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‌چکیده
‌دارا‌بوودن‌دامنوه‌‌‌‌اب،‌Potyvirusاز‌جنس‌‌،(Bean yellow mosaic virus, BYMVویروس‌موزاییک‌زرد‌لوبیا‌)

های‌‌که‌در‌سالهایی‌‌برداری‌طی‌نمونه‌تواند‌روی‌محصولات‌مختلف‌خسارت‌زیادی‌وارد‌کند.‌میزبانی‌وسیع‌می

‌از‌مزارع‌آفتابگردان‌استان‌اصفهان‌صورت‌گرفت‌یک‌جدایه‌از‌این‌ویوروس‌بوا‌عمیوو‌موزاییوک‌‌‌‌‌‌39-39زراعی‌

‌موورد‌ماالهوه‌‌‌جدایوه‌‌فیزیکوی‌‌‌یسواز‌‌.‌خوالص‌نامگذاری‌گردید‌‌BYSunاًو‌بدشکلی‌گزارش‌گردید‌که‌اختصار

گورم‌‌‌922.‌از‌هور‌‌شود‌انجوام‌‌درصد‌‌92و‌‌02روز‌کسو‌یها‌بالشک‌یبر‌رو‌یفوژ‌افتراقیبا‌استفاده‌از‌دو‌دور‌سانتر

آمود.‌وزن‌مولکوولی‌ووروت ین‌ووششوی‌آمووده‌خوالص‌‌‌‌‌‌‌‌دسوت‌‌بهروس‌خالص‌یگرم‌و‌یلیم‌91-02حدود‌‌،آلودهبافت‌

BYSunبه‌روش‌‌SDS-PAGE‌،1/99از‌‌اسوتفاده‌ی‌بوا‌‌ه‌مورد‌بررسو‌یسرم‌جدا‌یکیلو‌دالتون‌برآورد‌گردید.‌آنت‌

‌کرد‌غلظت‌مشخص‌ی‌غیرمستقیوه‌شد.‌نتایج‌آزمون‌الیزایروس‌به‌خرگوش‌تهیآموده‌خالص‌و‌یهفتگق‌یونج‌تزر

‌082اندازهبه‌‌هقاهیک‌.‌باشد‌یمسرولوژیکی‌‌های‌در‌آزمونرقت‌‌ینتر‌مناسبسرم‌‌ین‌آنتیا‌نیگاماگلوبول‌0122/9

عمومی‌از‌جفت‌آغازگر‌‌یریگ‌بهرهانتخابی‌با‌‌هیجدا(‌CIاندامک‌درون‌سیتوومسمی‌)کننده‌‌کد‌یهناحجفت‌باز‌از‌

(‌دست‌آمده‌مقایسه‌ترادف‌بهردید.‌تکثیر‌گ‌مراز‌یول‌یا‌رهیزنج‌یها‌واکنشدر‌‌(CIRev/CIForها‌)‌ووتی‌ویروس

بیشوترین‌شوهاهت‌را‌بوا‌‌‌‌‌BLASTبا‌اسوتفاده‌از‌برناموه‌‌‌‌NCBIوایگاه‌اطمعاتی‌بانک‌ژن‌های‌موجود‌در‌‌با‌ترادف

ناحیه‌این‌حاصل‌از‌مقایسه‌ترادف‌‌ییکلوژنتیهای‌ف‌ل‌درختیه‌و‌تحلیتجزاز‌استرالیا‌نشان‌داد.‌‌BYMV-Sجدایه‌

،‌General‌،Lupinگوروه‌‌‌شوش‌هوا‌در‌‌‌نشان‌داد‌این‌جدایه‌BYMVهای‌‌با‌سایر‌جدایه‌‌BYSunیهجدا‌ژنوماز‌

Broad bean‌،W‌،Peaو‌‌Sجدایوه‌‌‌ها‌ماابقت‌دارد.‌که‌تا‌حدود‌زیادی‌با‌منشاء‌میزبانی‌آن‌هستندقابل‌تفکیک‌‌

BYSunبه‌همراه‌‌BYMV-Sدر‌شاخه‌‌Sگرفتجای‌‌. 

 

‌فیلوژنیویروس‌موزاییک‌زرد‌لوبیا،‌آفتابگردان،‌‌ها:‌کلید‌واژه

 

‌مقدمه

 Bean yellow mosaic) ویروس موزاییک زرد لوبیا

virus, BYMV)   از ایالرت   6321در سرا    برار  یناولر بررای

 Phaseolusلوبیای فرانسروی )  روی از و متحده آمریکا

vulgaris گزارش شده است )(Doolittle and Jones, 

 میزبررانی وسرریای دارد و برره    ٔدامنررهایررن ویررروس  . (1925

بقررو چ  هیرررت هسررالدر محصررو چ دنررد  توانررد یمررآسررانی 

(Leguminosae مانند شبدر و یونجه یا )هررز   یهرا  علف

برررر روی  BYMVماننررد ماشرررک زمسررتانگذرانی کنرررد.   

 هرایی  یزبران مایرن ویرروس در   کننده است.  گلایو  نیز آلوده

 Nicotianaلوبیررا و توتررون ) ، بررا،لا،ینخررودفرنگماننررد 

clevelandiiیابد ( به خوبی تکثیر می (Bos, 1970.)   
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 هخررانوادعضرروی از  موزاییررک زرد لوبیررا ویررروس 

Potyviridae  و جنسPotyvirus  پیکرره   .باشرد  مری

نانومتر و عرر    414 طو  به یرپذ خمش ای یلهم ،ویروس

اسررید  درصررد 1دارای پیکررره . باشررد یمررنررانومتر  61-62

 ,Hull)اسرت  پرروتئین و فا،رد لیپیرد     درصرد 31نوکلئیک، 

 زردی رگبرر  شربدر   هرای  یروسوبا ویروس این  (.2002

(Clover yellow vein virus, ClYVV ) و موزاییرک 

 (Bean common mosaic virus, BCMVلوبیا ) مامولی

 .سرولوژیکی داردارتباط 

بررذور آلرروده منبرر  مهمرری برررای پراکنرردگی و انتشررار    

در لوبیرررا  BYMV. باشرررند یمرررویروسررری  هرررای یمررراریب

(Orellana and Fan, 1978( و سویا )Nooh, 1985) 

درصرد   1/6ترا  برذر برا،لا    طریقولی از  شود ینمبا بذر منتقل 

بره   توانرد  یمر  هرا  شرته با این حا ، بر اثر فاالیت  .یابد یمانتقا  

ویرروس موزاییرک    سرعت در سراسر مزرعه پراکنرده شرود.  

