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 چکیده
های مهم در گیاهان زراعی  ( از ویروسTurnip yellows virus, TuYVویروس زردی شلغم ) ازجمله پولروویروس جنساعضای 

ی  نمونه ۹۲تعداد  ۱۹90و  ۱۹90های  کنند. طی سال یم یداانتقال پ یرتکثیریغ -یصورت گردش بهها  شته توسط اه یروسو ین. اهستند
 ۀچهار گونکه  DSMZ الیزا-تاسها با کیت  ی شد. این نمونهآور جمعی از مزارع استان کرمانشاه نمونه خردل وحش کبرگ کلزا و ی

 Beet( و BWYV) TuYV ،Beet mild yellowing virus (BMYV ،)Beet western yellows virusیروس شامل پولروو

chlorosis virus (BChVرا شناسایی می )  .پاسخ هفت نمونه کلزا و نمونه خردل وحشی  ،الیزا-در آزمون تاسکند، آزمایش شدند
فاده شد که در گیاهان کلزا و است Brevicoryne brassicae و  Myzus persicaeبرای آزمون انتقال ویروس از  مثبت نشان دادند.

 007با آغازگرهای اختصاصی، یک قطعه با اندازه  IC-RT-PCRبود ولی آلودگی به چغندرقند منتقل نگردید. در  زیآم تیموفقتربچه 
خردل های کلزا و  جدایه نوکلئوتیدی های توالیاز نمونه خردل وحشی و دو نمونه کلزا تکثیر گردید.  P0 کد کنندهباز از ژن  جفت

، که بسیاری TuYVهای  جدایه نوکلئوتیدی های توالیبا  BLASTدر جستجوی درصد همسانی( و  99٫۴وحشی بسیار مشابه بودند )
تحلیل درصد شباهت داشتند. در  90٫۲ها از استرالیا و از گیاهان مختلف مانند شنبلیله، کلزا، نخودفرنگی و نخود بودند، تا  از آن

و از  گرفته قراردر یک گروه  TuYVهای  این دو جدایه به همراه سایر جدایه ،P0 وکلئوتیدی ناحیه کدکنندهن های توالی فیلوژنتیک
متمایز بودند. در این پژوهش، شناسایی ویروس زردی شلغم در مزارع  BChVو  BMYV ،BWYVها مانند  سایر پولروویروس

 برای اولین بار در شهرستان کرمانشاه انجام گرفت. P0ه کلزای ایران بر اساس تعیین توالی نوکلئوتیدی ناحیه کدکنند
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ABSTRACT 
Members of the genus Polerovirus, including Turnip yellows virus (TuYV), are important viruses on field 
crops. They are being transmitted by aphids in a circulative non-propagative manner. During 2018 and 
2019, 32 leaf samples from rapeseed (Brassica napus) and one sample from wild mustard (Sinapis 
arvensis) were collected in Kermanshah Province, Iran. The samples were tested by a TAS-ELISA kit 
(DSMZ) that detects four poleroviruses including TuYV, Beet mild yellowing virus (BMYV), Beet 
western yellows virus (BWYV) and Beet chlorosis virus (BChV). A positive reaction was observed for 
the wild mustard and seven rapeseed samples. Myzus persicae and Brevicoryne brassicae were used for 
virus transmission. The virus was successfully transmitted by the aphids to rapeseed and radish but not to 
sugar beet plants. In IC-RT-PCR using a specific primer pair, a 780 bp fragment was amplified from wild 
mustard and two rapeseed samples. The two nucleotide sequences from rapeseed and wild mustard had 
99.4% identity to each other and showed up to 97.2% similarity to TuYV isolates previously deposited in 
GenBank from fenugreek, rapeseed, pea and chickpea plants in Australia. In phylogenetic analysis based 
on the nucleotide sequences of ORF0, two Iranian isolates of TuYV were placed in the same clade with 
other TuYV isolates and were distinct from other poleroviruses such as BMYV, BWYV and BChV. In 
this study, for the first time in Kermanshah Province, TuYV was identified in Iranian rapeseed fields 
based on nucleotide sequencing of the P0 coding region. 
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 مقدمه

ترین محصول  ( مهمBrassica napusگیاه کلزا )

 Hackenberg et)روغنی جهان پس از سویا است  دانه

al., 2020)های گذشته سطح زیر کشت کلزا  . در سال

توجهی یافته به طوری که در  در ایران افزایش قابل

هزار هکتار( در  1۷1)حدود  16۷3-۷۹سال زراعی 

بیش از دو برابر بوده است   16۳۷-۷1مقایسه با سال 

(Ahmadi et al., 2019; Anonymous, 2011) در بین .

های تولید کننده کلزا در ایران، استان کرمانشاه  استان

از نظر عملکرد محصول در  16۷3-۷۹در سال زراعی 

تن( رتبه دوم و از نظر میزان  5٫2ح )حدود واحد سط

هزار تن( و نیز سطح زیر کشت، رتبه  51تولید )حدود 

. (Ahmadi et al., 2019)پنجم کشور را داشته است 

بیمارگرهای گیاهی از عوامل کاهش محصول کلزا بوده 

از اهمیت زیادی های گیاهی  ها ویروس و در بین آن

. ویروس زردی (Shahraeen, 2012)برخوردار هستند 

( که متعلق به Turnip yellows virus, TuYVشلغم )

( است، Luteoviridae)خانواده  Polerovirusجنس 

ه زا در کلزا ب های مهم ویروسی خسارت یکی از بیماری

‐Asare)آید  شمار می Bediako et al., 2020) میزان .

