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 چکیده

وسیعی  یجهان داراي گسترش (Bean Common Mosaic Virus)معمولی لوبیا  موزاییکویروس 
هاي  ژنوتیپ بکارگیري. گرددمیعملکرد و همچنین نقصان در کیفیت محصول  کاهشباعث  بوده،

ژنوتیپ لوبیا چشم بلبلی در  بیست .باشد میمتحمل و مقاوم از راهکارهاي اصلی مدیریت این بیماري 
هاي کامل تصادفی با  آلودگی در قالب طرح بلوك عدم آلودگی و با اعمال متغیرهايآزمایش مجزا  دو
برگی به صورت مکانیکی و  دوتکرار در شرایط گلخانه مورد بررسی قرار گرفتند. آلودگی در مرحله  سه

ها از آزمون الایزا  روز بعد از آلودگی انجام شد. جهت تعیین میزان آلودگی ژنوتیپ 21ارزیابی ظاهري 
و با استفاده از  RT-PCRهاي لوبیا چشم بلبلی به وسیله آزمون  استفاده گردید. آلودگی ژنوتیپ

 373اي به طول  نتایج بیانگر تکثیر قطعه. ، نیز مورد بررسی قرار گرفتBCMVهاي اختصاصی آغازگر
را  BCMVدرصد آلودگی به  80تا  66/6هاي مورد بررسی از  جفت باز، در گیاهان آلوده بود. ژنوتیپ

هاي مختلف  به ژنوتیپ BCMVزنی مکانیکی با نشان دادند. با توجه به علائم ایجاد شده در اثر مایه
با توجه به  .آوردن شدت آلودگی صورت پذیرفت دست به) براي 0-4( نمره دهیلوبیا چشم بلبلی 
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 مقدمه
   به هند و چین و  سپسآفریقا بوده و  )Vigna sinensis(لوبیا چشم بلبلی  منشأ 

ویروس  بیست). Jahansoz et al., 2003( هاي مرکزي و شمالی آمریکا منتقل شده استقسمت
        و  ترینمهم .(Thottapilly & Rossel, 1985)  دهند مید حمله قرار این گیاه را در مزرعه مور

  Bean Common معمولی لوبیا موزاییک ویروس ،این گیاهبیماري ویروسی  زاترینخسارت

Mosaic Virus ,(BCMV) باشدمی )Alegbego & Kashina, 2001(.  این ویروس در اوایل
 ). Strausbaugh et al., 2003قرن بیستم از اغلب نواحی تولید کننده لوبیا گزارش گردید (

ویروسی لوبیا در  زايعامل بیماري ترین مهم هاي موجود این ویروس را به عنوانگزارش
در ناشی از ویروس  موزاییکعلائم  )Mosahebi Mohammadi, 1972( نمایدمعرفی میایران 

 Mosahebi( از روسیه گزارش شد Iwanofski (1864) گیاه لوبیا، اولین بار توسط

Mohammadi, 1972 موزاییکمعمولی لوبیا و ویروس  موزاییک ویروس 1922).  تا سال 
-Flores( شدند ز یک گونه در نظر گرفته میا Bو A هاي معمولی نکروز لوبیا به عنوان سروتیپ

Estevez et al., 2003( .ًمعلوم شد که سروتیپ بعداA همان ، (BCMNV)  و سروتیپB  همان
BCMV باشد می .(Mink et al., 1994) 

 از طریقمعمولی نکروز لوبیا  موزاییکمعمولی لوبیا و ویروس  موزاییک ویروس شناسایی
تمام نژادها علائم  پذیر است. این در حالی است کهامکانلکولی وسرولوژیکی و م هاي روش

 ,.Flores-Estevez et al(کنند  ایجاد می تهاي مقاوم فاقد ژن هايرا در ژنوتیپمشابهی 

 98تا  6بسته به رقم و زمان آلودگی بین را  BCMV هاي متعدد میزان خسارت گزارش .)2003
در ایران براي وجود این ویروس  ).Dasgupta et al., 2003, Ittah, 2006( دهدنشان میدرصد 

آلودگی میزان از مزارع لوبیا در دماوند گزارش شده و Manoochehri (1963)  اولین بار توسط
این ویروس در تمام   .)Mosahebi Mohammadi, 1972(نمود نیز اعلام  درصد 100 تارا 

 Peyambari etهاي در بررسی .)Mosahebi Mohammadi, 1972(د مناطق ایران انتشار دار

al.,(2006)  کشور،  استان چهار، در BCMV عامل اصلی ایجاد کننده علائم  را به عنوان
در مزارع لوبیاي استان  شدید. نتایج بیانگر میزان آلودگی معرفی نموده استلوبیا  موزاییک

