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  چكيده

فـارس،  هاي  ها از مزارع استان نمونه برگ لوبيا با علائم موزائيك، رگبرگ نواري و قاشقي شدن برگ 260 تعداد 1384و  1383طي دو فصل زراعي 
نمونه به  110آلودگي  BCMVبا استفاده از آنتي سرم   ELISAبا انجام آزمون سرولوژيكي. كهگيلويه و بوير احمد، اصفهان و تهران جمع آوري گرديد

با مايـه   BCMVنسبت به ) لوبيا سفيد( ks-41235و ) لوبيا قرمز( ks-31170، )لوبيا چيتي( ks-21478سه ژنوتيپ واكنش . اين ويروس تائيد گرديد
. مورد بررسي قرار گرفتنـد  ELISAروز پس از مايه زني، بوته ها با استفاده از آزمون  10-15. فارس مورد بررسي قرار گرفت BCMVزني آنها با جدايه 

لوبيـا  هـاي   از ژنوتيـپ . آلودگي در ژنوتيپ سفيد بـود % 6/3آلودگي در ژنوتيپ قرمز و % 1/58آلودگي در ژنوتيپ چيتي، % 4/65گر نتايج به دست آمده بيان
بـا اسـتفاده از    IC-RT-PCRو  RT-PCRگيـاه انتخـاب شـده در آزمـون      35گياه و از ژنوتيپ لوبيا سفيد تعداد  25قرمز و چيتي مايه زني شده، تعداد 

قرمز هاي  جفت باز، در گياهان اليزا مثبت ژنوتيپ 890نتايج بيانگر تكثير قطعه اي به طول . ، مورد آزمايش قرار گرفتندBCMVختصاصي آغازگـرهاي ا
بوته از ژنوتيپ لوبيا سفيد كه فاقد علائـم بـوده و    25در  IC-RT-PCRو  RT-PCRنتيجه آزمون . و چيتي و تعداد محدودي از گياهان اليزا منفي بود

لوبيايي كه در شرايط گلخانه آلوده شـده بودنـد جمـع آوري و در شـرايط     هاي  بذور بوته. ايج آزمون اليزا در مورد آنها منفي بود، نيز مثبت ارزيابي گرديدنت
 BCMVزاد شدن چيتي، قرمز و سفيد در مرحله دو برگي جهت تعيين ميزان بذرهاي  حاصل از كاشت بذور ژنوتيپهاي  بوته. گلخانه مجدداً كشت شدند

 (ks-21478)چيتــي  هـاي   ميزان انتقـال بـا بـذر در ژنوتيـپ  . مـورد بررسي قـرار گرفتند IC-RT-PCRو  DAS-ELISAهاي  با استفاده از آزمون
  .درصد برآورد گرديد 9/54و  8/79، 3/78به ترتيب  (ks-41235)و سفيد (ks-31170) قرمز

  
  IC-RT-PCRا، بذرزادي، ، ژنوتيپ هاي لوبي BCMV :واژه هاي كليدي

  
   1  مقدمه

حبوبـات پس از غلات، مهمتريـن منبع غذايي بشر بوده و از اين 
لوبيا . شود بين، لوبيا يكي از مهمترين حبوبـات جهــان محسـوب مي

و نـام   Common Bean ,Dry Bean ,Beanبا نامهاي انگليسي 
 Fabaceaeاز خــانواده  .Phaseolus vulgaris L علمــي

(Leguminosae)  و زيــر تيــرهPapilionoidae  5بــوده و داراي 
 P. vulgarisگونـه   .گونه وحشي مي باشـد  50گونه زراعي و حدود 

) چيتي، سفيد، قرمز و كـرم (شامل واريته هاي لوبيا سبز و لوبيا خشك 
مختلـف  هاي  مي باشد، كه لوبياهاي مورد كشت در ايران نيز از واريته
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شترين سطح زير كشت لوبيا در ايـران مربـوط   بي ).4(اين گونه هستند 
واريته هاي مختلف لوبيا، ميزبان طبيعي  ).1(به واريته نوع چيتي است 

تعداد زيادي از ويروس هـاي بيمـارگر گيـاهي بـوده و در بـين آنهـا،       
 Bean common mosaic)ويـروس موزائيـك معمـولي لوبيــا     

virus, BCMV)   متعلق به گروه پوتي ويروس هـا(Potyvirus) ،
در طبيعت  اين ويروس. يكي از شايع ترين و مخربترين انواع آنها است

، Phaseolus دامنه ميزباني وسيعي نداشته و عمدتاً گونه هاي جنس
در طبيعت   BCMV.نمايـد را آلوده مي .vulgaris Pبه ويژه گونه 