آلودگی مزارع کلزا به ویروس زردی شلغم متغیر است 

درصد گزارش شده است  111و در انگلستان تا 

(Asare‐ Bediako et al., 2020) میزان کاهش .

محصول کلزا توسط ویروس زردی شلغم در انگلستان 

 60، در آلمان تا (Coleman, 2013)درصد  53تا 

 03و در استرالیا تا  (Graichen et al., 1999)درصد 

گزارش گردیده است.  (Stevens et al., 2008)درصد 

های عملکرد و از جمله تعداد انشعابات  تمامی شاخص

اولیه، تعداد بذر در غلاف و درصد روغن دانه تحت 

گیرند. همچنین  تأثیر آلودگی به این ویروس قرار می

دار غلظت  سبب افزایش معنی TuYVآلودگی به 

 ,.Stevens et al)شود  ها در روغن می گلوکوزینولات

های آلودگی به ویروس زردی  . معمولاً نشانه(2008

ی قابل تشخیص راحت بهها  شلغم تا قبل از توسعه ساقه

نیستند و ممکن است به دلیل شباهت با اثر عوامل 

ای مورد توجه  ها و مشکلات تغذیه دیگری مانند تنش

بیماری ناشی از این ویروس  های نشانه ر نگیرند.قرا

شامل قرمزی حواشی برگ و زردی و قرمزی نواحی 

. این نوع (Stevens et al., 2008)ها است  بین رگبرگ

های ناشی از اعضای جنس  ها در آلودگی نشانه

یج تدر به( معمول بوده و Polerovirusپولروویروس )

های آبکش  یابند. آلودگی محدود به آوند یمگسترش 

کند و باعث زردی  است و در سراسر گیاه حرکت می

 .(Farzadfar et al., 2014; Newbert, 2016)شود  می

 ها یروس زردی شلغم نیز مانند سایر پولروویروسو

انتقال  یرتکثیریغ -یصورت گردش بهها  توسط شته

و از طریق بذر  (Zhou et al., 2011)کند  یم یداپ

به  (Myzus persicaeشود.  شته سبز هلو ) منتقل نمی

ترین ناقل این ویروس در مزارع کلزای اروپا  عنوان مهم

(Asare‐ Bediako et al., 2020; Schliephake et 

al., 2000; Stevens et al., 2008)  .شناخته شده است

این شته در سراسر جهان گسترش دارد و روی بیش از 

 ترین مهم کند. از خانواده گیاهی تغذیه می 01

توان به چغندر، کاهو، کلمیان  یمهای این شته  یزبانم

. در افراد بالدار (CABI, 2019)و حبوبات اشاره کرد 

تشخیص  TuYVدرصد آلودگی به  ۹5شته سبز هلو تا 

. شته مومی (Stevens et al., 2008)داده شده است 

( نیز قادر به انتقال این Brevicoryne brassicaeکلم )

کارایی . (Schliephake et al., 2000)یروس است و

 ۷3انتقال ویروس زردی شلغم توسط شته سبز هلو 

درصد بوده که بسیار بیشتر از شته مومی کلم )حدود 

 در سال .(Coutts et al., 2006)درصد( است  10

های شبیه به ویروس زردی غربی  رای جدایه، ب5111

( که Beet western yellows virus, BWYVچغندر )

 Brassicaکردند، نام  ینمدر چغندرقند آلودگی ایجاد 

yellowing virus  ی بند ردهالمللی  ینببه کمیته

 Turnip yellows مها پیشنهاد گردید و نهایتاً نا یروسو

virus  تصویب شد(Hauser et al., 2000a; Hauser et 

al., 2000b; Mayo, 2002) ژنوم .TuYV  از نوع

ssRNA (+)  نوکلئوتید است.  2301با طول حدود

( متصل VPgژنوم به یک پروتئین ویروسی ) '5انتهای 

یا ساختار شبه  Poly Aفاقد  '3بوده و در انتهای 

RNA  .های ویروس از روی شش  ینپروتئاست

( Open Reading Frame, ORFچارچوب خوانش )
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 ,.King et al)شوند  ترجمه می ORF5تا  ORF0شامل 

)حاصل از  P0ها، پروتئین  در پولروویروس. (2012

(  در سرکوب خاموشی ژن نقش دارد ORF0ترجمه 

(Wetzel et al., 2018).  (511۹)فرزادفر و پوررحیم 

ویروس زردی شلغم را از مزارع یونجه ایران گزارش 

وجود آلودگی به  (5116)شهرآیین و همکاران نمودند. 