به ترتیب در هاي کهکیلویه و بویراحمد، تهران و اصفهان  استان هايآلودگیفارس بوده است. 
 . هاي بعدي قرار گرفتندمقام

این ویروس و اثر آن بر خانواده حبوبات از جمله انواع لوبیا  خصوصدر  متعدديتحقیقات 
متحمل و مقاوم لوبیا چشم بلبلی  هاي و ژنوتیپ هاگزارشی از واکنش رقمانجام شده است،

 هاي بیماريجهت مقابله با  از آنجا که بهترین روش .نیستنسبت به این ویروس در دست 
 استفاده ازهاي مقاوم و  ، تلاش براي یافتن رقممبتنی بر اصل پیشگیري است هاي روشویروسی 

 واقع شود.  مؤثردر مزارع لوبیا بسیار  هارقم این
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 موزاییکهاي لوبیا چشم بلبلی نسبت به ویروس  ژنوتیپ العمل عکساین تحقیق  در

کاهش که به هاي مقاوم این گیاه  ژنوتیپهمچنین شناسایی  ،بررسی گردیده است معمولی لوبیا
، منتهی خواهد شد ها در جهت مدیریت کنترل ویروس و کاهش هزینهمصرف سموم شیمیایی 

 قرار گرفته است.  مدنظر
 

 ها مواد و روش
وتیپتهیه   -1 شم بلبلی   ژن وبیا چ  هاي ل

 و بذر نهال و تهیه ت اصلاحتحقیقا وسسهبیست ژنوتیپ مورد مطالعه در این تحقیق از م
کامل تصادفی در سه  هايطرح بلوكیک از هر ژنوتیپ ده بذر در قالب  تهیه گردید. )کرج(

 )1:1:1( ماسه بادي و خاك معمولیشامل خاك برگ،   يسانتیمتر 16 هاي گلدانتکرار در 
گلخانه با دماي شرایط و در که پس از تنک کردن به پنج بوته در هر گلدان رسید کشت شده 

که حاوي بذرهاي گلدان شاهد نگهداري شدند. براي هر ژنوتیپ یک  لسیوسدرجه س 32-18
 زنی مکانیکی شدند.مقطر مایهدر نظر گرفته شد که با آب همان ژنوتیپ بود 

 نشان داده شده است. یکهاي لوبیاي مورد استفاده در این بررسی در جدول کد ژنوتیپ
 

 استفاده شده در این تحقیق هاي لوبیا چشم بلبلی ژنوتیپ -1جدول 
Table 1- Cowpea genotypes investigated in this research 

Row Genotypes Code  Row Genotypes Code 
1 TN-38-7244 11 TN-38-7265 
2 TN-38-7245 

 

12 TN-38-7266 
3 TN-38-7248 13 TN-38-7278 
4 TN-38-7251 14 TN-38-7280 
5 TN-38-7254 15 TN-38-7289 
6 TN-38-7256  16 TN-38-7305 
7 TN-38-7257 17 TN-38-7306 
8 TN-38-7258  18 TN-38-7308 
9 TN-38-7259 19 TN-38-7309 

10 TN-38-7262  20 TN-38-7310 

 
ساس مایه -2 ر روي گیاهان ح کثیر ویروس ب  زنی و ت

و همچنین آلوده نبودن  BCMVها به  براي اطمینان از حصول آلودگی صددرصد نمونه
هاي سرولوژیکی و ، به دلیل دامنه میزبانی وسیع این ویروس، آزمایش  CMVها به  نمونه

آمده بافتی  به دستبود انجام پذیرفت. با توجه به نتایج  PCRمولکولی که شامل آزمون الایزا و 
آلوده بود و  BCMVکه به عنوان منبع ویروس در این تحقیق مورد استفاده قرار گرفت تنها به 

ها بعد از انجام  نشان نداد. همچنین قابل ذکر است که این آزمون CMVآلودگی به  گونه هیچ
هاي  زنی بر روي گیاهان حساس و تکثیر اینوکولوم اولیه صورت گرفت که از بین نمونه مایه
را نشان دادند براي  )موزاییکعلائم  عمدتاً( هایی که بیشترین آلودگی زنی شده نمونه مایه
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در این آزمایش گیاه مادري  بیا چشم بلبلی انتخاب و جدا گردید.هاي لو زنی بر روي ژنوتیپ مایه

 اند.عاري از ویروس بوده پس بذور نیز عاري از بیماري ویروسی بوده
 

کثیر آن -3  زادمایه ویروس و ت
 در این تحقیق از بخش استفادهمعمولی لوبیاي مورد  موزاییکویروس زادمایه منبع 

تهیه گردید  )تهران( کشور پزشکی گیاهتحقیقات گیاهی موسسه  شناسی ویروستحقیقات 
و چشم بلبلی  لوبیاچیتیروي  زنی مکانیکیروش مایهبا  این زادمایه .)شهر آیین(اهدایی دکتر 
 تکثیر گردید. 

