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، با تنوع ژنتیکی متفاوت Dorotheaو  Izabella ،Pauletta :و ارقام خارجی شاملشکوفا  و ایآر، فیشر: چغندرقند داخلی شاملم ارقا
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Abstract 
Beet black scorch virus (BBSV) is a soil-borne virus infecting sugar beet. In order to construct an infectious 
full-length cDNA clone of Mashhad isolate (IR-Mash1), Iran (GenBank Accession no. MK092329), and 
studying reaction of some sugar beet cultivars, sugar beet roots with beard lateral root growth were collected 
from Mashhad field and subjected to total RNA extraction and then cDNA synthesis. PCR reaction was 
performed to amplify the whole genome of the virus were cloned to pDrive Cloning Vector. DNA was 
extracted from the plasmid vector. It was used as templates for run-off transcription in vitro by use of a T7 
RNA polymerase. Chenopodium quinoa was inoculated under greenhouse conditions. Necrotic local lesions 
formed on C. quinoa (5 dpi) leaves were used as inoculation material for inoculation of the leaves of 
different sugar beet cultivars grown in the greenhouse. BBSV was inoculated by rubbing the sugar beet 
seedling leaves. Iranian cultivar including Sharif (susceptible check), Aria, Shokoufa and foreign cultivar 
including Pauletta KWS (tolerant to Rhizomania and sugarbeet cyst nematode), Isabella KWS (Double 
Resistant to Rhizomania) and Dorothea (tolerant to Rhizoctonia) cultivars were inoculated under greenhouse 
conditions. Pinpoint Symptoms appeared on the leaves of all cultivars after twenty days. The result showed 
that the virus produces similar symptoms on leaves of susceptible and resistant cultivars to Rhizomania. So, 
using infectious clone, possible to screening sugar beet germplasms as part of pre-breeding programs under 
greenhouse conditions and to find sources of resistance to the virus in sugar beet and wild beets.
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  مقدمه
در ایـران تحـت   ) Beta vulgaris L(چغندرقنـد  کشت 

، ای ـزومانیربیمـاري  . زاي متعددي اسـت  یماريبیر عوامل تأث
 سراسـر ایران و  در چغندرقند يهايماریب ینتر مهم از یکی

 Beet necroticمانند ي خاك زادهاي ویروس. است جهان

yellow vein virus (BNYVV)، Beet soil-borne virus 

(BSBV) و Beet virus Q (BVQ)    در ایجاد ایـن بیمـاري
 Polymyxa betae پروتیسـت  با هااین ویروس. نقش دارند

یکـی دیگـر از    .(Tamada & Asher 2016)شوند یم منتقل
چغندرقنـد سـوختگی سـیاه بـرگ      زادخـاك هـاي  ویروس

جـنس   از (Beet black scorch virus, BBSV)چغندرقند 
Betanecrovirus خانواده  وTombusviridae است (Cao 

et al. 2002)       کـه در طبیعـت توسـط زئوسـپورهاي قـارچ
Olpidium brassicae شود منتقل می(Junxi et al. 1999) .

BBSV داشـته و ژنـوم آن    وجهـی  یسـت ب هايپیکرهRNA 
ي مثبـت بـوده کـه داراي شـش چـارچوب ژنـی       ا رشته تک

)ORF (ژنوم نکهیا با .استBBSV  ساختارهاي فاقدCAP  
ولـی   ،)1 شکل(باشد یم 3 'در انتهاي  PolyAو 5'يهادر انت

تکثیـر   ،UTR'3 در انتهايساختارهاي ثانویه  به دلیل داشتن
 Shen)گیـرد  انجام مـی  بالا ییکارآ باي آن ها ژنو ترجمه 

and Miller 2007).  
  BBSV در  1980بـار در اواخـر سـال     ینبراي اول
این . (Liu and Xian 1995)ان و چین شناسایی شدمغولست

ویروس به علت ایجاد علائم سوختگی و سیستمیک شـدن  

از  سـپس . سوختگی سیاه بـرگ نامیـده شـد    بنامها  در برگ
برخــی کشــورهاي  و (Weiland et al. 2007) مریکــاآ

نیـز گـزارش    (Gonzalez-Vazquez et al. 2009) اروپایی
را از ویـروس  این یگ و همکاران براي اولین بار، ئنکو. شد

 راسـان رضـوي  خدر  یدریهح تربتمزارع کشت چغندرقند 
ــد   ــزارش نمودن در . (Koenig & Valizadeh 2008)گ

  (Mehrvar et al. 2009)و همکـاران   ور، مهرتحقیقی دیگر
هاي این ویروس در مزرعـه   جدایهکه بعضی از  ندنشان داد

گونه علائم سوختگی بر روي بـرگ چغندرقنـد نشـان    هیچ
هـاي   موجـب تولیـد ریشـه    BNYVV، اما همراه دهندنمی

در  BBSVدر حال حاضـر وجـود    .گردندمیفراوان فرعی 
رضـوي، شـمالی،    هـاي خراسـان  مزارع چغندرقنـد اسـتان  

، آذربایجان غربی، یشرق یجانجنوبی، لرستان، اردبیل، آذربا
ه یـد گردیـد  أیقزوین، همدان، کرمان، کرمانشـاه و زنجـان ت  

است، امـا تـاکنون از اسـتان فـارس گـزارش نشـده اسـت        
(Mehrvar et al. 2009).  

