبات استان گلستان جمع

 .به آزمایشگاه منتقل شد

  PCRهای و واکنش cDNA سنتز  ،RNAاستخراج

برابر حجم بافر سیترات  سهها در  گیری، نمونه پس از عصاره 

درصد  39سبت ، با کلروفرم به ن(pH=2/9) مولار 1/9آمونیوم 

 سنتزتیمار و سانتریفوژ شدند و از رونشین به دست آمده برای 

cDNA استفاده شد .RNA ویروس، با استفاده ازmRNA capture 

Kit ( شرکتRocheآلمان ، ) طبق دستورالعمل شرکت سازنده

جذب شده به لوله با  RNAبا استفاده  cDNAسنتز .شداستخراج 

 Moloney murine leukemia virus (Mmulv )Revert Aidآنزیم 

سنتز  واکنش. صورت گرفت( ، لیتوانیFermentasشرکت )

cDNA  برابر 2میکرولیتر بافر  19با مخلوط کردنExpand RT  ،

، DTT  (100 mM)میکرولیتر دو ،dNTP  (10 mM)میکرولیتر دو

 مخلوط حاصل. شدتهیه oligodT (10 μM ) میکرولیتر آغازگر 3

درجه  95و در دمای  رسیدهمیکرولیتر  29حجم  با افزودن آب به

در مرحله بعد برای . ساعت قرار داده شد گراد به مدت یک سانتی

 حاصل با جفت آغازگرهای عمومی cDNAتکثیر قطعه مورد نظر، 

مخلوط واکنش . شدتکثیر  روسیو یپوت ناحیه پوشش پروتئینی

PCR  میکرولیتر  2/5شامل میکرولیتر  52در حجمBuffer PCR 

(10x) ،میکرولیتر یک Mgcl2 (50 mM) ،2/9  میکرولیتر

 میکرولیتر از هر کدام از آغازگرهای دو ،dNTP  (10 mM)مخلوط

-ترتیب با توالیبه( برگشت) Oligo2nو ( رفت) Oligo1n دژنره

 ،tgctgcKgcYttcatYtg-3´´5- و ´atggtHtggtgYatH gaRaaYgg-3-´5 های

شرکت )  Taq DNA polymerase (U/ul 5) آنزیم واحد دو

برنامه  .بود cDNA (20 ng/μl)میکرولیتر  3و ( تکاپوزیست، ایران

PCR  گراد یسانتدرجه  39ی اولیه ساز واسرشتچرخه  39شامل 

ی ساز واسرشتشامل )چرخه  32، (یک چرخه)دقیقه  2مدت به

درجه  29ثانیه، اتصال آغازگرها  39به مدت  گراد یسانتدرجه  39

مدت به گراد یسانتدرجه  25 ثانیه و تکثیر 92مدت به ادگر یسانت

 گراد یسانتدرجه  25و تکثیر نهایی واکنش در دمای ( دقیقه یک

شده در الکتروفورز ژل آگارز  قطعه تکثیر. بوددقیقه  19مدت به

. نظر اطمینان حاصل شد یک درصد رویت و از اندازه باند مورد

گرها برای تعیین توالی به مستقیما همراه با آغاز PCRمحصول 

 . شدارسال ( تهرانایران، )شرکت تکاپوزیست 

 تبارزایی تجزیه

های استنتاجی با استفاده توالی موردنظر، قطعهپس از تعیین ترادف 

 هم. آمد بدست  Editseqو DNAMANافزارهای از نرم

محاسبه فاصله ژنتیکی توالی موردنظر با ی چندگانه و ساز فیرد

 منطقهکه حاوی  موجود در بانک ژن BYMV ویروس جدایه 52

 .Clustal X (Thompson et al افزارهایتوسط نرم مورد نظر بودند

انجام شد  MegAling (Clewley and Arnold 1997) و( 2002

 Neighbourها به روش نمودار درختی این جدایه(. 1جدول )

joining  در برنامهMEGA5 (Kumar et al. 2008) در . شد مترسی

 های تبارزاییتجزیهموجود در بانک ژن و مورد استفاده در  BYMVهای ویروس  شماره دسترسی، منشا و میزبان جدایه -1جدول 

 شماره دسترسی منشأ میزبان ره دسترسیشما منشا میزبان

 EU082112 استرالیا AY520092 Vicia faba آمریکا -

Canna sp. چین DQ060521 Vicia faba استرالیا EU082128 

Lupinus angustifolius استرالیا AF192783 Vicia faba ژاپن D89545 

Lupinus angustifolius استرالیا AF192781 Gladiolus sp. اپنژ AB041970 

Vicia faba آمریکا NC_003492 Gentiana هلند AJ289199 

Phaseolus vulgaris استرالیا EU082123 Lupinus luteus روسیه EU082127 

Gladiolus sp. آمریکا AY192568 Vicia faba اسپانیا JN792544 

Kennedia prostrata استرالیا DQ901432 Eustoma russellianum نتایوا AM884180 

 AJ289200 آلمان EF611822 Gentiana هندوستان -

Diuris magnifica استرالیا JX173278 Vanilla fragrans هندوستان AY845011 

Danish gladiolus دانمارک X53684 Vanilla fragrans هندوستان AY845012 

   Freesia sp کره جنوبی FJ492961 
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 Watermelon mosaic)ویروس موزائیک هندوانه  تجزیهاین 

virus, WMV) عنوان گروه خارجی مورد استفاده قرار گرفتبه .