از طریررق مکررانیکی ،ابررل انتقررا  اسررت   یراحترر بررهزرد لوبیررا 

(Bos, 1970.)   

 یهرررا آزمرررون، برررا BYMV هرررای یهسررروبسرریاری از  

 یهرا  روشسرولوژیکی و اخیرا برا   های یژگیوزایی،  بیماری

( بررر 1968) Inouye. شرروند یمررمولکررولی تشررخیص داده 

از  Oاز نخرود و   Pاز برا،لا،   Bمیزبانی سه سویه  ٔدامنهاساس 

در مطالاراچ   لوبیای مامولی را از ژاپن گزارش کرده اسرت. 

کرل ژنروم،    RNA/cDNAبادی با استفاده از هیبریداسیون 

، B های یهسوبه دهار گروه ژنتیکی تقسیم شدند که با  ها یهسو

P  وO  یرک سرویه جدیرد     یبنرد  طبقهمطابقت داشتند. در این

جرردا شررد ( Gladiolus hybrida)دیگررر نیررز از گلایررو  

(Wada et al., 2000 .) مختلف از نواحی  یها پژوهشدر

CP  3و´UTR     بررای بررسری روابری فیلروژنتیکی و تایررین 

؛ Choi et al., 2013) استفاده شده است BYMV های یهسو

Guyat et al., 1996 ؛Parrella and Lanave, 2009 .) 

et al. Wylie (2008 فیلوژنی تر )هرای ژن پرروتئین    رادف

و توزیر   طبیای اولیره  میزبان را از نظر نوع جدایه  10پوششی 

مرورد بررسری را در    هرای  یره جداجغرافیایی بررسی کردند و 

  ،Broad bean ،Canna ،General ،Lupinهفت گروه 
 

Monocot ،Pea  وW رار، ( دادندWylie et al., 2008 .)

ها  برای تمایز جدایهنیز  VPgاز پروتئین  یادشده در پژوهش

هرای   جدایره در مطالااچ فیلوژنی استفاده گردید، که طی آن 

BYMV    به پنج گرروه متمرایزΙ ،ΙΙ ،ΙΙΙ ،VΙ  وV   تقسریم

 شدند.

 ,Cucumber mosaic virus (Daneshتراکنون  

1969) ،Potato virus Y ،Tobacco streak virus 

(Hosseini et al., 2007؛ Hosseini et al., 2012) 

 ,.Tomato spotted wilt virus (Motamedi et alو 

در نمونه اند.  از مزارع آفتابگردان ایران گزارش شده (2009

های انجام شده از مزارع آفتابگردان اسرتان اصرفهان،    برداری

(Rabiee, 2013 )   آلودگی این گیراه برهBYMV   بررای

 یا جدایره پژوهش حاضر، در . شدایران گزارش  ازاولین بار 

 سررازی خررالصانتخرراو و پررس از  BYSunتحررت عنرروان 

عرلاوه برر ایرن،     .آن تهیره شرد  سررم علیره    نتیآتهیه  ،فیزیکی

 BYMV هرای  ویروس در بین سایر جدایهاین جدایه جایگاه 

 (CI) کننده انردامک درون سیتوپلاسرمی   کد بر اساس ناحیه

 .  مورد بررسی ،رار گرفت

 

‌ها‌مواد‌و‌روش

 منهع‌ویروس
 BYMVجدایه عنوان میزبان تکثیری  از گیاه با،لا به

اسرتفاده  شرود   نامگرذاری مری   ‌BYSunکه با نام اختصراری 

در  سرازی بیولروژیکی اولیره،    ایرن جدایره پرس از خرالص     شد.

 شناسرری دانشررگاه ولرری عصررر رفسررنجان کلکسرریون ویررروس

بافررت آلرروده برره  (.Rabiee, 2013) گررردد نگهررداری مرری

‌هفرت برا اسریدیته   مرو ر   41/4بافر فسفاچ سردیم  ویروس در 

گیراه  پرودر کاربرانردوم روی    شگیرری و پرس از پاشر    عصاره

صورچ مکانیکی انجام شد. گیراه در شررایی    زنی به مایه ،میزبان

   داری شد.نگهدرجه سلسیوس  24-94گلخانه در دمای 

‌فیزیکی‌سازی‌خالص

از روش  BYSunسررررازی  خررررالص منظررررور برررره

minipurification  برره روشLane (1986)  همررراه 

 اسررتفاده گردیررد برره شرررر زیررر    بررا تغییررراچ اساسرری  

(Hosseini et al., 2010): 
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ی علائررم پررانزده گرررم بافررت برگرری گیرراه بررا،لا دارا   

