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 و یالوب ي بافت مرده معمولی موزائیک ی،معمول یکموزائ سه ویروس همزمان ردیابی
  *Multiplex-RT-PCRاستفاده از  با یارخ یکموزائ

  2عزیزيعبدالباسط و  2بخش ، مسعود شمس**1نژاد زرقانی ، شاهین نوري1نیلوفر رجبی

  )29/6/1394 :؛ تاریخ پذیرش10/6/1393: تاریخ دریافت(

  چکیده
 Bean common) یـا لوبي  بافت مـرده  یمعمول یکموزائ یروسو ،(Bean common mosaic virus, BCMV) لوبیا معمولی موزائیک ویروس

mosaic necrosis virus, BCMNV) یار خ یکموزائ یروسو و(Cucumber mosaic virus, CMV) که به  باشندمی لوبیا بذربرد هايویروس از
هاي متعدد از آلودگی مخلوط لوبیا بـا ایـن سـه ویـروس،     بدلیل وجود گزارش. شوندیمحصول ماین  کیفی و کمی افتباعث  يطور جد
جلوگیري از  دررا  مهمی نقش تواندمی لوبیا گیاه در BCMNVو  CMV ،BCMV ردیابی همزمان برايحساس  و یعسر دقیق، روشی معرفی
 ،BCMV، BCMNVهمزمـان   یابیرد حاضر برايپژوهش  در. داشته باشدو نیز غربال گیاهان سالم خسارت آنها گسترش و ویروس انتشار 
CMV  18 ژن نیزوS rRNA روش ،یبعنوان کنترل داخل Multiplex RT-PCR براي این منظور ابتدا لوبیاي آلوده به ایـن سـه   . استفاده شد

 آغازگرهاي تصادفی شش نوکلئوتیـدي سـاخته   با استفاده از cDNAآ کل استخراج و سپس آران. ردیابی شد DAC-ELISAط ویروس توس
 یکـدیگر بـا   یـب در ترکیا  و جداگانهبصورت براي هر ویروس و کنترل داخلی  یاختصاص آغازگرهاي از استفاده آر باسیواکنش پی. شد
 704جفت بازي براي کنترل داخلی، حـدود   500، حدود BCMVجفت بازي براي  470قادر به تکثیر قطعات در حدود  آمیز موفقیت بطور

نانوگرم از  100را در  یروسو سه ینا یابیرد یتقابل روش این. گردیدند CMVجفت بازي براي  870و حدود  BCMNVجفت بازي براي 
  .دارد اي کلانآر

  ، ویروس بذربردBCMV ،BCMNV ،CMVردیابی ویروس، لوبیا، : کلیدواژه
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Abstract 
Bean common mosaic virus (BCMV), Bean common mosaic necrosis virus (BCMNV) and Cucumber mosaic 
virus (CMV) are seed-borne viruses in beans causing severe damage and reduction of yield and quality of 
this crop. Since there are lots of reports on the occurrence of mixed infection of BCMV, BCMNV and CMV, 
thus setting up an accurate, reliable and rapid method for detecting of these viruses in bean crops could play 
an important role in prevention of their spread and damages and also screening of healthy plants.  For this 
purpose, in the present study, we tried to set up a multiplex RT-PCR for simultaneous detection of BCMV, 
BCMNV and CMV as well as an internal control gene, 18S rRNA. To do this end, the infection of bean 
plants to above mentioned viruses was confirmed by DAC-ELISA. Following total RNA extraction, cDNA 
was synthesized using random hexamer primers. cDNA fragments were successfully amplified using specific 
primers in expected sizes as almost 470 bp for BCMV, 500bp for internal control, 704 bp for BCMNV and 
870 bp for CMV, respectively. The results of this study showed that this method is capable of detecting 
BCMV, BCMNV and CMV in 100 ng of total RNA. 
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  مقدمه

 Bean common( لوبیــا معمــولی موزائیــک ویــروس

mosaic virus, BCMV (یمعمــول یــکموزائ یــروسو و 
 Bean common mosaic necrosis(یـا  لوببافـت مـرده ي   

virus, BCMNV(   متعلق به جـنسPotyvirus یـروس و و 
از  )Cucumber mosaic virus, CMV(یــار خ یــکموزائ