 5و نسبت جانشینی نامترادف 1، انتخاب طبیعیتعیین تنوع ژنتیکی

(dN) 3بر جانشینی مترادف (dS)  که با علامتω  نشان داده

 Kimura's twoروش بهو  MEGA5با نرم افزار  شود می

parameter ن توالی گلستان و دیگر کشورها انجام گردیدبی. 

 

باقلا، ) های گیاهیهای مولکولی روی نمونهبررسی نتایج

مشکوک به بیماری ( معمولی و لوبیاسبز نخود نخودفرنگی،

نمونه با استفاده از  32نمونه از  15 که در ویروسی نشان داد

 352ای به اندازه ویروس قطعهآغازگرهای عمومی جنس پوتی

پس از تعیین توالی و . (1شکل ) شدتکثیر  CPجفت باز از ناحیه 

بلاست نتایج، صحت ویروسی بودن قطعات و شباهت آن به 

موجود بانک ژن  BYMV ناحیه پروتئین پوششی ویروس توالی

 موزائیکعلائم باقلا با  که برداری نشان دادنتایج نمونه. شدتایید 

ترین میزان آلودگی را به کلی پهنک برگ بیشبدش و

در  31های دیگر در سال زراعی در بین میزبان BYMVویروس

اساس  بر. (5جدول ) آباد و کردکوی داشته استمناطق هاشم

-جدایه کلیه ،Neighbour joiningها به روش تجزیه کلاستر توالی

ایران  جدایه(. 5شکل ) ندگروه قرار گرفت 9شده در  تجزیههای 

از استرالیا، دو جدایه از  هیجدادر گروه یک به همراه دو ( گلستان)

ایرانی در  موقعیت جدایه .گرفت ژاپن و یک جدایه از هلند قرار

، از روی های این گروهجدایه. بودها متمایز بین سایر جدایه

 .سازی شدندشناسایی و خالصهای باقلا و گیاهان زینتی میزبان

جدایه ایران  که نشان داد از تجزیه فیلوژنتیکینتایج حاصل 

 و از نظر بودهی استرالیا و ژاپن نزدیکتر ها هیجدابه ( گلستان)

 .Wylie et al) داشتها ترین شباهت را به این جدایهتکاملی بیش

بود و  913/9ها  جدایهدر کل میانگین فاصله ژنتیکی (. 2008

 ترتیبهب 9تا  یکی ها در گروه( شاخص تنوع ژنتیکی) πمقدار 

که بود، در صورتی 959/9و  912/9، 939/9، 922/9 با برابر

                                                           
1
 Natural selection 

2
 Nonsynonymous substitution 

3
 Synonymous substitution 

 دو درصدیعنی  913/9ها حدود میانگین تنوع ژنتیکی درون گروه

 .بود

 
درصد مربوط به ناحیه ژن  یک در ژل آگارز PCRنتایج آزمون  -1شکل 

باند حاصل از  یکک چاه .ویروس موزائیک زرد لوبیا پوشش پروتئینی

 Gene اندازه مربوط به نشانگر Mچاهک  ؛(Oligo1n/Oligo2n) آغازگرهای

ruler DNA ladder 1 Kb ( شرکتFermentasلیتوانی ،).  

 

برداری گیاهان مختلف حبوبات و میزان آلودگی و محل نمونه دتعدا -5جدول 

 در استان گلستان BYMVها به ویروس آن

 

 dN/dSنسبت . دباشمی 1ژنتیکی مربوط به گروه  ترین تنوعبیش

بدست  913/9 برای جمعیت کلذکر شده و های مختلف  در گروه

که نشان دهنده نقش انتخاب طبیعی در تکامل و تنوع این  آمد

با مقدار  1 در گروه dN/dSبیشترین مقدار  .باشدویروس می

یکی از  BYMVویروس  .(3جدول ) مشاهده شد 532/9

باشد که از لحاظ  ت میکننده حبوبا های آلوده ترین ویروس مهم

  نتایج و بحث

های تعداد نمونه زبانمی برداریمحل نمونه

 مورد آزمایش

 تعداد نمونه

 آلوده 

 9 2 لوبیا سبز آباد، کردکوی و لمسکهاشم

 9 3 نخود معمولی آباد و کفشگیریهاشم

 9 3 ماش دلندسالیکده و 

 15 12 باقلا آباد و کردکویهاشم

 9 2 نخود فرنگی خطیر آباد

500 bp 
327 bp 
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 کند بسیار مورد توجه است خسارتی که به گیاه باقلا وارد می

(Hemida et al. 2005.) های مقایسه توالی نوکلئوتیدی جدایه

ویروسی از مناطق جغرافیایی متفاوت امکان تجزیه و تحلیل 

 Abubakar)سازد فراهم می های گیاهی راساختار ژنتیکی ویروس

2003.) 