و قدرتمنـد   يروش ضـرور  کی زاتعفون هساخت ساز
اسـت   يآران اداراي  يهاروسیویی زا يماریمطالعه ب يبرا
 ـبـه تجز  تواند یم که آلـودگی   دهی ـچیپ نـد یفرآ لی ـو تحل هی

 .کمک کند و ناقل آن روسیو، اهیو تعامل گ روسیوتوسط 
 يکـاربرد  فی ـط یاهی ـگ هايروسیو زايعفونتي ها سازه

در حوزه بیماري شناسی گیاهی، سـاخت   .دارند يا گسترده
هـاي  ها، زمینه را براي غربالگري مقاومت ژنوتیپاین سازه

. (Brewer et al. 2018) سـازد  یم ـمتفاوت گیـاهی فـراهم   

  

  
   (Xu et al. 2016)از مقالهاقتباس چغندرقند  برگ اهیس یسوختگ روسیو کامل ژنوم ساختار .1شکل 

Fig. 1. The structure of the complete genome of the Beet black scorch virus 
  



  ... ويروس سوختگي سياه برگ چغندرقندجدايه مشهد  ايزسازه عفونتساخت : و همكاران سلطاني ايدليكي
 

182 182 
 

 Beet necrotic yellow vein virus, Beet soil-borne virus، Beet virusدر این بررسی براي ردیابی  شده  استفادهآغازگرهاي . 1جدول 

Q  وBeet black scorch virus در ریشه چغندرقند  
Table 1. Specific primers used for the detection of Beet necrotic yellow vein virus, Beet soil-borne virus, Beet virus 
Q and Beet black scorch virus RNA segments 

Reference Amplification 
length Sequence (5' to 3') Primer 

Meunier et al. 2003 
 

545bp ACATTTCTATCCTCCTCCAC BNYVV2-F 
ACCCCAACAAACTCTCTAAC BNYVV2-R 

399bp CTTACGCTGTTCACTTTTATGCC BSBV2-F 
GTCCGCACTCTTTTCAACTGTTC BSBV2-R 

292bp GCTGGAGTATATCACCGATGAC BVQ1-F 
AAAATCTCGGATAGCATCCAAC BVQ1-R 

Mehrvar et al. 2009 315bp ATTAGATCCCACATCCTGGTGTGGTTAATC BBSVf 
GGGCACCTGGAAGACCAGGTATATAAG BBSVr 

  

  
 ـ هسـاز از  راًی ـاخ  Mungbean yellow mosaic زايتعفون

virus (Sudha et al. 2013) و Mungbean yellow 

mosaic india virus (Bag et al. 2014) ــه ترت ــب  بی
 و (Mung bean) مـاش مقـاوم  ي هاپیژنوت غربال منظور به

 بـر اسـاس  . اسـت  شـده   استفاده) Urad bean( عدس سیاه
، تاکنون در دنیا، هیچ منبـع داراي ژن  شده انجامهاي بررسی

شناسـایی نشـده و از طـرف     BBSVي مقاومت به ها ژنیا 
زاي دیگر واکنش ارقام چغندرقنـد در برابـر سـازه عفونـت    

BBSV  اهـداف   جـه ینت در. مورد بررسی قرار نگرفته اسـت
 يزا این تحقیق جداسازي، شناسایی و ساخت سازه عفونت

BBSV   و بررسی واکنش برخی از ارقام چغندرقند فاقد یـا
 .ي مقاومت به ریزومانیا، نسبت به آن تعیین شدها ژنحامل 

  ها مواد و روش
 ها آناي کل اني نمونه و استخراج آرآور جمع

یشی ر یشهر داراي علائم چغندرقندهایی از ریشه نمونه
-آوري و صد میلـی از یک مزرعه چغندرقند در مشهد جمع

هریک، در نیتـروژن مـایع بـا     هاي فرعیگرم از بافت ریشه
کیـت  با اسـتفاده از   ها آناي کل انآر. هاون چینی پودر شد

RNeasy Plant Mini Kit   بر اساس دسـتورالعمل شـرکت ،

 ولیتراستخراج شد، پنج میکر (Qiagen-Germany) سازنده

ــراى بررســى آن از کیفــى در معــرض ژل  هــاى کمــى وب
   .رفتالکتروفورز قرار گ

  در ریشه چغندرقند  خاك زادهاي  یروسردیابی و

، BSBVهـاي   ویـروس  ردیابی در این مطالعه، به منظور
BVQ  وBNYVV اي پلیمـراز  آزمون زنجیره هاياز روش

 (Multiplex RT-PCR)چندگانـه  با ترانویسـی معکــوس   
 .Meunier et al(توسـط مونیـه و همکـاران     شده شنهادیپ

استفاده  BBSV يبرا) Simplex RT-PCR( و تکی) 2003
از هر ویـروس  ) cDNA( اي مکملانبراي ساخت دي .شد

: آن ویروس بـه ترتیـب شـامل    اختصاصی معکوسآغازگر 
BSBV2r ،BVQ1r، BNYVV2r  وBBSVr )   هر یـک بـا

 Easy™ cDNAو کیت ) 1 جدولمیکرومولار،  10غلظت 

Synthesis Kit دستورالعمل شـرکت سـازنده آن    بر اساس
 اي یـره آزمـون واکـنش زنج   .شـد اسـتفاده  ) طـوس  پارس(

مستقیم و آغازگر سه جفت بـا اسـتفاده از چندگانه پلیمراز 
 ( و همکارانمونیه توسط  شده یطراح اختصاصیمعکوس 

 545قطعـه  کـه   BNYVV2جفـت آغـازگر    :شامل) 2003
ــازي از ژن ــت ب ــروتئین  جف ــده پ ــد کنن  RNA2در  p75 ک
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 399قطعـه  که  BSBV2جفت آغازگر ، BNYVVویروس 
جفـت آغـازگر   و  BSBVویـروس   RNA2از جفت بازي 

