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  هاي ي مقاوم به ويروس موزائيك معمولي لوبيا در ژنوتيپها ژنبررسي توزيع 
  با استفاده از نشانگرهاي مولكولي اسكار (.Phaseolus vulgaris L) لوبيا

  

  3همتا يمحمدرضا بو  *2، آنيتا نماينده1منش محمدمجتبي كامل

   رانيا راز،يش ،ياهپزشكيگروه گ راز،يواحد ش ،يدانشگاه آزاد اسلام ارياستاد - 1
   رانيا ،رازيش ،يگروه علوم باغبان راز،يواحد ش ،يدانشگاه آزاد اسلام استاديار - 2

  ، دانشگاه تهرانطبيعي پرديس كشاورزي و منابعاستاد،  - 3
 

  22/09/1390: تاريخ دريافت
  27/08/1391: تاريخ پذيرش

  

  چكيده 
دو  ،ي لوبيا نسبت بـه ويـروس موزائيـك معمـولي لوبيـا     ها ژنوتيپمنظور تعيين پتانسيل ژنتيكي مقاومت برخي از  به

و سـه تكـرار در دانشـگاه آزاد    ) ي لوبيـا ها ژنوتيپ( تيمار25هاي كامل تصادفي با  بلوكآزمايش مجزا هر يك در قالب طرح 
 آزمايش اول در شـرايط نرمـال و آزمـايش دوم در شـرايط آلـودگي بـا ويـروس موزائيـك        . اسلامي واحد شيراز اجرا گرديد

ي كوتيلـدوني و ظهـور اولـين    ها برگظهور ) براي اطمينان بيشتر(مزرعه در دو مرحله  سازي آلوده. معمولي لوبيا انجام شد
جهـت انجـام آزمـون الايـزا از      ،آلودگي اول از روز21پس از .مكانيكي و با پودر كارباراندوم انجام گرديد صورت به برگچه سه
اسـتفاده   PTA- ELISAجهت تعيين آلـودگي از روش  . شد گيري نمونه ،ري بودندظاه علايمي هر كرت كه داراي ها بوته

 طـور  بـه  ،بودنـد  bc-12و  bc-3ي هـا  ژنو حداقل يكـي از   Iيي كه داراي ژن ها ژنوتيپ آمده، دست بهبراساس نتايج . گرديد
كمتـرين  . ودگي نشان دادنـد افت عملكرد كمتري را در شرايط آل ها ژنوتيپنسبت به ساير ) P-value=0.001(ي دار معني

بـين كـل    در. بـود  bc-3و  Iي هـا  ژنبود كه حاوي ) درصدWA8528-9 )67/5ميزان تغييرات عملكرد مربوط به ژنوتيپ 
ميزان تغييرات عملكرد اين ژنوتيپ . را داشت bc-12و  I  ،bc-3بود كه هر سه ژن  اي نمونهتنها  11805، ژنوتيپها ژنوتيپ

درصـد حـاوي ژن   8و  bc-3درصـد داراي ژن  I  ،44حـاوي ژن   ها ژنوتيپدرصد 60،دركل. بود) صددر05/9(نيز نسبتاً كم 
در آزمـون   Capsoliو  Local Khomeinواكنش منفـي دو ژنوتيـپ    ،از ديگر نتايج مهم اين تحقيق. بودند bc-12مغلوب 

از . بـود  هـا  ژنوتيـپ ميـانگين كـل ايـن    الايزا نسبت به ويروس موزائيك معمولي لوبيا و همچنين تغييرات عملكرد كمتر از 
لذا اين احتمال وجـود دارد كـه تركيبـات ژنـي مقـاوم       ،اين دو ژنوتيپ فاقد هر سه ژن مقاوم مورد بررسي بودند كه آنجايي

از ايـن   آمـده  دسـت  بـه بنابراين باتوجه بـه نتـايج   . وجود داشته باشد Capsoliو  Local Khomeinي ها ژنوتيپجديد در 
شود در مطالعات اصلاحي آتي در خصوص ارقام مقاوم به ويروس موزائيـك معمـولي لوبيـا بـه ايـن دو       مي ادتحقيق پيشنه

 . شودباي  ژنوتيپ اخير توجه ويژه
 

 ويروس موزائيك معمولي لوبيانشانگر اسكار، لوبيا،  ،تغييرات عملكرد: هاي كليدي واژه

  
  2 1مقدمه

 تـرين  ممه ـ از (BCMV) 1ويروس موزائيك معمولي لوبيا
و  وسيعي درجهـان  طور بهي ويروسي است كه امروزه ها بيماري
 ;Hasani & Sharaeen, 2001( گسترش پيداكرده است ايران

Shree, 2001.( BCMV كيفيــت  ازطريــق كــاهش كميــت و
 هـاي گزارش. كند ميتوجهي به لوبيا وارد  خسارت قابل ،محصول
خسـارت   دهـد  مـي نشان  كه اين زمينه وجود دارد در متعددي
BCMV درصـد 100تا  4 بين زمان آلودگي بسته به نوع رقم و 

                                                 
دانشـكده   راز،يواحـد ش ـ  يدانشـگاه آزاد اسـلام   سيپـرد  راز،يش :نويسندة مسئول* 

 09173028464: ، همـراه 07116410042: تلفـن ي، گروه علوم باغبـان  ي،كشاورز
namayandeh@iaushiraz.ac.ir 

1 Bean Common Mosaic Virus 

 ,.Eduardo et al., 2006; Prasad et al)باشـد   مـي  متغيـر 
2007; Singh et al., 2007). عنوان بهكلي اين ويروس  طور به 

يكي از عوامل عمده كاهنـده عملكـرد در لوبيـا شـناخته شـده      
بـا   تـا  اسـت ار بااهميـت  نژادگران بسـي  هاين مسئله براي بِ. است

مقاومـت بـه    ،كارگيري هـر روش ممكـن و ابزارهـاي موجـود     به
BCMV  در نهايــت عملكــرد و كيفيــت لوبيــا  ورا توســعه داده

ي مقاوم و نحوه عمل ها ژنشناسايي  ،در اين راستا. افزايش يابد
 Kamelmanesh( تواند بسيار مؤثر باشـد  مي ها ژنوتيپآنها در 

et al., 2008 .( شـده عليـه    ي مقاوم شناساييها ژنخصوص در
BCMV  ژن  ،1950بار درسال نخستينبرايI كشف شد )Ali, 