 6/4لیتر بافر شامل سیتراچ آمونیروم   میلی 624موزائیک در 

درصرد   21/4و  NaDIECAدرصرد   6/4مو ر، )حاوی 

گیری شد. در مرحله  افشره 1/1مرکاپتواتانو ( با اسیدیته -2

درصرد حجرم    64سازی به افشره حاصرل بره میرزان     همگن

دور در  1444د،یقه در  61کلروفرم اضافه و سپس به مدچ 

سازی به رونشین  د،یقه سانتریفیوژ گردید. در مرحله شفاف

)حراوی   X-100حاصل یک سوم حجم محلرو  تریترون   

مو ر( اضرافه و   6/4تریتون در سیتراچ آمونیوم  درصد 99

د،یقه در دمای دهار درجه سلسریوس مخلروط    94به مدچ 

گردید. افشره تیمار شده با تریتون در دو مرحله برا اسرتفاده   

ریفوژافترا،ی بر روی بالشتک تهیه شده از سروکروز  از سانت

 244در سریتراچ آمونیروم بره مردچ      درصرد  94و  درصد 24

دور در د،یقره سررانتریفیوژ گردیررد.   24444د،یقره بررا سرررعت  

 آوری گردید. خالص جم  عنوان آموده نسبتاً آموده نهایی به

کیفیررت نوکلئرروپروتئین خررالص شررده از طریررق نسرربت  

بررا اسررتفاده از دسررتگاه   284برره  214جررذو در طررو  مررو   

همچنررین  بررسرری شررد. (BioTech, Epoch)نررانودرا  

گیرری وزن   برای بررسی خلوص آموده خالص شده و اندازه

در ژ   یتروفررورز عمررودکمولکررولی پررروتئین پوشررش از ال 

-SDS ) 6ل سرولفاچ یم دو دسیسد ید حاویل آمیرکآ یپل

PAGE به روش )Laemmli (1970 استفاده ).شد 

‌سرم‌و‌آزمون‌الیزا‌تهیه‌آنتی

پررنج تزریررق  BYSunجدایرره سرررم  برررای تهیرره آنترری 

 صورچ زیر جلدی در پشرت گرردن خرگروش نیوزلنردی      به

 برره فواصررل یررک هفترره انجررام گرفررت. در هررر بررار تزریررق    

گررم ویرروس    میلی 1/6میکرولیتر آموده خالص حاوی  244

 Freund´s incompleteخالص با حجم مساوی روغن 

adjuvant   د،یقره بهرم زده شرد ترا      9-1مخلوط و به مردچ

صورچ امولسیون درآمد. یک هفته پس از آخرین تزریق،  به

ای گرروش خرگرروش  هررای حاشرریه عمررل خررونگیری از ر 

   انجام پذیرفت.

 ن، پرس از رسروو دادن   یگاماگلوبول سازی خالصبرای 
 

                                                           
1- Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel  

     Electrophoresis 

 یرومرراتوگرافکوم اشررباع، از یررمحلررو  سررولفاچ آمون آن بررا

DEAEگیرری از سرلولوز    برا بهرره   یستون
سرتفاده شرد   ا 2

(Clark and Adams, 1977 .)  هرای عبرور    محلرو

زان جرذو  یو م از ستون سلولوز با یکدیگر مخلوط ردهک

له دسرتگاه  یوسر ه بر نانومتر  284در طو  مو  ها  آن ینور

 IgG یهرا  محلو د. یم گردیتنظ 0/6تروفوتومتر در کاسپ

درجره   -24 یدر دمرا  یتریرولیکم 144 یها حجمحاصل در 

 شدند. ینگهدار سلسیوس

 بره روش ارائره شرده توسری     میمستقریغ ELISAآزمون 

Converse and Martin (1990 ) انجام شد یراتییتغبا. 

جدایره  اهران برا،لای سرالم و آلروده     یبرر  گ  های نمونه

شد  یریمو ر عصاره گ 6/4وم یآمونتراچ یدر بافر س مذکور

 9تیررروپلیکدرون حفررراچ م یتررریرولیکم 644ر یو در مقرراد

 دهار درجره سلسریوس   یشب در دما یکو به مدچ خته یر

، 6:6144، 6:6444، 6:144 یهررا غلظررت شرردند. گهرردارین

 یروس برررررایضرررردو IgGاز  6:9444و  6:2144، 6:2444

)بافر شستشرو حراوی دو    Blockingمذکور در بافر جدایه  

هررا  برره داهررکو ه یررته (egg albuminو  PVPدرصررد 

ضرد خرگروش متصرل بره      برادی  یآنتسپس . نددیگرداضافه 

در  6:9444غلظت با  (Goat antirabbit IgG-E)م یآنز

ه، و درون یررته کر خشرریشررسرره درصررد  یبررافر نمونرره حرراو

گررم در   یلر یم یرک درنهایرت محلرو     ها ریخته شد. داهک

زان یر م و ه شدینه تهیدر بافر زم 0ل فسفاچیتروفنیتر پارانیل یلیم

 یو آنتر  IgGمختلرف   یهرا  ر،تانجام شده در  یها نشکوا

نرانومتر برا    041زان جرذو نرور در طرو  مرو      ین مییژن با تا

( ELx 808مرد    BIOTEKخوان ) میکروپلیتدستگاه 

 .شد یریگ اندازه

 RT-PCRکل‌و‌‌RNAاستخراج‌

RNA  با،لای آلوده بره جدایره   ه نمونکلBYSun   برا

)شررکت   Column RNA isolation kitاسرتفاده از  

در ایرن پرژوهش بخشری از    . ایرران( اسرتخرا  شرد    -دنازیست

 با استفاده از آغازگر اختصاصی خرانواده پروتی   ژنوم CIناحیه 

                                                           
2- Diethylaminoethyl cellulose 

3- Microtiter plate 

4- Para-nitrophenyl phosphate 
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در دو مرحله و در حجم  cDNAساخت ویریده تکثیر شد. 

 میکرولیترر ده میکرولیتر انجام گرفت. در مرحلره او    24نهایی 

 Reverse transcriptase Bufferمیکرولیترر   دوآو، 

(10X) ، میکرولیترر   یرکdNTPs (10 mmol/μ lit)، 

  با تررادف  CIRev (10 pmol/ul) آغازگر میکرولیتر یک
 

5´-ACICCRTTYTCDATDATRTTIG TIGC-3´  
 

(Ha et al., 2007)    از و پرنج میکرولیتررRNA  کرل 

بره مردچ    ویروس درون میکروتیوو ریختره، و  استخرا  شده

سلسیوس در دستگاه ترموسایکلر ه درج 11پنج د،یقه در دمای 

سپس  و شکسته شود RNA هیثانوتا ساختارهای  شد ،رار داده

نرریم در مرحلره دوم  . گردیدنرد روی یرخ منتقرل    ربلافاصرله بر  

 MuMLV Reverse transcriptase (RT)میکرولیتر آنزیم 

 RNase inhibitor (40 U/µl) نریم میکرولیترر آنرزیم   و 

  هررا برره مرردچ یررک سرراعت در دمررای  میکروتیررووو  اضررافه

 گرفتنررد.  سلسرریوس در دسرتگاه ترموسررایکلر ،ررار   هدرجر  02

 بررا  PCRواکررنش  آمرراده شررد.  cDNAبرره ایررن ترتیررب  

 میکرولیتررر انجررام 21در حجررم نهررایی  cDNAاسررتفاده از 

 62، ر آوشررش میکرولیتررواکررنش شررامل مخلرروط گرفررت. 