BVQ1  از  يجفــت بــاز 292قطعــه کــهRNA1  ویــروس
BVQ هـاي آزمـون  .انجام شد ،)1جدول (کنند را تکثیر می 

میکرولیتــر از   دوپلیمراز بـا اســتفاده از   اي یرهواکنش زنج
cDNA ز یــک ا  به همراه یک میکرولیتر از هر ،شده ساخته

هـر یـک بـا    (و معکـوس   میمسـتق  یآغازگرهاي اختصاص ـ
ــولار 10غلظــت  ــرم 5/12 و) میکروم ـــوط  یکرولیت از مخل
-Taq DNA Polymerase Master Mix RED واکــنش 

Ampliqon انجـــام   تــریکرولیم 25 ییدر حجـــم نهـــا
ـــد ــن  .شـ ـــا در ای ـــه دمـ ـــنش چرخـ ـــامل ییواکـ : شـ

 بــه  گراد یدرجـه سانت 94در دمـاي  هیاول سازي واسرشت
ــه،یدق ســه مــدت ــوال 35 ق درجــه  94شــامل  یچرخــه مت
درجــه   63دماي اتصال آغـازگر   ه،یثان 30براي  گراد یسانت
بــراي   گـراد  یدرجـه سـانت  72و  هیثان 30 بـراي گراد یسانت
بـراي پـنج    ییمرحلـه گسـترش نهـا    تینها و در قـهیدق دو
، BBSVي ردیـابی  بـرا  .بـود  گراد یسانتدرجه  72در  قهیدق

 315تکــی بــراي تکثیــر قطعــه  مــرازیاي پلرهیــزنج آزمــون
ــا اســتفاده از  UTR'3نوکلئوتیــدي ناحیــه انتهــاي  ــوم، ب ژن

ــی   ــاي اختصاص ــدول ( BBSVr و BBSVfآغازگره ) 1ج
  بـه  سـه دقیقـه  : ی شاملیدمااین آزمون با برنامه . انجام شد
و  گراد یسانتدرجه  94در دماي ابتدائی  یگواسرشـت منظور

بـه   گـراد  یسـانت درجـه   94 :چرخـه شـامل   40به دنبال آن 
ثانیـه و   45بـه مـدت    گراد یسانتدرجه  45ثانیه،  30 مـدت

به مدت یک دقیقه و در انتها به مـدت   گراد یسانتدرجه  72
بـراي تکمیـل    گـراد  یسـانت  درجــه  72دقیقـه در دمـاي  5

  .اجرا شد ،ساخت رشته مکمـل

  BBSVژنوم  (cDNA)اي مکمل انساخت دي

ــراي ســاخت دي ــه  انب ــروس، ب ــن وی دو اي مکمــل ای

میکرولیتــر از  یــک ،شــده اســتخراجاي کــل آران میکرولیتـر 
 بـا غلظــت دو ) BBSVrev(اختصاصـی معکـوس    آغـازگر 

 dNTP Mixture(10 mM و یـک میکرولیتـر   میکرومـولار 

each) در نظر میکرولیتر  ده ،واکنشنهایی حجم  .اضافه شد
ــه شــد ــاده .گرفت ــوط آم ــه مــدت  مخل ــه  5شــده ب در دقیق
 .نگهـداري شـد   گراد یدرجه سانت 65در دماي ترموسایکلر 

بـردار معکـوس   آنزیم نسخه با افزودن یک میکرولیترسپس 
PrimeScript Reverse Transcriptase (200u)   شـرکت

و  PrimeScript buffer(5X)بـافر   میکرولیتـر  تاکارا، چهار
 20مخلـوط بـه   نهـایی  حجـم  ه، پنج میکرولیتر آب دیـونیز 

 50در دمـاي   دقیقـه  30بـه مـدت   شده، میکرولیتر رسانده 
مهـار آنـزیم   در ادامه بـراي   .قرار داده شد گراد یدرجه سانت

دقیقـه در   15مدت   هب، واکنش حاصل بردار معکوسنسخه
  .گراد قرار گرفت یدرجه سانت 70دماي 

 بـا اسـتفاده از سـه    اي پلیمـراز جیـره آزمون واکـنش زن 

در مرحلـه   BBSVشده  ساختهاي مکمل اندي میکرولیتر از
ــراه دو م  ــه همـــ ــل بـــ ــرقبـــ ــزیم یکرولیتـــ  از آنـــ

)2.5U/50μl(PrimeSTAR GXL DNA Polymerase 
 PrimeSTAR GXLشرکت تاکـارا، ده میکرولیتـر از بـافر    

Buffer (5X)   از ، چهـار میکرولیتـرdNTP Mix (2.5mM 

each) ،5/1     میکرولیتر از آغازگرهـاي مسـتقیم و معکـوس
 50حجـم نهـایی   ، بـا  )میکرومـولار  10هر یک با غلظت (

هاي مسـتقیم  از آغازگر در این واکنش. شد انجاممیکرولیتر 
پــرایم بــا یــک  5در انتهــاي  T7پروموتــور حــاوي تــوالی 

 (BBSVrev)و معکـوس   (BBT7fwd) نوکلئوتیـد گـوانین  
(Weiland et al. 2007)     که توانایی تکثیـر ژنـوم ویـروس

ــرگ چغندرقنــد     ــوختگی ســیاه ب را  یــدنوکلئوت 3644س
آشکارسـازي محصـول   ). 2 جـدول (داراست، استفاده شـد  
 رنـگ  درصد حاوي کیدر ژل آگارز  واکنش با الکتروفورز

FluoroVue™ Nucleic Acid Gel Stain(10000X) انجام
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  BBSV روسیودر این بررسی براي تکثیر کل ژنوم  شده  استفادهآغازگرهاي اختصاصی . 2جدول 
Table 2. Specific primers used for the amplification of the whole genome of Beet black scorch virus 

Primer Sequence (5' to 3') Reference 
BBT7fwd TAATACGACTCACTATAG*AAGAAACCTAACCAGTTTCTCG 

Weiland et al. 2007 
BBSVrev GGGCACCTGGAAGACCAGGTATATAAG 

  .اي شرکت داردانبه همراه یک نوکلئوتید گوانین که در رونوشت آر T7توالی پروموتور  -*
 *- T7 promoter is underlined followed by the first nucleotide (G*) incorporated into.transcript RNAs. 