BWYV های  سال شده یآور جمعهای  در نمونه

از مزارع کلزای استان فارس، بندرعباس  16۹۷-16۳1

الیزا گزارش -رامین را با استفاده از روش داسو و

کردند و مشخص نمودند که این آلودگی توسط شته 

سبز هلو به گیاه چغندرقند قابل انتقال بود. فرزادفر و 

 Tissue-blotبا استفاده از روش  (2006)همکاران 

immunoassay (TBIA)وجود ، BWYV ر مزارع د

، اصفهان، کرمانشاههای قزوین،  استان چغندرقند

خراسان، سمنان، فارس و آذربایجان غربی را گزارش 

از محصولات لگوم در  BWYVنمودند. اولین گزارش 

نخود و از جمله در استان کرمانشاه بود  مزارعایران از 

(Makkouk et al., 2003)هایی که آلودگی به  . نمونه

با پادتن  TBIAها توسط آزمون  ویروس در آن

)پادتن طیف گسترده( تشخیص  5G4ای  همسانه تک

-ATCC PVASای  همسانه داده شد، توسط پادتن تک

مورد آزمایش قرار گرفتند.  BWYVبرای ردیابی  647

و  BWYVآلودگی به  5115و  5111های  در سال

Bean leaf roll virus (BLRV)  در مزارع نخود و

 . (Makkouk et al., 2003)عدس ایران مشخص شد 

زادفر و همکاران با استفاده از پادتن فر

وجود آلودگی پولروویروسی در  5G4ای  همسانه تک

ی لرستان و ایلام را ها استانی مزارع یونجه ها نمونه

مشخص نمودند. آنالیز مولکولی نشان داد که تعداد 

آلوده بودند. این  BWYVبه  ها نمونهزیادی از این 

های  و نشانهآلودگی توسط شته سبز هلو منتقل شد 

، زردی رگبرگ در کلزا، چغندرقندرگبرگ روشنی در 

ی در خردل سفید و زردی رشد کمزردی رگبرگ و 

رگبرگ شدید در یونجه مشاهده شد. با تکثیر ژن 

-BWYVپروتئین پوششی با آغازگرهای اختصاصی 

CPF  وBWYV-CPR  به  ها نمونه، آلودگی یابی توالیو

. (Farzadfar et al., 2014)یید شد تأ BWYVویروس 

در استان  BWYVودگی گیاه کلزا به ویروس آل

توسط آزمون  16۳۳و  16۳۹ی ها سالگلستان در 

DAS-ELISA  وRT-PCR شناسایی شد (Zahedi 

Tabarestani et al., 2012; Zahedi Tabarestani et 

al., 2011).  با  (2016)حاجی یوسف و همکاران

و نیز  6G4و  5G4ای  همسانه های تک استفاده از پادتن

های نخود به  جفت آغازگرهای عمومی، آلودگی نمونه

BWYV .با توجه  در استان لرستان را  گزارش نمودند

ه، تحقیق به اهمیت کشت کلزا در استان کرمانشا

حاضر به منظور بررسی احتمال وجود ویروس زردی 

 .شلغم در مزارع کلزای استان صورت گرفت

 

 هاروش مواد و 

نمونه کلزا از  65، تعداد 16۷۳و  16۷۹های  طی سال

 آباد اسلامهای  مزارع استان کرمانشاه در شهرستان

و  (5) نیهرس( و 12) کرمانشاه(، ۷) صحنه(، 3) غرب

ی از شهرستان کرمانشاه دل وحشنمونه خر کی

برداری به روش انتخابی و از  آوری شد. نمونه جمع

ها  های زردی صورت گرفت. نمونه گیاهان دارای نشانه

 ,DSMZ (Braunschweig یالیزا-تاس کیتتوسط 

Germany )ای ) همسانه که شامل یک پادتن تکAS-

 یتک ینا. قرار گرفتند یشمورد آزما( است 0049/1

 یروسشامل و یروسپولروو ۀچهار گون یابیدر یبرا

 ,Beet western yellows virusچغندر ) یغرب یزرد

BWYVشلغم ) یزرد یروس(، وTurnip yellows 

virus, TuYVچغندر ) یفخف یزرد یروس(، وBeet 

mild yellowing virus, BMYVیسبزرد یروس( و و 

یافته ( توسعه Beet chlorosis virus, BChVچغندر )

طبق دستورالعمل  الیزا-. تهیه بافرها و تاستاس

 انجام گرفت. DSMZدریافتی از 

 نخود (،Beta vulgarisبذرهای گیاهان چغندرقند )

(Cicer arietinum)شاه ،( یLepidium sativum ،)

( در Raphanus sativus var. sativusکلزا و تربچه )

 1ماس و پرلیت سترون )به نسبت حجمی  مخلوط پیت

 61تا  51گردیدند و در گلخانه با دمای  کشت (5به 

 صورت بهدرجه سلسیوس نگهداری شدند. این گیاهان 

ام کود کامل  پی پی 111مرتب با آب حاوی 
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(NPK+TE, 20-20-20 آبیاری شدند و برای )آزمون 

بررسی دامنه میزبانی انتقال ویروس با شته به منظور 

از دو  در این پژوهش مورد استفاده قرار گرفتند.

( و شته مومی کلم M. persicaeی شته سبز هلو ) گونه

(B. brassicaeبرای انتقال ویروس استفاده شد ). 
تکثیر و نگهداری کلنی شته سبز هلو روی 

این  .ای و کلزا انجام شد های فلفل دلمه گیاهچه

ی پلاستیکی شفاف و دارای ها قفسگیاهان داخل 

 52رصد و دمای د 22توری، در ژرمیناتور با رطوبت 

نگهداری شدند. تکثیر و نگهداری  سلسیوسدرجه 

کلنی شته مومی کلم نیز روی گیاه کلزا انجام شد. 