)ساخت شرکت ویرراژن ایرران(،    Master mix میکرولیتر

 بررا ترررادف  CIFor (10 pmol/ul)یررک میکرولیتررر  
 

 5´-GGIVVIGTIGGIWSIGG IAARTCIAC-3´  
 

(Ha et al., 2007)  میکرولیترر ، یرک CIRev (10 pmol/ul) 

در  PCRبررود. برنامرره حرارترری  cDNAپررنج میکرولیتررر و 

درخره متشرکل    04درجه به مدچ سه د،یقه،  30 درخهیک 

درجره   18ثانیره،   94درجره   04ثانیه،  94درجه به مدچ  30از 

ای بره مردچ پرنج د،یقره      درجره  18یک درخه یک د،یقه و 

 های نا،ص( اعما  گردید.   )جهت کامل شدن رشته

 ترادفیابی‌و‌آنالیز‌‌رادفت

تکثیررر شررده از مربرروط برره ناحیرره  PCRمحصررو چ 

در کشرور   Macrogenمورد بررسی بره شررکت   جدایه 

،طااچ تکثیر فرستاده شد.  رادفکره جنوبی برای تایین ت

و  CIRevشده در دو جهت برا اسرتفاده از آغازگرهرای    

CIFor نرواحی تکثیرر شرده     فدراتگردیدند.  رادفتایین ت

 بررازبینی و  Chromas version 2.13 هبرنامررابترردا بررا  

 برا   NCBIافرزار بلاسرت در پایگراه اطلاعراتی      سپس برا نررم  

 موجود در بانرک ژن مرورد مقایسره ،ررار گرفرت.      های  ترادف

نوکلئوتیردی و   رادفسرازی دندگانره برر اسراس تر      ردیرف  هم

 افزارهرای  ترتیب با استفاده از نررم  درخت فیلوژنی به بازسازی
 Vector NTI Advance 11 software (Invitrogen) 
 انجرام شرد.  MEGA6 (Tamura et al., 2013 ) و

 و بر Maximum Likelihoodروش  درخت فیلوژنی با

 ترسرریم 6444( Bootstrapسررنجی ) اسرراس آزمررون اعتبررار

 .گردید
 

‌و‌بحث‌نتایج

زنررری مکرررانیکی روی  بارررد از مایررره روز 24حررردود 

)شرکل   سبزرد ظاهر شرد  یعلایم موزاییکهای با،لا  بر 

 سرازی  خرالص جهرت  عنوان منب  ویرروس   . این گیاه به(6

 .مورد استفاده ،رار گرفت

 

 

 زنی‌مکانیکی‌روی‌گیاه‌باقم‌سه‌هفته‌وس‌از‌مایه‌BYSunمیو‌جدایه‌ع‌-9شکل‌

Figure 1. Symptoms on BYSun-infected broad bean three weeks after mechanical inoculation 
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نیمره شرفاف    سوسپانسریون ، BYSun سرازی  خالصدر 

دسرت آمرده پرس از حرذف رسروو، حاصرل از آخررین         به

عنوان آموده نسربتا خرالص ویروسری     سانتریفیوژ دور پایین به

،رار گرفت. نسربت میرزان جرذو نروری بررای       استفادهمورد 

 نررانومتر 284برره  214محصررو  خررالص شررده در طررو  مررو  

(A260/A280) 08/6  خلروص   دهنده نشانبرآورد گردید که

باشرد. منحنری جرذو     مناسب آمروده مرورد مطالاره مری     نسبتاٌ

حاصل از این جدایه خالص شده بیشترین جذو را در طرو   

 201نررانومتر و کمتررین جررذو را در طرو  مررو     211مرو   

 (.2نانومتر نشان داد )شکل 

هررا همررواره بررا مشررکلاچ  سررازی پرروتی ویررروس خررالص

پایین بروده  باشد و اغلب راندمان این فرآیند  زیادی همراه می

های  (. در ویروسHollings and Brunt, 1981است )

هرم   ای بخش مهمی از پیکرهای ویرروس بره سربب بره     رشته

 سرازی  دسبیدن و یا خرد شدن در طو  مراحل مختلف خالص

(. روش Jones and Tolin, 1972رود ) از دسرت مری  

minipurification   سرازی نسربی    که یرک روش خرالص

هرای ناشرناخته برا اسرتفاده از      ویرروس است برای تشخیص 

ای سرری  و مفیرد اسرت. از     هرای الکتروفرورز شریوه    آزمون

های مثبت این روش کارایی آن با مقادیر کم بافرت   ویژگی

یکری دیگرر از    X-100اسرتفاده از تریترون    گیاهی اسرت. 