 Aphis craccivora, Aphis ناقـل نظيـر؛  هـاي   توسط بذر و شته

fabae, Myzus persicae, Acyrthosiphon pisum  ــه ب
صورت ناپايا و در آزمايشگاه از طريق مايه زني مكـانيكي منتقـل مـي    

معمولاً روي ارقام لوبيا علائم موزائيك ايجاد  اين ويروس). 10(گردد 
اما برخي از استرين هاي آن روي ارقام حساس و در درجـه  . مي نمايد
 Lethal systemic)ه بـالا، نكـروز سيسـتميك كشـند    هاي  حرارت
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necrosis) نـوع  طبق مطالعات انجام گرفتـه  . )15( ايجاد مي نمايند
بـه تعامـل بـين    توسط اين ويروس روي ارقام لوبيا علايم ايجاد شده 

ــان  ــت ميزب ــاي مقاوم ــاهي ژنه ــروس  گي ــاري زاي وي ــاي بيم  و ژنه
)2

22
2

110 ,,,, PPPPP( بستگي دارد )مقاومت بـه  ). 10BCMV 
اين  ،)10 و 9(مختلف لوبيا توسط چندين ژن تعيين مي گردد در ارقام 

گروه از ژنها به دو دسته؛ ژنهاي استرين اختصاصي و ژنهـاي اسـترين   
اسـترين غيـر اختصاصـي    هاي  ژن .غيراختصاصي قابل تفكيك هستند

هاي  تمامي ژن .مي باشند bc-uو ژن  Iغالب و مغلوب به ترتيب ژن 
مغلـوب   (bc-1, bc-12, bc-2, bc-22, bc-3)استرين اختصاصـي  

  ).12(هستند 
جهت بيان تمام ژنهاي مقاومت  bc-u، حضور ژن I در غياب ژن

استرين غيـر اختصاصـي   ژن . استرين اختصاصي مغلوب ضروري است
 اين ممانعت كننده تمام سويه هاي شناخته شدهژن به عنوان  Iغالب 
بذور ارقام  پوستهروي رنگ ، I غالب ژن .شناسايي شده است ويروس

 Iژن غالب ). 12( شود اثر گذاشته و باعث تيره گي رنگ آنها مي لوبيا
هاي گياهي، تكثيـر ويـروس را از طريـق توليـد فيتوالكسـين       در بافت

 )شـود  كه از طريق مسير بيوسنتز فنيل پروپانوئيد توليد مـي (فازئولين 
ي چنين واكنش فوق حساسيتي به صورت نكروز انتهاي. كنترل مي كند

مـرگ  . شود سيستميك در هر دو حالت مقاومت و حساسيت ديده مي
انتهايي گياه و حركت فـازئولين از طريـق سيسـتم آونـدي بـه طـرف       
قسمتهاي پايين گياه موجـب تغييـر رنـگ بافـت آونـدي و در نتيجـه       

 -black)اين واكنش سيـاهــي ريشـه   . موجب مرگ گيـاه مي شود

root) نام دارد.  
ژن بين ژن هاي مقاومت استرين اختصاصي  يك ارتباط ژن براي

(bc-1-, bc-12 , bc-2, bc-22) زايي ويروس بـا   با ژنهاي بيماري
2(كدهاي مشابه 

22
2

11 ,,, PPPP (  بـر اسـاس ايـن    . يافت شـده اسـت
تئوري هر ژن مقاومت ميزبان كه براي يك سويه ويروس اختصاصـي  

هـاي   حـاوي ژن محسوب مي شود، اگر سويه ويـروس آلـوده كننـده    
 .زايي مناسب باشد، مي تواند مغلوب شود بيماري

هيچ ژن بيماري زايـي مشـابهي    bc-3تاكنون براي ژن مقاومت 
لوبيـا كـه داراي ايـن ژن مقاومـت     هـاي   شناخته نشده است و ژنوتيپ

 و  BCMNVدر برابـر تمـام سـويه هـاي شـناخته شـده        ،هسـتند 

BCMVيمـاري زايـي  سويه هـاي داراي ژن ب . مقاوم مي باشند Po 

توانند تنها ژنوتيپ هايي از لوبيـا را آلـوده كننـد كـه ژن مقاومـت       مي
  ).10و  9(نداشته باشند 
اسـتفاده از بـذور    BCMVبيماري حاصل از  براي كنترل معمولاً

در  .گـردد  كاربرد ارقام مقاوم توصـيه مـي   هچنين عاري از ويروس و
ايـن ويـروس و    ايران تاكنون مطالعات متعـددي در زمينـه تشـخيص   

امــا ) 7و  6، 5، 3، 2(انجــام گرفتــه  BCMVهــاي  بررســي ويژگــي
انجام گرفته تاكنون مطالعاتي در زمينه آگـاهي از  هاي  براساس بررسي