یک  ،برای تهیه کلنی شته خالص و عاری از ویروس

شته بالغ درون قوطی پلاستیکی در دار با حجم حدود 

ساعت در  50لیتر قرار گرفت و تا حدود  میلی 51

د. پوره حاصل از این شته به یک ژرمیناتور نگهداری ش

گیاهچه سالم حاصل از بذر گیاه مورد نظر منتقل شد 

های  تا کلنی تشکیل دهد. از این کلنی برای آزمایش

های کلنی خالص  انتقال استفاده شد. تعدادی از شته

ساعت روی بوته  ۹5که عاری از ویروس بودند به مدت 

هر یک از آلوده به ویروس قرار داده شدند. سپس به 

یر شده از بذر( ده عدد شته تکثهای سالم ) گیاهچه

ساعت تغذیه از  0۳ها پس از  منتقل شد. شته

ها به مدت  سپس گیاهچه. ها حذف شدند گیاهچه

مورد ارزیابی قرار  ها نشانهحدود سه هفته برای ظهور 

الیزا روی تمامی گیاهان  ین مدت،ا از بعدگرفتند. 

ها ارزیابی شود.  وس به آنصورت گرفت تا انتقال ویر

ها در  گیاهان تا دو ماه نگهداری شدند و وضعیت نشانه

دو نمونه کلزا و یک نمونه خردل  بررسی گردید. ها آن

الیزا  -( که در آزمون تاسSinapis arvensisوحشی )

پاسخ مثبت داشتند، برای بررسی مولکولی انتخاب 

 شدند. 

 Immunocaptureهای مولکولی به روش  بررسی

Reverse Transcription PCR (IC-RT-PCR توسط )

 ;Schubert et al., 1998)جفت آغازگر اختصاصی 

Wilson et al., 2012) های  به نامTuYVorf0F 

(ACAAAAGAAACCAGGAGGGAATCCTTA

 TuYVorf0Rو ( 

(TCATACAAACATTTCGGTGTAGAC)  با

 ۹۳1ای به طول حدود  سازی قطعه نهدف فراوا

. این جفت آغازگر و برخی انجام شد P0از ژن باز  جفت

افزار  آغازگرهای گزارش شده قبلی، با استفاده از نرم

Geneious Prime 2019.1.3  از نظر امکان انطباق با

ها مانند  های متعددی از انواع پولروویروس توالی

BWYV ،BChV  وBMYV مورد اند که در دسترس ،

ارزیابی قرار گرفتند. به دام اندازی ویروس توسط 

و  تیمِلِ( مشابه روش Immunocapture, ICپادتن )

میکرولیتر  21گرفت. ابتدا  صورت (1997)همکاران 

( که با غلظت یک به AS-0049) IgG پادتنمخلوط 

الیزا( تهیه -در بافر پوششی )مطابق روش تاس 211

لیتری ریخته شد.  میلی 1٫5شده بود داخل میکروتیوب 

میکروتیوب به مدت دو تا چهار ساعت داخل انکوباتور 

قرار گرفت. پس از سه  سلسیوسدرجه  6۹با دمای 

به شستشو با بافر شستشو، مرحله بلاکینگ همانند مرت

الیزا انجام شد. میکروتیوب پس از نیم -آزمون تاس

ساعت نگهداری در انکوباتور، با ضربه زدن تخلیه 

گردید. عصاره نمونه گیاهی آلوده به ویروس به نسبت 

یک به ده در بافر استخراج مورد استفاده در الیزا تهیه 

آن به میکروتیوب افزوده شد.  از میکرولیتر 21شد و 

شب داخل یخچال )دمای  میکروتیوب به مدت یک

( قرار گرفت و سپس پنج مرتبه سلسیوسچهار درجه 

با بافر شستشو شسته شد. در ترانویسی وارونه 

(reverse transcription, RT برای سنتز )cDNA ،

به  DEPCآب تیمار شده با  میکرولیترهفت 

و پس از ده دقیقه نگهداری در میکروتیوب افزوده شد 

، میکروتیوب روی یخ قرار سلسیوسدرجه  32دمای 

با استفاده از کیت شرکت پارس  cDNAگرفت. سنتز 

( و طبق دستورالعمل A101161توس )شماره کاتالوگ 

آغازگر معکوس  میکرولیترشد. یک  انجامسازنده 

(TuYVorf0R به میکروتیوب افزوده شد و با )

ی مخلوط گردید. نمونه ده دقیقه در آرام بهمیکروپیپت 

روی یخ قرار  و سپس سلسیوس  درجه 32دمای 

از  میکرولیتراز مخلوط بافر و دو  میکرولیترگرفت. ده 

به نمونه افزوده شد. نمونه در  MMLVمخلوط آنزیم 

درجه  52سایکلر به ترتیب در دمای  دستگاه ترمال
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به  درجه سلسیوس 0۹دقیقه،  11به مدت  سلسیوس

 2به مدت  سلسیوسدرجه  ۳2دقیقه و  31مدت 

توسط جفت آغازگر  PCRآزمون  دقیقه نگهداری شد.