اسـت و   مؤثر BCMVاين ژن غالب روي تمام نژادهاي ).1950
 حساسـيت بـروز   فـوق  رت صـو  بـه واكنش آن نسبت به آلـودگي  
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مردگـي   بافـت  ،شـده حـاوي ايـن ژن    درگياهـان آلـوده  . كند مي
يـك خسـارت بـزرگ     ،اين واكـنش . دياب مي سيستميك توسعه

به هرحال . است Iشده  وسيله ژن غيرحمايت همقاومت ب ناشي از
حمايت  ي مغلوب مقاوم همراهي وها ژن وسيلة بهتواند  مي Iژن 

تواننــد واكــنش شــديد ايــن تركيبــات ژنــي درگيــاه مــي .شــود
محل  ).Miklas et al., 2000( را محدود نمايند حساسيت فوق
چهار مكان ژني تعيـين شـده اسـت    ب مقاوم درش ژن مغلوش .

 ,bc-1, bc-1², bc-2, bc-2² :از ي مغلـوب عبارتنـد  ها ژناين 
bc-u,bc-3 . ي هـا  ژنكـه  اسـت  نشان داده شدهbc-u و bc-1 

بـا  . (Drijfhout, 1995) دارنـد  پيوستگي ضـعيفي بـا يكـديگر   
مشــخص  RAPD1 (OC16, OH14)نشــانگرهاي اســتفاده از

هــر دو در يــك گــروه  bc-uو  bc-1ي هــا ژنكــه اســت شــده 
مورگان گزارش شده  سانتي8/22 پيوسته قرار دارند و فاصله آنها

 bc-uسيستم ژن  در اين). Strausbaugh et al., 1999( است
لازم اسـت،   bcي خانواده ها ژناختصاصي نبوده ولي براي بيان 

 Iژن  درحضـور . حضورداشته باشد Iدرغياب آن ژن  كه اين مگر
مقاومت را بروز  bc-uبدون حضور  bc-3و bc-1, bc-1²يها ژن

، Iهمچنين نشان داده شده است كـه درحضـورژن   . خواهند داد
bc-1² برbc-1    غالـب اسـت)Kelly, 1997; Miklas et al., 
نيـز بـه تمـام نژادهـاي      bc-3و  bc-uي هـا  ژنتركيب ). 2000

 از بعـد ). Drijfhout, 1991(دهنـد   مـي  ويروس مقاومت نشان
 Iژنيي كه حاوي ها ژنوتيپمقاوم به  ي مغلوبها ژن كردن اضافه
در  ،ي تركيبـي مقـاوم  هـا  ژنحـاوي  حاصـل  ، واريته هاي بودند

برابرطيف وسيعي از نژادهاي ويروس مقاومـت پايـدار بيشـتري    
 ،هاي اخيرسال در. (Miklas et al., 2000) ازخود نشان دادند

ي مقـاوم در لوبيـا توسـط    ها ژننشانگرهاي مولكولي پيوسته به 
ــده اســت   ــزارش گردي ــان گ ــدادي از محقق ــتفاده از . تع ــا اس ب

بر روي گروه پيوسـته   Iمحل ژن  RAPDنشانگرهاي مولكولي 
2 )Linkage Group2= ( از نشانگر  مورگان سانتي4/1با فاصله

A10.1750  اسـت  تعيين شده)Ariyarathne et al., 1999 .(
 BCMVحسـاس لوبيـا بـه     و ي مقـاوم ها لاينهمچنين در ايزو

 RAPD (OW13)نشانگر مولكـولي   Iتوانستند براي ژن مقاوم 
داد و  مـي  را پيدا كنند كه با اين ژن پيوسـتگي نزديكـي نشـان   

توانـد   مـي  مسـتقيم  غيرعنوان شد كه اين نشانگر جهت انتخاب 
دو سال بعد با استفاده ). Haley et al., 1994(شود مؤثر واقع 

توانسـتند نشـانگر    Iپيوسته بـه ژن   OW13ر و بر اساس نشانگ
(SW13) SCAR2 پيوستگي بين اين نشانگر . را معرفي نمايند

نتايج حاكي از . آزمون شد F2يافته در سه جمعيت تفرق Iو ژن 
. بـود  Iبين اين نشـانگر و ژن   مورگان سانتي1پيوستگي كمتر از 

                                                 
1 Random Polymorphic Amplified DNA  
2 Sequence Characterized Amplified Region  

قـوي جهـت    ابزار مفيد و SCAR (SW13)بيان شد كه نشانگر
هـاي ژنـي مختلـف     در خزانه Iي حاوي ژن ها ژنوتيپاسايي شن

 بـر . )Melloto et al., 1996( اسـت هاي اصلاحي  جهت برنامه
 SCAR (SBD5 (نشـانگر  RAPDاساس نشانگرهاي مولكولي 

ــاوم و ــراي ژن مق ايــن نشــانگر . معرفــي شــد bc-1²مغلــوب  ب
داشـت و در گـروه پيوسـته     bc-1²پيوستگي بسياربالايي با ژن 

B3  قرار دارد و مستقل از ژنI )   بر روي گـروه پيوسـتهB2 ( و
همچنين نشـان  . باشد مي )B6بر روي گروه پيوسته ( bc-3ژن 

   كـه  طـوري  بـه آلـل بـوده    هم bc-1²و  Bc-1 ،bc-1داده شد كه 
Bc-1  برbc-1² و bc-1² بر bc-1 است غالب)Miklas et al., 
سـتگي  نيز كـه پيو  SCAR (ROC11)نشانگرمولكولي). 2000
 شناسـايي شـد   B6داشته، در گروه پيوسـته   bc-3ي با ژن بالاي

)Johnson et al., 1997 .( و همچنين  مذكوربا توجه به موارد
) BCMV(عدم وجود تحقيقات لازم روي خسارت اين ويـروس  

ــام و هــا ژندر شــرايط مزرعــه و عــدم شناســايي  ي مقــاوم ارق
اين  ،قيقاتي كشوري مورد مطالعه و استفاده در مراكز تحها لاين