باشرد.   مزایای مهم روش یاد شده برای رف  این مشرکل مری  

نوان یکی از تغییراچ افزوده شرده بره   ع گیری از کلروفرم به بهره

هرای   پروتکل اصلی اثر ،ابل توجهی در حذف سرری  پرروتئین  

گیررراهی و تغییرررر رنررری آمررروده گیررراهی در طررری مراحرررل  

 با  ،⁄        سازی دارد. با استفاده از رابطه  خالص

هرا   ویرروس  که برای بسیاری از پروتی =E 4/2در نظر گرفتن 

 ,McDaniel and Gordonگررزارش شررده اسررت ) 

گررم بافرت برین     644(، میزان ویروس خالص شده از 1989

. نتایج الکتروفرورز آمروده   برآورد گردید گرم یلیم 24تا  61

بیانگر تشکیل تنها یرک بانرد ،روی     BYSunخالص جدایه 

دسرت   دهنده خلوص برا ی آمروده بره    پروتئینی بود که نشان

 (.9باشد )شکل  آمده می

و  ،Weber and Osborn  (1969)با استفاده از روش

خی رگرسیون بین لگاریتم وزن مولکرولی   یمپس از ترس

ها و میزان حرکت نسبی بانردهای پروتئینری، وزن    پروتئین

کیلو دالترون   1/99مولکولی پروتئین پوششی این ویروس 

 (.0برآورد گردید )شکل 

استفاده از الیزای غیر مسرتقیم در آزمرون عیارسرنجی    

هررای مررورد اسررتفاده، بررین  مشررخص نمررود در تمررام ر،ررت

 ژن موجود در عصاره گیراه آلروده واکرنش    بادی و آنتی آنتی

ترین حالت استفاده از این  مثبت دیده شد. مقرون به صرفه

ژن را در  بود که به خوبی آنتی 6:2144بادی، غلظت  آنتی

  ردیابی کرد. میزان جذو نور در این ر،رت از  6:14ر،ت 

 

 

‌ه‌نانودراپادر‌ناحیه‌نور‌ماوراء‌بنفش‌با‌استفاده‌از‌دستگ‌BYSunخالص‌جدایه‌نسهتاً‌نمودار‌طیف‌جذبی‌آموده‌‌-0کل‌ش
Figure 2. UV spectrophotometry of partially purified preparation of BYSun using nanodrop (BioTech) 
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:‌1تا‌‌9های‌استاندارد،‌راهک‌‌:‌وروت ینMهای‌‌.‌راهکBYSunخالص‌جدایهنسهتاً‌نقش‌الکتروفورزی‌آموده‌‌-9کل‌ش
‌minipurificationهای‌مختلف‌آموده‌خالص‌شده‌ویروس‌با‌استفاده‌از‌روش‌‌غلظت

Figure 3. SDS-PAGE of partially purified BYSun. Lines M: standard protein marker, line 1-5: 
different dilutions of partially purified preparation using minipurification method 

 

 
 

‌بر‌اساس‌حرکت‌نسهی‌BYSunخط‌رگرسیون‌تخمین‌وزن‌مولکولی‌وروت ین‌ووششی‌آموده‌خالص‌جدایه‌‌-4شکل‌
 ها‌در‌ژل‌ولی‌آکریل‌آمید‌کولی‌آنو‌لگاریتو‌وزن‌مول)محور‌افقی(‌های‌استاندارد‌‌وروت ین

Figure 4. Determination of BYSun CP molecular weight based on relative migration distance of 
standard protein marker and log of their molecular weight In SDS-PAGE 

‌

و  3/4ترتیرب   عصاره گیاه آلوده و عصاره گیراه سرالم بره   

بادی تهیه شده  بر این، آنتی (. علاوه6بود )جدو   641/4

و خالص شده در این تحقیرق بره خروبی ،رادر بره ردیرابی       

آوری شرده   های با،لای جم  در نمونه BYMVویروس 

گیرری از   کرمان و خوزسرتان برا بهرره    یها از مزارع استان

 مستقیم بود. روش الیزای غیر

صورچ رفت و  های تایین شده به تحلیل نتایج ترادف

انجرام   Vector NTIافرزار   نررم  اده ازبرگشرت برا اسرتف   

گرفرت. ترررادف مونتراژ شررده بررا در نظرر گرررفتن ترررادف    

جفررت برراز بررود  184آغازگرهررای مررورد اسررتفاده دارای 

شررروع و برره  CIFor( کرره بررا ترررادف آغررازگر 1)شررکل 

 ختم شد. CIRevترادف مکمل آغازگر 

مورد بررسری   BLASTتایین ترادف شده با برنامه  هنمون

 هرای  یره را برا جدا  یهبلاست شباهت این جدا،رار گرفت. نتایج 

BYMV نشان مقایسه موجود در بانک ژن آشکار نمود. این 

 از ژنروم بیشرترین   شرده  تکثیرر  ه،طار  نوکلئوتیردی  تررادف  داد

جدایره اسرترالیایی    ژنوم از ناحیه همین از ،سمتی به را شباهت

BYMV-S درصد داشت. 38 نوکلئوتیدی یکسانی با 
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های‌مختلف‌‌و‌رقت‌‌BYSunجدایه‌IgGهای‌مختلف‌‌نتایج‌آزمون‌الیزا‌به‌روش‌غیرمستقیو‌با‌استفاده‌از‌رقت‌-9دول‌ج

‌(I(‌و‌آلوده‌به‌این‌جدایه‌)Hعصاره‌گیاه‌سالو‌)
Table 1. Indirect ELISA results using different dilution of BYSun IgG versus different dilution of 

crude extract of healthy (H) and BYSun-infected (I) plants 

Crude extract dilution 
IgG dilution 

1:500 1:1000 1:1500 1:2000 1:2500 1:3000 

H 1:5 0.41 0.41 0.3 0.22 0.25 0.15 

I 1:5 2.21 2.25 2.03 1.84 1.45 1.18 

H 1:10 0.23 0.22 0.2 0.18 0.17 0.15 

I 1:10 1.97 1.55 1.35 1.3 1.05 0.98 

H 1:50 0.14 0.133 0.121 0.105 0.101 0.089 

I 1:50 1.67 1.55 1.25 1.05 0.9 0.6 

 

 
 

 یک ژل‌آگارز در CIFor و CIRev آغازگرهای از استفاده با RT-PCR آزمون الکتروفورزی‌محصول نقوش‌-1شکل‌

‌4تا‌‌9های‌‌(،‌راهکbp DNA ladder, Qiagen 100نشانگر‌)‌ M:.‌راهک Red-safe به‌وسیله شده آمیزی‌رنگ درصد
‌باشند‌می‌BYSunنمونه‌جدایه‌

Figure 5. Agarose gel electrophoresis of PCR products using CIRev/CIFor primer pairs stained  
with Red-safe. Line M: 100 bp DNA ladder (Qiagen), lines 1-4: DNA fragments of 680 bp 

representing partial CI of BYSun genome 

 
. این باشد یمتاددی م های یفدارای موت CIپروتئین 

مشخصه اصلی با  خانواده دو آنزیم هلیکاز آر  ها یفموت

و  2هستند و شرامل یرک موتیرف اتصرا  بره ژنروم       6ان ای

. شروند  تادادی موتیف دیگر از این با  خانواده پروتئینی مری 

(که در برخی GSGKS-3X-Pموتیف اتصا  به ژنوم )

شرود در جدایره    نیرز شرناخته مری    Iعنوان موتیرف   مناب  به

BYSun صورچ ترادف حفاظت شده  بهGSGKSTGLP 

وجرود داشرت.    CIدر ابتدای ،طاه تکثیرر شرده از ناحیره    

دند موتیرف دیگرر کره دارای نقرش هلیکراز آر. ان. ای.      