 

 مایه زنی  -4
در مرحله دو برگی  هازنی مکانیکی بوتهمایه با انجام هاي لوبیا چشم بلبلی،ژنوتیپ واکنش

زنی ، مایهبراي اطمینان .بررسی شد BCMVلوبیاي آلوده به  هاي برگبا استفاده از عصاره 
راندوم پاشی با استفاده از آب وهاي شاهد پس از کارببوتهشد.  انجامبه فاصله یک هفته مجدد 
-دو تا سه هفته پس از مایه ،روي گیاهان تیمار زنی شدند. علائم ایجاد شدهمایه سترونمقطر 

 برداري شد. زنی بررسی و یادداشت
 

 آزمون الایزا -5
هاي برگی تهیه و آلودگی زنی از هر یک از تیمارها نمونهسه هفته پس از اولین مایه   

  PTA-ELISA و به روش BCMV علیه تهیه شده سرم اختصاصیبا استفاده از آنتی  ها آن
)Mowat & Davson, 1987 (تعیین شد.   

برابر انحراف  سه به علاوهشاهد  جذباز میانگین  ها آن درجذب  میزان هایی که نمونه 
که کمتر از این میزان جذب نور  هایی آنهاي مثبت و  به عنوان نمونه بیشتر بود ها آنمعیار 

 .(Clark & Adames, 1977)شدند  ارزیابیهاي منفی  داشتند به عنوان نمونه
 

 آلودگیشدت  -6
، هابوته تک تکروز از  45به مدت  بار یکروز  پنجزنی هر مایهاولین از هفته دوم پس از 

. ها میانگین گرفته شدو سپس از کل بوته شد برداريمربوطه یادداشت و علائم شدت آلودگی
 Hormozinejad et al., 2008) توصیفی (4-0( نمره دهیمنظور از روش این به 

Schoonhoven & Corrales, 1994 2(جدول ) استفاده شد.( 
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براي ارزیابی واکنش لوبیا چشم بلبلی به موزاییک  4-0روش نمره دهی  -2جدول 

 معمولی لوبیا
Table 2. Scoring method of 0-4 to reaction assessment of cowpea to 
BCMV 

Reaction assessment Index description Index 
Immune Symptomless 0 

Partial Resistant Mild Mottling 1 
Semi-Resistant Mild Mosaic 2 

Susceptible Mosaic 3 
High Susceptible Stunling, Necrosis 4 

 
آلودگی -7  درصد 

 از رابطه زیر استفاده گردید: ظاهري جهت تعیین درصد آلودگی
 

درصد آلودگی هر ژنوتیپ =
هايبوته آلوده  تعداد 

هابوته تعداد کل 
× 100 

 

معیار  بوته بود. 15زنی شده هر ژنوتیپ (با توجه به تکرارها) هاي مایه کل بوته دتعدا
شامل علائم  عمدتاًآلودگی هر بوته وجود علائم ظاهري گفته شده در مرحله قبل بود که 

 بود.  موزاییک
 
 

 RT-PCRآزمون  -8
آر -8-1 ج  ستخرا  اي ویروس.ان.ا

 ; Dinant et al., 1991( آن 3در انتهاي َ Aاي ویروس با توجه به دنباله پلی .ان .آر

Allison et al.,1986 ( با استفاده ازmRNA Capture Kit (Roche)  استخراج گردید. بدین
و پس از تیمار با  گیري، عصارهpH=7بافت گیاه در سه حجم بافر فسفات،  گرم 2/0 منظور

شد و از رونشین  گریزمیاندور در دقیقه  6000دقیقه در 10ت دبه م حجمی) %30(کلروفورم 
 ي ویروس استفاده شد.ا /ان /حاصل براي به دام اندازي آر

 

آر -8-2 دازي  م ان  ي ویروسا /ان /به دا
 .اند پوشش داده شده Streptavidin لیتري بامیلی 2/0هاي اپندورف  لوله مذکوردر کیت 

متصل  biotin-labeled oligo dT هاي  لکولوبه م Aدنباله پلی با دارا بودن  يا.ان.آر هر گونه
از افتد.  به دام میي ا /ان /آرشده و  انجامیدین واز طریق بیوتین به استرپتا این اتصالشود.  می