  

 Gel-Doc(AlphaImagerدسـتگاه  و سپس بـا اسـتفاده از   

Mini-USA)کامل تکثیر یافته  اياندي .برداري شد، عکس
BBSV     بـا اسـتفاده از کیـتQIAquick Gel Extraction 

Kit   آن ، بر اساس دستورالعمل شـرکت سـازنده)Qiagen-

Germany ( گردیدخالص.  

همسانه سـازي ژنـوم ویـروس سـوختگی سـیاه بـرگ       
  چغندرقند

 ژنوم کامل ویـروس سـوختگی سـیاه بـرگ چغندرقنـد     
ــل ــاس  pDrive Cloning Vector درون ناقـ ــر اسـ  بـ

) Qiagen-Germany(آن  دســتورالعمل شــرکت ســازنده  
 هــاي مســــتعد بــــاکتري  در ســــلولالحــاق شــد و  

Escherichia coli  سـویه DH5α   ي شـدند همسـانه سـاز. 
هـاي  در پرگنه BBSVوجود ژنوم  ییدجهت غربالگري و تأ

بــا  (Colony PCR) آرســییدرنگ، روش کلــونی پــیســف
به ناقل  pUC-M13هاي مستقیم و معکوس عمومی  آغازگر
 یـت کپلاسمیدهاي نوترکیب بـا اسـتفاده از   . گرفته شد کار

PrimePrep Plasmid DNA Isolation Kit بــر اســاس 
، استخراج شد )(GenetBio-Koreaآن دستورالعمل شرکت 

 مـاکروژن  قطعه همسانه شده توسـط شـرکت یابی یتوال و
  .صورت گرفت) یسئول، کره جنوب(

مـل  کا DNAنوترکیـب حـاوي    پلاسـمید  یمیهضم آنز
BBSV  

 pDrive Cloning ید نوترکیـب پلاسـم  یمـی هضـم آنز 

Vector اي کامل انحاوي ديBBSV یهاي برش ـیمبا آنز 

BamHI  وSalI (Takara-Japan)  ــد ــام شـ اي اندي. انجـ
 QIAquick Gel Extractionبا اسـتفاده از کیـت   ویروس 

Kit     بر اساس دسـتورالعمل شـرکت سـازنده آن(Qiagen-

Germany)  آگارز استخراج و از آن بـراي رونوشـت   از ژل
  .ویروس استفاده شد )Transcription( يابرداري آران

در  BBSVاي ژنــوم کامــل  آران رونوشــت بــرداري 
  )In vitro(آزمایشگاه 

از  BBSVژنـوم کامـل    ايآران يرونوشت بردار جهت
 T7از مرحلـه قبـل، از کیـت     آمـده  دسـت  بهاي کامل اندي

RiboMAX™ Express Large Scale RNA Production 
System  اســتفاده شــد و بــر اســاس دســتورالعمل شــرکت

آشکارسـازي  . انجام گردیـد  )Promega, USA(سازنده آن 
 ـ  يژنوم کامل رونوشت بـردار  ايانآر ا الکتروفـورز  شـده ب
  .شد يبردار عکسانجام و  )مطابق قبل(

سازي گیـاه محـک در شـرایط گلخانـه بـا ژنـوم       آلوده
 BBSVشده  يبردار رونوشت

 BBSVشـده   يرونوشت برداراي میکرولیتر از آران 20
میکرولیتـر از   50نـانوگرم در میکرولیتـر بـا     150غلظت با 

ــافر   mM Glycine; 30 mM K2HPO4, 1% 50(ب

Bentonite; 1% Celite( GKP 2/9 با اسیدیته (Weiland 

et al., 2007) بـر  ) لیتـر  یلـی منیم (، در میکروتیوب استریل
میکرولیتر از این مخلـوط بـراي   20روي یخ مخلوط شد و 
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 یفرع شهیر دیتول: و برگ چغندرقند در مزرعه مشهد، راست شهیر يرو BNYVV و BBSV يها روسیشده توسط و جادیعلائم ا .2شکل 

  ه سمت داخل و مرگ کاملها ب آن چشیپها،  برگ یسوختگ: چپ ،یاصل شهیر یفراوان و عدم رشد کاف
Fig.2. Right: Beet exhibiting severe BNYVV and BBSV symptoms and possessing a fibrous root was found to 
harbor the virus and weakness at the root. Left: Black burn in sugar beet leaves, inwardly-curled leaves and 
destruction of leaves in Mashhad farms. 

