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  چکیده
باشند. با توجه به اهمیت اسـتان  دنیا میهاي مهم تولید حبوبات در ) از محدودیتGeminivirusesها (ویروسناشی از جمینیگیاهی هاي بیماري

ویروس/هاي مولد بیماري در لوبیا، از مناطق ترین مناطق کشت لوبیا، در این تحقیق به منظور تعیین نوع و پراکندگی جمینیزنجان به عنوان یکی از مهم
ها و کوتـولگی بوتـه   پیچیدگی، بدشکلی، تاولی، زردي برگهاي گیاهی با توجه به علایمی مثل موزائیک طلایی، عمده لوبیاکاري استان زنجان نمونه

هـا بـا اسـتفاده از واکـنش     ، آلودگی ویروسی در نمونـه (deoxyribonucleic acid; DNA)ریبونوکلئیک اسید  دئوکسی آوري شد. پس از استخراججمع
بررسی گردیـد. بـا توجـه بـه نتـایج واکـنش        Primer B/ Primer V181و  PAL1V 1978/ PAR1C 496 ههاي دجنرمراز و آغازگراي پلیزنجیره
واکنش تکثیر دایره غلتان استفاده شـد. سـپس   از یید آلودگی و تکثیر ژنوم کامل ویروس أمراز و نوع علایم، چهار نمونه انتخاب و براي تاي پلی زنجیره

بازي برش یافته با آنزیم جفت 2800این اساس قطعه  مشخص گردید و بر Pst1 و EcoRI،EcoRVبا استفاده از سه آنزیم برشی  DNAالگوي برشی 
EcoRI  مربوط به نمونهS37 یابی شد. بررسی توالی مذکور نشان داد که قطعه تکثیر یافته شباهت سازي و توالیانتخاب و در ناقل ژنی مناسب همسانه
 89) جدا شده از چغندر قند دارد ولـی شـباهت کمتـري (   Beet curly top Iran virusدرصد) به ویروس ایرانی پیچیدگی بوته چغندرقند ( 98بالایی (

گر گسترش وسیع ویـروس ایرانـی پیچیـدگی بوتـه چغندرقنـد در ایـران و       درصد) به جدایه این ویروس از لوبیا در خراسان رضوي دارد. این نتایج بیان
 هاي این ویروس در یک میزبان می باشد.همچنین وجود تنوع در جدایه

  
  ویروس ایرانی پیچیدگی بوته  ،لوبیازنجان،  ،چغندرقند، هاویروسجمینی :کلیدي هاي واژه

  
    ١ مقدمه

 اسـید  ریبونوکلئیـک  هاي گیاهی اغلب داري ژنوم از نوع ویروس
(ribonucleic acid; RNA) داراي  هـا  آناز ي باشند ولی تعـداد می

 ;deoxyribonucleic acid)ریبونوکلئیک اسید   دئوکسیژنوم از نوع 
DNA) ها (ویروس. جمینی)2( هستندGeminivirusesاز  ی) گروه ـ
بـه   هاي ایزومتریک دوقلوکه داراي پیکره هستند هاي گیاهیویروس

 حلقوي یک یا دو و ايتک رشته DNAژنوم  ،نانومتر 30تا  18ابعاد 
سـه   ها دو و نـیم تـا  این ویروس DNAباشند. اندازه ژنوم بخشی می
که کد بوده  داراي ژنوم تک بخشییا ها  باشد. این ویروسکیلو باز می

و  DNA-Aو یا دو بخشی با نامباشد  میهاي ویروسی  کننده تمام ژن
DNA-B  ها قطعات یک سري از ژن اینکه در روي هرکدام از است
همانندسازي، تنظیم بیـان ژن و   هاي مسئول درباشند. ژنموجود می

 ،هاي مسئول در حرکت ویروسیو ژن Aدر روي قطعه کپسیده کردن 
                                                        

پزشـکی، دانشـکده    اسـتادیار، گـروه گیـاه    دانش آموخته کارشناسی ارشد و -2و  1
  کشاورزي، دانشگاه زنجان

 )Email: omid.eini@znu.ac.ir                         نویسنده مسئول:  -(*
DOI: 10.22067/jpp.v30i4.51762  

 قرار دارنـد  B تعیین کننده دامنه میزبانی و نوع علایم در روي قطعه
ها وسیع بوده و خسارت اقتصـادي  ویروسدامنه میزبانی جمینی ).25(

فرنگی، لوبیا، کدو، چغندرقند، بالایی در محصولات مهم از قبیل گوجه
ها بسـته بـه   ند. میزان خسارت این ویروسکنتوتون و ذرت ایجاد می

 100%تـا   20تعداد گیاهان آلوده و سن گیاهان در موقع آلودگی بین 
مهم و اقتصادي لوبیا در مناطق  هايبیمارگرها از  باشد. این ویروسمی