هـاي  ترین و مخربترین ویروسشایع Cucumovirusجنس 
بـه دلیـل     .)Kaiser & Mossahebi 1974(لوبیـا هسـتند   

آلـودگی  (وقوع همزمـان ایـن سـه ویـروس در یـک گیـاه       
ی بـراي  وجـود یـک روش حسـاس و اختصاص ـ    )مخلوط

. رسـد ها ضروري بـه نظـر مـی   ردیابی همزمان این ویروس
ها، قـادر بـه   هاي متداول براي تشخیص ویروساکثر روش

-Multiplexولی بـا روش   ردیابی تنها یک ویروس هستند

RT-PCR )Osiowy 1998 (تـوان چنـدین ویـروس را    می
بـراي ردیـابی   این روش تاکنون . بطورهمزمان ردیابی نمود

ــروس ــايوی ــی   ه ــیب زمین ، )Nie & Singh 2001(س
 Saade et)داران هسته  ،)Hauser et al. 2000(چغندرقند 

al. 2000) ــون ــیب )Bertolini et al. 2001(، زیت ، س
(Menzel et al. 2003)  توت فرنگـی ،(Thompson et al. 

 Roy(و مرکبـات   (Periasamy et al. 2006)برنج ، (2003

et al. 2005 (این تحقیق اولین گـزارش  . تاستفاده شده اس
بذربرد یاد شده لوبیا توسـط   از ردیابی همزمان سه ویروس

  .باشدمی Multiplex-RT-PCRروش 

  روش بررسی
-رقم سـان  (Phaseolus vulgaris)یا بذر لوب 200تعداد 

ــه  ريِ ــه  کاشــته و در گلخان ــودگی گیاهــان رشــدیافته ب آل
BCMV، BCMNV و CMV آزمـون   با استفاده ازdirect 

antigen coating (DAC)-ELISA ــی و ــادي آنت ــايب  ه

 تحقیقـــات مرکـــز( BCMNV، BCMNV یاختصاصـــ
ــاي ــلات، ویروســی بیماریه ــیراز دانشــگاه غ  CMVو ) ش

 Clark & Adams( شـد بررسی ) ئیسسو -یورباشرکت ب(

و  BCMV اختصاصـی  براي طراحی آغازگرهـاي ).  1977
BCMNV هاي موجـود در  توالیGenBank  از اسـتفاده  بـا 

 .Larkin et al)سـازي  همردیـف   Clustal W افـزار نـرم 

مـورد اسـتفاده قـرار     آنهـا  شـده  حفاظـت  نواحی و (2007
 از متفـاوت  RT-PCR محصـولات  انـدازه  گرفت بطوریکه

 اختصاصی داخلی کنترل و نیز ویروس هر براي و همدیگر
و کنترل داخلی  CMVها، براي ردیابی پوتی ویروس. باشد

از آغازگرهاي توصیه شده توسط سایر محققان استفاده شد 
 RNX Plusبـافر اسـتخراج    توسطاي کل  ان آر). 1جدول (
 شــرکتطبــق دســتورالعمل و ) یــرانا یناکلون،شـرکت س ــ(

ــه  ــتخراج و مربوط ــا  اس ــت آن ب ــتگاه  غلظ ــتفاده از دس اس
بــراي . محاســبه شــد) اپنــدورف، آلمــان(بیواســپکتوفتومتر 

 RT کیـت  کـل، اي  ان نـانوگرم آر  cDNA 200-50 ساخت
هاي شش نوکلئوتیـدي  ازگرآغو ) مالزي(ویوانتیس شرکت 

) ایـران (کیت شرکت سیناکلون  PCRتصادفی و براي انجام 
اسـتفاده   سـازنده  هـاي اسـاس روش پیشـنهادي شـرکت    بر

هـا،  ها به منظور ردیـابی پـوتی ویـروس   واکنشابتدا  .شدند
CMV داخلی کنترل و تکثیر ژن ،BCMV  وBCMNV   بـا