( با استفاده TuYVorf0Rو  TuYVorf0Fاختصاصی )

 Reddy® to use PCR) کلون یناساز کیت شرکت 

master mix, 2X  با شماره کاتالوگMM2061 و )

شد. مراحل  انجامطبق دستورالعمل سازنده 

 درجه سلسیوس به مدت ۷2سازی اولیه در  تواسرش

سازی در  واسرشتشامل چرخه دمایی ) 62، دقیقه 12

 22، اتصال در ثانیه 61درجه سلسیوس به مدت  ۷0

 ۹5و بسط در  ثانیه 61به مدت  سلسیوسدرجه 

مرحله بسط و ثانیه(  ۷1درجه سلسیوس به مدت 

در دقیقه  11به مدت  سلسیوس درجه ۹5نهایی در 

 .شدانجام  Biometra TPersonalسایکلر  ه ترمالدستگا

 DNAدرصد حاوی  5واکنش روی ژل آگاروز محصول 

Green ViewerTM  شرکت پارس توس، با شماره(

مورد بررسی قرار گرفت. اندازه  (B111151کاتالوگ 

نشانگر اندازه تقریبی قطعات تکثیرشده در مقایسه با 

DNA (DNA size marker II, 100bp plus ، تهیه

-Sاز شرکت دنا زیست آسیا، شماره کاتالوگ  شده

برای تعیین توالی  PCR. محصولات شد ( برآورد5091

 ارسال شدند. شگامیفناوری پ شرکت زیستبه 

های نوکلئوتیدی دریافتی با استفاده از  توالی

ویرایش گردیدند  Geneious Prime 2019.1.3افزار  نرم

های  با توالی BLASTnابزار  فرض تنظیمات پیشبا و 

د. این مقایسه شدن NCBIاطلاعاتی  پایگاهموجود در 

های مشابه دریافتی از  ها به همراه توالی توالی

GenBank ( 1جدول ،)موقعیت  .ندشد یساز فیهم رد

های مشابه و  بر اساس توالی ORF0چارچوب خوانش 

( TuYV)توالی مرجع  NC_003743 شمار رساز جمله 

توسط فیلوژنتیک  مشخص گردید. ترسیم درخت

Geneious Tree Builder های با استفاده از توالی 

و  RA109 جدایهدو  P0 نوکلئوتیدی ناحیه کدکننده

RA595d های دیگری از  به همراه جدایهTuYV  و

، BMYVها شامل  هایی از سایر پولروویروس جدایه

BChV  وBWYV ( به روش 1جدول )Neighbor-

Joining  صورت گرفت. علاوه بر اعضای  تکرار 1111با

، توالی مرجع ویروس موزائیک روسیپولرووجنس 

 NC_003629 شمار رسبا  1ای نخودفرنگی شماره  توته

است نیز به عنوان فرد برون  Enamovirusکه از جنس 

 ین آنالیز مورد استفاده قرار گرفت.گروه در ا

 

 های نوکلئوتیدی مورد استفاده در ترسیم درخت فیلوژنتیک. فهرست توالی .1جدول 
Table 1. List of nucleotide sequences used for phylogenetic tree reconstruction. 

Accession 

number 
Virus Country Host Isolate or Strain 

HQ543127 Turnip yellows virus Australia Pisum sativum 20pP0 

HQ543129 Turnip yellows virus Australia Pisum sativum 23pP0 

HQ543132 Turnip yellows virus Australia Pisum sativum 47bP0 

LR584019 Turnip yellows virus Australia Brassica napus  

LR584020 Turnip yellows virus Australia Cicer arietinum  

LR584024 Turnip yellows virus Australia Brassica oleracea  

LR584025 Turnip yellows virus Australia Brassica oleracea  

LR584026 Turnip yellows virus Australia Raphanus raphanistrum  

LR584027 Turnip yellows virus Australia Cicer arietinum  

MF176652 Turnip yellows virus Australia Trigonella foenum-graecum Fg-SA 

MH427303 Turnip yellows virus Australia Apis mellifera TuYV-SA 

MN497810 Turnip yellows virus Germany Pisum sativum Landkreis 

Meissen_17 

MN602973 Turnip yellows virus Serbia Brassica oleracea var. capitata 345Cb 

MW026683 Turnip yellows virus Iran Brassica napus RA595d 

MW026684 Turnip yellows virus Iran Sinapis arvensis RA109 

NC_001747 Potato leafroll virus Scotland Solanum tuberosum  

NC_002766 Beet chlorosis virus England  BChV-2a 

NC_003491 Beet mild yellowing virus France sugarbeet 2ITB 

NC_003629 Pea enation mosaic virus 1   WSG 

NC_003743 Turnip yellows virus France Lactuca sativa FL1 

NC_004756 Beet western yellows virus   USA 

NC_008249 Chickpea chlorotic stunt virus Ethiopia faba bean Et-fb-am1 
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 نتایج

آوری شده از  نمونه کلزای جمع 65هفت نمونه از 

استان کرمانشاه و نیز نمونه خردل وحشی در آزمون 

با  در آزمون انتقالالیزا پاسخ مثبت نشان دادند. -تاس

تا دو ماه  قندو چغندر ینخود، شاهیاهان گشته روی 

نشانه بیماری مشاهده نشد و این گیاهان در  گونه چیه

زا نیز پاسخ منفی داشتند. گیاهان کلزا الی-آزمون تاس

زنی شده بودند، پس از گذشت  و تربچه که با شته مایه

زردی خفیف از خود بروز  های نشانهدو تا سه هفته 

ی زردی شدیدتر ها نشانهیج تدر بهدادند. در مورد کلزا 

(

 
ها  ه برگ( و قرمزی و خشکیدگی حاشی1 شکل

الیزا پاسخ مثبت -دیده شد. این گیاهان در آزمون تاس

 نشان دادند.
 