 در واکنش ترانویسی معکوس استفاده شد. يا /ان /آراین 
 

 )PCR( مرازاي پلیزنجیرهآزمون واکنش  -8-3
 25به حجم  3از ترکیبات لازم طبق جدول  مرازاي پلیزنجیرهبراي انجام واکنش 
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 MV-serotype-B-cp5-Upstream (5-GAG(A)TCTGTGCATو آغازگرهاي میکرولیتر 

(C)CTA(G) CAA(G)TC-3) و  BCMV-serotype-B-cp3-Dstream (5-CCTTCACAG 

ATTGTACCAC-3)  استفاده شد (Abdallah 1995) . آغازگر این آزمون با استفاده از
reverse  و آنزیمRT .سفارش پرایمرها از  بر اساس شرکت سازنده (فرمنتاس) انجام گرفت
 آلمان است.  MWGشرکت 

به مدت سه دقیقه به منظور  سلسیوسدرجه  94دمایی متشکل از یک چرخه  PCRبرنامه 
به  سلسیوسدرجه  94شت سازي در دماي رچرخه شامل واس 30واسرشت سازي اولیه و تعداد 

بسط  بود و به مدت یک دقیقه سلسیوسدرجه  52مدت یک دقیقه، اتصال آغازگرها در دماي 
 دقیقه 10بسط نهایی به مدت  بود.ثانیه  90به مدت  سلسیوسدرجه  72ماي دزنجیره در 

 icycler شرکت اپندورف و یا مدل Thermocyclerدر دستگاه  PCRواکنش  .انجام گردید
، با محصول واکنش در ژل آگاروز یک درصد الکتروفورز شدهانجام شد.  BIO RADشرکت 

 جفت باند مورد انتظار براي هر واکنش ارزیابی شد.
 

 مرازاي پلیزنجیرهمواد لازم در واکنش  -3جدول 
Table 3. Ingredients used in PCR 

Valume (µl) Component 
0.5 dNTPs (each 10 mM) 
1 Primer-forward (10 mM) 
1 Primer-reverse (10 mM) 

2.5 Taq buffer (10 x) 
0.75 Mgcl2 (50 mM) 
14 DEPC water 
5 cDNA 

0.25 Taq DNA Polymerase (5 u/ml) 

 
 نتایج

 شناسیعلائم  -1
مراحل ، علائم اختصاصی را در آلوده شد هاي لوبیا چشم بلبلی به این ویروس بیشتر ژنوتیپ

قابل  اول زنی این علائم از هفته سوم پس از مایه .از خود نشان دادند روز) 45(طی  آخر آلودگی
 مشاهده بودند.

 هايهاي سبز روشن و تیره در برگ، تورم رگبرگ، لکه شامل: لکهلائم اختصاصی بیماري ع
در  ها برگتاولی شدن  همچنین مشاهده شد.برگ به پایین قاشقی شدن نکروتیک خفیف، 

. علائم دیگري مانند کوتولگی، کوچک شدن دیده شد 19و  18، 15، 8، 7، 6، 1هاي  ژنوتیپ
شدند. در  مشاهدهها  از ژنوتیپنیز در برخی  ها برگو زرد شدن  تیکنکرو هايو لکه ها برگ
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 17و  8،  3هاي  زنی شده با آب مقطر علائمی مشاهده نشد به جز در ژنوتیپگیاهان شاهد مایه

  ناشی از صدمات مکانیکی حاصل از  تواند میکه  که علائم بسیار خفیف نکروز نشان دادند
به طور  ها وجود داشت.  در اکثر ژنوتیپ موزاییکیلکه نکروتیک خفیف و علائم  زنی باشد.مایه

سایر  در مقایسه بارا  شدیدتريعلائم  18و 17، 14، 13، 6، 5، 3، 2، 1هاي    کلی ژنوتیپ
 .ها نشان دادند  پژنوتی

 
 آزمون الایزا -2

زنی شده  هاي مایه   گر آلودگی ژنوتیپ آمده از آزمون سرولوژیکی الایزا نشان به دستنتایج 
 بود. BCMVبه 

زنی نشده بودند، علائم ظاهري قابل تشخیص ایجاد  که مایه  لوبیاچیتیاما گیاهان شاهد و 
 نکردند که این موضوع در آزمون الایزا به اثبات رسید. 