آغازگرهاي طراحی شده یا برگرفته شـده از منـابع بررسـی    
جفـــت  Multiplex-RT-PCR هـــايدر واکـــنش. شـــدند
نیـز  و  یـروس و هـر سـه  مربوط بـه   یاختصاص يآغازگرها
ر یک واکنش و در مرحله پیبطور همزمان د یکنترل داخل
ــی ــوط گرد آر واردس ــدمخل ــه .یدن ــازيبهین ــنش  س واک

Multiplex در غلظـت   ییراتیتغ شاملMgCl2،  ،آغازگرهـا 
 زمان مدت، Taq DNA polymerase مکمل و آنزیم ا ان دي

در نهایـت پـس از    . بـود اتصال آغازگرهـا   يو دما ساخت
ــه ــازي روش بهین ــن روش Multiplex-RT-PCRس در، ای
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 مشخصات آغازگرهاي مورد استفاده در این مطالعه. 1جدول
Table 1. Characteristics of the primers were used in this study 

 منبع
References 

رس شمار 
 جدایه

Accession 
no. of isolate 

  جایگاه اتصال
 به ژنوم ویروس
position on 

the virus 
genome 

 )3'به  5'(توالی 
Sequence (5'=>3') 

 نام آغازگر
Primer name 

Tm 
°C 
 

This study 
HG792064 9261-9278 GTTTGAAATGTGGTACAA BCMV-s* 48 

9711-9731 GTATTYTCGCTGGTTGTTGC BCM-N-V-as* 56 
This study HG792063 8611-8626 AGAAGAAGAGAAAGAC BCMNV-s 45 

9296-9315 GTATTYTCGCTGGTTGTTGC BCM-N-V-as 56 
Rizos et al. 1992 M21464 1149-1161 GCTTCTCCGCGAG CMVCPf 47 
Rizos et al. 1992 1998-2015 GCCGTAAGCTGGATGGAC CMVCPr 57 
Montazeri Hedesh et 
al. 2011 

X14337 246-264 AACGGCTACCACATCCAAGG 18S rRNAf 59 
833-815 TCATTACTCCGATCCCGAAG 18S rRNAr 55 

Zheng et al. 2010 NC_004047 7619-7642 GTITGYGTIGAYGAYTTYAAYAA NIb2F 49 
7945-7968 TCIACIACIGTIGAIGGYTGNCC NIb3R 57 

  .باز استجفت 470ها حدود باز باشد، ولی در اغلب جدایهجفت 490تا  441پی سی آر با این جفت آغازگر میتواند از -محصول آرتی *
*The RT-PCR with these primers could varies in size in the range of 441-490 bp, but 470 bp is more common. 

  
و  BCMV ،BCMNVهایی که آلـودگی مخلـوط بـه    نمونه

CMV )برداري شده از مزارع لوبیاي اسـتان زنجـان  نمونه (
حاصـل از   یجنتـا  ینظور بررس ـبه م. داشتند نیز بررسی شد

 درصـد  2/1 گـارز آاز الکتروفورز در ژل  RT-PCRواکنش 
 .  شد استفاده

  نتیجه و بحث
 145کاشـته شـده   بـذر   200یزا نشان داد که از ال آزمون

و  BCMV، BCMNVهاي گیاه حداقل به یکی از ویروس
CMV      آلوده بودند و بدین ترتیب منبـع سـه ویـروس یـاد

عصاره گیاهان آلوده به یک .  شده براي ادامه کار فراهم شد
زنی یا دو ویروس یاد شده با هم مخلوط و به یک گیاه مایه

. ي گیاهی آلوده به هر سه ویـروس تهیـه شـود   شد تا نمونه
ــروس   ــوتی وی ــی پ ــاي اختصاص ــاآغازگره و  (NIb2F ه

(NIb3F انتظـار  مورد بازي جفت 350 يقطعه یرتکث سبب 
و ) 1شـکل (شـد   BCMNV و BCMVاز گیاهان آلوده به 

ها و انجام ویروسها به پوتیدر نتیجه صحت آلودگی نمونه

حاصـل   RT-PCRاي و انجام  صحیح مراحل استخراج اران
ــاي  .شـــد و  BCMV-s\BCM-N-V-asجفـــت آغازگرهـ