  (،R-5X-PTR-4X-E)با ترادف  Iaبودند شامل موتیف 
 

                                                           
1- Super family 2 RNA helicase 

2- NTP-binding motif 

)برا تررادف    III(، موتیف DEXH)با ترادف  IIموتیف 

TATPP موتیف ،)IV  با ترادف(PS موتیف ،)V   برا(

)بررا ترررادف  VI( و موتیررف TD-2X-E-X-Gترررادف 

T-5X-QR-X-GRX-GR( بودند )Ha et al. 2007؛ 

Kadare and Haenni 1997 .)  در ویرروسBYSun 

، KVLMIESTRPLAEحفاظرت شررده  هررای  تررادف 

DECH  وSATPP هرای  عنوان نماینده موتیرف  ترتیب به به 

Ia ،II  وIII  مورد شناسایی ،رار گرفتند. هردند موتیرف ،

IV  با ترادفSP     در نرواحی دیگرر پرروتئینCI   جدایره

BYSun        مشاهده گردیرد امرا در ناحیره متنراظر برا سرایر

 ها یافت نشد. ویروس و یا سایر پوتی BYMVهای  جدایه

 مری توانرد برا     CIکننده  مقایسه با استفاده از ناحیه کد
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 ORFد،ت بسیار زیادی بازتاو ترادف نوکلئوتیدی کل 

 باشد و اگر ترادف کامل ژنوم در دسترس نباشرد ایرن ناحیره   

 ترین ،سمت برای اهرداف تشخیصری و تاکسرونومیکی    مناسب

(. مو،ایرت  Adams et al. 2005رسرد )  بره نظرر مری   

هررای  در بررین جدایرره  BYSunتاکسررونومیکی جدایرره  

BYMV یره یاد شده در مرکرز ناح  هبا تایین ترادف ،طا 

CI .برای مقایسره   مورد بررسی ،رار گرفتBYSun   برا

ها، اطلاعاچ موجود در بانک ژن بررسی شرد   سایر جدایه

 ،CIبر اساس مقایسه ترادف نوکلئوتیردی ناحیره    (.2)جدو  

به  BYMV-Sبا جدایه  BYSunمیزان شباهت جدایه 

 یها هیاین میزان برای سایر جدا که یدرصد رسید، درحال 38

(. مقایسرره 9 متغیررر بررود )جرردو  48-83مررورد بررسرری از 

 BYSunجدایره   CIدندگانه ترادف آمینواسیدی پروتئین 

هرای   درصدی ایرن ناحیره را برا پرروتئین     32-644شباهت 

 هرای  نشران داد. جدایره   BYMVهای  متناظر سایر جدایه

BYMV-S  وBYMV-SW9 38و  644ترتیب برا   به 

 داشتند. BYSunدرصد شباهت بیشترین ،رابت را با 

و روش  MEGA6 افرررزار برررا اسرررتفاده از نررررم  

Maximum Likelihood     29درخرت فیلوژنیرک برا 

(. بررای ترسریم درخرت سرای     1گردید )شکل جدایه ترسیم 

تلف جهران  استفاده شود که از مناطق مخ هایی شد از جدایه

 آوری گردیررده و در عررین حرا  ترررادف ناحیرره یرراد   جمر  

 هررا در دسررترس باشررد. از یررک جدایرره    آناز ژنرروم  شررده

Potato virus Y عنوان  نیز بهout group  .استفاده شد

های مورد بررسری در   شود کلیه جدایه دنانچه مشاهده می

متشرکل از   Generalشش گرروه جرای گرفتنرد. گرروه     

هرایی اسرت کره از نقراط مختلرف کرره زمرین و از         جدایه

 Lupinانررد. در گررروه  هررای مختلررف جرردا شررده میزبرران

هایی جای دارند کره از گیراه لوبیرای مصرری جردا       جدایه

هرایی کره از   نیز جدایه Broad beanاند. در گروه  شده
‌

‌منظور‌رسو‌درخت‌فیلوژنی‌به‌ژنبرداشت‌شده‌از‌بانک‌‌BYMVهای‌‌مشخصات‌جدایه‌-0جدول‌
Table 2. Properties of BYMV isolates used for phylogenetic analysis 

Isolate name Accession No. Origin Host 

Fr FJ492961 S. Korea Freesia sp. 
PN83A HG970860 Australia Lupinus angustifolius 
MD1 HG970847 Australia Lupinus cosentinii 
GB42C HG970853 Australia Lupinus angustifolius 
SW3.2 JX156423 Australia Diuris sp. 
NG1 HG970869 Australia Lupinus angustifolius 
KP2 JX173278 Australia Diuris magnifica 
ES55C HG970858 Australia Lupinus angustifolius 
SW9 KF632713 Australia Diuris sp. 
MB4 D83749 Japan Gladiolus hybrida 
G1 AB439730 Japan Gladiolus sp. 
GIa AB439729 Japan Gladiolus sp. 
LP HG970866 Australia Lupinus pilosus 
LPexFB HG970868 Australia Vicia faba 
MD5 HG970848 Australia Lupinus angustifolius 
S U47033 Australia Vicia faba 
IbG AB079887 Japan Gladiolus sp. 
FBI-1 EU082116 Australia Vicia faba 
90-2 AB439731 Japan Vicia faba 
W DQ641248 USA Lupinus albus 