فراواني ويروس در مزارع مختلف و واكنش ارقام مختلف لوبيا نسـبت  
در  BCMVدر اين تحقيق نقش . به آن اطلاعاتي منتشر نشده است

ئيك لوبيا در چند استان كشور و واكنش سـه ژنوتيـپ لوبيـا    ايجاد موزا
  .نسبت به آن مورد ارزيابي قرار گرفته است

  
  مواد و روش ها

  نمونه برداري و ارزيابي نمونه هاي جمع آوري شده
مـزارع لوبيـاي   نمونـه بـرداري از    1384و  1383 در طي سالهاي

تهـران و   مناطق مختلف استان هاي فارس، كهگيلويه و بـوير احمـد،  
گياهي آلوده در مـزارع لوبيـا مـورد    هاي  نمونه. اصفهان صورت گرفت

يـا  بر اساس علايم ذكر شده در منابع شامل موزائيك شـديد و   بازديد
پيچيدگي بـرگ انتخـاب   و خفيف، قاشقي شدن برگها، رگبرگ نواري، 

از  گيـاهي داراي علائـم مـذكور    نمونـه  260تعـداد  در نهايـت   .دشدن
چند  سرمبا استفاده از آنتي در آزمايشگاه آوري و  جمع مناطق مختلف

  ELISAدر آزمـون ) BCMV )DSMZ, Germany اي همسانه
  ).11و  8(مورد بررسي قرار گرفتند 

  
مـورد بررسـي لوبيـا در شـرايط     هـاي   مايه زني ژنوتيـپ 

  گلخانه
براي آگاهي از درصـد بـذرزادي ويـروس، پـس از انجـام آزمـون       

ELISAهاي  ، يكي از جدايهBCMV   از استان فارس كه نسبت بـه
ساير جدايه ها ميزان جـذب بـالاتري در ايـن آزمـون داشـت پـس از       

به گياهان ، Bountifulخالص سازي بيولوژيكي روي گياه لوبيا رقم 
Chenopodium quinoa، C. amaranticolor   ارقـام  (و لوبيـا

Bountiful وRed kidney (     مايه زنـي شـد و در شـرايط گلخانـه
بعـدي بـه منظـور    هـاي   از اين جدايه جهت انجام آزمون. تكثير گرديد

تلقـيح  هاي  عصاره بوته. بررسي خاصيت بذرزادي ويروس استفاده شد
لوبيا با استفاده از بافر فسـفات پتاسـيم    Bountifulشده و آلوده رقم 

بوته از هر سه ژنوتيپ لوبيا  55شد و روي  تهيه (pH 7)مولار  01/0
ks-21478 )يتيچ( ،ks-31170 )قرمز ( وks-41235 )تهيه ) سفيد

شده از ايستگاه تحقيقاتي خمين، استان مركـزي، بـه روش مكـانيكي    
پنج بوته نيز از هر ژنوتيپ لوبيا به عنوان شاهد منفي . مايه زني گرديد

  .با استفاده از بافر مذكور مايه زني گرديدند
  

  بررسي ميزان آلودگي ژنوتيپ هاي لوبيا
لوبيـا   تلقيح شده روز پس از مايه زني، ژنوتيپ هاي 10-15مدت 

ميـزان  از نظـر   IC-RT-PCRو  ELISAهـاي   با استفاده از آزمون
هـاي   پليـت  .)14( مـورد بررسـي قـرار گرفتنـد     BCMV آلودگي بـه 
ELISA   ــتگاه ــتفاده از دسـ ــا اسـ ــي و  ELISA-readerبـ بررسـ
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نظر گرفتـه شـدند   هايي از گياهان تلقيح شده به عنوان آلوده در  نمونه
نانومتر، مساوي و  405كه ميزان عددي جذب نوري آنها در طول موج 

شاهد منفـي انـدازه گيـري شـده     هاي  يا بيشتر از دو برابر جذب نمونه
  .بودند

آلـوده  هاي  همچنين به منظور شناسايي دقيق تر ويروس در نمونه
 بـر  BCMVآغازگر اختصاصي از گياهان تلقيح شده لوبيا، يك جفت 

 توالي نوكلئوتيدي پروتئين پوششي ويـروس  ترمينالN- بخشاساس 
(CP) توالي نوكلئوتيـدي  و بخشي از NIb   نـرم افـزار   اسـتفاده از  بـا

Vector NTI  در طـي   طراحي شد كـهRT-PCR   و يـاIC-RT-

PCR  آغازگرهاي  .نمايدمي جفت باز را تكثير  890قطعه اي به طول
-IC-RTو  RT-PCRنش مــورد اســتفاده در ايــن تحقيــق در واكــ