گرمسیري، نیمه گرمسیري و تا حـدودي در منـاطق معتـدل هسـتند     
)23.( 

هـا، پیسـک   ویـروس مینـی بارزترین علایم گیاهـان آلـوده بـه ج   
باشد.  می یمشخص تا نوعی موزائیک زرد، پیچیدگی و بد شکلی برگ

 ،ها کوتوله شدهبوته ،شوند میگیاهان جوان آلوده به ویروس  زمانی که
تر منتج به کاهش رشد شـاخ و  مانند. آلودگی گیاهان مسناي میکپه

سـازي  . هماننـد )1(شـود  برگ جدیـد و کـاهش تشـکیل میـوه مـی     
 Rolling Circle)ها توسـط مکانیسـم دایـره غلتـان    ویروس جمینی

Replication)  هــایی مثــل شــبیه باکتریوفــاژM13  و پلاســمیدها
دهـد.  هاي آلوده گیاهی رخ میسازي در هسته سلولباشد. همانند می

اي حد واسـط یـا   دو رشته DNAاي حلقوي به تک رشته DNAابتدا 

  (علوم و صنایع کشاورزي)حفاظت گیاهان  نشریه
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شود و سپس مکانیسم دایره غلتان شروع می شدهل فرم تکثیري تبدی
در یـک سـایت مشخصـی واقـع در مبـداء       DNAي که در آن رشته

 Replication-associatedهمانندسازي توسط پـروتئین تکثیـري (  
proteinخانواده  .)7(سازي شروع شود شود تا همانند) شکاف داده می

دامنه میزبانی، نوع ) قبلا بر اساس Geminivirideaeویریده (جمینی
 ,Begomovirusاي و مشخصات ژنومی به چهار جـنس  ناقل حشره

Mastrevirus, Curtovirus و Topocuvirus شـد بنـدي مـی  گروه 
 Rollingبا پیدایش روش جدید تکثیـر بصـورت دایـره غلتـان (    ) 6(

circle amplification توسط آنزیم (phi29 polymerase   و تعیـین
هـاي جدیـد   ویروسبی در شناسایی و معرفی جمینیانقلا ،توالی ژنوم
بندي جدید سه جـنس دیگـر شـامل     که در تقسیمطوري  هایجاد شد ب

Becurtovirus ،Turncurtovirus  وEragrosvirus   به مجموعـه
) از 33قبلی اضافه و اعضاي این خانواده به هفت جنس تغییر یافـت ( 

دارد  اهمیـت بـالایی  هاي این گـروه کـه در لوبیـا     ترین ویروس مهم
 ;Bean golden mosaic virus)ویـروس موزائیـک طلایـی لوبیـا    

BGMV)ي لوبیا، ویروس موزاییک کالیکو )(Bean calico mosaic 
virus;BCMoV  کوتولگی لوبیـا ( موزائیک و ویروسBean dwarf 

mosaic virus;BDMV ( باشد می )31(.  
ندرقنـد و لوبیـاي   با بررسی مزارع چغ) 2002(فرزادفر و همکاران 

 اي روش سـنجش بـلات نقطـه   بـا اسـتفاده از    و شش استان کشـور 
(tissue-blot immunoassay; TIBA)  ویروس کوتولگی کلروتیک

 گـزارش کردنـد   باشـد یم Mastrevirusنخود را که متعلق به جنس 
در بررسـی آلـودگی    2010 همچنین قربانی و همکاران در سـال  ).9(

ستان گیلان با استفاده از آزمون سـرولوژیکی  ویروسی مزارع لوبیاي ا
DAS-ELISA  هشت ویروس را گزارش کردند که در بین این هشت

ویروس، ویروس موزائیک طلایی لوبیا نیز مشاهده شد کـه پنجمـین   
 .)12( نمونـه) بـود   248(از  ویروس از نظر درصد آلودگی با دو درصد

ولـین بـار ویـروس    بـراي ا  )2012(و همکـاران   کاردانیاخیرا قارونی 
ایرانی پیچیدگی بوته چغندرقند را از مـزارع لوبیـاي اسـتان خراسـان     

حلقوي با استفاده از روش دایـره   DNAرضوي با به کارگیري تکثیر 
قـارونی کـاردانی و همکـاران    . همچنـین  )11( غلتان گزارش کردنـد 

هـاي ویـروس ایرانـی پیچیـدگی بوتـه      تنوع ژنتیکی جدایـه  )2013(
ویـروس   ،در ایـن تحقیـق   ).12( دادندمورد برررسی قرار ا رچغندرقند 

فرنگی ردیابی شد و هاي مختلف از جمله لوبیا و گوجهمذکور از میزبان
در نتیجه نه استرین جدید از ویروس ایرانی پیچیدگی بوته چغندرقنـد  

این ویروس اهمیت و پراکنش وسیعی در ایـران   .)11گزارش گردید (
رقند از سایر محصولات اقتصادي مهم از قبیـل  دارد و علاوه بر چغند