بر اساس نتایج به دست آمده از آزمون  الایزا به صورت میانگین و با استفاده از فرمول زیر، 
 کنترل منفی مقایسه گردیدند.  ها با  تمام ژنوتیپ

 بدین صورت انجام شد:نحوه امتیاز دهی 
A 25/0– 35/0: آلودگی کم؛ مقادیر 
B 36/0– 45/0: آلودگی متوسط؛ 
C 46/0– 55/0: آلودگی شدید؛ 
D 56/0 -65/0: آلودگی بسیار شدید؛. 

ها وجود داشت. البته در  که آلودگی در اغلب ژنوتیپ شود میمشاهده  5با توجه به جدول 
 برخی از تکرارها علامت منفی نشان از عدم وجود علائم ویروس بود.

مربوط به  ODو بیشترین  39/0با میانگین  11و  8هاي  مربوط به ژنوتیپ ODکمترین 
 بود. 58/0با میانگین  5و  4هاي  ژنوتیپ

 

آلودگی -3  شدت 
)، شدت آلودگی براي هر ژنوتیپ با توجه به تکرارها و 4-0( نمره دهیبا توجه به روش 

گردید که نتایج آن  نمره دهی BCMVبه عنوان شاهد بسیار حساس به  لوبیاچیتیهمچنین 
 آمده است. 6در جدول 
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 BCMVي لوبیا چشم بلبلی به ویروس هاعلائم ژنوتیپ -4جدول 
Table 4. Symptoms of cowpea genotyps infected with BCMV 

Symptoms Genotype 
Leaf blistering , Mosaic, Light necrotic local lesion TN-38-7244 
Light necrotic local lesion in some plant, Leaf roll TN-38-7245 
Small leaves, Stunting, Necrosis, Dead of some plant TN-38-7248 
Mosaic, Tape veins, Yellowing, Necrotic local lesion TN-38-7251 
Necrosis in some leaf TN-38-7254 
Light necrotic local lesion, Mosaic, Light leaf roll TN-38-7256 
Light necrotic local lesion, Mosaic TN-38-7257 
Mosaic, Leaf roll, Light necrotic local lesion TN-38-7258 
Light necrotic local lesion TN-38-7259 
Leaf blistering, Light necrotic local lesion, Mosaic, Tape veins TN-38-7262 
Mosaic, Light necrotic local lesion, Small leaves TN-38-7265 
Light necrotic local lesion TN-38-7266 
Small leaves in some plant, Mosaic, Leaf yellowing TN-38-7278 
Tape veins, Mosaic, Light necrotic local lesion, Leaf blistering TN-38-7280 
Leaf roll, Mosaic, Light necrotic local lesion, Leaf malformation TN-38-7289 
Mosaic, Light necrotic local lesion TN-38-7305 
Leaf blistering, Light necrotic local lesion TN-38-7306 
Leaf blistering, Stunting, Severe mosaic, Leaf roll, Leaf yellowing TN-38-7308 
Leaf blistering, Light necrotic local lesion TN-38-7309 
Leaf blistering, Light necrotic local lesion, Leaf yellowing TN-38-7310 

          
 

                                                         
  
 
 
 
 
 
 
 
 

،  ها برگرگبرگ نواري و کوچک شدن  -b،  ها برگتاولی شدن  -BCMV aعلائم آلودگی به ویروس  -1شکل 
c- نکروز شدید d-  ،تورم رگبرگe-  ها برگقاشقی شدن ،f-  ها برگبدشکلی و پیچیدگی ،h- هايلکه 

  نکروتیک
Figure 1. BCMV symptoms  a- Leaf blistering , b- Tape veins and small leaves, c- Severe 
necrosis, d- Tape veins  e- Leaf roll,  f- Leaf malformation , h- Necrotic local lesion 
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h f
 

d
 

b
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 و محاسبه خطاي معیار BCMVي لوبیا چشم بلبلی در آلودگی به ها امتیاز دهی ژنوتیپ -5جدول 

Table 5- Scoring of cowpea genotypes in infected with BCMV and calculate the standard error 