PCR  ــامل؛  Dnl3شــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
)GAATTGAAAGCGTACTATCTAATACAG (
 Unl3و
)CAGCTTGAATTTGATTCTGATGATGAGGTG

 Palmدر دسـتگاه ترموسـايكلر    RT-PCRواكـنش هـاي    .بودند) 

Cycler  ــدل ــاني   GP001م ــاخت كمپ  Research Corbettس
 RT )4µl RT-bufferاجزاي مخلوط واكنش . استراليا انجام گرفت

5x ،7µl H2O ،1µl of 100mM DTT ،1µl of 10mM 

dNTPs ،0.5µl of 40u/μl RNase inhibitor enzyme ،
0.5µl of 200u/μl MMLV-RT enzyme،1µl of 

100pM reverse primer; DBCMV ،5µl RNA ( بــا
به مدت يك  cDNAجهت توليد  RT يكديگر تركيب شده و واكنش

مورد نيـاز   RNA. جام گرديددرجه سانتي گراد ان 42ساعت در دماي 
شـركت كيـاژن از    RNeasyجهت انجام واكنش با استفاده از كيـت  

نيـز از   IC-RT-PCRجهـت انجـام   . بافت گياهي اسـتخراج گرديـد  
ــد همســانه اي  آنتــي ــادي چن  BCMV (DSMZ, Germany)ب

-PCR )2.5µl PCRسـپس اجـزاي مخلـوط واكـنش     . استفاده شد

buffer 10x ،14.6µl H2O ،1µl of 50mM MgCl2 ،0.5µl 

of 10mM dNTPs ،0.6µl of 100pM forward primer; 

UBCMV ،0.5µl of 100pM reverse primer; 

DBCMV ،5µl cDNA ،0.3µl of 5u/μl Taq 

polymerase (آزمون  تركيب شده وPCR  با واسرشت سازي اوليه
چرخـه   35درجه سانتي گراد به مدت سه دقيقه و تعـداد   94در دماي 

درجه سانتيگراد به مدت  94با واسرشت سازي در دماي  PCRمون آز
گـراد بـه مـدت     درجه سانتي 48يك دقيقه، اتصال آغازگرها در دماي 

درجه سانتي گراد به مدت يـك   72يك دقيقه، بسط زنجيره در دماي 
درجه سانتي گـراد بـه مـدت     72دقيقه و بسط نهايي زنجيره در دماي 

 .دقيقه انجام گرديد 10
ــايي مح ــول نه ــل از  ص ــار RT-PCRحاص در % 1ز ودر ژل آگ

 تقريبي اندازه و گرديدتفكيك الكتروفورز با استفاده از   1x TBEبافر
يك كيلـو جفـت بـازي     DNAنشانگر قطعه تكثير شده با استفاده از 

)1kbp (تعيين شد.  
تلقـيح شـده   هـاي   همچنين جهت اطمينان از عدم آلودگي نمونـه 

بـا    IC-RT-PCRآزمون ،BCMNVيا به مختلف لوبهاي  ژنوتيپ
طراحـي شـده   استفاده از يك جفت آغازگر اختصاصـي ايـن ويـروس،    

 922كـه قطعـه اي بـه طـول      Xu & Hampton (1996)توسـط  
و آنتي سرم چند همسانه اي اين ويـروس   جفت باز را تكثير مي نمايد

)DSMZ, Germany (  واكـنش  . انجـام گرديـدRT    جهـت توليـد
cDNA درجه سانتي گراد و آزمون  42ساعت در دماي  به مدت يك

PCR  درجه سانتي گراد به مدت  94با واسرشت سازي اوليه در دماي
سازي در دماي  با واسرشت PCRچرخه آزمون  35سه دقيقه، و تعداد 

 43درجه سانتيگراد به مدت يك دقيقه، اتصال آغازگرها در دمـاي   94
درجه  72زنجيره در دماي  درجه سانتي گراد به مدت يك دقيقه، بسط

 72سانتي گراد به مدت يك دقيقه و بسـط نهـايي زنجيـره در دمـاي     
  .دقيقه انجام گرديد 10درجه سانتي گراد به مدت 

 
 چيتي، قرمز و سفيدلوبيا كاشت بذور حاصل از ژنوتيپهاي 

  جهت تعيين درصد بذرزادي BCMVمايه زني شده با 
، BCMVبـا   يه زني شـده مالوبياي گياهان مختلف هاي  ژنوتيپ

ها، تا مرحلـه   جهت تعيين ميزان بذرزادي اين ويروس در اين ژنوتيپ
با استفاده از سيستم خنك كننده و . بذردهي در گلخانه نگهداري شدند