  .)31و  10 ،7( گوجه فرنگی، فلفل و لوبیا نیز جداسازي شده است
استان زنجان با داشتن آب و هواي مناسب براي زراعت لوبیا یکی 

کـه در سـال   باشد بـه طـوري  از مناطق مهم کاشت لوبیا در ایران می
هـاي  عـد از اسـتان  تن محصـول ب  18612با تولید  1389-90زراعی 

فارس، خوزستان و لرستان رتبه چهارم را از نظر مقدار تولید بـه خـود   
مختلـف از   هـاي میزبـان بیمارگر ، . این گیـاه )2( اختصاص داده است

باشد که باعث ضعیف شدن گیـاه و تغییـر شـکل     ها می ویروس هجمل
هـا و کـاهش عملکـرد    ها، مرگ گیاه و همچنین عقیم شدن گلبوته

شوند. با توجه به اهمیت اقتصادي کشت لوبیا در اسـتان  یمحصول م
هاي ویروسی از جملـه  بیماريعلایم بالاي شیوع زنجان و همچنین 

اي دقیـق در  ها در ایران و دنیا و اینکه تاکنون مطالعـه ویروسجمینی
در این استان صـورت نگرفتـه    هاویروسجمینی همورد آلودگی لوبیا ب

مـراز و  اي پلـی کمک روش واکـنش زنجیـره  در این تحقیق با است، 
ان، ویروس ایرانی پیچیـدگی بوتـه   تهمچنین تکثیر به شیوه دایره غل

مرتبط با لوبیا در مناطق مهم کشت این محصول در استان  چغندرقند
 شد. شناسایی 

 
  ها مواد و روش
کـاري اسـتان   از مزارع چهار منطقه عمده لوبیا 1392در تابستان 

توجـه بـه علایـم     بـا  دره، ابهر و خدابنـده ن، خرمزنجان شامل زنجا
ویروسی مثل پیچیدگی، بدشکلی، تاولی، قاشقی شدن، طلایی شدن، 

برداري انجام ها و همچنین کوتولگی بوته نمونهزردي و موزائیک برگ
  ها به آزمایشگاه منتقل شدند. نمونهو  شد

  
  مراز  اي پلیو واکنش زنجیره DNAاستخراج 

با روش روحی بخش و  هاي گیاهی لوبیا نومی از نمونهژاي اندي
 .)28( آوري شده استخراج گردیـد  جمعهاي  از نمونه )2008همکاران (

هـا واکـنش   /ویـروس هـا بـه جمینـی   به منظور بررسی آلودگی نمونه
 ـ مراز با استفاده از یک جفت آغازگراي پلیزنجیره  )1(جـدول   رهدجن

میکرولیتـر   10میکرولیتـر حـاوي    20انجام شد. این واکنش در حجم 
میکس (شرکت سیناژن) که حاوي آنزیم پلی مراز، بافر واکـنش  مستر

 10 باشـد بـه همـراه   مـی  MgCl2ها و مراز، نوکلئوتیداي پلیزنجیره
مـراز بـا   اي پلـی پیکومولار از هر آغازگر تهیه گردید. واکنش زنجیـره 

) با یک چرخه ASTECPC-320ترموسایکلر (مدل  استفاده از دستگاه
درجـه بـه    95چرخه حرارتـی   30دقیقه،  2درجه به مدت  95حرارتی 

 30درجه بـه مـدت    72ثانیه و  90درجه به مدت  50ثانیه،  30مدت 
درجه به مدت پنج دقیقـه انجـام شـد.     72ثانیه و یک چرخه حرارتی 

%) 1مـراز بـا الکتروفـورز در آگـارز (    اي پلـی محصول واکنش زنجیره
 . بررسی گردید

 

  انجام واکنش تکثیر دایره غلتان
مراز و با در نظـر گـرفتن   اي پلیبا توجه به نتایج واکنش زنجیره

ها تعدادي ویروسهاي مشکوك به آلودگی با جمینینوع علایم نمونه
یید آلودگی و همچنین تکثیر ژنوم کامـل  أنمونه انتخاب و به منظور ت
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ــی ــا      ،ویروس ــان ب ــر دایــره غلت ــنش تکثی ــتفواک کیــت اده از اس
illustraTempliphi100 Amplification (GE Healthcare 

Life Sciences, Germany)  و آنــزیمbacteriophage Phi29 

DNA polymerase    و بر اساس دستورالعمل شرکت سـازنده انجـام
 درصد بررسی شد. 8/0شد. محصولات بر روي ژل آگاروز 

  
  توالی آغازگرهاي الیگونوکلئوتیدي مورد استفاده در این تحقیق -1جدول 

Table 1- Oligonucleotide sequences used in this study  
  منبع

Reference 
 * (/3-/5)غازگرهاترادف آ

Sequence of primers(5’-3’) 
 اندازه
Size 

 نام آغازگر
Name of primer 

27 TAATATTACCGGWTGGCC  18  PCR V181-Forward  
27 TGGACYTTRCAWGGBCCTTCACA  23 Primer Bc-Reverse  
36 GCATCTGCAGGCCCACATYGTCTTYCCNGT  30 PAL1V 1978- Forward  
36 AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG  27 PaR1C 496- Reverse  