 
 Myzusویروس زردی شلغم در برگ گیاه کلزا که انتقال به آن توسط شته  RA595d های زردی ناشی از جدایه نشانه .1 شکل

persicae .انجام گرفت 

Figure 1. Yellows symptoms caused by TuYV isolate RA595d on the leaf of aphid-inoculated (Myzus persicae) 
rapeseed plant. 

 

در مورد هر دو نمونه کلزا و نیز نمونه خردل 

های آغازگرتوسط  IC-RT-PCRوحشی که با آزمون 

 ۹۳1ی به طول حدود ا قطعهاختصاصی بررسی شدند، 

های  . توالیباز روی ژل آگاروز مشاهده شد جفت

شمار  نوکلئوتیدی حاصل از این پژوهش که با دو رس

MW026683  جدایه(RA595d و )MW026684 

اند به ترتیب  ثبت شده GenBank( در RA109)جدایه 

باز( و یک نمونه  جفت ۹66مربوط به یک نمونه کلزا )

 ۷۷٫۹باز( بوده و دارای  جفت 3۳2خردل وحشی )

در  مذکور نوکلئوتیدی یها توالی درصد یکسانی بودند.

با یک جدایه ویروس زردی شلغم ، BLASTجستجوی 

که از گیاه ( MF176652شمار  )رس Fg-SA با نام
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 ,.Aftab et al)شنبلیله از استرالیا گزارش شده است 

نوکلئوتیدی )با  سانیدرصد هم ۷۹٫0بیش از  (2018

داشتند. بسیاری از ( درصد ۷۹پوشش دهی بیش از 

 GenBankهای یافت شده در  ترین جدایه نزدیک

مربوط به استرالیا و از گیاهان مختلف مانند شنبلیله، 

های نوکلئوتیدی  کلزا، نخودفرنگی و نخود بودند. توالی

به همراه  ،تحلیل فیلوژنتیکرسی در دو جدایه مورد بر

در یک گروه قرار گرفته و از  TuYVهای  سایر جدایه

 BWYVو  BMYV ،BChVها مانند  سایر پولروویروس

 (.5شکل متمایز بودند )

 
و  MW026684 یشمارها با رس بی)به ترت RA595dو  RA109 یها هیاز جدا P0 نیکدکننده پروتئ هیناح یدینوکلئوت یتوال کیلوژنتیف لیتحل( 5شکل 

MW026683) Turnip yellows virus به روش  زی(. آنال1)جدول  ها روسیپولروو ریو سا روسیو نیا گرید یها هیاز جدا یبه همراه برخNeighbor 

joining  توالی مرجع انجام شدتکرار در آزمون بوت استرپ  1111با .Pea enation mosaic virus 1  از جنسEnamovirus (شمار رس 
NC_003629.به عنوان فرد برون گروه به کار رفت ) 

Figure 2) Phylogenetic analysis of the nucleotide sequences of the P0 coding region of RA109 and RA595d isolates 
(MW026684 and MW026683, respectively) of Turnip yellows virus along with some other isolates of the virus and 

other poleroviruses (Table 1). Analysis was performed by Neighbor joining method with 1000 replicates in bootstrap 
test. The reference sequence of Pea enation mosaic virus 1 from the genus Enamovirus (NC_003629) was used as 

outgroup. 

 

 گیری بحث و نتیجه

های  ترین ویروس ویروس زردی شلغم از مهم

ی مزارع کلزا در مناطق مختلف دنیا خصوصاً زا خسارت

اروپا و استرالیا است و اهمیت اقتصادی زیادی دارد. 

به عنوان یک گونه مستقل  5115این ویروس از سال 

در ایران،  .(Mayo, 2002)تأیید شده است  BWYVاز 

از مزارع یونجه همدان گزارش شده است  TuYVقبلاً 

(Farzadfar et al., 2017) . ،در پژوهش حاضر
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شناسایی ویروس زردی شلغم در مزارع کلزای ایران 