دستگاه گرمادهي موجود، سعي گرديـد در طـول تابسـتان و زمسـتان     
همچنـين شـدت   . حفظ شــود  C o30 -25 دماي گلخانه همواره بين

ر، با استفاده از حصيرهاي موجود بر روي سـقف شيشـه اي گلخانـه    نو
جهت كنترل شته، كنـه و مگـس سـفيد سمپاشــي بـا      . تنظيم گرديد

 .سمـوم مناسـب صورت گرفـت
بذر، لوبيا قرمز؛  83لوبيا چيتي؛ (اين گياهان حاصل از  بذورتمامي 

ه در جمع آوري و با شرايط ذكـر شـد   )بذر 162بذر و لوبيا سفيد؛  114
، بوته ها از در مرحله دو برگي گياهچه ها. در گلخانه كاشته شدندفوق 

هاي  زموناستفاده از آهمچنين با  ند ولحاظ علايم ظاهري بررسي شد
DAS-ELISA  وIC-RT-PCR   مـورد  جهت آلودگي به ويـروس
  .بررسي قرار گرفتند

  
  نتايج و بحث

اشـي  ارزيابي نمونه هاي گياهي جمع آوري شده و علائـم ن 
  از مايه زني ويروس روي گياهان محك

جمـع آوري   گياه لوبياي مشـكوك بـه آلـودگي    نمونه 260از بين 
بــا اســتفاده از آزمــون  هــاي مــذكور از مــزارع مختلــف اســتان شــده
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  BCMVبـه  گياهي نمونه 110 تعداد ، آلودگيELISA سرولوژيكي
آلـوده،   گيـاه لوبيـاي  هاي  براساس تعداد نمونه. )1جدول ( تائيد گرديد

هـاي   در اسـتان  BCMVدرصد آلودگي مزارع نمونه برداري شده به 
، %21/47فارس، كهگيلويه و بوير احمد، تهران و اصفهان بـه ترتيـب   

متعلق به استان  BCMVجدايه . تعيين گرديد% 12و % 50، 27/27%
  C. amaranticolorو  C. quinoaي گياهان محـك  روفارس 

اما جدايه ويـروس انتخـاب   . جاد نكردعلائم ظاهري قابل تشخيص اي
علائـم   ،(Bountiful & Red kidney)شده، روي دو رقـم لوبيـا   

و رگبـرگ   برگهـا  و باريـك شـدن   پيچيـدگي  ،موزائيكظاهري نظير 
  .نمود ايجاد نواري را

  
بررسي علائم و ميزان آلودگي ژنوتيپ هـاي لوبيـاي مايـه    

   BCMVزني شده با 
 در دماهـاي كمتـر از  از اسـتان فـارس    BCMVجدايه منتخب 

Co30 موزائيـك،   علائمـي نظيـر   چيتي و قرمزلوبيا هاي  روي ژنوتيپ
ايـن  اما  ).2و  1شكل (نمود و رگبرگ نواري ايجاد  برگ قاشقي شدن

برگهـاي   در از آن بـالاتر دماهاي و  C o30ي در دماجدايه از ويروس 
يجـاد نكـروز رگبـرگ    لوبيا چيتي و قرمـز ا هاي  ژنوتيپمايه زني شده 

سفيد مايـه  بوته متعلق به ژنوتيپ لوبيا  55هيچيك از . )3شكل ( نمود
 اي قابل مشاهدهعلايم از استان فارس،  BCMV جدايهزني شده با 

همچنين بوته هايي از گياهان لوبيا متعلق به هـر سـه   . را نشان ندادند

زنـي شـده    ژنوتيپ، كه به عنوان شاهد با استفاده از بافر فسفات مايـه 
نتايج حاصل براساس . بودند، فاقد علائم ظاهري قابل تشخيص بودند

، %  4/65ژنوتيپ چيتـي  در  BCMVبه  درصد آلودگي اليزا آزموناز 
تعيـين   BCMVبـه  %  6/3و ژنوتيپ سـفيد   ، % 1/58ژنوتيپ قرمز 

  ).2جدول (گرديد 
هـاي ژنوتيـپ لوبيـا     به علت فقدان علائم قابل مشـاهده در بوتـه  

در اين بوتـه هـا،    ELISAفيد و عدم رديابي ويروس توسط آزمون س
جهت اطمينان از حضور و يا عدم حضور ويروس در آنهـا و همچنـين   

لوبيـا قرمـز و چيتـي،    ھای  هاي ژنوتيـپ  اطمينان از نتايج اليزا در بوته
ــا ســفيد و   35تعــداد  ــه از ژنوتيــپ لوبي ــه از هــر كــدام از  25بوت بوت
-RTمز و چيتـي جهـت بررسـي توسـط آزمـون      هاي لوبيا قر ژنوتيپ