  
  سازي محصول واکنش تکثیر دایره غلتانهمسانه

که محصول واکنش تکثیر دایره غلتـان تهیـه شـد بـه     پس از آن
هاي برشی موجود بر روي قطعات تکثیر یافته و منظور بررسی جایگاه

 هاي برشیها از واکنش هضم آنزیمی توسط تعدادي از آنزیمتنوع آن
EcoRV، EcoRI و PstI استفاده شد. فوق الذکر  

پس از بررسی نتایج هضم آنزیمی محصول واکنش تکثیر دایـره  
اي بـرش یافتـه، یـک    انغلتان از نظر نوع برش و اندازه قطعات دي

 نوکلئوتیـدي بـرش یافتـه بـا آنـزیم      2800با انـدازه  اي انديقطعه 
EcoRI زي گردیـد.  سـا  ز ژل آگارز استخراج و در ناقل ژنی همسـانه ا

بـرش   EcoRI توسط آنـزیم  pBluntبراي این منظور ابتدا ناقل ژنی 
هاي فسـفات از دو انتهـاي ناقـل    داده شد. پس به منظور حذف گروه

هضم شده با کمک آنزیم آلکالین فسفاتاز، از این ناقل ژنی به همـراه  
) در حضـور آنـزیم   ligationهدف در واکنش اتصال (اي انديقطعه 
هاي مستعد  فاده گردید. سپس محصول این واکنش به سلولاست لیگاز

هـاي   باکتري با روش شوك حرارتی منتقـل گردیـد. گـزینش سـلول    
باکتري حاوي ناقل ژنی نوترکیب توسط آنتی بیوتیک کانامیسـین و  
سپس برش آنزیمی روي پلاسمید استخراج شـده صـورت گرفـت. از    

) (کره جنوبی اکروژنشرکت مبه  یابی جهت توالیو پلاسمید نوترکیب 

 .رسال شدا
  

  آنالیز فیلوژنی
، بـا  NCBIهاي به دست آمـده، پـس از بلاسـت در     تشابه توالی

 GenBankهـاي موجـود در    ویـروس  هاي آمینواسیدي جیمینی توالی
و سـایر اعضـاي   هـا  پس ایـن تـوالی  مورد بررسـی قـرار گرفـت. س ـ   

ا استفاده ب MEGA 6افزار در نرم) 1ها (جدول ضمیمه  ویروس جمینی
 MEGAبا اسـتفاده از   سازي شدند. ردیف هم ClustalWاز الگوریتم 

تکرار، درخـت   1000و با  Neighbour joiningبر اساس روش ، و 6
  .فیلوژنتیکی رسم شد

  
  نتایج و بحث

  پراکنش و نوع علایم در لوبیا 
آوري شـده از منـاطق مختلـف اسـتان     هاي گیاهی جمعاز نمونه

) با علایـم مشـابه آلـودگی بـه     2گیاه لوبیا (جدول نمونه  60زنجان، 
 اي استفاده گردید.ان) جهت استخراج دي1ها (شکل ویروسجمینی

  

  
)، زردي و موزائیک S60)، قاشقی شدن برگ (S37ها با علایم متنوع شامل: بدشکلی و زردي (ویروسگیاهان لوبیاي مشکوك به آلودگی با جمینی -1 شکل

S43) بدشکلی ()، تاولی وS62)نمونه فاقد علایم (گیاه سالم) به عنوان کنترل منفی ،(Control -( 
Figure 1- Leaf samples from bean showing geminivirus-like symptoms such as: abnormal and yellowing (S37), cup shape 

(S60), yellowing and mosaic (S34), blistering and abnormality (S62), symptomless (Healthy) as a control (Control -) 
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 مرازاي پلیتکثیر ویروس با استفاده از واکنش زنجیره

) و 1هاي لوبیا (شکل با توجه به نوع علایم مشاهده شده در نمونه
هاي گزارش شده از این میزبـان، بـه منظـور    ویروسهمچنین جمینی

هاي لوبیا از واکـنش  ر نمونهها د/ویروستکثیر بخشی از ژنوم جمینی
و  PCR V181  /Primer BCمـراز بـا جفـت آغـازگر    اي پلیزنجیره

PAL1V 1978/PaR1C 496   ــنش ــایج واک ــد. نت ــتفاده گردی اس
تکثیر  PCR V181  /Primer BCمراز با جفت آغازگراي پلی زنجیره

 26) در 2بـاز (شـکل   جفـت  700تـا   500با اندازه  DNAاي از قطعه
 PCR V181جفـت آغـازگر   هـاي تسـت شـده بـود.    مونهدرصد از ن

/Primer BC باز  جفت 700تا  500اي به اندازه  قطعه به تکثیر منجر
جفـت   200گردد که مرتبط با قسمت آخر ناحیه بین ژنی و حدود می