BCMNV\BCM-N-V-as      نیز به ترتیـب منجـر بـه تکثیـر
شـکل  ( ندشـد جفت بازي  704و  470قطعات مورد انتظار 

آر در سـی بهترین ترکیب اجزاي واکـنش پـی    ).1راهک  1
ــانوگرم  100تــا  25میکرولیتــر حــاوي  25حجــم نهــایی  ن

cDNA ،200   میکرومول  مخلـوطdNTPs ،3    میلـی مـول
استثناي کنترل پیکومول از هر آغازگر به  4/0کلرید منیزیم، 

پیکومول استفاده شد، یـک واحـد    2/0داخلی که از غلظت 
 8/11و ) سـیناژن، ایـران  ( Taq DNA polymeraseآنـزیم  

بهترین الگوي دمایی بدست آمده شامل . میکرولیتر آب بود
ثانیـه بعنـوان واسرشـت     120بـه مـدت    C94°یک چرخه 

ي ثانیه بـرا  45به مدت  C94°چرخه شامل  35سازي اولیه، 
ثانیـه بـراي اتصـال     50به مدت  C5/48°واسرشت سازي، 

ثانیه براي گسـترش و یـک    60به مدت  C72°آغازگرها و 
دقیقـه بـراي گسـترش نهـایی      10به مدت  C72°مرحله از 

واکنش دقت نیز و بررسی براي که دیگري تغییرات از. بود
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محصول : 1راهک . CMVو  BCMV ،BCMNVهاي براي ردیابی همزمان و انفرادي ویروس RT-PCRالکتروفورز محصولات . 1شکل
به ترتیب بـراي   BCMNV-s\BCM-N-V-asو  BCMV-s\BCM-N-V-asبا استفاده از جفت آغازگرهاي   Duplex-RT-PCRواکنش
ویـروس   مومی جنس پـوتی ع با استفاده از جفت آغازگر Uniplex-RT-PCRمحصول واکنش : 2، راهک BCMNVو  BCMVردیابی 

به عنوان کنترل  18S rRNAبا استفاده از جفت آغازگر  Uniplex-RT-PCRمحصول واکنش : 3راهک .  براي ردیابی جنس پوتی ویروس
-BCMNV؛ CMVCPf\CMVCPr  (بـا اسـتفاده از جفـت آغازگرهـاي     -RT-PCR Multiplexمحصول واکـنش  : 4داخلی،  راهک 

s\BCM-N-V-as ،BCMV-s/BCM-N-V-as ؛NIb2F/NIb3R 18) وSrRNAf/18SrRNAr      براي ردیابی همزمـان سـه ویـروس بـه
که به عنـوان کنتـرل    BCMNVو  CMV ،BCMVي الیزا منفی براي نمونه: 5راهک .  همراه جنس عمومی پوتی ویروس و کنترل داخلی

: 6راهـک  . ل داخلی مورد اسـتفاده قـرار نگرفـت   در این واکنش آغازگرهاي کنتر.  استفاده شد multiplex-RT-PCRمنفی براي واکنش 
نشـانگر وزنـی   . ،CMVبـراي ردیـابی    CMVCPf/CMVCPrبـا اسـتفاده از جفـت آغـازگر      Uniplex-RT-PCRمحصـول واکـنش   

GeneRulerTM 100bp DNA ladder (Fermentas)  . محصـول  .  آورده شده اند 1قطعات مورد انتظار در جدول شمارهPCR  در ژل
  .تفکیک شد و ژل با اتیدیوم بروماید رنگ آمیزي شد  TAEدرصد 2/1آگارز 