 BCMVاز نظر واكـنش بـه    ها ژنوتيپاهداف ارزيابي  باتحقيق 
ت تعيـين خسـار   ،)آزمـون الايـزا  (در شرايط مزرعه و آزمايشگاه 

تعيين وجود يا عدم وجود ژن  ناشي از آلودگي بر عملكرد دانه و
ي مـورد مطالعـه   ها لاينشده، در ارقام و  ي مقاوم معرفيها ژنيا 

ناحيـه تكثيرشـونده   ( SCARنشانگرهاي مولكولي  با استفاده از
  .اجرا گرديد )با رديف مشخص

  
  ها مواد و روش
لاين لوبيا از انواع مختلف قرمـز، چيتـي و    رقم و25تعداد 

. سفيد از ايستگاه ملي تحقيقـات لوبيـاي خمـين تهيـه گرديـد     
ي تحت بررسي، همراه بـا كـدهاي   ها لاينفهرست اسامي ارقام و

دو آزمايش مجـزا هـر يـك در     .آمده است 4 مربوطه در جدول
ارقــام ( تيمــار 25ي كامــل تصــادفي بــا هــا بلــوكقالــب طــرح 

كـه تـا شـعاع     طوري به ،سه تكرار اجرا گرديد و) ي لوبياها لاينو
. كشتي صـورت نگرفتـه بـود    ،متري اطراف محل آزمايش1000

بـودن   ايزولـه  منظور بهمتر بود و 50،فاصله دو آزمايش از يكديگر
متـراكم   طـور  بهحاشيه دو مزرعه توسط گياه ذرت  ،آزمايشدو 

و ) عـدم آلـودگي  (آزمايش اول در شـرايط نرمـال  . كشت گرديد
لازم بـه  . انجـام شـد   BCMVآزمايش دوم در شرايط آلودگي با

بقيـه شـرايط دو آزمـايش     ،ذكر است كه غير از شرايط آلودگي
 شـامل چهـار خـط كاشـت بـا      3×3هر كرت . كاملاً يكسان بود

در هر  كردن بود كه پس از تنك متر سانتي50فاصله بين خطوط
رسـي بـود و    لـومي  ،بافـت خـاك  . بوته نگه داشته شـد 30،كرت

 صـورت  بـه كاملاً يكسـان و   ،عمليات كاشت براي هر دو آزمايش
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آبياري بر اساس عرف منطقه انجـام شـد و   . دستي انجام گرفت
  . شدستي انجام پنج مرحله وجين د ،هرز هاي براي مبارزه با علف

  

  سازي آلودهنحوه  تكثير ويروس و تهيه و
ــوردنظر  ــروس م ــهوي ــه صــورت ب ــه  جداي اي از يــك مزرع

سازي بيولوژيكي  جداسازي و پس از خالص ،تحقيقاتي در ياسوج
دكتر از  اهدايي( از خرگوش آمده دست بهسرم  با استفاده از آنتي

-PTA)يـزا الا-اي تـي  و تكنيـك پـي  ) ، دانشـگاه شـيراز  ايزدپناه

ELISA1) )Clark & Adams, 1977(  ــرار ــد ق ــورد تأيي م
ي هـا  گياهچـه سـپس ايـن ويـروس جهـت تكثيـر روي      . گرفت

مزرعـه در   سازي آلوده. زني شد مايع) رقم دانشجو(حساس لوبيا 
يعنــي در مراحــل ظهــور ) بــراي اطمينــان بيشــتر(دو مرحلــه 

نيكي مكا صورت به برگچه سهي كوتيلدوني و ظهور اولين ها برگ
جهت  ،روز بعد ازآلودگي اول21 .و با پودر كارباراندوم انجام شد

ظـاهري   علايمي هر كرت كه داراي ها بوتهانجام آزمون الايزا از 
جهت تعيين آلودگي با استفاده از آزمون . شد گيري نمونه ،بودند

تعـداد نمونـه   . اسـتفاده گرديـد   PTA- ELISAالايـزا از روش  
هر ژنوتيپ داراي سه ( عدد بود24 ،نوتيپشده براي هر ژ ارزيابي

). تكرار و از هر تكرار چهار نمونه و هر نمونه در دو چاهك پليت
و دو ) شـاهد (ي منفـي هـا  نمونه عنوان بهشش چاهك  ،در پليت

پس از ثبت ). جذب نور صفر( چاهك فقط حاوي بافر نمونه بود
ي پليــت توســط دســتگاه الايــزا هــا چاهــكميــزان جــذب نــور 

، ميـانگين جـذب نـور شـش     ) 680مـدل  3مارك بـايورد (2ريدر
يي كـه  ها نمونه. محاسبه گرديد) ي شاهدها نمونه( چاهك شاهد

 برابر انحراف معيـار  علاوه سه هجذب نور بيش از ميانگين شاهد ب
ي مثبـت و آنهـايي   ها نمونه عنوان به ،داشتند) ي شاهدها نمونه(

ي هـا  نمونـه  وانعن ـ بـه  ،كه كمتر از اين ميزان جذب نور داشتند
  ).Clark & Adams, 1977( منفي ثبت گرديدند

ي هـا  نمونـه ميـانگين  +  3)ي شـاهد ها نمونهانحراف معيار(
  )آلوده(جذب نورنمونه مثبت شاهد 
ي هـا  نمونـه ميـانگين  +  3)ي شـاهد ها نمونهانحراف معيار(
  )غيرآلوده(جذب نورنمونه منفي >شاهد 

صـد تغييـرات ايجادشـده در اثـر آلـودگي      براي برآورد در
BCMV در عملكرد لوبيا از رابطه زير استفاده گرديد:   

  

a=[(b-c)/b]×100   
  

a   ؛ درصد تغيير عملكـرد دانـهb     ميـانگين عملكـرد در شـرايط
  .ميانگين عملكرد در شرايط آلودگي c؛ نرمال

                                                 
1 Plate-Trapped Antigen-Enzyme Linked Immune Sorbent Assay 
2 ELISA-Reader 
3 Bio Rad 

 Excelافزارهـاي   نرم استفاده از ها با تجزيه داده ،در نهايت
2007 ،Minitab 15  وSAS-ver6.12  شدانجام.  
  