باشد. ها مینوکلئوتید از ناحیه ابتداي پروتئین پوششی در بگوموویروس
) بـا نتـایج   2ن جفت آغـازگر (شـکل   اندازه قطعه تکثیر شده توسط ای

مطالعــاتی کــه بــه شناســایی و تعیــین خصوصــیات مولکــولی       
فرنگی از جمله ویروس پیچیدگی گوجه کنندههاي آلوده بگوموویروس

ــرگ زرد گوجــه فرنگــی ( ) Tomato yellow leaf curl virusب
 باشد. ) مشابه می24اند (پرداخته

  

  
. از ویروس Primer BCو   PCRV181لوبیا با استفاده از جفت آغازگر هاي مراز در نمونهاي پلیجیرهالکتروفورز محصول واکنش زن -2شکل 

 مراز استفاده شده استاي پلیفرنگی جدایه استرالیا به عنوان کنترل مثبت واکنش زنجیرهگوجهپیچیدگی برگ 
Figure 2- Gel electrophoresis for PCR products using BC and PCR V181 primers for bean samples. TLCV-Au was used as a 

positive control for the PCR reaction 
 

مـراز  اي پلـی دومین جفت آغازگر مورد استفاده در واکنش زنجیره
PAL1V 1978/PaR1C 496    اي از بود که منجر بـه تکثیـر قطعـه

 بود. ها نهدرصد از نمو 15) در 3باز (شکل ت 900اي با اندازه اندي
  

  

  
ویروس ز ا PaR1C 496و  PAL1V 1978 آغازگر هاي لوبیا با استفاده از جفت مراز در نمونهاي پلیالکتروفورز محصول واکنش زنجیره -3شکل 

 مراز استفاده شده استاي پلی) واکنش زنجیره+Cفرنگی جدایه استرالیا به عنوان کنترل مثبت (پیچیدگی برگ گوجه
Figure 3- Gel electrophoresis for PCR products using PaR1C 496 and PAL1V 1978 primers for bean samples. TLCV-Au was 

used as a positive control for the PCR reaction 
 

تکثیــر ســبب  PAL1V 1978  /PaR1C 496جفــت آغــازگر 
 هـا از ویروسبگومـو و پروتئین پوششی تعدادي از  Repبخشی از ژن 

قبیل ویروس موزائیک طلایـی لوبیـا، ویـروس پیچیـدگی بـرگ زرد      

. اندازه قطعات تکثیر یافتـه بـا ایـن    )27( شودفرنگی و غیره میگوجه
باشد به جفت آغازگر با توجه به نوع ویروس مورد مطالعه متفاوت می

فرنگی آلوده بـه ویـروس   که این جفت آغازگر در گیاهان گوجهطوري
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بـازي را  جفت 1400تا  1300وجه فرنگی قطعه پیچیدگی برگ زرد گ
فرنگی و دهد اما در گیاهان مختلفی مثل لوبیا، فلفل، گوجهتکثیر می

هاي دیگري مثل ویروس موزائیک طلایی لوبیـا،  غیره که با ویروس
ــولگی لوبیــا یــا ویــروس موزائیــک طلایــی   ویــروس موزائیــک کوت

 1100تا  900اي حدودا تکثیر قطعه به اند منجرفرنگی آلوده شده گوجه
  ).19و  12( شوندجفت بازي می

 100مراز اختلاف اي پلیدر بررسی نتایج محصول واکنش زنجیره
هـا بـا   نوکلئوتیدي در اندازه قطعات تکثیر یافته برخی نمونـه  200تا 

تواند به دلیل شود که این مینتایج مطالعات انجام گرفته مشاهده می
ها به بخشی از تصال غیر اختصاصی آغازگرتفاوت در قطعه هدف یا ا

 ژنوم میزبان باشد. 

 
 ها بگوموویروس با علایم مرتبط بههاي لوبیا درصد آلودگی و پراکنش نمونه -2ل جدو

Table 2- Infection rate and distribution of bean samples showing symptoms associated with geminiviruses 
  به ویروس تعداد نمونه آلوده

Number of infected plants 
  نمونهکل تعداد 
samplesNumber of  

  درصد آلودگی
tinfection of age Percen  

 شهر/منطقه
City/region  

 
9 

  
24 37/5 

  ابهر
Abhar 

  خرم دره 40  24  6
Khoram Dareh 

  خدابنده 36  11  4
KhodaBandeh 

  زنجان 60  10  6
Zanjan 

  
ها مثبت بـود  مراز آناي پلیواکنش زنجیرههایی که نتایج  نمونه

داراي علایم کوتولگی بوته، زردي، قاشقی شدن، طلایی شدن، تاولی 
ها و دیگر علایم بودند که تعداي از این علایم مثـل  و بدشکلی برگ