CS AB373203 Japan Pisum sativum 
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Table 3. Percent identities among partial CI nucleotide sequences of BYSun and other BYMV isolates 

 
Isolate name 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 

1 AB079887/IbG 98 97 97 96 78 79 80 80 79 79 88 88 92 95 95 95 96 95 96 96 95 95 

2 AB439729/Gia 
 

98 98 97 78 79 80 80 79 79 89 89 93 96 96 96 96 96 96 96 96 96 

3 AB439730/G1 
   

98 98 79 80 81 81 80 80 89 89 93 95 96 96 96 96 96 96 95 96 

4 D83749/MB4 
    

98 79 80 80 80 79 79 89 88 93 96 96 96 97 96 97 97 96 96 

5 AY192568/GDD 
    

79 80 81 81 80 80 89 89 93 95 96 96 96 96 96 96 96 96 

6 AB373203/CS 
      

79 78 78 78 78 78 78 79 79 79 79 79 79 79 79 79 79 

7 DQ641248/W 
       

80 80 79 79 78 78 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 

8 AB439731/90-2 
       

98 83 83 81 80 82 80 80 81 81 81 81 81 81 81 

9 HG970867/FB 
        

83 83 81 80 82 80 80 81 81 81 81 81 81 81 

10 HG970866/LP 
          

100 80 79 84 80 80 80 80 80 80 80 80 80 

11 HG970868/LPexFB  
         

80 80 84 80 80 80 80 80 80 80 80 80 

12 BYSUN 
            

98 86 87 87 88 88 88 88 88 88 88 

13 U47033/S 
            

86 87 87 88 88 88 88 88 87 88 

14 HG970848/MD5 
             

94 94 94 94 95 95 95 94 95 

15 FJ492961/Fr 
               

98 97 98 97 98 98 97 97 

16 HG970860/PN83A 
               

98 98 98 98 98 97 98 

17 HG970847/MD1 
                

100 98 98 98 98 98 

18 HG970853/GB42C 
                 

98 98 98 98 98 

19 HG970858/ES55C 
                  

99 99 98 98 

20 JX156423/SW3.2 
                   

99 98 98 

21 KF632713/SW9   
                  

98 98 

22 HG970869/NG1 
                     

98 

23 JX173278/KP2 
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‌

بر‌اساس‌مقایسه‌ترادف‌‌MEGA6با‌استفاده‌از‌نرم‌افزار‌‌Maximum Likelihoodدرخت‌ترسیو‌شده‌به‌روش‌‌-0شکل‌
به‌‌PVYهای‌موجود‌در‌بانک‌ژن.‌در‌این‌مقایسه‌ویروس‌‌با‌برخی‌جدایه‌BYSunژنوم‌‌CIنوکل وتیدی‌بخشی‌از‌ناحیه‌

‌در‌نظر‌گرفته‌شده‌است.‌out groupعنوان‌

Figure 6. Phylogenetic tree resulting from maximum likelihood analysis of the partial CI nucleotide 
sequences of BYSun and other BYMV isolates using MEGA6 software. The PVY was used as 

outgroup 

 

نیز تنها شامل  W،رار دارند. گروه  اند گیاه با،لا جدا شده

یک جدایه بود که از امریکا جدا شرده اسرت و همچنرین    

نیز از گیاه نخرود ردیرابی شرده اسرت.      Peaجدایه گروه 

که در این پژوهش به عنوان یرک شراخه جدیرد     Sگروه 

و جدایررره  BYSun شرررامل جدایررره شرررود یمارفررری مررر

BYMV-S )بود. این گروه برا   )از استرالیاBootstrap 

هرای دیگرر    شباهت ژنتیکی( از گرروه  درصد 38) 1000

از مزارع با،لای  BYMV-Sجدایه تفکیک شده است. 

اسررترالیا جرردا شررده اسررت و یررک جدایرره غیرتیپیررک      

(atypical در بررین سررایر جدایرره )  هررایBYMV بررود 

(Randles et al., 1980.)  جدایره کره از لحرا      ایرن

هرررای  جدایررره IIزایررری در زیرگرررروه پاتوتیررر   بیمررراری

BYMV   ررار مری،  ( گیرردSasaya et al., 1997 از ،)

لوبیرا( و نروع    سرازی  نظر دامنه میزبانی )عردم توانرایی آلروده   

متفراوچ برود    BYMVهرای برا،لای    علایم با سایر جدایه

(Hammond and Hammond, 2003.)  هرای   یافتره

 Wylieاین بررسی هردند با نتایج به دست آمده توسی 

et al. (2008 کرره جدایرره )BYMV-S  را بررر اسرراس
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در کنررار برخرری  CPناحیرره  نوکئوتیرردیمقایسرره ترررادف 

،ررار   Broad beanهای برا،لا در گرروه    دیگر از جدایه

محققین های برخی  داده بودند اختلاف دارد، اما با بررسی

آن  کره  Parrella and Lanave (2009)دیگر از جملره  

را مسررتقل از گررروه یرراد شررده و در همسررایگی گررروه      

Monocot  جای داده است، همخوانی زیادی دارد. بررسی

 UTR-3و  CPمطالاره برر روی ناحیره    اخیر نیز برر پایره   

 صررورچ گرفترره بررود.   BYMVتاررداد زیررادی جدایرره  

هرای زیراد ژنتیکری برا      با وجود شرباهت  BYSunجدایه 

، در برخی صفاچ بیولوژیرک مرورد   BYMV-Sجدایه 

بررسی ،رار گرفته )مانند دامنه میزبرانی( دنردان نزدیرک    

 ،رادر بره ایجراد     BYSunکره جدایره    . برا وجرود آن  بودن

(، Rabiee, 2013آلودگی سیستمیک در لوبیا بوده است )

د ایرن گیراه   دهر  هرایی وجرود دارد کره نشران مری      گزارش

آلرروده شررود   BYMV-Sتوانررد توسرری جدایرره    نمرری

(Hammond and Hammond, 2003  بررسری .)