  

ــوده ــازآل ــان يس ــوان   یکیمک ــرگ ج ــر ب ــک  ه ــاه مح گی
)Chenopedium quinoa (گلخانه  در شرایط) تـا   20يدمـا

) ساعت تاریکی 8و  ساعت نور 16با  گراد یدرجه سانت 25
هـاي   برگزنی گیاه محک، پنج روز پس از مایه. استفاده شد

تعـدادي از  . آوري شـدند  داراي علائم کلروز و نکروز جمع
ــا دمــاي منهــاي  بــرگ ــوده در فریــزر ب درجــه  20هــاي آل
در دماي  کردن خشکگراد و تعدادي دیگر نیز پس از  یسانت

گـراد نگهـداري    یسانتاتاق، در یخچال با دماي چهار درجه 
 لیتـر  یلـی مده در آلوده تازه  سلمهیـک گـرم از برگ . شدند

هفت در هاون چینـی  مولار با اسیدیته  دهم یکبافر فسفات 
مقـداري از  شده بـه همـراه    آمادهمخلوط . سترون، پودر شد

بـر روي بـرگ    ،)شرکت سـیگما (آزمایشگاهی سلیت پودر 
) چهار تا شش برگـی (ارقام مختلف چغندرقند  هاي گیاهچه
-چـه یاهگ. شـدند  مکـانیکی  زنـی مایهدر گلخانه  شده کشت

ارقام . نگهداري شدند گلخانه شرایط در شده، زنی مایه يها
و  یک ـینظـر ژنت  ازی در ایـن تحقیـق   بررس موردچغندرقند 
 Rz2 و Rz1هايژن( ایزومانیر یروسیو يماریمقاومت به ب

 هرگونـه فاقـد  ( فیشامل شرارقام داخلی  .بودندمتفاوت  )
 ـآرشاهد حساس،  عنوان به) ژن مقاومت  يشـکوفا دارا  و ای

و نماتد سیستی چغندرقنـد   )Rz1( ایزومانیمقاومت به رژن 
)Hs1pro-1( و ارقام خارجی شامل:  Pauletta)هاي داراي ژن

داراي هر دو ژن مقـاوم  Hs1pro-1( ،Izabella )و  Rz1مقاوم 
Rz1  وRz2 ( وDorothea ) ژنRz1 ( ارقام یادشـده   .بودند

حاوي خاك و ماسه سـترون  ) دو تکرار(در دو عدد گلدان 
 شـده  کشتو در هر گلدان چهار بوته ) یک به به نسبت یک(

  . بودند

  نتایج و بحث
 جــادیچغندرقنــد ا شــهیر يرو هــاي متعــدديروسیــو

بـا   ای ـزومانیر يماریاست که ب نیگمان بر ا کنند،یم يماریب
چغندرقنــد،  یاصــل شــهیر يفـراوان رو  هــايشــهیر جـاد یا

 ـو نیحاصل مشترك تعامل ب مختلـف ازجملـه    يهـا   روسی
BNYVV ،BVQ ،BSBV  وBBSV باشد. 

 چغندرقنـد و بـرگ   شـه یرهاي نمونهدر  ،مطالعه نیدر ا
هـا و  بـرگ  یبـا علائـم سـوختگ    شده از مزرعـه  يآور جمع

نکـروز   ی ریشه،ها به سمت داخل، عدم رشد کافپیچش آن
 هـاي یآلـودگ  ،)2 شـکل (یشـی  ر یشهو ر شهیدر ر يآوند

ــه  ــا BBSVدوگان ــو  BNYVV ب ــا  ای ــا س ــه ب ریچندگان



  ... ويروس سوختگي سياه برگ چغندرقندجدايه مشهد  ايزسازه عفونتساخت : و همكاران سلطاني ايدليكي
 

186 186 
 

  
نکـروز رگبـرگ    :هـاي رقـم حسـاس چغندرقنـد، راسـت     زردي برگ: علائم برگی بیماري ریزومانیا در مزرعه آلوده مشهد، چپ .3شکل 

  چغندرقند
Fig. 3. Rhizomania foliar symptoms in Mashhad farm. Right: Systemic foliar symptoms with necrosis of leaves 
veins. Left: Yellowing leaves of rows of susceptible sugar beets in farm. 

  
 ـگرد بررسـی  چغندرقنـد دیگـر  خـاك زاد   هاي روسیو . دی

و چندگانـه بـراي    BBSVاي نتایج واکنش پلیمراز تکی بـر 
 هـا بـه  ها در ریشه و برگ نشان داد که ریشـه سایر ویروس

BVQ  وBSBV   هـا  آلودگی ندارنـد، امـا در آنBBSV و 

BNYVV در سال  شده انجامبنابرتحقیقات . شناسایی شدند
ي  نمونـــه 200توســـط مهـــرور و همکـــاران از    2009
از مناطق مختلف کشت چغندرقند در ایران  شده يآور جمع

ــد  7/3 ــمدرص ــان ه و  BNYVV ،,BVQ BSBVبــه  زم
BBSV ـوبـه دو   ها آندرصد  4/7فقط  و  و  BBSV روسی

BNYVV در  آمـده  دسـت  بـه بـرخلاف نتـایج   . آلوده بودند
 کی چیههاي داراي علائم سوختگی، ریشه، بررسی در برگ

 در صورتاگرچه . ، ردیابی نگردیدذکرشدههاي از ویروس
و افـزایش  ) ورماهیشهراواخر ( یطیمحمساعد شدن شرایط 

در گیاه سیسـتمیک شـده و در    BNYVV غلظت ویروس،
هـا و  رگبـرگ  نکروزکند و موجب می دایپها تجمع رگبرگ
 بـر اسـاس  امـا  ؛ )3 شکل(گردد مرگ کل برگ می تیدرنها

در  BBSV، تاکنون سیستمیک شدن شده انجامبررسی منابع 
  .اه چغندرقند در مزرعه یا گلخانه گزارش نشده استگی

همکـاران  توسـط مهـرور و    شده انجامدر مطالعات قبلی 
سـوختگی بـرگ   ) 2008(همکـاران  و ولی زاده و ) 2009(