پیچیدگی، زردي و بدشکلی برگ همراه با کوتولگی در لوبیاي آلوده به 
ند نیز در مـزارع لوبیـاي اسـتان    ویروس ایرانی پیچیدگی بوته چغندرق

 ).10( خراسان رضوي مشاهده شده است
  

  واکنش تکثیر دایره غلتان
بـه نتـایج اولیـه     بـا توجـه   S61, S65, S26,S37هاي از نمونه

مراز و همچنین بر اسـاس نـوع علایـم ماننـد     اي پلیواکنش زنجیره
شی زردي، بدشکلی، موزائیک، پیچیدگی و تاولی برگ که به علایم نا

ها نزدیک بودند جهت ردیابی و شناسـایی بـا روش   ویروساز جمینی
واکنش تکثیر دایره غلتان استفاده گردید. انجام واکنش تکثیـر دایـره   

در  DNAگـر تکثیــر و ایجــاد یـک کــلاف پــرحجم از   غلتـان بیــان 
). در ایـن روش  4، شـکل  1بـود (راهـک    ي مـورد بررسـی  هـا  نمونه
اي حلقـوي را تکثیـر   انتنها قطعـات دي  مرازاي پلیاناي ديه آنزیم

اي اناي حاصله احتمالا مربوط بـه دي انکند. بنابراین کلاف ديمی
هـاي مـورد مطالعـه    هـاي موجـود در نمونـه   /ویـروس حلقوي جمینی

باشـــد. ایـــن روش اخیـــرا جهـــت ردیـــابی و تکثیـــر ژنـــوم  مـــی
از مـوز،   Banana streak Mysore virusهایی مثـل   ویروس جمینی

ویـروس   فرنگـی، فرنگـی از گوجـه  یروس پیچیدگی برگ زرد گوجهو
ویروس دیگر استفاده پیچیدگی بوته چغندرقند از لوبیا و چندین جمینی

  ).34و  10،21شده است (
سـه   جهت هضم آنزیمی محصول واکنش تکثیر دایـره غلتـان از  

هـا سـبب   استفاده گردید. ایـن آنـزیم   PstI ،EcoRI  ،EcoRV آنزیم
 500، 1800، 1200، 2800هاي مختلف (جاد قطعات با اندازهبرش و ای

). ژنـــوم کامـــل 3و  2شــوند (شـــکل  بـــازي) مـــیجفــت  400و 
). 31بـازي دارنـد (   جفـت  3000تـا   2500ي ها اندازه ویروس جمینی

مرتبط با ژنـوم   بازي) ایجاد شده احتمالا جفت 2800بنابراین قطعه (
اي در ، قطعـه Pst1برشـی   آنـزیم . باشدویروس میکامل یک جمینی

کند که قطعه مـورد انتظـار احتمـالی    بازي آزاد می جفت 2800حدود 
کاردانی و همکاران  باشد نتایج هضم آنزیمی مذکور با نتایج قارونیمی

ها همچنین با هضم آنزیمی محصـول  . آن)12( ) مطابقت دارد2013(
درقند (بـه  هاي مشکوك چغنواکنش تکثیر دایره غلتان ناشی از نمونه

قطعـات بـا انـدازه     Pst1 ها) با آنزیم برشـی ویروسآلودگی با جمینی
باز را که مـرتبط بـا ویـروس ایرانـی پیچیـدگی      جفت 3000تا  2800

 چغندرقند بود را مورد مطالعه قرار دادند.
هضم آنزیمی محصول واکنش تکثیر دایره غلتان با آنزیم برشـی  

EcoR1 جفـت  1200و  2800هـاي  هسبب جدا شدن قطعاتی با انداز 
بازي و چند قطعه کوچک گردید. تولید قطعات کوچکتر از ژنوم کامل 
ویروس احتمالا به دلیل وجود بـیش از یـک مکـان برشـی در ژنـوم      

). تولیـد ایـن قطعـات کوچـک در نتـایج      4باشـد (شـکل    ویروس می
ــالمورت ( ــرگ زرد   2010م ــدگی ب ــروس پیچی ــه وی ــه مطالع ــه ب ) ک

سومین آنـزیم برشـی    ته نیز مشاهده گردیده است.فرنگی پرداخ گوجه
بود که نتایج هضم آنزیمی این واکـنش   EcoRVمورد استفاده آنزیم 
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بازي بـه عنـوان قطعـه هـدف و در      جفت 2800به تولید قطعه منجر
 1800هاي دیگر مانند تولید یـک قطعـه   برخی نمونه قطعات با اندازه

ه بـا کمـک ایـن آنـزیم     ). تولید قطعات مشاب4بازي شد (شکل جفت

وتـه  پیچیـدگی ب ایرانـی  اي که به شناسایی ویروس برشی در مطالعه
هاي خراسان رضـوي و جنـوبی پرداختـه اسـت نیـز      استانچغندر قند 

  ).12شود (مشاهده می
  

  
، EcoRIهاي شماره یک: هضم با آنزیم راهک. میپس از هضم آنزی S65-26-27هاينمونه الکتروفورز محصول واکنش تکثیر دایره غلتان -0 4 شکل