 
های مختلف  تنوع ژنتیکی و نسبت جانشینی آمینواسیدی در جدایه -3جدول 

 .تبارزایشیهای  در گروه BYMVویروس 

 
جانشینی مترادف با 

 (dS)اعمال تصحیح 

جانشینی نامترادف 
با اعمال تصحیح 

(dN) 
dN/dS 

تنوع 
ژنتیکی 
(π) 

 913/9 913/9 919/9 235/9 دنیا
 922/9 9532/9 999/9 122/9 1گروه 

 939/9 9539/9 999/9 132/9 5وه گر
 912/9 912/9 912/9 239/9 3گروه 
 959/9 953/9 999/9 592/9 9گروه 

 

اساس  بر Neighbour joiningنمودار درختی رسم شده به روش  -5شکل 

 ویروس هیجداجفت بازی ژن پوشش پروتئینی  352توالی نوکلئوتیدی قطعه 

BYMV  ی موجود در بانک ژن،ها هیجداو ( Watermelon mosaic virus, 

WMV )استعنوان گروه خارجی در نظرگرفته شدهبه. 

 

ترین  بیش تبارزاییهای تجزیهدر  CPطبق نظر محققان ناحیه 

های ذخیره شده در بانک ژن بیشتر مربوط  کاربرد را دارد و توالی

 .Wylie et al (.Cuevas et al. 2012) باشدمیبه این ناحیه 

توزیع جغرافیایی و اساس  را بر BYMVهای ایهجد ،(2008)

گروه باقلا تنها  .تخصص میزبانی مورد بررسی فیلوژنی قرار دادند

اینووای از ژاپن  Bبود که با نژاد  V. fabaهای  جدایه شامل

فقط در  Bهای موجود در گروه  که جدایهاز آنجا. مطابقت داشت

ریق بذر در اقیانوسیه، ژاپن و استرالیا وجود داشتند در نتیجه از ط

 Spetz et al. 2003 )اروپا و آمریکای جنوبی گسترش یافتند 

های پراکنش این ویروس در سال(. Lovisolo et al. 2003؛

گیاه به روش سرولوژیکی  ندر مناطق مهم کشت ای 1322-1329

درصد بود  92/22گلستان تعیین شد و میزان آلودگی استان 

(Rohani et al. 2007.)  با توجه به نتایج تحقیق حاضر میزان

بنابراین انتشار گسترده  .استدرصد افزایش یافته 32/55آلودگی 

تواند تنها به وسیله ناقلین طبیعی یعنی  ینم ،BYMVویروس

صورت گرفته باشد و این مسئله انتشار با بذر توسط انسان  ها شته

مربوط به گروه  dN/dSمقدار  بیشترینهمچنین  .کند یمرا تقویت 

که نشان دهنده قدمت بالای این ویروس در این گروه و  بوده 1

نقش اصلی انتخاب منفی در تکامل این  دهنده نشان چنینهم

تغییرات نوکلئوتیدی منجر به تغییر  بنابراین .باشدمیویروس 

این احتمال  .استی نشده و تغییرات فنوتیپی زیاد نبودهآمینواسید

شا جدایه استان گلستان، از جنوب شرق آسیا و من وجود دارد که

ر ایران مطالعات محدودی در مورد این ویروس د .باشد  Bنژاد آن 

های کوچکی از ژنوم جدایه آذربایجان  انجام شده و تنها بخش

ترین تشابه بیشجدایه آذربایجان، . استشده توالیشرقی تعیین 

ق یبا نتایج این تحق نوکلئوتیدی را با جدایه استرالیایی داشته که

در هند مطابقت  .Kaur et al (2013)مشابهت دارد اما با نتایج 

های گزارش های هند ارتباط نزدیکی با جدایهزیرا جدایه .ندارد

این اولین گزارش از . شتندشده از استرالیا و ژاپن بر روی باقلا ندا

در ایران  BYMVویروس پروتئین پوششی ردیابی و تعیین ترادف 

ویروس ردیابی شده با  .باشد باقلا استان گلستان میمزارع و 

ثبت  NCBIدر پایگاه اطلاعاتی  KM209330شماره دسترسی 

های ویروس و عوامل دخیل در رقابت بین جدایه درک .استشده

-های گیاهی گام اول به سوی گسترش استراتژیتکامل ویروس

ی تولید ارقام های بادوام به خصوص از طریق اصلاح گیاهان برا

مقاومت با  (.Desbiez et al. 1977)باشد مقاوم و تراریخته می

و  استها گزارش شده ویروس در تعدادی از پوتی CPانتقال ژن 

در استرالیا پس از انتقال  BYMV ویروس تولید گیاهان مقاوم به

 .(Chu et al. 1999) استآمیز بودهدر شبدر موفقیت CPژن 
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