؛ گـزارش ننمودنـد   ها را در چغندرقندناشی از این ویروس
اما طـی چنـد سـال اخیـر در مـزارع چغندرقنـد آلـوده بـه         
ریزومانیا، سوختگی بـرگ چغندرقنـد بخصـوص در ارقـام     
چغندرقند فاقد ژن مقاومـت بـه بیمـاري ریزومانیـا بیشـتر      

رود که ایـن  گمان می). تجربیات شخصی(شود  یممشاهده 
 ايعلائـم مزرعـه   سـه یمقا. باشـد  BBSVعلائم مربـوط بـه  

 ریتوسـط سـا   يجـاد یچه در مورد علائم ابا آن مشهد هیجدا
 ـکـه ا  دهـد یشده است، نشان م ـ گزارش ایدن هايهیجدا  نی
سـبب   ،)Xu et al. 2016( نیچـ ـ هـاي  هیدامشابه ج هیجدا
و از بین رفتن آن بعد از یک هفته می برگ  یسوختگ جادیا

بافـت  موجـب نکـروز    هاهیجدا هیمانند بقاین جدایه  .شود
روي ریشه اصلی  هاي فرعی یشهرو تولید  شهیدر رآوندي 

محققین در آمریکا و اروپا بیـان کردنـد   . شودچغندرقند می
بـدون ایجـاد   ، BBSV هاي آمریکـایی و اروپـایی   که جدایه
و نکـروز در بافـت آونـدي    سوختگی سیاه در بـرگ   علائم
فرعـی   هـاي تشدید تکثیـر ریشـه   موجب ،چغندرقند ریشه

 ;Weiland et al. 2007)شـوند  مــی روي ریشـه اصــلی 

Gonzalez-Vazquez et al. 2009) ) مطالعـات   ).3 جـدول
در پروتئین تغییـرات آمینواسـیدها  اخیر نشان داده است که

وس موجب بروز علائم مختلـف در گیـاه  پوششی این ویر



 ۱۹۲-۱۷۹ :۱۳۹۸ سال / ۳ شماره / ۵۵ جلد / گياهي هايبيماري

187 187  
 

 برگ و ریشه چغندرقند يبر اساس علائم و آلودگی رو BBSVهاي ایرانی، آمریکایی، چینی و اروپایی مقایسه جدایه .3جدول 
Table 3. Comparison of Iranian, American, Chinese and European BBSV isolates based on symptoms and 
contamination on sugar beet leaves and roots 

Accompanied 
by BNYVV Root proliferation Necrosis of root Black scorch in field Isolate Row 

+ + + + Mashhad (MK092329) 1 
- - + + China (AF452884) 2 
- + - - USA (EF153268) 3 
- + + - Europe 4 

  
.  (Wang et al. 2012; Zhang et al. 2011)گرددمیزبان می

 4-13ي ها نهیدآمیاسبر روي توالی  مطالعه بامحققین چینی 
)K4RNKGGKKSR13 ( ـــه ـــروتئین N-terminalناحی  پ

و ) K(ي لایـزین  هـا  نهیدآمیاس ـ، که غنی از BBSVپوششی
 طـور   بـه ، بیـان کردنـد کـه ایـن تـوالی      است )R(آرژینین 
ویروس در گیاه و ایجـاد علائـم نقـش     درحرکتمسـتقیم 
ــن  .) Zhang et al. 2013( داردمهمــی  ، بررســیدر ای
 و (EF153268)، آمریکـا  (AF452884)هـاي چـین   جدایه
هـاي  تغییـرات در اسـیدآمینه   نظـر  از (MK092329) مشهد
، مقایسه شدند و نتایج نشـان داد کـه جدایـه    شده ادتوالی ی

بـه  (با جدایه چین  12و  10ي شماره ها نهیدآمیاسمشهد در 
 جاي لایزین و ترئونین بـه هاي آرژینین به ترتیب اسیدآمینه

بـه  (بـا جدایـه آمریکـا     10و  9ي هـا  شمارهو ) جاي سرین
رژینین به جاي سرین و آهاي گلایسین به ترتیب اسیدآمینه

عـلاوه بـر ایـن،    ). 4 جـدول (متفاوت اسـت  ) جاي لایزین

ي هـا  نهیدآمیاس ـپوشش پروتئینی جدایـه مـورد بررسـی در    
-نیز بـا جدایـه    207و  158، 154 ،99، 93، 56، 48شماره 

با توجه بـه اهمیـت    .هاي آمریکا و چین اختلاف نشان داد
 -در ایجاد علائـم، بــرهمکنش ویــروس    شده ادیپروتئین 

 تنـوع شاید بتـوان   ،هاویروس میزبـان و ویـروس بـا سـایر
تفــاوت آمینواســیدهاي ایــن ناحیــه  را در BBSVرفتــاري 

یی هـا  تفاوتبراي بررسی آزمایشگاهی چنین . جستجو کرد
از سـوي  . باشد یمزاي ویروس نیاز به ساخت سازه عفونت

چغندرقند برنامـه اصـلاح ژنتیکـی بـراي      بهنژادگراندیگر، 
هـاي مختلـف آن   رقم مقاوم، با غربالگري ژرم پلاسـم تهیه 

همچنـین فرآینـد نهـایی تهیـه و تولیـد بـذر       . کنندآغاز می
چغندرقند مقاوم، منوط به ارزیابی مقاومـت بـه ویـروس و    

 زمـان  هـم با توجه به حضـور  . ي آن استا مزرعهغربالگري 
توانـد چند ویروس در ریشه چغندرقند در مزارع آلوده، می