Genotype Repeat 1 Repeat 2 Repeat 3 x± SE 
The standard error Rating 

TN-38-7244 0/39 0/52 0/53 0/04±0/48 C 
TN-38-7245 0/55 0/56 0/63 0/01±0/58 D 
TN-38-7248 0/65 0/55 0/49 0/04±0/56 D 
TN-38-7251 0/45 0/52 0/37 0/04±0/44 B 
TN-38-7254 0/24 0/56 0/58 0/05±0/46 C 
TN-38-7256 0/52 0/53 0/45 0/04±0/50 C 
TN-38-7257 0/57 0/57 0/58 0/01±0/57 D 
TN-38-7258 0/36 0/54 0/48 0/04±0/46 C 
TN-38-7259 0/45 0/49 0/26 0/05±0/40 B 
TN-38-7262 0/57 0/53 0/42 0/03±0/50 C 
TN-38-7265 0/65 0/57 0/53 0/02±0/58 D 
TN-38-7266 0/42 0/56 0/46 0/02±0/48 C 
TN-38-7278 0/49 0/57 0/61 0/02±0/55 C 
TN-38-7280 0/59 0/53 0/51 0/02±0/54 C 
TN-38-7289 0/55 0/62 0/54 0/06±0/57 D 
TN-38-7305 0/43 0/36 0/39 0/02±0/39 B 
TN-38-7306 0/46 0/53 0/41 0/02±0/46 C 
TN-38-7308 0/60 0/50 0/63 0/01±0/57 D 
TN-38-7309 0/50 0/47 0/49 0/02±0/48 C 
TN-38-7310 0/43 0/41 0/33 0/02±0/39 B 
The negative control 
(Chiti Beans) 0/29 0/29 - 0/01±0/29 A 

Positive control 0/57 0/52 0/55 0/01±0/54 C 
x ± SE 

Negative control in formulas 
x ± SE 

0/32 0/25 0/24 0/02±0/27 A 

 
 BCMVي لوبیا چشم بلبلی نسبت به ها شدت آلودگی ژنوتیپ -6جدول  

Table 6. Infection severity of cowpea genotyps against BCMV 
Reaction  Score (0-4) Genotype 

Semi-Resistant 2 TN-38-7244 
Partial Resistant 1 TN-38-7245 
High Susceptible 4 TN-38-7248 

Susceptible 3 TN-38-7251 
Partial Resistant 1 TN-38-7254 
Partial Resistant 1 TN-38-7256 
Partial Resistant 1 TN-38-7257 
Partial Resistant 1 TN-38-7258 
Partial Resistant 1 TN-38-7259 
Partial Resistant 1 TN-38-7262 
Semi-Resistant 2 TN-38-7265 
Partial Resistant 1 TN-38-7266 
Semi-Resistant 2 TN-38-7278 
Partial Resistant 1 TN-38-7280 
High Susceptible 4 TN-38-7289 
Partial Resistant 1 TN-38-7305 
Partial Resistant 1 TN-38-7306 
High Susceptible 4 TN-38-7308 
Partial Resistant 1 TN-38-7309 

Susceptible 3 TN-38-7310 
Immune 0 Chiti beans 
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ودگی -4 آل  درصد 

 .شودمشاهده می 7در جدول محاسبه و درصد آلودگی براي هر ژنوتیپ 
 

 BCMVبه  هاي لوبیا چشم بلبلی بر اساس درصد آلودگی بندي ژنوتیپ دسته -7جدول 
Table 7. Cowpea genotypes classification according to the percentage of  infection to BCMV 

III 
67-100% 

Severe infection = C 

II 
34-66% 

Medium infection = B 

I 
0-33% 

Low infection = A 
 

8 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
9 

10 
13 
18 
20 

7 
11 
12 
14 
15 
16 
17 
19 
 

Genotype 

 
ج -5  RT-PCR نتای

با مقایسه دقت بین این آزمون و آزمون الایزا  بود. بدین منظور PCR هدف از انجام 
استفاده از آغازگرهاي اختصاصی توالی مورد نظر شناسایی شد. نتایج حاصل از این آزمون براي 

که  داد به دستجفت باز را  373قطعه مورد انتظار با اندازه تقریبی  BCMVهاي آلوده به  نمونه
. در الکتروفورز اند هیچ باندي مشاهده نگردیدهایی که در آزمون الایزا مثبت نبودههدر نمون

 اي مشاهده نگردید. آمده از گیاه عاري از ویروس (شاهدها) هیچ قطعه به دست PCRمحصول 
لیتوانی)  -(شرکت فرمنتاس bp100قابل ذکر است که در الکتروفورز از مارکر مولکولی 

 استفاده شد.
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

و  5، 2هاي ژنوتیپبه ترتیب نمایانگر  9تا  1هاي  الف) شماره BCMVمحصول پی سی آر ي الکتروفورز نقوش -2شکل 
به ترتیب نمایانگر  5تا  1هاي  باشد. ب) شماره می bp 100مارکر ملکولی  M و با تکرارهایی از هر کدام است 6

 باشد. می bp 100مارکر ملکولی  M و 20تا  7هاي نمایانگر ژنوتیپ 19تا  6هاي  و شماره 5تا  1هاي ژنوتیپ
Figure 2. Electrophoretic pattern of PCR virus yield BCMV  A) The numbers 1 through 9 represent the 
genotypes of 2, 5 and 6 with repeat of which one and M = molecular marker 100 bp.  B) The numbers 1 
through 5 represent the genotypes of 1 through 5 and the numbers 6 through 19 represent the genotypes of 7 
through 20  and M = molecular marker 100 bp. 