PCR  و يــاIC-RT-PCR در مــورد لوبيــا قرمــز و . انتخــاب شــدند
چيتي، نيمي از گياهان اليزا مثبت و نيمي ديگر اليزا منفي بودند و يك 

اما در مورد لوبيا سـفيد چـون   . بوته نيز از گياهان شاهد انتخاب گرديد
بوته ديگـر از بـين گياهـان     32ن تنها دو بوته اليزا مثبت بودند، بنابراي

آزمـون  . اليزا منفي و يك بوته نيز از گياهان شـاهد انتخـاب گرديدنـد   
IC-RT-PCR  اختصاصــي  آغــازگربــا اســتفاده ازBCMV  انجــام

هـاي   در تمـامي بوتـه  وجود اين ويروس گرديد، كه نتايج آن حاكي از 
از گياهـان   هاي لوبيا قرمز و چيتي اليزا مثبت بود و در تعدادي ژنوتيپ

  .اليزا منفي نيز باند مورد نظر تكثير گرديد

  
  BCMVهاي آلوده به هاي گياهي جمع آوري شده و تعداد نمونه مناطق نمونه برداري شده، تعداد كل نمونه -1جدول 

  نمونه برداري مناطق
 هاي آلوده تعداد نمونه  آوري شده هاي گياهي جمع تعداد نمونه  )استان(

  جمع آوري شدهھای  نمونه  دگيآلو  درصد  BCMVبه

  %21/47 93 197  فارس
  %12 3 25  اصفهان

  %27/27 6 22  كهگيلويه و بويراحمد
  %50 8 16  تهران

     
   110 260  مجموع

  

  
  
  
  
  
  

  C o 30در دماهاي كمتر از ) لوبيا چيتي( ks-21478در ژنوتيپ  BCMVودگي به ــعلائم آل -1شكل 
(a  ، قاشقي شدن برگ(b ئيك، موزا(c رگبرگ نواري 

   

a b c 
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  o C30 در دماهاي كمتر از) لوبيا قرمز( ks-31170در ژنوتيپ  BCMVعلائم آلودگي به  -2شكل 
(a  ، لكه هاي كلروتيك(b موزائيك و پيچيدگي برگ.  

  
  براساس آزمون اليزا BCMVآلوده سه ژنوتيپ مورد بررسي لوبيا به هاي  تعداد بوته -2جدول 

رقم
  لوبيا

كاشته شده از هرهاي  اد بوتهتعد
  ژنوتيپ لوبيا

مايه زني شدههايتعداد بوته
 BCMVبا 

هاي تعداد بوته
  شاهد

آلوده براساس هاي  تعداد بوته
  ELISAآزمون 

درصد 
  آلودگي

  4/65  36 5 55  60 چيتي
  1/58  32 5 55  60 قرمز
  6/3  2 5 55  60 سفيد
  

مـورد  ) بوتـه  25(د لوبيـا سـفي  هـاي   اما در بيش از نيمـي از بوتـه  
ه شناسايي آنهـا  ـق بـايي كه آزمون اليزا موفـحتي در بوته هآزمايش 

، اين آزمون وجود ويروس را مشخص نمود و باند مـورد  ده بودـنگردي
مـورد  هـاي   در هيچ كدام از گياهان شاهد ژنوتيپ. نظر تشكيل گرديد

 نابي محصـول آزمـو  ـارزي. بررسي در اين آزمون باندي مشاهده نشد
IC-RT-PCR  و تشكيل % 1ز وژل آگاردر از طريق الكتروفورز افقي
به طول از ژنوم ويروس نشان دهنده تكثير قطعه اي باند مورد انتظار، 

در طي آزمـون   BCMNVآغازگرهاي اختصاصي . بود جفت باز 890
IC-RT-PCR   قادر به تكثير هيچ قطعه اي متعلق به ژنوم ويـروس

هاي  مورد آزمايش ژنوتيپهاي  آلودگي بوته نبود، كه نشان دهنده عدم
  ).4شكل (مختلف لوبيا به اين ويروس مي باشد 

  

هاي لوبيا چيتي، قرمز و  بررسي انتقال ويروس در ژنوتيپ
  سفيد از طريق بذر

هاي آلــوده   چيتي، قرمز و سفيد حاصل از بذور بوتههاي لوبيا  بوته

هري و همچنـين  در مرحله دو برگـي از لحاظ علائم ظا BCMVبه 
مـورد بررسـي    IC-RT-PCRو  ELISAاستفاده از آزمون هـاي   با

