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 چکیده
 تمام بین در. کندمی یدتهد را باقلا تولید ها،بیماری و آفات محلی، ارقام کم یبازده خشکسالی،: جمله از زیادی هایمحدودیت

 نبود و دشوار شخیصت دلیل به که اندشده گرفته نظر در عامل ترینمخرب عنوانبه باقلا به زنندهخسارت هایویروس ها،محدودیت
های گزارش شده از وسدر میان ویر .اندشده گزارش جهان سراسر در باقلا گیاه برای جدی مشکل یک عنوان به مناسب، کنترلی روش

عی از گیاهان را آلوده ی وسیهای ویروسی است که دامنهترین بیماری( یکی از معروفBYMVموزاییک زرد لوبیا )روی باقلا، ویروس 
های بردارینهنمو براساس، حاضر باشد. در پژوهشمی Potyvirusجنس از و  Potyviridaeی خانواده متعلق بهکند. این ویروس می

آوری شده دارای های جمعنهآوری شد. نموجمع زنجانی استان برگی از مزارع باقلا ینهنمو 100، 98و  97زراعی  فصلانجام شده در 
های ستفاده از آزمونها با اعلایم موزاییک سبز خفیف تا شدید، سبزردی، کوچکی و بدشکلی برگی بودند. در مرحله اول، نمونه

بادی ثبت با آنتیمهای دارای واکنش قرار گرفتند. نمونه مورد بررسی BYMVایی بادی چندهمسانهو آنتی  DAS-ELISAسرولوژیکی
آغازگرهای ری ( و به کارگیRT-PCRمراز )ای پلیبرداری معکوس و واکنش زنجیرههای مولکولی رونوشتاز طریق روشاختصاصی، 
بر روی  ،PCRنش مورد بررسی تکمیلی قرار گرفتند. نواحی تکثیر یافته در واک BYMVویروس از  CPو  HC-Pro نواحیاختصاصی 
جفت باز( در  750و  1100) نظربه طول مورد  DNA قطعاتی تکثیر دهندهنتایج حاصل، نشان .درصد ارزیابی شدند یکژل آگارز 

در  BLASTز ابزار جسنجوی ابه دست آمده با استفاده  هایهای مزبور و بررسی توالینمونهتعیین توالی آوری شده بود. های جمعنمونه
 BYMVهای ایهدر مورد جد Genbankهای ثبت شده در درصدی آن با توالی 92-98ی مطابقت دهنده، نشانNCBIپایگاه اطلاعاتی 

 باشد.می زنجاناری استان ک باقلامزارع  در( BYMVویروس موزاییک زرد لوبیا )از مناطق مختلف جهان بود. این اولین گزارش از حضور 

 مراز و زنجانای پلیواکنش زنجیرهویروس موزائیک زرد لوبیا، باقلا، الایزا،  واژگان کلیدی:
 

 مقدمه
های کشاورزی ظامنای و زراعی قابل ملاحظه، جایگاه خاصی در ی تغذیههاویژگیدارا بودن  علت(، به Leguminosaeحبوبات ) 

روتئین در کشورهای درحال پدهند. حبوبات، منبع اصلی ترین منبع غذایی بشر را تشکیل میپس از غلات، مهمجهان دارند. این گیاهان 
های زیر کشت ن(. وسعت زمیKumari and Van Leur, 2011ای در تولید غذا در این کشورها دارند )توسعه هستند و لذا نقش ویژه

است. این مقادیر برای ایران به  کیلوگرم در هکتار 900میلیون تن و متوسط عملکرد  73میلیون هکتار، با تولید کل  80حبوبات در دنیا، 
، یکی .Vicia faba Lلمی ع(. باقلا با نام FAO, 2013کیلوگرم در هکتار است ) 897ترتیب یک و نیم میلیون هکتار، یک میلیون تن و 

باشد. باقلا در نقاط چنین ایران میسودان، انگلستان، استرالیا و هم از حبوبات عمده در بسیاری از کشورها مانند چین، مصر، اتیوپی،
های حال، محدودیت گردد. با اینکار میغربی به عنوان محصول عمده، کشت و خصوص نواحی شمالی، جنوب و جنوبمختلف ایران به

ها، کند. در بین تمام محدودیتمحصول را تهدید می ها، تولید اینی کم ارقام محلی، آفات و بیماریزیادی از جمله: خشکسالی، بازده
و نبود روش کنترلی  اند که به دلیل تشخیص دشوارترین عامل در نظر گرفته شدهعنوان مخربزننده به باقلا بههای خسارتویروس

 (. Sillero et al., 2010اند )مناسب، به عنوان یک مشکل جدی برای گیاه باقلا در سراسر جهان گزارش شده
های شوند. بیماریدرصدی عملکرد در ارقام حساس می 30های ویروسی باعث ضرر و زیان قابل توجه اقتصادی و کاهش آلودگی
 Khalil andکنند )های ثانویه، مستعد میی پاتوژنشوند، بلکه گیاه را نسبت به حملهتنها باعث آسیب مستقیم به میزبان میویروسی نه