 الف

 ب

bp 373 

bp 373 
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 بحث

مختلف دنیا صورت گرفته است مشخص گردیده  در نقاطبا توجه به تحقیقاتی که تاکنون 
 & Mavric( باشد ترین ویروس لوبیا بوده و بذرزاد نیز می و شایع ترین مهم BCMVاست که 

Susta-Vozlic, 2004.( هاي مقاوم و تعیین درصد و شدت آلودگی و  لذا بررسی ژنوتیپ
مناسب براي  هاي روش هاي آن، جهت ایجادروي میزبان  روسهمچنین شناسایی علائم این وی

مدیریت بیماري و کاهش خسارات حاصل از این ویروس در مزارع لوبیا چشم بلبلی از اهمیت به 
 سزایی برخوردار است.

 

علائم ویروس  -1 ج  کنتای وبیا موزایی  معمولی ل
زنی ویروس روي گیاهان لوبیا چشم بلبلی در این تحقیق، مشابه علائم علائم ناشی از مایه

،  Bahrami Kamangar (1998) ،Osahebi (1972) طاین ویروس بود که توسحاصل از 
Baradaran (1997)، Naderpour (1999) ،Hashemi (1999)  ،Drijfhout (1978,1991) 

 گزارش شده است.   Peyambari (2006)و
هاي مختلف، ناشی از نوع ژنوتیپ است و مشاهده علائم تاولی  تفاوت در علائم در ژنوتیپ 
خاص   ناشی از نوع میزبان، ژنوتیپ تواند میکه در سایر منابع ذکر نگردیده بود  ها برگشدن 

 زنی شده باشد.  لوبیا چشم بلبلی و یا نوع ویروس مایه
 

آزمون الایزا -2 ج   نتای
باشد.  BCMVبه دلیل بذر زاد بودن  تواند میها  هد در بعضی از ژنوتیپآلودگی گیاهان شا

ها درجاتی از آلودگی را از خود نشان دادند که این  با توجه به فرمول آزمون الایزا تمام ژنوتیپ
حساسیت آزمون الایزا و نفوذ ویروس در گیاه لوبیا چشم بلبلی باشد. بر  گر نشان تواند میمطلب 

: D: آلودگی شدید و C: آلودگی متوسط،  B: آلودگی کم، Aها از امتیاز  این اساس ژنوتیپ
 آلودگی بسیار شدید برخوردار شدند. 

 

آلودگی -3  شدت 
هاي لوبیا چشم بلبلی  شدت آلودگی ژنوتیپ گر نشان) که 4–0با توجه به روش نمره دهی (

بود نمره دهی صورت پذیرفت. با توجه به نتایج تحقیق حاضر بیشتر   BCMVزنی شده به مایه
 Hormozi Nejad et al.,، Ariyarathne  (2008) جاي گرفتند.نیمه مقاوم ها در گروه  ژنوتیپ

et al., (1999) ،روي لوبیا در برابر  را بندي گروهBCMV  انجام دادند. همچنین
Schoonhovenran & Pastor – Corrales (1994)  از این روش نمره دهی براي مطالعه ژرم

 ویروسی استفاده کردند. هاي بیماريپلاسم لوبیا در اثر 
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ودگی -4 آل  درصد 

هاي لوبیا  درصد آلودگی نشان دادند. ژنوتیپ 80درصد تا  66/6هاي مورد بررسی از  ژنوتیپ
 34ها  بندي بیشتر ژنوتیپ بندي گردیدند. بر اساس این دستهگروه دسته 3چشم بلبلی در 

درصد  33درصد آلودگی را از خود نشان دادند و در درجه بعد صفر درصد تا  66درصد تا 
 ادند.آلودگی را نشان د

  Peyambari et al. (2006)لوبیا سفید و لوبیاچیتیهاي ، درصد آلودگی را در ژنوتیپ ،
 Castillo-Urquiza etو et al. (2003) Dasgupta، Ittah (2006) آوردند. به دست لوبیا قرمز 

al., (2006)  نشان دادند که میزان خسارتBCMV  تا  6بسته به نوع رقم و زمان آلودگی بین
 درصد متغیر بوده است.  98

 

ج  -5  RT-PCRنتای
به کمک جفت  RT-PCR هاي لوبیا چشم بلبلی با استفاده از آزمون ژنوتیپدر بررسی 

جفت باز از ژنوم ویروس تکثیر گردید که  373اي به طول  قطعه BCMVآغازگر اختصاصی 
به غیر از آغازگرهاي به کار برده شده از آغازگرهاي مورد  مطابق با اندازه مورد انتظار بود.