هـاي آلـوده بـه     هاي لوبيا چيتي حاصل از بذور بوتـه  بوته. قرار گرفتند
BCMV،  علايمي نظير موزائيك، قاشقي شدن برگها، رگبرگ نواري

علايم آلودگي . را از خود نشان دادند) 5شكل (و گاهي نكروز موضعي 
بـه   BCMVهاي آلوده به  هاي لوبيا قرمز حاصل از بذور بوته در بوته

هـاي   بوته). 5شكل (صورت موزائيك و رگبرگ نواري مشاهده گرديد 
فاقد هـر   ،BCMVآلوده بهھای  سفيد حاصل از كشت بذور بوته لوبيا

بررسـي بـذور   ). 6شـكل  (نوع علايم ظاهري قابل مشاهده اي بودنـد  
بـذرزادي،  %  3/78لوبيـا چيتـي بـا     هـاي  آلوده نشان داد كـه ژنوتيـپ  

بـذرزادي، كمتـرين ميـزان    %  9/54بيشترين ميزان و لوبيـا سـفيد بـا    
  ).3جدول (دارا مي باشند  BCMVبذرزادي را نسبت به ويروس 

  
  

  
  
  
 

  
  
  

  C o 30يشتر از در دماهاي ب) لوبيا چيتي( ks-21478و ) قرمزلوبيا ( ks-31170در ژنوتيپ هاي  BCMVعلائم آلودگي به  - 3شكل 
(a  ،نكروز رگبرگ در لوبيا چيتي(b نكروز رگبرگ در لوبيا قرمز  

  

a b 

  

a b 
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  BCMVبا استفاده از جفت آغازگر اختصاصي  IC-RT-PCRنتايج آزمون  - 4شكل 

(B BCMV  ،(T BCMNV  ،(M ماركر  
  

  فارساز استان  BCMVآلودگي بذري سه ژنوتيپ لوبيا به جدايه  -3جدول 

رقم 
  يالوب

تعداد بوته / تعداد بذوركاشته شده 
  تعداد بوته داراي علائم بيماري/ حاصل 

آزمايش شده با روش هايتعداد بوته
ELISA  /داراي آلودگي به هاي  تعداد بوته

  ويروس

-IC-RTآزمايش شده با روش هاي  تعداد بوته

PCR  /داراي آلودگي به هاي  تعداد بوته
  ويروس

  25/32 46/65 57/65/83 چيتي
  27/34 68/91 75/91/114 قرمز
  23/42 32/89 0/89/162 سفيد

  
  
  
  
  
  
  

 oC 30در دماي بالاتر از  BCMVنكروز موضعي در لوبيا چيتي حاصل از بذور آلوده به  a) - 5شكل 

(b  موزائيك در لوبيا قرمز آلوده بهBCMV  
  
  
  
  
  
  
  
 

  ، بدون علائم قابل مشاهده BCMV لوبيا سفيد حاصل از بذور آلوده بههاي  بوته - 6شكل 
  

B 

116 

45 3525 

18.4

   

a b 

 

890 bp  

F B   T   M 
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  بحث

با توجه به تحقيقاتي كه تاكنون در نقـاط مختلـف دنيـا صـورت     
مهمتـرين   BCMVگرفته است، مشخص گرديده است كه ويروس 

لـذا  ). 12(و شايع ترين ويروس لوبيا بـوده و بـذرزاد نيـز مـي باشـد      
بررسي ميزان شيوع و تعيين درصـد بـذرزاد شـدن آن جهـت ايجـاد      

وشهاي مناسب براي مديريت بيمـاري حاصـل از ايـن ويـروس در     ر
  .مزارع لوبيا از اهميت به سزايي برخوردار است

گياهي آلوده جمع آوري شده از هاي  نتايج حاصل از بررسي نمونه
عامل اصلي ايجاد  BCMVچهار استان مختلف ايران نشان داد كه 

ايـن نتـايج بـا    . اشدكننده علائم موزائيك لوبيا در اين استان ها مي ب
همچنـين  . مطابقـت دارد ) 7(و هاشمي ) 3(بهرامي كمانگر هاي  يافته

نتايج تحقيقات بيانگر ميزان آلودگي بيشتر در مـزارع لوبيـاي اسـتان    
پـس از ايـن اسـتان، از نظـر درصـد آلـودگي بـه ترتيـب         . فارس بود

 از. كهگيلويه و بويراحمد، تهران و اصـفهان قـرار داشـتند   هاي  استان
آنجا كه استان فارس يكي از مهمترين مناطق كشت لوبيا مـي باشـد   

در  BCMVبررسي گسترده در اين استان و تعيين جدايه غالـب  ) 1(
مزارع لوبياي اين استان و تلاش جهت دستيابي به ارقام متحمـل در  