  مراز اي پلي زنجيرهواكنش  و DNAاستخراج 
DNA گـرم بـرگ جـوان كـه قـبلاً در       ميلي90ژنومي ازي

 اسـتخراج شـد   ،گـراد ذخيـره شـده بـود     درجه سانتي-70دماي
(Gowel & Jarret, 1991) . پنج ميكروليتر ازDNA ژنومي ي

نـانوگرم در  500ارز كه بـا درصد آگ7/0شده بر روي ژل  استخراج
پـس از  . برومايد مخلوط شده بـود، بارگـذاري شـد     ليتر اتيديوم

 ي لامبـدا DNAبا توجه به  DNAالكتروفورز، كيفيت و كميت 
ي اسـتفاده شـدند   يهـا DNAكنترل ارزيابي شد و تنها  عنوان به

آنها  A260/A280كه فاقد اسمير روي ژل آگارز بودند و نسبت 
مناســب بــه غلظــت  يهــاDNAســپس . بــود 2تــا  8/1 بــين

ــاي    25 ــيد و در دمـ ــر رسـ ــانوگرم در ميكروليتـ ــه 4نـ درجـ
 مـراز  اي پلـي  زنجيـره جهت انجـام واكـنش   ) يخچال(گراد سانتي

ــد ــداري شــ ــرهواكــــنش . نگهــ ــراز اي پلــــي زنجيــ در  مــ
بـا   DNAميكروليترانجام گرفت كه مواد واكنش شامل 10حجم

يـك   ،)كروليتـر مي2 مقـدار  بـه ( نانوگرم در ميكروليتـر 25غلظت 
، )ميكروليتـر 13/0 مقـدار  بـه ( Taq DNA Polymeraseواحد 

 تـر يكرولمي1/0، )ميكروليتر4/0ازهركدام ( آغازگر ميكروليتر8/0
dNTPs10ميكروليتــر بــافر   ، يــكxPCR  كروليتــر مي4/0و 
MgCl2 ــود ــانگرهاي   . ب ــل از نش ــده حاص ــولات تكثيرش محص
SCAR ) كلر و برنامـه  با استفاده از دستگاه ترموسـاي ) 1جدول

سپس نتـايج در ژل  . آمد دست به شده در آخر همين بخش ارائه
در الكتروفـورز بارگـذاري و   ) TBE )1xدرصد بـا بـافر  2/1آگارز 

مـدل  UVidoc بـرداري ژل  دسـتگاه عكـس   پس از پايان كار با
GAS9000 شد گرفته از آنها عكس .  

 نيز به شرح زير هاي دمايي نشانگرها برنامه زماني و چرخه
  :بود

 سـازي  دماي واسرشـت ثانيه، 60مدت به C◦94 دماي اوليه 
C◦94 براي نشانگر دماي اتصالثانيه، 10مدت بهSW13 )C◦40 

) ثانيـه 40مدت به C◦55( ROC11براي نشانگر ) ثانيه40مدت به
 دمـاي بسـط  ، )ثانيـه 40مـدت  به SBD5 )C◦65و براي نشانگر 

C◦72 دماي نهـايي دقيقه، 2مدت به C◦72  قيقـه و د5مـدت   بـه 
 .34تعداد چرخه

 
  و بحث ايجنت

نتايج تجزيه واريانس و مقايسه ميانگين عملكـرد دانـه در   
. آمـده اسـت   3 و 2 ولاهر دو شرايط نرمـال و آلـودگي در جـد   

از نظر عملكرد دانه در هـر دو   ها ژنوتيپنتايج نشان داد كه بين 
در شرايط  .ي وجود دارددار معنيشرايط نرمال و آلودگي تفاوت 
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و  WA8563-4ي ها ژنوتيپبيشترين عملكرد مربوط به  ،رمالن
Capsoli    و كمترين عملكرد مربوط بـه ژنوتيـپKhomein-5 

و  WA8563-4در شــرايط آلــودگي نيــز دو ژنوتيــپ    . بــود

Capsoli  بيشترين عملكرد را داشتند و كمترين عملكرد مربوط
 ).3جدول ( بود Akhtarو  Daneshjoي ها ژنوتيپبه 

  
 BCMV ويروس ي مقاوم بهها ژن مورد استفاده براي SCARنشانگرهاي مولكولي  -  1جدول

Table 1. SCAR molecular marker used for BCMV resistant genes 
 

 ژن مقاوم
Resistant Gene 

 نشانگراسكار
SCAR marker 

  توالي
 Sequence

I SW13 
F:5� CACAGCGACATTAATTTTCCTTTC3� 

R: 5�CACAGCGACAGGAGGAGCTTATTA3� 
 

bc-1² SBD5 F:5�GTGCGGAGAGGCCATCCATTGGTG3� R:5�GTGCGGAGAGTTTCAGTGTTGACA3� 
 

bc-3 ROC11 
F:5� CCAATTCTCTTTCACTTGTAACC3� 

R: 5�GCATGTTCCAGCAAACC3� 
 

  

  
   25تا  1 يها ژنوتيپدر  (SW13, ROC11, SBD5) باندهاي اختصاصي مربوط به محصولات سه نشانگر - 1شكل

Fig. 1. Separate bands related to products of three markers (SW13, ROC11, SBD5) at 1-25 genotypes 
  

 BCMVتجزيه واريانس عملكرد دانه در شرايط نرمال و آلودگي به  - 2جدول 

Table 2. Analysis of variance of seed yield in normal and BCMV infected conditions 
 

يرمنابع تغي  
S.O.V 

 MS( F Pr > F(ميانگين مربعات   )df(درجه آزادي  

 
 

  نرمال
Normal 

  آلودگي
Infected

  نرمال
Normal 

  آلودگي
Infected 

  نرمال
Normal 

  آلودگي
Infected 

  نرمال
Normal 

  آلودگي
Infected 

 ژنوتيپ
Genotype 

 
 

24 24 597929.4 493244.1 38.31 88.95 0.0001 0.0001 

 بلوك
Block 

 
 

2 2 88416.1 1582.6 5.66 0.29 0.0062 0.7530 

 خطا
Error 

 
 

48 48 15607.5 5544.9 --- --- --- --- 

C.V.%   8.88 8.00  

  
با اسـتفاده از آزمـون الايـزا و نشـانگرهاي      ها ژنوتيپارزيابي 

  SCARاختصاصي 
بـا آغازگرهـاي    ها ژنوتيپنتايج حاصل از ارزيابي  3 جدول

ــ( SW13اختصاصــــي   I( ،ROC11كننــــده ژن  خصمشــ
-bcكننـده ژن   مشـخص ( SBD5و ) bc-3كننده ژن  مشخص(