 Pst1هاي با شماره سه: هضم با آنزیم راهک، EcoRVهاي با شماره دو:هضم با آنزیم راهک
Figure 4- Gel electrophoresis ofRCA products for S65, S26 and S37 samples after digestion with restriction enzymes. Lanes 1 

(EcoRI digested), lanes 2 (EcoRV digested) and lanes 3 (PstI digested) 
 

توان چنین استنباط کرد با توجه به نتایج تحقیقات اشاره شده می
تـرین  تـرین و مهـم  که در واکنش تکثیر دایره غلتان یکی از اساسـی 

هایی که بایستی مدنظر قرار داد اندازه قطعه هضم شده است که رکن
ها با توجه به نوع آنزیم برشی و بسته به تعداد ویروسنیدر مورد جمی

 3000تـا   2700قطعات برشی آنزیم مورد استفاده، قطعات بـا انـدازه   
 باشند. یابی میسازي و توالیبازي بهترین حالت براي همسانهجفت

 
سازي و تعیین توالی محصول واکنش تکثیر دایـره  همسانه

  غلتان
کـه  زیمی که اشاره شد و با توجه به اینبا توجه به نتایج هضم آن

با علایم پیچیـدگی، بدشـکلی،    S37بازي از نمونه جفت 2800قطعه 
اي مشابه به دره) اندازهزردي و تاولی (از مزارع لوبیاي شهرستان خرم

یـابی   سازي و تـوالی ها دارد جهت همسانه ویروسژنوم کامل جمینی
 pBluntشـاره شـده از ناقـل    سازي قطعه ابراي همسانه انتخاب شد.
  استفاده شد. 

یافتـه از  ) حاوي قطعه هدف تکثیـر pBlunt-S37ناقل نوترکیب (
با واکنش تکثیر دایره غلتان پس از استخراج از باکتري با  S37نمونه 

سازي شـده بـالاترین   یابی شد. قطعه همسانهتوالی T7کمک آغازگر 
یرانـی پیچیـدگی بوتـه    اي از ویروس ا درصد) را با جدایه 98شباهت (

(رس شــمار  آبــاد اســتان کرمــانچغندرقنــد گــزارش شــده از کمــال
JQ707943.1(      رس شـمار  و همچنین جدایـه کـوار اسـتان فـارس)
JQ707941.1 (      دارد. که هـر دو جدایـه از گیـاه چغندرقنـد گـزارش

ویروس هاي درصد تشابه با جدایه 87همچنین این توالی ).11(اند  شده
قند گزارش شده از گیاهان اسفناج و شلغم ی بوته چغندرایرانی پیچیدگ

نیز  )5بررسی درخت فیلوژنتیکی (شکل که در  از استان فارس داشت
 شده است. هنشان داد

هاي نزدیک به این قطعه ویروسی به ترتیـب تشـابه   دیگر جدایه
گزارش شده  هاي ویروس ایرانی پیچیدگی بوته چغندرقندشامل جدایه
باشند (شکل فرنگی، لوبیا معمولی و شلغم میبلبلی، گوجهاز لوبیا چشم

سـبزوار و   هـاي تبادکـان،  شهرسـتان ها به ترتیب از ) که این جدایه5
نیشابور (استان خراسان رضوي) و شهرستان شـیراز (اسـتان فـارس)    

  ).11و  12اند (گزارش شده
قطعه ویروسی مورد بررسی در مقایسه با ویروس ایرانی پیچیدگی 

رضـوي بـا   گزارش شده از مزارع لوبیاي استان خراسان ه چغندرقندبوت
ي بیش از حد مورد انتظار نسبت به آن قرار گرفت که حاکی از فاصله

باشد. تنوع ژنتیکی ها و در یک نوع میزبان میتنوع ژنتیکی بین جدایه
هـاي  مختلف این ویروس در میزبـان هاي  جدایهدرصدي)  90تا  87(

قند نیز مشاهده شده که بیانگر تغییر پـذیري بـالاي   دیگر مثل چغندر
 همچنـین قـرار   باشـد. این ویروس و سازگاري آن با یک میزبان مـی 

هاي گزارش شده از گرفتن قطعه ویروسی مورد مطالعه در کنار جدایه
هـا رابطـه   دهد که تشابه نوکلئوتیدي ایـن جدایـه  چغندرقند نشان می

ها از نظر نـوع میزبـان بـا    بندي آنهکاملی با نوع میزبان ندارد و گرو
خوانی ندارد. این تنوع ژنتیکی ها از لحاظ فیلوژنتیکی همبندي آنگروه

هاي مختلف به همراه تنوع میزبانی در مطالعه این ویروس در میزبان
غیره نیز مشـاهده شـده    فرنگی ومثل چغندرقند، لوبیا معمولی، گوجه

 ).11( است
ومـین گـزارش از وقـوع ویـروس ایرانـی      با توجه به اینکه این د

باشد و بـا دقـت بـه ایـن     پیچیدگی بوته چغندرقند در مزارع لوبیا می
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موضوع که قطعه ویروسی مورد بررسی با جدایه مورد مطالعه در مزارع 
رسد بحث تنوع ژنتیکـی  هایی با همدیگر دارند به نظر میلوبیا تفاوت

که سبب سازگاري بیشتر  اي باشدها موضوع قابل ملاحظهبین جدایه
  این ویروس با لوبیا و دیگر میزبانان خواهد شد.