  .اي دارد برابر اين جدايه ها اهميت ويژه
لوبيـاي  گياهان  رويروس دعلايم ناشي از تلقيح در اين تحقيق، 

 مصـاحبي حاصل از اين ويروس بود كه توسـط  ميزبان، مشابه علايم 
 و) 7(، هاشــمي )6(، نــادرپور )3(، بهرامــي كمــانگر )2(، بــرادران )5(

در مطالعـه  با اين تفاوت كه . گزارش شده است )10و  9( دريجفوت
 C .quinoa گياهان محـك  رويحاضر جدايه منتخب اين ويروس 

ايجـاد   ظـاهري قابـل مشـاهده اي    علايم C. amaranticolorو 
  .ننمود

نتايج حاصل از آزمون اليزا نيز طبق انتظـار بيـانگر حضـور ايـن     
هاي  قابل رديابي توسط اين آزمون در ژنوتيپهاي  ويروس در غلظت

اما لوبيا سفيد موردي استثنايي بود كـه در آن  . قرمز و چيتي لوبيا بود
ل رديابي نبود و نياز به انجام آزمايشات ويروس توسط آزمون اليزا قاب

اسـتفاده از   در بررسي ژنوتيپ لوبيا سـفيد بـا  . تكميلي بيشتري داشت
، BCMVاختصاصـي  آغازگرجفت  ه كمكب IC-RT-PCRآزمون 

تكثيـر گرديـد كـه    از ژنوم ويـروس  جفت باز  890اي به طول  قطعه
ايـن ژنوتيـپ    بنابراين آلـودگي . انتظار بود موردقطعه مطابق با اندازه 

  .لوبيا نيز با استفاده از اين آزمون اثبات گرديد
لوبيـا  ( ks-41235ژنوتيـپ   ،كه ندنتايج به دست آمده نشان داد

و عموماً متحمل  BCMVنسبت به  اي تحت شرايط گلخانه) سفيد
لوبيـا  هـاي   نسبت به ژنوتيـپ و  فاقد علائم ظاهري قابل مشاهده بود

ري را توليد نمود و اين بذور در مقايسه چيتي و قرمز تعداد بذور بيشت
چيتي و قرمز لوبيا داراي قـدرت  هاي  با بذور توليد شده توسط ژنوتيپ

بيشتري را نيز توليد هاي  جوانه زني بالاتري بوده و اين بذور گياهچه
با توجه به تعداد بذور سالم و آلوده حاصـل از گياهـان تلقـيح    . نمودند

 در ايـن ژنوتيـپ  نيـز   BCMVشـدن  بذرزاد  شده با ويروس، درصد
در تحقيقي كه توسط ميكلاس و همكاران  .بودكمتر از سايرين  لوبيا

)Miklas et al., 1997 (    انجام گرفته است نيز سـه جـرم پلاسـم
شناسـايي   BCMNVو  BCMVمقاوم از لوبياي سـفيد در برابـر   

نسـبت بـه   قرمـز و چيتـي   لوبيـا  هـاي   كه ژنوتيـپ  در حالي. شده اند
ميزان توليد بـذر در آنهـا در اثـر آلـودگي بـه      حساس بوده و  ويروس

ويروس كاهش يافته و همچنين قدرت جوانه زني بذور نيز نسبت بـه  
  . گياهان شاهد كمتر بود

سـفيد علـي رغـم آلـودگي بـه      لوبيا لذا با توجه به اينكه ژنوتيپ 
را بروز نداده و نيز كـاهش كيفـي و    قابل مشاهده اي ويروس علايم

در آن قابل توجـه نمـي    )بذور حاصل از گياهان آلوده( حصولكمي م
مختلـف آلـودگي ايـن ژنوتيـپ بـه      هـاي   جنبـه بررسي بنابراين  باشد

مي توانـد حـائز اهميـت     (BCMV)ويروس موزائيك معمولي لوبيا 
هـاي   همچنين واكنش چنـين ژنـوتيپي در برابـر سـاير جدايـه     . باشد

يـادي در منـاطق مـورد    منتخب ويروس كه شيوع و پرآزاري نسـبتا ز 
هـاي   توانـد در تعيـين قابليـت چنـين ژنوتيـپ      مطالعه دارند نيز مـي 
به طوريكه نتايج چنين آزمونهـايي در نهايـت در    .متحملي موثر باشد

متحمل قابل اعتماد كه قابـل كـاربرد در منـاطق    هاي  معرفي ژنوتيپ
داراي آلودگي زياد گياهان لوبيا به ايـن ويـروس باشـند اهميـت بـه      

  . سزايي خواهند داشت
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