اطلاعـات  ) 3(همچنـين در ايـن جـدول   . دهـد  مـي  را نشان) 12
در آزمـون   BCMVبه ويروس ها ژنوتيپآمده از واكنش  دست هب

الايزا و تغييرات عملكرد آنها در شرايط آلودگي نسبت به شرايط 
تمامي  ،اين اطلاعات اين با توجه بهبنابر. نرمال آورده شده است

  :ندقرارگرفت گروه مختلف به شرح زير10در ها ژنوتيپ
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 Khomein-5, Akhtarيهـا  ژنوتيـپ  شـامل  :گـروه اول 

G5710, WA8563-6, Cifemcave  فاقــد ســه ژن همگــي
 باشـد  مـي  مثبتدر آنها و نتيجه آزمون الايزا  بودهمورد بررسي 

شرايط آلـودگي نسـبت بـه    افت عملكرد در متوسط ). 3جدول (
 .درصد بود37/50 ها ژنوتيپدر اين  شرايط عدم آلودگي

  
  ي لوبياها ژنوتيپدر  BCMVي مقاوم به ها ژنتغييرات عملكرد، آزمون الايزا و وجود يا عدم وجود  -3جدول 

Table 3. Yield variation, ELISA test and resistant genes to BCMV in bean genotypes 
 

تيپژنو  
Genotype 

عملكرد درشرايط 
  نرمال 

  )كيلوگرم در هكتار(
Yield in normal 

conditions (kg/ha) 

عملكرد درشرايط آلودگي 
  )كيلوگرم در هكتار(

Yield in infected 
conditions (kg/ha) 

درصد تغييرات 
  عملكرد

Yield variation % 

  آزمون الايزا
ELISA test 

 I  bc-3 bc-1² 

Khomein-5 863 l  495 kl 42.61 +    -  -  -  
Local Khomein  1203 g-k 948 e-h 21.25 -    -  -  -  

Daneshjo  1198 g-k 367 l 69.34 +   -  +  - 
Cardinal  1633 cd 1030 ef 36.88 -    -  -  +  
Cran 75  1722 c 698 i 59.64 +   +  -  - 

Pinto  1360 efg 539 jk 60.34 +    +  -  -  
MCD4012  1349 e-h 1198 cd 11.18 -    +  +  -  

COS16  2135 b 1489 b 30.29 -    -  +  -  
Taylor  1396 eg 829 h 40.65 +   +  +  - 
Goli  1009 kl 885 gh 12.35 -   +   +  - 
Naz  1264 f-j 647 ij 48.85 +    +  -  -  

Capsoli  2654 a 1902 a 28.33 -   -  -  - 
D81083  986 kl 902 fgh 8.58 -    +  +  -  
Sayad  1287 f-i 1052 e 18.25 +    +  +  -  

Derakhshan  1104 ijk 925 fgh 16.21 -    +  +  -  
Akhtar  1025 jkl 378 l 63.09 +   -  -  - 
G5710  1045 jkl 684 i 34.61 +   -   -  - 

WA8528-9  1249 f-j 1178 d 5.67 -    +  +  -  
WA8563-2  1688 c 1316 c 22.01 -    +  -  -  
WA8563-6  1539 cde 859 h 44.16 +    -  -  -  
WA8563-4  2450 a 1889 a 22.92 -    +  -  -  
WA8563-3  1363 efg 906f gh 33.57 +   +  -  - 

11805  1121 h-k 1019 efg 9.05 -   +  +  + 
Cifemcave  1455 def 475 kl 67.36 +   -  -  - 
WA4502-1  1051 i-l 666 ij 36.61 +    +  +  -  

  .ي با هم دارنددار معنيتفاوت  05/0بر اساس آزمون دانكن در سطح آماري  ،مقادير هر ستون براي هر تيمار كه حرف مشتركي با يكديگر ندارند
Means by the uncommon letter in each column and treatment are significantly different according to Duncan's multiple range test (p<0.05). 

  
 ,Local Khomein( ي ايـن گـروه  هـا  ژنوتيپ: گروه دوم

Capsoli (نتيجه آزمون الايـزا   فاقد سه ژن مورد بررسي بوده و
گـزارش  . منفي بود BCMVواكنش آنها به آلودگي در رابطه با 
 bc-3و  bc-1, bc-12, bc-2, bc-22ي مغلوب ها ژنشده است 

ي هـا  ژنشـوند،   مي يادر لوب BCMVكه باعث ايجاد مقاومت به
غيراختصاصي است و براي بيان  bc-uاختصاصي نژاد هستند و 

تركيـب   ،عبارت ديگر به. باشد مي ضروري bc-xي خانواده ها ژن

bc-u  ي خانواده ها ژنبا يكي ازbc-x تواند مقاومت را القـاء   مي
 (Silbernajel et al., 2001; Miklas et al., 2002) كنـد 

 bc-uي ها ژنيي كه حاوي ها گياهچهاست  همچنين اعلام شده
هنگـامي   Iنظر از حضور يا عدم حضـور ژن   صرف ،بودند bc-3و 

ي علايمهيچ  ،آلوده شدند BCMNVو  BCMVكه با نژادهاي 
توان گفـت كـه    مي لذا. (Drijfhout et al., 1978) بروز ندادند

اوي ح ـ Capsoliو Local Khomein يهـا  ژنوتيـپ احتمـالاً  
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ي هـا  ژنو حـداقل يكـي از    bc-uوم ديگـري ماننـد   ي مقاها ژن
ي هـا  ژن كـه  ايـن است و يا  bc-3و  bc-12غير از  bc-xخانواده 

مقاوم جديـدي در ايـن ژنوتيـپ وجـود دارد كـه بـا مطالعـات        
متوسـط  . تكميلي بيشتر بايستي اين موضـوع را مشـخص كـرد   

  .درصد بود 79/24 ها ژنوتيپاين  در عملكردتغييرات 
تنهـا ژنـوتيپي اسـت كـه در ايـن       Daneshjo :گروه سوم