هرای ایرانری    با جدایره  BYSunرابطه فیلوژنتیکی جدایه 

BYMV      با مشکلاتی همراه برود. از ایرران تنهرا تررادف

)برره  BYMVبخشرری از ژن پررروتئین پوششرری دو جدایرره 

ود دارد کره از برا،لا   جفت باز( در بانک ژن وج 940اندازه 

از استان گلستان جداسازی شده اند، به همین دلیرل امکران   

هرای   ردیرف سرازی   هرای هرم   ها در بررسری  وارد کردن آن

های فیلروژنتیکی   ها و ترسیم درخت دندگانه با سایر جدایه

 .وجود نداشت

 درمطالاراچ پیشرین    از بسریاری در  کره  آن وجود با

 تررادف  اسراس  برر  شرده  رسرم  فیلروژنتیکی  های درخت

 ،(پوششی پروتئین خصوص به) ژنوم های مختلف ،سمت

میزبرانی   منشرا   اسراس  بر مشخصی نسبتا های یبند گروه

 داد نشان ی بادیها بررسی برخی اما، است شده حاصل

 ژنومی در نا،ص ،طااچ ترادف از استفاده با بندی شاخه

 برا  اسرت  ممکرن  و شرته ندا دندانی پایداری موارد اکثر

 شرود  ددرار دگرگرونی   جدید های جدایه برخی مارفی

(Parrella and Lanave, 2009 .)دلیرل  همرین  به، 

 همرراه  به را ژنوم ترادف کل از استفاده محققین برخی

 جرای  بره  هرا  گرروه  بره  دهری  شرماره  سیسرتم  جرایگزینی 

 Kehoe) کننرد  مری  میزبان پیشرنهاد  اساس بر نامگذاری

et al., 2014 .)   ،گررفتن  نظرر  در برا از طررف دیگرر 

 فیلروژنتیکی  هرای  درخت در ها‌جدایه ،رارگیری جایگاه

 بنردی  گرروه  برا  جغرافیایی پراکندگی که گفت توان می

 را وضرایت  ایرن  .نردارد  همخروانی زیرادی   فیلوژنتیرک 

 هرا  یرروس و ایرن  اپیردمیولوژیک  های ویژگی با توان می

 در) بذر و (گلایو  مورد در) با غده انتشار د.کر توجیه

 ویروس گسترش برای ممکن احتما  بیشترین (حبوباچ

 .باشد می مختلف های ،ارهدر 

هررای  هررای حاصررل از بررسرری   در تجزیرره و تحلیررل 

نوترکیب جدایه  عنوان  به BYMV-Sجدایه نوترکیبی، 

هرای   بالقوه که از نوترکیبی بین مولکولی برا سرایر جدایره   

BYMV انرد یراد شرده اسرت )     حاصل شدهParrella 

and Lanave, 2009)      برا توجره بره شرباهت ژنتیکری .

یاد شده، و،وع نروترکیبی  با جدایه  BYSunجدایه زیاد 

رسد، امرا   نیز دور از ذهن به نظر نمی جدایه ایرانیاین در 

تغییراچ نوترکیبی خرود  BYSun مشخص نیست  کاملاً

های والد ایرانی کسب کررده اسرت یرا منشرا       را از جدایه

در میران   BYMV-Sنوترکیبی آن را باید ماننرد جدایره   

جهرت پری برردن بره     های استرالیایی جستجو کررد.   جدایه

هرررای  و سرررایر جدایررره BYSunجدایررره روابررری برررین 

BYMV همچنرین  هرا و   هرا و نروترکیبی   ، بررسی جهرش

کامرل ژنروم    رادفدستیابی به ت ،ها این جدایه سیر تکاملی

BYSun علاوه بر ایرن، تایرین    .رسد ضروری به نظر می

 همسانهاولین گام در تولید  BYSunترادف کامل ژنوم 

بیماریزا از این ویروس  همسانهباشد. ساخت  زا می بیماری

عنروان تایرین    هایی از ژنوم که به با مشخص کردن ،سمت

 ،ثر هسرتند ؤزایری و دامنره میزبرانی مر     هرای بیمراری   کننده

 تواند باعث افزایش شناخت ما از این جدایه گردد. می

نتایج بررسی حاضر نیراز بره تایرین تررادف کرل ژنروم و       

بره   BYMVهرای   تجزیه و تحلیل تارداد بیشرتری از جدایره   

 Generalهایی که در حا  حاضر در گروه خصوص جدایه

وژی و خصوصرریاچ ،رررار دارنررد و اطلاعرراچ دربرراره بیولرر   

 دهد. کید ،رار میأت موردنیز ها اندک است را  ژنتیکی آن
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Abstract 

Bean yellow mosaic virus (BYMV), a member of genus Potyvirus, causes economic losses 

to several crop species due to its wide host range. During 2012-2014 growing seasons, a 

BYMV isolate causing mosaic and leaf distortion was detected in sunflower fields of 

Isfahan province (Iran), tentatively designated as BYSun. Virions of BYSun were purified 

using two cycles of differential centrifugation on 20% and 30% sucrose cushions. Yields 

were 15-20 mg per 100g of infected leaves. SDS-PAGE of purified virus preparations 

revealed a single protein band with MW of about 33.5 kDa for BYSun. Antiserum against 

BYSun was prepared by five subcutaneous injections of purified viruses into rabbits at 

weekly intervals. Indirect ELISA indicated that the immunoglobulin obtained had the best 

results in dilution 1/2500. A 680 bp DNA fragment, corresponding to the partial CI 

(cylindrical inclusion) region of the viral genome was amplified using potyvirus-specific 

degenerate primers (CIRev/CIFor) by RT-PCR. BLAST search showed that the most 

similar sequence in the databases was that of BYMV-S. Phylogenetic analysis of this part 

of the genome in different BYMV isolates sequences revealed six distinct groups including 

General, Lupin, Broad bean, W, Pea and S which correlated with original natural isolation 

hosts. BYSun and BYMV-S were grouped apart from other isolates, so they were placed 

within a distinct group called “S”. 
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