Erskine, 2001های گزارش شده از باقلا، در میان ویروساند. سازی شدهزا از گیاه باقلا گزارش و جداعداد زیادی ویروس خسارت(. ت
ی وسیعی از گیاهان را های ویروسی است که دامنهترین بیماریترین و اقتصادییکی از مهم "(BYMVلوبیا ) زرد موزائیک ویروس"
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شود، اما باعث نابودی گیاه نمی BYMVیابد. گرچه خسارت آلودگی با صورت ناپایا انتقال میکند و توسط چندین گونه شته بهآلوده می
 (.Sidaros et al. 2006دهد )میزان عملکرد گیاه را کاهش می

 روش بررسی

 ردیابی و شناسایی ویروس موزاییک زرد لوبیا در مزارع باقلا

صورت استان زنجان به نواحی مختلف های گیاهان دارای علایم ویروسی از مزارع باقلای برگ  1397تا  1396در فصول زراعی 
های پلاستیکی مخصوص قرار داده شد و در مجاورت یخ به آزمایشگاه منتقل برداری در کیسهجداگانه با ثبت نام محل و تاریخ نمونه

تهیه شده از   BYMVکلونالپلی بادیگیری از آنتیبا بهره  DAS-ELISAها، از آزمون ین نمونهدر ب  BYMVشدند. برای تشخیص 
 2خوانالیزادقیقه با دستگاه  30( استفاده شد. نتایج پس از گذشت حدود 1977) 1طبق دستورالعمل کلارک و آدامز Biorebaمؤسسه 
Epoch (BioTech )های بیشتر انتخاب گردید و از هر منطقه یک نمونه آلو ده به ویروس برای بررسینانومتر قرائت  405موج طول  با
 گردید.

 یانتخاب یهاهیجدا HC-Pro و CPنواحی  یابییو توال ریتکث اه،یکل گ آر.ان.ای استخراج
شرکت ) Top Plant and Fungi RNA Purification kit تی، با استفاده از کBYMV آلوده به یانتخاب هایکل نمونه ی.آر.ان.ا

 یز جفت آغازگر اختصاص، ا HC-Pro و CP یاحون ریتکث ی. برادی( بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده، استخراج گردرانیا -توپاز ژن
 BYMVCPfor و BYMVCPrev  (GTCTGTTCCAACATTGCCAT) با نام ایموزاییک زرد لوب روسیو یپوشش نیپروتئ هیناح

(CGKTTTCARTCWGATCAAGA) افزارکه با نرم   Vector NTI Advance™ 11(Invitrogen)  ند و شده بود یطراح
 2340Rو  1370For (CTM CARATGGAGAAY CCYGC)های مبا نا HC-Proی ناحیه جفت آغازگر اختصاصهمچنین 

(CCAAAGTTCCAATCACCACC) (Nakazono-Nagaoka et al., 2004)  یارهیمعکوس واکنش زنج یبردارنسخهدر آزمون 
 20 ییحجم نها در دو مرحله در (cDNA) مکمل ی..ان.ایرشته د دیتول یبرا RT-PCR .  واکنشدیاستفاده گرد (RT-PCR) مرازیپل
 dNTPs تریکرولیم کی، Reverse transcriptase buffer 10X تریکرولیچهار م یحاو یهاوبیکروتی. ابتدا مدیانجام گرد تریکرولیم

(10 mmol/ul) ،آغازگر تریکرولیم کی BYMVCPrev  2340وR (10pmol/ul) تریکرولیمو پنج  لیآب مقطر استر تریکرولی، هشت م 
 خی یو سپس رو (Bio-Rad, T-100) کلریدر دستگاه ترموسا وسیدرجه سلس 65در  قهیکل استخراج شده به مدت پنج دق ی.از آر.ان.ا

کدام به هر RNase inhibitor (40U/ul) و   MuMLV Reverse transcriptase (200u/μl) یهامیقرار داده شد. در مرحله بعد آنز
قرار  کلریاه ترموسادر دستگ وسیدرجه سلس 42 یساعت در دما کیو به مدت  دندیاضافه گرد وبیکروتیبه م تریکرولیم 5/0 زانیم

 Master( mM MgCl2 1.5) تریکرولیم 5/12 ل،یآب استر تریکرولیم 5/5شامل:  تریکرولیم 25 ییدر حجم نها PCRگرفتند. واکنش 

mix تریکرولیم کی راژن،یساخت شرکت و ( 10آغازگر mmol/ulو پنج م )تریکرولی cDNA نجام گرفت. برنامه ا کلریدر دستگاه ترموسا
 یل واسرشت سازچرخه شام 35و  وسیدرجه سلس 94 یدر دما قهیدق 3به مدت  هیاول یبه صورت واسرشت ساز PCRواکنش  ییگرما

درجه  72 یر دماد قهیدق کیو بسط  وسیدرجه سلس 53 یادر دم قهیدق کیاتصال به مدت  وس،یدرجه سلس 94 یدر دما قهیدق کی
 انجام گرفت. وسیدرجه سلس 72 یدر دما قهیدق 10به مدت  ییبسط نها تیشد. درنها میتنظ وسیسلس