نتيجـه آزمـون الايـزا نسـبت بـه ويـروس       . گيـرد  مـي  گروه قرار
BCMV    نشـان  3نتـايج جـدول   . در اين ژنوتيـپ مثبـت بـود 

باند  ROC11اختصاصي  با آغازگرDaneshj دهد كه ژنوتيپ مي
اين ژنوتيـپ واجـد ژن مقـاوم     ،عبارت ديگر به .ايجاد كرده است

bc-3 ي مغلـوب خـانواده   هـا  ژنكه  است ن داده شدهنشا. است
bc-x  بــدون حضــور ژنI  يــاbc-u هــاي  تواننــد واكــنش نمــي

كه  (Vandermark & Miklas, 2002) مقاومتي را بروز دهند
 BCMVواكنش مثبت اين ژنوتيپ بـه   ةكنند اين مطلب توجيه

تغييرات عملكرد در اين . است bc-3بودن ژن مقاوم در عين دارا
بيشـترين مقـدار   شـده   ي مطالعـه ها ژنوتيپر بين كل دژنوتيپ 

  .بود )درصد34/69(
 ،تنها موردي كه در ايـن گـروه قـرار گرفـت     :گروه چهارم

طـي   BCMVواكنش اين ژنوتيـپ بـه   . بود Cardinalژنوتيپ 
كند  مي مشخص 3جدول . آزمون الايزا منفي تشخيص داده شد

 .كرده اسـت  ايجاد باند SBD5با آغازگر  Cardinalكه ژنوتيپ 
اما . باشد مي bc-12اين ژنوتيپ حاوي ژن مقاوم  ،عبارت ديگر به

تنهـايي   بـه  bc-xي خـانواده  ها ژن ،طور كه قبلاً اشاره شد همان
هاي مقاومتي را بروز دهند و بايستي با يكـي   توانند واكنش نمي

ايـن ژنوتيـپ بـا     كه آنجايياز. همراه باشند bc-uيا  Iي ها ژناز 
توان عنوان كـرد كـه    مي ،توليد باند نكرده است SW13آغازگر 

ــپ   ــالاً ژنوتي ــي   Cardinalاحتم ــد ژن غيراختصاص  bc-uواج
  .درصد بود88/36تغييرات عملكرد اين ژنوتيپ . باشد مي

 ,Cran75( گـروه شـامل چهـار ژنوتيـپ    ايـن   :گروه پنجم
Pinto, Naz, WA8563-3 (دهد كـه   مي نشان 3جدول .است

يعنـي داراي   ؛اند ايجاد باند كرده SW13ازگربا آغ ها ژنوتيپاين 
گزارش شده است ارقامي كـه فقـط داراي   . باشد مي Iژن مقاوم 

توانـد   مـي  زماني Iژن . بيماري را بروز دادند علايمهستند  Iژن 
 bc-xي مقـاوم مغلـوب خـانواده    هـا  ژنمفيد واقع شود كـه بـا   

ي همچنين زمـان . )Strausbaugh et al., 2003( شود همراهي
يك  ،گيرد مي قرار BCMVدر مقابل نژادهايتنهايي  به I كه ژن

 Black rootكنـد كـه    مـي  در گياه بروز حساسيت فوقواكنش 
 Collmer et)گردد مي شود و نهايتاً باعث مرگ گياه مي ناميده

al., 2000) .ي خـانواده  هـا  ژنكه اگر اين ژن با  درصورتيbc-x 
ثيـر سيسـتميك   سـبب كـاهش و كندشـدن تك    ،گردد يهمراه

 ,Day) يابـد  مـي  ويروس شده و تراكم ويروس در گياه كـاهش 

رسد كـه   مي نظر منطقي به ،با توجه به مطالب ذكرشده. (1983
واكـنش مثبـت   ) تنهايي به( Iدارابودن ژن  باوجود ها ژنوتيپاين 

توان عنـوان كـرد كـه ايـن      مي همچنين. دنبه ويروس نشان ده
. ندتهس ـ bc-xي خـانواده  هـا  ژن احتمالاً فاقـد ديگـر   ها ژنوتيپ

  .درصد بود60/50 ها ژنوتيپ در اينتغييرات عملكرد 
ــم  ــروه شش ــنج : گ ــپپ  ,MCD4012, Goli( ژنوتي

Derakhshan, WA8528-9, D81083 ( ژنوتيـپ مـورد   25از
بـه   هـا  ژنوتيـپ واكـنش ايـن   . در اين گروه قرار گرفتند ،مطالعه

BCMV ي مقـاوم  ها ژننيز وجود  3نتايج جدول. منفي بودI  و
bc-3  طـي مطالعـاتي اعـلام    . كند مي تأييد ها ژنوتيپرا در اين

تواند مقاومـت خـوبي در    مي bc-3و  Iشده است كه تركيب ژن 
ايجـاد   BCMNVو  BCMVبرابر طيـف وسـيعي از نژادهـاي    

بنابراين . (Day, 1983; Makeshimana et al., 2005) نمايد
ن ايـن ژنوتيـپ منطقـي    بـود  مقـاوم  ،bc-3و  Iي ها ژنبا وجود 

در بـين   WA8528-9 تغييرات عملكرد ژنوتيپ. رسد مي نظر به
 و از ايـن نظـر  بـود  ) درصـد 67/5(كمترين مقدار  ها ژنوتيپكل 
ــي ــاي م ــد ح ــدتوان ــت باش ــرد   .ز اهمي ــرات عملك متوســط تغيي

درصد بود كه كمترين ميزان افـت  86/10ي اين گروه ها ژنوتيپ
 ـ عملكرد در  ه شـرايط عـدم آلـودگي   در شرايط آلودگي نسبت ب

  .ها است بين كل گروه
 بود كه COS16ژنوتيپاين گروه فقط شامل  :گروه هفتم

 3با توجه بـه نتـايج جـدول   . منفي بود آننتيجه آزمون الايزاي 
 كـه  آنجـايي از  .است bc-3حاوي ژن  COS16مشخص شد كه 

 bc-uيـا   Iهمراهـي آن بـا ژن    ،bc-3لازمه بـروز مقاومـت ژن   
 ،اسـت  Iايـن ژنوتيـپ فاقـد ژن     كـه  ايـن با توجه بـه   و باشد مي
دليل حضـور   احتمالاً به BCMVتوان گفت واكنش منفي به  مي
تغييـرات عملكـرد آن نيـز    . باشـد  مـي  در اين ژنوتيپ bc-uژن 
  .درصد بود29/30