از عوامل  یکی احتمالاًزیابی را دچار خطا کند، چون این ار
  

 و اروپایی چینی ،ایرانی، آمریکائی هاي مقایسه آمینواسیدها در پروتئین پوششی جدایه .4 جدول
Table 4. Compare of amino acids in coat protein of Iranian, American, Chinese, and European BBSV isolates 

Amino acid number Isolate Row 
207 158 154 99 93 56 48 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4  
S I D I S V S R T K R G G K N R K Mashhad (MK092329) 1 
T T E I A V T R S K K G G K N R K China (AF452884) 2 
S T E V A I T R T K K S G K N R K USA (EF153268) 3 
- - - - - - - - - - - - - - - - - Europe* 4 

 .یافت نشد NCBIتوالی پوشش پروتئینی این جدایه در  *
* Coat protein sequence isolates not found in NCBI. 
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 ـو رشـده یتکثکامـل   ژنوم .4شکل  بـرگ   اهیس ـ یسـوختگ  روسی

 T7 پرموتر داراي چغندرقند
Fig. 4. Amplified Full-length genome of BBSV with 
T7 promoter 

  
 يهاژن ای )Rz1(ژن  يشکسته شدن مقاومت ارقام دارا

از  یتواند ناشیم BNYVVبه  )Rz2+ Rz1( تمقاوم
Koenig et a(باشد  BBSVحضور l. 2009 .(اخ ، یراً

 زايهاي عفونتازهاند که س یدهرسمحققین به این نتیجه 
 تواند کاربردهاي وسیعی در یمهاي گیاهی روسیو

توان با اطمینان می مطالعات بیولوژي و پزشکی داشته باشد،
ها در مطالعه تعاملات گیاه با ویروس و از این سازه

اي براي برنامه عنوان مقدمهها بهغربالگري ژرم پلاسم
ي گیاه براي مقاومت به ویروس استفاده نمود بهنژاد

(Brewer  et  a l . سازه رو ساخت  ینا از .(2018 
تواند نقش اساسی در مطالعات و می BBSVيزا عفونت
این  برهمکنشاي مقاومت ارقام و هاي گلخانهبررسی

 ازجملهچغندرقند  خاك زادهاي ا سایر ویروسویروس ب
با ) زاي هریکساخت سازه عفونت( BNYVV یروسو

در این . ایفا کند ها آنیا مخلوطی از  دو به دوزنی مایه
یدي داراينوکلئوت 3664با  BBSVکامل  ايانراستا، دي

  

  
یـب  نوترک pDrive Cloning Vector کیشـمات  ساختار .5شکل 

 = شــروع ژنــوم، (BBSV ،=BBT7fwd حــاوي ژنــوم کامــل

BBSVrev و جایگـاه برشـی دو آنـزیم    ) انتهاي ژنومBamHI  و
SalI  

Fig.5. Schematic representation of the pDrive 
Cloning Vector recombinant with full-length BBSV 
and Restriction enzymes sites BamHI and SalI, 
(BBT7fwd=5'UTR, BBSVrev=3'UTR). 

  
، )4 شکل( يساز خالصساخته شد و پس از  T7فاژ توالی 
 pDriveقطعـه الگـو بـراي الحـاق در ناقـل       عنوان بهاز آن 

Cloning Vector  همسـانه پـس از  ). 5 شکل(شد استفاده-

سـویه   E. coli هاي مســـتعد بـــاکتري  در ســلول يساز
DH5α غربالگريجهت ، پلاسمیدهاي نوترکیب استخراج و 
، نتـایج  شـدند  آرسـی ، کلنی پیBBSVوجود ژنوم  ییدو تأ

 سـازي را نشـان داد  آمیز بودن همسـانه  یتموفق، الکتروفورز
 BBSVزاي جدایـه  ساخت سازه عفونت از  پس). 6 شکل(

مرکـز   یابی آن، این جدایـه در  یتوالمشهد و دریافت نتایج 
ــوژیاطلاعــات ب یملــ ــه ) NCBI(ي وتکنول ــا شــماره نمای ب

MK092329  با نام وIR-Mash1 به ثبت رسید.  
اياننتـایج نقـوش الکتروفـورزي یـک میکرولیتــر از آر    
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 :ب Colony PCRواکـنش  در ) C1-C6(مجزا  از شش پرگنه سفید BBSVژنوم کامل  رشدهیتکثقطعه  نقوش الکتروفورزي: الف .6شکل 
  .)تایوان، SMOBIO(جفت باز  هزارنشـــانگر وزن مولکولی : BBSV ،Mحاوي ژنوم شده   استخراجنوترکیب  هايپلاسمید

Fig.6. A: Full-length genome of BBSV amplifide in Colony PCR reaction, B: Extracted recombinant plasmids 

containing the BBSV full-length genome, M: 1kb DNA ladder (SMOBIO, Taiwan). 
  

  
 ژنـوم  حاصل از رونوشت برداري از نقوش الکتروفورزي .7شکل 

BBSV  کیـت  اسـتفاده از  بـا T7 RiboMAX™ Express،M  :
: +C .)زیست، ایـران  دنا(جفت باز  هزارنشـــانگر وزن مولکولی 

  )باز یلوک 3/2و  1/1(کنترل مثبت استاندارد کیت 
Fig.7. Result of transcription of viral genome BBSV 
using T7RiboMAX™ Express Large Scale RNA 
Production System kit, M: 1kb DNA ladder. C+: 

pGEM® Express Positive Control (1.1kb, 2.3kb). 
  