بر اسنناس  Wizard(R) SV Gel and PCR Clean-Up System تیبا اسننتفاده از ک PCRمحصننول  یسننازخالص ندیفرآ
سازنده ) شرکت  ستورالعمل  صل از واکنش، رو ریقطعات تکث تیفی. کدی( انجام گردPromega, USAد صد  کیگارز ژل آ یشده حا در

 ه طول حدودب یریتکث اتاز خالص بودن قطع نانیحصول اطمپس از  قرار گرفت. یمورد بررس TBE (Tris-Borate-EDTA)در بافر 
به  یتوال نییتع یمختلف، برا یهاهیشنننده از جدا ریمورد نظر تکث یاحو، ن(CPو  HC-Proبه ترتیب برای ( بازجفت 750 و  1100

   .دندیدر کشور لوکزامبورگ ارسال گرد Eurofinsشرکت 
 نتیجه و بحث

 آرسیپی روشبا  HC-Pro و CPتکثیر نواحی 

                                                            
1 Clark  and Adams 
2 ELISA reader 
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برداری انجام شد. بر ، از نواحی مختلف استان زنجان، فرآیند نمونهHC-Proو  CP ینواحدر پژوهش حاضر؛ در راستای مقایسه 
میان  وبیا آلوده بودند. ازلدرصد به ویروس موزاییک زرد  60-80آوری شده، به طور میانگینهای جمعاساس آزمون الایزا از بین نمونه

با  RT-PCRاب گردیدند. واکنش که بالاترین میزان جذب در آزمون الایزا را داشتند، انتخ هاییجدایه های برگی آلوده به ویروس،نمونه
 750ی به ترتیب به طول از آر.ان.ای. کل استخراج شده، منجر به تکثیر قطعات HC-Proو  CP ینواحاستفاده از آغازگرهای اختصاصی 

شود. شاهده میم روی ژل آگارز یک درصد در تصویر شماره یک HC-Proو  CPباز شد. نتایج حاصل از تکثیر نواحی جفت 1100و 
ده از بافت برگی بود که آر، منهای نمونه استخراج شسیشاهد منفی در این آزمایش، شامل تمامی موارد مورد استفاده در واکنش پی

ر های به دست آمده با استفاده از ابزاهای مزبور و بررسی توالینمونهتعیین توالی جای آن از آب دوبار تقطیر استریل استفاده شد. به
در  Genbankهای ثبت شده در درصدی آن با توالی 92-98ی مطابقت دهنده، نشانNCBIدر پایگاه اطلاعاتی  BLASTجسنجوی 
 باقلامزارع  در( BYMVویروس موزاییک زرد لوبیا )از مناطق مختلف جهان بود. این اولین گزارش از حضور  BYMVهای مورد جدایه

 باشد.می زنجانکاری استان 
                                                    

 الف                                                                                             ب             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

در ژل آگارز یک درصد رنگ آمیزی  BYMVبا استفاده از آغازگرهای اختصاصی ویروس   RT-PCRالگوی الکتروفورزی نتایج حاصل از آزمون  -1شکل
شده از جدا باقلای نمونه :  3-8: کنترل منفی، راهک 2: نشانگر دی.ان.ا یک کیلو بازی، راهک 1راهک :  CP یهناح: الف( Red-safeوسیله شده به

شده جدا باقلای : نمونه  3-8: کنترل منفی، راهک 2، راهک نشانگر دی.ان.ا یک کیلو بازی: 1راهک : HC-Proناحیه  ب(استان زنجان. مناطق مختلف 
 استان زنجان.مناطق مختلف از 
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Incidence of Bean yellow mosaic virus (BYMV) in faba bean farms of Zanjan 

Province 
 

Many constraints, including drought, low yields of local cultivars, pests and diseases, threaten faba bean 

production. Among all the limitations, faba bean-infecting viruses are considered to be the most destructive 

agents, which have been reported as a serious problem for the faba bean plant worldwide due to difficult 

detection and lack of proper control methods. Amongst the viruses reported from faba bean, Bean yellow 

mosaic virus (BYMV) is one of the most common which infects a wide range of plants. In this research, 100 
leaf samples form faba bean farms in Zanjan province were collected during 2018-2019 growing season. The 

collected samples showed severe mosaic and leaf malformation. In the first step, the samples were analyzed 

by DAS-ELISA test using polyclonal antibody. Samples with positive reaction were subjected to 

complementary study through reverse transcriptional polymerase chain reaction (RT-PCR) using specific 

primers for HC-Pro and CP regions of BYMV genome. The amplified regions in the PCR reaction were 

evaluated on 1% agarose gel, which resulted in the amplification of DNA fragments with an expected length 

of 1100 and 750 bp in the collected samples. Analysis of the obtained sequences using the BLAST software 

in NCBI and it comparison with available sequences in GenBank showed similarity 92-98% with the 

previously reported sequences of BYMV from other parts of the world. This is the first report of the incidence 

of Bean yellow mosaic virus (BYMV) from faba bean farms of Zanjan Province. 
Keywords: Bean yellow mosaic virus, Faba bean, ELISA, RT-PCR, Zanjan 

 