 ,Tylor, Sayadيها ژنوتيپاين گروه شامل  :گروه هشتم

WA4502-1 مثبـت  هـا  نوتيپژنتيجه آزمون الايزا در اين . بود 
را در ايـن   bc-3و  Iي مقاوم ها ژنوجود  3اما نتايج جدول ،بود

 bc-3و  Iي هـا  ژنتركيـب   كـه  آنجـا از . كند مي تأييد ها ژنوتيپ
 ،)Mukeshimana et al., 2005(شود  مي باعث القاي مقاومت

در . در تناقض است ،بودن اين ژنوتيپ با مطلب ذكرشده حساس
تي عنوان كرد كه در زمينه مقاومت بـه  توجيه اين موضوع بايس

BCMVهاي اپيستازي متعددي گزارش شده اسـت  ، مكانيسم .
 bc-22و  bc-12ي ها ژنبر روي  bc-3كه است نشان داده شده 
 اپيستاتيك bc-12نيز بر  bc-22از طرفي خود . اپيستاتيك است

با توجه به اين مطالـب شـايد   . (Kelly et al., 1995) باشد مي
ي ديگـري در ايـن ژنوتيـپ اثــر    هــا ژنعنـوان كـرد كـه    بتـوان  

اند كه باعث عـدم   ايجاد كرده bc-3يا  Iاپيستاتيكي بر روي ژن 
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كـه   اسـت  مشـخص گرديـده   همچنين .بروز مقاومت شده است
هـاي مقـاومتي متفـاوتي     تواند واكنش مي Iدوزهاي متفاوت ژن 

اين البته جواب قاطع به . (Collmer et al., 2000) ايجاد كند
متوسـط  . نيازمنـد مطالعـات تكميلـي بيشـتري اسـت      ،موضوع

  .بود درصد84/31ي اين گروه ها ژنوتيپتغييرات عملكرد 
در  WA8563-2و  WA8563-4ي هـا  ژنوتيپ :گروه نهم

منفي  BCMVبه  ها ژنوتيپواكنش اين  .اين گروه قرار گرفتند
. نـد ك مـي  تأييد هارا در آن Iوجود ژن مقاوم  3نتايج جدول . بود

توانـد مقاومـت    تنهـايي نمـي   بـه  Iنشان داده شده است كه ژن 
ي هـا  ژنايجاد نمايد و بايستي با يكي از  BCMVمناسبي عليه 

اسـت    هاز طرفي مشخص گرديـد . گرددهي همرا bc-xخانواده 
توانـد واكـنش هـاي مقـاومتي      مـي  Iكه دوزهـاي متفـاوت ژن   

توجه به ايـن   با. (Collmer et al., 2000) متفاوتي ايجاد كند
تـوان بيـان كـرد كـه جهـت بـروز مقاومـت در ايـن          مي مطالب
 bc-xي خـانواده  هـا  ژنبا يكـي ديگـر از    Iاحتمالاً ژن  ،ژنوتيپ

تغييـرات  متوسـط  . شـده اسـت   همراهي) bc-12و  bc-3ز ج به(
  .درصد بود46/22 ي اين گروهها ژنوتيپ عملكرد

در ايـن  تنها ژنوتيپي است كه  11805ژنوتيپ  :گروه دهم
آزمون الايزا بـراي ايـن ژنوتيـپ منفـي بـود و       .گروه قرار گرفت

را در آن  bc-12و  I  ،bc-3 ي مقاومها ژنوجود  3نتايج جدول 
شـده در ايـن ژنوتيـپ     مقاومت مشـاهده  ،بنابراين. كند مي تأييد

 bc-3البته بايستي توجه داشت كـه ژن  . رسد مي نظر منطقي به
). Kelly et al., 1995( اتيكي دارداثر اپيست bc-12بر روي ژن 

از بـود كـه   ) درصـد 05/9(، كم تغييرات عملكرد در اين ژنوتيپ
  .توجه است قابل ،اين لحاظ

  

  مقايسه تغييرات عملكرد گروه هاي مختلف لوبيا با يكديگر
ــرات عم  ــانگين تغيي ــاچيتي    مي ــروه لوبي ــراي گ ــرد ب لك

درصد 95/27قرمز ، و لوبيادرصد66/30سفيد ، لوبيادرصد33/41

ي دار معنـي ها بـا يكـديگر تفـاوت     كدام از اين گروه اما هيچ ؛بود
يي كـه داراي  هـا  ژنوتيـپ در مقايسه ديگر، ). 4جدول ( نداشتند

در يـك   ،بودنـد  bc-12يـا   bc-3ي ها ژنو حداقل يكي از  Iژن 
). B( در گروهي ديگر قـرار گرفتنـد   ها ژنوتيپو باقي ) A(گروه 

و  A (62/17( كرد بـراي گـروه اول  ميانگين درصد تغييرات عمل
 نشـان  4نتايج جدول . دست آمد به B (82/42( براي گروه دوم

  اسـت   دار معنـي  ،دهد كـه اخـتلاف ميـانگين ايـن دو گـروه      مي
)P-value=0.001 .(ــه عبــارت ديگــر افــت عملكــرد در اثــر  ،ب

و يكـي از   Iيي كـه حـاوي ژن   هـا  ژنوتيـپ در  BCMVويروس 
ي كمتــر از دار معنــي طــور بــه ،ودنــدب bc-12يــا  bc-3ي هــا ژن

 Iباشـد كـه فاقـد هرگونـه ژن مقـاوم يـا ژن        مـي  ييهـا  ژنوتيپ
هـاي   گـزارش . اسـت  bc-12و  bc-3ي ها ژنتنهايي يا يكي از  به

متعدد تأكيد بر آن دارند كه بهترين تركيب ژني براي مقاومـت  
ي هـا  ژنبا يكي از  Iتركيب ژن  ،BCMVدر برابر اكثر نژادهاي 

bc-3 ا يــbc-12 باشــد  مــي)Strausbaugh et al., 2003; 

Makeshimana et al., 2005.(  
داراي تركيـب   MCD4012ژنوتيـپ   ،در گروه لوبياچيتي

و كمترين ميزان تغييـرات عملكـرد را نشـان     بود bc-3و  Iژني 
ــد18/11( داد ــاقرمز ). درص ــروه لوبي ــپ  ،در گ  D81083ژنوتي