)استان کرمانشاه( بر اساس تعیین توالی نوکلئوتیدی 

 انجام گرفت. P0ناحیه کدکننده 

از مزارع کلزای  BWYVدر تحقیقات گذشته، 

 ;Shahraeen et al., 2003)ایران گزارش شده است 

Zahedi Tabarestani et al., 2011)های  .  جدایه

TuYV در تحقیق حاضر توسط شته سبز  مورد بررسی

هلو به چغندرقند منتقل نشدند و از این نظر مشابه 

در تحقیق  مورد بررسییونجه  TuYVهای  جدایه

های  بودند و با جدایه (511۹)فرزادفر و پوررحیم 

BWYV های کلزا به  که توسط شته سبز هلو از نمونه

 ,.Shahraeen et al)گیاه چغندرقند قابل انتقال بودند 

های  تفاوت داشتند. از آنجا که توالی (2003

 ORF0نوکلئوتیدی حاصل از این تحقیق مربوط به 

ها با سه توالی ژن پروتئین  بودند، امکان مقایسه آن

 اند شده گزارشاز ایران  قبلاًکه  TuYVپوششی 

(Farzadfar et al., 2017) های  و نیز توالیCP 

عامل آلودگی مزارع کلزای  BWYVهای  جدایه

 Zahedi Tabarestani et)های تهران و گلستان  استان

al., 2012) های مربوط به  وجود نداشت و تنها از توالی

در آنالیز تبارزایی  TuYVهای غیر ایرانی  جدایه

های اعضای جنس لوتئوویروس  استفاده شد. از توالی

  ها آننیز در این آنالیز استفاده نشد چون در ژنوم 

 وجود ندارد. P0 ناحیه کدکننده

ها پیش در شناسایی  های سرولوژیکی از سال روش

استفاده  با وجودولی  اند رفته کار بههای گیاهی  وسویر

ها با  ها، در زمینه تفکیک پولروویروس گسترده از آن

 1۷۹5ها مشکلاتی وجود دارد. در سال  این روش

ای  های چندهمسانه های سرولوژیکی با پادتن آزمایش

با  BWYVآمریکایی و انگلیسی  هیدو جداتفاوتی بین 

نشان نداد  TuYVانی دو جدایه انگلیسی و آلم

(Duffus et al., 1972). علیه  تهیه شدههای  پادتن

و  BMYVهای اروپایی و آمریکایی دو ویروس  جدایه

BWYV  نیز قادر به تفکیک این دو ویروس از یکدیگر

های  . استفاده از پادتن(Duffus, 1975)نبودند 

 عنوان بهای نیز تاکنون راهگشا نبوده است.  همسانه تک

 ای که برای شناسایی همسانه های تک ، پادتنمثال

Barley yellow dwarf virus PAV  جنس(

)که در حال حاضر با  BYDV-RPVلوتئوویروس( و 

در جنس  Cereal yellow dwarf virus RPVنام 

بودند، به ترتیب با  شده هیته د(پولروویروس قرار دار

نیز واکنش نشان  BWYVو  BMYVهای  ویروس

و قادر به تفکیک این دو  (D'Arcy et al., 1989)دادند 

. (Herrbach E et al., 1991)ویروس از یکدیگر نبود 

های  ای به نام همسانه دو پادتن تک 1۷۷5در سال 

5G4  6وG4 د که اعضایی از جنس تهیه شدن

کردند  ها شناسایی می پولروویروس را روی لگوم

(Katul, 1992) در چندین تحقیق ها پادتن. از این 

 Abraham et)روند  و همچنان به کار می استفاده شده

al., 2006; Farzadfar et al., 2014; Gaafar et al., 
2019; Hajiusef et al., 2016; Makkouk et al., 

ای متعددی که  همسانه های تک . از بین پادتن(2003

 BWYV)جدایه چغندر( و  BMYV برای دو ویروس

قادر به تفکیک  کی چیهبودند،  تهیه شده)جدایه کلزا( 

 ,.Smith et al)این دو ویروس از یکدیگر نبودند 

های  پادتن حاجی یوسف از 5113. در سال (1996

( برای 6G4و  5G4ای ) همسانه ای و چند همسانه تک

 BWYVاستفاده کرد، اما ویروس  BLRVشناسایی 

 Hajiusef et)نیز با این پادتن واکنش مثبت نشان داد 

al., 2016) .یطور اختصاصه که ب یپادتن چیتاکنون ه 

TuYV آفتاب و نشده است دیکند تول یابیرا رد .

برای  BWYVهای  همکاران از طیف وسیعی از پادتن

استفاده کردند و با استفاده از  TuYVردیابی 

و  TuYVهای اختصاصی  و آغازگر  RT-PCRآزمون

BWYV که با هایی  مشخص گردید که نمونه

شناخته  BWYVهای سرولوژیکی به عنوان  آزمون

 ,.Aftab et al)هستند  TuYVشده بودند، همان 

 همکاران. نتیجه مشابهی نیز توسط ویلسون و (2018

 عرضههای تجاری  گزارش شده است. کیت (5115)

زمان بیش از  های مختلف نیز هم توسط شرکت شده

کنند و  ها را شناسایی می یک نوع از این پولروویروس

 SRA)کد  Agdiaت نیستند. کی ها آنقادر به تفکیک 

 BYDV-RPVهای  با جدایه BWYV( علاوه بر 32100

 Cereal yellow dwarf virus)که در حال حاضر با نام 

RPV  در جنس پولروویروس قرار دارد( نیز واکنش
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( که برای 07009)کد  LOEVEدهد. کیت  می

است، با  شده عرضه BMYVو  TuYVتشخیص 

ز واکنش نی BWYVو  BChVهای آلوده به  نمونه

 تیک. (Farzadfar et al., 2010)دهد  مثبت نشان می

DSMZ (AS-0049که در ا )استفاده شد،  قیتحق نی

و  BWYV ،TuYV ،BChV روسیچهار نوع پولروو

BMYV هایی  بنابراین در نمونه؛ کند را شناسایی می

که با این کیت پاسخ مثبت نشان دهند، امکان آلودگی 

به یک یا تعداد بیشتری از این چهار ویروس وجود 

 یبرا یتجار تیک چیحال حاضر ه درخواهد داشت. 