  

  
یابی شده با علامت نمونه توالی .Mega–6با نرم افزار ها  ویروس و سایر جمینی BCTIV-37براي نمونه درخت فیلوژنتیکی رسم شده  -5 لشک

  اندرفتهویروس داخل کادر قرار گ هاي جدید جمینیدایره مشخص شده است. جنس
Figure 5- Phylogenetic tree made for BCTIV-37, indicated by a circle, and other geminiviruses using Mega6 software. New 

genus of geminiviruses is shown in rectangles 
 

هاي  همچنین نتایج برآمده از این درخت فیلوژنتیکی و دیگر توالی
هد که قطعه ویروسی گزارش شده از لوبیـا در  دبررسی شده نشان می

هاي گزارش شده از استان زنجان داراي ارتباط نسبتا بیشتري با جدایه
هـاي گـزارش شـده از    شرق کشور در مقایسه با جدایهجنوب و جنوب

ي دهنـده تواند نشانشرق و دیگر مناطق کشور دارد که این میشمال
ه باشـد. اگرچـه برخـی از    احتمالی منشاي ورود از منـاطق ذکـر شـد   

ي هاي همین مناطق مثل جدایه گزارش شده از شلغم نیز فاصله جدایه

  ژنتیکی زیادي با نمونه مورد مطالعه دارند.
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در درخت فیلوژنی استفاده شده ویروس ایرانی پیچیدگی چغندرقند و سایر اعضاي جمینی ویروس که هاي  مشخصات جدایه -1جدول ضمیمه 

 است
Appendix table 1- The details for Beet curly top Iran virus and other member of geminiviruses used to make a phylogenetic 

tree 
 ویروس
Virus 

 میزبان
Host 

 رس شمار
Accession Number 

جغرافیایی مکان  
Place/Province 

 منبع
Ref 

BCTIVIR:Kav] چغندرقند 
Sugar beet 

JQ707941 
 فارس/کوار

Fars 17 
BCTIV [IR:Kam] 

 
 چغندرقند

Sugar beet 
JQ707943 

 کرمان/کمال  آباد
Kerman 17 

BCTIV [IR:Tab] نخودفرنگی 
Cowpea 

JX131633 
 خراسان رضوي/تبادکان

Khorasan Razavi  12 

BCTIV [IR:Sabz] فرنگی گوجه  
Tomato 

JX966233 
 خراسان رضوي/ سبزوار

Khorasan Razavi  
12 

BCTIV [IR:Nesh] لوبیا 
Bean 

JX458087 
 خراسان رضوي/نیشابور

Khorasan Razavi  
4 

BCTIV [IR: Tu] 
 

 چغندرقند
Sugar beet 

EU263011 
 فارس/شیراز

Fars 4 

Beet curly top virus [USA] اسفناج 
Spinach 

AY548948 
 آمریکا
USA 3 

Beet curly top virus [USA: Cal] چغندرقند 
Sugar beet 

M24597 
 آمریکا
USA 

30 
Pepper yellow dwarf virus[ New Mexico] 

 
 فلفل

Pepper 
EU921828 

 آمریکا
USA 

18 

Eragrostiscurvula streak virus [ZA] weeping lovegrass FJ665633 
  قاي جنوبییآفر

ZAF  
 

32 

Maize streak virus  A[Zim] 
 

 ذرت
Maize 

AF329881 
  زیمباوه
ZWE 

22 

Wheat dwarf virus [Sweden] 
 

 
 گندم

Wheat 
X02869 سوئد  

SWE 
 

Bean yellow dwarf virus [SA] 
 

 لوبیا
Bean 

 
Y11023 آفرقاي جنوبی  

ZAF 
19 

Turnip curly top virus isolate [IR:Zaf] شلغم 
Turnip 

GU456685 
 کرمان/کرمان
Kerman 5 

Bean golden mosaic virus [Brazil] 
 

 لوبیا
Bean 

M88686 برزیل  
BRA 

29 
African cassava mosaic virus isolate  

[West Kenyan] 
 

 کاساوا
Cassava 

 
J02057 کنیا  

KEN 
29 

Tomato yellow leaf curl [Vietnam ] 
 گوجه فرنگی

Tomato  
 

DQ641697 ویتنام  
VNM 

15 

Spinach curly top Arizona virus [USA] اسفناج 
Spinach 

HQ443515 
 امریکا
USA 16 

 