تيب كمتـرين ميـزان   تر به) درصد35/12( Goliو ) درصد58/8(
اين دو ژنوتيپ نيز هر دو داراي  .تغييرات عملكرد را نشان دادند

ان تغييرات عملكرد در كمترين ميز. بودند bc-3و  Iتركيب ژني 
) درصـد WA8528-9 )67/5سفيد مربوط به ژنوتيپ گروه لوبيا

 در اين گروه و در. بود bc-3و  I صورت بهبود كه تركيب آن نيز 
تنها ژنوتيپي بود كه هر سه  11805، ژنوتيپ ها پژنوتيبين كل 

ايـن   ميـزان تغييـرات عملكـرد   . را داشت bc-12و  I ،bc-3ژن 
  .باشد مي )درصد05/9(ژنوتيپ نيز نسبتاً كم 

  
 tبا آزمون BCMVهاي مختلف لوبيا در شرايط نرمال و آلودگي  مقايسه ميانگين تغييرات عملكرد گروه - 4جدول 

Table 4. Mean comparison of bean different groups for yield variation in normal and BCMV infected conditions  
using t-test 

 

 مقايسه
Comparison 

 درجه آزادي

df 
 

 ميانگين
Mean 

t P-value 

 Chiti-Red 14  Chiti 41.33 Red 27.95 1.35 0.200    قرمز-چيتي

 Chiti-White 16  Chiti 41.33 White 30.66 1.19 0.250    سفيد-چيتي

 Red-White 14  Red 27.95 White 30.66 0.28 0.787    سفيد- قرمز

A-B 23  A 17.62 B 42.82 3.93 0.001 

  
ي مقاوم ها ژني مورد بررسي از نظر ها ژنوتيپ ،كلي طور به

درصــد 60ميــزان. در ســطح خــوبي قــرار داشــتند BCMVبــه 
درصـد  8و  bc-3رصـد داراي ژن  دI ،44حـاوي ژن   هـا  ژنوتيـپ 

 Iدر رابطه با ژن  ،بودند كه در اين بين bc-12حاوي ژن مغلوب 
در بـين  . بيشترين سهم مربوط به گروه لوبيـاقرمز بـود   bc-3و 
 ؛بـود  bc-12كمترين سهم مربوط بـه ژن   ،ي مورد بررسيها ژن
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و ) Cardinal( كه تنها يـك ژنوتيـپ گـروه لوبيـاچيتي     يطور به
حــاوي آن بودنــد و ) 11805( گــروه لوبياســفيديــك ژنوتيــپ 

 ايـن ژن را نداشـتند   ،ي گـروه لوبيـاقرمز  هـا  ژنوتيـپ يك از  هيچ
  ).3جدول (

، )قرمــز( D81083، )چيتــي( MCD4012ي هــا ژنوتيــپ
WA8528-9 )همگــي در آزمــون  ،)ســفيد( 11805و ) ســفيد

الايزا واكنش منفي نشان دادنـد و تغييـرات عملكـرد آنهـا نيـز      
. تـري بـود   ييندر سـطح بسـيار پـا    هـا  ژنوتيـپ قيـه  نسبت بـه ب 

 bc-3و  Iهمگـي حـاوي تركيـب ژنـي      ها ژنوتيپهمچنين اين 
 Strausbaugh et( هـاي مختلـف   هستند كه بر اساس گزارش

al., 2003; Makeshimana et al., 2005(،    بهتـرين تركيـب
لذا باتوجه به نتـايج   .باشد مي BCMVژني مقاوم عليه ويروس 

شـود در مطالعـات    مـي  پيشـنهاد  ،از ايـن تحقيـق   دهآم دست به
بـه   ،BCMVاصلاحي آتي در خصوص ارقام مقاوم بـه ويـروس  

 Localهمچنين دو ژنوتيپ . شودباي  توجه ويژه ها ژنوتيپاين 

Khomein  وCapsoli    ــه ــي ب ــنش منف ــزا واك ــون الاي در آزم
نشان دادند و تغييرات عملكرد آنها نيز كمتر از  BCMVويروس
ايـن دو ژنوتيـپ فاقـد هـر سـه ژن       كه آنجااز  .ن كل بودميانگي

لـذا ايـن احتمـال وجـود دارد كـه       ،مقاوم مورد بررسـي بودنـد  
و  Local Khomeinي ها ژنوتيپتركيبات ژني مقاوم جديد در 

Capsoli )وجـود  ) آمده در ايـن تحقيـق   دست هبراساس نتايج ب
  .داشته باشد

  
  سپاسگزاري
خمــين  يلوبيــا تحقيقــات ايســتگاه ملــي وســيله از بــدين

 سپاسـگزاري  ،دليل همكـاري در تهيـه بـذور مـورد آزمـايش      هب
  .گردد مي
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Abstract 

In order to determine resistance genetically potential of some bean genotypes to Bean Common Mosaic 
Virus, two separated experiments in randomized complete block design with 25 genotypes and three 
replications was conducted in IAU Shiraz Branch. The first experiment and the second one were performed 
in normal and BCMV infected conditions, respectively. Plants were inoculated in cotyledon leaf and first 
triple leaflet stage in the method of mechanical using carborundum powder. After 21 days, the first 
inoculation, sampling for PTA-ELISA test was done. According to the results, the genotypes that have I gene 
and at least one of the bc-3 and bc-12 genes showed less yield decline in BCMV infected conditions than 
other genotypes (p-value=0.001). The least yield variation was relevant to WA8528-9 genotype (5.67%) 
which containing of I and bc-3 genes. Among the genotypes, only 11805 had all of three (I, bc-3 and bc-12 ) 
genes. Yield variation of this genotype was 9.05%. Evidences have shown that 60% of genotypes had I, 44% 
had bc-3 and 8% had bc-12 genes, respectively. One of the other important results of this research was 
negative reaction of two genotypes (Local Khomein and Capsoli) to ELISA test. These genotypes were 
devoid of each three resistant genes, whereas yield variations of them were low in BCMV infected 
conditions. Existence of new combinations of genes are possible in Local Khomein and Capsoli genotypes, 
so these genotypes should be considered specially.  
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