Fig 1. Electrophoresis of uniplex-RT-PCR and optimized Multiplex RT-PCR products for detection of BCMV, 
BCMNV and CMV. Lane 1: duplex-RT-PCR products obtained by using specific primer pairs BCMV-s/BCM-
N-V-as and BCMNV-s/BCM-N-V-as to detect BCMV and BCMNV, respectively;  lane 2: uniplex-RT-PCR 
products of the genus Potyvirus by using potyvirus universal primer pair (NIb2F/NIb3F); lane 3: uniplex-RT-
PCR products by the use of 18S rRNA primers as an internal control; lane 4: Multiplex-RT-PCR products using 
the specific primer pairs (CMVCPf/CMVCPr, BCMNV-s/BCM-N-V-as, BCMV-s/BCM-N-V-as, NIb2F/NIb3R 
and 18S rRNAf/18S rRNAr) for simultaneous detection of CMV, BCMNV, BCMV, 18s rRNA and potyvirus 
genus;  lane 5: negative control (i.e. a bean leaf which negatively reacted in ELISA tests for CMV, BCMV and 
BCMNV. In Multiplex- or uniplex-RT-PCRs on the extracted total RNA of this plant we did not used internal 
control); lane 6: uniplex RT-PCR products of CMV detection using (CMVCPf/CMVCPr) primer. M: molecular 
marker: GeneRulerTM 100bp DNA ladder (Fermentas). All the RT-PCR products are separated in 1.2% agarose 
gel in TAE buffer and the gel was stained with ethidium bromide. 

  
، 100، 50هـاي غلظـت  از اسـتفاده  گرفـت  قرار توجه مورد
 يبــراکـل اســتخراج شـده    يا ان آر از نـانوگرم  200و  150

مورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد و معلـوم شـد       cDNAساخت 

Multiplex-RT-PCR  توانـد ارائه شده در این پژوهش مـی 
اي  ان نانوگرم از آر 100مورد نظر را در غلظت  هايیروسو
 .  کند ردیابی کل
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توسط  CMVو  BCMV ،BCMNVدر تحقیق حاضر، 
و بطـور   Multiplex-RT-PCRآغازگرهاي اختصاصـی در  

همزمان ردیابی شدند و نتایج به دست آمده با نتایج واکنش 
). 1شـکل  (مطابقت داشـت  ) Uniplex RT-PCR(انفرادي 

هـاي  همزمـان ویـروس  این تحقیق اولین گزارش از ردیابی 
با اسـتفاده از پـنج    CMVو  BCMV ،BCMNVمهم لوبیا 

 Multiplex-RT-PCRآغازگر و تنظیم آنها در یک واکـنش  
هاي موفقیت آمیز انگشت شـماري  تاکنون گزارش. باشدمی

هـاي  مبتنی بر ردیابی همزمان دو یا سه ویروس در میزبـان 
 .Singh et al. 1996, Jacobi et al(گیاهی بکار رفته است 

1998, Grieco & Gallitelli, 1999, Russo et al. 1999, 
James 1999, Saade et al. 2000, Sharman et al. 

 18S rRNAاز ژن براي تفکیک پاسخ منفی کـاذب  ) 2000
بـا توجـه بـه امکـان     .  اسـتفاده شـد   یبه عنوان کنترل داخل

-Multiplex-RTجویی در وقـت و هزینـه در روش   صرفه

PCR    بدلیل ردیابی همزمان چند ویروس و نیـز حساسـیت
هـاي مبتنـی بـر آنتـی     و اختصاصیت بالاتر نسبت بـه روش 

بادي، در حال حاضر استفاده از ایـن روش رو بـه افـزایش    
اي نزدیـــک روش در آینـــده.  (Johnson, 2000)اســـت 

Multiplex-RT-PCR زمان سایر بیمارگربراي ردیابی هم-

ها، ویروئیدها به ماننـد  ها، قارچباکتريهاي گیاهی از جمله 
 Nie & Singh(هاي گیاهی اسـتفاده خواهـد شـد    ویروس

ــایج).  2001 ــژوهش ایــن نت کــه روش  دهــدمــی نشــان پ
Multiplex-RT-PCR    یهمراه با اسـتفاده از کنتـرل داخل ـ 

18S rRNA و قابل اعتمـاد در   یعسر یق،حساس، دق یروش
 بــا لوبیــا بــذرزاد و مهــم هــايویــروس زمــانهــم یــابیرد

و ایـن روش   باشـد مـی  لوبیـا  مزارع در شدید زاییخسارت
هـاي مهـم و   براي اولین بار در ایران و دنیا بـراي ویـروس  

  .زاي لوبیا بهینه شدخسارت
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