اي حاصل نگردید، که  استفاده شد اما نتیجه Peyambari et al. (2006)استفاده در پژوهش 
 ناشی از موارد زیر باشد: تواند می

 عدم کارایی لازم جفت آغازگرهاي مورد استفاده الف) 
هاي  ها براي استرین عدم شناسایی ژنوم ویروس توسط آغازگرها به دلیل طراحی آغازگرب) 

 BCMVخاص 
از بافت خشک، بافت تازه و بافت فریز شده  PCRقابل ذکر است که براي آزمون      

استفاده شد که نتایج نشان داد بافت فریز شده  BCMVلبلی آلوده به گیاهان لوبیا چشم ب
 Asghari gharaهاي  نتایج این تحقیق با یافتهداشت.  ها بافتکارایی بهتري نسبت به سایر 

 مطابقت دارد.  Abdallah (1995)و  (2008)
 

وتیپ بندي گروه -6 شم بلبلی به  واکنش ژن وبیا چ  BCMVهاي ل
گروه  4هاي بیست گانه لوبیا چشم بلبلی در  ژنوتیپ 8بر اساس تحقیق حاضر و جدول 

در گروه خیلی  18و 17، 13، 8هاي  گردیدند. با توجه به تحقیق حاضر ژنوتیپ بندي تقسیم
در گروه نیمه  9و  5 ،3، 2، 1هاي  در گروه حساس و ژنوتیپ 16و  4هاي حساس و ژنوتیپ

بندي گردیدند.  دسته مقاومدر گروه  20و 19، 15، 14، 12، 11، 10، 7، 6هاي  و ژنوتیپمقاوم 
به  تواند میهاي مورد مطالعه  در ژنوتیپ PCRعدم همخوانی کافی بین آزمون الایزا و آزمون 

گیاهی موانعی  هايبافتهمچنین بسیاري از  .مذکور باشد هاي روشدلیل تفاوت شناسایی 
توانند منجر به شکست در  ) که می(Luis et al., 1994 را دارا هستند PCRجهت شناسایی 
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 DNA سازي خالصهایی که به طور مستقیم و بدون  شناسایی ویروس شوند، مخصوصاً بافت

 .Miklas et al (1997)ط ). در تحقیقی که توسAsghari ghara, 2008شوند ( آزمایش می
اند در  شناسایی شده BCMVانجام گرفته است سه ژرم پلاسم مقاوم از لوبیاي سفید در برابر 

 Peyambari etهاي لوبیا قرمز و چیتی نسبت به ویروس حساس بوده است.  حالی که ژنوتیپ

al. (2006)  41235نشان دادند که ژنوتیپ-Ks اي نسبت به  (لوبیا سفید) تحت شرایط گلخانه
BCMV  فاقد علائم ظاهري قابل تشخیص بود.  عموماًو متحمل 

Kamelmanesh et al. (2012) ژنوتیپ لوبیا از انواع مختلف قرمز،  25، طبق پژوهشی
 بندي گروه BCMVهاي لوبیا را در برابر  چیتی و سفید را مورد مطالعه قرار داد و ژنوتیپ

 نمودند.
 

 BCMVنسبت به  هاي لوبیا چشم بلبلی ژنوتیپ بندي گروه -8جدول
Table 8. Grouping cowpea genotypes against BCMV 

Genotype ELISA severity The percentage 
of  infection Reaction 

TN-38-7244 C II 2 Semi-Resistant 
TN-38-7245 D II 1 Semi-Resistant 
TN-38-7248 D I 4 High Susceptible 
TN-38-7251 B I 3 Susceptible 
TN-38-7254 C III 1 Immune 
TN-38-7256 C II 1 Immune 
TN-38-7257 D II 1 Semi-Resistant 
TN-38-7258 C I 1 Immune 
TN-38-7259 B II 1 Semi-Resistant 
TN-38-7262 C I 1 Immune 
TN-38-7265 D II 2 Susceptible 
TN-38-7266 C I 1 Immune 
TN-38-7278 C II 2 Semi-Resistant 
TN-38-7280 C II 1 Immune 
TN-38-7289 D II 4 High Susceptible 
TN-38-7305 B I 1 Immune 
TN-38-7306 C I 1 Immune 
TN-38-7308 D II 4 High Susceptible 
TN-38-7309 C I 1 Immune 
TN-38-7310 B III 3 High Susceptible 
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