تهیـه   BBSVزاي رونوشت برداري شـده از سـازه عفونـت   
شده تکثیر  یلتشکباند  براساسشده به روش آزمایشگاهی، 

  .)7 شکل(داد صحیح ژنوم با غلظت بالا را نشان 

هـاي رونوشـت   پس از اطمینان از صحت تکثیـر نسـخه  
آیی آن، روي گیاه کاربرداري شده، براي بررسی عملکرد و 

زنی بـر  مایهسه روز بعد از . زنی مکانیکی گردید یهمامحک 
 يعلائـم کلـروز رو  هاي جوان گیاه سلمه، اولین روي برگ

 صـورت  و در روز هفـتم علائـم بـه    گردیدها مشاهده برگ
و بعـد از دو هفتـه بـا     نمـود بروز نکروز  یموضع يهالکه

. هـا دچـار نکـروز شـدید شـدند     گسترش این علائم، برگ
و  شـده  کیستمیسهاي آلوده گیاه گاهی این علائم در برگ

 نکـروز رگبـرگ  و روي بـرگ   کییموزاعلائم  ایجادباعث 
با تلقـیح   2007ویلند و همکاران در سال  .)8 شکل( یدگرد

نتـایج   C. quinoaبـر روي    BBSV-CO یـه جدامکانیکی 
امـا مهـرور و همکـاران در سـال     ؛ مشابهی گزارش نمودند

از  BBSV-Sh1 ,BBSV-ksh1هـاي  با تلقیح جدایـه  2009
 C. quinoa ي گیـاه ها برگایران، علائم سیستمیک بر روي 

  .گزارش نکردند
هـاي  هـاي سـلمه، بـرگ   زنی برگ یهماچهار روز پس از 
مایه تلقـیح اولیـه    عنوان بهي و آور جمعداراي علائم کلروز 

BBSV هاي ارقـام چغندرقنـد   زنی برگ گیاهچهجهت مایه
 ـماسه هفته پـس از  . در شرایط گلخانه استفاده شد  ـ هی ی، زن

ــاط نکروتیــک  ــرنق ، روي)Pinpoint necrotic spots(زی
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: بیعلائم کلروز و نکروز به ترت جادیا: Chenopodium quinoa .4-1هاي  روي برگ BBSV زاي سازه عفونت یکیمکان یزن هیما .8شکل 

هـا حرکـت کـرده و موجـب      شده و در رگبـرگ  کیستمیدر برگ آلوده س روسیو یگاه: 4. یزن هیسه، پنج، هفت و چهارده روز پس از ما
  .شوند یآن م يدیسف

Fig. 8. Mechanical inoculation of Chenopodium quinoa by infectious clone of BBSV. 1-4: Necrotic and chlorotic 
local lesions 3, 5, 7 and 14 days post-inoculation respectively. 4: In C. quinoa, the virus occasionally produced 
systemic symptoms in which cleared veins. 

  
رقم شـاهد حسـاس، ارقـام     عنوان  بههاي رقم شریف برگ

ــی  ــکوفا (داخل ــا و ش ــارجی) آری -Pauletta )KWS و خ

Germany( ،Isabella )KWS-Germany ( وDorothea 
)Syngenta( یــدظــاهر گرد )ــا انجــا. )9 شــکل  م آزمــونب

ــا ترانو مــرازیاي پلرهیــزنج  315قطعــه (معکـــوس  یســیب
در  BBSVمجـدد، حضـور   ) نوکلئوتیدي ناحیه انتهاي ژنوم

-در هـیچ . هاي چغندرقند داراي علائم به اثبات رسـید برگ

ی، علائـم سیسـتمیک  بررس ـ مـورد یک از ارقام چغندرقنـد  
  

  
 ـ، آر)شـاهد حسـاس  ( فیشـر : هاي ارقام چغندرقند شـامل  روي برگ BBSV يزا شده توسط سازه عفونت جادینقاط کلروز ا .9شکل   ا،ی

  گلخانه طیدر شرا زابلایپائولتا و ا ،یشکوفا، دوروت
Fig. 9. Diffuse chlorotic lesions on the leaves of sugar beet cultivars Sharif (susceptible check), Aria, Shokofa, 
Dorothea, Pauletta and Isabella, by infectious clone BBSV inoculation under greenhouse conditions 
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  .مشاهده نگردید ها آنروي برگ 
 ـو زايدر دو دهه گذشته، ساخت سازه عفونـت  -روسی

 شده یلاستاندارد تبد یشگاهیروش آزما کیبه  یاهیگ هاي
در  قی ـتحق يبـرا  یابـزار عـال   کتواند، ی یمهر سازه است، 

 ـ یروسیو يهامورد عملکرد ژن  ـو نیو تعاملات ب و  روسی
 BBSVزاي بـا سـاخت سـازه عفونـت    . باشـد  زبـان یم اهیگ
توان، مقاومت تعداد انبوهی از ژرم پلاسم هاي وحشـی   یم

-و زراعی چغندرقند را در شرایط گلخانـه، قبـل از برنامـه   

ار زیاد، ي و صرف هزینه بسیبهنژادهاي ریزي براي فعالیت
از طرف دیگـر  . قراردادنسبت به این ویروس مورد ارزیابی 

خـاك  هـاي  ، تعامل این ویروس را با سایر ویروستوان یم
) زاي هـر یـک  با ساخت سازه عفونت(ریشه چغندرقند  زاد

در ایجاد علائم روي گیاه و بررسی مولکولی مورد ارزیـابی  
  .داد قرار

 سپاسگزاري

اجراي این تحقیق میسر نبود مگر بـا همکاري هاي بـی  
بخـش هـاي تحقیقـات    محتـرم  شائبه ریاسـت و همکاران 

گیاهپزشکی و چغندرقند مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع 
طبیعی خراســان رضـوي و موسسـه تحقیقـات اصـلاح و      
تهیـه بـذر چغندرقنـد کـه بـدین وسـیله از زحمـات کلیـه     
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