 ستیدر دسترس ن ها روسیو نیا یکیسرولوژ کیتفک

که در آزمون  ییها نمونه کیتفک یبرا لیدل نیهم به

 یها شیآزما ، انجامدهندپاسخ مثبت  الیزا-تاس

بررسی  قیتحق. در این است ی ضروریمولکول یلیتکم

مولکولی به صورت محدود انجام گرفت ولی با توجه به 

 TuYVها و خصوصاً اهمیت  اهمیت این پولروویروس

تری در  ملبرای کشت کلزا لازم است که تحقیقات کا

های  این زمینه صورت گیرد. امروزه از آغازگر

برای  ’5ناحیه  بر اساساختصاصی طراحی شده 

 Lemaire et)شود  ها استفاده می تفکیک پولروویروس

al., 1995; Stevens et al., 2005)  چون

دارند و  ها در این ناحیه تنوع بیشتری پولروویروس

ی از خوب بهشود،  دیده می 5شکل گونه که در  همان

جفت آغازگری که در این  گردند. یکدیگر تفکیک می

تحقیق برای ویروس زردی شلغم به کار برده شد 

(TuYVorf0F  وTuYVorf0R بر اساس ناحیه ژنی )

 ,.Schubert et al)طراحی شده است  P0 کننده انیب

1998; Wilson et al., 2012) بررسی انطباق این .

ها مانند  های انواع پولروویروس جفت آغازگر با توالی

BWYV ،BChV  وBMYV  ًنشان داد که کاملا

یک از سایر  تواند از هیچ بوده و نمی TuYVاختصاصی 

ر نماید. بررسی جفت آغازگر ها محصولی تکثی گونه

طراحی شده بر اساس ناحیه ژن پروتئین پوششی 

(Zahedi Tabarestani et al., 2011)  نشان داد که با

، TuYVهای  های در دسترس از جدایه اغلب توالی

BWYV ،BMYV  وBChV  تا حد بسیار زیادی )در

درصد( منطبق است و بنابراین امکان  111مواردی تا 

تکثیر ژن پروتئین پوششی هر چهار ویروس توسط این 

جفت آغازگر وجود دارد. علت کارایی این جفت آغازگر 

ی زیاد ژن شدگ حفاظتهای مختلف ویروس،  برای گونه

 ,.Hauser et al)ها است  مذکور در پولروویروس

2000a) بنابراین جفت آغازگر طراحی شده بر اساس .

ها  های عمومی پولروویروس برای بررسی CPناحیه 

ی یک گونه خاص، لازم مناسب است و برای شناسای

در  است که از آغازگر اختصاصی استفاده شود.

توسط شته به گیاهان  TuYVهای انجام شده،  آزمایش

محک کلزا و تربچه انتقال یافت و آلودگی سیستمیک 

قادر به آلوده کردن  الیزا تأیید گردید ولی-توسط تاس

های سایر  چغندرقند نبود. این نتیجه با گزارش

 ,.Farzadfar et al., 2017; Graichen et al)محققین 

1996; Kehoe et al., 2019)  همخوانی دارد. بر اساس

مشاهدات نگارندگان در استان کرمانشاه، جمعیت شته 

مومی کلم در مزارع کلزا غالب و بسیار بیشتر از شته 

ارایی کمتر شته سبز هلو است. بنابراین با وجود ک

 Coutts et)مومی کلم در انتقال ویروس زردی شلغم 

al., 2006; Schliephake et al., 2000) ًاحتمالا ،

جمعیت بالای این شته سبب افزایش اهمیت آن در 

 گردد. انتقال این ویروس می

شی و های نوکلئوتیدی دو جدایه خردل وح توالی

و  MW026683شمارهای  کلزا از استان کرمانشاه )رس

MW026684 همسانی بسیار بالایی داشتند بنابراین )

 ;Graichen et al., 1996)های قبلی  با توجه به گزارش

Stevens et al., 2008)تواند منبع  ، خردل وحشی می

رع کلزا در این منطقه باشد. با مهمی برای آلودگی مزا

توجه به اینکه در حواشی و داخل مزارع کلزای استان 

های  کرمانشاه، جمعیت زیادی از خردل وحشی و علف

 Senecioو  Capsella bursa-pastorisهرز دیگر مانند 

vulgaris های این ویروس گزارش  که به عنوان میزبان

وجود دارد، لازم است در  (Smith, 1988)اند  شده

های هرز نیز به عنوان منابع  های آتی به علف پژوهش

عه احتمالی آلودگی به این ویروس توجه شود. مطال

العمل ارقام مختلف  بیشتر حشرات ناقل و بررسی عکس

 رسند. کلزا در برابر این ویروس نیز ضروری به نظر می
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